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摘要：为了探索ＺｍＮＡＰ基因在调控玉米抗衰老及产量性状等方面的作用，根据已知的ＺｍＮＡＰ
基因ｃＤＮＡ序列构建玉米Ｕｂｉ启动子控制下的ＺｍＮＡＰ 的ＲＮＡ干扰载体ｐＴＣＫ３０３ｉｈｐＺｍＮＡＰ，

并通过农杆菌介导的方法对ＺｍＮＡＰ基因进行遗传转化。结果表明：ＺｍＮＡＰ转基因玉米植株在

叶片滞绿、籽粒千粒重等方面较野生型植株（ＷＴ）有明显优势，转基因植株比野生型植株千粒重提

高１５％～３０％。ＺｍＮＡＰ基因在玉米育种中具有重要的应用价值。
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　　叶片衰老是一个程序性细胞死亡和氮循环的特

殊过程，在细胞水平上表现为叶绿体的解体，叶绿素

含量下降，蛋白质等多种内容物的降解，游离氨基酸

积累，光合磷酸化能力降低，膜脂过氧化加剧，细胞

膜通透性增 加，细 胞 分 裂 素（ＣＴＫ）含 量 下 降，脱 落

酸（ＡＢＡ）含量 上 升，多 种 酶 活 性 发 生 改 变 等；在 分

子水 平 上，许 多 生 物 大 分 子 物 质 如 蛋 白 质、膜 脂、

ＲＮＡ等降解形成的氮素等营养物质被转运至幼嫩

的叶片、发 育 中 的 种 子，加 以 重 新 利 用 和 储 存［１－３］。

植物在叶片衰老时体内存在一种能够保护自身不受

外界因子损伤、维持自身活力，以确保衰老细胞能较

长时间高效利用自己组分的机制［４］。关于叶片衰老
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在生理学、生物化学和分子生物学方面已有很多报

道，目前人们已从拟南芥［５］、玉米［６］、番茄［７］、油菜［８］

等植物中克隆出许多与衰老有关的基因，这些基因

被称为叶片衰老相关基因（ＳＡＧｓ）。

ＮＡＣ（ＮＡＭ、ＡＴＡＦ１／２和ＣＵＣ２）是 高 等 植 物

中所特有的一类转录因子，这些转录因子参与各种

生物进程，包括胚胎发育系统［９］、激素代谢和逆境胁

迫应答［１０］。ＡｔＮＡＰ是拟南芥 ＮＡＣ家族中的一 种

转 录 因 子，定 位 在 细 胞 核 中［１１］，在 幼 嫩 的 叶 片 中

ＡｔＮＡＰ基因不 表 达；当 叶 片 衰 老 时，ＡｔＮＡＰ 基 因

的表达量迅速 升 高，且ＡｔＮＡＰ 的 表 达 量 与 叶 片 的

衰 老 程 度 成 正 相 关。Ｇｕｏ等［１２］的 研 究 也 表 明，

ＡｔＮＡＰ基因突变植株表现为叶片衰老延迟，这一性

状可以通过导入野生型的ＡｔＮＡＰ得到恢复；相反，

过量表达ＡｔＮＡＰ可以引起叶片早衰。这些研究结

果表明，ＡｔＮＡＰ在负调控拟南芥的抗衰老性状方面

发挥着重要的作用。为了探索玉米中ＡｔＮＡＰ的直

系同源基因ＺｍＮＡＰ 在 调 控 玉 米 抗 衰 老 过 程 中 的

功能，本研究根据数据库中ＺｍＮＡＰ基因的ｃＤＮＡ
序列设 计 引 物，构 建ＺｍＮＡＰ 的 ＲＮＡ干 扰（ＲＮＡ
ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）载 体ｐＴＣＫ３０３ｉｈｐＺｍＮＡＰ，并 对

玉米自交系进行遗传转化，旨在探讨ＺｍＮＡＰ基因

在玉米调控叶片衰老及与产量相关性等方面的作用

机制，并验证其在玉米育种中的价值。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　植物材料　受试材料为玉米自交系 Ａ１８８，

来自中国农业大学遗传育种实验室，在河南省农业

科学院试 验 基 地 种 植。授 粉１０ｄ后，剥 取 长 度 为

１．５～２．０ｍｍ的幼胚作为试验材料。

１．１．２　菌 株 与 载 体　农 杆 菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕ－
ｍｅｆａｃｉｅｎｓ）菌株为ＬＢＡ４４０４，由河南省农业科学院

粮食作 物 研 究 所 提 供；ｐＴＣＫ３０３［１３］作 为ＺｍＮＡＰ
基因ＲＮＡｉ转化的植物表达载体。

１．１．３　试验试剂　植物凝胶ＧｅｌｚａｎＴＭ购自Ｐｈｙｔｏ－
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公 司，毒 莠 啶（ｐｉｃｌｏｒａｍ）、

潮霉 素（ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ，Ｈｙｇ）、青 霉 素（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ）、３－
吲哚丁 酸（３－ｉｎｄｏｌｙｂｕｔｙｒｉｃ　ａｃｉｄ，ＩＢＡ）、２，４－Ｄ（２，４－
ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙ ）、 ６－苄 氨 基 腺 嘌 呤

（６－ｂｅｎｚｙｌａｍｉｎｏｐｕｒｉｎｅ，６－ＢＡ）、次 氯 酸 钠（６．１５％有

效成分）购 自Ｓｉｇｍａ公 司，蛋 白 胨（ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、酵 母

提取物（ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ）购自ＯＸＯＩＤ公司；柱式植物

ＲＮＡ－ｏｕｔ试剂 盒 购 自 北 京 天 恩 泽 公 司，Ｔａｑ　ＤＮＡ

聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ　ＤＮＡ回 收 试 剂 盒 购

自Ｔｉａｎｇｅｎ公司，引物由生工生物工程 有 限 公 司 合

成；ＲｅｖｅｒＴｒａ　ＡＣＥ－αＴＭ 反 转 录 试 剂 盒 和 ＴＨＵＮ－
ＤＥＲＢＩＲＤ　ＳＹＢＲ　ｑＰＣＲ　ＭＩＸ购自ＴＯＹＯＢＯ公 司，链

霉 素（ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，ＳＭ）、卡 那 霉 素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，

Ｋａｎ）等抗生 素 购 自Ｓｉｇｍａ公 司。组 织 培 养 中 用 到

的其他试剂均为国产分析纯。

１．１．４　试 验 仪 器　分 光 光 度 计 为 日 本 岛 津 ＵＶ－
２５５０，离心机和荧光定量ＰＣＲ仪购自Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司，高压灭菌锅、光照培养箱和制冰机购自ＳＡＮＹＯ
公司，ＰＣＲ仪 购 自Ｂｉｏｍｅｔｒａ公 司，摇 床 购 自Ｔｈｅｒｍｏ
公司，电泳仪购自北京六一仪器厂，凝胶成像系统购

自Ａｌｐｈａ　Ｉｎｎｏｔｅｃｈ公司，人工气候箱培养箱购自科

力仪器公司。

１．１．５　培养基　农杆菌生长培养基：ＹＥＢ固体和液

体培养基＋ＳＭ　１２０ｍｇ／Ｌ＋Ｋａｎ　６０ｍｇ／Ｌ；预侵染培

养基（ＭＳ－ｉｎｆ）：ＭＳ＋２００μｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮（ａｃｅｔｏ－
ｓｙｒｉｎｇｏｎｅ，ＡＳ）＋ＳＭ　１００ｍｇ／Ｌ＋Ｋａｎ　６０ｍｇ／Ｌ；侵染

培养基：ＭＳ＋１００μｍｏｌ／Ｌ　ＡＳ；共培养培养基：ＭＳ＋
１００μｍｏｌ／Ｌ　ＡＳ＋１００μｍｏｌ／Ｌ　ＡｇＮＯ３；恢复培养基：

ＭＳ＋青 霉 素２５０ｍｇ／Ｌ；筛 选 培 养 基：ＭＳ＋青 霉 素

２５０ｍｇ／Ｌ＋Ｈｙｇ　２０ｍｇ／Ｌ；分化培养基：ＭＳ＋６－ＢＡ　３
ｍｇ／Ｌ＋青霉素２５０ｍｇ／Ｌ；生根培养基：１／２ＭＳ＋０．１
ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋青霉素２５０ｍｇ／Ｌ。

１．２　方法

１．２．１　ＺｍＮＡＰＲＮＡｉ植物表达载体的构建　利用

登录的ＺｍＮＡＰ基因的ｃＤＮＡ序列（登录号ＡＺＭ５＿

１８１４１）设计ＺｍＮＡＰＲＮＡ干扰载体的引物，共有２
对：ＺｍＮＡＰｉｈｐⅠ ＢａｍＦ （５′－ＡＴＡ　ＧＧＡＴＣＣＡＧＴ－
ＧＡＡＧＣＧＧＣＡＴＧＴＧＧＴ－３′）和 ＺｍＮＡＰｉｈｐⅠＫｐｎＲ
（５′－ＣＴＡＧＧＴＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＧＣＣＴＧＣＴ－３′），Ｚｍ－
ＮＡＰｉｈｐⅡＳａｃＦ（５′－ＡＴＡＧＡＧＣＴＣＡＧＴＧＡＡＧＣＧ－
ＧＣＡＴＧＴＧＧ－３′）和 ＺｍＮＡＰｉｈｐ Ⅱ ＳｐｅＲ （５′－
ＧＣＧＡＣＴＡＧＴＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＧＣＣＴＧＣＴ－３′）。这２
对引物分别含有ＢａｍＨ Ⅰ／ＫｐｎⅠ和ＳａｃⅠ／ＳｐｅⅠ
的酶切位点（如下划线所示）。

以从玉米自交系Ａ１８８中克隆的ＺｍＮＡＰ基因

的ｃＤＮＡ 序 列 为 模 板，用 引 物 对 ＺｍＮＡＰｉｈｐⅠ
ＢａｍＦ／ＺｍＮＡＰｉｈｐⅠ ＫｐｎＲ，ＺｍＮＡＰｉｈｐⅡＳａｃＦ／

ＺｍＮＡＰｉｈｐⅡＳｐｅＲ扩增同一段ｃＤＮＡ序列，回收纯

化ＰＣＲ产 物，并 分 别 用ＢａｍＨⅠ／ＫｐｎⅠ、ＳａｃⅠ／

ＳｐｅⅠ酶 切 处 理，回 收 酶 切 产 物，并 依 次 连 接 到 经

ＢａｍＨ Ⅰ／ＫｐｎⅠ、ＳａｃⅠ／ＳｐｅⅠ 酶 切 处 理 的

ｐＴＣＫ３０３上，经 验 证 正 确 后 即 构 建 成 ＺｍＮＡＰ
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ＲＮＡ干扰载体ｐＴＣＫ３０３ｉｈｐＺｍＮＡＰ。

１．２．２　玉米遗传转化　授粉１０～１５ｄ后，选取生

长状态良好的玉米果穗，在超净工作台中将玉米的

包衣，先 用７５％乙 醇 消 毒３０ｓ，再 放 入２．５％的

ＮａＣｌＯ溶液 中 消 毒１０ｍｉｎ，无 菌 水 洗 涤３次，晾 干

后，用手术刀削去２／３的种子，用大头针挑出玉米的

幼胚，而后将其盾片向上置于幼胚愈伤诱导培养基

中，暗培养７ｄ后，剥 去 多 余 的 芽 尖，置 于 新 鲜 的 愈

伤诱导培养基中再暗培养１４～２１ｄ。挑选诱导质量

较好的愈伤组织，并将大块的愈伤组织夹碎，放入继

代培养基中继代培养，１４ｄ继代１次。将构建好的

重 组 质 粒 ｐＴＣＫ３０３ｉｈｐＺｍＮＡＰ 转 化 到 农 杆 菌

ＬＢＡ４４０４感受态细胞中，经菌液ＰＣＲ验证，获得含

有ｐＴＣＫ３０３ｉｈｐＺｍＮＡＰ的 农 杆 菌 工 程 菌 株。挑 取

ＹＥＢ固体培养基上的农杆菌单菌斑，在加有ＳＭ 和

Ｋａｎ的ＹＥＢ液 体 培 养 基 中２８℃、１８０ｍｉｎ振 荡 培

养至 ＯＤ６００ 为 ０．６～０．８ 时，取 适 量 菌 液 室 温、

５　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集菌体，用 ＭＳ－ｉｎｆ液体培

养基洗涤一次，去除残留的ＹＥＢ培养基后，将菌体

悬浮于适量含有ＡＳ的 ＭＳ－ｉｎｆ液体培养基中，制备

成ＯＤ６００为０．５左右的侵染液。将愈伤组织用含有

ＡＳ的 ＭＳ－ｉｎｆ液体培 养 基 浸 泡１ｈ左 右，转 入 到 侵

染液中，颠倒晃动３０ｓ后静置１０ｍｉｎ，取出愈伤组

织用灭过菌的滤纸吸干表层菌液，盾片向上接种于

共培养 培 养 基 上，于 恒 温 培 养 箱 中，２５℃暗 培 养３
ｄ。共培养后，用无菌水清洗愈伤２次，洗去表面农

杆菌，用灭菌滤纸吸干后转入恢复培养基，２５℃暗

培养７ｄ。将愈伤组织从恢复培养基转到筛选培养

基，２８℃暗培养，每１４ｄ更换一次培养基，经过３轮

筛选（Ｈｙｇ质 量 浓 度 依 次 为５ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、２０
ｍｇ／Ｌ）后，剔除严重水渍化及发黑发褐的愈伤组织，

将剩余的抗性愈伤组织转入不含潮霉素的培养基恢

复１４ｄ，再转入分化培养基中，２８℃、光强３　０００ｌｘ、１２
ｈ光照条件下分化培养，各基因型会在４～１４ｄ不等

的时间内分化出绿芽，长成２～４ｃｍ的幼苗后，转移

至生根培养基中，培 养１４～２８ｄ后，开 盖 加 无 菌 水

炼苗３～５ｄ，小心洗去根部培养基后，移至花盆（蛭

石和营养土体积比为１∶３）中，于 室 温２８℃、光 强

２　０００ｌｘ、１６ｈ光照条件下生长。

１．２．３　Ｔ０ 代 转 基 因 植 株 的 ＰＣＲ 检 测　采 用

ＣＴＡＢ方 法 从 Ｔ０ 代 转 基 因 植 株 的 幼 叶 中 提 取

ＤＮＡ。利 用 引 物 Ｈｐｔ１１２９３Ｓ／Ｈｐｔ１１６２８Ａ 扩 增

Ｈｙｇ抗性基因，即Ｈｐｔ基因的部分片段，扩增的目

的片 段 长 约 ３３０ｂｐ；利 用 引 物 ＴＣＫ３０３Ｉｎｔ－１５Ｓ／

ＮＡＰｉｈｐⅡ－１４３Ａ扩增 目 的 基 因，即ｐＴＣＫ３０３水 稻

内含子部分、ＺｍＮＡＰｉｈｐⅡ部分片段，扩增的目的片

段长 约 ６００ｂｐ。用 于 检 测 Ｈｐｔ基 因 的 引 物 为

Ｈｐｔ１１２９３Ｓ： ５′－ＴＣＴＧＣＴＧＣＴＣＣＡＴＡＣＡＡＧＣ－
ＣＡＡＣＣ－３′，Ｈｐｔ１１６２８Ａ：５′－ＧＣＣＣＡＴＴＣＧＧＡＣＣＧ－
ＣＡＡＧＧＡ－３′；检测目 的 基 因 的 引 物 为 ＴＣＫ３０３Ｉｎｔ－
１５Ｓ：５′－ＣＡＧＣＣＧＴＧＴＣＡＴＡＧＴＣＡＡＴＣ－３′，ＮＡＰｉ－
ｈｐⅡ－１４３Ａ：５′－ＡＣＡＧＧＡＣＣＣＧＴＴＣＧＧＴＴＴＣＴＴ－
３′。

１．２．４　Ｔ０ 代 转 基 因 植 株 的 定 量 ＲＴ－ＰＣＲ检 测　
在Ｔ０ 代 转 基 因 玉 米 植 株 生 长 后 期，利 用 柱 式 植 物

ＲＮＡ－ｏｕｔ试剂盒 提 取 植 株 叶 片 的 总 ＲＮＡ，反 转 录

获得ｃＤＮＡ。使用试 剂 盒ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤ　ＳＹＢＲ

ｑＰＣＲ　ＭＩＸ（ＴＯＹＯＢＯ）进行荧光定量，反应体系为

２０μＬ，内 含１０μＬ　ＳＹＢＲ　ｑＰＣＲ　ＭＩＸ，０．３μｍｏｌ／Ｌ
正向引物和反向引物，１μＬ　ｃＤＮＡ模板。反应程序

为：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，５２℃退火

１５ｓ，７２℃延伸２０ｓ，４０个循环，反应在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
ｒｅａｌｐｌｅｘ　ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ　ｅｐｇｒａｄｉｅｎｔ　Ｓ荧 光 定 量ＰＣＲ
仪上运 行，每 个 样 品３个 重 复。采 用２－ΔΔＣｔ法 进 行

定 量 分 析。利 用 引 物 ＮＡＰ＿ｑＦ／ＮＡＰ＿ｑＲ 扩 增

ＮＡＰ基 因 的 部 分 片 段，扩 增 的 目 的 片 段 长 约

１２２ｂｐ。采用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　６．０（Ｐｒｅｍｉｅｒ　Ｂｉｏｓｏｆｔ　Ｉｎｃ．，

加拿 大）和Ｐｒｉｍｅｒ　３（ｈｔｔｐ：／／ｆｒｏｄｏ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｐｒｉｍ－
ｅｒ３／）设计荧光定量ＰＣＲ引物，由生工生物工程有限公

司合 成。引 物 序 列 为ＺｍＮＡＰ＿ｑＦ：５′－ＡＡＣＡＡＧＣＧ－
ＣＡＡＧＡＧＡＴＣＧＡＧ－３′，ＺｍＮＡＰ＿ｑＲ：５′－ＡＧＴＣＣＧＴＴ－
ＧＣＣＴＡＴＴＴＧＧＡＡ－３′；以β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因为内参，引物

序 列 为ＺｍＴＵＢｑＦ：５′－ＧＣＴＡＴＣＣＴＧＴＧＡＴＣＴＧＣ－
ＣＣＴＧＡ－３′，ＺｍＴＵＢｑＲ：５′－ＣＧＣＣＡＡＡＣＴＴＡＡＴＡＡＣ－
ＣＣＡＧＴＡ－３′。

２　结果与分析

２．１　ＺｍＮＡＰ基因 ＲＮＡｉ植物表达载体的构建

在前期 克 隆 的 玉 米 自 交 系 郑５８的ＺｍＮＡＰ
ｃＤＮＡ序列选取一小段序列（２１６ｂｐ）设计２对带有

酶切 位 点 的 引 物（ＺｍＮＡＰｉｈｐⅠＢａｍＦ／ＺｍＮＡＰｉｈｐ
Ⅰ ＫｐｎＲ 和 ＺｍＮＡＰｉｈｐⅡ ＳａｃＦ／ＺｍＮＡＰｉｈｐ Ⅱ
ＳｐｅＲ）。以测 序 正 确 的ＺｍＮＡＰ 基 因ｃＤＮＡ 为 模

板，２次ＰＣＲ扩增该目的片段并回收ＰＣＲ产物，然

后分 别 进 行ＢａｍＨⅠ／ＫｐｎⅠ、ＳａｃⅠ／ＳｐｅⅠ酶 切，

酶切产物依次 连 接 到 经 相 同 酶 切 处 理 的ｐＴＣＫ３０３
上，进行酶切鉴定，至此构建成ｐＴＣＫ３０３ｉｈｐＺｍＮＡＰ。

具体构建过程如图１所示。
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图１　ＺｍＮＡＰＲＮＡ干扰植物表达载体的构建过程

２．２　转ＺｍＮＡＰ 基 因 玉 米 植 株 的 获 得 及 其 ＲＴ
ＰＣＲ检测

用ｐＴＣＫ３０３ｉｈｐＺｍＮＡＰ载 体，通 过 农 杆 菌 介 导

转化玉米１　４００个幼胚，经过 Ｈｙｇ筛选培养，结合抗

性愈伤形态及细胞压片观察结果，选取分化率高的抗

性愈伤组织用于后续分化、生 根，共 获 得 了５８个 转

ＺｍＮＡＰ 基 因 再 生 植 株 （图 ２）。利 用 引 物

Ｈｐｔ１１２９３Ｓ／Ｈｐｔ１１６２８Ａ对这些转基因株系进行检测

分析，发现有５５个转基因植株携带Ｈｐｔ基因（图３），
利 用 引 物ＴＣＫ３０３Ｉｎｔ－１５Ｓ／ＮＡＰｉｈｐⅡ－１４３Ａ对这些

Ａ．共培养阶段；Ｂ．共培养后恢复阶段；Ｃ．抗性愈伤的筛选；Ｄ．分化阶段；Ｅ．生根阶段；Ｆ．移栽生长阶段

图２　农杆菌介导的ＺｍＮＡＰＡ１８８幼胚转化阶段

Ｍ为Ｄ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１、２９为阴性对照；２、３０为阳性对照；３－２８、
３１－５５为转基因植株叶片提取的总ＤＮＡ为模板Ｈｐｔ基因片段ＰＣＲ扩增结果

图３　部分转基因玉米植株Ｈｐｔ基因ＰＣＲ检测结果
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转基因植株进行目的基因扩增检测，在这些转基因

植株中均能检测到目的基因（图４）。选取其中６个

综合农艺性状表现正常的Ｔ０ 代转基因植株进行实

时荧光定量ＰＣＲ分析，结果表明，这６个转基因植

株中ＺｍＮＡＰ 基 因 的 表 达 均 被 不 同 程 度 的 抑 制

（图５）。

注：Ｍ为Ｄ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－９为转基因植株叶片

提取的总ＤＮＡ为模板ｐＴＣＫ３０３水稻内含子、ＺｍＮＡＰｉｈｐⅡ
部分片段ＰＣＲ扩增结果；１０为阴性对照

图４　部分转基因植株ＺｍＮＡＰ基因ＰＣＲ检测结果

图５　转基因植株ＺｍＮＡＰ基因表达量与千粒重的关系

２．３　ＺｍＮＡＰ基因 ＲＮＡ干扰后对玉米叶片滞绿性

和籽粒千粒重的影响

以受体材料玉米自交系Ａ１８８为对照，对Ｔ０ 代

转基因植株进行农艺性状调查。在玉米生长后期，
转基因植株较野生型（ＷＴ）植株表现出更好的滞绿

性，并且随着ＺｍＮＡＰ基因ＲＮＡ干扰程度的加重，
叶片滞绿性也明显增强（图６），ＺｍＮＡＰ基因在Ｔ０
代转基因植 株 中 的 表 达 量 依 次 为ｉｈｐＺｍＮＡＰ－１５＞
ｉｈｐＺｍＮＡＰ－３＞ｉｈｐＺｍＮＡＰ－１（图５）。

图６　转基因植株与野生型植株的滞绿性比较

　　同时，分别对Ｔ０ 代的转基因植株（ｉｈｐＺｍＮＡＰ－１、

２、３、１３、１５、１８）和野生型植株的千粒重进行了比较。

结果表明，在调查的６个转基因植株中，４个被干扰

的转基因 植 株（ｉｈｐＺｍＮＡＰ－１、２、３、１５）的 千 粒重 比

野生型植株提 高１５％～３０％，但 是 随 着ＺｍＮＡＰ基

因 被 干 扰 程 度 的 增 加，ｉｈｐＺｍＮＡＰ－１８ 和

ｉｈｐＺｍＮＡＰ　１３这２个转基因植株的千粒重呈现出

下降的趋势。

３　结论与讨论

ＲＮＡ干扰因其具有特异的靶向性成 为 分 析 基

因功能和植 物 抗 逆 性 研 究 的 有 力 工 具［１４］。通 过 农

杆菌介导法或其他转化方法将目标基因的自身反向

重复序列导入植物细胞，整合到植物基因组后，该序

列的转录产物会形成双链ＲＮＡ或自我互补的发卡

状双链ＲＮＡ（ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ，ｈｐＲＮＡ），被植物ＲＮＡ
干扰机制识别 后 引 起 目 标 基 因 的 ＲＮＡ干 扰，从 而

干扰靶基因的正常表达［１５］。李小平等［１６］从大豆 叶

片中克隆到一个新的ＬＲＰ型类受体蛋白激酶基因

ｒｌｐｋ２，并应用ＲＮＡ干扰技术验证了其与大豆叶片

衰老有关。

本 研 究 通 过 农 杆 菌 介 导 的 方 法 对 玉 米 自 交 系

Ａ１８８进 行 了 遗 传 转 化，将ＺｍＮＡＰ 的 干 扰 载 体

ｐＴＣＫ３０３ｉｈｐＺｍＮＡＰ导入野 生 型 Ａ１８８中，通 过 检

测转基因后代植株中ＺｍＮＡＰ的ＲＮＡ相对表达水

平来研 究 该 基 因 是 否 得 到 有 效 的 沉 默，荧 光 定 量
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ＲＴ－ＰＣＲ的结果显示，ＺｍＮＡＰ 基因在部分 转 基 因

植株中的ＲＮＡ表 达 水 平 有 明 显 降 低；在 这 些 株 系

中，该基因的表达应该能被有效的干扰。观察Ｚｍ－
ＮＡＰＲＮＡ干扰Ｔ０ 代转基因植株的叶片性状发现，

这些植株在抗衰老方面与野生型植株相比表现出了

明显的优势；并 且，随 着ＲＮＡ干 扰 程 度 的 加 重，转

基因植株叶片抗衰老的特性也越来越明显，这充分

地证明了ＺｍＮＡＰ 在 调 控 玉 米 叶 片 抗 衰 老 方 面 的

作用。

另外，比较Ｔ０ 转 基 因 植 株 与 野 生 型 植 株 籽 粒

千粒重发现，叶片的抗衰老性状与千粒重有着密切

的关系：适当 的ＲＮＡ干 扰 能 够 增 加 玉 米 的 千 粒 重

１５％～３０％，然而随着ＲＮＡ干扰程度的继续加重，

叶片抗衰老的能力进一步提高，转基因株系的千粒

重却有减少的趋势。可能是因为ＲＮＡ干扰程度较

强的株系将更多的光合产物用于叶片的生长而不是

产量的增加，干扰程度适中的株系由于叶片良好的

生长状态保证了植株良好的开花结实，这需要在后

续研究中进一步证实。
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