
中文摘要

本文从拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织生物学特性研究入手，以期制备适合农

杆菌高效转化的受体材料，并制定科学、合理、有效的转化方案；利用所构成的

多个质粒载体，进行拟南芥悬浮细胞基因转化，以检验多种转化方案的可行性，

并优化转化条件：检测转化细胞报告基因的瞬时表达和稳定表达，以期建立有效

的转化模式，并获得可利用的转化材料。本论文所做的主要工作如下：

1、拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织生长特性与培养条件

试验研究了拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织的生长特性及其继代培养条件，旨

在摸索维持拟南芥悬浮细胞正常稳定生长的培养技术，并为拟南芥悬浮细胞进一

步的遗传操作提供良好的受体材料和科学依据。结果表明，在每个7d一次的继

代周期中，拟南芥悬浮细胞的生长表现明显的S型生长曲线。正常培养条件下，

继代后2-4 d出现快速生长时期，此后生长量迅速下降，但接种量不同，其继代

后悬浮细胞生物量及快速增长发生时期不同。维持7d继代周期的理想接种量为

起始悬浮液按10ml／50ml稀释。接种量小，生长迟缓，甚至不能增殖。培养基中

不同激素及不同蔗糖含量均会对其生长产生极明显的影响，在B5+0．2mg／L NAA

条件下反复继代后的细胞，再加入外源NAA．时，反而会抑制其生长。蔗糖含量

以309／L最好；蔗糖含量低，悬浮生物量及细胞活性明显下降。

拟南芥愈伤组织生长也呈现一定的规律性，正常条件下，需经历约各10d

的诱导时期、快速生长时期和生长停滞及老化时期。愈伤组织诱导及其生长对外

界条件也特别敏感，一定的表面湿度及较低的培养温度是必须的。

2、拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织对抗生素的反应

试验研究了拟南芥悬浮及其愈伤组织对潮霉素、卡那霉素、头孢霉素等3

种抗生素的反应，为拟南芥悬浮细胞转化子抗生素选择浓度和选择方案的制定提

供依据。结果表明：潮霉素对拟南芥悬浮细胞生长、愈伤组织诱导及其生长均有

极明显的抑制作用，但作用效果和特性均有所不同。拟南芥悬浮细胞继代培养阶

段、愈伤组织诱导阶段和愈伤组织增殖阶段的临界致死浓度分别为25，2．5，

1．5mg／L，液体与固体培养条件下差异极大。当采用潮霉素抗性标记筛选转化子

时，应当分别采用相应阶段的临界致死浓度作为转化子选择浓度。与此同时，潮

霉素需要一定处理时间才能充分表现其抑制细胞生长或杀死细胞的效果，一般液

体培养条件下3d以后、固体培养条件下5d以后效果趋于稳定，但不同的处理浓

度有较大差异，建议选择时间在液体培养条件下不少于3d，在固体培养条件下

不少于5d。否则，假阳性率会很高，从而大大加重后续转化子检测的工作量。

卡那霉素与潮霉素有类似的影响，在愈伤组织诱导阶段，适宜的选择浓度为

50mg／L，根据潮霉素作用特性推测，其在液体培养阶段和愈伤组织生长阶段的

适宜选择浓度分别在100mg／L、25mg／L左右。后续的转化试验中，若利用卡那

霉素选择，我们将采用这一选择浓度。

试验中意外发现头孢霉素能促进绿色悬浮细胞的获得，并具有逆转悬浮细胞



“白化”的稳定效果。有关悬浮细胞“白化”原因及头孢霉素逆转效应机理，有

待进一步研究。

3、拟南芥悬浮细胞耐受性试验

选择与其遗传转化相关的常温静置、低温静置、高温振荡、蔗糖饥饿和常温

振荡(对照)几种不同处理方式，从其生长和细胞活性两个方面，研究其对环境

胁迫的耐受性，以更好地制定拟南芥悬浮细胞基因转化时细胞同步化或预处理及

共培养的方案和条件。结果表明：拟南芥悬浮细胞对各种胁迫处理的耐受性表现

出明显的差异，整体耐受性强弱依次为：常温振荡(对照)>蔗糖饥饿>高温振

荡>低温静置>常温静置，常温静置最低。拟南芥悬浮细胞对胁迫处理的不适应

表现在多个方面，总生物量增长很少或不能增长，细胞相对活性及活细胞生物量

不断下降，耐受系数低。随着时间的变化，拟南芥悬浮细胞对胁迫处理的耐受性

或不适应性的表现呈现不同的变化规律，这种变化的可能机制与细胞间协同与竞

争、细胞自我适应机制的调节等有关。

4、拟南芥悬浮细胞超低温保存试验

探索一般实验室条件下拟南芥悬浮细胞的简便保存技术，为中长期保存遗传

背景稳定一致的拟南芥悬浮细胞起始材料提供有效的方法。通过一系列试验，本

文获得了拟南芥超低温保存的适宜方法。优化方案如下：选择继代后2d的拟南

芥悬浮细胞，洗涤1次，细胞沉淀重悬浮于6％蔗糖培养基，于40C低温下锻炼

6h；浓缩细胞使之有较高的细胞密度(0．25-0．309／m1)，加入16％(W／V)甘油

作为冰冻保护剂，直接置于一80℃深冷冰箱保存；使用时以37℃快速解冻，离

心后除去保护剂，然后可用去离子水洗涤后进行活性检测，也可用基本培养基洗

涤后重新进行悬浮培养。此方法保存30d后的细胞相对活性达O．8左右，可以满

足实验室一般研究用。如果对其保存后的活性要求不很严，还可以进一步简化，

例如，预处理前以悬浮细胞自然沉降代替离心洗涤后收集细胞沉淀：免去高渗预

处理，直接加入冰冻保护剂后在低温下锻炼6h；室温下解冻等。

5、农杆菌的转化与制备

对本文拟使用的pBIB／GUS、pBm／SARs、pBINm．gfp5-ER等几种质粒载体

构建和工程菌制备及其生长特性等进行了系列试验。通过酶切和PCR检测实验，

证明所构建的pBIB／GUS、pBIB／SARs载体正确，含有相应的标志基因，可以用

于后续的拟南芥悬浮细胞基因转化。采用电转化法，成功地将pBINm-gf-p5．ER

质粒DNA转入农杆菌细胞，转化频率为2．152x104个舢g质粒，并在一系列检测

实验中得到证明。拟用的几种不同质粒具有基本相似但不完全相同的生长特性，

而且接种量及培养条件等，对其生长量有很大影响。采用本文方法，成功地制备

了可用于植物基因转化的一系列工程菌株。

6、转化模式与转化细胞选择

比较3种拟南芥悬浮细胞转化方案，共培养后均获得GUS的瞬时表达，但

仅模式Ⅲ成功地获得抗性愈伤组织。在模式Ⅲ基础上，对所获得的抗性愈伤组织
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进行二次选择，发现一次选择后的转化细胞“假阳性”现象十分普遍，推测农杆

菌潜伏与爆发、悬浮细胞存在大量细胞团结构并导致嵌合体形成，是转化细胞“假

阳性”现象的主要原因。预处理方法、静置共培养时间、恢复培养与液体选择时

间、载体种类等转化条件对转化效率有重要影响，以20：mol／L乙酰丁香酮预培

养ld、静置共培养36h、液体选择培养2d、pBIB／SARs为质粒载体，可以获得
较高的转化效率，并大大降低假阳性率。对以上条件进行综合优化后，假阳性率

从82％降为17％。研究结果表明，在模式Ⅲ基础上对转化条件进行适当优化，

可用于拟南芥悬浮细胞高效转化。

7、报告基因诊断与分子检测

对所获得的抗性愈伤组织进行GUS活性检测和PCR分析。结果表明：具有

GuS活性抗性愈伤组织均扩增出目的基因片段，初步证明，所选择的74份抗性

愈伤组织已成功地转化。对低温、高温、高盐及对照4种处理后的悬浮细胞进行

蛋白质抽提，表明悬浮细胞的蛋白质组与叶片的蛋白质组有很大不同；分别用

L-PSl0H3和L。PSl0AcKl4H3作为第一抗体进行蛋白质免疫杂交，表明各处理

均不同程度地发生组蛋白H3磷酸化及乙酰化，但高温处理降低了磷酸化或乙酰

化水平。

8、本文的所取得的重要进展及主要创新点

1)系统研究了拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织有关生物学特性、对抗生素的反

应和对环境胁迫的耐受性，不仅积累了这一重要模式植物的细胞生物学资料，同

时使其遗传转化方案和条件的制定建立在细胞生物学依据之上，为实现拟南芥悬

浮细胞高效转化提供了新的途径，也为类似转化系统的建立提供了新的思路。

2)摸索了拟南芥悬浮细胞维持培养的继代条件，提出“继代指数”概念，

同时建立了拟南芥悬浮细胞理论生长模型，为受体材料的制备提供了科学依据。

3)摸索了拟南芥悬浮细胞在不同培养条件下和不同生长阶段对抗生素的反

应，使抗生素抗性标记选择方案更加科学，改善了抗生素选择效果。

4)检测或转化了多种质粒载体系统，建立了不同质粒载体农杆菌的理论生

长模型，比较了不同质粒载体农杆菌的生长特性，制备了可用于植物基因转化的

一系列工程菌株。

5)改进和优化了拟南芥悬浮细胞遗传转化方案及条件，证明所建立的优化模

式能够大幅度提高基因转化效率，促进了拟南芥悬浮细胞高效转化目标的实现。

6)发现并证明了头孢霉素能显著地促进拟南芥绿色悬浮细胞的获得，成功解

决了悬浮细胞“白化”的技术难题，并且有可能发掘这一抗生素新的利用途径。

7)初步建立了拟南芥悬浮细胞的简便保存技术，为中长期保存遗传背景稳

定一致的拟南芥悬浮细胞起始材料提供了有效的方法。

关键词：拟南芥；根癌农杆菌；悬浮细胞；遗传转化；生物学特性；细胞耐受性；

超低温保存；抗生素抗性选择
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ABSTRACT

Transformation of Arabidopsis thaliana suspension cells was performed．

Different protocols and parameters affecting the transformation procedure were tested．

and an optimized protocol Was determined．Transformants was selected witll

antibiotic resistant gene screening and checked witll histochernical GUS and PCR

assay．Prior tO transformation experiments，some relational biology characteristics of

Arabidopsis thaliana suspension cells and Agrobacteria haboring certein plasmid

were observed．111e main works and results are shown as follows．

Subculture Conditions and Growth Characteristics of Arabidopsis Suspension

Culture

The experiments of Arabidopsis thaliana suspension culture were performed．Some

subculture conditions were determined，and the growth characteristics of suspension

culture was observed．The typical S—like growth curve in a subculture cycle Was

obtained．In normal condition,a logarithmic phase of growth of suspension biomass

WaS occurred in 2-4 days after subculture．Than the growth of biomaSs slowed down

quickly．However,its growth and time of logarithmic phase were changed witll

inoculation amount．10ml／50ml of diluting ratio is advisable to subculture．The

growth was slowed down even halted witll 10ml／50ral of diluting ratio．Different

hormones in media affected growth ofsuspension cells．but the result waS unexpected．

The biomass of suspension cells subcuitured in B5 medium without any hormones

WaS higher than with O．1mg／L of BAP and 0．2mg／L NAA(as normal medium)．

Concentration of sucrose greatly affects growth of suspension cells．Changing it from

normal 309，L to 10，20，40 g／L，more or less inhibition of growth and viability were

observed．

The pattern of callus growth WaS observed．In general，each a 10 d of period is

presented in callus induction phaSe，logarithmic growth phase and growth-stopped

phase．Incubation temperature and humidity had a remarkable impact on both

inducement and growth of callus．A certain surface humidity on plate and lower

incubation temperature were indispensable．
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Impact of Antibiotics on Arabidopsis Suspension Cells and Calli

The impact of Hygromycin B on Arabidopsis suspension ceils and calii was

studied．The results show that the growth of Arabidopsis thaliana cells in vitro was

significantly inhabited with Hygromycin B，and different effects and characteristics of

inhibition were presented among different culture stages，especially between liquid

and solid culture．On suspension subculture，callus induction and callus subculture，

thelethal critical concentrations ofHygromycinB forArabidopsisthaliana ceilswere

25，2．5，1．5mg／L in turn．A long or short time of treatment with Hygromycin B was

necessary to impact on Arabidopsis thaliana cells fully．The inhibition efficiency

became stabilization in 3-days in liquid and in 5-days on solid after treatment with

Hygromycin B，but a considerable change presented among different concentrations．

Furthermore，the probable causes of the different inhibition efficiency between liquid

and solid culture condition were discussed，and some suggestions for selection of

hygromycin—resistance marker on transformation of Arabidopsis suspension cells

welt'e made．

The impact of kanamycin on Arabidopsis suspension cells was similar to of

Hygromycin B．The lethal critical concentration was50mg／L on callus induction．The

rest may be deduced by analogy of the reaction of Arabidopsis suspension cells on

Hygromycin B，100mg／L and 25mg／L of lethal critical concentrations should be

rational on suspension subculture and callus subculture respectively．

The effect ofcefetaxime on keeping suspension color green was found by chance．

The further experiments were showed that suspension color can be changed from pale

to green with cefotaxime．The potential cause of the result was undefined．It is

valuable to make flⅡrther experiment．

The Tolerability ofArabidopsis Suspension Cells to Stress Factors

The tolerance of Arabidopsis suspension cells to 4 stress factors Was checked．

The result showsthat the tolerability to different stress factorsWas ranked from higher

to lower as‘room temperature诵m shaking’(contr01)，‘sucrose starvation’，‘high

temperature witll shaking’．‘low temperature without shaking’and‘room temperature

without shaking’．Slowed growth of biomass and depressed viability of cells were

represented with the unsuitability of Arabidopsis suspension cells to stress factors．

Differnt patterns oftolerabilities ofArabidopsis suspension cells were presented with

V
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time 2a'rtorlg to 4 stress factors．

Cryoperservation ofArabidopsis Suspension Cells

A series ofexperiments on cryoperservation ofArabidopsis suspension cells was

performed，and a viable sample method Was obtained．The optimized protocol is

shown as follows：taking Arabidopsis suspension cells in 2 days after subculture，

washing them for one time．resuspending the cell pellet in basic medium谢t}l 6％of

sucrose。pretreating the suspension for 6h with 40C degree temperature，

concentrating the suspension,adding 16％(W／V)ofglycerol as cryopretective agent，

placing and keeping it in cryogenic refrigerator(一80℃)，thawing it with 37。C

degree temperature when using，then checking viabilities ofcryopreserved suspension

cells after washing or resuspending them in liquid medium．After cryoperservation，

the relative viability of cryopreserved suspension cells could reach 0．8 after 30 days．

This protocol can be further simplified depending on the requirement of viability of

cryopreserved suspension cells，such as without pretreating in low temperature，

thawing cryopreserved suspension cells in room temperature．

Transformation of Agrobacteria with Plasmids and Preparation of

Engneering Bacteria．

nle correct cloning of inserts into pBIB／GUS、pBIB／SARs was confirmed by

digestion of enzynles and PCR assay of uidA or SAILs．n地result indicated bom

pBIB／GUS and pBIB／SARs carried corresponding marker genes，and mey Can be used

for transformation of Arabidopsis suspension cells．111e DNA isolated from

pBINm-gfp5-ER was transferred into Agrobacterium with electrotransformation,and

2．152x104transformantsperlp,gofplasmidDNAwere obtained．nle similargrowth

characteristics Was observed among several clonings of Agrobacteria with different

plasmids，and the growth of Agrobacterium WaS affected with the amount of

inoculation and culture condition．

Protocol ofTransformation and Selection ofTransformants

Three kind ofArabidopsis suspension cells transformation protocols were put in

practice，and the transient expression of GUS gene WaS observed in all of the three

protocols．but the resistant calli WaS obtained only in protocolⅢ．BaSe on protocol

Ⅲ，a second selection of antibiotics resistance was performed,and a very hi出

frequency of‘false positive’in the first selection Was tested．A strong effect on

Ⅵ



efficiency of Arabidopsis suspension cells．旺ansformation exerted by pretreatment，

CO—cultivation without shaking，reviviscence culture or lquid-selection and vectors．

The efficiency of transformation would be improved while the frequency of‘false

poskive’would be reduced notably with following transformation conditions：

pretreatment for 1 day谢m 2m mol／L of acetosyringone，CO—cultivation for 36h

without shaking，selection for 2 days in liquid and mediating with pBIB／SARs．

Putting every measures above together,the frequency of‘false positive’failed down

from 82％to 17％．The results were shown that，after optimizing transformation

conditions in a certain extent，the protocol m can be used for Arabidopsis

suspension cells transformation．

Diagnoses and Molecular Detection of Reporter Gene

Histochemieal GUS and PCR assay for detection of resistant calli were conducted．

The results were shown that the segments oftarget gene were amplified by PCR from

each resistant calli which were tested as positive诚tll GUS staining．It Was indicated

all of 74 pieces of calli had been transferred successfully．Total protein was isolated

from Arabidops括suspension ceils and leaves which were treated with cold，heat and

salt respectively．Two different protein maps were obtained between suspension cells

and leaves．Immunoblotting of histone H3 on Arabidopsis suspension cells Was

performed．by L-PSl0H3 and L-PSl0AcKl4H3．The result was shown that the

phosphorylation and acetylation were presented in each treatments．However,the

strength of phosphorylation and acetylation Was reduced with high temperature

(370C、．

Keywords：Arabidopsis thaliana，Agrobacterium tumfacion，Suspension cells，

Biology characteristics，Tolerance of eeHs，Cryoperservation，Antibiotic

resistant gene screening
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缩略词

缩写 英文名 中文名

2．4一D

6．BA

AS

CATB

cDNA

Cef

DNA

EB

EDl’A

ER

GFP

GMP

GUS

HDGS

Hyg
IAA

Kan

～【AR

MAT

ME

NAA

NOS

NPTII

OD

PCR

PDGS

PEG

PMBE

2．4．dichlorophexoxyacetic acid

6-Benzylaminopurine

acetosyringone

cetyltriethylammoniun bromide

Complementary DNA

Cefotaxime

Deoxyribonucleic

EthidiuBromide

Ethylene diamine tetraacetic acid

estrogen receptorv

gleeS fluorescent protein

genetically modified plant

Glucuronidase

homology-dependent gene silencing

iaygromycm
Indole．3-actetic

Kanamycin

matrix attachment region

multi-auto-transformation

Mercaptoethanol

Naphthalene acetic acid

nopaline synthase

neomycin phosphotransferase

Optical density

Polymerase chain reaction

postion-dependent gene silencing

Polyethylene glycol

Laboratory of Plant Molecular Biology

at the Institute of Experimental Plant

2．4．二氯苯氧乙酸

6一苄基腺嘌呤

乙酰丁香酮

十六烷基三乙基溴化铵

互补脱氧核糖核酸

头孢霉素

脱氧核糖核酸

溴乙锭

乙二胺四乙酸

人类雌激素受体

绿色荧光蛋白基因

遗传改良植物

葡萄糖苷酸酶

同源依赖性沉默

潮霉素

吲哚乙酸

卡那霉素

核基质结合序列

多元自主转化载体

巯基乙醇

萘乙酸

胭脂碱和成酶

新霉素磷酸转移酶II

吸光度

聚合酶链式反应

位置依赖性沉默

聚乙二醇

华沙大学实验生物学研究所

植物分子生物学研究室

PTGS post-transcriptional gene silencing 转录后水平基因沉默
SAR scaffold attachment region 核骨架结合序列

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠
SMF selectable marker-free 标记基因的剔除
1AE Tris-aceto EDTA buffer 1：AE缓冲液

TBE Tris-borate EDTA buffer TBE缓冲液
TE Tris-EDTA buffer TE缓冲液
TEMED N,N,N’，N’-tetra mythl ethylene diamine N，N，N’，N’．四甲基乙二胺
TGS lrartseriptional gene silencing 转录水平基因沉默
TTC triphenyl tetrazolium chloride 氯化三苯基四氮唑
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I综述植物遗传转化及其模式植物拟南芥研究进展

1综述一植物遗传转化及模式植物拟南芥研究进展

植物遗传转化(plant genetic transformation)，又称植物转基因，是植物基

因工程(plant genetic engineering)的核心内容。主要指运用重组DNA技术，将

外源基因整合于受体植物基因组、改变其遗传组成的过程。通过遗传转化获得的

植株及其后代称为转基因植物(transgenie plant)，亦称遗传改良植物(genetically

modified plant,GMP)[”，另有称生物工程植物(biotech plant)。

传统的遗传改良方法存在育种周期长、定向性差、受亲缘关系限制等诸多障

碍，植物遗传转化能从根本上克服这些障碍。与传统植物遗传改良相比，植物遗

传转化的显著特点是： (1)极大程度上打破亲缘关系的限制，可实现动物、植

物和微生物间遗传物质的交流； (2)转化的基因具有明确的功能，能够有目的

地改变植物基因组的结构与功能，选育出具有预期性状的新品种，使遗传改良具

有明确的方向性； (3)体外人工构建基因载体，不带有冗余基因(选择标记基

因及报告基因要求对植物无害或者能够剔除)，从而有效地打破有利基因和不利

基因的连锁：(4)在实验室条件下直接转化目的基因，可避免田间复杂且繁重

的人工选择和自交等过程，从而大大加快育种进程，并减少育种成本。(5)能

够与常规育种及其他生物技术手段相结合，从而丰富了品质改良的内涵，并拓展

了其应用的领域【2】。事实上，遗传转化不仅仅用于植物遗传改良，还是生命科学

基础研究的重要手段，例如，通过分析遗传转化获得的突变体，是新基因的发现

和功能基因组研究的有效途径[31。

自从1983年首次获得转基因烟草以来[41，植物转基因技术日益得到广泛的

应用。特别是近年来，随着植物转基因技术日渐成熟，检测手段日益完善，其发

展速度越来越快。实践证明，植物基因工程的发展，不仅开辟了育种工作的新局

面，还极大地促进了植物分子生物学、植物遗传学、植物发育生物学等基础学科

领域的发展，同时对植物细胞工程、代谢工程、酶工程、发酵工程、免疫工程、

生物制药、生物反应器等诸多生物技术研究和应用领域也将产生巨大的影响【51。

1．1植物遗传转化研究和利用简况

1983年世界上首例转基因植物——转基因烟草问世，标志植物转基因时代

的到来。至今，全世界已有200多种植物实现了基因转移，涵盖了经济作物、观

赏植物、药用植物、蔬菜、果树、林木和牧草等大多数栽培种【1,3】。应用于植物

基因工程，并在植物中成功转化的目的基因愈来愈多，主要包括：抗虫基因、抗

病毒基因、抗真菌病毒基因、抗细菌病毒基因、抗除草剂基因、抗逆基因、改良
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品质的基因、控制果实成熟的基因、雄性不育基因等。应用这些有用基因，在一

大批植物上创造出丰产、优质、高抗植物新品种，例如，对番茄、豌豆、胡椒、

热带水果、椰菜、覆盆子、甜瓜的转基因目的是控制成熟，提高品质和加工性，

延长货架期；番茄、马铃薯、玉米、莴苣、咖啡、卷心菜和苹果的研究方向是增

强抗虫性，减少杀虫剂用量：对于胡椒、马铃薯和黄瓜主要是增强其抗真菌性以

减少抗真菌剂的用量；马铃薯、番茄、哈密瓜、黄瓜、玉米、油菜、大豆和葡萄

的转基因目的是抗病毒，以减少病毒引起的病害；大豆、马铃薯、玉米、油菜和

小麦引入的是抗除草剂基因：增加必需氨基酸、维生素和其他营养素也是玉米、

向日葵、大豆和其他作物的转基因目标之一；增加不饱和脂肪酸含量，提高热稳

定性是油菜、花生的发展方向；玉米、豌豆的另一转基因目的是控制糖类转化为

淀粉，以期在整个货架期保持甜度；天然去咖啡因咖啡是咖啡转基因研究的主要

目的[6-9]I。

现代分子生物学和生物技术的逢勃发展，也极大地促进了植物基因工程的发

展，与代谢工程、蛋白质工程、免疫工程及基因调控技术等相结合，大大拓展了

植物遗传转化的手段和应用领域。2001年，瑞士科学家Potrykus领导的研究小组

历时8年，成功地将类胡萝1-素生物代谢途径迁移至水稻中，并在所获得的转基

因水稻植株中检测到了类胡萝卜素的存在。这个所谓“金稻”(Golden Rice)的

转基因作物，是通过基因工程改良作物品质的一个成功范例。Thomashow等(1998)

将拟南芥冷诱导转录因子基因CBF．1导入拟南芥，当其不经过冷驯化直接放至

-20℃时，材料表现出了极佳的抗冻性能。以往的研究通常是将一个或几个抗冻

蛋白基因转至植物中，然而效果始终不理想。Thomashow等的工作在于利用转录

因子启动抗冻蛋白群表达，从而首次显示出了植株水平的抗性。这是植物转化领

域思想上的一次革新。类似地，可以利用各种转录因子尤其是与植物抗逆性有关

的转录因子转化植物，以获得预期的抗逆性状。

fl 3AParson等(1986)[Io】证实杨树可以进行遗传转化和外源基因在林木细胞中

表达以来，林木基因工程研究也取得很大进展。现已对杨树(Populus spp．)、火炬

松(Pinus taeda LiI虬)、桉树(Eucalyptus spp．)、苹果、核桃等20多个树种进行了

转化研究。许多树种已获得了转基因植株，其中杨树、松树(Pinus spp．)、桉树、

云极Picea spp．)等树种已经进入田间试验阶段，在抗虫、抗病、抗除草剂、耐

盐、耐旱、耐冻、耐高温等方面也进行了转化研究Ill】。

1986年，抗虫和抗除草剂的转基因棉花首次进入田间试验，到1992年，全

全球批准进入田间试验的转基因作物已增加到675项02l。1992年第一个商品化的

转基因作物(双价抗病毒转基因烟草)在中国问世[131。1994年，第一个转基因产

2
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品——延熟保鲜转基因番茄“Flaw Saw'’获美国农业部和美国食品与药物管理局

批准进入市场，自此以后，转基因作物在全球获得迅速发展，种植面积持续10

余年直线上升。据农业生物技术应用国际服务组织(ISAAA)的估计Il⋯，2005

年全球转基因作物种植面积达至U9000万hm2，比2004年增长了11％，是1996年的

50倍(见表1-1、图1．1)。2004q!，全球转基因作物总产值达65亿美元，1996-2004

共创效益270亿美元。短短10年时间，转基因作物实现了从实验室走向田间，从

技术开发到产业化生产的转变，推动了全球农业进入新的绿色革命。

表1-1 2005年全球主要转基因作物种植国家及历年种植面积／100万hm'

Table I-I Growingam ofGM crops ranking the top five contries ofthe world(1996-2005)

国捌 1996 1997 1998 1999 2∞0 2001 2002 20n3 2004 2005

美国 1．5 8．1 20．5 28．7 30．3 35．7 39．0 42．8 47．6 49．8

阿根廷 O．1 1．4 4．3 6．7 lO．0 11．8 13．5 13．9 16．2 17．1

巴西 3．0 5．0 9．4

加拿大 O．1 1．3 2．8 4．0 3．O 3．2 3．5 4．4 5．4 5．8

中国 <O．1 <O．1 <0．1 0．3 O．5 1．5 2．1 2．8 3．7 3．3

总面积 1．7 11．O 27．3 39．9 44．2 52．6 58．7 67．7 81．0 90．0

国家总数 6 6 9 12 13 13 16 18 17 21

鲎
謦
曼
器
旧

／
一／

．—t：一彭譬{一／
／(·r卞一7．

—●一世界总敦-41"-工业化国冢—■一发展中国家

图I-1全球转基因作物种植面积增长情况

F嘻l-I Globelareaofbiotechcrops0996-2005)

我国是世界第5大转基因作物种植国，2005年种植面积为330万hm2，主要

为棉花、烟草、油菜、水稻等。我国是第一个商品化种植转基因的国裂13】，也是

继美国之后自主研制成功Bt抗虫棉的国家【151，但我国转基因作物面积占世界总

种植面积的比例还相当少，2005年仅占3．7％I【16-18]。
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1．2植物遗传转化方法

可供选择的植物遗传转化方法颇多，通常分为两大类：一类以载体为媒介的

间接转化方法，另一类是外源目的基因的直接转化方法。各种方法各有长短，

DNA直接转化法的优点是没有宿主的限制，但转化的DNA重组率高，往往导

致多拷贝整合，引起基因丢失或沉默。载体法得到单拷贝或低拷贝整合的外源

DNA的频率高，但易受宿主限制。使用时可根据不同植物、不同受体材料和不

同转化目的等多种因素选择最适合的方法。

1,2．1间接转化方法

1．2．1．1农杆菌介导法(Agrobacterium-mediated transformation)

用于转化的农杆菌主要有2种，即根癌农杆菌(Agrobacterium)和发根农杆

菌(Rhizobium)。根癌农杆菌中，n质粒(tumor-inducing plasmid)能够诱发植

物形成“冠瘿瘤(crown gall tumor)'’，而在发根农杆菌中，鼬质粒(root-inducing

plasmid)能诱发植物形成“发状根(hairy root)”。Ti质粒和IH质粒均可改造成为

携有外源DNA的载体，并将其转移到植物细胞中。其中，由于根癌农杆菌转化

系统的简单性和转化基因整合的准确性，豇质粒载体(n plasrnid-based vector)

仍然是植物转基因最好的系统1191。在已成功的约200种转基因植物中，80％是由

农杆菌介导的【31，特别是在双子叶植物上，获得了很大的成功。随着载体的不断

改良和转化技术的提高，近几年来在裸予植物和一些重要的单子叶植物上应用农

杆菌转化获得了成功【20)。

农杆菌介导的遗传转化具有广泛的适应性，只要找到合适的转化条件，从整

体植株到细胞，甚至原生质体，都可以以农杆菌介导实现目的基因的转化脚】。事

实上，农杆菌’n质粒被视为是“万能载体”，还可以用于酵母(yeast)【211、曲霉

素口垆哪触0胆1和人类细胞∞】的遗传转化。由于农杆菌也能够转化真菌，利用酵
母这一经典的遗传学研究模式生物来研究这一病原菌与宿主细胞的相互作用是

十分可行的[z41。

用农杆菌介导，最常用的方法是“叶盘法”(1eafdisc transformation)，是由

著名的孟山都公司(Monsanto)的Horsch等人于1985年创立的脚】。也有利用其他

器官、胚性愈伤组织、悬浮细胞、单细胞(如花粉)、原生质体等作为受体材料。

近年来，证明农杆菌也很适合胚状体、叶绿体受体系统的转化。以离体组织或细

胞作为受体材料，必须要先建立植物的再生体系，而且无性系变异的干扰使转化

后代遗传背景难以保持一致，对于那些难以建立再生体系的植物，如果以获得转

4
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基因植株为最终目的，不宜使用农杆菌介导。Bechtold等【2611993年首创了一种新

颖、简单、高效的转化拟南芥的方法，称为真空渗入法(negative pressure

infiltration)。该方法不需要建立再生体系，也是利用农杆菌进行介导，转化后代

遗传背景一致，平均每株处理可获得1~4个转化体伫7J。在此基础，已发展了一

系列相当成熟的“在体(整体)”(inplanta)转化方法。

1．2．I．2脂质体法(1iposome)

Dellaporta等人于1981年创立的方法。脂质体法是人工拟造的类脂胆固醇与

磷脂构成的小体，能够跨膜转运，可将核酸包裹起来免于核酸酶的作用而保持

核酸的完整性。此方法介导的基因转移在烟草原生质体(Deshayes等，1985；袁

天华等，1994)、玉米原生质体(Antonelli等，1990)口引、水稻原生质体(朱祯

等，1992)[291、青菜(王瓞等，1997)等植物上有报道【3们。
●

1．2．1．3原生质球法

原生质球法与脂质体法相类似，原生质球是除去细胞壁的细菌细胞，通过与

植物原生质体融合将外源基因导入植物细胞中。利用这种方法转化植物细胞的报

道不多lH】。

1．2．1．4病毒载体转化法

植物病毒载体系统是将外源基因插入到病毒基因组中，通过病毒对植物细胞

感染而将外源基因导入植物细胞。Koxiel和Siegal于1984年应用TRV(烟草脆

裂病毒)首先发展了这种载体系统rio]。这种方法的转化效率比较高，但安全性

受到质疑，是一种正在发展与完善中的转化方法。

此外，作为载体法的转基因方法还有Ac／Ds转座系统、噬菌体PICrre-Lox位

点的特异性重组系统、酵母线粒体I-Scel核酸内切酶特异性诱导植物DNA双链

断开引起的同源重组系统、双元细菌人造染色体载体系统等。这些方法有的可提

高转化率，有的可提高转基因位点的质量【3¨。

1．2．2外源DNA直接转化法

通过修饰之后的目的基因就可以直接导入植物的外植体。常见的外源DNA

直接转化法有基因枪法、化学药剂诱导法和花粉管通道法等【l‘31。

1．2．2．1基因枪法(particle gun,gene gun,biolistics,microprojectile)

又称微粒轰击法(particle bombardment)，1987年美国康奈尔大学Saaford
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等人首先发明这种方法【32】。原理简单，用被放电而加速的金属颗粒对细胞击孔，

通过金属微粒将附着其表面的外源目的基因引入到受体细胞中。1987年Klein等

首次应用基因枪法转化洋葱细胞【331，此后，相继在水稻、小麦、玉米、大豆、棉

花等重要农作物上获得转基因植株p4‘37]。

该方法的优点是无宿主限制，且受体材料类型十分广泛，几乎包括所有具有

潜在分化能力的组织和细胞。此外，可将DNA转入叶绿体、线粒体，也很方便

与其他方法协同转化。但是转化的频率低，嵌合体较多，转化的基因在寄主基因

组中通常为多拷贝，易导致基因沉默，且研究成本较高。

1．2．2．2化学药剂诱导法

常用的转化细胞的化学药剂有聚乙醇PEG、多聚鸟氨酸PLO、聚乙烯醇PVA

等，其中以PEG法(Darey等1980年建立)应用较多，效果较好[t-3]。它们能够

诱导质粒DNA进入植物细胞，从而达到转基因的目的。应用这种方法已在大麦

[38-39|等禾谷类作物上成功地获得了转基因植株。

1．2．2．3花粉管通道法(pollen-tube pathway)

是由周光宇等(1978)建立并逐步发展起来的方法【柚】。这种方法是利用开花

植物授粉后形成的花粉管通道，直接将外源目的基因导入尚不具备正常细胞壁的

卵合子或早期胚细胞实现目的基因的转化。它是一种简便的转基因方法，不需要

组织培养的继代，从而排除了植株再生的障碍。1983年，周光字等利用花粉管

通道法成功将外源DNA转入棉花14¨，在蔬菜作物中也有应用报道№l。

其它直接转化方法，如电激法(electropomtion，1985年Fromm等率先将原生

质体“电击穿孔”应用于植物)(注：另有文献报导是1985年我国李宝健等率先

应用于植物)、显微注射法(microinjection，我国童第周在动物转基因中创立；

1987年Neuhaus等用于植物)、激光微束穿刺法(micmlaser inducing,1988年Weber

引入植物)【．3】、多聚阳离子基因导入法嗍、超声波转化法(sonication，1990许

宁等创立，1992年贾士荣等发展了这一方法)H51、低能离子法(10w energy ion

beam。我国余增亮等创立)、浸泡法(上世纪70年代由我屋创立)、纳米粒子转

化法等，在不同植物上有成功的报道。

近年来还产生了一些两种以上方法相互结合形成的新技术方法[t-31，如超声

波辅助农杆菌介导法(sonic=ion assisted agrobacterium mediated transformation,

SAAT)、低能离子束与农杆菌介导结合法、基因枪与农杆菌介导结合法、负压与

农杆菌介导结合法等，均可增强农杆菌侵染，提高转化效率。
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1-3根癌农杆菌介导的遗传转化原理

根癌农杆菌的Ti质粒是迄今为止少数能携带外源DNA插入植物细胞染色体

上的细菌质粒，Ti质粒中一段T-DNA在这一转移整合过程中起关键性作用【4“w。

由于T．DNA与寄主细胞染色体可以非同源重组，所以将T．DNA整合到寄主细

胞，即可改变寄主细胞的遗传基础，改变寄主的性状。野生型的农杆菌E质粒能

诱发肿瘤或转化细胞，其T．DNA基因产物引起植物激素不平衡，难以再生正常

植株，因此，必须将面质粒加以修饰和改建，即去掉啊质粒上有致癌作用的那段

基因，并保持其T-DNA的转移能力和在再生植物上的表达能力149-501。

T-DNA转移要求穿越细菌和植物的细胞壁、原生质膜和核膜。T面瑚和

Citovskyl51】将农杆菌的转化过程分为7步：(1)农杆菌与寄主细胞的识别与附着；

(2)农杆菌对植物信号的感受；(3)毒性基因的激活；(4)可移动T-DNA复合体形成：

(5)T-DNA从细菌细胞输出；(6)T-DNA导入植物细胞核；(7)T-DNA整合到寄主

基因组。农杆菌基因组DNA及n质粒编码的与转移整合相关的蛋白质研究已比较

清楚152-55l：由细菌基因组基因Chvd，C／n,B、psc．4、attR等编码的蛋白参与识别

寄主细胞；Tt质粒编码的毒性蛋白Vir A、Ⅵr G对植物信号作出反应，激活其它

一系列毒性基因表达；在这些毒性蛋白中，VirD2、ⅥrDl、XrtrE参与形成T．转

移复合体if-transfercomplex)，而V'trD4及VirB系列的蛋白质组装成毒性菌毛，

毒性菌毛与寄主细胞接触后打开T-复合体转移通道，T-DNA复合体跨过膜转移

到寄主细胞，在V'trD2与VirE2的协助下，T-DNA进入核内整合到寄主细胞染色

体组上[461。

n质粒已能转化双子叶植物、裸子植物和少数单子叶植物，其中双子叶植物

尤其是一些模式植物，其转化正成为一项常规技术，而对部分双子叶植物的转化

研究也随着组培工作进行而逐步展开。近年来，n质粒转化在真菌、裸子植物和

单子叶植物转化方面取得了一定进展，其中单子叶植物，尤其是在禾谷类作物上

成功转化[56-571。

1．4农杆菌介导的遗传转化影响因素

1．4．1载体因素

转基因使用的质粒载体均是人工构建完成的，选用或构建的什么样的质粒载

体，直接关系到能否成功转化，因此，转基因技术发展的过程与载体的不断改良

是分不开的。自1983年Hoekema等提出双元载体构建策略后，双元载体系统

(binary vector system)迅速成为转基因通用载体。pBINl9是最早出现的双元载
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体(Bevan，1984)lS8]，改进后的pBINl9系列仍然经常使用。常用的双元载体还

有pBI、pGA、pKYLX、pLB4404等系列。不同的植物对同一载体敏感性会有所

不同，而不同质粒对同一植物的作用效果也会不一样。

典型的双元载体系统包含一个章鱼碱(octopinetype)vir辅助系(helper strain)，

如LBA4404，以装载去掉了Ach5的Ti质粒和一个穿梭载体(shuttle vector)。随

着胭脂碱MPgO(nopaline-type MP90)和L，L-str。cirmmopinetype EHAl01的应用，

vir辅助系的有效系列被扩大，EHAl01删除卡那霉素抗性基因后发展成EHAl05，

EHAl01和EHAl05表现出广阔的寄主范围和转化效率，许多对Ti质粒不敏感的

“顽固型植物”，如水稻、小麦、大麦等，均成功地转化‘5删。pTOK233是在pGA472
基础上改造的载体【65】，许多研究证明，其对单子叶植物也非常有效。

载体中单一酶切位点对能否装载目的基因有重要影响，尤其是单一位点的限

制是转移复合基因的重大技术障碍。T-DNA共转化是转化多基因的可能途径嗍。

核基质结合序列(matrix attachracnt region，MAR)，也称核骨架结合序列

(scaffold attachment region，SAR)是一个富含AT碱基的、能与核基质特异结合的

一段DNA序列(Mirkovitch aa／，1984)即J，在两个MAR之问可以构成一个DNA

环，形成一个独立的区域。针对这个特性，在质粒载体构建中，可以将MAR置

于所转的外源基因的两侧，构建成MAR-基因．MAR的形式进行转化，其形成的

一系列loop结构，可避免邻近基因相互抑制的影响，被认为是打破基因沉默的有

效方法[6v701。MAR序列的存在还将报告基因表达量提高到3．3．650钭7¨。

Ebinuma等(1997)和Endo等(2002)构建了新的多元自主转化载体系统一
MAT(multi-auto-transformation)，它含有一插入于转座子彳C内的嵌合的弘基因，

该卿基因即可作为转化的标记基因。MA礴体系统可以大大缩短育种时间，对
木本植物特别有用172-731。

1．4．2寄主因素

在农杆菌转化过程中，不同植物种对农杆菌侵染的敏感性差异很大，同一个

种内不同的栽培品种或生态型也常表现出巨大差异1741。在许多植物种中，遗传背

景差异对农杆菌转化频率的影响非常明显。用拟南芥菜为材料的大量研究结果表

明，’n质粒转移基因机理与植物的基因型有关1751。Nam等嗍比较了近40个拟南

芥生态型对于T-DNA整合的敏感性，发现班}l具有很高的T-DNA编码报道基

因的瞬间表达，但是其稳定整合水平却很低。

近年来随着人们对n质粒本身因子的转录与调控的深入研究，被感染植物

细胞中有关的分子过程及作用机理的研究已逐渐成为热点f77{¨。在自然界中，受
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伤的植物组织分泌一些被认为是农杆菌趋化性诱导因子的酚类和糖类化合物【3】。

越来越多的研究表明寄主细胞因子影响着农杆菌转化的整个过程，包括细菌细胞

与寄主细胞的识别与附着‘82‘851、毒性基因的诱导与表达186-891、T．复合体运输[90-95】

及T-DNA整合【96。103】等。

1．4．3菌株因素

不同农杆菌菌株有不同的宿主范围，并有其侵染的最适宿主【l‘31。不同类型

农杆菌菌株的毒力(侵染力)不一样，一般而言：琥珀碱型菌株(如A281)>

胭脂碱型(如口8)>章鱼碱型(如Ach5，LBA4404)。选择适宜的菌株对于植

物转基因是非常重要的。

同一农杆菌株在不同的生长阶段表现为不同的侵染能力，一般认为，处于

指数生长期的菌株侵染力最强，此时OD600处于O．3～1．8范围内(1．00Deoo≈1x109

细胞／m1)，一般用0．3-1．5 ODeoo农杆菌菌液接种植物材料为宜，但不同的菌株

及不同的受体材料最适宜的时期有较大差异。

Vir区基因的活化是农杆菌Ti质粒转移的先决条件。酚类、单糖或糖酸、氨

基酸、磷酸饥饿和低pH都会影响到所区基因的活化。通常可选用乙酰丁香酮
(As)或羟基乙酰丁香酮(HO-AS)做为活化诱导物【8确71，其中以As为佳，使

用浓度一般为5之00p,mol／L，培养基pH5．1,-,5．7，共培养温度15-25"C。AS的应用，

也是实现单子叶植物成功转化的关键【104-1061。

1．4．4共培养条件

共培养方法与条件对能否获得转化体有极大影响【1划。主要影响因子有下：

1．4．4．1外植体预处理

热击、低温、营养饥饿、预培养等与外植体转化有明显的关系，这可能与

提高受体材料对农杆菌的敏感性、降低受体材料免疫能力及促使细胞同步化有

关。Atkinson等(1993)研究表明，不同外植体有不同的预培养时间，一般以2~3d

为宜。

1．4．4．2外植体接种

外植体种类、切割方法、大小、接种方式等都可能影响到转化效率，此外

还会影响到再生能力。一般而言，外植体小，可以获得更高的转化频率，但选择

及再生均比较困难。例如，我们在拟南芥悬浮培养基因转化中发现，转化子选择

和转化子生长是一对很难调和的矛盾，有利用选择就不利于生长，有利于生长就

9
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不利于选择。而材料大，则不易转化，且多为嵌合体。

1．4．4．3培养基成分

多采用低盐培养基。宜加入较高量的生长素类，而应避免使用细胞分裂素。

因为生长素能促进T．DNA转移，而细胞分裂素可抑制其转移。但也有相反的报导。

可加入AS和单糖类化学诱导物。

1．4．4．4共培养方法

这也是成功转化的关键之一。离体材料通常直接与农杆菌共培养，整株材

料则应当借助真空负压的帮助，使农杆菌导入细胞，或者采用特殊的方法，如花

粉管通道法、花浸法等。

共培养时间对转化有重要影响。农杆菌附着外植体表面并不能立即转化，只

有创伤部位生存8～16h2_后的菌株才能诱发肿瘤，因此，共培养时间必须长于

8～16h，一般为3d，过长也可能会因为植物细胞受到农杆菌强烈毒害而死亡。对

于悬浮细胞，还必须有一个静置培养阶段，以利于农杆菌附着细胞表面，但静置

培养时间太长，可能会因为气体得不到交换而发生细胞严重伤害现象。

1．5转化体标记基因选择策略

目前，外源DNA片段插入到植物基因组的转化过程都是在组织水平上进行，

转化后的植物组织中只有一部分细胞的基因组整合进了外源DNA，所以同时还

存在着未转化的细胞。通常用标记基因将转化细胞从未转化的细胞中筛选出来。

常用的标记基因大多是一些对抗生素或除草剂的抗性基因。当用它与目的基因共

转化植物细胞时，就可以为植物细胞提供在含有抗生素或除草剂的培养基上生长

的能力，而未转化细胞不能在这样的培养基上生长，因此存活下来的细胞就只有

转化细胞。

在构建载体时，人们常将选择标记基因(selectable marker gene)与报告基因

(reporter gene)和启动子、终止子、目的基因重组在同一个载体上，共转化受体细

胞。由于选择标记基因与报告基因和目的基因紧密连锁，如果检测出选择标记基

因与报告基因在植物体内表达，那么目的基因也很可能整合到了植物基因组内。

目前被广泛应用的标记基因大致可分为选择基因、报告基因两类。还有一些

基因兼具选择和报告的功能【1，3，10-1”l。

1．5．1选择基因

目前广泛用于选择的标记基因主要有两大类：一类是抗生素抗性基因类，另
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一类是抗除草剂基因类。抗性标记基因的编码产物通常是分解除草剂或抗生素的

酶，可赋予转化细胞除草剂或抗生素抗性，从而使转化细胞能够在含有一定浓度

除草剂或抗生素的筛选培养基上生长，非转化细胞在筛选培养基上则被除草剂或

抗生素杀死。

常用的抗生素抗性标记有：新霉素磷酸转移酶基因nptI!(卡那霉素和新霉

素的抗性)，氯霉素乙酰转移酶基因cat(氯霉素的抗性)，潮霉素磷酸转移酶

基因hpt(潮霉素B抗性)，庆大霉素乙酰转移酶基因gent(庆大霉素抗性)，链霉

素磷酸转移酶基因strl，spc、spt(链霉素抗性)等。Kan‘基l天Inpt口是植物转化

所用的第一个标记，也是最常用的显性选择标记。NPTII酶可催化卡那霉素及其

他氨基糖苷类抗生素氨基己糖上的3’．羟基发生依赖于ATP的磷酸化，修饰后的卡

那霉素不能再进入细胞并与30S核糖体亚单位结合而导致mRNA的错译。潮霉素

抗性基因(hpO在某些作物上选择效率比Kanr高，应用也较多。

常用的抗除草剂标记有：5-烯醇丙酮酰草莽酸．3．磷酸合成酶基因epsps(抗草

甘膦)，PPT乙酰转移酶基因bar(Glufosinate)等。草甘膦是可控制大多数有害杂

草的非选择性除草剂。抗草甘膦的epsps基因是5．烯醇丙酮酸莽草酸．3．磷酸合成

酶epsp的突变体。除草剂草甘膦是epsps合成酶的抑制剂。细胞或农杆菌中分离的

epsps基因与叶绿体转运肽序列融合，可显著提高对草甘膦的抗性。Glufosinate

是一种谷酰胺合成酶抑制剂，由磷化麦黄酮和两个L-丙氨酸组成，只有除去两个

L-丙氨酸残基后，非选择性除草剂Basra的活性成分PPT才有活性。6口瑾因编码
磷化乙酰转移酶使PPT的自由氨基乙酰化从而对PPT解毒。

1．5．2报告基因

报告基因指能被快速测定的特殊基因，如口．葡萄糖苷酸酶基因即Gus基因

(uidA)可发生颜色反应，绿色荧光蛋白基因r蜀劬、荧光素酶基因r缸印可发光，

胭脂碱合成酶基因rn叫、章鱼碱合成酶基因rD删可用Otten法快速测定。

GUS基因(uid．4)在转入植物组织后，可将无色底物5．溴．4氯．3吲哚书D．葡糖

醛酸水解，产生蓝色的水解产物，观察产生蓝色反应即可对GUS基因的表达进行

分析。GUS基因可以在完整的植物组织中进行检测。Gus在有些植物中如甜菜和

小麦中有较高的内源表达，但外源表达的GUS水平高出20～50倍。天然存在的

OUS酶的最适pH为4．5，用pH8．0检测时，通常内源G町S很少被测出。GUS基因的

检测方法主要有：组织化学染色法(通过显色反应定性观察)、荧光分析法测定

GUS活性、分光光度法测定GUS活性(415rim)。GUS活性荧光分析法非常灵敏，

较分光光度法高100-．-1000倍。
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GFP是一种用于转昆虫的标记基因，现广泛用于转基因植物的活体检测。

GFP在荧光酶的参与下被Ca2+所激活，使蛋白质的共价键发生一定的变化从而形

成不稳定的中间体，中间体分解后，释放能量，经过～定波长紫外光照射后，可

以激发出绿色荧光。GFP的检测具有不需要添加任何底物或辅助因子，不使用同

位素，也不需要测定酶的活性等优点。同时GFP生色基团的形成无种属特异性，

在原核和真核细胞中都能表达，其表达产物对细胞基本上没有毒害作用，并且不

影响细胞的正常生长和功能。

cat和npt[3也可作为报告基因使用。CAT活性可通过反应底物乙酰CoA的减

少或反应产物还原型CoA SH和乙酰化氯霉素的生成来测定，常用的方法有：硅

胶G薄层层析法和DTNB分光光度法。npt—赚码氨基糖苷．3’-磷酸转移酶
(aminoglycoside．3’-phosphotramferaseII)，该酶使糖苷类抗生素(新霉素、

卡那霉素、庆大霉素等)磷酸化而失活。作为报告基因使用时，可使用放射性标

记的n．32PIATP，通过y．磷酸基团转移，生成带有放射性的磷酸卡那霉素。具体

方法有：点渍法、层析法和凝胶原位检测法。

1．5．3安全标记基因

抗性标记选择的策略是负向选择(negative selectmn)，这种方式一方面可

能带来生物安全问题，而且选择压力常常也不利用转化子的生长。为此，近年来

发展了基于生物安全标记的正向选择(positive∞Icction)方法。现已发现的生物

安全标记基因主要有两类：一类是有关糖类代谢酶的基因，主要有6-磷酸甘露糖

异构酶基因(pmO、木糖异构酶基因(xyL4)、核糖醇操纵子(栅和谷氨酸·l-半醛转

氨酶基因(hemL)等；另一类是有关激素代谢的基因，主要有异戊烯基转移酶基因

(ipt)、吲哚3．乙酰胺水解酶基因(iaa功等。这些标记基因与常规标记基因的不同

在于没有抗生素或除草剂抗性。使用这类基因作选择标记时，转化了的细胞处于

某种有利的代谢或发育条件下，获得生长或竞争优势，从而筛选出转化植株。

柳是一个日逐重视的选择基因。它是农杆菌的致瘤基因之一，编码异戊烯基

转移酶(IPT)，参与细胞分裂素的合成，因此转化了的细胞能在未加激素的培

养基上正常生长，而未转化的细胞不能正常生长而死亡，从而使枷成为一个有效

的正向选择基因(Ebinumag§，1997)[114l。在烟草中，枷r的选择效果好于卡那霉

素抗性基因(Endo等，2001)IllS]。

有报导认为(Okkels等，1997)，GUS基因在一定条件下也有与弘相似的效

果。在培养基中添加激动素葡糖苷酸(cytokinin glueuronide)，含有GUS基因转

化子能在GUS的作用下水解，释放出激动素，从而促进转化细胞的生长II⋯。

12
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1．6转化体的分子检测

基因转化后，外源基因是否进入植物细胞，进入植物细胞的外源基因是否整

合到植物染色体上，整合的方式如何，整合到染色体上的外源基因是否表达，这

一系列的问题仍需回答。1991年，Potrykus对转基因植物提出了一个明确的检测

标准，现得到了大多数学者的认同：①要有严格的对照(包括阳性及阴性对照)；

②转化当代要提供外源基因整合和表达的分子生物学证据、物理数据(southern

杂交，northern杂交，westem杂交)与表型数据(酶活性分析或其它)；⑧提供

外源基因控制的表型性状证据(如抗虫、抗病等)：④根据该植物的繁殖方式(有

性繁殖还是无性繁殖)提供遗传证据。有性繁殖作物需有目的基因控制的表型性

状传递给后代的证据，无性繁殖作物有繁殖一代稳定遗传的证据。只有获得充分

的证据后才可认定被检测的材料是转基因的。

一般来说，检测外源基因是否转化成功，首先是对报告基因进行检测，必要

时在进行目的基因的检测。用简单的生化方法即可检出选择标记基因和报告基

因。报告基因多数是编码酶的基因，通过对酶活性的分析，可对基因表达水平进

行定量或定性分析。也可对其进行必要的分子检测。如以NPT口为标记基因时，

常根据其片段设计引物对材料进行PCR扩增，效果较好；GUS聚丙酰烯胺凝胶电

泳(SDS-PAGE)原位分析效果与western杂交相当。报告基因检测的主要目的是

早期诊断，以便尽早剔除非转化体，还必须做进一步的分子检测，确定是否成功

转化。

转基因植株的分子检测方法有许多种。Southem杂交、PCR、PCR-Southem

杂交可检测植物基因组是否整合有外源基因，原位杂交【117以1鄙可确定外源基因在

染色体上整合的位点及在哪些组织中表达，IPCR可克隆转基因植株中外源基因

的旁侧序列，Northern杂交和RT-PCR可检测外源基因在植物细胞内是否正常转

录，Western杂交和ELISA则可检测外源基因在植物细胞内是否转录翻译为特异

的蛋白质。近年来发展起来的Quantitative Real-time PCR(实时定2PCR)技术

可快速、准确、高效地检测到转基因的拷贝数[1lgj。此外，RFLP及RAPD技术也

可用于鉴定外源基因的整合。

1．7转基因沉默

1．7．1导致转基因沉默的机理

1986年，Peerbotte发现转基因烟草中转入基因在当代或后代的表达不稳定，

甚至不表达。进一步的研究表明，大多数转入基因的完整性没有变化，转入基因
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的表达受阻并不是由于该基因的丢失或突变引起的，而是该基因失活的结果，即

转入基因发生了沉默(transgene silencing)／坨o】。

导致转基因沉默的机理有很多种，各种机理都涉及到核酸(DNA．DNA，

DNA-RNA，RNA．RNA)间的相互作用。根据其作用机理的不同，人们通常把转

基因沉默分为3种情况【121’1221：位置依赖性沉默(postion．dependent gene silencing，

PDGS)、转录水平基因沉默(transcriptional gene silencing，TGS)、转录后水平基

因沉默(post-transcriptional gene silencing，PTGS 1。TGS和PTGS都是由于转入

基因为多拷贝或与内源基因相互作用而诱发的后成性失活，因此，属于同源依赖

性沉默(homology—dependent gene silencing，HDGS)或重复序列诱导的基因沉默

(repeat-induced gene silencing)。转基因沉默的机制非常复杂，并且每种机制都是

相互关联的，有时会同时发生。最近还发现，PTGS与植物抗病毒能力也有很大的

联系【123‘‘29J。

1．7．2控制基因沉默的策略

1．7．2．1转化方法的选择

外源基因的表达水平与拷贝数有着密切的关系，多拷贝的整合方式并未能使

基因表达水平有所增加，反而使DNA发生甲基化(methylation)或其它原因引起

的基因失活。转化方法不同，外源基因整合的拷贝数也不同，农杆菌介导的转化

法比D1峪直接转化法所产生的拷贝数低或只为单拷贝(S嗍等，1990)t1301，因
此，农杆菌介导的转化株，发生基因沉默的可能性比直接转化法要少得多。此外，

也可以对多拷贝整合的转化体通过后代有性分离来筛选单拷贝的基因个体，以此

消除基因沉默。

1．7．2．2避免重复序列的产生

重复序列导致的从头甲基化和异位配对引起的染色质异化，阻碍了基因的转

录，产生基因沉默。因此，在构建载体时要尽量少使用同源序列(朱莉等，

1999)t131J；不同的基因最好使用不同的启动子驱动；避免使用相同的选择标记。

无标记基因的选择方法(Yeder和Goldsbmugh，1994)tt321，省去多次转化或转入多

个基因时选择标记基因的重复问题，有利于避免基因沉默。

1．7．2．3实现共整合与共表达的一致

有实验证明，位于不同质粒上的两个基因共转化对发生的共整合频率低于同

一质粒上的两个基因，前者共整合的频率在20％"．-80％之间【133-134l，后者却可达

14
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800／o～100％[135J。多个基因要想实现共表达，首先要发生共整合，所以，要针对

转化的目的来构建载体，结合适宜的转化方式，将影响转化效率的各种因素综合

考虑，才有可能提高共整合的频率，实现共整合和共表达的统一。

1．7．2．4对外源基因进行修饰

TGS和PTGS均与DNA甲基化有关，TGS涉及启动子甲基化，而PTGS与转

化基因的编码区甲基化相联系。不同物种碱基组成中的GC含量或AT含量有差

异，外源基因由于其碱基组成与整合位点处的不同而被识别，发生DNA甲基化，

关闭基因的表达。因此，对外源基因的序列进行修饰，使其适于所转植物的碱基

组成，并采用植物偏爱的密码子，可以提高基因的表达，降低基因沉默的几率。

也可采用定点插入的方法，将外源基因整合进与其碱基组成较一致的植物基因组

上，减少甲基化的发生，提高基因的表达效率。与甲基化有关的突变系的利用，

有可能找到避免甲基化的有效途径。MET基因的突变，编码一种DNA转甲基化

酶(methyltransferase)，使DNA甲基化极显著降低，同时释放大多数基因座(10ci)

的沉默【1361。

1．7．2．5避免反义RNA的产生

研究表明，PTGS中合成异常RNA，RNA．依赖RNA聚合酶用这些异常RNA

做底物合成反义RNA；的正义和反义RNA配对形成双链RNAs逐向降解，从而使

基因的表达效率降低或失活113'】。因此，在构建载体时最好将DNA序列顺式排列，

避免反义RNA产生引起的后果。

1．7．2．6 MAR的应用

MAR使外源基因形成独立的转录单位，使其不受周围基因的影响，这种结

构可以克服植物基因组对外来基因的识别，避免位置效应引起的基因失活。另外

MAR中有拓扑异构酶II识别序列，核基质中含有拓扑异构酶Ⅱ，两者相互作用，

使外源基因产生独立的松弛结构域，有利于转录因子的结合，使外源基因易于表

达(Bode等，1992)[1381。因此，MAR可以增强基因的稳定表达(Mlyllaroval等，

1994)t139】，减少转基因个体之问的差异。苏金等(1999)将其构建在G聊嗟因两侧，

发现其表达活性比G嬲基因两侧没有MAR的高900倍【140]。H锄和S伽ss(1997)发
现，在转基因杨树中，由于MAR的存在，使GUS的表达量比没有MAR存在的平

均提高10倍【14¨。这是由于MAR与核基质有特定的结合区，使目的基因的导入有

了一定的方向性，这也许为外源基因的定点插入提供了一个途径，所以，MAR

成为近年来植物基因转化研究的热点之一【142】。
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1．7．2．7利用具有组织与发育特异性调控作用的增强子

现己发现动物免疫球蛋白K链基因的增强子可以在细胞发育的特定阶段指

导该基因区段的去甲基化，从而启动基因的转录(Lichtensten等，1994)11431。因此，

如果能从植物基因中分离到相应的增强子，并构建成嵌合基因，可望确保转基因

能够按合适的调控模式进行表达，消除基因表达在时空上的专一性所造成的失活

现象。

1．7．2．8利用特异性重组系统

利用噬菌体P1 Cre．10x、接合酵母R-坶和酿酒FLP．FRT位点特异性重组

系统可以将基因整合到已有lox、糟和FRT位点的植物上。Albert等(1995)利用

噬茵体P1 Cre．10x系统将外源基因整合到烟草基因组中预先存在的lox位点

[1441。Vergunst和Hooykass(1998)等也通过此系统将T-DNA]I奎合到拟南芥基因组特

定位点[145]。

1．7．3转录后基因沉默的利用

大量转基因植物的实例证明，外源基因沉默是一个经常发生的现象，是否发

生沉默也无法事先预测，其作用机制也比较复杂。转基因失活现象虽然不是人们

希望得到的结果，但它对植物的进化却有重要的作用：可以防止转座子跳动影响

植物基因组的正常结构和功能；还可防止外源基因，也许是病原菌基因的侵入造

成的损失@inneg锄和McEhy，1994；Mat呔e等，2000)0掘1明。因此，研究外源基

因的失活机制，对于人们有效的进行植物的遗传操作，提高外源基因表达水平以

及获得稳定表达的转基因株系均有重要的理论和实践意义‘148‘”Ol。

1．8转基因安全

自1983年世界上第一株转基因作物产生以来，作物安全性问题一直是争议

的焦点，也是制约转基因作物发展的瓶颈之--t坫¨。人们对转基因安全性的关注

主要是要环境安全性和食品安全性两个方面，而标记基因的安全策略是与这两个

问题密切相关的技术问题。

1．8．1标记基因的安全策略

标记基因只是为获得转基因植物，作为试验室操作程序的产物被引入进来，

没有直接的农艺价值。一旦获得转化植株后，尤其在转基因产品的产业化过程中，

标记基因的存在是多余的，甚至是有害的。(1)在转化细胞的筛选过程中，大量
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生长受到抑制的未转化的细胞会阻碍转化细胞对营养物质的吸收，并且还可能分

泌一些有毒的物质抑制转化细胞的生长。(2)当需要用重转化(m-transformation)

方法进行基因堆积(gene smchng)时，无法利用前一次转化中未被剔除的选择标

记进行重转化株筛选。(3)基因的水平转移与基因逃逸可能产生的生物安全性问

题：作为标记基因的抗生素抗性基因一旦流动到危害人类健康的微生物中就会为

其提供抗药性，而除草剂抗性基因如果流动到危害粮食作物生长的杂草中就会使

其获得除草剂抗性而成为难以杀灭的“超级杂草”。所以，标记基因的安全性与

标记基因的剔除(sclectable marker-free，sMF)已成为转基因植物研究中的新课题

f152‘1571。

根据不同原理，剔除标记基因的方法可以分为两类：分离剔除和重组剔除

[15sl。前者是通过标记基因与目的基因分别插入到植物基因组的非连锁位点上，

再经减数分裂实现标记基因与目的基因的分离，而达到标记基因剔除的目的。后

者是将标记基因构建在DNA裁剪单元中，由起裁剪作用的酶(重组酶或转座酶)

识别并切除裁剪单元，从而将标记基因从植物基因组中剔除。

1．8．1．1标记基因的分离剔除法

以土壤农杆菌的T-DNA为基因转移载体的转化中，标记基因与目的基因以紧

密连锁的方式构建在一个T-DNA单元中，因此两者总是共整合进植物基因组中。

从而很难通过在减数分裂的细胞中的基因的自由组合或交叉互换相互分离。要实

现转化后标记基因与关注基因的分离，可以将这两类基因分别设计在两个T-DNA

单元中，使它们分别插入而非共整合到植物基因组中(Komari等。1996)[1591。由

于T-DNA的插入是随机的，因此插入后的标记基因与关注基因可能分别位于不同

染色体上，即非连锁位点上，或位于同一染色体相距较远的位点上；减数分裂后，

标记基因与关注基因就可以分离，从而在下一代中获得无标记基因的转基因植

物。

1．8．1．2标记基因的重组剔除法

与标记基因分离剔除法不同，重组剔除法无需将标记基因和关注基因分别插

入到两个T-DNA中，两者仍然以紧密连锁的方式构建在一个T-DNA中，但在标

记基因的两端插入DNA裁剪系统的识别序列，即构成一个裁剪单元，在起裁剪

作用的酶的作用下将它裁剪除去。也就是说，DNA重组系统是由识另JJ序列界定

的裁剪单元和起裁剪作用的酶两个部分组成，在标记基因完成对转化细胞的筛选

后，将它从植物基因组中剔除。Lu掣1删将两个独立的俐A序列改建成含双
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右边界T．DNA和一个左边界T．DNA的序列。用含该T-DNA的质粒转化水稻，其中

36％---64％的转基因后代标记基因与目的基因发生了分离。

标记基因的剔除应在转化筛选以后进行，因此通常先将裁剪单元和它以外的

紧邻的目的基因插入到植物基因组中，再将进行裁剪用的酶基因引入；在标记基

因随裁剪单元除去后，插入在植物基因组中的起裁剪作用的酶基因再经过减数分

裂与目的基因分离，这样在子代中可以得到只带有目的基因的转基因植株。将裁

剪酶基因引入到已插入了标记基因的转基因植物基因组中的方法有重转化和杂

交授粉(cross-pollination)两种。

裁剪发生时间的控制和裁剪细胞的筛选是关键问题，可以通过对裁剪单元的

改进设计加以解决。将标记基因与裁剪的酶基因紧密排列在一个裁剪单元中同时

插入到植物基因组里，就可以在To代中筛选出标记基因与裁剪的酶基因都被剔除

了的只带有目的基因的转基因植株。但是标记基因与裁剪酶基因共整合进植物基

因组过程中，裁剪酶基因的表达可能使标记基因也被过早地裁剪除去，因此应将

裁剪酶基因置于诱导型启动子的调控之下，使标记基因在完成转化筛选后再被裁

剪剔除。Zuo等(2001)【16ll在转基因拟南芥中用p摊二醇$-estradi01)诱导表达系统
控制Cre基因的表达。在Cre基因的C幽fv35S启动子的上游融合了8个拷贝的Lex

A操纵子(operator)序列，使Cre基因可以都．雌二醇的诱导下表达。他们以GFP基
因作为报告基因，将包含标记基因、Cre基因和XVE反式激活基因的裁剪单元插

入在GFP的启动子和编码区之间，因此只有当裁剪单元被剔除以后，GFP基因才

能表达。∞剃基因已被用于无标记基因的转基因烟草的筛选(Gleave等，1999：

Corneille等，2000[1621。

1．8．2环境安全性

环境安全性评价包括生存竞争性、生殖隔离距离(通过花粉传播引起的转基

因漂流)、与近缘野生种的可交配性及对非靶生物的影响等ft631。

转基因作物与近缘野生种的可交配性是环境安全性的最重要指标之一，因

为这决定了转基因作物是否会成为不可控的杂草。这些基因能否扩散到亲缘关系

相近的野生种或其他微生物体内而破坏自然的生态平衡有较大争议。转基因作物

与近缘野生种的可交配性视物种及地理环境而定。自然条件下，可交配性一般很

小，但是1994年Jorgensen等发现转基因油菜(Brassica napus)与其野生种

(Brassica c鲫掣愆F护i0间存在基因渗透现射Ⅲ】。

转基因对非靶生物的影响也是安全性评价的重要内容之一。如果转基因扩散

到土壤微生物或人畜肠道微生物是通过DNA的直接转移实现的，这种转移须通
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过质粒以接合方式进行，而转基因植物DNA不是以质粒形式存在的。此外，因

为转基因的启动子在微生物体内无法工作，这种转化子必须经体内重组后才能被

表达。根据以上两点原因，转基因作物不会改变土壤和肠道的生态环境【16”。对

矮牵牛、马铃薯、棉花、水稻和番茄的大量试验均表明，转基因作物对土壤微生

物的种类和数量没有影响【166]。

目前对植物转化中最常用的显性选择标记的卡那霉素抗性基因和除草剂草

甘膦抗性基因的毒性、过敏性、基因表达产物的多效性及对抗生素治疗影响的评

价，作了较为详尽的分析‘16"删。理论上，抗性标记基因不会直接转移到非靶生

物体，但在自然条件下是否会漂移，目前还没有证据证明。这一机制非常复杂，

在尚不能准确把握前，应优先选择安全标记或无选择标记，或者在转化后剔除标

记，可大大减少由此带来的可能风险。

在商业化生产中，植物病毒异源重组和异源包装的可能性及其后果，是安全

性评价的重要内容之一。自然界中的植物病毒间存在异源重组和异源包装现象，

可改变病毒的宿主范围。转基因作物表达的病毒外壳蛋自在体外试验中，可包装

入侵另一种病毒的核酸，从而产生新病毒。迄今在田问试验中尚未发现病毒的异

源包装。根据推测，即使在转基因作物中发生病毒的异源包装，该病毒再次入侵

原宿主时会因无法形成病毒外壳蛋白而死亡。但小规模的田间试验得到的结论不

一定与大规模生产应用结果相同。
‘

1．8．3食品安全性

转基因作物生产的食品是否适于人类食用，目标基因及其产物是否对人畜有

害是争论的焦点[169]。

编码抗新霉素和卡那霉素的nptll(aphA2)基因是植物基因工程最常用的标记

基因，其基因产物是新霉素磷酸转移酶，对底物有高度特异性，只作用于氨基己

糖环3’位羟基上，催化的磷酸化反应依赖ATP，而对其他氨基糖苷类抗生素如

Amikacin和Netilmycin都无作用。此外，抗除草剂基因也常用做标记基因。目前

认为植物食品中标记基因水平转移至肠道微生物中的可能性极小。nptll基因及

编码ESPSPS的草甘膦抗性标记基因已被批准在商业化的转基因植物中使用。而

且消化道中ATP量很低，不足以造成催化活性。若该酶被分泌至消化道中，20～

30rain即被充分降解而失洱170-1731。

目前转基因作物中抗虫作用所占比重很大，如将各种杀虫蛋白基因转入植物

而获得抗鳞翅目害虫的番茄、杨树、棉花、玉米；抗鞘翅目昆虫的番茄、杨树等。

苏云金杆菌作为生物防治剂已在世界各地应用30年，证明是安全的，含Bt基因的
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转基因植物也应是安全的。目前，大多认为Bt是安全的，但要监测害虫对Bt产生

抗性。

利用反义RNA技术阻断某些关键酶基因表达来改良植物品质的应用越来越

多，如反义RNA转基因番茄。一般认为这些基因同人们每天吃下的大量DNA一

样很快被分解，不会对机体有毒或产生过敏反应。

1．9模式植物拟南芥研究进展及其在植物基因工程中的应用

拟南芥(Arabidopsis thaliana)是十字花科拟南芥属一种草本植物，是当今

最重要的模式植物。由于其植株很小(株高约15cm)、生活周期很短(约6-8周)、

种子丰富(每株3000粒以上)、易于繁殖和人工诱变等优点，早在1943年就被

欧洲学者Laibach选为模式植物(model plant)进行研究：1980年美国学者Redei

公布了它的遗传图谱；1997年公布了拟南芥线粒体基因组(mtDNA)，这是有花

植物中第一个完整的线粒体基因组分析：1999年日本学者Tabata测定了其叶绿

体基因组DNA全序列；2000年拟南芥国际合作组织AGI(the Arabidopsis Genome

Initiative)完成了其核基因组全长测定，是迄今唯一完成全部基因组序列测定的

植物。目前，拟南芥已经成为植物分子生物学、植物基因组学和植物蛋白组学极

好的模式系统【1排1761，并极大地推动了植物发育生物学、植物遗传学、植物基因

工程、植物蛋白质工程等诸多领域的向前发展。

1．9．1拟南芥的生物学特性

拟南芥又称鼠耳芥，是芥子家族中的一种一年生小植物【”71。野生的拟南芥

主要分布在亚洲、非洲和欧洲，我国除华南地区以外均产078]。株高随生长环境

或培养条件的变化而变化，一般为15至30cm。基生叶多数，长圆形或椭圆形，

呈莲坐状捧列；茎生叶具短柄或无柄。总状花序顶生，花瓣白色；雄蕊6枚，花药

黄色；雌蕊圆柱状。长角果线形，长约10至16mm，成熟时开裂。种子呈卵形，

长约lmm，成熟时红褐色。

拟南芥具有诸多独特的生物学特性，使之具有成为模式植物的有利条件

117●]：

1)拟南芥植株个体小，可以大批量地在温室中生长，也可以将盆栽小植株

放在人工气候室培养，甚至在培养皿中培养小菌，在生长箱中生长，从而使生长

条件易于控制，极大地减少环境因素对实验的干扰。

2)拟南芥生长周期短，播种后2～3 d就开始萌发，20 d左右抽苔开花，40

d左右可以收到第一个成熟的种子芽，完成一个生命周期只需要6．8周，具生长
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无明显的季节性，人工条件下，1年内可以繁殖许多代，十分有利于快速遗传分

析。

3)拟南芥是一种典型的自交繁殖植物，开花后一般为自体授粉，因此在人

工诱变后可在子二代中直接筛选变异株的纯合子。根据遗传分析的需要，也要在

实验室条件下进行人工异花授粉而完成杂交过程。

4)拟南芥的种子量很大，生长良好的植株可结上万粒种子，可为子代遗传

分析提供足够的群体，也非常便于扩增变异株种子库。此外，其种子十分小，是

理想的诱变实验材料。

1．9．2拟南芥的核基因组研究

拟南芥也是基因组分析重要的模式植物“79。186】。1996年AGI启动拟南芥核基

因组序列测定这一国际合作项目，1999年完成5条染色体中2号、4号染色体测序

工作，在2000年完成其余3条染色体测序工作，并于当年年底在(NATURE)(2000，

Vol。408：796．815)公布了拟南芥115A Mb的全序列图谱。拟南芥DNA全长125

Mb，只剩下lOMb的中心着丝区DNA，因为多重复序列所含基因很少，还未全测

出。拟南芥全基因组DNA包含25498个功能基因组及其所对应的11601个蛋白质

家族。对拟南芥基因组全序列的分析表明，拟南芥的进化过程中包含了一个全基

因组的复制，随后又发生了某些基因的缺失及重复复制，而且叶绿体和线粒体中

的一部分基因转移至核基因组中也丰富了核基因组的内容。与线虫及果蝇相比，

拟南芥基因组编码的1 1601个蛋白质家庭中虽然包含了许多新的家族，但也缺少

了几种常见的蛋白质家族。这一结果表明在这3种多细胞真核生物中，一系列的

普遍蛋白经历了不同的扩增及收缩过程。例如，根据序列分析，拟南芥中13％的

基因与转录及信号转导有关，其中只有8％～23％的蛋白质可在其它真核生物基

因组中找到相关基因，这反映了许多植物转录因子的独特进化过程。

在目前已知基因组大小的高等植物中，拟南芥的核基因组最小，只有125Mb，

仅比单细胞酵母的基因组大7倍左右，比大肠杆菌大15倍。由于基因组小，使

得基因文库的构建、筛选等过程变得简便、快速。测序结果表明，在确定了的

25498个基因中，至少有70％的基因组是重复的，故只有少于15000个不同的基

因存在，只比果蝇的13601个基因略大些，而少于线虫的18424个基因。

拟南芥在植物进化中处于相当高的位置。在植物进化中，很多具有重要功能

的基因都比较保守(否则物种会在漫长的进化过程中被淘汰)，在拟南芥中发现的

一些重要的调节基因都能在其它植物中找到它们的同源基因。据初步推测，有

80．6％的拟南芥基因与水稻具有同源性，反之，只有49．4％的推测水稻基因与拟
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南芥有同源性。因此，从比较容易的模式植物入手，获得的基因研究成果可以容

易地向农作物转化，如通过拟南芥研究得到的抗衰老基因目前已成功地用于水

稻、玉米、烟草、番茄中，表现出可观的经济效益。

1．9．3拟南芥组织培养

拟南芥很容易利用种子进行无菌培养(axenic culture)，方法是将常规消毒

后的种子接种到培养皿或试管的培养基上，培养基采用全浓度或半浓度的B5或

MS培养基，1％．3％蔗糖或葡萄糖作碳源，培养条件一般为25口，连续光照或16h／Sh

光，暗周期，相对湿度60％以上。种子还能在液体培养基中培养，如加有1％蔗糖

的1／2MS液体培养基。水培方法可参考Gibeaut等(1997)使用的方法【埔71。以上

方法均可在人工气候室生长。自然条件下，拟南芥是一种冬花植物，在下列理想

条件下，植株生长最健康，种子育性最型1梅1911：

温度：生长的理想温度是16．25"(2，22-23"C是快速发育的最佳温度。如果有

足够的水分，植株可在34℃条件下存活，但育性(fertility)下降。较低的温度可

推迟开花，而较高的温度使叶片和花的数量减少。

光照强度：理想的光照强度为120．150Itm01]m2soc，可由日光灯提供。

光照周期：8-24h光照。长光照可加速生长循环，短光照有利于营养生长。对

许多迟花生态型，幼年种子经历数周4"0低温春化处理，对于促进开花是必要的。

湿度：多为25％．75％，高湿度条件下(90％以上)可以导致不育(sterility)。

拟南芥的种子、子叶、叶、根、茎等外植体均能诱导愈伤组织【174，192d9卯。愈

伤组织形态受加入激动素浓度影响，0．05mg／L浓度下形成松散型愈伤组织，而

1．5mg／L高浓度则形成紧密型愈伤组织。以B5为基本培养基，在0．05-2 mg／L 2,4-D

浓度范围内，茎诱导出的愈伤组织要好于叶和种子。用拟南芥子叶、叶、根、茎

作外植体，经器官发生途径再生早已有报道，现已是简单而有效的操作，但经体

细胞胚再生的报道很少。有研究认为，来自花药、种子和叶的初生愈伤组织有较

好的形态发生能力；一些内外条件影响再生，如低光照(小于20001x)有利于再

生，4D低温预处理愈伤组织24h能提高其再生能力。上述各种途径形成的愈伤组

织均可在液体培养基中培养。(3lab(1994)发展了拟南芥悬浮细胞有效的培养方

法【1蛔：基本培养基为BS+0．2mg／LNAA液体培养基，蔗糖309／L，pH5．8。培养条

件；230C，24h光照，120 rpm。一般按1／10稀释比例每7d继代1次。也有用其他

培养基或培养条件的。
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1．9．4拟南芥基因转化及其应用

拟南芥能够通过农杆菌诱导被稳定转化。基本方法有：1)农杆菌接种外植

体组织，如子叶、叶和根等；2)农杆菌接种完整种子；3)农杆菌注射到完整的

植物枝分生组织：4)完整拟南芥植株用农杆菌悬浮液作真空渗入

(vacuum．infiltration)。其中，真空渗入法【26，1971的发明是拟南芥研究的一个突

破，其可高效、简单而稳定地获得转化子，并毋须组织培养。1998年Clough和Bent

发明的花浸法(floral dip)Il粥J更加简单、有效，其基本操作是将预先人工促生

的花序枝(inflorescence shoot)浸入农杆菌悬浮液30s，并以塑料薄膜覆盖24h以

实现与农杆菌共培养。目前这一方法已被广泛采用_』199]。与拟南芥器官、种子及

整体植株成功转化的大量报导相比，有关拟南芥悬浮细胞基因转化极少报导。已

有报导的少量例子1200-20¨，在技术上远未成熟，尚有许多技术难点有待攻克，以

至于我们在大量的重复实验中并没有获得相同的实验结果。

通过与已知功能的基因序列进行比较，可大致确定拟南芥中69％的基因功

能。但在事实上，了解某一类基因的普遍功能并不等于洞察了这一基因在特定有

机体中所扮演的特殊角色。例如知道一个基因编码激酶或转录因子对了解这一基

因如何控制生命过程没有任何帮助。而对拟南芥基因组研究的最终目的是为了认

识所有基因并了解它们的功能，因此，随着拟南芥基因组序列的完成，第二阶段

的工作就是改进并发展基于序列的更为有效的基因功能的研究方法。

最近，最为有效的改善措施就是随机大范围插入诱导突变(Random Large．

scale Insertional Mutagenesis)。T-DN缄转座子的插入可导致基因的完全失活。
随着各种基因克隆方法的建立，克隆的拟南芥基因越来越多，其中转座子标签和

T-DNA插入诱变克隆的拟南芥基因的数目最多，插入诱变已成为克隆和鉴定很

多重要植物基因的方法口啊。由于插入片段的序列已知，用与插入片段末端及感

兴趣基因互补的序列为引物，即可用多聚酶链式反应(PCR，Polymorphism Chain

Reaction)的方法筛选到在感兴趣基因中含有插入序列的突变体。或者可对每一插

入序列的两侧进行测序，由此直接确定被打断的基因。基因组测序的完成使我们

即使只知道插入序列两侧很短的部分也可确定插入在基因组DNA中的确切位

置，并由此可分析确认被打断的基因，而对相应突变体的表型及其他性状的分析

就可对被打断基因的功能有了大致了解。要获得随机插入有两种方法可供使用：

转座子插入诱变法(transposon mediated insertional mutagenesis；又称转座子标签

法，transposon tagging)和T-DNA插入诱变法(T-DNA m(Nliated inserfional

umtagenesis：又称T-DNA标签法，T-DNAtagging)，它们必须以农杆菌介导的
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转化为基础【203J。

在拟南芥中，玉米的Ac／Ds(Activator／Dissociation)转座子双系统被广泛地

用于基因标签的研究【刎。彳c是一段约4．5 kb的DNA片段，其内含基因可能只

编码转位酶，Ds是爿c的衍生物，但已丧失了产生转位酶的能力，因此不能自身

转位。但如果体内有由彳萨生的转位酶，三垃在此彳礴睾位酶的帮助下也能发生转
位。4c或协转入拟南芥基因组中，是在T-DNA帮助下完成的。往往在转座子上

还构建上一个抗性基因(如抗卡那霉索)，这样利于在后代中筛选转化植株和有

利于遗传分析。

利用农杆菌中T．DNA可以稳定整合到寄主基因组的特性，将其作为插入因

子，产生各种突变体，而利用已知的T-DNA序列作为标签，可寻找由于插入而引

起的突变体基因[205]。然而，当一个基因的功能或全部或部分地为另一个基因代

替时，例如，该突变体基因是一个功能相关的基因家族的一个成员，此时表型畸

变的症状将不产生或很少呈现，即不可能或很难检测其突变。解决这类基因分离、

鉴定的一个有用方法是在T-DNA上融合一个外源报告基因，这个报告基因只有插

入到功能基因中或邻接功能基因的染色体上才能被激活。因为报告基因的表达一

般是显性的，且均不是来自植物体，故可能用来探测功能冗余的基因。此外，报

告基因的表达可显示T-DNA在基因活性区的位置，报告基因的表达模式能反映标

签基因的活性及调控状况，这样T-DNA就能捕捉那些即使没有表型突变的基因。

随着方法的改进和T-DNA转化效率的提高，T-DhlA在拟南芥中仍然是一种被

广泛应用的插入诱变剂。目前已经获得了拟南芥T-DNA插入的突变群体库，可

以从中筛选某一已知序列的基因突变。

与此同时，瞬时表达(transient expression)在拟南芥表达调控研究中得到广

泛应用，它可以测定RNA和蛋白质的早期积累以及确定不同蛋白质的核定位。例

如，在研究启动子、增强子在基因表达调控中的作用时，只要把一定的启动子区

域和报告基因构建在一起，转化植物细胞，在短时间内就可测定报告基因的瞬时

表达而了解哪些启动子序列是调节基因表达必需的。也可以获得转基因植株后了

解其表达类型。如将光调节基因启动子与OUS基因构建嵌合基因，进而经转化将

其导入光形态建成反应被改变了的突变体，在位点detl，枷copl的突变使暗
生长下的突变体植株其形态表现类似于野生型植物在光下的形态表型。结果表明

这些位点的突变使光调基因表达在暗条件下被阻遏。PFG介导、微粒轰击、电穿

孔法等物理或化学转化方法均可实现瞬时表达。
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1．9．5展望

20世纪的遗传学研究以孟德尔定律的重新发现开始，以模式植物拟南芥基因

组完全测序结束。人类第一个植物基因组全序列的得到，完全改变了植物遗传学

分析的基础，为功能基因组时代的到来开辟了新纪元。最近几年通过拟南芥的研

究，我们已经获得植物花器官发生、光对植物发育调节机理及植物激素的作用机

理等方面许多重要信息，其结果是带动其它生物学科的发展。预计在10年以内，

拟南芥中每一基因的表达模式、蛋白质的定位和修饰及基因产物之间的相互作用

等信息都可以从相关数据库中得到。由这些信息不仅可以推测基因产物的独特功

能，了解它们在组织生长及发育中的作用，而且对研究拟南芥以外的所有高等植

物都将大有帮助。一大批拟南芥的研究成果将用于与人类密切相关的作物上，特

别是一些重要的基因如抗病虫基因，抗冻基因，抗旱基因，改善品质基因等，会

因拟南芥的研究而有突破性进展。

1．10本研究的目的和意义

拟南芥是当前生物学，尤其是植物分子生物学、植物基因组学等方面研究最

为深入的植物材料，许多有关植物遗传转化的理论与技术，也是首先以拟南芥为

模式建立的。这一重要模式植物研究的深入与发展，无疑会极大地推动生物学及

其众多相关研究领域的向前发展。
”。

拟南芥遗传转化是植物功能基因组研究最重要的手段，众多新基因的发现、

功能基因的鉴定、基因表达与调控模式、蛋白质定位与修饰、基因产物之间的相

互作用等，均需要借助这一手段来实现。可以说，通过对拟南芥及其他模式植物

突变体的研究，是现代生命科学迅速发展的基础。

以拟南芥花、种子或整体植株作为受体材料，很容易将外源基因整合到拟南

芥基因组，因而为目前国际学术界所普遍采用。然而，这些方法均需要经过有性

过程，由于受有性世代性状分离的干扰，加之嵌合体的大量存在，很难获得遗传

背景稳定、一致的转化子(traasformant)。

悬浮细胞是良好的实验材料，在研究植物遗传转化、体细胞胚胎发生、人工

诱变、生物反应器等方面有巨大的应用潜力和前景。其突出的优点是细胞数量巨

大、增殖速度快、材料均质、同一，可按微生物方法在小试管内进行更精确的遗

传操作，而且可以有效克服性状分离和嵌合体的干扰。如果能实现拟南芥悬浮细

胞的高效转化，无疑会大大加快研究进程，提高研究效率和研究结果的可靠性程

度。随着对拟南芥研究的不断深入，如何有效转化拟南芥悬浮细胞，成为国际学

术界欲攻克的重点和难点问题之一。完成本研究所在的华沙大学实验生物学研究
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所植物分子生物学研究室(Laboratory ofPlant Molecular Biology at the Institute of

Experimental Plant Biology,Faculty ofBiology,University ofWarsaw,Poland，简称

“PMBE”)，在开展基于染色质修饰的植物发育机制的研究课题[Mechanisms of

transcriptional activation and repression ofplant genes through remodeling of

chromatin structure and in the biological functions oflinker(H1)histones]之中，就试

图借助悬浮细胞遗传转化方法的突破加快研究进程，并组织了一批有生力量，投

入到这一研究之中。本文正是这一研究的部分工作。

由于悬浮细胞的特殊性，有关拟南芥悬浮细胞遗传转化仍然存在许多技术难

点，结合我们在研究中观察，我们认为主要难点如下： (1)悬浮细胞与整体植

株或组织有很大差异，对质粒载体的适应性和Ti质粒的敏感性有很大不同，：(2)

悬浮细胞十分娇嫩，转化子选择与转化子生长矛盾的难以调和性； (3)悬浮细

胞在长期的继代培养中，体细胞无性系变异的普遍性： (4)悬浮细胞对环境的

反应尤其强烈，由此干扰实验的可重复性。

针对如上难点问题，我们从拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织生物学特性研究入

手，以期制备适合农杆菌高效转化的受体材料，并制定科学、合理、有效的转化

方案：利用所构成的多个质粒载体，进行拟南芥悬浮细胞基因转化，以检验多种

转化方案的可行性，并优化转化条件；检测转化细胞报告基因的瞬时表达和稳定

表达(stable expression)，以期建立有效的转化模式，并获得可利用的转化材料。
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2拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织生长特性与培养条件

拟南芥组织培养是研究这一模式植物的重要手段和基本技术[2061。拟南芥种

子很容易在人工条件下进行纯性培养，根、茎、叶、下胚轴、子叶、叶柄等组织

均能通过组织培养诱导出愈伤组织，并且能够通过器官发生途径或胚状体途径再

生植株[207-21q。形成的愈伤组织可在液体振荡条件下获得悬浮细胞，悬浮细胞在

固体条件下可重新获得愈伤组织或再生【212’2131。悬浮细胞是良好的实验材料，在

研究植物遗传转化、体细胞胚胎发生、人工诱变、生物反应器等方面有巨大的应

用潜力和前景，因此，基于拟南芥悬浮细胞培养进行细胞和分子生物学的研究，

已成为新的热点[214-215]。本文研究了多种条件下拟南芥悬浮细胞的生长特性，旨

在摸索维持拟南芥悬浮细胞正常稳定生长的培养技术，并为拟南芥悬浮细胞进一

步的遗传操作提供良好的受体材料和科学依据。

2．1材料和方法

2．1．1材料来源 。

所有材料均由华沙大学实验生物学研究所植物分子生物学研究室

(Laboratory ofPlant Molecular Biology at the Institute ofExperimental Plant ，，

Biology,Faculty ofBiology,University OfWarsaw,Poland，简称‘'PMBE'’)提供并

在该实验室完成全部试验，其中：拟南芥起始悬浮细胞为按文献11961方法反复

继代后的野生型Arabidopsis thaliana(Columbia)悬浮细胞系，PMBE制各；商

品B5粉末培养基购于Sigma公司。

2．1．2培养基配方及其制备

培养基及培养方法参照Glab(1994)使用的方法【196]。悬浮细胞继代基本培

养基为B5+0．2mg／L NAA(naphthalene∞甜c acid)液体培养基。取3．29 B5粉

末培养基，蔗糖309，200111体积质量为lmg／ml的NAA贮备液，溶于约800nd

蒸馏水中，置于磁力搅拌机上混合均匀，pH计测定pH值，1mol／L KOH调节pH

值至5．8，加蒸馏水定容至1L，铝铂纸封口后置于全自动高压灭菌锅在1210C条

件下灭菌20min，贮于40c条件下备用。接种前水浴或自然升至室温。

2．1．3悬浮细胞继代培养

一般每7d继代1次。取40或45ml前述液体培养基注于300ml三角瓶，正

常培养时接种10或5ml起始悬浮细胞液(每瓶总体积50m1)，铝铂纸封口，置
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于光照培养室中振荡培养，培养条件：23。C，24h光照，120 rpm。以上操作均

在无菌条件下进行。

2．1．4悬浮细胞愈伤组织诱导及愈伤组织继代培养

每皿约取Iml继代后2d的悬浮细胞，均匀涂布于前述固体培养基上，敞开

晾干约15rain(以倾斜不见液体流动为宜)，透明封口膜(parafilrn)包扎，置于

光照培养室中静置培养，培养条件：250C，24h光照。诱导出愈伤组织后，挑取

单个愈伤组织团(一般认为每单个愈伤组织团起源于同一细胞)，接种于固体培

养上，每皿约接种20-30个，培养条件同上。以上操作均在无菌条件下进行。

悬浮细胞愈伤组织诱导及其继代基本培养基为B5+0．2mg／L NAA固体培养

基。按上述方法定容后加89琼脂粉，按上述方法常规灭菌后在无菌条件下分装

至一次性已灭菌培养皿，每皿约25mi培养基。接种前冷却至室温。

2．1．5悬浮细胞生物量快速测定

对于尚须继续培养的悬浮细胞，其生物量(鲜重)按如下方法取样测定：充

分混合均匀后取Iml悬浮细胞液，注入预先称重的1．5 ml eppendorf管(约0．9009

每管)，eppendorf微型高速离心机(centrifuge 5415R)12000 rpm离心5-10 rain，

抽吸(aspiration)除去上清液，室温下敞口自然风干24h，称重，减去空管重量

即为Iml悬浮细胞液的鲜生物量，重复3次。对于不再继续培养的悬浮细胞，改

用15ml离心管，每管取样10ml，重复3次，或用50ml离心管测定整瓶(50m1)

悬浮细胞生物量。

2．1．6增殖倍数与继代指数测算

增殖倍数(multiplication ratio)按下式计算：增殖倍数=继代后悬浮细胞密度，

接种时悬浮细胞密度．

本文引入。继代指数(subculture velocity)”概念，按下式计算：继代指数；继

代后悬浮细胞密度，超始悬浮细胞(母液)密度。即，继代指数=增殖倍数·稀释

倍数。在悬浮细胞制备与保持时，要维持悬浮细胞正常稳定生长，应当使每个继

代周期的继代指数达到或接近I。

本文细胞密度(cell density)以单位体积悬浮细胞生物量(鲜重)表示。稀释

倍数(dilufionratio)以“接种量(体积)，继代培养悬浮细胞总体积”表示。
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2．1．7悬浮细胞活性测定

氯化三苯基四氮唑(triphenyl tetrezolium chloride，TTC)法检测悬浮细胞

活性。该法利用活细胞呼吸所产生的NADH2和NADPH2催化渗透到细胞内的

TTC，使其还原生成红色的三苯基甲腙(rrF)，通过观察其显色反应和提取1vrF

分别定性和定量衡量细胞活性。取lml悬浮细胞培养液和lml 0．4％TTC溶液，

充分混匀后于室温下暗反应3．6 h(时间过长，红色物质会扩散到TTC溶液之中)，

此时活细胞染成红色，死细胞不染色。离心，真空吸去TTC溶液，去离子水洗

涤3遍。加入5ml的95％乙醇，置于振荡机上轻柔振荡提取T1下9h。取乙醇提

取液，在分光光度仪上485nm处测定其分光光度值，以不同比例稀释乙醇提取

液，使其OD值维持在1．0以下，空白提取液调零，重复3次。与此同时，按上

述方法测定单位体积细胞鲜重。按下式估算细胞活性(cell viability或cytoaetive)：

悬浮细胞活性=实际OD值X稀释倍数／细胞鲜重(g)

按同样方法测定起始悬浮细胞活性，继代后悬浮细胞相对活性用下式估算：

悬浮细胞相对活性=被测悬浮细胞活性，起始悬浮细胞活性

O．4％TIC贮备液：溶解0．49 1]rC试剂在0．5mol／L磷酸缓冲液中，配制成

0．4％(IV／V)”rC贮备液。

95％乙醇抽提液：95％乙醇缓冲液(pH7．4)加0．05％(wD吐温80，充分混

匀即可。

2．1．8悬浮细胞生长模型的建立

采用SPSS 12．0统计软件自带的具有“S”型增长特征的生长模型(Logistic

模型、Richards模型、Chanter模型和Gomportz模型)，选用拟和效果最好Logistic

模型进行的模拟。模型公式为：

B=k／(1+e”‘)

式中：曰——生物量(g^n1)

f——生长时间(d)

a、b_—_估计参数

k--生长极限
二阶导数为零时为生长拐点(快速生长中期)，三阶导数为零时为加速拐点

(快速生长始期)和减速拐点(快速生长未期)。

模型建立与分析均用SPSS 12．0统计软件完成。
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2．2结果与分析

2．2．1拟南芥悬浮细胞生长特性

2．2．1．1不同接种量对悬浮细胞的影响

表2-1不同接种量(稀释倍数)条件下拟南芥悬浮细胞的生物量(密度)

接种量 生物量(g／m1)

(ml／m1) 0d+ ld 2d 3d 4d 5d 6d 7d

2．5，50 0．007 O．008 0．014 0．016 0．017 0．018 0．019 0．019

5．n巧0 0．014 0．019 O．023 0．029 O．043 0．059 0．064 0．067

7．姗 0．021 O．030 O．037 0．059 0．073 0．079 0．084 0．087

l仉O，S0 O．028 O．035 O．065 O．097 0．107 O．114 0．121 0．129

+起始悬浮细腮的生物量为0．t40#ml·0d(接种时)生物量值是按照备自的稀释倍数折算得出的。

从上表可见，继代培养时不同接种量对培养物的生物量有很大影响，高接种

量(即低稀释倍数)能获得更大的生物量，而低接种量(即高稀释倍数)不利于

培养物生长。当接种量低至2．5 ml／50ml(每瓶悬浮细胞总体积50 ml，后同)时，

悬浮细胞生物量增长十分缓慢，基本处于生长停滞状态。

比较不同接种量悬浮细胞生物量变化曲线，能清楚地看出不同接种量悬浮细

胞生物量的增长特性(见图2．1)。

o．14

0．12

0．t0

0．08

o．06

0．04

0．眈

O．∞

o 1 2 3 4 5 6 7

缝代天I"d

图2-1不同接种量条件下拟南芥悬浮细胞生物量变化曲线

Fig．2-1 BionatutesofArab蚴tftha／iana捌啕增nsi‘mtmckfdiffenmtinoculation araounts

从图2．1可见，除2．5ml外其余3种接种量条件下，拟南芥悬浮细胞的生物

量表现出明显的S型生长曲线，且均有2d的快速生长时期。但不同接种量的快

速生长发生的时期不同。随着接种量的降低，快速生长逐渐推后：接种量在10．Oml

时，出现在第2至第3天：接种量在7．5ml时，出现在第3至第4天；接种量在

5．0ml时，出现在第4至第5天。2．5ml接种量条件下，仅第2天有少量生长。

t_／矗＼一辞蝌霉最齄哟
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2．2．1．2悬浮细胞的理论生长模型

通过SPSS软件，用B=k／(1+ea七7)拟台不同接种量生长模型，结果如表2—2。

表2-2不同接种量拟南芥悬浮细胞的理论生长模型

接种量 参数估计 拟合优度 快速生长时期(d)

(ml／m1) k a b (R2) 始期 中期 未期

2．5／50 O．019 1 497 0 748 0971 0Ⅳ25 2 64 3 76

5．0，50 0 084 2 363 0490 0 978 2 13 4 82 7 5l

7．5，50 0 092 2 055 0 640 0988 1 15 3 21 5 27

lo．0}So 0 127 2 370 O 819 0 986 l 29 2 89 4 50

注：初始值k=l、a=4、b=O 1。

从表2．2可见，用该模型获得了较高的拟合效果。理论上，随着接种量减少

悬浮细胞的生长极限(k值)依次降低，快速生长时期依次推后(除2 5ml外)．

与实际观察结果基本相符。10．Oml时生长极限为O．1279／ml，生长拐点在2 89d。

2．2 1．3不同接种量悬浮细胞的增殖倍数及继代指数

继代7d后拟南芥悬浮细胞增殖倍数及继代指数见图2-2。

6

羹s
翥a
赵3

藿。
墨t

0

2．5／50 5．0／50 7 S／50 tO．0／50

接种量

图2拟南芥悬浮细胞增殖倍数及继代指数

Fig 2Multiplication ratio and subcu／tttre velocityofArabidopststhalicma suspension

在本实验条件下，按照通常每7d继代1次来看，接种量以10 Oml比较恰当，

继代指数为0 9214，此时悬浮细胞密度达0 129彰ml，基本接近起始悬浮细胞密

度(0．1409／m1)。而采用5．0或7．5ml接种量时，虽然也能获得较大的增殖倍数，

但经过7d培养后的继代指数仅分别为0．4786和0 6214，要维持多次继代后的稳

定生长，则必须延长继代周期。图2—3是4种不同接种量两周后悬浮细胞状。
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图2—3不同接种量2周后悬浮细胞状

F醇2-3 S郴iongrowthsofdifferent dllutingratiointwoweeks after subculture

注：从左至右依次为10 0／50、7 5／50、5 0／50、2 5／50

2．2．2激素对拟南芥悬浮细胞生长的影晌

培养基附加不同激素对拟南芥悬浮细胞生长有明显影响。结果见图2-4、2-5。

图2-q不同激素处理后悬浮细胞状及离心收集的细胞

F培2-4 Suspsnsions and biomasses with different hormones

注：从左至右依次为无激素、0 1m扎BAP和0．2mg／LNAA

=0．

墨o．

罂0．
量o．
霪o·
啪

0．457

__O．135

图2-5不同激素对拟南芥悬浮细胞生物量的影响

Fig 2-5 Biomasses ofArabidopsis thaliana sttspension with diⅡ醯ent hormones

目前广泛采用的拟南芥悬浮细胞基本培养基为B5+0．2mg／LNAA，但本试验

得出了不同结果。培养基L卜J附加0．2m轧NAA，0．1mg／L BAP

(6-Benzylamino-Puring Solution)和不加任何激素3种处理，起始悬浮细胞生物

量为O．1329几，接种量均为5 0／50 ml／ml，继代后14 d的生物量分别为：O．135，

0．265，0．4579／ml，以不加激素处理的表现最好，而附加0．2m叽NAA和0．1mg／L
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BAP，均不同程度地限制了悬浮细胞的生长。

2．2．3蔗糖浓度对拟南芥悬浮细胞生长及活性的影响

起始悬浮细胞生物量为0．1379／ml，接种量均为10 0 ml／50 ml，10，20，30，

409／L蔗糖浓度条件下继代7 d后悬浮细胞生物量见图2-6。结果表明，蔗糖浓度

对拟南芥悬浮细胞生长有明显的影响，以30∥L蔗糖浓度表现最好，409／L蔗糖

浓度次之，lOg／L蔗糖浓度表现最差。

O 16

O 14

_．0．i2

鼍0．10
商0．08
霉0．06

划0．04

0．02

0．00

109／L 209／L 309／L 409／L

蔗糖浓度

图2-6不同蔗糖浓度对拟南芥悬浮细胞生物量的影响

Fi92·6BiomassesofArabidopsisthaffana suspensionwithdifferent coneen仃ationsof sucrose

本文方法测定的起始悬浮细胞活性为16．4740，继代7d后悬浮细胞相对活性

见图2．7。结果表明，蔗糖浓度在20-40e；／]L时，细胞相对活性无明显差异，但当

蔗糖浓度低至lOg／L时，细胞相对活性极低，仅O．2268，说明大多数细胞已死亡。

蔗糖不仅提供了细胞生长所必须的碳源，而且还能保持适当的渗透压，浓度过低，

不仅得不到充足的碳源保证，还会发生营养物质外渗现象，最终导致细胞死亡；

相反，过高也会因为细胞内水分外渗而出现生理性缺水现象。

1．20

1．00

0．80

0．60

0．40

0 20

0．00

109／L 209／L 309／L 409／L

蔗糖浓度

图2—7不同蔗糖浓度对拟南芥悬浮细胞相对活性的影响

Fig 2-7 Viability ofArabidopsis thaliana suspension with different concentrations of sucrose
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2．2．4拟南芥悬浮细胞愈伤组织诱导及其生长特性

以B5+0．2mg／LNAA为基本培养基，在适宜的条件下，拟南芥悬浮细胞能很

快诱导出愈伤组织，并迅速增殖。图2-8是拟南芥悬浮细胞诱导出愈伤组织后不

同阶段生长状况。

图2-8拟南芥愈伤组织诱导及不同时期生长状况

Fig 2-8 Calli induction and笋owth ofArabidopsis thaliana suspension in diff盯跚t stages

注：从左至右，分别为铺平板后10、20、30d状况

据观察，在不转换新鲜培养基情况下，铺平板后1-lOd为诱导期，通常5d

左右便诱导出可见愈伤组织，但生长较为缓慢；10．20d是快速生长时期，生长速

度明显加快；20．30d生长逐渐停止，并出现细胞老化死亡症状。

挑选单个愈伤组织转接到新鲜培养基上，愈伤组织重新获得迅速生长。与前

类似，在不转接培养基情况下，也是在15d前生长旺盛，30d时愈伤组织明显老

化(图2．9)。

图2-9愈伤组织继代后不同阶段生长情况

Fig 2—9 Growth ofsingle calli in different stages ofdevelopment

注；左为转接后15d，右为转接后30d
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2．2．5影响拟南芥愈伤组织诱导及其生长的主要因素

据观察，拟南芥愈伤组织诱导及其生长对环境条件的反应也极为敏感．主要

影响因素为培养温度和培养基表面湿度。

培养温度对愈伤组织诱导和生长有重要影响，理想的培养条件应该为23。C

或稍低，25。C以上就可能受到抑制，甚至不能诱导或生长。图2．10是27。C条

件下7d时愈伤组织诱导及生长情况，结果表明，悬浮细胞不能诱导出愈伤组织

并死亡，正常条件下诱导出的愈伤组织及其单克隆不能生长并全部死亡。标准

23。C光照培养室，如果离目光灯管过近、或灯管过高，培养皿温度就可能达到

甚至超过270C。

图2-1 0 270 C条件下愈伤组织诱导及生长情况

Fig 2·10 Calli induction and growth under high temperature(27。C)

培养基表面湿度对愈伤组织诱导影响也非常明显。我们在实验中发现，通常

铺平板后敞开15rain左右使表面水分蒸发，但过干的培养基表面，不能或很少诱

导出愈伤组织。为了证明培养基表面水分对愈伤组织诱导的影响，我们设计了一

个简单的试验，将培养皿呈～定倾斜放置，培养基表面少量的水分流向下斜面，

结果下斜面诱导出愈伤组织并生长良好，而上斜面不能诱导出愈伤组织(见图

2．11)。由此可见，一定的表面湿度是愈伤组织诱导所必须的。

图2-11培养皿倾斜放置

的愈伤组织诱导情况

rig 2-11 Induction of calli on a

inclined plane
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2．3讨论

2．3．1悬浮细胞生物量及活-性测定的可靠性

拟南芥悬浮细胞通常以细胞团形式存在，单细胞很少，很难在显微条件下进

行细胞计数。本文以悬浮细胞生物量测算其细胞密度，证明是可行的和可靠的，

更能准确地反映悬浮细胞的总体生长情况。用本文方法测算悬浮细胞生物量，最

关键的是要减少样品误差。条件许可时应尽量加大一次取样量，并尽可能使用规

格大的吸头，如果用lml吸头，应当在灭菌前将吸头尖嘴剪去，否则会因为大细

胞团堵塞吸嘴而导致取样不准确。

由于样品及操作条件不同，如暗反应及乙醇提取的时间和温度等差异，用

TTC法测算悬浮细胞活性会存在很大误差，不同批次实验很难比较，但是，同

一批次实验很容易将这些因素控制在同一水平，因此利用其估计细胞相对活性是

比较可靠的。

2．3．2拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织生长特’陛

拟南芥悬浮细胞的生长表现明显的S型生长曲线，正常培养条件下，继代后

2-4天出现快速生长时期，但接种时不同稀释倍数，其继代后悬浮细胞生物量及

快速增长发生时期不同。拟南芥愈伤组织生长与悬浮细胞有基本相似的特性，但

生长速度不如悬浮细胞快。相似的生长特性也存在于悬浮细胞制备阶段，但快速

生长及生长停滞时期大为推后。Encina等‘2071从拟南芥种子、叶片、根等诱导的

愈伤组织建立悬浮细胞系(19愈伤组织接种于50ml液体培养基)，前5周表现

明显的S生长曲线，前2周几乎不生长，第3_4周出现快速生长，5周后生长停

止。同时，也发现接种量过小，生长迟缓且快速生长时期推后现象。Richard等

(2001)[216]使用同样的培养方法研究了拟南芥悬浮细胞细胞分裂指数(cell

division parameters)及细胞周期基因(cell cycle gene)的表达，证明细胞生长相

对速率(RGR)及细胞分裂相对速率(RDR)均为继代后前2d最高，而细胞分

裂特征是受细胞周期关键基因CDKA、CDKBl等多基因控制的。

从拟南芥悬浮细胞生长特性来看，选择继代后2d的悬浮细胞作为转基因的

受体材料应该是合适的，此时细胞分裂旺盛，有利于外源基因的整合。

从愈伤组织生物特性观察，作为遗传转化的一个环节，正常诱导后7．10的

愈伤组织比较适合挑选单克隆转接到新鲜培养基，过早愈伤组织尚不健壮，转接

后容易死亡；过迟，愈伤组织开始老化，或比较密集(当采用“延迟选择”，即

诱导阶段不作抗生素抗性选择时，就可能存在这一问题)，不好挑取单克隆。
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2．3．3拟南芥悬浮细胞生长条件

接种密度对悬浮细胞生长有重要影响，一定的细胞密度是悬浮细胞维持正常

生长的条件。在液体条件下，细胞间仍然存在物质及信号交换，起始培养的细胞

密度过低，即使前期有一定生长，但由于生长代谢积累韵有害物质，抑制了细胞

的进一步生长，甚至会出现细胞死亡。本研究暗示，出现快速生长前的悬浮细胞

密度在0．029-0．0379／ml，而稀释倍数在2．5／50时，前7d达不到这一条件，所以

未出现快速生长。

拟南芥悬浮细胞对培养条件十分敏感，培养基中不同激素及不同蔗糖浓度均

会对其生长产生极明显的影响。有文献认为，BAP和过量的NA．A对某些植物细

胞的生长有抑制作用。本试验所采用的起始悬浮细胞为在B5+0．2mg／LNAA条件

下反复继代后的细胞，可能由于其细胞内累积了足够的NAA,再加入外源NAA

时，反而会抑制其生长。碳源是植物组织培养中必须的营养因子，通常是在培养

基中加20．309／L蔗糖作为碳源。培养基中蔗糖浓度对培养物的生长有明显影响，

“碳饥饿”还可能改变离体细胞的发育方向和改善某些遗传操作的效率。实验中

还观察到，温度、光照条件、振荡速率等因素，均会影响到其生长特性。例如，

光照可能会诱导某些植物生长调节因子的降解，暗培养有助于细胞增殖。

本文主要目的是实验室条件下维持拟南芥悬浮细胞正常稳定生长。有关拟南

芥悬浮细胞培养条件及其与细胞生长的关系值得进一步研究。

2．4结论

在每个7d一次的继代周期中，拟南芥悬浮细胞的生长表现明显的S型生长

曲线。正常培养条件下，继代后2-4天出现快速生长时期，此后生长量迅速下降，

但接种量不同，其继代后悬浮细胞生物量及快速增长发生时期不同。维持7天一

个周期的理想接种量为起始悬浮液按10ml／50ml稀释。接种量小，生长迟缓，甚

至不能增殖。

培养基中不同激素及不同蔗糖含量均会对拟南芥悬浮细胞的生长产生极明

显的影响，在B5+0．2mg／LNAA条件下反复继代后的细胞，再加入外源NAA时，

反而会抑制其生长。蔗糖含量以309／L最好；蔗糖含量低，悬浮生物量及细胞活

性明显下降。

拟南芥愈伤组织生长也呈现一定的规律性，正常条件下，需经历约各10d的

诱导时期、快速生长时期和生长停滞及老化时期。愈伤组织诱导及其生长对外界

条件也特别敏感，一定的表面湿度及较低的培养温度是必须的。
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3拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织对抗生素的反应

悬浮细胞数量巨大，‘对其进行遗传转化时，如何有效地进行转化子选择，是

制约这一技术的难点之一。借鉴微生物遗传操作技术，利用抗生素抗性标记筛选

转化子是植物悬浮细胞转化子选择最可行的方法。潮霉素(hygromycin)抗性基

因坳f和卡那霉素(kanamycin)抗性基因npt／／是目前使用较多的选择标记基因

(selectable marker gene)。潮霉素和卡那霉素对植物细胞有强烈的杀灭作用，但

对己获得相应抗性基因的突变细胞不起作用或作用很小。头孢霉素(cefotaxime)

能抑制根癌农杆菌生长，但对植物细胞不起作用或作用很小，是植物细胞与农杆

菌共培养(co-cultivation)结束后用来除去农杆菌韵常用抗生素。本研究的主要

目的是确定潮霉索对野生型拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织的抑制效应，与此同

时；研究头孢霉素对拟南芥悬浮细胞的影响，为拟南芥悬浮细胞转化子抗生素选

择浓度和选择方案的制定提供依据。

3．1材料和方法

3．1．1试验材料

所有材料均由PMBE提供并在该实验室完成全部试验。其中：拟南芥起始悬

浮细胞为按文献[196]方法反复继代后的野生型Arabidopsis thaliana(Columbia)

悬浮细胞系，PMBE制备；潮霉素(Hygromycin B)、卡那霉素、头孢霉素、商

品B5粉末培养基购于Sigma公司。

3．1．2液体条件下抗生素处理试验

培养基YgBs+0．2mg／L NAA(naphthalene acetic acid)液体培养基。每300ral

三角瓶，取10 ml起始悬浮细胞液，接种于40mi液体培养基，分别加入设计浓度

的抗生素(预先已灭菌)，铝铂纸封口，置于光照培养室中振荡培养，培养条件：

23。C，24h光照，120 rpm。重复3次。11『C法测定细胞活性或死亡率．

3．1．3固体条件下抗生素处理试验

培养基为B5+0．2m#L NAA[]体培养基，琼脂含量Sg／L。常规灭菌后分装至

一次性已灭菌培养皿，每皿约25ml培养基，抗生素在培养基冷却至尚未凝固前约

600C时加入。完全凝固并冷却至室温后接种。
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愈伤组织诱导阶段抗生素处理试验按下述方法进行：每皿约接种lml继代后

2d的悬浮细胞，平板培养，培养条件：23。C，24h光照，重复3次。根据平板上的

细胞密度及分布，用记号笔在培养皿底部沿圆心等分出4—8个扇形区，每皿随机

抽取1．2个扇形区统计诱导出的愈伤组织数量，根据愈伤组织颜色，可以判别其

死活情况。一般活细胞为浅绿色到嫩黄色，死细胞为白色到浅灰色。由个别大细

胞团顶部未接触培养基面的细胞诱导出的愈伤组织不计数。

愈伤组织继代阶段抗生素处理试验按下述方法进行：起始材料(外植体)来

自常规方法诱导10．15 d长成的愈伤组织(此时愈伤组织长成适宜大小，太小即不

好操作，又不容易成活或生长慢)，挑取起源于同一细胞的单个愈伤组织团，接

种于按上述方法制备的含有不同浓度抗生素的新鲜固体培养基上，每皿接种10

个，培养条件同上，重复3次。愈伤组织死活情况可以直接观察，必要时也可采

用TTC法定量测定。

3．1．4细胞活性TTC法定量测定

TTC法检测细胞活性。取lml悬浮细胞培养液或小块愈伤组织，加入lml

O 4％TTC溶液，充分混匀后于室温下暗反应3．6 h，此时活细胞染成红色，死细胞

不染色。观察细胞染色情况，可以初步判别细胞活性。以下步骤用于细胞活性定

量测定。离心，抽吸除去TTC溶液，去离子水洗涤3遍。加入5ml的95％乙醇，置

于振荡机上轻柔振荡提取TTF(三苯基甲腙)9h。12000 rpm离心5-10 min，

取乙醇提取液，在分光光度仪上485nm处测定其分光光度值，以不同比例稀释乙

醇提取液，使其OD值维持在1．0以下，空白提取液调零，重复3次。抽吸剩余提

取液，室温下自然风干24h，称取细胞重量(愈伤组织细胞活性定量测定时，在

染色前称取重量为佳)。按下式估算细胞活性(cell viability)及死亡率(death rate)：

细胞活性=实际OD值×稀释倍数／细胞鲜重

细胞相对活性=处理组细胞活性／对照组细胞活性

死亡率=(1一细胞相对活性)×100％

3．2结果与分析

3．2．1液体条件下拟南芥悬浮细胞对抗生素的反应

3．2 1 1不同浓度潮霉素对拟南芥悬浮细胞的作用效果

各处理潮霉素质量浓度如下：0(对照)，5，10，25，50mg／L，起始悬浮液

细胞浓度为147pg／ml，接种时稀释5倍。培养6d后测定其细胞密度及相对活性。



3拟南芥悬浮细胞及其愈伤组织对抗生素的反应

结果见表3．1、图3．1。

表3-1不同浓度潮霉素处理后悬浮细胞密度和相对活性

Table l Cell density and relative viability ofArabidopsis suspension with different Hygromycm B concentrations

潮霉素质量浓度／mg／L
测定项目

0 5 10 25 50

细胞密度{(1ag／m1)
128 114 73 56 38

相对活性
1．000 0 8235 O．3083 0 0052 0．000

+各处理的初始细胞密度均为147／5=25 4}tg／rnl

图3—1不同浓度潮霉素处理悬浮细胞状及TTC染色情况

Fig 3—1 TTC staining in 6d after b'eatment ofhygromycin onArabidopsis suspension cells

由表3—1、图3—1可知，潮霉素对拟南芥悬浮细胞有极明显的抑制作用，随着

培养基中潮霉素含量的增加，其细胞密度和细胞活性均急剧下降，至25mg／L时，

其细胞密度和相对活性均极低。据我们在显微镜下进一步观察，此时存活(染成

红色)的极少数细胞均为数十个到上百个细胞组成的细胞团，单细胞及小细胞团

均无染色现象。据此，可以认为，25mg／L是潮霉素对野生型拟南芥悬浮细胞的

临界致死浓度。

名

≥200
蠢150
黼100

羹50
处0
哟

0 10 20 30 40 50

潮霉素质量浓剧mg／L

图3-2潮霉素对拟南芥悬浮细胞密度的作用效果

Fig 3-2 Effect ofHygromycm Bon cell density ofArabidopsn thaliana suspension
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图3—2和图3．3可以进一步看出不同质量浓度潮霉素对拟南芥悬浮细胞的作

用效果。随着培养基中潮霉素用量的增加，悬浮细胞密度及其相对活性均呈现先

急速下降然后再缓慢下降的变化规律。

赳

罂1．00

擘0．50
最

糌
U
馘
基
最

100 00

50．00

O．OO

0 l 2 3 4 5 6 7

处理天数／d

图3-4潮霉素(25mg／L)致死拟南芥悬浮细胞的动态曲线

Fig 3—4Trendofcelldeath rateofArabidopsisf^aBana suspensionaftertreatmentsofHygromycinB(25mg／L)

由图3-4可知，25mg／L潮霉素能迅速杀死野生型拟南芥悬浮细胞，其中前

3d作用效果最强，第3天的死亡率就高达97．25％。本试验第5天的死亡率回落

至94．73％，这可能是因为取样误差造成的，例如，若取样时大细胞团比例高，

则细胞死亡率的测定值会比实际平均值低。从死亡速率上来看，第2天明显快于

第1天，这可能与潮霉素渗入到细胞内相应的作用部位需要一定的时间有关。而

3d后，少量大细胞团仍能存活，可能与潮霉素尚未渗入到内部细胞或产生一定

的适应性有关。根据我们对拟南芥悬浮细胞生长特性的观察，正常培养条件下，

悬浮细胞生物量快速增长时期出现在继代后2—4d，而25mg／L潮霉素能在前两天

就已将大部分细胞(81．19％)杀死，这也是前述试验中，25m。g／L以上潮霉素处

理后细胞密度非常低的原因。从本试验可知，如果利用潮霉素抗性标记进行转化

子选择，25m。g／L质量浓度处理3d便可获得很好的选择效果。

4l
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3．2．2拟南芥悬浮细胞愈伤组织诱导阶段对抗生素的反应

3 2．2．1对潮霉素的反应

将拟南芥悬浮细胞转移到固体平板培养基上，正常条件下7d左右便能诱导出

愈伤组织。各处理潮霉素质量浓度如下：0(对照)，1．0，2 5，5．0，10．0mg／L，平板

培养7d后统计已诱导并存活的愈伤组织数量，并以对照组数据作参照，统计愈伤

组织相对诱导率。见图3．5、3-6。

嚣 。甜

蓁《磊
l|2。5
铂

潮霉素质量浓度／mg／L

图3-5潮霉素对拟南芥悬浮细胞愈伤组织诱导的作用效果

Fig 3-5 Effect ofHygromycm B oil caHus induction ofArabidopsis thaliana suspension

图3-6潮霉素对拟南芥悬浮细胞

细胞伤组织诱导的影响
F培3—6 hmucence of hygromycin on

Arabtdopsis thaliana cells

图3．5、3-6可知，拟南芥愈伤组织诱导阶段对潮霉素特别敏感，1．0mg／L质量

浓度下，其相对诱导率仅为5．4％；2．5mgm处理，就几乎不能诱导出愈伤组织

(O．3％)，但2．5mg／L处理的相对诱导率回升至1．6％，估计由样品误差或处理时操

作误差(如潮霉素在培养基中的分布不均匀等)造成。据此，可以认为，2 5mg／L

是潮霉素对野生型拟南芥愈伤组织诱导阶段细胞的临界致死浓度。与液体培养下

相比，其临界致死浓度要低得多，仅为液体条件下25mg／L的1／10。

3．2．2．2对卡那霉素的反应

各处理卡那霉素质量浓度如下：0(对照)，10，25，50，100 mg／L，愈伤组织

相对诱导率的统计方法同上。图3．7、3—8可知，拟南芥愈伤组织诱导阶段对卡那

霉素也很敏感，lOmg／L质量浓度下，其相对诱导率仅为3 4％：50m【g／L处理，

就几乎不能诱导出愈伤组织(0．1％)。据此，可以认为，50mg／L是潮霉素对野生

型拟南芥愈伤组织诱导阶段细胞的“临界致死浓度”。
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0

0 50 100

卡那霉素质量浓度Img／L

图3—7卡那霉素对拟南芥愈伤

组织诱导的作用效果

Fig 3·7 Effect of Kanamycin Oil callus

reduction of Arabidopsis thaliana

susperlslon

图3-8卡那霉素对拟南芥悬浮
细胞诱导的影响

Fig 3·8 Influcence ofkanamycin on

Arabidopsis蹦aBana cells

3．2．3拟南芥愈伤组织继代增殖阶段对抗生素的反应

各处理潮霉素质量浓度如下：0(对照)，0．5，1 0，1 5，2 0，2 5mg／L。继代后连

续7d直接观察并统计其存活情况。结果见表3—2、图3．9、3-10。

表3-2潮霉素处理对拟南芥愈伤组织继代增殖阶段的影响

Table 3-2 Effect ofHygromycm B on cell viability ofArabidops／s thaliana at calli subculture

处理浓度 继代后个同大数平均母皿憋伤组纵存拮裂量

(y／L) 0d ld 2d 3d 4d 5d 6d 7d

0．0 10 10 10 10 10 10 10 10

o．5 10 10 9 7 8 7 7 6 5 7 5 7

1．O 10 10 8 3 8 5 2 7 2 7 2 3

1．5 10 9 7 7 7 4 3 3 O 7 O 3 0 3

2．0 10 10 6 3 3 7 1．3 0 3 O 3 0

2．5 10 8 7 4 3 O 3 O 0 0

lOO

葶

80

森60

超40
20

O

0d ld 2d 3d 4d 5d 6d 7d

处理后培养天数

图3-9潮霉素处理后拟南芥愈伤组织存活率变化动态

Fig．3-9Trendsofsurvi“ngrateofArabidopsisthahanacalli after咖tmentsofHygromycmB
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图3-1 0对愈伤组织继代增殖阶段的影响

Fig 3—10／nflucence of hygromycin on growth of

Arabidovsis thaliana calli

表3．2、图3—9、3-10可知，潮霉素对拟南芥愈伤组织有极明显的抑制作用，

随着培养基中潮霉素含量的增加，其抑制效果越强。从图中还可以看出，需要一

定处理时间潮霉素才能充分表现其抑制愈伤组织生长的效果，处理后2．5d抑制作

用最强，5d后存活率基本平稳，但不同的处理浓度有较大差异。1．5mg／L处理组

第7天时存活率仅7％(3个重复中仅存活l例)，此时1 5m∥L以上质量浓度处理组

均死亡，据此，可以认为，1．Smg／L是潮霉素对野生型拟南芥愈伤组织继代增殖

阶段的细胞临界致死浓度。

3．2．4头孢霉素对拟南芥悬浮细胞“白化”的逆转效果

在进行拟南芥对抗生素反应时，为使其他条件更接近于遗传转化中悬浮细胞

所处的真实状况，同时加有250mg／L头孢霉素，意外发现只加有头孢霉素的悬浮

细胞比正常培养的悬浮细胞还要绿(见图3．11左)，推测其能促进拟南芥悬浮细

胞叶绿素合成，并可能改善悬浮细胞的“白化”。为此，设计了一系列试验，证

明其确能抑制悬浮细胞“白化”，并且对“白化”细胞有极其稳定的逆转效果。

图3-11头孢霉素维持悬浮细胞绿色的发现及验证

Fig 3·11 Effectofeefetaximeon suspensiongreen color

以已经“白化”的悬浮细胞作为起始母液，按正常接种量分别接种在含有

250mg／L头孢霉素的液体培养基和正常液体培养基，7d后，加有头孢霉素培养瓶

细胞呈现新鲜绿色，而不含头孢霉素培养瓶及起始培养瓶中细胞仍然为“白色”

(图3—12左)。与此同时，已逆转“白化”的细胞，可以在正常培养条件维持培

养(图3．12右)。我们在多次重复实验中，均获得同样的结果(图3．11右)，并成

为所在实验室拟南芥绿色悬浮细胞制备的基本手段。
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图3-12头孢霉素逆转悬浮细胞“白化”系列试验结果

Fig 3-12 Suspension color WaS challgcd from pale to green with cefotarame

左图：依次为加有头孢霉素培养瓶、不含头孢霉素培养瓶和起始培养瓶(已“白化”)

右图：依次为起始培养瓶(己逆转“白化”)、不含头孢霉素培养瓶和加有头孢霉素培养瓶

3．3讨论

3．3．1有关液体与固体培养条件下抗生素作用效果差异的讨论

从临界致死浓度来看，潮霉素对拟南芥悬浮细胞继代培养阶段的临界致死浓

度为25mg／L，大大高于愈伤组织诱导阶段及其增殖阶段的2．5和1．5mg／L，液体与

固体培养条件下的差异极大。一般认为，液体培养更有利于拟南芥细胞增殖、生

长。据我们观测，正常培养条件下，拟南芥悬浮细胞生物量可以在继代后7d内增

长4—5倍，而愈伤组织固体培养时仅能增长1—2倍；悬浮细胞继代后2．4天便出现快

速增长，而悬浮细胞铺平板后还要有很长的时间才能适应固体条件。培养条件的

不同和改变，是拟南芥对潮霉素不同反应的可能原因【41“”】。

一般认为，每个愈伤组织起源于同一个细胞，是选择转化子的良好材料，因

此，基因转化中通常在这个阶段进行抗生素抗性标记选择。然而，我们在实验中

发现，愈伤组织诱导阶段拟南芥对潮霉素反应太敏感，且各重复问差异较大，内

外因素偶然的波动，均可能对其实际的临界致死浓度产生影响，从而影响转化子

的选择效率；此外，这一阶段潮霉素的抑制作用太强烈，加之从液体条件到固体

条件的巨大转变，即便是真正的转化子，也很可能会在选择压力和环境压力的双

重胁迫下死亡。因此，我们认为，在制定选择方案时，应该将潮霉素抗性标记选

择的时机提前或推后。

3．3．2有关野生型拟南芥对抗生素的耐受性和适应性的讨论

不同基因型材料对抗生素的敏感性存在较大差异。例如，潮霉素对小麦愈伤组织的适宜

筛选质量浓度为110 mg／L，对转基因小麦后代种子筛选以140mg几较为适宜[2191；潮霉素

对粳稻品种愈伤组织的筛选质量浓度以50Ing／L较为适合瞄o】；谷子组织培养不同阶段(愈伤组
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织、分化再生苗和根)潮霉素抗性浓度均在5mg／L，明显敏感，最高临界浓度为10mg／L；米

粒的潮霉素抗性浓度偏高，10mg／L开始敏感，最高临界浓度15mg／L旧IJ；棉花转化中潮霉素

的筛选浓度范围为2．5．10mg／L[2】。潮霉素对多数植物的临界致死浓度在40．210

mg／L，比本文获得的结果要高，这说明离体条件下拟南芥细胞更为幼嫩，对潮

霉素的耐受性更差。即使如此，本研究结果暗示，拟南芥对潮霉素尚有一定的耐

受性和适应性。其一表现在不同处理浓度作用效果的差异上。l临界致死浓度以下

处理，较长时间内不能使所有细胞致死。我们在试验中观察到，液体条件下

10mg／L下潮霉素处理7d，重新转移到不含潮霉素的新鲜培养基上，能迅速恢

复生长。其二表现在不同处理时间的作用特性上。以临界致死浓度处理，并不能

在一两天内迅速杀灭细胞，通常要3d以上才会出现细胞死亡高峰，且此后死亡速

率逐步减慢，这与～些代谢旺盛的细胞逐渐调动适应机制不无关系。

3．3．3有关拟南芥悬浮细胞“白化”及头孢霉素逆转机理的讨论

在拟南芥悬浮细胞继代培养中，我们发现细胞“白化”是常有的现象，特别

是对同一材料反复多次继代以后，“白化”尤其严重。据我们对“白化”悬浮细

胞进行TTC活性检测，发现“白化”细胞与正常细胞活性没有明显差别，即“白

化”细胞仍然保持旺盛的生命活力，而非细胞坏死。由此推断，细胞“白化”属

于对环境条件不适应的一种生理现象，与通常离体培养中“玻璃苗”或“白化苗”

的形成可能有很大相似之处。“玻璃化(vitfification)”被认为是一种非胁迫条件

下的生理反应，主要特征是体内水分含量高，干物质、叶绿素、木质素含量低，

吸收和光合功能不全；主要原因是水势过高和通气不良造成的，NAA供应过量

也会诱导“玻璃化”[2231。已有文献报道青霉素‘224】对“玻璃化”有缓解作用。但

未见有关悬浮细胞白化机理的报导。悬浮细胞“白化”可能也与通透性不良有很

大关系，特别是液体条件下悬浮细胞分裂十分旺盛，更需要良好的条件维持各种

生理机能的平衡。

有大量文献报导头孢霉素对一些植物具有某些生理作用，例如，能促进体细

胞胚的发生、抑制愈伤组织形成等【225。22”，但未见其作用机制的报导。我们推测，

头孢霉素对拟南芥悬浮细胞的作用机理可能有如下途径：一是通过调节某些色素

酶的活性，从而促进叶绿素合成；二是降低细胞生长速率，使之更适应不良的通

气状况。有关其作用机理值得进一步研究，同时，其能否用于克服试管苗“玻璃

化”，很值得探讨。
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3．4结论

潮霉素对拟南芥悬浮细胞生长、愈伤组织诱导及其生长均有极明显的抑制作

用，但作用效果和特性均有所不同。拟南芥悬浮细胞继代培养阶段、愈伤组织诱

导阶段和愈伤组织增殖阶段的临界致死浓度分别为25，2．5，1．5mg／L，液体与固

体培养条件下差异极大。当采用潮霉素抗性标记筛选转化子时，应当分别采用相

应阶段的临界致死浓度作为转化子选择浓度。与此同时，潮霉素需要一定处理时

间才能充分表现其抑制细胞生长或杀死细胞的效果，一般液体培养条件下3d以

后、固体培养条件下5d以后效果趋于稳定，但不同的处理浓度有较大差异，建

议选择时间在液体培养条件下不少于3d，在固体培养条件下不少于5d。否则，

假阳性率会很高，从而大大加重后续转化子检测的工作量。

卡那霉素与潮霉素有类似的影响，在愈伤组织诱导阶段，适宜的选择浓度为

50mg／L，根据潮霉素作用特性推测，其在液体培养阶段和愈伤组织生长阶段的

适宜选择浓度分别在IOOmg／L、25mg／L左右。后续的转化试验中，若利用卡那

霉素选择，我们将采用这一选择浓度。

试验中意外发现头孢霉素能促进绿色悬浮细胞的获得，并具有逆转悬浮细胞

“白化”的稳定效果。有关悬浮细胞“白化”原因及头孢霉素逆转效应机理，有

待进一步研究。

本研究所获结论仅供确定选择浓度和制定选择方案时参考，不同的材料来

源、不同的培养条件、甚至不同的载体等因素，其作用效果和特性均会有所不同，

具体操作时应该做进一步的浓度筛选等试验。
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相比于拟南芥个体植株，其悬浮细胞对环境条件的反应更敏感、更强烈，不

利的培养条件，甚至环境条件的偶然波动，均可能对其生长和发育方向产生严重

干扰。本文选择与其遗传转化相关的常温静置、低温静置、高温振荡、蔗糖饥饿

和常温振荡(对照)几种不同处理方式，从其生长和细胞活性两个方面，研究其

对环境胁迫的耐受性，以期为寻找合适的悬浮细胞转化方案和转化条件提供科学

依据。

4．1材料和方法

4．1．1材料来源

所有材料均由PMBE提供并在该实验室完成全部试验，其中：拟南芥起始悬

浮细胞为按文献[196]方法反复继代后的野生型Arabidopsis thaliana(Columbia)

悬浮细胞系，PMBE制备：商品B5粉末培养基购于Sigma公司。

4．1．2悬浮细胞维持培养方法

基本培养基为B5+0．2mg／L NAA(naphthalene ag七tic acid)液体培养基，蔗糖

309／L，pH 5．8。取10ml起始悬浮细胞液接种于装有40ml前述液体培养基的250或

300ml三角瓶(每瓶悬浮细胞总体积50m1)，铝铂纸封口，置于光照培养室中振荡

培养，维持培养条件：230C，24h光照，120 rpm。继代周期7d。

4．1．3悬浮细胞密度、活性及耐受性测定

TTC法检测细胞活性。摇匀后每瓶取3ml悬浮细胞培养液，加入3ml 0．4％TTC

溶液，充分混匀后于室温下暗反应3．6 h，此时活细胞染成红色，死细胞不染色。

离心，去离子水洗涤3遍，细胞沉淀加入10ml的95％乙醇，置于振荡机上轻柔振

荡提取9h。12000 rpm离心5．10 rain，取乙醇提取液，在分光光度仪上485nm处

测定其分光光度值，空白提取液调零，重复3次。吸去剩余提取液，室温下自然

风干24h，称取细胞重量(即为3ml悬浮细胞的生物量)。按同样方法测定起始悬

浮细胞活性，按下列各式估算继代后悬浮细胞活性(cell viability)、相对活性和

活细胞密度：

悬浮细胞活性=实际OD值x稀释倍数／细胞鲜重

悬浮细胞相对活性=被测悬浮细胞活性，起始悬浮细胞活性

悬浮细胞活细胞密度=悬浮细胞相对活性·悬浮细胞密度(测定值)
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‘j实际上我们无法得到一个细胞100％成活的理想悬浮系统，因此，按上述方

法测定并计算出的相对活性有可能大于1，这说明测定样品活细胞比例高于对照

样品。回样道理，理论活细胞密度可能高于悬浮细胞密度测定值。
“

悬浮细胞是一个伴随着细胞不断增殖与死亡的双向动态系统，胁迫因子对细

胞的影响包括抑制增殖和加速死亡两个方面。为了更好地衡量细胞对不同胁迫因

子的耐受性强弱，本文引进的“细胞耐受系数(tolerance strength)”概念，其表

述为：在特定培养条件下，细胞维持基本生存的能力。本文按下式计算：

细胞耐受系数=当天活细胞密度／前一天活细胞密度一

可见，在某个培养系统中，如果细胞即不增殖又不死亡，或者增殖生物量与

死亡生物量相等，那么其对这一培养系统的耐受系数为1；如果耐受系数高于1，

则意味着活生物量会有相应增加：否则，如果耐受系数低于l，则意味着活生物

量会有相应减少。 1一‘

4．1．4试验设计

共设5个处理，每处理3个重复。各处理方案如下：

I、常温振荡：对照，同维持培养。

II、常温静置：静置培养，余同维持培养。
。

Ⅲ、低温静置：4。C下静置，余同维持培养。

Ⅳ、高温振荡：370C，余同维持培养。

V、蔗糖饥饿：培养基蔗糖含量109／L，余同维持培养。

4．2结果与分析

4．2．1不同处理拟南芥悬浮细胞的整体表现

正常维持培养后7d的悬浮细胞，按10ml／50m稀释比例接种，旌加不同的胁迫

处理。继代后连续7d取样测定不同处理悬浮细胞的TTC活性和生物量，并统计其

相对活性、理论活细胞密度、和耐受系数。结果见表4．1。

从表4·l可知，除对照(常温振荡)之外，其余4种处理均对拟南芥悬浮细胞

产生极强的不利影响，表现为总细胞密度增加缓慢或无明显增加，细胞相对活性

及活细胞密度逐渐下降(仅“蔗糖饥饿”在1-2d有少量增加)。各测定项目或统

计指数的变化规律和特点详细分析结果见以下各节。
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表4-1不同胁迫处理悬浮细胞密度、活性及耐受性统计表(密度单位：mg／m1)

Table 4-1 Cell density，viability and tolerance strength under adversities(mg／m1)

处
测定项且

处理天数

理 0 d} 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d

常 总细胞密度 36 44 52 72 102 120 135 143

温 相对活性 l 1．0054 1．0180 1．0356 1．0332 1．0320 0．9987 0．9938

振 活细胞密度 36 44．2376 52．9360 74．5632 105．3864 123．8400 134．8245 142．1134

荡 耐受系数 1．2236** 1．2288 1．1966 1．4086 1．4134 1．175l 1．0887 1．0541

常 总细胞密度 36 40 47 46 45 48 48 47

温 相对活性 l 0：7843 0．5043 0．3081 0．1252 0．0327 0．0162 0．0086

静 活细胞密度 36 31．3720 23．7021 14．1726 5．6340 115696 0．7776 0．4042

置 耐受系数 0．5595 0．8714 0．7555 0．5979 0．3975 O．2786 0．4954 O．5198

低 总细胞密度 36 36 35 37 36 37 35 37

温 相对活性 l 0．6742 0．3873 0．2593 O．1820 0．1238 0．0624 O．0432

静 活细胞密度 36 24．2712 13．5555 9．5941 6．5520 4．5806 2．1840 1．5984

置 耐受系数 O．6473 0．6742 0．5585 0．7078 0．6829 0．699l 0．4768 O．7319

高 总细胞密度 36 45 57 60 68 66 67 66

温 相对活性 l O．7038 0．5734 0．4890 0．2832 0．1853 0．1048 0．0540

振 活细胞密度 36 31．6710 32．6838 29．34 19．2576 12．2298 7．0216 3．5640

荡 耐受系数 0．7404 0．87975 1．0320 0．8977 O．6564 0．635l 0．574l O．5076

蔗 总细胞密度 36 42 53 57 59 59 57 60

糖 相对活性 l 0．9540 0．8868 0．7320 0．5583 0．4627 0．3446 O．2806

饥 活细胞密度 36 40．0680 47．0004 41．7240 32．9397 27．2993 19．6422 16．8360

饿 耐受系数 0．9098 1．1130 1．1730 0．8877 O．7895 0．8288 0．7195 0．8571

·起始悬浮细胞密度为168 mg／ml，起始悬浮细胞TTC活性为22．6379。接种时(od)密度按

10ml／50ml稀释比例折算，即为36mg／ral。

”为l一7d耐受系数的平均值。下同。

4．2．2不同处理拟南芥悬浮生物量及其相对活性变化动态的比较

4．2．2．1总生物量的变化规律

图4-1不同处理总细胞密度

变化动态

Fi昌4-1 Trends oftotal cell density

with time
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因为处理过程悬浮液总体积是不变的，因此，本文细胞密度实际上代表了生

物量：图4．1显示各处理总细胞密度的变化规律。对照总细胞密度呈现典型的“S”

型增长规律，且增长迅速。其余4种处理均未出现“s”型增长，且增长缓慢或无

明显增长。：低温静置的悬浮细胞基本上不能增长，而常温静置、高温振荡和蔗糖

饥饿仅在1．2d内有一定的增长。这说明，这些条件均是不宜悬浮细胞生长的条件。

4．2．2．2活生物量的变化规律

胁迫处理除了抑制细胞增殖外，还会导致细胞死亡。图4．2显示各处理活细

胞密度的变化动态。随着时间的变化，仅对照活细胞密度与总细胞一样，呈现相

同的“S”型增长规律，而其余各处理仅蔗糖饥饿处理在第1~2d有小量增加。此

外，各处理活细胞密度变化曲线表现出不同的特点。低温静置和常温静置活细胞

密度下降的快速时期出现在前3d，而高温振荡和蔗糖饥饿出现的3d以后。

篡---It--一嚣蚓12010080／／{ } 一／-一，’+常温静置 墨 }／一+低温静置 嚣 }，-／

嚣翁蓑萋哿6040睦i盘鎏涵一黼饥饿霆∞忙《蒸奎惫奎‘^

嚣垂0一‘。*一高温振蒋 巽．4}、入。＼1‘、、．
—，卜蔗糖饥饿 o，I、{k，羞、_ 一、’’^
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处理天数／d

图4-2不同处理活细胞密度

变化动态 ，

Fig．4-2 Tm'nds of living西n

d∞s埘with慨 嚣

影响，结果见图4．3。

图4-3不同处理细胞相对活

性变化动态

Fig．4-3 Trends of relative cell

viabUity with time

图4．3表明，对照细胞相对活性基本平稳，前5d有少量提高，这与细胞分裂

旺盛有关；此后，可能由于养分的竞争及培养基中有害物质的积累等原因，导致

部分细胞死亡，所以5d后细胞相对活性有所下降。而其余各处理表现为持续迅速
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下降的态势，以常温静置、低温静置和高温振荡下降最为剧烈，2d内，相对活性

接近50％，蔗糖饥饿下降相对平缓。从图中还可以看出，4。C低温对保持细胞活

性有一定作用，但不明显。前3 d低温静置的相对活性比是所有处理当中最低的，

这与低温伤害有关；但3d后其相对活性略高于常温静置。

4．2．3拟南芥悬浮细胞对不同处理耐受性的比较

l·5

惹 ·

髻os
0

2 4 6

处理天数／d

图4-4不同处理细胞耐受系数变化动态

Fig．4-4 Trends ofcell tolerance stmgth with tirr,e

图4．4表明，在一个7d的处理时期内，细胞耐受系数呈现一定的变化规律。

对各处理的初始耐受性强弱依次为：常温振荡(对照)>蔗糖饥饿>高温振荡>

常温静置>低温静置，低温静置最低：7d后，这一次序有了很大改变，常温振荡

(对照)>蔗糖饥饿>低温静置>高温振荡>常温静置，低温静置超过高温振荡

和常温静置，常温静置最低。处理后7d内，对照的细胞耐受系数始终保持在l以

上，7d后仍然会有活生物量的增加，其中第3—4d耐受系数提高到1．4以上，4d后

耐受系数下降，到第7d时只有1．0541。常温静置处理前5d细胞耐受系数迅速下降，

5d后有一定回升。高温振荡和蔗糖饥饿细胞耐受系数变化规律基本相似，前一两

天有所增加，此后两天迅速下降，再逐渐平稳或缓慢下降，但细胞对蔗糖饥饿的

耐受系数始终比高温振荡高出许多。低温静置的细胞耐受系数一直维持在较低的

水平窄幅波动，3d以后有一定程度的提高。我们以各处理7d内悬浮细胞耐受系数

的平均数代表其整体耐受性强弱，见图4．5所示。

常温撮嚣 常温静置 低温静置 高温振菇 蔗糖饥饿

图4-5拟南芥悬浮细胞对不同处理的整体耐受性

Fig．4-5 con tolerance stmgth ofArabidopsis thaliana tD each trcatmoltS

一■■一I—I一■一■■■赫j堇烈蔷嚣}
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图4-5表明，整体而言，拟南芥悬浮细胞对各处理的耐受性强弱依次为：常

温振荡(对照)>蔗糖饥饿>高温振荡>低温静置>常温静置，常温静置最低，

说明拟南芥悬浮细胞对缺氧的耐受性极低。

4．3讨论

4．3．1拟南芥悬浮细胞对生存条件耐受性机制的讨论

细胞对某一环境的耐受性是受环境的压力和细胞的适应性双重决定的，如果

忽略取样及实验操作误差，那么细胞耐受系数的变化极可能与细胞代谢活动引起

环境条件的改变以及细胞适应环境的机制有关。

对照(常温振荡)的细胞耐受系数始终维持在高水平之上，说明常温振荡是

拟南芥悬浮细胞的良好生长条件。前期耐受系数有很大程度提高，这与细胞增殖

后悬浮液积累到较高的细胞密度、细胞间物质和信号的传递增加有关：继续增殖

到一定密度后，细胞间的竞争作用就会超过协同作用，后期耐受系数逐渐下降，

7d后细胞耐受系数降到接近1，此时悬浮液活细胞生物量不再增加，从维持培养

的角度考虑，应该更新培养基。正常维持培养的继代周期为7d，从其对培养条件

的耐受性角度考虑，也是合适的。

常温静置有适宜的温度条件，细胞代谢活动仍然活跃，但缺少振荡条件，汽

体扩散与交换受阻，培养瓶内c02、乙烯浓度会迅速升高，而细胞得不到足够韵

02供应，无氧呼吸形成的糖酵解途径，使培养条件迅速恶化，因此细胞耐受系

数迅速下降。据观察，常温下静置1-2d，悬浮细胞便开始严重“白化”，3d后就

几乎不能恢复培养。5d后存活的少量细胞，多是大细胞团，当然，与细胞产生

一定的适应不无关系。组织培养中外植体呼吸需要氧气，所以需要增加可利用的

氧气，并能迅速除去释放出来的二氧化碳(如液体振荡培养)，不良通透性的封

口物，如铝箔等，也可能不利于氧气供应和有害气体排释而影响培养物生长。

高温振荡条件下，细胞代谢十分旺盛，实际上，在前两天，总生物量与对照

几乎没有差异；另一方面，不适的高温条件也加速了细胞的死亡，前两天细胞相

对活性下降到0．7038、0．5734，此时，环境对细胞的“良性作用”尚大于“恶性

作用”。然而，两天后，活细胞生物量迅速降低，加之前两天旺盛代谢使培养液

中有害物质浓度迅速增加，3—4d时，环境对细胞的“恶性作用”膨胀，耐受系

数随之迅速下降。蔗糖饥饿处理情况可能不同，前两天细胞密度尚小，细胞间对

蔗糖营养的竞争尚没有表现出来，而细胞密度的增加又促进了细胞间物质和信息

的交换，其耐受性几乎与对照相当；两天后，细胞对营养的竞争、培养液中蔗糖

含量减少带来渗透压的改变、有害物质的积累等，均引起细胞对环境的不适，耐
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受性随之迅速下降。4d后，存活的少量细胞也多是大细胞团，同时，与细胞产

生一定的适应也有关系，因而，耐受系数下降速度放缓。

低温静置是特殊的生存环境，基本上不会发生细胞增殖，而冻害作用使细胞

相对活性迅速下降，因此，耐受系数一直维持在较低的水平窄幅波动。3d以后，

存活的细胞对低温有了一定的适应性，耐受系数有一定程度的提高。

4．3．2活细胞密度与细胞活性恢复

7d内，4个胁迫处理均会出现“半死亡”时间点(即活细胞密度为

36／2=18mg／ml时)，但出现的早晚不同，从早到晚依次排列的次序是：处理Ⅲl~2d，

处理112～3d，处理Ⅳ4~5d，处理V乱7d。根据我们实验，悬浮细胞起始细胞密度

在7mg／ml时，悬浮细胞在正常培养条件下不能增殖，或极少增殖。由此推断，

胁迫处理后，如果悬浮细胞中活细胞密度低于7mg／ml，除非采取一定的“拯救

培养”措旌，正常培养条件下，其活性是不可以逆转或恢复的。我们以此作为拟

南芥悬浮细胞的“临界活性恢复密度”。7d内，3个胁迫处理达到“临界活性恢

复密度”，但出现的时间点不同，从早到晚依次排列的次序是：处理11I、113,--4d，

处理Ⅳ6d，处理V不出现。这说明以“蔗糖饥饿”处理，7d内是可以重新在正

常培养条件下恢复其活性的。

4．3．3环境胁迫与基因转化中预处理

环境胁迫对细胞同步化有作用，一定的胁迫处理有助于细胞分裂停留在某个

细胞周期，如果能使更多的细胞停留在DNA合成的关键时期，就能改善基因转

化的效率；胁迫处理还能降低细胞免疫能力，可能有助于土壤农杆菌侵入细胞，

或提高细胞接受外来基因的敏感性。实际上，饥饿、热击、低温是一些植物基因

转化前常用的预处理手段。从本文试验结果来看，如果以O．5相对活性为基准，

那么，低温处理不宜超过1d，高温处理不宜超过2d，而蔗糖饥饿不宜超过4d。

凭经验，处理后的细胞相对活性最好在O．8以上，否则，接下来还要经过细胞多

次离心洗涤、静置共培养等环节，加之土壤农杆菌等对细胞的抑制作用，最后存

活的细胞会很少，不利于转化。然而，低温和高温处理1d后，细胞的相对活性

就降到0．7甚至更低，因此，当采用这两种手段作为同步化或预处理手段对，应

该在1d之内完成，甚至数小时即可。109／L蔗糖饥饿处理也不宣超过2d。ld内

拟南芥悬浮细胞对低温和高温的耐受性，有必要进一步试验。此外，从细胞增殖

与死亡的特性上看，高温处理存在很大的分化，一方面，细胞分裂迅速，另一方

面，细胞死亡极快。这暗示，不仅不能提高细胞同步化，还可能加重细胞的分化，



中南林业科技大学——博士学位论文

有必要做进一步的细胞分裂周期测定。

4．3．4静置培养与基因转化中共培养

在拟南芥悬浮细胞基因转化中，与土壤农杆菌共培养时，静置培养是必要的

条件。各文献推荐的静置时间不一，有认为要2d甚至更长，也有认为6～24h即

可。要获得较高的转化成功率，较长的静置时间是必要的，但对细胞的伤害又会

很大，即使成功转化，也可能由于细胞活性太低而不能获得转化子。进一步的悬

浮细胞愈伤组织诱导试验也证明了这一点。下图是转接到固体培养基上2周的诱

导结果，起始材料分别为常温静置后2d的悬浮细胞(图左)和正常继代培养后

2d的悬浮细胞(图右)。静置处理后的悬浮细胞，愈伤组织诱导能力大大下降。

综合考虑各因子，拟南芥悬浮细胞对静置处理的严重不适反应，基本上是发

生在2d之后。因此，与土壤农杆菌静置共培养的时间应在2d之内。否则，应

采用一定的改良措施，或后续的“拯救措施”。例如，封口时不宜过紧，尽可能

用通透性好的封口材料；静置培养时尽量改善室内通气条件，最好置于排气扇附

近；适当降低培养温度，不要太靠近日光灯管或其他热源；共培养后重新离心洗

涤，收集细胞，并适当提高接种密度等。

4．4结论

拟南芥悬浮细胞对各种胁迫处理的耐受性表现出明显的差异，整体耐受性强

弱依次为：常温振荡(对照)>蔗糖饥饿>高温振荡>低温静置>常温静置，常

温静置最低。拟南芥悬浮细胞对胁迫处理的不适应表现在多个方面，总生物量增

长很少或不能增长，细胞相对活性及活细胞生物量不断下降，耐受系数低。随着

时间的变化，拟南芥悬浮细胞对胁迫处理的耐受性或不适应性的表现呈现不同的

变化规律，这种变化的可能机制与细胞间协同与竞争、细胞自我适应机制的调节

等有关。

了解拟南芥悬浮细胞对胁迫处理的耐受性规律，有助于拟南芥悬浮细胞基因

转化时，确定细胞同步化或预处理及共培养的方案和条件，同时，为拟南芥悬浮

细胞生物学特性的研究积累资料。
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维持培养是悬浮细胞保存的基本方法，然而，由于拟南芥悬浮细胞增殖速度

快、继代周期短，经过连续多次继代以后，特别是长期处于激素刺激环境，悬浮

细胞体细胞无性系变异和类减数分裂现象十分普遍，从而在一定程度上改变悬浮

细胞的遗传基础和生物学特性。主要表现为：反复继代后，细胞分裂能力下降，

增殖速度减慢：愈伤组织诱导及形态发生困难，细胞再生能力下降。实际上，在

目前的技术条件下，拟南芥多次继代后的悬浮细胞基本上失去了再分化的能力。

此外，据我们在遗传转化试验中观察，连续多次继代以后，悬浮细胞的敏感性降

低，对外源基因反应迟钝，转化效率下降。超低温保存(cryopreservation)为避免

长期维持培养中悬浮细胞发生遗传变异提供了有效的手段。以适当的冰冻保护剂

处理的种质材料，采用适当的降温程序，投入到液氮环境(一196"C)或深冷冰箱

(一80℃或更低)，几乎完全终止其生命活动；然后，采用适当的升温程序，又

可以恢复其生命能力。尽管低温条件也会对细胞带来一定的损伤，但其染色体数

目与结构及DNA分子是相当稳定的。这一技术已经在包括植物在内的生物种质

资源的保存中广泛使用，实践证明是有效的和可靠的【2”J。本文目的是为了探索

一般实验室条件下拟南芥悬浮细胞的简便保存技术，为中长期保存遗传背景稳定

一致的拟南芥悬浮细胞起始材料提供有效的方法。

5．1材料和方法

5．1．1材料来源

所有材料均由PMBE提供并在该实验室完成全部试验。拟南芥起始悬浮细胞

为按文献[196]方法反复继代后的野生型Arabidopsis thaliana(Columbia)悬浮细

胞系，以B5+0．2mg几NAA液体培养基维持培养，培养条件：23。C，24h光照，120

rpm，继代周期7d。

5．1．2保存方法

保存材料为继代后2d的悬浮细胞。此时是正常继代培养条件下悬浮细胞快速

生长的启动期，细胞密度尚较低，因此，在保存前离心洗涤，按1：3～5浓缩细胞。

取1．5ml eppendorf管(己灭菌)，按试验设计用量，准确吸取相应量的拟南芥悬

浮细胞，加入相应量的80％甘油(glycer01)作为冰冻保护剂(cryopretective agent，
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CPA)，使冻存液总体积为lml．按照试验设计的降温程序冻存于一80℃低温冰箱；

30 d后取出，按试验设计的升温程序解冻，检测细胞活性。

5．1．3悬浮细胞TTG活性测定

TTC法检测细胞活性。解冻后迅速离心，6000 rpm，5-10 rain，吸去上层冰

冻保护剂和培养基混合液，去离子水洗涤3遍。加入0 3ml O 4％TTC溶液，充分混

匀后于室温下暗反应3．6h。离心，去离子水洗涤3遍，细胞沉淀加入3ml的95％乙

醇，置于振荡机上轻柔振荡提取9h。12000 rpm离心5-10 mm，取乙醇提取液，

在分光光度仪上485nm处测定其分光光度值，空白提取液调零，重复3次。保存

前按同样方法测定起始悬浮细胞的TTC活性(为减少误差，取样量和试剂加入量

均扩大5倍)，然后再吸去剩余提取液，室温下自然风干24h，称取细胞重量。各

处理的细胞重量按悬浮细胞用量折算。按下式估算细胞活性(cell viability)和细

胞相对活性：

细胞活性=实际OD值×稀释倍数／细胞鲜重

悬浮细胞相对活性=被测悬浮细胞活性／起始悬浮细胞活性

5．1．4试验设计

根据有关前人的研究和预备实验的初步结果，选择冰冻保护剂使用浓度、降

温程序和升温程序3个因素进行研究。各因素的水平如下：

I、冰冻保护剂用量(1ml冻存液中80％甘油用量)：0．6，0．4，0 2ml，即甘

油(丙三醇)在冻存液中的质量浓度(w，v)为48％，32％，16％。

II、降温程序：①一步预冻：保护剂处理后的材料在4℃条件下预冻1h，再

置于一80℃低温冰箱冻存；②逐步预冻：保护剂处理后的材料依次在4*C、--20

℃条件下各预冻1h，再置于一80℃低温冰箱冻存；⑧快速冷冻：保护剂处理后浸

入液氮(LN2)约lmin，完全结冻后置于一80℃低温冰箱冻存。

III、解冻程序：①自然解冻：冻存样品取出后置于室温(23℃)条件下解冻；

②慢速解冻：冻存样品取出后置于冷室(4℃)解冻；⑨快速解冻：冻存样品取

出后置于温箱(37℃)解冻。

选用L9(3×4)正交表安排以上因素和水平，共9个处理，每处理重复3次。

正交设计试验安排表如下：
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表5—1拟南芥悬浮细胞超低温保存L9(3×4)正交试验安排表

处理号 保护剂用tlJml 降温程序 解冻程序 空白

1 0．6 一步预冻 自然解冻 1

2 0．6 逐步预冻 慢速解冻 2

3 0．6 快速冷冻 快速解冻 3

4 0．4 一步预冻 慢速解冻 3

5 0．4 逐步预冻 快速解冻 1

6 0．4 快速冷冻 自然解冻 2

7 0．2 一步预冻 快速解冻 2

8 0．2 逐步预冻 自然解冻 3

9 0．2 快速冷冻 慢速解冻 1

5．2结果与分析

5．2．1拟南芥悬浮细胞超低温保存的基本条件

浓缩后的起始悬浮细胞的细胞密度为0．2789／ml，细胞活性为20．5382。一80

℃保存30d后TTC活性检测的情况见图5．1。结果表明，9个处理中仅处理7显示出

细胞活性，相对活性为0．1054。由此可见，处理组合“O．2ml甘油(16％)+一步

预冻+快速解冻”能够作为拟南芥超低温保存的基本条件。然而，其相对活性

低，尚不能满足实验室长期保存这一材料的需要。这也暗示，除了试验的3个因

素之外，尚有其他因子是其超低温保存的重要限制因子，有必要在此基础上进一

步优化。

图5—1正交试验TTC活性检测结果图

Fig 5—1 TTC viabfiities ofcryopreserved suspension cells

5．2．2拟南芥悬浮细胞大小对超低温保存的影响

从上述试验中还发现，唯一有TTC活性的悬浮细胞，其染色情况在不同沉降

层次上有很大差异(见图5．1右)，被染色的细胞几乎全部沉降在试管底部，实际

上是一些大小细胞团结构。这暗示，细胞团大小对其保存效果有重要影响。为此，
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本研究利用不同大小悬浮细胞团沉降速度不同的特点，做了进一步试验，以验证

这一推断，结果如图5．2。图中从左到右依次为混合细胞、摇匀后自然沉降3min

的细胞沉淀(大细胞团为主)、摇匀后自然沉降3min的细胞悬浮(小细胞团或单

细胞)，按上述处理7方法冻存30d后的细胞相对活性分别为0 1264，O 5738和0。

这说明单细胞或小细胞团(据显微观察，一般为10个细胞以下)不适合这种冻存

方法。

图5-2不同类型细胞对超低温保存的影响

Fig 5—2 Influence ofcell size On cryopreservation

5．2．3预处理对拟南芥悬浮细胞超低温保存的影响

在上述基础上，进一步试验了细胞预处理对低温冻存的影响。本文采用低温

锻炼(4。c低温下静置6h)和高渗处理(6％蔗糖培养基中常温下振荡6h)2种预

处理方式，以无预处理作对照。预处理前所有细胞均洗涤1次(目的是收集大细

胞团，效果同自然沉降)，方法如下：加入10倍新鲜培养基，6000 rpm离一C,5min，

弃去上层液，洗涤后重新悬浮于等量新鲜培养基。按上述处理7方法冻存30d后的

活性检测结果如图5．3。结果表明，细胞预处理对拟南芥悬浮细胞超低温保存有

重要影响，高渗处理和低温锻炼后细胞相对活性有明显提高，其中，以高渗处理

效果最好。

图5-3细胞预处理对超低温保存的影响

Fig 5—3 Influence ofpretreatments on cryopreservation
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5．2．4拟南芥悬浮细胞超低温保存优化方案

为了进一步验证上述研究结果，并建立拟南芥悬浮细胞超低温保存的优化方

案，重新进行了上述正交试验。各处理均增加“洗涤+高渗处理+低温锻炼”细胞

预处理方式，即取洗涤后的细胞沉淀于6％蔗糖培养基中40C低温下静置6h，相应

取消原来“一步预冻”和“逐步预冻”降温方式中4。C低温下静置1h预冻步骤。

冻存30d后的活性检测结果如图5．4。结果表明，9个处理中处理7和处理8显示出

良好的细胞活性，相对活性分别为0．8231，0．7589。处理7和处理8组合分别为：

“O．2ml甘油(16％)+一步预冻+快速解冻0．2ml”、“甘油(16％)+逐步预冻+

自然解冻”。这说明，高浓度的冰冻保护剂、快速冷冻、逐步解冻的方式，均不

适宜拟南芥悬浮细胞超低温保存。

5．3讨论

图5—4正交优化试验TTC活性检测结果

Fig 5-4 TTC viabilities afIH optimizing conditions ofcryopreservation

5．3．1冰冻保护剂

冰冻保护剂是拟南芥超低温保存的重要影响因子【2”】。甘油是常用的冰冻保

护剂，系低分子中性物质，在溶液中易发生水合作用，使溶液的粘性增加，从而

弱化水的结晶过程，达到保护的目的。另一方面，甘油又属渗透型保护剂，可以

渗入到细胞内，使胞内压接近胞外压，降低了细胞脱水皱缩程度和速度。然而，

拟南芥悬浮细胞长期处于液体条件，细胞内自由水含量高，一定的脱水处理有利

于提高细胞的抗冻能力。蔗糖也可以作为冰冻保护剂，但它属于非渗透型保护剂，

不能进入细胞内内部。蔗糖预处理后提高了培养液的渗透势负值，促进了细胞脱

水，并产生轻微的质壁分离，从而提高了细胞对低温的抵抗力。本研究采用的处

理方法，实际上相当于2种不同类型冰冻保护剂的综合使用，大大提高了低温保
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存的效果。此外，冰冻保护剂的使用浓度对低温保存有重要影响。本研究结果表

明，16％甘油是合适的，而32％甘油或48％甘油均不适应。使用浓度过高，渗入

到细胞内部的保护剂浓度大，可能会对细胞产生某种不适应性甚至毒性，与此同

时，冻存细胞密度会相应降低，在降温过程及解冻过程中，细胞间的信号交换及

相互保护受阻÷二甲亚砜(DMs0)是超低温保存的最常用冰冻保护剂，但其极

易渗入到细胞，且在常温下对细胞有一定毒性。

5．3．2冰冻程序

降温程序也是超低温保存中的重要影响因子瞄蚋。本研究表明，快速冷冻不

适合拟南芥悬浮细胞的超低温保存，这可能与细胞种类和冰冻保护剂类型有关。

本试验条件下，拟南芥悬浮细胞液胞大，含水量高，快冻会使细胞内自由水来不

及渗出到细胞外结冰，从而形成大量冰晶造成细胞伤害，且甘油是渗透型保护剂，

一般认为，其更适合慢冻。快冻方法只适宜高度脱水的植物材料，如种子、花粉

等。有研究表明，一140一一10℃是胞内冰晶形成和增长的危险区域，一140℃

不再形成冰晶。超低温保存的玻璃化法(vinification)，就是采用极高的速度降

温，使之迅速通过危险区，同时以一些极高浓度(40％--60％WN)冰冻保护剂

(如甘油、DMSO、丙二醇等)作为玻璃化溶液，使水分子来不及重排形成冰晶，

就已进入玻璃态，大大减少了快速降温对细胞的伤害。例如，常用的土壤农杆菌

及质粒的长期保存，标准的方法是使用64％甘油(80％甘油0．8IIll+o．2ml菌液)作

冰冻保护剂，迅速投入液氮使之发生玻璃化转变，再置于--80℃达到长期保存的

目的。从一般温度下直接投入液氮，降温速度可达30¨1000℃，mjn。本研究预备

试验曾采用这一方法，分别采用快速(37℃)、慢速(4℃)、和自然(23℃)解

冻方式，但无一有冻后活性。另外，本研究正交试验处理3，实质上相当于这一

方法。这说明，按照本文的试验条件，还无法实现拟南芥悬浮细胞的玻璃化保存。

5．3．3解冻程序

解冻程序是超低温保存中的另一个重要影响因子∞引。本研究表明，慢速解

冻不适合拟南芥悬浮细胞的超低温保存。有研究表明，解冰过程中还会形成次生

结冰，其危险区域为一50一一10℃。理论上，快速解冻能够迅速通过这一区域，

使胞内水分子来不及再次形成冰晶就已完全解冻。然而，解冻速率太快，也可能

会由于细胞吸水猛烈，细胞膜受到强烈的渗透冲击而被破坏，进而导致细胞死亡。

本研究条件下，以25-37℃作为解冻温度是合适的。

61
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5．3．4细胞水分含量

从上述讨论中可以看出，拟南芥悬浮细胞内水分含量高是超低温保存的重要

限制因子。除了以蔗糖进行高渗脱水预处理外，还要注意选择不同生长时期的悬

浮细胞。一般认为，分生细胞或处于旺盛分裂时期的细胞，其细胞质浓，液胞小，

细胞含水量低。据我们试验，正常继代后2d恰好是拟南芥悬浮细胞快速生长的

起点，从理论上，以此作为保存材料是合适的，本研究也在试验中证明了这一点。

综上，拟南芥悬浮细胞十分娇嫩，加之长期在液体条件下生长，细胞内水分

含量很高，很容易在降温或解冻过程中形成细胞内部冰晶，低温保存难度较大。

1990年，拟南芥的悬浮细胞首次被超低温保存，而且利用它的冻后恢复细胞重

新建立了悬浮细胞系[2291。一种被称为两步法的方法被人用来冻存拟南芥细胞，

并发现它的冻后恢复细胞可以再生出植株[230l。Bachir等(2000)将包埋冷冻法

运用于拟南芥悬浮细胞的超低温冻存中，细胞在富含糖的溶液中被预培养后，包

埋入褐藻钙中，空气脱水，再被直接投入液氮中冻存，冻后细胞存活率约为

34％【231】。胡明珏等(2004)[2331建立拟南芥悬浮细胞系并对其进行玻璃化法超低

温研究，经过合理的预培养处理和保护剂处理，直接投入液氮贮存，复温后的细

胞能恢复生长，恢复生长的细胞保持着植株再生。胡明珏等人(2006)['2331还研

究了脱落酸在拟南芥悬浮细胞超低温保存信号转导中的作用。本文的特点是保存

方法非常简便，一般的实验室都可做到。同时，在冰冻保护剂的种类和预处理方

法上，与前人的研究也各不相同。

5．4结论

通过一系列试验，本文获得了拟南芥超低温保存的适宜方法。优化方案如下：

选择继代后2d的拟南芥悬浮细胞，洗涤1次，细胞沉淀重悬浮于6％蔗糖培养基，

于4。C低温下锻炼6h；浓缩细胞使之有较高的细胞密度(O．25,4)．309／m1)，加入16％

(W／V)甘油作为冰冻保护剂，直接置于--80℃深冷冰箱保存；使用时以37"(2快

速解冻，离心后除去保护剂，然后可用去离子水洗涤后进行活性检测，也可用基

本培养基洗涤后重新进行悬浮培养。此方法保存30d后的细胞相对活性达0．8左

右，可以满足实验室一般研究用。如果对其保存后的活性要求不很严，还可以进

一步简化，例如，预处理前以悬浮细胞自然沉降代替离心洗涤后收集细胞沉淀；

免去高渗预处理，直接加入冰冻保护剂后在低温下锻炼6h；室温下解冻等。

超低温保存的最终目的是获得可用的材料，本研究仅从TTC活性检测结果判

断其保存效果，理论上是可靠的，但其实际的效果还有赖于重新悬浮培养后进一
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步检验。此外，一80℃条件只适宜一般目的用植物材料的保存，如果作为种质材

料长期保存应该使用更低的保存温度，如液氮(一196。C)。本文采用的方法，能

够保存多长时间，以及保存后细胞遗传基础是否发生了改变，有待进一步研究。



6拟南芥悬浮细胞遗传转化——农杆菌的转化与制各

6拟南芥悬浮细胞遗传转化——农杆菌的转化与制备

利用农杆菌质粒(plasmid)载体系统将外源DNA导入宿主细胞己成为目前

应用最为普遍的转化策略。常用的农杆菌质粒有2种，即n质粒和砌质粒，其

中，使用最早、最普遍的是Ti质粒。制备携有合适质粒载体的工程农杆菌是遗

传转化的首要环节。这一环节的好坏对基因转化成功与否常常起决定性作用，不

仅关系到外源基因能否成功整合到宿主基因组，而且还关系到其转化效率和转化

子的选择策略等。本章就本研究中使用的pBIB／GUS、pma／SARs、pBINm-gfp5-ER

等几种载体系统的转化与制备过程等进行讨论。

6．1材料

所有材料均由PMBE提供并在该实验室完成全部试验。该实验室Andrzej

Jerzmanowski教授提供全方位支持，Agnieszka Sok6I博士协助部分实验。

6．1．1受体菌及转化质粒

根癌农杆菌(Agrobacterium turafacion)LBA4404电敏感突变系(electro-

competent)、大肠杆菌(Escherichia cold DH5a，PMBE保存。质粒载体来源及

其标志基因见表6．1。

表6-I所使用的质粒载体

T曲le 6-l Plasmid vectors

载体名称 标志基因 选择方法 备注

pBIB nptlL枷 hyg．：karl‘ PMBE受赠，己转入LBA4404

pBIB／GUS nptll,概城相 hyg：kanrGUS PMBE改造，已转入I．BA4404

pBIB／SAI阻 nptll,hpt,u／d．A hyg：kan',GUS PMBE改造，已转入LBA4404

pBINm-gfpS-ER nptlL gfp,ptp kan',僦iGFP PMBE受赠，未转化

pAI．A4¨(对照) R谚 rif7 LBA4404自带，空质粒

6．1．2主要化学试剂及试剂盒

化学试剂分别购自Merck公司(Darmstadt,Germany)，Roth公司(Karlsruhe,

Germany)，Calbioehem公司(La Jolk USA)，Amersham公司(Braunschweig，

Germany)，Agfa公司(Gaevert,Belgium)，Sigma Al“ch公司(Deisenhofen,

Germany)，Duchefa公司(Haarlem,Netherland)，Difco公司(USA)，Feinbiochemika

公司(Heidelberg,Germany)及波兰国内有关公司。其中：

Taxi DNA聚合酶(Super pfu polymerase)PCR相关生化试剂：POLGEN公



中南林业科技大学一博士学位论文

司(Poland，华沙大学植物分子生物学实验室研制)。

限制酶及酶切相关生化试剂，Invi扛ogen公司，MBI Ferrnentas公司

(Lithuania)，Gibco BIU公司(Germany)。

RNaseA酶：POLGEN公司。

DNA Marker：MBI Fermentas公司。

抗生素(kanamyein,hygromycin，rifampicine，tetracycline)均购自Sigma

Aldrich公司。

RNA／DNA Midi kit(Cat．No．14142)：Qiagen公司(Hilden,Germany)。

DNA纯化系统(Cat．#A1460 SV Minipreps)：Promega公司(USA)

其他抽提、分离、纯化试剂盒均购自Qiagen公司，包括：Plasmid Isolation

Kits(midi，maxi preps)、Gel extraction kit(Qiaex II)、Nucleotide—Removal kit、

PCR-Purificafion kit、QIAquick Gel Extraction kit、Dneasy Plant(DNA-Isolation kit)

等。

6．1．3培养基配方及溶液(缓冲液)配制

YEB培养基(培养农杆菌)：Trypone 59／L，酵母提取物(Yeast ex昀ct)19九，

牛肉浸膏5 g／L，MgS04‘71{20 0．4939／L，pH7．0(固体培养基加1．5％的琼脂)“

LB培养基(培养大肠杆菌)：Tryptone 10egL，酵母提取物59／L，NaCI lOggL，

pa7．0(固体培养基加1．5％的琼脂)

抗生素的配置：按100mg／L的浓度计算称取固体药品，溶于无菌双蒸水中，

0．22 Ixm滤膜过滤，--20℃保存。

6×上样缓冲液(DNA凝胶上样)：0．25％溴酚蓝(Bromophenol blue)，0．25％

二甲基苯胺FF(Xylene cyanol FF)，40V叽'W／V)蔗糖(sucrose)

O．5×TBE：45mM Tds·硼酸(Tfis·borate)，lmM EDTA

1X TE：10mM"Iris’HCI(pH8．∞，ImM EDTA

GTE．-25mM Tris·HCl QH8．O)，50mM葡萄糖(glucose)，10mM EDTA

溶液Ⅱ(碱法质粒DNA少量提取)：0．2MNaoH，l％SDS

溶液Ⅲ(碱法质粒DNA少量提取)；7．5M NH4Ac(ammonium acetate)

溴化乙锭∞)贮存液(10megL)：lg溴化乙锭溶于100ml蒸馏水中，磁力搅
拌器搅拌数小时。工作液浓度为0．5 Itg／ml。
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6．1．4主要仪器设备

PCR仪：Mastercyeter Personal(eppendorf公司，Germany)、Mastercycler

Crragient(eppendorf)

电转化仪：Multiporator(eppendorf)

紫外观察仪：T2201(Sigma)

超速低温离心机：SORVALL RC 5B Plus(Kendro实验室，USA)

分光光度仪：Bio Photometer(eppeendorf)：Jaseo J700(Jasco，Japan)

微型高速离心机：centrifuge 5415R(eppendorf)

水平电泳仪：Biomelra Agogel Mini

BioRad凝胶成像系统：BioRad公司(Germany)

干胶机(Gel drier)．．Model 583 Gel Dryer(BioRad)

温育箱(O～100℃)：CL--65(ELKON公司，Poland)

温控仪：Thermobloek TB．941U(LECTRoNIC)，Thermomixer comfort

(eppendorf)

6．2方法

6．2．1菌株选择及培养方法

表6-2所使用的选择培养基

T^BLE 6-2 SELEcTI蜊皿DI^FOR BACTERIA

载体名称 农杆菌 大肠杆菌

pAL4404 YEB+2．5mg／L rif LB

pBIB YEB+50mg／L kan+2．5mg／L rif LB+50mgrL kan

pSm／GUS YEB+50mg／L kan+2．5meCL rif LB+50mg／L karl

pBm／SARs YEB+S0mg／L kan+2．5mg／L rif LB十50mg／L kan

pBINm-gfp5-ER YEB+5mg／L tet+50medL kan+2．5rag／t, LB+5mg／L tet+50mg／L kan

rif

农杆菌悬浮培养方法：YEB液体培养基，28"C，140rpm，暗培养，2d

农杆菌平板培养方法：YEB固体培养基，倒扣，28"12，暗培养，2d

大肠杆菌悬浮培养方法：LB液体培养基，37"(2，230rpm，光照培养，ld

大肠杆菌平板培养方法：LB固体培养基，倒扣，37"(2，光照培养，ld
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6．2．2质粒载体转化细菌方法

，1)冰浴上加409l无菌水于己清毒过的电转化槽(cuvette)，加40I．tl欲转化

菌液、

2)加0．59l质粒DNA(本研究转化用质粒pBINm—gfp5-ER的DNA纯度为

278ng／91)

3)混匀后装入电转化仪，选择合适的转化模式和参数(本研究选择空核细

菌或细胞模式，2500V，5ms)

4)迅速倒入1砒预热后(农杆菌28"C，大肠杆菌37"C)的液体培养基(含

适当抗生素)

5)温育(农杆菌2812，2h左右；大肠杆菌3712，lh)

6)吸取10～1001tl转化后菌液涂平板培养(培养基见上)

7)取10个单克隆分别接种到3-4ml液体培养基悬浮培养(加适当抗生素)

6．2．3碱法少量提取质粒DNA(Mini Prep)

1)取1．5ml经悬浮培养后的菌液于eppendorf试管(冰浴，后同)

2)离心，13．4rpm，4℃，lmin

3)抽吸(aspiration)除去培养基(细胞沉淀可在一20℃下保存数周)

4)重悬浮细胞沉淀于lmlO．1MN-lauroyl sarcosine，2-3rain后如上离心3min

(只用于农杆菌，大肠杆菌跳过此步到下一步)

5)重悬浮细胞沉淀于100pl GTE溶液+5Itl RNase A(10mg／m1)

6)剧烈摇动后于温室下温育5min

7)加200I．tl新配制的溶液II，快速上下倒动试管5次，然后冰上放置近

5rain(不宜超过5min)

8)加150I．tl冰上冷过的溶液Ⅲ，轻摇10s，然后冰上放置10min

9)离心，13．4rpm，4℃，15min

10)上层液移至另一干净试管，加900p1—20℃存放的96％乙醇，并置于

--20℃条件下至少20min

11)离心，13．4rpm，4"C，15min

12)真空泵或移液枪小心移去上清液

13)取lml在一20℃存放的70％乙醇洗双链DNA沉淀

14)照上述方法再离心洗涤1次

15)DNA分子可以在空气中风干10min
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16)溶于50txl TE(pH8．0)，一20℃条件下可存放数个月甚至更长

6．2．4 QIAGEN-tip 100中量提取质粒DNA(Midi Prep)

本法采用QIAGEN．tip 100试剂盒。操作步骤按该试剂盒说明书或QIAGEN

公司发布的(BenchGuide>)进行。主要步骤如下(以大肠杆菌为例)：

1)起始菌液按1／500．1／1000稀释比例加于25ml LB选择培养基，悬浮培养

12．16h

2)离心收集细胞：6000Xg，4"C，15rain(细沉淀可置于一20℃条件下供下

一步实验)

3)重悬浮细胞沉淀于4mlPl缓冲液(已含RNaseA)

4)加4mlP2缓冲液，上下轻轻倒动5次，室温下温育5min

5)加4ml P3缓冲液(4℃预冷)，上下迅速倒动5次，冰浴上温育20rain

6)离心，20000Xg以上，4℃，30min，上层液移于新容器

7)再如上离心，15rain，上层液移于另一新容器

8)摆正QIAGEN．tip，加4ml QBT缓冲液，使其在重心作用下全部流出

9)加入前述离心过的上层液于QIAGEN-tip

10)缓慢向QIAGEN-tip加2 X 10ml QC缓冲液

11)5mlQF缓冲液洗提DNA

12)加3．5ml室温的异丙醇(isopropan01)促使洗提的DNA沉淀，摇匀并立

即离心，15000×g以上，4℃，30min，小心弃去上层液

13)吹风机冷风下吹干5．10min

14)溶于100ml TE(pH8．O)，--20℃条件下存放

6．2．5酶切反应

本研究选用5种限制酶进行单酶切或双酶切，其酶切性质如表6-3。

表6-3所使用的限翩酶

T肥LE 6-3 RESTRIcrI删酬∞唧cLE^SES

种类 酶切位点 检验质粒 位点数 预期片段

S缸I+SacI GV’I℃GAC+GAGCTVC pBIB／GUS， 1+1 -1900bp

pBm／SAR,s

EcoRI GVAA+rI℃ pBINm-gfpS-ER 2 -840

肋ldⅢ+BarnH I A+VAGCrr斗GVG—(rCC pB矾m-gfp5·ER l+1 —860bp
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根据所提取的质粒DNA浓度确定样品用量和酶用量，一般lng样品加1U

酶液(为保证消化完全，可适当增加酶用量)；根据酶的性质选择适宜的消化温

度和中止反应温度，以上5种酶适宜的消化条件均为370c、1h，终止反应条件

均为65。C、20min；如果反应条件完全相同，双酶切可以两种酶同时进行，否则

要分别先后酶切。以下以Hind III和Bam H双酶切pBINm—gfP5-ER为例，说明

本文采用的酶切体系。

根据厂家说明，HindlII使用REact 2(10×，50 NaCl)缓冲液，Bam H I使用REact

3(10x,100 NaCI)缓冲液，REact 3盐浓度高于REact 2，故不能同时酶切。盐浓

度低的缓冲液宜先酶切。

第一反应体系(总体积20“I)：

14．5“l去离子H20(mini q)

3p I质粒DNA(3p lx278ng／I_t l≈O．9Ix gDNA)

2“lREact2

O．5p l HindⅢ(10U／Ix 1)

反应条件：37。c，lh

中止反应条件：650C，20min

第二反应体系(总体积20H1)：

17．舢l第一反应液【先用盐析膜(salt-dialysis membrane)析盐处理

15—20mini

2“lREact 3

0．5IlIBamH I(10U／p．1)

反应条件：370C，lh

中止反应条件：650C，20min

6．2．6PCR反应

表6-4所使用的PeR引物

T柚LE 6-4豫I皿RS F傀Pa【

检测基因 引物名称及其序列 扩增片段长度 引物来源

uidA-U：5’-1bTGGGCATTCAGTCTOGAT
u／dA 939bp POLGEN

uidA-L：5’．1AArGCGAGGTACGGl=AGGA

SARl 1166bp POLGEN
SARl-U：5’-TCGATTAAAAATCCCA ATTA

SARI-L：5’．1’^下r兀℃AGAAGAb-GTCCC

I-IPTl02：5’-CAGCll℃GAGAGGAGGC
hpt 401 bp SIGMA

HPT603：5’．AGGAC订GrI℃GAGCCGAA
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本研究采用的PCR反应体系如下：

H20(mini q)：13．5肛l

PCR缓冲液(10x)：2lll

dNTP混合液(10x)：291

引物1：0．5肛I

引物2：0．511l

模板DNA：1“l

Taq酶：O．5肛l

反应液总体积：2m l，装于0．2ml PCR试管，冰浴上进行。轻弹混匀，瞬时

离心。按下列参数进行PCR扩增，如果效果不佳，则根据引物性质、模板DNA

质量等作适当调整。反应结束后于40C保存。

预变性950C 4’30”

变性 950c 30”1

退火 550C 40”卜28次循环

延伸 72。C 40”j

延伸 720C 6
7

00”

6．2．7 DNA电泳分析

10％琼脂糖凝胶电泳，上样液1xloading buffer，电泳缓冲液0．5xTBE，染色

剂溴化乙淀(ER，小许加于电泳缓冲液)，电压～100Vt(5～10Vffcm胶宽)，紫外

透射仪观察，BioRad凝胶成像系统照相。

6．2．8转化子统计与分析

转化后在含抗生素的平板上长出的菌落即为转化子。转化试验的同时设一对

照：以同体积的无菌双蒸水代替DNA溶液，但涂板时只取等量菌液涂布于不含抗

生素的平板上，正常情况下会产生大量菌落。统计每个培养皿中的菌落数，根据

菌落数可计算出转化子总数和转化频率，公式如下：

转化子总数=菌落数×稀释倍数×转化反应原液总体积／涂板菌液体积

转化频率(单位质粒DNA转化子数)=转化子总数／质粒DNA加入量舢g)

感受态细胞总数=对照组菌落数×稀释倍数x菌液总体积／涂板菌液体积

感受态细胞转化效率=转化子总数／感受态细胞总数
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6．2．9细胞密度测定与生长模型建立

取适当稀释倍数的菌液装于比色杯，分光光度计测定OD600值。无菌培养基

调零，重复3次。以平均OD600值代表细胞密度。每隔一定时间取样测定细胞gi

长情况。

采用SPSS 12．0统计软件自带的具有“s”型增长特征的生长模型(Logistic

模型、Richards模型、Chanter模型和Gomportz模型)，选用拟和效果最好Logistic

模型进行的模拟。模型公式为：

OD600=k／(1+e””)

式中：OD600——细胞密度

}——生长时间(11)

a、b——估计参数

k——生长极限(细胞密度极限)

二阶导数为零时为生长拐点(快速生长中期)，三阶导数为零时为加速拐点

(快速生长始期)和减速拐点(快速生长未期)。

模型建立与分析均用SPSS 12．0统计软件完成。

6．2．10菌株保存与活化

转化子悬浮培养到适当细胞密度后按如下方法保存：2001xl菌液加于800p,1

已灭菌的80％甘油(用冻存管或1．5ml eppendorf试管均可)，混匀后迅速浸入液

氮(LN2)，完全凝结后保存到--800C深冷冰箱(可保存2年)。

使用时按如下方法活化：少量(约10p,1)--800c下冻存的菌液，接种于3～4ml

前述的液体选择培养基，在前述相应培养条件下使细胞达到指数增长期，通常此

时菌株的转染能力最强。正常条件下培养2d的农杆菌达到指数增长期，此时

OD600值约为2时，对应的细胞密度约为2×109cells／ml。如果细胞已老化(如存

放太久、继代次数太多)应重新涂平板，挑选单克隆继续悬浮培养以获得活化细

胞。

6．3结果与分析

6．3．1质粒载体构建策略及克隆位点

pBIB／GUS和pBIB／SARs质粒构件及其构建策略如图6—1所示。



日n-1口BIB／oc∞营茜HB／∽AR∞海静渖_其甚游瀹帚卸蒲圃

Fip西-1墨aD帆of-口田H∞／GC∞害厶口田H田，s》刃∞
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其一}r，pBIB质粒携有的HPT基因及其多克隆位点如刚6—2所示。

图6-2 pBIB系列载体HPT基因克隆位点图

Fig．6-2 Map ofcloning sites ofHPTgene inserted into pBIB／GUS and pBIB／SARs

pBINm—gfp5-ER质粒及其多克隆位点如图6-3所示。

图6-3 pBINm-gfp5-ER质粒结构及多克隆位点示意图

Fig．6—3 M印ofpBINm·gfp5-ER and its cloning sites
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6．3．2 pBIB／GUS和pBIB／SARs转化农杆菌后DNA检测

pBIB／GUS和pBIB／SARs转化LBA4044后，通过Midi Prep法提取质粒DNA

经酶切和PCR反应，电泳结果如图6-4所示。

图6-4 pBIB／GUS和pBIB／SARs构建

DNA检测结果

Fig．6．4 Agarose gel confirming the

correct cloning of inserts into

pBIB／GUS and pBIB／SARs

1． Marker

2 pBIB／GUS以SalI和Sac I双

酶切

3 pBIB／GUS PCR反应产物(引

物：uMA-U，uidA—L)

4 pBIB／GUS PCR反应产物(引

物：SAP,1-U， SARI-L)

5 pBIB／SARs以SalI和SacI双
酶切

6 pBlB／SARs PCR反应产物(引

物：uidA．U，uidA—L)

7 pBIB／SARs PCR反应产物(引

物：SARl一U，SARl．L)

8 pBIB／GUS PCR反应产物(两倍

引物：uidA．U，uidA-U

9 pBIB／SARs PCR反应产物(两

倍模板DNA；引物：SARl一U，

SARl一L)

图6-4结果显示，无论是酶切反应，还是PCR反应，均出现预期条带。由

此说明，Midi Prep提取质粒DNA方法，以及前期pBIB／GUS和pBIB／SARs质

粒载体的构建、质粒DNA对根癌农杆菌的转化，均是成功的。 ．

6．3．3 pBINm—gfp5-ER对根癌农杆菌的转化效率分析

电转化法将pBINm．gfp5一ER质粒转入根癌农杆菌，在选择培养基上均获得

大量转化子(见图6—5)，以100I-tl菌液涂板，菌落数为162个。

获得转化子总数2997个，转化频率z152x104个／pg质粒。计算过程如下：

转化子总数=162×1×18501xl／1001．tl=2997个

转化频率=2997个／(O．5Ⅲ×278ngml)

=21．52个／ng=2．152x104个／Ixg

74
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图6-5选择培养基上获得Agrobacterium

tumfacion转化菌落

Fig．6-5 Calli ofAgrobacterium tumfacion on

selection medium

6．3．4 pBINm-gfp5．ER对转化根癌农杆菌的DNA检测

为了确定pBINm．grp5．ER质粒是否成功转入根癌农杆菌，本研究进行了下

述各项实验：1)挑取10个单克隆，悬浮培养后用碱法少量提取质粒DNA，供

酶切分析；2)如果不能成功获得质粒DNA、或DNA浓度太低，则将提取上一

步提取的DNA以电转化法分别转入E coli，挑选选择培养基上单克隆悬浮培养

(每个转化系挑选6个E coli转化子)，用碱法少量提取质粒DNA，供酶切分析；

3)如果仍然不能成功获得质粒DNA、或DNA浓度太低，则加大培养量，用

QIAGEN-fip 100中量提取E coli质粒DNA(Midi Prep)，供酶切分析：4)酶切

确定成功转化后，重新涂平板活化起源农杆菌菌株，继续悬浮培养，按前述方法

于--80。C下长期保存。

以上第一步(农杆菌质粒少量提取)没有获得DNA条带；第二步仅2个起

源于农杆菌单克隆9号和10号的E coli转化子获得微弱条带(如图6-6)；分别

以双酶切和单酶切，仅单酶切获得微弱预期条带(如图6．7)

图6-6 Mini Prep提取的E．coli质粒
DNA(9号农杆菌菌株)

Fig．6-6 Plasmid DNA of pBlNm-gfp5-ER
isolated by Mini-Pt印

图6．7 Mini Prep提取的E coli质粒

DNA酶切结果
Fig．6-7 Plasmid DNA ofpBINm-gfp5-ER from

Mini-Prep digcsted by enzymes

1-2道分别为9、10号起始菌株双酶切

415道为9、10号起始菌株单酶切

继续采用Midi Prep法后，从转化的E coli中成功获得了质粒DNA(见图

6-8)，分别以EcoR I单酶切和HindⅢ+Barn H I双酶切，电泳结果显示出预期

条带(见图6．9)。



6拟南芥悬浮细胞遗传转化——农杆菌的转化与制备

图6-8MiniPrep提取的最coli质粒DNA
Fig．6-8 Plasmid DNA of pBINm-gfp5-ER isolamd

by Mini-Prep

¨道为9号起始菌株不同加样量
5．7道分别为10号起始菌株不同加样量

加样量分别为l，5，101al

图6-9 M斌Prep提取的E coli质粒

DNA酶切结果

Fig．∞Plasmid DNA of pBINm-gfp5-ER
from Mini-Prep digested竹enzymes

2-3道分别为9、10号起始菌株双酶切

4-5道为9、10号起始菌株单酶切

所证明已成功转化的最coli分别起源于9号和lO号2个农杆菌单克隆，分

别命名为LBA-gfp-09和LBA-gfp-10。证明在所获lO个转化后的农杆菌株系中，

至少这2个已成功地转入pBINm-gfp5·ER质粒。

6．3．5农杆菌菌株生长情况

6．3．5．1 pBIB系列菌株生长特性

接种后分不同时段测定pBIB系列菌株的ODeo值，结果如图6-10。

—一

／ ‘ 爿 l 2．

∥ 哕 r2． 35

．乃 ‘J r1． 75

7 。?≯ r1． 36

／ 钐 『0． 88
●一

晤万
㈨ to

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

培养时间／h

田6-lO pBIB／GUS、pBlB／SARs与pBIB菌株生长情况的比较

Fig．6-10 Comparison ofgrowth among pBIB／GUS，pBIB／SARs and pBIB strains

注；接种量均为3ml培养基接种轧l起始菌液。

1．00Deonlxl09细舢

以pBIB改造后的pBIB／GUS、pBIB／SARs，转化LBA4044后表现出相似的

生长特点，但生长量比pBm有一定程度降低。其中，pBIB／GUS高于pBIB／SARs。
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3种菌株的快速生长启动期均在28h左右，生长拐点出现在32h左右。

通过SPSS软件，用OD600=k／(1+e抽‘)拟合不同质粒菌株理论生长(密度)

模型，结果见表6．5。

表6-5 pB l B系列质粒菌株理论生长模型和生长时期

参数估计 拟合优度 快速生长时期(h)
菌株

k a b (R2) 始期 中期 末期

pBIB 3．385 9．322 0．300 0．996 26．68 31．07 35．47

pBIB／GUS 3．125 10．074 0．306 0．995 28．6l 32．92 37．23

pBIB／SARs 2．893 12．969 0．419 0．991 27．8l 30．95 34．10

注：初始值k=-5、a=2、b=0．2

从表6-5可见，用该模型获得了很高的拟合效果。3种质粒菌株的理论快速

生长始期在27．29h，中期在31-33h，最大OD600值(k值)pBIB>pBm／GUS>

pBIB／SARs，均与实际观察结果基本相符。一般认为，处理快速生长阶段的农杆

菌株具有更强和侵染力。由此可见，遗传转化时，3种质粒菌株理论上的最佳接

种时间为32h左右；超过36h，基本上进入速生未期，不宜用于接种。

6．3．5．2 LB^_gfp-9、LB^-gfP一10菌株生长特性
’

接种后分不同时段测定pBIB系列菌株的OD600值，结果如图6．11。 ÷

图6-ll显示，pBINm-gfpS-ER质粒转化LBA4044后，生长量比LBA4044

有很大程度降低。LBA-gfp-9和LBA-gfp-10菌株的快速生长启动期均在28h，快

速生长中期约在32．33h，而LBA4044从图上不容易判断。
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培养时问／h

图6-11 LBA-gfp-9、LBA．g睁10与LBA4404菌株生长情况的比较

Fig．6-11ComparisonofgrowthamongLBA-gfp-9、LBA-gfp-10与LBA4404 sa'ahls

通过SPSS软件，用OD600=k／(1+c础)拟合不同质粒菌株理论生长(密度)

模型，结果见表6石。
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表6-6 pBINm-grp5-ER质粒菌株理论生长模型和生长时期

参数估计 拟合优度 快速生长时期(h)
菌株

k b 皿z) 始期 中期 末期

LBA4044 5．142 9．548 0．297 0．995 27．71 32．15 36．58

LBA-fgp-9 3．489 9．841 0．304 0．985 28．04 32．37 36．70

LBA-龟p-10 3；290 9．681 0．293 0．995 29．16 33．04 35．24

从表6-6可见，用该模型获得了很高的拟合效果。3种质粒菌株的理论快速

生长始期在27-29h．中期在32-33h，最大OD6∞值(k值)LBA4044>LBA-gfp一9

>LBA-gfp-10，均与实际观察结果基本相符。此外，经计算。 OD600值达到2．0

时的理论培养时间是：LBA4044，30．63h；LBA-g审·9，33．30h：LBA-gfp·10，34．54h。

遗传转化时，3种质粒菌株理论上的最佳接种时间亦为32h左右；超过36tl，不

宜用于接种。

由于LBA4044不具有卡那霉素和四环素抗性，与r．,aA-gfp-9及LBA-gfp-10

培养条件不同，因此，这一结果不能完全说明生长量的降低是由于转化了

pBINm—gfpS-ER质粒的原因，但LBA-gfp-9生长状况要优于LBA-gfp-10，故后

续的拟南芥悬浮细胞基因转化中．选用LBA-gfp．9菌株作为工程菌。

0．3．5．3接种量对菌株生长的影响

研究还发现，菌株悬浮培养时，接种量(每3ml培养基接种量)对其生长量

有很大影响(见图6-12)。据48h后测定的ODeoo值，接种量大时，其细胞密度

越大。

4．oo

嚣3．oo

8 2．oo
8

4．6933

椰8
邮舳献吖“哪“譬疳

园

圈6一12不同接种量菌株生长情况的比较

Fi导6-12Comparisouofbactetiem8mwthamongd胡咖inoeelatlonqeantlties
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6．4讨论

6．4．1关于质粒载体

本研究使用或改建的几种质粒载体均含有多个不同的标志基因。pBtB／GUS

和pBIB／SARs含有nptlL hpt,uidA基因，pBINm-gfp5-ER含有nptll,gCp,抑基
因，这意味着，使用这些载体进行基因转化，至少有3条途径可用来选择转化子，

其中，前两种载体可以通过GUS生化检测、后一种载体可以通过GFP荧光检测

直接观察基因转化情况，所以uidA和动，均为报告基因。标志基因多，可以提

供更多的转化予选择途径。各种不同的途径结合使用，可以提高选择的效率和准

确性。但是，标志基因过多，不仅构建载体及成功转化后除去这些标志基因困难，

还可能增加外源目的基因转入植物细胞的难度，因为标志基因多，占用T-DNA

区的长度更长，而能够转入植物细胞的基因长度也是有限的。因此，适度、简便、

有效的标志基因，才是理想的载体系统。 ，

改建的pBIB／SARs与pBIB／GUS携有相同的标志基因，只是在其GUS基因

表达框两侧分别加上一段来源于烟草的SAR序列(又称MAR序列)，理论上对

于克服转基因沉默、提高转化效率有重要作用。Spiker等(1996)首次应用其构

建表达载体，可使转基因表达量提高4--140倍t2341。PMBE以此作为烟草基因转

化载体，效果特别好。能否用于拟南芥基因转化并提高其转化效率，还有待后续

的研究检验。

pBINm—gfpS-Eg是这一系列改良后的第5代载体，其动基因是人工合成的，
排除了一种隐藏在斫谨因中的内含子的干扰，同时改变其编码嗜好偏向有花植

物，并且熔入信号缩氨酸编码序列，使其在细胞质中的溶度(solubility)明显提

高，从而使绿色荧光量增加[2351。ER(estrogen receptor)是人类雌激素受体，Bruce

等(2000)首先发展了以ER为基础的转基因诱导表达载体，用于转化墨西哥甜

玉米，雌二醇处理明显诱导了报告基因的表达量∞61。

克隆位点的数目也是衡量载体好坏的重要标准。克隆位点多，特别是单一位

点多，则可供插入的外源基因种类及插入的方式多，否则，必须对载体或目的基

因作一系列改造，插入的难度较大。本研究使用或改建的几种质粒载体均含有较

多的克隆位点，且多为单一位点，有利于外源目的基因的插入，是植物转化的良

好载体。



6拟南芥悬浮细胞遗传转化——农杆菌的转化与制备

6．4．2关于电转化频率

细胞转化的频率，是受多种因素制约的，如转化DNA浓度、转化细胞的生

理状况、转化条件等【1071。其中，如何诱导受体菌呈现感受态是其能否成功转化

质粒DNA的关键。采用each或MgCl2预处理大肠杆菌细胞，然后与质粒共保

温，很容易实现质粒对大肠杆菌细胞的转化。CaCl2能够人为地诱导大肠杆菌细

胞呈现感受态(M．Mandel&A．Higa，1970)，而MgC|2不仅具有与CaCh相似

的作用，而且二价镁离子对于维持DNA的稳定性起重要的作用。较之于大肠杆

菌，农杆菌的转化比较困难，通常上采用“两步接合转移法”、“三亲株杂交转移

法”间接将质粒转入农杆菌细胞。

本文利用根癌农杆菌电敏感株(electro—competent)，采用电激法成功地直

接将质粒DNA转入农杆菌细胞，获得了2997个转化子，转化频率达2．152x104

个／Ixg质粒。这种方法简单有效，虽然相对于DNA分子数量，其转化的绝对效

率不高，但对于构建质粒载体系统，是足够的。采用电激法，也很好地实现了农

杆菌质粒对大肠杆菌细胞的转化。凭肉眼观察，在选择培养基上，10Itl大肠杆菌

转化液涂板，便获得了比lOml农杆菌转化液涂板更多的茵落数。尽管本实验因

为没有测定从农杆菌中提取的质粒DNA浓度而无法计算其转化频率，但碱法提

取农杆菌质粒DNA十分困难，据此推测其转化频率应该比农杆菌高很多，这说

明大肠杆菌对电激法是非常敏感的。

6．4．3关于质粒DNA提取

瓢质粒没有自主复制能力，因此，其数量的扩增只能依靠寄主数量的扩增。

这为其质粒DNA的提取带来一定困难，当受体菌数量少时，其DNA就不容易

提取，或者虽然已少量提取，但很难用常规的电泳方法检测到。大肠杆菌具有比

农杆菌更快的繁殖速度，因此，能够很快得到大量质粒。尽管用Mini Prep仍然

难以提取DNA样品，但最终用Midi Prep从转化后的大肠杆菌悬浮系中提取到

足够的DNA。本研究从lO个农杆菌转化子悬浮系中，以Mini Prep提取质粒DNA

转化大肠杆菌，仅有2个转化子的质粒DNA再次转入大肠杆菌，并在随后的酶

切中得到证实。其余8个未被证明成功转化的农杆菌株系，不排除抗生素选择培

养基上出现“假阳性”的可能性，但更大的可能是没有提取到足够的质粒DNA，

不能完成对E coil的有效转化。
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6．4．4关于菌株生长密度

不同菌株具有不同的生长速度，因此，同样的培养时间，不同菌株的细胞密

度会有很大差异。一般认为，OD600为2时处于快速生长期，这也是植物材料基

因转化中常常被推荐的工作浓度。本研究证明，尽管都是LBA4404农杆菌株，

但其携带的质粒不同，生长特性明显不一样。因此，在基因转化时，应该根据不

同质粒菌株的生长特点确定准确的培养时间，以使其感染植物细胞的能力达到最

强。

本研究表明，接种量对其生长量有重要影响。因此，转化实验中，仅据OD600

值判断其生长时期是不准确的。此外，我们还注意到，培养条件，如温度、振荡

频率等，对其生长状况也有相当大的影响。因此，在农杆菌培养中，还要掌握好

适宜的培养条件。本文所使用的几种菌株，5“l起始菌液接种3ml培养基，正常

条件下培养32h，此时基本处于快速生长中期，OD600多在2左右，适合进行植

物基因转化。本研究后续的基因转化试验中，均采用这一方案。

6．5结论

通过酶切和PeR检测实验，证明本研究所使用的几种质粒载体构建正确，

含有相应的标志基因，可以用于后续的拟南芥悬浮细胞基因转化。采用电转化法，

成功地将质粒DNA转入农杆菌细胞，并在一系列检测实验中得到证明。拟用的

几种不同质粒具有基本相似但不完全相同的生长特性，而且接种量及培养条件

等，对其生长量有很大影响。采用本文方法，成功地制备了可用于植物基因转化

的一系列工程菌株。
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7拟南芥悬浮细胞遗传转化一转化模式与转化细胞选择

7．1材料

所有材料均由PMBE提供并在该实验室完成全部试验。该实验室Andrzej

Jerzmanowski教授提供全方位支持，Agnieszka Sok61博士协助部分实验。

7．1．1转化材料

拟南芥起始悬浮细胞为按文献[196】方法反复继代后的野生型Arabidopsis

thaliana(Columbia)悬浮细胞系，PMBE制备。根癌农杆菌(Agrobacterium

mmfacion)为LBA4A04电敏感突变系(electro"competent)。

7．1．2载体系统

所用4种载体系统为已转入不同质粒的根癌农杆菌菌株，其中，pBIB、

pBINm-gfp5-ER质粒为PMBE受赠，pBIB／GUS、pmB／SARs质粒为PMBE改建。

本研究主要使用的是pBIB／OUS和pBm／SARs。

所有质粒均用电激法转入根癌农杆菌LBA4404。对农杆菌的转化及检测均

在该室完成。必要时，以含有“空质粒”pAL4404的根癌农杆菌菌株作对照。

表7-1所使用的质粒戴体

TIlble 7．1 Plasmid vectors

载体名称 标志基因 选择方法 备注

pBIB nptlL hpt hyg：kan
7 PⅧE受赠

pBIB／GUS nptlL，妒fJ uMA hygr,kaa',GUS PMBE改造

pBIB／SARs nptlL慨uMA hyg',Zan',GUS PMBE改造

pBINm-gfpS-ER nptlL翰pip hn：tet r,GFP PMBE受赠

pAL4404(对照) 对 rif‘ LBA4404自带，空质粒

7．1．3主要化学试剂

化学试剂分别购自Merck公司(Darmstadt,Germany)，Roth公(Karlsruhe，

Germany)，Calbiochem公司(La Jolla,US舢，Amersham公司(Braunschweig,

Germany)，Agfa公司(Gaevert,Belgium)，Sigma Aldrich公司(Deisenhofen,

Germany)，Duehefa公司(Haarle口[1，Netherland)，Difco公司(USA)，Feinbiochemika

公(Heidelberg,Germany)及波兰国内有关公司。其中：

B5培养基(粉剂)：SigmaAldrich公司。

抗生素(kanamycin,hygromycin,rifampicine，tetracycline，cefetaxine)：Sigma

Aldrich公司，POLGEN公司。
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7．1．4主要仪器设备

紫外观察仪：T2201(Sigma)

超速低温离心机：SORVALL RC 5B Plus(Kendro实验室，USA)

分光光度仪：Bio Photometer(eppeendor0：Jasco J700(Jasco，Japan)

微型高速离心机：centrifuge 5415R(eppendorf)

温育箱(O～100℃)：CL65(ELKON公司，Poland)

水平电泳仪：Biometra Agogel Mini

Vortex混匀器：W卜l(波兰)

7．2方法

7．2．1菌株选择培养方法
二

表7—2所使用的农杆菌选择培养基

Table 7-2 Selection media for Agrobaetefium tumfaeion

载体名称 农杆菌

pBIB(对照1) YEB+50mg／Lkan+2．stag／t,df

pBIB／(3US YEB+50mg／L kan+2．5mg／L df

pBlB／SARs YEB+50meCL kan+2．5mg／L rif

pBINm-gfpS-ER YEB+5mg／L僦+50mg／L kan+2．5mg／L rif

pAL4404(对照21 YEB+2．5mg／L rif

YEB液体培养基，28℃，140rpm，暗培养，2d。

YEB培养基(培养农杆菌)：Trypone 59／L，酵母提取物(Yeast extract)lg／L，

牛肉浸膏5 g／L，IvigS04‘7H200．4939／L，pH7．0(固体培养基加1．5％的琼脂)

抗生素的配置：按100mg／L的浓度计算称取固体药品，溶于无菌双蒸水中，

0．22 pan滤膜过滤，--20℃保存备用。

7．2．2转化细胞选择培养方法

根据试验设计，分别在不同阶段以相应的抗生素抗性标记进行选择。各阶段

抗生素选择工作浓度如表7．3。

表卜3本研究选择培养基抗生素工作浓度

I抗生素种类 悬浮细胞培养阶段 愈伤组织诱导阶段 愈伤组织继代阶段 适用转化载体

l潮零素 25mg／L 2．5mg／L 1．5 me,／L pBⅢ系列

I卡那毒素 100m班 50mg／L 25mg／L pBINm-gfpS-ER

基本培养基：B5+0．2mg／LNAA+3％蔗糖，pH5．8。

培养条件：23。C，24h光照。
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液体选择培养120 rpm振荡，固体选择培养加O．8％琼脂粉。

7．2．3转化细胞报告基因诊断

pBIB／GUS或pBm／SARs以GUS组织化学染色进行定性(或半定量)观察。

pBINm-gfp5-ER在紫外光下观察GFP发光情况。

{：：GUS组织化学染色：加入GUS酶的底物X931ue(5．溴-4-氯-3．吲哚书-D．葡

萄糖苷酸酯)。在酶活性部位产生蓝色沉淀，即可观察定位。取3001al悬浮细胞

液于eppendoff管，低速离心收集细胞(2000rpm,5min，RT)，加入lml GSS

缓冲液(GUS染色液)和101al X-Glue溶液(25mg／m1)，37"C温育1h至过夜。

对愈伤组织的检测改用96孔微量滴定板，GUS染色液完全浸没材料即可，再加

入相应量的，X．Glue溶液，温育时以塑料膜平封。若材料叶绿素含量高，阴性材

料被染色，则以70％乙醇脱色到阴性对照呈黄白色为止(注：本研究未发生此

类情况)。

X．Glue溶液：用N-N-二甲基酰胺配成25mg／rrd贮备液，--20。C保存备用。

GSS buffer(GUS染色液)：10mmol／L EDTA-Na2，1-Smmol／L K3[Ve(CN)d

(铁氰化钾)，1-5mmol／L IQ[Fe(CN)6】(亚铁氰钾)，0．001％(v／v)Triton-100。

7．2．4转化模式(方案)与程序

本研究共试验了3种不同的转化方案。

7．2．4．1模式口

该模式源于烟草YB-2悬浮细胞转化方案，由Agnieszka Sokd博士提供。基

本步骤如下：

1)悬浮细胞预处理：加49l已灭菌20raM乙酰丁香酮(acetosyringone)于

4ml继代后3d的拟南芥悬浮细胞液，以一次性注射器或移液枪吹打悬浮细胞20

次。

2)与根癌农杆菌共培养：加100 pl培养后1~2 d(OD600f132．O)携有抗生素

抗性标记质粒载体的根癌农杆菌悬浮液于上述吹打后的悬浮细胞液，充分混匀后

置于28℃、黑暗条件下静置培养3d。

3)农杆菌清除：以10-qSml含有500mg／L头孢霉素的B5新鲜液体培养洗

涤细胞5次，1000 rpm，RT(室温)，5 rain，然后重悬浮于5ral同一培养基。

4)转化子选择：取1 IIll洗涤后悬浮细胞液，接种于含有合适种类和浓度抗

生素的B5固体选择培养基，常温、光照条件下培养。
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7．2．4．2模式II

该模式参考Ferando等[Plant Journal 2000，22(6)，553．560]悬浮细胞转化方

案。基本步骤如下：

1)与根癌农杆菌共培养：B5液体培养基离心洗涤3rnl培养后1~2 d

(0D600口2：0)携有抗生素抗性标记质粒载体的根癌农杆菌悬浮液2次，3000 rpm，

RT，10min，然后加于50ml预先正常继代的拟南芥悬浮细胞液，静置培养1~2h，

然后振荡培养3 d，120 rpm，23"12，光照。

2)农杆菌清除：以含有500mg／L头孢霉素的B5新鲜液体培养离心洗涤2

次，每次洗涤后置于振荡培养机上振荡培养30min。

3)恢复培养：重悬浮于不含抗生素的B5液体培养基上恢复培养，120 rpm，

23℃，光照，5-,．6d。

4)转化子选择：加合适种类和浓度抗生素于上述悬浮细胞液，在液体条件

下选择培养1~2d，然后取lml转接于固体选择培养基平板培养，23。C，光照。

7．2．4．3模式Ⅲ

该模式参考Gallego等(1999)∞7】拟南芥悬浮细胞转化方案，本研究做了较大

调整。其与模式II相近，但将静置共培养的时间延长到2d，且改进了培养条件

和抗生素选择时机。正常情况下，从共培养到转化系获得，约需40--60d。详细

步骤如下：

取培养后1~2d(OD600=2．0，2x109cells／m1)农杆菌悬浮液以B5培养基稀释10倍

I

B5培养基离心洗涤2次，13000 rpm，RT，15s

I

加1／250体积(100I-tl to 25m1)农杆菌悬浮液于5倍稀释量(5ml直始悬浮液接种

于20mlB5培养基)接种后2d的拟南芥悬浮细胞

{

室温、光照下静置培养2d

①l 0．5~2d

B5培养基离心洗涤2次，1000 rpm，RT，3 mill

I

重悬浮于舍有500mg／L头孢霉素的B5液体培养基，16／8h光暗，23a：2。C，120 rpm，

2~3d

②l 2~3d
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离心洗涤1次(条件同上)

l

接种于B5固体选择培养基，16／8h光暗，23士2 oC，l~2周

@l 7N15d

单个挑取抗性愈伤组织，接种于B5固体选择培养基上继续培养1~2周

④l 7~15d

逐个挑取抗性愈伤组织的一半进行GUS或PCR检测，转移检测后为阳性的抗性

愈伤组织到新鲜选择培养基继续培养1~2周

⑤l弘15d

获得足够的材料后继续进一步分子检测(ous assays，PCR,Southernblotting，

Western blotting，etc．)

l

重悬浮于B5液体基本培养基培养1~2周

⑥l 7-15d

获得转基因悬浮细胞系

7．3结果与分析

7．3．1转化模式的比较分析

本研究使用的3种转化模式的异同见表7-4：

表7-4 3种转化模式方案的比较

模式 受体材料 预处理? 共培养 头孢霉素处理 恢复 液体选择

静置 振荡 方式 时间 培养 培养

I 继代后3d 吹打+AS 3d 离心洗涤 5×5min

Ⅱ 继代后0d l—之h 3d 洗涤+振荡 2×30min 5～6d l～2d

Ⅲ 继代后2d 2d 2~3d 振荡培养 各od

7．3．1．1模式I转化结果分析

该方案的主要特点是有一个受体材料预处理过程，与农杆菌共培养是在静置

条件下进行(3d)，用洗涤方式清除农杆菌，转化步骤简单、所需时间短。这一

方案在烟草悬浮细胞的转化中特别有效(私人交流，Agnie刚m Sokd博士提供)。

乙酰丁香酮预处理在许多植物的遗传转化中被证明能提高受体材料对T-DNA的

敏感性，大大提高转化效率。对一些单子叶禾谷类植物，乙酰丁香酮的应用被认

为是必需的。
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图7-1是共培养后GUS组织化学染色情况，说明GUS基因有瞬时表达，其

中pBIB／SARs转化后细胞染色略深于pBIB／GUS转化后细胞，这说明SAR序列

在一定和程度上提高了GUS基因的表达量。图7—2是转化后15d平板上细胞状，

包括对照(contr01)在内的4个处理均不能获得愈伤组织，说明细胞已经死亡。

图7—1模式I转化后GUS染色情况

Fig 7-1 GUS staimng ofProtocol I

图7-2转化后细胞平板培养状(15d)

Fig 7-2 Culture on plate
ailer transformation(15d)

在拟南芥悬浮细胞转化中，这一方案证明是不适用的。所转化的拟南芥悬浮

细胞，均在液体共培养阶段死亡。主要原因如下：拟南芥对静置培养的耐受性极

差，据我们在耐受试验中证明，正常培养的悬浮细胞，常温下静置3d，几乎不

能在常规条件下恢复其生长，特别是经过多次吹打、洗涤及与土壤农杆菌共培养，

其悬浮细胞的活性更低。

7 3 1 2模式II转化结果分析

该方案的主要特点是在一个短时间(1~2 h)的静置后在振荡条件下完成共培

养(3 d)，洗涤加振荡方式(2个30min)清除农杆菌，选择前有一个5,--6d的恢

复培养阶段(不加抗生素)，接着进行液体条件下抗生素选择(1-2d)。

图7-3模式II恢复培养后悬浮细胞状

Fig 7-3 Suspension station after co-cultivation

by Prolx：’col II

图7-4转化后3 d和8 d GOS染色情况

Fig 7-4GUS staining in 3d and 8d

aftertransformation

图7—3是经过恢复培养和液体选择后的悬浮细胞状，各处理的悬浮细胞仍然

保持较深的绿色，与通常经过液体选择后，由于大量非转化细胞的死亡而呈现淡

白色悬浮细胞状有极明显的不同。这暗示，1～2d的抗生素选择，并不能有效淘

去未转化细胞。
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图7-4分别是转化后3d(共培养后恢复培养前)和8d(选择培养后铺平板前)

的GUS组织化学染色情况。从中可以看出，pBIB／GUS和pBIB／SARs转化后均

染成深蓝色，而pBIB转化后未被染色。这说明，GUS基因在悬浮细胞中有极强

的瞬时表达(transient expression)。其中，转化后3d，pBIB／SARs与pBIB／GUS

处理染色程度无明显差别，但8d时，pBIB／SARs处理染色程度明显深于

pBIB／GUS。这暗示，不同时期，SAR序列提高转化基因表达量的效果有差异。

将悬浮细胞转移到固体选择培养基上，含有3种质粒的农杆菌转化后的悬浮

细胞，意外地诱导出大量愈伤组织，而对照不能诱导出愈伤组织(贴壁处少量诱

导的愈伤组织，推测是由于制平板时，该处粘有培养基，而加入的抗生素不能渗

入该处所致)(图7—5)。然而，一定时间后，这些愈伤组织不再生长并逐步白化。

推测是由于共培养后农杆菌清除的时间过短、恢复培养时间过长，悬浮细胞潜伏

有大量仍然具有活力的农杆菌，以某种未知的方式将抗生素抗性转移到拟南芥细

胞，从而使并未真正转化的细胞也获得抗生素抗性。

图7-5转化后悬浮细胞在选择培养基上愈伤组织诱导情况(1 5d)

Fi97—5 Ca]li or cells died on selection media after trartsformation(15m

注：左为pBIB／GUS，右为空白对照

图7-6愈伤组织转移后萌发的农杆菌菌落(pBIB／GUS)

Fig 7-6 Growth ofAgrobacterium after trattsfertingArabidopsis calli(pBm／GUS)

注：右为放大后菌落形态

进一步的试验证明了上述推测。挑取单个愈伤组织转移到新鲜选择培养基上

重新培养，愈伤组织不能生长，并且数天后所有愈伤组织周围均长出浮白色农杆

菌菌落(图7．6)。这一结果暗示，悬浮细胞中未杀死的农杆菌并不会在愈伤组织

诱导阶段萌发，在一定的刺激信号(如转接)作用下才集中爆发。
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以上结果说明，可能由于农杆菌清除的时间过短、恢复培养时间过长、选择

培养时间过短等因素的综合影响，通过这一方案初步选择的愈伤组缎均表现为

“锻辩牲”，不耱获磐囊歪懿麓经转毯予。

7．3．1．3模式ⅡI转化结果分析

该方案的主要特点是有～个较长时间的静置共培券(2d)和振荡共培养

(2∞d)，理论主鸯弱农轷蘩瓣着受钵纲熬并充分转绽；振蘩条舞下瑷头憨霉素

处瓒2d，理论上有利清除农秆菌；选择培养改在固体培养阶段，可能有和于转

化细胞生长。

蹲7-7模式ⅡI转化7d GUS染色情况

Fig．7-7GUS staiaingin7dby Protoool III

图7-8模式Ⅲ抗性愈伤组织(pBIB／SARs)

F嘧7-8Antibiotics*resistance calliby Proton!II!

謦w曼暴该方案GUS蒺爨爨然获愆较鲑熬释鹫袭这。耍7-8左显示转璁

后的悬浮细胞在选择培养基上成功诱导出抗性愈伤组织，图7-8右鼹示挑选抗性

愈伤组织单克隆在选择培养熬中再选择一次后结果，部分愈伤组织褒自死亡，表

臻必“瑕船性气

上述结果表明，在采用的3种转亿模式中。仅模式lll成功逢获褥抗性愈伤维

织。因此，后续的模式优化，均采用pBIB／SARs质粒在模式III基础上进行。

7+3．2转化模式蜣纯

7．3．2．1预处理的效果

分别试验了低温(4。c静鼹ld)、高溺(37。C振荡ld)、蔗糖饥饿(无蔗糖

薅养基蓣培养ld)、AS诱爵(含20}unol／L乙酰丁香鬻蘩养基颈露养ld)、对照

(光预处理)5种材料预处瑚方式，重复3次。以对照获得的抗性愈伤组织块数

为100％，计算各处理愈伤组织相对转化举；根据抗性愈伤组织再选择后死亡块

数，诗霎缓藤鼓率。缝采燹淡7-5、圈7-9。

袭7-5预处理对搬甫芥悬浮细嬲基因转化的影响

Table 7-5 Influence ofpre订ealrnents on transfomaation ofArabidopsis suspension cells
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低温 28 50 28 9 68

高温 16 29 16 3 81

蔗糖饥饿 43 77 30 ll 63

AS诱导 67 120 30 13 57

l对照(无预处理) 56 100 30 8 73

150

100
恭

50

0

●仙m
笋牵

图7—9不同预处理转化效果

Fig 7·9 Effect ofprotre．atments Oil trgatsformation

表7-5、图7-9表明，仅AS诱导预处理获得的抗性愈伤组织块数高于对照，

与对照相比，转化率提高20％，且假阳性率较低；高温、低温和蔗糖饥饿均不利

于转化，获得的抗性愈伤组织块数，分别为对照的27％、50％和77％。这与前人

及理论上的推测结果不一致，可能与处理时间过长，影响细胞活性有关。

7．3．22静置共培养对转化效率的影响

分别试验了6、12、24、36、48h(对照)静置共培养时间处理(静置后均有

2d振荡共培养)，重复3次。统计方法如前所述。结果见表7-6、图7．10。

表716静置共培养对拟南芥悬浮细胞基因转化的影响

Table 7—6 Influence of co-cultivation without vibrataon OIl Wansformation of Arabidopsis

suspension cells

静置共培养 获抗性愈伤 相对转化率 转移抗性愈 阳性愈伤 假阳性率

时间／h 组织块数 ／％ 伤组织块数 组织块数 ／％

6 10 19 10 2 80

12 26 48 26 3 88

24 57 106 30 7 77

36 69 128 30 13 57

船(对照) 54 100 30 10 67
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150

t00

孚

50

0
k旆

6h 12h 24h 36h 48h

静置共培养时问

I一相对转化率

1■假阳性率

圈7-10不同静曼共培养时同转化效果

Fig，7·】OEffect ofco-culfivmiondurationwithoutvibrationOntransformation

表7-6、图7．10表明，静置共培养时间对转化效果有明显影响，以36h表现

最好，获得的抗性愈伤组织块数是48h(对照)的129％，而静置6h和12h显然

过短，不利于农杆菌附着，转化率低，假阳性率高。

7．3．2．3恢复培养与液体选择的效果

在农杆菌清除后悬浮细胞铺平板前，设计了恢复培养和液体选择处理，分别

是：恢复培养2d、液体选择培养2d、无恢复培养无液体选择(对照)，重复3次。

统计方法如前所述。结果见表7’7、图7一ll。

表7-7恢复培养与液体选择对拟南芥悬浮细胞基因转化的影响

Table 7-7 Influence of revivisccnce culture and lquid-selection OIl Arab|dopsis suspension cells

transformation

获抗性愈伤 相对转化率 转移抗性愈 阳性盘伤 假阳性宰
处理

组织块数 ^ 伤组织块数 组织块数 ／％

恢复培养 55 87 4 87
30

}瘦体选择 87 138 30 14 53

对照 63 100 30 12 60

恢复培养 液体选择 对照

图7一u恢复培养与_i茛体选择的效果

Fig．7-11 Influenceofrcviviscence cultureandliquld-selecfianOiltransformation

∞如加∞∞∞蚰∞O
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表7．7、图7-1l表明，恢复培养与液体选择对转化效果有明显影响。增加2d

液体选择，不仅使转化率提高38％，而且明显降低了假阳性率；然而，恢复培养

表现出相反的结果，转化率降低，假阳性率增加。液体条件下，转化子的生长和

转化子的选择始终是一对矛盾，有利于生长，就可能不利子选择；而有利于选择，

则可能不利于生长。本试验设计的液体选择，一方面由于重新更换了培养基，使

转化子有良好的生长条件：另一方面，抗生素的存在，抑制了非转化子的竞争性

生长。而增加恢复培养环节，可能会因为大量非转化子的生长而使转化子的生长

受到抑制，因此，转化率下降，而假阳性率上升。

7．3．3不同质粒载体的转化效果

除了前述3种载体之外，另外增加了pBINm-gfp5．ER(以卡那霉素作为选择

标记)，转化方案采用未经优化的模式Ⅲ，对照为LBA4404。

表7-8质粒载体对拟南芥悬浮细胞基因转化的影响

Table 7-8 Influence ofV∞tOrS On Arabidopsis suspension cells transformation

获抗性愈伤 转移抗性愈伤 阳性愈伤 假阳性事
载体种类

组织块敛 组织块教 组织块致 ^

pBIB 67 30 6 80

pBIB／GUS 56 30 6 蜘

pBIB／S／hRs 73 30 11 63

pBIl铀一gfp5-ER 43 30 3 90

LBA4404(对照)+ 8 8 0 100

*LBA4404菌株处理，采用与pBINm-gfpSoER同样的选择方案，即卡邴霉素选择。

丹100

茎80
粤60

錾40
耋21)
辐0

pBIB pBIB／CdI$ pBIB／SAlis p8lNm-gfp5一
积

l■抗性愈伤组织数量■假阳性率

图7-12不同质粒载体转化效果

Fig．7—12Effect ofvccnomeltransformadon

表718、图7·12表明，3种pBIB系列载体在抗性愈伤组织诱导率及假阳性

两方面均有一定差异，以pBIB／SARs表现最好；pB珊rnIg晕5．ER质粒载体获得

的抗性愈伤组织明显低于pBIB系列，而假阳性率高达90％，明显高于pBIB系
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列，这与本方案是在DBm系列基础上建立的有关。对所获得的3块经

pBINm—grpS-ER转化并二次选择后阳性愈伤组织进行荧光观察，未见绿色荧光发

出。

不含质粒载体(含有pAJL4404“空质粒”)的LBA4404菌株侵染后，也获得

8块“抗卡那霉素愈伤组织”，这说明，未转化细胞仍然可能在选择培养基上生

长，特别是一些大细胞团结构，下层细胞具有一定的“隔离”抗生素毒性的作用，

上层细胞仍然可以生长，这可能是前述试验中假阳性率均较高的原因之一。但在

二次选择中，这些愈伤组织均不能继续生长。

7．3．4优化后效果

根据上述试验，我们综合采用了前述试验获得各项优化条件，即在模式ⅡI基

础上，209mol／L乙酰丁香酮培养基预培养1d，静置共培养36h，液体选择培养

2d，以pBIB／SARs为质粒载体，检测优化后的效果，重复1次。结果如下图所

示。从图中可见，优化前后获抗性愈伤组织块数分别为17、18块，无明显差别，

但再选择后所获得的阳性愈伤组织块数差异极明显，分别为3、15块，优化前的

假阳性率高达82％，优化后降为17％。这说明，综合使用以上优化措施，能大

大降低假阳性率，从而提高转化效率。

图7-13优化后转化效果

Fi97-13 comparisonofeffectsbetweenoptimization andnon-opfmizalion

7．4讨论

7．4．1关于GUS基因的瞬时表达

外源基因在转化细胞中表达的方式有两种：瞬时表达(1Tansient expression)

与稳定表达(stable expression)。瞬时表达是指导入外源基因后在短时间内(如

数小时)就能检测到其表达的产物，但几天后表达水平逐渐降低，直到消失的外

源基因表达方式。这是因为外源基因导入细胞后，大部分未整合到染色休上，而

是以游离状态存在。瞬时表达在基因表达调控研究中得到广泛应用。例如研究启
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动子、增强子在基因表达调控中的作用时，只要把一定的启动子区域和报告基因

构建在一起，转化植物细胞，在短时间内就可以通过测定报告基因的瞬时表达了

解哪些启动子序列是调节基因表达必需的。在瞬时表达中，并不要求取得有经济

价值的转基因植物，即不要求转化的外源基因能稳定地遗传给下一代。此外，研

究环境条件、植物激素等对基因表达调控的影响时，只要在改变外界条件和激素

的情况下，检测外源基因的瞬时表达，就可以了解这些因子调控基因表达的机理
[3 252．253l。

获得GUS基因的瞬时表达是本研究的基本目的。共培养后进行GUS组织

化学染色表明，3个不同的转化方案中GUS均有较高丰度的瞬时表达，表明所

构建的质粒载体pBIB／GUS和pBIB／SARs能够用于拟南芥悬浮细胞基因转化。

虽然本研究未做GUS活性定量测定，但从染色深浅上可以看出，SAR序列在一

定程度上提高了GUS的表达量，尤其是共培养后8d时，pBIB／SARs处理染色程

度明显深于pBIB／GUS。这暗示，不同时期，SAIl序列提高转化基因表达量的效

果有差异。

7．4．2关于抗生素选择与假阳性现象

本研究各个转化方案获得的转化子假阳性比率均较高，究其原因，可能与选

择浓度偏低、选择时间偏短有关，选择强度不够，导致选择不充分。另一个更重

要的原因是嵌合体的存在。由于悬浮细胞大多是细胞团结构，选择后的转化愈伤

组织，很可能由转化细胞和未转化细胞共同发育形成，从而造成大量假阳性的出

现。提高选择强度可能降低假阳性率，但同样由于嵌合体的存在，又会使部分已

转化细胞不能在选择培养基上生长。

理论上，要提高转化效率并获得成功转化的纯合体，应当提高细胞的分散性。

然而，据我们在反复的实验中观察，高度分散的游离细胞很难获得转化子。这与

单细胞对抗生素反应更敏感有关。尽管游离细胞可能更容易被转化，但在抗性素

选择环节，很容易被杀死或受抑制。选择后少量幸存者，也很难诱导出愈伤组织。

由此可见，如何从悬浮细胞中选择出转化子而又不影响其生长，是悬浮细胞遗传

转化的一大技术难点。

液体条件下，转化子的生长和转化子的选择始终是一对矛盾，有利于生长，

就可能不利于选择；而有利于选择，则可能不利于生长。本试验设计的液体选择，

一方面由于重新更换了培养基，使转化子有良好的生长条件；另一方面，抗生素

的存在，抑制了非转化子的竞争性生长。而增加恢复培养环节，可能会因为大量

非转化子的生长而使转化子的生长受到抑制，因此，转化率下降，而假阳性率上
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升。 、一

正向选择可能是解决这一难点的有效途径。从另一个角度来看，细胞团结构

的存在正是悬浮细胞成功转化的有利因素。尽管会出现大量假阳性现象和嵌合

体，但可以比较方便地通过多次选择或重悬浮后再选择加以排除。

7．4．3关于群体选择与个体选择

拟南芥遗传转化可通过多个方式进行抗生素抗性选择，群体选择的基础是液

体选择，个体选择的基础是平板选择。由于拟南芥悬浮细胞数量巨大，而转化的

细胞仅仅是其中的极少部分，因此，个体选择的工作量会很大，选择效率低。悬

浮细胞为共培养后的转化群体在液体条件下进行抗生素选择提供了条件。液体条

件下进行群体选择的最大困难是大量死亡的未转化细胞会产生某些毒性，对转化

细胞生长的愈伤组织诱导有强烈抑制作用。我们在实验中发现，如果选择的时间

较长，则无法在平板上获得愈伤组织。优化试验采用2d液体选择方法，证明是

可行的。

7．5结论

比较3种拟南芥悬浮细胞转化方案，共培养后均获得GUS的瞬时表达，但

仅模式Ⅲ成功地获得抗性愈伤组织。在模式Ⅲ基础上，进一步优化了转化条件，

表明2舢mol／L乙酰丁香酮预培养1d、静置共培养36h、液体选择培养2d、以

pBIB／SARs为质粒载体，可以大大降低假阳性率。研究结果暗示，所构建的

pBIB／GUS和pBm／SARs均可用于拟南芥悬浮细胞基因转化。
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8拟南芥悬浮细胞遗传转化一报告基因诊断与分子检测

8．1材料

所有材料均由PMBE提供并在该实验室完成全部试验。该实验室Andrzej

Jerzmanowski教授提供全方位支持，Agnieszka Sok61博士协助部分实验。

8．1．1转化材料及转化载体

拟南芥起始悬浮细胞为按文献[196]方法反复继代后的野生勘rabidopsis
thaliana(Columbia)悬浮细胞系，PMBE制备。根癌农杆菌(Agrobacterium

tumfacion)为LBA4404电敏感突变系(electro。competent)。所用4种质粒载体为：

pBIB、pBIB／GUS、pBIB／SARs、pBINm-gfp5-ER，本研究主要使用的是pBIB／GUS。

所有质粒均用电激法转入根癌农杆菌。

8．1．2主要化学试剂

化学试剂分别购自McTek公司(Darmstadt,Germany)，Roth公司(Karlsruhe．

Germany)，Calbiochem公司(ta Jolla,USA)，Amersham公司(Braunschweig，

Germany)，Agfa公司(&aevert,Belgium)，Sigma Aldrich公司(Deisenhofen。

Germany)，Duchefa公司(Haarlem,Netherland)，Difco公司(USA)，Feinbiochemika

公司(Heidelberg，Germany)及波兰国内有关公司。其中：

Taq DNA聚合酶(Super pill polymerase)及PCR相关生化试剂：POLGEN

公司(Poland，华沙大学植物分子生物学实验室研制)。

DNA Marker(1kb)：MBI Fermentas公司。

蛋白质Marker：Prcstainext protein molecular weight marker(Fermentas)

抗体(一抗)：Anfi-phospho—Histone H3(Serl们、Anti-phospho(S10)-Aeetyl

fKl4)一Histone H3(Upstate Bioteclmology)

抗体(二抗)：HRP(horscmdish peroxidase)、AP(AhⅫme phosphatase)

固相膜(PVDF)：Wetran Clear Signal蛋白质杂交膜(BioSience)

3MM滤纸：whatman

8．1．3主要仪器设备

PCR仪：Mastereycler Personal(eppendorf公司，Germany)．Mastercycler

Crragient(eppendorf)

紫外观察仪：T2201(Sigma)
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超速低温离心机：SORVALL RC 5B Plus(Kendro实验室，usA)

分光光度仪：Bio Photometer(eppeendort)；Jasco J700 Oaseo，Japan)

微型高速离心机：centrifuge 5415R(eppendor0

水平电泳仪：Biometra Agoge]Mini

垂直电泳系统；Amersham(Bioseiences)

匀浆机：n认LABORTECHNIK T25basic

电源系统：Bio．黜蜘POWER队C 3000

蛋白质电转移仪：Bio．RAD SEMI-DRY TRANSFER CELL

BioRad凝胶成像系统：BioRad公司(Germany)

干胶机(Gel drier)：Model 583 Gel Dryer(BioRad)

摇床：BLOKADA KL-942(波兰)

温育箱(0～100℃)：CL．65(ⅡKON公司，Poland)

温控仪：Thermobloek TB．941U(LECTRONIC)，Thermomixer comfort

(eppendorf)

Vortex混匀器：WL．1(波兰)

8．2方法

8．2．1转化细胞(愈伤组织)GUS组织化学染色

分别挑取一半经过二次固体选择后的愈伤组织(另一半继续培养作进一步的

PCR检测等)，加于96孔微量滴定板，每孔加入约1001．d GSS缓冲液(GUS染

色液)和11．tl X-GIuc溶液(25mg／m1)，塑料膜平封，37℃温育过夜。次日观察

染色情况。若材料叶绿素含量高，阴性材料被染色，则以70％乙醇脱色到阴性

对照呈黄白色为止(注：本研究未发生此类情况)。

X-Glue溶液：用N-N--"甲基酰胺配成25mg／ml贮备液，--200C保存备用。

GSS buffer(GUS染色液)：10mmol／L EDTA-Na2，l～Smmol／L K3[Fe(CN)6】

(铁氰化钾)，1-5mmoUL K4[Fe(CN)6】(亚铁氰钾)，0．001％(V／V)Tdton-100。

8．2．2拟南芥基因组DNA抽提

GUS检测后为阳性的愈伤组织，余下的另一半转移到新鲜培养基上细胞培养

7~10d，待愈伤组织重新长成适宜大小后，挑取一半提取DNA(另一半继续培养

作进一步检测或重悬浮获得转化悬浮细胞系)。愈伤组织参照PIVIBE提供的基因

组DNA快速抽提方法，悬浮细胞增加离心收集细胞步骤。详细步骤如下：

1)根据细胞不同密度，取约lml悬浮细胞(使其细胞生物量约为100mg)
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于eppendorf管，低温高速离心(13000rpm，lmin，4。C)，完全抽吸除去上清液。

愈伤组织直接取约100mg材料即可。

2)液氮中用小杵(pestle)碾磨15-20s(破坏细胞壁)。

3)加400j．tl抽提缓冲液，在Vortex混匀器上均匀5s(破坏细胞膜并释放DNA)。

4)13000 rpm离心lmin，取300p l上液移至另一eppendorf管。

5)加300pl异丙醇(isopropan01)轻轻混合2min(使DNA沉淀)。

6)13000rpm离心5rain，500,tl 70％乙醇洗涤DNA沉淀(以除去部分杂质)。

7)重复离心上述i次，尽量移去上液，并用冷风吹干。

8)重悬浮DNA于30pl去离子水，40C下可保存1年。

抽提缓冲液：200mM Tris-HCl(pH7．5)，250mM NaCI，25mM EDTA，

0．5％SDS。常温保存(低温下出现白色SDS沉淀)。

8．2．3 DNA电泳分析

10％琼脂糖凝胶电泳，上样液l xloading buffer，电泳缓冲液0．5xTBE，染色

剂溴化乙淀(ER，小许加于电泳缓冲液)，电压～100Vt(5～lOVt／cm胶宽)，紫外

透射仪观察，BioRad凝胶成像系统照相。

6X上样缓冲液(DNA凝胶上样)：0．25％溴酚蓝(Bmmophenol blue)，0．25％

二甲基苯胺FF(Xylene cyanol FF)，400／HWWV)蔗糖(sucrose)

0．5×TBE：45mM Tris硼酸(Tds·borate)，lmM EDTA

1 XTE：10mMTris’HCl(pH8．01，lmM EDTA

溴化乙锭①B)贮存液(10mg／L)：lg溴化乙锭溶于lOOml蒸馏水中，磁力搅拌

器搅拌数小时。工作液浓度为O．5 Pg／ml。

8．2．4PCR检测

本研究采用的PCR反应体系如下：

H20(mini q)：13．5“l

PCR缓冲液(10x)：21．tl

dNTP混合液(10x)：2y．1

引物1：O．5儿l

引物2：0．51．tl

模板DNA：lpl

Taq酶：0．5p．1

反应液总体积：2ml，装于0．2ml PCR试管，冰浴上进行。轻弹混匀，瞬时
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离心。按下列参数进行PCR扩增，如果效果不佳，则根据引物性质、模板DNA

质量等作适当调整。反应结束后于40C保存。

预变性95。C 4’30”

变性 950C 30”]

退火 550C 40”}．28次循环
延伸 720C 40”J

延伸 720C 6’00”

8．2．5蛋白质抽提

本方法为提取核心组蛋白(core histones)而设计，由Agnieszka Sokd博士

提供。悬浮细胞增加过滤收集细胞步骤。详细步骤如下：

1)植物材料(不超过lg)用锡铂纸包好，浸于液氮中。

2)在碾钵中碾碎材料至粉末状(在液氮条件下操作)，倒入15ml离心管

3)加10mlHI缓冲液，4。C下用IKA均浆机均浆20s。

4)离心，12000xg，15min，40c。以双层滤膜(Miracloth，CLAB BIOCHEM

475855 1R)转移上液至另一预冷过的离心管。

5)加入100％TCA溶液使其终浓度为20*／一25％，摇床上40C下至少摇摆

30min。 一

6)离心，16000xg，30min，40c，倾去上液，沉淀用--20。C丙酮(acetone)

洗涤2次。

7)离心，16000xg，5min，40c，倾去上液，冷风吹干。

8)重悬浮于30ml lxSDS样品缓冲液。此时，正常为浅蓝色，如果为浅红

色，则加1斗l 1M Tris-HCl(pH8．O)。

Ⅲ缓冲液配制：10mM Tris·HCI，pH7．5

2mM EDTA，pH8．0

0．25M HCl

5mM B-巯基乙醇(B—mereaptoethan01)

0．2mM PMSF

1 xSDS样品缓冲液：45 mM Tris·HCl，pH6．8

10％甘油(glycer01)

l％SDS(sodium dodocyl sulfate)

0．01％溴酚蓝(bromophenol blue)

50mM DTT(dithiothreitol，二硫苏糖醇)
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8．2．6蛋白质分离——SDS．PAGE

SDS-PAGE参照《(Current Protocols in Molecular Biology))Chapter 10：

Analysis ofproteins限．K．Scopes and John A．Smith，1998)提供的方法。常用聚丙

烯酰胺浓度为8‰20％，浓度越高，有效分离的蛋白质分子质量越低。本文采用
12％聚丙烯酰胺胶初分离，17％聚丙烯酰胺胶用于western杂交，配制方法如下：

分离胶：monomery 6 ml(western blotting 7．5“)

1．5 MTris‘HCl．pH8．8 3．6ml

10％SDS 1509l

H20 5．25mt(western blotting 3．75 m1)

10％APS 150pl

TEM吧D 15pl

浓缩胶：monomery 0．65 ml

0．5 M Tris‘HCl，pH6．8 1．2ml

10％SDS 120pl

H20 3ml

10％APS 150pl

TEMED 15p1

分离及分析过程如下：

1)样品准备：取10或2ml前述蛋白质样品，加0．5或舢lp-巯基乙醇，950C

温育5min，高速离心4min(40C)。

2)样品电泳：设置电流25mA(320V,30vO，溴酚蓝跑至胶底时断开电源。

3)分离胶染色：剥取分离胶后，浸于Gomassie G-250染色液，摇床上过夜。

4)漂洗：用缓冲液II(10％醋酸，25％甲醇)漂洗15min至底色变白，再用

10％甲醇漂洗。

5)图像采集与分析：透明塑料膜封好胶后，于高分辨率扫描仪采集图像，

用Image J分析软件分析蛋白质条带密度。

6)固定：旧胶浸于固定液(7％甲醇，7％醋酸，1％甘油)中于摇床过夜。

7)干胶：胶下垫硬纸板，上覆保鲜膜，于干胶机上800C条件下干胶2h，

取出后可长期保存。

8．2．7 Western杂交

本研究共进行了2种不同的蛋白质Western杂交，如表8．1：

表8-1 lies'tern杂交系统

100



中南林业科技大学——博士学位论文

隰
抗体

一抗 二抗 检出方式 检测目的
类型

I 鼠抗 Anti-phospho-Histone HRP(horseradish ^,mersham H3 Sednel0磷酸化

H3(Serl0) peroxidase) 沁tecfion kit

II 兔抗 Anti-phospho(S10)- AP(Alkaline 喊性磷酸酯酶 H3 Sednel0磷酸化

A_cetyl o(14H{-stone H3 phosphatase) 睑出法 和lySinel4乙酰化

1)蛋白质分离：以上述SDS．PAGE法初分离待测样品蛋白质。采集图像后，

以Image J软件分析组蛋白H3(17kDa)条带密度(像素)，根据密度大小调整

加样量，确保再次电泳分离的组蛋白H3质量一致。按调整后的加样量重新用

SDs．PAGE分离1次。

2)蛋白质印迹：电泳结束后，取出胶，投入TGM缓冲液中浸泡约30min。

剪一张8．5×g．0cm大小(适应胶尺寸)WetranClear signal蛋白质杂交膜(o．4耻m

孔径PVDF膜)，揭去两边保护膜后浸入甲醇(methan01)15s。上下各覆4张相

应尺寸3MM滤纸(预先在TGM缓冲液浸透)，形成三明治夹层结构，排尽气

泡，置于电转移仪上，合上盖板，调整电流、电压、功率和时间(宽$cm胶：

105mA，60V，7W，至少3h)。

3)染色、封闭：去除滤纸，取下胶，迅速投入Buffer I，摇匀，加Gomassie

染色液摇床过夜染色。完毕剥去杂交膜，投入封闭液(Blockingsolution)，室温

振荡0．5h封闭。

4)第一抗体反应：倾去封闭液，加入用孵育液(Incubation solution)稀释

的一抗，4。C摇床过夜。

5)第二抗体反应：室温下TBST洗涤3次，每次10--15min，加入5封闭液，

再加入二抗，室温下反应2～3h。温室下于TBST洗涤3次，每次10～15min，然

后进行显色反应。

6)检出：本研究2种杂交反应采用不同的检出方式，具体如下：

方式1：碱性磷酸酯酶检出法(Alkaline phosphatase detection)。杂交膜浸于

15ml磷酸酶孵育液(Phosphatase developing solution)、5ml BNT和500l BCIP

混合液，轻轻摇晃，直到显色为止。

方式2：Amersham试剂盒检出。具体操作按厂家说明书。最后按常规显微

摄影技术拍摄感光照片。

Western杂交使用的相关溶液溶液配方如下：

TGM buffer：1．5149 Tris·HCl

7．2079甘氨酸
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lOOml甲醇

加水至500ml

Buffer I：含7％HAc的40％甲醇溶液

Blocking solution：含5％脱脂牛奶的TBST

Incubation solution：适量(约5u 1)抗体加于Blocking solution

TBST(Hs buffer saline谢也tween，国内称TNT)：

IMTris22ml

5MNaCl 33ml

加H20至lL

加ImlTween

TNT buffer：10mmol／L Tris‘HCI(pH8．01

150mmol几NaCl

0．05％Tween-20

Phosphatase developing solution：

0．1M NaCl

O．01M MgS04

O．1M Tris‘HCl(pH9．5、

NBT(nitro blue tetrazolium)：含lOOmg／rni NBT的 70％DMF

(dimethyloforamide)

BCIP(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate)：含50mg／ml BCIP的

100％DN伍

8．3结果与分析

8．3．1二次选择抗性愈伤组织GUS诊断结果

对二次选择后获的愈伤组织GUS染色情况见表8-2、图8．1。

表8-2 pBIB系列质粒载体转化后抗性愈伤组织GUS染色分析

质粒载体 检涌愈伤组织块数 GUS染色块数 GUS阳性II％

pBIB／GUS 77 35 45

pBIB／SARs 72 39 54

pBIB(对照) 30 0 0

102



中南林业科技大学——博士学位论文

图8-1 pBIB／GUS转化细胞GUS染色情况

Fig 8-1 GUS stainingofeallitrmVsferredbypBIB／GUS

表8-2表明，二次选择后的抗性愈伤组织中，pBIB／GUS和pBIB／SARs分别

获得了45％：}11 54％的GUS阳性率，初步说明，有约一半的抗性愈伤组织已整合

GUS基因，并获得稳定表达。

从表8-2还可以看出，经过二次抗生素选择后，GUS检测仍然有约50％抗

性愈伤组织表现为假阳性，除了极少数愈伤组织诱导适应性外，最主要的原因是

嵌合体的存在。由于悬浮细胞多以小细胞团形式而极少以单细胞形式存在，在小

细胞团嵌合体结构中，未转化的细胞可以从转化的抗性细胞获得抗性成分或信

号，从而具有在抗生素培养基上生长的能力。

8．3_2拟南芥愈伤组织DNA抽提

在GUS检测的基础上，随机选择10个GUS阳性愈伤组织，抽提基因组DNA

进行PCR检测。其中1-5号来自pBIB／SARs转化细胞，6—10号来自pBm／GUS

转化细胞。结果如图8．2所示，在所选取的10个样品中，有9个样品成功抽提

基因组DNA。

囹8-2 10个转化细胞0NA抽提结果

F培．8．2 r酷ult ofDNA麟们cci咖of 10 a'ansferr。d c,alli

8．3．3 GUS阳性愈组织PCR检测结果

对上述9个DNA样品及一个阳性对照进行PCR检测，被测基因为hpt，弓

物名称及其序列如下：
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HPTl02：5’-CAGCTTCGAGAGGAGGC

HPT603：5'-AGGACTTGTTCGAGCCGAA

引物购自SIGMA公司，预期扩增产物501bp。结果如图8-3所示。

图8-3 9个转化样品蜊^hpt基因片段PCR检测结果

F19 8-3PCRof9tr一,msferred callifor^叫gene

图中(肌左自右)：1道为DNA I恤ykel-，2-5道来自pBIB／SAR_宴转化细胞，

6-10道来自pB[B／t3US，11道为阳性对照(检测过的pBII]／GUS质粒DNA)。

图8．3可见，所有9个样品均获得预期条带，表明携带有目的基冈的T-DNA

已整合到拟南芥细胞基因组。pBIB／SARs转化细胞扩增出的条带明显比

pBIB／GUS的浓重，暗示pBIB／SARs转化细胞中转化基凼的表达量比pBIB／GUS

的要高，但不排除模板DNA量不一致带来的-F扰。分别加大模板用量1倍和2

倍，pBIB／GUS亦获得较清晰条带(图84)。

图8-4不同模板用量pBIB／6US转化细胞肋≠基因PCR扩增片段

F198-4 PCRofpBIB／GUSlraltsformantsfoxhptgenewithdifferenttemplatequarmties

图中(从左自右)：1道为DNA Mark目-．2、3道为2I．】模扳用量，4、5道为4一模式用量。

以上结果表明：GUS检测具有极强的可靠性。由此证明，表8．2中检测出的

74块GUS阳性转化愈伤组织，己成功地转化GUS报告基因。也证明，前述优

化后转化方案，适合拟南芥悬浮细胞基因转化。

8．3．4拟南芥悬浮细胞蛋白质抽提分离试验

悬浮细胞来自同一起始母液，4份样品作如下不同处理：(1)对照：但)低温

处理：40C，20rain：(3)高温处理：370c，20min；(4)高盐处理：250ram，20min。

提取蛋白质后初分离(20m点样量)，根据采集的图像以Image J分析组蛋

白1t3区域，结果如表8-3：

表}3蛋白质初分离H3区域图像分析结果
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样品号／处理 ～—ii亲丽iir 相对像素 调整点样量／u 1

1对照 8163 I．000000 18．0

2低温 7164 l 139447 20 5

3高温 8458 0．965122 17．4

4高盘 7306 1．11730l 20 l

按表中调整后的点样量重新分离蛋白质，结果如图8-5。图中可见，用本方

法分离拟南芥悬浮细胞蛋白质得到满意效果：调整点样量后的H3条带密度基本

一致，可用于半定量Western杂交。

图8一s蛋白质分离情况
F培8-5 Isolu廿on ofcore histones

圈中‘从左白右1．左边4道依次为l_4号样品

名边2道来自拟南芥叶样品

此外，从图中可见，悬浮细胞与叶片的蛋白质组有很大不同，组蛋白H3(以

及上下其余组堡白)所占比例明显高于叶片。这与悬浮细胞旺盛的细胞分裂小无

关系。

8_3．5拟南芥悬浮细胞H3杂交结果

两种杂交系统结果如图8-6、图8—7。a-PSl0H3能识别组蛋白[-13缩氨酸10

(SefinelO)磷酸化，从图8-6可见，4种处理均不同程度磷酸化，其中低温处

理磷酸化相对程度稍高于对照，而高温和高盐处理低于对照，高温处理最低。

n-PSl0AcKl4H3能识别组蛋白H3缩氨酸lO磷酸化及赖氨酸14乙酰化。在某些

细胞系，还能识别一种尚未确定的蛋白质(r--40kDa)。图8-7显示与图8-6类似

结果，初步表明，高温降低了H3磷酸化或乙酰化水平，但其机理和可能的效应

尚待进一步研究。
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图8-6a-PSl01：13为探针杂交结果
Fig 8-6lmmunoblottmgbya-PSl0113

注：依次为对照、低褊、高温、高盐处理

圈8-74-Psl0AcKl43为撵针杂交结果
Fig 8—7 Immunobl01士ing by a-PSl0AeKl43

注：依次为对照、低温、高温、高盐处理

8．4讨论

8．4．1关于PCR检测的讨论

PCR是检测外源基因在植物染色体基因组整合情况基本方法。PCR检测十

分灵敏，所需的DNA模板量仅为10ng以内，而且用粗提的DNA就可得到良好

的效果。然而，也J下由于PCR具有极高灵敏性的缘故，使PCR检测结果只能作

为成功整合转化子的初筛。因为一日．有极少量农杆菌未去除干净，那么，也可能

被PCR检出。本研究PCR检测结果表明，凡是经Gus检测为阳性为转化体，

均扩增出目的基因片段。这说明GUS组织化学染色作为转化予诊断的依据是比

较可靠的。但检测出的GUS活性也可能来自农杆菌中的表达，即使是用植物启

动子。这一问题可以用内含子插入来解决，使Gus活性仅限于转化的植物细胞

中而非农杆菌中⋯。

8．4，2关于免疫杂交的讨论

蛋白质免疫杂交也是检测外源苯因在植物基因组表达的有效方法，关键是要

有能够识别蛋白质的合适抗体。一抗探针的质量是影响杂交效果的主要因素之

一，只有得到特异性强、效价高的抗体，目的抗原的检出才能达到一定的灵敏度。

一抗可以使用由目的蛋白制成的抗血清或单克隆抗体。本研究检测的是4种处理

的组蛋白1-13磷酸化和乙酰化，这与转化体检测没有关系，但在预处理条件的摸

索上有一定意义。转化体免疫检测可利用本文使用的拟南芥悬浮细胞蛋白质提

取、分离和杂交体系。
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8．4．3关于H 3修饰的讨论

组蛋白某些特定的氨基酸残基往往被共价修饰，除了乙酰基化、磷酸化，还

有甲基化。乙酰基化和甲基化发生在赖氨酸残基的自由基上，磷酸化则发生在丝

氨酸的羟基及组氨酸上。这些修饰都会降低组蛋白所携带的正电荷(碱性程度)，

但正电荷的减少与功能之间的关系尚不明确，但有研究认为，其对染色体的结构

有影响，正电荷减少可能暂松弛它们与DNA的结合，便于更好地控制核小体的

装配。本研究所在的PMBE实验室，正致力于组蛋白修饰的功能的研究，但对

拟南芥悬浮细胞尚属首次尝试。
，

8．5结论

经过提取DNA进行PCR分析，结果表明：具有GUS活性抗性愈伤组织均

扩增出目的基因片段，初步证明，所选择的74份抗性愈伤组织已成功地转化。

对低温、高温、高盐及对照4种处理后的悬浮细胞进行蛋白质抽提，表明悬浮细

胞的蛋白质组与叶片的蛋白质组有很大不同；用蛋白质免疫杂交进行分析，表明

各处理均不同程度地发生组蛋白H3磷酸化及乙酰化，但高温处理降低了磷酸化

或乙酰化水平。
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附录

附录A GUS基因表达框全序列

ttagc￡tcat

ggagtcaaag

catacagagt

cgacacactt

tgagactttt

ctgtcacttt

cgataaagga

cccacccacg

ggattgatgt

agacccttcc

attcaaataq

ctcttacgac

qtctactcca

caacaaaggg

attgtgaaga

aaggccatcg

aggagcatcg

qatatctcCa

tctatataag

aggacctaac

tcaatgacaa

aaaatatcaa

taatatccgg

tagtggaaaa

ttgaagatgc

tggaaaaaga

ctgacgtaag

gaagttcatt

agaactCgcc

gaagaaaatc

agatacagtc

aaacctcctc

ggaaggtggc

ctctgccgac

agacgttcca

ggatgacgca

tcatttggag

gtaaagactg

ttcgtcaaca

tcagaagacc

ggattccatt

tcctacaaat

agtggtccca

accacqtctt

caatcccact

agaacacggg

gcgaacagtt

tggtggaqca

aaagggcaa七

gcccagc七at

gccatcattg

aagatggacc

caaagcaag七

atccttcgca

ggactcttga

catggtagat ctgactagtt tacgtcctgt agaaacccca acccqtgaaa tcaaaaaact

cgacggcc．t．．．g．．．．．．．．t．．g．．．．g．．．g．．．c．．．．a．．．t．．．．t．．．c．．．a．．．．．．．g．．．．t．．．a．．．t．．．g．．．．g．．．a——tcg cgaaaactgt ggaattgatc agcgttggtg

gaaagcgcg ttacaagaaa gccgggcaat tgctgtqcca gqcagtttta acgatcagtt

cgccgatgca gatattcgta attatgcggg caacgtctgg tatcagcgcg aagtctttat

accgaaaggt tgggcaggcc agcgtatcgt gctgcgtttc gatgcggtca ctcattacgg

caaagtgtgg gtcaataatc aggaagtgat ggagcatcag ggcggctata cgccatttga

agccgatgtc acgccgtatg ttattgccgg gaaaagtgta cgtatcaccg tt七gtgtgaa

caacg毒actg aactggcaga ctatcccgcc gggaatggtg attaccgacg aaaacggcaa

gaaaaagcag tcttacttcc atgatttctt taactatgcc ggaatccatc gcagcgtaat

gctctacacc acgccgaaca cc七gggtgga cgatatcacc gtggtgacgc atgtcgcgca

agactgtaac cacgcgtctg ttgactggca ggtggtggcc aatggtgatg tcagcg七tga

actgcgtgat gcggatcaac aggtggttgc aactggacaa ggcactagcg ggactttgca

agtggtgaat ccgcacc七ct ggcaaccggg tgaagg七tat ctctatgaac tgtgcgtcac

agccaaaagc cagacagagt gtgatatcta cccgcttcgc qtcggcatcc ggtcaqtggc

agtgaagggc caacagttcc tga七taacca caaaccgttc tactttactg gctttggtcg

tcatgaagat gcggacttac gtggcaaagg attcgataac gtgctgatgg tgcacgacca

cgcattaatq gactggattg gggccaactc ctaccZtacc tcgcattacc cttacgctga

agagatgctc gactgggcag atgaacatgg catcgtggtg attgatgaaa ctgctgctgt

cggctttcag ctgtctttag gcattggttt cgaagcgggc aacaagccga aagaactgta

cagcgaagag gcagtcaacg gggaaactca gcaagcgcac ttacaggcga ttaaagagct

gatagcgcgt gacaaaaacc acccaagcg七ggtgatgtgg agtattgcca acgaaccgga

tacccgtccg caaggtgcac gggaatattt cgcgccactg gcggaagcaa cgcgtaaact

cgacccgacg cqtccgatca cctgcgtcaa tgtaatgttc tgcgacgctc acaccgatac

catcagcgat ctctttgatg tgctgtgcct gaaccgttat tacggatggt atgtccaaag

cggcgatttg gaaacggcaq agaaggtact qqaaaaagaa cttctggcct gqcaggagaa

actgcatcag ccgattatca tcaccgaata cggcgtggat acgttagccg ggctgcactc

aatgtacacc gacatgtgga gtgaagagta tcagtgtgca tggctggata tgtatcaccg
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cgtctttgat

gacctcgcaa

caaaccgaag

aaaaccgcag

cccaattctt

gggtgaaggt

actacctgtt

aagataccca

cgtgcaggag

caag七ttgag

ggacggaaac

catggccgac

agacggcggc

tgtcc七ttta

cgaaaagaga

ca七ggatgaa

cgcgtcagcg

ggcatattgc

tcggcggctt

cagggaggca

gttgaattag

gatgcaacat

ccgtggccaa

gatcatatga

aggaccatct

ggagacaccc

atcctcggcc

aagcaaaaga

gtgcaactcg

ccagacaacc

gaccacatgg

ctatacaaag

ccgtcgtcgg

gcgttggcgg

ttctgctgca

aacaagctag

atggtgatgt

acggaaaact

cacttqtcac

agcggcacga

tcttcaagga

七cgtcaacag

acaagttgga

acggcatcaa

ctgatcatta

attacctgtc

tccttcttqa

ctagccacca

注：下划线斜体部分为引物序列。

tgaacaggta

aaaacgctgg

taaaggagaa

taatgggcac

tacccttaaa

tactttctct

cttcttcaag

cgacgggaac

gatcgagctt

atacaactac

aqccaacttc

tcaacaaaat

cacacaatct

gtttgtaaca

CCaCCaCCaC

124

tggaatttcg

gggatcttca

actggcatga

qaacttttca

aaattttctg

tttatttgca

tatggtgttc

agcgccatgc

tacaagacac

aagggaatcg

aaCtCCCaCa

aagacccgcc

actccaattg

gccctttcga

gctgctggga

cacgtgtgaa

ccgattttgc

ctcgcgaccg

acttcggtga

ctggagttgt

tcagtggaga

ctactggaaa

aatqcttttc

ctgagggata

gtgctgaagt

a七ttcaagga

acgtatacat

acaacatcga

gcgatggccc

aagatcccaa

ttacacatgg

ttggtgacca



中南林业科技大学——博+学位论文

附录B SAR序列

1．tc2attaaaa atcccaatta tatttggtct aatttagttt ggtattgagt aaaacaaatt

61 cgaaccaaac caaaatataa atatatagtt tttatatata tgcctttaag actttttata

121 gaattttctt taaaaaatat ctagaaatat ttgcgactct tctggcatgt aatatttcgt

181 taaa七atgaa gtgctcca七t tttattaact ttaaataatt qgttgtacga tcactttctt

241 atcaagtgt七actaaaatgc gtcaatctct ttgttcttcc atattcatat gtcaaaatct

301 atcaaaattc ttatatatct ttttcgaatt tgaagtgaaa tttcgataat ttaaaattaa

361 atagaacata tcattattta ggta七ca七at tgatttttat acttaattac taaatttggt

4 2 1 taactttgaa agtgtacatc aacgaaaaat tagtcaaacg actaaaataa ataaatatca

481 tgtgttatta agaaaattct cctataagaa tattttaata gatcatatgt ttgtaaaaaa

541 aattaatttt tactaacaca tatatttact tatcaaaaat ttgacaaagt a89at七aaaa

601 taatattcat ctaacaaaaa aaaaaccaga aaatgctgaa aacccggcaa aaccgaacca

661 atccaaaccg atatagttgg tttgg七ttga ttttgatata aaccgaacca actcggtcca

721 t七tgcacccc taatcataat agc七ttaata七ttcaagata ttattaag七t aacgttgtca

7 8 1 atatcctgga aattttgcaa aatgaatcaa gcctatatgg ctgtaatatg aatttaaaag

8 4 1 cagctcgatg tggtggtaat atgtaattta cttgattcta aaaaaatatc ccaagtatta

901 ataatttctg ctaggaagaa ggt七agctac gatttacagc aaagccagaa tacaaagaac

961 cataaagtga ttga89c七og aaatatacga aggaacaaat atttttaaaa aaatacgcaa

1021 tgacttggaa caaaagaaag tgatatattt tttgttctta aacaagcatc ccctctaaag

1 08 1 aatggcagtt ttcctttgca tgtaactatt atgctccctt cgttacaaaa attttggact

1141 actatt—ggga acttct—tctg aaaatagt

注：下划线斜体部分为引物序列。



附 泶

附录C攻读学位期间主要的学术成果

1)参加项目课题

序 项疆、课题名称(下选编号)
项目渫题来源 起讫时 经费 本人承 进展

号 属何种项目 间 (万元) 担任务 情况

枣花药雄核发育诱导及单倍体静质 湖南铝自然科 2003．0l～ 2．0 主持 结题
l

材料的建成，(02JJY4017) 学基金项嚣 2004．12

湘西坡耕地经济林生态种植模式的 湖南省教育厅 2004．0l～ 6．0 主持 进行中
2

研究(03A056) 重点项目 2006．12

枣花药培养雄棱发育诱导条件的研 校青年科技基 2002．07— 1．5 主持 结趣
3

究(0463项) 金重点项目 2004．07

油茶雄核发育途径及其机理 国家自然科学 2005．01- 8，O 第二 结题
畦

(30471418) 基金项强 2005．12

湖南枣树优良晶种脱毒苗快繁技术 湖南省林业厅 2003．01- 2．O 笫二 结题
5

体系的建立【湘拣科，b(2002)25号] 2005．12

榉树优良无性系培育及其快速繁殖 湖南省农发办 2004．OI。 16．O 主要 进行中
6

技术研究(湘农综[2003】14号) 2006．12 参加

Transformation of Arabidopsis PMBE(自选) 2∞4．1l一 10。O 实施 完成
7

thaliana suspension cells 2005．10 (折合)

2)发表论文(第一作者)

序
论文作者 论文题目 期刊名称 发表时阃

号

李建安，胡芳名， 接南芥悬浮细胞及其愈伤缎织对潮霉索 中南林业科 2006．26(3)
l

潭晓风 的反应 技大学学报

李建安，胡芳名 拟南芬悬浮细胞生长特性及其继代培养 经济抟研究 2006，24(2)
2

条件

李建安。张日清铸 油茶两物种花药培养愈伤组织诱导试验 经济林研究 2003·2l(4)
3

李建安，胡芳名， 花药(花粉)培养及其在经济林品种改良 经济林研究 2002，20(4)
4

谭晓风 中的应用

3)出版专著

序
专著名称 出版孵闻 融版单短

著作字数
痒者名次

号 (万字)

1 中国主要树种栽培技术 2005 中圈林业出版社 110 编写i章

经济林栽培学(教育部“十
2 2004 中国林业出版社 50 编写4章

一五”规划教材)

3 经济林栽培学(第二舨) 2004 串圈林监出敝社 60 编写2挛



皴 谢

致 谢

本论文是在导藤胡芳名教授、潭晓风教授的悉心指导下完成的。裟心惑邃|他

们多年来的谆谆教诲和深切关怀。胡先生魁开学科先河之大家，一生专于林学，
传业授道，桃李满天，是我人生和密业上敬仰的丰碑。有幸成为他的弟子，受其
，。博才学之愚泽、孺深忍怨之熏陶、高涌人格之感染，学生镕感荣幸并十分珍惜。

在此，谨向他表示崇高的敬意和衷心的感谢，并祝愿他健康长寿!谭晓风教授以
其渊博的专业知识和严谨的治学态度，对我的博士论文从选题到定稿，给予了热
情的指导，饺我终身受益。

感谢华沙大学植物分子生物学实验室Andrzej Jerzananowski教授，他为我这
位来自东方的学予，提供了极好的实验研究条件，并做了周到的安排，体现了一
位国际知名学者的博大胸怀，使我§＆够在短短豹一年问，顺利地完成本文的全部

实验研究工作。特别要感谢该实验宣Agnieszka Sokd博士，她以精湛的实验技
能和坚史的理论知识，全力指导并协助我完成每一项实验，使我能够迅速掌握现

代生物学领域的诸多实验技术与研究方法。还要感谢该实验室Andrzej
Wierzbicki、Marein Puzio、Tomasz、Maciek博士，Ola、Anna Pietras、Rafal

Wieczorek、MartinPuzio硕士等众多波兰同事，在我留学期间，他们给过我这样
或那样豹帮助。

感谢中南林业科技大学何方教授、谢碧霞教授、刘显旋教授、龙光生教授、
刘友全教授、赵滕东教授等我的老师，他们一直关注弗指导我在学术的道路上成
长，对我的治学态度和学术思想的形成有着积极的影响。我的博士学业的完成，
同样倾浚了他们的心血。

感谢中南林渡科技大学森林培商学科张日清教授、吕芳德教授、李志辉教授、
陈建华教授等学长及同事，他们在我工作和学业上给予了大力扶持与帮助，使我
深切地感受到这支学术团队团结合作的良好风貌和向前发展的勃勃生机。同时，
感谢经济林重点实验室扬伟老师、张党权博士、乌云塔娜博士、孙颖I蘑学等，他
们在本论文修改、印制及答辩准备过程中给予过无私的帮助。

感谢师兄陈永忠博士、郭起荣博士及2001级博士班石明旺博士、李保国博
士、王义强博士、朱宁华撼士、张赛搏士、尹少华博士等同学。在我攻读博±学

位期间，他们给了我诸多鼓励与帮助，使我深切地感受到学发问真挚的情谊。
感谢中南林舭科技大学章怀云校长、吴晓芙副校长、曾恩齐副书记、曹福祥

剐校长、任湘郴副校长，研究生部零际平主任，科技处文仕知处长，学科建设处

余济云处长，资源与环境学院林亲众书记、颜正良副书记、周豳英、陈亮明副院
长等领导长期以来的关心与爱护，使我能以饱满的热情投入到工作与学习之中。

还要感谢国家鑫然秘学基金委员会生念学部于振良学科主任、谷瑞生学科主

任等领导的关心与支持，程我与他们短短数月共事期间，他们给了我充分的信任
和热心的帮助，使我进一步明确并坚定了自已努力的方向。

特别要感谢我的妻子、女JL及父母等家人，她们给了我大量豹幕怎支持程鼓
励，并能以一颗平常心对待我在事业上的成败与得失。

最后，感谢所有关心、支持和帮助过我的老师、同学、同事和朋发。

李建名

2006年6月
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