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多聚鸟氨酸介导外源基因的直接转化法
 

南相日

(黑龙江省农业科学院生物技术研究中心 ,哈尔滨 150086)

摘要　利用多聚鸟氨可以改变本来都带负电荷的原生质体或外源 DN A表面电性 ,

使其中之一带正电荷 ,从而达到原生质体和外源 DN A正负相吸 ,并且促进外源

DN A进入到原生质体中。本实验采用以多聚鸟氨酸改变外源 DN A表面负电荷为正

电荷的方法。在大豆品种黑农 35和黑农 37的多聚鸟氨酸介导 BT基因的实验结果

表明 ,这种方法是行之有效的 ,而且转化效率达到 0. 33%
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植物遗传转化是植物遗传工程的关键步骤之一。尽管目前转化方法很多 ,但还没有极

为完善的转基因手段。 植物遗传转化技术大致分为栽体转化技术和直接转化技术。载体

转化技术是根据农杆菌侵染植物细胞的特性来设计的。 而直接转化方法 ,如 PEG、电激

法、基因枪等克服了前者受宿主细胞的限制 ,利用化学或物理方法来达到转化的目的 ,具

有非特异性的特点。总的看来直接转化基因技术比栽体转化技术有更广泛的应用前景。本

文结合我们在大豆原生质体方面的工作 ,介绍另一种直接转基因的方法 -多聚鸟氨酸法。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　植物材料:大豆 ( Glycine max . L )种子黑农 35和黑农 37由黑龙江省农科院大豆

研究所提供。

1. 1. 2　质粒:质粒 pGBI4A2B和 pB48. 415(分别来源于中国农科院生物工程中心和中国

科学院微生物研究所 )都含有 BT基因。除此之外 pGBI4A2B质粒中含有 GU S基因和新

霉素磷酸转移酶 ( N PTII)基因 , pB48. 415质粒中含有潮霉素磷酸转移酶 ( HPT)基因。

1. 2　方法

1. 2. 1　原生质体游离: 取开花后 10- 15日的幼荚 ,表面用 70%酒精消毒 ,剥皮 ,去胚取

子叶 ,剪切成 1mm宽的窄条 ,放入酶液中于黑暗 ( 25± 1℃ , 50rpm)酶解 4- 6小时。酶液

组成为: 1. 0% Cel lulase Ono zuka RS, 0. 1% PectolyaseY- 23, CPW - 9M ( 9%甘露醇 ) ,
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pH5. 6。 提纯原生质体按卫志明等
[1 ]

( 1990)的方法 ,最后将原生质体浓度调整到 2. 0×

10
6

/ml。

1. 2. 2　质粒的提取:碱裂法
[5 ]
提取质粒 ,把最终浓度调整为 2m g /m l。

1. 2. 3　多聚鸟氨酸 ( Po ly- L- Ornithine简称 PLO)转化步骤: 参考大木规等
[ 4]

( 1994)的

方法 ,并做了一些改进。首先将质粒 DN A、不同浓度的小牛胸腺 DN A和 PLO在 0. 05M

磷酸缓冲液 ( pH5. 6)的存在下冰浴中混合 10min( 1M甘露醇 1. 25m l, 0. 5M磷酸缓冲液

0. 25ml, 40ug /m lPLO 0. 5ml , 20ug /ml质粒 DN A0. 5ml) ,然后与等体积的原生质体 ( 5. 0

× 10
6

/2. 5ml, 0. 5M甘露醇 )相混合 ,置冰浴中 , 70rpm振荡 10min,然后再静止 5min。 这

时反应的最终浓度是:质粒 DN A 2ug /ml , PLO 4ug /ml,原生质体 1. 0× 10
6

/m l, 0. 5M甘

露醇。低速离心 ( 80× g )收集原生质体 , K8 P无激素培养基洗涤两次 ,用 K8 P初始培养基把

原生质体浓度调整到 2× 10
5

/m l,分装到φ60m m培养皿中约 2m l /皿 ,黑暗 25± 1℃培养。

培养 7d后 ,转化 pGBI4A2B质粒 DN A的原生质体中加 50mg /l卡那霉素进行筛选 ,转化

pB48. 415质粒 DN A的原生质体中加 30mg /l潮霉素进行筛选。

1. 2. 4　β -葡糖苷酸酶 ( GU S)的组织化学分析 [ 3]:取经卡那霉素筛选的转 pGBI4A2B质

粒 DN A的愈伤组织 ,放入 X- g luc染色液中 , 37℃保温过夜 ,观察蓝色愈伤组织。染色液

的组成是: 2m MX- g luc, 50mM磷酸钠缓冲液 pH7. 0, 0. 1% Tri to nX- 100, 1m M铁氰化

钾 /亚铁氰化钾。

1. 2. 5　 PC R扩增:合成两个在 pB48. 415质粒中 B. T毒蛋白基因编码区里的引物 , 5 '-

GGATAACAATCCGAACATC - 3 ', 3 '- GTC AAAGGGT TAAT TGT TC - 5 '。 转化

pB48. 415质粒 DN A后 ,经潮霉素筛选的愈伤组织中提取 DN A
[ 8]
作为模板 ,做 PC R扩

增。反应条件: 94℃先变性 10min,然后在 94℃变性 45sec, 50℃退火 45sec, 72℃延伸 90sec

的条件下进行 35个循环 , 72℃再延伸 10min,最后扩增出 795bp长度的 DN A片段。

2　结果与分析

经 PLO转化之后 ,并不影响其后原生质体培养中的细胞分裂。转化处理 10d后 ,统计

原生质体的细胞分裂率达 36- 41% 。这与未经 PLO处理的对照的结果相差不大。由于在
表 1　 GU S组织化学分析

Table 1　 Effect o f G U S g ene a naly sis

品种

Varieties

黑农 35　 Heinong 35 黑农 37　 Hein ong 37

处理 Treatment 对照 CK 处理 Treatmen t 对照 CK

　　　未经筛选愈伤数
　　　 No. of uns elected callus

1. 7× 104 1. 4× 104

　　　经筛选的愈伤数
　　　 No. of s elected cal lus

212 0 151 0

　　　显蓝色愈伤数
　　　 No. of blue callus

52 0 43 0

　　　转化率 (% )

　　　 Tran sformation rate%
0. 31 0 0. 29 0

　　* 对照用 200个伤愈组织进行染色 ; * 200 cal lus w ere used to dye in CK
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PLO的处理过程中 ,始终保持与初始培养基相同的 0. 5M甘露醇水平 ,并且用磷酸缓冲

液来保持 pH5. 6的条件 ,这样给原生质体提供了稳定的渗透压条件和 p H条件 ,避免了处

理过程中原生质体的破裂 ,有利于其后原生质体培养中的细胞分裂。

培养 30d后 ,经转化的原生质体都长出一些愈伤组织 ,而对照则没有 (图 1)。 对转化

pGBI4A2B质粒 DN A的愈伤组织进行 GUS组织化学分析表明 ,黑农 35显蓝色反应的

愈伤组织占经筛选伤组织的 24. 5% ,黑农 37占 21. 8% ,平均转化率达 0. 30% (表 1)。 在

转化 pB48. 415质粒 DN A的愈伤组织中提取 DN A,进行 PCR扩增 (图 2) ,结果供试的

50份黑农 35的样品中有 38份显阳性 ,占筛选愈伤组织的 76% , 50份黑农 37的样品中

有 34份显阳性 ,占筛选的愈伤组织的 68% ,平均转化率达到 0. 33% 。这说明 PLO介导的

两种质粒 DN A已进入到原生质体 ,而且在愈伤组织中有了稳定表达。

图 1　抗生素筛选结果　　　　　　　　　　图 2　 PC R分析结果

Fig. 1　 Ef fect o f antibio tic selec tion　　　　　　　 Fig. 2　 Results o f PCR analysis

　　　　左: 处理　右:对照　　　　　　　　　　 1: Ma rker , 2:质粒 , 3: 对照 4- 8:转化愈伤

Lef t: T reatment Righ t: CK　　　　　　　　 1: M ar ke r, 2: Pla smid, 3: CK,

4- 8: T ransfor med callus　　　　　　

图 3　携带 DN A对转化效率的影响

Fig. 3　 Effec t o f car rying DN A o n t ransfor matio n efficiency

在质粒 DN A的转化过程中 ,加入携带 DN A-小牛胸腺 DN A的效果不好 ,加入的浓
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度越高越对转化有不良影响 (图 3)。这可能是因为小牛胸腺 DN A和质粒 DN A争抢多价

阳离子 ( polycatio n) ,使之电性发生改变 ,而且小牛胸腺的线状 DN A比环状质粒 DN A更

有利于进入到原生质体 [6、 7 ] ,大大减少了质粒 DN A的导入机会 ,因此用 PLO介导转化外

源基因时 ,最好不加携带 DN A。 此结果与大木规等
[4 ]
的实验结果基本一致。

3　讨论

PLO法是一种不同于其他 (如 PEG)转化法的新的转基因途径 ,它利用多聚鸟氨酸这

个多价阳离子来改变原生质体或外源 DN A表面负电荷 ,使其中之一改变成带正电荷 ,从

而达到原生质体和外源 DN A正负相吸 ,以促进外源 DN A进入到原生质体中。这种方法

具有较高的转化效率 ,只要是原生质体再生系统已确立的作物都可以利用了这种方法介

导外源基因。 在 PLO介导外源基因转化过程中要注意以下几点: 1. PLO的浓度不要太

高 ,否则可能会使原生质体破裂 , PLO的浓度一般 2- 4μg /ml。 PLO的分子量最好是 10

- 20万之间 ,太低了效果不好 [4 ]。 本实验采用了分子量为 11. 4万的 Sig ma产 PLO,转化

效果比较好。2.调整渗透压因植物而异 ,一般用 0. 5- 0. 7M甘露醇。有人认为 0. 7M甘露

醇对原生质体的转化有利 [2 ] ,但不要与初始培养基的渗透压相差太大。3.一般使用柠檬酸

缓冲液或磷酸缓冲液 ,在大豆磷酸缓冲液较好。 4.尽可能使用假阳性少的抗生素。在大豆

潮霉素比卡那霉素效果好。
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THE TRANSFORMATION OF FOREIGN GENE

MEDIATED BY POLY- L- ORNITHINE

Nan Xiang ri

(Biotechnology Research Center , Heilongjiang Academy of

Agriculture Science, Harbin 150086)

Abstract　 Poly - L - Ornithine ca n change the electric charge o n the surface of

pro toplasts or fo reig n DN A. The pro toplasts and the foreing DN A which carry negativ e

electric charge o riginally become partially ca rring po sitiv e charge and enha nce the

int roductio n of the fo reig n DN A into the pro to plasts. The resul t o n t ransforma tion of

soybean v arieties, Heino ng 35 and Heino ng 37, with BT g ene mediated by PLO sho w ed

that the method is feasible and the t ra nsfo rm atio n frequency w ent up to 0. 33% .

Key words　 Poly- L- Orni thine; Pro to plast; Foreig n DN A

30 　　　　　　　　　　　　　　　大　豆　科　学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1期


