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药材与资源

大肠杆菌CodA基因表达赋予转基因青蒿负选择表型

冯丽玲，杨瑞仪，杨雪芹，曾庆平

(广州中医药大学热带医学研究所，广东广州 510405)

摘 要：目的 为了验证CodA基因是否适宜作为有效的青蒿基因打靶负选择标记。方法 用PCR法扩增大肠杆

菌胞嘧啶脱氨酶基因CodA，经克隆和测序后插入植物基因表达载体pROKⅡ，并导入根癌农杆菌LBA4404

(pAL4404)中。以共培养法转化青蒿叶盘，在添加25 pg／mL卡那霉素(Kan)的N6培养基上选择青蒿转化愈伤组

织并再生绿芽。将Kan抗性转基因青蒿芽转植到含有500 pg／mL 5-氟胞嘧啶(5一FC)和25 pg／mL Kan的MS培养

基上继续培养2周。结果转基因青蒿芽全部死亡，而未转化青蒿芽仍正常生长，表明导入CodA基因的青蒿细胞

已赋予其预期的负选择表型。经RT—PCR检测，转基因青蒿芽显示CodA阳性扩增带，而未转化青蒿芽无此特异扩

增带。这一结果显示，CodA基因已在青蒿细胞中转录生成相应的mRNA，从而进一步印证了表型检测结果。结论

CodA基因可作为有效的青蒿基因打靶负选择标记。
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Expression of CodA gene from Escherichia coli confering a negative

selection phenotype on transgenic Artemisia annua

FENG Li—ling，YANG Rui-yi，YANG Xue—qin，ZENG Qing—ping

(Tropical Medicine Institute，Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine，Guangzhou 510405，China)

Abstract：Objective To explore the feasibility of utilizing the cytosine deaminase A(CodA)gene as

an effective negative selectable marker in Artemisia annua for gene targeting．Methods The PCR proce—

dure was employed to amplify CodA gene from Escherichia coli．After being cloned and sequenced，the

gene was inserted into a plant expression vector，pROKⅡ，and then introduced into Agrobacterium tume-

／&ciens LBA4404(pAL4404)．The 1ear disks of A．annua were transformed by the CO—cultivation protoeol，

after which the transformed calli were selected and green shoots of A．annua were regenerated on N6 medi—

um supplemented with 25弘g／mL Kanamycin(Kan)．Then the Kan—resistant transgenic shoots were trans—

planted onto the MS medium containing 500#g／mL 5-fluocytosine(5一FC)plus 25弘g／mL Kan and contin—

uously cultured for up to two weeks．Results The transgenic shoots have totally died while untrans——

formed shoots still kept normal growth，indicating that A．annua cells introduced into the CodA gene had

conferred an expected negative selection phenotype．When detected by RT—PCR，the transgenic shoots dis—

played a CodA—positive amplified band，but untransformed shoots gave no such CodA—specific amplified

pattern．This result suggested that CodA gene had transcribed into corresponding mRNA in A．annua cells

with furtherly verifying the result of phenotypic assay．Conclusion The CodA gene can be utilized as an

effective negative selectable marker in A．annua for gene targeting．

Key words：Artemisia annua L．；gene targeting；negative selection

正负双向选择标记的应用已成为植物基因打靶

中富集同源重组体的新策略‘1|。迄今报道的植物正

选择标记多达10余种，主要是抗生素抗性基因，如

赋予卡那霉素(Kan)抗性的新霉素磷酸转移酶
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(NPT 1I)基因和赋予潮霉素抗性的潮霉素磷酸转

移酶(HPT)基因等，但负选择标记仅有大肠杆菌胞

嘧啶脱氨酶基因(cytosine deaminase A，CodA)[21和

双翅目昆虫毒蛋白基因(diphtheria toxin A，DT—

A)[31等。细菌CodA基因编码的胞嘧啶脱氨酶可催

化无毒的5一氟胞嘧啶(5-FC)转变成有毒的5一氟尿

嘧啶(5一FU)。在动植物细胞中表达细菌CodA基因

可使其在添加5-FC的培养基上迅速死亡，从而赋

予“自杀”(负选择)表型。

自1993年Perera等H1首次将CodA基因用作

植物负选择标记以来，至今已成功地应用于拟南

芥‘5'6|、烟草‘7'引、大麦‘93和日本黄连‘10|。最近据

Tarada等口玎报道，水稻愈伤组织对5-FU表现较强

的耐受性，因此CodA基因不宜作为转基因水稻中
可靠的负选择标记。为了验证CodA基因是否适宜

作为青蒿的负选择标记，本实验从大肠杆菌中扩增

了CodA基因，并将其与花椰菜花叶病毒(CaMV)

35S启动子融合后插入T—DNA末端内侧，然后通

过根癌农杆菌双元载体介导的共培养转化系统导入

青蒿细胞。经过选择培养，已成功地获得Kan抗性

和5-FU敏感的转基因青蒿芽，并在分子水平上进

行了验证，为进一步在青蒿中实施基因打靶奠定了

基础。

1材料

1．1植物种子：青蒿种子采自四川酉阳地区大田栽

培青蒿，由广州华立健药业有限公司提供。

1．2菌种及质粒：大肠杆菌JMl09菌种由本室保

存；pTarget载体购自Promega公司；根癌农杆菌

LBA4404(pAL4404)菌株及Ti质粒载体pROKⅡ

由中国科学院微生物研究所提供。

1．3抗生素和植物激素：头孢霉素(Cef)、卡那霉素

(Kan)、5-氟胞嘧啶(5一FC)为Sigma公司产品，利福

平(Rif)为广东台山新宁制药厂产品，6一苄氨基嘌呤

(BA)为新华活性材料研究所产品，a一萘乙酸

(NAA)为上海曹杨第二中学化工厂产品。

1．4扩增引物：按文献[12]设计大肠杆菌CodA基

因扩增引物，并委托大连Takara公司合成。末端无

酶切位点的上游引物CodAl的序列为：5 7一AT—

GTCGAATAACGCTTTA一3 7；下游引物CodA2的

序列为：57一TCAACGTTTGTAATCGAT一3 7。末端

有BamH I酶切位点的上游引物CodA—B的序列
为：57一GGATCCATGTCGAATAACGCTTTA；末

端有I@n I酶切位点的下游引物CodA—K的序列

为：5 7一GGTACCTCAACGTTTGTAATCGAT。

1．5 试剂盒：质粒提取试剂盒、植物DNA提取试

剂盒、植物RNA提取试剂盒购自Omega公司；质

粒DNA纯化试剂盒、DNA片段回收试剂盒购自

Life Technologies公司；PCR扩增试剂盒、RT—PCR

扩增试剂盒购自Takara公司。

2方法

2．1 CodA基因扩增、pT—CodA构建和CodA基因

测序：以大肠杆菌JMl09菌液制备的DNA为模板，

利用CodAl和CodA2扩增引物进行PCR扩增，扩

增条件为：94℃、1 min，55℃、1 min，72℃、3 min，

共30个循环。将凝胶回收的PCR产物与pTargeT

载体连接，转化JMl09感受态细胞，涂板，蓝白斑筛

选重组质粒pT—CodA，用T7启动子引物测序。

2．2 pROKⅡ一CodA构建及酶切鉴定：以pT—

CodA重组质粒为模板，利用CodA—B和C0dA—K
扩增引物进行PCR扩增，扩增条件为：94℃、1

min，55℃、1 min，72℃、3 min，共30个循环。将

BamH I和脚咒I酶切PCR产物后所得片段插入
相同酶切的pROK II载体中，获得中间表达载体

pROKⅡ一CodA。以pROKⅡ一CodA转化JMl09感

受态细胞，挑取单菌落，用BamH I和gpn I进行双

酶切鉴定。

2．3 pROKⅡ一CodA导人根癌农杆菌及青蒿培养细
胞[1 3|：用pROKⅡ一Coda直接转化根癌农杆菌

LBA4404(pAL4404)感受态细胞，以50肛g／mL Rif

和25弘g／mL Kan选择转化。选取8～10 d叶龄的青

蒿无菌幼苗，将叶片剪成5 mm长小块，转入N6培

养基(0．5 gg／mL NAA)中，于25℃光照下预培养

2 d。将预培养材料用稀释的农杆菌菌液浸泡l min，

吸去多余菌液后放回N6培养基(o．5 Fg／mL NAA)

中，28℃黑暗中培养2 d，再转到N6培养基(o．3肛g／

mL NAA)中，25℃光照下培养2 d，最后转入含25

弘g／mL Kan和500 Fg／mL Cef的MS培养基(1 Fg／

mL BA+0．2 Fg／mL NAA)中继续培养。

2．4转基因青蒿的筛选培养：在含1 pg／mL BA+

0．2肛g／mL NAA及25 Fg／mL Kan+500>g／mL

Cef的正选择培养基上筛选Kan抗性转基因青蒿

芽，转入含1弘g／mL BA+0．2弘g／mL NAA及500

gg／mL 5-FC、25 gg／mL Kan和500弘g／mL Cef的

正负双向选择培养基上继续培养，同时用未转化的

正常青蒿芽作为对照。

2．5转基因青蒿RNA提取与RT—PCR扩增：将转

基因青蒿芽和未转化的正常青蒿芽放入液氮冻于

后，按RNA纯化试剂盒说明书提取总RNA。将
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RNA用DNA酶消化，经抽提和沉淀后进行RT—PCR

PCR扩增，扩增条件为：50℃、30 min一85℃、

1 rain，45℃、1 min，72℃、1 min，共30个循环。

3结果与讨论

3．1 目的基因的扩增、克隆和测序：大肠杆菌

JMl09菌株DNA经CodA基因特异PCR扩增和

凝胶电泳，可检测到长度约为1．3 kb的特异扩增区

带(图1)。该扩增带的大小与大肠杆菌CodA基因

的实际长度(1 284 bp)相符[1引，表明其为CodA基

因的阳性扩增产物。

。

呸
劬I+BamHI I

35S一花椰菜花叶病毒届动子Ter一胭脂碱合成酶基因终止子

35S——CaMV promoter Ter—-NOS poly A signal site

图2中间表达载体的构建

Fig．2 Construction of intermediate vector

1一^DNA／HindⅢ相对分子质量标准2-PCR产物

1一X DNA／HindⅢmarkers 2一PCR amplicon

图1大肠杆菌CodA基因PCR扩增产物

Fig．1 PCR amplicon of CodA gene from E．coli

将扩增产物克隆后进行序列分析，结果与已发

表的大肠杆菌CodA基因序列(GenBank登记号

$56903)相同，进一步证实该扩增序列为CodA基

因。本研究测得的CodA基因序列已被GenBank收

录(GenBank登记号AY552602)。

3·2 中间表达载体的构建与鉴定：将携带BamH I
1一pROKⅡ(B。H I+Kp。I)双酶切产物

和脚竹I酶切位点的CodA基因PCR扩增产物与 2-pROKⅡ一C。dA(B。。H I+酗。I)双酶切产物

pROKⅡ同时用Kbn I和BamH I消化，然后经T4 3一x DNA／EcoR I+Hind m相对分子质量标准

DNA连接酶连接而获得重组质粒pROKⅡ一CodA
1一PRoK“(B—H 1+印n 1’

c蚴。 2-。p汕RONKAI嚣，‘僦1兰。二’
将pROKⅡ一C。dA与pROKⅡ用BamH I和

图3 pRoKⅡ一CodA的酶切鉴定

劫以I进行双酶切，结果pROKⅡ一CodA可产生大 Fig．3 Identification of pROKⅡ一CodA

小2个片段，其中小片段的长度为1．3 kb，pROK“ by enzyme cIeavage

只产生1个片段(图3)。这一结果显示，CodA基因 白化现象(图4b)，而转基因青蒿芽则出现发白和变

已被成功克隆到中间表达载体中。 枯等现象(图4c)，2周后全部死亡(图4d)。

3．3青蒿的转化与选择培养：经共培养转化的青蒿 以上结果表明，外源NPTⅡ基因和CodA基因

叶盘在加有Kan的正选择培养基上生长4～6 d后， 都已在转基因青蒿芽中表达，使其对Kan具有抗

叶盘周边长出颗粒状愈伤组织，并不断膨大，14～21 性，而对5一FC表现敏感；相反，未转化青蒿芽中因

d开始出现绿芽分化，继续培养并淘汰白化芽及畸 无CodA基因而不受5一FC的影响。Perera等‘43发

形芽后，可获得生长及形态正常的Kan抗性转基因 现，由于重复基因诱导的基因沉默，某些含有多拷贝

青蒿芽(图4a)，转化率为15％。将转基因青蒿芽与 CodA基因的转基因拟南芥仅有低水平的CodA基

未转化青蒿芽转植在含有500弘g／mL 5-FC的负选 因表达，故对5-FC不甚敏感。本研究尚未对CodA

择培养基上培养1周后，未转化青蒿芽生长正常，无 基因整合的拷贝数进行分析。
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3．4转基因青蒿芽的RT—PCR检测：以DNA酶消

化的转基因绿芽RNA为材料进行RT—PCR扩增，

同时设置对照，检测CodA基因是否已在青蒿细胞

中表达，结果如图5所示。

无DNA的转基因青蒿芽总RNA经RT—PCR

扩增后，可见约1．3 kb的扩增产物(3泳道)，这与

CodA基因的大小一致(2泳道)。无DNA的转基因

青蒿芽总RNA经PCR扩增后，未检测到相应的扩

增产物(4泳道)，表明青蒿基因组中的CodA基因

已被DNA酶消化。未转化青蒿芽总RNA中因无可

扩增CodA基因模板而无扩增产物(5泳道)。这一

结果表明，CodA基因在青蒿细胞中已转录生成相

应的mRNA，而对照细胞无扩增信号，表明其中无

CodA对应的基因拷贝及转录产物。

a未加5一FC的转基因青蒿芽 b一加5-FC的未转化青蒿芽c一加5一FC的转基因青蒿芽(1周)d一加5一FC的转基因青蒿芽(2周)

a—transgenic shoots of A．annua not by 5一FC b-untransgenic shoots of A．御2n“n by 5一FC c—transgenic shoots of A．annua

by 5-FC(one week)d-transgenic shoots of A．annun by 5一FC(two weeks)

图4转基因青蒿芽的筛选

Fig．4 Screening of transgenic shoots of A．annua

常罕见[14|。因此，通常植物基因打靶的效率非常低，

一般在10q～10_5
L1
5|，而且成功的报道很少，目前

仅见3例[11,16,173。为了富集植物基因打靶中的同源

重组体，常用的策略是利用正负双向选择标记区分

同源重组与非同源重组，其中正选择标记位于同源

序列以内，用于筛选全部整合体，包括定点整合与随

机整合；负选择标记位于同源序列以外，用于淘汰随

机整合体。以大肠杆菌CodA基因作为负选择标记

的筛选技术已在少数几种植物中建立[3“⋯，本研究

1 100 bp梯度分子量标准2-pROKⅡ一CodA质粒的PCR产物 首次应用CodA基因作为负选择标记进行转基因青

3_转基因芽总RNA经DNA酶消化并去蛋白后的RT PCR产物 蒿芽的快速筛选，将为下一步实施青蒿基因工程改
4一转基因芽总RNA经DNA酶消化并去蛋白后的PCR产物 造打下良好的基础。
5一未转基因芽总RNA经DNA酶消化并去蛋白后的RT—PCR产物
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荒漠肉苁蓉茎腐病的初步研究

程齐来1，陈君h，于 晶1，刘杏忠2，孙炳达2，程惠珍1

(1．中国医学科学院中国协和医科大学药用植物研究所，北京100094；2．中国科学院微生物研究所

真菌地衣系统学重点实验室，北京 100080)

摘 要：目的 分离和鉴定肉苁蓉茎腐病病原菌，研究其生物学特性，并室内筛选对该病原菌有效的杀菌剂。方法

组织分离法和菌丝尖端纯化法得到主要病原菌，通过测量不同营养条件下菌落生长直径研究其生物学特性，平皿

菌丝生长抑制法进行杀菌剂的生物测定。结果 接骨木镰刀菌Fusarium sambucinum是肉苁蓉茎腐病的主要病原

菌，为首次记录；适合其生长的培养基为PSA培养基，对碳和氮的吸收主要以蔗糖和蛋白胨为主，适宜生长温度为

lo～30℃，适宜生长pH为6～8；多菌灵、菌线威、绿享二号在室内可以有效地抑制病原菌。结论该病原菌的分离

鉴定可以为该病害原的防治提供理论依据。
’

关键词：肉苁蓉；茎腐病；接骨木镰刀菌；杀菌剂
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Stem rot of Cistanche deserticola

CHENG Qi—lail，CHEN Junl，YU Jin91。LIU Xing—zhon92，SUN Bing—da2，CHENG Hui—zhenl

(1．Institute of Medicinal Plant，Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College，

Beijing 1 00094，China；2．Key Laboratory of Systematic Mycology and Lichenology，Institute

of Microbiology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100080，China)

Abstract：Objective To isolate and identify pathogen of Cistanche deserticola stem rot，study its bio～

logical characteristics，and select the effective fungicides against the pathogenic bacteria．Methods The

main pathogen can be gained by tissue isolation and mycelium cusp purification，the biological characteris～

tics can be studied by measuring the growth diameter under different nutrient conditions and seeded the hy～

phae disk at the centre of agar plate containing chemicals to do fungicide bioassay．Results Fusarium sam～

bucinum was the main pathogenic bacteria on C．deserticola stem rot which was first recorded；its suitable

medium was PSA culture medium；among the carbon and nitrogen sources supplied，saccharose and pep～

tone were most available：the temperature range of its growth was 1 O一3 O oC and it grew best between 6—

8 pH value．Duojunling(carbendazim)，Junxianwei(1．5％methane dithiocyanate)，Lijxiang No．2(80％
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