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摘 要 采用农杆菌介导的遗传转化方法，将来自枯草杆菌的果聚糖蔗糖转移酶基因（ 9+0 Y）导入美丽胡枝子，以提高胡枝
子抵御干旱胁迫和盐胁迫的能力。以美丽胡枝子子叶节为外植体，通过与含有植物双元表达载体 4ZD的农杆菌 UY355#5 共
培养，将 9+0 Y 基因导入美丽胡枝子基因组。经卡那霉素筛选后，共获得 "! 株卡那霉素抗性植株。经 DG/特异性扩增和
DG/BI&86;+.9杂交，证明有 L株再生植株基因组 C)3 中整合了 9+0 Y 基因。通过 /:BDG/分析，结果表明 9+0 Y 基因均获得表
达。经过 !## ,,&’[U )?G’和 L\ DMT模拟胁迫，发现转基因植株美丽胡枝子中，可溶性糖含量在任何时候均高于未转化植株，
并比对照拥有更高的抗干旱胁迫和盐胁迫能力。
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果聚糖是植物组织中重要的渗透调节物质之

一，作为非结构性多糖，果聚糖主要在植物液泡中积

累，这种积累能够降低细胞液泡水势，有助于提高植

物抵御干旱、低温以及盐胁迫的能力［$］。美丽胡枝



子是重要饲料灌木树种，同时也有很高的观赏价值。

但是其抗干旱以及耐盐碱性均不如同属内其他种，

限制了美丽胡枝子的应用。因此，通过进行遗传改

良提高其抗逆性有着重要的意义。

枯草杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）中的果聚糖蔗糖转移
酶（!"#$%&’()$&"）催化以蔗糖为底物合成果聚糖的反
应。其编码基因 *"# *已经被克隆并研究［+，,］，而且
也获得了 *"# * 基因转化的烟草［-］、番茄［.］、杨
树［/］。获得的转化植株能够在液泡中积累该基因的

表达产物———果聚糖，提高转基因植株的耐胁迫能

力。本文将果聚糖蔗糖转移酶基因（*"# *）导入美
丽胡枝子，以期获得抗逆性强的美丽胡枝子新种质。

! 材料与方法

!"! 实验材料
!"!"! 植 物 材 料：以 美 丽 胡 枝 子（ +,’-,.,/"
)0&1(,23$$）优良株系（0,12+）为受体材料。
!"!"# 农杆菌菌种：根癌农杆菌（ 4325("#),2$&6
)&6,7"#$,1’）3*4--0-，根据 56&7$89 :$%［+］;") <"")［,］

以及张慧等的经验［-］，连接了酵母菌羧肽酶 4液泡
引导序列（ #-8）的 *"# * 基因（2=>76），以及植物表
达载体 9?@ 由中国科学院遗传与发育研究所胡赞
民实验室提供（图 2）。

图 2 植物表达载体 9?@结构
ABCD 2 E(F"8$GB( ;B$C)$8 HI GF" 9!$%G "J9)"&&BH% #"(GH) 9?@

!"!"$ 培养基：本研究选用 <E0 为基本培养基，美
丽胡枝子对抗生素的敏感性不高，选用卡那霉素

（?$%）筛选抗性芽，利用羧苄青霉素（K$)6）抑制农杆
菌。各类培养基的激素配比以及抗生素浓度（8CL3）
如下。

子叶节分化 /1*4 0=.8CL3 M +=-1N 28CL3 M
O44 0=.8CL3 M ?$% ,.08CL3 M K$)6 .008CL3；
不定芽增殖 /1*4 0=28CL3 M O44 0=.8CL3 M

?$% ,008CL3 M K$)6 .008CL3；
不定芽生根 O44 0=+8CL3 M 2.08CL3 M K$)6

,008CL3D
!"!"% 酶、试剂与试剂盒：常规试剂购于北京益利
化学试剂公司、@KP 扩增选用的为 Q$?$P$ 的 3H%C
Q$R NO4聚合酶，QP!SH! PO4 提取试剂购自 TU*KV
*P3公司，@KP1EH’GF")% 采用 NUT WBCF @)B8" NO4
3$6"!B%C $%; N"G"(GBH% EG$)G") ?BG 2 试剂盒，购自
*H"F)B%C") <$%%F"B8公司。
!"!"& @KP引物：根据酵母羧肽酶 4液泡引导序列
设计了 .X端引物，根据果聚糖蔗糖酶基因序列设计
了 ,X端引物。引物序列为

.X端引物 .X14QT444TK4QQK4KK4TQQQ4KQ4Q 1,X，
,X 端 引 物 .X1KQ4QQQTQQ44KQTQQ44QQTQKK

QQTQ1,X。

!"# 方法：
!"#"! 美丽胡枝子的转化和再生
外植体材料：采用子叶节分化不定芽的方法实

现美丽胡枝子的转化，以萌发 Y Z 2+;的无菌苗为材
料，选取子叶充分展开、复叶长出并颜色正常的幼

苗，将小叶与叶轴剪开，切去子叶顶端约 2L,和下胚
轴（子叶节留 , Z .88下胚轴），纵向切开子叶为两
瓣，每瓣子叶都带有部分下胚轴，并将主脉切断，远

轴面向下，去掉顶芽，即可用于接种。

转化程序：（2）依照上面方法，取合适的美丽胡
枝子子叶节，接种于 <E0 培养基上预培养 +;；（+）将
叶片在 9:/00值在 0=. 左右的菌液中浸染 ,0 Z
,.8B%；（,）吸干菌液后，在附加 200!8H!L3乙酰丁香
酮的 <E0 培养基中，黑暗共培养 +;；（-）转至含有

,.08CL3 ?$%和 .008CL3 K$)6 的不定芽分化培养基
中进行筛选抗性植株。

扩繁与生根：获得的抗性植株在不定芽增殖培

养基上进行扩繁。转接 ,次后在不定芽生根培养基
上生根。

!"#"# 转化植物的 @KP鉴定：用 ENE法少量抽提转
基因植株叶片 NO4作为 @KP检测的模板。+!3 20
[ @KP缓冲液，+!3 +=.!8H!L3 ;OQ@混合液，2!3 待
测样品 NO4，引物各 2!3，0=.!3 3H%C Q$R 酶，加

2-\杜金友等：转果聚糖蔗糖转移酶基因（ *"# *）美丽胡枝子的获得



!!"#$至总体积 #%!&。将上述溶液混匀，在 ’()仪
上依照如下程序扩增，*+,预变性 -./0，*+,变性
1%2，-*,退火 1%2，3#,延伸 *%2，进行 4%个循环，再
延伸 5%./0。反应结束后，取 5-!& ’()产物经 56
的琼脂糖电泳分离后用凝胶成像系统拍照。

!"#"$ 转化植物的 ’()789:;<=>0鉴定：’()产物经
琼脂糖凝胶电泳后，在紫外光下切除凝胶上无样品

部分，转于 ?( 膜上，将烤干的 ?( 膜用 # @ 88( 浸
润，通过预杂交，杂交，洗膜，主要步骤参照文献［3］
操作。将杂交好的 ?(膜用滤纸吸干，进行显色，杂
交膜显色完成后自然风干，拍照记录。

!"#"% 转化植物的 )A7’()鉴定：.)?B提取：使用
CD75% 8E/0 (9F:.0 )?B ’:>/G/HI;/90 J/;进行 .)?B的
提取。转化植株新鲜叶片 5%%.K经液氮冷冻固化研
磨后，装入 5L-.& 离心管，加入 +-%!& )&A溶液，混
旋。加 %L- 倍体积的 5%%6乙醇，混匀。过 CD 2E/0
H9F:.0，5% %%% >M./0 离心 5./0，弃残液。加 -%%!&
)N溶液，5% %%% >M./0 离心 5./0，弃残液。加 -%%!&
)’C 乙醇溶液，5% %%%>M./0 离心 #./0，弃残液。将
CD 2E/0 H9F:.0 转至干净无 )?I2= 的 5L-.&离心管
中，加 4% O -%!& 无 )?I2= 的水至柱中心部，-%,温
育 #./0，5% %%%>M./0离心 5./0，样品于 P 31,保存。

)A7’()：逆转录 ’() 反应体系（4%!&）含：)?B
模板 -!K，- @ Q:GG=> 1!&，)?I2/0 5!&（-%:），!?A’2
5!&（5%..9FM&），反向引物 5!K，R7R&S 5!&（#%%:），
+#, 5L- O #<。’() 扩增反应体系（4%!&）含：-!& 反
转录产物，5% @ Q:GG=> 4!&，!?A’2 %L-!&（-..9FM&），
上下游引物各 %L5!K，!"# T?B 聚合酶 #:。’() 反
应程序，*-, -./0；*-, 5./0，-1, 5./0，3#, #./0，
4- 个循环；3#, -./0。取 5-!& ’()产物经 56琼脂
糖电泳分离后，用凝胶成像系统拍照。

!"#"& 抗逆性鉴定：利用 #%%..9FM& ?I(F 和 -6
’CU模拟胁迫，检测转基因苗的生长情况，并采用蒽
酮比色法［V］分别测定胁迫 -、5%、5-! 时的可溶性糖
含量。

# 结果与分析

#"! 美丽胡枝子的转化
美丽胡枝子子叶节与含有植物表达载体的农杆

菌共培养后，转入含卡那霉素以及羧苄青霉素的 R8
培养基上筛选抗性芽，经过多轮筛选，在大约 1%%个
外植体中，最后获得无菌抗性苗 1#株，抗性芽出芽
率为 5%L46。将获得的抗性植株进行 ’()检测。

#"# 转基因美丽胡枝子的 ’()以及 ’()*+,-./012
检测

提取抗性植株材料叶片 T?B，进行 ’()检测，
结果在 1#株抗性植株中，有 -株均检测出扩增片段
（图 #）与预期片段大小（5L3WX）一致。并且通过
’()789:;<=>0杂交，初步证实了外源基因已经整合
至美丽胡枝子植株中。

图 # 美丽胡枝子转化 $%&7’"$ Q基因的 ’()检测
Y/KZ# ’() I0IF[2/2 9G $%&7’"$ Q K=0= /0 ;>I02K=0/H EFI0;2
’：EFI2./! H90;>9F；N：0=KI;/\= EFI0;；5 O -：E92/;/\= EFI0;2Z

图 4 转化 $%&7’"$ Q基因的 ’() 29:;<=>0杂交结果
Y/KZ4 ’() 29:;<=>0 XF9;/0K I0IF[2/2 9G $%&7’"$ Q K=0=
’：EFI2./! H90;>9F；N：0=KI;/\= EFI0;；5 O -：E92/;/\= EFI0;2Z

图 + 美丽胡枝子转化 $%&7’"$ Q基因的 )A7’()检测
Y/KZ + )A7’() I0IF[2/2 9G $%&7’"$ Q K=0=

’：EFI2./! H90;>9F；N：0=KI;/\= EFI0;；5 O -：E92/;/\= EFI0;2Z

#"$ 转基因美丽胡枝子的 )3*’()检测
取经过 ’() 检测的转基因植株材料，提取

.)?B，进行 )A7’()检测，结果显示，-份材料均检
测到表达信号（图 +）。表明外源基因在转基因美丽
胡枝子中已正常表达。

#"% 转基因美丽胡枝子的抗逆性检测
将经过分子检测的植株扩繁，然后转入含有

#%% ..9FM& ?I(F和 -6 ’CU的培养基中，检测转化

#+* ()*+,-, ./01+"2 /3 4*/5,$)+/2/6& 生物工程学报 #%%1，S9FL##，?9L1



组培苗的生长情况，!" 时观测到对照植株缓慢生
长，局部黄化，#$"已经较大面积黄化，#!"基本停止
生长，局部有落叶，而转化植株生长正常（图 !，图
%）。

图 ! &$$’’()*+ ,-.)胁迫下转基因美丽胡枝子与对照的
生长情况

/012! 34(567 8069-60(: (; 64-:81<:0= ! 2 "#$%&’()** -:"
67< =(:64() 9:"<4 &$$’’()*+ ,-.) 864<88

>：64-:81<:0= ?)-:68；@：=(:64() 2

图 % !ABC3胁迫下转基因美丽胡枝子与对照的生长情况
/012% 34(567 8069-60(: (; 64-:81<:0= ! 2 "#$%&’()** -:"

67< =(:64() 9:"<4 9:"<4 !A BC3 864<88
>：64-:81<:0= ?)-:68；@：=(:64() 2

!"# $%&’胁迫下转基因美丽胡枝子可溶性糖含量
检测

选择 #，&，D号转基因美丽胡枝子和未转化的组
培苗材料，接入含有 ,-.) &$$’’()*+的分化培养基，
在 !"，#$"，#!"时取 $E# F $E&1材料，测定可溶性糖
含量，从图 %可以看出，在任何时候转基因美丽胡枝
子的可溶性糖含量均高于未转化植株，而转化植株

之间差别不大。随着胁迫时间的延长，未被转化的

亲本植株（.G）中，可溶性糖含量先升高后下降，#!"
后其含量已经下降到 !EH’1*1 2 /2 I，也可以看到叶
片变白，有落叶（图 !）；而此时，转化植株生长正常。
从图 !中可以直观地看到，在 ,-.)胁迫下转基因美
丽胡枝子可溶性糖含量变化。结果显示，转基因美

丽胡枝子拥有更高的抗盐性，显然与 +,- @基因表
达有关。

!"( )*+胁迫下转基因美丽胡枝子可溶性糖含量
检测

选择 #，&，D 号转基因美丽胡枝子，接入含有
BC3 !A的分化培养基，对照同前，在 !"，#$"，#! "时

图 H ,-.)胁迫下转基因美丽胡枝子可溶性糖含量变化
/012H .7-:1<8 0: 67< =(:6<:6 (; 8()9J)< 891-4 (; 64-:81<:0=

?)-:68 9:"<4 &$$’’()*+ ,-.) 864<88
#，&，D：64-:81<:0= ?)-:68；.G：=(:64() 2

图 K !ABC3胁迫下转基因美丽胡枝子可溶性糖含量变化
/012K .7-:1<8 0: 67< =(:6<:6 (; 8()9J)< 891-4 (;

64-:81<:0= ?)-:68 9:"<4 !A BC3 864<88
#，&，D：64-:81<:0= ?)-:68；.G：=(:64() 2

小心取 $E# F $E&1材料，测定可溶性糖含量（图 H）。
结果与 ,-.)胁迫下转基因美丽胡枝子的可溶性糖
含量变化类似。即在任何时候转基因美丽胡枝子的

可溶性糖含量均高于未转化植株，而转化植株之间

差别不大。在 #! " 时，转化植株生长正常（图 !）。
因此，通过转化 +,- @基因能够提高美丽胡枝子的
抗旱性。

, 讨论
本研究首次获得了转化 +,- @基因的美丽胡枝

子，并且通过 B.L，LMNB.L等技术证实 +,- @基因
已经整合到美丽胡枝子基因组中并获得正常表达。

对转 +,- @基因美丽胡枝子的可溶性糖含量以及试
管苗的耐干旱、耐盐能力进行了测试，初步证实

+,-@基因的转化能够在一定程度上增强美丽胡枝
子的耐胁迫能力。

O<P<:0<4 等［Q］将 +,- @基因导入甜菜，同样观测
到了转基因植物细胞内多聚果聚糖含量的增加，转

基因植株不仅表现出抗寒特性，同时还具有抗旱、耐

盐碱的能力。张慧［R］将 +,- @基因转入烟草观测到
+,- @基因在转化植株正常表达并提高烟草的耐盐

DRQ杜金友等：转果聚糖蔗糖转移酶基因（ +,- @）美丽胡枝子的获得



能力。!"# ! 也能够提高转化植株的抗寒能力［"］，
抗旱能力［#$］。结合本研究的结果，可以认为 !"# !
基因能够提高植物耐渗透胁迫能力，是一个较为理

想的提高植物非生物胁迫抗性的基因，应用前景

广阔。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ #］ %&’( )*（王志敏）+ ,-. *./&012345 16 789:/&’3’ ;3(-.8 <2&’/4+

$%"&’ $()*+,%,-) .,//0&+#"’+,&*（植物生理学通讯），=$$$，’(
（#）：># ? >@

［ =］ A04B&5C *D， E&’ F.8 *..8 G*， HC81’B !I，%.340..B <D，

H5..B.’4 HJ+ I::9592&/31’ 16 689:/14. C12K5.84 3’ /8&’4(.’3:

/10&::1+ 1+,’2#(&,%,-)（L M）+ #NNO，)*（P）：=>= ? =>"
［ P］ Q&’ F.8 *..8 G*，A04B&5C *D*，Q344.8 RS7 2’ "% + 789:/&’ &4 &

’.T :&801-KF8&/. 43’B 3’ /8&’4(.’3: C1/&/1 C2&’/4+ 3(2 $%"&’ .2%%，

#NNO，(："@# ? ">$
［ O］ )-&’( ;（张慧），U1’( %（董伟），)-19 D*（周骏马）2’ "% + ,-.

:21’3’( 16 2.E&’49:8&4. (.’. &’F 3/4 .’(3’..83’( 16 4&2//12.8&’/

/10&::1 C2&’/4+ .(+&2*2 4,05&"% ,6 1+,’2#(&,%,-)（生物工程学

报），#NNV，)+（=）：#V# ? #V@

［ "］ %&’( SW（王关林），W3 ,H（李铁松），7&’( ;D（方宏筠）2’ "% +

X0/&3’5.’/ 16 /8&’4(.’3: /15&/1 16 2.E&’49:8&4. (.’. T3/- 8.434/&’:.

/1 21T /.5C.8&/98.+ !#+2&’+" 7-5+#0%’05" !+&+#"（中国农业科学），

=$$O，’,（V）：##NP ? ##N>
［ @］ )-&’( !M（张冰玉），H9 Y;（苏晓华），;9&’( ZD（黄秦军）2’

"% + R.(.’.8&/31’ 16 ,8&’4(.’3: <1C2&8（ <1C9294 "%8" [ <+

-%"&90%,*"） A\C8.443’( W.E&’49:8&4. 6815 1"#+%%0* *08’+%+* +

!#+2&’+" !+%:"2 !+&+#"2（林业科学），=$$"，)+（P）：OV ? "P
［ >］ %&’( SW（王关林），7&’( ;D（方宏筠）+ <2&’/ S.’. A’(3’..83’(+

!.3]3’(：H:3.’:. <90234-.8，=$$=
［ V］ W39 MD（刘永军），S91 H;（郭守华），M&’( YW（杨晓玲）+

A\C.835.’/ 16 C2&’/ C-K43121(K &’F 031:-.534/8K+ !.3]3’(：J-3’.4.

I(83:92/98&2 H:3.’:. &’F ,.:-’121(K <90234-.8，=$$=
［ N］ H.E.’3.8 R，;&22 RU，Q&’ F.8 *..8 GW 2’ "% + ;3(- 2.E.2 689:/&’

&::9592&/31’ 3’ /8&’4(.’3: 49(&8 0../ + ;"’052 1+,’2#(&,%,-)，#NNV，

)(：VOP ? VO@
［#$］ W39 %;（刘伟华），)-&1 YJ（赵秀振），W3&’( ;（梁虹）2’ "% +

H/9FK 1’ /8&’46185&/31’ 16 T-.&/ T3/- !"#! (.’. 6815 1"#+%%0*

*08’+%+* + !#+2&’+" 7-5+#0%’05" !+&+#"（中国农业科学），=$$@，’-
（=）：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

=P# ? =P@

重 要 通 知

《生物工程学报》=$$@年出版英文版

为了加快期刊的国际化进程，扩大国际交流，本刊与国际知名的出版公司爱思唯尔（A24.E3.8）达成协议，合作出版英文刊
《J-3’.4. D198’&2 16 !31/.:-’121(K》（电子版），该刊与中文版同步，双月刊。出版后置于爱思唯尔庞大的 H:3.’:.U38.:/网络平台上
（我刊网址：-//C：̂^TTT+ 4:3.’:.F38.:/ + :15^4:3.’:.^]198’&2^#V>==$>"）。
爱思唯尔是国际著名的出版公司，《细胞》等知名杂志便出自该公司。H:3.’:.U38.:/是爱思唯尔建立的世界上最全面的服

务于多学科研究型图书馆的电子数据库。研究人员通过它能在线访问超过 #V$$种期刊和 O$$万篇电子版全文。《生物工程
学报》英文版借助这个庞大而成熟的平台，将可以大大地提高文章的浏览量，扩大期刊及作者在国内外的影响，提高文章的被

引频次。同时，出版英文电子版将可克服与国外文字沟通的障碍，使作者的科研成果能在第一时间内为国际同行所了解。

我刊的栏目有综述、研究报告、研究简报和技术与方法等，范围包括基因工程、细胞工程、酶工程、蛋白质工程、发酵工程、

生化工程、代谢工程、组织工程、生物制药、生物芯片、生物反应器及生物信息学等，涉及生物技术各个领域，非常欢迎广大科

研人员踊跃投稿。直接投英文稿件而被录用的，也将同时以中文形式发表在中文印刷版上。英文版不再另收版面费。

具体做法是：每期从中文版中精选出 #$篇稿件译成英文，凡具备以下条件之一者即可入选：#+在理论方面有新发现或新
见解。=+ 在应用方面取得新进展，达到新水平。P+ 在技术方面建立新方法或改进已有的方法。选中后通知作者译成英文，
经编辑部审核送爱思唯尔出版公司进行文字加工，再返回作者进行内容确证。

投稿时请注意以下事项：#+稿件撰写时，应力求叙述清楚，避免语法错误和用词不当。=+ 突出创新点，用具体材料 、数据
加以说明与论证。P+加强图表注释，使读者在不读正文的情况下能正确理解图表的涵义。

欲了解更详细的信息，请登录我刊网站（;//C：̂^]198’&2 + 35+ &:+ :’^:]0）点击“英文版”，或直接联络编辑部：
电话^传真：$#$_@=""OP$P A_5&32：:]0‘ 35+ &:+ :’

OON .(+&2*2 4,05&"% ,6 1+,’2#(&,%,-) 生物工程学报 =$$@，Q12a==，L1a@


