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摘要　采用根癌农杆菌介导法将柞蚕抗菌肽 D基因导入沙田柚上胚轴等外植体 , 经卡那霉素筛

选 ,获得了若干转基因植株.对这些植株进行胭脂碱电泳检测 、点印迹杂交 、PCR扩增和 Southern

杂交分析 ,结果表明:抗菌肽 D基因已转入到沙田柚细胞中.
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　　柑桔黄龙病和溃疡病是影响柑桔生产的主要病害.通过基因工程培育抗病新品种 ,是传

统的果树育种方法所难以达到的高效抗病育种途径.它既可以从根本上提高柑桔品种的抗病

力 ,又能保持果实原有的优良品质 ,降低因为生产中使用大量农药而造成的环境污染和果实中

的农药残留.据报道 ,柞蚕抗菌肽对柑桔黄龙病病原类细菌(bacterial like organism , BLO)及溃

疡病黄单胞菌(Xanthomonas campestris pv.citri , Dye)有非常显著的杀灭作用(张清杰等 , 1995;

黄自然等 ,1986);人工合成的抗菌肽 D(AP-D)基因已成功地导入到我国柑桔的主栽品种锦橙

(Citrus sinensis Osbeck)中(陈善春等 ,1996).本研究以两广主栽名优品种 、素有“天然罐头”之称

的沙田柚(Shatian Pummelo , Citrus grandis)幼苗子叶 、上胚轴和下胚轴为外植体 ,导入 AP-D基

因.旨在为广东柑桔建立高效的遗传转化系统 ,创造柑桔抗病新种质 ,为根本解决华南柑桔黄

龙病 、溃疡病等危险性病害的严重威胁探索有效的新途径.

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　外植体　供试种子由梅州农校提供.去种皮的种子消毒后 ,接到 1 2 MS培养基上培养

35 d.然后分别剪取幼苗的子叶 、上胚轴 、下胚轴 、新梢及叶片为外植体材料.

1.1.2　培养基　愈伤组织诱导培养基为 MS+2 ,4-D(1.5 mg L)+KT(0.25 mg L)+复合 AA

(10 g L);愈伤组织分化和外植体直接成芽的培养基为 MS+IAA(0.5 mg L)+BA(2.5 mg L);

新梢生根培养基为 1 2 MS+IBA(0.5 mg L)+活性炭(0.8 g L).培养基均为 ρ(蔗糖)=30 g L

和 ρ(琼脂)=7.5 g L ,pH 5.7.

1.1.3　AP-D基因及质粒　含人工合成AP -D基因的根癌农杆菌是由抗菌肽基因重组子

M13 mp 8克隆于 Bluescript M 13质粒再克隆于过渡质粒 pCo 24 ,用三亲交配法与根癌农杆菌

SE和大肠杆菌 PRK2013混合培养 、筛选获得的苗株(李丹清等 ,1990;徐飞等 ,1988),由华南农

业大学蚕桑系提供.pCBD(含有抗菌肽 B 、D的双价质粒)由中国热带农业大学张银东博士惠

赠.

1.1.4　引物　采用黄亚东(1997)合成的一对引物 ,具有 21个AP-D基因的同源碱基 ,长度为 27 bp.
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　　Oligod(+):5' -GGCGGATCC
BamHI

TGGAATCCATTCAAGGAA-3' ;

Oligod(-):5' -GCCGAATTC
EcoRI

TTACTTGGCCAAGGCAGT-3' .

1.1.5　试剂药品　试验用的 EcoRI、BamHI等限制性内切酶 、Taq聚合酶购自华美公司.尼龙

膜购自DuPont公司.同位素购自北京亚辉生物医学公司.其它试剂均为分析纯产品.

1.2　方法

1.2.1　外植体的接种感染　农杆菌液(OD值为 0.5)用无菌水稀释 5倍后 ,将外植体材料放入

其中处理 15 min ,然后捞入垫有灭菌滤纸的培养皿中.

1.2.2　抑菌处理　将外植体分类接种于含不同浓度组合抗生素的培养基中培养 25 d ,培养基

中卡那霉素(Km)质量浓度(ρ)均为 50 mg L.羧苄青霉素(Cef)质量浓度(ρ)或头孢霉素(Cb)质

量浓度(ρ)分别为 0 、100 、200 、300 、400 、500 mg L.培养后第 3 、5及 20 d对抑菌效果进行统计.

每处理统计5瓶.

1.2.3　Km 的筛选策略　经感染过的外植体杀菌培养 15 d后 ,转入 ρ(Km)=25 mg L 的培养

基中培养.有小芽长出时 , ρ(Km)提高到 50 、75 mg L.诱导生根阶段 ρ(Km)用 100 mg L.
1.2.4　培养条件　温度(24±1)℃,用 2支 40 W日光灯与培养物距 42 cm进行照明 ,12 h d.

1.2.5　植株 DNA的制备　分别剪取经 nos检测阳性株系 、非转化株的茎 、叶 ,用保鲜膜包裹编
号 ,于-40 ℃冰箱中过夜.具体方法参考Hiroaki(1989).

1.2.6　沙田柚转基因植株的检测鉴定　AP -D基因转化株胭脂碱(nop)电泳检测以确定 nos

基因的表达:参照许耀等(1987)的方法.AP-D基因转化株点印迹杂交:nop检测为阳性的植

株 ,抽提其 DNA ,设 pCo24 ,pCBD为阳性对照 ,非转化株为阴性对照.探针制备中模板 DNA用

pCo 24.具体方法参考彭秀玲等(1987).AP-D基因转化 PCR扩增:参见朱平等(1992)方法.

AP-D基因转化株Southern杂交:将初步判断为转基因的植株抽提其总 DNA ,设pCo 24为阳性

对照 ,λ-DNA 、非转株DNA为阴性对照.探针制备同点杂交 ,DNA片段用 ρ=8 g L 琼脂糖凝

胶30 V电泳 8 h.具体步骤参见 Sambrook等(1992)方法.

2　结果

2.1　抗生素的筛选和转基因植株的获得

2.1.1　抗生素对农杆菌的抑菌效果

抗生素对农杆菌生长的抑制效果见

表1.由表 1可见 , ρ(Cef)或ρ(Cb)=

300mg L 以上能有效地抑制农杆菌

的生长达 20 d.

表 1　羧苄青霉素(Cef)和头孢霉素(Cb)对农杆菌的作用

ρ(Cef) (mg·L-1) 0 100 200 300 400 500

ρ(Cb) (mg·L-1) 0 100 200 300 400 500

t抑菌 d <3 <3 <3 >20 >20 >20

2.1.2　抗生素对沙田柚愈伤组织的产生和分化的影响 　子叶在 ρ(Cef)=300 mg L 及不同

ρ(Km)的培养基上培养.结果是:ρ(Km)=0 ～ 25 mg L时可产生愈伤组织而 ρ(Km)=50 ～ 75

mg L 时不能产生或几乎不产生.

将愈伤组织分别接到 ρ(Cb)=300 mg L和不同 ρ(Km)的培养基上培养 28 d.在 ρ(Km)=

50 mg L 以下的可分化出芽并生长良好;在 ρ(Km)=75 mg L 以上的则停止生长 ,如图版-1.

图中 1 、2 、3的ρ(Km)分别为 75 、50 、0 mg L.

由此可见 ,沙田柚遗传转化中 , ρ(Cb)=300 mg L 不会对子叶愈伤组织的产生和分化构成

威胁.ρ(Km)=50 mg L可用于抗性愈伤组织的筛选 , ρ(Km)=75 mg L可用于愈伤组织抗性芽
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的筛选.

2.1.3　抗生素对沙田柚上 、下胚轴形成芽的影响　将上 、下胚轴分别接种于 ρ(Cb)=300 mg L

和不同 ρ(Km)的培养基上 ,培养 21 d后 , ρ(Km)=0 ,25mg L 处理有不定芽长出 ,继代培养 56 d

后 ,芽可长至 1 cm左右;而 ρ(Km)=50 mg L 处理未见有不定芽形成 ,如图版-2 , 3.图中 1 、2 、

3的 ρ(Km)分别为 0 、25 、50 mg L.

2.1.4　抗生素对新梢发根 、生长的影响　将 1 cm 左右的沙田柚幼苗新梢接到 ρ(Cb)=300

mg L 和不同 ρ(Km)的生根培养基中 , 14 d左右均可诱导出 1 cm 左右的嫩根;但 ρ(Km)=100

mg L处理的新梢长根后 14 d 左右便逐渐停止生长直至死亡 ,如图版 -4.图中 1 、2 、3 中
ρ(Km)分别为 100 、50 、0 mg L.

2.1.5　沙田柚转AP-D基因 、抗Km株的获得　经一系列的培养筛选 ,最终从经感染的 1 125

段(块)外植体中产生了若干抗性芽 ,如图版-5.图中 1为子叶经愈伤组织形成芽;2为上胚轴

直接形成芽;3为下胚轴直接形成芽.后经进一步诱根形成了 13株Km
r
植株 ,如图版-6.图中

1 ～ 2为子叶形成的植株;3为上胚轴形成的植株;4 ～ 5为下胚轴形成的植株.

2.2　沙田柚 AP-D基因转化株的检测鉴定

2.2.1　沙田柚 AP-D基因转化株胭脂碱电泳检测　分别取 5株 Km抗性(Km
r
)株及 1株未经

Ti感染的沙田轴健株叶片进行胭脂碱测定 ,设 nop为阳性对照.结果图版-7 ,图中 1为下胚

轴产生的Km
r
株;2 ～ 3为上胚轴产生的 Km

r
株;4 ～ 5为子叶产生的 Km

r
株;6 为未感染株

(CK);7为标准Arg;8为标准 nop.所有的Km
r
株 nos基因均有颜色反应 ,未感染的植株未着色.

2.2.2　沙田柚 AP-D基因转化株 DNA点印迹杂交检测　将经 nop检测为阳性的 4株拟转基

因株进行点印迹杂交 ,结果如图版-8 ,图中 1 、8分别为 pCo 24 、pCBD质粒 ,阳性对照 ,有杂交

斑;2 ～ 3为未感染株 ,阴性对照 ,无杂交斑;4 ～ 7为含有 nop的Km
r
株 ,均有杂交斑.

2.2.3　沙田柚 AP-D基因转化株的PCR扩增检测　分别以 4株转基因植株的 DNA 为模板 ,

进行 PCR扩增 ,设非转基因的植株 DNA为负对照 ,分别取样进行琼脂糖凝胶电泳.结果如图

版-9 ,其中 1为未上样;2为 pEGM-3 Zf HaeⅢ(DNA marker);3为 pCo 24 ,阳性对照;4为非转
基因株 ,阳性对照;5 ～ 8为转基因株 ,均有一条明显的 、对照植株没有的特异带.

2.2.4　沙田柚 AP-D基因转化株的Southern印迹杂交检测　将点印迹杂交阳性的 4株 ,进一

步进行 Southern印迹杂交 ,结果如图版-10.1 、3分别为λ-DNA 、非转化株 DNA ,阴性对照 ,无

杂交带斑;2为 Co 24重组质粒 DNA ,阳性对照 ,有 3条带斑;4 ～ 7均为点印迹杂交阳性的转化

株DNA ,其中 4 、7各有 1条带斑 ,5 、6无杂交带斑.

通过检测 ,证明至少 4 、7号株为真正的转基因株 ,AP-D基因已成功地转入沙田柚中.

3　讨论

以农杆菌介导法进行植物遗传转化中 ,有假阳性的 Km
r
的报道(陈善春等 , 1994;Moore ,

1992).但笔者对 13株转化株进行检测 ,均发生有胭脂碱 ,未发现有未着色的.这既说明了 Km

抗性与 nos基因表达有较高的同源性(陈善春等 ,1994),也可能由于Km筛选策略的正确.

从转基因株的 DNA点印迹杂交结果来看 ,AP-D基因亦已转入沙田柚中 ,但用 PCR法并

未全部调出AP-D基因.结合Southern杂交结果可认为点杂交 、PCR的结果可信度不如South-

ern杂交的结果高.

由结果可见 ,由根癌农杆菌的 Ti质粒携带 AP-D基因(122 bp)感染沙田柚外植体 ,经 Km

筛选 ,可得到真正的转基因株.下一步将对转基因株进行抗病性检测 ,获得可供使用的沙田柚
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抗病新品系.
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Transformation of the Shatian Pummelo(Citrus grandis)with the

Synthetic Oak Silkworm Antibacterial Peptide D Gene
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Abstract　Some transgenic plantlets of Shatian pummelo , Citrus grandis were obtained by infection with

Agrobacterium tumefaciens which contained the NPTⅡ gene , nos gene , CaMV 35s promoter andAp-D

gene .The infected tissues and buds were selected on MS medium containing different concentration of

Km as necessary .The transformants were selected on the basis of Km resistance(Km
r
), nopaline electro-

phoretic detection , DNA dot blotting , PCR amplification and Southern hybridization.The results showed

that the Antibacterial peptide D gene had been integrated into the genome of transgenic pummelo plant

cells.

Key words　Shatian pummelo(Citrus grandis Osbeck);Agrobacterium tumefaciens;antibacterial pep-

tide D gene;gene transformation
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