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转化紫花首蓓的研究
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长春 �������

摘 要 �以逆境性相关转录因子������ 为目的基因
、

除草剂抗性的 ���基因为标记
，

构建了植物表达

载体 �����
，

并通过农杆菌介导法以无菌苗子叶为外植体转化公农 �号首猎
。

经过共培养
、

抑菌和筛选培

养
，

在含有 ��叭 ����� 的培养基获得 �� 株抗性再生植株
。

用 ��睡 的 ����� 对抗性植株叶片进行进一步筛

选
，

并经 ���检测
，

获得 �� 株阳性植株
，

表明������ 已整合到植株的基因组中
。
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�
首蓓 �转录因子 �
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��

首楷是我国栽培历史悠久的优良牧草
，

素以
“
牧草之王

”
著称

，

不仅产量高
，

而且草质优良
，

各种畜

禽均喜食
。

首楷根系发达
，

主根粗大
，

有较强的耐寒
、

抗早和再生能力
，

也是豆科牧草中比较耐盐的一

类
，

如果再进一步提高其抗逆性
，

不但可以增加饲草产量
，

缓解我国蛋白饲料不足的矛盾
，

同时也可以

扩大首楷的栽培范围
，

提高利用率
。

转录因子是指那些专一性地结合于 ���特定序列上的
，

能激活或 �和抑制其他基因转录的蛋白

质
。

植物中存在的转录因子
，

有相当一部分与抗逆性有关
。

转录因子 ����的发现是近年来植物抗逆

研究方面最具突破性的进展
。
��
等「，’从拟南芥中分离到 �个 �尺您双�召尸类转录因子基因

，

分别命名

为������
、

������
、

������和������
、

������
，

后又证明了������ 的表达被脱水或高盐胁迫

诱导
，

产生的 ����转录因子可激活具有 ���顺式作用元件的一系列 目的基因
，

如 ���蛆
、 。�����

、

���� 和 ���� 等
，

这些基因表达的产物在植物抗逆反应中发挥着不同的功能
，

从而使得植株的抗逆性

提高
。

���� 因子对一系列抗逆功能基因的转录以及对脯氨酸和糖含量的促进作用说明 ����因子在

植物抗逆反应中起着重要作用
。

这也给人们一个启示
�
与导人或改良个别功能基因来提高某种抗性的

传统方法相比
，

在提高作物对环境胁迫抗性的分子育种中
，

改良或增加一个关键的转录因子的调控能

力可以提高植株多方面的抗逆性�抗早
、

抗冻及抗盐����
。
��
等���利用������ 基因转化拟南芥发现

，

转

基因拟南芥植株对干旱
、

高盐及低温的耐性得到全面的显著增强
。

刘录祥等���将������ 基因导人小

麦
，

也获得了转基因植株
，

其抗逆性鉴定正在进行
。

本研究主要 目的是将������ 基因导人首楷
，

期

望该基因在首蓓中也获得同样的表达
，

最终获得抗逆性综合改良的转基因材料
。

� 材料与方法

�
�

� 植物材料及菌株

公农 �号紫花首楷������卿
���动��品种

。

农杆菌��脚�������� ���
���佃����������� 菌株
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�
�

� 植物表达载体构建

以 ����������� 质粒为基础构建转化表达载体
。

该质粒携带 ��� 标记基因和 ‘�� 报道基因
，

均

由 ���启动子启动
。

用娜刀 和 ���

���将 ����������� 质粒上的 ‘ �� 基因切除
，

连接上 ������ 基

因
，

即获得植物表达载体�����
。

用冻融法将 �����导人农杆菌 ������ 中
，

用于紫花首楷的转化
。

�
�

� 农杆菌介导的紫花首荷转化

�
�

�
�

� 外植体准备

挑选饱满的公农 �号首楷种子
，

用 ���乙醇浸泡 ����
，
�

�

��的 �邪�
�

溶液灭菌 ��
，

无菌水冲洗 �

次
，

之后用无菌水浸泡种子
，

�� �后取出置于加有无菌湿润滤纸的培养皿中
，

待种子发芽接种于 ���

培养基���不附加任何激素
，

蔗糖 ��
，
���

�

��上
。
�一 ��子叶展开

，

切去顶端 ���
，

接种于 ���

培养基

���附加 �
，
�一� �

�

��叭
、

盯 �
�

���叭
、

�� �以刃 ����
，

蔗糖 ��
，
���

�

��预培养
，
��℃ 、

��讨���光

照
，
�一 ��后用于农杆菌介导转化

。

�
�

��� 菌液的准备

取 ��� 卜�甘油冷冻保存的农杆菌菌种
，

加人 ���不含抗生素的 ���液体培养基
，

��
一 ��℃下

摇动����
一 巧�甲��培养�� �

，

待菌液混浊
，

取 ��� 活化菌液
，

加人 巧 �����培养基
，

连续扩增 �

次
，

离心收集农杆菌
，

用 ���培养基稀释到 ��� �
�

�一 �
�

�
，

置于冰箱中备用
。

�
�

��� 紫花首借的转化

将预培养的子叶在制备的菌液中浸泡 �� 而
� ，

转移到 ���

培养基上黑暗条件下共培养 ��
，

再转

人 ����培养基���
，� 头抱霉素 ��� �叭�上抑菌培养

，

每 �周继代 �次
。

当诱导的愈伤组织上出现胚

状体后
，

将胚状体转移到��妞 培养基����������� �叭��
一���

�

��叭
� 头抱霉素 ��� �叭

� �����
��叭

，

蔗糖 ��
，
���

�

� �上筛选
。

经由筛选的再生植株移至 ���培养基壮苗
，

最后将有 �一 �条根系

的植株炼苗移栽
。

�
�

� 再生植株叶片筛选

筛选得到的抗性植株在移栽之前
，

取叶片接种于附加 �������叭 的 ��。 培养基上再次筛选
，

非转

化植株叶片作为对照
。

�
�

� 抗性植株 ���检测

剪取通过叶片筛选的抗性植株叶片
，

采用 ����法提取总 ������。 ���引物由博雅公司合成
。

序

列如下
�
上游引物 �

‘ 一丁������������������
一�

‘ �下游引物 �
‘ 一�������

，

�
，

�
，

���������
一�

’ 。

���

反应体系为 �� 卜�
，

反应条件为�� ℃预变性 ���
� ���℃变性 ��� ，

��℃复性 �� �，

��℃延伸 �而� ，

循

环 �� 次���℃延伸 �而
� ，
�℃保存

。

� 结 果

�
�

� 载休构建

利用基因替换法
，

构建了植物表达载体 �����
。

该载体以 ��� 启动子驱动目标基因������ 和

标记基因 ���
，

其������结构见图 �
。

图 � 载体����� 的������结构
�

�

� 愈伤组织及再生植株的抗性筛选

首楷无菌苗子叶培养 �周可诱导出愈伤组织
，
�周左右出现胚状体

，

第 �周时统计胚状体诱导率

�出胚状体子叶数 �接种子叶数�为 ��
�

��
，

诱导出胚状体的子叶
，

最多每块可诱导出 �� 个胚状体
。

本

试验 �次重复
，

共转化 ��� 块子叶
，
�周左右农杆菌侵染的子叶都诱导出了愈伤组织

，
�周时将出现大

量胚状体的愈伤组织转移到筛选培养基上筛选
，

大部分愈伤组织褐化死亡
。

培养 �周时存活愈伤组织

上的胚状体已经发育成子叶胚
，

将发育正常的子叶胚转移到附加 ����。 ��妙 的 ��培养基上筛选
，
�
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周后一部分胚状体变褐
，

干枯死亡
，

一部分子

叶胚正常生长再生植株�图��
。

共获得 �� 株经

����� 初步筛选的抗性植株
。

�
�

� 再生植株叶片 ����� 筛选

取初步筛选的 �� 株抗性植株的叶片
，

置

于附加 ����� ��妙 的 ��培养基上再次筛

选
。

非转基因植株叶片接种后 �周干黄死亡
，

一部分抗性植株叶片接种后逐渐发黄
，
�周后

大部分逐渐死亡
，

有 �� 株植株的叶片依然保

持绿色�图��
。

由于子叶被农杆菌侵染之后有

一段时间的恢复培养
，

所以会获得非转化植株

或嵌合体植株
，

经过叶片筛选过程
，

则会将其

大部分剔除
。

��� 抗性植株的 ���检测

少量提取抗性再生植株的基因组的 ���

作为模板
，

扩增 目标基因������
，

获得 �� 株

��� 阳性植株
，

且这 � 株阳性植株均来自叶

片筛选后获得的抗性植株�图��
。

� 讨 论

首楷无菌苗子叶接种 ��
�

培养基
，

培养 �周可诱导出愈伤组织
，
�周左右出现胚状体

，

诱导率为

��
�

��
。

经过农杆菌侵染的无菌苗子叶
，

接种于附加抑菌剂的��
�

培养基
，
�周左右才出现愈伤组织

，

并且愈伤组织颜色发白
，

生长速度较慢
，

诱导率 ��
�

��
。

实验结果表明
，

经过农杆菌侵染的子叶愈伤组

织诱导率略有下降
，

分析是农杆菌菌液对幼嫩子叶有一定的伤害所致
。

如果在诱导培养基中直接加人

筛选剂
，

则会加重子叶的受伤害程度
，

影响愈伤组织形成及体细胞胚发生率
，

因此我们在子叶侵染后
，

诱导培养基中只加人抑菌剂
，

不加筛选剂
，

使子叶有一段时间恢复培养
，

从而得到较高的愈伤组织诱

导率和体细胞胚发生率
，

提高转化率
。

王晓春等���在大豆农杆菌介导转化过程中也采用了 �周的恢复

培养
，

得到了较高转化率
。

本研究利用农杆菌介导法将逆境诱导转录因子������ 基因导人公农 �号首楷
，

获得了转基因

植株
，

已经移栽成活
，

后代材料对高盐和干早等逆境胁迫的田间抗性鉴定
，

以及该基因对其他农艺性

状的效应研究正在进行之中
。
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吉林省牧草资源调查

的有关任务‘��。 如也能确定为吉林省牧草资源保存中心
，

可使东北地区的牧草资源工作与吉林省的相

关工作紧密结合
，

可以相互促进
。

�
�

� 培训专业队伍
，

实施牧草资源第二次调查

近年来
，

不论西部草原或东部山地
，

植被发生了较大的变化
，

多数是走向逆向演替
，

牧草资源不断

减少
，

甚至个别资源濒临灭绝
。

但在封原育草和封山育林的地方
，

不仅植被保留完好
，

很可能有过去未

发现的资源
，

所以再一次进行调查很有必要
。

建议在省草原总站的领导下
，

以每个市�州�为一组
，

由

各县草原饲料站派专人参加
，

经过专业技术培训后
，

按照统一调查方案分别进行
，

争取在 �一 �年内全

面完成本地区牧草资源调查
。

�
�

� 建立牧草资源种子库及牧草资源圃
，

按照科学方法保存

本省可建一座牧草资源短期库
，

种子保存年限为 �一 �年
，

根据不同类别种子特性
，

每隔 �一 �年

进行一次种子活力检测
，

当发芽率低于 ���时
，

即进行扩繁
。

牧草繁殖圃应有充足的水源作保证
。

上

述工作要有经过专业培训的技术人员操作
，

并按技术操作规程
，

建立科学的保存秩序
。

��� 采用微机管理与国家牧草资源数据库联网

牧草资源的收集与保存
，

目的在于研究和利用
，

还要不断从国内外引人新的资源
，

同时还要对外

交换牧草资源
，

这些数量巨大的工作
，

必须采用微机管理
，

同时应与国家牧草资源数据库联网
，

健全信

息网络系统化
，

才能更好地研究与利用这些宝贵资源
，

培育出不同特性的优良新品种
，

为农牧业生产

和生态环境建设作出应有的贡献
。

参考文献
�

���李建东
，

等
�

吉林植被【�】
�

长春
�

吉林科学技术出版社
，
����

���
�

��】 吉林省畜牧区划办公室
�

分区论述部分吉林省畜牧业综合区划【��
�

长春
�

吉林科学技术出版社
，
����

���王志峰
，

等
�

牧草种质资源保护意义及其方法���
�

吉林畜牧兽医
，
���” ��� ���

�

��】 徐 柱
，

等
�

我国牧草种质资源数据库及其信息网络发展构想���
�

中国草地
，
�������

�
��

�

�上接第�� 页�

��� 刘录祥
，

赵林妹
，

等
�

基因枪法获得逆境诱导转录因子 ������转基因小麦的研究���
�

中国生物工程杂志
�

����
�

�����
���一��

�

【�� 王关林
，

方宏绮
�

植物基因工程
�

第 �版���
�

北京
�

科学出版社
，
����

�

���王晓春
，

王 里
，

等
�

农杆菌介导的大豆体细胞胚遗传转化影响因子的研究���
�

大豆科学
�

����
，

�����
��� 一��

�

����������������������� ��������� ���������� ����������������������

������������

��� ���一���
，

�����
���一厂

，

���� ��‘ 一����
，

��� ���
，

������
���一���

，
���� ����一����

�

������
�����

�
�� ����������

����， ��侧拒�� ���乎�����
��以 ��论����

������
� 丹浏����，

�入�叼犷��� ������
，
������

����������������� �
���

��������� ��������������������� 罗
��，
������

，
�� ��� ������罗��，

�����
� ���������

�������
�� ��������

�罗��，
���’ �� ���

�������
�� ������

， � ��������������� ������
，
�����

，
��� ����

���
����

�

���������

������ ��� �������
����� ��� �脚���������一�������� ������

�� ��� ����』�� ��������
’

��
�，�����

�

�
’ ��������

�������
���

���
��������

�

����� ��一�������
，

�������� ���������鳍 ���
��������� �������

，
����������

���罗��

���
�������

�

���� ��面����� ��� ������ ���� ��昨 �����
�

������
�� ��������� �� ������ �� ��� ���������������

，
����������

������ ���� �������� �����
，
������������������ ������� ��������� ������������ ���罗���� �� ��� �����

�

��� ���������������
�������������� ���

������������脚���
������一������������

��������
��

�


