
!"卷!期

#$$!年!月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
%&’(!")&(!
*+,-+./

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

收稿日期：#$$$0$10!#，修回日期：#$$$0$20!3。

基金项目：国家高技术研究与发展计划项目（40!"0$!0$!）及5676的世界实验室的部分资助。

" 通讯作者。89’：310!$01#::$!3"；;+<：310!$01#:1$2!#；=0>+?’：@?+,/A!B-,(?>(+A(A,

苋菜凝集素基因的克隆及在转基因烟草中抗蚜性研究

周永刚 田颖川" 莽克强
（中国科学院微生物研究所，北京 !$$$3$）

摘 要 通过C6D从苋属植物千穗谷（34+*+$/")&"25(0"($6*#+0)&）的总E)F中扩增出苋菜凝集素（FGF）的核

基因片段。序列分析结果表明该基因为#H:IJK，含有一!:I3JK的内含子和两个分别为#!#JK和"$IJK的外显子。

采取反向C6D的方法获得仅含该基因的编码区克隆。以此为基础与二元表达载体KL?,HI3构建含内含子与不含

内含子373基因的植物表达载体KLFGFM和KLFGFA并通过土壤农杆菌介导转化了烟草。转化再生植株的

C6D和7&-@N9.,J’&@分析表明，373基因已整合到烟草的染色体中，有单拷贝和多拷贝的整合。用与FGF蛋白

高度同源的F6F蛋白的抗血清进行了免疫斑点（5>>-,&O&@J’&@）检测，结果初步表明转基因烟草有FGF蛋白的

表达。虫试结果表明转KLFGFM和KLFGFA烟草对蚜虫的平均抑制率分别达:"P#Q和H3P3Q，有的高达2$Q以

上。含内含子和不含内含子的373基因在转基因植株中的抗蚜性不同。
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蚜虫属于同翅目昆虫，通过吸取植物韧皮部的

汁液造成直接的危害，又通过传播植物病毒对植物

造成间接的危害。植物抗虫基因工程的研究进展为

控制蚜虫的危害提供了新的途径。现阶段抗蚜基因

工程的关键是寻找新的高效的抗虫基因。已报道的

有抗蚜活性的基因有#5/基因［!］，8#基因［#］和一

些植物凝集素基因。广泛应用于抗蚜转基因植物的

抗蚜基因为9:3和!($3基因，9:3基因已成功

的导 入 到 烟 草［I，H］、马 铃 薯［:］、小 麦［1］等 植 物 中，

!($3基因也导入到马铃薯中［"］。这些转基因植物

对蚜虫的生长、发育和繁殖能力有一定的抑制作用。

D+NJ9［3］等系统地研究了I$种植物凝集素在体外

的抗蚜虫的活性，发现一种来源于尾穗苋种子中专

一性与#0乙酰氨基0#0脱氧0E半乳糖结合的凝集素

F6F［2］（34+*+$/")&0+)6+/)&+MM’-@?,?,）在体外的

抗虫活性比S)F和6&,F更高，其对蚜虫的致死浓

度只 有 S)F 和 6&,F 的 一 半，而 死 亡 率 达 到

!$$Q。这表明3!3是一种潜在有效的抗蚜基因，

但在整体植物中的作用尚未见报道。

千穗谷苋菜3;"25(0"($6*#+0)&和 尾 穗 苋 菜

3;0+)6+/)&是 同 一 属 中 不 同 的 种。来 源 于 3;

"25(0"($6*#+0)&的基因343!编码的蛋白是一种

种子贮藏蛋白，必需氨基酸的含量高，具有平衡营养

的作 用［!$］。343!AE)F推 导 的 氨 基 酸 序 列 与

F6F的氨基酸序列有高达2"P"Q的同源性［!!］，所

以推测它们具有相似的生物学功能。为方便比较我

们将按343!基因序列设计引物经C6D克隆的

343!基因定名为373。国内外对373 的核基

因结构及可能的抗蚜活性研究尚未见报道。本文主

要介绍373基因克隆及其转基因烟草抗蚜活性的

研究结果。

! 材料与方法

!"! 菌种与质粒

大肠杆菌EG:"，土壤农杆菌TLFHH$H，质粒

KU6!3，KE!#，KL?,HI3为本实验室保存或构建。

!"# 植物材料

制备总E)F的苋菜品种千穗谷（34+*+$/")&
"25(0"($6*#+0)&）由美国5VWF州立大学区域植物

引种站馈赠。H#:叶期的无菌培养烟草（:#0(/#+$+
/+<+0)4）7D!是土壤农杆菌转化实验的外植体。

!"$ 酶与试剂



!"#$%&’，$(&，!)*+,连接酶购自上海生工生

物 工 程 有 限 公 司，各 种 限 制 酶 和 修 饰 酶 购 自

-./01234/15"330/25，-67，$1.5/4"，!"8"1"等 公

司。!9*+,:/#&/3;234<2=为$0"15";2"公司产

品；!>?@:>A,!$购自+B+公司。$C6引物由上海

生工生物工程有限公司合成。

!"# 测试昆虫

采自本所温室非转基因烟草上的桃蚜（!"#$%
&’(%)*+’），在健康的烟草上繁殖。

!"$ 苋菜总%&’的提取

参照文献［DE］，从苋菜叶片提取总*+,。

!"( 目的基因的扩增和克隆

根据报道的苋菜,-,D;*+,序列［DF］，设计

$C6扩增反应的两个引物：

$D（@G端 ）引 物@G!HH,,H,!C!,CC,!HHCHH>
H,!!,CC,H!H?G

$E（?G端 ）引 物@G!,HCH!CH,C!!,H!!H!!H>
H,!CCC,,!!C?G

取D"7总*+,约@F34在EF"7体系中进行目

的基因的扩增。扩增条件为：I)J预变性?523，然

后以I)J变 性D523，)IJ复 性)F’，9EJ延 伸

DK@523，进行?F个循环，最后9EJ延伸DF523。

通过,41.’/凝胶电泳回收扩增片段，与来源于

LMCDN的!载体（实验室制备）连接，转化大肠杆菌

感受态细胞*O@!，在含有P$!H和Q>4"%的氨苄青

霉素的7-平板上筛选重组克隆。

!") %&’序列分析

挑选重组克隆按$0"15";2"!9:/#&/3;234<2=
进行序列分析。选两端序列正确的克隆经,-P?99
自动测序仪完成全序列测定。有完整,.,基因插

入的重组质粒命名为L,O,4。

!"* 反向+,-扩增!"!基因编码区序列

反向$C6引物为：

$?引物：@G!H!HH!CCCCC,,!C,!!,!!H?G
$)引物：@G!C!,,CC,,,!,!!!H!!,H!H?G
以质粒L,O,4*+,为模板，取D&7（#D34）在

EF&7体系进行$C6扩增。扩增反应条件为：I)J
预变性?523，然后I)J变性D523，@RJ复性)F’，

9EJ延伸EK@523，?F个循环，最后9EJ延伸DF523。

所得$C6片段经!)*+,多核苷酸激酶进行磷酸

化，然后参照文献［D?］所述用!)*+,连接酶连接

转化大肠杆菌感受态细胞*O@!后挑取转化子进行

全序列分析。质粒命名为L,O,;。

!". 植物表达载体的构建

重组质粒L,O,4经/*0$酶切，<%/3.S补平，

1+2$酶切后回收,., 基因片段与3+-OP酶切，

<%/3.S补平，1+2$酶切的载体L*DE连接，所得重

组质粒命名为L*,O,4。用.)4A%和1+2$酶切

质粒L*,O,4，电泳回收,.,5基因表达框*+,
片段与同样酶切的载体L-23)?N连接［D)］，所得质粒

命名 为L-,O,4。重 组 质 粒L,O,;经352&和

1+2$酶切，回收基因片段与3+-OP和1+2$酶切

的载体L-23)?N连接，所得质粒命名为L-,O,;。

按文献［D@］将质粒L-,O,4和L-,O,;转入土壤

农杆菌7-,))F)中后即可用于植物的转化（资料

略）。

!"!/ 烟草外植体的转化和再生

参照文献［DR］进行。

!"!! 转化烟草植物的+,-分析

转基因烟草叶片总*+,的提取按文献［DE］的

方法。转L-,O,4质粒的烟草用?@:引物（@GC!>
H,CH!,,HHH,!H,CHC?G）和$)引 物 扩 增；转

L-,O,;质粒的烟草用$D，$E引物扩增。

!"!0 转基因烟草的123456789:24分析

按文献［DE］提取烟草总*+,。取EF"4*+,
用.)4A%完全酶解后在FKNT,4"1.’/上电泳。用

毛细管法将胶上的*+,转移到OUV.3A>+W膜上。

按$0"15";2"公司*+,标记盒提供的方法用!?E$>
AC!$标记的,.,基因片段，按文献［D?］所述方法

进行转移和杂交。

!"!; 转基因烟草的<==382>249:24检测

参照文献［9］方法，取@F54烟草叶片，液氮研

磨后加入DFF"7蛋白质提取缓冲液，混匀，)J离心

取上清。取DF"7的烟草总蛋白点在硝酸纤维膜

上，待蛋白完全干燥后，进行斑点杂交反应。抗体为

本实验室制备的,C,蛋白的兔抗血清。

!"!# 转基因烟草的抗蚜试验

当转基因烟草和非转基因烟草长到?#@片叶

时，取$C6检测阳性的植株中层叶片，插到装有无

糖的X:固体培养基的DFF57容积三角瓶中，在植

物光照培养箱中进行培养。培养条件为每日光照

DR0，温度E@J；黑暗N0，温度EEJ。每个培养瓶中

放置D片 叶 片，用 毛 笔 小 心 接 入?只D龄 桃 蚜

（!"#$%&’(%)*+’），隔日记录每片叶片上所有蚜虫的

数量，直至第DE天。抗蚜试验重复E次。按下式计

算参试植物对蚜口密度增长的抑制百分数：

蚜口密度抑制TY
（对照植株虫数Z参试植株虫数）

对照植株虫数 [DFFT
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! 结果与讨论

!"# 苋菜$%$核基因!"!#的&’(扩增和克隆

以苋菜总!"#为模板进行$%&扩增，产物经

琼脂糖电泳分析表明有’条大小分别约为’()*+和

,(-*+的!"#片段（图,），分别回收这’个!"#
片段后，克隆至载体./%,0中。通过抗生素筛选和

重组质粒的酶切分析，对每种片段都选到了一批克

隆。

图, 苋菜!"!基因的$%&扩增产物电泳图

1234, 56789:;.<;:7=2=;>$%&.:;?@89>:;A37B;A28
!"#;>!#$%$&’()*(+,-.(-&/%0$.)*1
#4$%&.:;?@89；C4,*+!"#6D??7:

!"! 苋菜!"!#基因的序列分析

对获得的克隆进行序列分析的结果表明’()*+
的片段含有目的基因，而,(-*+的片段为非特异的

扩增片段。由于所用退火温度较低（EFG），在基因

组扩增时容易出现非特异性的扩增。全序列分析发

现!"!2基因全长为’E)H+.，含有一个,)H0+.的

内含子，其外显子,为’,’+.，外显子’为I-H+.，内

含子的剪切位点符合JK／#J的规则。内含子的

#K碱基的含量高达IHL，符合一般内含子中#K
含量高的特征。任意选H个克隆进行了全序列分

析，结果一致，其外显子序列与!#!,8!"#的序

列基本一致，只在’,F位由K变为%，但不影响氨基

酸的编码。!"! 基因的结构如图’所示，这是对

!"!核基因结构的首次报道。!"! 基因的序列

已存入J7BMDB*，序列号为#1,EHF)E。

图’ !"!基因结构示意图

1234’ !"!37B7=9:@89@:7

!") !"!基因编码区序列的克隆

为获得!"! 基因的编码区序列，以便在原核

体系中表达#N#蛋白，在体外研究其功能及制备

抗血清，同时研究该基因在其它植物中的功能。对

含!"!2基因的.#N#3进行了反向$%&扩增，产

物经电泳分析约为H(I*+（’(O0*+载体P-(F*+编

码区）。对所得克隆的全序列分析证明两外显子已

正确地连接成完整的!"! 编码区，未发生移码或

缺失突变（资料略）。

!"* 植物表达载体的构建

为了研究!"!在转基因植物中可能的抗蚜作

用及研究内含子对!"! 基因表达的影响，利用二

元载体.M2BEH0［,E］构建了组成型表达载体.M#N#3
和.M#N#8。重组质粒.M#N#3经"0&?!／3$4"
双酶切能得到H(’*+的片段，重组质粒.M#N#8为

,(O*+片段，酶切分析的结果证明其正确（资料略）。

!"!基因表达载体的结构如图H所示。

图H !"!基因植物表达载体的结构

1234H Q9:@89@:7;>.6DB97R.:7==2;B
S789;:.#N#3DB?.#N#8

大部分植物基因A&"#前体含有一个或多个

内含子，其长度相差很远，’／H的内含子在,)-+.以

下，很少有大于’#H*+的［,I］。我们克隆的!"!2
基因含有一个,)H0+.内含子。在高等植物转基因

的研究中发现有的内含子可被用来优化转基因的表

达，在合适的情况下，基因中的内含子有利于A&"#
的稳定和正确的加工。为了能更好地利用!"!基

因，我们分别构建了该基因的核基因和8!"#的表

达载体，以期研究它们在植物中的表达水平的差异。

用含有.M#N#3或.M#N#8的土壤农杆菌转化烟

草，在含H--$3／AT卡那霉素的 CQ培养基上选择

不定芽，.M#N#3，.M#N#8分别获得一批 再 生 植

株。

!"+ 转化再生植株的&’(检测

$%&方法可以快速测定外源基因的整合情况。

用H)Q启动子引物和$E引物扩增转.M#N#3转化

OH 生 物 工 程 学 报 ,I卷



植株的!"#，应扩增得到一条$%&’(的片段。用

)*，)&引物扩增(+#,#-转化植株，应得到一条为

.*&’(的片段。图/（0、’）的结果显示扩增到正确大

小的!"#片段，初步证明外源基因很可能已整合

到植物的染色体中。在转!"!#和!"!$基因再

生植株中分别获得了/1和$1株)23阳性的植株。

图/0 转!"!$基因烟草的)23分析

4567/0 )230809:;5;<=><’0--<
(908>;>?08;=<?@ABC5>D!"!$

E7!"#*F’90BBA?；*7)<;5>5GA-<8>?<9；&7H85>?08;=<?@AB

><’0--<；$!*17I?08;=<?@AB><’0--<(908>;

图/’ 转!"!#基因烟草的)23分析

4567/0 )230809:;5;<=><’0--<
(908>;>?08;=<?@ABC5>D!"!#

E7!"#*F’90BBA?；*7)<;5>5GA-<8>?<9；&7H85>?08;=<?@AB

><’0--<；$，/，1，J，%，K，*L7I?08;=<?@AB><’0--<(908>;；

.7"<8>?08;6A85-><’0--<(908>

!"# 转基因烟草的$%&’()*+,-%’检测

在)23检 测 的 基 础 上，选 择 阳 性 植 株 的 总

!"#用"%&B"完全酶解后进行M<N>DA?8’9<>分析

以进一步确定外源基因的整合情况。其中正对照为

"%&B"酶切的质粒(+#,#6（*JO1F’）和 ’$(#，

)*+#双酶切的(#,#6质粒回收的!"!#基因片

段（&O1F’）。由于所构建的表达载体上只含有*个

"%&B"酶切位点，用!"!基因的探针杂交可以反

映外源基因的拷贝数。M<N>DA?8’9<>结果显示（图

1）所检测的1个植株有*!$个特异的杂交带，非转

基因植株没有杂交带。阳性对照在预期的位置有&
条杂交带。这样初步证明了1个植株均有!"!基

因插入，其插入的拷贝数有的为*个，有的为&个或

$个。

图1 转基因烟草的M<N>DA?8’9<>分析

45671 M<N>DA?8’9<>0809:;5;<=>?08;6A85-><’0--<(908>;
*!&7(+#,#6>?08;=<?@AB(908>;；$!17(+#,#->?08;=<?@AB

(908>;；J7H8>?08;=<?@AB(908>；%7)<;5>5GA-<8>?<9$&)90’A9ABLO.F’

!"!6A8A=?06@A8>C0;N;AB0;(?<’A7

!". 转基因烟草的/00&+%1%’,-%’检测

在免疫斑点反应中来自转基因烟草的总蛋白提

取物与抗#2#蛋白的抗血清有特异的免疫反应。

图J 转基因烟草的P@@N8<B<>’9<>分析

4567J P@@N8<B<>’9<>0809:;5;<=>?08;6A85-><’0--<(908>;
2QR7#2#(?<>A58；2QS7N8>?08;=<?@AB><’0--<(908>;；

*!/7!"!$>?08;=<?@AB(908>;；1!K7!"!#>?08;=<?@AB(908>;

图% 转!"!#和!"!$基因烟草蚜虫抑制率分布

4567% P8D5’5>5<8?0>A<=0(D5B(<(N90>5<8
BAGA9<(@A8><8>?086A85-><’0--<

T?B580>A：0(D5B?A(?<BN->5<858D5’5>5<8?0>A；$1，/108B/

(908>;CA?AN;AB=<?!"!,，!"!#08B8<8>?08;=?<@AB(908>;
?A;(A->5GA9:7-／*&B
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虽然非转基因的植物蛋白（!"#）与抗血清也有微弱

的反应，但转基因植株反应显色强度明显高于对照，

扫描定量的结果显示转基因植株的杂交反应强度为

对照植株的$!%倍（资料略），所以这一结果初步表

明在转基因植物中有&’&蛋白的合成。

!"# 转基因烟草对蚜虫生长发育的抑制作用

()&’&*和()&’&+转基因烟草的抗蚜试验

结果（图,）表明：()&’&*和()&’&+植株对蚜虫

密度有明显的抑制作用，平均抑制蚜口密度分别约

%,-$.和/0-0.，有些植株有强烈的抗蚜活性，最

高可抑制12.的蚜口密度。

植株抗蚜性的分布主要集中在平均值区域，转

!"!#基因植株抗蚜性分布在/%.!3%.，而转

!"!$基因抗蚜性分布于%2.!,%.。取部分抗

性植株进行了抗蚜活性的连续观察，结果如图0。

由图,和图0可知，转()&’&*的植株比较

()&’&+植株能更好的抑制蚜口密度。这表明转含

内含子的!"!基因比不含内含子的基因有更好的

抗蚜性，可能是由于内含子的存在影响了!"! 基

因在异源植物烟草中的转录，使之形成了更多或更

稳定的456&，提高了外源基因的表达量，从而提

高了抗虫性，但确切的原因还必须有更多的分子生

物学证据来证明。

图0 转基因烟草对蚜口密度增长的抑制作用

78*90 :;<8=8>8?;@AA@+>B?A>CD;B*@;8+>?=D++?(ED;>B
?;><@(?(FED>8?;G@H@E?(4@;>?A%&’()*+#,(

CG8;D>@：&(<8G(?(FED>8?;（;F4=@C）；&=B+8BBD：>84@（GDIB）；J$，J3D;G

/(ED;>BK@C@FB@GA?C!"!#，!"!$D;GF;>CD;BA?C4@G

(ED;>BC@(@+>8H@EI

目前已用于转基因抗蚜研究的植物凝集素基因

有-.!和/01!。’8EG@C［L］等利用!DMNL%O启动

子驱动下转-.! 基因烟草对桃蚜平均抑制率为

%2.，周岩［/］等为/%.!32.。L%O启动子驱动下

转/01! 基因马铃薯对马铃薯蚜的平均抑制率为

/%.［,］。本文构建的L%O与!"!#和!"!$基因

的转 基 因 烟 草 对 蚜 虫 平 均 抑 制 率 为/0-0.!

%,-$.。与-.!和/01! 基因表现出相似的抗蚜

活性。表达&’&蛋白的转基因烟草主要表现出对

蚜虫繁殖作用有抑制，影响其群体的形成，对蚜虫的

死亡率没有大的影响。这与转-.! 和/01! 基因

的转基因植物对蚜虫的影响一致。-.!，/01!，

!"!这L种凝集素属于不同的凝集素家族，在基

因及蛋白序列和结构上同源性不大，它们分别结合

不同的糖基位点，对蚜虫的作用机制可能也不相同，

这有助于构建多基因载体以获得更有效的抗蚜转基

因植物。
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