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用单性结实基因 ２Ａ１１￣ｉａａＭ 转化罗汉果的研究
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摘　 要: 为了实现罗汉果生产中免除人工授粉和果实无籽化ꎬ该研究利用 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 构建果实特异启动子

２Ａ１１ 与生长素合成相关基因 ｉａａＭ 的嵌合基因(２Ａ１１￣ｉａａＭ)过量表达载体ꎬ以罗汉果雌株叶盘为材料ꎬ采用

农杆菌介导法建立罗汉果高效遗传转化体系ꎬ转化和创制单性结实罗汉果种质ꎬ通过基因特异引物对的

ＰＣＲ 扩增ꎬ初步检测出转基因阳性植株ꎬ将之移栽大田ꎬ观察转基因植株的单性结实性的表现ꎮ 结果表明:
构建罗汉果单性结实性相关的 ｐＢＡＩ￣Ｇｕｓ 植物双元表达载体获得成功ꎻ建立了农杆菌介导的罗汉果叶盘遗

传转化优化体系ꎬ即农杆菌菌液 ＯＤ６００值为 ０.３~ ０.５ꎬ侵染 １０ ｍｉｎꎬ最优选择培养基为 ＭＳ＋ＴＤＺ ０.７ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋

ＩＢＡ ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋Ｋａｎ ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋Ｃｅｆ ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ经 ＰＣＲ 鉴定共获得 ４ 株转基因阳性雌株ꎻ将阳性植株扩繁

后移栽田间ꎬ经田间调查发现ꎬ２４ 株阳性扩繁植株中有 ５ 株正常开花ꎬ占总植株数的 ２０.８％ꎬ且其子房未经

人工授粉发育成幼果ꎬ表现单性结实性ꎮ 在载体构建和农杆菌介导的罗汉果遗传转化体系优化的基础上ꎬ
将外源单性结实相关嵌合基因整合进罗汉果基因组并得到表达ꎬ为后续研究单性结实罗汉果的遗传生理ꎬ
创制转基因罗汉果单性结实新种质ꎬ以及克服其产业化中需要人工授粉和无籽化提供了理论和应用基础ꎮ
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料经济作物ꎬ第一、第二批均被国家卫生部、中医

药管理局列为药食同源品种(国家药典委员会ꎬ
２０１５ꎻ李锋等ꎬ２０１０ꎻ张维等ꎬ２０１４)ꎮ 现代药理、毒
理研究表明ꎬ罗汉果具有抗炎、抗病毒、抗癌、抗氧

化、免疫调节、保护肝脏、降低血脂等多种作用ꎬ却
无毒副作用ꎮ 罗汉果果实主要有效成份为葫芦烷

四环三萜皂苷ꎬ以甜苷Ⅴ含量最高ꎬ约占总皂苷含

量的 ２０％ꎬ是世界上最强的非糖甜味物质之一ꎬ万
分之一浓度时为 ５％蔗糖甜度的 ４２５ 倍ꎬ高甜、低
热、天然、保健ꎬ具有广阔的开发前景和市场空间

(Ｌｉ ｅｔ ａｌꎬ２０１４ꎻ秦莹莹和李啸红ꎬ２０１２)ꎮ 但是ꎬ罗
汉果具有雌雄异株的发育生物学特点ꎬ且花粉粘

重而不利于风媒传粉ꎬ野生大黑蜂减少而影响栽

培品种的虫媒传粉ꎮ 在栽培生产中ꎬ需要大量人

工授粉ꎬ才能获得经济效益ꎬ而自然条件下罗汉果

花粉寿命短ꎬ通常需要在开花当天上午完成授粉ꎬ
劳动成本高ꎮ 因此ꎬ罗汉果栽培生产中迫切需要

解决“如何免除人工授粉”的难题ꎮ 此外ꎬ罗汉果

的种子中不含甜苷而含有大量种油ꎬ不仅影响口

感ꎬ又增加了提取纯化的难度以及加工成本ꎮ 虽

然已有三倍体无籽罗汉果研究的报道ꎬ但因果实

小、生长期短等原因ꎬ迄今尚无可应用于生产的三

倍体优良品种ꎮ 因此ꎬ如何免除人工授粉和实现

果实无籽化ꎬ是罗汉果产业化发展中亟待解决的

技术难题ꎮ
单性结实是指子房不经受精而形成无籽果实

的现象ꎬ与生长素信号、或赤霉素信号途径等有关

(刘迪等ꎬ２００８)ꎮ 单性结实植株具有结实率高、品
质优良、果实无籽、无畸形果、可稳定遗传等优势ꎬ
是食用、加工和生产中追求的重要目标(Ｐａｎｄｏｌｆｉｎｉ
ｅｔ ａｌꎬ２００２ꎻ毛自朝等ꎬ２００２)ꎮ 除了自然存在的可

遗传的单性结实以外ꎬ还可以通过激素诱导、转基

因技术等获得单性结实ꎮ 在雌花开花的当天利用

２ꎬ４￣Ｄ 涂抹罗汉果子房壁ꎬ也可刺激子房膨大ꎬ每
隔 ８ ~ １０ ｄ 涂 １ 次ꎬ共 ２ ~ ３ 次ꎬ还可得到与人工授

粉大小相等的单性结实果实(李珍贞和邬辉平ꎬ
１９８８)ꎮ 但激素处理技术要求较高ꎬ浓度难以控

制ꎬ容易产生畸形果ꎬ需要较多劳动力ꎬ还存在激

素残留影响健康ꎬ故生产上不宜推广采用ꎮ 培育

单性结实罗汉果新种质不仅能克服其生产中迫切

需要解决的人工授粉的主要难题ꎬ也能解决授粉

带来的果实有籽难题ꎬ是罗汉果产业化发展和育
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种的最佳选择和热点前沿ꎮ
运用基因工程的方法ꎬ转入与内源激素代谢

或信号转导相关的基因来创制单性结实ꎬ从而获

得无籽果实ꎬ已经成为植物遗传工程的主要手段ꎬ
在番茄、茄子、草莓、树莓和甜瓜等物种中获得转

基因单性结实植株ꎬ但还没有关于罗汉果转基因

单性结实的报道(陶炼ꎬ２０１３)ꎮ ２Ａ１１ 启动子是来

源于番茄的果实特异性表达启动子ꎬ具有良好的

驱动外源基因组织特异性表达的启动子活性(Ｖａｎ
Ｈａａｒｅｎ ＆ Ｃａｔｈｅｒｉｎｅꎬ１９９１ꎻ林炳英等ꎬ２００６)ꎮ ｉａａＭ
基因主要来源于根癌农杆菌和假单孢菌ꎬ编码色

氨酸单加氧酶ꎬ可利用色氨酸合成吲哚乙酸ꎬ从而

提高生长素含量ꎬ将 ｉａａＭ 与子房或幼果特异启动

子组成的嵌合基因导入植物体中ꎬ使用其在开花

期和果实发育早期表达ꎬ可诱导茄子、番茄等以果

实为主要收获对象的植物的单性结实(荆风雪ꎬ
２０１３ꎻＲｏｔｉｎｏ ｅｔ ａｌꎬ１９９７ꎻＦｉｃｃａｄｅｎｔｉ ｅｔ ａｌꎬ１９９９)ꎮ 本

研究拟在植物双元表达载体 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 基础上ꎬ
构建 ２Ａ１１￣ｉａａＭ 的过量表达载体ꎬ利用叶盘转化

法ꎬ研究农杆菌介导的罗汉果遗传转化体系ꎬ创制

转基因单性结实罗汉果雌性种质ꎬ为深入其遗传

生理研究、品种培育等提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 材料与处理 　 所用的材料取自种植于广西

药用植物园实验基地的已开花的罗汉果雌株ꎬ选
取幼嫩带有腋芽的罗汉果茎段ꎬ用 ７５％酒精消毒

３０ ｓꎬ０.１％ ＨｇＣｌ２消毒 １０ ｍｉｎꎬ无菌蒸馏水冲洗 ５
次ꎬ之后用无菌滤纸吸干茎段表面水分ꎬ并将茎段

接种于 ＭＳ 培养基中ꎬ置于恒温光照培养箱进行组

织培养ꎬ设置温度为 ２５ ℃ꎬ光照强度为 ２ ０００ ｌｘꎬ
光照时间为 １２ ｈ􀅰ｄ￣１ꎮ 由此获得的罗汉果无菌苗

用于后续遗传转化实验ꎮ
载体构建及遗传转化所用 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 植物双

元表达载体、含 ｐＭＤ￣２Ａ１１ 克隆子的大肠杆菌、含
ｐＭＤ￣ｉａａＭ 克 隆 子 的 大 肠 杆 菌、 根 癌 农 杆 菌

ＥＨＡ１０５ 均由广西药用植物园李刚副研究员提供ꎮ
其中ꎬ２Ａ１１ 和 ｉａａＭ 分别是从樱桃番茄总 ＤＮＡ 中

克隆的果实特异启动子和从根癌农杆菌 Ｃ５８ 菌株

ＤＮＡ 中克隆的生长素合素相关酶基因ꎬ启动子

２Ａ１１ 上、下游特异性引物分别引入限制性核酸内

切酶 ＨｉｎｄⅢ和 Ｘｂａ Ｉ 酶切位点ꎬ经目标基因、载体

等核酸序列分析ꎬ于 ｉａａＭ 基因上、下游特异性引

物的 ５′端分别引入限制性核酸内切酶 Ｘｂａ Ｉ 和

Ｘｍａ Ｉ 酶切位点(表 １)ꎮ 前述各菌液(加少量甘

油)保存于－８０ ℃冰箱ꎮ

表 １　 本研究用到的所有引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列 (５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＡＩ１Ｆ ＧＧＣＴＴＴＡＣＡＣＴＴＴＡＴＧＣＴＴＣＣＧ

ＡＩ１Ｒ ＣＡＣＴＴＣＣＴＧＡＴＴＡＴＴＧＡＣＣＣＡＣＡ

２Ａ１１ Ｆ ＧＡＡＡＧＡＧＡＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＧ

２Ａ１１ Ｒ ＴＡＧＡＴＧＴＡＡＧＣＧＧＡＧＡＧＧＧ

ｉａａＭ Ｆ ＣＴＴＡＣＧＡＧＡＡＡＧＧＣＡＣＧＡＣ

ｉａａＭ Ｒ ＴＡＧＡＴＧＣＴＧＧＧＣＡＡＡＣＧ

ＡＩ ＣＦ ＡＡＣＡＣＴＴＴＣＣＣＴＴＡＡＡＣＡＴＣ

ＡＩ ＣＲ ＡＴＴＴＣＣＴＴＧＣＣＡＡＣＡＴＡＧ

１.１.２ 试剂和仪器 　 试剂:胰蛋白胨、酵母提取物、
蔗糖、琼脂、ＭＳ 培养基 (不含蔗糖)、６￣ＢＡ、 ＩＢＡ、
ＴＤＺ、ＮＡＡ、乙酰丁香酮、头孢霉素、利福平、卡那霉

素、氯仿、异戊醇、ＣＴＡＢ、ＰＶＰ、β￣巯基乙醇、质粒

ＤＮＡ 小量抽提试剂盒等均购自上海生工ꎻｐＭＤＴＭ

１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ、限制性核酸内切酶 Ｘｂａ Ｉ、Ｘｍａ
Ｉ、ＨｉｎｄⅢ和 ＴａｑＴＭ购自 Ｔａｋａｒａ 和 Ｔｈｅｒｍｏꎻ２×Ｅｓ Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(含染料)购自北京康为世纪ꎻ引物合成

及核酸测序由华大基因公司完成ꎮ 仪器:移液枪

(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)、高速冷冻离心机(湘仪ꎬＴＧＬ￣１６Ｍ)、
ＰＣＲ 仪( ＢＩＯ ＲＡＤꎬＴ１００ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ)、电泳仪

(ＤＹＹ￣１０Ｃ)、(经济型)双人单面垂直净化工作台

(ＳＷ￣ＣＪ￣２Ｄ)、振荡培养箱(上海知楚ꎬＺＱＺＹ￣ＨＣ)、
电热恒温培养箱(上海跃进ꎬＨＨ￣Ｂ１１􀅰４２０Ｓ)、高
压灭菌锅( ＺＥＡＬＷＡＹꎬＧ１８０Ｔ)、数显恒温水浴锅

(金坛市盛威实验仪器厂)、紫外分光光度计等ꎮ
１.１.３ 培养基　 选择培养基:ＭＳ＋ＴＤＺ ０.７ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋

６１６１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



ＩＢＡ ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋Ｋａｎ ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋Ｃｅｆ ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ
愈伤组织诱导培养基:ＭＳ＋ＴＤＺ ０. ７ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＋ＩＢＡ
０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 愈伤组织分化培养基:ＭＳ＋ＴＤＺ ０.７
ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＩＢＡ ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＧＡ３０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋芸苔素

内酯 ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 不定芽增殖培养基:ＭＳ＋６￣ＢＡ
０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＋ＩＢＡ ０.２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 生根培养基:ＭＳ＋
ＮＡＡ ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＩＢＡ ０.２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ
１.１.４ 所用引物　 本研究中用到的所有引物如表 １
所示ꎮ
１.２ 嵌合表达载体 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１￣ｉａａＭ 的构建

１.２.１ 载体和目的片段质粒提取　 将保存于－８０ ℃
冰箱的 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 菌液接种到含 ５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ Ｋａｎ
的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃恒温ꎬ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１过夜

振荡培养ꎮ 用无菌接种环在超净工作台挑取上述

菌液ꎬ并于含 ５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ Ｋａｎ 的 ＬＢ 固体培养基

上划线培养得出单菌落ꎮ 用无菌枪头挑取单菌落

进行扩大培养ꎮ ｐＭＤ￣２Ａ１１ 和 ｐＭＤ￣ｉａａＭ 菌液的扩

大培养方法同上ꎬ其中 ＬＢ 培养基中加入的抗生素

和抗生素浓度为 ５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ Ａｍｐꎮ 按照 ＳａｎＰｒｅｐ
柱式质粒 ＤＮＡ 小量抽提试剂盒(Ｓａｎｇｏｎ)说明书对

上述扩大培养后的菌液进行质粒抽提ꎬ并取 ３ μＬ
质粒 ＤＮＡ 样品用 １％琼脂糖凝胶进行电泳检测ꎬ
观察质粒 ＤＮＡ 提取的质量及完整性ꎬ用超微量紫

外分光光度计测定 ＤＮＡ 的浓度及纯度ꎮ
１.２.２ ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 与 ２Ａ１１ 的连接　 由于 ｉａａＭ 基因

序列内含 ＨｉｎｄⅢ限制性酶切位点ꎬ所以载体构建

中ꎬ先连接启动子 ２Ａ１１ꎬ再连接目的基因 ｉａａＭꎮ
ｐＭＤ￣２Ａ１１ 质粒和 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 质粒双酶切反应使

用 Ｘｂａ Ｉ 和 ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶ꎬ反应条件为

３７ ℃ ２ ｈꎬ酶切反应体系见表 ２ꎮ 将上述酶切反应

产物分别进行切胶回收目的片段和载体片段ꎬ并
检测回收片段的质量和浓度ꎮ 配制连接反应体

系:１０×Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ ２.５ μＬꎬ目的基因 ４.５
μＬꎬ载体 １.５ μＬꎬＴ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ(３５０ Ｕ􀅰μＬ￣１) １.５
μＬꎬ加水至总体积 ２０ μＬꎬ１６ ℃水浴连接过夜ꎮ

将连接产物转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ常规涂

板于含有 ＩＰＴＧ、Ｘ￣ｇａｌ 和 Ｋａｎ(５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１)的 ＬＢ
固体平板培养基上(按«分子克隆»中相应说明操

作)ꎬ培养过夜ꎬ随机挑取转化平板的白色单菌落

于加有 Ｋａｎ ５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１的 ＬＢ 液体培养基上中ꎬ

３７ ℃恒温ꎬ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床培养过夜ꎻ通过菌液

ＰＣＲ 鉴定阳性克隆ꎬ将阳性克隆的菌斑提取质粒ꎬ
酶切检测再次确定阳性克隆菌斑ꎬ得到具有目的

基因的中间表达载体 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１ꎮ

表 ２　 ｐＭＤ￣２Ａ１１ 和 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 质粒双酶切反应体系
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｐＭＤ￣２Ａ１１

ａｎｄ ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ ｐｌａｓｍｉｄ

反应体系
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

加入的量
Ａｄｄｅｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ

(μＬ)

１０ × Ｍ Ｂｕｆｆｅｒ ２

Ｘｂａ Ｉ １

ＨｉｎｄⅢ １

０.１％ ＢＳＡ ２

ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ / ｐＭＤ￣２Ａ１１ ４

Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ １０

１.２.３ ｉａａＭ 和中间载体 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１ 的连接　 ｐＭＤ￣
ｉａａＭ 质粒和 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１ 质粒双酶切反应使用 Ｘｂａ
Ｉ 和 Ｘｍａ Ｉ 限制性内切酶ꎬ反应温度为 ３７ ℃ꎬ反应体

系见表 ３ꎬ连接方法同 １.２. ２ꎮ 得到嵌合表达载体

ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１￣ｉａａＭꎮ 设计引物对(跨启动子和目的

基因全长) ＡＩ１Ｆ 和 ＡＩ１Ｒꎬ用于后续 ＰＣＲ 检测ꎮ 采

用 ＡＩ１Ｆ 和 ＡＩ１Ｒ 引物对一次性扩增出包含 ２Ａ１１ 和

ｉａａＭ 基因的序列ꎬ做 Ｔ 克隆ꎬ送去华大基因测序公

司测序ꎬ测序所得序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行 Ｂｌａｓｔ
比对、分析ꎬ证实无误后用于后续实验ꎮ
１.３ 遗传转化体系的优化

１.３.１ 抗生素 Ｋａｎ 敏感性试验 　 分别配制含有不

同浓度 (０、２、４、６、８、１０、１３、１６、２０、３０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)
Ｋａｎ 的愈伤组织诱导培养基ꎬ将预培养 ４ ｄ 的罗汉

果叶盘进行接种ꎬ每个试验接种 ８ 瓶ꎬ每瓶接种 １０
个叶盘ꎮ 置于恒温光照培养箱ꎬ设置培养条件:温
度 ２５ ℃ꎬ光照强度 ２ ０００ ｌｘꎬ光照时间 １２ ｈ􀅰ｄ￣１ꎬ
培养 ２５ ｄ 后记录叶盘生长情况ꎮ
１.３.２ 抗生素 Ｃｅｆ 抑菌试验　 分别配制含有不同浓

度 (０、５０、１００、２００、３００、４００、５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１) Ｃｅｆ 的
愈伤组织诱导培养基ꎬ将经过相同预培养和共培

养操作的罗汉果叶盘用无菌水清洗以后进行接种ꎬ
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表 ３　 ｐＭＤ￣ｉａａＭ 和 ｐＢＩ￣２Ａ１１ 质粒双酶切反应体系
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｐＭＤ￣ｉａａＭ

ａｎｄ ｐＢＩ￣２Ａ１１ ｐｌａｓｍｉｄ

反应体系
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

加入的量
Ａｄｄｅｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ

(μＬ)

１０×Ｍ Ｂｕｆｆｅｒ ２

Ｘｂａ Ｉ １

Ｘｍａ Ｉ １

０.１％ ＢＳＡ ２

ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１ / ｐＭＤ￣ｉａａＭ ３

Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ １１

每个试验接种 ８ 瓶ꎬ每瓶接种 １０ 个叶盘ꎮ 置于恒

温光照培养箱ꎬ设置培养条件:温度 ２５ ℃ꎬ光照强

度 ２ ０００ ｌｘꎬ光照时间 １２ ｈ􀅰ｄ￣１ꎬ培养两周后记录

叶盘生长情况ꎮ
１.３.３ 农杆菌侵染菌液浓度的确立 　 取 ３ ｍＬ 振荡

培养后的农杆菌菌液ꎬ于紫外分光光度计下测定

ＯＤ６００值ꎬ并稀释为不同 ＯＤ６００(０.１、０.３、０.５、０.７)的
菌液ꎬ分别对预培养 ４ ｄ 的罗汉果叶盘进行相同时

间的侵染ꎬ将侵染后的叶盘接种至愈伤组织诱导

培养基(含 １００ μｍｏｌ ＡＳ)ꎬ每个试验接种 ３ 瓶ꎬ每
瓶接种 ２０ 个叶盘ꎮ 置于黑暗条件下共培养 ３ ｄ
后ꎬ进行选择培养ꎬ设置培养条件:温度 ２５ ℃ꎬ光
照强度 ２ ０００ ｌｘꎬ光照时间 １２ ｈ􀅰ｄ￣１ꎬ培养两周后

记录叶盘生长情况ꎮ
１.３.４ 农杆菌侵染时间的确立 　 用相同浓度的农

杆菌菌液对预培养 ４ ｄ 的罗汉果叶盘进行侵染ꎬ侵
染时间分别为 ５、１０、１５、２０、２５ ｍｉｎꎬ将侵染后的叶

盘接种至愈伤组织诱导培养基(含 １００ μｍｏｌ ＡＳ)ꎬ
每个试验接种 ３ 瓶ꎬ每瓶接种 ２０ 个叶盘ꎮ 置于黑

暗条件下共培养 ３ ｄ 后ꎬ进行选择培养ꎬ设置培养

条件:温度 ２５ ℃ꎬ光照强度 ２ ０００ ｌｘꎬ光照时间 １２
ｈ􀅰ｄ￣１ꎬ培养两周后记录叶盘生长情况ꎮ
１.４ ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１￣ｉａａＭ 基因对罗汉果的转化

１.４.１ 罗汉果雌株叶盘的准备与预培养 　 将罗汉

果雌株无菌叶片用灭过菌的打孔器打出直径约

０.５ ｃｍ 的小圆片ꎬ划伤叶背面及叶脉ꎬ接种在叶片

愈伤组织诱导培养基上ꎬ并使伤口充分接触培养

基表面ꎮ 黑暗条件下预培养 ４ ｄꎬ直至叶盘周边表

现卷曲、上翘、膨大并产生颗粒状愈伤ꎮ
１.４.２ 载体菌液准备 　 从－８０ ℃ 冰箱取出已转入

ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１￣ｉａａＭ 基因的农杆菌菌液ꎬ在附加 ５０
μｇ􀅰ｍＬ￣１ Ｋａｎ、２０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ ｒｉｆ 的 ＹＥＢ 固体平板上

进行划线ꎬ２８ ℃培养 ４８ ｈꎻ挑取单菌落ꎬ接种到 １０
ｍＬ 附加 ５０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ Ｋａｎ、２０ μｇ􀅰ｍＬ￣１ ｒｉｆ 的 ＹＥＢ
液体培养基中ꎬ２８ ℃ꎬ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１振荡培养 ４８ ｈꎻ
取上述菌液 １ ｍＬ 加入 ５０ ｍＬ 新配制的无抗生素

的 ＹＥＢ 液体培养基ꎬ同时加入 １００ μｍｏｌ 的 ＡＳꎬ
２８ ℃ꎬ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１培养 ６ ｈ 左右ꎬ使得菌液 ＯＤ６００

为 ０.３ ~ ０.５ 时即可用于侵染ꎮ
１.４.３ 侵染　 于超净工作台上ꎬ将预培养 ４ ｄ 的罗

汉果叶盘接种到上述准备的载体菌液中ꎬ２８ ℃ꎬ
１５０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１浸泡 １０ ｍｉｎꎻ迅速取出叶盘并用无菌

滤纸吸去附着的菌液ꎻ将侵染过的罗汉果叶盘接

种在叶片愈伤组织诱导培养基(含 １００ μｍｏｌ ＡＳ)
上ꎬ黑暗条件下共培养 ３ ｄꎮ
１.４.４ 选择培养 　 用无菌水清洗经过共培养的罗

汉果叶盘ꎬ无菌滤纸吸干后接种到叶片愈伤组织

诱导培养基(含 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｋａｎ、３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｃｅｆ)
上ꎬ光照条件下进行选择培养ꎻ将经过选择培养 ２
周后的罗汉果叶盘用无菌水清洗后ꎬ接种到叶片

愈伤组织分化培养基(含 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｋａｎ、１００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１

Ｃｅｆ)上ꎬ光照条件下进行继代选择培养ꎬ直至开始

分化产生不定芽ꎮ
１.４.５ 不定芽增殖培养 　 将经过继代选择培养后

产生不定芽的愈伤组织转接至含 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｋａｎ、
１００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｃｅｆ 的不定芽增殖培养基ꎬ光照条件下

进行培养ꎮ
１.４.６ 生根培养　 待不定芽生长的长度在 ２ ｃｍ 以

上时ꎬ切下并插入含 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｋａｎ、１００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１

Ｃｅｆ 的生根培养基中ꎬ在光照条件下进行培养ꎬ２ 周

左右长出不定根ꎮ
１.５ 分子检测

采用 ＣＴＡＢ 法微量提取已生出不定根的植株

的部分茎叶ꎬ利用设计出的特异引物(表 １)扩增

目的片段ꎮ ＰＣＲ 扩增反应体系:０.５ μＬ ＤＮＡꎬ５ μＬ
２×Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘꎬ０.４ μＬ 引物 Ｆ / Ｒꎬ加水至总体

８１６１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



系 １０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增反应条件:９４ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃
３０ ｓꎬ５５ ~ ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ进行 ３０ 个循环ꎻ
７２ ℃ ８~ １０ ｍｉｎꎻ４ ℃ 保存ꎮ ＰＣＲ 产物在 １％的琼

脂糖凝胶上进行电泳检测ꎬ并在凝胶成像系统中

成像ꎮ
本研究设计了三套特异引物共同用于 ＰＣＲ 扩

增检测转基因阳性植株 (表 １)ꎬ目的在于提高

ＰＣＲ 检测阳性植株的准确性ꎬ使检测结果更具可

靠性ꎮ 其中ꎬ２Ａ１１ Ｆ / Ｒ 是针对果实特异启动子

２Ａ１１ 序列设计的特异引物ꎬｉａａＭ Ｆ / Ｒ 是针对单性

结实基因 ｉａａＭ 序列设计的特异引物ꎬＡＩ ＣＦ / Ｒ 是

同时跨部分目的基因和部分启动子序列设计的特

异引物ꎮ
１.６ 田间调查

将经过 ＰＣＲ 检测呈阳性的拟转基因植株进行

扩繁ꎬ生根之后先于网室大棚环境中炼苗 ５ ~ ７ ｄꎻ
再转移至营养钵中生长 ２０ ｄ 左右ꎬ使得组培苗充

分适应外界环境条件ꎻ最后移栽大棚ꎬ观察记录性

状表现ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 与 ２Ａ１１ 的连接

选择 Ｈｉｎｄ Ⅲ 和 Ｘｂａ Ｉ 分别对 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 和

ｐＭＤ￣２Ａ１１ 进 行 酶 切ꎬ 分 别 切 去 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 的

ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子回收大片段线性化植物双元表达

载体ꎬ切去 ｐＭＤ １９￣Ｔ 载体回收小片段 ２Ａ１１ꎬ将
２Ａ１１ 连接进 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 载体后的图谱见图 １ꎮ 其

中ꎬ２Ａ１１ 质粒的双酶切结果得出 １ ３００ ｂｐ 左右的

目的片段和 ２ ７００ ｂｐ 左右的 ｐＭＤ １９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ
ｖｅｃｔｏｒ 片段(图 ２)ꎮ 将 ２Ａ１１ 与线性化 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ
连接后ꎬ转化感受态大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ涂板ꎬ在蓝白

筛选平板上挑取 ８ 个菌斑ꎬ经过 ＰＣＲ 检测(图 ３)ꎬ
这 ８ 个菌斑全为阳性ꎬ选择 １ꎬ２ꎬ３ 号菌斑做双酶

切验证ꎬ结果均为阳性ꎮ
２.２ ｉａａＭ 和中间载体 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１ 的连接

ｉａａＭ 基因与中间载体 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１ 连接转化

后挑取 ８ 个菌斑ꎬ经过 ＰＣＲ 检测和双酶切验证得

出 ２ 个阳性菌斑ꎮ 测序所得序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据

库进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ结果显示启动子片段 ２Ａ１１ 基

图 １　 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１ 图谱
Ｆｉｇ. １　 Ａｔｌａｓ ｏｆ ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１　

注: Ｍ. ＤＬ １５ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－６. ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 的双酶切ꎻ
７. ２Ａ１１ 质粒对照ꎻ ８－９. ２Ａ１１ 双酶切ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ. ＤＬ １５ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－６. Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｏｆ ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓꎻ
７. Ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ ２Ａ１１ꎻ ８－９. Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｏｆ ２Ａ１１.

图 ２　 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 和 ２Ａ１１ 质粒双酶切结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ ａｎｄ ２Ａ１１

因序列和目标基因片段 ｉａａＭ 基因序列与已报道

的 ２Ａ１１ 和 ｉａａＭ 基因序列ꎬ同源性都为 ９９％ꎬ可编

码相应蛋白序列ꎮ 构建好的嵌合载体 ｐＢＩ１２１￣
２Ａ１１￣ｉａａＭ 图谱如图 ４ 所示ꎮ
２.３ 抗生素 Ｋａｎ 敏感性试验

罗汉果叶盘对抗生素 Ｋａｎ 的敏感性试验结果

如表 ４ꎮ 从表 ４ 可见ꎬ罗汉果叶盘的持绿率和出芽

率随着 Ｋａｎ 浓度增加而降低ꎬ芽的分化和生长也随
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注: Ｍ. ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－８. 重组质粒菌斑ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ. ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－８. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｌａｑｕｅ.

图 ３　 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ 与 ２Ａ１１ 重组质粒 ＰＣＲ 检测
Ｆｉｇ. ３　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓ ａｎｄ ２Ａ１１

图 ４　 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１￣ｉａａＭ 图谱
Ｆｉｇ. ４　 Ａｔｌａｓ ｏｆ ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１￣ｉａａＭ

之缓慢直至停止萎蔫ꎮ 罗汉果叶盘的持绿率自 Ｋａｎ
浓度高于 ４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１起开始下降ꎬ而出芽率在 Ｋａｎ 浓

度低于 ６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时均维持在较高水平ꎬ过高的 Ｋａｎ
浓度会影响转化细胞的正常生长分化ꎬ浓度过低又

难以起到筛选作用ꎮ 由此可判断ꎬ罗汉果叶盘分化

出芽过程对抗生素 Ｋａｎ 的选择压为 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ
２.４ 抗生素 Ｃｅｆ 抑菌试验

由表 ５ 可知ꎬ罗汉果叶盘的污染率和出芽率随

表 ４　 罗汉果叶盘对抗生素 Ｋａｎ 的敏感性试验
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｅａｆ￣ｄｉｓｃ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ Ｋａｎ ｏｆ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ

Ｋａｎ 浓度
Ｋａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

持绿率
Ｇｒｅｅｎ ｒａｔｅ

(％)

出芽率
Ｂｕｄｄｉｎｇ ｒａｔｅ

(％)

０ １００ １００

２ １００ ９６.２５

４ １００ ８８.７５

６ ９５ ８５

８ ８７.５ ７３.７５

１０ ７７.５ ６２.５

１３ ４１.５ ３３.７５

１６ １３.７５ ０

２０ ５ ０

３０ ０ ０

着 Ｃｅｆ 浓度的增加而降低ꎬ且 Ｃｅｆ 的浓度为 ３００ ~
５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ污染率为 ０ꎬ抑菌效果最佳ꎬ同时在

此浓度范围内ꎬＣｅｆ 浓度为 ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ罗汉果

叶盘的出芽率相对较高ꎮ 过低的 Ｃｅｆ 浓度难以抑

菌ꎬ过高的 Ｃｅｆ 浓度又会抑制出芽ꎮ 由此可判断ꎬ
抗生素 Ｃｅｆ 抑制罗汉果叶盘感染农杆菌的最佳浓

度为 ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ
２.５ 农杆菌侵染菌液浓度的确立

由表 ６ 可知ꎬ罗汉果叶盘的污染率随着农杆菌

菌液浓度的增加而升高ꎬ同时罗汉果叶盘的出芽率

随着农杆菌菌液浓度的增加而降低ꎮ 过高的农杆

菌菌液浓度(ＯＤ６００ ＝ ０.７)ꎬ会导致罗汉果叶盘污染

严重ꎬ 不能分化出芽ꎻ 过低的农杆菌菌液浓度

(ＯＤ６００ ＝ ０.１)ꎬ则会影响转化的效率ꎮ 由此可判断ꎬ
农杆菌用于侵染时的菌液 ＯＤ６００值最好为 ０.３~０.５ꎮ
２.６ 农杆菌侵染时间的确立

由表 ７ 可知ꎬ罗汉果叶盘的污染率随农杆菌侵

染时间的增加而升高ꎬ同时罗汉果叶盘的出芽率

随农杆菌侵染时间的增加而降低ꎮ 当农杆菌侵染

时间超过 １５ ｍｉｎꎬ会导致罗汉果叶盘污染严重ꎬ不
能分化出芽ꎻ而农杆菌侵染时间过短ꎬ又会影响遗

传转化的效率ꎮ 由此可判断ꎬ农杆菌用于侵染时

的最佳时间为 １０ ｍｉｎꎮ
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表 ５　 抗生素 Ｃｅｆ 对农杆菌的抑制试验
Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｃｅｆ

Ｃｅｆ 浓度
Ｃｅｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

污染率
Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

出芽率
Ｂｕｄｄｉｎｇ ｒａｔｅ

(％)

０ １００ ０

５０ １００ ８３.７５

１００ ７７.５ ７５

２００ ３３.７５ ７０

３００ ０ ６３.７５

４００ ０ ４３.７５

５００ ０ ０

表 ６　 农杆菌菌液浓度对出芽率的影响
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎ ｂｕｄｄｉｎｇ ｒａｔｅ

菌液浓度
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ＯＤ６００ ｖａｌｕｅ)

污染率
Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

出芽率
Ｂｕｄｄｉｎｇ ｒａｔｅ

(％)

０.１ ２０.３ ９６.５

０.３ ３８.５ ８１.２５

０.５ ４１.３ ５３.５

０.７ ７８.５ ０

表 ７　 农杆菌侵染时间对罗汉果叶盘的影响
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ

Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ｌｅａｆ￣ｄｉｓｃ

侵染时间
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｍｉｎ)

污染率
Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

出芽率
Ｂｕｄｄｉｎｇ ｒａｔｅ

(％)

５ １０.８ ９３.２５

１０ １５ ８７.５

１５ ３６.７ ３５.８

２０ ６１.５ ０

２５ ８３.２ ０

２.７ 罗汉果叶盘的再生组织培养

图 ５ 显示了罗汉果叶盘经侵染之后的共培养

情况、愈伤组织诱导情况、分化出芽情况以及生根

培养情况ꎮ 调查统计发现ꎬ在已优化罗汉果遗传

转化体系的基础上ꎬ对罗汉果叶盘进行农杆菌转

化及后续组织培养ꎮ 由此可看出ꎬ罗汉果叶盘侵

染之后颜色鲜绿ꎬ长势良好ꎬ分化出芽情况正常ꎮ
２.８ 转化植株的分子检测

经过农杆菌介导转化和抗性培养基筛选培

养ꎬ共得到 １５ 个抗性芽ꎬ转接至生根培养基培养

３０ ｄ 后ꎬ采用 ＣＴＡＢ 法微量提取植株部分茎叶

ＤＮＡꎬ经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ结果如图 ６
所示ꎮ 根据特异引物(表 １)进行 ＰＣＲ 检测扩增目

的片段ꎬ经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ综合三套

特异引物的检测结果ꎬ结果显示共有 ４ 株转化植

株扩增出目的条带(图 ７)ꎮ
２.９ 田间调查

将 ＰＣＲ 检测呈阳性的拟转基因植株扩繁生根

后移栽大棚ꎬ观察记录性状表现ꎮ 结果显示ꎬ扩繁

之后的 ２４ 株拟转基因阳性植株在营养生长时期

长势良好ꎬ叶色鲜绿ꎬ叶型正常ꎮ 在开花期有 ５ 株

拟转基因植株正常开花ꎬ占总植株数的 ２０.８％ꎬ且
开花植株的子房在挂果期未经授粉即发育成果

实ꎬ表现单性结实性ꎮ 对转基因单性结实的罗汉

果果实和正常人工授粉得到的罗汉果果实ꎬ在果

实发育 ７５ ｄ 后分别随机取样 １０ 个ꎬ统计果实的横

径、纵径、重量以及种子情况(表 ８)ꎬ果实的纵剖

手工切片照片见图 ８ꎮ 结果显示ꎬ转基因单性结实

果实比正常人工授粉果实具有果形小、种子数极

少且不具种仁等特点ꎮ 有关转基因单性结实果实

发育品质的形成、遗传生理规律以及大量转化苗

的鉴定、筛选工作仍在进一步的研究之中ꎮ

３　 讨论

本研究将嵌合有果实特异启动子 ２Ａ１１ 与生

长素合成相关基因 ｉａａＭ 连入 ｐＢＩ１２１￣Ｇｕｓꎬ成功构

建了 ｐＢＩ１２１￣２Ａ１１￣ｉａａＭ￣Ｇｕｓ 过量表达载体ꎬ并建

立和优化了根癌农杆菌介导的以罗汉果叶片为受

体的遗传转化体系ꎮ 首先ꎬ以预培养 ４ ｄ 的罗汉果

叶盘接种到 ＯＤ６００值为 ０.３ ~ ０.５ꎬ含 １００ μｍｏｌ 的 ＡＳ
的农杆菌菌液中ꎬ侵染 １０ ｍｉｎꎬ迅速取出叶盘并

用无菌滤纸吸去附着的菌液ꎻ将侵染过的罗汉果叶
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注: ａ. 罗汉果叶盘与农杆菌共培养ꎻ ｂ. 罗汉果叶盘诱导出愈伤组织ꎻ ｃ. 罗汉果叶盘愈伤组织分化出芽ꎻ ｄ. 罗汉果不定芽生根情况ꎮ
Ｎｏｔｅ: ａ. Ｓ. ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ｌｅａｆ￣ｄｉｓｃ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎻ ｂ. Ｉｎｄｕｃｔ Ｓ. ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ｌｅａｆ￣ｄｉｓｃ ｔｏ ｃａｌｌｕｓꎻ

ｃ. Ｓ. ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ｌｅａｆ￣ｄｉｓｃ ｃａｌｌｕｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎｔｏ ｂｕｄｓꎻ ｄ. Ｓ. ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｂｕｄ ｒｏｏｔｉｎｇ.

图 ５　 罗汉果叶盘的再生组织培养
Ｆｉｇ. ５　 Ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ｌｅａｆ￣ｄｉｓｃ

盘接种在叶片愈伤组织诱导培养基(含 １００ μｍｏｌ
ＡＳ)上ꎬ黑暗条件下共培养 ３ ｄꎻ选择培养基:ＭＳ＋
ＴＤＺ ０.７ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＩＢＡ ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋Ｋａｎ ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋

Ｃｅｆ ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 然后ꎬ经过不定芽增殖、壮苗培

养后ꎬ进行分子鉴定ꎮ
本研究前期受体预实验表明ꎬ罗汉果种子苗

胚轴可经过体细胞胚性愈伤发生途径成苗ꎬ但因

性别鉴定困难ꎬ所以采用罗汉果雌株叶片为受体ꎮ
叶盘转化法是 Ｈｏｒｓｃｈ ｅｔ ａｌ(１９８５)建立的一种简便

有效的植物遗传转化方法ꎬ最高转化频率达 １５％ꎬ
是目前双子叶植物较为常用的转化技术ꎬ但得到

的转化体有可能是嵌合体(王蕾ꎬ２００７)ꎮ 罗汉果

叶片经胚性愈伤发生途径成苗困难ꎬ所以ꎬ遗传转

化后采用器官发生途径直接成苗ꎬ转化后的植株

多细胞起源ꎬ存在嵌合现象ꎬ为此ꎬ实验中采用分

子生物学技术进行两次鉴定ꎬ即在对增殖芽第一

次鉴定后ꎬ取芽尖扩繁ꎬ再进行第二次鉴定ꎮ ＰＣＲ
扩增技术作为一种快捷、灵敏的基因检测方法ꎬ能
够简便有效地确定已整合进外源基因的植株ꎬ但
ＰＣＲ 的检测结果容易出现假阳性ꎮ 为获得更可靠

的实验结果ꎬ本研究在对转化植株进行 ＰＣＲ 检测

时ꎬ同时使用了 ２Ａ１１、 ｉａａＭ 以及跨 ２Ａ１１ 和 ｉａａＭ
部分序列的嵌合基因的三套特异引物进行检测ꎮ

本研究根据经验ꎬ 自然条件下若无人工辅助授
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注: Ｍ. ＤＬ ５ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－１５. 植株编号ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ. ＤＬ ５ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－１５. Ｐｌａｎｔ ｎｕｍｂｅｒ.

图 ６　 抗性芽 ＤＮＡ 提取结果
Ｆｉｇ. ６　 ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

表 ８　 转基因单性结实果实与人工授粉

果实有关性状的比较
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐａｒｔｈｅｎｏｃａｒｐｉｃ ｆｒｕｉｔ ａｎｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｆｒｕｉｔ

果实类型
Ｆｒｕｉｔ ｔｙｐｅ

横径
Ｅｑｕａｔｏｒｉａｌ
ｄｉａｍｅｔｅｒ
(ｃｍ)

纵径
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ
ｄｉａｍｅｔｅｒ
(ｃｍ)

单果重
Ｗｅｉｇｈｔ ｐｅｒ

ｆｒｕｉｔ
(ｇ)

种子
数量
Ｓｅｅｄ

ｎｕｍｂｅｒ

转基因单性
结实果实
Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐａｒｔｈｅｎｏｃａｒｐｉｃ
ｆｒｕｉｔ

４.０９±０.１３ ３.９７±０.１４ ６.０３±０.３７ ７±６

人工授粉果实
Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ

ｆｒｕｉｔ

５.４１±０.１８ ５.５３±０.２９ ２０.５７±０.５２ ４４±１０

粉ꎬ栽培罗汉果极少因虫媒或风媒等原因结出果

实ꎬ通常被认为与栽培罗汉果蜜腺退化、大黑蜂减

少、花粉粘重等因素有关ꎻ但严谨起见ꎬ为防止罗

汉果开花期间虫媒或风媒传粉的干扰ꎬ实验安排

将经过分子鉴定为阳性的拟转基因植株种植于孔

径 １ ｍｍ 见方的网室大棚中ꎬ且仅种有罗汉果雌株

(附近没有罗汉果雄株)ꎬ既从源头上杜绝了罗汉

果雄花花粉来源ꎬ也在一定程度上防止了昆虫传

授异源花粉引起的干扰ꎮ
经分子鉴定所得转基因罗汉果阳性植株ꎬ部

分正常开花ꎬ并不经授粉而长成小果ꎬ由于 Ｔ０ 代

注: Ｍ. ＤＬ ２ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－１５. 植株编号ꎻ ａ. 由特异引物对

２Ａ１１ Ｆ / Ｒ 检测ꎻ ｂ. 由特异引物对 ｉａａＭ Ｆ / Ｒ 检测ꎻ
ｃ. 由特异引物对 ＡＩ ＣＦ / Ｒ 检测ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ. ＤＬ ２ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ １－１５. Ｐｌａｎｔ ｎｕｍｂｅｒꎻ ａ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ２Ａ１１ Ｆ / Ｒꎻ ｂ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ

ｉａａＭ Ｆ / Ｒꎻ ｃ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ＡＩ ＣＦ / Ｒ.

图 ７　 ＰＣＲ 检测结果
Ｆｉｇ. ７　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

转基因罗汉果受病毒影响较重ꎬ转入基因的表达、
其内源激素含量、单性结实性等可能受到影响ꎮ
利用单性结实品种ꎬ由于不需要种植雄株以提供

花粉ꎬ可以增加单位面积上雌株的植株数而提高

产量ꎮ 单性结实品种能克服低温、弱光、授粉困难

等ꎬ具有较强的适应性和种植范围ꎬ 果实使用加工
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注: ａ. 正常人工授粉的果实ꎻ ｂ. 转基因单性结实的果实ꎮ
Ｎｏｔｅ: ａ. Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｆｒｕｉｔꎻ ｂ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐａｒｔｈｅｎｏｃａｒｐｉｃ ｆｒｕｉｔ.

图 ８　 果实纵剖手工切片图
Ｆｉｇ. ８　 Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｕｉｔ

方便ꎬ 市 场 前 景 好 ( Ｈａｚｒａ ＆ Ｄｕｔｔａꎬ ２０１０ꎻ Ｙａｎꎬ
２０１０ꎻＳｈａｂｔａｉꎬ２００７)ꎮ 研究表明ꎬ转基因单性结实

番茄果实的品质没有异常变化(Ｒｏｔｉｎｏꎬ２００５)ꎬ利
用 ＣＰＰＵ 诱导的甜瓜单性结实果实中蔗糖和果糖

比有籽果中含量高( Ｌｉꎬ２０１１)ꎮ 单性结实基本代

谢谱没有改变ꎬ是其结构、风味和营养没有显著变

化的主要原因( Ｐｉｃｏｎｅꎬ２０１１)ꎮ 转基因单性结实

罗汉果的单性结实性、品质、产量、适应性、次生代

谢等表现如何尚有待进一步研究ꎮ
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