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                                摘 要

    为促进红麻抗虫转基因育种研究的发展，本研究以国家级重点推广的6个红

麻高产优质抗病新品种为受体，采用花粉管通道法(即柱头滴加法和子房注射法)

将抗虫(Bt)基因导入受体红麻品种。通过对重点受体品种福红952转基因后代

四个世代田间观察抗虫效果和实验室内虫口喂养鉴定以及实验室内的PCR检

测、lsSR分子标记检测和SoutheI’n分子杂交验证鉴定，获得了转基因研究的阶

段性成果，并建立了红麻简捷高效转基因分子育种的有效途径与核心技术体系。

试验结果如下:

    1.Bt质粒制备与纯化:研究表明采用大量法制备含有抗虫 (Bt)目的基因

      的质粒，经过纯化后其0氏6眼80在1.9一2.0即可用于转基因;

    2.遗传转化效率:采用柱头滴加法和子房注射法得到的共处理红麻花 470

      朵，当代结实率分别是68.8%和517%，后代少虫口分别为72%和24石%，

      经PCR检测两种方法得到的总体转化效率为0.48%;获得具有抗虫特性的

      红麻品种福红952;

    3.抗虫性室内虫口限养鉴定:将抗虫的红麻叶片与非转基因的红麻叶片做

    对照，在室内进行抗虫喂养实验，喂食后第二天死亡率达65.5%，第4天

    后全部死亡，而非抗虫转基因红麻未表现明显的抗虫特性:

    4.目的基因PCR分子检测:对抗虫转基因红麻福红952 的四个不同世代

      的红麻叶片同时进行PCR分子检测，结果都检测到了目的基因的特征条带，

    其抗虫特性能稳定遗传;

    5.抗虫特异稳定性招SR分子标记检测:首次对抗虫转基因红麻进行IsSR

    分子标记检测，发现抗虫红庵与非转基因对照品种的谱带比较出现特异多
    态性;结果表明IsSR分子标记可用于抗虫转基因检测:

    6.抗虫迪传称定性分子杂李检验:采用地高辛south。分子杂交对4个不

    同世代抗虫转荃因红麻进行检测，四个遗传世代都检测到了三条目的条带，

    分别是约为ZsoobP、1500饰和6sobP大小的片断。

    7.抗虫转葵因红麻福红952育成:从97个少虫口转基因红麻几代中，在

    海南高密度虫口下田间自然鉴定，已获得三个具明显抗虫特性的转基因品

    系，并育成抗虫、高产、福红952抗虫转荃因品系。

关键词:红麻:花粉管通道法;抗虫转基因;Bt基因:遗传稳定性
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1前言
    红麻(拼西isc瀚can朋binusL)为锦葵科(Malvaceae)木模属(Hibiscus)一年

生韧皮纤维作物，是麻纺和造纸工业的重要原料。具有耐早、耐盐碱、耐贫瘩、

易栽培、速生、纤维产童高等特性，且不与粮争地 (山地、盐碱地、洲滩地均可

种植)，是目前我国栽培面积最大、总产最高的重要麻类纤维作物之一。又由于

红麻具有巨大的生物产量 (为树木的3一5倍)，极强的COZ吸收能力(为森林

的4一5倍)，纤维品质优良(全杆造纸可与尖叶林相媲美)，以及用途广泛等突

出优点，被视为21世纪极具潜力和倍受青睐的优势作物比”。近年来，随着人类

环保意识和对自然纤维织物需求的提高，加强和发展红麻生产，可减少造纸对森

林资源的破坏，满足人类对自然纤维的需求，具有重要的社会、经济和生态意义。

    由于红麻为高杆作物，利用农药防治日益猖撅虫害。虽可减轻虫害问题，但

是高杆作物防治难度较大、成本较高，由此引发的人畜危害及环境问题日益引起

人们的优虑。因此，在福红系列红麻新品种中导入抗虫基因(Bt基因)是目前

生产上的紧迫和具有长远社经济和生态效益的课题。与传统育种方法相比，基因

工程技术可以打破生物种间的杂交障碍，加速生物变异和遗传改良速度，可提高

育种效率，满足生产的迫切需求。

    近年来，随着墓因工程技术的发展，棉花等作物抗虫或抗除草剂转基因育种

的成功，产生了巨大的社会经济和生态效益.红麻与棉花均为棉葵科，但麻类转

基因研究起步较晚，国内外尚未有抗虫和抗除草剂的转基因红麻优良品种应用于

生产。为此，本研究拟将抗虫目的基因导入福红系列品种中，建立红麻转基因分

子育种技术体系，选育高产、抗虫转基因红麻新品种，并在福建建立基地，大批

t繁育转基因红麻良种。对提高福建及全国红麻生产水平和经济效益，发展早地

节水农业，推进可持续农业和造纸与麻纺工业的发展，都具有十分重要的理论和

现实意义。
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2文献综述

2.1红麻转基因国内外研究概况和研究水平

    自1983年世界上第一例转基因作物— 抗除草剂烟草问世以来，转基因作

物的研究与应用取得了很大进展。据统计，迄今全球转基因成功的植物己有 35

科120种【，，，转基因作物的种植面积由1996年的170万腼，猛增至2001年的5260

万h扩川。在纤维作物方面，棉花抗虫、抗除草剂转基因育种取得较大进展，产

生了巨大的经济效益.但麻类作物转基因育种研究起步较迟，进展不大。1996

年黑龙江农科院王玉富等、刘燕等报道了将外源DNA导入亚麻获得变异植株的初

步研究成果【州:1999年福建农林大学祁建民等利用花粉管通道法将外源DNA(黄

麻)导入红麻，并育成了茎杆稀有无刺高种子产品高亚油酸的红麻新型品种金光

无刺1号【?一的;2000年安徽省种子总公司引育种中心李爱青和安徽农业大学曹德

菊等报道了花粉管法将外源抗除草剂基因导入红麻青皮 3号的有效方法及参数

可行性的初步研究成果【十101，2001年福建农林大学周东新、祁建民等报道了黄麻

RAPD和工SSR分析的影响因素并建立了技术体系【，t，，近年来，中国麻类科学研究

所在竺麻转基因育种研究上也取得了阶段性成果，这些研究为开展红麻转基因分

子育种莫定了基础和积累了经验，也为进一步开展红麻抗虫、抗除草剂分子育种

奠定了基础。

    我国是世界红、黄麻三大主产国之一，红麻育种水平居世界领先水平，红麻

单产居世界首位。自20世纪80年代以来，福建农林大学和中国麻类研究所等单

位红麻育种取得了突破性进展。近年来，福建农林大学与安徽省种子总公司引育

种中心协作，己育成超高产、强适应性红麻新品种福建红2号、福红3号、福红

951、福红952、福红991、福红992等，中国麻类所育成的红引135、KBZ、KBll、

H305等品种 (组合)，产量或品质均居国内外领先或先进水平，并在生产上较大

面积推广应用。因此，将抗除草剂和抗虫基因转入高产、优质红麻品种，将会产

生巨大的社会经济和生态效益。但迄今，国内外红麻转基因育种研究，除本项日

组抗虫和转基因育种已取得具有明显的抗虫特性的阶段性成果外，安徽农业大学

报道过采用花粉管通道法建立抗除草剂转基因技术体系，但至今未见国内外其他

单位有抗虫、抗除草剂转墓因红麻品种应用于生产的报道。
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2.2植物基因转化方法研究进展

    自1983年2翻bryski获得世界上第一例转基因植株，1985年Horch首创叶

盘法以来，分别建立了农杆菌介导法、PEG介导法、电激穿孔法、病毒介导法、

显微注射法、花粉管通道法、超声波法、基因枪法等转基因方法，迄今为止，媒

介农杆菌法获得的转基因植物占转基因植物总数的85%左右，主要集中在双子叶

植物，但近年来在单子叶植物上的研究进展很快。到目前为止，转有农业价值的

工作主要集中在水稻、棉花等作物上，转其它粮食作物主要是标记基因和报告基

因1，，〕。

2.2.1根癌农杆菌Ti质粒介导基因转化

    转化植物细胞的农杆菌有两类，即根癌农杆菌(Agrobacteriumtumefaciens)

和发根农杆菌 (A.rhi:ogenes)。前者含Ti质粒，后者含Ri质粒。根癌农杆菌

(Agrobacteriumtume化ciens)Ti质粒基因转化系统是目前研究最多、理论机

理最清楚、技术方法最成熟的基因转化途径。根癌农杆菌为土壤喜居菌，革兰氏

染色呈阴性，是一种植物病原菌，通过伤口感染植物后导致植物产生冠瘦瘤，根

据其诱导植物产生冠痰碱的种类不同可分为三种类型:胭脂碱型(noPaline

type)、章鱼碱型(octopinetype)和农杆碱型(gropinetype)，不同菌株类

型转化植物表现出不同的转化效率。Ti质粒分子很大，由以下几部分组成:(1)

转移DNA区(T-DN八区)，约ZOkb，占Ti质粒的十分之一。TDNA的两端是两个 25bp

的正向重复序列，分别称为左边界和右边界:(2)毒性区(Vir 区)，30kb，有

VirA，B，C，D，E，G，H等7个操纵子共24个基因，起共协调作用，参与T一DNA的加

工和转移:(3)冠痪碱代谢基因、复制起点及质粒不相容性控制基因‘闭。

    农杆菌和宿主细胞之间的化学信号传递、遗传转化及相关代销活动的原理

是:农杆菌通过基因转化把T一DNA上的基因导入到植物细胞并整合到核DNA上。

这些外源基因在植物细胞中得到表达，致使植物细胞转化为肿瘤状态，并且大量

合成冠痰碱。这些冠疾碱又是农杆菌的唯一碳源，有利于农杆菌的繁殖核Ti质

粒的转移，进一步扩大侵染领域，故农杆菌为自己设计了一个十分巧妙的化学分

子内共生体系。这也是一个典型的存在于自然界的天然基因转化过程。该过程如

下:
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      (1)损伤的植物细胞产生植物酚类作为农杆菌的侵染信号;(2) 这些化学

诱导物透过农杆菌的细胞膜，活化virA和virG基因，再诱导vir区的其他基因;

  (3) vir区基因的活化，作用于T一DNA的加工及T一DNA的转移; (4) T一DNA进

入植物细胞后整合到核DNA上;〔5)T一DNA在植物细胞中表达产生冠癣碱及植

物激素; (6) 农杆菌Ti质粒上有专一性的冠痪碱分解酶基因 (ocs) 。该基因

启动合成各种酶，分解植物细胞产生的冠痰碱作为唯一的碳源和氮源;(7)冠

痊碱促进农杆菌附着及激活之了旧基因有利于Ti质粒的接合转移，扩大侵染范围;

通过改造的Ti质粒便是良好的基因工程载体，Ti质粒可以容纳相当大的DNA片

断插入，插入到T一DNA的外源基因能够同T一DNA 一道在植物中表达，整合进植

物基因组的T一DNA及插入其间的外源基因不能在植物细胞中表达，而且可根据人

们的需要连接不同的启动子，使外源基因能够在再生植物的各种组织器官中特意

表达，如在果实中表达，在叶中表达，甚至仅在根中表达，即可进行认为的控制。

而且转化的外源基因为单拷贝，遗传稳定性好。

    农杆菌介导法与其它转基因方法相比，具有转化机理清楚、转化率高、方法

成熟、简便易行、转移基因明确(为T一DNA左右边界之间的序列)、能够转化大片

段的DNA、外源基因以单或低拷贝整合到植物基因组中、遗传稳定性好、符合孟

德尔定律等特点目前己成为棉花等作物常用的基因转化方法，但其最大的局限在

于严格受荃因型的限制，己成功转化的棉花品种(品系)多数限于坷312，315和

201等模式品种上，这些转化的模式品种只能再通过传统育种手段将其有用性状

转育至生产上大面积推广的品种中，延长了转基因棉花的选育和推广周期。

2.2.2发根农杆菌Ri质粒载体基因转化

    发根农杆菌侵染植物细胞产生许多不定根，这种不定根生长迅速，不断分枝

成毛状，故称之为毛状根 (hairy root)也称发状根，分别简称为毛根或发根，

Ri质粒为根诱导质粒(rootinducingplasmid)。长期以来，人们很重视Ti

质粒的研究，并取得较好的进展。对发根农杆菌的研究主要集中在毛根的病害及

与根癌农杆菌的相似性上。直到80年代以后科学家们才对Ri质粒研究开始产生

兴趣，特别使日本、欧洲、美国等发达国家的许多学者从多方面研究了Ri质粒

及其特化特点。近年来国内有些实验室也相继开始了这一方面的研究工作。现在
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认识到，和Ti质粒相比，Ri质粒具有许多优点: (l) Ri质粒可以不经 “接触

武装 (disarm)”进行转化，并且转化产生的发根能够再生植株; (2) 发状根

是一个单细胞克隆，可以避免嵌合体;(3)可直接作为中间载体;(4)Ri质

粒和Ti质粒可以配合使用，建立双元载体系统，拓展了两类质粒在植物基因工

程中的应用范围;(5) 发根适用于离体培养，而且很多植物的发根在离体培养

条件下都表现出原植株次生代谢产物的合成能力。因此，Ri 质粒不仅可以作为

转化的优良载体，而且可能用于有价值的次生代谢物的生产。

2.2.3植物病毒载体介导基因转化

    植物病毒对植物细胞的感染过程是一种自然界发生的基因转移过程。病毒侵

染细胞后把其DNA导入寄主细胞，并且这些病毒ONA能在寄主细胞中进行复制和

表达，因此病毒可以作为一种基因转化的载体，并且己经在微生物和哺乳动物的

基因转化及基因组分析研究中得到应用，例如，动物病毒SV40早已应用于动物

细胞的基因转化。但是，植物病毒作为载体的研究仍处于初级阶段。其原因首先

是绝大部分的植物病毒是以RNA为遗传物质。它没有像DNA那样技术研究的成熟，

特别是尚未发现像动物细胞反转录病毒那样能够整合到宿主基因组的植物病毒。

所以即使构建了植物病毒载体，将外源基因通过系统感染引入植物细胞，但它们

只能以游离拷贝的形式存在于其中，而不能整合到植物染色体上并通过有性繁殖

传递给后代。

2，2.4DNA直接导入基因转化

  (1)化学诱导DNA直接转化

    ①PEG介导鑫因转化:PEG介导基因转化是Davey等(1980)和Krens等(1985)

首先建立。主要原理是化合物聚乙二醉、多聚L一鸟氨酸(pLO)、磷酸钙及高pH

值的条件下诱导原生质体摄取外源DNA分子。

    ②脂质体介导鉴因转化:脂质体是根据生物膜的结构功能特性合成人工膜，

然后把DNA包裹在人工膜内成球体，通过植物原生质体的吞噬或融和作用把内含

物转入受体细胞，因此也是化学方法之一。

  (2)物理法诱导ON̂直接转化
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    ①点激法介导基因转化

    电激法利用高压电脉冲作用在原生质体膜上“电激穿孔”(clectroPoration)，

形成可逆的瞬间通道，从而促进外源DNA的摄取。此法在动物细胞中的应用较

早并取得很好的效果。

    ②超声波介导基因转化

    超声波基因转化的基本原理是利用低声强脉冲超声波的物理作用，击穿细胞

膜造成通道，使外源DNA进入细胞。一般认为超声波的生物学效应主要是机械

作用、热化作用及空化作用。

    ③显微注射介导基因转化

    显微注射〔microinjectlon)进行基因转化是一种比较静电的技术，其理论和

技术方法的研究都比较成熟。特别是在动物细胞和卵细胞的基因转化，核移植及

细胞器的移植方面应用很多，并取得重要成果。其基本原理比较简明，它是利用

显微注射仪将外源DNA直接注入受体的细胞质或细胞核中。

    ④激光微束介导基因转化

    激光微束照射是近代科学发展的新兴技术，这种激光显微照射技术较常规的

显微注射操作具有定位准确、操作简单对细胞损伤小等优点，因而越来越受到生

物学、医学核光学界的重视，至今发展成为一门新的科学— 激光生物学。其原

理是将激光引入显微镜聚焦成微米级的微束照射培养细胞，在细胞膜上可形成自

我愈合的小孔，是加入细胞培养基里的外源DNA流入细胞，实现基因转移。

    ⑤墓因枪法介导基因转化

    基因枪法(Part比le云un)又称粒子轰击法。基因枪根据动力系统可分为火药

引爆、高压放电和压缩气体驱动三类。最先由美国 Comel 大学生物化学系

John.C.Santord等于1983年研究成功火药式基因枪，1987年该实验室的Klein

等首次将携带细菌抓霉素乙酞转移酶(cat)基因的烟草花叶病毒RNA用基因枪导

入洋葱表皮细胞中并获得表达。Bi。一Rad公司出售的PDS一1000/He型基因枪属高

压气体驱动式，是目前国内外实验室广为采用的类型。基因枪基本原理是通过火

药爆炸、高压放电或高压气体作为动力加速带有基因的金属颗粒(金粒或钨粒)，

并使其进入带壁细胞，在此过程中质粒DNA首先沉淀在微弹(金粒或钨粒)表面，

结合有DNA分子的微弹经加速而获得足够的动量，进而穿透植物细胞壁进入靶细
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胞，随后释放出DNA分子并随机的整合到寄主的基因组内【，们。影响基因枪转化的

因素主要有受体材料大小、渗透培养基中甘露醇的浓度、轰击前后渗透培养时间、

金粉与DNA浓度、轰击距离等叫。基因枪法的最大优点是可转化多种组织和器官，

转化受体可以是胚性悬浮细胞、愈伤组织、未成熟胚、分生组织，也可以是花粉

和茎尖等，不受植物种类、基因型和器官限制，但可靠性较差、整合效率低、稳

定遗传表达的效率也是很低的〔周。

2.2.5种质系统介导基因转化

  (1)花粉管介导基因转化

    花粉管通道法的主要原理是授粉后是外源DNA能沿花粉管渗入，经过珠心

通道进入胚囊，转化尚不具备正常细胞壁的卵、合子或早期胚胎细胞。这一技术

原理可以应用于任何开花植物。

  (2)生效细胞浸泡法介导基因转化

    顾名思义，浸泡法是将供试外值体如种子、胚、胚珠、子房、花粉粒、幼穗

悬浮细胞培养物等直接浸泡在外源DNA溶液中，利用渗透作用把外源基因导入

受体细胞并稳定地整合表达。

  (3)胚班、子房注射法介导基因转化

    所谓胚囊、子房注射法是指利用显微注射仪把外源DNA溶液注入到子房或

胚囊中，由于子房或胚囊中产生高的压力及卵细胞的吸收是外源DNA进入受精

的卵细胞，从而获得转基因植株。

2.3花粉管通道法分子育种技术的提出

    花粉管通道法最初的萌芽是1975年Pandey对烟草的研究。试验将供体花

粉用 Y射线杀死后与受体新鲜花粉混合授粉得到转化结果，认为可不通过配子

融合而发生基因转化。1980年，Hess等报道了利用吸收外源DNA的花粉转基因

得到花色变异的矮牵牛。二十世纪七十年代，我国农民育种家李贞生培育出的玉

米稻在国内育种界引起了巨大反响，但对其远缘杂交的机制众说纷纭。上海生化

所的周光宇【旧教授在广泛调查我国远缘杂交成功经验的基础上，对亲缘关系较远

的杂交所产生的现象从生化角度于1978年提出了DNA片段杂交的假设。该假设
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认为:尽管在染色体水平上(染色体数目、形态)没有变异，但是远源的DNA片段

有可能整合进受体的染色体中，改变基因的顺序或者引起基因碱基的缺失、插入，

从而在基因水平上发生突变，进而引起性状的变异。根据这一理论，周光宇等

(1983年)提出了自花授粉后的外源DNA导入方法— 花粉管通道法。即将供体

总DNA的片段在受体自花授粉一定时期后使之沿花粉管通道进入胚囊，转化受精

卵或者其前后的细胞。以花粉管通道法为先导，我国育种界广泛应用外源DNA导

入方法开展了分子育种。周光宇教授(1988 年)在分析我国远缘杂交的基础上，

结合基因工程技术，把植物分子育种分为两个层次的生物工程技术。

    (1) 整体植物分子育种技术，亦称外源DNA导入整体植物技术:将带有目的

性状基因的供体总DNA片段导入植物，获得转化种子，并筛选出带有目的性状的

后代及培育新品种。例如，花粉管导入法、胚囊注射法等。

    (2)植物基因工程育种技术:将目的基因分离出来，构建重组分子，导入植

物的组织、细胞，再通过人工离体培养筛选获得目的荃因表达的后代，培育新品

种。例如农杆菌介导法、基因枪转化法等。从育种的角度看，分子育种培育的后

代，除应具有转移的目的基因性状外，还必须符合农业生产要求的农艺性状，经

济价值优于母体并能稳定遗传。植物整体水平的分子育种对这一点可能更为有

利。但就其育种的目的性而言，植物基因工程技术更为优越，所以二者各有所长。

随后许多科学家在不同的植物上进行了大量研究，建立了水稻、小麦、大豆、玉

米、烟草、棉花以及番茄等重要农作物通过该方法转移外源基因的方法，并取得

了一些重要成果.

2.3.1转基因受体分类

    前期以导入近缘种的总DNA为主，以后逐渐发展到导入其他远缘植物的总

DNA和质粒DNA、构建合成的基因、报告基因、抗虫基因、抗冻基因、耐盐基

因、抗病毒基因等.

2.3.2转化方法

    利用花粉管通道法导入外源基因通常有以下几种方法:(1)微注射法:一般

适合于花器官较大的农作物如棉花等，该方法利用微量注射器将待转基因注射入

受精子房;(2)柱头滴加法:在授粉前后，将待转基因的溶液滴加在柱头上;(3)

花粉粒携带:用待转基因的溶液处理花粉粒，使花粉粒携带外源基因，然后授粉。
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2.3.3转基因后代材料的检测鉴定

    形态鉴定:比如观察株高、株型、叶型明显变异等;抗性鉴定:通过除草剂、

抗生素筛选转基因植株，由于未转基因植株缺乏抗性而将之淘汰，或者通过抗虫

实验进行鉴定;荧光检测:转入荧光蛋白基因，对转化体进行快速的活体鉴定:

分子生物学检测鉴定:如PcR，队PD，IssR，southernBlot等。

2.3.4后代的遗传特性

    从目前的研究来看，花粉管通道法转基因的材料需要经过至少1一3代才能成

为遗传稳定的品系。

    在此前有可能不遵循孟德尔遗传规律。曾君社等圈以小麦为材料研究了此转

化方法的可重复性及基因型的影响等，并连续3代观察了外源基因在后代中的表

达。通过实验发现，被观察的这批材料不遵循孟德尔氏遗传规律，而且发生了转

基因沉默现象。这种基因沉默现象在转基因植株中经常发生，并被认为是由于DNA

碱基的甲基化造成[le一‘。

2.4花粉管通道法转基因的应用

    花粉管通道法在植物遗传转化和作物育种上有重要的应用价值。该方法将基

因工程和常规育种合理的结合起来，为离体再生系统不完善的植物转化提供了另

一条有意义的途径。在早期研究中，导入的一般都是外源总DNA给受体植物带来

一些不希望的性状。总DNA导入后与受体基因组的整合是随机的，缺乏有效控制，

因而实现的目的性较差.随着基因工程的发展，现在导入的一般都是重组分子，

有益的基因连在质粒载体上导入受体，去除不必要的基因。而且基因来源也大大

丰富了，可来源于其他植物、动物或微生物，得到抗虫、抗病毒、抗细菌的后代。

给育种工作者提供更加广泛的选择。在最初的研究中，对转基因的检测基本是通

过性状观测来实现的，说服力不强。在近几年的研究中，越来越多的研究者都给

出分子检测的证据，证明该方法的可行性。

    截至目前已有多种农作物通过花粉管通道法获得成功转化，包括水稻阶州，

番茄国，高梁国，棉花t和 ，小麦[a’侧，烟草图，玉米即侧等。我国目前推广面

积最大的转基因抗虫棉就是用花粉管通道法培育出来的。
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2。5利用花粉管通道法进行红麻抗虫转基因

    外源基因在转基因植物中遗传和表达的稳定性，直接关系到转基因材料的应

用前景。一般来说，无论采用哪种遗传转化方法获得的转基因植物，整合到植物

基因组中的外源基因与常规杂交育种转育目标基因一样，能稳定地通过有性繁殖

过程遗传给后代，并能进行稳定的表达‘对一列，Fearing等t州定量研究了转Bt

(Bac了11us动。厂了ngfensj习基因玉米中毒蛋白的表达量，结果表明CryIA(b)基

因在转基因植株的连续世代之间稳定表达;Maqbo01等『，]]通过wester。bl。t分

析表明。在转cryAc+cryZA+GNA(GalanthusNaviesAgglutinin)三价基因的水稻

中，这3个抗虫基因表现为单个显性基因的遗传方式，一起遗传给下一代并都能

稳定地表达。采用棉铃虫室内生物测定方法对转Bt子命Tl(CowpeaT:ypsin

工nhibior)双价抗虫基因棉花4个连续世代的棉铃虫抗性进行了检测，结果表明4

个世代在棉花的不同生育时期都对棉铃虫具有较高的抗性，且各世代抗性水平相

近，可见该转基因抗虫棉对棉铃虫的抗性能在各世代之。曹德菊等〔叭月2〕也报道了

外源抗除草剂基因导入红麻的有效方法和参数及其分子验证。自2003年起，笔者

利用花粉管通道法将携带有抗虫基因导入到红麻受体，并获得了三个抗虫转基因

株系，T厂T。四个连续世代抗虫基因均能稳定遗传及其表达，为选育高效抗虫红

麻新品种提供科学证据。

2.6花粉管通道法转基因技术评价与发展望

    花粉管通道法的主要原理是授粉后使外源DNA能沿着花粉管渗入，经过珠心

通道进入胚班，转化尚不具备正常细胞壁的卵、合子或早期胚胎细胞。这一技术

原理可以应用于任何开花植物。从这一技术的研究开始一直充满着争论和分歧.

经典的远缘杂交理论认为:只有精卵结合或染色体加倍才算远缘杂交。周光宇教

授等认为，从近代分子生物学水平看，虽然就整体分子而言，亲缘关系愈远的生

物间的染色体和染色体外DNA的结构愈不易亲和，很容易互相排斥，但从局部的

DNA片段来看，两种植物的部分荃因间的结构却可能保持一定的亲和性。因而当

远缘DNA片段在母本DNA复制过程中有可能被重组而使子代出现变异。这种参与杂

交的DNA片段可能带有可亲和远缘物种的结构基因、调控基因、甚至是断裂的无

意义的DNA片段。后两种DNA片段如果整合到母本基因组中，将同样可能影响母本
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基因表达而变异。万文举等网认为外源DNA导入具有双重作用:一是基因转移作

用，二是诱变作用。外源阴A导入可以达到基因转移目的，已经得到了很多的验

证。关于诱变作用，他认为引起突变的物质本身就是遗传物质。外源DNA片段，

甚至是单个或若干个碱基的插入都会引起移码突变。诱变作用具有一种“引发作

用”或“再启动”作用，把在系统中曾经“潜伏”下来的性状又引发出来。并以

细胞核和原生质体穿壁运动是正常现象为依据，认为比细胞核更小的外源DNA片

段更可以穿过细胞壁进入受体细胞中，借助受体细胞中DNA连接酶整合(插入)到

受体细胞中，并随染色体和细胞分裂遗传给子代细胞。

    花粉管通道法已经成为目前转基因的有效方法之一。特别是从育种角度考

虑，它有效的利用了自然生殖过程，简便、快捷。其主要特点有:

      (1) 可直接获得转基因种子，在育种中有独到的优势，因为该方法不需要

组织培养和诱导再生植株，操作方便;

      (2) 适用范围广，可用于任何开花植物，进行任何物种甚至人工合成的基

因转移，尤其适合于难以再生植株的大豆、小麦等粮食作物的遗传转化，这样给

育种工作者带来更多的选择;

      (3)利用整体植株的卵细胞、受精卵或早期胚细胞进行转化，直接获得转

基因植株，因此在鉴定时可直接针对目的性状的表现型来进行，从而可以避免一

般情况下依赖于组织培养，鉴定过程中大量使用抗生素进行筛选的弊端:

    (4)转化速度较快，转化效率可达1%左右;

    (5)育种时间短，变异性状稳定较快，一般筛选到遗传稳定品系只需3一4

代，比常规育种时间缩短二半左右;

    (6)方法简便，不需要复杂昂贵的仪器设备，可在大田、盆栽和温室中操

作，易于掌握;

    (7)转化受体植物花期受限制，操作者对受体开花受精的时间过程必须精

确掌握，使卵细胞能在最佳感受态时接受外源DNA以完成转化，但只要掌握好这

些条件，此法便可适用于多种作物，也可获得高的转化频率;该方法操作的经验

性很强，需要一定的技巧，操作如果不熟练，会影响到转化效率。

    从现代分子水平看，两种远缘植物DNA分子间常含有同源序列部分，特别是

高等植物DNA中存在着大t高度重复序列，很多基础代谢酶系的基因是一样的。
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因此DNA片段之间的杂交重组是有可能的〔121。很多实验证明，原生质体直接吸收

的DNA片段可以整合到核DNA。尽管目前对其整合机理尚未清楚，但能否整合的问

题通过大田的实验证据可以肯定，也就是外源DNA是可以整合到卵细胞核DNA的。

花粉管导入技术有其自身明显的优点，特别是该转化系统利用植物自身的生殖系

统作为载体是得天独厚的长处:

    (1)利用整体植株的卵细胞、受糟卵或早期胚细胞转化DNA，无需细胞、原

生质体等组织培养和诱导再生植株等一整套人工培养过程。

    (2)方法简便，可以在大田、盆栽或温室中进行。

    (3)单胚珠和多胚珠的单双子叶植物均可应用。只需针对具体植物的花器构

造、开花习性和受精过程，采用合适的导入技术。

    (4)育种时间缩短。如棉花和水稻应用这一技术，筛选遗传稳定的品系只需

3一4代时间。这是因为在自花授粉的基础上只有部分外源DNA片段进入受体基因

组，避免了供体基因与受体基因全面重组，因而易于稳定。

    (5)可以任意选择生产上的当家品种进行外源DNA的导入，达到目的性状基

因的转移.可以保留受体的优良性状，无需顾虑体细胞变异的问题。通过这一技

术可以直接获得种子，对其后代的生产价值进行考察，可避免一般生物技术的实

验室研究与大田要求脱节的问题。

    近年来，随着人们对转基因生物安全性的关注，用花粉管通道法转化植物也

要考虑安全性问题，防止对环境造成污染，发掘新的高抗荃因，实现导入的外源

基因高效、多用途表达.随着研究的深入，花粉管通道法的技术体系和相关理论

将更加完替，一定会为植物转荃因育种工作做出更大贡献。

2.7转基因植物的检测与检验

    进行转基因后，外源基因是否进入植物细胞，进入植物细胞的外源基因是否

整合到植物染色体上，整合的方式如何，整合到染色体上的外源基因是否表达，

这一系列的问题仍需要回答，只有获得充分的证据后才可以认定被检的材料是转

基因的。

    根据国内外十几年的研究，目前认为转荃因植物的证据应有以下几点:(1)

要有严格的对照(包括阳性和阴性对照);(2) 转化当代要提供外源基因整合
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方式和表达的分子生物学证据，物理数据(Southern杂交，Northern杂交，western

杂交等)与表型数据 (酶活性分析或者其他);(3) 提供外源基因控制的表型

证据 (如抗虫、抗病等); (4) 根据该植物的繁殖方式 (有性繁殖还是无性繁

殖)提供遗传证据。有性繁殖作物需要有目的基因控制的表型性状传递给后代的

证据，无性繁殖作物有繁殖一代的稳定遗传证据。

    为获得真正的转基因植株，进行基因转化后的第一步工作筛选转化细胞。在

含有选择压力的培养基上诱导转化细胞分化，形成转化芽，再诱导芽生长、生根，

形成转化植株。第二步对转化的植株进行分子生物学鉴定，通过SQuther。杂交证

明外源塞因再植物染色体的整合，通过原位杂交可确定外源基因在植物染色体上

的整合位点。通过Northern杂交可以证明外源基因在植物中是否正常转录，生成

特异的印RNA。通过Wes七ern杂交可以证明外源基因在植物细胞内转录及翻译成功，

生成特异的蛋白质。第三步则是进行性状鉴定及外源基因的表达调控研究。转基

因植物应具有外源基因编码的特异蛋白质影响代谢而产生的该植物原不具备的

经济性状，这样才能达到基因转化的目的。最后是遗传学分析，并获得转基因植

物品种，应用于生产.

    从检测的外源基因功能上看可分为报告基因检测及目的基因检测。外源基因

是泛指转化进入植物细胞内的非内原性的基因。有的外源基因比较简单，只是一

个标记基因，有的外源基因较为复杂，是由标记基因、目的基因及报告基因构成

的嵌合体基因，嵌合基因的构成是为了解决转化目的基因之后的筛选问题及检测

问题，当转化的目的基因无直接筛选及直接检测性质时，人们将能够提供直接筛

选性质的标记荃因及能提祺易检测性质的报告基因与目的基因嵌合，通过检测报

告基因的表达来间接了解目的基因的转化情况，所以报告基因在检测外源基因转

化上，尤其是在研究基因表达调控上具有重要的作用「JzJ。

    一般说来，检测外源基因是否转化成功，首先对报告基因进行检测，必要时

再进行目的墓因的检测，检测目的基因需要采取分子杂交方法。检测报告基因可

以简单的生化或免疫学方法。

    近年来，生物技术发展迅速，转基因植物尤其是转基因作物日益增多，其检

测方而的研究也相应取得长足进展，但仍不能满足检测和监测的需要。目前，·转

荃因植物的检测方法主要有两大类，一是外源基因整合的检测，主要有PCR法、
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5outhern杂交(包括基因芯片)法:一是外源基因表达的检测，即外源基因转录的

检测，主要有Northern杂交和 RT一PCR检测;以及外源基因表达蛋白的检测。主

要有ELIsA法(包括试纸条检测)，western杂交及生物学活性检测t村一钧。

2，7.1蛋白质检测

理，

  (1)

将外源结构基因表达的蛋白质制备出抗血清

由是否产生特殊反应来判断是否含有此蛋白

，根据抗原抗体特异性结合的原

[46.月.]

ELISA检测

ELISA为酶联免疫吸附法(en:yme一linkedi二 nosorbentassay)的简称，

是抗原抗体的免疫反应和酶的高效催化反应有机的结合，有两个特点:一是抗原

抗体免疫反应在固体表面进行;二是用酶作为标记物进行蛋白质测定。转基因作

物表达的蛋白的抗体与被检测样品中的转基因蛋白结合，再结合酶标抗体或酶标

抗抗体，加入底物后通过酶促反应形成有色物质，根据颜色的深浅或酶联仪检测

的结果判断是否为阳性.ELISA方法有直接法、间接法和双抗夹心法，使用较

多的是双抗夹心法，其灵敏度最高。一般地，EL工SA 为定性检测，但若做出已

知转基因成分浓度与OD值的标准曲线，也可根据标准曲线由未知样品的OD 值来

确定此样品转基因成分的含量，达到半定量测定。

    ELISA具备了酶反应的高灵敏度和抗原抗体反应的特异性，具有简便、快速，

费用低等特点。但易出现本底过高的问题，缺乏标准化，使用同一方法，若在

操作方法上出现的某些差异，如保温时间的长短，洗涤方法不同等都会引起实验

效果的不同。只能检测未加工产品，而且只能检测有限种类的转基因生物。直接

法和双抗夹心法都要制备特异的酶标抗体，制备方法较繁琐，且一种酶标抗体只

能检测一种蛋白，而适用于间接法的酶标抗抗体己有商品出售。一种转基因蛋白

的检测试剂盒是否能在表达相同外源蛋白的不同植物之间通用还要进行试验「刘。

  (2)试纸条检测

    与EL巧A相比，试纸条检测蛋白也是根据抗原抗体特异性结合的原理，不同

之处之一是以硝化纤维代替聚苯乙烯反应板为固相载体。对外源蛋白特异结合的

抗体上联结了显色剂，被固定在试纸条内，当试纸条一端被放入含有外源蛋白的

植物组织提取液中，另一端吸水垫的毛细管作用使提取液向上流动， 当特异抗
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体与外源蛋白相结合时，呈现颜色反应。试纸条上含有2个“捕获”区域:1个

“捕获”结合外源蛋白的抗体蛋白复合物，另1个“捕获”显色剂。当所形成的

夹心复合物及未反应的显色剂被试纸条上的相应“捕获”区捕获时，这些捕获区

显红色区带。当在试纸条上只显示1条区带(质控线)时，为阴性结果，表明不含

有被检测的转基因蛋白，而当显示2条带时则为阳性结果时则表明含有被检测的

转基因蛋白。

    试纸条方法是一种快速简便的定性检测方法，将试纸条放在待测样品抽提物

中，5一10min就可得出结果，不需要特殊仪器和熟练技能。但一种试纸条只能

检测一种蛋白质，且只能检测有无存在外源蛋白而不能区分具体的转基因品种。

    在基因工程研究中， 总是要检测外源基因是否能表达， 即转录的mRNA 能

否翻译出特异蛋白质，外源基因表达产物若是酶，可测定该酶活性，若表达产物

不具酶活性，就要采用免疫学方法检测，一般采用Wes七ern杂交。转化的外源基

因正常表达时，转基因植株细胞中含有一定量的目的蛋白。从植物细胞中提取总

蛋白，将蛋白质样品溶解于含去污剂和还原剂的溶液中，经SDS聚丙烯酞胺凝

腔电泳使蛋白质按分子大小分离，将分离的各蛋白质条带原位转移到固相膜(硝

酸纤维素膜或尼龙膜)上，膜在高浓度的蛋白质(如牛血清白蛋白)溶液中温浴，

以封闭非特异性位点。随后步骤同ELISA 间接法，即加入目的蛋白的特异性抗体

(一抗)，印迹上的目的蛋白(抗原)与一抗结合后，再加入能与一抗专一结合的酶

标记二抗，最后通过二抗上标记化合物的性质进行检出。根据检出结果，可得知

被检植物细胞内目的蛋白表达与否、浓度大小、及大致的分子量。程英豪等ts]1

以黄瓜花叶病毒(cuc皿be子mosai。virus，c脚)外壳蛋白(coatprotein，cP)单

克隆抗体，采用western杂交检测转CMVCP基因的番茄中外源基因的表达情况，

结果表明，在16株具有戌R扩增产物的转基因植株中有11株表达出CMvCP。

    western杂交是植物基因工程中检测外源基因是否表达出蛋白质的权威方

法，将蛋白质的电泳、印迹、免疫测定融为一体，具有很高的灵敏性，可以从植

物细胞总蛋白中检出SOng 的特异蛋白质，若是提纯的蛋白质，可检出1一sng。

但其操作较繁琐，费用较高，不适于口岸快速、大量样品的检测。植物病毒检测

方法之一为斑点免疫吸附法，与Western杂交相比所不同的只是蛋白质样品不经

过凝胶电泳，而是直接点在膜上，此方法很适合于大量样品的检测，是否也适用
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于转基因产品蛋白质的检测有待试验圈。

  (3)免疫PCR

    ELISA是以酶反应检测抗原抗体反应，而免疫PCR(聚合酶链式反应，

PolymeraseChai。Reaction)是用PcR检测免疫学反应。咫R循环反应使极少量

的DNA的特定片断，在短短几小时内扩增上百万倍。免疫PCR是将一段己知序列

的DNA片段标记到抗原抗体复合物上，再用PCR方法将这段DNA扩增，然后用常规

方法检测PCR产物，特异性PCR产物的存在表明有该DNA片段标记的抗体所针对的

特异性抗原存在。因此免疫PCR即为DNA标记免疫测定技术。由于PCR 具有强大的

扩增能力，因此比常规的免疫学方法，如ELISA的灵敏度提高好几个数量级。

    免疫PCR技术尚处于科研阶段，目前还没有商品试剂盒供应。但免疫PCR 在

信号测定上无需特殊的仪器设备，且检测灵敏度高，随着基因扩增技术的发展和

标准化，免疫PcR技术在各领域的应用将成为现实。

2.7.Z DNA检测

    蛋白质检测对于含不表达的、或表达量低得不可测的目的基因的转基因产品

以及深加工产品无法检测，而DNA 检测适用的范围要相对广得多，其准确性也高

些，故口岸的实际检测中经常采用DNA检测，包括定性检测和定量检测PCR 是一

种DNA体外扩增技术，其特异性是有人工合成的引物决定的。利用PCR 检测整合

在植株基因组中的外源基因时要以被检植株DNA为模板，以外源基因5’序列及

3’端互补序列为引物进行扩增，然后用琼脂糖凝胶电泳分离扩增产物，若可得

到特异性的扩增条带，则表明被检植株基因组DNA中含有外源基因，否则即为阴

性结果。植物荃因工程中多以PCR检测外源目的基因来判断被转化的基因是否整

合到植物基因组中，而口岸检测一般是用PCR检测转基因产品中普遍存在的启动

子、终止子、标记基因等。

    PCR是一种快速、灵敏的检测方法，用于转基因的检测时，要求引物特异性

高，必要时应设计一对分析内源性基因组DNA的引物作阳性对照

可靠性。定性PCR能检测所有种类CMO，且能检测深加工产品。

[，以监测体系的

但成本高，要求

待分析的基因组DN人样品尽可能纯化，否则会干扰本反应，降低检测的灵敏度和

重复性。用于大批量检测时，费用较昂贵，需要昂贵的仪器，易受实验环境人员

素质、试剂质t等影响，从而影响了该方法的特异性、灵敏性。
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(1)复合PCR

    近年来，复合PCR(Multiplex PCR，MPCR)技术得到了较广泛的应用，在

细菌检测、病毒检测中应用已有报道。MPCR即是在同一反应管中含有一对以上

引物，可以同时针对几个靶序列进行检测的PCR技术，模板可以为单一的也可以

是几种不同的。各类PCR成功的关键在于设计出合适的引物。引物长度相同，GC

碱基含量相同，而且G和C碱基在引物序列中分布相近，最适退火温度就会非常接

近，它们的反应条件应该是相近的。引物浓度也是认PcR 成功的关键参数，只有

调整好各引物的浓度，才能使各扩增片段能同时得到均一的扩增。在进行MPCR

时，各片段的扩增条件不一样时，根据MPCR反应总是以较小片段优先扩增的原则

进行，因此在选择扩增条件时尽量选择有利于较大片段的扩增条件。在优化MPCR

反应条件时，如果要优化的因素较多，可考虑采用正交设计法筛选出最佳组合。

正交设计法在农业上已较常用，当完全组合的数目众多时，按一套编好的正交表，

选出代表性很强的少数几个条件做试验，找出较好的条件。这种方法与按常规组

合来安排试验的方法相比，大大减少试验组数，缩短试验时间。

    MPCR是针对多个靶位点进行同时检测，其检测结果较之普通PCR 更为可信。

MPCR在一个反应体系中同时检测多个片段，简化了手续，节约了昂贵的试剂。在

口岸检测中，应加强开展MPCR在转荃因产品检测中的应用研究，并实现方法的标

准化“2]。
(2)PCR一ELISA

    传统的PcR产物分析手段为琼脂糖凝胶电泳法，它只能粗略判断产物的大

小，并不能鉴别产物特异性，因此造成了传统PCR检测易产生非特异性，假阳性

多等缺点。新近发展起来的PCR--EL工SA是用免疫学方法检测PcR产物，将PCR的高

效性和EL工sA 的高特异性结合在一起的方法，比常规用电泳方法检测PCR 产物要

准确、简便、省时，可同时处理大量样品，便于自动化。

    PC卜ELISA和传统PCR相比，增加了一个杂交检测步骤，通过特异寡核昔酸探

针和PCR产物杂交来检测PcR 产物的特异性，用酶联反应来放大信号，从而提高

了检测的准确性和灵敏度及可机械操作程度，和传统的PcR、ELISA相比灵敏度

大大提高了。PCR一EL工SA所需仪器简单，易于操作，杂交检测可自动化，适于大

批样品检测。包被管可长时间保存，用时不需临时包被，是适合推广的一种转基
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因产品检测方法侧。

(3)PCR一een6SCan

    Genescan是一种用途广泛的DNA 片段分析技术，是将荧光标记的ONA 片段，

如PCR产物，在DNA遗传分析仪上进行大小、数量分析检测的过程，也即PCR 扩

增反应后，用Genescan扫描替代琼脂糖凝胶电泳来检测PCR产物。PCR一Genescan

和传统的咒R相比，是在正常PcR反应体系中加入荧光标记的单核昔酸进行扩增，

扩增产物带有了荧光标记。覃文等阁用此方法检测转基因大豆和转基因玉米中的

CaMV35S启动子、NOS 终止子和抗除草剂(草甘磷)和抗虫(Bt)4种转基因成分。

结果显示，本方法比传统的PCR一琼脂糖凝胶电泳法灵敏度高，重现性好，结果易

判断，为分析检测转基因产品提供了一个实用、灵敏的方法〔洲。

  (4)荧光定量PCR

    荧光定量PCR用产生荧光信号的指示剂显示扩增产物的量，通过荧光燃料嵌

入双链DNA，或双重标记的序列特异性荧光探针或能量信号转移探针等方法获得

荧光信号，大大地提高了检测的灵敏度、特异性和精确性，动态实时连续荧光检

测免除了标本和产物的污染，且无复杂的产物后续处理过程，高效、快速，对未

加工、加工和混合的样品都可检测.缺点是需要购买价格昂贵的专门仪器，较难

推广。

    ELIsA、PC卜ELISA等方法只能达到半定量的目的，但许多国家对转基因产品

实行的标识制度都规定了转基因成分含量的上限，如欧盟是1%，日本和韩国为

5%，就必须对转基因产品进行定量测定。定量PcR按其出现先后可分为以下几种:

① 终点稀释法，属非竟争性外参照定量PCR方法;②竟争性定量PcR:③荧光定

量PCR’川。

  (5)Southern杂交

    核酸杂交技术是用一已知DNA或RNA 片段(探针)来检测样品中未知核昔酸

顺序，外源基因同探针同源，凡含有外源基因序列的片段都可以发生杂交，形成

带标记的特异性杂交体，最后根据探针的标记性质进行检测。Southern杂交具有

灵敏性高(可检出10一129，即lpgDNA样品)，特异性强(可鉴别出20个碱基对左右

的同源序列)特点，是当前鉴定外源葵因整合的权威方法。
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    核酸分子杂交的具体方法有多种。印迹杂交是一种将核酸凝胶电泳、印迹技

术、分子杂交融为一体的方法。被检的DNA分子用特定的限制内切酶消化成若干

片段，经琼脂糖凝胶电泳分离后原位转移到固相膜(硝酸纤维素膜或尼龙膜)上，

后与探针杂交.当外源基因与内源基因组DNA有较高同源性时，仍可选用此方法，

但此方法对样品的质量和纯度要求较高，操作烦琐，费用也较高。未经纯化的样

品杂交效果不理想，另外需要的样品量较大(5一15LgDNA)。在待测样品比较少或

样品中转荃因成分含量低时可利用PCR一Southern杂交。SQuthern杂交有时也用

来验证PCR产物的非假阳性。斑点杂交是将核酸样品直接点到膜上，而不经过酶

消化、电泳及印迹过程。若把被检样品稀释成不同浓度，点在同一张膜上，同时

杂交，通过比较杂交斑点的大小和深浅，可以获得半定量的结果。当目的基因与

内源基因组DNA 无同源性时可用斑点杂交。Southern 点杂交对样品纯度要求低，

快速、简便、经济，尤其对于大批样品的粗筛颇具优越性，应作为首选方法，缺

点是易出现假阳性。

  (6)基因芯片

    基因芯片原理最初是由核酸的分子杂交衍生而来的， 即应用己知序列的核

酸探针对未知序列的核酸序列进行杂交检测。洲A芯片是利用原位合成法或将已

合成好的一系列寡核昔酸以预先设定的排列方式固定在固相支持介质表面(硅

片、玻片、尼龙膜等)，形成高密度的寡核昔酸(ODNs)的阵列，样品与探针杂交

后，由特殊的装置检出信号，并由计算机进行分析、综合。国内外一些公司(如

百奥生物信息科技有限公司)己生产了转基因产品检测基因芯片，用于检测转

基因工程中常用的启动子、终止子、筛选基因、报告基因以及常见的目标基因(如

抗虫、耐除草剂基因)。利用芯片技术，具有所需样品的用量极少，自动化程度

高，被测目标DNA 密度高的优点，但目前基因芯片在实际检测中应用并不普遍，

主要受一些因素的限制，如需要昂贵的检测杂交微弱信号的装置，芯片的制作成

本高则使用的成本也较高，需要具有对杂交信号及相关信息、数据的大规模处理

和分析的能力网。
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3材料和方法

3.1供试材料及来源

(1)红麻材料:福建农林大学育成的高产、优质、抗逆红麻优良新品种福红2

号，福红951，福红952，福红952一2，991，992等品种为受体材料。

(2)B顺粒:带有B噬因的PCAMB工A3300质粒由复旦大学生命科学学院遗传工程

重点实验室构建并提供。

(3) 酶和PcR引物:购自上海生工生物工程技术服务有限公司。

PCR引物:BTF:5‘一ATG GAC AACCCAAACATC一3

                BTR:

地高辛试剂盒DIG

5一TAGAAT GAC CCCAGA CAC一3

DNALabelingKit(Roche)进行 DIG一dUTP标记

图1供试质粒图谱

FiglP3300一BtPlasmid

3.2方法

3.2.1质粒提取所需药品

LB培养基(IL)

  胰蛋白陈 109

  酵母提取液59

  NaCllog

注:配制儿培养基需加950ml蒸馏水，加上述3种药品

用smol/LNa0H调pH到70，加入蒸馏水至IL，121

，摇动容器至溶质完全溶解。

3℃高压蒸汽灭菌20min。
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STE:

0.lmol/LNaCI

10m们nol/LTri州CI(PHS.0)

1111刀101/LEDI’A

溶液 1:

    50mm 。垅 葡萄糖

    50〔n刀noljLTris·HCI(PHS.0)

      10们n们nol几 ED尸FA

溶液n:

            0.Zmol几 Na0H

              1%SDS

注:溶液n需新鲜配置

溶液In:

        smol/LKAC60ml

冰醋酸 11.sml

水 28.5而

TE:印HS.0)

10rnrO0比Tris·HCI印HS·0)

lrn刃nol几 EDTA

氛仿/异戊醇:24:1

无水乙醇 ”

RN出eA

322质粒0以的小t制备操作步骤[S6侧

1) 将细菌沉淀悬浮于100 冰预冷的溶液1中，强烈振荡混匀;

2) 加入Zoopl溶液n，盖紧管盖颠倒1.5ml离心管5次以混合内容物，轻

    轻振荡，放置冰上4min(根据不同菌株可适当缩短);

3)加入 150“1

    smin:

4)12000r厄in，

溶液m，可以将管盖朝下温和振荡 1阮in，于冰上放置3~

4℃下离心smin，取上清液移至另一个1.5耐 离心管中:
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  5) 加入等体积的氛仿/异戊醇(24:1)，振荡混匀，1200Or/min，4℃下离心

      Zmin，取上清液移至另一个1.sml 离心管中:

    6)加入2倍体积的乙醇室温(18一20℃)振荡混匀，室温下放置smin，不要在

      一20℃沉淀，否则有过多的盐析出;

    7)12000r加in，4℃下离心smln;

    8)弃上清液，加入1o170%4，C乙醉振荡漂洗沉淀，12000r/min，4℃下离

        心3min:

  9) 弃上清液，用消毒的滤纸条小心吸净管壁上的乙醇，将管倒置放在滤纸

      上，室温蒸发痕量的乙醉10一15min，或者真空抽干乙醇Zmin:

    10)加入50卜1的TE(pHS.0)(含无DNA酶的RNaseA20陀/ml)，65℃水浴

        lh溶解DNA，短暂振荡后可进行内切酶酶切实验或者一20℃贮存。

3.2.3质粒。NA的大量制备操作步骤【“侧

    取单菌落接种到适当的抗生素的25耐LB培养基中，37℃振荡(22Or/min)

培养过夜，直到OD。为0.6以上，在取5ml至10mlLB培养基中培养至0氏。、0.6，

取24ml对数后期培养物 (OD，=0.6) 接种到500m1LB培养基 (含抗生素卡那

霉素)中，37℃振荡培养2.sh左右，至0偏、0.4，容器最好选用ZL的三角瓶。

剩下的1耐细菌培养物可以快速提取质粒，以确定菌落中质粒是否正确。

将细菌培养物倒入SOml离心管中，4000r/min，4℃下离心15min;

弃上清液，倒置离心管在滤纸上，让培养基流净，或者再次轻微离心后用

移液枪吸出培养基;

将细菌培养物悬浮于 100ml冰预冷的 STE 中，是菌体散开悬浮，

4000r/min，4℃下离心15而示

将收集的菌液用10ml的溶液1中悬浮，再移至50ml离心管中;

加入 lml 用 10 加m01/L Tris·HCI(州 8.0)新鲜配置的溶菌酶溶液 (10

mg/m1)混匀;

加入新鲜配置的溶液n20 ml，盖紧管盖颠倒1.sml离心管5一7次以混合

内容物，不要强烈振荡，放置冰上腼in(根据不同菌株可适当缩短);

加入1俪1溶液111，可以将管盖朝下温和振荡10min，冰上放置10耐n:在

此步中可以看到白色的沉淀物为细菌染色体DNA、大分子量的RNA、钾盐。
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      蛋白质，细胞膜等混合物;

  8)12000r/Jnin，4℃下离心smin，取上清液移至另一个1.5ml离心管中:

  9)将上清液通过四层纱布过滤到另一个50ml的离心管中，加入0.6倍体积的

    异丙醇混匀，室温放置1枷in;

  10) 12000r/min，室温下离心10min，4℃离心将导致大部分的盐析出混入沉

    淀;

  11) 弃上清液，加入10ml70%(4℃)乙醇振荡漂洗沉淀，12000r/mi。，4，C下

    离心俪附-

  12) 弃上清液，用消毒的滤纸条小心吸净管壁上的乙醇，将管倒置放在滤纸

    上，室温蒸发痕量的乙醇10~15min，或者真空抽干乙醇Zmi。;

  13) 加入50“1的TE(pHS.0)(含无DNA酶的RNaseA20林9/。1)，65℃

    水浴lh溶解DNA，短暂振荡smin后可进行内切酶酶切试验或者一20℃贮存

      备用。

3.2.4田间实验设计

(1)Bt抗虫墓因导入红麻子房实验

    2001年春季分别采用子房注射法和柱头滴加法进行Bt基因(p330o一Bt质粒)

导入的研究。

    子房注射法:参考周光宇的方法，子房注射法是在开花(即授粉24小时后)，

用微t注射器从幼铃顶部纵轴向下插入胎座0.scm处，将外源DNA注入。

    柱头滴加法:即选择受体花朵去雄套袋，待开花时用自身株的花粉授粉，

3腼in后，在每一处理的柱头滴加DNA溶液5协1和10pl，然后套袋，挂牌。

    上述实验设定了不同的技术参数，注入浓度分别为SOpg/ml，10opg/ml，

150协9/m1，200，9加1;注射剂量分别为:5协1，10pl，15pl，20协1，同时

设对照处理，以0.lxssC注入红麻子房和滴加到红麻柱头。

  (2)田间杭虫性鉴定

    2002年在海南冬季种植红麻六个品种的外源基因导入受体，即福红952(红)，

福红951，福红2号，福红952(绿)，991，992，规划好种植用地，同时设对照品

种。2003年春季，利用花粉管通道法将已提取制备好的含抗虫基因(凡)导入红

麻受体，收获其几代的种子，共有470个红麻果(见表4)。2003年5月，将这些TO
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代的种子带回福建农林大学育种基地种植观察抗虫性状表现，2003年11月选择表

现抗虫特性的97份植株到海南加代繁殖，2004年4月经海南的田间高密度虫自然

鉴定和筛选，并观察虫为害的程度，选择了三个田间抗虫特性的红麻株系，做好

统计和记录;将在海南抗虫性田间选择的抗性植株在福建农林大学育种基地进一

步种植，2004年6一10月，进一步观察田间抗虫性状的表现，以表现抗虫特性的植

株进行总DNA提取作为分子鉴定。

  (3)室内虫口喂养鉴定

    2004年春季对97份株系中选明显具有抗虫特性的三个株系在福建农林大学

校内进行虫口喂养鉴定，作为对田间抗虫性的验证，即取田间叶片上的低龄幼虫，

分别以在田间表现抗虫特性的转基因品系叶片和未做抗虫转基因处理的红麻对

照品种叶片做对照实验，连续两周观察害虫喂养后产生的生理变化。

3.3

3.3

红麻总DNA提取及PCR检测

1提取缓冲液

100血MTris.HCI

14M NaCI

  EDI’A

    加蒸馏水至soonil，

15%CTAB

    CTAB粉末

  加蒸馏轰豁即户1，

(50ml lMTris(PH=80))

(40·908gNaCI)

(20ml0.SMEDTA(PH=8.0))

  高压灭菌

、159

高压灭菌，

TE

      10IDM

      lmM

氛仿屏戊醇

75%乙醇

10mg/mIRN

Tris.HCI口H=8.0)

EDTA口H二8.0)

:24:1

田记A
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3、3.2用CTAB法提取红麻总DNA步骤陈”，肠一侧

1) 采集红麻苗期幼嫩叶片，称取6~了9;注意叶片不能有水珠，否则影响研磨

    效果:

2) 倒入足量的液氮一次性研磨成粉末，迅速装入 50ml 离心管，先加入 150~

    30Oplp一疏基乙醇，再加入15ml提取缓冲液混匀，可先放入4℃冰箱中，

    直到研磨完所有的样品，此步要保证研磨的叶片粉末不要融化;

3)加入2.sml在65℃下预热的IS%CTAB，轻轻混匀，在65℃水浴30oin，冷

    却至室温;

4) 加入等体积的抓仿/异戊醉(24:1)，温和上下颠倒离心管20一30次，sooor伽

    离心1腼in或者4000rpm离心2俪in，此步要充分离心，否则杂质太多;

5) 取上清液，转入新的离心管，并加等体积的氯仿/异戊醇(24:1)，重抽提1次，

    取上清液，加等体积的冰冷无水乙醉，温和颠倒3一5次，直至絮状沉淀集

    结，在冰上或者室温静置05一lh(或在一20℃冰箱中20min，或在一80℃冰箱

    中lomin);

6) 钩出DNA沉淀，转入1.5ml离心管中，用70%乙醇漂洗2次;

7) 在超净工作台吹干后加 500p1T韶:。(含 1腼9/耐 Rasa)，65℃水浴溶解

    20min(或过夜):

8) 加等体积的抓仿/异戊醇 (24:1)，温和上下颠倒离心管30一50 次，4℃，

    12000rPm，IOmin，取上清液，加2倍体积的冰冷无水乙醇，静置5oin，沉

    淀DNA:4℃，8D00r卿，smin，弃上清液;

用70%乙醉漂洗DNA沉淀2一3次，超净工作台风千，溶于TE中，于一20℃冰箱中保存.

333转基因红麻PCR检测〔，，，

    以四个世代的基因组DNA为模板，将带有Bt基因的邮AMBIA3300质粒为对

照，基因的引物代R引物:BTF:5’一TG GAC从C从CC以 从CATC一3’

                            BTR:5’一T加 AATCAGGACCCCAGACAC一3’

    PCR扩增目的条带反应条件:95℃预变性5耐n，94℃变性细in，55℃退火

lmin，72℃延伸Zmin30s，循环35次;72℃继续延伸10分钟。扩增结果用1.0%

的琼脂糖凝胶电源检测，于凝胶成像系统拍照.
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3.3.4转基因红麻ISSR检测【‘，‘，

(1) 药品配，

    PcR扩增loxPcRBu价r(MgZ+):

    100111五4Tris·HCI(PH=8.0) 10ml lMTris.HCI(PH80)

    S00mMKC1 3.7275g KCI

    15111五4 MgC1 0·30495g MgCI

    0.8% NonidetP40 0.sm1 Nonld以P40

    加双蒸水至100ml，高压灭菌

(2)工SSR实验程序:由于工SSR引物长度一般在巧一24bp，反应退火温度高

引物一模板复合物比较稳定，扩增时很少出现由于随机因素造成反应不稳定的情

况。

(3)ISSR反应体系

                在冰上建立PCR反应体系:

                    10xBuffer汉了‘) 2.5闪

                      DntP O.375林1

                    ISSR弓1物 3时

                    T明酶 0.3卜1

                    模板DNA 4网

                        dd比0 14825闪

反应体积为25以，反应混合物加30闪石蜡油搜盖，以防止反应过程中液体蒸发。

其中ISSR引物为825:5飞一ACACACACACACACACT一3’

(4)ISSR反应程序

    反应程序为:94℃预变性5而n;94℃变性455，54℃退火lmin30s，72℃

延伸1而n30s，41个循环;72℃延伸7min。

(5)斑丙场睡胶电泳检测

30%聚丙烯酞胺 5.4而 (290克丙烯酞胺+l5克双丙烯酞胺，695ml水)

lxTBE ZI.4园

10%过硫酸按 200川

TEMED 14一20闪

总体积27ml
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  (6)操作步翻

    可采用玻璃棒引流，插入梳子，用夹子夹紧。 大约1小时后可以上样，采

用的是40%蔗糖的上样缓冲液。电泳缓冲液为lxTBE，电泳电压3OOV，时间2.5

小时。 电泳结束后，取下胶筐，去掉琼脂糖，从低部缝隙处敲开玻璃板，用刀

片沿打磨玻璃条划一次，反转后，在底角处将凝胶剥离，利用自身重力从玻板上

分离。同时注意保留记号，以便区分。

    银染: (一次可3一4块胶)

    固定:在小盘中(略微大于胶的面积)，加10%的酒精10Oml，再加500pl

的冰醋酸。摇匀，加入凝胶，摇动，3一smin;

    染色:加入lml的20%硝酸银，摇动，5一smin

洗涤:倒去废液，蒸馏水清洗 2一3次，约 lm如 (时间过长，带淡而不清晰，过

短，可能背景深)

    显影:加入10腼13%的氢氧化钠和soopl甲醛，震荡，平行摇动至条带清

晰。洗涤 :自来水冲洗。

    注意事项:

(1)丙烯酞胺为粉剂，具有神经性毒性，称量时要防止吸入，同时可通过皮肤

吸收. (2) 硝酸银和皮肤接触后会形成黑点，使用时要注意防止污染天平，工

作台，衣服，皮肤等。 (3) 过硫酸钱最好为新鲜的，不宜超过两星期，否则条

带分散，不清晰。

3.4转基因红麻的Southern杂交

    提取并纯化经代R检测为阳性的转基因红麻的基因组，经EooR I酶切后琼

脂糖电泳，用DNA变性条件处理后固定于膜上，按J.萨姆布鲁克等的方法进行

预杂交、杂交、漂洗.酶切产物以电压SV/cm经1.0%琼脂糖凝胶电泳分离，_澳

酚蓝到达琼脂糖凝胶边沿Icm处停止电泳。然后用常规方法在摇床上处理电泳胶

变性液(1.smol几NaCL，0.smol/LNa0H)变性40min，去离子水冲洗两遍，中和

液(1。俪1/LNacl，0.smol/LTris一Hcl)PH7.5)中和40min，去离子水冲洗两

遍，最后毛细管转膜法利用20xSSc将DNA 印迹到HybondN+尼龙膜上，转膜

10一12h后将膜在6xSSC中浸泡smin，超净工作台吹千，80℃胶联Zh〔，，一，‘，。
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    杂交与检测按DIGLuminescentDetectionKit(Roche)进行。Bt探针取自

经引物组合:BTF:5’一ATGGAcAACAACccAAACATC一3’，BTR:5一TAGAATCAG

GACCCCAGACAC一3。检测转基因红麻，获得680bp片段回收，按照DIGDNALabeling

Kit (Roche)进行DIG一dUTP标记。

一30-
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5讨论

5.1花粉管通道法对红麻进行转基因方法

    目前对花粉管通道法的转化机理尚存在疑点，其操作过程还具有一定的盲目

性，因此针对不同作物采用合适的转化条件很重要。大量研究表明，有众多因素

会影响花粉管通道法的转化效果‘阳一7的。首先是外源DNA的导入时期，如水稻一般

在授粉后1一3小时用外源例A处理柱头;棉花一般在授粉24小时后注入外源DNA。

红麻一般也是24小时;其次应根据受体植物的花器结构和受精时间采取合适的

方法，如棉花为多胚珠大子房，可采用注射ONA或切断授粉后的花柱滴加DNA的

方法:而小麦、水稻为单胚珠小子房，采用授粉后切断花柱滴加DNA的方法也许

比较合适。此外，外源ONA的片段大小、纯度、状态和外源DNA溶液浓度等也会

影响花粉管通道法的转化效果。一般情况下，外源DNA片段大小应保证带有完整

的基因又不影响进入受体细胞:应该采用天然状态和纯化处理的外源DNA;在配

制外源DNA溶液时应设法降低核酸酶的活力，如利用TE缓冲液等〔侧，就本实验

而言，用常规的方法进行大量提取质粒 DNA，后期经过氯仿/异戊醇纯化，检测

纯度在1.9一2.0之间后用于实验，获得了预期的效果。

5.2花粉管通道法转基因成活率、成株率、转化率提高的对策

    本试验采用柱头滴加法和子房注射法进行转化，两种方法获得的后代结实率

有很大的不同，采用柱头滴加法和子房注射法得到的处理当代结实率分别是

68.8%和51.7%，后代少虫口分别为7.2%和24.5%，从中可以看出，虽然柱头滴

加法对红麻的结实影响较小，但是后代的少虫口却明显比子房注射法少。除了自

然的因素外，可以初步判断采用子房注射法进行花粉管通道法转化效果较好。此

外，由于子房注射时，人员的操作技能很关键，虽然在进行注射是盲目性很大，

但操作时把握好注射部位和用力程度，要尽量不破坏子房，否则很容易导致果实

脱落。

    转化率的提高是转基因工作者的目的。对于红麻来说用花粉管通道法转基因

转化率低的原因众多，如花朵的选择、技术的操作等。在花朵选择上建议选自花
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授粉后24小时左右的花，柱头滴加法转基因时是在人工授粉后3om如左右进行，

在涂抹外源质粒时注意不要滑落。同时还要注意除去进行转基因操作的植株两侧

的非转基因植株。给转化的转基因植株适当的保护以免影响后代的结实率。

5.3关干利用分子标记IsSR分析外源基因的整合原理

    工SSR和RAPD分子标记是以PCR为基础，核心是DNA片断的扩增，其与常规

PCR不同之处在于引物。常规PCR需要两个引物，每个引物分子15一30个核昔酸，

引物序列需要根据待扩增的基因两端的序列设计，因此要进行PCR时，必须知道

待扩增基因两端的序列。而RAPD或IssR分析时，只需要一个引物，长度1obp

·左右，引物序列是随机的，因而可在被检对象无任何分子生物学资料的情况下对

其基因组进行分析。

    外源基因转化后转基因植株基因组DNA与非转化植株基因组DNA在外源基因

的插入部位有明显的不同，当引物适宜时，扩增的条带长短就会不同，所以利用

RAPD或工ssR 分析可以快速对导入的外源基因进行鉴定。如果转化植株有外源基

因插入，则可能会引起植物基因组的重排，这样在一定条件下，用RAPD或工SSR

技术可以检测出对照植株和转化植株咫R产物带型的区别，还可以检测后代植株

间基因组的稳定性及在后代间的分离。

    王秀玲侧等将野生大豆DNA导入小麦，然后用RAPD分析转化的植株，结

果证明了外源总DNA片段可以通过花粉管通道导入受体，引起基因组变异，从分

子水平上直接验证了用花粉管通道导入技术获得了含有大豆基因的小麦株株。

    我们的研究结果也发现，抗虫基因的导入导致了红麻基因组的变异，用ISSR

分析表明 (见图8)，在四个世代的红麻植株中，红麻的基因组发生了变异，从

而导致特异条带的出现.

5.4关于导入的外源基因稳定性问题

    外源基因在受体植株中高频整合和高效表达是转基因运用于植物种质创新

的关键。目前水稻作为模式生物而受到广泛研究，在转基因方面，多数报告指出

「则门，转基因不管是多拷贝还是单拷贝，都以单位点形式整合，在后代中形成3:

1单基因孟德尔方式分离。我们通过PcR和PCR一Southern分析，证明外源基因
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是以多拷贝整合到红麻基因组中。

    外源基因能否在转基因后代中稳定遗传和表达是基因工程技术实用化研究

中人们普通关注的问题.基因沉默现象的发现使很多人对转基因技术实用化研究

产生了迷惑，总怀疑外源基因在后代中得不到稳定的遗传和表达。一般说来，如

果外源基因是单拷贝的容易稳定遗传:然而，将Bt外源基因导入红麻是以三个

拷贝整合并且能够稳定遗传，但田间的抗虫效果有所变化，即抗虫效果有所减弱，

这可能是由于三个拷贝引起的后代分离现象，工SSR分析结果也似乎说明了这一

点，如图8所示，四个样品中，同一个品种的工SSR标记结果表现出不同的条带，

当然，由于红麻常异交植物，也有可能是由于异交导致条带的差异。

    如果要培育一个新品种，还需要进行Northern和westernBlotting实验，

检测外源基因是否沉默和抗虫毒蛋白的表达量等。本实验根据理论与应用相结合

的原则，在田间观察抗虫性的同时选育优良单株，选育的后代不仅具有优良的性

状，同时也获得转基因植株。
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佃足双林大学2以场年硕士论文 红麻Bt鑫因遗传转化及其遗传稳定性研究

                        致 谢

    本文是在导师祁建民研究员的悉心指导下完成的，导师严谨的治学态度、科.

学的创新精神和勤奋的创业精神，以及三年来给予我工作上、学习和生活上的关

心和鼓励，令我终生受益，在此谨向我的导师致以最崇高的敬意和诚挚的感谢。

    感谢唐克轩教授和吴为人教授提供质粒载体。

    特别感谢本课题组的昊为人教授，他们给予我许多宝贵的建议、关心和支持，

使试验得以如期圆满完成;感谢遗传所常规组全体工作人员在学习与生活上的支

持及同级研究生在实验室的互谅互让、互帮互助。

    在实验过程中，得到周元昌教授，林荔辉副教授、方平平副教授、兰涛博士、

黄碧光博士、林光霖老师、赖金文老师、陶爱芬老师，师兄王涛、孙志强、何小

娜等同学的帮助，特此致谢。感谢同学王小飞、梁景霞、阮奇城、张丽丽、刘中

华、郑鹭、张广庆、胡新韬等，帮助完成红麻的种植和部分论文的数据处理工作，

感谢本科生黄舒静同学在田间抗虫观察的友情帮助。

    再次感谢支持本实验的老师、朋友、亲人们和三年朝夕相处的同学，感谢所

有关心和帮助过我的人，正是他们的真诚和关爱，使得本实验得以如期完成。祝

他们永远幸福。
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