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　　摘要：Ａｕｘ／ＩＡＡ（ａｕｘｉｎ／ｉｎｄｏｌｅ－３－ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）作为生长素早期响应因子，其蛋白产物能够特异性地结合生长素响
应因子（ａｕｘｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒ，ＡＲＦ），从而调控生长素响应基因的表达，在整个植物生长素信号转导过程中发挥着重要
的作用，进而影响植物的生长发育。本研究通过构建沉默载体，在高效遗传转化体系下获得转基因植株，发现利用

Ｇａｔｅｗａｙ克隆技术将番茄生长素早期响应基因ＳｌＩＡＡ１６ＤｏｍａｉｎⅡ区部分序列连入具有正反２个ａｔｔｒ区域并连接１个内
含子的ｐＢ７ＧＷＩＷＧ２（Ⅰ）载体，可在植株体内形成发卡结构导致植物基因沉默，成功构建基因沉默表达载体名为
ＳｌＩＡＡＲＮＡｉ；此外，抗生素喷施和ＰＣＲ扩增以及实时定量检测进一步鉴定，共获得１２棵ＳｌＩＡＡ１６ＲＮＡｉ阳性植株。本研
究结果将为进一步明确ＳｌＩＡＡ的生物学功能和阐明生长素的作用机理提供参考。
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　　生长素（ＩＡＡ）在植物的生长和发育中起着重要的作用，
它不仅可以作用于细胞膜引起细胞的快速反应，而且还能够

在分子水平上特异性地调控基因表达［１－２］。Ａｕｘ／ＩＡＡ作为生
长素信号反应中的关键调控因子，已经在拟南芥、番茄等模式

植物中进行了广泛的研究［３］。Ａｕｘ／ＩＡＡ基因属于多基因家
族，目前在拟南芥中已发现有２９个 Ａｕｘ／ＩＡＡ家族基因，水稻
和玉米中均有３１个成员，黄瓜中有２８个，棉花上有１０个，马
铃薯中有２７个，苹果中有４０个，草莓、高粱和番茄中有２６个
Ａｕｘ／ＩＡＡ家族成员［４－１０］。

通过对拟南芥功能获得性突变体的研究，发现多数都是

由Ａｕｘ／ＩＡＡ蛋白ＤｏｍａｉｎⅡ核心区（ＶＧＷＰＰ）的某个氨基酸
的改变引起的，如Ａｕｘ／ＩＡＡ基因的突变会引起生长素反应因
子（ＡＲＦ）功能的紊乱，使植株出现生长素相关的异常表型，
对生长素敏感性出现升高或降低［１１－１４］。再如 ｉａａ７／ａｘｒ２－１、
ｉａａ３／ｓｈｙ２－２突变体顶端优势减少，表明突变体降低了对生
长素的响应能力［１５］；而 ｉａａ１７／ａｘｒ－１的突变体顶端优势增
加，表明突变体对生长素的响应能力增强了［１６］；ＡｔＩＡＡ２８的突
变体 ｉａａ２８－１、ＳＬＲ／ＩＡＡ１４的突变体 ｓｌｒ－１（ｓｏｌｉｔａｒｙｒｏｏｔ１）、
ＳＨＹ／ＩＡＡ３的突变体ｓｈｙ２（ｓｈｏｒｔｈｙｐｏｃｏｔｙｌ２）、ＡＸＲ３／ＩＡＡ１７的半
显性突变体 ａｘｒ３－１，它们都表现出类似的特征，都影响侧根
的发育［１７］；ＡＸＲ５／ＩＡＡ１的突变体ａｘｒ５－１表现出侧根减少、根
和下胚轴向地性以及茎的向光性减弱、植株顶端优势丧失、种

子数量减少、莲座叶变小等，多种生长素早期响应基因的表达

水平降低。在番茄 Ａｕｘ／ＩＡＡ家族基因的研究中，番茄 ＳｌＩＡＡ９
与叶片形态、果实发育、植株顶端优势、营养及生殖生长等密

切相关，其表达下调可引起单性结实［１８］。番茄ＳｌＩＡＡ３基因表
达受抑制后，会引起生长素和乙烯相关的发育缺陷，如减少顶

端优势，降低对生长素的响应能力，促使黄化苗顶端弧度的增

加等，这表明ＳｌＩＡＡ３参与了生长素与乙烯间的 ｃｒｏｓｓｔａｌｋ［１９］。
张俊红研究发现，ＳｌＩＡＡ４、ＳｌＩＡＡ１４基因影响番茄主根的生成，
ＳｌＩＡＡ４基因的调控具有多效性，在转基因番茄中不仅发现了
叶片融合的现象，还发现了花与果实等多器官融合的表

型［２０］。Ｂａｓｓａ等研究发现番茄ＳｌＩＡＡ２７可以引起单性结实，且
果实形状为尖果型［２１］。Ｘｕ等研究发现 ＳｌＩＡＡ１５上调表达影
响叶片的气孔发育及叶片的形状［２２］。

目前有关番茄ＳｌＩＡＡ１６基因在生长发育中的作用尚无详
尽报道。本研究通过转基因手段获得 ＳｌＩＡＡ１６ＲＮＡｉ植株，在
对呈现的表型进行分析的基础上，探讨 ＳｌＩＡＡ１６调控植物生
长发育的作用机制，这有利于深化对Ａｕｘ／ＩＡＡ功能的认识，进
一步了解生长素及其信号转导的分子机制，指导我们在生产

实践中利用生长素及转基因技术调节植株生长与发育、果实

成熟及产量提升等［９］。

１　材料与方法

１．１　材料
试验在沈阳农业大学蔬菜实验基地进行，供试番茄品种

为中蔬６号，由中国农业科学院提供。供试植物总 ＤＮＡ及
ＲＮＡ提取试剂盒、质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒等购自北
京天根生化科技有限公司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、限
制性内切酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ及反转录药品等购自宝生物工程渊
有限公司，其他常规药品为国产分析纯。ｐＥＮＴＲＴＭ／Ｄ－
ＴＯＰＯ ＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ和 ＧａｔｅｗａｙＬＲＣｌｏｎａｓｅＥｎｚｙｍｅＭｉｘ为
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。以除草剂ｂａｒ基因为筛选标记的植物表
达载体 Ｐｂ７ＧＷＩＷＧ２（Ｉ）（ｈｔｔｐ：／／ｇａｔｅｗａｙ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｖｅｃ
ｔｏｒ／ｓｈｏｗ／ｐＢ７ＧＷＩＷＧ２％２８１％２９／ｓｅａｒｃｈ／ｉｎｄｅｘ／ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ／ａｎｙ）、
大肠杆菌菌株ＤＨ５α、根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４为笔者所在实验
室留存。

１．２　方法
１．２．１　ＳｌＩＡＡ沉默载体的构建　根据已经获得的 ｃＤＮＡ全
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长，按照 ＲＮＡｉ原理，设计引物 Ｆ：５′－ＣＡＣＣＧＧＧＡＡＴＧＡＡＣＴ
ＧＧＡＡＴＣＧ－３′，Ｒ：５′－ＣＣＧＣＴＴＴＡＧＡＧＧＣＣＧＴＧＧ－３′。ＰＣＲ
扩增干扰片段并胶回收纯化；ＴＯＰＯＣｌｏｎｉｎｇ及热激法转化大
肠杆菌；碱裂解法小量提取质粒ＤＮＡ。
１．２．２　番茄植株ＳｌＩＡＡ１６ＲＮＡｉ的遗传转化　将构建好的质
粒用电击法导入农杆菌 ＬＢＡ４４０４，用农杆菌介导遗传转化方
法转化番茄，待转化植株根系达到５ｃｍ时，将其移栽盆钵。
１．２．３　阳性植株的筛选　通过 Ｂｌａｓｔ搜索 ｂａｒ基因序列，设
计引物。序列为 Ｆ：５′－ＧＡＴＡＡＴＣＡＴＣＧＣＡＡＧＡＣＣ－３′；Ｒ：
５′－ＴＣＧＡＣＣＧＴＧＴＡＣＧＴＣＴＣ－３′。以未转化的中蔬６号植株
的基因组 ＤＮＡ作为阴性对照，遗传转化 ＳｌＩＡＡ１６ＲＮＡｉ载体
质粒作为阳性对照，扩增目的片段。ＰＣＲ扩增程序参照 ｂａｒ
基因引物及酶的扩增条件等来设定。

２　结果与分析

２．１　ＳｌＩＡＡ１６ＲＮＡｉ表达载体ＰＣＲ及酶切检测
将测序成功的克隆重新提取质粒，采用质粒 ＰＣＲ的方法

检测终载体，挑去若干个单克隆，同时以空载体质粒作为对

照，用特异性引物进行ＰＣＲ。结果表明ｐＢ７Ｇ－ＩＡＡ１６表达载
体已成功构建，初步验证ＳｌＩＡＡ１６整合进入目的载体（图１）。

　　对ＲＮＡｉ载体进行限制性内切酶酶切验证 ＳｌＩＡＡ片段整
合的正确性，特别是ＲＮＡｉ载体中的发夹结构。选用了 ＥｃｏＲ
Ⅰ、ＨｉｎｄⅢ、ＸｂａⅠ这３种酶对构建的 ＲＮＡｉ载体进行酶切验
证，结果发现，用这３种酶切 ＬＲ反应前的载体 ｐＢ７ＧＷＩＷＧ２
分别能切出３２３７、３１８０、２１６７ｂｐ的片段；ＬＲ反应之后的载
体用ＨｉｎｄⅢ酶切可以切出１９６ｂｐ的片段以及另外２个大小
的片段，这３个片段总长为２１４８ｂｐ，因为本连入片段分别在
第２９３、４８８ｂｐ有该酶的酶切位点，ＸｂａⅠ可以切出５８４ｂｐ长
度的片段，而ＥｃｏＲⅠ酶切位点位于 ｃｃｄＢ基因上，因此 ＬＲ反
应后不能切出片段（图２）。

２．２　电击转化农杆菌检测
将大肠杆菌中提取的 ＳｌＩＡＡ１６ＲＮＡｉ表达载体质粒电激

转化农杆菌ＬＢＡ４４０４，利用含有壮观霉素及利福平的ＹＥＰ固

体培养基平板筛选，并挑选单菌落ＰＣＲ（酶切方法）检测挑选
阳性克隆，１％琼脂糖凝胶电泳检测（图３）。

２．３　ＳｌＩＡＡ１６ＲＮＡｉ植株的遗传转化
本试验所用的植物双元载体 ｐＢ７ＧＷＩＷＧ２（Ⅰ）含有 ｂａｒ

基因（图４），所以在整个过程中始终保持０．５ｍｇ／Ｌ草铵膦的
抗性筛选，并建立了转基因植株的再生体系，成功地获得了再

生植株（图５）。

２．４　阳性植株的筛选
２．４．１　草铵膦（ＰＰＴ）喷施筛选转基因植株　对无草铵膦抗
性的番茄幼苗，进行草铵膦抗性喷施。喷施１０ｄ后发现，当
草铵膦浓度为１５ｍｇ／Ｌ时，幼苗生长良好，下部叶片仅出现
少量褐斑点；浓度为３ｍｇ／Ｌ时，下部叶片出现黄化，仍能正常
生长；浓度为６ｍｇ／Ｌ时，植株叶片黄化，生长势降低（图６－
ａ）。说明筛选转基因苗最佳浓度为６ｍｇ／Ｌ。

对转基因幼苗进行６ｍｇ／Ｌ的草铵膦喷施，４ｄ后观察发
现，不具有草铵膦抗性的转基因植株真叶的叶边缘开始黄化，

叶片腐软，随着时间延长，黄化现象开始向整株叶片扩散，生长

点灼伤，甚至出现植株死亡；而有草铵膦抗性的植株则无明显

变化（图６－ｂ、图６－ｃ）。通过喷施筛选得到３３棵抗性植株。
２．４．２　ＰＣＲ筛选转基因植株　选取已经通过 ＰＰＴ筛选的转
基因植株１２株，ＰＣＲ法检测发现条带一致且纯度较高的可以
认为ＤＮＡ无降解，可用于下一步 ＰＣＲ检测。在转基因沉默
植株中可以检测到７５０ｂｐ的ＰＣＲ产物条带，转化植株的条带
与质粒扩增的条带大小一致，大约都为７５０ｂｐ（图７）。
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２．５　实时定量ＰＣＲ检测转基因植株目的基因的表达
利用ＲＮＡ提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，发现１８Ｓ、２８Ｓ条带

清晰，可用于ｃＤＮＡ的合成（图８－ａ）。对目的基因 ＳｌＩＡＡ１６
的表达量进行实时定量分析，发现ＳｌＩＡＡ１６沉默植株２２－０１、
２２－０５、２２－１７、２２－０３、２２－１４、２２－１０、２２－０７的表达量均
显著低于正常植株，分别降低 ７５％、７０％、６０％、６０％、５５％、
５０％、５０％（图８－ｂ）。这进一步验证了前面筛选获得的转基
因植株是阳性植株，依据数据结果，主要选择２２－０１转基因
株系作为主要研究对象。
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２．６　ＳｌＩＡＡ１６组织特异性表达分析
在ｑＲＴ－ＰＣＲ分析中，全部以功能叶为对照。ＳｌＩＡＡ１６在

番茄的茎和花中表达较高，分别是对照的３倍和２．５倍，在果
实中的表达相对较少（图９－ａ）。ＳｌＩＡＡ１６在叶片不同部位的
表达。结果显示，ＳｌＩＡＡ１６在叶基和幼苗中的表达水平显著高
于对照，分别是对照的７倍和１１倍（图９－ｂ）。ＳｌＩＡＡ１６在幼

叶含量较高，在花蕾中表达水平很高，推测其主要存在于幼嫩

部位，对早期发育有重要的调控作用（图９－ｃ）。在果实不同
发育时期，其中在绿熟期阶段，ＳｌＩＡＡ１６表达水平较高，随着果
实的不断成熟，其表达水平逐渐降低，推测其表达与果实膨大

和成熟衰老有关（图９－ｄ）。

３　讨论与结论

将番茄 ＳｌＩＡＡ１６基因 ＤｏｍａｉｎⅡ 区部分序列连入
ｐＢ７ＧＷＩＷＧ（Ⅱ）载体，载体特点为具有２个连续倒置的序列
片段并且中间含有内含子，以形成发卡结构导致基因沉默，成

功构建沉ＲＮＡｉ表达载体名为ＳｌＩＡＡＲＮＡｉ表达载体。在构建
载体过程中本研究采用的方法是在传统的基础上略加改进的

载体构建方式，即利用最新的入门克隆载体，该载体上已经连

入ａｔｔＬ序列，这样就跳过了 ＢＰ反应，直接将纯化回收后的
ＰＣＲ产物通过ＴＯＰＯ克隆反应连入入门克隆载体就可以进行
ＬＲ反应了，与传统 ＢＰ加 ＬＲ反应相比更加方便快捷。在选
择入门克隆的时候要注意入门克隆载体与目的载体的抗性，

二者的抗性要求是不同的，这样在后续筛选阳性克隆时也更

加方便，本试验构建的 ＲＮＡｉ载体的入门克隆在片段连入时
对连入的方向也进行了选择，所以在设计引物时在前引物的

５′端增加了ＣＡＣＣ这４个碱基。利用 Ｇａｔｅｗａｙ技术构建的载
体是１种二元载体，因此能直接用于农杆菌介导的植物转化，
从而为利用ＲＮＡ干涉技术大规模、高通量的研究植物特异和
未知基因功能打开方便之门。

转基因植株的检测作为植物基因工程中的重要一环，越

来越成为人们研究的重点。在本试验中，对 ＳｌＩＡＡ１６沉默植
株的检测，主要通过外源喷施、ＰＣＲ检测、ＲＴ－ＰＣＲ检测等方
法相互结合，来进一步减少转基因植株的假阳性。虽然，组培

筛选及叶片喷施筛选也存在一定的局限性，如叶片喷施草甘

膦容易造成植株的大量减产，组培筛选也会因为在时间的把

握上存在差别而对草甘膦的反应可能不敏感［１５，１８］。因此，这

就需要在试验中尽量把握好种子萌发过程中草甘膦的浓度及

处理时间，重点观察幼嫩叶片对外源喷施筛选的反应情况。
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扁桃斑鸠菊无性快繁及栽培产业化技术

王华宇，陈乃明，杨利平，梁　刚，蔡　林
（钦州市林业科学研究所，广西钦州５３５０９９）

　　摘要：建立了扁桃斑鸠菊的组培快繁技术体系，并进行了扦插育苗和造林技术研究，初步完成了种苗的规模化生
产和示范林建设。研究结果表明，外植体表面消毒以７５％乙醇预处理１０ｓ，再用０．１％氯化汞浸泡８ｍｉｎ效果最好；继
代培养的最适宜培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ０．０５ｍｇ／Ｌ，增殖系数可达到４．０；最适宜的生根培养基为
１／２ＭＳ＋ＩＢＡ０．１ｍｇ／Ｌ，生根率可达１００％；将生根后的植株进行移栽，在轻基质（泥炭 ∶珍珠岩＝２∶１）和黄心土中成
活率均可达９０％以上；其插穗在轻基质中扦插成活率为８６．７％。造林１年后，成活率达到９６％以上，平均株高可达
２．９ｍ，适应性强，易于实现产业化。
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　　扁桃斑鸠菊（ＶｅｒｎｏｎｉａａｍｙｇｄａｌｉｎａＤｅｌ．），别称桃叶斑鸠
菊、神奇叶、苦树、南非树等，为菊科斑鸠菊属植物，原产于非

洲。扁桃斑鸠菊可以长成大树，栽培状态下多被修剪为灌木

或篱笆，高２～５ｍ，喜光，宜在潮湿环境中生长，也耐干旱，适

应所有土壤类型。扁桃斑鸠菊叶子可以安全食用，在尼日利

亚等地被当作一种蔬菜。其叶片具有独特的气味和苦涩感，

因而常被称为苦叶［１－３］，可作为杀菌剂或啤酒花的替代品［４］。

在西部非洲，扁桃斑鸠菊的叶子提取物被用作药物，用于治疗

疟疾、蠕虫感染、厌食和妇科疾病治疗，有研究认为，其叶可以

安全食用［５］。此外，Ｈｏｗａｒｄ等通过扁桃斑鸠菊的提取物作用
于乳腺癌细胞试验，认为 Ｖｅｒｎｏｎｉａａｍｙｇｄａｌｉｎａ是较好的纯天
然抗肿瘤制剂［６］。目前，已从扁桃斑鸠菊中分离出５类共３２
种化合物，其主要活性成分有皂苷、生物碱、萜类、类固醇、香

豆素类等，具有多种药用价值，其中包括确切的抗肿瘤作用值
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