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摘要
:
以白三叶 升如互um

矛哪洲于ns L
.

吸胀种子的子叶为转化体
,

用农杆菌介导将外源的白三叶花叶病毒外壳蛋白基因

那曰盯
2

转人白三叶
,

经过筛选
、

分化和再生
,

得到了具有卡拉霉素抗性的转基因植株
.

对这些植株进行 代R
、

阮
u
d
l e m

和 No hrt enr 分析
,

结果表明
,

外源目的基因已经整合到白三叶基因组中并且得到了表达
.
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白三叶 ,V
〕il lun 代阵瓜 L

.

是温带地区主要的多

年生豆科牧草
,

为各种 家畜所喜食
,

广泛分布在 欧

洲
、

美国
、

澳大利亚和新西 兰等国家
,

我 国西南地 区

也有种植
.

白三叶不仅是优质的饲草
,

更是 良好的豆

科草坪草
,

广泛用于各种类型的草坪和绿地建植
,

是

我国北方地区主要的豆科观赏性草坪草之一 白三

叶性喜温暖湿润的气候条件
,

它可 以提高饲草品质
,

通过固氮每年可向草地提供丰富的氮素
,

其发达 的

甸甸茎和表型的可塑性使它成为多数混播草地和草

坪的理想组分
.

但温暖湿润的生长条件为各种病虫

害提供了滋生蔓延 的机会
,

根结线虫
、

白粉病
、

病毒

病及锈病等发生率比较高仁
’ 一 3〕

.

病毒病是除根结 线

虫之外的一大病害
,

其中尤以白三叶花叶病毒 ( w h it e

c

vlo er

~
c vi I’us

,

简称 W CMV )
、

首楷花叶病毒 ( al
-

几愉
~

ic vi I’us
,

简称 A M v ) 和 三 叶 草 黄 脉病毒

(
e l
voer

yell ow
v e in 讨ur s ,

简称 Cn 八 ) 最为猖撅 [ 4
·

5 ]
.

我国白三叶花叶病毒的发病比较普遍
,

各地首楷
、

三

叶草和豆类作物种植面积较大
,

为其发生提供了广

泛的寄主
,

并 以此为接种源通过蚜 虫或其他途径传

播而使一些对 WC孔IV 敏感的作物发病
,

暂时还没有

安全有效的防治方法 e[,
7〕

.

随着生物技术的发展
,

分

子育种方兴未艾
,

给植物育种带来 了前 所未有 的曙

光
,

它能够克 服种间障碍
、

打破生殖 隔离
,

而且能够

控制基因表达的位点和水平
,

大大提高了育种 的准
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确性和预见性
.

基因工程已经被证明是提高植物抗

病性的一种行之有效的方法
,

转基 因方法 已被成功

地用于许多病害的防治
.

本文拟对白三叶的转化
、

再

生和转基因植株的分子检测进行探讨
,

为进一步的

育种工作奠定基础
.

1 材料与方法

1
.

1 质粒和菌株

白三叶花叶病毒 ( WCM V )是正链多分体 NR A 病

毒
,

具有三分段基 因组 RN A I
、

gs NR AZ
、

笔RN A 3 和 1

个编码外壳蛋 白的亚基因组 NR 4A
.

质粒由澳大利亚

维 多 利 亚 农 业 部 植 物 生 物 技 术 中 心 提供
,

含

Ca M v 35 S启动子调控的 W亡材以 外壳蛋白基因
,

大小

为 13 。以〕 b p
,

为 从几汉 111 酶切
.

另外还有选择标记基

因 刀尸了n
,

为 pN o s 启动子调控
,

大小为 7 95 b p
,

结

构如图 1所示 s[, 9了
.

以根癌农杆菌 A脚 bac如 uln
t

~
-

不沈比 sn 菌株 AGL I为载体介导转化
.

26 一 28 ℃条件下
,

在含有 50 1〕

娜 L 卡拉霉素和 20 n

娜 L 利福平的 M G L 培

养基 ( 5 岁 L t乃1〕tone
+ 2

.

5 酬 L ye as t ex atr ct + 1
·

2 群L

L
一

gl
u ta n 卫 c ac id + 5 酬L M 田 u l i tol + .0 25 酬 L KH z lU }

+ 0
.

1留L N a CI + 0
.

1岁 L gM , 入
·

7玩 o) 中振荡培养过

夜
,

次 日将 1礼 培养液接人 25 mL 含 50
11笔几卡拉霉

素和 20
n唱 / L 利福平的 MG L 培养基

,

在 26 一 28 ℃下振

荡过夜
,

培养至对数生 长期后
,

重新悬 浮于新鲜的

MGL
培养基中

,

调节浓度
,

使鲡
二 = 0

.

35 [10]
.
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图 1 白三叶花叶病毒外壳蛋白基因 稀亡材 F 的构建

iF g
.

1 T
r田侣邵 in c s lt u c

恤 of 雨助打产

1
.

2 植物材料

白三叶 ZV 讼￡期王 八孚犯。 L
.

种子先在小筛子上用

自来水 冲洗 5 而 n ,

再转人 无菌 的三角瓶 中
,

加人

70 % 的已醇搅拌消毒 s ha n ,

然后用 0
.

2% 的升汞搅

拌消毒 5 而 n ,

用无菌水 冲洗 8 一 10 次
,

最后加人无

菌水过夜
,

吸胀后即可进行转化试验
.

1
.

3 转化及培养方法

取吸胀的白三叶种子
,

在解剖镜下去掉种皮
,

用

解剖针在子叶基部 1
.

5 ~ 处切去上胚轴
,

再将 2 瓣

子叶从基部均匀切开
,

一瓣直接置于 RM 73 培养基

(MS am
e 。 + M S 而 e 。 + M S v it出 n ins + 1

.

1 1玛少L T D z +

0
.

I n l留L 刊AA + 30 g/ L s u e

~
+ 5 g/ L ag ar )上作为对

照
,

另一瓣放人 % 个孔 的培养板
,

每孔 中预先注人

MGL 液 体培 养 基
.

做 满 一 板 后 吸 出 MGL
,

加 人

D。 二 = 0
.

35 并含有 50
1 1垮 / L 卡拉霉素和 20

2裂穿L

利福平 的菌液
,

轻轻震荡培养 40 而 n
.

然后 吸出菌

液
,

用无菌水冲洗子叶 2 一 3 次
,

再用无菌滤纸吸干

子叶表面的水分
,

将子叶置于 R M 73 培养基上
.

每瓣

子叶的位置应与其对照相一致
,

便于以后比较
.

将对

照和处理置于 25 ℃
、

每 日光照 16 h 的组培室培养 3

d
.

第 4 d 将对照转入新鲜的 RM 73 培养基继续培养
,

将处理的子叶用无菌水冲洗 以除去多余的细菌
,

用

无菌滤纸 吸干后 置于含 50
1琪岁

了

L 卡拉霉 素和 250

n

可 L头抱霉素 (
c

efo 住xI l l l le )的选择性 MH 73 培养基上

培养
,

温度为 25 ℃
、

每 日光照 16 h
,

进行转化体的筛

选
.

每 3 周继代 1次
,

继代 3 次后将再生苗转入 田M

培养基 ( M S mac 。 + M S 而 e or + M S v i

腼
sn + 3 11笔 / L

BI A +l 5 酬 L s uc ID se + 8 留 L ag
a r
)诱导生根

,

生根后 2

一 3周 即可移栽于温室中
.

1
.

4 转化体的分子检测

1
.

4
.

1 CP R 检 测 用 c认B (
c e yt l试 e山y lan

l n l o们 ium
b

~
de )法提取转化后的白三叶植株基因组 DNA 图

,

以此为扩增模板
,

用 八尸了 11 基因已 知序列为引物进

行 CP R 扩增
,

引物序列为
:

B击记 r l : 5
`
刁 t刀 r 俄】毛渡(爪艾Xl 汰〔汰A〔沐《认

一

3
,
;

P亩1甘 2 : 5 ,-凡叹沪为叹义双肛翔认 AQ义瓜切叹 X;
一

3’
.

CP R总反应体系 25 汕
,

含 1咫 植物 I〕N A
,

I U 的

鞠 DNA 聚合酶
,

2 1l l n洲〕 l / L 的 (州
护

r l
〕 ,

1 1〕11洲〕U L 的引物
.

反应程序为
:

弘 ℃预变性 4 而 n ,

94 ℃变性 1 而 n ,

印

℃退火 30 5 ,

72 ℃延伸 1而 n ,

30 个循环后 72 ℃延伸 or

而 n
.

对扩增产物用 or 酬 L 的琼脂糖电泳进行检测
.

1
.

4
.

2 阮u ht e m 印迹杂交 待 CP R 检测阳性的植株
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分枝逐渐增多时
,

挑选幼嫩的新叶
,

用 CTA B 法提取

植株总 D NA
,

用 月云以班消化后
,

进行琼脂糖凝胶电

泳
.

P班冲 CMV 4 的质粒 DN A 用 伍耐 班 + 筋以 酶切

后再用 w 泳ud D NA c l绷
一

叩 sys emt 提取纯化
,

以地高

辛 ( DI )G 标记
,

在尼纶膜上与消化后的 白三 叶 DNA
进行印迹杂交

,

杂交温度 42 ℃
,

时间 12 一 巧 h
.

1
.

4
.

3 No hrt
e m 分析 采样时间与 肠

u ht 二 印迹杂

交相同
,

用 irT olz 提取转化体总 RN A
,

W CMV 4 探针

用 32 P 标记后与样品 RN A 在 42 ℃杂交 12 一 巧 h
.

2 结果

2
.

1 转化体的获得

根癌农杆菌感染的 白三 叶外植体经共培养 3 d

后转至筛选培养基
,

此时子叶外植体 已经膨大
,

1 周

左右开始出现不定芽
,

以后再生芽丛生
,

长势良好
.

外植体在 1刀 Z 的作用下
,

再生情况非常好
,

再生频率

达到了 98 %
.

以后随着卡那霉素的选择作用
,

大多

数再生芽逐渐褪绿变 白
,

最后死亡
.

只有少数继续存

活
.

对照的外植体生长良好
,

色泽翠绿
,

再生 芽数量

较多
.

将继代 3 次的外植体再生芽切下
,

转人生根培

养基
,

将那些没有对应转化体的对照再生芽弃而不

用
,

只保留成对的诱导生根
.

一般情况下
,

95 % 以上

的再生芽都能正常生根
.

统计转化率为 4 %
.

2
.

2 白三叶转化体的分子检测

P cR 扩增产物经 10 岁 L 琼脂糖电泳后
,

转化体

显示出约 795 帅 大小的特异带 (图 2)
,

而对照则无此

带
,

表明外壳蛋白基因已经整合在 白三叶基因组中
.

实验获得的 48 株转化体中有 40 株为 代 R 阳性
.

对

所有阳性植株用 O队B 法提取总 DNA 进行 黝 u ht e m

印迹杂交
,

发现 释℃从V 外壳蛋白基 因不仅已经整合

到转化体基因组 中
,

有的还 出现 了多个拷贝 (图 3 )
,

有个别的 CP R 阳性植株经 S 拟山e m 检测为阴性
.

为

了进一步检测外源基因的表达情况
,

又对 阮
u ht em 阳

性的供试材料进行 了 N o ir如。 分析
,

结果如 图 4 所

示
,

所 有 参试 的 35 株转化体 中
,

有 30 株 表 达 了

W乙MV 外壳蛋白基因
.

1
.

相对分子质量标记 ; 2 一 5
.

DN A 样品 ;

6
.

阴性对照 ; 7
.

阳性对照

图 3 转基因植株的 肠
u ht em 印迹杂交

iF g
.

3 阮
u th e

m 卜v卜ir id iazt on of tr ax 咧罗` 。 P lan et

P C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12
. 浏 ,岁呷 . 月呷 , “ . . . ` “

卿
门 .
-一
~

哟日 d 闷J州治 . 、 两飞乞月 袄韶巨 ` ,亚二 之欲 三签
.

几`袅 捆瑟当 忆一l气 . 二 : 二咬

P
.

阳性对照 ; C
.

阴性对照 ; 1 一 12
,

NR A 样品

图 4 转基因白三叶的 N o

hrt e m 杂文

iF g
.

4 No hrt
e m hy b ir山az 石o n of 。翅招罗川C

咖 te e lo ve r

润an ts

1 2 3 4 毛
.

三二 J 目豁思二盛召二

1
.

阳性刘照 ; 2 一 13
.

样品

图 2 转基因植株的 PC R 检测

iF g
.

2 PC R cs 戏姐 nj gn of tr 田 1歼笋icn lP an ts
.

3 讨论

白三叶花叶病毒 ( WCMV )具有 十分广泛的寄主

分布
,

且容易经蚜虫以非持久性方式传播
,

是三叶草

和首楷属植物 引起严重病毒病的主要病原
,

并 可在

烟草
、

辣椒
、

番茄和瓜类作物上引起典型病害
.

国内

关于 W CMV 引起植物病害及防治方面的报道较少
.

本文用首着花叶病毒外壳蛋 白基因对白三叶进行了

遗传转化
,

并对转基 因植株进行 了分子生物学检测
.

用吸胀种子的子叶作外植体再生频率非常高
,

平均

在 98 % 左右
,

远高于用无菌苗的下胚轴和子叶
,

而

且不经过愈伤组织阶段
,

直接从子叶柄切 口处产生

丛生芽
,

大大节约了实验时间
.

但这种方法需要在解

剖镜下用解剖针操作
,

比较精细
,

一次只能获得 2印

一 300 个外植体 ;无菌苗可大量 获得
,

下胚轴和子叶

外植体一次可获得近千个
,

尽管再生频率较低
,

但总

数仍比较可观
,

在具体使用过程中也是仁者见仁
,

智

者见智
.

由于 白三 叶是 四倍体异花授粉植物
,

遗传背景

复杂
,

品种内的差异远远大于品种间的
,

为了从根本

上杜绝其对转基 因植株性状和抗性方 面的影 响
,

本

试验采用了一对一 的做法
,

即同一个种子 的 2 瓣子

叶
,

一瓣用来做转化
,

另一瓣作对照
,

这样
,

经过再生
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和转化后二者之间唯一 的区别就是目的基因
,

其他

条件完全相同
.

在以后的抗病性检测 中
,

就可以轻而

易举地发现和 比较二者之间抗性 的不同
,

做到严格

意义上的
“
同一 ( iso g en l c

)
” .

本次实验的转化率较高
,

为 4%
,

一般三叶草转化率为 0
,

5% 一 3%
.

转化率除

受基因型
、

外植体
、

培养基
、

农杆菌活性
、

侵染 时间
、

共培养时间
、

选择压力等因素的影响外
,

还受再生频

率的影响
.

同等条件下
,

再生频率越高
、

单位外植体

获得的再生苗越多
,

则转化率越高
.

本试验中白三叶

不仅再生频率高
,

从侵染到获得转化体所用时间短
,

而且单位外植体获得的再生芽也多
,

平均每个外植

体可产生 10 个左 右的再生芽
,

大大提高了转化效

率
.

假阳性在 代R
、

S 犯出e m 和 殊瘫阮功 等分子检测

中均有发现
,

个别 CP R 阳性植株经 S以汕
e m 检测为

阴性
,

而有的 肠
u ht e m 杂交阳性的植株并没有表达外

源目的基因
,

表现出基因沉默
.

这在外源基因的遗传

转化中 比较常见
,

同时也反 映 出植物系统的复杂

性 [ l ,
, 12 ]

.
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