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转 B t和抗菌肽融合基因油菜植株的获得与鉴定研究
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  摘要: 油菜极易遭受各种病虫害的侵害,其中白斑病和黑斑病都属于真菌引起的病害。以优良品种花油 6号为

材料, 以抗菌肽和 B t融合基因为目标基因, 以草甘膦为筛选标记基因, 采用农杆菌介导的方法转入油菜获得转基因植

株。经 PCR和 Southe rn检测表明外源基因已整合到油菜的基因组 DNA中; 经 RT-PCR检测表明目的基因已在油菜转

基因植株的转录水平表达; 目的基因 ( Bt-AM P)的遗传转化率为 2. 33%。研究结果可为油菜的抗性遗传改良提供新

种质。
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Attainment and Identification of Transgene Rape(Brassica napus) w ith

Bt and Antibiotic Peptide Syncretic Gene

YANG Ka i, HANW ei, WEN Y ing, LIU Dan-dan, XUE Chun-lei, LU X iao-p ing

( College of Agronomy, InnerM ongo lia Agricultura lUn iversity, Huhhot 010019, China)

Abstract: Rape is one of important o il crop thatw erew ide ly grown in China. The diseases occures to rape easily,

especially for wh ite spo t and black spot that caused by fung.i The variety o fHuayouNo. 6 was used for tranferringB t

and Ant ib iot ic peptide syncret ic gene( B-tAMP), glyphosate as se lectivemarker, by themethod of agrobacterium-me-

diated transform at ion. The test of PCR and southern blot proved the exogenous DNA was integrated on the genome o f

rape; RT-PCR test show ed the expression of transcriptional leve l of the introduced gene in rape p lan.t The tranforma-

t ion rate o f B-t AMP was 2. 33%. The research prov ided new germ for rape breed ing o f d isease resistance.
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  油菜是重要的油料作物,对油菜抗逆性和品质

的改良是育种家们长期奋斗的目标。自 1985年

O oms等利用农杆菌介导法获得第一株转基因油菜

以来, 油菜转基因的研究便取得了快速而稳定的发

展与进步
[ 1- 5]
。据报道, 1998年全球转基因油菜种

植面积为 240 @ 10
4
hm

2
, 占全球油菜种植面积的

9% , 1999年增至 280 @ 104 hm2
,占全球油菜总面积

的 11%, 2003年, 转基因油菜在全球种植面积为

352 @ 104 hm2 [ 6]
。现阶段, 加拿大是世界上种植大

面积转基因油菜的国家, 美国商品化种植少量转基

因油菜,我国则还没有转基因油菜的商业化种植,但

油菜的转基因研究相当活跃,已有几十例成功报道,

有的已进入环境释放和生产性试验阶段
[ 7- 9]
。在作

物减产、降质的主要原因中,真菌病害占据着重要的

地位,其造成的减产占总病害的 80%以上。由于抗

菌肽对多种植物病原菌都含有杀菌活性, 而且抗菌

肽仅作用于原核细胞和发生病变的真核细菌, 与抗

生素通过阻断大分子的生物合成的作用机制完全不

同,病原菌不易对其产生耐药性。这一特点使得抗

菌肽能够得以广泛应用于各种植物的基因工程研究

中。所以将抗菌肽基因转入到植物体内并使其表

达,可在一定程度上提高农作物的抗病特性, 因此,

抗菌肽在农业上的应用, 主要是在基因工程中将其

转化到各种农作物中, 培育出抗病的新品种。在转

基因研究中,首先采用模式植物马铃薯和烟草进行

抗菌肽的转化,并取得了成功。因此,通过转基因技

术得到带有抗菌肽基因的植物, 培育抗病菌的新品

系和新品种, 已经成为当前国内外研究的热
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点
[ 10- 12 ]

。另外,目前国内外纷纷加快了 B t杀虫蛋

白基因的研究步伐, 并利用转基因技术培育了大量

的转 B t基因植物,现已有马铃薯、玉米、棉花等 3种

转 B t杀虫蛋白基因的作物在局部地区得到商业化

的推广。

因此,本研究利用植物转基因技术,首次将抗菌

肽基因、苏云金芽孢杆菌 B t基因和抗除草剂的 EP-

SPS三种外源抗性基因转化至油菜中, 从而获得三

种有效抗性 (既可以抗虫、抗病,同时也抗除草剂 )的

新材料,而且以抗除草剂基因作为筛选标记,所以不

含抗生素标记基因 ,以期获得一种相对比较安全的、

产量比普通油菜产量有显著提高的新种质资源。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 材料  本研究课题试验田种植的优良高代

材料花油 6号。

1. 1. 2 外植体  油菜子叶下胚轴。

1. 1. 3 菌株和质粒  大肠杆菌 DH5A、根癌农杆菌

(Agrobacterium tum efaciens) LBA4404、真核表达载体

PCAMBA1300、中间载体 SPnE (含 EPSPS基因 )和

植物表达载体质粒 pB I121(含融合基因 )均由亚盛

集团北京博士后科研工作站实验室提供, 草甘膦产

自美国 Monsanto公司。

1. 1. 4 试剂来源  各种限制性内切酶、T4 DNA连

接酶及 K lenow补平酶等购于 TaKaRa公司; RNase

购于 S igma公司; X-ga l和 IPTG购于北京赛百盛基

因技术有限公司; Taq酶、核酸分子量标准和 DNA

回收试剂盒购于北京全式金生物技术有限公司; 引

物合成全部由北京奥科生物技术有限责任公司完成。

1. 1. 5 培养基  大肠杆菌培养基简称 LB( 10 g胰

蛋白胨, 5 g酵母提取物, 10 g NaC l定容至 1 L,

pH710,固体 LB培养基加 115%琼脂粉 )。

农杆菌培养基简称 YEP( 10 g胰蛋白胨, 10 g

酵母提取物, 5 g N aC l定容至 1 L, pH 7. 0, 固体 YEP

培养基加 1. 5%琼脂粉 )。

1. 2 方法
1. 2. 1 构建植物表达载体  首先对 PCAMBA 1300

进行改造,去除其潮霉素抗性标记基因。将提取的

PCAMBA1300用 X ho l I酶切 ( 20 LL体系 ) , 电泳回

收大片段 DNA, 用 T4连接酶进行连接 ( 10 LL体

系 ), 将连好的 PCAMBA1300, 定名为 13P。然后进

行含草甘膦抗性表达载体的构建。将 13P质粒用

Sac Ñ和 BamH Ñ双酶切, 回收大片段; 将中间载体
SPnE也用 Sac I和 B amH I双酶切, 回收小片段; 用

T4连接酶进行连接 ( 10 LL体系 )。最后,构建含草

甘膦同时含有目的抗虫抗病基因的表达载体。将含

草甘膦抗性的表达载体 13平用 B amH I和 H ind Ó
进行双酶切,电泳回收大片段, 并对 BamHÑ端进行

补平;将植物表达载体质粒 pB I121用H in d Ó和 Dra

Ó双酶切, 电泳回收小片段, 并对 D ra Ó 端进行补

平;用 T4连接酶对两种片段进行连接,获得含草甘

膦抗性同时含目的抗虫抗病基因的表达载体 13P-

EPSPS-B-tAMP; 对 13P-EPSPS-B-tAMP进行酶切和

PCR检测。构建示意图见图 1~图 3。

1. 2. 2 转化方法  以油菜子叶下胚轴为受体材料,

即以 5日龄无菌油菜苗子叶柄作为外源基因的受

体。挑取鉴定结果为阳性的农杆菌单菌落, 接种于

含抗生素的 YEP培养液中, 28e , 200 r/m in摇床培

养 16 h,使农杆菌培养至对数期,用液体 MB培养基

将其稀释 10倍。然后进行共培养: 即将新切下的油

菜子叶柄在菌液中侵染 5m in,用滤纸迅速吸干多余

菌液,将子叶柄接种于 MB分化培养基上, 黑暗中共

培养 2~ 3 h。用 200mg /L羧苄青霉素的 MB液体

培养基浸泡子叶柄,再用滤纸吸干余液,将子叶柄插

入附加有 0. 5mg /L草甘膦和 200 mg /L羧苄青霉素

图 1 潮霉素抗性标记基因的切除

Fig. 1 Excision ofm arker gene for hygrom yc in resistance
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图 2 EPSPS转入 13平示意图

Fig. 2 EPSPS transfer ing in to 13P

图 3 融合基因转入 13P示意图

F ig. 3 Syncretic gene transfering in to 13P
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的 MB分化筛选培养基中培养 28~ 56 d。将获得的

绿色小芽 (丛 )切下,接种到附加有 0. 5 mg /L草甘

膦和 200 mg /L羧苄青霉素的继代筛选培养基上继

续筛选, 14 d继代一次, 共继代 3次。将筛选的绿芽

接种到附加有 0. 2mg /L草甘膦和 100mg /L羧苄青

霉素的 RN生根培养基上。当根长为 2 cm时炼苗 2

d即可移至土壤中 (图 4~ 8)。

图 4 5日龄无菌油菜苗

F ig. 4 5 days sterile rape seedling

图 5 6周后的分化芽

F ig. 5 D iferent iated shoots after 6 w eeks

图 6 分化芽的筛选

F ig. 6 D iferen tiated shoots selection

图 7 筛选获得的油菜苗

F ig. 7 Transgen ic rape seed lings se lec tion

图 8 移植到土壤中的转基因苗
Fig. 8 Transgen ic rape seed lings transp lant ing in to soil

1. 2. 3 PCR检测转基因植株  以油菜总基因组
DNA为模板, 进行转化植株的 PCR检测。 SDS法小

量提取基因组 DNA
[ 12- 14]

; 草甘膦引物: 5c-ATG-
GAATCCCTGACGTTACAAC -3c和 5c-TAATCCGCGC

CAGCTGCTCG -3c; 抗菌肽和 B t融合基因引物: 5c-
ATGGCTAAGTTTGCTTCTATCGTC-3c和 5c-TTACTC-

GAGCGTTGCAGTAAC-3c, 目 标 扩 增 产 物 为

2 100 bp。反应条件为 94e 预变性 5 m in; 94e 变性
40 s, 52e 退火 40 s, 72e 延伸 1 m in 40 s, 30个循

环; 72e 保温 10m in。

1. 2. 4 Southern检测转基因植株  用 CTAB法大量

提取和纯化转化植株基因组 DNA
[ 14, 15]

,经 SacÑ完全

消化,与 D IG标记的 EPSPS基因探针杂交,未转化植

株基因组 DNA和质粒分别为阴性和阳性对照。

1. 2. 5 RT-PCR检测转基因植株  采用 TR IZOL

Reagent( Inv itrogen)提取总 RNA,反转录采用 Ther-

mo Scr ipt RT-PCR System ( Inv itrogen ), PCR反应体

系与扩增程序同常规 PCR, 参见 1. 2. 3,对 PCR产物

进行凝胶电泳分析。

2 结果与分析

2. 1 转基因植株的 PCR检测

转化的油菜基因组 DNA经 PCR扩增后得到约

2 100 bp的特异带 (图 9 ), 与质粒融合基因扩增结

果一致,阴性对照没有特异性扩增产物 (图 10) , 初

步表明基因已整合到受体基因组中。

2. 2 转基因植株的 Southern检测

质粒 13平中 EPSPS基因上游和下游 N os终止

子外各有 1个 Sac Ñ酶切位点 (图 3)。用 Sac Ñ可

以切出包含完整 EPSPS基因的 DNA片段, 长度约

3 200 bp。图 10中 Southern结果显示,基因组 DNA

经 SacÑ完全消化后产物与 D IG标记的 EPSPS探针

产生的杂交信号约为 3 200 bp, 与质粒 ( EPSPS)经

Sac Ñ和 BamH Ñ完全消化后产物的杂交信号片段
大小相同,而阴性对照没有杂交信号,表明外源基因

确已整合到油菜基因组中。
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1.阳性对照; 2.阴性对照; 3, 4.转基因植株;

M. DNA分子量标准物 ( DL5000 )。

1. Pos it ive con tro;l 2. N egat ive con tro;l

3, 4. transgen ic plants; M . DNA( DL5000) .

图 9 转基因油菜 PCR检测

Fig. 9 PCR test of transgenic rape

1.阳性对照; 2.阴性对照; 3~ 6.转基因植株。

1. Posit ive con tro;l 2. Negative contro;l 3- 6. T ransgen ic p lan ts.

图 10 转基因油菜 Southern检测

F ig. 10 Sou thern test of transgen ic rape

2. 3 转基因植株的 RT-PCR检测

分别以油菜转基因植株和野生型植株纯化的

mRNA为模板, 用 O ligodT为引物进行反转录。以反

转录获得的 cDNA为模板,用抗菌肽和 Bt融合基因

的引物进行 PCR扩增, 获得了特异性扩增产物 (图

11)。转化植株总 RNA反转录后经 PCR扩增得到

2. 1 kb 左右的 DNA 片段, 与阳性质粒 13平

( 13 408)扩增结果一致, 阴性对照没有特异性扩增

产物。RT-PCR特异性扩增产物的获得表明外源基

因在受体基因组的转录水平表达。

1~ 4.转基因植株; 5.阴性对照; 6.阳性对照;

7. DNA分子量标准物 (DL2000 )。

1- 4. T ransgen ic p lan ts; 5. N egat ive con tro;l

6. Posit ive con tro;l 7. M-DNA( DL5000) .

图 11 转基因油菜 RT-PCR扩增产物

Fig. 11 RT-PCR amplification of transgen ic rape

3 讨论

3. 1 B t杀虫蛋白基因的改造

近二十几年以来,国内外纷纷开展了克隆 B t杀

虫蛋白基因的研究, 并通过转基因技术培育抗虫植

物。已有 3种转 B t杀虫蛋白基因的作物 (棉花、玉

米、马铃薯 )得到商业化推广,并且是目前唯一被商

业化的抗虫转基因作物。从目前的研究来看, B t基

因是所有抗虫基因中较为理想的一类。B t基因应

用于抗虫转基因作物已经历了 4个发展阶段
[ 16]
, 纵

观 B t转基因的研究历史可以看出,来源于苏云金芽

孢杆菌的杀虫蛋白基因无论是其野生型或其改造型

在培育抗虫作物方面均具有重要的应用价值。

本研究所用 B t C ryI A ( C)杀虫蛋白基因的核苷

酸序列是经过设计后, 合成的 B t杀虫蛋白基因, 在

不改变氨基酸序列的前提下, 选用植物偏爱的密码

子,去除原序列中在植物体内的不稳定原件,经改造

合成的序列共 1 842个核苷酸,翻译后形成含有 614

个氨基酸的一种杀虫蛋白质, 其毒蛋白基因的表达

水平和杀虫效果有了很大提高。改造的目的是为延

缓昆虫对杀虫蛋白产生的抗性而提供一种新的杀虫

蛋白基因,使其更好发挥杀虫的效果。

3. 2 影响基因转化频率的因素

3. 2. 1 除草剂草甘膦浓度的选择  通过修饰除草
剂对作物作用的酶,使其对除草剂不敏感或诱导靶

标酶蛋白过量产生,使作物吸收除草剂后仍能进行

正常代谢,或导入酶或酶系统,在除草剂发生作用前

将其迅速代谢而解毒。因此, 提高作物对除草剂的

抗性,以扩大现有除草剂的应用范围是当今杂草科

学和作物育种领域研究的重要内容。有人报道, 用

花椰菜花叶病毒 CaMV 35启动子和一个卡那霉素抗

性选择标记构建了一个嵌合 EPSP合酶基因, 然后

通过农杆菌介导法将其转化到矮牵牛属的植物, 转

化了的叶圆片形成抗卡那霉素的愈伤组织。这种愈

伤组织能生长在含 015 mol /L草甘膦的培养基上,

其愈伤组织的 EPSP合酶的活性提高了 40倍, 转化

植株在温室中能抗 01396 kg /hm2
的草甘膦

[ 19]
。选

择基因扩增、以提高抗草甘膦水平的烟草、胡萝卜、

菊苣等已获得成功
[ 20]
。本研究采用油菜子叶下胚

轴的愈伤组织再生芽,在继代培养基 (MM )中, 经过

加入 5个浓度梯度的草甘膦 ( 0101, 011, 013, 015,
110 mg /L )筛选,确定只有浓度为 015mg /L时再生
芽生长最好, 而生根培养基的草甘膦浓度为 012
mg /L可以有效的筛选出转基因油菜苗。这与前人

的研究结果较为一致。

3. 2. 2 羧苄青霉素浓度的选择  羧苄青霉素通常

做为农杆菌浸染后的抑制剂使用,其不仅会抑制农

杆菌的生长,还会影响植物的生长和发育。在侵染

后的组织培养中的羧苄青霉素虽然可以减少 AgNO 3

的消极作用
[ 21, 22]

, 促进芽分化, 但抑制生根
[ 23]
, 所
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以在生根培养基中要适量减少羧苄青霉素。

因此,在转化过程的不同阶段最好使用不同浓

度的抗菌素作抑菌剂。本试验中诱导茎芽分化时羧

苄青霉素的浓度为 200 mg /L, 诱导生根时的浓度为

100mg /L,效果比较理想, 其遗传转化率 ( 2. 33% )

较高。

3. 3 融合基因的功能鉴定

随着对植物与病原菌互作机制的深入研究,越

来越多的抗真菌蛋白基因陆续被鉴定和克隆,利用

抗真菌蛋白基因来改良植物真菌病害的基因工程体

系亦在建立
[ 16- 18 ]

,融合基因的转基因工程在植物真

菌病害的综合防治中将发挥越来越大的作用。

融合基因拥有一个特殊的优点,即在转基因的植

株中检测出一个基因有效,就可以确定其同时也拥有

另一个基因的能力,因为它们共用一个启动子与终止

子,属于同一个表达系统。所以 AMP-B t融合基因对

真菌和鳞翅目昆虫都具有良好的毒杀效果,因为其可

以编码一种新的杀菌杀虫蛋白,所以也可以同时缓解

昆虫对该类杀虫蛋白抗性的增加速度。

新疆农业大学的张楠曾经对 AMP-B t融合基因

的功能在原核系统中做过鉴定。据报道, 在细菌的

对数生长期加入诱导剂 IPTG之后, 菌液浓度呈现

明显的上升趋势,由 pET-AMP-B t /E. coli BL21的生

长克隆菌的生长动态测定结果可知,诱导 3 h, pET-

AMP-B t /E. coli BL21表达出特异蛋白的分子量为

78. 0 kDa, 与理论计算的分子量大小基本相符合。

表明 AMP-B t基因在微生物中阅读框架完整, 未发

生提前终止现象,即能够成功表达
[ 24]
。本研究的鉴

定工作还有待于下一步进行。
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