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　　摘要：麻风树（ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ．）的有限分枝是限制麻风树油产量的最主要因素之一，为了奠定基因调控麻风树
分枝的基础，研究并优化了侧枝萌发诱导基因ＬＩＦ（ｌａｔｅｒａｌｓｈｏｏｔ－ｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ）的原核表达条件，并成功获得了重组
蛋白。通过研究农杆菌浓度、抗生素浓度建立了稳固高效的麻风树农杆菌（（ＬＢＡ４４０４）高效转化体系；将 ＬＩＦ基因转
入麻风树基因组中，通过ＧＵＳ染色、ＰＣＲ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测，确定了ＬＩＦ基因已经成功转化入麻风树基因组中，获得了
高达（２３．９１±５．７８）％的转化率。
　　关键词：麻风树；侧枝萌发诱导基因（ＬＩＦ）；幼叶；农杆菌
　　中图分类号：Ｑ９４３．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０９－００１４－０６

收稿日期：２０１４－０８－２８
基金项目：国家自然科学基金（编号：５１３０８４６４）；西南交通大学科技
创新项目（编号：Ａ０９２０５０２０５１４０５－６２）。

作者简介：宗　桦（１９８１—），女，江苏宜兴人，博士，讲师，主要从事植
物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１４７４４６３２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　属于大戟科的麻风树（ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ．）是一类具有极
强抗旱性的大灌木或小乔木，其种子中含油丰富，并能较容易

地转化成纯度能满足美国和欧洲标准的生物柴油［１］。此外，

麻风树油还可应用于制造肥皂、化妆品、染料等产品［２－４］。然

而，由于麻风树的种子产量较低，极大地限制了麻风树油的推

广应用。迄今为止，提高麻风树种子的产量仍是一件十分困

难的事情，这是由于麻风树的种子产量受到多种因素影响，如

自然环境［５］、麻风树的分枝形态［６］、基因型［７］、经营管理方

法［８］等。在这些因素当中，麻风树结果母枝的分枝形态被认

为是最重要的制约因素之一，因此许多学者认为增加麻风树

结果母枝的数量就能有效地提高麻风树种子的产量［８－９］。

近年来，世界各国都开始关注植物分枝发育控制机理的

研究，通过采用包括突变体分离、定位、克隆相关基因和相关

基因分析等分子生物技术等方法，不断加深对植物分枝发育

的认识。目前在许多物种，如矮牵牛［１０－１１］、烟草［１２］、番茄、豌

豆、玉米、水稻和拟南芥［１３］中都开展了突变体作为分枝的变

化模式研究。２００５年，Ｎａｋａｇａｗａ等从矮牵牛中克隆出了侧枝
萌发诱导基因ＬＩＦ，是目前唯一一个被报道的分枝基因［１４］。

Ｎａｋａｇａｗａ等研究发现，ＬＩＦ基因在矮牵牛、烟草、拟南芥
中过量表达均可以导致植株分枝明显增多，高度明显降低，叶

片小化［１４］，由此Ｎａｋａｇａｗａ等推断，ＬＩＦ基因在双子叶植物中
能保守地表达，可以调控双子叶植物的分枝［１４］。进一步研究

发现，ＬＩＦ编码的蛋白属于一种ＴＦⅢＡ型锌指蛋白，具有这种
类型结构域的蛋白一般是结合 ＤＮＡ作为转录因子参于多种
植物的调控过程。然而由于 ＬＩＦ被发现的时间短，因此针对

ＬＩＦ诱导的蛋白的功能研究还未开展。再加上植物分枝的形
成是一个受多种因素影响的复杂的生物学现象，因此，针对单

个基因开展蛋白纯化研究对于了解其在植物形态构成上的功

能有一定的难度。而通过重组的方式在大肠杆菌中进行原核

表达为ＬＩＦ基因的功能研究提供了一个良好的途径。众所周
知，大肠杆菌是现代分子生物学研究中最常用的材料之一，目

前除了己经掌握了它的分子生物学和分子遗传学方面的大量

资料外，在基因表达方面也有深入研究。大肠杆菌遗传背景

清楚，容易培养，能大规模发酵，并具有大量可供选择利用的

克隆和高效表达载体［１５］。

本研究构建了 ＬＩＦ原核表达载体，转入大肠杆菌 ＢＬ２１
中，将转化子进行诱导表达，获得重组蛋白，摸索表达的最优

条件，为进一步探讨ＬＩＦ的功能奠定基础。同时，将ＬＩＦ基因
转入麻风树基因组，了解ＬＩＦ基因在麻风树中的表达方式，为
基因调控麻风树的分枝做好准备工作。

１　材料与方法

１．１　植物材料和菌株
试验所用矮牵牛（ＰｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉｄａＶｉｌｍ）种苗种植在温室

（１４ｈ光照／１０ｈ黑暗，室温２２℃）中。成熟麻风树种子来源
于攀枝花市。种苗种植于盛满沙和营养土的塑料盆钵中，于

温室中生长２个月（１６ｈ光照／８ｈ黑暗，室温２８℃）后，取第
１～３节上的叶片用作试验。灭菌后的麻风树幼叶切成为
１ｃｍ２的小块，接入愈伤组织诱导培养基中预培养２ｄ。

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ菌株ＢＬ２１、农杆菌菌株 ＬＢＡ４４０４均为笔
者所在实验室保存。

１．２　矮牵牛ＬＩＦ基因开放阅读框获得和原核表达载体构建
１．２．１　ＬＩＦ基因ＯＲＦ的扩增　提取矮牵牛的 ＲＮＡ，用 Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）１８为引物进行反转录，反转录产物作为模板，设计引物
ｌｏｆ３３、ｌｏｆ５２进行 ＰＣＲ扩增 ＯＲＦ序列。酶切位点（下划线部
分）分 别 为 ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ。引 物 序 列 如 下：ｌｏｆ３３：
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５′－ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴＡＡＧＡＡＣＴＴＴＣＴＴＧＴＧＣＣＴＡＡＡＣＣ－３′；
ｌｏｆ５２：５ ′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＡＡＣＴＡＧＴＡＡＡＡＡＴＣＡＧＣ
ＣＧＴＣ－３′；反转录引物：Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８：５′－ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＴ
ＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴＧＡＣＡＧＴＧ（Ｔ）１８－３′。反应条件
为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，６２℃４０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３４
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。将 ＰＣＲ产物电泳后进行回收，回
收按照ＤＮＡ胶回收试剂盒的说明步骤进行。
１．２．２　原核表达载体的构建　原核表达所用质粒载体选用
ｐＥＴ３２［１６］，含有Ｔ７启动子、６个Ｈｉｓ标签，具有Ａｍｐ抗性。将
胶回收的片段连接到 ｐＭＤ１９－Ｔ载体上，连接产物转化大肠
杆菌ＤＨ５α感受态获得转化子 ｐＭＤ１９－Ｔ－ＬＩＦ，摇菌１ｈ后
涂ＬＢ平板，３７℃过夜培养。于第２天挑菌，摇菌后送样测
序。经测序检测获得ＬＩＦ的ＯＲＦ片段后，摇菌提质粒。用限
制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切载体 ｐＥＴ３２，胶回收线性
载体。用 Ｔ４连接酶连接目的片段与线性载体（均带有
ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ黏性末端）。１６℃连接过夜，获得重组子
ｐＥＴ－ＬＩＦ（简称 ＰＬ）。随后将重组子转入大肠杆菌 ＢＬ２１感
受态细胞获得转化子 ＰＬＢ，摇菌后提取质粒，采用酶切、菌落
ＰＣＲ和测序等手段检验目的片段是否正确。同时也将空载
ｐＥＴ３２用同样的方法转入大肠杆菌 ＢＬ２１以获得空白对照转
化子ｐＥＴ３２－Ｅｍｐｔｙ（简称 ＰＥ）。引物均由上海英骏生物技
术有限公司合成。

１．３　ＰＬＢ的诱导表达
挑取重组菌ＰＬＢ、ＰＥ分别接种到１５ｍＬ的 ＡＭＰ－ＬＢ液

体培养基中，放置于３７℃下振荡培养１２ｈ。再从过夜培养物
种各取５００μＬ菌液接种于新鲜的１０ｍＬＡＭＰ－ＬＢ液体培养
基中，３７℃下振荡培养直到菌液的Ｄ６００ｎｍ＝０．６～０．７。随后
将ＰＬＢ菌液均分后放置于不同的诱导温度、诱导时间和添加
不同浓度的ＩＰＴＧ中进行诱导（表１）。
１．３　矮牵牛ＬＩＦ基因蛋白编码序列 （ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）
和植物表达载体的构建

１．３．１　ＣＤＳ的扩增　首先在 ＧｅｎＢａｎｋ搜索出矮牵牛 ＬＩＦ基
因的编码蛋白（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＡＢ０３５０９３），根据其蛋白序
列设计出Ｃ１、Ｃ２引物序列用于扩增矮牵牛ＣＤＳ，酶切位点分
别为ＸｂａⅠ、ＳｍａⅠ酶切位点（酶切位点见下划线）。引物序

表１　不同温度、不同时间和不同浓度的ＩＰＴＧ对ＰＬＢ的诱导

编号 处理 重组菌
ＩＰＴＧ
（ｇ／Ｌ）

诱导温度

（℃）
诱导时间

（ｈ）

１ Ｙ０ ＰＥ ０．２４０ ３７ ５
２ Ｙ１ ＰＬＢ ０．２４０ ２０ ５
３ Ｙ２ ＰＬＢ ０．２４０ ３０ ５
４ Ｙ３ ＰＬＢ ０．２４０ ３７ ５
５ Ｊ０ ＰＥ ０．２４０ ３０ ４
６ Ｊ１ ＰＬＢ ０．２４０ ３０ ２
７ Ｊ２ ＰＬＢ ０．２４０ ３０ ４
８ Ｊ３ ＰＬＢ ０．２４０ ３０ ６
９ Ｔ０ ＰＥ ０．２４０ ３７ ５
１０ Ｔ１ ＰＬＢ ０．０２４ ３７ ５
１１ Ｔ２ ＰＬＢ ０．１２０ ３７ ５
１２ Ｔ３ ＰＬＢ ０．２４０ ３７ ５

列如下：Ｃ１：５′－ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＣＴＡＧＴＡＡＡＡＡＴＣＡＧＣ
ＣＧＴＣ－３′；Ｃ２：５′－ＣＴＡＣＣＣＧＧＧＴＣＡＴＡＡＧＡＡＣＴＴＴＣＴＴ－ＧＴ
ＧＣＣＴＡＡＡＣＣ－３′。反应程序为：９５℃预变性 ４ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，６０℃ ４０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３４个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
随后以矮牵牛的ｃＤＮＡ为模板，采用 ＰＣＲ技术获得 ＬＩＦ基因
的ＣＤＳ。
１．３．２　植物表达载体的构建　将ＬＩＦ基因的 ＣＤＳ插入表达
载体ｐＢＩ１２１［１７］中，ＬＩＦ基因的插入位置见图１，获得重组载体
ｐＢＩ１２１－ＬＩＦ。ｐＢＩ１２１载体含有 ＮｐｔⅡ基因，抗卡拉霉素
（Ｋａｎ）；含ＧＵＳ基因作为报告基因；含ＣａＭＶ３５Ｓ启动子（笔者
所在实验室保存）。提取重组子ｐＢＩ１２１－ＬＩＦ质粒后，用反复
冻融法［１８］将其转化入农杆菌 ＬＢＡ４４０４［１９］感受态细胞中，同
时也将空载ｐＢＩ１２１以同样的方法转入２种农杆菌感受态中
以获得空白对照，获得转化子 ｐＢＩ１２１－Ｅｍｐｔｙ（简称 ＰＢＥ）。
检验后的含有ＬＩＦ基因的农杆菌单菌落接种到１ｍＬＹＥＢ液
体培养基中，培养基中加入 ５０μｇ／ｍＬ链霉素（Ｓｔｒ）、
１００μｇ／ｍＬ利福平（Ｒｉｆ）、１００μｇ／ｍＬＫａｎ，于恒温摇床上
２７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇培过夜。取出５００μＬ培养过夜的菌液转
入新配制的有同样抗生素的 ＹＥＢ液体培养基中，培养直到
Ｄ６００ｎｍ＝１．０时，用新鲜的ＭＳ液体培养基（ｐＨ值５．４～５．８）
分别稀释为Ｄ６００ｎｍ＝０．１～０．５用于转化。

１．４　培养基成分和培养条件
试验中外植体培养均选用 ＭＳ培养基［２０］为基础培养基，

其中蔗糖质量浓度为 ３％，琼脂质量浓度为０．８％，ｐＨ值为
５８。外植体的培养均在２８℃的温室中进行，并保持１６ｈ光
照、８ｈ黑暗交替。具体培养基配方如下［２１］：愈伤组织诱导培

养基（ＣＩ）：ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ；愈伤
组织再生培养基（ＰＲ）：ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ＋
０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＧＡ３；生根培养基（ＲＭ）：ＭＳ＋
０２ｍｇ／ＬＩＢＡ；大肠杆菌ＬＢ培养基：１０ｇ／Ｌ胰蛋白胨，５ｇ／Ｌ
酵母提取物，１０ｇ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值７．０。固体ＬＢ培养基在以上
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成分中添加１５ｇ／Ｌ琼脂粉。
１．５　外植体的转化和选择培养

预培养之后的幼叶外植体浸入３０ｍＬ含ＬＩＦ基因的农杆
菌菌液体中，在２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ的摇床上侵染１０ｍｉｎ。用干
燥的无菌滤纸吸去多余菌液后将外植体转移到ＣＩ培养基中，
在全暗的温室（２８℃）中共培养２～７ｄ。随后，将外植体转入
加入了３００ｍｇ／Ｌ头孢霉素（Ｃｅｆ）的新鲜ＣＩ培养基中，继续暗
培养３周。待愈伤组织产生后，马上转入加入了 Ｋａｎ（０、１０、
２０、３０、４０ｍｇ／Ｌ）、１５０ｍｇ／ＬＣｅｆ的新鲜ＰＲ培养基中诱导抗性
丛生芽。经过４周的筛选后，将抗 Ｋａｎ（ＫａｎＲ）的麻风树再生
单芽切下并转入加入 Ｋａｎ的 ＲＭ生根培养基中。经３～４周
诱导后，将生根的植株移入放置于温室中的培养钵中，培养钵

中加入珍珠岩 ∶沙 ∶土＝１∶１∶１（体积比）的混合基质中练
苗２周后移入大田。
１．６　转基因植株的鉴别

ＧＵＳ染色：将共培养后的叶盘、愈伤组织和抗 Ｋａｎ的丛
生苗切成小块后放在１．５ｍＬ的离心管中，加入 ＧＵＳ染液，
３７℃ 水浴１６ｈ［２２］。植株材料用７０％的乙醇脱色２～３次，在
解剖镜和显微镜下进行观察和拍照。

ＰＣＲ检测：采用ＣＴＡＢ法［２３］提取转基因麻风树的 ＤＮＡ，
设计引物扩增检验是否获得转基因植株。首先设计了２条引
物：ｑｃ１：５′－ＡＣＣＧＴＣＧＧＧＣＡＡＡＧＡＣＡＧＡＴＴ－３′；ｑｃ２：５′－
ＧＡＣＣＧＣＡＴＣＧＡＡＡＣＧＣＡＧＣＡＣ－３′，预期扩增的长度为
５３８ｂｐ。扩增序列中包含 ＬＩＦ基因中２４６ｂｐ的序列和 ＧＵＳ
基因中长度为２９２ｂｐ的序列，ＰＣＲ反应参数为：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６２℃４０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３４个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。

Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测：为了进一步确定ＬＩＦ基因已经插入麻
风树基因组，先从 ＰＣＲ检测呈阳性 （ＰＣＲ＋）的植株中提出
ＤＮＡ（２０μｇ），随后用 ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ于 ３７℃酶切过夜。
ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ在质粒ｐＢＩ１２１上各仅有１个酶切位点。以重
组质粒ｐＢＩ１２１－ＬＩＦ为模板用引物 ｑｃ１、ｑｃ２扩增 ＬＩＦ基因的
ＯＲＦ，按照ＰＣＲＤｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ（ＤＩＧ）ＰｒｏｂｅＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｒｏｃｈｅ
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）说明制作探针。杂交的具体操作按照 Ｒａｆｆｅｉｎｅｒ
的报道［２４］进行，３ｄ后进行拍照（Ｋｏｄａｋ８－１０Ｘ－ＯｍａｔＡＲ，
Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ）。
１．７　数据分析

研究中用到的相关计算公式如下：

存活率 ＝有分化能力的幼叶外植体数量／外植体总
数×１００％；　

ＧＵＳ的瞬时表达率 ＝ＧＵＳ显阳性（ＧＵＳ＋）的存活外植
体数量／外植体总数×１００％。

所有的数据均使用 ＳＰＳＳ统计软件（ｖｅｒ．１１．０）进行
Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重分析比较。

２　结果与分析

２．１　原核表达载体的获得
以反转录的 ｃＤＮＡ为模板，用引物 ｌｏｆ３３、ｌｏｆ５２进行 ＰＣＲ

扩增ＬＩＦ基因的 ＯＲＦ序列，获得了 １条 ６５０ｂｐ的片段
（图２－Ａ），胶回收后与载体 ｐＭＤ１９－Ｔ相连接，并转入
ＤＨ５α感受态获得转化子ｐＭＤ１９－Ｔ－ＬＩＦ；提取ｐＭＤ１９－Ｔ－

ＬＩＦ转化子质粒双酶切后的片段（６５０ｂｐ），与 ＢａｍＨⅠ、Ｈｉｎｄ
Ⅲ双酶切后的ｐＥＴ３２载体连接，获得重组子 ｐＥＴ－ＬＩＦ；将连
接后的产物转入ＢＬ２１感受态，经过菌落ＰＣＲ、双酶切（图２－
Ｂ）和测序验证，证明获得了转化子 ＰＬＢ，原核表达载体 ＰＬＢ
构建成功。

２．２　ＰＬＢ诱导表达条件的优化研究
通过图３的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，比较得出了在不同的诱导

条件下重组菌的最佳表达条件，并成功诱导重组蛋白的表达。

在不同的诱导温度梯度下，ＰＬＢ均比对照多出１条约为４３ｋｕ
的目的条带；当诱导温度为设置为３７℃时，目的条带十分明
显；当诱导温度为３０℃时，也能看到目的条带，但比３７℃稍
弱；２０℃下诱导的 ＰＬＢ表达最弱。在不同的诱导时间梯度
下，ＰＬＢ都比对照多出１条约为４３ｋｕ的目的条带，说明在２、
４、６ｈ３个处理时间内，ＰＬＢ均有表达。但３个处理时间下的
诱导表达量有所不同，诱导２ｈ的条带最弱；而诱导４、６ｈ的
条带都很亮，说明这２个时间内的融合蛋白诱导表达最强；随
着时间从４ｈ延长到６ｈ，表达量没有随之增加，表明诱导４ｈ
为最佳收获时间。如果菌体过度培养，一方面由于Ａｍｐ逐渐
失活，失去选择压后质粒快速丢失，不能增加表达产量；另一
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方面由于菌体老化和代谢产物的影响，菌体不但不继续生长，

反而会死亡、分解，使目的蛋白丢失［２５］。由图３－Ｃ可以看
出，只要加入了ＩＰＴＧ，ＰＬＢ就能产生大小约为４３ｋｕ的重组蛋
白。不同浓度的ＩＰＴＧ对 ＰＬＢ的诱导效果有差异，其中 ＩＰＴＧ
为０．１２０ｇ／Ｌ时诱导的重组蛋白量最大，其次是０．２４０ｇ／Ｌ，
０．０２４ｇ／Ｌ诱导ＰＬＢ表达的量最少，无 ＩＰＴＧ时无重组蛋白产
生。根据表达载体ｐＥＴ３２的分子量、ＬＩＦ基因 ＯＲＦ成熟肽分
子量的估算，融合蛋白的总分子量应为４３ｋｕ。
２．３　农杆菌侵染最佳浓度

本研究发现，菌液浓度是影响转化效率的关键因素。由

表２可见，当用Ｄ６００ｎｍ＝０．１的 ＬＢＡ４４０４菌液侵染后，愈伤组
织产生了数量最多的蓝斑（ＧＵＳ＋）；随着浓度的升高
（Ｄ６００ｎｍ＞０．１），多余的菌体改变了培养基的ｐＨ值，并抑制了
愈伤组织的产生，严重制约转化效率。这一现象与Ｙｏｎｇ等的
研究结论相一致，他们认为高浓度的农杆菌液反而会产生较

低的转化效率［２６－２７］。因此，本研究结果表明，Ｄ６００ｎｍ ＝０．１的
农杆菌ＬＢＡ４４０４最适于麻风树幼叶转化。
２．４　Ｋａｎ的筛选效果

在许多木本植物的转化过程中，Ｋａｎ都被用于筛选转基
因植株［２８－３１］，Ｋａｎ的敏感性取决于植物种类、外植体类
型［３２］。本研究表明，不同的浓度梯度（２０、３０、４０ｍｇ／Ｌ）的
Ｋａｎ均能筛选出ＰＣＲ检验呈阳性（ＰＣＲ＋）的植株（表３）。虽
然４０ｍｇ／ＬＫａｎ对愈伤组织再生有一定抑制作用，但只有高
浓度的Ｋａｎ才能完全抑制未转化丛生芽的再生。相比之下，
在加入２０、３０ｍｇ／ＬＫａｎ的培养基中会有部分未转化的丛生
芽产生，称之为“逃离”。因此，本研究表明４０ｍｇ／Ｌ是 Ｋａｎ

用于筛选的最佳浓度。Ｋａｎ能有效地筛选出麻风树转基因植
株，与Ｌｉ等提出的 Ｋａｎ不适于用于麻风树的筛选的结论相
悖［３３］。培养４周后，待抗 Ｋａｎ的丛生芽（图４－Ｃ）长至２～
３ｃｍ高时，转入加入４０ｍｇ／ＬＫａｎ的 ＲＭ培养基中诱导生根
（图４－Ｄ）。用 Ｋａｎ持续筛选能有效抑制未转化植株的逃
离，持续筛选非常必要［３４］。培养１个月后，生根的植株移入
培养钵中进行２周的炼苗（图４－Ｅ）。

表２　不同浓度的ＬＢＡ４４０４对麻风树幼叶盘愈伤组织的
诱导和ＧＵＳ染色的影响

ＬＢＡ４４０４浓度
（Ｄ６００ｎｍ）

愈伤组织诱导百分率

（％）
愈伤组织呈现ＧＵＳ＋
的比例（％）

０．１ ８０．８１±６．５１ａ ６８．３１±８．８２ａ
０．２ ６３．２３±６．２７ｂ ５１．５２±２．１４ｂ
０．３ ４４．４５±５．４８ｃ ３８．４８±２．７６ｃ
０．４ １９．０５±１．４７ｄ １８．９４±１．１３ｄ
０．５ ６．７９±２．６７ｅ ６．７９±２．６７ｅ

　　注：表中数据为３次重复的平均值±标准差；同列数据后标有不
同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表３　不同浓度的Ｋａｎ对麻风树转化子的筛选影响

Ｋａｎ的浓度
（ｍｇ／Ｌ）

再生ＫａｎＲ植株
百分比（％）

ＧＵＳ＋植株
百分比（％）

ＰＣＲ＋植株
百分比（％）

０ ９．９６±４．３７ｂ ４．８７±３．８５ｂｃ
１０ ４８．６１±４．６１ａ １４．６１±１．１５ａｂ １１．２１±６．４９ａｂ
２０ ４４．０９±７．９３ａｂ ２４．９０±７．１３ａ ２１．１７±１．９０ａ
３０ ３５．４１±７．５２ｂｃ ２５．４９±７．９９ａ ２５．４９±７．９９ａ
４０ ２３．９１±５．７８ｄ ２３．９１±５．７８ａｂ ２３．９１±５．７８ａ

２．５　ＧＵＳ染色分析
为了确认转化子，诱导出的愈伤组织和 ＫａｎＲ再生植株

都需要进行 ＧＵＳ染色。经 ＧＵＳ染色后，发现有６８％的愈伤
组织出现蓝斑，表明呈现ＧＵＳ＋（表２）。愈伤培养４周后，有
３５％的ＧＵＳ＋愈伤组织分化出ＫａｎＲ丛生芽。用４０ｍｇ／ＬＫａｎ
筛选出的所有植株都呈现 ＧＵＳ＋（表 ３）。此外，笔者发现
ＫａｎＲ植株的蓝斑都沿着茎节和叶柄分布（图５－ｅ至图５－
ｈ），在愈伤组织上则是随机分布（图５－ｂ），在根系中无活性。
这一现象与Ｎａｋａｇａｗａ等在 ＬＩＦ基因超表达的矮牵牛中 ＧＵＳ
蓝斑的分布趋势一致［１４］。Ｎａｋａｇａｗａ等推断，ＬＩＦ基因可能参
与了矮牵牛叶腋处的细胞分裂素的产生过程。此外，本研究

在对照植株中未观察到ＧＵＳ蓝斑（图５－ｃ、图５－ｄ）。

２．６　ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ检测
ＧＵＳ＋再生苗首先采用ＰＣＲ法一步验证基因转入的真实

性。ＰＣＲ检测提取了转基因植株的ＤＮＡ为模板，所以消除了
残留菌株的干扰，比ＧＵＳ染色更可靠。由图６－Ａ可以看出，
随机抽取的ＧＵＳ＋再生苗均扩增出了预期０．５４ｋｂ大小片段，
未转基因的对照植株无任何条带出现。通过ＰＣＲ检测证明，
２０１个叶盘在经过３个月的转化后，有４８个产生了转基因植
株，所占比例达到（２３．９１±５．７８）％（表３），转化效率明显高
于Ｌｉ等报道的１３％的转化率［３４］。随后，根据 ＰＣＲ的检测结
果，进一步使用 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔ最终检测转基因植株。本研究
随机抽取了１２个 ＰＣＲ＋植株以 ＧＵＳ基因的部分片段为探针
进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交，预期的杂交片段约为３．６ｋｂ，图６－Ｂ显
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示了３株ＰＣＲ＋植株的杂交结果，均获得了预期杂交带。未
转基因的对照无任何条带产生，说明载体 ｃ重组载体 ｐＢＩ１２１
－ＬＩＦ已经成功转化入麻风树基因组 ＤＮＡ中。植株１产生
了７条杂交带，说明基因组中插入了多个拷贝，其中有２个条
带的长度明显＞３．６ｋｂ，推测可能有完整的 Ｔ－ＤＮＡ拷贝插
入；同时观察到有４条杂交带＜３．６ｋｂ，说明Ｔ－ＤＮＡ有部分
插入的拷贝存在，Ｔ－ＤＮＡ的部分插入是转基因过程中的常
见现象。植株２、植株３均只有１条３．６ｋｂ的杂交带，说明转
化为单拷贝，Ｔ－ＤＮＡ也是部分插入。不同数目的拷贝证明
植株为独立个体。

３　结论与讨论

植物分枝发育在植物形态建成中具有非常重要的地位，

植物的分枝是控制作物结实并进而影响最终产量的重要农艺

性状之一，分枝多的植株结实部位多，但影响群体通风透光状

况，分枝与主茎的夹角直接影响群体透光性和对光能的利用。

然而，由于分枝的基因调控影响因素众多，且机理复杂，因此

目前仅处于探索阶段。ＬＩＦ基因由于发现时间较晚，其具体
功能和作用机理仍未明确。目前只有１例进行ＬＩＦ类锌指蛋

白的功能研究，即通过洋葱表皮细胞的瞬时表达ＧＦＰ－ＬＩＦ－
ＧＵＳ蛋白的研究表明 ＬＩＦ基因被转运到细胞核中，为证实
ＬＩＦ是１种转录因子提供了有力的证据［１４］。本试验采用

ｐＥＴ３２为表达载体，构建了ＬＩＦ基因原核表达载体，并将转化
子进行诱导表达获得了重组蛋白，分析得出了 ＬＩＦ所对应蛋
白表达的最佳条件，为进一步探讨ＬＩＦ的功能奠定了基础。
　　麻风树作为一种能源植物，已经引起了世界各国的高度
关注。但由于其为木本植物，目前大部分的研究成果都集中

在麻风树再生体系的研究上。本研究以麻风树为幼叶研究对

象，通过摸索Ｋａｎ浓度成功建立了高效稳固的农杆菌转化体
系。与前人的报道（针对麻风树子叶的转化体系）相比，本体

系不仅转化效率高、稳定性强，而且在植物材料的选择上更经

济、节约，本转化体系的成功建立为研究者大规模的开展麻风

树各类基因的研究创造便利。在此基础上，本研究将 ＬＩＦ基
因顺利转入麻风树基因组中，由于 ＬＩＦ基因能在双子叶植物
中保守表达，因此具有很强的应用范围。将 ＬＩＦ转入麻风树
中不仅有助于进一步了解 ＬＩＦ基因的作用原理和表达方式，
还能为今后开展麻风树分枝的基因调控工作奠定坚实的基

础。在今后的研究中，将在田间持续观察转基因苗的分枝能

力并计算种子产量。
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［Ｊ］．Ａｒｚｎｅｉｍｉｔｔｅｌｆｏｒｓｃｈｕｎｇ，１９９２，４２（１２）：１５１２－１５１５．
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１５（３）：４７３－４７９．
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