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大豆属致瘤农杆菌致瘤后

胭 脂 碱 的 测 定

蒋兴村 周泽其

(中国科学院遗传研究所 )

植物遗传工程研究的迅速发展
,

特别是在茄科的一些典型材料中
,

载体
、

受体
,

基

因转移的成功例子 t1, 即
,

吸引着国内外科研工作者把这种技术应用到主要经济作物的改

良上 , 大豆基因工程就是一个很活跃的领域
.

。

大豆起源于我国
,

有极其丰富的种质资源

和具有许多不同特点的基因型
。

我风科拉
`

人 员首先 用致 瘤农 杆菌 (A岁 ob ac t `汀。 ,

ut o ef 二介叮 )
.

从 15 5 3个大豆属基因型中筛选出 94 个结瘤基因型
,

并在无激素的 培 养

基上完成了瘤组织块的脱菌及产生愈伤组织
,

还测定出其中有胭脂碱的存在 临 3, 4〕。

这

证明了致瘤农杆菌叭质粒是大豆基因工程的良好载体
。

所筛选出一批能结瘤的大 豆 基

因型材料
, 已成为研究大豆基因工程的很好受体

。

致瘤农杆菌能感染不少双子叶植物的受伤组织临
, 〕 ,

致瘤农杆菌中的 iT 质 粒含有

致瘤基因
,

在诱发肿瘤期间
,

iT 质粒上 T
一

D N A 整合到植物的基因组中
,

使 植物 产 生

冠缨瘤
,

冠瘦瘤细胞含有一些酶
,

常常产生一些正常植物细胞所没有的不寻常的化合物
-

一孤基氨基酸衍生物 (。 p玩 e)
,

这 种衍生物 包括 章 鱼 碱 (。 件叩 j o e
) 族

,
胭胎碱

( N oP
o h、 ) 族以及土壤杆菌素一类衍生物

。

关于章鱼碱和胭脂碱的结构和功能
, 已 有

很多研究
,
它们可决定植物肿瘤性质

,

章鱼碱能引起双子叶植物产生冠座瘤
,

胭脂碱有

可能使某些植物产生畸胎瘤并从瘤组织上分化出幼苗
。

因此测定它们的存 在
,

是检 测

T
一

D N A 有没有转移到大豆植株细胞中去的重要标志
。

我们采用了纸上电泳 法端 ” 进行

测定
,

获得很好的结果
,

现将具体方法介绍如下
。

试验材料
:
将用致瘤农杆菌 C 58 处理栽培 大 豆 (G l加初 。 二哪 .L ) 和 野 生 大 豆

( G
,

so 沁) 而获得的瘤组织块放在无激素的 M S 培养基上脱菌并使其产生愈伤组织块
。

对照采用同品种的种子萌发的幼芽
。

仪舒设备
:

电泳仪 ( D Y Y 一 11 1) 一台
,

电泳 槽 (卧 式 ) 一 个
,
华 特 曼 ( W b a t m知

3 m m ) 滤纸若干张
,

组织匀浆器数个
,

如 00 转小离心机一台
,
冰箱一台

,

恒温箱一台
,

4 W 紫外灯一个
,
照相设备一套

。

药品的制备及操作方法

.1 提取物缓冲液的制备

,
王连铮

、

尹光初
、

邵启全等参加了部分工作
,
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I M 三经甲基氨基甲烷〔T rsi
一

( H沁xo 帅
e th y l)

一
A m ino m te h na

e〕
,

0
.

5M 蔗糖
,

0
.

1 %

抗坏血酸 ( A sc or ib
c A ic d) 和 0

.

1 % L ( + )
,

一半脱氨酸 〔L ( + ) 一 C y鱿 ie n 〕p H S
.

饥
·

2
。

提取物的制备
取组织块 10 一50 m g

,

加上等体积的冷冻缓冲液
,

用小号玻璃组织匀浆器在低温 条

件下磨碎组织
,

然后将提取物放入离心机 (3 石的 转 /分 ) 中离心 5 分钟
,

取其上清液进

行胭脂碱和章鱼碱的测定
。

3
.

培养液的制备
A

.

章鱼碱脱氢酶培养液的含量
: 3 o m M L一 精 氨酸 (L

一
A ` gl o in 。

)
,

7 5m M 丙酮酸

钠 ( C : H 。 O
。

N a )
, i em M 还原 型 辅 酶 产 .

谬
一

砧i e o t i o m记 e A d e n i u e D iun o l e o
it d e )

,

0
。

班 磷酸钠 (仗 a : P O ` ·

1 2 H : O )
。 p H 7

.

0
.

B
.

胭脂碱脱氢酶培养液的含量
,

3 0 m M L
一

精氨酸
,

6 0 m M 任 一酮戎二酸
,

16 m M 还原型辅酶 I ( N A D H )
,

0
.

2 M 磷

酸铱
, p H 6

.

so

4
。

反应混合液的配制

将 1个体积的胭脂碱或章鱼碱脱氢酶培养液加到 1个体积的提取液上清液中
,

在室

温 2 6℃条件下放置 1小时
,

使其成为反应混合液即可点样
,

进行电泳
。

5
。

点样
,

将电泳滤纸 ( 20 x 1 5 c 。 ) 的一侧划一条直线
,

用毛细玻璃管 (直 径 1
.

oln 饥 ) 吸 取

样品在每一等距离点上点样
,

每 一 样 品 约 2阳 左右
,

点的大小以直径 3血二 为佳
。

同

时在另一个点上用含有 .0 4 m g /扭 l章鱼碱 .. 气 o ct oP i。
,

a( 一 N 一 ( + ) 一 rP 叩 ion 刃
一

L
-

o ct 叩地 e) 〕
,

胭脂碱杆 . ( N oP a l jen
,
M 。。 ho y dr 时 e) 和L 一精氨酸 的混合液作样品对照

。

6
.

电泳

电泳液采用甲酸
: 乙酸

:
水 (5

:

15
:

80 v / V )
,

倒入平板电泳槽的两端
,

将已点样

的电泳纸放入电泳槽内
,

电压 4 00 伏
,

电泳时间 45 一50 分钟
,

温度 26 ℃
。

电泳结束 后

取出电泳纸放在 40 一的℃ 的烘箱中鼓风吹干
。

7
.

染色

染色液的配制
:

甲液
, 0

.

02 肠菲醒” (P h e n a ht er
一

en q滋on be )无水乙酵溶液 ; 乙液
,

10 % N o 0 H 溶于 60 %
,

乙醇 ( W / V ) 中
。

染 色 时 将 甲
、

乙两 液 等 体 积 混合 后 立 即

使用
。

8
.

荧光反应观察和照相

将染色后烘干 的电泳纸
,

放在波长 2 54 二 的紫外灯 ( 4W ) 下观察其荧光反应点
。

并在暗室中用附带近拍装备的照相机照相
,

光圈 F S
,

时间 2 秒
。

胶卷为 21
。

全色片
。

严格地按上述操作程序进行试验
,

就能获得清晰的图片
。

图 1 中的 1 代表野生大豆
,

瘤组织获得的愈伤组织
,

在胭脂碱的等位点上有较强的灸光点 ; 说明有胭脂 碱 存在
。

2

为野生大豆的幼芽
,

不存在章鱼碱和胭脂碱
。 3 为栽培大豆瘤 组 织 获 得 的愈伤组织

,

同 1 一样有胭脂碱而无章鱼碱的存在
。

4 为栽培 大 豆 幼芽
,
无章鱼碱和腼脂 碱存在

。

A
.

0
.

N
. ,

最上 A
.

为 L
一

精氨酸的荧光点
、

中间 0
,

为章 鱼 碱的荧光 点
,
下面 N

,

为胭

脂碱的荧光点
。



3期 蒋兴村等
:

大豆属致瘤农杆菌致瘤后胭脂碱的测定

0 0 0 0 0

0 o e
A :

精氨酸 O
:

章鱼碱

1 :野生大豆致瘤愈伤组织
。

2 :
未感染致瘤农杆菌的野生大豆幼芽

。

3 :

栽培大豆致瘤愈伤组织
。

4 :
未感染致瘤农杆菌的栽培大豆幼芽

。

N :胭脂碱

AO N

图 1
.

致瘤野生大豆
、

栽培大豆愈伤组织章鱼碱
、

胭脂碱测 定结果

实验中注意事项

1
.

电泳所用的滤纸以 3 m m以上厚度为佳
。

太薄的滤纸上胭脂碱
、

章鱼 碱 类 物 质

在纸
_

L扩散太大
,

荧光点难以集中
,

影响试验效果
。

2
.

提取组织液时
,

如果没有低温条件
,

也可在常温下用匀浆器快速磨碎组 织 块
,

其试验效果也较好
。

3
.

电泳时电压保持在 40 o V 左右
,

电压低时混合的胭脂碱和章鱼碱不 易 分 开
,

影

响试验结果
。

4
.

染色时
,

甲
、

乙两染色液必须现配现用
,

放置时间稍长混合液产生沉淀将 影 响

染色效果
。

5
.

电泳液可多次使用
。

* . 为美国
s馆 m a 公司生产

。

* * *

为美国 e o l } i u 、
l、。 主n 公司生 产

-
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