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甜 椒 抗 菌 蛋 白 基 因 (harp )转 化 桉 树 的 研 究
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摘　要: 　用不同浓度的2, 42D 与 IAA 对桉树叶盘进行了愈伤组织的 诱导及植株再生的试验, 建立了新的桉树再生体 系. 进一步用

含甜椒抗菌基因 (hrap )的农杆菌侵 染桉树叶盘, 发现侵染后 对愈伤组 织诱导率无 明显影响, 却 抑制了桉树 的植株再生. 对 再生苗的

PCR 和Southern杂交检测证实已将hrap 基因已转入桉树植株的基因组中.
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Stud ies of Tran sformat ion of hrap Gene fr om Sweet Pepper in to Eucalyp tus
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Abstract: A f ter a t reatment of 2, 42D and IAA w ith dif ferent concent rations, calluswas induced f rom leaf disco of Eucalyptus for

regenerat ing plant lets and a new regeneration sy stem of Eucalyp tus wasestabl ished. Furthermore, the leaf disco of Eucalyp tusw as

infected by A grobacterium tumefaciens car ry ing the hrap gene f rom sw eet pepper and no obv ious inf luencew as found on the induction

rate of callus af ter the infect ion, but the regenerat ion of callusw as inhibited. The PCR test and Southern blot of regeneratedp lantlets

show that the hrap gene has incorporated into the genomeof Eucalyp tus.

KeyW ords: h rap gene; resistance gene; Euca lyp tus urophel la; t ransgenosis; t issue culture; plant regenerat ion

桉树E ucalyp tus 是国际公认的速生、丰产、短周期的商品林树种,是目前世界上最重要的木制纸原料之一,

也是我国沿海地区最重要的造林树种. 桉树中巨尾桉、尾叶桉和尾巨桉等新品种速生、高产、优质的特性, 成为

90 年代以来福建省用材林速生丰产基地的首选树种. 如福建省漳州市从1991 年开始引种巨尾桉、尾叶桉和尾
巨桉等桉树新品种已有 l0 年的时间,据统计, 2004 年全市营造桉树速丰林突破800 hm 2,种苗需求量达2 000 万

株[ 1 ]. 近几年福建省在桉树经营中主要出现有焦枯病、青枯病等病害, 严重影响了桉树的正常生长, 对营林生

产造成巨大损失. 特别是主推的尾叶桉 (E. urophy l iaB lack) 、巨尾桉 (E. g rand is×E. urophy l ia)等树种易感

青枯病, 发病率3. 3 %～ 6. 7 %,严重时50 %～ 100 % [ 2]. 由于桉树青枯病难以用化学防治, 被称为桉树的“癌
症”, 培育抗病品种是解决该病害的根本措施.

桉树转化的研究主要有两个方面: 一是建立桉树的离体快繁系统[ 3～ 8 ]; 二是建立基因转化系统,以获得桉

树的新型品种. 邵志芳等 [ 9]首次应用人工合成蚕抗菌肽D 基因通过根癌农杆菌介导于尾叶桉,获得抗青枯病的
转基因植株. 由于抗病基因转化的桉树可以通过无性繁殖大量获得抗病的种苗, 基因工程技术已成为桉树防治

青枯病的新途径.

h rap 基因是在甜椒中发现的一种抗病基因, 它可诱发植物对革蓝氏阴性病原菌的超敏反应—— 一种植物
的抗病反应 [ 10 ]. 人们发现表达甜椒hrap 基因的烟草对其病原菌丁香假单胞菌和软腐病菌具有抗性[ 11]. 为了利

用这种源于植物的抗病蛋白培育抗病桉树,我们引进了甜椒hrap 基因,并置于35S启动子的驱动之下转化桉

α 　收 稿日 期 2 2

基金项目 福建省人事厅及福建省科技计划资助项目 ( 3 85)

作者简介 王水琦 ( 65 ) , 男, 福建漳州人 副教授, 硕士, 现从事植物生物技术的教学与科研工作

: 2007 04 17

: 200 0 .

: 19 - . .



树,并初步鉴定hrap 基因已转入桉树.

1　材料与方法

1. 1　材　料

供试的桉树品种为巨尾桉(E. g rand is ×E. urop hy l ia)无性系,由漳州林业组培中心提供. 甜椒hrap 基因

及根癌农杆菌LBA 4404,由北京大学生命科学学院林忠平实验室提供.

1. 2　方　法

1. 2. 1　巨尾桉组织培养及植株再生

从无菌 苗中 剪取 叶盘 2～ 3 mm 2, 接种 于 附加不 同 浓度 (0. 5、1. 0、4. 0 mg�L ) 的 2, 42D 及 不 同浓度
(10mg�L , 20 mg�L )的 IAA 的M S培养基上 (见表1). 每一种浓度处理水平接10 瓶,每瓶接2 个外植体, 重复3

次, 暗培养24 d, 每6 d 统计1 次有愈伤组织的外植体数目,观察愈伤组织的外形,最后计算愈伤组织的成活率.
表1　 巨尾 桉叶 盘愈 伤组 织诱 导及 植株 再生 结果

Table 1　Resul ts of ca llus induct ion and plan t regenerat ion f rom leaf d isco of E. grand is×E. urophy l ia

激素
质量浓度

�(mg·L - 1) 接种外植体数 分化愈伤组织
的外植体数 诱导率�% 统计的愈伤

组织个数
分化芽的

愈伤组织数 芽分化率�%

2,42D

0. 5 60 59 98. 3 48 9 18. 8

0. 5(转基因) 60 57 95. 0 � � �
1 60 59 98. 3 48 2 4. 2

1(转基因) 60 57 95. 0 � � �
4 60 15 25 48 4 8. 3

4(转基因) 60 14 23. 3 � � �

IAA

10 60 51 85 48 17 35. 4

10(转基因) 90 78 86. 7 72 16 22. 2

20 60 56 93. 3 48 21 43. 8

20(转基因) 90 85 94. 4 72 18 25

将培养了28 d 的愈伤组织平均转入桉树培养基附加20mg�L IAA + 0. 5mg�L 62BA 的M S再生培养基,

每瓶植入8 块愈伤组织. 直接放在光下培养. 分化培养期间,每5 d 观察1 次,记录出芽的愈伤组织个数,计算愈

伤组织的出芽率.

1. 2. 2　hrap 基因转化桉树

将切好的桉树叶盘浸入含hrap 基因的根癌农杆菌LBA 4404 的LB 培养基中,摇5～ 15m in. 将浸染过的外
植体置于无菌吸水纸上,吸去多余菌液,在M S固体培养基中预培养2 d,转至含有羧苄青霉素500mg�L 的愈伤

诱导培养基(配方与试验1. 2. 1 相同)上. 暗培养24 d,每6 d 统计1次有愈伤组织的外植体数目, 观察愈伤组织

的外形, 最后计算愈伤组织的成活率. 将培养了28 d 的愈伤组织转入 20mg�L IA A + 0. 5 mg�L 62BA 的M S

中,放在光下培养. 分化培养期间,每5 d 观察1 次,记录出芽的愈伤组织个数,计算愈伤组织的出芽率.

待不定芽长至0. 3～ 0. 8 cm 时,转入含临界质量浓度卡那霉素 (50mg�L )的诱根培养基 (改良M S+ IBA

0. 8mg�L )以诱导生根. 最后, 对再生成完整的植株进行检测.

1. 2. 3　转基因植株的检测

再生桉树基因组DNA 采用CTAB 法微量提取 [ 12, 13]. 以质粒pB IHRA P作阳性对照, 用专一引物HRA Ps(5’

CGCGGA TCCA TGAAA A TGAA GAA CCTCTC3’)及HRA P748a (5’GTTGGA GTTGGA GGACGA GG3’) 进

行PCR 分析. Southern 杂交检测方法参照 Sambrook & Russell 的方法[ 14 ]: 用B gl� 限制性内切酶 (Promega 公
司)酶切桉树基因组DNA ,完全切开后, 电泳并转膜至尼龙膜进行杂交; 杂交带显色及探针制备按PCR D IG

L abelingM ix (Roche 公司)使用说明进行.

　结果与分析

　不同浓度的 , 2D 与 I 对巨尾桉叶盘愈伤组织诱导及植株再生的影响

不同浓度 ( 5、 、 �L )的 , 2D 及不同浓度的 I ( 、 �L ) ,对桉树叶盘外植体诱导愈伤组
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织及植株再生的影响结果如下表1 所示.

试验结果表明: 0. 5、1. 0mg�L 的2, 42D 较4. 0mg�L 的2, 42D 更有利于诱导桉树茎段产生愈伤组织,在附

加0. 5mg�L 和1. 0mg�L 2, 42D 培养基上愈伤组织的诱导率都达到了96. 7%. 在附加10mg�L IAA 的培养基

上, 在培养12 d 后诱导率达到80%以上,培养24 d 后诱导率达到86. 7%. 在20mg�L IAA 的培养基上,在培养

12 d 后诱导率达到40%以上,培养18 d 后诱导率达到95%. 由此可见, 20mg�L 的 IAA 相对于10mg�L 的 IA A

更适于桉树愈伤组织的诱导.

将原培养在附加0. 5、1. 0、4. 0mg�L 的2, 42D 以及10mg�L IAA 和20mg�L IAA 的培养基上的愈伤组织

转入附加20mg�L IAA + 0. 5mg�L 62BA 培养基上置于见光处培养. 调查每块愈伤组织分化的不定芽数. 由试

验结果可以得到: 在诱导愈伤组织时使用2, 42D , 会不同程度地抑制芽的再生; 且2, 42D 的浓度越大,抑制作用

越明显. 而当愈伤组织培养基为1. 0mg�L 2, 42D 时,由于大量产生的愈伤组织呈白色、松散状,不能产生再生

芽,再生率为严重下降. 由此可见, 20mg�L 的 IA A 相 对于 10 mg�L 的 IAA 更适于桉 树芽的再生. 将附加

10mg�L IAA 和20mg�L IAA 的培养基置于见光处, 发现在培养至18 d 时,也出现少量再生芽,可见IAA 本身

即可促进愈伤组织的再生.

2. 2　农杆菌侵染对巨尾桉叶盘愈伤组织诱导及植株再生的影响

农杆菌侵染对不同浓度 (0. 5、1. 0、4. 0mg�L ) 的2, 42D 及不同浓度的 IAA (10、20mg�L )诱导的桉树叶盘

外植体愈伤组织及植株再生的影响结果(见表1).

①转入hrap 基因对桉树愈伤组织诱导的影响比较表1 的数据,发现无论为2, 42D 诱导, 还是 IAA 诱导,均

可以看出转hrap 基因,对愈伤组织的诱导率基本没有影响. 经 t 测验比较,转入hrap 基因处理与未转入处理的

结果是: t 值均小于 t0. 025= 2. 045 2, n= 30.

尽管转基因虽然对愈伤诱导率没有明显影响, 但我们发现愈伤组织产生的启动时间和愈伤组织的生长高峰

期被明显推迟. 对于未转基因的桉树外植体,愈伤组织生长的启动时间在前6 d 之内,愈伤组织生长的高峰期在

12～ 18 d (附加20mg�L IAA 的培养基)或前12 d (其余培养基). 对于转基因后的桉树外植体,愈伤组织生长的启

动时间在6～ 12 d 之内,生长的高峰期在18～ 24 d (附加20mg�L IAA 的培养基)或12～ 18 d (其余培养基).

图1　经农杆菌侵染后再生完整的桉树植株

F ig. 1　The completeEuca lyp tus p lan t let

regenerated from explan t inf ected

by A grobacter ium tumef aciens

② 转入 hrap 基因对桉树再生率的影响比较表1 的数据. 发现用

10mg�L IAA、20mg�L IAA 诱导的愈伤组织的再生率降低了, 经 t 测

验比较转入hrap 基因处理与未转入处理的结果: t(10mg�L )= 2. 667> t0. 025

= 2. 068 7, t( 20mg�L )= 2. 986> t0. 005= 2. 807 3, n= 24. 可见转基因过程会

显 著抑制了桉树芽的再生,两处理分别抑制了37. 3%和42. 5%. 2, 42D
诱导的愈伤组织本身的再生率就低,因此更不适合进行转基因操作.

2. 3　hrap 基因转化苗的获得及鉴定

在诱导培养基(附加10、20mg�L IA A 的M S培养基) 中培养12～

20 d 形成生长稳定的愈伤组织后,作第1 次继代,待8～ 14 d 长至旺盛

期后转入分化培养基 (附加20mg�L IAA + 0. 5mg�L 62BA 的M S培

养基) 以诱导分化不定芽. 待不定芽长至0. 3～ 0. 8 cm 时,转入含临界

浓度卡那霉素的诱根培养基 (改良M S+ IBA 0. 8mg�L ) 以诱导生根再

生成完整的植株(见图1).

本实验对首批获得的9 株能再生成完整植株的生根苗进行PCR 检

测,有2 株转基因植株通过PCR 扩增出与阳性对照 (pB IHRA P) 同样大

小的748 bp 片段,而未转化的桉树植株则无特异性扩增条带,初步证明hrap 基因已转入桉树植株的基因组中,

电泳检测结果见图2.

进一步对5 株PCR 检测呈阳性的转基因桉树苗进行Southern 检验, 发现有3株可以检测到有明显的杂交

带 但有 株与未转基因的对照一样没有检测出明显的杂交带 (见图3)

R 和S 杂交证实,通过我们建立起来的桉树遗传转化体系可以有效地将外源基因导入到巨尾桉

基因组中,转化频率在 %左右
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图2　转hrap 基因桉树再生植株的PCR 鉴定
F ig. 2　ThePCR iden tif ica tion of regenerated plan t

of Eucalyptus transf ormed by h rap gene

图3　转hrap 基因桉树再生植株的Southern 鉴定

F ig. 3　TheSouthern blot of regenerated p lan t of

Eucalyp tus transf ormed by hrap gene

3　讨　论

桉树转基因成功的关键在于建立与之相关的组织培养再生技术. 目前国内有一些关于不同激素对诱导桉

树愈伤组织的影响的报道,主要是关于不同浓度的62BA、IBA、NAA
[3～ 5 ] ,而以不同浓度的2, 42D、IAA 对桉树

外植体 (叶片) 进行愈伤组织的诱导试验尚未见报道. 我们的研究发现: 2, 42D 与 IAA 对桉树愈伤的诱导均较

好,但再生率有极大差异. 之所以会产生这种情况,可能因为2, 42D 是人工合成的激素,它尽管会促进细胞的分

裂,但主要是促进植物细胞无序的分裂和生长; 而不能像天然的植物激素 (IAA , 62BA )那样促进植物细胞无序

的分裂和生长,从而形成器官. 所以在诱导愈伤组织时使用2, 42D ,会不同程度地抑制芽的再生; 且2, 42D 的浓

度越大,抑制作用越明显; 在浓度不合适时, 还会产生白色、松散状, 不能产生再生芽的愈伤组织.

我们研究发现: 转基因操作虽然对愈伤诱导率没有明显影响,但会推迟愈伤组织产生的启动时间和愈伤组

织的生长高峰期,并抑制了桉树芽的再生. 由于邵志芳[ 9]等的转基因操作过程是用头孢霉素 (Cef ) ,并摸索了其

临界浓度. 我们推测: 我们体系中使用的羧苄青霉素的浓度在试验过程中,阻碍了植物组织细胞的增长,还需要

通过试验做进一步调节,但通过我们建立的体系可以将外源基因导入到桉树中.
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