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摘　　要

本文对黑龙江省推广的三个大豆品种及它的转 ipt基因株系 F4 ,采用生化

技术酶联免疫检测技术 ( ELISA) ,研究了病毒病侵染条件下 ,转基因植株的生化

特性变化及对内源激素含量及其平衡状况的影响。实验结果表明: SMV 1号诱导

条件下 ,转基因大豆细胞中 M DA含量减少 , SOD酶活性较强 ;转 7SL- ipt基因

的大豆 ,内源激素 IPA、 IAA、 GA含量明显增加 ;而转 8SL- ipt基因的大豆 ,则

通过内源激素 IAA、 AB A含量的增加 ,来改变大豆的形态发生和提高抗病性。

关键词　 ipt基因 ;转基因植株 ;病毒病

ipt基因是植物细胞分裂素合成相关的异戊烯基转移酶 ( Iso penteny Trom ferae简称

ipt )基因 ,它可催化 5′- Am p和异戊烯基焦磷酸转变成异戊烯基腺苷 - 5- pi ,使异戊烯

基腺苷- 5- pi迅速转化成异戊烯基腺苷 ( 9Rip)和异戊烯基腺嘌呤 ( ip) , 9Rip和 ip的羧

化作用可分别产生玉米素核苷和玉米素 ( Bar ry. G. G. 1984. Bachmar rn.Ⅰ . 1985,

Letham D. S. 1983) . Roeckel( 1993)等人报道了细胞分裂素生物合成基因在种子中的特

异表达对油菜和烟草表现型的影响 ,实验证明: 转基因的烟草和油菜的平均结荚数和种子

数比野生型的高 80%和 10%。 在动物基因转移方面 ,已利用生长激素基因转入猪、牛、羊

等而获得了巨猪、巨羊的实践。 1996年我们与哈师大生物系合作 ,将含有 PS AV R - ipt-

Str
R- Spe

R的融合基因的 Ti质粒 P
Mon 505,通过花粉管通道法导入了黑龙江省已推广的

大豆品种中 ,经同工酶检测、 Souther杂交证实该基因在 F1代获得表达并遗传到后代 (许

志茹等 , 1996)。从形态表现看转基因材料生育进程加快、株高降低、水平抗病性提高 (病源

菌接种鉴定结果 )、分枝数增加、结荚数增多等。由此 ,我们对转基因植株的产量水平、抗病
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性和遗传特性进行了探讨 ,本文仅就病毒病侵染条件下 , F4转基因大豆的生理特性变化

进行探索 ,旨在揭示大豆转 ipt基因后 ,水平抗病性提高的内涵。

材料与方法

1　材料

以绥农 8、庆丰 1号、黑农 36为受体材料 ; 0793101、 07933601、 0793801用 Ecoli 7SL

含有 P
SAV R- ipt的 P

Mon505转化到 DH5a中 ,由美国哥伦比亚大学提供载体质粒导入获得

的转基因后代株系 ; 0893807、 0893102、 08933601用 Ecoli 8SL为载体质粒转入而获得的

后代株系 ( 7SL、 8SL间的不同主要是 SAV R分子长度的不同 )。

2　供试菌种

大豆病毒病 1号生理小种 ,由东北农业大学大豆所提供。

3　接种与取样

每个材料播 12盆 ,每盆 4株于防虫网室内。当真叶展开时接种 ,接种两周后进行采样

测定。

4　超氧化物歧化酶的测定

采用 NB T法
[5 ]
进行。

5　丙二醛含量的测定

参照王爱国 1986年的方法。

6　内源激素含量测定

剪取实验材料的叶片立即准确称重并用液 N速冻。后置于密闭小瓶中低温 ( - 40℃ )

保存。 每个处理 (含不接种的 )取 4份样品 ,每份 1g左右。 激素的纯化和酶联免疫测定

( ELISA)方法基本同吴颂如等 [ 9]。其中 , IAA(吲哚乙酸 )和 IPA(细胞分裂素 )用固相抗原

型 ELIS A, G A(赤霉素 )和 ABA(脱落酸 )用固相抗体型 ELISA测定。每份材料 5个样品

孔 ,重复读数 2次。所用药盒由南京农业大学植物激素研究室提供。

实验结果

1　大豆花叶病毒病侵染条件下 ,转 ipt基因大豆的膜质过氧化反应

大豆花叶病毒病侵染条件下 ,转 ipt基因大豆的膜质过氧化水平发生了变化 ,特别是

M DA (丙二醛 )含量减少 ,与受体比较减少的幅度在 - 4～ - 18%之间 (参见表 1)。 这表

明:在大豆病毒病诱导条件下 ,转 ipt基因大豆叶肉细胞内有毒代谢产物的积累少 ,膜脂

的过氧化调节能力较强。

　　 2　病毒病侵染条件下 ,转 ipt基因大豆保护酶体系的变化

超氧化物歧化酶 ( SOD酶 )是细胞膜免受过氧化的两个保护酶 ,它在清除细胞内自由

基、提高体内抗逆性方面起到了重要的作用 ,在 SMV 1号株系诱导下 ,转基因大豆株系叶

肉细胞中的超氧化物歧化酶活性增加幅度为 18. 5% - 96% (见图 1) ,增加幅度与受体的
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抗病性有关 ,绥农 8做受体的转入后代增加幅度较小 ,而黑农 36做受体的转入后代 SOD

酶活性增加幅度较大 ,抗病性与受体比较 ,转基因株系的抗病性达中抗水平。
表 1　 SMV 1号对 ipt基因转化大豆后代膜脂过氧化的影响

Table 1　 M embranous perox idatic v eactio n of soy bea n v arieties afte r tr ansfo rming

ipt g ene into so ybean plant with SM V N o. 1

处理

Treatmen t

品种

Cul tivar

M DA含量 m ol /L. g. F. W

M DA Con tent

与受体比较含量

增加 (降低 )的百分数

SM V 1号

生理小种

Treatmont

b y SM V No. 1

0793101 7. 3081- 03 - 18. 0%

0893102 7. 6612- 03 - 14. 0%

庆丰 1号 Qingfeng 1 8. 9238- 03

08933601 7. 3723- 03 - 4. 0%

07933601 6. 848- 03 - 11. 0%

黑农 36 Heinong 36 7. 6612- 03

0893807 7. 2546- 03 - 13. 0%

绥农 8号 Suinong 8 8. 3032- 03

图 1　病毒病对转基因大豆超氧化物歧化酶活性的影响

Fig. 1　 Ef fect of SM V on SOD act ivi ty of soybean v arieties af ter t rans fo rming ipt gene into s oybean plant

3　病毒病对转基因大豆内源激素含量及平衡的影响

( 1) GA含量的变化: SMV 1号小种侵染条件下 ,用 Ecoli 8SL载体质粒介导而获得的

转基因大豆植株叶肉细胞内的 GA含量与受体比较含量降低 ,而转 Ecoli 7SL载体质粒

转化 ipt基因的大豆叶肉细胞内 GA含量与受体比较含量是增加的 (参见表 2)。

( 2) ABA含量的变化: SMV 1号侵染条件下 ,转基因大豆植株叶肉细胞内的 ABA含

量明显高于受体 ,特别是导入 8SL- ipt基因的后代 , ABA含量的积累显著 , 08933601为

受体的七倍。 而转 7SL- ipt基因的个别株系的含量有所降低。

( 3) GA /ABA比值的变化:在 SMV1号侵染条件下 ,转 8SL- ipt基因的后代材料中

GA /ABA比值与自身受体比较明显增加 ,而 7SL- ipt导入后代 GA /ABA比值与自身受
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体比较变化不大 ,有的品种表现降低 (参见表 2)。由此可见: 用农秆菌 7SL转育 ipt基因大

豆发育加快的原因之一 ,是体内 GA类物质相对含量的提高和 ABA含量的相对减少 ,即

GA /ABA比值降低。 而转育 8SL- ipt基因的大豆发育加快的原因之一 ,是降低体内 GA

类物质的含量而提高 ABA的相对含量 ,即增加 GA /ABA的比值。
表 2　 SM V 1号小种转基因大豆 G A、 A BA含量及 GA / ABA平衡的影响

Bable 2　 Effect of SM V o n the amount o f endog eno us G A、 ABA a nd the r etio n o f

GA to ABA afte r tr ansfo r ming ipt g ene into so ybean plant

处理

Treatment

载体质粒

Plasmid

激素

Pmd 19. FW

Hormones

绥农 8

Suinong 8
0893907

庆丰 1号

Qingfeng 1
0893102

黑农 36

Hein onh 36
08933601

SM V 1号

生理小种

Treatment

b y SM V No. 1

Ecoli 8SL

Ecoli 7SL

GA 578. 90 244. 30 498. 19 4. 75 113. 50 36. 64

ABA 6428. 32 18170. 01 1131. 84 1517. 79 1084. 35 86003. 96

GA /ABA 1∶ 10. 1 1∶ 73. 4 1∶ 1. 27 1∶ 318. 5 1∶ 8. 55 1∶ 2346. 3

庆丰 1号

Qingfeng1
0793101

黑农 36

Heinong 36
07933601

GA 498. 19 667. 01 113. 50 192. 56

ABA 1131. 84 1539. 27 1084. 36 422. 57

GA /ABA 1∶ 1. 27 1∶ 1. 31 1∶ 8. 55 1∶ 1. 19

　　 ( 4) IPA含量的变化: 细胞分裂素能促进授粉子房的碳水化合物代谢 ,强化“库”的活

动 ,提高结果率及产量。 同时外源 IPA能刺激植物蛋白质的合成 ,促进侧芽的生长 ,大豆

转 ipt基因后代株系叶肉细胞中的 ipt含量增加 ,增加幅度因品种而异。但在 SMV侵染条

件下 ,转 7SL- ipt基因大豆植株体内的 IPA含量仍高于受体的 2- 4倍 ,而转 8SL- ipt

基因的后代材料 ,叶肉细胞内的 IPA含量与受体比较出现了个体间的差异 ,有的株系

IPA含量降低 (参见表 3)。
表 3　 SMV 1号小种对转基因大豆叶肉细胞中 I PA含量的影响

Table 3　 Effect of SM V on th e amount of endogenous IPA af ter t rans fo rming ipt gene into s oybean plant

处理

Treatment
载体质粒

绥农

Suinong 8
0893801

庆丰 1号

Qingfeng 1
0893102

黑农 36

Heinong 36
08933601

SMV 1号生理小种

Treatm ent by

SM V No. 1

Ecoli 8SL 145. 42 106. 44 12. 31 0. 026 37. 90 129. 29

庆丰 1号

Qingfeng 1
0793101

黑农 36

Heinong 36
07933601

Ecoli 7SL 12. 31 30. 14 37. 90 156. 18

　　 ( 5) IAA含量的变化:病毒病诱导条件下 ,所有转基因材料叶肉细胞中的 IA A含量都

有明显增加 ,由此可见 , ipt基因的转入可调节大豆内源激素 IAA的含量 (参见图 2)。

讨　　论

植物激素调节植物的分化形成 ,它包括两大类 ,即植物的细胞分裂素和生长素。从本
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实验结果可以看出:在病毒病诱导条件下 , ipt基因上的高活性启动子能通过内源激素的

水平来加强和改变转化植株细胞的形态发生。 SMV 1号诱导条件下 ,转 7SL- ipt基因大

豆的内源激素 IPA、 IAA、 GA含量明显提高 ,改变了形态的发生。而转 8SL- ipt基因的大

豆则通过内源激素 IAA、 AB A含量的增加 ,来改变形态的发生。

图 2　 SM V 1号小种对转基因大豆叶肉细胞中 IA A含量的影响

Fig. 2　 Ef fect of SM V on the amoun t of end og enous IAA af ter t ransforming ipt g ene into soybean plan t

参试材料经 SM V1号株系诱导后 ,转基因植株细胞中 MDA含量减少、 SOD酶活性

增强 ,说明 ipt基因的插入使细胞中清除自由基的能力加强 ,使膜脂的过氧化调节能力增

强。因此 ,导致转 ipt基因大豆的水平抗病性增强。
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