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蛋白激发子基因peaTl植物表达载体
的构建及其转化棉花的研究*

唐宏琨， 曾洪梅， 杨秀芬， 袁京京， 邱德文“

(中国农业科学院植物保护研究所，农业部生物防治重点开放实验室，北京100081)

摘要[目的]构建蛋白激发子基因peaTl的植物表达载体并转化棉花品种‘CCRl24’。[方法]设计含有Pst I和

XhoI酶切位点的引物，以质粒pET28a-peaTl为模板扩增得到peaTl序列，将其通过中间栽体pG4AS-cup克隆到

植物表达载体pCAMBIA2300上，通过农杆菌介导法转化棉花品种‘CCRl24’，诱导并筛选抗性愈伤和胚性愈伤，通

过PCR、southern杂交和RT-PCR检测筛选的棉株。[结果]构建了含有增强子和多联终止子的植物表达栽体

pC姻A2300-peaTl，获得了大量的胚状体和4棵再生苗并嫁接成活，验证了蛋白激发子基因peaTl已经整合到
再生苗2和4基因组当中。[结论]本研究为进一步开展蛋白激发子基因pea7"1转化棉花的研究提供了基础材料。
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Construction of plant expression vector for elicitor gene

pea T1 and its transformation into cotton

Tang Hongkun，Zeng Hongmei，Yang Xiufen。Yuan Jingjing，Qiu Dewen

(KeyLaboratoryforBiologicalControl oi'MinistryofAgriculture，Institute ofPlantProtection，Chinese

Academy of Agricultural Sciences，&ijing 100081，China)

Abstract[Objective]To construct the plant expression vector of the protein elicitor gene peaT／and transfer it

into‘CCRl24’．[-Method]The peaT／gene was amplified with the plasmid pET28a-peaTl by specific primers

harboring Bf I and Xho I sites．After cloned in the intermediate vector pG4AS-cup，peaT／was then inserted into

pCAMBIA2300 to construct the plant expression vector pCAMBIA2300·peaTl．The resulting vector WaS trans·

furred into CRRl24 by using Agrobacterium-mediated method，and the resistant calli and embryonic calli were in-

duced and screened out，and the transformation of peaT／was confirmed by PCR，southern blot and RT-PCR．

[Result]The plant expression vector pCAMBIA2300··peaTl which contains enhancer and poly-terminator was con··

structed successfully，and a lot of embryoids and 4 regenerate seedlings were screened out from embryonic calli，

and 4 regenerate seedlings were grafted on CRRl24．The result of molecular identification indicated that peaT／

w砸inserted into the genome of regenerate seedling no．2 and no．4．[Conclusion]This study provided some funda-

mental materials for the further research of cotton transformation of the protein elicitor gene peaT／．

Key words protein elicitor；peaT／；agrobacterium；transformation)cotton

自1987年Umbeek首次报道通过农杆菌介导

法叫，将卡那霉素抗性基因转入棉花以来，棉花转基

因研究迅速发展。国内外利用农杆菌介导法已将抗

虫、抗除草剂等有价值的目的基因导人棉花，得到了

稳定遗传的转基因棉花。我国农业部于1997年批

准了转基因棉花的商业化种植，至2007年转基因棉

花已占棉花种植面积的60％以上，产生了显著的经

济、生态和社会效益。

蛋白激发子是一类能够诱导植物产生防卫反应

的信号分子，在植物与病原茵的相互识别中起重要作
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用。其对病原菌无直接毒杀作用，通过信号传导诱导

植物产生乙烯、水杨酸、吲哚乙酸、茉莉酸、植保素和

病程相关蛋白等[矧，调节植物的新陈代谢，激活植物

的免疫系统，从而促进植物生长、增强植物抵抗病原

菌的能力，有效防止或减轻病害的发生。peaTl是本

实验室从极细链格孢(Alternar缸tenuissima)中分离

出来的蛋白激发子，具有诱导多种植物产生系统抗

性、促进植物生长、改善作物品质等作用[4-引。pea77

的编码基因已被克隆(GenBank登录号为E同30819)，
在大肠杆菌和毕赤酵母中的表达蛋白仍具有诱导植

物抗旱、促进根系生长等生物活性[7-8]。

关于蛋白激发子转基因植物的研究目前已有报

道，并展现出较好的应用前景。Qiu[9]等将蛋白激发

子基因pemGl转化水稻和烟草，转基因作物表现出

较好的抗病性。邵敏等[10]将来自水稻白叶枯病菌

(Xanthomonas oryzae pv．oryzae)的h∥．AXoo基因

转化水稻，转基因株系中水稻白叶枯病菌的生长明

显受到抑制。蒋冬花等[11]将隐地蛋白突变基因

CryKl3V整合到烟草基因组中，结果表明转化植株

的相关抗病性均有提高。本研究利用农杆菌介导法

开展激发子基因peaTI的转基因棉花研究，建立了

有效的转基因植株再生体系，获得了再生苗及大量

的胚状体，为进一步培育抗病虫、高产优质的棉花品

种提供了基础材料。

1材料与方法

1．1材料

蛋白激发子基因pea77由本实验室从极细链

格孢菌克隆获得，质粒pET28a-peaTl由本实验室

保存；植物表达载体pCAMBIA2300和农杆菌

LBA4404由本实验室保存；中间载体pG4AS-cup

由中国农业科学院生物技术所郭三堆研究员惠赠；

受体棉花品种‘中棉24’(‘CCRl24’)由中国农业科

学院棉花科学研究所提供。

ExTaq DNA聚合酶、T4DNA连接酶、限制性内

切酶、DNA Marker、pMDl8-T Simple载体和DNA片

段回收试剂盒均购自大连荡l<aRa公司，大肠杆菌感

受态细胞DH5伐和反转录试剂盒EasyScnpt№t-
Strand cDNA Synthesis SuperMix购自北京全式金生

物技术有限公司，质粒小提试剂盒购自天根生化科技

有限公司，柱式植物RNAout试剂盒购自天恩泽生物

公司，所用引物由英骏生物技术有限公司(Invitrogen)

合成。卡那霉素和羧苄青霉素购自舢vII砸Sco公司，

其他化学试剂为国产分析纯产品。

1．2植物表达载体的构建

设计含有Pst I和Xho I酶切位点的引物

primerl(TACTGCAGATGGCCAACODCCGCAT—

TGAAGAG)和primer2(CGCTCGAGCTATAT—

GCTCA僦CATGATGGA)，以质粒pET28a-
peaTl为模板扩增pea77序列，引入Pst I和Xho

I酶切位点。将PCR产物回收后连接pMDl8-T

Simple载体，转化DH5a感受态细胞后提取质粒。

将提取的质粒和中间载体pG4AS-cup分别用Pst I

和Xho I双酶切，连接含有目的基因peaTl的小片

段和中间载体片段，得到重组载体pG4AS-peaTl。

将重组载体pG4AS-peaTl和pCAMBIA2300分别

用EcoR I和Hind m双酶切，回收目的片段经

1-,DNA酶连接构成植物表达载体pCAMBIA2300-

peaTl。构建好的植物表达载体PEAMBIA2300一

peaTl热激法转化DH5a感受态细胞，提取质粒用

Pst I和Xho I双酶切鉴定目的基因peaTl是否正

确插入。采用冻融法将酶切鉴定的植物表达载体

pEAMBIA2300-peaTl转化农杆菌LBA4404菌株。

1．3 农杆菌介导法转化C(：R124

1．3．1 菌株培养及无菌苗制备

挑取含有目的基因和选择标记基因的单菌落，

接种于含50 mg／L卡那霉素和50 mg／L链霉素的

YEB液体培养基中，28℃振荡过夜暗培养至对数生

长期。用YEB液体培养基稀释菌液，再振荡培养4

"--6 h，至A6。。值为0．5备用。‘CCRl24’棉花种子用

硫酸脱绒后，自来水洗掉种子表面硫酸并晾干。

70％乙醇表面消毒种子1 min，弃去乙醇，无菌水漂

洗。再用0．1％的HgCl2表面消毒30 min，无菌水

漂洗4次，种于1／2MS培养基上，28℃，2 000 Ix光

照培养7 d备用。

1．3．2共培养

选取发育良好的无菌苗，将其下胚轴切成5～

8 nlnl长的茎段，浸泡在预先培养好的农杆菌菌液

中。15 min后取出，放置在铺有一层滤纸的含有2，

4-D、KT和IAA的MS培养基上，21℃共培养

48 h，然后转移到含有50 mg／L卡那霉素、500 mg／

L羧苄青霉素的上述培养基上，28℃、2 000 lx、每天

光照14 h培养(以下培养条件相同)，通过调整激素

的浓度以诱导抗性愈伤组织[1纠3]。
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l 3．3胚性鑫衔及胚状律的谤导

将抗性愈伤组织转移到胚性愈伤诱导培养基E

(MS+0 01 r叫L 2，4n+0 ol rrw'I，KT+n 01mg／

I．IAA)，43 d左右继代1状。将米黄色的颗粒状胚性

愈伤转移到胚状体诱导培养基}(M}NH N(X+

KN(X加倍+无激索+Gin 1．0 g，I。+A舯0 5 g，L+

活性炭1．0 g／计^gNo 40rag／L)，30 d继代一次直

到出现胚状体”4”1。

1．3．4再生苗的培养及嫁接

将诱导出的胚状体转移到再生苗培养基I：(Ms

+IAA 0 1 rag／L+6 BA 0．1 mg／L+GInl 0 g／L

+A助n 5 g／L+活性发L 0 g／L+AgN嘎40 m∥

L)，30 d左右继代一次。在装有营养土的土钵中种

上旨通棉花种子，待子叶完全展开时用作砧木苗。

劈接法将再生棉株嫁接到砧木苗上，浇少量水后用

透光塑料袋密封嫁接苗，25℃培养7 d左右．慢慢透

气炼苗2～3 d即可移栽温室。

1．4再生苗的分子检禹

1．4 1再生苗的PCR分析

取幼嫩再生棉花叶片．参照(了^B法提取总

DNA，甩primerl和primer2进行PCR扩增，验证

外源基因的整合情况。

1 4 2再生苗的southern blot舟析

CTAB法提取再生棉株2和4及PCR检测呈

阴性的再生曲基因组DNA，用EcoR I充分酶切基

周组DNA约16 h，40V电压下以0 8％琼脂糖凝

胶(不加染料)电泳10～12 h，成像后切掉凝胶边角

作为标记。参照Southern的方法o“，并结合DIG

High Pr／me DNA Labding and Detection Stafter

KitⅡ(Roche)说明书．对经PCR检测呈阳性的再

生苗进行southern blot分析．以质粒pCAMBIA一

2300 peaTl作为阳性对照．IVCR检测呈阴性的再生

苗为阴性对照。

1 t3再生苗的RT PeR分析

参照天恩泽柱式植物RNAom试剂盘方法，提

取经PCR检测呈阳性棉花植株叶片总RNA，参照

全式金EasySeript First-Strand eDNA Symhesis

SuperMix试剂盒合成eDNA，进行RT PCR分析。

2结果与分析

2．I檀轫表达载体的构建

从转化pCAMBIA2300 peaTl的大肠杆菌

DH5n中提取质粒，用PaI和XhoI双酶切．如图1

所示，酶切所得片殷大小与理沦值624 bp一致，说

明peaTl插入预期位点，载体构建成功，该载体吉

有加倍增强于元件．n和Konk序列及多联终止密

码于序列的表达盒，可以增强目的基因的表达m。

口
图1 t组质粒醐鉴定

2 2农杆菌介导法转化ccRⅢ
2．2 1抗陛恕伤的诱导

经共培养的无苗苗下胚轴切段转移到MS培养

基上诱导愈伤组织，抗性愈伤组织的诱导和增殖受

激素种类和维度影响比较人。如表1所示t当只有

KT、IAA时．愈伤鲲织生长缓慢，外植体氏根多，只

有KT、2，4-D时，愈伤生跃快，愈伤多呈绿色硬块状

不利于分化。只有2，4-D和]AA时-愈伤表面多呈

白色霜状坚硬状态．不易分化。3种镦索浓度均为

0 1 mg／I．时，愈伤组织生长速度不是很快，多呈黄

白色疏松状态．有利于进一步分化成胚性愈伤。

寰1激素对抗性搬伤诱导的影响

*“_{警掣产％}一”。
Ml O n1 mI &$．十■、#自目问

Mz n1 0 01 &目自i．g磋

M3 n1 m1 0 ±K疑懂，*#

Mt, n1 n1 n1 *自，赫、自色*

—堕——旦三一—上生——业—苎坠苎生型L一
2 2 2胚性愈恬及胚状体的形成

将灰白色疏松的抗性愈伤组织转移到胚性愈伤

诱导培养基上，继代2--3次，可分化出米黄色的颗

粒状胚性愈伤组织，将其转移到胚状体诱导培养基

上，继代1～2次，诱导出了大量不同形态的胚状体

细胞，根据其形态和生匠时期分为球形胚、心形胚、

鱼雷胚和于叶胚。
2 2 3转化苗的再生及嫁接

挑选子叶胚在成苗培养摹上继代培养2～3次t

可诱导出再生苗．如图2所示。由于棉花组织培养
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生根比较嘲ⅫA接移拽成活串较低．本研究采用毋

接法嫁接{4’#*。将4棵长出4～5片叶的再生苘

嫁接到准备”的砧木J：．保温7 d左右缓懂透气炼

苗3 d移栽温室培养．

M⋯000；H。{H∞^id 5：mnNM 6_《口#月

围3棉花再±苗的PcR检翻

2 3 2再生苗的southem blot舟析

乩再，上棉排2和{技P【’R检测呈阴性的再串

苗iI-提取IJXA．进行s|omhem杂交分析．如嘲1所

小．』正粗m傩』J心肚冉生前2和4均榆测刊杂交条

带．儿tl，再牛m l i1 rH的辈因为烈拷¨捕^．阴性对

肌滥有杂交f二哆表叫『I的辅冈p叫n已经整台到

再生叶2和l基Ⅲ目}当，f

Pf=m#目m目目2*￡自2=}■i茁4．NT：{}#*∞

目4拂花再生苗的删t暗nHd分析

2 3 3再生苗的RT—PCR守析

从lx、R用性株的叶片中挺取总RNA．以合成

eDNA第1链为模板．primerl和primer2的P(1R站

粜如嗤5所小．卅q·棉苗2和4均扩增刘和刚他对

照大小一致的泉带．空白埘照划没打日的袈带．表叫

[1的摹嘲p州"已经{墼台到再生苗2和4肖中．井

战功转采。

万方数据



37卷第3期 唐宏琨等：蛋白激发子基因p“"植物表选载体的构建厦韭转化棉花的口眦 ·47

㈣DL2∞0．2：^±*A 4 Wij4．PC mnW月．BC；2日H月

圈5再生苗的RT-I：CR分析

3讨论

棉花的农杆菌转化已经开展多年．井在许多品

种I-取稃r成功。与其他作物相比，棉花组织培养

受基因型限制，周期较长，体细胞胚胎发生困难等限

制了其广泛应用“⋯。组织培养中诱导出的胚性蠹

伤，在初次继代及随后胚状体诱导过程中会出现严

重的褐化现象，导致胚性愈伤死亡。奉研究中胚性

愈伤继代时多伴有揭化现象，在培养基中黍加活性

炭和硝酸银一定程度上降低了褐化程度t需要进一

步尝试更有效的办法避免或减轻褐化，以提高植株

的再生率。针对棉花组织培养生根困难的问题，目

前多采用嫁接法以缩短再生周期，保证再生苗的成

恬率。奉研究采用劈接法嫁接再生苗，需要注意的

是：嫁接过程中温度应控制在23～25℃””，嫁接后

浇水不宜过多，否则会引起砧木苗与土壤接触部分

褐腐死亡．缓慢透气使幼嫩棉苗不易失水太快而引

起萎蔫死亡，能保证嫁接苗的成活。

蛋白激发子peaTl是通过诱导植物自身免疫，

达到抗病促生的作用．其不钳对某一种或某一类病

害，不会产生抗药性，对环境安全，应用前景广

阔啪J。蛋白激发子基因peaTl与植物基因工程技

术的广泛结台，将为培育具有广谱抗性的高产优质

品种拓展更广阔的空间。

本研究采用农杆菌舟导法．以棉花品种‘CCR]24’

为受体材辑，成功转化peaTl基因并得到再生苗，经

分子生物学方法检测／№=T／已经整合到棉花基因组

当中，为开展激发子基因p∞力转化棉花的研究提供

了基础材料，转p∞Ⅱ基因的棉花能否产生对相关

病害的抗性、表现出促进生眭的功能，还需要进一步

验证激发子基因peaT／在‘CCRl24’中的表达，综合

分析转基因棉花的农艺性状、抗病性，期单能从转基

因棉花后代中筛选到优良品种。
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