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抗真菌病害基因转化苹果的研究
3

徐凌飞 ,王贵章 ,梁　东 ,张军科 ,马锋旺
(西北农林科技大学 园艺学院 ,陕西 杨凌 712100)

[摘 　要 ] 　利用抗真菌病害基因转化苹果主栽品种“嘎拉”,以期提高其对真菌病害的抗性。通过对影响农杆菌

介导苹果遗传转化因素的研究 ,建立了农杆菌介导的嘎拉叶片遗传转化体系。利用叶盘法转化受体材料 ,将β21 ,32葡
聚糖酶基因及几丁质酶基因导入苹果中。对获得的“嘎拉”转化植株进行 PCR 检测 ,结果初步表明 ,外源基因已经整

合到“嘎拉”苹果基因组中。
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Study on transformation of apple with antifungal gene
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Abstract : The objective of t he p resent research was to int roduce genes wit h antif ungal potential into

t he commercially important apple cvs. Gala in order to imp rove it s resistance against f ungal diseases. By

st udying factors affecting A g robacteri um2medi ated genetic t ransformation , t he A g robacteri um2medi ated

genetic t ransformation system of Gala was established. And theβ21 ,32glucanase and chitinase genes were

int roduced into Gala by means of leaf discs and finally t he objective seedlings of Gala was obtained. The

t ransformation plant s were tested by PCR detection and t he result showed t hat t he exogenous genes had

been int roduced into the regeneration plant s genome.

Key words : apple ( M al us domestica Borkh. ) ;antif ungal gene ; A g robacteri um2medi ated ;genetic t rans2
formation

　　苹果是落叶果树中的主要栽培树种之一。我国

是苹果生产大国 ,多年来栽培面积和产量均居世界

第一。据 FAO 统计 ,2005 年中国苹果栽培面积为

193. 455 万 hm2 ,总产量为 2401. 75 万 t ,因此苹果

产业化发展在我国具有重要经济意义[1 ] 。病害是限

制苹果生产的重要因素 ,每年给世界各地的苹果生

产带来严重损失。苹果的真菌病害主要有斑点落叶

病、褐斑病、轮纹病等 ,采用传统的化学防治方法不

但增加了资金投入、造成农药残留 ,而且引起了生态

破坏和环境污染。通过选育抗病品种来提高苹果的

免疫能力 ,解决苹果因病害感染而引起的减产问题

具有重要意义[2 ] 。

苹果是多年生木本果树 ,由于童期长、自交不亲

和、杂合程度高等原因 ,通过常规杂交育种的方法改

良品种相当困难 ,且效率低下 ,而采用基因工程方法

则可克服上述缺点 ,缩短育种周期 ,并且利用该方法

已经在许多作物 ,包括木本果树上获得了抗病性的

转基因植株 ,有的已经进入大田试验阶段[3 ] 。
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本试验以“嘎拉”为试材 ,通过农杆菌介导法 ,将

几丁质酶和β21 ,32葡聚糖酶双价基因导入苹果中 ,

以期提高苹果自身对真菌病害的抗性 ,实现在短期

内对品种抗病性改良的目的 ,为苹果的抗性育种奠

定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

试验于 2005204～2006205 在陕西杨凌西北农

林科技大学园艺学院园艺植物育种与生物技术实验

室完成。试验材料为“嘎拉”( Gala) 无菌试管苗 ;试

验用根癌农杆菌菌株 EHA105 ,其中含有携带β21 ,

32葡聚糖酶和几丁质酶基因及选择标记基因新霉素

磷酸转移酶 ( N pt Ⅱ)的 pBinCG质粒。

1. 2 　试剂与培养基

头孢霉素 (Cefotaxime ,Cef) 购自润德生物公司 ,

卡那霉素 ( Kmamycin , Km) 和链霉素 ( Streptomycin ,

Str)购自上海生工公司。其他试剂均为分析纯。

农杆菌活化培养基 LB : NaCl 10 g/ L + 酵母提

取物 ( Yeast ext ract) 5 g/ L + 蛋白胨 10 g/ L + 琼脂

(Agar) 15 g/ L + Km 100 mg/ L + St r 50 mg/ L ,p H

7. 2。

芽增殖培养基 MS1 : MS + 62苄基氨基嘌呤 (62
benzylaminop urine ,BA) 1. 0 mg/ L + 萘乙酸 (Nap h2
t halacetic acid ,NAA) 0. 1 mg/ L + Agar 7 g/ L ,p H

5. 8。

叶片再生培养基 MS2 : MS + BA 5. 0 mg/ L +

NAA 0. 4 mg/ L + Agar 7 g/ L ,p H 5. 8。

脱菌培养基 MS3 : MS2 + Cef 300 mg/ L , p H

5. 8。

筛选培养基 MS4 : MS3 + Km 10 mg/ L , p H

5. 8。

筛选培养基 MS5 : MS1 + Km 10 mg/ L + Cef

300 mg/ L ,p H 5. 8。

叶片再生液体培养基 MS6 :MS + BA 5. 0 mg/ L +

NAA 0. 4 mg/ L ,p H 5. 4～5. 8。

生根培养基 MS7 :1/ 2 MS + 吲哚丁酸 ( Indole2
butyric acid , IBA ) 1. 0 mg/ L + Km 10 mg/ L , p H

5. 8。

1. 3 　培养条件

培养温度为 (25 ±2) ℃,光周期为 13 h ,光源为

日光灯 ,光照强度为 2 000 lx。

1. 4 　农杆菌介导的苹果遗传转化

1. 4. 1 　农杆菌的培养 　平板上挑取农杆菌单菌落 ,

接种于 10 mL LB 液体培养基中 ,在恒温摇床上 ,于

28 ℃、180 r/ min 震荡培养过夜 ,直至对数生长期

(OD600 = 0. 5 左右) ;将 OD600 为 0. 5 左右的菌液转

入无菌离心管中 ,于室温下 4 000 r/ min 离心 5

min ,弃上清液 ,菌体用叶片再生液体培养基 MS6 稀

释重悬 ,在 28 ℃、180 r/ min 条件下震荡培养 2 h 左

右 ,OD600达到 0. 3～0. 4 时用于转化。

1. 4. 2 　叶片转化 　采用叶盘法进行叶片转化。以

生长 30 d 左右、生长健壮的“嘎拉”无菌试管苗顶部

3～5 片展开的幼嫩叶片为受体材料 ,手术刀灭菌后

垂直于叶片中脉划割数刀 ,同时保持其完整 ,放入

1. 4. 1 制备的菌液中 ,侵染 8 min ,其间不断摇动 ,使

农杆菌与外植体充分吸附。用滤纸迅速吸干叶片表

面菌液 ,接种于叶片再生培养基 MS2 上 ,以近轴面

接触培养基。暗培养 3 d ,至肉眼可见微小菌落出现

时 ,立即将叶片转入脱菌培养基 MS3 中 ,进行脱菌

培养 4 d 左右 ,转入筛选培养基 MS4 中。暗培养共

计 3 周后 ,更换 1 次新鲜培养基 MS4 并转至光下培

养。出芽后将不定芽切下 ,转入筛选培养基 MS5

中。经过 3～4 次的筛选培养后 ,转入芽增殖培养基

MS1 中进行扩繁 ,待抗性植株生长至 2 cm 左右时 ,

剪取生长健壮的不定梢 ,接种至生根培养基 MS7

中 ,进行生根筛选培养。

叶片再生频率/ % = 再生芽的叶片数/ 接种的叶

片数 ×100 %。

1. 5 　苹果转化植株的 PCR 检测

抗性芽经过一段时间的增殖扩繁培养后建立起

无性系 ,以无菌试管苗的叶片为材料 ,采用 CTAB

微量提取法 ,分别提取转化植株和非转化植株的基

因组 DNA [4 ] 。农杆菌 Ti 质粒 DNA 提取参考王关

林等[4 ]的方法。转化植株检测用 PCR 法 ,分别用β2
1 ,32葡聚糖酶基因和几丁质酶基因 2 种基因的特异

性检测引物进行 PCR 扩增。

检测β21 ,32葡聚糖酶基因的引物序列为 :p1 :5′2
A T GGCT GCTA TCACACTCC23′; p2 : 5′2CTCA2
CA TCTCACT TACGA GA G23′。检测几丁质酶基

因的引物序列为 :j1 :5′2GT GGA T GCT GT T GT T G2
GT T G23′; j2 : 5′2T GGT GGGAAAA GT GT TA T T2
GG23′。引物由上海生工合成。

PCR 反应体系 (25μL) 为 :10 ×buffer 2. 5μL ,

MgCl2 (25 mmol/ L ) 2. 5 μL , dN TPs (2 mmol/ L )

2. 5μL ,引物 1 ( 10 μmol/ L ) 2. 5 μL , 引物 2 ( 10

μmol/ L) 2. 5μL ,模板 DNA 1μL (100～200 ng) ,

T aq DNA 聚合酶 (5 U/μL ) 0. 3μL , dd H2 O 11. 5
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μL 。PCR 反应程序 :94 ℃预变性 3 min ;94 ℃变性

1 min ,53 ℃退火 1 min ,72 ℃延伸 1 min ,循环 30

次 ;72 ℃延伸 10 min ;4 ℃保存。

以农杆菌质粒 pBinCG 为阳性对照 ,以非转化

植株的 DNA 为阴性对照 ,用 8 g/ L 的琼脂糖凝胶

电泳检测扩增产物。

2 　结果与分析

2. 1 　侵染时间对苹果转化的影响

农杆菌的侵染时间是决定转化过程能否顺利进

行的重要影响因素。本试验研究了不同侵染时间对

苹果遗传转化的影响 ,以确定适宜的侵染时间。侵

染菌液浓度为 OD600 = 0. 43 ,在预试验基础上 ,分别将

侵染时间设 4 ,6 ,8 ,10 和 12 min 5 个梯度。结果 (表

1)发现 ,侵染时间短 ,不利于农杆菌在伤口中的附着 ,

对转化不利 ;侵染时间长 ,叶片伤口附着的菌体容易

对伤口造成伤害 ,出现叶片褐化甚至死亡 ,且在共培

养和其后的筛选培养中 ,也易发生农杆菌的污染。

　　由表 1 可见 ,叶片在菌液中侵染 6～8 min 时 ,

有不定芽形成 ,侵染 8 min 时“嘎拉”叶片的再生频

率最高 ,为 6 % ,因此确定 8 min 为适宜的侵染时间。

表 1 　侵染时间对苹果转化的影响

Table 1 　Effect of agrobacterium infection period

on transformation of apple

侵染时间/ min
Infection period

接种叶片数
No. of leaf

再生频率/ %
Regeneration f requency

4 100 0

6 100 3
8 100 6

10 100 0

12 100 0

2. 2 　苹果抗性芽的获得与选择培养

本试验采用延迟筛选法 ,苹果叶片与农杆菌经

过 3 d 的暗培养后 ,转接在含抑菌素 300 mg/ L Cef

的脱菌培养基 MS2 上培养 4 d ,而后转入含 10

mg/ L Km 的筛选培养基 MS4 中筛选。经过共计 3

周左右的暗培养 ,更换 1 次新鲜培养基 MS4 ,转至

光下培养。随着培养时间的延长 ,有的叶片产生愈

伤组织并进而分化出不定芽 (图 1) 。

　　将不定芽连同叶片一起转到筛选培养基 MS5

上 ,经过连续 30 d 左右的选择培养后 ,部分不定芽

发生白化并死亡 (图 2) ,只有部分抗性芽继续生长

分化 (图 3) 。将获得的独立抗性芽转到芽增殖培养

基 MS1 上扩繁。

图 1 　初步获得的“嘠拉”苹果抗性芽

Fig. 1 　Resistant Gala shoot s obtained on medium containing Km initially

图 2 　在筛选培养基上白化的“嘠拉”苹果逃逸芽

Fig. 2 　Escape shoot s etiolated on selection medium containing Km

2. 3 　苹果转化植株的生根检测

剪取生长健壮的抗性芽增殖的不定梢 2 cm 左

右 ,接种到附加 Km 10 mg/ L 和 Cef 300 mg/ L 的生

根培养基 MS7 上 ,35 d 后统计生根情况 ,发现 60 %
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以上的不定芽生根 (图 4) 。

2. 4 　苹果转化植株的 PCR 检测

对获得的 29 个株系进行 PCR 检测可知 ,有 2

个株系的 DNA 经 PCR 扩增后得到与阳性对照相

同的特异条带 ,其中β21 ,32葡聚糖酶 cDNA 片断大

小约1. 1 kb ,几丁质酶 cDNA 片断大小约 1. 1 kb ,初

步说明外源 DNA 已经整合到“嘎拉”苹果基因组中

(图 5 和图 6) 。

图 3 　获得的“嘠拉”苹果抗性芽

Fig. 3 　Resistant Gala shoot s obtained on

selection medium containing Km

图 4 　生根的“嘠拉”苹果抗性芽

Fig. 4 　Resistant shoot s rooted on selection

medium containing Km

图 5 　导入几丁质酶基因转基因苹果

的 PCR 检测结果

1. DNA 分子量 Marker ;2. 阳性对照 ;

3. 非转化植株 ;4～5. 转化植株

Fig. 5 　PCR test of apple t ransformed

plant s with Chitinase primers

1. DNA Marker ;2. Positive cont rol ;3. Unt ransformed plant ;

4 - 5. Transformed plant s

图 6 　导入β21 ,32葡聚糖酶基因转基因

苹果的 PCR 检测结果

1. 非转化植株 ;2. 阳性对照 ;3～4. 转化植株 ;

5. DNA 分子量 Marker .

Fig. 6 　PCR test of apple t ransformed

plant s withβ21 ,32Glucanase primers

1. Unt ransformed plant ;2. Positive cont rol ;

3 - 4. Transformed plant ;5. DNA Marker

3 　讨　论

苹果的遗传转化研究已经进行了多年 ,目前在

富士等[5 ]许多苹果品种上得到了转化植株 ,转化时

多选用叶片作受体材料 ,由于再生频率的影响转化

率还很低[6 ] 。因此 ,建立高效稳定的再生和转化体

系是非常必要的。在本试验中发现 ,转化成功的关

键是要处理好以下几个问题 :

(1)共培养是农杆菌介导转化过程中的一个重

要环节 ,农杆菌附着、T2DNA 的转移及整合均在这

一时期完成 ,因此优化共培养条件十分重要。本试

验发现 ,农杆菌与受体材料共培养时间的长短影响

转化效率 ,时间过长 ,农杆菌过度增殖 ,引起外植体

褐化 ,给抑菌带来困难 ;共培养时间过短 ,会造成 T2
DNA 转移过程不能完成 ,因为农杆菌还未在受体细

胞创伤部位诱发肿瘤 ,从而影响农杆菌的转化效率。

由本试验结果可知 ,共培养 3 d 有利于苹果的转化 ,

也有利于控制此后培养中农杆菌的过度增殖。

(2)叶片与农杆菌共培养后 ,必须采取有效的抑

菌措施。本试验发现 ,Cef 浓度低于 200 mg/ L 时不

能抑制农杆菌的生长 ;而 Cef 浓度为 500 mg/ L 时 ,

虽然可以有效抑制农杆菌的生长 ,但同时影响了转

化细胞的分化。综合农杆菌侵染后的抑菌效果 ,本

试验选用 300 mg/ L 作为 Cef 适宜浓度。

(3)选择适宜的抗生素浓度是基因转化中的关

键。不同植物对抗生素的敏感性有很大差异。
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Radchuk 等[7 ]以 100 mg/ L Km 作为苹果品种 Flo2
rina 的选择压 ,获得了 rolB 基因的转化植株。师校

欣等[ 8 ]以 5～10 mg/ L Km 作为乔纳金、王林等苹

果品种的选择压 ,获得了豇豆胰蛋白酶抑制剂基因

的转化植株。本试验发现 ,“嘎啦”叶片对 Km 非常

敏感 ,10 mg/ L Km 即可抑制非转化不定芽的分化 ,

尽管 5 mg/ L Km 也可以明显抑制非转化不定芽的

分化 ,但为了减少假阳性植株的发生频率 ,本试验采

用在含 10 mg/ L Km 的筛选培养基上进行 3～4 次

的筛选 ,可以有效地筛选掉逃逸芽。

(4)延迟筛选法可以使经过农杆菌侵染的外植

体有一个缓冲 ,即其生理状态得到一个恢复过程 ,有

利于转化细胞的分化。刘静等[ 9 ] 研究认为 ,在共培

养后延迟 3 d 进行选择 ,可以提高苹果砧木 M26 的

转化效率。笔者认为共培养后进行 4 d 的延迟筛选

对“嘎拉”叶片转化具有重要意义 ,虽然非转化细胞

也同时得到了恢复 ,但其后在筛选培养基上连续筛

选 ,再转到含有 10 Km mg/ L 的生根培养基上诱导

生根 ,可有效地淘汰非转化植株 ,转化植株的生根率

达到了 60 %以上。

在遗传转化中难免会出现假阳性芽 ,这就需要

从分子生物学水平上进行 Sout hern 和 Northern 杂

交的进一步检测 ,以确定外源基因确实整合到受体

植物的基因组中。本试验的杂交检测和抗病性鉴定

等工作正在进行。
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