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效地去除多糖、分类和蛋白质等物质，但是该方法步骤繁琐，

需１２～１５ｈ，长时间的提取过程容易造成ＲＮＡ降解。改良的
Ｔｒｉｚｏｌ法提取过程仅需２～３ｈ，操作简便，多次抽提和离心能
有效去除杂质，在短时间内获得纯度高、完整性好的 ＲＮＡ，且
能够进一步满足分子生物学的试验要求，是提取三色堇花瓣

总ＲＮＡ的理想方法。同时，该方法也对其他植物花瓣总
ＲＮＡ的提取提供了一定的借鉴。
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　　摘要：以猕猴桃米良１号的当年生嫩枝及叶片为外植体，构建了双右边界双元载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３００－ａｃｔｉｎ－ｔｅｒｍ－２，通
过根癌农杆菌ＥＨＡ１０５菌株介导，将ＡＣＯ反义基因导入猕猴桃植株基因组。结果表明，愈伤组织预培养２０ｄ，农杆菌
侵染３０ｍｉｎ，ＥＨＡ１０５菌液浓度Ｄ＝０．６，共培养５ｄ，经ＰＣＲ法检测证明ＡＣＯ反义基因已转入转化植株基因组中。
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　　猕猴桃是典型的呼吸跃变型果实［１］，因为其果实在幼果

期时有着很高的呼吸速率，当果实不断增大时减弱呼吸作用，

伴随着呼吸速率的急剧升高和大量乙烯的释放这一个跃变过

程，果实成熟，因此称为呼吸跃变型果实［２］。乙烯（ｅｔｈｙｌｅｎｅ）
是最早发现的植物气体激素之一，它主要作用于组织和器官

的成熟和衰亡，由２个碳原子和４个氢原子组成［３］。Ｌｉｅｂｅｒ
ｍａｎ等［４］于１９６４年率先发现乙烯的前体 Ｓ－腺苷甲硫氨酸，
１９３４年Ｇａｎｅ等首先证明乙烯能由植物自身合成，次年，Ｃｒｏｃ
ｋｅｒ证明乙烯在促进果实成熟的过程中同时会对果实的生长
有抑制作用［３］。在乙烯生物合成的过程中，有３个酶起着相
当重要的作用，分别为：腺苷蛋氨酸合成酶（ＳＡＭｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ）、
ＡＣＣ合成酶（ＡＣＣｓｙｎｔｈａｓｅ）、ＡＣＣ氧化酶（ＡＣＣｏｘｉｄａｓｅ），其
中ＡＣＣ氧化酶和ＡＣＣ合成酶起到了关键作用［５－６］。通过调

控ＳＡＭＳ、ＡＣＳ和 ＡＣＯ３个基因的表达，便能较好地控制内源
乙烯在果实内的合成，即可达到延长果实贮藏时间的目

的［７］。采用反义技术去调控ＡＣＯ基因在植物体内的表达，从
而达到控制乙烯生物合成已经在现代基因工程研究中获得成

功［８－９］。１９９０年，Ｈａｍｉｌｔｏｎ等［１０］成功在转基因番茄果实中实

现了通过反义ＲＮＡ技术抑制乙烯的合成和延长果实的贮藏
时间，这是世界上首次得到了控制乙烯合成的转基因植

株［１１］。而采用反义ＲＮＡ技术抑制 ＡＣＯ活性的研究在猕猴
桃转化的研究尚未见报道。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验采用米良１号猕猴桃优良单株上无病虫害的当年

生嫩枝及叶片为外植体材料。根癌农杆菌菌株为 ＥＨＡ１０５，
表达载体为ｐＣＡＭＢＩＡ１３００－ａｃｔｉｎ－ｔｅｒｍ－２，均为中国科学院
亚热带农业生态研究所提供。该质粒结构如图１，其中含有
潮霉素磷酸转移酶基因（ｈｐｔ）。主要试剂：连接酶，试剂盒，限
制性内切酶，聚合酶均采购于 ＴａＫａＲａ公司；乙酰丁香酮，抗
生素等主要生化试剂都采购于上海生物工程有限公司；引物

由华大基因合成，其他试剂均采用国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　培养基　共培养基：ＭＳ＋０．３５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２ｍｇ／Ｌ
ＴＤＺ＋２５ｇ／Ｌ蔗糖＋０．１ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮＋７．２ｇ／Ｌ琼脂，
ｐＨ值５．６；筛选培养基：ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
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８００ｍｇ／Ｌ头孢霉素 ＋５００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素 ＋２０ｍｇ／Ｌ潮霉
素＋２５ｇ／Ｌ蔗糖 ＋７．２ｇ／Ｌ琼脂，ｐＨ值６．０；预分化培养基：
ＭＳ＋１．５ｍｇ／ＬＺＴ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋
３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋４００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素 ＋７．２ｇ／Ｌ琼脂，ｐＨ值
６０；分化培养基：ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＺＴ＋２５ｇ／Ｌ蔗糖 ＋４００ｍｇ／Ｌ
羧苄青霉素＋７．２ｇ／Ｌ琼脂，ｐＨ值６．０；生根培养基：１／２ＭＳ＋
０．８ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．７５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１２．５ｇ／Ｌ蔗糖 ＋７．２ｇ／Ｌ
琼脂，ｐＨ值６．０。
１．２．２　农杆菌介导遗传转化　挑取携带目的基因的根癌农
杆菌单菌落 ＥＨＡ１０５接种于含潮霉素的 ＬＢ液体培养中，
２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜，取 ２００μＬ该菌液接种到
２０ｍＬ液体 ＬＢ培养基中，相同条件下培养到 Ｄ＝６，４℃、
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，用附加１０ｍｇ／ＬＡＳ（ａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ，
乙酰丁香酮）的液体 ＭＳ培养基重悬沉淀，２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养２ｈ，ＥＨＡ１０５Ｄ值至０．６以备侵染材料。以愈伤组
织为外植体浸入上述菌液中，２８℃轻轻摇动侵染，侵染时间
为３０ｍｉｎ，侵染后用无菌滤纸吸去表面菌液，转入共培养基，
２５℃暗培养５ｄ。然后将愈伤组织转入筛选培养基，２５℃暗
培养２０ｄ后将抗性愈伤转入新的筛选培养基，筛选抗性愈伤
组织。２次筛选后，将抗性愈伤转移至预分化培养基，置于

２５～２６℃，１４ｈ／ｄ光照培养，光强１０００～１５００ｌｘ，每２０ｄ更
换１次新培养基。当愈伤开始变成红褐色并开始分化出芽时
将愈伤转移至分化培养基上。绿苗长至３～５ｃｍ时转移到生
根培养基，置光照培养箱中，条件同预分化。

１．２．３　转基因植株目的基因的ＰＣＲ检测　取米良１号猕猴
桃再生苗嫩叶０．２～１．０ｇ，采用 ＣＴＡＢ法提取基因组 ＤＮＡ。
根据载体上的ＡＣＯ基因序列，设计合成引物（表１）。

表１　ＰＣＲ引物

引物
序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）

Ｐｒｉｍｅｒ－３５Ｓ－Ｆ ＧＡＣＧＣＡＣＡＡＴＣＣＣＡＣＣＣＣＴＡ ５６．９
Ｐｒｉｍｅｒ－３５Ｓ－Ｒ ＧＴＣＣＣＡＣＣＡＡＴＧＡＡＡＣＡＣＴＣＣＡ ５６．０

　　以基因组 ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ检测。ＰＣＲ反应体系
为２０μＬ，反应程序为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性 ３５ｓ，
５６℃ 复性 ３５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，２５℃３０ｓ。琼脂糖凝胶电泳分析ＰＣＲ产物。

２　结果与分析

转化共获得２７株具有潮霉素抗性的米良１号猕猴桃，从
中随机选取１４株提取基因组 ＤＮＡ，用跨３５Ｓ启动子的引物
对其进行ＰＣＲ扩增，扩增结果显示有９株植株成功地获得与
阳性对照相同的目的条带（８２４ｂｐ），而阴性对照（无模板对
照和野生型米良１号猕猴桃植株）没有目的条带（图２），所以
初步鉴定这９株为阳性植株。

３　总结

本试验利用双右边界双元载体通过共转化法获得包含

ＡＣＯ目的基因与筛选标记的转基因植株后可通过后代遗传
分离后得到无筛选标记的转 ＡＣＯ基因米良１号猕猴桃。双
Ｔ－ＤＮＡ载体去除筛选标记的方法简单易行，但是目的基因
和筛选标记均没有比较容易识别的性状，故选用ＰＣＲ法检测
目的植株，由于ＰＣＲ法的步骤比较繁琐，而且猕猴桃的挂果
所需时间比较长，所以需要再寻找更加简洁的方法。
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