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外源基因导入贡柑体胚及其人工种子

构 建 的 初 步 研 究
’

余焰华 部惠珊 邹韵霞 李宝健

( 生物工程研完 中心 )

摘 要 用小细胞团和分散细胞混合物与两种带不同质粒的农杆菌共培养的方法
,

将质粒

P G V 38 50
: z 10 3 n e o T

一

D N A上的 k m抗性基因和 N o s
/ N p t基因

、

质粒 P G V 5 i 7的 K二抗性基

因
、

N P T I 基因和毒蛋白基因转入贡柑细胞
,

在含有卡那霉素的选择培养基上选择出抗 性愈

伤组织和幼胚
.

通过 N o p al i m 和 N P T I 酶性检测
、

D N A / D N A分子杂交鉴定
,

证明了N sQ

基因
、

N P T I 基因已整合到贡柑体胚的细胞基因组中并表达
,

苏云金杆菌的毒蛋白基因 整合

到贡柑细胞基因组中
,

第一次在柑桔类果树实现了外源基因转移
.

用 3 % 海藻酸钠包埋转化

体胚制备人工种子
,

2 粒转基因人工种子已萌发
.

关健词 转化
,

外源基因
,

胚性愈伤组织
,

人工种子
,

四会贡柑

近几年来
,

利用 iT 质粒 将外源基因导入细胞并获得表达的例子巳有几十个之多
( ” 。

此外
,

人工种子的研究也取得很大的进展
〔 ” ,

由于人工种子能在短时间内大 量 繁 殖和

应用
,

使基因工程植物能尽快用于农业生产
。

柑桔每年的产量在 50 ~ 60 百万吨之间
,

经济价值达 3 50 ~ 4 50 亿美元
〔 ” ’ .

然而
,

柑桔

类果树正遭受许多种病虫害的威胁和不良气候 ( 如冰霜 ) 的侵害
〔 “ ’ 。

这些问题的解决迫

在眉睫
。

传统的育种方法费时费工
,

而且由于生殖屏障的存在
,

使某些基因的重组难以

达到 目的
〔 毛 , .

因此
,

应用细胞和组织培养
、

原生质体的操作
、

基因工程等方法改良品种

是 目前柑桔类育种工作的主流
〔 3 ’ .

贡柑 ( c i t r u s , e ti c u l a ta B l a n o e v .

y u d o n g ) 是一

种优良品种
,

果实色泽均匀
,

鲜艳光亮
,

口感清甜
,

在古代曾作为贡品
.

目前贡柑果树

数目极少
,

同样受病虫害的严重威胁
。

同时
,

柑桔类组织培养技术已有一定的基础
。

因

此
,

我们选取了贡柑为实验材料
,

以求建立这个珍贵品种的外源基因导入和人工种子制

备的系统
。

1 材料和方法

1
。

1 材 料

广东省四会贡柑 (C i t r u: : e ri
c u l a l a B l a n o e , .

y u d o n g )珠心胚胚性愈伤组织
.

本文 1 9 91年 e 月 12 日收到

. 国家
“ 8 63

”
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菌种
:

大肠杆菌 ( E
. e o l i ) H B z o l ( P L G V n e o l z o 3)

,

农杆菌 ( A
.

t u m e f a e i e n s
)

C
。。 C

工
R i f

R

( P G V 3 s s o : : z l o 3 n e o
)

,

大肠杆菌 ( E
. e o l i ) H B 2 0 1 ( P E S

,

)
,

农杆菌 ( A
.

t u -

m e f a c i e n s
) C

。 。
C

:
R i f

尺

( P G V 5 1 7 )
。

1
。

2 方 法

1
。

2
.

1 体 胚诱导 按 邹韵霞等的方法 〔 5 〕 .

取在 M T + 蔗搪 8肠培养 基中 继代培养的贡

柑愈伤组织
,

接入 M T + 蔗糖 14 % 的培养丛
,

14 天后
,

按 30 m g / s o ml 接 种 量
,

接 入

Z M T 十 G A
。 4 m g / L + 蔗搪 4 肠

l

为液休培养基
.

培养条件
:

光强 度 10 00 L x ,

光 照射时

l’ed 1 2 h / d
,

温度 2 5℃ 士 2 ,

摇床转速 l o o r p m , z s o m l三角瓶加培养液 s o m l
.

1
.

2
.

2 基 因转化
、

体胚 诱导
、

筛选 ①取转入 M T + 蔗糖 8%培养基第 2一 3 天的悬 浮

培养细胞团
,

用小铲轻轻压碎
,

60 目铜网过筛
,

离心 ( s o o r p m
, 5 m i n) 收集滤下的小细

胞团和分散细胞
,

用蔗糖 4 肠溶液洗 2 次
,

离心收集细胞培养物
.

另一种做法是
:

把收

集的细胞培养物先放入 M T + 蔗搪 8 肠 + 果胶酶 1 帕
, p H 6

.

4 ,

酶 解 2
.

h5
,

得 5 ~ 10 个

细胞构成的细胞团和大量分散细胞
,

用蔗搪 8 肠溶液洗涤 5 次
,

每次离心 ( 5 0 0印 m
,

5

m in )收集
。

② 20 m 1L B 培养基中接入已活化的农杆菌
,

28 ℃振荡培养 16 一 1 h8
,

菌浓度

为 5 x l0
8

个细胞 /耐
,

再用 L B培养基稀释 10 倍
.

③在 10 m l稀释后的菌 液中放入 5 50 m g

的小细胞胚团和分散细胞混合物
,

经不 同 时 间 ( l o m i n , Z o m i n , 4 o m i n , 6 o m i n
) 的共

培养后
,

用蔗糖 4 肠 + C e f s o o m g / L ( C
e f

:

先 锋霉素 ) 溶液洗涤 5 一 7 次
,

离 心 ( 50 0

r p m , 5 m in ) 收集细胞团 和分散细胞混合物
.

④将经共培养后 的小 细胞 团 和 分散 细

胞的混合物
,

转入 M T + 蔗糖 8肠 + C e f 5 00 m g / L 培养基上培养 , 10 天后
,

转入 M T 十蔗

搪 14 肠 十 eC f 5 00 m g / L
,

接入量为30 ~ 4 0 m g / s o m l
,

继代培养时间为 4 天
,

培养条件同

前
.

⑤经 16 天后
,

出现大量球形胚
,

用 20 目铜网过筛
,

滤下的细胞团 仍在 Z M T + 蔗搪

4 肠 + G A
。 4 m g / L + C e f 50 o m g / L 培养基中诱导体胚

;
而铜网上的球形胚转入 M T +

G A
。 4 m g / L + C e f s o o m g / L + K o s o m g / L (K m :

卡那霉素 )的选择培养基中培养
, 2 0

天后
,

可见大部分接近死亡
,

而少数能抗 K m 的胚则进一步长大
.

1
。

3 人工种子包埋
〔 “ ’

改良M S液体培养基中加入海藻酸钠至浓 度为 3 肠 ( w /
v
)

,

7
.

8 1 k g , 1 21 ℃ 灭 菌 20

m i m
。

分成两份
,

一份加 K m 50 m g / L
、

C e f 5 00 m g / L
,

另一份不加抗菌素
,

选择对照胚

( 未经转化处理 ) 和经转化处理并表现为抗 k m 的体胚
,

前者加进不 含抗菌素的 包 埋介

质
,

后者加进含抗菌素的包埋介质
,

平均直径为 0
.

s o m
,

滴入无菌的 60 m o

l/ L C a
CI

:

溶

液
,

停留 20 m in
,

无菌水冲洗后
,

将含对照胚的人工种子接入 M T 十 N A A o
.

s m g / L + 蔗

糖 4 %固体培养基
,

抗性胚的人工种子接入 M T 十 N A A o
.

s m g / L + K m 5 0 m g / L + C ef

50 Om g / L 十蔗糖 4 肠的固体培养基
,

培养条件同前
.

1
.

4 N P T 亚检测

取 100 m g筛选的抗性胚
,

参照文献 〔 6 〕的方法得到反应液点样于W h a tm a n
P 81 滤纸

上
, 一 70 ℃曝光 1 一 2 天

,

冲洗
x 一光底片

.

1
。

5 N o p a l i n e检测

取抗K m 抗性胚和对照胚
,

位义献〔7 〕门 改良方法检测
,

紫外检测电泳结采
,

拍照
.
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1
.

份 D N A / D N A分子杂交

1
.

6
.

1杂交探针的制备 在 A n , p 10 0召g / m l的 L B培养基中
,

加入 1 肠体积的 E
. e o l i : H B

20 1 ( P E S I )种子液
,

按文献〔s 〕方法制备 P E S I质粒 D N A
.

取微量湘L备的 P E S z D N A o
.

5

川 (含量 2产g /川 )用 B a m H I ( 5 , /川 )酶切
,

电泳检测酶切结果见图 1
.

另取制备的P E S I D N A

1 5。川
,

用低溶点琼脂糖挖块法 回收所需 D N A (含 C rP 基因 )片段
.

经分离提纯的该 D N A

片段 5 声̀l (约 1 产g D N A )
,

用切 口移位 (N i e k T r a n s l a t i o n )法 希: J备
a 一 3 2 P 一 D N A 探针

,

一 20 ℃保存备用
.

1
.

6
.

2 植物 D N A 的提取 各取 1 9以农杆菌转化的抗 K m抗性胚和未转化的对照胚
,

按

文献〔 9 〕方法
,

分别提取抗性胚和对照胚的 D N A
.

电泳结果见图 2 ,

叹 气 户

卜 2 乡
。

飞子k b

4 3 2
·

9
。

4 伟6 k b

6
。

5 5 7k b

一井
。

多6 1 k b

一之3
。
1多k b

一 2
。

3 2 2 k b
一 2

。
0 2

口

7k b

一 9
。

4 1 6 k b

一 6
。

5 5 7k b

图 1 P E S I经 B a m H I酶切后电泳图

l了 19
.

1 R e s t r i e t i o
n d i g

e s t i o n a n a l y s i
。

o f p l a o m i d P E S i

1
.

久D N A + H i n d l

2
。

P E S I + B a m H I

3
。

P E S I

图 2 贡柑体胚 D N A 电泳图
F 19

.

2 A g a r o s e G e l e l e e t r o p h o r e s i s o f

e m b r y o s D N A o f T r
i b u t e C i t r u s

1
.

久D N A + H i n d l
2

.

P G V 3 8 5 0 : l i 0 3 n e o 转化一均有 K m

抗性的体胚 D N A

3
。

P G C 5 17 转化的有 K m 抗性的体胚 D N A

4
.

未转化的贡柑体胚 D N A

1
。

6
.

3 杂 交 按文献〔1 0 , 8 〕无法进行D N A / D N A 分子杂交
.

将抗性胚 D N A
、

对照

胚 D N A 和质粒 P E S I D N A (各 l , g )点样于硝酸针维膜上
,

经预杂交后
,

加入 20 仰 1 以

上制备 的
a 一

“
P
一
D N A探针进行杂交

,

杂交完毕
, 一 20 ℃曝光 2 , 名 天

,

冲洗
x 一
光底片

。

2 结果与讨论

2
.

1 贡柑转基因愈伤组织的建立及转化结果

2
.

1
.

1 贡柑愈伤 细胞时 K m 和 C e f 的反应 为了检验贡柑愈伤细胞是否对 K m 有天然抗

性
,

我们配制了含 K m为 2 5
、

7 5
、

10 0
、

1 5 0
、

Z o o m g / L一系列浓度的 M T + 蔗搪 8帕的培

养基进行了试验
,

结果
,

在 20 天内
,

贡柑愈伤细胞在所有测试浓度下都转变成褐黄色 ,

继而死亡 心图版
一 A )

,
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在附加 2 5 0
、

5 0 0
、

7 5 0
、

l o o o m g / L 的C e f的M T + 蔗糖 8肠的培养基中
,

贡柑愈伤细

胞 正常分裂繁殖
,

呈白色
,

说明高浓度的 C e f 对贡柑愈伤细胞几乎没有伤害
.

2
.

1
.

2 最适转化条件的确 定 为 了 找到

合适的转化条件
,

我们测试 了不同时间共

培养
,

不同预处理的愈伤 细胞 的 转 化实

验
,

结果见表 1 ,
2

.

从表 1 可以看出
,

最适的共培养时间

是 40 m in
。

这里 “
转 化频率

”
是 指 在 含

K m 50 m g / L 的培养基中存活的抗性体胚

所占的比率
,

即抗性体胚数比接入 含 K m

50 m g / L的培养基中总的体胚数
.

表 1 不 同 时间 共培养村转化须率 的影响
.

T a b
.

l T h e i n f l u e n e e o f d i f f e r e n t t i m e

o f e o e u l t i v a t i o n o n t h e f r e q u e n c y

o f t r a n s f o r m a t i o 。

共培养时间 ( m i n)

转化频率 ( 义 1 0
一 4

)

10

l 2

2 0

7

40

5 5

6 0

5 1

,
细胞团与分散细胞混合物 5 50 m g加入 10 nI l稀

释 10 倍的菌液中进行共培养

从表 2 结果看出
,

采用酶解后收集的小细胞团和分散细胞的混合体共培养
,

得到的

转化频率稍高
。

酶解实验中只采用了 1 肠的果胶酶
,

使细胞分散
,

有更多的细胞同农杆

菌接触
,

另一 个原因可能是酶解后使细胞壁上农杆菌吸附的特定位点
〔
川暴露

,

有 利于

农杆菌的吸附
.

由于酶解液中不含纤维素酶
,

形成原生质体很少
,

形成的这 些 原 生质

体
,

大部分在这种非高渗的酶解液和共培养液中破裂
,

极少量存活的原生质体只有长出

新的细胞壁之后被农杆菌吸附
〔 ` , ’ ,

而长出新细胞壁是不 能在 共培养 的 40 贝 in 内 完

成的
〔 ’ 3 ’ ,

因此
,

酶解后转化频率的提高不大可能是 由于原生质体被转化的原因
。

表 2 两种不同预处理 的细胞的转化结果 .

T a b
.

2 T h e e f f e e t o f d e f f e r e n t P r e 一
t r e a t m e n t o n

t r a n s f o r
m a t i o n

材 料 转化频率 ( x l o
一 月

)

酶解后收集的小细胞和分散细胞 87

轻压碎后过筛离心收集的小细胞团和分散细胞 5 5

.

共培养时间为 40 分钟
,

植物材料 与细菌的比例同表
,

1

2
.

1
.

3
·

卜那霉素杭性体胚中外源基因整合与表达 的分子鉴 定 ① D N A / D N A 分子杂交

验证
。

为了证实苏芸金杆菌的毒蛋白基因是否整合进贡柑体胚的基因组
,

我们提取了用

含 P G C 51 7的农杆菌转化的有 K m 抗性的贡柑体胚 ( 图版
一

B ) 的 D N A 与分离的毒蛋白

基因 ( C
r p 基因 )片段进行分子杂交

,

杂交结果为阳性 ( 图 3 )
,

表明有 K m 抗性的贡柑

体胚 D N A 中含有与毒蛋 白基因片段 同源的序列
,

即毒蛋 白基因巳整合进贡柑体胚的基

因组中
。

② N o p al in
e 检测

。

实验结果见图 4
,

从图 4 可见
,

分别用含有 P G C 5 17 的农杆菌

和含有 P G V 3 8 5 。 : 1 1 0 3 n e 。的农杆菌转化
,

筛选到有 K m抗性的贡柑 体胚都能检测到 2 个

明亮斑点
,

一 个在标准精氨酸对应位上
,

另一个在胭脂碱对应位点上
,

在转化的体胚中

有胭脂碱 的存 在
,

丧明转入的 N Q 、 基因巳经 表达
,

在 P G V 3 8 5:Q ; 1 1 o 3 n e 。 的物理图谱里
,
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在附加 5 20
、

50 0
、

750
、

lo o o mg /L的 Ce f的 MT +蔗糖 8肠的培养基中
,

贡柑愈伤细

胞 正常分裂繁殖
,

呈白色
,

说明高浓度的 C e f 对贡柑愈伤细胞几乎没有伤害
.

2
.

1
.

2 最适转化条件的确 定 为 了 找到

合适的转化条件
,

我们测试 了不同时间共

培养
,

不同预处理的愈伤 细胞 的 转 化实

验
,

结果见表 1 ,
2

.

从表 1 可以看出
,

最适的共培养时间

是 40 m in
。

这里 “
转 化频率

”
是 指 在 含

K m 50 m g / L 的培养基中存活的抗性体胚

所占的比率
,

即抗性体胚数比接入 含 K m

50 m g / L的培养基中总的体胚数
.

表 1 不 同 时间 共培养村转化须率 的影响
.

T a b
.

l T h e i n f l u e n e e o f d i f f e r e n t t i m e

o f e o e u l t i v a t i o n o n t h e f r e q u e n c y

o f t r a n s f o r m a t i o 。

共培养时间 ( m i n)

转化频率 ( 义 1 0
一 4

)

10

l 2

2 0

7

40

5 5

6 0

5 1

,
细胞团与分散细胞混合物 5 50 m g加入 10 nI l稀

释 10 倍的菌液中进行共培养

从表 2 结果看出
,

采用酶解后收集的小细胞团和分散细胞的混合体共培养
,

得到的

转化频率稍高
。

酶解实验中只采用了 1 肠的果胶酶
,

使细胞分散
,

有更多的细胞同农杆

菌接触
,

另一 个原因可能是酶解后使细胞壁上农杆菌吸附的特定位点
〔
川暴露

,

有 利于

农杆菌的吸附
.

由于酶解液中不含纤维素酶
,

形成原生质体很少
,

形成的这 些 原 生质

体
,

大部分在这种非高渗的酶解液和共培养液中破裂
,

极少量存活的原生质体只有长出

新的细胞壁之后被农杆菌吸附
〔 ` , ’ ,

而长出新细胞壁是不 能在 共培养 的 40 贝 in 内 完

成的
〔 ’ 3 ’ ,

因此
,

酶解后转化频率的提高不大可能是 由于原生质体被转化的原因
。

表 2 两种不同预处理 的细胞的转化结果 .

T a b
.

2 T h e e f f e e t o f d e f f e r e n t P r e 一
t r e a t m e n t o n

t r a n s f o r
m a t i o n

材 料 转化频率 ( x l o
一 月

)

酶解后收集的小细胞和分散细胞 87

轻压碎后过筛离心收集的小细胞团和分散细胞 5 5

.

共培养时间为 40 分钟
,

植物材料 与细菌的比例同表
,

1

2
.

1
.

3
·

卜那霉素杭性体胚中外源基因整合与表达 的分子鉴 定 ① D N A / D N A 分子杂交

验证
。

为了证实苏芸金杆菌的毒蛋白基因是否整合进贡柑体胚的基因组
,

我们提取了用

含 P G C 51 7的农杆菌转化的有 K m 抗性的贡柑体胚 ( 图版
一

B ) 的 D N A 与分离的毒蛋白

基因 ( C
r p 基因 )片段进行分子杂交

,

杂交结果为阳性 ( 图 3 )
,

表明有 K m 抗性的贡柑

体胚 D N A 中含有与毒蛋 白基因片段 同源的序列
,

即毒蛋 白基因巳整合进贡柑体胚的基

因组中
。

② N o p al in
e 检测

。

实验结果见图 4
,

从图 4 可见
,

分别用含有 P G C 5 17 的农杆菌

和含有 P G V 3 8 5 。 : 1 1 0 3 n e 。的农杆菌转化
,

筛选到有 K m抗性的贡柑 体胚都能检测到 2 个

明亮斑点
,

一 个在标准精氨酸对应位上
,

另一个在胭脂碱对应位点上
,

在转化的体胚中

有胭脂碱 的存 在
,

丧明转入的 N Q 、 基因巳经 表达
,

在 P G V 3 8 5:Q ; 1 1 o 3 n e 。 的物理图谱里
,
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③ N P T I 酶活性的检测
.

以两种转化

的有 K m 抗性的贡柑体胚
,

未转化的对照体

胚
、

含有P G C 5 17的农杆菌为材料
,

做N P T

l 酶活性的检测实验
,

图 6 所示的结果显示

用两种含不同质粒的农杆菌 转化得 到 的有 图 6 N P T I检测

K m抗性的体胚都有N P T I 酶活性
,

表现为 iF .g 6 N P T I a ” 叮

阳性斑点
,

说明 N P T I 基因在体胚 中已表 .1 农杆菌 (含 P G C ; 1 7 )

达
,

在 以含 P G C 517 的农杆菌转化筛选到 .2 未转化体胚 (对照 )

的有K m抗性的体胚 中N PT I 基因的表达
, 3

·

竺
义琳化后有 K ! 抗性绝胚

_
_

_

、 ,

二~ 一一二兹石
一

*
益 。 ~ ` 二

-

一 4
.

P G v 3 8 5。 , 110 5二说化后有K nt 杭性体胚
为毒蛋白基因的整合提供了佐证

. - · - -
·

- - - -

“
- - -

一 ~ - ··

一“ 、 , 一

以上三项实验
,

证明苏芸金杆菌的毒蛋白基因巳整合到贡柑体胚的基 因 组 中
.

而

N o p a l i红e检测和 N P T 兀酶活性的检测结果
,

证明P G V s s s o : : l i o 3 n e o
的 N P T I 基因已

在贡柑体胚的细胞中表达
。

本实验所用的含有毒蛋白基因的 P E SI 质粒由美国华盛顿大学的 sc h en fP 提供
( ,” ,

其毒蛋白基因的启动子是基因本身的启动子
,

在 P G C 51 7农杆菌质 粒的构建过程中
,

没

有更换启动子
,

当毒蛋白基因整合到贡柑体胚细胞的基因组中后
,

该基因本身的启动子

能否在贡柑体胚细胞中启动表达
,

有待进一步研究
.

2
。

2 人工种子包退的实脸结果

如图版
一 C

,

D
,

E所示
,

包埋后的人工种子在 固体培养 基上萌 发
,

第 9 天统 计
,

10 粒含对照胚 的人工种子有 2 粒萌发
,

10 粒含毒蛋白基因的人工种子中也有 2 粒萌发
,

10 粒含N P T I 基因的人工种子有 1粒萌发
.

圈版 A~ E P l a t . A一 E

A
.

未转化的贡柑愈伤组织有含有K m 2 5
,

50
,

1 0。 , 150
,

2 00 m g / L 的 M T 十 5 8% 培养中
,

培养

2。天后
,

黄化死亡 , B
·

球形胚在选择培养基上培养 20 天后的结果
,

抗 性胚 ( 箭头所示 ) 存活
,

为绿

色
,

非抗性胚黄化死亡 , C
.

包埋后第 , 天的人工种子萌发情况
: 2 为对照胚人 工种子

,
2粒萌发 ,

4 为 P G V 3 8 5。: 1 1 o 3 n e 。转化的抗性胚人工种子
,

1 粒萌发 , 6 为 P G C 51 7 转化的抗性胚人工 种子
,

2粒萌发 , D
,

贡柑人工种子 , E
.

萌发的人工种子 (含 P G C 5 1 7转化后
,

有 K m抗性的体胚 )
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