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题将结合matK基因作进一步研究。再次是测序与

克隆技术问题，国内普遍采用的是PCR产物直接测

序，由于PCR产物浓度低，易受污染，给测序反应和

读序工作造成了一定困难。本课题将经PCR获得的

目的基因用大肠杆菌克隆后分离、净化，得到的目的

基因不仅浓度高，而且污染少，测序、读序效果好，成

功率显著提高，为目前日本、欧美等国家普遍采用的

方法‘19]，值得推广。
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基因枪介导灯盏花遗传转化及几个影响因素的研究
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摘 要：目的 获得具有较强抗虫抗真菌的转基因灯盏花植株。方法 通过PCR聚合酶链式反应得到目的基因

RBBl2—3，通过中间载体PBS及植物载体YY46，得到带有目的基因的质粒，用基因枪轰击法进行遗传转化。对基因

枪轰击受体、轰击压力、抗生素庆大霉素(Gent．)的敏感性进行对照实验。结果 用灯盏花的真叶作为基因枪轰击
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受体效果最好，其次为Ⅱ型愈伤组织，灯盏花的根、茎，I型愈伤组织作为基因枪轰击受体效果较差；8．96×106 Pa

的轰击压力诱导灯盏花的真叶形成转基因不定芽效果最好，Ⅱ型愈伤组织效果次于真叶；使用50 pg／mL Gent．作

选择压力筛选Gent．标记的阳性转基因灯盏花植株效果最好。结论 用基因枪轰击法将水稻RBBl2—3基因转移到

灯盏花中具有较好效果，成功获得转基因灯盏花植株。

关键词：灯盏花；基因枪；遗传转化；轰击受体；轰击压力；庆大霉素(Gent．)
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Genetic transformation of Erig’eron breviscapus induced by particle gun

with a few affecting factors
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Abstract：Objective To get genetic transformated Erigeron breviscapus plantlet with the antiinsect

and antifungi effects．Methods The plasmid with gene RBBl2—3 was produced by PCR，middle carrier

PBS and plant carrier YY46．By using the particle gun to bombard E．breviscapus，genetic transformation

was realized．It was done with the control experiment on bombarded materials，bombarding pressures，and

Gent．sensitivity．Results The result of genetic transformation by using true leaves as bombarded materi—

al was the best；Ⅱ一type callus were the next in order；the roots，stems，and I—type callus were the last in

the result．The bombarding pressure of 8．96×1 06 Pa was the best to induce true leaves forming adventi—

tious bud．The result of using the pressure of 7．58×106 Pa and 8．96×106 Pa to bombardⅡ一type callus did

not show any difference and was next to true leaves．The best result is using 50 f_tg／mL Gent to choose the

E．breviscapus of genetic transformation．Conclusion The paddy RBBl2—3 transformed into the genetic

transformation on E．breviscapus by particle gun bombarding is the best．The genetic transformated E．

breviscapus plantlet has been obtained．

Key words：Erigeron breviscapus(Vant．)Hand．一Mazz．；particle gun；genetic transformation；born—

barded materials；bombarding pressure；Gentamicin(Gent．)

灯盏花又名灯盏细辛，为菊科飞蓬属植物短葶

飞蓬Erigeron breviscapus(Vant．)Hand．-Mazz．，

主要分布于我国云南、广西、四川、贵州、西藏等地。

其性寒，味微苦、甘温辛，具有散热解表、活血化瘀、

通经活络、舒经治瘫、祛风除湿、抗炎止痛等功效，在

临床上对心、脑血管疾病具有特殊疗效，已收入《中

国药典》。目前，灯盏花已投入大规模的人工栽培，但

种子采收困难，数量少，发芽率低，价位高；植株抗性

差，易感病感虫，死亡率高；生物产量低；有效成分的

量低，严重制约了灯盏花的发展。该项研究的目的在

于有效提高灯盏花的抗病抗虫性，从而有效提高灯

盏花的生物产量，有效控制灯盏花人工栽培中农药

的使用，有效进行无公害生产，保护野生灯盏花，促

进灯盏花的可持续发展。该项研究通过对水稻蛋白

酶抑制基因RBBl2—3的克隆，通过基因枪轰击法实

现对灯盏花的遗传转化。

1材料与方法

1．1材料：灯盏花取自云南省楚雄州星升药业有限

公司。水稻基因片段33HZ、大肠杆菌DH52及相关

转化载体PBS、YY46来自北京大学生命科学院蛋

白质工程及基因工程国家重点实验室。

1．2水稻RBBl2—3基因的克隆：水稻蛋白酶抑制

基因RBBl2—3的基因序列及功能均已研究清楚，它

具有558 bp，能有效地抗虫抗真菌，尤其对苗期抗

真菌有较好效果[1]。通过软件设计引物，以带水稻

RBBl2—3基因的片段33HZ为模板，进行PCR聚合

酶链式反应，通过琼脂糖电泳凝胶检测并回收目的

基因RBBl2—3。

1．3 通过中间载体构建RBBl2～3 PBS质粒：用

BamH I、Sal 1分别对中间载体PBS及目的基因

RBBl2—3进行酶切，使用连接酶Taligase进行连接，

用连接产物转化大肠杆菌DH52，筛选阳性克隆。将

阳性克隆的大肠杆菌进行扩大培养，用试剂盒提取

质粒，得到RBBl2—3 PBS质粒，通过琼脂糖电泳凝
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胶检测该质粒。

1．4 通过植物载体YY46构建质粒RBBl2—3

YY46：用BamH I、Sal 1分别对质粒RBBl2—

3PBS、植物载体YY46进行酶切，使用连接酶Tali—

gase进行连接，用连接产物转化大肠杆菌DH52，筛

选阳性克隆。将阳性克隆的大肠杆菌进行扩大培养，

用试剂盒提取质粒，得到质粒RBBl2—3 YY46，通过

琼脂糖电泳凝胶检测该质粒。

1．5 基因枪轰击受体对照：将灯盏花的种子用

0．2％HgCl：消毒5 min，无菌水冲洗10次，接种在

MS0培养基上萌发生根，形成组培苗[2]。取30 d组

培苗的真叶、根、茎、I型愈伤组织(使用MS+BA

0．5 mg／L+NAA 2．0 mg／L暗培养30 d)、Ⅱ型愈

伤组织(使用MS+BA 0．5 mg／L+NAA 2．0 mg／L

光培养2周)[21作为基因枪轰击对象进行对照。轰击

前一天，将轰击材料转移到渗透培养基MS+甘露

醇73 g／L上处理16 h[3]，材料尽可能摆放紧密，但

不要太厚。

1．6基因枪轰击压力对照：使用Bio—Rad公司生产

的PDSl000／He高压氦气基因枪轰击进行转基因。

无菌状态下制备金粉悬液60 mg／mL，轰击前取金

粉悬液50 pL，加2．5 mol／L CaCl2 50肛L，0．1 mol／

L亚精铵20弘L，5 pL的质粒DNA，充分悬浮振荡，

离心弃上清液，加无水乙醇洗2～3次。加80牡L无

水乙醇，充分悬浮振荡，每打一次基因枪取10～12

肛L悬液。设置轰击压力7．58×106、8．96×106 Pa进

行对照口~5]。打完基因枪后4～5 h将被轰击的材料

转移到MS+BA 0．5 mg／L+IAA 0．5 mg／L的过

渡培养基中过渡3 d[1]，并进行暗培养，然后转入选

择培养基暗培养4 d，再进行光照诱导不定芽形成。

1．7抗性植株筛选：质粒RBBl2—3YY46中带有庆

大霉素抗性基因，因此在MS+BA 0．5 mg／L+

NAA 0．5 mg／L[11的培养基中分别加入0、25、50、75

／zg／mL的庆大霉素(Gent．)进行转基因灯盏花抗性

植株筛选压力进行对照。

2结果与讨论

2．1水稻RBBl2—3基因电泳检测结果：通过PCR

方法得到目的基因RBBl2—3，与DNA样品同步电

泳的结果显示，目的基因略小于564 bp，符合水稻

RBBl2—3片段大小，见图1。

2．2 质粒RBBl2—3 PBS电泳检测结果：RBBl2—3

PBS质粒酶切产物与目的基因RBBl2—3同步电泳的

结果及以RBBl2—3 PBS质粒为模板进行PCR的产

物电泳结果显示，RBBl2—3与PBS连接成功，见图2。

4号加样孔为DNA样品，5号及6号加样孔为通过PCR方法

得到的目的基因RBBl2—3

No．4 is DNA sample．No．5 and No．6 are

aimed gene RBBl2—3 got by PCR

图1 目的基因RBBl2—3与DNA样品同步电泳结果图

Fig．1 Eleetrophorogram of RBBl2-3 and DNA

mark sample in same step

1号加样孔为样品DNA，2号加样孔为目的基因，6号加样孔为

质粒RBBl2—3 PBS，7号加样孔为质粒RBBl2—3 YY46，8号加样

孔为质粒RBBl2—3 YY46的酶解产物，9号加样孔为以质粒RB-

B12—3 PBS为模板进行PCR的产物，10号加样孔为以RBBl2—3

YY46质粒为模板进行PCR的产物

No．1 is DNAsample，No．2 is aimed gene RBBl2—3 gene，No．6

is RBBl2—3 PBS plasmid，No．7 is RBBl2—3 YY46 plasmid，

No．8 is production of plasmid RBBl2—3 YY46 to be cut by

enxyme，No．9 is production of PCR from plasmid RBBl2—3

PBS，No．10 is production of PCR from plasmid RBBl2—3 YY46

图2 质粒RBBl2—3 PBS、RBBl2—3 YY46与目的基因

RBBl2—3及DNA样品同步电泳圈

Fig．2 Electrophorogram of RBBl2—3，RBBl2-3

PBS，RBBl2—3 YY46，and DNA mark

sample in same step

2．3质粒RBBl2—3 YY46电泳检测结果：RBBl2—3

YY46质粒酶切产物与目的基因RBBl2—3同步电泳

结果及以RBBl2—3 YY46质粒为模板进行PCR的

产物电泳结果显示，RBBl2—3与YY46连接成功，见

图2。在实验过程中发现如果不使用中间载体PBS，

直接使用RBBl2—3与植物载体YY46的酶解产物

连接，均不能成功筛选出阳性克隆。

2．4基因枪轰击受体对照实验结果：轰击2周后，受

体上开始形成不定芽。表1统计结果表明，用真叶作基
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因枪轰击受体效果最好，筛选出3个转基因灯盏花不

定芽；其次为Ⅱ型愈伤组织，筛选出2个转基因灯盏花

不定芽；以灯盏花的根、茎和I型愈伤组织作基因枪轰

击受体效果较差。灯盏花真叶作基因枪轰击受体效果

最好有2个原因：第一真叶叶面积较大，易于排列紧

密，捕获微弹的能力强，微弹有效轰击效率高；第二灯

盏花的真叶易于形成不定芽，尤其在MS+BA 0．5

mg／L+IAA 0．5 mg／L培养基上形成不定芽的的能

力较强[2]。根和茎圆而细长，无论排列多紧密，总有大

量缝隙存在，微弹有效轰击效率降低。I型愈伤组织与

Ⅱ型愈伤组织细胞壁薄，容易被微粒击穿，导致微弹有

效轰击效率低。另外I型愈伤组织与Ⅱ型愈伤组织对

抗生素Gent．更敏感，对真叶最合适的抗生素筛选浓

度对愈伤组织可能偏高，从而导致部分转基因细胞不

能正常形成不定芽。灯盏花的Ⅱ型愈伤组织呈黄绿色，

为胚性愈伤组织，具有较强的形成不定芽的能力。而灯

盏花I型愈伤组织呈现无色，为原胚性愈伤组织，不能

直接形成不定芽，必须转变成Ⅱ型愈伤组织后才能形

成不定芽¨’7]，因此Ⅱ型愈伤组织转基因效果比I型愈

伤组织好，见表1及图3、4。

表1基因枪轰击受体材料对照实验结果

Table 1 Control experiment result on bombarded

materials by particle gun

比较内容 筛选出的转基因灯盏花不定芽数 现象

图3 刚打完基因枪的灯盏花真叶

Fig·3 True leaves after bombardment by particle gun

2．5基因枪轰击压力对照实验：表2的统计结果显

示，8．96×106 Pa的轰击压力对灯盏花真叶形成转

基因不定芽效果较好。对Ⅱ型愈伤组织，效果次于真

叶，且7．58×106 Pa与8．96×106 Pa轰击压力效果

无显著差异。对根、茎、I型愈伤组织，7．58×106 Pa

与8．96×106 Pa的效果均不满意。

图4 刚打完基因枪的灯盏花愈伤组织

Fig·4 Callus after bombardment by particle gun

表2基因枪轰击压力对照实验结果

Table 2 Control experiment result of bombarding

pressure from particle gun

2．6抗性植株筛选对照实验结果：表3的统计结果

显示，使用50／zg／mL Gent．作选择压力筛选Gent．

标记的阳性转基因灯盏花植株效果最好，使用相同的

培养基进行3次重复筛选，其结果均较稳定，不定芽

形成较多绿色丛生苗。75、100 t-g／mL质量浓度过

高，对细胞造成严重伤害，转基因细胞不能正常生长。

将无根丛生苗移人MS或1／2 MS无激素的培养基

中，生根形成完整植株。见表3及图5、6。

表3转基因植物对Gent．敏感性测定结果

Table 3 Sensitivity of plant after genetic transformation

on Gent．

质量浓度／
， ，，、

非转基因植物长势 转基因植物长势
L”g‘mL 1，

0 植株绿色，长势较好

25 大多白化，20％出现非白化

50 所有苗均出现白化，无非白化苗

75 所有苗均出现白化，无非白化苗

100 所有苗均出现白化，无非白化苗

植株绿色，长势较好

大多为非白化苗

出现少数非白化苗

无非白化苗出现

无非白化苗出现

图5筛选抗性植株

Fig．5 Selecting antiplantlet  
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图6抗性植株

Fig．6 Antiplantlet
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三七法呢基焦磷酸合酶的基因克隆及序列分析

陈 莉，蓝秀万，李 坤，朱 华，吴耀生’

(广西医科大学生物化学与分子生物学教研室，广西南宁 530021)

摘 要：目的 对三七法呢基焦磷酸合酶(FPS)进行基因克隆及序列分析。方法 采用cDNA末端快速扩增法，以

三七根总RNA为模板扩增出三七FPS基因。结果 序列分析表明，所克隆的eDNA序列全长1 409 bp，开放阅读

框共编码343个氨基酸残基，推测的氨基酸序列与积雪草、灰白银胶菊、黄花蒿的FPS的氨基酸序列同源性最高，

分别达95％、87％、86％。结论首次分离并报道了三七FPS cDNA克隆，为进一步研究三萜皂苷生物合成机制及

其在提高植物药用价值方面的应用奠定基础。

关键词：三七；法呢基焦磷酸合酶；cDNA末端快速扩增法

中图分类号：R282．7 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2006)07—1080—04

Genetic cloning and sequence analysis of farnesyl pyrophosphate synthase

in Panax notoginseng

CHEN Li，LAN Xiu—wan，LI Shen，ZHU Hua，WU Yao—sheng

(Department of Biochemistry and Molecular Biology，Guangxi Medical University，Nanning 530021，China)

Abstract：Objective To clone and sequence the cDNA encoding farnesyl pyrophosphate synthase

(FPS)from Panax notoginseng．Methods The eDNA，encoding FPS in P．notoginseng，was amplified by

RACE strategy with the total RNA of root as the template．The fragment of FPS was cloned and se．．

quenced．Results The analysis results revealed that the full—length eDNA had 1 409 bp with an open

reading frame encoding 343 amino acids of protein．The FPS sequence had 95％，87 V0，and 86％amino

acid sequence homology to the FPS sequence of Centella asiatica，Parthenium argentatum，and Artemisia

annua，respectively．Conclusion The eDNA encoding FPS from P．notoginseng is cloned and reported．
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