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农杆菌介导将 !"#$%&!’(基因
导入烟草的研究

张艳华，王 罡

)中国人民解放军军需大学植物基因工程研究中心，吉林 长春 ’*++(,-

摘 要：番茄 !"#$ 基因位于 !". 基因下游，!"#$ 基因编码的蛋白作为转录调控因子能够
增强病程相关蛋白（!/ 蛋白）基因的表达，从而提高其抗病性。以烟草叶片为外植体，通过
根癌农杆菌叶盘转化法，将 !"#$%&!’( 基因导入烟草 0/1 中，经卡那霉素筛选，获得了 ,2 株
抗性植株，经 !3/ 检测，表明抗性植株中整合了 !"#$%&!’( 基因。然后通过病原菌 !"#$%
&’(’)*" "+,-).*# 456"7879# 的接种来检测转基因烟草植株的抗病性。
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植物病害给人类带来严重的危害，因而人类与植物病害的斗争贯穿于农业的发展

与进步之中。兴起于 ,+ 世纪初期的经典遗传学使人们能够通过杂交育种成功地培育出
抗病新品种，大幅度地提高粮食产量。近年来，分子生物学理论和技术的不断发展完善，

使人们不但能够从分子水平上进一步研究植物与病原菌的相互作用机制，而且还可以

通过基因工程这一现代生物技术直接、快速、高效地培育抗病作物品种。

一种有前景的基因工程策略是利用抗病反应传导链中的组分以激发植物自身抗病

机制来获得广谱抗病基因工程植株>’?。在 !". 介导的信号传递中，75@!". 与 !". 蛋白的结
合直接激活了 !". 蛋白的激酶活性，并将与 !". 蛋白互作的 !"# 蛋白磷酸化 >,?。!"#$ 基因
位于 !". 基因下游，!"#$ 基因编码的蛋白磷酸化之后能够特异识别存在于 !/ 基因启动
子区的一段 AB= 序列并与之结合，从而调控 !/ 基因的表达 >*?。所以 !"#$ 基因就是 !".
介导的抗病反应传导链的组分，将 !"#$ 基因导入植物，通过调控 !/ 基因的表达来激发
植物自身抗病机制，这种策略为抗病育种工作提供了一个新思路。!"#$%&!’( 是一个嵌
合基因，&!’( 来自 CD@4DE E#F4GDH 5#@IE &!’(，&!’( 蛋白的活化序列是能够在植物中
起作用的最强的活化序列，将 !"#$ 与 &!’( 构成嵌合基因，能增强 !"#$ 基因的表达。

! 材料与方法
!+! 供试材料
植物材料：烟草（/-0’1-*)* 1*2*0$( J6）种子（0/1）由季静教授提供。
菌种：根癌农杆菌（3.,’2*01#,-$( 1$(#4*0-#)"）KC=’+$（含 4L1’,’M3C’ 质粒，携带
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!"#$%&!’( 基因，由本室构建），!"#$%&’&()" "*+,(-)# )*+ ",-,.#（吉林农业大学高杰老师
提供）。

药品和试剂：所用 !/0 引物由“!012304”引物设计软件设计，由 567606 生物工
程（大连）有限公司负责合成，其他生化试剂购自北京鼎国生物技术公司。

引物 ’ 序列 $’%6655/88/6/86866665//%9’5:;$<+= 8/>;=$>
引物 ? 序列 $’%/86/8/6/65/558655/66%9’ 5:;$@+( 8/>;=$>

!"# 试验方法
!"#"! 烟草转化 A=B

取烟草无菌苗叶片，用打孔器（直径 C+= .:）打成圆叶片，加入适量的 3D6’C$（含
)E1’?’F/D’）培养液，浸 ’ G ? :#H 后，滤纸吸干，转入覆有一层滤纸的 24 基本培养基
上，共培养 ? I，然后转至选择培养基上（24 培养基加 ’ :J K L E6、C+’ :J K L M66、=CC
:J K L 头孢霉素、’CC :J K L 卡那霉素）。每 ?C I 转一次，待卡那霉素抗性芽长至 ’ G ? .:
时，转至生根培养基中 （24 基本培养基，补加 =CC :J K L 头孢霉素、’CC :J K L 卡那霉
素），待根系发育完全后移入土壤中。

!"#"# 转化植株的 $%& 检测
植物 NM6 提取按修改的 /56E 程序 A$B进行，最终 NM6 溶于 53 缓冲液中。以提取的

基因组 NM6 为模板进行 !/0 扩增，扩增产物为 $CC -)，反应条件为 <=O 9 :#H，一个循
环；<=O ’ :#H，$$O ’ :#H，P?O ’ :#H，9$ 个循环；P?O $ :#H。取 ’C !L 扩增产物进行琼
脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，紫外灯下观察结果。

!"#"’ 转化植株的抗病性鉴定 A(B

当烟草长出 @ G < 片叶子时，取转基因烟草和非转基因烟草各 ’? 株，分成 9 组，每
组 = 株，每株烟草从植株顶部计起取第 9、=、$ 片展开叶进行磨擦接种。用纱布蘸取菌悬
液（浓度约 ’CP /QF K :L）在叶片表面上轻轻磨擦接种。接种完毕，置于人工气候室内，设
置光照 ’( RS’@OT，黑暗 @ RS’$OT，相对湿度 @<>。

# 结果与讨论
#"! 烟草转化
烟草是进行转基因的模式植物，它具有操作容易、培养基配方简单、组织培养周期

短和转化效率高等优点。为研究 !"#$%&!’( 基因在异源植物中的表达情况，我们选择烟
草作为转化对象，使 !"#$%&!’( 基因在烟草中表达。
烟草转化采用叶盘法。将浸染过农杆菌的烟草叶盘置于共同培养基中，?$O暗中培

养 ? I 后，转至选择培养基中，同时设未经农杆菌侵染的叶盘放在选择培养基中作为对
照。培养 ? 周左右，未经转化的对照叶盘体积不膨大并逐渐变黄枯死。用带 )E1’?’F/D’
质粒的农杆菌转化的叶盘在选择培养基上培养 ? 周左右，叶盘周围产生不定芽，并伴随
有少量愈伤组织，在继代选择培养基上继续培养，待幼芽长至 ’ G ? .: 时转入生根培养
基中。经农杆菌转化的幼苗在生根培养基中 ? 周左右有 @C>的幼苗能生根，幼苗也随之
逐渐长大，有一些不生根并逐渐黄化死亡。生根后的幼苗移入土壤中栽培，成活率达

’CC>。本实验获得 ?P 株生长良好的抗卡那霉素再生植株。
#"# 转化植株的 $%& 扩增
用 /56E 法提取烟草总 NM6，以其为模板，用 !"#$%&!’( 基因 $’端和 9’端引物进行

!/0 扩增，同时设非转基因烟草为对照。结果表明，所有转化植株均能扩增出一条约
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!"" #$ 的特异带，而非转化对照植株以及没有长根的植株无此目标带。推测这些不长根
的苗为假转化体（%&’($%&），即在选择培养基上形成的植株，没有整合进外源基因却逃脱
了选择压力的影响。因为一般情况下试管苗对卡那霉素选择压力不如愈伤组织那样敏

感。因此，非转化的试管苗也可能在选择培养基上生长，但根对抗生素的敏感性很强，在

含高浓度卡那霉素选择压力的选择培养基上非转化苗是很难生根的，只有转化的苗才

可能生根。)*+ 检测初步表明，),-!./)01 基因已整合到烟草基因组中。
!"# 转基因烟草抗性鉴定

为了评价转 ),-!./)01 基因的烟草对病原菌的抗性，用 !"#$%&’&()" "*+,(-)# $23
,(#(’- 接种转基因烟草植株，同时接种非转基因植株作为对照，菌悬液浓度为 0"4 *56 7
89。叶片的病级分为 1 级，分级标准参照《植病研究法》。经 , 检验，转基因烟草植株的抗
病性与对照植株相比差异极显著（!:"3"0），转 ),-!./)01 基因烟草植株对该病原菌的抗
病性明显增强（表 0）。上述结果表明，),-!./)01 基因在所获得的转基因烟草中得到了表
达，并通过对 )+ 基因转录的调节来提高转基因烟草的抗病性，证实了用 ),; 信号传导
链中的 ),-! 基因激发植物自身抗病机制获得广谱抗病基因工程植株的设想是可行的，
),-! 基因具有非常好的应用前景。
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表 $ 转基因烟草植株叶片及对照接种 !"#$%&’&()" "*+,(-)# %&" ’()(*+ 的发病情况

级别 标 准
转基因烟草植株叶片 对照烟草植株叶片

第 0 组 第 A 组 第 @ 组 第 0 组 第 A 组 第 @ 组
" 不发病 " " " " " "
0 很少数量的小斑 @ ! ! " " "
A 少数小斑 4 ! 1 A 0 0
@ 许多小斑 A A 0 1 1 4
B 许多中等大小的斑 " " " @ @ A
! 病斑严重，数量多 " " " 0 A A
病情指数 @[3@@ @!3"" @@3@@ 1!3"" 4"3"" 1[3@@

注：每组 B 株，每株取 @ 个叶片。
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