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　　摘要：采用单因素法和Ｌ２５（５
５）正交试验设计进行简单重复系列 ＰＣＲ（ＳＳＲ－ＰＣＲ）反应体系优化，并对引物退火

温度进行筛选，以建立适宜枸杞棉蚜的ＳＳＲ反应体系和扩增程序。结果表明，枸杞棉蚜ＳＳＲ－ＰＣＲ的优化体系总体积
为２５μＬ，包括５０ｎｇ模板ＤＮＡ，１．５ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，１５０μｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，３００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．４ｐｍｏｌ／μＬ引物，优化
后的检测体系更为经济有效；Ａｇｏ６６引物ＰＣＲ适宜退火温度为５８℃。
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　　运用分子生物学技术研究蚜虫已经成为热点问题［１］，棉

蚜的分子生物学研究多集中于棉花型棉蚜和黄瓜型棉蚜，国

内学者孟玲等初步应用随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）研究黄
瓜寄主和棉花寄主的棉蚜遗传多样性，奠定了一定的基

础［２－３］。邹晨辉等采用简单重复序列（ＳＳＲ）初步研究了不同
地理及季节的棉花型棉蚜遗传多样性［４－６］。国外学者 Ｆｕｌｌｅｒ
等运用ＳＳＲ技术研究了欧洲、非洲、美洲、亚洲等地区多个国
家的棉蚜遗传多样性，这些棉蚜原寄主涉及棉花、葫芦科、棉

花、茄子、马铃薯、辣椒、花椒、梨树和柑橘树［７－９］。枸杞是重

要的药用经济作物，棉蚜危害严重，国内外尚缺少对原寄主是

枸杞的棉蚜分子生物学方面的研究资料。

微卫星ＤＮＡ是短的碱基重复序列，最早在寄居蟹中被发
现［１０］，在真核生物中广泛存在，由于点突变、不等交换、基因

转换等原因，使其变异速率高，因此具有高的多样性及种特异

性［１１］。微卫星分子标记是基于 ＰＣＲ的第二代分子标记技
术［１２］，具有重复性好、多态性高、共显性、所需 ＤＮＡ量少、操
作简单等优点。正是由于微卫星分子标记是基于ＰＣＲ的，因
此优化的 ＰＣＲ体系与扩增条件是微卫星分子标记的前提
条件。

单因素试验无法考虑到因素之间的交互作用，正交试验

无法分析因素的影响趋势，本研究综合以上２种方法，弥补不

足，以枸杞棉蚜为材料，对 ＤＮＡ用量、Ｔａｑ聚合酶用量、Ｍｇ２＋

浓度、ｄＮＴＰｓ浓度和引物浓度５个因素进行优化，建立枸杞棉
蚜ＳＳＲ－ＰＣＲ试验的最佳反应体系，并在此基础上得到引物
的最适退火温度。本试验探讨枸杞棉蚜种群遗传多样性研究

中 ＳＳＲ－ＰＣＲ方法的一致性、可靠性和可重复性，为枸杞棉蚜
种群遗传多样性分析、生物型鉴定、指纹图谱构建等研究奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　材料　材料采于青海诺木洪红枸杞栽培田，采集无翅
棉蚜成虫，样品单头分别放于盛有无水乙醇的１．５ｍＬ离心管
中浸泡，于－２０℃保存备用。
１．１．２　试剂　试验所用试剂 １０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（无 Ｍｇ２＋）、
ｄＮＴＰｓ（２．５ｎｍｏｌ／μＬ）、ＭｇＣｌ２（２５．０ｎｍｏｌ／μＬ）、ＴａｑＤＮＡ聚合
酶（５．０Ｕ／μＬ）等均购自生工生物工程（上海）股份有限公
司。２００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ，购自 ＴａＫａＲａ公司。ＳＳＲ引物采用
Ｖａｎｌｅｒｂｅｒｇｈｅ－Ｍａｓｕｔｔｉ等于 １９９９年设计的棉蚜微卫星引物
（表１）［１３］，正交试验所用引物为 Ａｇｏ６６，引物 Ａｇｏ５９和 Ａｇｏ８９
为体系验证引物，均为生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。

表１　ＳＳＲ引物序列与来源

引物名称 引物序列（方向为５′→３′） 重复序列 来源

Ａｇｏ５９ Ｆ：ＧＣＧＡＧＴＧＧＴＡＴＴＣＧＣＴＴＡＧＴ；Ｒ：ＧＴＴＡＣＣＣＴＣＧＡＣＧＡＴＴＧＣＧＴ （ＡＣ）１９ＡＴ（ＡＣ）５（ＧＣ）４ ［１３］
Ａｇｏ６６ Ｆ：ＴＣＧＧＴＴＴＧＧＣＡＡＣＧＴＣＧＧＧＣ；Ｒ：ＧＡＣＴＡＧＧＧＡＧＡＴＧＣＣＧＧＣＧＡ （ＴＧ）１…（ＴＧ）４（ＴＡ）４ ［１３］
Ａｇｏ８９ Ｆ：ＧＡＡＣＡＧＴＧＣＴＣＧＣＡＧＴＣＴＡＴ；Ｒ：ＧＡＣＡＧＣＧＴＡＡＡＣＡＴＣＧＣＧＧＴ （ＡＣ）９ＡＴ（ＡＣ）２［ＴＣ（ＡＣ２）］２１ ［１３］

１．２　方法
１．２．１　枸杞棉蚜总ＤＮＡ提取及检测　采用杨子祥等的改进
ＳＤＳ法［１４］提取枸杞棉蚜基因组 ＤＮＡ，用核酸微量测定仪（德
国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司 ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒｂａｓｉｃ型）检测 ＤＮＡ的浓度
和质量，用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ的完整性，将提取
的ＤＮＡ于－２０℃保存备用。
１．２．２　因素设计方案　本试验设定的标准反应体系：反应总
体积为 ２５μＬ，其中含有 ８０ｎｇ模板 ＤＮＡ、２．５ＵＴａｑ酶、
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１５０μｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、２５０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、１．２ｐｍｏｌ／μＬ引物。为
比较不同处理对ＳＳＲ扩增的影响，采用单因素体系优化试验
对影响扩增的Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ酶、引物分别设置５种梯度
水平。即当一种成分浓度梯度变化时，其他成分不变。其中

ＤＮＡ模板的梯度设计为２０、４０、６０、８０、１００ｎｇ；Ｔａｑ酶的梯度
设计为０．５、１、１．５、２、２．５Ｕ；Ｍｇ２＋的梯度设计为 １５０、１７５、
２００、２２５、２５０μｍｏｌ／Ｌ；ｄＮＴＰｓ的梯度设计为 １００、１５０、２００、
２５０、３００μｍｏｌ／Ｌ；引物的梯度设计为 ０．３、０．４、０．５、０．６、
０．７ｐｍｏｌ／μＬ。加ｄｄＨ２Ｏ补足体积为２５μＬ。
１．２．３　正交优化设计　为探讨反应因素间的互作效应，ＰＣＲ
扩增所设置因素的水平同单因素试验一致，采用Ｌ２５（５

５）正交

试验设计（表２）。为提高试验准确性，正交试验进行１次重
复检验。

表２　正交试验设计

序号
模板ＤＮＡ
量（ｎｇ）

Ｔａｑ酶量
（Ｕ）

Ｍｇ２＋浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

引物浓度

（ｐｍｏｌ／μＬ）

１ １０ １．５ ２２５ １５０ ０．５
２ １０ ２．５ １７５ ２００ ０．７
３ １０ １．０ ２５０ ２５０ ０．４
４ １０ ２．０ ２００ ３００ ０．６
５ １０ ０．５ １５０ １００ ０．３
６ ３０ １．５ ２５０ １００ ０．７
７ ３０ ０．５ １７５ ３００ ０．５
８ ３０ １．０ １５０ ２００ ０．６
９ ３０ ２．５ ２００ １５０ ０．４
１０ ３０ ２．０ ２２５ ２５０ ０．３
１１ ５０ ２．５ ２２５ １００ ０．６
１２ ５０ ０．５ ２００ ２５０ ０．７
１３ ５０ １．０ １７５ １５０ ０．３
１４ ５０ １．５ １５０ ３００ ０．４
１５ ５０ ２．０ ２５０ ２００ ０．５
１６ ７０ ０．５ ２２５ ２００ ０．４
１７ ７０ １．０ ２００ １００ ０．５
１８ ７０ ２．０ １５０ １５０ ０．７
１９ ７０ １．５ １７５ ２５０ ０．６
２０ ７０ ２．５ ２５０ ３００ ０．３
２１ ９０ ２．０ １７５ １００ ０．４
２２ ９０ ０．５ ２５０ １５０ ０．６
２３ ９０ １．５ ２００ ２００ ０．３
２４ ９０ ２．５ １５０ ２５０ ０．５
２５ ９０ １．０ ２２５ ３００ ０．７

１．２．４　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增及产物检测　ＰＣＲ反应程序：９４℃
５ｍｉｎ；９４℃ ６０ｓ，５８℃ ６０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３５次循环；７２℃
５ｍｉｎ。４℃保存备用。ＰＣＲ扩增产物用８％非变性聚丙烯酰
氨凝胶电泳检测，用 ＤＬ２００Ｍａｒｋｅｒ作为标准分子量参照物，
恒压１８０Ｖ电泳约１ｈ，经固定、银染、显色和漂洗后，数码相
机拍照观察。

参照何正文等的方法［１５］，依据扩增条带的敏感性和特异

性进行计分，分数越高表示扩增带的敏感性、特异性越好。

１．２．５　ＰＣＲ扩增程序退火温度的筛选　在确定最佳反应体
系的基础上，对引物Ａｇｏ６６的退火温度在Ｔｍ值上下设置５个
温度梯度进行筛选。

１．２．６　ＳＳＲ最佳反应体系的验证 　利用引物 Ａｇｏ５９和

Ａｇｏ８９验证此反应体系的可行性及稳定性。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取
用改进的十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）法提取的枸杞棉蚜

ＤＮＡ样品浓度在 １５５～３００ｎｇ／ｍＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在１．６５～
１．８８之间。经琼脂糖电泳检测，点样泳道均检测出明亮清晰
的ＤＮＡ条带，说明改进的ＳＤＳ法提取枸杞棉蚜的 ＤＮＡ质量
较高、完整、无降解，点样孔有微量蛋白质、多糖等杂质（图

１）。结果表明，提取的ＤＮＡ能够满足ＳＳＲ－ＰＣＲ试验要求。

２．２　单因素优化试验
以枸杞棉蚜为材料，进行单因素优化试验，５个因素对

ＳＳＲ－ＰＣＲ试验影响见图２。
　　单因素优化试验结果表明，ＤＮＡ浓度对扩增影响不大，
在设定的ＤＮＡ浓度下均能扩增出谱带，随ＤＮＡ用量增加，扩
增产物增多，其中 ４０ｎｇ扩增条带最清晰；ＤＮＡ浓度高于
６０ｎｇ／μＬ，扩增产率高，但条带模糊。

ＴａｑＤＮＡ聚合酶直接影响 ＰＣＲ扩增效率，０．５Ｕ反应不
能扩增出目的条带，含量高于２．５Ｕ反应时，反而抑制扩增，
使扩增条带弥散。

设定的Ｍｇ２＋浓度不同，扩增效果不同，１５０～２５０μｍｏｌ／Ｌ
均能扩增出目的条带。Ｍｇ２＋作为 Ｔａｑ酶的激活剂，浓度高于
１７５μｍｏｌ／Ｌ时有非特异性扩增，Ｍｇ２＋浓度升高时，会使 ＰＣＲ
扩增产物背景加深。

ｄＮＴＰｓ是ＰＣＲ扩增中磷酸基团的来源，低浓度易使其过
早消耗，扩增效果差，多为扩增单链；高浓度的 ｄＮＴＰｓ，导致
Ｔａｑ酶错误掺入，引起错配，产生非特异性扩增，浓度大于
３００μｍｏｌ／Ｌ时，过量的 ｄＮＴＰｓ会与聚合酶结合抑制 ＰＣＲ
反应。

引物作为ＰＣＲ扩增的原料，引物成功与模板ＤＮＡ结合，
便可扩增出有效片段，０．３～０．６ｐｍｏｌ／μＬ引物模板均能与
ＤＮＡ模板有效结合，都能扩增出条带，引物模板浓度高于
０．７ｐｍｏｌ／μＬ，引物易与自身结合并扩增，形成引物二聚体。
２．３　正交优化试验

由图３可见，重复１中有５个组合没有扩出条带，另有２
个组合条带很弱；重复２中有１个组合没有扩增条带，说明正
交试验所设计的各个试验因素浓度梯度均没有偏离最适范
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围。依照评分标准，对各处理进行等级评分，依据条带强弱及

杂带多少，２次处理评分结果分别为７、６，６、６，４、４，６、２，６、８，
６、６，７、５，５、３，２、２，６、６，８、６，１、３，１、３，２、４，６、６，６、７，１、１，６、３，
１、６，４、６，５、６，１、４，６、５，５、６，１、１。其中处理１４重复性好，分
值均较高，对比单因素试验结果，选择处理１４作为最佳反应
体系（５０ｎｇ模板 ＤＮＡ，１．５ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，１５０μｍｏＬ／Ｌ
Ｍｇ２＋，３００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．４ｐｍｏＬ／μＬ引物）。
　　本研究首先根据电泳平均得分求出每个因素下各水平的
和Ｔｉ，然后求出每个因素下各水平的均值ｋｉ；最后求出同一因

素ｋｉ的极差Ｒ。Ｒ越大，影响越大。极差分析结果（表３）表
明，各因素影响大小排序为 ｄＮＴＰｓ＞Ｍｇ２＋ ＞引物 ＞ＴａｑＤＮＡ
聚合酶＝ＤＮＡ。因极差分析不能估计试验误差，无法确定分
析的精度，为了判断各因素对棉蚜 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的影响是
否显著，笔者利用 ＳＰＳＳ１７．０对结果进一步进行方差分析，与
极差分析结果一致，由Ⅲ型平方和比较可知，对扩增的影响排
序为 ｄＮＴＰｓ＞Ｍｇ２＋ ＞引物 ＞ ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ＝ＤＮＡ。
ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、引物对棉蚜 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的影响极显著，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡ对棉蚜ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的影响显著（表４）。
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表３　正交优化极差分析结果

处理
模板ＤＮＡ
浓度

Ｔａｑ酶
浓度

Ｍｇ２＋
浓度

ｄＮＴＰｓ
浓度

引物

浓度

Ｔ１ ２７．５ ２６．０ １８．５ ２５．０ ２３．０
Ｔ２ ２４．０ ２０．５ ２０．０ ３０．５ １８．０
Ｔ３ ２０．５ ２２．０ ２２．０ １９．５ ２１．５
Ｔ４ ２０．５ １８．５ ２０．５ １６．５ ２４．０
Ｔ５ ２０．０ ２５．５ ３１．５ ２１．０ ２６．０
ｋ１ ５．５ ５．２ ３．７ ５．０ ４．６
ｋ２ ４．８ ４．１ ４．０ ６．１ ３．６
ｋ３ ４．１ ４．４ ４．４ ３．９ ４．３
ｋ４ ４．１ ３．７ ４．１ ３．３ ４．８
ｋ５ ４．０ ５．１ ６．３ ４．２ ５．２
Ｒ １．５ １．５ ２．６ ２．８ １．６

表４　正交优化方差分析结果

变异来源
自由

度
Ⅲ型
平方和

均方 Ｆ值 Ｐ值

ＤＮＡ浓度 ４ ８．３００ ２．０７５ １０．３７５ ＜０．０５
ＴａｑＤＮＡ聚合酶浓度 ４ ８．３００ ２．０７５ １０．３７５ ＜０．０５
Ｍｇ２＋浓度 ４ ２１．５００ ５．３７５ ２６．８７５ ＜０．０１
ｄＮＴＰｓ浓度 ４ ２３．５００ ５．８７５ ２９．３７５ ＜０．０１
引物浓度 ４ １５．６００ ３．９００ １９．５００ ＜０．０１
误差 ４ ０．８００ ０．２００
总变异 ２５ ５８４．２５０

２．４　ＰＣＲ反应退火温度的筛选
退火温度决定ＰＣＲ的特异性，引物退火温度在理论退火

温度基础上进行设置，共设置５个温度梯度，依次为５８、６１、
６４、６７、７０℃。图４结果表明，ＰＣＲ试验不同退火温度的条带
特异性和敏感度均比较好，泳道的背景颜色随着退火温度升

高而加深，其中５８℃的条带特异性最优。

２．５　最佳反应体系的验证
利用获得的最佳体系，用引物 Ａｇｏ５３、Ａｇｏ８９对反应体系

的验证结果（图５）表明，２对引物条带清晰，重复性好。

３　结论和讨论

利用单因素试验结果分别分析５个因素对 ＰＣＲ反应的
影响趋势，并利用正交优化试验研究５个因素对ＰＣＲ反应的
综合影响。综合单因素试验和正交设计试验结果，同时考虑

到试剂成本，最终获得枸杞棉蚜ＳＳＲ－ＰＣＲ最优组合：枸杞棉
蚜ＳＳＲ－ＰＣＲ的优化体系总体积为２５μＬ，包括５０ｎｇ模板

ＤＮＡ、１．５ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶、１５０μｍｏＬ／ＬＭｇ２＋、３００μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ、０．４ｐｍｏＬ／μＬ引物ＰＣＲ；适宜扩增程序为９４℃５ｍｉｎ，
９４℃ ６０ｓ、５８℃６０ｓ、７２℃ ３０ｓ、３５次循环，７２℃ ５ｍｉｎ。

单因素试验表明，模板 ＤＮＡ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、
ｄＮＴＰｓ、引物浓度５个因素均具有促进或抑制ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增
的影响。同刘永刚等利用单因素研究的桃蚜 ＳＳＲ最优反应
体系［１６］相比，枸杞棉蚜 ＳＳＲ研究所用 Ｔａｑ酶及 ＤＮＡ的量较
少，说明ＴａｑＤＮＡ聚合酶及ＤＮＡ对 ＳＳＲ－ＰＣＲ影响较小，少
量即可满足枸杞棉蚜 ＳＳＲ－ＰＣＲ，优化后的体系更为经济。
正交试验表明，５个因素的影响大小排序为 ｄＮＴＰｓ＞Ｍｇ２＋ ＞
引物＞ＴａｑＤＮＡ聚合酶＝ＤＮＡ。这一结果同谢家楠等研究的
白背飞虱简单重复序列区间（ＩＳＳＲ）反应体系结果［１７］基本一

致，同张敏哲等研究的宽翅曲背蝗 ＳＳＲ反应体系结果相比，
影响因素大小排序完全相反［１８］，这可能是由于材料物种的差

异造成的。

ｄＮＴＰｓ是影响枸杞棉蚜 ＳＳＲ－ＰＣＲ的最主要因素，为扩
增时的４种核苷酸原料，低浓度使其过早消耗，扩增效率低。
高浓度的ｄＮＴＰｓ导致Ｔａｑ酶错误掺入，引起错配，产生非特异
性扩增，而浓度过高则会与 ＴａｑＤＮＡ聚合酶竞争性结合
Ｍｇ２＋，使酶反应活性降低，从而降低扩增效率。单因素扩增
表明，ｄＮＴＰｓ浓度为３００μｍｏｌ／Ｌ时，过量的 ｄＮＴＰｓ会与聚合
酶结合而抑制ＰＣＲ反应；但是，由于存在５个因子的互作作
用，在正交试验中，优化的体系中ｄＮＴＰｓ浓度为３００μｍｏｌ／Ｌ。
Ｍｇ２＋是影响枸杞棉蚜 ＳＳＲ－ＰＣＲ的主要因素，它作为 Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶的催化剂，当浓度高于 １７５μｍｏｌ／Ｌ时，能抑制
ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性，有非特异性扩增，Ｍｇ２＋离子浓度升
高时，会使ＰＣＲ扩增产物背景加深。本研究单因素试验与正
交试验结果表明，１５０μｍｏｌ／ＬＭｇ２＋是最适浓度。引物对
ＳＳＲ－ＰＣＲ影响也较大，单因素试验表明，作为结合模板ＤＮＡ
的原料的引物，引物浓度过高易产生引物二聚体或抑制扩增，

并且正交试验结果也表明，适合的引物浓度为０．４ｐｍｏＬ／μＬ。
本研究中 ＴａｑＤＮＡ聚合酶、模板 ＤＮＡ、引物的退火温度对
ＳＳＲ－ＰＣＲ的影响较小，少量的 ＴａｑＤＮＡ聚合酶、模板 ＤＮＡ
和低的退火温度即可获得明亮清晰的特异性条带。
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紫花苜蓿的抗菌肽基因 Ｒｅｖ４遗传转化
武　慧，宋明霞，宁思淇，武翠玲，周晓馥

（吉林师范大学植物资源科学与绿色生产吉林省重点实验室，吉林四平１３６０００）

　　摘要：抗菌肽是机体先天免疫的重要组成成分，是许多生物体抵抗外来致病菌侵袭的第１道屏障。Ｉｎｄｏｌｉｃｉｄｉｎ是
一个１３氨基酸残基肽，从牛的嗜中性粒细胞的胞浆小颗粒分离而来，具有广谱抗菌性，Ｒｅｖ４是其人工设计的反向序
列。利用经典叶盘法，以根癌农杆菌Ａ．ＧＶ３８５０介导紫花苜蓿遗传转化，ＧＵＳ瞬时表达检测转化体系建立成功；压力
筛选后叶片基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ成功检测到抗菌肽基因条带，ＰＣＲ产物回收测序得到１３株转化紫花苜蓿。
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　　紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）为四倍体异花授粉的多年
生草本植物，属于豆科苜蓿属，基因组大，是很好的水土保持

植物与绿肥植物，在世界范围内广泛种植，以“牧草之王”著

称［１］。长期以来，人们围绕经济有效地提高紫花苜蓿产量和

品质两大目标进行了不懈的努力［２－３］，但由于传统的紫花苜

蓿育种方法时间长、成本高且可利用的种质资源有限，基因工

程的方法更具有科学性和准确性［４］。

抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＡＭＰｓ）是生物体天然免疫
的重要组成部分，是机体抵御外源致病菌的第１道屏障，由于

其独特且多样的生物学功能和作用机制，引起了科学界的广

泛关注和研究［５］。抗菌肽是自然进化的产物，它可以干扰病

原微生物，使其细胞膜结构发生改变，通透性增加，进而起到

杀菌作用，又因病原体不易对其产生抗药性，因此成为新型高

效的抗生素替代品［６］。目前，人们一方面研究抗菌肽在先天

免疫中发挥作用的机制，一方面设计新型抗菌、抗感染的抗菌

肽制剂［７］，抗菌肽研究前景非常广阔。

Ｉｎｄｏｌｉｃｉｄｉｎ是一个１３残基肽（ＩＬ－ＰＷＫＷＰＷＷＰＷＲＲ－
ＮＨ２），从牛的嗜中性粒细胞的胞浆小颗粒分离而来，具有广
谱的抗菌和抗病毒活性［８］。针对外源抗菌肽基因转入植物

体内容易被消化分解的不足，有人设计了抗菌肽 Ｉｎｄｏｌｉｃｉｄｉｎ
的反向序列 Ｒｅｖ４，合成的反向肽仍然有高的抗菌活性，且相
比其他的抗菌肽，对植物蛋白酶的稳定性更高［９］。本研究利

用经典叶盘法，以根癌农杆菌 Ａ．ＧＶ３８５０介导紫花苜蓿遗传
转化，ＧＵＳ瞬时表达检测转化体系建立成功；压力筛选后叶
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