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［摘　要］　【目的】为培育高抗逆的作物品种提供科学依据。【方法】以耐盐苜蓿“中苜１号”为外植体，采用根

癌农杆菌（犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊）介导的叶盘法转化苜蓿。【结果】成功构建了含有半胱氨酸蛋白酶基因

犕狊犆犘１和报告基因犌犝犛的植物表达载体ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛，共获得４７株抗性再生植株。经ＰＣＲ和ＲＴＰＣＲ

检测，表明外源基因已成功整合到苜蓿基因组中，并在转录水平得到表达。【结论】初步获得了高抗逆的转基因苜蓿

新品系。
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　　干旱、低温、盐渍等环境因素是影响植物生长和

作物产量的主要非生物胁迫，往往会导致农作物大

面积减产，造成巨大的经济损失。因此，长期以来，

科研工作者不断探索逆境胁迫对植物体内不同生理

生化反应的影响，为揭示逆境胁迫反应的生物学机

制以及培育作物抗逆新品种进行着不懈的努力，但
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由于农作物抗逆境胁迫性状的复杂性，传统育种方

法的应用受到很大限制。近几年，随着基因工程的

迅速发展，为重要农作物的品质和抗逆性状的改良

提供了新途径。

基因工程研究的一个重要目标是改良重要农作

物的品质和抗逆性状，如增强农作物的抗虫、抗病、

抗逆性及提高作物中某些特定蛋白质或氨基酸的含

量等。半胱氨酸蛋白酶（Ｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ，ＣＰ）是

一类重要的蛋白酶家族，具有多种重要的生理功能，

参与植物的各种生理过程，在多种逆境条件下可被

上调以增强植物的适应性。有研究表明，在环境胁

迫（如低温、干旱和盐胁迫）条件下，ＣＰｍＲＮＡ会累

积［１２］，并且在植物某些涉及细胞程序化死亡的发育

阶段中，ＣＰｍＲＮＡ含量也会增加，这表明ＣＰ与植

物细胞程序化死亡有关［３］。ＣＰ也存在于叶绿体和

液泡中，可降解光合作用必需酶１，５二磷酸核酮糖

脱羧／加氧酶（Ｒｕｂｉｓｃｏ）的大亚基，在遭受水分胁迫

而衰老的植物叶片中，ＣＰ负责逆境条件下受损或变

性蛋白的降解［４］。此外，在植物的正常发育过程中，

ＣＰ可动员贮存蛋白，以供植物遭受逆境胁迫时这些

蛋白可降解实现氮素的再利用；在植物特异组织的

形成，如木质部分化和通气组织形成等过程中，也有

ＣＰ的参与。目前，已从许多植物中克隆到编码ＣＰ

的基因［５７］。因此该基因已成为研究逆境胁迫基因

工程的热点，但将半胱氨酸蛋白酶基因转化苜蓿的

研究还未见报道。

本研究构建了半胱氨酸蛋白酶基因（犕狊犆犘１）

的植物表达载体ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛，并将其

转化“中苜１号”紫花苜蓿，获得转基因植株，以期为

创造出高抗逆的种质材料奠定基础，并为进一步培

育高抗逆的作物品种提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　菌株和质粒　大肠杆菌ＤＨ５α菌株由中国

农业科学院北京畜牧兽医研究所牧草研究室保存；

农杆菌ＬＢＡ４４０４菌株由中国农业大学生物学院赵

占军硕士馈赠；质粒ｐＭＤ犆犘由中国农业科学院北

京畜牧兽医研究所牧草研究室保存；质粒ｐＢＩ１２１由

北京市农林科学院李瑞芬博士馈赠；真核表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３９１由中国农业大学生物学院陈珈教授

馈赠。

１．１．２　植物材料　耐盐苜蓿品种“中苜１号”（犕犲犱犻

犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪Ｌ．ｃｖ“ＺｈｏｎｇｍｕＮＯ．１”），由中国农业科

学院北京畜牧兽医研究所牧草研究室提供。

１．１．３　酶和生化试剂　各种限制性内切酶、工具酶

均为宝生物（大连）有限公司产品，氨苄青霉素

（Ａｍｐ）、羧苄青霉素（Ｃａｒｂ）、卡那霉素（Ｋａｎ）和链霉

素（Ｓｔｒ）等抗生素购自Ｓｉｇｍａ公司，植物激素６ＢＡ

和ＩＡＡ 等购自奇华盛生物技术服务有限公司，

ＤＮＡ回收试剂盒均购自上海生工生物技术服务有

限公司。

１．１．４　ＰＣＲ检测引物　ＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ检测引

物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

犌犝犛基因部分片段的检测引物：ＧＵＳＦ：５′ＧＣＡ

ＡＣＴ ＧＧＡ ＣＡＡ ＧＧＣ ＡＣＴ３′，ＧＵＳＲ：５′ＧＡＧ

ＣＧＴＣＧＣＡＧＡＡＣＡＴＴＡＣＡ３′。

犕狊犆犘１基因检测引物：ＣＰＦ：５′ＧＣ ＴＣＴＡＧＡ

ＴＧＡＡＡＧＡＴＧＧＣＡＣＡＧＴＧＧＡＣＧ３′，ＣＰＲ：５′ＣＧ

ＧＧＡＴＣＣ ＧＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＧＡＴＡ３′，ＣＰＦ 和

ＣＰＲ中限制性内切酶犡犫犪Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ的酶切位

点分别用方框标出。引物ＣＰＲ中去掉了终止密码

子，以便于与犌犝犛基因融合。

犕狊犆犘１犌犝犛 片段的检测引物：ＡｎＦ：５′ＣＧ

ＧＧＡＴＣＣ ＴＴＧＧＡＧＴＣＡＧＣＴＴＡＣ３′，ＧＵＳＲ：５′

ＧＡＧＣＧＴＣＧＣＡＧＡＡＣＡＴＴＡＣＡ３′，扩增片段长

度约２ｋｂ。

１．２　苜蓿犕狊犆犘１基因植物表达载体的构建

依据参考文献［８９］的方法构建植物表达载体

ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛，构建过程见图１。

１．２．１　犕狊犆犘１基因片段的制备　以质粒ｐＭＤ犆犘

为模板、ＣＰＦ和ＣＰＲ为引物扩增犕狊犆犘１（退火温度

为５６℃），ＰＣＲ反应程序：变性９５℃３ｍｉｎ；９５℃

３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃５

ｍｉｎ。反应结束后，琼脂糖凝胶电泳检测目的片段，

回收ＰＣＲ产物。回收产物用犡犫犪Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ进

行双酶切，反应体系如下：犕狊犆犘１回收片段１６．０Ｌ，

犡犫犪Ⅰ （１２Ｕ／Ｌ）２．０Ｌ，犅犪犿ＨⅠ （１５Ｕ／Ｌ）２．０Ｌ，

１０×ＫＢｕｆｆｅｒ２．０Ｌ，ｄｄＨ２Ｏ１８．０Ｌ，总体积４０．０

Ｌ。３７℃保温１２ｈ，回收目的片段，－２０℃保存备

用。

１．２．２　ｐＢＩ１２１线性大片段的制备　由于本研究所

选的酶切位点相邻，为保证酶切完全，采用分步单酶

切的方法对质粒ｐＢＩ１２１进行酶切。先用犡犫犪Ⅰ３７

℃酶切回收，再用犅犪犿Ｈ Ⅰ在３０℃酶切。二者的

单酶切体系如下：犡犫犪Ⅰ单酶切体系：ｐＢＩ１２１载体

３．０Ｌ，犡犫犪Ⅰ（１２Ｕ／Ｌ）１．０Ｌ，１０×ＭＢｕｆｆｅｒ２．０Ｌ，
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ＢＳＡ１．０Ｌ，ｄｄＨ２Ｏ１３．０Ｌ，总体积２０．０Ｌ；犅犪犿Ｈ

Ⅰ单酶切体系：ｐＢＩ１２１载体３．０Ｌ，犅犪犿ＨⅠ（１５

Ｕ／Ｌ）１．０Ｌ，１０×ＫＢｕｆｆｅｒ２．０Ｌ，ｄｄＨ２Ｏ１４．０Ｌ，总

体积２０．０Ｌ。回收酶切片段，进行如下连接反应或

－２０℃保存备用。

１．２．３　ｐＢＩ１２１犆犘表达载体的构建　将回收得到

的ｐＢＩ１２１线性大片段与犕狊犆犘１基因片段采用Ｔ４

连接酶进行连接，构建表达载体ｐＢＩ１２１犆犘。将

ｐＢＩ１２１犆犘转化大肠杆菌 ＤＨ５α，采用ＰＣＲ法，用

引物组合ＣＰＦ／ＣＰＲ对犆犘 基因进行检测，扩增方

法同１．２．１，选取阳性单克隆进入下一步。

图１　ｐＣＡＭＢＩＡ１３９１犆犘犌犝犛植物表达载体的构建

Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＡＭＢＩＡ１３９１犆犘犌犝犛

１．２．４　ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛 表达载体的构建

　用 犎犻狀ｄⅢ和 犅犪犿ＨⅠ分别双酶切表达载体

ｐＢＩ１２１犆犘 和质粒ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１，回收ｐＢＩ１２１

犆犘酶切后带有３５Ｓ启动子和 犕狊犆犘１基因片段产

物，与ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１酶切后的线性大片段在 Ｔ４

连接酶的作用下进行连接，构建表达载体ｐＣＡＭＢ

ＬＡ１３９１犆犘犌犝犛，对载体进行酶切鉴定，将连接产

物转化大肠杆菌ＤＨ５α。

１．３　转基因苜蓿的制备

１．３．１　转化根癌农杆菌ＬＢＡ４４０４　提取ｐＣＡＭＢ

ＬＡ１３９１犆犘犌犝犛质粒，采用冻融法转化感受态农

杆菌ＬＢＡ４４０４，涂布于含有头孢霉素（２０ｍｇ／Ｌ）、卡

３４第１２期 康俊梅等：半胱氨酸蛋白酶基因表达载体的构建及转基因苜蓿的初步研究



那霉素（５０ｍｇ／Ｌ）和链霉素（１００ｍｇ／Ｌ）的固体ＬＢ

培养基平皿上，２８℃暗培养４８ｈ。挑取单菌落采用

含有相同抗生素的ＬＢ液体培养基培养，采用ＰＣＲ

法用引物组合ＣＰＦ／ＣＰＲ对犆犘 基因进行检测，阳

性克隆即为含有ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛 的农杆

菌工程菌株。

１．３．２　表达载体向苜蓿的转化　以“中苜１号”苜

蓿的子叶为外植体，采用叶盘法将农杆菌工程菌株

转化苜蓿，不同阶段采用的培养基分别为：基本培养

基：ＵＭ
［１０］＋２ｍｇ／Ｌ２，４二氯苯氧乙酸（２，４Ｄ）＋

０．２５ｍｇ／Ｌ激动素（ＫＴ）；筛选培养基：ＵＭ＋３０

ｍｇ／Ｌ潮霉素（Ｈｙｇ）＋４５０ｍｇ／Ｌ头孢霉素（Ｃｅｆ）；分

化培养基：ＵＭＯ（不含２，４Ｄ和ＫＴ，其他同ＵＭ）＋

３０ｍｇ／ＬＨｙｇ＋４５０ｍｇ／ＬＣｅｆ；生根培养基：ＵＭＯ

＋３０ｍｇ／ＬＨｙｇ＋３００ｍｇ／ＬＣｅｆ。

１．４　转基因苜蓿的检测

１．４．１　转基因苜蓿的ＰＣＲ鉴定　采用ＣＴＡＢ法

提取转基因苜蓿叶片的ＤＮＡ
［１１］，对有潮霉素抗性

的再 生 植 株 进 行 犌犝犛 基 因、犕狊犆犘１ 基 因 和

犕狊犆犘１犌犝犛片段的ＰＣＲ检测，采用的引物分别为

ＧＵＳＦ／ＧＵＳＲ（扩增片段长约７５０ｂｐ），ＣＰＦ／ＣＰＲ

（扩增片段长度为１ｋｂ）和ＡｎＦ／ＧＵＳＲ（扩增片段长

度约２ｋｂ）。ＰＣＲ反应条件为：９５℃３ｍｉｎ；９５℃

３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃５

ｍｉｎ。反应体系：模板 ＤＮＡ２Ｌ，引物分别２Ｌ，

ｄＮＴＰＭｉｘ０．５Ｌ，ＭｇＣｌ２２．５Ｌ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５Ｌ，

犜犪狇酶０．５Ｌ，补充ｄｄＨ２Ｏ至２５Ｌ。

１．４．２　转基因苜蓿的ＲＴＰＣＲ鉴定　采用异硫氢

酸胍法提取ＰＣＲ检测呈阳性的植株总ＲＮＡ
［１１］，并

进行ＲＴＰＣＲ检测，以验证其报告基因犌犝犛在转

录水平上的表达。

２　结果与分析

２．１　中间载体ｐＢＩ１２１犆犘的检测

以ｐＢＩ１２１犆犘表达载体为模板，经ＰＣＲ扩增

可得到含有犕狊犆犘１基因序列（图２Ａ）；用犡犫犪Ⅰ和

犅犪犿ＨⅠ双酶切表达载体ｐＢＩ１２１犆犘，可得到插入

的１ｋｂ左右大小犕狊犆犘１基因全序列（图２Ｂ）。

２．２　表达载体ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛的鉴定

２．２．１　ＰＣＲ 鉴定　以ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛

表达载体为模板，经ＰＣＲ扩增可得到含有 犕狊犆犘１

基因的全序列（图３）。

２．２．２　犎犻狀ｄⅢＩ和犅犪犿Ｈ Ⅰ双酶切鉴定　由图４

可以看出，ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛 质粒经双酶切

后，出现了２条目的带，大小分别约为１３和１ｋｂ，与

预期的结果一致。表明ＭｓＣＰ１基因已经成功插入到

质粒ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１中。进一步测序证明整个阅读

框没有发生移码突变，表明载体构建成功（图４）。

图２　重组表达载体ｐＢＩ１２１犆犘的鉴定结果

Ａ．用引物组合ＣＰＦ／ＣＰＲ对载体ｐＢＩ１２１犆犘进行ＰＣＲ鉴定的结果；

１～２．阳性载体的ＰＣＲ结果；Ｍ．分子量标准（ＤＬ２０００）；

Ｂ．ｐＢＩ１２１犆犘的酶切鉴定结果；３．阳性载体的双酶切（犡犫犪Ⅰ和

犅犪犿ＨⅠ）结果；Ｍ１．分子量标准（１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ）

Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＢＩ１２１犆犘

Ａ．ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＢＩ１２１犆Ｐ；１－２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＢＩ１２１犆犘；Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ２０００）；

Ｂ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＢＩ１２１犆犘ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ；

３．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｖｅｃｔｏｒｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犡犫犪Ⅰａｎｄ犅犪犿ＨⅠ；

Ｍ１．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓ（１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ）

２．３　表达载体ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛 对苜蓿的

转化

将表达载体ｐＣＡＭＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛 用冻融

法转入根癌农杆菌（犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲犮犲）

ＬＢ４４０４，叶盘法转化苜蓿“中苜１号”，用阳性农杆

菌侵染无菌苗子叶，共培养３ｄ，转到愈伤组织筛选

培养基进行愈伤组织的诱导，２周左右即可看到愈

伤组织产生（图５Ａ）；取部分未经阳性农杆菌侵染

的子叶作对照，结果显示，几乎所有的子叶都未能分

化出愈伤组织（图５Ｂ），并随着时间的推移逐渐褐

化死亡；另外取部分未经阳性农杆菌侵染子叶，放入

未加抗生素的 ＵＭ 培养基上，检测培养基的有效

性，结果显示，子叶几乎全部分化出愈伤组织（图５

Ｃ），且发育状态优于转化的愈伤组织。待抗性愈伤

组织生长到足够大时，转到诱导体胚的分化培养基

中诱导分化（图６Ａ），当体胚长出的抗性芽约２～３

ｃｍ时（图６Ｂ），将其移入生根培养基诱导生根（图

６Ｃ）。诱导生根的小苗经炼苗再移栽到花盆中（图

６Ｄ），共获得４７株抗性转化植株。
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图３　表达载体ｐＣＡＭＢＬＢ１３９１犆犘犌犝犛的

ＰＣＲ鉴定结果

１～５．阳性载体的ＰＣＲ结果；Ｍ．分子量标准（ＤＬ２０００）

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄ

ｐＣＡＭＢＬＢ１３９１犆犘犌犝犛

１－５．ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＣＡＭＢＬＢ１３９１犆犘犌犝犛；

Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ２０００）

图４　表达载体ｐＣＡＭＢＬＢ１３９１犆犘犌犝犛的酶切鉴定结果

１．阳性载体的双酶切（犡犫犪Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ）结果；

Ｍ．分子量标准（ＤＬ２０００）；Ｍ１．分子量标准（λＤＮＡ／犎犻狀ｄⅢ）

Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＣＡＭＢＬＢ１３９１犆犘犌犝犛

ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ

１．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｖｅｃｔｏｒｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犡犫犪Ⅰａｎｄ犅犪犿ＨⅠ；Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ２０００）；Ｍ１．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓ（λＤＮＡ／犎犻狀ｄⅢ）．

图５　不同处理苜蓿愈伤组织的分化情况

Ａ．子叶经阳性农杆菌浸染且经３０ｍｇ／ＬＨｙｇ＋４５０ｍｇ／ＬＣｅｆ胁迫的愈伤发育状况；Ｂ．子叶未经阳性农杆菌浸染但经

３０ｍｇ／ＬＨｙｇ＋４５０ｍｇ／ＬＣｅｆ胁迫的愈伤发育状况；Ｃ．子叶未经阳性农杆菌浸染且在ＵＭ培养基中的愈伤发育状况（无抗生素胁迫）

Ｆｉｇ．５　Ｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎｓｉｔｕａｔｉｏｎｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ａ．ＣａｌｌｕｓｆｒｏｍｃｏｔｙｌｅｄｏｎｗｉｔｈｔｈｅＡｇｒｏｂａｃｅｒｉｕｍｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｉｎｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３０ｍｇ／Ｌｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎａｎｄ４５０ｍｇ／Ｌｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ；

Ｂ．ＣａｌｌｕｓｆｒｏｍｃｏｔｙｌｅｄｏｎｗｉｔｈｏｕｔＡｇｒｏｂａｃｅｒｉｕｍｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｉｎＵＭｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３０ｍｇ／Ｌｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎａｎｄ４５０ｍｇ／Ｌｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ；

Ｃ．ＣａｌｌｕｓｆｒｏｍｃｏｔｙｌｅｄｏｎｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅＡｇｒｏｂａｃｅｒｉｕｍｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｉｎＵＭｍｅｄｉｕｍ

图６　苜蓿转化植株的再生过程

Ａ．抗性愈伤组织；Ｂ．具有抗性芽的愈伤组织；Ｃ．生根的转基因植株；Ｄ．移入花盆中的转基因植株

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆａｌｆａｌｆａｐｌａｎｔｓａｔｖａｒｉｏｕｓｓｔａｇｅｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ａ．ＣａｌｌｕｓｉｎＵＭｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３０ｍｇ／Ｌｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎａｎｄ４５０ｍｇ／Ｌｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ；Ｂ．ＣａｌｌｕｓｗｉｔｈｓｈｏｏｔｓｉｎＵＭｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

３０ｍｇ／Ｌｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎａｎｄ４５０ｍｇ／Ｌｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ；Ｃ．ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｉｎＵＭＯｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３０ｍｇ／Ｌｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎａｎｄ

３５０ｍｇ／Ｌｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ；Ｄ．Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｉｎｔｈｅｐｏｔ
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２．４　转基因苜蓿的ＰＣＲ检测

以转化苜蓿的基因组ＤＮＡ为模板，采用引物

组合ＣＰＦ／ＣＰＲ可扩增得到含有 犕狊犆犘１基因全序

列，片段大小在１ｋｂ左右，与阳性对照质粒ｐＣＡＭ

ＢＬＡ１３９１犆犘犌犝犛扩增结果一致，阴性对照无特异

性扩增片段（图７Ａ）；引物组合ＧＵＳＦ／ＧＵＳＲ扩增

犌犝犛基因部分的片段，结果显示扩增片段大小约

７５０ｂｐ（图７Ｂ），与犌犝犛基因片段符合；引物组合

ＡｎＦ／ＧＵＳＲ扩增犕狊犆犘１犌犝犛片段，扩增产物约２

ｋｂ（图 ７Ｃ），与目的片 段长 度相符，初步 表明

犕狊犆犘１基因已整合到受体基因组中。因此可知，采

用以上３对引物分别扩增转化载体的不同基因片

段，检测结果均为阳性的植株，极有可能是真正的转

基因植株。

图７　转基因苜蓿部分植株的ＰＣＲ分析结果

Ａ．部分转基因植株的犕狊犆犘１基因全长的ＰＣＲ鉴定，０为未转化植株阴性对照，＋为阳性质粒ＰＣＲ对照，１～６泳道为抗性转化

植株犕狊犆犘１基因的ＰＣＲ结果；Ｂ．部分转基因苜蓿植株的犌犝犛片段检测，０为未转化植株阴性对照，＋为阳性质粒ＰＣＲ对照，

１～６泳道为转化植株犌犝犛片段的ＰＣＲ结果；Ｃ．部分转化植株的犕狊犆犘１犌犝犛片段ＰＣＲ鉴定，１～５泳道为犕狊犆犘１犌犝犛

片段的ＰＣＲ结果；Ｍ为分子量标准（ＤＬ２０００）

Ｆｉｇ．７　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｌｆａｌｆａｐｌａｎｔｓ

Ａ．ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犕狊犆犘１ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔ，０ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，＋ｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，１－６ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｌｆａｌｆａ；Ｂ．ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犌犝犛ｆｒａｇｍｅｎｔ，０ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，＋ｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，

１－６ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｌｆａｌｆａ；Ｃ．ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犕狊犆犘１犌犝犛ｆｒａｇｍｅｎｔ，１－５ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅＰＣＲ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｌｆａｌｆａ；Ｍｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ２０００）

２．５　转基因苜蓿的ＲＴＰＣＲ检测

以未转化苜蓿植株（阴性对照）和经ＰＣＲ初步

鉴定为阳性的转基因苜蓿植株叶片总 ＲＮＡ 为模

板，逆转录合成 ｃＤＮＡ 第一链，用引物 ＧＵＳＦ／

ＧＵＳＲ扩增犌犝犛部分的片段，结果见图８。

图８　转基因苜蓿植株的ＲＴＰＣＲ鉴定结果

０．阴性对照；１～３．阳性转化植株；Ｍ．分子量标准 （ＤＬ２０００）

Ｆｉｇ．８　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｌｆａｌｆａ

０．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；１－３．ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｌｆａｌｆａ；Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓ（ＤＬ２０００）

图８显示，阴性对照中无扩增条带，而转化的阳

性植株中出现了明显的特异条带，长度约７５０ｋｂ，与

预期犌犝犛基因片段一致。表明在经ＰＣＲ初步鉴定

为阳性的部分转化苜蓿植株中，表达元件犌犝犛基因

已经整合入苜蓿基因组，并且可以转录为 ｍＲＮＡ。

该结果从ＲＮＡ水平证明了转化的犌犝犛在转录水

平上并未沉默，有可能翻译成蛋白质，从而也证明表

达元件极有可能已经整合入基因组，且在转录水平

上表达。

３　讨　论

在苜蓿的转化中，多数研究是以犖犘犜Ⅱ作为

筛选标记基因，所以采用 Ｋａｎ或 Ｈｙｇ作为筛选

剂［１２］。本试验在构建表达载体时，选择 Ｈｙｇ作为

选择性标记，这是因为其对转化体的筛选效率很高。

虽然 Ｋａｎ已成功用作截形苜蓿（犕．狋狉狌狀犮犪狋狌犾犪）遗

传转化的筛选剂［１２］，但 Ａｎｔｈｏｎｙ等
［１３］在苜蓿幼苗

中发现，植株本身会产生较强的抗 Ｋａｎ特性，未经

转化的幼苗，在 Ｋａｎ浓度高达２５０ｍｇ／Ｌ时，需要

１０ｄ 才 能 死 亡。此 外，Ｃｈａｂａｕｄ 等
［１４］发 现，在

犕犲犱犻犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪Ｌ．ｃｖ“ｆａｌｃａｔｅ”的转化中，用 Ｋａｎ

筛选浸染后叶片的筛选效率很低。
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　　共培养时间是影响转化效率的重要因素，共培

养时间的长短与农杆菌的种类、菌株、菌液浓度、培

养基、侵染方式、外植体、转化对象和温度等因素有

关，其中关键过程有农杆菌的吸附、犞犻狉基因的激活

表达及ＴＤＮＡ的转化与整合。共培养的效果在某

种程度上可以作为一个较直接地判断转化率的依

据。本研究发现，共培养３ｄ时，整个苜蓿子叶边缘

都有菌丝体出现，切口处农杆菌最多，用灭菌水洗涤

后Ｃｅｆ，能很好地抑制农杆菌的生长；而共培养４ｄ

以上时，外植体上农杆菌过度增殖，引起外植体的毒

害，使其生活力下降，在以后的筛选中表现出高死亡

率。郝贵霞等［１５］认为，不能以共培养时间长短来判

断共培养是否成功，有时因温度、菌液浓度等影响，３

ｄ后并未出现微菌落，此时转入筛选培养基的材料

不能出芽，而出现肉眼可见的菌落后，筛选材料具有

较高的再生频率，与本研究结果一致。

由于半胱氨酸蛋白酶基因（犕狊犆犘１）是从苜蓿

植株本身克隆获得，所以在转基因苜蓿植株中直接

对犕狊犆犘１基因全长的ＰＣＲ和ＲＴＰＣＲ检测，并不

能证明含有目的基因的表达元件已经成功地整合到

基因组中。因此，本研究中不仅对 犕狊犆犘１基因全

长进行了ＰＣＲ分析，而且对报告基因犌犝犛片段和

犕狊犆犘１犌犝犛片段也进行了ＰＣＲ检测，结果发现大

部分植株呈阳性。此后对转化苜蓿植株进行了ＲＴ

ＰＣＲ以检测导入的犌犝犛的转录情况，结果表明，整

合的ＧＵＳ能够转录为 ｍＲＮＡ，可以在转录水平上

表达。
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