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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

—４４— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第７期



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。本研究提高紫花苜蓿
自身抗病性，紫花苜蓿作为绿色饲料具有重大的生态和社会

效益。

１　材料与方法

１．１　植物材料
供试紫花苜蓿种子为吉林省农业科学院惠赠，吉林师范

大学资源科学与绿色生产吉林省重点实验室保存。

１．２　菌种和质粒
根癌农杆菌菌株 Ａ．ＧＶ３８５０－ｐＫＬＰ３６．ＰｃＲＩＬ（１４９）的

ｐＫＬＰ３６质粒上含有抗菌肽基因，根癌农杆菌 Ａ．ＧＶ３８５０－
ＰＫＹＬＸ３５Ｓ２（１９４）中含有 ｇｕｓ基因。以上２种菌株均由美国
迈阿密大学惠赠。

１．３　ＰＣＲ扩增引物序列
以Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计正向引物 ＡｎＦ和反向引物 ＡｎＲ。

具 体 序 列 如 下：ＡｎＦ：５′－ ＣＡＣＧＡＡＧＣＴＴＡＣＣＡＴＧＧ
ＧＡＴＴＴＴＴＴＣＴＣＴＴＴＴＣＡＣ－３′；ＡｎＲ：５′－ＧＡＣＴＧＧＡＧＣＴＣＴＴＡ
ＡＡＴＡＡＧＡＧＧＣＣＡＴＴＴＣ－３′。
１．４　试验试剂

ＧＵＳ染色液，ＦＡＡ固定液，离心柱琼脂糖凝胶回收试剂
盒，ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０为 ＴａＫａＲａ公司产品，低熔点
琼脂糖为Ｓｉｇｍａ公司产品，Ｘ－Ｇｌｕｃ、５－溴－４－氯－３－吲哚
半乳糖苷（Ｘ－ｇａｌ）试剂、异丙基 －β－Ｄ－硫代半乳糖苷
（ＩＰＴＧ）为 ＢＢＩ公司产品，其他国产试剂购自北京鼎国生物
公司。

１．５　主要仪器设备
德国ＱＩＡＧＥＮ高通量组织研磨仪，美国 Ｑｕａｗｅｌｌ超微量

紫外分光光度计（ＵＶ－ＶｉｓＳｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒＱ５０００），ＨＣ－
２５１８Ｒ高速冷冻离心机，紫外凝胶电泳成像系统，Ａｇｉｌｅｎｔ温度
梯度ＰＣＲ扩增仪，Ｎｉｋｏｎ荧光体式显微镜等。
１．６　试验方法
１．６．１　根癌农杆菌 Ａ．ＧＶ３８５０介导的苜蓿遗传转化　将苜
蓿组培苗叶片预培养３ｄ后，分别转入Ｄ６００ｎｍ为０．５的根癌农
杆菌１４９和１９４菌液中，２６℃、１６６ｒ／ｍｉｎ振荡培养１５ｍｉｎ；倒
掉菌液，无菌水冲洗３次，置于共培养培养基，２５℃黑暗条件
下，共培养３ｄ。

叶片转接到Ｋａｎ压力筛选培养基上培养３０ｄ，获得抗性
植株；待抗性植株长到２～３ｃｍ，切段后置于１／２ＭＳ培养基
中扩繁，智能人工气候箱中培养。

１．６．２　转化植株的ＧＵＳ表达检测　取１９４侵染后５ｄ的转
化叶片制成徒手切片，非转化植株叶片作为对照；取１ｍＬ染
色液放入２ｍＬ离心管中，将准备好的叶片浸泡在染液中，抽
真空５ｍｉｎ，３７℃过夜；取出染液，加入８００μＬＦＡＡ固定液，
颠倒混匀，倒掉，重复２次；依次加入３０％、７５％、９５％乙醇，
进行脱色，至阴性对照呈黄白色，倒掉９５％乙醇，加入ＦＡＡ固
定液；压片后以Ｎｉｋｏｎ荧光体式显微镜观察并采集图像。
１．６．３　转化植株的 ＰＣＲ分子检测　取１４９转化的苜蓿叶
片，研磨后加入 ２５０μＬＣＴＡＢ提取缓冲液（２％ ＣＴＡＢ，
１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ值为 ８．０，２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，３％ ＰＶＰ）和１０μＬβ－巯基乙醇，６５℃温浴；

加入体积比为 ２５∶２４∶１的酚、三氯甲烷、异戊醇，混匀后
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，无水乙醇醇沉１ｈ后
离心３０ｍｉｎ，７５％乙醇洗涤沉淀２次；水酶混合液消化 ＲＮＡ；
琼脂糖凝胶电泳检测。

ＰＣＲ反应为２５μＬ体系，其中含１２．５μＬＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，
正向引物 ＡｎＦ１μＬ，反向引物 ＡｎＲ１μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ；ＰＣＲ程序：９４℃ １０ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５８℃
１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
１．６．４　ＰＣＲ产物测序　对阳性质粒 ＰＣＲ产物和６８个呈阳
性的ＰＣＲ产物进行切胶回收，送至北京六合华大基因科技有
限公司进行测序。

２　结果与分析

２．１　转化植株的Ｇｕｓ表达检测
通过ＧＵＳ组织化学定位法，对根癌农杆菌１９４菌液侵染

的苜蓿组培苗叶片进行ＧＵＳ瞬时表达检测，转化植株的ＧＵＳ
瞬时表达呈现出蓝色斑点（图１－Ｂ），而对照叶片无蓝色斑点
（图１－Ａ），初步证明转化体系的成功建立。
２．２　转化植株的分子鉴定
　　本研究利用ＣＴＡＢ法分别提取对照和转化苜蓿组培苗的
基因组ＤＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图２－Ａ所示，原
种与转化种苜蓿基因组 ＤＮＡ都较完整、浓度大、无脱尾。根
癌农杆菌菌株１４９的 ｐＫＬＰ３６质粒上含有抗菌肽基因，包括
烟草中ＰＲ－１ｂ部分编码区及抗菌肽基因 ＲＩＬ，长约 ２００ｂｐ；
根据图 ２－Ｂ可知，阳性质粒 ＰＣＲ产物（泳道 １）在 １００～
２５０ｂｐ处有条带，紫花苜蓿原种基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ产物（泳
道２）无目标条带，而转化植株基因组 ＤＮＡ的 ＰＣＲ产物有较
为清晰的目标条带（泳道３）。
２．３　ＰＣＲ产物测序

对阳性质粒及ＰＣＲ呈阳性的产物进行回收后测序，发现
测序片段与１４９质粒对比结果一致，信号值基本在正常范围
内，即１５０～５００，测序片段质量较高，峰图噪音较低，模板纯
度较高。由图３可知，１４９质粒和１３个样品 ＰＲ－１ｂ编码区
部分基因以及抗菌肽基因 ＲＩＬ区段均无突变碱基，即测序
成功。

３　讨论

３．１　利用ＧＵＳ瞬时表达检测转化体系
Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ等首次提出β－葡糖苷酸基因ＧＵＳ可作为植物

遗传转化的报告基因之后，在许多国家都得到了广泛应用，其

方法操作简单，灵敏度高，在基因工程领域得到广泛地应用。

可以用于瞬时表达检测的报告基因还有绿色荧光蛋白基因

（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ），但由于有些植物组织中有自
发荧光，会影响ＧＦＰ检测的准确性，产生弱荧光背景，检测弱
启动子驱动的ＧＦＰ活性较难，致使转基因植物的筛选受到限
制［１０］。ＧＵＳ酶有产物的放大作用，可以通过 ＧＵＳ染色来进
行检测，而未转化植株无ＧＵＳ活性，因此 ＧＵＳ瞬时表达检测
对遗传转化的检测更加简便、可靠［１１］。因此，ＧＵＳ是目前转
基因植物中应用最为广泛的报道基因。关于植物叶片的脱色

问题，Ｂｏｗｌｉｎｇ等通过３０％、７５％、９５％对拟南芥进行脱色，结
果对照呈白色，脱色效果好［１２］。因此，本试验中脱色步骤借
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鉴此方法，且脱色效果很好，便于结果观察。

３．２　改良的ＣＴＡＢ法提取苜蓿基因组ＤＮＡ
苜蓿叶片中常含有糖类等物质，使其基因组ＤＮＡ的提取

受限。试验结果表明：经典的 ＣＴＡＢ提取缓冲液法最大的优
点是能除去多糖，可用于草本植物基因组ＤＮＡ提取。本研究
在传统ＣＴＡＢ法的基础上加入了 ＰＶＰ，可以有效地裂解植物
组织细胞，保证核酸完整性。同时，ＰＶＰ可以与酚类产生络合
物，防止多酚对 ＤＮＡ的污染，还可与多糖结合，除去糖类物
质。此外，加入抗氧化剂β－巯基乙醇，可有效地防止酚氧化
成醌，避免褐变，使酚容易去除。利用改良法提取的苜蓿基因

组ＤＮＡ完整性好、亮度高、浓度较大，可满足ＰＣＲ检测要求。
３．３　抗菌肽基因的遗传转化前景

抗菌肽分子较小，动物源抗菌肽在植物体内易被蛋白酶

快速降解，成为外原抗菌肽在植物体内表达的限制因素。但

在作物中表达动物源与植物源的肽是可能的，可通过消除蛋

白酶敏感位点来修饰肽，或设计反向类似物，从而实现对病原

抗性的提高［１３］。Ｘｉｎｇ等采用来自异源物种中的肽来抵抗植
物病原，研究了来自动物源的肽，筛选了肽对植物蛋白酶的敏

感性，结果发现，基于反向序列的肽拥有特别强的对植物叶片

中蛋白酶的抵抗能，并同时拥有抗菌活性［１４］。本研究以根癌

农杆菌介导抗菌肽基因Ｒｅｖ４的遗传转化并获得成功，转化植
株作为绿色饲料具有重大的生态和社会效益。
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