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　　摘要：以甘蓝型油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）品种青杂５号的子叶、下胚轴外植体为受体，分别对芽分化培养基、芽生
长培养基、生根培养基进行激素组合优化研究，建立甘蓝型油菜下胚轴高效再生系统。结果表明，青杂５号下胚轴分
化率最高为子叶的 ３倍，可达 ９０％左右；优化的分化培养基为 ＭＳＢ＋５ｍｇ／Ｌ噻二唑苯基脲（ｔｈｉｄｉａｚｕｒｏｎ，ＴＤＺ）＋
７．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ脯氨酸（ｐｒｏｌｉｎｅ，Ｌ－Ｐｒｏ）＋２５０ｍｇ／Ｌ酸水解酪蛋白（ｃａｓｅｉｎａｃｉｄｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ，

ＣＨ）＋３％蔗糖；生长培养基为１／２ＭＳＢ＋１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋２ｍｇ／ＬＬ－Ｐｒｏ＋２５０ｍｇ／ＬＣＨ＋１．５％蔗糖；生根培养基为
１／２ＭＳＢ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ＋１．５％蔗糖。在此基础上，构建模拟Ｂｔ的抗虫基因Ｂ１２的双元表达载体，采用农杆菌介导
的方法转化油菜下胚轴，并利用潮霉素及羧苄青霉素对再生植株进行筛选；通过对转基因植株叶片基因组 ＤＮＡ的
ＰＣＲ检测及叶片ＧＵＳ组织化学染色的分析，发现抗虫基因已整合到油菜植株的细胞核基因组中，并能正常表达；通过
小菜蛾接种试验对该抗虫基因进行杀虫效果评价。
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　　甘蓝型油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）是籽粒产量最高的油用
油菜品种，目前在我国长江中下游流域大量种植，是我国重要

的油料作物。甘蓝型油菜不仅可生产食用油，而且其饼粕富

含蛋白质，可作为动物饲料。然而，甘蓝型油菜的生产时常会

受到病虫害的威胁，“双低”油菜品种对病虫害极其敏感［１］。

目前缺乏抗虫基因的种质资源，且育出的抗性品种由于致病

生理小种的变异和虫类自身适应性的提高易产生抗性衰退的

现象。通过遗传转化可将外源抗虫基因导入植物细胞，从而

为品种改良提供新的途径。在作物的遗传转化研究中，用外

植体通过不定芽途径再生植株的办法有利于保持原有材料和

品种优良的农艺性状，再转移进由某一目的基因控制的特定

性状，达到品种改良的目的［２］。因此，建立高效离体组织再

生技术是油菜转基因技术成功的前提。经过多年研究，国内

外许多机构已经建立了成熟的油菜离体再生体系［３－６］。然

而，研究表明油菜不同基因型、不同外植体之间的最佳离体再

生条件存在差异［７－１０］，这在一定程度上阻碍了油菜转基因研

究的发展。

自从Ｏｏｍｓ等首次获得转基因甘蓝型油菜植株以来，甘
蓝型油菜的遗传转化研究已取得很大进展［１１］。李学宝等通

过油菜子叶外植体诱导的愈伤组织，采用农杆菌转化的方式，

将苏云金杆菌杀虫蛋白（Ｂｔ）基因导入甘蓝型油菜，获得了抗
甜菜夜蛾等幼虫的转基因植株［１２］。王新发等采用农杆菌转

化的方式，用油菜小孢子将几丁质酶和 β－ｌ，３－葡聚糖酶基
因转化至甘蓝型双低杂交油菜亲本恢复系和保持系中，获得

了转基因恢复系和保持系植株，筛选得到高抗菌核病的转基

因育种材料［１３］。刘宏波等通过油菜子叶外植体与农杆菌共

培养，将蛋白质酶抑制基因和几丁质酶基因导入甘蓝型油

菜中［１４］。

本研究用高产、双低、高含油量和抗（耐）菌核病的品种

青杂５号［１５］的无菌实生苗的下胚轴和带子叶柄的子叶为外

植体材料，通过激素等调控条件的优化快速诱导不定芽发生、

分化以及生根，从而建立青杂５号的高效植株再生体系。并
在此基础上，构建模拟 Ｂｔ毒素 Ｃｒｙ１Ａｂ的抗虫基因 Ｂ１２的双
元表达载体，通过农杆菌介导的技术转化抗虫基因Ｂ１２，并通
过小菜蛾接种试验对该抗虫基因进行转基因应用潜力评价。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
试验材料为小菜蛾（Ｐｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｏｔｅｌｌａ）。
本试验所用菌株、质粒见表１。农杆菌 ＥＨＡ１０５培养基

采用ＹＥＰ培养基；大肠杆菌的培养采用 ＬＢ培养基。试验中
所用的限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＮＥＢ公司；高保真
ＦａｓｔｐｆｕＤＮＡ聚合酶、大肠杆菌ｔｒａｎｓ１０感受态细胞、ｐＥＡＳＹ－
ＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅＣｌｏｎｉｎｇＶｅｃｔｏｒ购自北京全式金生物技术有限公
司；ＰＣＲ产物回收试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒小提试剂盒
购自Ａｘｙｇｅｎ公司；组织培养用激素为 Ａｍｅｒｓｃｏ公司产品；其
他生化试剂均为进口或国产生化级或分析纯级试剂。
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表１　供试菌株与质粒

菌株与质粒 特征 来源

Ｅ．ｃｏｌｉｔｒａｎｓ１０ Ｆ－，ｍｃｒＡ，Δ（ｍｒｒ－ｈｓｄＲＭＳ－ｍｃｒＢＣ），φ８０，ｌａｃＺΔＭ１５，ΔｌａｃＸ７４，ｒｅｃＡ１，
ａｒａΔ１３９，Δ（ａｒａ－ｌｅｕ，）７６９７，ｇａｌＵ，ｇａｌＫ，ｒｐｓＬ（Ｓｔｒｒ），ｅｎｄＡ１，ｎｕｐＧ

全式金生物技术公司

ＥＨＡ１０５ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｓｐｅｃｒ，Ｓｔｒｒ 南京农业大学惠赠

ｐＥＡＳＹ－ＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅＣｌｏｎｉｎｇＶｅｃｔｏｒ Ａｍｐｒ，Ｋａｎｒ，ＬａｃＺα 全式金生物技术公司

ｐＩＴ２－Ｂ１２ ｐＩＴ２载体，含Ｂ１２全长基因序列 笔者所在实验室

ｐＥＡＳＹ－Ｂ１２ ｐＥＡＳＹ－ＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅＣｌｏｎｉｎｇ载体，含Ｂ１２全长基因序列 笔者所在研究室构建

ｐＣａｍｂｉａ－１３０５．１ 双元载体，Ｈｙｇｒ，Ｋａｎｒ，ＧＵＳＰｌｕｓＴＭｇｅｎｅｓ ＣａｍｂｉａＬａｂｓ
ｐ１３０５－Ｂ１２ ｐＣａｍｂｉａ－１３０５．１载体，含Ｂ１２全长基因序列 本研究构建

　　注：ｒ上标表示有抗性。

　　无菌苗体系的建立：供试的甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ
Ｌ．）为青海地方栽培品种青杂５号。分别将其种子经流水冲
洗１～２ｈ后，于７０％乙醇中浸泡２ｍｉｎ，再用３０％次氯酸钠
溶液消毒５ｍｉｎ，最后用无菌水漂洗５～６次后晾干，播种于不
含任何激素的ＭＳ０固体培养基上。于黑暗、（２５±１）℃萌发
２ｄ后，移至光下，于光照度 ２５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］、光照时间
１２ｈ／ｄ、培养温度（２５±１）℃下培养，取萌发３～４ｄ苗龄的无
菌苗下胚轴切段（长５～７ｍｍ）和带２～３ｍｍ长子叶柄的子
叶切块作为培养再生植株及遗传转化的起始材料。

１．２　青杂５号外植体高效再生系统的建立
取萌发３～４ｄ苗龄的下胚轴切段及子叶切块作为材料，

分别置于含有不同激素配比的ＭＳＢ培养基（含 ＭＳ培养基的
无机盐［１６］及Ｂ５培养基的有机成分［１７］，激素及蔗糖按一定比

例配制，所有培养基均附加０．６５％琼脂粉）中，于温度（２５±
１）℃、光照时间１２ｈ／ｄ、光照度２５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）条件下进行
培养。培养过程中附加不同浓度的 ＡｇＮＯ３，对比后得出最佳
的培养条件。

１．３　基因的ＰＣＲ扩增、克隆及测序
根据抗虫基因序列分析，在抗虫基因两侧分别设计引物

对，为便于遗传操作，在上游引物中引入 ＮｃｏⅠ酶切位点，在
下游引物中引入 ＢｇｌⅡ酶切位点。上游引物：５′－ＣＡＴＧＣ
ＣＡＴＧＧＣＣＧＡＧＧＴＧＣＡ－３′；下游引物：５′－ＧＧＡＡＧＡＴＣＴＣＧＴ
ＴＴＧＡＴＴＴＣＣ－３′。根据设计的引物，以含有抗虫基因的
ｐＩＴ２－Ｂ１２质粒为模板，利用高保真的 ＤＮＡ聚合酶 ＦＡＳＴｐｆｕ
进行ＰＣＲ扩增。将 ＰＣＲ产物回收纯化后与 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ
Ｓｉｍｐｌｅ载体进行连接，转化大肠杆菌 ｔｒａｎｓ１０感受态细胞，蓝
白斑筛选阳性克隆，再进行ＰＣＲ鉴定（通用引物Ｍ１３）。测序
由上海英骏生物技术有限公司完成。

１．４　Ｂ１２基因植物双元表达载体的建立
对含抗虫基因的 ｐＥＡＳＹ－Ｂ１２质粒和 ｐＣａｍｂｉａ－１３０５．１

同时用内切酶ＮｃｏⅠ和ＢｇｌⅡ进行双酶切，回收后连接。连接
产物转化大肠杆菌ｔｒａｎｓ１０感受态细胞，涂布于含有卡那霉素
的ＬＢ平板筛选阳性转化子。从得到的转化子中提取质粒，
进行酶切、ＰＣＲ检测（１３０５正反向引物）以及序列测定（１３０５
正反向引物）。测序由上海英骏生物技术有限公司完成。

１３０５正向引物 （１１８２８～１１８４６ｂｐ）：５′－ＡＣＡＣＧＧＧＧ
ＧＡＣＴＣＴＴＧＡＣＣ－３′；１３０５反向引物 （２４１～２５８ｂｐ）：５′－ＴＣ
ＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＣＧＧＧＴＣ－３′。
１．５　农杆菌培养及感受态制备

挑取农杆菌单菌落接种至２０ｍＬＹＥＰ液体（Ｓｔｒｒ）培养基

中，于２８℃、２５０ｒ／ｍｉｎ条件振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ ＝０．５，冰浴
１０ｍｉｎ；５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｓ，收集菌体；菌体用 ０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ悬浮，冰浴２０ｍｉｎ；５０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，收集菌体；菌
体用２０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２（甘油）悬浮；按２００μＬ分装，－８０℃
保存。

在２００μＬ农杆菌感受态细胞中加入 １μｇｐ１３０５－Ｂ１２
质粒ＤＮＡ，冰浴３０ｍｉｎ，放入液氮中５ｍｉｎ，立即放入３７℃水
浴锅中，热激５ｍｉｎ；加入无抗生素的 ＹＥＰ液体培养基，２８℃
振荡培养（２５０ｒ／ｍｉｎ）复苏 ３～５ｈ。取适量菌液于（Ｈｙｇｒ、
Ｋａｎｒ）抗性ＹＥＰ平板上涂板，２８℃培养２ｄ，挑单菌落，进行
ＰＣＲ检测验证（１３０５正反向引物）。
１．６　转化方法

将含ｐ１３０５－Ｂ１２质粒农杆菌单菌落接种至２０ｍＬＹＥＰ
液体（Ｈｙｇｒ，Ｋａｎｒ）培养基中培养过夜，离心收集，加含有乙酰
丁香酮（ＡＳ）２００μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＡＭ液体培养基（调节 ｐＨ值至
５．２），调至Ｄ６００ｎｍ＝０．２，菌悬浮液静置２ｈ用于转化。将培养
好的油菜下胚轴外植体挑出，放入农杆菌悬浮液侵染５ｍｉｎ；
将下胚轴外植体取出，置于无菌滤纸上沥干，再置于共培养基

上，于２８℃暗培养２．５ｄ。
１．７　抗性植株的再生和移栽

将外植体取出，用无菌水清洗６次，其间需要不停地振
荡；用含７５０ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素无菌水浸泡３０ｍｉｎ～１ｈ，置于
无菌滤纸上沥干；转入含５００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素和２５ｍｇ／Ｌ潮
霉素分化培养基上，进行３轮筛选。得到筛选后的分化苗后，
将芽体切下，置于生长培养基中，培养至３ｃｍ左右；再放入生
根培养基中壮苗生根；根部和茎叶分化完好的苗，炼苗３～５ｄ
后，移栽土培。

１．８　转基因植株的ＰＣＲ检测
设计潮霉素抗性基因引物，上游引物（ＨＹＧ－Ｆ）：５′－

ＣＴＴＣＴＧＣＧＧＧＣＧＡＴＴＴＧＴ－３′；下游引物（ＨＹＧ－Ｒ）：５′－
ＣＡＧＣＧＴＣＴＣＣＧＡＣＣＴＧＡＴ－３′。ＰＣＲ反应条件为：９５℃变性
５ｍｉｎ，５５℃退火２ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，７２℃保温１０ｍｉｎ。
将ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶电泳。
１．９　转基因植株的ＧＵＳ组织化学染色检测

构建的ｐ１３０５－Ｂ１２植物表达载体含有报告基因 ＧＵＳ
Ｐｌｕｓ，利用Ｘ－Ｇｌｕｃ进行ＧＵＳ组织化学染色检测。取ＰＣＲ检
测阳性植株叶片，剪成小块，加入染色液｛１００ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ、
ｐＨ值７．０、１０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ、１ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］、
１ｍｍｏｌ／ＬＫ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］、０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、２０％甲醇｝中，
３７℃保温过夜。显色后，用７５％乙醇脱色。
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１．１０　转化植株抗虫评价分析
对上述经ＰＣＲ和ＧＵＳ染色检测呈阳性的转化植株Ｔ２代

进行小菜蛾离体接种试验。小菜蛾幼虫直接接种到新鲜叶片

上，每株接种２０头２龄幼虫。接种２、４ｄ后统计小菜蛾平均
质量和存活率。

２　结果与分析

２．１　Ｂ１２基因植物双元表达载体的构建

植物双元表达载体构建如图１所示，抗虫基因 Ｂ１２片段
位于ｐＩＴ２－Ｂ１２上，在上游引物中引入 ＮｃｏⅠ酶切位点，下游
引物中引入ＢｇｌⅡ酶切位点。以含有抗虫基因的质粒 ｐＩＴ２－
Ｂ１２质粒为模板，利用高保真的 ＤＮＡ聚合酶 ＦＡＳＴｐｆｕ进行
ＰＣＲ扩增，与 ｐＥＡＳＹ－ＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅ载体进行连接，构建
ｐＥＡＳＹ－Ｂ１２。双元表达载体 ｐＣａｍｂｉａ－１３０５．１的 ＮｃｏⅠ、ＢｇｌⅡ
酶切位点分别位于１、６ｂｐ位点上，通过双酶切连接ｐＥＡＳＹ－
Ｂ１２中的Ｂ１２片段，构建ｐ１３０５－Ｂ１２植物双元表达载体。

　　如图２所示，所构建的ｐ１３０５－Ｂ１２植物双元表达载体经
ＰＣＲ检测后，阳性克隆的目的条带为１０００ｂｐ左右，包含Ｂ１２
全序列及ｐ１３０５载体片段；经测序比对，确定包含 Ｂ１２全序
列，表明ｐ１３０５－Ｂ１２植物双元表达载体构建成功。

２．２　不同激素和 ＡｇＮＯ３配比对油菜下胚轴、子叶芽分化频
率的影响

在油菜离体下胚轴切段与子叶切段不定芽诱导的试验

中，已初步明确ＭＳＢ培养基在附加高浓度６－ＢＡ、ＴＤＺ时，在
下胚轴的上端切口、子叶切口处有不定芽发生；当加入 ＮＡＡ
浓度超过０．１ｍｇ／Ｌ，达到１ｍｇ／Ｌ时，诱导产生愈伤组织；当

加入ＮＡＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时，有利于不定芽的诱导；在上述
培养基中添加７．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３，可提高不定芽的分化效率。
由表２可见，在本试验条件下，５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
７．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３的配比组合可促进青杂５号油菜下胚轴和
子叶不定芽的分化，下胚轴（含生长点）的芽分化率最高可达

９０．７％，子叶的芽分化率最高可达３１．２％。

表２　不同激素和ＡｇＮＯ３配比对油菜下胚轴和子叶芽分化频率的影响

ＭＳＢ培养基
（含２ｍｇ／ＬＬ－Ｐｒｏ、２５０ｍｇ／ＬＣＨ、３％蔗糖）

培养３０ｄ后芽
分化频率（％）

下胚轴 子叶

５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ ３４．６ ２０．７
５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７．５ｍｇ／Ｌ
ＡｇＮＯ３

４６．８ ２４．５

５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ ７４．４ ２４．８
５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７．５ｍｇ／Ｌ
ＡｇＮＯ３

９０．７ ３１．２
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２．３　不同激素配比对油菜不定芽生长的影响
ＮＡＡ、ＩＢＡ同属生长素类植物生长调节剂，在本试验中添

加０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，却不能促进不定芽的生长，继续促进分化。
由表３、表４可见，在使用不定芽生长激素配比（０．２ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ）时，青杂５号不定芽生长缓慢，培养
３０ｄ时大多数不定芽仍未长至 ３ｃｍ大小，生长效率仅为
５６％；提高ＩＢＡ浓度至１ｍｇ／Ｌ，超过半数的不定芽生长至
３ｃｍ大小，仅需９～１２ｄ，生长效率为８３．２％；改用１／２ＭＳＢ＋
１ｍｇ／ＬＩＢＡ配比时，不定芽生长迅速，超过半数的不定芽可
在５～７ｄ内长至３ｃｍ大小，生长效率可达到９９．７％。

表３　不同激素配比对不定芽生长的影响

培养基

［含２ｍｇ／Ｌ脯氨酸（Ｌ－Ｐｒｏ）、
２５０ｍｇ／Ｌ酸水解酪蛋白（ＣＨ）］

超过半数外植体不定芽生长

至３ｃｍ大小所需时间（ｄ）

ＭＳＢ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３％蔗糖 仅分化不生长

ＭＳＢ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ＋３％蔗糖

＞３０

ＭＳＢ＋１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋３％蔗糖 ９～１２
１／２ＭＳＢ＋１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋１．５％蔗糖 ５～７

表４　不同激素配比下不定芽的生长效率

培养基

（含２ｍｇ／ＬＬ－Ｐｒｏ、２５０ｍｇ／ＬＣＨ）
培养３０ｄ后生长率

（％）

ＭＳＢ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３％蔗糖 ０
ＭＳＢ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ＋３％蔗糖 ５．６
ＭＳＢ＋１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋３％蔗糖 ８３．２
１／２ＭＳＢ＋１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋１．５％蔗糖 ９９．７

　　注：生长率 ＝生长至 ３ｃｍ大小的不定芽数／外植体个数 ×
１００％。
２．４　不同激素配比对油菜分化芽生根的影响

ＩＢＡ、ＩＡＡ属生长素类植物生长调节剂，在低浓度时能促
进不定根的生长。由表５、表６可见，生根培养基为ＭＳＢ培养
基时，３０ｄ后超过半数的接种苗都未长出根，生根率仅为
７８％；生根培养基为１／２ＭＳＢ培养基时，超过半数的接种苗
在１５～１７ｄ内形成完整植株，生根效率为６２．３％，根数较少，
根系不发达；为缩短生根时间，本试验中添加０．２ｍｇ／Ｌ低浓
度的 ＩＢＡ或 ＩＡＡ，当使用 １／２ＭＳＢ培养基（附加 ０．２ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ）时，超过半数的接种苗在７～９ｄ即可形成完整植株，生
根效率为９８．８％，且根数较多、根系发达；当使用１／２ＭＳＢ培
养基（附加０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ）时，超过半数的接种苗在３～４ｄ即
开始生根，在５～６ｄ即可形成完整植株，生根率为１００．０％，

表５　不同激素配比对不定芽生根的影响

培养基
超过半数接种苗不定芽形成

完整植株所需时间（ｄ）

ＭＳＢ＋３％蔗糖 ＞３０
１／２ＭＳＢ＋１．５％蔗糖 １５～１７
１／２ＭＳＢ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ＋１．５％蔗糖 ７～９
１／２ＭＳＢ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ＋１．５％蔗糖 ５～６

　　注：生根率＝生根的苗数／接种苗数×１００％。表６同。

表６　不同激素配比下不定芽的生根效率

培养基 培养３０ｄ后的生根率（％）
ＭＳＢ＋３％蔗糖 ７．８
１／２ＭＳＢ＋１．５％蔗糖 ６２．３
１／２ＭＳＢ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ＋１．５％蔗糖 ９８．８
１／２ＭＳＢ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ＋１．５％蔗糖 １００．０

根数较多、粗壮，根系发达。

２．５　农杆菌介导的油菜转化和转化植株的获得
将油菜栽培品种青杂 ５号的种子表面灭菌后，分别在

ＭＳ０培养基上萌发成无菌苗。取３～４ｄ龄的无菌苗下胚轴
切段在 ＭＳＢ芽分化培养基（附加 ５ｍｇ／ＬＴＤＺ、２ｍｇ／ＬＬ－
Ｐｒｏ、２５０ｍｇ／ＬＣＨ、７．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３、０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ，ｐＨ值
５８）上预培养４８ｈ后，将其分别用农杆菌（ＥＨＡ１０５／ｐ１３０５－
Ｂ１２，Ｄ６００ｎｍ＝０．２）感染５ｍｉｎ，再接种在ＭＳＢ芽分化培养基上
与农杆菌共培养２ｄ，然后将外植体材料置于附加 ５００ｍｇ／Ｌ
羧苄青霉素的上述ＭＳＢ芽分化培养基上进行抑菌培养和诱
导不定芽，２周后产生幼芽。将分化的不定芽转到 ＭＳＢ选择
培养基（含２５ｍｇ／Ｌ潮霉素和５００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素的 ＭＳＢ
芽分化培养基）上进行筛选。１０ｄ后，大多数分化芽的顶端
变为紫色，随后白化枯死，只有少数分化芽正常生长。将能正

常生长的分化芽转移到含５００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素的１／２ＭＳＢ
生长培养基（附加１ｍｇ／ＬＩＢＡ）的上继续选择培养。经多次
反复筛选后，待芽苗长至３～４ｃｍ高时，从其基部切下，插入
含有２５ｍｇ／Ｌ潮霉素、２５０ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素的１／２ＭＳＢ生根
培养基（附加０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ）中诱导生根，获得完整抗性小
植株。

２．６　转化植株的ＰＣＲ检测和ＧＵＳ组织化学染色鉴定
构建的ｐ１３０５－Ｂ１２植物表达载体含有潮霉素抗性基因，

根据潮霉素抗性基因序列，设计上下游引物。提取潮霉素抗性

植株叶片的基因组 ＤＮＡ，经 ＰＣＲ检测后，成功转入 ｐ１３０５－
Ｂ１２的阳性转化植株的目的条带为４００ｂｐ左右（图３）。

　　构建的 ｐ１３０５－Ｂ１２植物表达载体含有报告基因 Ｇｕｓ
ｐｌｕｓ，利用 Ｘ－Ｇｌｕｃ进行 ＧＵＳ组织化学染色检测。取转入
ｐ１３０５－Ｂ１２，并经ＰＣＲ检测阳性的Ｔ０、Ｔ１、Ｔ２代植株叶片，剪
成小块加入染色液中，３７℃保温过夜。经乙醇脱色后，叶片
或叶柄仍显示蓝色的为含有报告基因 ＧＵＳＰｌｕｓ，即成功转入

ｐ１３０５－Ｂ１２，并且所示蓝色的深浅还与报告基因的表达量有
关。如图４中 Ｄ１～Ｄ６、Ｅ７～Ｅ１２所示，上述 Ｔ２代植株 ＧＵＳ
Ｐｌｕｓ的表达量高，在叶柄、叶片中都有表达；而在 Ｂ７～Ｂ１２、
Ｃ１～Ｃ６、Ｃ７～Ｃ１２、Ｆ１～Ｆ６的Ｔ２代植株中，ＧＵＳＰｌｕｓ的表达量
较低，仅在叶片中表达，在叶柄中不表达；再如Ｄ７～Ｄ１２、
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Ｅ１～Ｅ６所示，上述Ｔ２代植株不表达ＧＵＳＰｌｕｓ基因。
２．７　抗虫基因转基因植株杀虫效果评价

利用农杆菌介导的遗传转化法，将 Ｂ１２抗虫基因分别导
入油菜青杂５号的无菌实生苗３～４ｄ苗龄的下胚轴切段细
胞，分化不定芽，并经潮霉素多次反复筛选，共获得转 Ｂ１２基
因植株２２株。对这些转基因的潮霉素抗性植株进行了 ＰＣＲ
检测和ＧＵＳ组织化学染色分析，将结果均呈阳性且 ＧＵＳ表
达量最高的２株转基因Ｔ０代植株移栽入盛有土壤的盆中，全
部存活。将其挂牌标记并套袋自交，获得了Ｔ０代自交成熟种
子。分别在卡那霉素的筛选培养基 ＭＳ０上进行萌发检测试
验，统计遗传分离比，绝大部分分离比符合孟德尔定律的

３∶１。选择能正常生根的Ｔ１代绿苗，套袋自交，获得了Ｔ１代
自交成熟种子；再次经卡那霉素萌发试验、ＰＣＲ检测和 ＧＵＳ
组织化学染色验证，获得Ｔ２代绿苗，移栽入盛有土壤的盆中，
采取幼叶进行Ｘ－Ｇｌｕｃ组织化学染色后，选择表达量高的植
株叶片进行室内小菜蛾（２龄幼虫）的杀虫试验。对照植株为
转入 ｐＣａｍｂｉａ１３０５．１并经卡那霉素萌发试验、ＰＣＲ检测和
ＧＵＳ组织化学染色验证的Ｔ２代植株。

接种小菜蛾２、４ｄ后，阳性转化植株叶片喂养的小菜蛾
平均质量与对照植株无显著差异，存活率为８５％，略低于对
照植株（１００％）。以上抗虫接种试验结果表明，阳性转化植
株对小菜蛾抗性较低。

３　结论与讨论

本研究以甘蓝型油菜品种青杂５号下胚轴外植体为受
体，建立了甘蓝型油菜下胚轴高效再生系统，优化的分化培养

基为ＭＳＢ＋５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋７．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
２ｍｇ／ＬＬ－ｐｒｏ＋２５０ｍｇ／ＬＣＨ＋３％蔗糖；生长培养基为
１／２ＭＳＢ＋１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋２ｍｇ／ＬＬ－ｐｒｏ＋２５０ｍｇ／ＬＣＨ＋
１５％蔗糖；生根培养基为１／２ＭＳＢ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ＋１．５％
蔗糖。在此基础上，构建抗虫基因的双元表达载体，利用农杆

菌的介导转化油菜下胚轴，并利用２５ｍｇ／Ｌ潮霉素、５００ｍｇ／Ｌ
羧苄青霉素进行筛选。对获得的转基因植株叶片基因组

ＤＮＡ的ＰＣＲ检测及 ＧＵＳ组织化学染色分析证明，抗虫基因
已整合到青菜植株的细胞核基因组中，并能正常表达。挑选

表达量高的阳性转基因植株子一代，通过小菜蛾接种试验对

该抗虫基因进行杀虫效果评价。后期准备对抗虫基因进行密

码子优化或基因改造，以提高表达量，从而提高杀虫效果。

本研究表明，较高的 ＴＤＺ浓度和较低的 ＮＡＡ浓度有利
于油菜下胚轴切段中芽的诱导和分化，而前人的研究中使用

高浓度的６－ＢＡ［３］。另外，诱导培养基中加入ＡｇＮＯ３是为了
促进油菜愈伤组织形成不定芽［１８］。已有研究表明，促进油菜

愈伤组织形成不定芽的适宜ＡｇＮＯ３浓度为５ｍｇ／Ｌ
［１９］。由于

品种差异，本试验的ＡｇＮＯ３浓度选择为７．５ｍｇ／Ｌ。
本研究建立了甘蓝型油菜青杂５号的下胚轴高效再生系

统，青杂５号的下胚轴分化率最高为子叶的３倍，可达９０％
左右。使用优化的芽生长培养基，青杂５号油菜的幼芽生长
仅需１～２周，形成完整根部仅需１周；而在前人的研究中，芽
生长需要２～４周，形成完整根部需要２周［１９］。

筛选获得的高表达量转Ｂ１２基因 Ｔ２代阳性植株对小菜
蛾抗性较低，这主要与抗虫基因的特异性以及在转基因油菜

植株中的表达量有关。抗虫基因 Ｂ１２的原核表达蛋白需要
达到较高的浓度（数据未显示）才能对小菜蛾有较好的致死

率，而在转基因油菜叶片中表达量无法达到很高的浓度，如外

源表达蛋白在叶片可溶性蛋白中含量约为０．０１％［２０］，因此抗

虫效果不是很好。这也有可能与油菜中密码子的使用偏好性

有关，抗虫基因需要进行密码子优化，以提高表达量。
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水稻稃片白化突变体 Ｄｓ标记基因的外显子改组分析
程　孝，焦翠翠，孙丙耀

（苏州大学医学部基础医学与生物科学学院，江苏苏州２１５１２３）

　　摘要：以含Ｄｓ元件的水稻稃片白化突变体为材料，采用ＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术分离Ｄｓ侧翼序列，并基于ｃＤＮＡ末端快
速扩增技术（ＲＡＣＥ）扩增Ｄｓ标记基因ｃＤＮＡ的３′端序列，分析突变体基因组上Ｄｓ插入引起的标记基因外显子改组现
象。结果显示，水稻稃片白化突变体基因组含２个Ｄｓ拷贝，分别插入于１号和３号染色体上的类ＣＢＳ结构域蛋白基
因和推定的氧化还原酶基因的编码区；ｃＤＮＡ和基因组ＤＮＡ经比对分析显示，Ｄｓ插入后，２个基因均导致基因的外显
子改组，类ＣＢＳ结构域蛋白基因和推定的氧化还原酶基因分别出现部分内含子序列和Ｄｓ序列的外显子化现象；Ｄｓ标
记基因的编码区虽都出现了截短，但ＲＡＣＥ扩增证实其在Ｄｓ插入后仍可表达出成熟的ｍＲＮＡ，这意味着Ｄｓ等转座元
件介导的外显子改组，可能在基因组进化和蛋白质组多样化中发挥重要作用。

　　关键词：水稻；稃片；白化突变体；Ａｃ／Ｄｓ；外显子改组；３′－ＲＡＣＥ
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　　外显子改组被认为是内含子重组产生外显子新组合的自
然过程［１－３］，是新基因形成的重要分子机制。近几年研究显

示，转座元件在介导外显子改组及产生新基因过程中发挥重

要作用［４－５］。同时，转座元件序列的外显子化也被发现与新

基因的产生和种内多样性有关［６］。目前，有关转座元件外显

子化的研究主要集中在灵长类反转录转座元件 Ａｌｕ［７］，而植
物转座元件外显子化的报道相对较少。玉米基因组的Ａｃ／Ｄｓ
转座元件是最早发现的 ｈＡＴ超家族（ｈｏｂｏ／Ａｃ／Ｔａｍ３）成员，最
近，Ｈｕａｎｇ等分析转基因烟草中 Ｄｓ元件插入 ＥＰＳＰＳ标记基
因后的Ｄｓ外显子化发现，Ｄｓ元件偏爱为外显子化提供剪接
供体位点［８］。本研究旨在以水稻品种 ＤｏｎｇｊｉｎＡｃ／Ｄｓ插入突
变库中筛选到１株含Ｄｓ插入的稃片白化突变体材料，在分离
Ｄｓ侧翼序列的基础上，采用 ｃＤＮＡ末端快速扩增技术
（ＲＡＣＥ）扩增Ｄｓ标记基因的ｃＤＮＡ序列，通过分析基因转录

水平表达产物，以分析Ｄｓ插入引起的相关基因外显子改组现
象。

１　材料与方法

１．１　材料
稃片白化突变体来源于水稻品种 Ｄｏｎｇｊｉｎ（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ

Ｌ．ｖａｒ．ｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．Ｄｏｎｇｊｉｎ）的Ａｃ／Ｄｓ插入突变体系，由韩国
国立庆尚大学 ＨａｎＣｈａｎｇ－ｄｅｏｋ教授实验室提供，种子播种
并栽培于江苏太湖地区农业科学研究所试验田。取田间栽培

的野生型与突变体水稻完整植株，带回实验室观察表型，并取

其幼嫩的新鲜叶片，提取植物基因组 ＤＮＡ用于后续试验研
究。稃片白化突变体水稻与野生型水稻在抽穗期时表型及稃

片存在明显差异，突变体水稻稃片表现出白化的特征（图１）。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　根据转座子Ｄｓ的序列特点，在Ｄｓ３′末端
设计引物 ＳＰ１、ＳＰ２、ＳＰ３，分别与随机简并引物 ＡＤ１、ＡＤ２、
ＡＤ３、ＡＤ４搭配，进行温度不对称交错ＰＣＲ（ＴＡＩＬ－ＰＣＲ）的第
１、第２、第３轮扩增；以ＴＡＩＬ－ＰＣＲ扩增获得的侧翼于 Ｄｓ序
列的水稻基因组序列设计３′－ＲＡＣＥ扩增特异引物。除３′－
ＲＡＣＥ的通用引物外，其他引物均采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０和
Ｏｌｉｇｏ７软件进行设计。引物由苏州金唯智生物科技有限公
司合成，引物序列见表１。
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