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转 harpinXooc蛋白编码基因 hrf2 对油菜抗菌核病的影响 

马玲莉，霍  蓉，高学文，何  丹，邵  敏，王  琦 

（南京农业大学植物保护学院/农业部病虫监测与治理重点开放实验室，南京 210095） 

 
摘要：【目的】尝试利用转基因方法提高油菜抗病性。【方法】将来自水稻细菌性条斑病菌（Xanthomonas oryzae 

pv.oryzicola）编码 harpinXooc 蛋白的 hrf2 基因插入植物表达载体 pCAMBIA1301 中，构建了植物重组表达质粒

pCAMBIA1301-hrf2。由根癌农杆菌 LBA4404 介导，将重组表达质粒 pCAMBIA1301-hrf2 转化甘蓝型油菜杨油 4号子

叶节。【结果】获得了抗潮霉素的再生转基因油菜植株，经 PCR，RT-PCR 和 GUS 染色检测证明 hrf2 基因已整合到

油菜基因组中。抗病性鉴定结果表明，转基因油菜对油菜菌核病有较好的抗性，在转基因植株叶片上油菜菌核病

菌菌丝的生长受到明显抑制。【结论】利用农杆菌转化法可将 hrf2 基因导入油菜基因组中，并使转基因油菜对菌

核病的抗性提高。 

关键词：hrf2 基因；农杆菌介导转化法；转基因油菜；抗病性 

 

Transgenic Rape with hrf2 Gene Encoding harpinXooc      
Resistant to Sclerotinia Sclerotinorium 

MA Ling-li, HUO Rong, GAO Xue-wen, HE Dan, SHAO Min, WANG Qi 

(Key Laboratory of Monitoring and Management of Plant Disease and Insect, Ministry of Agriculture, Nanjing Agricultural 

University, Nanjing 210095) 

 

Abstract: 【Objective】The objective of this study was to improve the resistance of rape using the method of transformation.
【Method】The gene hrf2 derived from Xathomonas oryzae pv. oryzicola encoding harpinXooc protein was inserted into transgenic 
vector pCAMBIA1301. The cotyledonal petiole segments from rapeseed variety Yangyou 4 were infected by Agrobacterium 
tumefaciens strain LBA4404/pCAMBIA1301-hrf2. 【Result】Hygromycin-resistant green shoots were obtained. PCR，RT-PCR and 
GUS analyses have confirmed successful integration of the foreign gene into the genome of the rapeseed variety Yangyou 4. Disease 
bioassays of transgenic plants revealed that the transgenic plants with resistance to Rape sclerotiniose was obtained. 【Conclusion】
The hrf2 gene can be transferred into rape using the method of Agrobacterium-mediated transformation, which improved the 
resistance to S. sclerotinorium in the transgenic plant. 

Key words: hrf2 gene; Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation; Transgenic oilseed rape; Resistance  
 

0  引言 

【研究意义】油菜是中国主要的油料作物，其产

量和品质受到真菌病害尤其是油菜菌核病的严重影

响，因此，育种专家们一直在努力寻找改良油菜品质

和提高油菜抗病性的方法。近年来，随着基因工程技

术的发展以及油菜转化体系的建立，人们愈来愈倾向

于通过基因工程的手段改良油菜的产量、品质及抗逆

性[1~3]。【前人研究进展】Grison 等[4]利用组成型表达

的几丁质酶基因转化油菜，使其对一些真菌性病害的

抗性增强。田颖川等[5]利用农杆菌介导的转化方法将

抗真菌病害的 β-1,3-葡聚糖酶基因导入双低油菜品种

H165 中，得到了部分转基因油菜植株。革兰氏阴性植

物病原细菌中存在着 hrp 基因簇，该基因簇决定病原

细菌在寄主上的寄生性和致病性以及在非寄主上的过

敏反应[6]。hrp 基因簇中特定基因的编码产物 harpins
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是非专化性蛋白质激发子，可以激发烟草过敏性细胞

坏死（hypersensitive cell death，HCD），诱导植物抗

病、抗虫，促进植物生长[7~12]。【本研究切入点】南

京农业大学农业部病虫害监测与消费品理重点开放实

验室从水稻白叶枯病菌（Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae）和水稻细菌性条斑病菌（X. o. pv.oryzicola）
中分别克隆了编码 harpinXoo的 hrf1，hrf3 基因和编码

harpinXooc的 hrf2 基因，hrf1，hrf2 和 hrf3 在大肠杆菌

（Bl21）中的表达产物（Harpins）在烟草上均能激发

过敏反应和诱导抗病性，其生物活性从大到小依次为

Hrf2，Hrf1 和 Hrf3[9~11]。笔者将 harpinXoo蛋白编码基

因转化水稻[12]，获得了对 ZC3、ZD1、ZG1 和 ZB13 4
个稻瘟病菌优势小种高抗且能够稳定遗传的转基因水

稻品系。【拟解决的关键问题】笔者将 harpinXooc蛋白

编码基因 hrf2 转化油菜，研究转 hrf2 基因对油菜菌核

病抗病性的影响，为基因工程培育抗病油菜品种打下

基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

用于遗传转化的甘蓝型油菜品种杨油 4 号购于江

苏明天种业科技有限公司。水稻细菌性条斑病菌（X. o. 
pv.oryzicola）RS105 菌株、根癌农杆菌（A. tumefaciens）
LBA4404 菌株和植物表达载体 pBI121、pCAMBIA1301
由南京农业大学农业部病虫害监测与治理重点开放实

验室保存。 
1.2  培养基  

（1）预培养基：MS[13]+4 mg·L-1 BA，pH 5.8。（2）
共培养基：MS+3 mg·L-1 BA+0.5 mg·L-1 NAA，pH 5.8。
（3）筛选培养基：MS+3 mg·L-1 BA +0.25 mg·L-1 NAA 
+5 mg·L-1 AgNO3+12.5 mg·L-1 Hyg+500 mg·L-1 Crb，pH 
5.8。（4）生根培养基：MS + 0.2 mg·L-1 NAA+5 mg·L-1 
Hyg+200 mg·L-1 Crb，pH 5.8。 
1.3  酶与试剂 

Taq DNA 聚合酶和限制性内切酶购自 TaKaRa 公

司。Dig High Prime DNA Labeling and Detection Starter 
Kit I购自Roche公司， TRIZOL Reagent、ThermoScript 
RT-PCR System 购自 Invitrogen 公司。卡那霉素

（Kanamycin）、羧苄青霉素（Carbenicillin）、利福

平（Rifampicin）、潮霉素（Hygromycin）购自南京

博全科技有限公司，X-gluc 购自南京生兴生物技术有

限公司。 
1.4  植物重组表达质粒的构建 

利用 PCR 方法，从水稻细菌性条斑病菌 X. o. 
pv.oryzicola RS105 菌株中扩增出 hrf2 基因，利用基因

两端携带的限制性酶切位点 BamHⅠ和 SacⅠ，将其克

隆到植物表达载体 pBI121 中，构建 pBI121-hrf2 重组

质粒；然后用 HindⅢ，EcoRⅠ从 pBI121-hrf2 上将 hrf2
连同启动子和终止子一起切下，连接到植物表达载体

pCAMBIA1301 上，构建好植物重组表达质粒

pCAMBIA1301-hrf2。将该重组质粒转化农杆菌菌株

LBA4404，于－70℃下保存，用于油菜的转化。 
1.5  农杆菌介导的遗传转化 

取油菜带柄子叶节作为转化受体，在预培养基中

预培养 2～3 d 后浸入备好的农杆菌菌液感染 30 min，
然后放在共培养基上黑暗中共培养 2 d。共培养结束

后，将子叶节接入筛选培养基中（25 ℃，光照 16 h/d），
2 周继代 1 次。1～2 周后即有愈伤组织的形成和芽的

分化。待绿芽长到 2～3 cm 高后，切下绿芽转入含 5 
mg·L-1 潮霉素的生根培养基中，当根系发达成为完整

的植株，经炼苗后移栽至土钵中。待苗长至 20 cm 左

右移至大田[14]。 
1.6  转基因油菜的 PCR 检测 

植物总 DNA 提取采用 CTAB 提取法[15]：取 50～
200 ng 总 DNA 为模板。根据 hrf2 基因序列设计引物：

5′端引物：5′-TTTGGAGAGAACACGGGGGA-3′；3′
端引物：5′-TGATGCGCTGTCGTTCGAGA-3′，引物

由上海赛百盛基因技术有限公司合成。目标扩增产物

为 414 bp。扩增条件为：95℃预变性 5 min；94℃变

性 45 s，56℃退火 30 s，72℃延伸 50 s，35 个循环；

72℃再延伸 10 min。 
1.7  转基因油菜的 RT-PCR 检测   

使用 TRIZOL Reagent（Invitrogen）提取油菜叶片

RNA，反转录采用 ThermoScript RT-PCR System
（Invitrogen）。PCR 反应体系与扩增程序同常规 PCR，
参见 1.6，对 RT-PCR 产物进行凝胶电泳分析。 
1.8  转基因油菜的 GUS 检测 

对潮霉素抗性植株进行 GUS 染色检测，分析标记

基因 gus 能否正常表达。采用 Jefferson[16]的染色方法，

将剪成小圆片的油菜叶片浸泡在 200 µl 染色液中，于

37℃中保温 20 h。然后，转入 70%乙醇中脱色 2～3
次，阳性显蓝色，阴性样品无色或白色。 
1.9  油菜抗菌核病菌鉴定 

油菜抗菌核病菌接种鉴定采用离体叶菌丝体接种

鉴定，具体方法参照董祥柏的[17]方法。每株取 3 片叶

片，每片叶片放两个菌丝块，以接种 48 h 后病斑直径
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作为抗感反应的指标。用直尺测量病斑直径（不含外

侧的一轮黄晕），按垂直方向取两次，取平均值作为 
最后读数。 

2  结果与分析 

2.1  植物重组表达质粒 pCAMBIA1301-hrf2 的构建  

本研究将来自水稻细菌性条斑病菌（X. o. 
pv.oryzicola）编码 harpinXooc蛋白的 hrf2 基因插入植物

表达载体 pCAMBIA1301 中，构建植物重组表达质粒

pCAMBIA1301-hrf2。该载体含有“CaMV 35S 启动子

-hrf2 基因-NOS 终止子”，“CaMV 35S 启动子-hptⅡ
基因-NOS 终止子”和“CaMV 35S 启动子-gus 基因

-NOS 终止子”3 个表达框，其中 hrf2 基因的大小为

414 bp，hptⅡ基因的大小为 643 bp，gus 基因的大小

为 2 053 bp。这 3 种基因在植物中同时表达，

pCAMBIA1301-hrf2 的结构如图 1 所示。

 

 
 
LB：左边界；RB：右边界；hptⅡ：潮霉素磷酸转移酶基因；Pro：启动子；Ter：终止子；gus：β-半乳糖醛酸酶 
LB: left border; RB: right border; hptⅡ: hygromycin phosphotransferase Ⅱgene; Pro: promoter；Ter: terminator; gus: β-glucuronidase gene 

 
图 1  植物重组表达质粒 pCAMBIA1301-hrf2 构建图谱 

Fig. 1  Schematic construction of plant expression vector pCAMBIA1301-hrf2 
 

2.2  农杆菌介导的 pCAMBIA1301-hrf2 的油菜转化及

抗潮霉素再生苗的获得 
构建的植物重组表达载体经农杆菌介导法转化油

菜杨油 4 号子叶节。当子叶节与根癌农杆菌黑暗共培

养 2 d 后，将其转入含羧卞青霉素（500 mg·L-1）和潮

霉素（12.5 mg·L-1）的筛选培养基上，1～2 周左右开

始出现抗性愈伤组织，然后逐渐分化出抗性芽。待芽

长到 2～3 cm 左右时，切下并置于生根培养基中进行

生根培养。转化小苗根系发育良好后，打开组培瓶盖

子炼苗 2 d，然后移栽于温室中进行常规管理。最终从

1 500 多个外植体中获得了 26 株绿苗。 
2.3  转 hrf2 基因油菜抗潮霉素再生苗的 PCR 检测 

对经过潮霉素筛选获得的抗性植株进行 PCR 检

测，在所检测的 26 个植株中，85%都获得了特异扩增

带（图 2）。回收特异性条带测序，经 Blast 比对，发

现其与目的基因 hrf2 的同源性为 100%，初步表明目

的基因 hrf2 已整合到油菜的基因组中。 
2.4  转基因油菜的 RT-PCR 检测 

使用 hrf2 基因引物对 PCR 阳性植株和非转基因

油菜进行 RT-PCR 检测，抗性植株总 RNA 反转录后

经 PCR 扩增得到 414 bp（经测序得知 PCR 扩增产物

为 414 bp，与目的基因 hrf2 的同源性为 100%）的 DNA
片段，与阳性质粒的扩增结果一致，阴性对照没有特

异性扩增产物，说明 hrf2 基因已在油菜基因组中得到

表达（图 3）。 
2.5  gus 基因表达检测 

 
1：分子量标记（DNA Marker DL2000）；2：阴性对照：未转化油菜；

3～7：潮霉素抗性植株 6、10、13、18、23，目标带为 414 bp；8：阳

性对照：表达载体，目标带为 414 bp  
1: Molecular marker (DNA Marker DL2000); 2: Negative control, DNA of 
Non-transgenic plant; 3-7: Amplification band of DNA of anti-hygromycin 
plants 6, 10, 13, 18, 23 by PCR respectively; 8: Positive control, 
amplification band of the plasmid pCAMBIA1301-hrf2 with hrf2 gene by 
PCR 
 
图 2  转基因植株 PCR 检测结果 
Fig. 2  The result of analyzing transgenic plants by PCR 
 

 
1：分子量标记（DNA Marker DL2000）；2：清水对照；3：阴性对照，

未转化植株；4、5：潮霉素抗性植株 6、23；6：阳性对照（在 A 图中

为烟草对照，在 B 图中为质粒 pCAMBIA1301-hrf2） 
1: Molecular marker (DNA Marker DL2000); 2: Negative control, double 
distilled water; 3: Negative control, Non-transgenic plant; 4, 5: anti- 
hygromycin plants 6, 23; 6: Positive control, the plasmid pCAMBIA1301-hrf2 
 
图 3  转基因油菜的 EF-1α基因（A）和 hrf2 基因（B）的

RT-PCR 分析 
Fig. 3  RT-PCR analysis of EF-1α gene(A) and hrf2 gene(B) 
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植物重组表达质粒 pCAMBIA1301-hrf2 中 gus 基
因编码序列被置于 CaMV 35S 启动子基因之下，能在

油菜细胞中得到表达。用 X-Gluc 溶液对油菜叶片进行

组织化学染色分析，26 株抗性植株中有 16 株叶片显

蓝色，10 株叶片不显蓝色；而 4 株未转化植株叶片皆

不显蓝色（图 4-A）。将抗性植株和未转化植株叶片

制成切片，在显微镜下观察，得到同样结果（图 4-B）。
说明 gus 报告基因和目的基因已转入植株并得到表达。 
 

 
 
A. 叶片 GUS 染色              B. GUS 染色显微观察 
A. The GUS analysis of leaves     B. GUS analysis by microscope 

 
1～26：潮霉素抗性植株；CK：阴性对照，未转化油菜 
1-26: Anti-hygromycin plants; CK: Negative control, non-transgenic plant 

 
图 4  转基因植株 GUS 染色结果 
Fig. 4  The GUS analysis of transgenic plants 
 
2.6  转 hrf2 基因对油菜菌核病的抗性 

根据 GUS 染色结果选择阳性单株，进行了离体叶

接种菌核病菌，对照进行同样处理。发现 GUS 染色阳

性单株 6、13 和 23 发病比对照迟。在离体叶片接种

48 h 后，可以观察到这 3 株的病斑大小与对照有显著

差异（图 5、图 6）；其余 13 株 GUS 染色阳性单株几

乎与对照同时发病，其病斑大小与对照相比无显著差

异。此外，笔者发现接种后 48 h 内，对照逐渐褪色，

而转基因植株依然鲜绿（图 5）。 

3  讨论 

甘蓝型油菜农杆菌介导法高效转化体系的建立，

受许多因素的影响，如外植体高效再生体系的建立、

基因型差异、外植体类型、预培养时间与条件、农杆

菌菌液浓度与侵染时间、共培养时间、筛选抗生素以

及抑菌抗生素等。尽管农杆菌介导法甘蓝型油菜的转 

 
左：未转基因植株叶片；右：转基因植株叶片 
Left: Non-transgenic control leaves; Right: Transgenic plant leaves 

 

图 5  离体叶片接种核盘菌鉴定转基因植株 

Fig. 5  The detached leave of transgenic plants with Sclerotinia 

inoculation 

 

 
 
不同字母表示在 0.05 水平上差异显著  
The different letters mean significant differences at 0.05 level 

 
图 6  转基因油菜离体叶菌核病接种 48 h 后病斑直径差异

比较 

Fig. 6  Difference in lesion diameter of transgenic rapes by 

detached leaves with mycelia of S. Sclerotinorium 
 
化已经取得了较大的进展。但研究表明农杆菌介导法

油菜的转化效率仍较低，转化效率最高的为 55%[18]，

最低的只有 0.5%[19]。在本研究条件下，农杆菌介导法

转化效率较低。通过潮霉素抗性筛选共获得再生植株

26 株，其中 16 株为转基因植株。为了获得尽可能多

的抗病植株，在抗生素筛选初期采用 12.5 mg·L-1的潮

霉素来减少假阳性植株的频率，待有绿芽分化出时，

再转移至含 5 mg·L-1的潮霉素培养基中继代壮苗以利

于绿苗的生长。此外，外植体与农杆菌的共培养，是

获得转化植株的主要途径，选择合适的外植体和高效 
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的组培技术对于油菜的转化是非常重要的。 
本研究中对于转基因油菜的菌核病抗性鉴定采用

苗期离体叶接种方法。该方法的优点是实验环境条件

如温度、湿度和光照等因素可人为控制，结果易重复。

缺点是方法繁琐，有时接种前操作时间过长，易引起

叶片萎焉失水，影响接种结果的准确性。本试验中发

现离体叶接种重复性较好，即连续 3 次接种重复中，

同一单株叶片表现了基本一致的抗性，相同叶片接上

的多个菌丝块也表现了较好的重复性。另外，通过离

体叶接种试验，可尽早掌握转基因植株的抗病情况[20]。

试验中不同转基因植株对油菜菌核病表现了不同的抗

性，其中 6、13、23 表现出较好的抗性，而其它植株

没有表现出明显的抗性，这可能是外源基因的拷贝数

不同，插入染色体中的位点不同引起的，也有可能与

植株的生育期，温度，营养条件等有关[21]。 
油菜是一种适应性强、用途广、经济价值高、发

展潜力大的油料作物。harpinXooc 蛋白具备 harpins 的

生物学特性，用 harpinXooc处理植物可诱导植物对病害

产生系统抗性[22]。转 harpin 编码基因的拟南芥提高了

对 Erwinia carotovora 的抗性[23]。此外，将 harpin 分

别转化烟草[24]，水稻[25]，梨树[26]，都不同程度地提高

了转基因植株的抗性。本研究将编码 harpinXooc的基因

hrf2 转化油菜，提高了转基因油菜对菌核病的抗性。

这表明 hrf2 基因在油菜体内表达，与 harpinXoo体外处

理油菜一样可以诱导植物产生抗病性[9]。因此，对感

病油菜品种，可以通过基因工程进行抗性改良，同时，

也可以将本研究中获得的抗性油菜作为抗源，通过常

规育种获得新的抗病株系。 

4  结论 

本研究利用农杆菌转化法，将编码 harpinXooc蛋白

的 hrf2 基因导入甘蓝型油菜杨油 4 号，分子检测证明

了外源基因的整合和表达。菌核病抗性分析表明，转

化 CaMV 35S 启动子驱动下的 hrf2 基因可以提高油菜

对菌核病的抗性，为油菜的抗病性改良提供了新材料。 
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