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　　摘　要:利用 Genbank中公布的东方百合“元帅”查尔酮合酶 cDNA序列 ,从东方百合“元帅”

花瓣中扩增CHS1的 cDNA开放阅读框 ,正向插入植物表达载体 pBI121 ,并采用液氮冻融法将其

转化到根癌农杆菌 EHA105 中。结果表明:经酶切和菌液 PCR分析鉴定 ,获得与预期大小相符

的1 200 bp片段 ,得到含有目的片段表达载体pBI121-CHS1的农杆菌菌株 ,可用于新铁炮百合的

遗传转化。

关键词:百合;CHS;表达载体;pBI121;基因

中图分类号:S 682.2
+
9　文献标识码:A　文章编号:1001-0009(2010)16-0145-04

　　花色是花卉观赏价值的重要标准。自然界花色繁

多 ,但一些重要花卉却色彩有限 ,这是运用传统杂交育

种方法无法解决的问题。在充分了解花色形成的化学

基础和调控机制的基础上 ,应用基因工程技术可以改造

花色[ 1] 。查尔酮合酶(Chalcone synthase ,CHS)是花色素

合成途径中的一个关键酶 ,它在植物中表达的量影响花

的颜色。1988年Vander Krol等首次将反义 CHS基因

导入矮牵牛中 ,抑制了花色苷的形成 ,引起花色改变[ 2] 。

反义 CHS 基因导入非洲菊 ,导致花瓣着色异常[ 3] 。

Gutterson等通过根癌农杆菌介导转化法 ,将一个从菊花

中分离到的 CHS 基因 ,以反义和正义方向分别导入开

粉红色花的菊花中 ,获得开浅红色和白色花的转基因植

株[ 4] 。Aida等用相同的方法将CHS1基因导入蓝猪耳 ,

结果反义方向导入的转化株花色均一变亮 ,而正义方向

导入的转化株花色不均一变亮。

新铁炮百合是高砂百合与铁炮(麝香)百合杂交育

成的种间杂种 ,自交亲和性大 ,结实率高 ,可用种子直接

生产切花 ,这比常规的用种球生产百合切花(亚洲百合 、

东方百合)大大降低生产成本 ,且抗病 、耐热性强。新铁

炮百合花色洁白 ,花姿优美 ,花型较大 ,香气馥郁 ,深受

广大消费者喜爱
[ 5-6]

。但其颜色比较单一 ,基本上是白

色 ,观赏效果和商品价值都受到很大限制
[ 7]
。为了培育

新的花色品种 ,提高新铁炮百合的综合品质 ,现以从东

方百合“元帅”中克隆到的查尔酮合酶基因作为目的基

因 ,构建表达载体 ,为新铁炮百合花色转基因培育打下

基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

东方百合“元帅”品种 ,采自云南农业大学园林园艺

学院温室。经液氮冻存过夜 ,放入 -80℃冰箱保存

备用。

RNA提取试剂盒购自北京天根生物技术有限公

司;Primer Powerscript 反转录酶 、PCR酶 、限制性内切酶

SacⅠ和 XbaⅠ购自大连宝生物工程有限公司;DNA 胶回

收试剂盒 、胶回收纯化试剂购自北京鼎国生物技术有限

公司;大肠杆菌 DH5α菌株 、载体 pBI121均为云南省农

业科学院分子生物实验室保存;卡那霉素及其它试剂均

为国产分析纯。引物由上海生工生物公司合成。

1.2　试验方法

1.2.1　CHS基因的获得　采用北京天根植物 RNA提

取试剂盒提取东方百合“元帅”花瓣 RNA , -20℃保存。
按 Clontech SMART PCR合成试剂盒说明书进行反转

录 ,取1.5μg 总 RNA在 cDNA合成引物SMART Oligo

II、CDS primer和 BD PowerScript反转录酶作用下合成

1链 cDNA。反应完成后 ,取 1 μL 第 1链 ,加入 5 μL

10×py robest PCR buffer、1 μL dNTP、1 μL Smart PCR

引物 、1μL py robesteas , 37 μL H2O ,于 50 μL 反应体系

中进行如下 PCR循环:95℃预变性 1 min , 25个循环

(95℃30 s 、65℃30 s 、68℃4min),合成2链 cDNA ,电泳

分析 PCR产物。根据 Genbank 中公布的东方百合“元

帅”查尔酮合酶 cDNA序列(序列号为AF169800)设计引

物 CHS3 primer 1和 CHS3 primer 2 ,取 1 μL 2链 cD-

NA ,在 Taq酶(TaKaRa 公司)的作用下进行 PCR扩增 ,

经 94℃2 min预变性 ,94℃30 s ,68℃30 s ,70℃45 s ,30

个循环 ,72℃10 min延伸 ,扩增目的基因。PCR产物用

1%琼脂糖凝胶进行电泳 ,试剂盒回收目标条带后 ,送上
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　　表 1 引物序列
寡核苷酸 序列

SMART Olig oⅡ 5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG -3′

CDS primer 5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTA -d(T)30-3′

SMART PCR引物 5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3′

CHS3 primer 1 5′-GTGCATGTCGAAGACCGTTGAG-3′

CHS3 primer 2 5′-GCTCAG TTGGTAGTGATCGGAAG-3′

内切酶 Xba I

CHS3 primer 1
5′-GCTCTAGAGCATGTCGAAGACCGTTGAG-3′

内切酶 Sac I

CHS3 primer 2
5′-CGAGCTCGCTCAGTTGGTAGTGATCGGAAG-3′

　　注:划线部分为引入的酶切位点。

海生工测序。

1.2.2　载体构建　利用引物 CHS3 primer Ⅰ Xba Ⅰ和

CHS3 primer 2 SacⅠ,在上述 PCR的条件下扩增 CHS1

基因 ,使CHS3基因两侧加入 SacⅠ和 XbaⅠ双酶切位点 ,

经PCR扩增后 ,胶片回收纯化 ,进行SacⅠ和 XbaⅠ的双酶

切 ,酶切产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳 ,回收目的片段。

同样地 ,用SacⅠ和 XbaⅠ双酶切 pBI121质粒 ,胶回收大片

段。2个目地片段在 T4DNA连接酶作用下 ,置 16℃过

夜连接。取10μL连接产物用热激法转化DH5α感受态

细胞。将全部转化细胞均匀涂布在含 50 mg/L 卡那霉

素的 LB固体培养基上 ,37℃培养过夜 ,挑取克隆用含有

50 mg/L 卡那霉素的 LB液体培养基培养过夜。然后采

用质粒小量提取法提取重组质粒 ,琼脂糖凝胶电泳检测

质粒的浓度和纯度。

1.2.3　重组质粒酶切鉴定和测序鉴定　取上述重组质

粒 10μL ,用 SacⅠ和 XbaⅠ双酶切。反应体系如下:质粒

DNA 10μL ,0.5×MBuffer缓冲液 2μL ,2种限制酶各

1μL ,双蒸去离子水 6μL ,总反应体系为 20μL。37℃过

夜酶切 ,酶切产物用 1%琼脂糖凝胶进行电泳检测 ,试剂

盒回收目标条带后 ,送上海生工测序。

1.2.4　农杆菌的转化及鉴定　取 1 g 左右的重组质粒

DNA加入到200μL EHA105感受态细胞中 ,混匀后 ,冰

浴 30 min;-70℃放置 10 min;取出后 37℃水浴 5 min;

冰浴2min;加入800μL YM液体培养基 ,28℃下 ,175 r/min

摇培3 h;取出后涂在含 50μg/mL 卡那霉素的 YM平板

上 ,28℃培养到形成单菌落。挑取单菌落接种于含

50μg/mL 卡那霉素的 YM 液体培养基中 ,于 28℃下 ,

220 r/min摇培 16 h ,直接用菌液做 PCR。PCR反应体

系如下:农杆菌转化子菌液 2 μL , CHS3 primer1 1 μL ,

CHS3 primer 2 1μL ,10×PCR Buffer 2μL ,Mg
2+

1μL ,

dNTP 1μL , Taq 酶 0.2μL ,H2O 11.8 μL;PCR反应参

数设置如下:94℃预变性 3 min 后开始以下循环反应 ,

94℃40 s ,65℃1 min ,72℃1 min ,35个循环后 , 72℃延

伸10 min。反应结束后 ,取10μL反应液在 1.0%琼脂糖

凝胶中电泳。

　　　图 1　RNA 电泳检测 　　　　　　
图2　百合双链 cDNA

注:M:DGL 4 000 marker;1:Lily cDNA。
　　　

图 3　百合“元帅”花瓣中克隆的
CHS3 cDNA开放阅读框

注:M:DL 2 000 marker;1:CHS3 cDNA ORF。

　　图 4　pBI121酶切检测　　　　　　　　　　图 5　pBI121-CHS3重组质粒　　　　　　　　
图 6　pBI121-CHS3植物
　　　表达载体酶切检测

　　注:M:DGL 4 000 Marker;1～ 2:
SacⅠ/ XbaⅠ;3:pBI121 control。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　注:M:DGL 4 000 Marker;1:pBI121-CHS3

　control;2:SacⅠ/ XbaⅠ。
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2　结果与分析
2.1　RNA的提取及CHS3基因的获得

用北京天根植物 RNA 提取试剂盒提取东方百合

“元帅”花瓣 RNA ,经 1%琼脂糖电泳检测 , 28S 、18S 、5S

rRNA清晰可见 ,说明 RNA没有降解(图1);按Clontech

SMART PCR试剂盒说明书进行反转录 ,电泳检测 ,得

到大约500 ～ 4 000 bp的双链 cDNA(图2);以双链cDNA

为模板 ,PCR扩增 CHS3基因 ,产物经琼脂糖凝胶电泳

检测显示 ,有约1 200 bp的目的条带出现(图 3),与预期

目标大小一致。将目的条带胶回收纯化后 ,送上海生工

测序 ,序列分析表明 ,该扩增产物与 Genbank公布的东

方百合“元帅”查尔酮合酶 cDNA(序列号为 AF169800)

开放阅读框序列一致 ,说明 CHS3基因已获得。

2.2　pBI121-CHS3重组载体构建及鉴定

在CHS3基因两端经 PCR扩增引入SacⅠ和 XbaⅠ酶

切位点 ,双酶切 ,回收 CHS3片断(约 1 000 bp);同时用

SacⅠ和 XbaⅠ将表达载体 pBI121 的GUS 编码序列切除

(约 1 700 bp),回收大片段(图4)。用 T4连接酶连接 2

个目的片段 ,转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞 ,挑取抗

性克隆提取质粒(图 5),用 SacⅠ和 XbaⅠ双酶切鉴定 ,检

测结果证实切下1 条1 200 bp左右的片段(图 6),胶回

收后送上海生工测序 , 测序结果证实该片段序列与

Genbank 公布的东方百合“元帅”的 CHS3 cDNA开放阅

读框序列一致 ,说明 CHS3基因已插入到 pBI121。重组

质粒构建成功并命名为pBI121-CHS3。

2.3　农杆菌转化与鉴定

利用冻融法将表达载体 pBI121-CHS3重组质粒

导入农杆菌 EHA105 ,在卡那霉素的 YM 平板上 ,挑取

转化的农杆菌单菌落接种于含 500 g/mL 卡那霉素的

YM液体培养基中 ,28℃下 ,220 r/min摇培16 h ,直接用

菌液做 PCR。经 PCR鉴定扩增得到与预期大小相符的

片段1 200 bp(图7),表明已获得了含有目的片段的表达

载体的农杆菌菌株 ,可用于新铁炮百合的遗传转化。

图 7　pBI121-CHS3植物表达载体菌落 PCR鉴定

　　注:M:DL 2 000 Marker;1～ 7:CHS3 gene。

3　结论与讨论
植物表达载体中广泛应用的启动子是组成型启动

子 , 绝大多数双子叶转基因植物均使用CaMV35S 启动

子 , 在组成型表达启动子的控制下 ,外源基因在转基因

植物的所有部位和所有的发育阶段都会表达[ 8] 。pBI121

是一种常用的植物表达载体 , 含有 CaMV35S 启动子和

Nost终止子。从 pBI121物理图谱可知 ,植物双元表达

载体 pBI121多克隆位点含有限制性内切酶 SacⅠ和 XbaⅠ

位点 ,说明载体 pBI121能被 SacⅠ和 XbaⅠ酶切成粘性末

端。利用 Dnaman软件分析 CHS1基因 ,可知该花色基

因不含限制性内切酶 SacⅠ和 XbaⅠ的位点 ,因此 ,用 PCR

的方法在CHS1基因两端加上 SacⅠ和 XbaⅠ位点 ,酶切后

使其形成粘性末端 ,成功地与 pBI121连接。在 pBI121

启动子和终止子之间含有 GUS 报告基因 ,由于GUS 基

因上下游分别含有 Xba1和 Sac1酶切位点 ,因此 ,在构

建植物表达载体时 ,CHS1基因被定向插入 35S 启动子

下游 ,同时GUS基因被切除 ,避免了融合蛋白的形成。

农杆菌介导的植物表达系统是一种高效的外源蛋

白表达系统 ,为了利用农杆菌介导在新铁炮百合中表达

CHS1 ,该试验将重组质粒 pBI121-CHS3转化到农杆菌

EHA105中 ,为下一步农杆菌侵染新铁炮百合并在新铁

炮百合中特异性表达查尔酮合酶基因做好充分的准备。

农杆菌中重组质粒的提取难度大 ,所以采用了菌液 PCR

检测的方法 ,鉴定结果与酶切后结果完全一致 ,所以在

PCR条件控制严格的情况下 ,简易的 PCR可以作为植

物表达载体是否导入农杆菌的依据。

重组质粒 pBI121-CHS3的成功构建为进一步通过

转基因技术培育带色新铁炮百合奠定基础。花色是衡

量观赏植物的重要指标之一 ,改变花色一直是转基因花

卉研究比较热门的问题 ,查尔酮合酶是花色素苷生化合

成途径中的关键酶 ,是一个重要的调控点[ 9] ,对百合

CHS3基因的研究对于了解百合花色素苷和原花色素合

成途径的分子机制也有重要的意义。
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长白山野生梅花草组培快繁技术研究

刘 宝光
1 , 田春雨2

(1.北华大学林学院 ,吉林吉林 132013;2.吉林市林业局林业总站,吉林吉林 132013)

　　摘　要:用长白山野生梅花草嫩叶为外植体 ,进行了组织培养研究 ,建立了无性繁殖体系。

结果表明:适于愈伤组织诱导培养基为改良 MS+BA 1.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L ,愈伤组织诱导

率达65%;适于不定芽分化的培养基为改良MS+BA 1.0mg/L+KT 1.0mg/ L+NAA 0.3mg/L ,不定

分化效率达 11.2个/g;适于生根诱导的培养基为1/2MS+NAA 0.05 mg/ L+IBA 0.05 mg/L ,生

根达 97.2%;适于练苗的基质组合为 1/2珍珠岩+1/2蛭石 ,苗木成活过90%以上。

关键词:梅花草;组织培养;诱导
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　　梅花草是虎耳草科多年生草本植物 ,分布于我国东

北、华北 、西北 、日本 、北温带与亚寒带也有分布。长白

山野生梅花草高20 ～ 60 cm ,叶片圆形或心形 ,花单生顶

端 ,白色或黄色 ,花瓣数 5 ,形似梅花 ,花期 7 ～ 8 月
[ 1]
。

常生于湿草甸子 、林下潮湿地及水沟旁。梅花草花艳丽

且具有浓郁香味 ,可用于湿地 、水景园或室内观赏 ,在国

外早有园林应用 ,观赏价值较高[ 2] 。全草入药 ,具清热

凉血 ,解毒消肿 ,化痰止咳功效。长白山野生梅花草分

布海拔较高 ,种子细小 ,采摘和调制困难 ,并且种子发芽

率低 ,苗生长缓慢 ,苗期长 ,播种繁殖困难。通过组织培

养可以缩短长白山野生梅花草的育种周期 ,加快优良品

系的驯化 、选育进程 ,提高苗木品质 ,快速满足生产实际

的需要 ,为生产经营部门创造较好的经济效益。

1　材料与方法
1.1　试验材料

外植体来自于从吉林省白河林业局采挖回的梅花

草盆栽植株。

1.2　试验方法

1.2.1　外植体处理　外植体均来自越冬后在室内萌发

出的幼嫩叶片 ,外植体分上 、中、下部 ,剪切规格为0.25 ～

0.64 cm
2
,外植体材料表面消毒:用软毛刷刷洗叶片后 ,
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