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通过植株原位真空渗入遗传转化获得转基因芥菜
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　　 [摘　要 ]　以芥菜 (B rassica juncea Co ss) 雪里蕻和圆叶芥为试材, 在携带潮霉素磷酸转移酶基因和 CaM V

Bari21 基因Î 的根癌农杆菌菌株 GV 3101 的介导下, 采用植株原位真空渗入遗传转化技术, 将外源基因潮霉素磷酸

转移酶基因和CaM V Bari21 基因Î 导入芥菜。采收 T 1 种子, 经潮霉素抗性筛选和 PCR 分子检测, 证实获得了转基

因植株。
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　　芥菜 (B rassica juncea Co ss)是我国一种重要的

加工和鲜食蔬菜。近年来, 花椰菜花叶病毒 (CaM V )

已发展成为芸薹属蔬菜作物上不可忽视的重要病

害, 受到蔬菜育种学家的广泛关注。利用常规育种方

法选育抗 CaM V 新品种的主要障碍是抗源缺乏和

抗源所携带的不良园艺性状难以改造。植物遗传转

化技术的发展为解决这一问题开辟了新途径。巩振

辉等[1 ]曾将 CaM V 弱株系Bari21 基因Î 导入拟南

芥, 所获得的 9 个转基因系对CaM V Cabb2BJ I强株

系表现出了较高的遗传工程交叉保护作用。关于芥

菜的遗传转化国内外已有成功的报道, 但转化率较

低[2～ 4 ]。植株原位真空渗入遗传转化法是拟南芥遗

传转化的常用方法[5, 6 ] , 且已成功地应用于芸薹属经

济作物上[7, 8 ] , 但在芥菜上尚未见报道。为此, 本试验

以叶用和根用 2 种生态型的芥菜“雪里蕻”和“圆叶

芥”为试材, 采用植株原位真空渗入遗传转化法, 试

图将CaM V Bari21 基因Î 导入芥菜, 获得芥菜转基

因植株, 为优化芥菜真空渗入遗传转化体系及开展

CaM V 遗传工程交叉保护作用研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　植物材料

　　供试植物材料为叶用和根用 2 种生态型的芥

菜, 品种分别为“雪里蕻”和“圆叶芥”, 均由河北邢台

华丰种子公司提供。

1. 2　根癌农杆菌菌株

GV 3101 由陕西省分子生物学重点实验室保

存, 其构建参照文献[ 5 ], 携带CaM V Bari21 基因Î
和潮霉素磷酸转移酶基因。基因图谱见图 1。

图 1　CaM V Bari21 基因Î 图谱

F ig. 1　CaM V Bari21 gene Î m ap
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1. 3　芥菜植株遗传转化适宜苗态的建成

芥菜种子经 50 ℃温烫 10 m in, 23 ℃浸种 2～ 6

h, 催芽 20 h, 置于 0～ 4 ℃低温下处理 25 d, 或露地

9 月下旬和次年 2 月下旬播种, 均易形成原位真空

渗入遗传转化体系的适宜苗态[9 ]。

1. 4　芥菜植株原位真空渗入遗传转化

根癌农杆菌菌株 GV 3101 在真空渗入前 2 天开

始培养繁殖。LB 培养基用 1 mo löL N aOH 或 1

mo löL HC l 调至pH 7. 0, 并经 121～ 126 ℃高压灭菌

20 m in。冷却至 55 ℃时加入 kan 50 m göL 和 Gen

25 m göL , 用于菌株 GV 3101 的繁殖。挑取单菌落接

种于 400 mL LB 液体培养基中, 28 ℃黑暗条件下

300 röm in 振荡培养 36 h, 达到对数生长平台期,

4 000 röm in 离心 10 m in; 用灭菌的 pH 7. 0 的 1ö2

M S无机+ B 5有机物渗入培养基稀释, 将农杆菌浓度稀释

至OD 600= 0. 8。将配制好的渗入培养菌在300 röm in

的振荡器上培养活化 2 h 备用。取植物材料倒浸于

含农杆菌的渗入培养基中, 真空处理后, 取出植物材

料, 用塑料薄膜覆盖保湿, 黑暗培养 12 h [5, 6, 10 ]。然后

移至温室培养, 覆盖纱网, 待植株开花结籽, 收获并

干燥 T 1 代种子, 标记备用。

1. 5　芥菜 T 1 代种子的筛选

筛 选培养基 ( 1ö2 M S 培养基 ) 经 1 mo löL
N aOH 或 1 mo löL HC l 调 pH 至 7. 0, 高压灭菌后,

冷却至 55 ℃加入不同浓度的潮霉素。试验设 0, 15,

20, 25, 30, 35 ΛgömL 等 6 个不同浓度处理。未经处

理的芥菜种子用体积分数 70% 酒精消毒 30 s, 体积

分数 2% 的次氯酸钠浸泡 25 m in, 无菌水冲洗 3 次,

每次 5 m in, 接种在培养基中, 观察记录子叶和根的

生长发育状况, 确定芥菜筛选的最佳浓度和最佳筛

选时期。

将芥菜 T 1 代种子经以上消毒处理后接种于含

25 ΛgömL 潮霉素的筛选培养基中, 进行抗性筛选。

潮霉素为 Sigm a 公司产品。

1. 6　转基因植株的分子检测

随机取 7 株抗性苗, 取幼嫩叶片 0. 05 g, 微量

DNA 提取方法参照文献[ 11 ]。用CaM V Bari21 基

因Î 3′和 5′端作引物进行 PCR 扩增[5 ]。引物 1:

CT TCT T TA TCTA GA GGAA GGGT; 引 物 2:

A CA TCTCT GGTA CCT GA GAAAA TCA GA CCTC。

在冰上建立反应体系, 反应液总体积为 20 ΛL。

模板 (10～ 200 ng) 1 ΛL ; dN T P (各 1. 25 mmo löL ) 5

ΛL ; 10×缓冲液 2 ΛL ; 引物 1 (20 pmo l) 2. 06 ΛL , 引

物 2 (20 pmo l) 2. 86 ΛL ; T ag 酶 (2 U ) 0. 4 ΛL ; 去离

子水补足 20 ΛL , 加矿物油 20 ΛL ; 扩增程序: 94 ℃ 4

m in, 30 循环 (94 ℃ 30 s, 55 ℃ 1. 5 m in, 72 ℃ 1. 5

m in) , 72 ℃ 7 m in。扩增引物, T ag 酶, 10×缓冲液,

M g+ 等均为 Sangon 产品。

2　结果与分析

2. 1　转化体的筛选与培养

　　潮霉素对雪里蕻和圆叶芥种子萌发及其生长发

育的影响结果见表 1。

表 1　潮霉素对雪里蕻和圆叶芥种子萌发及其生长发育的影响

T able 1　Effects of hyg on the germ ination and grow th of Cv Xuelihong and Yuanyejie

生态型
Eco type of
m ustards

潮霉素浓度ö
(Λg·L - 1)
Concen tra2
tion of hyg

接种数
N o. of

inocu lated
seeds

发芽率ö%
Germ ination
percen tage

8 d
根长öcm

Roo t
length

8 d

8 d 下胚
轴长öcm

H ypoco tyl
length 8 d

16 d
根长öcm

Roo t
length 16 d

16 d 下胚
轴长öcm

H ypoco tyl
length
16 d

发侧根
时间öd
A ppear
lateral

roo t tim e

真叶出现
时间öd

L eaf bud
tim e

appearing

黄化率ö%
E tio lation

percen tage
(f)

雪里蕻
Xuelihong

0 (CK) 100 98 1. 5 3. 2 3. 6 5. 3 8 10 0

15 100 98 1. 3 2. 7 2. 1 3. 8 11 12 15

20 100 97 1. 1 1. 9 1. 6 2. 6 17 15 48

25 100 98 1. 0 1. 3 1. 4 2. 0 - - 100

30 100 97 0. 8 1. 0 0. 9 1. 2 - - 100

35 100 98 0. 6 1. 0 0. 7 1. 1 - - 100

圆叶芥
Yuanyejie

0 (CK) 100 98 1. 6 3. 1 3. 8 5. 6 9 12 0

15 100 97 1. 4 2. 8 2. 2 3. 7 14 14 12

20 100 98 1. 3 2. 0 1. 7 2. 7 17 15 53

25 100 98 1. 1 1. 3 1. 4 2. 0 - - 100

30 100 97 0. 7 0. 9 0. 8 1. 0 - - 100

35 100 98 0. 7 0. 8 0. 8 0. 9 - - 100

　　表 1 表明, 在供试潮霉素质量浓度范围内, 不同

浓度的潮霉素对雪里蕻和圆叶芥的萌发影响不显

著, 发芽率均高达 97% 以上。但对其生长发育具有

明显的抑制作用, 随着浓度的增加, 其抑制作用加
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强。与对照相比, 潮霉素质量浓度为 15 和 20 m göL
时, 雪里蕻和圆叶芥侧根和真叶出现的时间晚 2～ 9

d, 黄化率分别为 15% 和 12% 及 48% 和 53%。当潮

霉素质量浓度为 25, 30 和 35 m göL 时, 幼苗均没有

侧根和真叶发出, 黄化率均达 100%。潮霉素浓度为

25 m göL 时, 雪里蕻和圆叶芥的生长势与 20 m göL
的相比差异不显著, 而质量浓度为 30 m göL 和 35

m göL 的幼苗生长主要在 8 日龄之前, 以后生长几

乎停滞。综上分析认为, 25 m göL 为雪里蕻和圆叶芥

潮霉素筛选的最佳质量浓度, 筛选时间从 16 日龄开

始。T 1 代种子接种在筛选培养基上, 潮霉素对其萌

发影响不显著, 但对生长发育具有明显抑制作用。潮

霉素是一种原核和真核细胞中蛋白质的抑制剂, 潮

霉素磷酸转移酶基因表达潮霉素磷酸转移酶, 该酶

可将潮霉素磷酸化, 从而使转基因植株表达潮霉素

抗性。T 1 代种子播种在筛选培养基上, 非转化体黄

化死亡, 而只有转化体能生根、长叶, 正常生长发育。

将筛选出的转化体移栽至营养钵中, 覆盖塑料膜保

湿保温。3～ 5 d 后, 逐步通风, 最后揭去塑料, 给予

充分光照和水肥条件。

表 2 表明, 在供试的 2 种芥菜生态型中, 经筛选

共获得抗潮霉素苗 135 株, 其中雪里蕻 72 株, 圆叶

芥 63 株, 转化率分别达 0. 56% 和 0. 52%。

表 2　植株原位真空渗入遗传转化不同生态型芥菜的抗性筛选结果

T able 2　Summ ary of the differen t eco types transfo rrnation resu lt by the p lan t in situ vacuum infilt ra t ion

生态型
Eco type

接种 T 1 代种子数
N o. of T 1

seeds

抗潮霉素苗数
N o. of hygrom ycin
resistance seedlings

转化率ö%
T ransfo rm ation

frequency

雪里蕻 Xuelihong 12 750 72 0. 56

圆叶芥 Yuanyejie 12 150 63 0. 52

2. 2　转基因植株的分子检测

为进一步从分子水平验证CaM V Bari21 基因

Î 是否转入受体植株, 随机选取 4 株雪里蕻和 3 株

圆叶芥共 7 株抗潮霉素芥菜植株, 取幼嫩叶片提取

基因组DNA , 用于 PCR 扩增的模板DNA。结果在

琼脂糖凝胶电泳上, 扩增出了片段大小为 1. 4 kb 的

目的基因, 这说明CaM V Bari21 基因Î 已整合在芥

菜植株染色体组中 (图 2)。

图 2　转基因芥菜 PCR 扩增结果
1. M arker; 2. 阴性对照; 3. 阳性对照; 4～ 10. 转基因植株

F ig. 2　PCR p roducts amp lified
1. M arker; 2. T he non2transgenetic m ustards as negative; 3. P lasmodia
w ith target gene as po sitive; 4- 10. T he transgen ic m ustards p lan ts

3　讨　论

芥菜是一种易通过春化的蔬菜作物, 易培养出

适宜真空渗入遗传转化的适宜苗态。和甘蓝相比较,

芥菜植株表面蜡质层、角质层较薄, 经真空处理, 容

易造伤使农杆菌感染; 芥菜单株产种量大, 在纱网内

天然自交产种量也高, 真空渗入处理 1 株, 即可获得

转化体 1～ 5 株。此外, 与叶盘法相比, 真空渗入法不

需要建立植株再生体系, 大大简化了操作程序。因

此, 真空渗入遗传转化方法是芥菜较为理想的遗传

转化体系。

在供试芥菜的 2 个生态型中, 转化率不同, 说明

真空渗入遗传转化技术与材料的基因型有关。在获

得的转基因材料中, 外源基因在转基因植物中的遗

传特性如何, 需要做进一步的研究。此外, 本试验所

获得的转化CaM V Bari21 基因Î 的植株, 为进一步

研究该基因的遗传工程交叉保护奠定了基础。

[参考文献 ]
[ 1 ]　巩振辉,M ilner J J , 何玉科, 等. CaM V 基因Î 在拟南芥上的遗传交叉保护[J ]. 西北农业大学学报, 1997, 25 (4) : 6- 12.

[ 2 ]　M athew s H , Bharathan N , L itz R E, et al. T ransgen ic p lan ts of m ustu rd B rassica juncea (L. ) Czern and Co ss [J ]. P lan t Sci, 1990, 72:

245- 252.

[ 3 ]　Banga S K, Beclin C, Charlo t F, et al. Experim en ts w ith exogenous DNA up take in B rassica juncea (L. ) Co ss. [J ]. P lan t M o l B io l, 1993,

22: 491- 506.

[ 4 ]　黄菊辉, 周长久, 秦凤琴, 等. 发根农杆菌的R i T 2DNA 对茎用芥菜的遗传转化[J ]. 植物学报, 1994, 36 (12) : 678- 681.

[ 5 ]　巩振辉,M illner J J , 何玉科. 拟南芥基因转移新方法——真空渗入法的研究[J ]. 西北植物学报, 1996, 16 (3) : 277- 283.

[ 6 ]　Cecch ine E, Gong Z H , Geri C, et al. T ransgen ic A rab idop sis lines exp ressing gene Î from cau liflow er mo saic virus varian ts exh ib it a

14第 5 期 金万梅等: 通过植株原位真空渗入遗传转化获得转基因芥菜



range of symp tom 2like pheno type and accum ulate inclusion bodies[J ]. M o lecu lar P lan t M icrobe In teractions, 1997, 10 (9) : 1094- 1101.

[ 7 ]　张广辉, 巩振辉, 薛万新, 等. 大白菜和油菜真空渗入遗传转化法初报[J ]. 西北农业大学学报, 1998, 26 (4) : 1- 4.

[ 8 ]　CAO M ing2qing, L IU Fan, YAO L ei, et al. T ransfo rm ation of pakchou (B rassica rap a L. ssp. ch inensis) by A g robacterium infiltration [J ].

M o lecu lar B reeding, 2000, (6) : 67- 72.

[ 9 ]　金万梅, 巩振辉. 芥菜真空渗入遗传转化体系适宜苗态的建成[J ]. 西北农业学报, 2000, 9 (4) : 22- 25.

[ 10 ]　Bech to ld N , E llis J , Pelletier G. In P lan ta A g robacterium 2m ediated gene transfer by infiltration of adu lt A rabid op sis tha liana p lan ts[J ].

C T A cad Sci Paris L ife Science, 1993, 316: 1194- 1199.

[ 11 ]　巩振辉, Cecch in i E,M illner J J. 以 PCR 鉴定转基因植株的微量DNA 提取方法[J ]. 西北农业大学学报, 1997, 25 (1) : 45- 48.

T ran sfo rm at ion of m u sta rds (B rassica juncea Co ss. ) by the
p lan t in situ vacuum infit ra t ion

J IN W an -m e i1, 2, GONG Zhen -hui1, SONG Zheng-xu1, SONG X ian - jun1,YAN Hui- l ing1

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of F orestry and P om ology , B eij ing A cad emy of A g ricu ltu re and F orestry S cience, B eij ing 100093, Ch ina)

Abstract: M u stards (B rassica juncea Co ss. ) eco type Xuelihong and Yuanyejie w ere tran sfo rm ed w ith

in p lan ta vacuum infilt ra t ion by an A g robacterium tum ef aciens st ra in GV 3101 carrying hygrom ycin

resistance gene and CaM V Bari21 gene Î . T he T 1 seeds of m u stards w ere screened th rough m edium w ith
25 m göL hygrom ycin and som e resistan t seedlings w ere ob ta ined. PCR mo lecu lar analyses show ed that
target genes w ere tran sferred to the p lan t cells.

Key words: CaM V gene Î ; In p lan ta vacuum inf ilt ra t ion; genet ic t ran sfo rm at ion; A g robacterium

tum ef aciens; B rassica juncea
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T he k inet ics of n it rogen released from the coa ted

con tro lled2re lease fert ilizers

W ANG X iao- l i, ZHOU J ian -bin ,D UAN J ian - jun , ZHA I Jun -ha i
(Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Seven2day no2shak ing m ethod and so il incubat ion experim en t w ere u sed to study the nu trien t
release dynam ics of po lym er2coated2released fert ilizers. T he resu lt show s that the N released from seven

k inds of coated fert ilizers w ere increasing as the p ro longing of incubat ion t im e and reached a rem arkab le o r

m uch2rem arkab le level,w ith a p relim inary so lub ility less than 12. 0% and a differen t ia l so lub ility betw een
0. 26% and 2. 49%. T he gradien ts of nu trien t release cu rves of seven com b inat ion s of con tro lled2release

fert ilizers (CR F) and u rea all decreased w ith t im e increasing du ring so il incubat ion period. It can be divided

in to th ree group s: the low est gradien ts w ere the tw o k inds of CR F and their com b inat ion s; the h ighest w as

u rea trea tm en t; and u rea com b ined w ith CR F w as in betw een of the tw o group s. T he first2o rder k inet ics
equat ion cou ld be u sed to fit the nu trien t release characterist ics of d ifferen t t rea tm en ts. Bo th the n it rogen

release ra te and their com b in ing effect ive can be reflected by velocity coeff icien t. In comparison w ith

app lying tw o k inds of CR F separa tely o r their com b inat ion s, app lying u rea com b inded w ith CR F

sign if ican t ly increased the ra te of n it rogen released, w ith the increase of 65. 4% to 164. 5% , and decreased
the n it rogen release period by 11 to 44 days.

Key words: coated con tro lled2release fert ilizer; nu trien t release; nu trien t d isso lved percen tage; k inet ic

equat ion
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