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摘要 }通过农杆菌介导法将毛白杨 ≤ ≤²�� � × ¦⁄�� 反向导入烟草 ∀ °≤ � !°≤ �2≥²∏·«̈µ±和 �²µ·«̈µ±点杂交

检测表明 o≤≤²�� � × ¦⁄�� 已反向整合到烟草基因组中并在转录水平表达 ∀将转基因株系移栽温室 v 个月后 o

以 �̄¤¶²±法测下部茎木质素含量 ∀与对照相比 o大部分转基因株系木质素含量均有不同程度的下降 o其中下降最

多达 vz h o表明抑制植物内源 ≤≤²�� � × 的表达可有效地降低木质素含量 ∀
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  木质素是植物体中含量仅次于纤维素的一类高

分子有机物质 o陆生植物的木质素合成是适应陆地

环境的重要进化特征之一 ∀木质素为植物提供机械

支持 o保护植物免受真菌入侵 o其疏水性保证了水分

在植物体内的正常运输 ∀然而 o在制浆造纸中 o为去

除木质素所采取的化学处理不仅费用昂贵 o且对环

境造成的危害极大 ∀此外 o牧草的木质素含量与其

对牲畜的消化性呈负相关 ∀因此 o通过基因工程降

低植物木质素含量具有重大的环保效益与经济意

义≈t ou  ∀

木质素单体是通过苯丙酸途径合成的 o由最初

前体经脱氨 !羟基化 !甲基化与还原反应形成 v种单

体 }香豆醇 !松柏醇 !芥子醇≈v  ∀它们的主要区别在

于甲基化程度的不同 o从而最终聚合形成致密程度

不同的木质素类型 o因此影响在制浆中的脱除≈w  o

所以甲基化酶在苯丙酸途径中比较重要 ∀

�«±̄ 等首次在胡萝卜和欧芹的细胞悬浮培养

中发现咖啡酰辅酶 � 甲基转移酶k≤≤²�� � ×l o其

活性受真菌激活因子诱导 o作者认为 ≤≤²�� � × 主

要与植物的防御机制有关≈x  ∀直到 t||w 年 ≠¨在

百日草中首次验证 ≤≤²�� � × 参与木质素的合
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成≈y  ∀之后 o该基因相继在欧洲山杨 !烟草等植物

中被克隆≈z o{  ∀抑制 ≤≤²�� � × 表达 o不仅木质素

含量降低 o且其组分也发生改变 o≥r�k≥2紫丁香基

木质素 ~�2愈创木基木质素l比率增加≈w o| ots  o这些

改变均有利于制浆生产 ∀故抑制 ≤≤²�� � × 表达

是利用分子生物学方法培育环保型造纸用资源树种

的有效途径 ∀

毛白杨是我国的特有树种 o也是重要造纸资源

植物 ∀ 本实验室已从毛白杨中首次分离了 ≤≤²2

�� � × 基因 ∀为了进一步验证 ≤≤²�� � × 的功能 o

研究降低转基因植物木质素含量的途径 o我们将毛

白杨 ≤≤²�� � × ¦⁄�� 反向导入烟草 o并对转基因

植株的木质素含量进行测定 ∀结果所有转基因株系

的木质素含量均有不同程度的下降 o最多达 vz h o

且其生长发育未见异常 o表明 ≤≤²�� � × 是木质素

生物合成的一个关键酶 o通过抑制其表达降低毛白

杨木质素含量是可行的 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

烟草k Νιχοτιανα ταβαχυ μ l • v{ 来自本实验室

保存的组培苗 o毛白杨 k Ποπυλυσ τομεντοσαl ≤≤²2

�� � × 的反义表达载体 �°≤ �� 由本实验室构

建≈tt  ∀

1 q2  方法

1 q2 q1  转化  通过冻融法将反义表达载体 �°2

≤ ��转入农杆菌 ���wwsw ∀用叶盘法对烟草进行

转化≈tu  o将侵染后的叶切块置共培养基k � ≥ n y2��

t°ªr�n ��� s qt°ªr�l上 u§o然后转入分化培养

基 k � ≥ n y2�� t°ªr�n ��� s qt°ªr�n �¤±

uss°ªr�l ∀再生芽产生后 o移到继代培养基k � ≥ n

��� s qt°ªr�n �¤± uss°ªr�n ≤¤µ¥xss°ªr�l上

培养 ∀待分化芽长至 u ∗ v¦° 时 o将之切下转至生

根培养基k � ≥ n ��� s qt°ªr�n �¤± tss°ªr�n

≤¤µ¥uss°ªr�l o生根后移至花盆于温室培养 ∀

1 q2 q2  转化植株的 °≤ � 检测  利用 ≥⁄≥ 法小量

提取烟草基因组 ⁄�� 为模板 o以 ≤≤²�� � × 基因

的 xχ引物和对应于 ≤¤� ∂ vx≥启动子的一段核苷酸

为引物 o进行 °≤ � 检测 ∀ 扩增程序为 |x ε 变性

x°¬± !|x ε t°¬± !x| ε t°¬± !zu ε t ∗ u°¬±ovs个循

环 ozu ε 延伸 z°¬±∀s q| h 的琼脂糖凝胶电泳分析

°≤ � 产物 o拍照记录 ∀

1 q2 q3  转化植株的 °≤ �2≥²∏·«̈µ±检测  将 °≤ �

产物经 s q| h的琼脂糖凝胶电泳后吸印转至尼龙膜

上 o以 ⁄¬ª²¬¬ª̈ ±¬± 标记的 ≤≤²�� � × ¦⁄�� 为探

针 o与转至尼龙膜上的 °≤ � 产物进行杂交 o洗膜 !检

测杂交信号 ∀

1 q2 q4  � �� 单链标记为探针的 �²µ·«̈µ±点杂交

检测  用 ∞¦²� � 将整合 ≤≤²�� � × ¦⁄�� 的 ×2

≤ �� 质粒k图 tl 切开 o以 ×zr≥³y ×µ¤±¶¦µ¬³·¬²± �¬·

k� ²¦«̈ l标记对应于反义链的 � �� 单链为探针 o与

点到尼龙膜上的总 � �� 进行杂交 o洗膜 !检测杂交

信号 ∀

图 1  质粒 ×2≤ � � 结构简图

ƒ¬ªqt  × «̈ ¦²±¶·µ∏¦·¬²± ²© ³̄¤¶°¬§ ×2≤ � �

1 q2 q5  �̄¤¶²±木质素测定  将转基因植株与未转

基因对照植株移栽温室 v个月后 o取其下部主茎 o烘

干后测 �̄¤¶²±木质素含量≈ts  ∀

2  结果与分析

2 q1  °≤� 及 °≤ �2≥²∏·«̈ µ±检测

以 ≤≤²�� � × 特异性 xχ引物与对应于 ≤¤� ∂ vx≥

启动子区域的一段核苷酸为引物 o进行 °≤� 扩增 o结

果阳性对照与转基因株系均扩增出约 s qzx®¥的一条

特异性条带 o而未转基因的对照植株则没有任何条

带 o初步表明 ≤≤²�� � × ¦⁄�� 已反向整合到烟草基

因组中 ∀以 ⁄¬ª²¬¬ª̈ ±¬±标记的 ≤≤²�� � × ¦⁄�� 为

探针 o与转到膜上的 °≤� 产物进行杂交 o结果转基因

株系均产生明显的杂交信号 o进一步说明 ≤≤²2�� � ×

¦⁄��已反向整合到转基因烟草的基因组中k图 ul ∀

2 q2  以 � ��单链标记为探针的 �²µ·«̈ µ±点杂交检

测

杂交结果如图 v所示 o除阴性对照外 o转基因株

系均产生了强烈的杂交信号 o表明反向整合到烟草

基因组中的 ≤≤²�� � × ¦⁄�� 已在转录水平表达 ∀

阴性对照所产生的极弱杂交信号可能是由总基因组

⁄�� 残留所致 ∀

2 q3  �̄¤¶²±木质素测定

将转基因烟草及对照植株移栽入温室 o观察其

生长发育状态 ∀v 个月后 o取下部主茎烘干 o采用

�̄¤¶²±方法测其木质素含量k表l ∀野生型对照测定

v个植株 ov株木质素含量的平均值为us qwz h o各

uu|                    中  国  农  业  科  学                   vx卷
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图 2  部分转基因烟草 ×�°≤ ��的 °≤ � !°≤ �2≥²∏·«̈ µ±检测

ƒ¬ªqu  °≤ � o °≤ �2≥²∏·«̈µ± �±¤̄¼¶¬¶ ²© ·µ¤±¶ª̈ ±¬¦·²¥¤¦¦²

³̄¤±·¶

从左至右分别为 }• v{ !× �°≤ � �t !| !x !z !ts

ƒµ²° ¯̈ ©··²µ¬ª«·} • v{ o × �°≤ � �t o| ox oz ots

图 3  部分转基因株系 ≤ ≤²�� � × 反义 ¦⁄�� 表达的 �²µ·«2

µ̈±检测

ƒ¬ªqv  �²µ·«̈µ± ⁄²·�¼¥µ¬§¬½¤·¬²± �±¤̄¼¶¬¶²©·«̈ ·µ¤±¶ª̈±¬¦³̄¤±·¶

转基因株系木质素含量与之相比均有不同程度的下

降 o其中株系 × �°≤ ��x木质素含量为 tu qy{ h o降

低 vz h o且所有转基因株系在生长发育过程中表型

未见异常k图 wl ∀说明抑制 ≤≤²�� � × 表达可以有

效地降低植物木质素含量 ∀

表  转基因烟草与对照的木质素含量

×¤¥̄¨ �¬ª±¬± ¦²±·̈±·¤±¤̄¼¶¬¶²©·µ¤±¶ª̈ ±¬¦·²¥¤¦¦² ³̄¤±·¶¤±§

• v{

株系
�¬±̈ ¶

木质素含量
kv株的平均值l
�¬ª±¬±¦²±·̈±·

占对照木质素含量的比率
≤²°³¤µ̈ ·² ≤�k h l

• v{k≤�l us qwz tss

× �°≤ � �t tz qs| {v

× �°≤ � �u t| qyu |y

× �°≤ � �v t| q|s |z

× �°≤ � �w t{ qwz |s

× �°≤ � �x tu qy{ yv

× �°≤ � �y tz qzw {y

× �°≤ � �z t| qxu |x

× �°≤ � �{ t{ qtv {{

× �°≤ � �| ty q|| {v

× �°≤ � �ts ty qz{ {u

图 4  移栽入温室生长的对照k左l及阳性转基因植株k右l

ƒ¬ªqw  × «̈ ¦²±·µ²̄ ¬̄±̈ k̄ ©̈·l¤±§·«̈ ·µ¤±¶ª̈ ±¬¦¬̄±̈ kµ¬ª«·l ªµ²º±¬±·«̈ ªµ̈ ±̈«²∏¶̈

3  讨论

试验结果表明 o来自毛白杨 ≤≤²�� � × ¦⁄��

的反义基因有效地抑制了烟草内源 ≤≤²�� � × 基

因的表达 ∀在降低转基因烟草木质素的同时 o并未

对其生长发育产生不良影响 ∀ �«²±ª!� ¼̈̈ µ°¤±¶!

�∏²等报道≈w o| ots  o抑制 ≤≤²�� � × 表达不但使转

基因植物的木质素含量明显下降 o而且改变了木质

素的组成 o使 ≥r�比率增加 ∀说明 ≤≤²�� � × 是木

质素生物合成途径中的一个关键酶 o且木质素下降

并未对植物的正常生长发育造成不良影响 o表明植

物内源 ≤≤²�� � × 表达被抑制后 o植物体内合成的

木质素足以满足其正常生长发育所需 o因此抑制

≤≤²�� � × 表达是培育低木质素含量造纸资源植物

的理想途径 ∀但在大田生产中 o转基因植株的生长

状态是否与其在温室中的表现相同 o还须进一步观

察 ∀本项研究为利用反义 � �� 技术抑制 ≤≤²2

�� � × 表达 o降低毛白杨的木质素含量 o为培育造

纸用环保型资源树种奠定了基础 ∀

vu|{期            刘惠荣等 }抑制 ≤ ≤²�� � × 表达对烟草木质素生物合成的影响            
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≈ y    ≠¨� � o�±̈ ∏¶̈¯ � ∞ o �¤·̈µ± � o ∂¤µ±̈ µ� ∞q �± ¤̄·̈µ±¤·¬√¨

° ·̈«¼̄ ¤·¬²± ³¤·«º¤¼ ¬± ¬̄ª±¬± ¥¬²¶¼±·«̈¶¬¶¬± �¬±±¬¤q Πλαντ

Χελλot||w oy }twuz p twv| q

≈ z    � ±̈ª � o ≤¤°³¥̈¯̄ • � q ≤ ²̄±¬±ª²©¤¶³̈ ± ¬¼̄ ¨° ¦¤©©̈ ²¼̄2≤²�
v2�2° ·̈«¼̄·µ¤±¶©̈µ¤¶̈ k � ±̈�¤±® �uzttyl q Πλαντ Πηψσιολq

t||x ots{ }tzw| q

≈ {    �¤µ·½ ƒ o �¤∏µ¼ ≥ o°¬±¦²± � o�̈ªµ¤±§ � q¦⁄�� ¦̄²±¬±ªo¶∏¥2
¶·µ¤·̈ ¶³̈ ¦¬©¬¦¬·¼ ¤±§ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ¶·∏§¼ ²©·²¥¤¦¦²¦¤©©̈ ²¼̄2≤²� v2
�2° ·̈«¼̄·µ¤±¶©̈µ¤¶̈ o¤ ¬̄ª±¬± ¥¬²¶¼±·«̈·¬¦ ±̈½¼°¨q Πλαντ Μολ.

Βιολqt||{ ovy }wuz p wvz q

≈ |    �«²±ª � o � ²µµ¬¶²± • � o �̈ ªµ̈¯�o ≠¨� � q⁄∏¤̄ ° ·̈«¼̄ ¤·¬²±

³¤·«º¤¼¶¬± ¬̄ª±¬± ¥¬²¶¼±·«̈¶¬¶q Πλαντ Χελλot||{ ots }usvv p

uswy q

≈ts   �∏² ⁄�o≤«̈ ± ƒ o�±²∏̈ �o�̄²∏±·� • o⁄¬¬²± � � q⁄²º±µ̈ª2
∏̄¤·¬²± ²©¦¤©©̈¬¦¤¦¬§v2�2° ·̈«¼̄·µ¤±¶©̈µ¤¶̈ ¤±§¦¤©©̈ ²¼̄ ≤²� v2
�2° ·̈«¼̄·µ¤±¶©̈µ¤¶̈ ¬±·µ¤±¶ª̈ ±¬¦¤̄©¤©¤}¬°³¤¦·¶²± ¬̄ª±¬±¶·µ∏¦2
·∏µ̈ ¤±§¯°³̄¬¦¤·¬²±¶©²µ·«̈ ¥¬²¶¼±·«̈¶¬¶²© � ¤±§≥ ¬̄ª±¬±q Τηε

Πλαντ Χελλousst otv }zv p {{ q

≈tt   • ¬̈� � o�«¤² � ≠ o�«¤±ª� ≠ o�¬∏ � � o≥²±ª ≠ � q≤ ²̄±¬±ª

¬© ¦⁄�� ±̈¦²§¬±ª ≤≤²�� � × ©µ²° °²³∏̄∏¶ ·²° ±̈·²¶¤ ¤±§

§²º±2µ̈ª∏̄¤·¬²± ²© ¬̄ª±¬± ¦²±·̈±·¬± ·µ¤±¶ª̈ ±¬¦³̄¤±· ¬̈³µ̈¶¶¬²±

¤±·¬¶̈±¶̈ ª̈ ±̈ q Αχτα Βοτανιχα Σινιχα ousst owvkttl }ttz| p

tt{v q

≈tu   �²µ¶¦« � �oƒµ¼ � ∞o �²©©°¤±± ��o ∞¬¦««²̄·½ ⁄o � ²ª̈µ¶≥

� o ƒµ¤̄ ¼̈ � × q � ¶¬°³̄¨¤±§ ª̈ ±̈ µ¤̄ ° ·̈«²§©²µ·µ¤±¶©̈µµ¬±ª

ª̈ ±̈ ¶¬±·² ³̄¤±·¶q Σχιενσε ot|{x ouuz }tuu| p tuvt q
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