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大豆抗病相关基因 SR1正反义植物表达载体

的构建及遗传转化研究
*
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摘要　实验构建了CaMV35S 启动子控制下的大豆抗病相关基因 SR1的正反义植物双元表达载体

pBISR1(+)和 pBISR1( -)。通过根癌农杆菌叶盘转化法 ,将正义和反义 SR1基因导入烟草 Ha-

vana 425 ,经卡那霉素筛选 ,获得了抗性植株 。经 PCR和 PCR - Southe rn印迹分析 ,证明抗性植株

中整和了 SR1基因 , RT - PCR分析进一步表明正义和反义基因皆能转录为完整的 mRNA ,经疫

霉根腐接种及抗病性鉴定表明 ,转反义基因株系和未转基因株系均轻微感病 ,而转正义基因株系始

终没有出现感病症状 。
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　　植物抗病基因的克隆研究对于抗病育种和抗病

机制的理解具有重要意义 。但从现有的文献报道来

看 ,大豆抗病基因的研究还很薄弱 ,迄今尚未有功能

性大豆抗病基因被克隆的报道 。

2003年 ,杨秀红从大豆抗疫霉根腐病品种绥农

10号中分离出大豆 NBS 类抗病基因的同源序列 ,

在此基础上 ,通过 RACE 技术获得了 3574bp 的全

长大豆抗病相关基因 SR1[ 1] 。尽管序列和结构上的

分析均已表明 , SR1基因为大豆抗病相关基因 ,但还

需要在转基因体系中进一步验证该基因的功能。本

实验拟利用 SR1基因替换植物表达载体 pBI121 质

粒中 CaM35S启动子与 T - nos终止子之间的 gus

基因 ,构建正反义植物双元表达载体;利用农杆菌浸

染法转化烟草植物 ,研究该基因的表达 ,通过生物实

验检测该基因对疫霉根腐病的抑制效果 。

1　材料和方法
1. 1　材料

本实验中使用的大肠杆菌(E. coli)为 DH5α,

根癌 农杆 菌 (Agrobacte rium tumefaciens )为

LBA4404 ,表达载体为 pBI121 ,抗性标记为 Kmr 。

质粒 pE42(含大豆抗病相关基因 SR1)由本实验室

克隆和构建 ,抗性标记为 Amp
r
。

限制性内切酶 , Klenow 大片段 , T4 DNA 连接

酶 ,M -MLV 反转录酶购自 Promega公司 ,地高辛

标记和检测试剂盒(DIG High Prime DNA Labe-

ling and Detection Starte r KitⅡ)购自 Roche公司 ,

其它生化试剂购自 TaKaRa公司 。所用 PCR引物

由上海博亚生物技术有限公司合成。

烟草( Nicotiana tabacum L. )种子 Havana 425

由加拿大圭尔夫大学提供。大豆疫霉根腐病 1号生

理小种由本实验室保存 。

1. 2　SR1基因正反义植物双元表达载体的构建

用 No t Ⅰ从重组克隆 pE42中切下 SR1 基因 ,

Klenow 大片段补平 ,与经 Sma Ⅰ /EcoICR Ⅰ酶切

pBI121获得的载体 DNA 大片段进行平端连接 ,连

接产物转化大肠杆菌 DH5α。以碱法提取质粒

DNA [ 2] ,经琼脂糖凝胶电泳检测挑选转化子 , PCR 、

酶切鉴定正反义表达载体 ,分别命名为 pBISR1(+)

和 pBISR1(- ),见图 1。

按文献
[ 3]
方法转化农杆菌(Agrobacterium tu-

mefaciens )LBA4404 , 用 PCR及酶切鉴定重组克
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隆。

图 1　植物双元表达载体 pBISR1(±)的构建流程

Fig. 1　Construction o f plant bina ry expression

vector pBISR1(±)

1. 3　根癌农杆菌叶盘转化法将 SR1基因导入烟草

参照 Horsch 等[ 4] 的方法 ,略加改进。取烟草

无菌苗上部的幼叶 ,用解剖刀把叶片切成 0. 5 ～ 1cm

×0. 5 ～ 1cm 的烟草叶盘 ,加入适量的 LBA4404(含

pBISR1(+)或 pBISR1(- ))培养液 ,浸 1 ～ 2 min 。

滤纸吸干 ,近轴面朝下置于 MS 基本培养基上 ,共培

养 4h , 然后用无菌水冲洗烟草叶盘三次 , 再用含

500mg /L Cef液体培养基冲洗一次 ,转至选择培养

基上(MS 培养基加 1. 0 mg /L 6 - BA 、0. 2mg /L

NAA 、300mg /L Km 、500mg /L Cef)。每两周转一

次 ,待卡那霉素抗性芽长至 2cm 时 ,转至生根培养

基(1 /2 MS 基本培养基 , 补加 50mg /L Km +

400mg /L Cef),待根系发育完全后转入土壤中。

1. 4　转基因烟草植株分子检测

烟草基因组 DNA 提取按修改的 CTAB[ 5] 程序

进行。以提取的基因组 DNA 为模板进行 SR1全长

序列的 PCR扩增 ,所用引物:S1 为 5'- TAA TA-

A TGGCTGCGACAA - 3', A1为 5'- A TGAAGG-

TAGGGCGA ACA - 3'。 PCR 反应条件为 94℃

2min ,一个循环;94℃ 0. 5min , 55℃ 0. 5min , 72℃

3. 5min ,35个循环;72℃7min反应结束。

从 PCR 为阳性的植株中选取转化植株进行

PCR - Southern杂交鉴定 。PCR产物电泳后 ,转移

至尼龙膜上 ,放入紫外交联仪中 , 254nm 紫外光照

射 2 min以固定 DNA于膜上。然后按照 Roche 公

司 DIG High Prime DNA Labeling and De tection

Starter Ki tⅡ的详细说明 ,以 DIG 标记的质粒正对

照扩增产物为探针进行杂交 。PCR - Southern 印

迹杂交参照文献[ 2] 进行 。

将 PCR及 PCR - Southern鉴定呈阳性植株的

叶子在液氮中研磨成粉末 , 应用 T rizol Reagent

(GibcoBRL 公司)制备转基因烟草总 RNA , 加入无

RN ase 的 Dnase Ⅰ消化可能存在的 DNA , 用上述

SR1基因引物进行 RT - PCR检测 ,以验证其外源

基因在转录水平上的表达。

1. 5　转基因烟草植株的抗病性鉴定

目前大豆疫霉根腐病病原菌接种大豆植株的方

法广泛采用的是下胚轴伤口接种法
[ 6]
。本试验借鉴

此方法对烟草植株进行接种:在烟草长出 8 - 9片叶

子后 ,用消毒后的刀片在烟草近根部的茎上划一伤

口 ,伤口深度不超过烟草茎粗的三分之一 ,取扩繁好

的带有培养基的病原菌菌丝体(边长 3mm 的方块)

嵌入伤口中 ,接种后在苗的上部罩上塑料薄膜 ,向膜

内浇水 ,保持膜内相对湿度在 90%以上 ,在 22 -

30℃下培养 60小时 ,接种 96小时后调查病情。

2　结果

2. 1　SR1基因正反义植物双元表达载体的构建

pBI121经 Sma Ⅰ /EcoICR Ⅰ双酶切 ,得到11. 2

kb的载体 DNA 大片段 ,质粒 pE42经 Not Ⅰ酶切得

到 3. 5kb的 SR1基因片段 ,补平 SR1基因片段 ,连

接过夜后 ,转化大肠杆菌。挑单斑提取质粒 ,并以载

体质粒 pBI121为对照进行凝胶电泳检测(图 2),

M:pBI - 121　1 、4 、9:重组质粒

2、3、5、6、7 、8 、10、11 、12:自环化质粒

图 2　大肠杆菌中重组质粒的凝胶电泳检测

Fig . 2　Detection of recombinant plasmids in Ecoli DH 5

by aga rose gel electropho resis

根据自环化质粒 、重组质粒与 pBI121载体质粒在凝
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胶中的相对位置初步筛选出 8个阳性克隆。进一步

做 PCR检测 ,均扩增出 3. 5kb 的片段(图 3),证明

SR1基因片段的插入 。为确定 SR1基因片段的连

接方向 ,用 Bam Ⅰ酶切 8个阳性克隆(图 4),从而确

定 1 、2 、4为正向连接的正义表达载体 ,其它为反向

连接的反义表达载体。

M:λ- EcoT14Ⅰmarker 1:pE42 PCR 2 ～ 9:pBISR1(±) PCR 10:pBI121 PCR　11:负对照(水)

图 3　植物表达载体 pBIS R1(±)的 PCR鉴定

Fig . 3　PCR identification o f plant expression vecto r pBIS R1(±)

M:λ- EcoT14Ⅰmarker;1、2、4:pBISR1(+) ;3、5、6、7、8:pBISR1( -)

图 4　植物表达载体 pBIS R1(±) BamHⅠ酶切的鉴定

Fig . 4　BamHⅠ re striction analy sis of plant expression vecto r pBISR1(±)

2. 2　转基因烟草的获得及其分子鉴定

通过农杆菌介导的叶盘法转化烟草 Havana

425 ,共获得 18株卡那霉素抗性植株 。用 CTA B法

提取烟草总DNA ,以其为模板 ,用SR1基因5'端和3'

图 5　转基因植物的 PCR检测(A)和 PC R- Southern 杂交分析(B)

Fig. 5　Identification o f SR1 gene in t ransgenic tobacco by

PCR(A) and PCR - Southern blot ting(B)

M:λ- EcoT14Ⅰmarke r;

1:阳性对照(pTe - SR1 质粒);

2 - 3:转正义 S R1 基因植株;

4 - 5:转反义 S R1 基因植株;

6:阴性对照(Havana 425 DNA)

端引物进行 PCR扩增 ,扩增产物的电泳分析表明 ,

其中转化正义基因的卡那霉素抗性植株中 ,有 4株

能扩增出一条 3. 5kb 的特异带 ,转化反义基因的卡

那霉素抗性植株中 ,有 2株能扩增出一条 3. 5kb 的

特异带 , 而非转化对照植株无此特异带(图 5A)。

PCR检测结果同时表明 , SR1正反义植物表达载体

对烟草的转化能力并没有明显的差异 ,转化率皆为

33. 3%。
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为了进一步鉴定 PCR 产物是否为 3. 5kb 的

SR1基因片段 ,排除假阳性的存在 ,以未转化的同一

品种植株 DNA 为阴性对照 ,以 pE42质粒为阳性对

照 ,与用地高辛标记的 SR1 基因探针进行 PCR -

Southern杂交检测 。结果显示:2 个转正义 SR1基

因的阳性株系和 2 个转反义 SR1基因的阳性株系

均呈现与 pE42质粒 DNA相同的杂交带 ,而阴性对

照无杂交带 ,证明 SR1基因已整合到受体烟草的基

因组中(图 5B)。

为研究转基因植株所含正义或反义 SR1 基因

是否在植株中表达(在 RNA 水平),本实验对 PCR

和 PCR - Southern杂交皆为阳性的植株进行 RT -

PCR检测 ,发现转基因株系均扩增出与阳性对照一

致的专一条带(3. 5kb),而未转基因对照植株未扩增

出相应条带(图 6)。RT - PCR结果表明 ,整合到烟

草基因组中的正义或反义 SR1基因已被 CaMV35S

启动子启动 ,转录为完整的 mRNA ,在 RNA 水平上

得到了表达。

M:λ- EcoT14I ma rker;1 :正对照(pE42 质粒 DNA );2 , 4:转正义S R1 基因植株 的 cDNA 作为模板;6 , 8:转反义 SR1 基

因植株的 cDNA 作为模板;3 , 5:转正义基因株系的总 RNA 作为模板;7 , 9:转反义基因株系的总 RNA 作为模板;10:阴性

对照(H avana 425的 cDNA 作为模板);11:负对照(水作为模板).

图 6　转正义及反义 S R1 基因的烟草的 RT - PC R鉴定

Fig. 6　RT - PCR identification o f transgenic tobaccos with sense or antisense SR1

2. 3　转基因烟草植株的抗病性鉴定

为了初步探索转 SR1 基因的烟草对病原菌的

抗性 ,用大豆疫霉根腐病 1号生理小种接种转基因

烟草植株 ,同时接种未转基因植株作为对照。结果

表明大豆疫霉根腐病 1号生理小种对转反义基因的

株系和未转基因株系均有轻微的致病性 ,植株下部

叶片黄化 ,而转正义基因的株系始终没有出现感病

症状(图 7)。

+:转正义 SR1 基因植株 ;

- :转反义 SR1 基因植株;c:未转基因植株。

图 7　转基因烟草的接种鉴定

Fig. 7　Inocula tion of tr ansgenic tobacco s

3　讨论

为了准确地知道新分离的基因或基因片段产物

在活体内的功能 ,应用反义 RNA 技术显然是一条

简便的途径。本实验就是根据这一原理 ,在构建正

义植物表达载体的同时 ,构建了反义植物表达载体 ,

用以进一步确定大豆抗病相关基因 SR1的具体功

能。

酶切位点分析表明 ,质粒 pE42 中 SR1两端可

利用的酶切位点在载体质粒 pBI121中 GUS 两端的

多克隆位点处找不到 ,不能进行粘性末端的定向连

接。同时考虑到构建多个中间载体以获得适合的酶

切位点 ,最终把目的片段连接在表达载体上的做法 ,

同样复杂 ,而且需要多个不同的中间载体。所以本

实验采取了平末端片段的克隆连接。再通过酶切鉴

定 ,确定目的片段的连接方向 ,同时获得正反义植物

表达载体 。克隆平末端的目的片段时 ,只要充分注

意连接体系中载体和目的基因片段的比例 、平端的

浓度及连接酶的浓度 ,在不采用碱性磷酸酶去除载

体 DNA 5'端磷酸和加接头等辅助措施的条件下 ,可

以获得"正确"的连接产物 ,连接效率达 8. 3%,足够

满足亚克隆的要求。

由于大豆组织培养再生困难 ,可重复性差 ,基因

型之间差异大 ,遗传转化体系还不完善等原因 ,大豆

被公认为难转化的作物之一。为了在有限的时间内
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研究 SR1基因在植物体内整合和转录的情况 ,以及

初步探索 SR1基因可能的抗病性 ,我们并没有直接

将其转入大豆 ,而是选择了转化及再生容易 ,又可大

量快速繁殖的植物遗传转化的模式植物烟草 。通过

根癌农杆菌叶盘转化法将 SR1基因导入烟草获得

卡那霉素抗性再生植株 ,经 PCR和 PCR - Southern

检测表明目的基因已整合到烟草基因组中 , RT -

PCR进一步表明目的基因在烟草中能够转录出完

整的 mRNA 。本试验中 , PCR 分析鉴定结果显示 ,

并不是所有转化植株表现出阳性反应 ,仍然有假转

化体存在。当然 ,假转化体的产生是目前遗传转化

中非常普遍的现象。可能是外植体细胞暂时表达外

源选择抗性基因 ,从而为其它非转化细胞提供了一

道屏障 ,逃避了选择压力的影响而继续分化;或者外

植体的某些表层细胞稳定表达外源选择抗性基因 ,

降低了其周围培养基中的抗生素浓度 ,为其它非转

化细胞提供屏障;也或者是植物对选择抗生素具有

很高的内源抗性等。因此转基因植株的鉴定需要一

整套完整而可靠的鉴定体系。

大豆疫霉根腐病菌属于鞭毛菌亚门 、卵菌纲 、霜

霉目 、腐霉科 、疫霉属真菌。该病菌除侵染大豆外 ,

在温室人工接种条件下 ,还可以造成首蓓草 、甜三叶

草的猝倒死亡 ,对菜豆 、老鹤草也有致病力[ 7] 。但在

现有文献中 ,并未看到关于大豆疫霉根腐病是否侵

染烟草方面的研究报道。对此本研究所做了一些尝

试性的研究工作 ,结果显示:大豆疫霉根腐病对烟草

接种 ,可在烟草上引起一定程度病症。因此 ,对转基

因烟草接种大豆疫霉根腐病 1号生理小种 ,结果表

明该病原菌对转反义基因的株系和未转基因株系烟

草有轻微的致病性 ,但不能达到致死效果。而转正

义基因的株系始终没有出现感病症状。尽管如此 ,

SR1基因的确切生理功能还有待于进一步转化相应

的大豆品种加以充分验证 。

参　考　文　献

1　杨秀红.大豆抗病相关基因的克隆研究[ D] . 东北农业大学 ,农学

博士学位论文:2002.

2　S am brook J , Fri ts ch E F , Maniati s T M. Molecular Cloning:A

labo rary m anu al[ M ] . New York:Cold S pring Harbor Laboratory

Press , 1989.

3　Hofgen R , Willmit zer L. Storage of compentent cell for Ag rob ac-

t erium transformation [ J] . Nucleic Acid Res , 1988 , 16(21):

9877.

4　Ho rsch R B, Fry J E , H offman N L , et al. A sim ple and general

m ethod for t ransferring genes into plants[ J] . S cien ce , 1985 , 227:

1229～ 1231.

5　Porebskis , Bai ley G , Baumb B R. Modi ficat ion of C TAB DNA

ext raction p rotocol for plants containing high polysaccharide an d

p oly phen d com ponen ts[ J] . Plan t Mol Rep , 1997 , 15:8～ 15.

6　马淑梅 ,李宝英 ,丁俊杰. 大豆疫霉根腐病抗病资源筛选及抗性

遗传研究[ J] .大豆科学 , 2001 , 20(3):177～ 179.

7　S chmi t thenner , A. F. Phytophthora rot in"Com pendium of s oy-

bean dis eases."3rd ed. . J. B. Sinclai r and P. A. Backman eds. A-

merican Phytop hthora society. St . Paul , MN. 1989 , P35 - 38.

CONSTRUCTION OF TWO PLANT EXPRESSION VECTORS WITH SENSE OR

ANTISENSE SOYBEAN RESISTANCE- RELATED GENE SR1

Lin Shi feng 　Zhang Shuzhen　Yang Xiuhong　Chen Qingshan　Yang Qingkai 　Li Wenbin

(Insti tute of Soybean Science , Northeast Agricultural Universi ty , Harbin 150030)

Abstract　Tw o plant expression vecto rs car ry ing sense o r antisense soybean resistance - related gene SR1

under the regulat ion of caulif low er mosaic virus 35s promoter w as constructed. Leaf segments o f tobacco

Havana 425 w ere infected by A grobacterium tumefaciens LBA4404 w ith pBISR1(+) or pBISR1(-), f rom

which kanamycin resistant plants w ere obtained. PCR and PCR - Southern analy sis proved that the SR1

gene w as integ rated into the genomes of the tobacco plants , and RT - PCR analy sis proved that sense o r

ant isense gene w as t ranscripted into a complete mRNA. The disease resistance assay show ed that plants

wi th antisense gene and control plants we re slight ly susceptible , and plants w ith sense gene w ere not sus-

cept ible.

Key words　Soybean SR1 gene;Expre ssion vectors;Transgenic;Tobacco
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