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蜡梅 ＳＡＭＴ 基因遗传转化及其功能分析
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摘要：为研究蜡梅 ＳＡＭＴ 基因的调控功能，通过构建 ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 植物双元表达载体，利用农杆菌介导法将其

转入矮牵牛中，经 ＰＣＲ 和 ＲＴ－ＰＣＲ 对转化植株进行检测，同时采用顶空固相微萃取以及气相色谱－质谱技术

（ＨＳ－ＳＰＭＥ－ＧＣ－ＭＳ），对转基因矮牵牛鲜花进行花香成分分析。 结果显示：９ 株转化苗均能扩增出目的条带，
ＲＴ－ＰＣＲ检测结果进一步证明，阳性植株均发生了正确转录；转基因矮牵牛植株和未转基因对照植株在植株大

小、叶片形态、花色、花瓣大小以及花期等方面均未发现有明显差异。 鲜花芳香成分分析表明，转 ＣｐＳＡＭＴ 基因

矮牵牛中苯甲醛和苯乙醇含量明显升高，并产生了香茅醇、乙酸香茅酯和乙酸苯乙酯等成分，但水杨酸甲酯和苯

甲酸甲酯含量没有显著改变。
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ＧＣ－ＭＳ

　 　 花香作为吸引昆虫传粉的主要因素，在植物的

生长繁衍过程中扮演着重要角色。 水杨酸甲酯

（ＭｅＳＡ）是广泛存在于植物花香中的低分子挥发

物，属苯环型芳香化合物，它以水杨酸和 Ｓ－腺苷甲

硫氨酸为底物，在水杨酸羧基位甲基转移酶（ Ｓ－
ａｄｅｎｏｓｙｌ－Ｌ－ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ， ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃａｒｂｏｘｙｌ ｍｅｔｈ⁃
ｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＳＡＭＴ）的催化下形成。 Ｒｏｓｓ 等［１］ 首

次从仙女扇（Ｃｌａｒｋｉａ ｂｒｅｗｅｒｉ）中克隆得到 ＳＡＭＴ 基

因，全长 １ ３２１ ｂｐ，编码 ３５９ 个氨基酸。 目前从金

鱼草（Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ）、多花黑鳗藤（ Ｓｔｅｐｈａｎｏｔｉｓ
ｆｌｏｒｉｂｕｎｄａ）、烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ）、水稻（Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ）、薇甘菊（Ｍｉｋａｎｉａ ｍｉｃｒａｎｔｈａ）等 ３０ 多种植物

中都已成功分离出 ＳＡＭＴ 基因，并对这些基因的功

能进行了分析［２－５］。 近年来的研究表明水杨酸甲
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酯在植物防御系统方面起着重要作用，如蜘蛛螨

（Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｕｓ ｕｒｔｉｃａｅ）的取食可以诱发番茄（Ｌｙｃｏｐ⁃
ｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）ＭｅＳＡ 的产生［６］，水稻在受到草

地夜蛾（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）的伤害后 ＭｅＳＡ 散发

量是未受伤害前的 ２３ 倍［７］。 目前，对合成 ＭｅＳＡ
关键酶的 ＳＡＭＴ 的研究多集中在基因克隆、花香产

物代谢调控以及防御功能等方面，而对利用 ＳＡＭＴ
基因进行花香遗传改良方面的研究报道较少。

蜡梅（Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ ｐｒａｅｃｏｘ）作为我国特有的

传统名花，冬季开放，芳香宜人，具有很高的观赏价

值，同时也是提取香精的理想材料。 郑瑶青等［８］

首先对蜡梅鲜花花香成分进行了研究，发现萜烯类

化合物含量最高。 江婷等［９］、李正国等［１０］ 和程

振［１１］采用蒸馏法提取蜡梅花挥发油，经 ＧＣ－ＭＳ 分

析鉴定，发现主要成分也为萜烯类化合物。 而根据

周明芹等［１２］、Ｄｅｎｇ 等［１３］和周继荣等［１４］ 的研究，蜡
梅花香成分主要为萜烯类化合物和苯环型化合物。
前人对蜡梅功能基因的研究多集中在抗寒、抗旱等

抗逆性状功能基因上［１５－１８］，花香、花色等观赏性状

功能基因的研究尚处于起步阶段。 笔者利用同源

克隆的方法从蜡梅花瓣中首次克隆得到 ＳＡＭＴ 基

因，全长为 １ ４９８ ｂｐ，具有一个 １ １４３ ｂｐ 的完整的

开放阅读框，编码具有 ３８０ 个氨基酸的羧基位甲基

转移酶蛋白，ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＥＵ１０６３６７［１９］。 该

酶在花香物质代谢途径中属于苯丙酸类化合物 ／苯
环型化合物代谢类型，起源于莽草酸途径，以苯丙

氨酸为起始，经过一系列的酶催化最后形成水杨酸

甲酯（ＭｅＳＡ） ［２０］。
为进一步研究 ＣｐＳＡＭＴ 基因在花香产物代谢

途径中的调控功能，笔者构建了 ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ
双元表达载体，利用农杆菌介导的叶盘法转化花香

模式植物矮牵牛，并用分子检测方法鉴定转化效

果，同时，利用顶空固相微萃取和气相色谱质谱联

用技术对转化植株的花香成分进行检测，分析转化

前后矮牵牛形态和花香成分的变化情况，探索 Ｃｐ⁃
ＳＡＭＴ 基因在花香代谢途径中的调控功能。

１　 材料与方法

１．１　 试材

矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａ ｈｙｂｒｉｄａ）无菌苗由华中农业大

学园艺林学学院宁国贵老师惠赠。
ＣｐＳＡＭＴ 基因全长片段，由园艺植物生物学教

育部重点实验室克隆并保存于大肠杆菌中。 采用

的大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）为 ＤＨ５α 菌株，根癌

农杆菌 （ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ） 为 ＥＨＡ１０５ 菌

株。 植物双元表达载体 ｐＢＩ１２１ 由华中农业大学作

物遗传改良国家重点实验室郭文武教授惠赠。
限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 Ｔａｋａｒａ 宝

生物工程（大连）有限公司；ＴＡ 克隆试剂盒，Ｍ－
ＭＬＶ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 试剂盒购自上海英骏生

物技术有限公司；质粒小量提取试剂盒，ＤＮＡ 凝胶

回收试剂盒，Ｔａｑ 酶和 ｄＮＴＰ 购自广州东盛生物科

技有限公司； ＲＮＡ 提取试剂盒购自上海华舜生物

技术公司，固相 ＲＮａｓｅ 清除剂购自北京天恩泽基

因科技有限公司。 鲜花挥发性成分快速萃取使用

美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司制造的 ７５ μｍ Ｃａｒｂｏｘｅｎ ／ ＰＤＭＳ
萃取纤维头；挥发性成分分析使用美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司制造的 ＤＳＱＩＩ 单四级杆气相色谱质谱联用仪

（ＧＣ－ＭＳ）。
１．２　 蜡梅 ＳＡＭＴ 基因植物双元表达载体的构建

根据表达载体和 ＣｐＳＡＭＴ 基因的全长序列设

计上游引物 Ｓ１ 　 （ ５′ －ＧＡＧＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＡＧ⁃
ＴＡＣＴＴＡＧＣＧＴＴＣＴ－３′，下划线部分为 ＢａｍＨⅠ酶切

位点），下游引物 Ｓ２ （５′ －ＧＡＴＧＧＡＧＣＴＣＴＴＡＧＡＴ⁃
ＧＴＣＴＧＣＴＴＴＣＴＴＣＴＣＣＡＡ－３′，下划线部分为 ＳａｃⅠ
酶切位点）。

从含 ＣｐＳＡＭＴ 基因全长片段的大肠杆菌中提

取质粒 ＤＮＡ 作为模板进行 ＰＣＲ 扩增，反应程序

为：９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，７０～６０ ℃复

性 ３０ ｓ（每进行 ５ 个循环退火温度下降 ２ ℃），７２
℃ 延伸 ２ ｍｉｎ，总共进行 ３０ 个循环；退出循环后再

７２ ℃延伸 ２０ ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 扩增产物电泳回收纯

化，同时用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｃⅠ双酶切产物和 ｐＢＩ１２１
表达载体，电泳回收酶切目的产物，然后用 Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶在 １６ ℃条件下连接并过夜，连接产物热激

法转化大肠杆菌 ＤＨ５α，经 ＰＣＲ 鉴定为阳性的菌

斑培养提取质粒，用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｃⅠ进行双酶切

鉴定。
１．３　 农杆菌介导转化矮牵牛

将构建好的表达载体用液氮冻融法导入感受态

农杆菌 ＥＨＡ１０５ 中。 将矮牵牛无菌苗叶片组织去除

主脉切成 ５ ｍｍ×５ ｍｍ 大小，置于 ＭＳ＋６－ＢＡ １．５
ｍｇ ／ Ｌ＋ＩＢＡ ０．５ ｍｇ ／ Ｌ共培养基上预培养 １ ｄ，然后将

预培养后的叶片组织置于制备好的农杆菌菌液中

（ＯＤ６００值为 ０．３ ～ ０．４），侵染 １０ ｍｉｎ，无菌滤纸吸干

多余菌液，重新置于共培养基上暗培养 ２ ｄ；再将叶

片转移至 ＭＳ＋６－ＢＡ １．５ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ＩＢＡ ０． ５ ｍｇ ／ Ｌ ＋
Ｋａｎ ５０ ｍｇ ／ Ｌ＋ Ｃｅｆ ３００ ｍｇ ／ Ｌ分化培养基上，正常光

照条件培养，每 １５ ｄ 更换一次培养基，直到分化出

不定芽；长芽后，将芽切下转入 ＭＳ＋ ＩＢＡ ０ １ ｍｇ ／ Ｌ

０３
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＋ Ｋａｉ ５０ ｍｇ ／ Ｌ＋ Ｃｅｆ ３００ ｍｇ ／ Ｌ继代培养基上培养；
待长至 ２～ ３ 片叶时，转入 １ ／ ２ＭＳ＋ Ｋａｎ ３０ ｍｇ ／ Ｌ＋
Ｃｅｆ ２００ ｍｇ ／ Ｌ生根培养基上进行生根培养；待根系

发育好后，移栽至花盆，温室大棚常规管理。 培养

室温度 ２５ ℃，日光灯照明，光照时间 １４ ｈ ／ ｄ。
１．４　 转基因矮牵牛的 ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法

采用 ＣＴＡＢ 法提取抗性植株嫩叶基因组总

ＤＮＡ 作为模板，以 Ｓ１ 和 Ｓ２ 为引物，进行 ＰＣＲ 扩

增，反应条件为 ９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ，然后进入循环

反应，９４ ℃变性 ３０ ｓ，７０～６０ ℃复性 ３０ ｓ（每进行 ５
个循环退火温度下降 ２ ℃），７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎ，总
共进行 ３０ 个循环， 退出循环后再 ７２ ℃ 延伸

２０ ｍｉｎ。
提取抗性植株嫩叶片 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ，

以 Ｓ１ 和 Ｓ２ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增，电泳检测后将

产物送华大基因测序。
１．５　 转基因矮牵牛鲜花中挥发性成分分析方法

采用顶空固相微萃取－气相色谱－质谱技术

（ＨＳ－ＳＰＭＥ－ＧＣ－ＭＳ）对转基因矮牵牛鲜花进行花

香成分分析。 固相微萃取条件：ＰＤＭＳ 萃取纤维头

在气相色谱仪进样口老化，老化温度 ２６０ ℃，老化

时间 ２ ｈ。 老化后，取刚完全开放鲜花 １ 朵，剪碎迅

速放入 ２０ ｍＬ 样品瓶中，盖上瓶盖，放置于样品盘

固定器上，自动进样，４０ ℃吸附 ５ ｍｉｎ。 吸附完成

后，于气相色谱仪进样口 （温度 ２５０ ℃） 解吸 ２
ｍｉｎ。 色谱条件： 色谱柱为毛细管柱 ＨＰ － ５ＭＳ
３０ ｍ× ０． ２５ ｍｍ × ０． ２５ μｍ， 载 气 为 高 纯 氦 气

（９９ ９９９％），氦气流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样口温度为

２６０ ℃，起始柱温度为 ６０ ℃，保持 ２ ｍｉｎ，以 １０
℃ ／ ｍｉｎ升温至 ２３０ ℃，保持 １３ ｍｉｎ。 质谱条件：电
离源为 ＥＩ，ＥＩ 电离能量为 ７０ ｅＶ，离子源温度为

２５０ ℃，传输线温度 ２５０ ℃，质量扫描范围为 ３０ ～
５００ ａｍｕ。 芳香成分鉴定用气相色谱－质谱－计算

机联用仪进行分析鉴定；各组分质谱图经 ＮＩＳＴ９８
谱图库检索法结合人工谱图分析法进行分析。 每

个处理组随机测定 ３ 个单株的花朵。

２　 结果与分析

２．１　 双元表达载体的检验

双元表达载体 ｐＢＩ１２１ －ＣｐＳＡＭＴ 重组质粒经

ＰＣＲ 扩增后，在约 １ ２００ ｂｐ 处有单一明亮的条带，然
后用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｃⅠ内切酶对重组质粒进行双酶切，
电泳检测发现能切出 ２ 条明亮主带，其中一条与理

论值 １ ２００ ｂｐ 的片段相符合（图 １），表明 ＣｐＳＡＭＴ
基因片段已经连接到 ｐＢＩ１２１ 植物表达载体上。

图 １　 ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 表达载体双酶切

（ＢａｍＨⅠ和 ＳａｃⅠ）结果

Ｆｉｇ．１　 Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ　 ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒ ｗｉｔｈ ＢａｍＨⅠａｎｄ ＳａｃⅠ

　 　 注：Ｍ．１ ｋｂ 分子质量标记；１、２． ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 表达载体

双酶切产物；３． ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 质粒 ＰＣＲ 结果；４． ｐＢＩ１２１ 质粒

ＰＣＲ 结果；５．ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 质粒。 下同。
Ｎｏｔｅ：Ｍ． １ ｋｂ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ；１，２． ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰＢＩ１２１－

ＣｐＳＡＭＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗｉｔｈ ＢａｍＨⅠａｎｄ ＳａｃⅠ；３． ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ
ＰＣＲ ｏｆ ＰＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ；４． ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ＰＣＲ ｏｆ ＰＢＩ１２１；５． ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ＰＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

图 ２　 转化 ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 基因矮牵牛

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｅｔｕｎｉａ ｗｉｔｈ
ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

　 　 注：Ａ．转化 ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 基因矮牵牛再生；Ｂ．未转化矮牵

牛枯死；Ｃ．转基因矮牵牛幼苗；Ｄ．转基因矮牵牛开花。
Ｎｏｔｅ：Ａ． ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｔｕｎｉａ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＩ１２１－Ｃｐ⁃

ＳＡＭＴ；Ｂ． ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｐｅｔｕｎｉａ ｄｏｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ；Ｃ． ｔｈｅ ｙｏｕｎｇｅｒ ｐｅｔｕｎｉａ
ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ；Ｄ． ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐｅｔｕｎｉａ．

２．２　 转基因植株的表观

经农杆菌浸染的矮牵牛叶片组织培养 ２０ ｄ
后，在 ５０ ｍｇ ／ Ｌ Ｋａｎ 抗性筛选培养基上即可看见有

绿色芽点分化，而未经农杆菌浸染转化的对照矮牵

牛叶片组织在抗性培养基上不能正常分化出丛生

芽，且白化而死。 抗性丛生芽经继代培养和生根培

养后共获得 ４０ 株抗性植株，２０１１ 年 ３ 月将其栽培于

温室大棚，常规管理，２ 个月后开始开花，３ 个月后进

入盛花期（图 ２）。 对转基因矮牵牛植株和未转基因

１３
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对照植株从植株形态、叶片形状、花色、花冠大小及

花期等方面进行观察，未发现有明显变化。
２．３　 转化植株的鉴定

２．３．１　 ＰＣＲ 检测

对获得的矮牵牛转基因苗随机选取 ９ 个单株，
提取叶片 ＤＮＡ，经 ＰＣＲ 扩增后，发现 ９ 个单株在约

１ ２００ ｂｐ 处均能扩增出单一的条带，并且与转入的

对照质粒 ＰＣＲ 产物大小相似，而未转化矮牵牛植

株未能扩增出条带（图 ３），可以初步判断 ＣｐＳＡＭＴ
基因已经整合到植物基因组中。

图 ３　 转基因矮牵牛 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ．３　 ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｅｔｕｎｉａ ｐｌａｎｔｓ
　 　 注：Ｍ．ＤＳ２０００ 分子质量标记；１ ～ ９．不同的转基因株系 ＰＣＲ
扩增产物；１０．ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 质粒 ＰＣＲ 产物；ＣＫ．未转化植株

ＰＣＲ 产物。
Ｎｏｔｅ：Ｍ． ＤＳ２０００ Ｍａｋｅｒ；１－９． ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ＰＣＲ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

ｐｅｔｕｎｉａ；１０． ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ＰＣＲ ｏｆ ＰＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ；
ＣＫ． ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ＰＣＲ ｏｆ ｐｅｔｕｎｉａ ｄｏｎｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ．

２．３．２　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

随机选取 ９ 株经 ＰＣＲ 检测为阳性的矮牵牛，
提取叶片 ＲＮＡ，合成 ｃＤＮＡ，经 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增，电泳

检测，在大小约 １ ２００ ｂｐ 处有单一明亮条带，与对

照质粒 ＰＣＲ 产物大小一致（图 ４），可以断定在这些

单株中发生了基因转录。 为了进一步验证转录的正

确性，将 ＲＴ－ＰＣＲ 产物回收纯化，进行测序，将测序

结果与 ＣｐＳＡＭＴ 原序列比对，基因编码区序列一致，
证明阳性转基因植株发生了正确的基因转录。

图 ４　 转基因矮牵牛 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ．４　 ＲＴ－ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｅｔｕｎｉａ ｐｌａｎｔｓ
　 　 注：Ｍ．ＤＳ２０００ 分子质量标记；１ ～ ９．不同的转基因株系 ＲＴ－

ＰＣＲ 扩增产物；ＣＫ．ｐＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ 质粒 ＰＣＲ 产物。
Ｎｏｔｅ：Ｍ． ＤＳ２０００ Ｍａｋｅｒ；１－９． ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ＲＴ－ＰＣＲ ｏｆ ｔｒａｎｓ⁃

ｆｏｒｍｅｄ ｐｅｔｕｎｉａ；ＣＫ． ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ＰＣＲ ｏｆ ＰＢＩ１２１－ＣｐＳＡＭＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒ．

２．４　 转 ＣｐＳＡＭＴ 基因矮牵牛鲜花中挥发性成分

分析

　 　 矮牵牛花香成分以苯环型化合物为主，萜类化

合物也是主要芳香成分之一。 未转基因矮牵牛鲜

花中主要花香挥发物有苯甲酸甲酯、水杨酸甲酯、
苯甲酸、雪松醇等，其中苯甲酸甲酯为最重要的芳

香成分（表 １）。 从表 １ 可以看出，转 ＣｐＳＡＭＴ 基因

矮牵牛鲜花挥发性成分中，苯甲醛和苯乙醇含量明

显升高，与未转基因矮牵牛和转 ｐＢＩ１２１ 质粒矮牵

牛相比存在显著差异（Ｐ＜０．０５）；同时产生了香茅

醇、乙酸香茅酯和乙酸苯乙酯等芳香成分，而这些

成分在对照植株中没有检测到。 水杨酸甲酯、邻苯

二甲酸二异丁酯、苯甲酸、苯甲酸苄酯和雪松醇在

转化前后无明显变化，主要芳香成分苯甲酸甲酯在

未转基因矮牵牛中含量最低，在转 ｐＢＩ１２１ 质粒矮

牵牛中最高，但转化前后方差分析表明无显著差

异。 在转 ｐＢＩ１２１ 质粒矮牵牛花香成分中，除了产

生少量的苯甲醇和乙酸苄酯外，与未转基因矮牵牛

相比无其他明显变化。
表 １　 矮牵牛转化前后主要芳香成分相对含量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｆｒｅｓｈ ｆｌｏｗｅｒ ｏｆ ｎｏｎ－ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｅｔｕｎｉａ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｅｔｕｎｉａ ％

类型
ｔｙｐｅ

苯甲酸
甲酯
ｍｅｔｈｙｌ
ｂｅｎｚｏａｔｅ

水杨酸
甲酯
ｍｅｔｈｙｌ

ｓａｌｉｃｙｌａｔｅ

邻苯二甲
酸二异
丁酯

ｄｉｉｓｏｂｕｔｙｌ
ｐｈｔｈａｌａｔｅ

苯甲酸
ｂｅｎｚｏｉｃ
ａｃｉｄ

苯甲醛
ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ

苯甲酸
苄酯
ｂｅｎｚｙｌ

ｂｅｎｚｅｎｅ⁃
ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ

苯乙醇
ｐｈｅｎｅｔｈｙｌ
ａｌｃｏｈｏ

雪松醇
ｃｅｄｒｏｌ

苯甲醇
ｂｅｎｚｉｌ
ａｌｃｏｈｏｌ

乙酸
苄酯
ｂｅｎｚｙｌ
ａｃｅｔａｔｅ

乙酸香
茅酯

ｃｉｔｒｏｎｅｌｌｙｌ
ａｃｅｔａｔｅ

香茅醇
ｇｅｒａｎｉｏｌ

乙酸苯
乙酯

ｐｈｅｎｅｔｈｙｌ
ａｃｅｔａｔｅ

非转基因 ４６．９９±２７．８９ａ １．５６±０．６９ａ １．４７±０．９３ａ １．４８±０．３９ａ ０．５７±０．１３ａ ０．１８±０．０６ａ ０．１１±０．０２ａ １．１９±０．５６ａ － － － － －

转 ｐＢＩ１２１ ６７．４３±９．６３ａ １．６６±０．４０ａ ０．１９±０．０６ａ ０．７２±０．０４ａ ０．４３±０．１６ａ ０．１８±０．０９ａ ０．２６±０．２３ａ ０．２２±０．１３ａ ０．６１±０．８３ ０．１２±０．０３ － － －

转 ＣｐＳＡＭＴ ５８．４６±１３．５６ａ １．２７±０．６８ａ ０．５１±０．１１ａ １．４５±０．７５ａ ６．５０±２．９２ｂ ０．１８±０．０２ａ ５．２２±１．８８ｂ ０．８０±０．７０ａ － － ６．７８±３．８８ ７．２±２．９４ ２．８２±１．４７

　 　 注：－表示未检测到；表格内数据为 ｍｅａｎ ± ＳＥ；同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅ：－ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ；ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ＳＥ；Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０．０５） ．

３　 讨　 论

由农杆菌介导转化和抗性培养基筛选培养所

获得的转基因矮牵牛植株，经过 ＰＣＲ 和 ＲＴ－ＰＣＲ
检测，均表明获得了转化的阳性植株。 ＲＴ－ＰＣＲ 产

物测序结果与 ＣｐＳＡＭＴ 原序列比对，发现基因编码

区序列一致，这证明 ＣｐＳＡＭＴ 基因已经成功转化矮

牵牛。 转基因矮牵牛植株与未转基因对照植株相

比较，在植株形态、叶片形状、花色、花冠大小及花

期等方面均未发现有明显变化。 转 ＣｐＳＡＭＴ 基因

后，矮牵牛鲜花芳香成分与对照相比，苯甲醛和苯

乙醇显著升高，并检测到香茅醇、乙酸香茅酯和乙

２３
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酸苯乙酯等芳香成分，但苯甲酸甲酯和水杨酸甲酯

含量没有显著改变。 水杨酸羧基位甲基转移酶在

花香物质代谢途径中属于苯丙酸类化合物 ／苯环型

化合物代谢类型，主要以水杨酸为底物生成最终产

物水杨酸甲酯，也能以苯甲酸为底物生成苯甲酸甲

酯［２１－２２］。 将 ＣｐＳＡＭＴ 基因导入矮牵牛后发现，水
杨酸甲酯、苯甲酸甲酯和苯甲酸等参与该酶代谢途

径的主要成分没有发生显著变化，反而产生了香茅

醇等非本代谢途径的芳香成分。 Ｌüｃｋｅｒ 等［２３］ 将芳

樟醇合成酶（ＬＩＳ）基因转入矮牵牛，转化植株花中

只产生少量的芳樟醇，反而非挥发性的芳樟醇糖苷

在转基因植株中大量累积。 Ａｒａｎｏｖｉｃｈ 等［２４］ 将从

仙女 扇 中 克 隆 得 到 的 苯 甲 醇 乙 酰 基 转 移 酶

（ＢＥＡＴ）基因转入洋桔梗（Ｅｕｓｔｏｍａ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ），
在有外源底物苯甲醇的情况下，转化植株的花和叶

中都有乙酸苄酯的产生，但在没有外源底物的情况

下不能产生相应产物。 这与笔者的研究结果较为

相似，说明并非所有外源基因的导入都能引起相应

的变化，反而有可能会对插入点的基因产生破坏或

者干扰。 然而 Ｋｏｏ 等［２５］ 将水稻 ＯｓＢＳＭＴ１ 基因构

建超表达载体转入拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）中
后发现其水杨酸甲酯挥发量约为野生型拟南芥的

１０ 倍。 Ａｍｅｎｔ 等［２６］ 使用 ＲＮＡ 干涉技术将番茄中

ＳＡＭＴ 基因沉默后发现水杨酸甲酯明显减少，但不

影响萜类化合物的产生。 此次实验未能发现如此

明显变化，尚有待进一步研究。
芳香植物在园林应用中具有较高的地位，利用

花香遗传改良工程进行香花植物的转基因育种具

有重要的经济价值和观赏价值。 目前在这方面的

研究已经取得了一定的成果，但由于花香的遗传改

良是一项极为复杂的工程，且花香物质数量众多，
其代谢调控的机理又非常复杂，而且目标基因在不

同转化体和不同植物中的表达存在较大差异，花香

遗传改良工程还面临着许多问题。 因此构建 ＲＮＡｉ
干涉载体和超表达载体，开展 ＣｐＳＡＭＴ 基因遗传转

化进一步的验证，将是今后的研究工作。
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《林业科技开发》更名为《林业工程学报》启事
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