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桃’/0 基因反义转化桃幼胚子叶的研究
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摘!要!用根癌农杆菌!’.123456*1+78678*945+*-:"和基因枪两种方法$以桃!;17-7:<*1:+54KIL4/A;>"幼胚子叶为

受体$转化桃D??氧化酶!’/0"反义基因片段$经筛选培养获得了卡那霉素抗性芽(微芽嫁接培养抗性芽部分可

成株(M?N**-+/>0.6杂交和=>(基因表达等分子检测$初步表明外源反义’/0 基因已经整合到桃基因组中(

关键词!根癌农杆菌)基因枪)转基因)反义’/0 基因
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!!桃是世界性重要果树$我国是桃主产国$产量位
居世界各国之首(桃果质优$在果品市场占据重要
地位(但桃是乙烯跃变型果实$采后软化进程迅速$
多数品种成熟季节又适逢高温高湿$果实极不耐贮
运$严重影响销售与外运$这是长期制约桃生产的主
要问题之一(
延长桃贮藏期常采用低温冷藏$此法易造成桃

果冷害$结果并不理想(桃贮藏保鲜的现状表明延

长贮藏时间*提高贮藏品质$延长货架期$减少采后
腐烂等目标难以靠常规措施实现(D?? 氧化酶
!D?\"$又称乙烯合成酶!F]F"$催化植物乙烯合成
的最后一步!即催化D??生成乙烯"(抑制D?\活
性可延缓乙烯生成$从而延缓成熟衰老(植物转基
因技术的广泛应用$国际上番茄转’/0 反义基因
的成功为其他作物解决贮藏难问题提供了范例和良

好前景%#!(&$但至今未见有关桃转’/0 反义基因的



研究报告(本研究用根癌农杆菌和基因枪两种方
法$以桃幼胚子叶为受体$进行’/0 反义基因转化
桃研究$旨在通过改变遗传物质的角度提高桃贮藏
性能提供一定的基础(

#!材料和方法

;<;!材料

#I#I#!植物材料
供试玉露桃幼果于盛花后%%1取自浙江省奉

化水蜜桃研究所(选果型正常$大小均一$无伤无虫
者常规消毒$除去果肉并剥开果核$取出幼胚后接入

:*培养基$!$̂ _#̂ 暗培养!’!)’1$子叶膨大$
将此子叶挑出$作为幼胚子叶转化的实验材料(

#I#I!!质粒及菌株
质粒MLX’I"$由MLX#!#改造$含?4:‘)%*启动

子调控的#G葡糖苷酸酶!VR*"报告基因和抗卡那霉
素!Y46"筛选的新霉素磷酸转移酶!G;&$"基因及氨
基环丙烷羧酸!D??"氧化酶反义片段!由浙江大学生
命科学院金勇丰博士惠赠"(菌株为V‘)#’#(

;<=!方法

#I!I#!农杆菌感染及感染材料的培养
碱裂解法提取,LX’I"质粒a8D$冻融法转入

根癌农杆菌V‘)#’#(挑含质粒的V‘)#’#单菌落$
接种到含Y46"%I"%@-<+K*利福平!N97"!(I)%@-<
+K的SFM(@K液体培养基中$#"’.+@96!"^暗培
养)$>(取此菌液#@K加入%’@K新鲜SFM及

!’’%@-<+K的乙酰丁香酮!D*"相同条件下培养#!
>后取此液(’@K于%’’’.+@96(^离心#’@96$
沉淀加入液体:*%’@K$#"’.+@96!"^ 继续振荡

!>$至对数生长期$备用(
幼胚子叶背面刻伤后分别按表#和表!两组设

计进行感染$程序如下#预培养后浸入上述农杆菌悬
浮液$取出并吸去多余菌液$暗中共培养(之后$外
植体移入含头孢霉素!?07"#I#E%@@-<+K的除菌培
养基上生长!H$移入含?07#I#E%@@-<+K和Y46
%#I%%@-<+K的培养基上筛选培养(部分抗性材料
进行微芽嫁接(

表;!728 基因反义转化桃幼胚子叶

’)94";!7#$%>?"#"728$()#*+,(-"5@")&/%--)$1("&,$34"5,#

处理

=.04/@06/A

预培养时间

M.0;+</+.0/9@0!1"

感染时间

X670;/9-6/9@0!@96"

共培养时间

?-;+</+.0/9@0!>"

激素V.-H/>.05+<4/-.!%@-<+K""
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!!"#基本培养基为:*$,U为%I"(

"#L4A4<@019+@9A:*$,Ub%I"I

表=!728 基因反义转化桃幼胚子叶"

’)94"=!7#$%>?"#"728$()#*+,(-"5@")&/%--)$1("&,$34"5,#"

处理

=.04/@06/A

外植体

Fc,<46/A

预培养时间

M.0;+</+.0/9@0!1"

感染时间

X670;/9-6/9@0!@96"

共培养时间

?-;+</+.0/9@0!>"
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!!"#预培养和共培养培养基为:*dLD(%I)%@-<+Kd8DD!I$"%@-<+K(

"#M.0;+</+.0461;-;+</+.0@019+@4.0:*dLD(%I)%@-<+Kd8DD!I$"%@-<+KI
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#I!I!!基因枪法转化
幼胚带胚芽单瓣子叶光下或暗中在 :"G:#(*

:K#和:K!上培养!1后$近茎面朝上密集排列在
高渗培养基中基因枪可轰击范围内$(>后用包裹
质粒#%5+@K!a8DR8XO#’a8D通用试剂盒提纯"
的金弹轰击$每皿轰击一次(#H后$轰击材料移入
诱导培养基培养!%1$再转移到%#I%%@-<+KY46
筛选培养基继代!!)次(

#I!I)!转基因材料的分子检测

#I!I)I#!M?N检测!根据G;&$基因设计引物$
上游引物RM#$%eGV==?=====V=?DDVD??VD??G
)e)下 游 引 物 aM#$%eG?DDV?=?==?DV?DD=D=G
?D?VG)e!上海生工生物工程技术服务有限公司合
成"$反应在M=?G!’’M0</90.=>0.@4<?3;<0.上进
行(!%%KM?N反应体系包括##’,@-<+%K的RM#
和aM#各#%K$#’fM?N反应缓冲液!I%%K$!%
@@-<+K:5?<!#I%%K$!I%@@-<+K18=MA!%K$!R
&4Ha8D 聚合酶!=4Y4N4$T4,46"(反应条件为

E(̂ 预变性%@96$E(̂ 变性(’A$%!̂ 退火(’A$

&!̂ 延伸#@96$进行)%个循环$&!̂ 延伸#’@96(
产物用#g 琼脂糖凝电泳检测(此目的条带标记为

Y#(
根据’/0 在,LX’I"上的位置设计上游引物

RM!$%eGD?V?D?DD=???D?=D=??==G)e)下 游 引
物aM!$%eG====?V?V?VD=??DVD?=VDDG)e!该设
计引自浙江大学园艺系徐昌杰博士并由其惠赠引

物"$扩增载体序列d反向’/0 序列(反应条件同
上(此目的条带标记为M#(将转基因植株的此条
带割胶回收$连接到,:a#"G=‘0;/-.!=4Y4N4"上$

转化到T:#’E中$阳性克隆用 :d+:#)P引物进行
双向测序!上海生工生物工程技术服务有限公司合
成"(

#I!I)I!!转基因植株的*-+/>0.62<-/检测!分别
对转基因及阴性对照桃总 a8D 溶液用 !+-1&
!=4Y4N4"进行酶切$以G;&$M?N回收产物!Y#"
作为阳性对照(探针为M?N产物Y#*M#$均从凝胶
中回收目的片段 !R8XOG#’柱式M?N产物回收试剂
盒$上海生工生物工程技术服务有限公司合成"获
得(随机引物法标记%’G)!M&1?=M探针!=4Y4N4"(

#I!I)I)!=>( 基因瞬间表达的组织化学分析!
=>(基因表达采用T0770.A-6等%%&的方法进行(抗
性材料先用添加?07’I%E&%@@-<+K的液体培养基
振荡培养!>%$&$再用蒸馏水充分洗涤%!$次$滤纸
吸干%&&$)&^染色过夜$&’g 乙醇脱色$统计蓝色
幼胚的比率(

!!结!果

=<;!抗性材料的获得
表#实验中幼胚子叶最终得到#!个抗性芽$得

到抗性芽最多的处理为)号(表!实验中幼胚带胚
芽单瓣子叶接种获得了#(个抗性芽$完整子叶获得
了#)个抗性芽(
基因枪轰击材料第一次继代后统计再生芽比例

如表)所示(筛选培养中$已经诱导的不定芽大部
分黄化*白化或褐化死亡$也有一部分出现玻璃化$
只有少量芽仍能保持绿色$最终得到%个再生抗性
芽$其中只有#个抗性芽能够生根(

表A!基因枪转化桃幼胚子叶再生结果

’)9"4A!B/,,$*("?"#"()$%,#+(,-%--)$1("&,$34"5,#*,+.CD@")&/

培养基类型

:0194

光下X6<95>/

外植体数

8-I-70c,<46/A

再生芽数

M0.;06/;-/3<01-6AH9/>A>--/A

暗中R610.14.h

外植体数

8-I-70c,<46/A

再生芽数

M0.;06/;-/3<01-6AH9/>A>--/A
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=<=!.2E分析
对载体特有的G;&$基因进行特异扩增检测

!图#"$发现M?N阳性植株能扩出%’’2,的特异条
带$而未转化植株不能扩出任何条带$初步说明外源
基因已经转入桃基因组中(取G;&$基因阳性植
株的基因组a8D$以RM!和aM!为引物进行扩增
!图!"$结果显示阳性对照!,LX’I""和转基因材料
均扩增出特异的#’’’2,条带(测序结果表明$这#
’’’2,序列包含,LX#!#部分序列及反向’/0 基因
序列$进一步证明目的基因已整合到桃基因组中(

图;!转基因桃中F.’!基因的.2E特异扩增检测

:#!h2a8D标准分子量)##未转化桃叶片!阴性对照")

!#MLX’I"!阳性对照"))!#’#反义’/0 转基因桃叶片

!农杆菌法")##!#(#反义’/0转基因桃叶片!基因枪法"(

G%?<;!.2E)#)43*%*,+F.’!%#$()#*?"#%&@")&/
:#!h2@4.h0.)##R6/.46A7-.@01,04;>!6054/9[0;-6/.-<")

!#MLX’I"!,-A9/9[0;-6/.-<"))!#’#=.46A7-.@01,04;>

H9/>46/9A06A0’/023D=:)##!#(#=.46A7-.@01

,04;>H9/>46/9A06A0’/023ML:I

图=!转基因桃的载体序列H反向728的

.2E特异扩增检测

:#!h2a8D标准分子量)##MLX’I"!阳性对照")!!E#

反义’/0 转基因桃叶片!农杆菌法")#’!#)#反义’/0
转基因桃叶片!基因枪法")#(#未转化桃叶片!阴性对照"(

G%?<=!.2E)#)43*%*,+I"&$,(H)#$%*"#*"

728%#$()#*?"#%&@")&/
:#!h2@4.h0.)##MLX’I"!,-A9/9[0;-6/.-<")

!!E#=.46A7-.@01,04;>H9/>46/9A06A0’/023D=:)

#’!#)#=.46A7-.@01,04;>H9/>46/9A06A0’/0

23ML:)#(#R6/.46A7-.@01,04;>!6054/9[0;-6/.-<"I

=<A!.2E>B,1$/"(#94,$
以载体G;&$基因M?N扩增产物为探针和阳

性对照$以未转化的桃为阴性对照$对部分M?N
鉴定为阳性的转化桃进行M?NG*-+/>0.6杂交$结
果表明在所检测的转化桃中都得到一条位置基本相

同的阳性带 !图)$图("(说明M?N阳性结果完
全正确(

图A!转基因桃中F.’!的.2E>B,1$/"(#检测结果

#!(#反义’/0 转基因桃叶片!农杆菌法")

%$$#反义’/0 转基因桃叶片!基因枪法")

&#M?N回收产物!阳性对照")"#未转化桃叶片!阴性对照"(

G%?<A!.2E>B,1$/"(#)#)43*%*,+F.’!
+,($()#*?"#%&@4)#$*

#!(#=.46A7-.@01,04;>H9/>46/9A06A0’/023D=:)

%$$#=.46A7-.@01,04;>H9/>46/9A06A0’/023ML:)

&#M?N,.-1+;/-7G;&$ !,-A9/9[0;-6/.-<")

"#R6/.46A7-.@01,04;>!6054/9[0;-6/.-<"I

图J!转基因桃中的载体序列H反向728 的

.2E>B,1$/"(#检测结果

##未转化桃叶片!阴性对照")!!%#反义’/0 转基因

桃叶片!农杆菌法")$$&#反义’/0 转基因桃叶片

!基因枪法")"#M?N回收产物!阳性对照"(

G%?<J!.2E>B,1$/"(#)#)43*%*,+)#$%*"#*"

728+,($()#*?"#%&@4)#$*
##R6/.46A7-.@01,04;>!6054/9[0;-6/.-<")!!%#

=.46A7-.@01,04;>H9/>46/9A06A0’/023D=:)

$$&#=.46A7-.@01,04;>H9/>46/9A06A0’/023ML:)

"#M?N,.-1+;/-7G;&$ !,-A9/9[0;-6/.-<"I

=<J!B,1$/"(#94,$
部分M?NG*-+/>0.6杂交鉴定为阳性的转化桃

基因组进行*-+/>0.62<-/检测!图%"$结果表明在
检测的转化桃中都得到了位置基本相同的阳性带(
说明M?NG*-+/>0.62<-/的结果完全正确(

#! 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图K!转基因桃中F.’!的B,1$/"(#检测结果

#$!#反义’/0 转基因桃叶片!农杆菌法"))#反义’/0
转基因桃叶片!基因枪法")(#M?N回收产物!阳性对照")

%#未转化桃叶片!阴性对照"(

G%?<K!B,1$/"(#>94,$$%#?)#)43*%*,+F.’!
+,($()#*?"#%&@4)#$*

#$!#=.46A7-.@01,04;>H9/>46/9A06A0’/023D=:)

)#=.46A7-.@01,04;>H9/>46/9A06A0’/023ML:)

(#M?N,.-1+;/-7G;&$!,-A9/9[0;-6/.-<")
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=<K!!LB基因组织化学检测
随机抽取抗性植物材料进行=>(组织化学染

色$获得了可染色的不定芽*叶片和根而非转化植株
未染上色!图$$图&"$表明=>(基因在组织中进行
了表达$由于反义’/0 基因位于=>(基因的上游$
所以可以推测反义’/0 基因片段也随之进行了转
录和表达(

)!讨!论

本文首次得到了桃转’/0 反义基因的抗性材
料$通过M?N及*-+/>0.6G2<-//965等分子手段鉴定

’/0 反义基因已整合到桃基因组中(转基因植株
生根难是大多数木本植物存在的主要问题之一(本
实验中获得多个抗性芽$经多次继代尝试各种培养
基$均难以成根$致使大量抗性芽在这一过程中死
亡$这与转基因芽生根难有关$也可能与抗性芽的假
阳性!此处表现为抗性"有关(利用微芽嫁接这种方
法有可能成功获得完整的转基因桃植株(实验中进
行了#&个抗性芽嫁接$其中有E个可以成活#个月

图M!农杆菌介导法和基因枪法转化桃幼胚子叶抗性植株再生

D*L#农杆菌法桃幼胚子叶抗性芽)?#微芽嫁接农杆菌法抗性芽成活)a#基因枪法桃抗性芽)F#基因枪法抗性芽生根(
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图O!转基因桃的!LB基因P>!41&组织化学染色

D*L#=>(基因在转基因根中的表达)?*a#未转化桃根和叶片=>(染色)F*]*V#=>(基因在转基因叶中的表达(
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以上(此文中微芽嫁接是在不定芽生根失败后进行
的补救措施$可用于砧木的成熟种子数量少)加之抗
性芽长时间不生根$多次继代$生活力较低)同时因
微芽嫁接时未进行捆扎等多种因素$造成本实验中
微芽嫁接的最终成活率不高(为了解决生根难的问
题也尝试了发根农杆菌感染抗性芽*发根农杆菌和
根癌农杆菌混合液感染外植体等办法$现已在用发
根农杆菌#%")(感染成熟种子的实验中获得了毛状
根且毛状根中可检测到=>(基因的表达$进一步的
研究仍在进行中(
如果直接以转化的反义’/0 基因为探针对转

基因材料的*-+/>0.62<-/检测$由于在未转化和转
化的桃中都存在能与转化的反义a8D序列杂交的
相应基因$将不利于杂交结果的分析(M?N鉴定的
结果证明$在转基因材料中标记基因G;&$与转化
的目的基因是相伴存在的$因此在一定程度上检测

G;&$就可检测目的基因$事实上这种检测标记基
因间接鉴定转基因材料的方法在反义转化中经常被

采用%"&(本研究也采用了此方法对转基因材料进行
了检测(
经M?N**-+/>0.6结果分析表明$抗性材料中含

有反义’/0基因$这为进行’/0反义基因对桃果实
贮藏和品质影响的研究奠定了基础$但遗憾的是未获
得完全成长并能脱离无菌培养的转基因植株$深入实
验受到阻碍$未能进行8-./>0.6杂交分析或转基因材
料的生理研究$究其原因与基因遗传转化的频率低下
和转基因抗性芽生根难是分不开的(这为下一步进
行桃基因遗传转化研究提出了努力方向(
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