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摘要 利用花粉管通道技术将携带有莱豆几丁质薛基因的质拉 p B hc 转化 大豆品种馁农 10 号
,

在

转化的 玖 代 出现 白化致死突变株系
。

通过同工酶技术
、

P C R 技术和 R A P D 分析方法对 白化致死

突变系进行 了研究
,

结果表明
:

白化致死 突变株各个部位 的 S O D 醉活性
、

P O D 璐活性均高于正常

株
,

在根中表现尤为明显 ; P C R 扩增结果表明在白化致死突变株 系中存在几丁 质膝基 因
,

证明转化

成功 ; R A P D 方法初步分析了大豆白化致死 突变株与正常植株间的差异
,

获得 7 5O b p 差异片段
。

关健词 大豆 ; 白化致死 , 同工腾分析
; P C R ; R A P D
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利用突变体研究基因功能是功能基 因组学的重

要方法
。

植物白化致死突变体的产生为研究叶绿素

合成以及白化致死相关基因研究提供理想材料
。

目

前未见通过花粉管通道外源 D N A 导人大豆产生白

化致死突变体的报道
。

本文报导对黑龙江省农科院

生物技术研究中心所发现的通过花粉管通道外源

D N A 导人产生的大豆 白化致死突变系进行的同工

酶及 P C R
、

R A P D 分析
,

初步分析了白化致死原因
。

1 材料与方法

1
.

1 实验材料

1 9 9 8 年我们利用花粉管通道技术将携带有几

丁质酶基因的质粒 p Bhc 转化大豆品种绥农 10 号
,

当年获得种子 12 粒
。

以后各世代种植采用英系法
。

2 0 0 2 年 D
;

代种植后
,

在出苗 10 天左右
、

两片真叶

伸开后 2 天
,

发现有三行部分植株叶片退绿逐渐产

生 白化的现象
,

一周后白化植株死亡
,

其余植株则正

常生长
。

2 0 0 2 年收获产生 白化致死株行的正常株
,

下年按单株继续种植
.

按此方式种植 2 0 0 3 年
、

20 0 4

年则继续产生 白化现象
。

2 0 0 4 年将白化突变株在

叶色变白后两天未死亡之前将其取下
,

同时取 同株

行的正常株留做实验分析材料
。

1
.

2 实验方法

同工酶分析
:

白化致死 突变株与正常植株各取

5 株
。

分别取各自的根
、

下胚轴
、

上胚轴及叶片用 于

超氧化物歧化酶 ( S O D )
、

过氧化物酶 ( P O D ) 的分

析
。

活性测定及 同工酶电泳按 胡能 书等方法进

行 [`〕 。

导人基因的 P C R 验证
:

根据菜豆几 丁质酶基因

两端的序列设计引物进行 P C R 扩增
,

上游引物序

列
:
5

,

A G C A G T G T G G A A G G C A A G C A G 3
’ 、

下 游

引物序列
:
s

’
C T G A C C T T G T C A C C T C T C A G 3 ’ ,

反

应体积 为 2 0产l ( 2 0 m M dN T P 1 6拜l
,

2 5M m M g C 1
2

2川
,

10 X 反应缓冲液 2川
,

引物 1
、

引物 2 各 1川
,

模

板 D N A I拌l
,

4U加 1 T a q 酶 0
.

4拜l
,

水 1 0拜l )
。

反应

程序为 9 5℃
,

l o m i n + 30 个循环 ( 9 4℃
,
l m i n ; 4 6℃

,

l m i n , 7 2℃
,

Zm i n ) + 7 2℃
,

l o m i n
,

4℃保温
。

反应结

束后
,
P C R 扩增产物在 1

.

4 % 琼脂糖凝胶上电泳
。

电压为 SV c/ m
,

电泳 Zh
。

模板为 白化致死植株
,

D N A 提取参照《分子克隆实验指南户〕方法进行
。

R A P D 差异分析
:

选用 8 株白化致死突变株及

4 株正常株
,

D N A 提取参照分子克隆实验指南方法

进行图
。

选取上海生工生物工程公司的 86 个随机

引物对 白化株及正常株进行 R A P D 扩增
,

进行差异

分析
.

扩增程序为 9 5℃ Zm i n 3 o s + 3 5 个循环 ( 9 4℃

3 0 5 、

3 7℃ 1 m i n
、

7 2℃ 2 m i n )
、

7 2℃ 5 m i n 延伸扩增
。

扩增产物在 1
.

2%琼脂糖凝胶中电泳
,

电压为 4 V /

e m
,

电泳 3 h
。
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2结果与分析

2
.

1 同工醉分析结果

通过同工酶活性及酶谱分析结果表明
:

白化株

各个部位的 S O D活性
、

PO D活性均高于正常株
,

在根中表现尤为明显
。

结果见表 1 及图版 1
、

图版

2
.

P O D 和 SO D 同工醉是植物体内重要 的活性氧

防御醉
,

白化突变株的叶绿素破坏
,

引起自身活性氧

产生与消除平衡的破坏
,

积累的活性氧启动了 P O D

和 S O D 等防御醉的活性
,

使其大量表达
。

从另外一

个角度上粉
,

这在一定程度上反映了某些生理生化

途径的阻断或变异使生物体自身
”

免疫系统
”

启动应

急反应
.

当白化现象产生后
,

大豆 白化株光合作用

能力下降
、

缺乏营养供应
,

使机体各部分细胞走向衰

败状态
,

机体应急抗逆信号启动自身抗逆系统
,

因而

使两种具有保护功能的酶活性显著增强
。

表 1 正常植株与白化突变株的 so D
、

P O D 同工醉活性比较

T a bl e 1 oC m P a r iso n o f 以〕D a dn P P O is o z y m e s a e t ivi t y

be
t
we en on mr

a l P la nt a dn a lbi on s l e t h al p lan t

白化致死株与正常株的基 因组存在明显差异
,

利用 R A P D 技术可 以了解其基因组变化的信息
.

R A P D 扩增结果表明
:

引物 5 12 6 在 8 株白化致死突

变株及 4 株正常株之间扩增出约 7 5 o b p 差异带
,

结

果见图版 4
。

通过对该差异带的分析
,

可 以获得 白

化致死株与正常植株间的基因差异
,

该片段有可能

同白化致死基因紧密相关
,

对该片段测序后
,

通过染

色体步移法可以获得白化相关基因
。

目前我们正对

差异片段进行回收
、

侧序及克隆
,

利用差异消减法筛

选差异表达基因
,

有望在此基础之上克隆获得大豆

与白化致死相关的基因
.

3 大豆白化致死现象的分析

植株类别
P l

a n t k i
n
d
s

取样部位

s m P l
e 。

S OD

以〕 D

醉活性
e n 名y m

e 卿PO D

醉活性
e 幻吕y m e

a e t iv it y a e t iv i yt

根 5 5
.

6 0 2 8
.

4 4

下胚轴 3 2
.

4 5 2 0
.

4 6

正党株
上胚轴 1 3

.

9 8 1 0
.

2 9

叶片 2 1
.

2 6 1 9
.

2 9

根 1 4 7
.

7 5 3 2
.

19

下胚轴 4 2
.

4 9 2 5
.

1 6

白化株
上胚轴 1 9

.

0 4 1 8
.

1 5

叶片 3 2
.

8 7 2 2
.

1 2

2
.

2 导入甚因的 P C R 脸证

为了弄清外源几丁质酶基因是否已经整合到导

人后代中
,

通过 P C R 扩增
,
7 株白化致死株均与阳

性对照扩增出相同的 1 10 0 b p 大小的片段
,

结果见

图版 3
.

白化致死植株均扩增 出同阳性对照 同样

的
,

证明几丁质醉基因已经整合到白化致死植株中
。

对其它正常植株的分析表明只有部分植株扩增出几

丁质醉基因
,

说明自交后部分植株几 丁质醉墓因存

在丢失现象
.

通过实验表明花粉管通道导人目的基

因转化大豆是可行的
.

对导人后代株系的抗病性鉴

定表明
:

部分植株抗病能力有所提高
。

2
.

3 R A P D 整异分析

对大豆突变体的研究国外已有报道
。

B ur lz af f

( 1 9 9 9 )
、

C h e n
( 1 9 9 8 )

、

P a lm e r
( 2 0 0 0 )

、

Z o u
( 2 0 0 3 )

、

K at o( 20 04 )等分别报道黄化大豆突变体
、

棕色马鞍

状种皮
、

线粒体苹果酸脱氮酶缺失 Y 20 染色体区域

的 10 个突变体
,

在形态学
、

同工醉水平与基因水平

进行的研究
,

他们认为相关染色体区域高频率重排
、

受体因素的活动引起染色体区域的不稳定
,

导致多

种突变体出现
,

另外认为该突变体出现可能与可转

移因子系统有关
,

该现象出现还有待进一步在分子

基础上给予准确解释〔,一〕 .

植物白化致死突变现象一般为隐性基因纯合导

致
。

我们发现的大豆白化致死现象是由花粉管通道

法介导大豆转化目的基因而产生
。

经花粉管通道技

术导人外源 目的基因产生白化致死现象在大豆上未

见报道
。

通过 4 年统计
:

该白化致死突变株与正常

株的比例为 1/ 8~ 1 / 10 左右
.

其遗传特点不符合

1
,
3的孟德尔遗传规律

,

有可能存在上位性抑制或

其它修饰因素
。

通过 6 个世代的观察
、

遗传分析
、

分

子检侧
,

我们认为产生该现象的原因有如下几种可

能
:

目的基因片段在基因组上整合位 t 破坏叶绿体

的形态建成 (膜
、

基粒片层 )基因表达 ; 目的基 因片

段擂人叶绿素合成相关基因的中间
,

使叶绿素合成

过程中断 ;再有可能破坏叶绿素合成相关启动子等

等
。

另外遗传分析表明可能由于外源基因的导人激

活可移动因子
,

该因子在染色体上移动
,

由于其擂人

造成叶绿素合成途径 的破坏
,

产生白化现象
.

对白

化致死原因的确定仍需在生理生化
、

分子水平进行

深人研究
.

最终期望克隆获得白化致死相关基因
。
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