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摘要: 以 8个 T7 代的棉花 35 SP�rolB 转基因系为材料,通过提取转基因株系及对照植株叶片总

DNA 和总 RNA ,对各个转基因株系分别进行 PCR检测和 Norther n杂交,研究转基因的遗传稳定

性和转录稳定性。结果表明, 35SP�r olB 目的基因和N PT �选择标记基因在经过对转基因系的

连续多代定向选择后,在各个转基因系基因组中都能够稳定遗传和高效转录, 说明针对强生根、早

发、抗早衰等特殊性状进行定向选择是保持 r olB 转基因系遗传稳定性和转基因表达稳定性的有效

途径。
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Abstract: Eight 35S P�rolB t ransgenic lines of T7 generat ion of upland cot ton w ere applied to an�
aly ze the stabilit ies of transgenice inheritance and tr anscript ion. T otal DNA and RNA were pre�
pared f rom the leaf ex t racts of the r olB t ransgenic lines and the contro l, and the result w as veri�
f ied by PCR amplificat ion and Norther n hybr idization. T he r esults show ed that the 35SP�rolB
gene and the N PT � selection marker in the genomes o f t ransgenic lines, w hich w ere selected fo r

seven successive generat ions based on the specific t raits of st rong root ing ability, decrepitude re�
sistance and rapid recovery af ter seedling t ransplantat ion, behaved stable inheritance and tran�
script ion in al l eight t ransgenic lines. The results also demonstr ated that the o rientated select ion

at tow ard targ et tr ait s is an ef ficient w ay in keeping the genet ic stability of the t ransgenic lines

and the expr essional stability of the 35 SP�r olB t ransgene.
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� � 棉花是一种根系再生能力差,移栽成活困难的

重要农业经济作物。生产上常采用营养钵育苗移栽

和地膜覆盖技术,以解决棉花移栽成活困难的问题,

使棉花生育期提前。

发根农杆菌( A gribacter ium r hiz ogens ) Ri质粒

上含有诱发毛根形成的基因( ro ot ing loci, r ol)即 rol

基因[ 1�3] ,将 Ri质粒上单个 rolB 基因或几个 r ol 基

因导入植物基因组均能提高植物的生根能力[ 3�8]。
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我们曾报道过将源于发根农杆菌的人工重组生根基

因( 35S P�rolB 基因)转移到陆地棉栽培品种中, 获

得了具有生根能力强、抗早衰的棉花转基因系
[ 5]
。

针对 r olB 转基因系的强生根能力、早发、耐旱、抗早

衰特征,进行了多代定向选择,获得了一系列性状稳

定、丰产、优质的棉花转基因系
[ 9�11]
。为此, 以前期

获得的 35S P�rolB 转基因系棉花 T7代为材料, 对

各个转基因系进行了分子检测、转基因表达稳定性

研究,以期为培育出根系发育强壮、易于移栽成活、

早发而不早衰、高产优质的转基因棉花新品种提供

优良的种质材料, 并为棉花工厂化育苗提供理论

支撑。

1 � 材料和方法

1. 1 � 试验材料

从 2000 年获得的 23个 r olB 转基因系中选用

了 8个 35S P�rolB 转基因系的 T 7代作为研究转基

因表达稳定性的材料, 其编号分别为 7343、7014、

7344、7031、7349、7346、7348 和 7013。以农杆菌介

导的遗传转化受体品系 4105(华抗棉 1号)为对照

材料。对于这些转基因系的获得和分子生物学鉴

定, L iu等已作了报道 [ 12] , 它们均表现出强生根能

力、早发、耐旱、抗早衰特征,是一组针对目标性状进

行了多代定向选择的株系。各转基因系基因组中

T�DNA 的结构如图 1所示。

图 1� T�DNA的结构示意

1. 2 � 棉花总 DNA 的提取及 PCR检测

根据 Perm ingeat等 [ 13]改进的 CT AB法从棉花

幼叶中抽提总 DNA。采用 PCR技术快速鉴定目标

转基因在高世代转基因系基因组中的稳定情况,

转化选择标 记 N PT � 基 因的引 物序 列为:

5�� TGCGAAT CGGGAGCGGCGAT ACCG � 3 �和
5��TGGGCACAACAGACAATCGGCT GC�3�; rolB

基因的引物序列为: 5��GT CT GCTAT CA TCCTC�
CT ATGT�3�和 5��CTTCAGGTTTACTGCAGCAG�
3�。扩增程序为先在 94 � 下变性 5min, 然后 94 � 变
性 1m in, 55 � 复性45 s, 72 � 延伸90 s,共计 32个循

环,最后在 72 � 下延伸 10min。反应产物最后用于

凝胶电泳。

1. 3 � 棉花基因组总 RNA的抽提和 Northern杂交

取棉花幼嫩叶片或幼茎来抽提植物总 RNA [ 7] ,

每样品取 20 ~ 30�g 总 RNA, 加入 DEPC�ddH 2O

使总体积到 10�L,再加入 8�L 样品缓冲液和 2�L

RNA上样缓冲液, 轻轻混匀; 于 65 � 水浴 10min,

置冰上速冷后上样。然后在含有甲醛的 1. 5%琼脂

糖凝胶上以 3V/ cm 电压电泳 3~ 4 h。电泳结束后

按照一般程序进行 Northern 杂交[ 14]。分子杂交试

验中所用探针分别为 N PT �和 r olB 基因的 PCR

扩增片断。

2 � 结果与分析

2. 1 � 转基因植株的 PCR检测结果

对外源基因包括转化选择标记 N PT �基因和

r olB 目的基因在棉花转基因系基因组中的遗传稳

定性作了 PCR 快速检测,图 2是用 N PT �基因序
列设计的特异引物进行 PCR 扩增的结果。由图 2

可知,质粒 DNA 扩增出 1 条大小约 740bp 的特异

带,泳道 1- 8显示各个转基因系也扩增出同样大小

的目标带,而作为阴性对照的非转基因系则无相应

的扩增带。

M . DL2000的分子量标准; P.质粒; C .阴性对照 4105

(华抗棉 1号) ; 1- 8分别为转基因系 7343、7014、7344、

7031、7349、7346、7348、7013

图 2� 转 35SP�rolB 基因系基因组 DNA的 PCR

扩增结果( NPT �引物)

� � 同样,利用 rolB 基因的特异引物进行 PCR扩

增如图 3所示, 质粒 DNA 扩增出 1条约 534 bp大

小的特异带,各个转基因系也扩增出同样大小的目

标带,而作为阴性对照的非转基因系则无相应的

PCR片段。

M. DL2000的分子量标准; P.质粒; C:阴性对照 4105; 1- 8

分别为转基因系 7343、7014、7344、7031、7349、7346、7348和 7013

图 3� 转 35SP�rolB 基因系基因组 DNA的 PCR

扩增结果( r olB引物)

� � 由于在检测到 N PT �基因的转基因系中同时

也检测到 rolB 基因, 表明 T�DNA 在 T7 代转基因

系基因组中的传递是高度稳定的, 并没有因世代延
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伸发生缺失而导致转基因丢失。

2. 2 � Northern杂交分析

虽然 rolB 目的基因和转化选择标记 N PT �基
因在转基因系基因组中保持了高度的遗传稳定性,

但各个外源基因在棉花转基因系基因组中能否正常

表达需做进一步研究。转基因的转录稳定性是反映

基因表达稳定性的基本阶段, 本研究分别以 N PT �

和 rolB 的 PCR片断为探针进行 Norther n杂交, 结

果表明,所有 8个转基因系都呈现出杂交阳性带, 其

中 4个转基因系即 7031、7349、7343和 7344的杂交

结果分别见图 4和图 5。图 4和图 5的杂交结果表

明,外源基因特别是 r olB 目的基因在棉花基因组中

的转录是高度稳定的, 再结合在田间对转基因系典

型形态特征的观察, 进一步说明 35 SP�r olB 基因在
棉花基因组中的表达具有很高的稳定性。

CK.非转基因系( 4105) ; 1- 4.转基因系

7031、7349、7343和 7344

图4� 棉花转基因系的 Northern杂交检测( NPT�引物)

CK.非转基因系( 4105) ; 1- 4.转基因系

7031、7349、7343和 7344

图 5� 棉花转基因系的 Northern杂交检测( ro lB 引物)

3 � 讨论

影响转基因表达稳定性的因素主要有转基因沉

默或丢失、甲基化、拷贝数、基因重组、在受体植物基

因组中的插入位点以及与内源基因的同源性

等[ 3, 6, 17]。侯磊等[ 10]在研究根癌农杆菌介导的水稻

遗传转化中存在的问题时, 发现转基因植株在连续

的世代中目的基因约有一半失活或沉默, 而且很难

进行高水平表达。有关 r olB 基因表达沉默的报道

较少, 在拟南芥 ( A rabidop si s thaliana ) 中, 根据

Christoph
[ 8]
等报道, r olB 转基因的表达沉默是一种

减数分裂后的可逆现象, 主要表现在转录后水平上

的沉默。在幼苗阶段, rolB 转基因表达水平很高,

但在以后的发育阶段中,则表现出无规律的沉默,且

沉默状态一直保持稳定。在下一个世代的幼苗阶

段,又可重启 rolB 基因表达。rolB 基因表达的沉

默过程受植物基因组中 2个修饰座位的影响, 这 2

个基因影响 r olB 基因沉默发生的频率和发生的时

间。虽然本研究只对 35 SP�r olB 转基因系进行了
遗传稳定性和转录稳定性分析,但根据对由 r olB 基

因决定的性状如强生根、耐旱、抗早衰、巨大铃等(有

关资料另行报道)推测,目的基因在棉花基因组中表

达是正常的。对于在棉花中 rolB 基因表达是否会

发生转录后沉默以及基因表达沉默的概率如何等尚

需要做进一步研究。

r olB 基因为一种受生长素诱导和调节表达的

基因 [ 5, 16] ,其主要功能是促进不定根的形成[ 2, 4, 9] ,但

有某些研究显示 r olB 产物可促进芽的形成
[ 1]
。在

甜菜( B eta v ulgari s )中, 转化和非转化的根系之间,

细胞内游离的 IAA 的水平差异很大
[ 20]

, 这种差异

可能反映了用于调节 rolB 基因表达后剩余 IAA 的

水平。在棉花转基因系中, r olB 基因表达也会影响

细胞内游离 IAA 的水平以及其他几种激素的代谢

水平(资料另行报道) , 可能各种激素之间的自然平

衡关系的改变是导致 35SP�r olB 转基因系的根系
发育旺盛的主要原因之一。

在山葡萄( Vit is amur ensi s )中
[ 11]

, rolB 基因促

进一种重要的抗菌、保健成分白藜芦醇在转化体中

合成的产量, rolB 基因通过有选择性地提高苯丙氨

酸解氨酶 ( PAL) 和 1, 2�二苯乙烯合成酶 ( ST S)基

因家族中各别成员的表达水平, 从而提高白藜芦醇

的合成水平。在棉花转基因系中, rolB 基因是否通

过同样的机制调节其他基因的表达水平, 从而使

r olB 转基因系表现出早发、抗早衰特性尚有待深入

研究。
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