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利用花粉管通道法将兔防御素脬J基因
导入小麦的研究
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摘要：兔防御素NP．1是抗性谱最广的防御素之一。为提高小麦的抗病虫能力，培育优质高抗的小麦品种，采用花粉

管通道法将兔防御素^rP-J基因导入优质小麦品种G8901。对得到的193株T0植株进行抗除草剂筛选，获得4株抗性植

株。通过PcR及PCR-S0u山em杂交，证实了Ⅳ尸．J基因已经整合到转基因植株的基因组中，并稳定遗传到T1。田间抗病

虫鉴定结果表明，这些植株对于白粉病、叶锈和条锈病有较强的免疫力和抗性，但对于蚜虫的抗性没有明显提高。
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Study on Transgenic wheat with Rabbit Defensin(ⅣP-j)via the

Pollen·tube Pathway
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Abs咖ct：Rabbit defensin J7、7Z)-J gene has a broad resistance spectnIm to pathogen8．In order to obtain high dise弱e
and insect resistance tmnsgenic wheat，rabbit defensinⅣP-J gene waLs introduced into the wheat cultivar of G890l，via the

pollen·tube pathway．F0ur transgenic p1锄ts wer；e obtained by 8creening of 193 T0 generation plants with heIbicide．Ge-

nomic PCR and PCR—Southem r；eVealed thatⅣP_J gene was inte伊ated into tlle genome of these t砌sgenic plants，粕d it
was traIlsIIlitted to Tl generation stably．The result8 of disease resistaIlce锄d insect resi8t肌ce印pmisal showed that tlle∞

plants had got higher resistance to powdery lllildew，le“mst and stripe rust，but the resistance t0印hid had not been im-

proVed，which reVealed thatⅣP—J gene had expressed in wheat genome．

Key words：Wheat；Rabbit defensin^，P-J gene；，rhnsgenic；PoUen—tube pathway

小麦是世界上重要的粮食作物之一，由真菌引

起的自粉病、赤霉病、锈病等是我国小麦产区的主要

病害，小麦每年因病害减产高达10％一50％。利用

基因工程将外源基因导入小麦提高小麦的抗病性，

是培育新的小麦抗病品种的一条有效途径。

防御素(Defensin)是广泛存在于动、植物体内的

一类阳离子微生物抗性和细胞毒性肽。兔防御素

NP—l是迄今抗性谱最广的防御素之一，能抗革兰氏

阳性细菌、阴性细菌、分枝杆菌、螺旋体、许多真菌和

一些被膜病毒[1J。将兔防御素基因转入烟草[2]和番

茄【3J，分别得到了抗青枯病的转基因植株。张文河

等【4J通过基因枪法将兔防御素ⅣP．J基因导入玉

米，发现转基因玉米能有效抵抗玉米大斑病的侵袭。

GuO DiaJl．jing等【5 o利用基因枪将兔防御素基因导入

小麦中，体外试验表明转基因小麦对赤霉菌具有很

好的抗性。

本研究采用花粉管通道法将兔防御素ⅣP_J基

因导入优质小麦品种G8901，对获得的转基因植株进
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行了田间抗白粉病、锈病和蚜虫的检测及分子检测。

1材料和方法

1．1材料

小麦(ZH疵口，，l锻f矗mm L．)品种G8901，E．co矗
菌株DH 5a取自河北师范大学分子细胞生物学实验

室。兔防御素^BJ基因植物表达载体pBIC35SNP．

1质粒由中国科学院遗传与发育生物学研究所赵世

民研究员提供。质粒图谱参见文献[6]。

1．2小麦的转化、筛选及抗病、虫鉴定

小麦抽穗后开花前人工去雄、套袋、授粉，授粉

后涂抹质粒DNA，方法参见文献[7]。小麦正常成

熟后收获转化种子，于10月初播种于大田。第2年

3月底，将除草剂Basta稀释至10 n·∥L，并加入适量

表面活性剂吐温．20，每株转基因植株选取2个叶

片，用毛笔涂抹叶片的两面。10 d后观察，将叶片变

黄的植株淘汰。

1．3转基因植株的分子检测

1．3．1 PCR检测提取Tl转基因植株及对照植株

的基因组DNA(方法见文献[8])，根据ⅣP-J基因的

序列设计了1对引物，引物序列P1，5’．GTGTAG．

GA’rCcATGGTGGTC7IIGTGCGTGCAGACG-3’； P2， 5’-

GOGAGAGcTCAG’rAGTCCAAACArI．GT-3’，引物由上海

博亚生物公司合成。PcR反应体系为25止，具体反

应条件为94℃变性5 IIlin；94℃变性30 s，56cc复性

30 8，72℃延伸1 IIlin，35个循环；最后72℃延伸10

lnin。扩增产物在1．2％的琼脂糖凝胶上进行电泳。

1．3．2 PCR—Southem杂交 采用毛细管转移法在

O．4 moL／L Na0H中将PCR产物转移至尼龙膜上。

以纯化后的pBIC35SNP-1质粒为探针，采用随机引

物法用a．32P-dCTP标记后，进行PcR．Southem杂交。

65℃温育20 h进行洗膜，洗膜条件为65℃，分别用2

×SSC／O．1％SDS，l×SSC／O．1％SDS和0．5×SSC／

O．1％SDS洗膜液振荡漂洗，根据杂交信号的强弱

确定具体的洗膜时间。

2结果与分析

2．1转基因小麦植株的获得

收获经花粉管通道法转化得到的T0种子，秋播经

田问越冬后成活193株。叶片涂抹10 z，∥L除草剂
Ba咖10 d后，对照G8901小麦叶片逐渐变枯，大部分转

化植株的叶片也明显变黄。最后得到4株To抗性植

株，这些植株的叶片涂抹除草剂后没有变化(图1)。

2．2转基因植株的分子检测

提取T1转^，P_J基因小麦及对照G8901小麦叶

片的总DNA，以pBIc35sNP．1质粒DNA为阳性对

照，以未转基因G8901植株为阴性对照，用合成的特

异引物进行PcR扩增。反应结束后，在1．2％的琼

脂糖凝胶上进行电泳，结果得到l条和预期长度一

致的170 bp左右的片段，未转化植株未出现PcR扩

增片段(图2)。

图l涂抹除草剂B黜ta 10 d后对照

G890l(A)与转化植株叶片(B)的对比

F蟾．1 Comparis帅betw∞n Ieav岱of G8帅1I A)and噼疵plants(B)10 days after i眦lllaⅡon of Basta

M．DNA分于量标准DL 2000；

1．阳性对照；2．阴性对照；3—6．转基因植株

M．DNA molecul盯weight marker DL2000；1．pBIC35SNP-1

pl勰mid DNA oon“niIlgⅣP-Jgene聃p∞ibve contml；

2．Non-traIIsf栅ned plalll mple∞negabve contml；
3—6．Tnm89enic pl∞tB

图2转ⅣjP-J基因小麦植株PCR检测

Fig．2 PCR a跚y ofⅣnJ龄眦in the tmnsgelIic plants

为了进一步证明PCR扩增产物是否是目的基

因片段，将PcR扩增产物电泳后转移到尼龙膜上，

以纯化后的pBIC35SNP．1质粒为探针，进行PCR—

Southem杂交检测。结果如图3所示，PCR扩增检测

呈阳性的4株转化植株，在PCR—Southem杂交中都

有很强的信号，而对照则没有杂交信号，说明ⅣP-J

基因已经整合到了小麦的基因组中，并由T0稳定遗

传到T1。

2．3转基因植株的抗病、虫鉴定

转基因植株的抗病、虫鉴定在河北省农林科学
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院植物保护研究所进行。4株Tl转基因植株的种

子于10月初播种于大田。第2年4月上旬分别接

种白粉病病菌分生孢子、叶锈和条锈病菌分生孢子，

5月中下旬进行2次田间调查。抗蚜虫鉴定采用田

间成株自然鉴定法，于灌浆期(5月中旬)进行。4株

转基因植株中，对于白粉病近免的是1株，高抗的是

3株，而G8901则是中感；对于叶锈近免和高抗的都

是2株，对G8901则是中感；对于条锈病高抗的是1

株，中抗的为3株，而G890l则是低抗；对于蚜虫低

抗的为3株，低感的1株，而对照也是低感。由此可

见，4株转兔防御素ⅣP-J基因的小麦对于白粉病、

锈病的抗性明显增强，而对于蚜虫的抗性没有明显

提高。

1．阳性对照；2．阴性对照；3—6．转基因植株

1．pBIC35sNP-1幽lllid DNA con“niIIg^『P-J
鲈ne聃p08in”c叫叫；2．Non-t瑚_slf0彻ed pl锄t 8删ple∞

ne辨tive c∞nDl；3—6．TmnsgeIlic pl锄t8

图3转ⅣnJ小麦植株的PCR-s伽恤em检测

Fig．3 PCR·southem blot a潮y ofⅣjP-J

妒耻in me协瑚ge咄pI柚缸

3 讨论

兔防御素NP_l是抗菌谱最广的防御素之一，将

其导入植株体内，已经分别得到了抗青枯病的转ⅣP-

J基因烟草[2【、番茄【31及抗玉米大斑病的转胆J基
因玉米[4|。本研究将兔防御素ⅣP-J基因导人高产优

质小麦品种G890l，对于扩大种植面积，适应农业种植

结构调整，增加农民收入，减少小麦进口都将具有十

分重要的意义。结果表明，与对照G8901相比，转兔

防御素ⅣP-J基因的小麦虽然对于蚜虫的抗性没有

提高，但对白粉病、条锈和叶锈的抗性能力明显提高，

Guo DiaII．jing【5]的试验证明，^rP-J基因还可以抗小麦

赤霉菌。至于转兔防御素ⅣP-J基因的小麦对于其

他病菌，如散黑穗病等的抗性是否提高还有待于进一

步研究。

小麦的遗传转化方法近年来虽然有了较大的进

展，但还缺乏类似双子叶植物的农杆菌转化系统[9】。

目前的报道多集中在基因枪法和花粉管通道法[10】。

基因枪法可以转化多种组织和器官，转化效率较高，

但基因枪法转化成本较高，试验重复性差，且外源基

因常以多拷贝形式整合到基因组中，稳定性差。尽管

花粉管通道法的外源基因整合的机理还不十分清楚，

但它已经被更多的学者和育种家采用(I卜14|。花粉管

通道法避开了组织培养的过程，取材方便，操作简单，

不需要专门的设备，成本较低，很适合于大规模的基

因转化。但转化效率较低，只能在花期进行，筛选鉴

定工作量大。本研究获得的转基因植株，ⅣP-J基因

可以稳定地遗传到Tl，说明了花粉管通道法转化的可

信性和稳定性。综合前人的研究，我们相信花粉管通

道法在小麦遗传转化工作中会发挥更大的作用。
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