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含 iPt融合基因的根癌农杆菌转化

大豆萌动种胚的研究
’

I 苗期子叶的同工酶分析

汪清撤 黄永芬 傅桂荣 许志茹

郑宝江 李洪泉

(哈尔滨师范大学生物系 )

摘 要

本实验 以大豆 萌动种胚 为受休
,

用含有 35 5 启 动子 一 G u s 基 因 一 i tP 基因 一

N os 基因的融合基因根癌农杆 菌 L B A 4 4 0 4 进行转化
。

通过对转化及对照植株

苗期 子叶的过氧化物晦 同工酶及醋酶 同工酶分析
,

结果表明酶错有明显差异
,

过

氧化物酶 同工晦有两条差异带
:
R fo

.

5 09 及 R fo
.

71 2 ;
醋酶 同工酶 有一条差异

带
:
R fo

.

5 31
。

综合分析
,

土述三条差异 带都显示的转化植株 占所分析的转化植

株的 14
.

4 %
。

此法可作为转基 因植株早期 筛选的方法之一
。

关键词 大 豆 萌动种胚
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峰

自 1 9 7 9 年 M ar ot
n阁首先用根癌农杆菌 iT 质粒进行烟草原生质体转化以来

,

高等植

物的转化方法已有广泛发展 .1[
5
、 `〕 .

其中
,

利用根癌农杆菌介导外源基因转化植物萌动种

胚是一简易可行的方法2[]
。

植物细胞激动素有控制细胞分裂
,

限制一些水解酶产生
,

促进根系生长
,

改变营养元

素分配
,

进而达到提高产量的作用
.

美国密苏里大学生化系构建 S A U R 启动子一 i tP 基因

一 G u s
基因一 N o s

基因这一融合基因
,

克隆在

含有 i tP 融合基因的根癌农杆菌转化大豆萌动淤
粒中

,

转化烟草获得成功 [,]
。

我们也用
,

并对转化植株进行鉴定
。

本实验首先

对转化植株苗期子叶进行同工酶分析
,

为转基因植株的早期筛选探讨一有效方法
。

之后
,

.
i tP 基因为植物细班激动家生物合成基因

本文于 1 9 9 3年 8 月 2 日收到
。

T h is aP p e r w “ er e e三v ed 的 A u二 2
,

1 99 3
.
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还要用其它方法予以鉴定
,

实验结果将陆续报道
.

材 料 和 方 法

一
、

菌株 根癌农杆菌 L B A 4 4 0 4
,

具壮观霉素
、

卡那霉素和氯霉素抗性
。

在 iT 质粒
_

t

克隆 35
5
启动子一 i tP 基因一 G u s

基因一 N o s
基因这一融合基因

。

用 Z Y T 培养基
,

28 ℃摆

床培养 36 小时
,

使达到对数期
。

上述菌种由美国密苏里大学生化系惠赠
。

二
、

种子处理 大豆种子为黑农 36 号
,

由省农科院大豆所惠赠
。

种子经温水浸种
,

置

25 ℃温箱发芽
,

待胚根稍突破种皮时
,

用手术刀轻轻割破胚根 附近种皮
,

然后用培养至对

数期的根癌农杆菌 L B A 4 404 菌液浸染 12 小时
,

播种于温室花盆 中
,

并以同期未浸 菌液

的种子为对照 (也割破种皮 )
。

三
、

同工酶分析 取播种 20 天
,

变异较 明显的转化植株子叶共 14 株
,

取一未浸菌液

的正常植株为对照
,

按以前报道的方法制备酶提取液 〔 , ,
。

聚丙烯酞胺凝胶制备
、

电泳及过

氧化物酶同工酶
、

醋酶同工酶分析方法均与前同 .at
`〕 .

相对迁移率计算
R`~

~

臀漂恕缪聋器
I X ` 0 0%

结 果 和 讨 论

一
、

转化植株与对照植株在发芽率
、

苗期株高
、

叶形等田间性状方面均 出现明显变异
。

转化植株发芽率为 90
.

20 %
,

对照植株发芽率为 95
.

5% ; 出苗后一个月内
,

转化植株颜色

发黄
,

生长不整齐
,

苗长得矮小 (下表 )
,

叶片也表现不正常
,

出现单叶
、

二叶等畸形叶状
.

详

细状况
,

将另文报道
。

植 株
株 高 ( c m ) (每盆平均 )

平均高度

转化植株

正常植株 1 8
.

5 2

二
、

图 1 是过氧化物酶同工酶谱显示情况示意图
。

其中对照植株样品 ( 15 号 )显示 12

条谱带
,

其相对迁移率分别为 0
.

1 0 5
、

0
.

2 2 6
、

0
.

5 5 7
、

0
.

3 6 9
、

0
.

5 5 5
、

0
.

4 1 0
、

0
.

4 2 0
、

0
.

4 3 2
、

0
.

4 3 9
、

0
.

5 6 6
、

0
.

6 0 8
、

0
.

6 5 6
。

在 一4 个转化植株中
,

酶谱差异较明显的是第 一。
、

1 1
、

1 2及 1 4

号样品
,

多显示一条 R fo
.

7 12 带
,

14 号样品还比其它各样 品多显示一条 R fo
.

509 带
。

第 4
、

5
、

8 号样品 比对照少显示一条 R fo
.

4 32 带
。

各谱带及其相对迁移率如下
:

谱谱带 aB
n d`̀ III III III NNN VVV 协协 班班 姐姐 优优 XXX 习习 幼幼 众众 翔翔

RRR fff O
。

1 0 888 0
.

2 1 666 0
。

35 777 0
。

36 999 0
,

3 8 555 0
.

4 1 000 0
。

4 2 000 0
.

4 3 222 0
.

4 3 999 0
。

5 0 999 0
。

5 6666 0
.

` 0 888 0
。

6 5 666 0
.

7 1 222

三
、

图 2是醋酶同工酶酶谱显示情况的示意图
。

其中对照样品 ( 巧 号 )显示 8 条谱带
,
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其相对迁移率分别为 0
.

1 34
、

0
.

2 0 5
、

0
.

32 6
、

0
.

5 3 5
、

0
.

3 50
、

0
.

3 7 3
、

0
.

5 1 5
、

0
.

4 5 9 ;
在 14个转

化植株样品中
,

与对照 明显差异表现在第 6
、

7
、

9
、

10
、

1 3
、

14 号样 品多显示一条 R fo
.

5 31

带
,

12 及 14 号样品还多显示一条 R fo
.

6 17 带
。

各谱带及其迁移率如下
:

1 2 1 3 1 4 1 5

图 1 过氧化物酶同工酶谱

F ig
.

1 P
e r o x

id a s e is o z y m e z y m o g r a
朋

1一 1 4 为转化植株
,

15 为对照

1一 1 4
:

T
r a n s f o r

me d P lan
t s ; 1 5 :

oC
n t r o l P l a n t

图 2 酷酶同工酶谱

F ig
.

2 E
s t e r a s e i s o z y n l e z y m o g r a n 。

1一 1 4为转化植株
,

15 为对照

1一 1 4
:

T
r a n s f o r m e d P la n t s , 1 5

:

C o n t r o l p l
a n t
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谱谱 带 b a耐
sss奋奋 lll万万 NNN VVV协协 妞妞 佣佣 以以 XXX

fff RRR0
。

13444 0
.

2 0 555 0
。

32 666 0
。

3 3 555 0
。

3 5000 0
.

3 7 333 0
.

5 1 555 0
.

5 3 111 0
.

5 9444 0
.

6 1 777

综上分析
,

在过氧化物酶同工酶及醋酶同工酶中均显示显著差异带的样品只有 1 0
、

1 4 号
,

占所占分析转化样品的 1 4
.

4纬
。

四
、

本实验在转化萌动种胚时
,

没采取种子表面严格消毒灭菌处理的传统作法
.

原因

是考虑到根癌农杆菌原本就生活在土壤中
,

其感染双子 叶植物能力很强
。

本实验所用的

L B A 4 4 0 4
,

虽按遗传工程需要加以改造
,

但其对数期的感染能力仍很强
,

接菌后转化苗形

态表现足以证明这点
。

这可使操作进一步简化
。

五
、

本实验所观察到转化植株与对照植株的同工酶差异
,

尚不能作为转基因植株鉴定

的直接证据
,

今后需进行
.

G us 基因
、

N os 基因的表达检测
,

利用 P C R
、

分子杂交等技术获

得直接证据
,

我们将陆续报道这些工作的实验结果
。

由于转基因植株的早期筛选
、

鉴定工

作亦为重要
,

本实验为此提供一有效方法
。

六
、

用根癌农杆菌转化大豆萌动种胚是否可行 ? 许耀奎等认为
,

这种受体态种胚的胚

性细胞酶 活动加强
,

呼吸作用聚然上升
,

糖类
、

蛋白质以及核酸的合成和转变也迅速地进

行
。

这时的萌动种胚对外界因子的作用十分敏感
,

胚细胞开始处于活跃分裂状态
,

子叶对

胚芽的包裹不再那么严密
。

此时利用高活力的农杆菌感染处理萌动种胚并进而与之共培

养
,

就有利于种胚性细胞的转化
,

因为宿主细胞 D N A 的合成和细胞 分裂是农杆菌成功转

化的一个重要因素
。

此外
,

萌动种胚的微伤处理不仅利于细菌靠近或进入宿主细胞 (特别

是胚芽处的细胞壁或原生质膜 )
、

刺激受伤部位细胞的分裂
,

而且伤流液中还会存在着较

多的诱导 iT 质粒 iV
r 区基因活化的信号分子

。

根癌农杆菌对种胚细胞的转化
,

特别是对

胚芽及其分生细胞的转化
,

有可能使转化植株将整合进的 T 一 D N A 通过形成配子而传递

给转化一代
,

转化植株的特性通过孟德尔规律遗传〔幻
.
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T h e t r a n s f o r m a t io n o f t h e s e e d 一 g e r m i n a t i n g e m b r y o e s o f s o y b e a n w a o e o n d u e t e d

w i t h t h e A
.

t u m e

fa
e ien s s t r a i n L BA 4 4 o 4 e o t a i n i n g C a M V 3 5 5 p r o m o t e r 一 G u s 一 ip t 一

N o s f o s i o n g e n e
.

T h e a n a l y s i s o f t h e P e r o x id a s e is o z y m e s a n d e s t e r a s e is o z y m e s o f t h e s e e d l i n g s t a g e

e o t y l e d o n s o f b o t h t h e t r a n s f o r m e d a n d e o x飞t r o l p l a n t s i n d ie a t e d
: T h e i s o z y m e s P a t t e r n

b e t w e e n t h e t r a n s f o r m e d a n d e o n t r o l p l a n t s p
r e s e n t e d d i s t in e t d

l
f f e

r e n e e :
T h e p e r o x i

-

d a s e is o z y m e s s h o w e d t w o d if f e r e n t b a n d s ,

R f 0
.

5 0 9 a n d R f 0
.

7 1 2 ; T h e e s t e r a s e

i s o z y m e s s h o w e d o n e d i f f e r e n t b a n d
: R f 0

.

5 3 1
.

T o s u m u P
,

t h e t r a n s f o r m e d P l a n t s

s h i n g b o t h i s o z y m e s d i f f e r e n t b a n d s a e e o u n t f o r 1 4
.

4% o f t h e t o t a l o n e s w h ie h w e r e

a I l a l y s e d
.

T h i s e a n b e u s e d a s o n e o f t h e m e t h o d s f o r e a r l y s e r e e n i n g o f t r a n s g e n ie

P l a n t s
·

K e y w o r d s S e e d 一 g e r
m i n a t i n g e m b r y o e s o f s o y b e a n ; i p t g e n e ; A

.

t u m e

fa
c i e n s ;

T r a n s f o r m a t i o n ; I s o z y m e


