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虹豆胰蛋 白酶抑制剂基因转化花椰菜的研究
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摘要 :通过根癌农杆菌 月脚 6以左川u n 。
恻afC ic甩 介导

,

将虹豆胰蛋白酶抑制剂 ( C四 )基因导人花椰菜无菌苗的下胚

轴和子叶中
,

卡那霉素 ( K出
1

)的筛选质量浓度为 巧 m岁 L
,

抑制农杆菌生长的抗生素选用竣节青霉素 (
C ax 比沈皿 n)

,

质

量浓度为 s oo m盯 L
.

对所获得的转基因植株进行 咒R 扩增
,

结果显示大多数为阳性 ;
代-R ,

u ht e
m 及 , 浏阮 m 分子

检测分析
,

结果证明 CnIT 基因已被整合到花椰菜植株的基因组中
.

转基因植株叶片的离体饲虫初步试验结果表

明
,

对鳞翅目害虫菜青虫的生长发育有一定的抑制作用
.

关键词 :花椰莱 ; 农杆菌介导 ; 遗传转化 ; 胰蛋白酶抑制剂 ( CnIT )基因 ; 转基因植株

中图分类号 : 肠3 5
.

3 文献标识码 : A 文章编号 : 100 卜 4l ix (2 X( 科) m - 以 )7 8 一 05

T n u 拐of
~

it on of ca ul in o

~ (刀九” `女农 口介月记ae var
.

加勺公

初ht c 0 w侧汾 娜哪加 加址 biot
r g e n e

山 u g-n iln g , ,

LE I iJ an
一

uj 矛
,

so NG iM
n g , ,

C A O iB
一

haoz
,

C HE N uoG
一

ujz
,

ZE NG G u -O p
嘴

( 1 C
o
lle ge of H

o币 c ul tur e
an d L川诬犯 ap

,

黝
u 山wL es t Agh

c 己it 川 al U` v e花 iyt
,

C ha 爬冲gn 4 X() 7 16
,

C ih an ;

2 C o ll e g e of H
O币 c ul t山℃ ,

阮
u ht C ih an 构护

c
.

U ivn
· ,

G朋爬油加 51 仅讲2
,

ich an ;

3 阮 hut Sub tor p i以 C r o p Rese acl h h坦 it t
uet

,

2 11川 lj i agn 5 2粼刃1
,

C ih an )

A加妞妞 c t :
仆

e e o w pe a t乃 , s in ihn ibi ot r
( C IPT ) g e n e

aws
tr a r旧 fe二 d i n ot ht e e

oylt doe sn
a n d h”阵又 o

yt ls of

c au h fl o w e r

me id at de b y gA or b ac et

~
t u

叫 a(C ic sn
.

玩 ht e se lce ivt e

me id uln
,

het k an 助 yn c in c

ocn
e n tr a t ion was

15 1琪护L
.

Ca d犯 n c i l il n
( 5 00

In留L ) was use d ot ihn i肠t 脚词
l of 咫四b a c t丽um

.

hT
e 此 g en

~
a tr 出姐fo

marn
t

p俪 st we er as say ed 场 CP R
,

CP R
一

阮 u ht e m b lot an d 阮 u ht e m bl ot
,

朋 d het
ta

卿 t b an d ~ ob se Vr ed in
mos

t

of het p lan st as s盯 e d
.

50 het int
e gr a t ion of het C娜 ge en in ot c au il fl ~

r ge n o] 旧 e D N A ~
C o
浦~ d

.

nI 毗
-

or le af est it gn for ve alu iat gn er iss actn
e ot c ab bage wo mr ( 尸必心 6~ ic ae L

.

) was
m ad e ,

即d ht e

esr ul st

s howe d ht at ht e

atrn
s g e n l c p lan ts w e er mo er 现 s is atn

t ht an on n 一
廿 a n s ge n i e p lan

st
.

K e y ” . 八如 : c a u l i fl o w e r
( 召心

5 。 le ~
a v ar

.

bo 娜 is ) ; a g or bac ietr um
一

m e d iaet d ; ge en it c tr a n s fo n n a t ion ;

co WP
e a tyr P s in ihn

王心 a

i b i ot r
( C p皿 ) 罗

n e ;

astrn sen i e p lan t

有 关 花 椰 菜 的 再 生 和 转 化 Bt 基 因 已 有 报

道 [`
一 4 ]

,

Dva id 等 [ , ]和 s五v as vat
。
等 [6 ]曾用野生型根癌

农杆菌和发根农杆菌转化花椰菜
,

获得 的转化株大

都不正常 ;何玉科等 v[]
、

陈晓邦等 s[]
、

和 d。 lB hoc 等 9j[

报告了基因导入花椰菜
,

获得转化植株
,

但转化率极

低
.

转化效率低是转化方面的一个重要限制因子
,

如

何提高转化效率成为一个急待解决的问题
.

花椰菜 召m “ ic a o le ~
a v ar

.

加 t酗 is 属于十字花

科芸蔓属
,

含有多种维生素
,

营养丰富
,

风味鲜美
,

在

全国范围内都有种植
.

在其生长和育种过程中
,

极易

受到鳞翅 目昆虫菜青虫
、

小菜蛾等的危害
.

传统的育

种技术只能利用有限的基因资源进行育种
,

其开发

利用很有限
,

已不能满足现代农业对花椰菜品种改

良的需要
.

胰蛋 白酶抑制剂 ( CnIT )基因对鳞翅 目昆

虫有 良好 的抗性
,

本 试验将 C nIT 基 因导人花椰菜

中
,

获得转基 因植株
,

这 为虫 害防治
、

选育新一代绿
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第 3期 吕玲玲等
:
虹豆胰蛋白酶抑制剂基因转化花椰菜的研究

色环保型蔬菜新品种提供了技术保证
.

1 材料与方法

1
.

1 植物材料

供试花 椰菜 品种 为 白富 士 白雪 花椰菜 ( 编号

01 16 )和白雪花 5 0d (编号 01 1 5 )花椰菜
.

种子用体积

分数为 7 5% 的乙醇浸泡 30
5,

在 0
.

oo l k岁 L H薛犯溶

液中消毒 14 一 巧 而 n ,

无菌水冲洗 3 一 5 次
,

接种于不

含激素的 M S 固体培养基上
,

种子萌发后
,

取 4 一 6 d

苗龄的下胚轴和子叶作外植体
.

1
.

2 根癌农杆菌与质粒

供试根 癌农杆 菌 月g m b

~ um
t切刁阮 ic 。 的菌

株 BL A 44 以
,

其所含 的质粒为 GP A 64 3
,

将 CnIT 基因

构建在该质粒上
,

成 为 p
GA C四

,

该质粒携带 aC vM
3 5 5启动子和 N os 终止子

,

并与具有 卡那霉素 ( K a l l
)

抗性的 N rP
一 n 基因相连

.

1
.

3 花椰菜高频再生体系的建立

以 4 一 6 d 花椰菜的子叶
,

下胚轴为外植体
,

M S

为基本培养基
,

通过加人不同浓度和不同组合 的 6 -

B A
、

N从
,

筛选外植体不定芽分化 的最适培养基
,

并

比较两种不同外植体的分化能力
.

1
.

4 花椰菜外植体高频转化体系的建立

将无菌苗的下胚轴切段
、

子叶切成两半
,

接种到

再生培养基 ( MS
+ 2

.

0 m酬L 6 一 B A + 0
.

2 1119 / L N AA )

上
,

温度为 ( 25 士 l) ℃
,

每 日光照 14 ;h 分别预培养 2
、

3 d
.

在进行转 化前从划线培养平板上挑取单菌落
,

接种于 25 In g / L S tr 的花 B 液体培养基中
,

28 ℃下振

荡培养过夜
.

取 Z mL 过夜活化的菌液接种于 50 mL
含 S tr 的 YE

B 液体培养 基 中
,

同样 条件 下 培养 至

D助
n m
为 0

.

3 一 0
.

5
,

用液体 YE B 培养基将菌液稀释

or 倍
,

将经过预培养 的外植体浸泡在 准备好的菌液

中 0
.

5 一 1 ha n 和 5 一 or 而 n ,

滤纸吸去外植体表面多

余的菌液
,

在再生培养基上黑暗条件下各共培养 1
,

2
,

3 ;d 转 到 脱菌 培养 基 (再生 培养 基 + 500
1班穿L

Cabr )中 7 一 I O d
,

以抑制农杆菌的生长 ;最后转到筛

选培养基 (脱菌培养基 十 巧 m g/ L K an )中诱导芽的再

生
.

1
.

5 抗性植株的再生与移栽

将筛选培养基 中分化出的小芽切下
,

在筛选培

养基中进行继代培养
,

芽长至 3 c m 左右时
,

将小芽切

下
,

分别插人生根培养基 l( 再生培养基 + 250
n lg / L

Ce f + 15 i n g/ L K a n
)和生根培养基 11( M S + 0

.

2 In留 L

N从
+ 巧 m g / L K an )中生根

.

形成完整 的植株后
,

选

取根系生长情况 良好 的转化植株移栽 至沙 中
,

前几

天注意保湿
,

然后可于室外自然条件下生长
.

1
.

6 P C R 扩增检测

鞠 聚合酶购 自上海生工公司
,

采用 25 拌L 的反

应体系
,

代R 循环为 95 ℃ 变性 4 而
n ,

58 ℃复性 1

而
n ,

7 2 ℃延伸 l 而
n ,

2 个循环 ; 92 ℃ 变性 l 而 n ,

5 8

℃复性 1而
n ,

7 2 ℃延伸 1
.

5 而 n ,

33 个循环 ; 72 ℃延

伸 or 而
n

.

所设计的 C四基 因两端引物为
: 5

`

端
: 5

` -

C A TG A T GC代羌劝甘LA GGT G r 3
` ; 3

’

端
: 5

` 一

C门城C T CA手

以 T CTT C ATC C
一

3
` .

扩增的 DNA 长度约为 3 26 b p
.

1
.

7 oS
u

ht e m 杂交分析

参看萨姆布鲁克等 〔̀“ 〕的方法
.

用 coE R I酶切转

化植株总 D N A
,

酶切过夜后
,

将酶切产物和 PC R 产物

用 0
.

ol k岁 L 的琼脂糖凝胶 电泳
.

采用毛细管转移法

将 DNA 转移到尼龙膜上
,

分子检测方法按照 DI G 标

记检测试剂盒说明 (购 自 BDC he 分子生物化学公司 ) ;

质粒 p
GA 麟3 进行 P C R 扩增

,

电泳后 回收其扩增产物

(即 目的片段 )做为探针
,

探针标记方法按照 DI G 标

记检测试剂盒进行
.

2 结果与分析

2
.

1 花椰菜外植体的再生

2
.

1
.

1 不同外植体分化能力的比较 植物不同的部

位再生能力有强有弱
,

有些甚至得不到完整植株
.

一

般来说
,

幼嫩组织的再生能力强于衰老组织的再生

能力
.

在本试验 中
,

用 4 一 6 d 苗龄花椰菜的下胚轴

和子叶作为外植体
,

32 d 后统计分化率
.

结果显示
: 2

个品种的 2 种外植体均能分化形成芽
,

但其分化 能

力有差别
,

但都是 下胚轴的分化能力 比子 叶强 (见

表 1 )
.

表 1 花椰菜不同外植体的再生能力比较

T a b
.

I C翻叩脚如阅 of er 邵” e ar 柱皿 。 坏旧d yt of e xP Ia n st

勺p 留 of ca lul 川 o w e r

材料编号 外植体类型 外植体 分化的外植 分化率

N
o

.

of ex 禅ant 总数 体数 No
.

of ep 二
e nt of

m a t e n al ty ep
s

N
o

.

of d i ffe er l l t iat ed d j丑七er nt i iat on

e x p lan t ex 讨ant / %

0 1 15 子叶
c o tyl ed

o n
5 0 3 1 6 2

.

0

下胚轴 h y鲜
o

ylt 50 3 7 7 4
·

0

01 16 子叶
e o yt l

e d O l l

oo 印 66
.

7

下胚轴 1
1 y衅

o

ylt 100 75 75
.

。

2
.

1
.

2 激素对花椰菜外植体分化的影响 通过不同

激素及不同的浓度组合来试验其对外植体芽分化的

影响 (见表 2 )
,

32 d 后统计结果表明
,

当在基本的 M S

培养基中添加 2
.

0 n l
g/ L B A

,

0
.

2 m留 L N A A 时
,

外植

体的芽分化率最高
,

与其他几个配方相 比
,

优势较明
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显
.

同时
,

通过表 1和表 2 可以看 出
,

所采用 的 2 个

品种间的芽分化率差异不大
.

2
.

2 花椰菜外植体的转化

2
.

2
.

1 卡那霉素 ( K an )对外植体 不 定 芽分化 的影

响 花椰菜的下胚轴和子叶对 Kan 非 常敏感
,

在含

有 。
、

5
、

10
、

15
、

30
、

50 11 1留 L Kan 的再生培养基上
,

外植

体的芽分化差异很大
: s t叫好L 下有些外植体形成愈

伤组织
,

并有少量绿芽存活 ; 10
n

州 L 下
,

大多数外植

体不形成愈伤组织就 白化死亡
,

但仍有少量愈伤组

织呈绿色 ; 巧 m g/ L 及以上的质量浓度下
,

所有的外

植体不分化就白化死亡 (表 3 )
.

因此
,

本试验采用 巧

n

娜 L K an 作为筛选时的选择压 (图 1
,

2)
.

表 2 不同激素及不同的浓度组合对外植体分化的影响

T a b
.

Z E肠eC st of 山脸代 n t ho m 阅困吧 绷呷侧柱拙叭 U犯 b u d 创晚代 n眨a柱佣 of e
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翻劝〕曲
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子叶 co ylt ed
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下胚轴 h即优
。
ytI 子叶 co yt] 曰叨 下胚轴 h即佣

。
叨

MS
+ 2

.

0
1119 / L B A + 0

.

2
n l
岁L NA A

MS
+ 3

·

o m岁 L BA + o
.

Z m岁L N AA

MS
+ 2

.

0
1 119 / L BA

+ 0
.

l m岁L NA A

M S + 3
.

0 n l
g/ L BA

+ 0
.

l m『L NAA

7 5
.

0

7 1
.

4

66
.

7

35
.

0

5 0
.

0

57
.

1

75
.

0

7 1
.

4

71
.

4

58
.

3

6666

nU1
.

4465334544

表 3 K a l ,质 , 浓度对外植体芽分化的影响

肠 b
.

3 E肠ce 臼 健 E泊。
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` , . 代邢心件心 . 傲 间h祝 i n d l .
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田目 加 d 山晚八 , d a公佣 of e
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丑 m胎勿口 口加目耽` 妞 var
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加勺公

外植体 形成愈伤组织 分化出芽的

可 K
a l l

) 总数 的外植体数 外植体数

(/ gm一
’

) N
O

.

of oN
.

of e x p lan t oN
.

of xe p俪
t iw th

e x Plan t 衍 ht c
all su bd-u d i价花

n七 iat on

0 4() 粼 ) 30

5 喇 ) 15 6

10 4() 10 0

15 4() 0 0

3 0 4() 0 0

5 0 月0 0 0

行农杆菌感染
,

与对照相比大大降低 了褐化率
,

并以

预培养 3 d 的效果为好
.

产( K川 l

)
二 15 n l

酬 L

图 2 非转化外植体在筛选培养基中死亡

iF g
.

2 N o n
.

廿田防肠n n田吐 in sc

~
gn

n犯 c
llurn

尸 ( Kan ) 二 15 m岁 L

图 1 筛选培养基中分化出再生芽

iF g
.

1 D i玉mt i
iaot

n
in sc er e in gn

n l e id uln

2
.

2
.

2 预培养对外植体分化的影响 在花椰菜的转

化过程中
,

未经预培养的外植体 (对照 )感 菌后
,

在伤

口处产生褐化
,

细胞坏死
,

严重影 响外 植体的芽分

化
,

尤其是子叶
.

本试验分别预培养 2 和 3 d 后再进

2
.

2
.

3 感菌时间及共培养时间对芽分化的影响 结

果显示感菌 5 一 or 而 n 的外植体污染现象严重
,

且芽

分化率远远低于感菌 0
.

5 一 1 而 n 的
,

所 以随后 的试

验采用感菌 0
.

5 一 1
~

;另外
,

菌液浓度 的大小也影

响农杆菌的侵人和外植体的分化
,

菌液浓度过小
,

不

利于农杆菌的附着
,

但菌液浓度过大
,

外植体易受毒

害致死
,

以菌液 D枷 mn 二 0
.

3 一 0
.

5 为宜
.

由试验结果

可看出
,

共培养 1和 Z d 的芽分化率差异不大
,

在这

种情况下
,

感菌时间长有利于细菌的侵人
。

再综合外

植体污染情况及分化率高低得出最佳共培养时间为

Z d (表 4 )
.

2
.

3 抗性植株的获得

从接种到筛选培 养基上 的 3 05 个绿 芽中
,

获得

转化植株 14 株
,

经 CP R
,

阮 u ht e m 杂交检测均呈 阳性

的转化植株有 8 株
,

转化率为 2
.

65 %
.

将筛选培养基
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上的小芽切下
,

转人新 的筛选培养 基中进行二 次筛

选
,

淘汰假转化体
,

并扩大繁殖
,

逐渐降低 C汕 的 质

量浓度至 200
n l岁L

.

当经过再次筛选的再生芽长至

3 。 m 左右时
,

移人生根培养基
,

在生根培养基 I 中
,

需要 20 d 左右才能生根
,

而在生根培养基 n 中
,

只需

7 一 10 d 就可长根
.

挑选根系生长良好的植株移栽到

沙中
.

用 H o叱 lan d
’

营养液浇灌
,

共移栽 120 株转化植

株
,

成活 24 株
,

成活率为 20 % (图 3
,

4 )
.

表 4 共培养时间对芽分化的影响

T曲
.

4 E邝ec st 试 c幻卜。目五钧蛇门 6 ~ 皿 山 e b u d d i月免r e n 6涌.

of ex 润翻妇 in B m ss 众粗 口触目犯翻 var
.

加勺公

t( 共培养)

e介 e ul it
v a t i叨

it me / d

外植体总数 外植体芽分化率

污染情况 No
.

` 州ant No
.

of e却lan “ %

c阅 1田汕画 on 子叶 下胚轴 子叶 下胚轴

2
.

4 转化植株的鉴定

2
.

4
.

1 PC R 扩增 提取非转化植株和转化植株的总

DNA
,

同时提取质粒 p G A 64 3 作为阳性对照
,

采用 25

汕 的反应体系进行 CP R 扩增
.

电泳结果显示
:
质粒

p G A 64 3 DNA 和转化植株 的大部分都扩增 出 3 26 b p

的特异条带 ;而非转化植株和无模板 的阴性对 照未

扩增出特异条带 (图 5 )
.

.2 4
.

2 oS u ht e m 杂交检测 选择 CP R 检测结果呈阳

性的 转 化 植 株 用 于 肠 u ht e m 杂 交 检 测
,

以 质粒

沁A以 3的 代R 产物作 为 阳性对 照
.

分别将其 CP R

产物和植物 D N A 酶切产物用 于分子 杂交
.

结果显

示
,

所检测 的转化植株都产 生 了杂交条 带
,

这 表 明

CnIT 基因已被整合到花椰菜转化植株细胞的基因组

中 (图 6)
.

c

oylt 司 o n

40

hyl 冷 co il

40

c
吻 1记佣

35

h卿 icol

40 以 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

31
.

3

12
.

9

33
.

3

13
.

5

4040 4040

无无有
`
月几,̀内、一

3 2 6 b P 一

M : 标准
,

1 : 非转化植株 ND A
,

2 : p c A。” 质粒 D N (A 阳性对 照 )
,

3 : 非模板 (阴性对照 )
,

4 一 10 :
转化植株 D NA

M :

耐
.

wt
.

Maxk er
,

1 : n on 一 恤比而功贾刁讨ant ND A
,

2 : p G幻抖 3 p俪而d D N A (卿石ve 二园 )
,

3 : n 二找 e

呷 l a t e
(

n e罗 t i二 c翻加 l )
,

4 一 10 : 坛知滋〕m曰讨ant DN A

图 5 转 C vIT 基因 K田
1

抗性再生植株的 P C R 检测

iF g
.

5 代R ass ay of t以他肠m ” nt 初 ht r e s ls t a n c e ot K田
1

2 3 4 +

户( K田 1 ) 二 15 m g/ L

图 3 抗性再生苗在生根培养基中生根

iF g
.

3 R oo t ign of tr a ns of m
】
an t i

n or ot i
gn m 。击um

1 一 4 : 用 及。 R I酶切的转化植株 D N A

十 : p G
J

奴讲3 质粒 CP R 产物 (阳性对照 )

1 一 4 : 廿明曲〕m被 d 1
1
1朋 t DN A id ges tde 诫 ht 及o R I

十 :

讨~
d p G A砚 3 陀R x〕耐

u

tCS as p 阳 t ive c on tr o l

图 6 转 C四基因 K al l

抗性再生植株 肠
u ht e m 杂交检测

iF g
.

6 阮
u t l

l e m b lof of tr az ` of
n ” a n t iw t】1 res ist ~

ot K
a l l

尸( ha
,

)
二 15 m岁L

图 4 转化植株在生根培养基中生 长良好

lF g
.

4 lP an il
e t in r的 t i n g me idnUI

2
.

5 初步抗虫试验

取转基因花椰菜植株和非转化植株 的同一部位

的叶片
,

从中切取大小约相同的叶块
,

分置于塑料盒

子两边
,

内垫双层湿润滤纸 ;各取 1 一 2 龄菜青虫幼

虫 or 条接种到 叶片上
,

于 25 ℃
、

自然光照条件下培

养 2 一 3 d
,

观察叶片受损情况
,

进行初 步的抗虫试
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验
.

结果表明
,

非转化植株 的对照 叶片受损严重
,

而

转化植株的叶片相对受损较少
,

说明转化植株对菜

青虫具有一定的抗性
.

3 讨论

在整个的转化过程 中
,

有很多因素会影响转化

效率
:首先

,

花椰菜的分化率 比较低
,

本试验通过添

加一定 质量 浓度 的 BA 和 N人A
,

使其分 化率 达 到

7 0 %左右 ;其次
,

感菌后花椰菜外植体的褐化现象严

重
,

通过 预培养 3 d
,

使菌液浓度为 D仰 , 二 0
.

3 -

0
.

5
,

感菌时间为 0
.

5 一 1 而 n ,

共培养 Z d
,

可大大降低

褐化率
.

第三
,

花椰菜外植体对 K a n
很敏感

,

巧 m留L

的 K直n 可完全抑制其分化
,

因而本试验采用先培养 7

一 10 d 后再加人 K an 进行筛选
,

这样有利于芽的分

化
,

从而提高转化效率
.

最后
,

将经筛选后的小芽移

人生根培养基时
,

在生根培养基 I 中
,

需要 20 d 左右

才能生根
,

而在生根培养基 n 中
,

只需 7 一 10 d 就可

长根
,

尽管王关林等〔` , ]认为在芽分化时采用 C田七作

为抑菌剂
,

而在根 系生长时以头抱霉素 ( Cef )作为抑

菌剂效果较好
,

但本试验结果说明 Cef 的加人对根系

生长仍具有一定的抑制作用
.
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