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基因转化非洲紫罗兰的研究
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要$为研究
!"#$%)
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#

基因的功能!以非洲紫罗兰叶片为受体材料!进行
!"#$%)

&

#

基因遗传转化条件的研究!

并对转基因植株在高浓度硼酸胁迫下的表现进行分析!以明确利用
!"#$%)

&

#

基因提高非洲紫罗兰抗逆性的可行

性'结果表明$"

#

#以非洲紫罗兰叶片为受体的最适转化条件为$叶片预培养
!<

!农杆菌共培养
!<

!共培养时添加
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乙酰丁香酮&最适潮霉素筛选浓度为
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#转化植株经
ABC

和
CD(ABC

检测显示!

!"#$%)

&

#

基因成功转入了非洲紫罗兰!获得了
#'

个稳定的转基因植株'"

%

#对转基因植株和对照植株进行
%33:5

%

@

硼酸

胁迫处理结果表明!

!"#$%)
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#

基因表达受高浓度硼酸诱导!且
!"#$%)

&

#

基因表达可以减缓植株受高浓度硼酸胁

迫导致的组织褐化(叶片卷曲变形症状&转
!"#$%)

&

#

基因植株干物质率(可溶性糖(可溶性蛋白质含量下降!而

AEF

(

GEF

活性上升!证明转
!"#$%)

&

#

基因的非洲紫罗兰植株提高了对高浓度硼酸的耐受能力'研究结果为深

入探讨
!"#$%)

&

#

基因的功能以及非洲紫罗兰基因工程育种奠定了基础'

关键词$非洲紫罗兰&

HIDJA)
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#

&农杆菌&遗传转化&硼酸胁迫
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是拟南芥水孔蛋白家族的新成员!

特异性运输水分子和硼酸)

#

*

'研究发现
!"#$%)

&

#

基因的表达受高浓度硼酸诱导!在高浓度硼酸处理

时!超表达材料获得了高浓度硼酸毒害耐受能力!且

提前进入生殖生长!结实率显著提高)

!

*

'

HIDJA)
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在促进水分吸收的同时也促进了硼的吸收!吸收的

硼酸与水协同作用促进了植物的生长)

%

*

!但是具体

的促进机制尚不明朗'

!"#$%)

&

#

基因具有受高浓

度硼酸诱导的表达特点和促进水分及硼酸吸收的生

理功能!将
!"#$%)

&

#

基因转入花卉!如果能够稳定

表达!可以对花卉植物的胁迫抗逆性(营养生长期控

制等进行品种改良!具有一定的应用前景'

非洲紫罗兰"

&'()"

*

'+,('(-)')".'

#为苦苣苔

科"

R?./?U-49?4?

#非洲苦苣苔属"

&'()"

*

'+,('

#的多

年生花卉)

$

*

'其离体培养及快速繁殖较为成熟!并

已应用于商业化生产)

)

*

!但目前国内外关于非洲紫

罗兰遗传转化方面的研究工作较少!尚处于探索阶

段)

*('

*

'本研究以非洲紫罗兰无菌苗叶片为受体材

料!开展
!"#$%)

&

#

基因的遗传转化研究!以期建立

非洲紫罗兰的转化体系!获得转基因植株!并明确转

!"#$%)

&

#

基因对提高非洲紫罗兰硼酸胁迫抗性的

作用!为深入研究
!"#$%)

&

#

基因功能及非洲紫罗

兰的抗逆基因工程育种奠定基础'

#

!

材料和方法

%+%

!

试验材料

植物材料$切取长
#93

左右的非洲紫罗兰幼嫩

叶片作为转化受体'分化培养基为
[G]"+)3

;
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*(̂ H]"+#3

;

%

@QHH]%"

;

%

@

蔗糖
]*+)

;

%

@

琼

脂!

X

T)+'

'生根培养基为
[G]"+#3

;

%

@QHH

]%"

;

%

@

蔗糖
]*+)

;

%

@

琼脂!

X

T)+'

'农杆菌培

养所用培养基为
L2̂

!组成为
)+"

;

%

@

牛肉浸膏
]

#+"

;

%

@

酵母提取物
])+"

;

%

@

蛋白胨
]"+$

;

%

@

[

;

GE

$

+

'T

!

E])+"

;

%

@

蔗糖!

X

T'+"

'农杆菌菌

株及载体$农杆菌菌株为
R_%#"#

!携带表达载体为

A%)G

#

HIDJA)

&

#

!具有潮霉素"

T

6;

#抗性!由中国

农业大学庞永奇博士提供'

%+8

!

试验方法

%+8+%

!

农杆菌转化体系的优化
!

挑取农杆菌单菌

落接种于
L2̂

液体培养基!震荡培养至
EF

*""

约

"+*

!离心收集菌体!以
#

%

![G

液体培养基悬浮菌

体!加入乙酰丁香酮"

HG

#至
#""

"

3:5

%
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'解剖刀

蘸取农杆菌菌液切割叶片进行侵染!然后进行共培

养!之后转移至含头孢霉素
%""3

;

%

@

的分化培养

基抑菌
#

周!再进行潮霉素"

T

6;

#抗性筛选!

!"<

继

代
#

次!共
%

次!筛选出抗性叶片及不定芽'并对以

下转化因素进行研究$潮霉素筛选压"

"

(

#"

(

!"

(

%"

(

$"

(

)"

和
1"3

;

%

@

#!预培养时间"

"

(

#

(

!

和
%<

#!共

培养时间"

#

(

!

(

%

(

$

和
)<

#!乙酰丁香酮"

"

(

#""

"
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@

#!比较抗性叶片转化率!以上指标均重复
%

次!取平均值'

%+8+8

!

转化材料的分子鉴定
!

FQH

整合的检测$

采用改良
BDĤ

法)

1

*提取总
FQH

!采用正向引物

!"#$%)

&

#̀

"

HDRHRHHRHHDRHDDBBHHBH(

DBR

#和反向引物
!"#$%)

&

#C

"

BRRBDDHRDHD(

BHBHHHBBHRHRD

#进行
ABC

扩增'反应体系$

FQH#

"

@

!引物各
#

"

@

!

[-Y

酶"

R2Q2U4

6

公司#

#"

"

@

!

T

!

E'

"

@

'扩增程序$

0$a

预变性
)3-/

&

0$a

变性
%".

!

))a

退火
%".

!

'!a

复性
#3-/

!

%"

个循环&

'!a

延伸
#"3-/

'

3CQH

表达的检测$

采用改良
BDĤ

法)

0

*提取总
CQH

!反转录
9FQH

是采用
DU4/.G9U-

X

IE/?(GI?

X

R</4C?3:W454/<

9FQHG

6

/IN?.-.G>

X

?U[-Y

试剂盒"

DCHQGR2Q

公司#完成!采用引物
3!"#$%)

&

#̀

"

H̀RBRDDB(

BHHBBBDHDRDD

#和
3!"#$%)

&

#C

"

DHHHRBH(

RBDRDRRBDBBDB

#进行
CD(ABC

'反应体系和

程序同上'均设置
%

个对照!以农杆菌菌液为阳性

模板!以野生型非洲紫罗兰为阴性模板!以
<<T

!

E

为空白模板'扩增结束后!利用
#b

的琼脂糖凝胶

进行电泳分析'

%989:

!

转
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&

%

基因非洲紫罗兰的硼酸耐性

研究
!

野生型非洲紫罗兰叶片分化培养基设定
$

个

硼酸浓度"

"

(

#

(

%

和
)33:5

%

@

#!

#

个月后统计其生

长状态!根据生长和分化情况确定适宜的硼胁迫处

理浓度'

高浓度硼酸处理对
!"#$%)

&

#

基因表达的影

响$转化叶片分化出不定芽后!切割分株培养'在生

根培养基中设定
!

个硼酸浓度!

"

和
%33:5

%

@

"高

硼#!接种幼苗'处理
)<

后提取
CQH

!分析基因的

表达情况!选取转基因表达正常的株系进行继代

培养'

高硼胁迫下转化
!"#$%)

&

#

基因对非洲紫罗兰

正常生理功能的影响$生根培养基中添加
%33:5

%

@

硼酸"高硼#!接种转基因非洲紫罗兰和对照幼苗!

在处理的第
"

(

'

天取样!测定干鲜重(可溶性糖(可

溶性蛋白质含量及
AEF

和
GEF

活性'干鲜重测

定$蒸馏水洗净材料!吸干水分!称鲜重!

#")a

杀青

%"3-/

!

'"a

烘至恒重!称干重'干物质率
c

干重%

%#$!

#!

期
!!!!!!!!!!!!

叶志琴!等$拟南芥
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&
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基因转化非洲紫罗兰的研究



鲜重
d#""b

'可溶性糖含量采用蒽酮比色法)

#"

*测

定&可溶性蛋白质含量采用考马斯亮蓝
R(!)"

比色

法)

##

*测定&愈创木酚显色法)

#!

*测定过氧化物酶

"

AEF

#&超氧化物歧化酶"

GEF

#活性采用
Q̂ D

光

还原法)

#%

*测定!以上指标均重复
%

次'

%+:

!

数据分析

利用
2Y9?5

进行数据整理!

GAGG#0+"

进行方

差分析!

@GF

进行差异显著性比较'

!

!

结果与分析

8+%

!

农杆菌转化体系的优化

抗生素选择压是农杆菌遗传转化的重要因素!

试验表明!随着
T

6;

浓度的升高!非洲紫罗兰叶片

逐渐褐化死亡!存活率和芽诱导率显著下降"表
#

#'

T

6;

浓度达到
$"3

;

%

@

时!叶片存活率为
'+%%b

!

芽分化率为
!+"b

!但当浓度达到
)"3

;

%

@

时!存活

率降至
#+%%b

!无叶片分化'为了达到筛选目的!

且保证转化外植体的存活!试验将选择压力确定为

表
%

!

非洲紫罗兰遗传转化中潮霉素选择压的确定

D4Z5?#

!

G9U??/-/

;

:SN

6;

U:3

6

9-/9:/9?/IU4I-:/

-/&/(-)')".'IU4/.S:U34I-:/

潮霉素浓度

T

6;

9:/9?/IU4I-:/

%"

3

;

%

@

#

存活率

G>UW-W45U4I?

%

b

芽分化率

>̂<<-SS?U?/I-4I-:/

U4I?

%

b

" #""+""e"4 #""+""e"4

#" 1*+""e*+"Z !#+%%e%+"*Z

!" $*+*'e#+#)9 #$+""e$+"9

%" !#+%%e%+"*< '+%%e!+%#<

$" '+%%e#+#)? !+""e!+"?

)" #+%%e#+#)S "?

1" "S "?

!!

注$不同的小写字母代表
"+")

水平差异显著&下同'

Q:I?

$

F-SS?U?/I/:U3455?II?U.=-IN-/IN?.43?9:5>3/-/<-94I?.-

;

/-S-94/I

<-SS?U?/9?4I"+")5?W?5+DN?.43?4.Z?5:=+

T

6;

$"3

;

%

@

'

转化试验结果表明!预培养对非洲紫罗兰的农

杆菌转化必不可少"表
!

#!叶片预培养"控制单因素

变量#

!<

转化率最高"

#"+*'b

#'此外!农杆菌共

培养以
!<

为最佳"转化率
##+%%b

#!时间过长!农

杆菌生长过于旺盛!易使叶片死亡"表
!

#'

HG

促进

农杆菌
_-U

区基因的活化!共培养时添加
#""

"

3:5

%

@HG

有利于非洲紫罗兰转化体的获得!转化

率由
$+*'b

提高到
1+*'b

"表
!

#'综合以上结果!

确定非洲紫罗兰叶片遗传转化的最适条件为叶片预

培养
!<

后!农杆菌共培养
!<

!共培养时添加
HG

#""

"

3:5

%

@

'

8+8

!

抗性植株的分子鉴定

对受体材料进行长时间潮霉素筛选后得到抗性

植株!随机选取抗性植株提取总
FQH

进行
ABC

检

测!结果"图
#

!

H

#显示!转化成功的抗性植株能扩增

出与阳性对照大小一致的条带!而阴性对照(空白对

表
8

!

不同处理方式对非洲紫罗兰转化的影响

D4Z5?!

!

2SS?9I.:S<-SS?U?/IIU?4I3?/I.:/

&/(-)')".'IU4/.S:U34I-:/U4I-:

处理方式

F-SS?U?/IIU?4I3?/I

转化率

DU4/.S:U34I-:/U4I-:

%

b

预培养时间

AU?(9>5I>U?I-3?

%

<

" "9

# $+*'e#+#)Z

! #"+*'e%+"*4

% *+*'e!+%#Z

共培养时间

B:(9>5I>U?I-3?

%

<

# !+*'e#+#)Z

! ##+%%e%+"*4

% $+*'e#+#)Z

$ "9

) "9

乙酰丁香酮

HG

%"

"

3:5

%

@

#

" $+*'e$+#*Z

#"" 1+*'e%+"*4

图
#

!

转化非洲紫罗兰的
ABC

"

H

#和
CD(ABC

"

^

#检测结果

[+

标准分子量&

#+

阴性对照&

!+

空白对照&

%

(

$+

未转化非洲紫罗兰&

)

(

'

(

1+

转化非洲紫罗兰&

*+

阳性对照

-̀

;

+#

!

ABC4/45

6

.-.U?.>5I

"

H

#

4/<CD(ABC4/45

6

.-.U?.>5I

"

^

#

:SIU4/.

;

?/-9&/(-)')".'

[+[4U\?U

&

#+Q?

;

4I-W?9:/IU:5

&

!+̂54/\9:/IU:5

&

%

!

$+Q:/(IU4/.

;

?/-9&/(-)')".'

&

)

!

'

!

1+DU4/.

;

?/-9&/(-)')".'

&

*+A:.-I-W?9:/IU:5

$#$!

西
!

北
!
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!
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照和未转化材料的
FQH

则没有相应的电泳条带!

结果表明
!"#$%)

&

#

基因已转入非洲紫罗兰叶片'

同时提取抗性植株的
CQH

!进行
CD(ABC

检测"图

#

!

^

#!抗性植株可以扩增出目的基因条带!表明
!"8

#$%)

&

#

基因已转入非洲紫罗兰并能正常表达!经

检测共获得稳定转化植株
#'

株'

89:

!

!#123$

&

%

基因转化对非洲紫罗兰基因功能的

影响

89:9%

!

硼酸处理对非洲紫罗兰生长和分化的影响

!

由表
%

结果可知!无硼酸处理的非洲紫罗兰叶片

可正常分化出不定芽!且不存在褐化!而添加硼酸处

理的叶片随着硼酸浓度的提高!芽分化率显著下降!

褐化率显著提高!超过
%33:5

%

@

时!芽分化率仅

#"+!b

!褐化率超过
)"b

!当硼酸浓度到达
)

33:5

%

@

时!叶片无法分化不定芽!褐化率达到
'1+'b

'

为确保高浓度硼酸对
!"#$%)

$

#

基因的激活和材料

的存活!在非洲紫罗兰高硼处理时添加
%33:5

%

@

的硼酸量'

89:98

!

高硼处理对
!#123$

&

%

基因表达的影响
!

转基因非洲紫罗兰经
"

和
%33:5

%

@

硼酸处理!提

取
CQH

!进行
CD(ABC

检测'结果表明"图
!

#!高

硼处理的转基因非洲紫罗兰"图中泳道
)

!

1

#基因有

强烈表达!条带清晰!而未进行高浓度硼酸处理的转

基因非洲紫罗兰"图中泳道
*

!

0

#表达较弱!条带模

糊!表明高浓度硼酸处理促进了
!"#$%)

&

#

基因的

表达'

表
:

!

硼酸对非洲紫罗兰叶片生长的影响

D4Z5?%

!

2SS?9I:SZ:U-949-<:/IN?

;

U:=IN

:S&/(-)')".'5?4S

硼酸

:̂U-949-<

%"

33:5

%

@

#

芽分化率

>̂<<-SS?U?/I-4I-:/

U4I?

%

b

褐化率

Û:=/-/

;

U4I?

%

b

" #""+"e"4 "<

# 11+"e$+%Z !!+!e1+%9

% #"+!e$+!9 )$+*e)+1Z

) "< '1+'e'+"4

89:9:

!

高浓度硼酸胁迫下
!#123$

&

%

基因转化对

非洲紫罗兰相关生理指标的影响
!

在高浓度硼酸处

理前!从非洲紫罗兰野生型和转化植株增殖群体中

各取
!"

株叶色(叶形等生长状态基本一致的植株!

经检测!其中
)

项生理指标"干物质率(可溶性糖(可

溶性蛋白含量及
AEF

(

GEF

活性#均无显著差异!结

合
!+%+!

中高浓度硼酸处理对
!"#$%)

&

#

基因表达

的影响结果!表明在非高浓度硼酸胁迫的条件下!

图
!

!

高硼处理转基因非洲紫罗兰的
CD(ABC

检测结果

[+

标准分子量&

#+

阴性对照&

!

(

'

空白对照&

$+

阳性对照&

%

(

)

(

*

(

1

(

0+

转基因非洲紫罗兰&

)

(

1+

高硼处理&

*

(

0+

非高硼处理

-̀

;

+!

!

CD(ABC4/45

6

.-.U?.>5I:SIU4/.

;

?/-9

&/(-)')".'=-INN-

;

NZ:U:/IU?4I3?/I

[+[4U\?U

&

#+Q?

;

4I-W?9:/IU:5

&

!

!

' 5̂4/\9:/IU:5

&

$+A:.-I-W?9:/IU:5

&

%

!

)

!

*

!

1

!

0+DU4/.

;

?/-9&/(-)')".'

&

)

!

1+T-

;

NZ:U:/IU?4I3?/I

&

*

!

0+Q:Z:U:/IU?4I3?/I

图
%

!

高硼处理
'<

后转基因"

H

#和对照"

^

#

非洲紫罗兰的生长状态

-̀

;

+%

!

DN?

;

U:=IN.I4I>.:SIU4/.

;

?/-9

"

H

#

4/<9:/IU:5

"

^

#

&/(-)')".'4SI?U'<=-INN-

;

NZ:U:/IU?4I3?/I

表
;

!

高硼胁迫对转基因非洲紫罗兰和对照非洲紫罗兰生长的影响

D4Z5?$

!

2SS?9I:SN-

;

NZ:U-949-<.IU?..:/IN?

;

U:=IN:SIU4/.

;

?/-9&/(-)')".'4/<9:/IU:5

材料及处理

[4I?U-454/<IU?4I3?/I

干物质率

FU

6

34II?U

X

?U9?/I4

;

?

%

b

可溶性糖含量

G:5>Z5?.>

;

4U

9:/I?/I

%"

3

;

%

;

#

可溶性蛋白质含量

G:5>Z5?

X

U:I?-/

9:/I?/I

%"

3

;

%

;

#

AEF

活性

AEF49I-W-I

6

%"

V

%

;

#

GEF

活性

GEF49I-W-I

6

%"

V

%

;

#

转基因非洲紫罗兰

DU4/.

;

?/-9&/(-)')".'

"< '+*%e"+#$4 0+0%e"+")4 #+*#e"+##4 0'!+"e0+*9 %!'+1e##+)!9

'< )+##e"+"'Z *+*'e"+"'Z "+%*e"+"!Z !%!*+%e#1+1Z $01+!e#*+#"Z

对照非洲紫罗兰

B:/IU:5&/(-)')".'

"< '+%!e"+"$4 0+*0e"+#%4 #+)*e"+"'4 #""$+)e#"+$9 %)"+"%e'+$19

'< $+'!e"+"19 *+#%e"+##9 "+!!e"+"%9 %)0!+%e!$+%$4 )'$+0%e#$+$!4

)#$!

#!

期
!!!!!!!!!!!!

叶志琴!等$拟南芥
!"#$%)

&

#

基因转化非洲紫罗兰的研究



!"#$%)

&

#

基因的转化并不影响非洲紫罗兰的正常

生长!进而表明该基因表达受高浓度硼酸诱导'由

表
$

结果可以看出!高浓度硼酸处理会引起转化和

对照植株的干物质率(可溶性糖和可溶性蛋白质含

量显著下降!

AEF

和
GEF

活性显著提高!试验表明

高浓度硼酸处理对非洲紫罗兰的生长极为不利'处

理
'<

后对比两种材料的生长状态"图
%

#!从图中可

以看出对照组的幼苗基部褐变症状更为严重!叶片

扭曲变形!而转基因幼苗的基部褐变组织较少!叶片

生长正常'比较处理
'<

后
!

种材料的
)

组指标差

异!结果"表
$

#表明!转基因非洲紫罗兰受高硼诱导

时!其干物质率(可溶性糖和可溶性蛋白质含量的减

少"

"+%0b

(

"+)$b

和
"+#$b

#!

AEF

(

GEF

活性的上

升"

#!**

(

'*+'%V

%

;

#!均显著低于对照组!从高硼

胁迫下非洲紫罗兰各项生理指标的综合分析来看!

!"#$%)

&

#

基因的转化有利于提高非洲紫罗兰的高

硼耐受性'

%

!

讨
!

论

本试验建立了稳定高效的非洲紫罗兰农杆菌转

化体系!结果表明非洲紫罗兰预培养
!<

时!转化率

最高'叶片与农杆菌共培养时完成目的基因的转移

和整合!试验显示以
!<

效果最佳!这与杨树等遗传

转化中适宜的共培养时间相似)

#$

*

!添加
#""

"

3:5

%

@

的
HG

也有利于非洲紫罗兰转化体的获得!提高

了转化率!与葡萄等遗传转化时添加
HG

的效果相

同)

#)

*

'抗性材料进行筛选时!适宜的筛选压下未转

化细胞生长受阻!并逐渐死亡!而转化细胞获得抗

性!保留下来!从而达到筛选目的!本试验潮霉素最

适筛选压为
$"3

;

%

@

!这与小麦遗传转化过程中的

潮霉素筛选浓度相似)

#*

*

'

本试验结果表明
!"#$%)

&

#

基因的表达受高浓

度硼酸的诱导!且转化
!"#$%)

&

#

基因使非洲紫罗

兰获得了高硼毒害耐受能力!这与
F4><

的研究结

果一致)

*

*

'相关研究显示超表达拟南芥水通道蛋白

HIDJA)

&

#

可以促进植物的生长!这可能是由于水

通道蛋白的水转运活性在起作用!但也可能是硼发

挥了作用)

!

*

'

植物高硼中毒会导致成熟叶的叶尖或叶缘退

绿!叶片卷曲变形甚至坏死)

#'

*

'在高硼胁迫下!植

物碳氮代谢受抑制!氮素同化出现异常!产生大量的

T

!

E

!

和
E

&

+

!

等活性氧自由基!造成膜系统的氧化损

伤)

#)

*

'对非洲紫罗兰生长发育影响的试验表明$高

硼胁迫时!非洲紫罗兰叶片生长受到显著抑制!叶片

从基部向上开始出现失绿褐变症状!最终褐化坏死!

分化出的不定芽也以基部组织褐化最为明显!叶片

卷曲不正常'高硼毒害时!非洲紫罗兰的干物质率(

可溶性糖(可溶性蛋白质含量显著下降!

AEF

(

GEF

活性显著提高!这与
HSI4Z

)

#1

*和段九菊)

#0

*等的硼毒

害研究结果一致'本试验发现
!"#$%)

&

#

基因的转

化缓解了高硼毒害带来的伤害!转基因非洲紫罗兰

的褐化和叶片变形等症状得到了缓解'本试验还比

较了高硼处理下!转基因非洲紫罗兰材料和对照的

)

组生理指标差异!结果显示!在转基因非洲紫罗兰

受高硼诱导激活并表达
!"#$%)

&

#

基因时!转基因

植株的干物质率(可溶性糖和可溶性蛋白质含量的

减少!

AEF

(

GEF

活性的提高!均低于对照!并存在

显著差异!这与甘蓝转
&"%)9&

基因植株在盐胁迫

下的形态和生理指标变化趋势类似)

!"

*

'从高硼胁

迫下非洲紫罗兰生长状态和各项生理指标的相关性

分析来看!

!"#$%)

&

#

基因的转化有利于提高非洲

紫罗兰的高硼耐受性!缓减了高浓度硼酸的伤害'

本研究成功将
!"#$%)

&

#

基因转入非洲紫罗

兰!建立了稳定的遗传转化体系!获得了转基因植

株!验证了高浓度硼酸对
!"#$%)

&

#

基因的诱导表

达!初步明确
!"#$%)

&

#

基因转化提高了非洲紫罗

兰耐高硼胁迫毒害能力!研究结果为进一步开展

!"#$%)

&

#

基因功能研究以及非洲紫罗兰的遗传转

化育种奠定了基础'
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