
黑龙江农业科学 2009(5):1 ～ 4
Heilong jiang Ag ricultural Sciences

生物技术

1　　　　 　黑龙江农业科学

白藜芦醇合酶基因表达载体构建及对马铃薯的遗传转化

付洪冰1 ,刘丽艳2 ,刘昭军2 ,盛万民2 ,王　珣2 ,李　铁2 ,王俊河2 ,杨　学2 ,王秀君2 ,赵　曦2

(1.东北农业大学园艺学院 ,黑龙江哈尔滨 150030;2.黑龙江省农业科学院 ,黑龙江哈尔滨 150086)

摘要:利用从葡萄中克隆到的白藜芦醇合酶基因(Resveratrol Synthase,简称 RS)构建了含有 35S 组成型启动子的植物

表达载体 P35s-2300-RS ,应用农杆菌介导方法对马铃薯品种进行遗传转化。通过对抗性芽、生根 、再生植株的筛选 ,得

到5 株再生小苗。经 PCR、Southern检测证实 ,有3株为真正的转基因植株。
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Abstract:The resveratrol synthase gene expression vector has been constructed with the construction of constitutive 35S pro-

moter of the plant expression vector P35s-2300-RS(Resveratrol Synthase, refer red to as RS), The gene was originally cloned

from grapes.The gene was transfer red by the Ag robacterium-mediated into the potato varieties.The study obtained 5 regen-

erated seedlings by screening the resistant shoot , root , the regenerated plant , 3 of which were the real transgenic plant con-

firmed by PCR ,Southern Testing.
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　　白藜芦醇(Resveratrol ,简称 Res)是由一些种子植

物对受伤做出反应时产生的一种植保素 ,它由白藜芦

醇合酶催化一分子香豆酰 CoA和三分子丙二酸单酰

CoA而形成[ 1] 。研究表明:作为一种植物化学物质 ,它
具有抗真菌病害[ 2] 、抗肿瘤[ 3] 、抗氧化[ 4] 、抗突变[ 5] 、类
似雌激素[ 6] 以及免疫系统调节[ 7] 等多种生物活性功

能。本试验旨在利用白藜芦醇的特有性质 ,通过构建
白藜芦醇合酶(Resveratrol Synthase ,简称 RS)基因植

物表达载体 ,并将它导入马铃薯 ,以获得具有多种保健

特性的马铃薯新品种。

1 材料与方法
1.1　供试材料

马铃薯品种 303的脱毒小薯和脱毒苗由黑龙江省

农业科学院生物技术研究所基因工程研究室提供。

1.2　基因及菌种和质粒

RS基因从东北山葡萄品种“贝达”中克隆;质粒载

体 P35s-2300由上海交通大学赵凌侠副教授惠赠 ,大肠

杆菌DH5α由本实验室保存。

1.3　酶及试剂

各种内切酶购于MBI公司 ,Taq 酶购于TAKARA

公司 ,去磷酸化酶购于 TAKARA 公司 ,质粒小量提取

试剂盒购自上海华舜公司 ,PCR产物胶回收试剂盒购

于上海华舜公司 ,其他试剂为国产分析纯。

1.4　所用培养基

基本培养基:MS;预培养培养基:MS+ZT3.5 mg

·L
-1
+IAA1.0 mg·L

-1
;共培养培养基:MS+ZT3.5 mg

·L
-1
+IAA1.0 mg·L

-1
+AS100 mg·L

-1
;抑菌培养基:

MS+ZT3.5 mg· L
-1
+IAA1.0 mg·L

-1
+Cef500 mg·

L
-1
;筛选培养基:MS+ZT3.5 mg·L

-1
+IAA1.0 mg·L

-1

+Kan50 mg·L
-1
;生根培养基:MS 。

1.5 方法

1.5.1　植物表达载体 P35s-2300-RS 的构建 将质粒
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载体 P35s-2300和pMD-18T-RS质粒用 BamHⅠ和 SacⅠ

双酶切 ,回收前者的大片断和后者的小片段 ,用 T4

DNA连接酶在 22℃下连接过夜 ,转化大肠杆菌DH5α,
提取质粒 ,进行双酶切鉴定。

1.5.2　根癌农杆菌介导马铃薯的遗传转化程序 在

超净工作台上 ,将侵染用菌液倒入无菌表面皿中 ,把

消毒后的小薯块外植体放入其中直接侵染 ,侵染 5

min后取出 ,用无菌水冲洗 2 ～ 3次 ,无菌滤纸吸干;

将侵染后的外植体接种于共培养培养基上 ,在 26℃

条件下进行暗培养;48 h 后外植体转移至除菌培养

基中 ,培养 10 ～ 14 d再转入新鲜除菌培养基中培养 ,

最后转入选择培养基中直至形成抗性芽;待抗性芽

长到 2 cm 长时 ,切下并接种于生根培养基上进行生

根培养和驯化移栽。

1.5.3　转基因植株的PCR和 Southern检测 提取抗

性植株总 DNA为模板 ,以 RS 基因特异引物进行 PCR

检测。探针标记 、膜杂交和显色处理均按 Boehringer

Mannheim公司DIG High Prime Labeling andDetection

Starter Kit I进行。

2 结果与分析
2.1　表达载体P35s-2300-RS的构建

根据目的植物表达载体 P35s-2300 ,设计引物引入

BamHⅠ、SacⅠ酶切位点 ,把 RS 基因克隆至 PMD18-T

中 ,得到 PMD18-T-RS ,然后用 BamHⅠ、SacⅠ双酶切

PMD18-T-RS ,获得的 RS 片断与经过同样酶消化具有

相同的粘性末端 P35s-2300载体连接 ,得到 P35s-2300-
RS植物表达载体。

植物表达载体 P35s-2300-RS 经筛选转化子 ,做

BamH Ⅰ/SacⅠ双酶切鉴定 ,所切下的片段与预期结果相

符(见图 1),说明构建正确(见图2)。

1:LD15000;2:重组子 P35s-2300-RS的双酶切

图 1 重组子 P35s-2300-RS酶切鉴定结果

图 2　含有 35S组成型启动子的植物表达载体 P35s-2300-RS的构建
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2.2 马铃薯转化系统的建立

2.2.1　茎段外植体最佳预培养时间为2 d ,最佳共培养

时间为 3 d ,薯块外植体不需预培养 ,最佳共培养时间

为2 d。

2.2.2　农杆菌侵染时间和菌液浓度因外植体类型的

不同而异 ,对于茎段外植体 ,最佳菌液浓度为OD600 =

0.5 ,最佳侵染时间为 10 min ,此时抗性愈伤率最高 ,为

70.50%;对于薯块外植体 ,最佳菌液浓度为 OD600 =

0.5 ,最佳侵染时间为 5 min , 此时出芽率最高为

50.6%。

2.2.3　选用头孢噻肟钠抑菌效果很好 ,且在有效的抑

菌浓度下对外值体的再生无明显影响 ,其对薯块和茎

段的脱菌浓度 500 mg·L-1 。

2.2.4　抗性选择剂为卡那霉素(Kan)。对于不同外植

体选择压力不同 ,茎段诱导愈伤组织和诱导芽阶段 ,

Kan浓度为 50 mg·L-1 ;薯块诱导芽阶段 ,Kan的浓度

为100 mg·L-1 。转化植株生根阶段 ,Kan的浓度为 100

mg·L-1 。

2.3　抗性植株的 PCR检验

以转化植株总 DNA为模板 ,以 RS基因为阳性对

照 ,未转化马铃薯 DNA为阴性对照 ,对转化植株进行

PCR检测 ,共获得3株阳性植株。图3中用RS基因特

异引物 ,阳性对照和阳性样品均扩增出 1 282 bp的目

的条带 ,阴性对照没有扩增出相应条带 ,初步证明 RS

基因已经导入马铃薯中。

M:LD2000;Lane 1:水;Lane 2:未转化植株;

Lane 3:阳性对照;Lane 4-6:抗性植株

图 3 抗性植株 PCR检测结果

2.4　抗性植株的 Southern检测

3株 PCR检测的阳性苗作为 Southern杂交材料 ,
采用 EcoRI酶切转化马铃薯基因组 DNA ,以 RS 基因
PCR胶回收产物标记探针 ,RS基因杂交结果如图4 ,其
中 3～ 5号样品均有较明显的杂交条带 ,说明 RS基因

已转入马铃薯中。

Lane 1:阳性对照-RS 基因;Lane 2:阴性对照-未转化植株;Lane3～

5:PCR鉴定阳性植株的DNA。

图 4 PCR阳性植株基因组 DNA Southern杂交结果

图 5　马铃薯转化及再生

3　讨论
3.1　表达载体 P35s-2300的优点

P35s-2300作为一种新型植物表达载体 ,已经广泛
用于植物的遗传转化 ,它相对于一般的植物表达载体
如PBI121 ,含有双 T-DNA 区 ,将目标基因与选择标记
基因分开在不同的 T-DNA区 ,通过基因植株后代基因
的分离使标记基因与目标基因分离 ,从而获得仅含目

标基因的安全转基因后代植株 ,真正实现转基因植物
的无毒标记 ,为转基因植物商品化提供很好的思路 ,因
此有巨大的应用前景。
3.2　外植体类型对遗传转化的影响

目前作为遗传转化的外植体材料已经研究得非常

广泛 ,涉及到植物的各个组织 、器官和部位。但各种外
植体材料的转化率差异显著。不同植物的最佳外植体
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种类不同。
我们选用马铃薯茎段的愈伤组织诱导率高 ,而分

化率低 ,供试马铃薯品种薯块的转化率明显高于茎段。
以薯块作为外植体不经愈伤过程直接分化出芽 ,转化
周期短。15～ 20 d左右微型薯产生芽 ,6 ～ 7周可得到
转化植株。微型薯与试管薯转化率相差不大。这与杨
美珠[ 8] 和岳东霞[ 9] 等的报道不一致 ,可能是不同的基
因型和不同转化条件所致。
3.3　预培养时间与共培养时间对遗传转化的影响

植物在受到带有外源基因的农杆菌侵染之后 ,能
否实现外源基因的转化 ,还取决于植物受体系统的反
应。这种反应主要表现在植物细胞的感受态和农杆菌
Vir基因的活化。而预培养过程是促进细胞分裂 ,分裂
状态的细胞更容易整合外源 DNA ,因而提高外源基因
的瞬时表达率和转化率 ,可降低外植体转化过程中的
杂菌污染率 ,预培养有利于转化的外植体与培养基平
整接触 ,防止外植体因迅速生长出现上翘或卷曲 ,使农
杆菌的接种面脱离培养基而不能实现转化。预培养的
时间因各种植物启动脱分化或再分化的时间而异 ,每
一种外植体均有其最佳预培养时间。本试验中 ,马铃
薯茎段外植体预培养 2 d得到的抗性愈伤率最高。而
试管微薯和微薯块无须预培养过程。

农杆菌与外植体共培养在整个转化过程中是非常

重要的环节 ,因为农杆菌附着 、T-DNA 的转移及整合
都在这个时期内完成。农杆菌附着后必须经过16 h的

细胞调节期才能实现转化 ,因此 ,共培养时间必须长于
16 h 。但是共培养时间太长 ,会由于农杆菌的过度生
长 ,使植物细胞受到毒害而死亡。不同物种 、外植体种
类、农杆菌菌株的最佳共培养时间不同。对于本试验
所选用的马铃薯品种 ,茎段外植体的最佳共培养时间
为3 d ,薯块外植体最佳共培养时间为2 d。
3.4　选择压力的确定

对选择性压力的要求是:既能有效地抑制非转化
细胞的生长 ,使之缓慢地死亡 ,又不影响转化细胞的生
长。为了适当使用抗生素 ,就需对其浓度进行外植体
的敏感性试验。Kan作为选择剂 ,不同植物 、不同基因
型及不同外植体所要求的浓度不同。马铃薯遗传转化
过程中的选择压力 ,因转化的外源基因和外植体的不
同报道不一致。茎段愈伤组织诱导阶段及分化阶段
Kan浓度30～ 50 mg·L

-1
;薯块外植体再生阶段 Kan浓

度50～ 100 mg·L
-1
;生根选择压为 20 ～ 100 mg·L

-1
。

本试验确定茎段愈伤组织诱导阶段及分化阶段 Kan的
浓度为 50 mg·L-1 ;薯块再生阶段 Kan的浓度 100 mg

·L
-1
;生根筛选阶段Kan浓度为 100 mg·L

-1
。

3.5　脱菌剂的选择
与农杆菌共培养后的外植体表面及浅层组织中共

生有大量农杆菌。为杀死和抑制农杆菌的生长必须进
行脱菌 ,使外植体更好地生长发育。常用的脱菌抗生
素有羧苄青霉素(carbenicillin ,Carb)、头孢霉素(Cefo-

taxine ,Cef)、及羧吩青霉素(timentin)等。这些抗生素
不仅对农杆菌有杀伤或抑制作用 ,而且对植物细胞也有
一定的生物效应 ,但对不同植物的不同外植体产生的影
响不同。脱菌抗生素对外植体的影响作用在不同的植物
中有很大差异。目前多数报道[ 9-11]在马铃薯遗传转化过

程中使用的脱菌抗生素均为羧苄青霉素 ,使用浓度为500

mg· L-1 。本试验选用头孢霉素 ,使用浓度为 500

mg·L
-1
。

3.6　研究展望
利用转基因动植物作为生物反应器生产有价值的

功能蛋白和医用药物是目前生物技术和基因工程的一

大热点 ,本研究选用马铃薯作为研究对象 ,是基于马铃
薯生长容易、生物量大 ,遗传转化体系比较完善 、转化
周期短 ,且马铃薯可以无性繁殖 ,所以只要得到少量的
转化体 ,就可以通过快繁得到大量的转基因植株 ,马铃
薯有特异性的启动子 ,可以进行特异性的诱导表达 ,从
而产生大量的可溶性蛋白。本研究将白藜芦醇合成的
关键酶基因转化到马铃薯中 ,并获得了转基因植株。
我们正在对所获得的转基因植株进行白藜芦醇活性测

定 ,拟筛选表达量高的植株作免疫实验 ,为进一步研究
利用转基因植物生产白藜芦醇疫苗及新型基因工程药

物提供了新的材料和途径。
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