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药材与资源

青蒿鲨烯合酶基因打靶研究

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 通过代谢途径工程调整代谢流向，试图增大转基因青蒿Artemisia annua植株中的青蒿素产量。

方法利用青蒿鲨烯合酶(ss)基因、绿色荧光蛋白(GFP)基因和胞嘧啶脱氨酶(CodA)基因构建基因打靶载

体，并通过冻融法将载体导入根癌农杆菌Agrobacterium tumefaciens。以叶盘法转化青蒿，采用“分段选择法”筛选

转基因再生植株。结果对表达GFP基因后发出绿色荧光的转基因植株，采用PCR及PCR产物杂交法，在1棵

转基因植株中检测到外源GFP基因，而未检测到内源SS基因。初步证据显示，在转基因青蒿植株中，突变型sS

基因已取代野生型SS基因。结论 青蒿鲨烯合酶基因打靶已取得初步成功。
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Gene targeting of squalene synthase in Artemisia annua

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

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

Abstract：Objective To increase artemisinin yield in transgenie Artemisia annua plants by regulating

metabolic affluxion through metabolic‘pathway engineering．Methods The gene targeting vector was

constructed by squalene synthase(SS)gene of A．annua，green fluorescent protein(GFP)gene，and

cytosine deaminase(CodA)gene，and the vector was introduced into Agrobacterium tumefaciens by freeze—

thawing procedure．A．annua was transformed through Leaf Disk method and regenerated transgenic

plants were screened by the“Step—by—Step Selection”．Results Among the transgenie A．annua plants

emitting gree帝fluorescence after expression of GFP gene，the exogenous GFP gene rather than endogenous

SS gene was detected in one transgenic plant by PCR as well as hybridization of PCR products．The

preliminary data showed that the wild—type SS gene was replaced by mutated SS gene in the transgenic A．

annua plant．Conclusion Gene targeting of squalene synthases of A．annua iS successful．

Key words：Artemisia annua L．；squalene synthase(SS)；gene targeting；gene knockout

青蒿素(artemisinin)是最有效的抗疟化学药

物单体，对氯喹等传统抗疟药表现抗性的疟原虫也

有高效和速效杀灭效果口]，至今未见疟原虫产生抗

性，已成为全球抗疟药物的最大希望[2]。可是，受品

种、产地和气候条件等因素的限制，现有青蒿素的产

量远远不能满足市场需求，而常规栽培育种方法在

提高青蒿素产量中的作用又十分有限。因此，采用基

因工程手段培育高产青蒿素品种正在受到国内外学

者的广泛关注[3“]。

青蒿素是青蒿经类异戊二烯次生代谢途径形成

的倍半萜衍生物，天然合成量极低(通常在1％以

下)[5]。从类异戊二烯途径中碳源的流向来看，甾类

作为主要代谢产物成为碳流的主导者，而倍半萜类

作为次生代谢产物只能分享部分碳流。因此，为了将

碳流从甾类途径“分流”至倍半萜类合成途径，最佳

办法是从生化角度抑制甾类合成酶的活性或采用基

因敲除(gene knockout)手段阻断甾类合成酶基因

的表达。本试验室尝试利用“基因打靶”(gene

targeting)技术，通过对甾类合成关键酶——SS基

因的野生型与突变型的交换重组进行基因敲除，最

终获得稳定遗传的转基因高产青蒿素品系。

本实验采用携带SS基因、GFP基因(报告基

因)和CodA基因(负选择标记基因)构建的基因

打靶载体的根癌农杆菌对青蒿外植体进行共培养转
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化，并诱导形成愈伤组织及再生转基因植株。以荧光

显微镜挑选发射绿色荧光的转基因植株叶片，通过

PCR扩增及PCR扩增产物杂交，初步显示基因打

靶已获得成功。

1材料

1．1青蒿叶片：采自四川酉阳种植青蒿所收种子发

芽后离体生长的叶片。

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pROK

Ⅱ由中国科学院微生物研究所提供。

1．3抗生素：卡那霉素(Kan)为Sigma公司产品，

羧苄青霉素(Carb)为Invitrogen公司产品，利福

平(Rif)为广东台山新宁制药厂产品。

1．4扩增引物：分别设计带有末端酶切位点Hind

Ⅲ(用下划线表示)的SS基因扩增引物SS一1一H：

57一AAGCTTATGAGTAGTTTGAAAGCAGTA—

TTGAAACAC一3 7，SS一2一H：57一AAGCTTTTAC—

AAAGTGAATTCTGCAGAGAGTAAGCA一37；不

带末端酶切位点的SS基因扩增引物SS一1：5，-

ATGAGTAGTTTGAAAGCAGTATTGAAACA—

C一37，SS一2：57一TTACAAAGTGAATTCTGCAG—

AGAGTAAGCA一3’；分别带有末端酶切位点Xho

I和Eco R I的GFP全基因扩增引物GFP一1一X：

57一GGCTCGAGACCGGTCGCCACC一3 7，GFP一2一E：

5'-GAATTCTAGAGTCGCGGCCGC一37，不带末端

酶切位点的GFP基因片段扩增引物GFP—l：5，_

CAAGGGCGAGGAGCTGTTCA一37，GFP一2： 5 7一

GTGCTCAGGTAGTGGTTGTC一37，均委托大连

Takara公司合成。

1．5试剂：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扩增试剂盒购自Takara

公司；dNTP、Bio一11一dUTP、DAB浓缩显色液购自

华美公司。

2方法

2．1 载体构建

2．1．1 中间载体pRSC的构建：以青蒿SS基因[63

为模板，利用添加了酶切位点的SS一1一H和SS一2一H

引物进行PCR扩增，扩增条件：94℃、30 S，57℃、

1 min，72℃、5 min，共30个循环。将凝胶回收的

PCR产物用HindⅢ酶切后，电泳回收酶切片段，

插入用相同酶切并去磷酸化的pRCodA载体[71中，

获得中间载体pRSC。

2．1．2 中间载体pGSN的构建：将pROKⅡ上的

CaMV 35S启动子插入pEGFP的Pst I和BamH

I之间，再将pROKⅡ上的Nos终止子插入pEGFP

的Not I和EcoR I之间，获得中间载体pGSN。

2．1．3基因打靶载体pRSCG的构建：用Xho I酶

切中间载体pGSN，电泳回收35S—GFP—Nos片段，

插入用相同酶切并去磷酸化的中间载体pRSC中，

获得pRSCG基因打靶载体。

2．2根癌农杆菌转化：用冻融法[83将基因打靶载体

pRSCG导入根癌农杆菌LBA4404(pAL4404)中。

2．3青蒿的转化和再生：选取12～15 d叶龄的青

蒿叶片，剪成大小为0．5 mm×0．5 mm的叶块，置

于附加5 mg／L 6-BA和0．5 mg／L NAA的MS培

养基上，于25℃暗培养2 d。挑取YEB平板(Kan

25 mg／L+Rif 50 mg／L)上含pRSCG的根癌农杆

菌单菌落，接种于4 mL YEB(Kan 25 mg／L+Rif

50 mg／L)培养液中，于28℃、180 r／min振荡培养

过夜。取400 pL菌液转接入20 mL无抗生素的

YEB培养液中培养，离心，弃上清，加入20 mL MS

培养液悬浮菌体，转入无菌容器中。将预培养材料取

出，倒入稀释菌液，轻轻摇晃1 min，立即取出外植

体置无菌滤纸上吸去多余菌液。将外植体转入附加

200 gmol／L乙酰丁香酮(AS)的MS培养基中，于

25℃黑暗下共培养2 d，转入附加5 mg／L 6一BA、

0．5 mg／L NAA和500 mg／L Carb的MS培养基

上进行脱菌培养。每隔7 d更换1次新鲜杀菌培养

基，4～5周后将Carb降至125 mg／L。待丛生芽长

出后，将6-BA和NAA分别改为1 mg／L和0．2

mg／L，最后将新芽移置三角瓶中(1／z MS+NAA

0．5 mg／L+Carb 125 mg／L)生根。

2．4荧光观察与照相：将转基因再生芽放在载玻片

上，用盖玻片压片，同时将未转基因再生芽作为对

照，在Leica MPS 60荧光显微镜下，观察转基因再

生芽的荧光发射现象，并采用Leica DM RA2自动

成像系统拍照。

2．5 PCR

2．5．1 DNA提取：将转化的青蒿叶片放人液氮中

充分研磨，按试剂盒所述方法提取总DNA。

2．5．2 GFP基因扩增：反应体积为50弘L，其中

10×buffer 3肛L，dNTP(2 mmol／L)3 pL，GFP一1

弓l物(35 pmol／L)1弘L，GFP一2弓I物(34 pmol／L)

1肛L，模板DNA(200 ng／弘L)3 ttL，Taq DNA聚

合酶(3 U／t-L)1肛L，加无菌水定容至50弘L。样品
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经95℃变性3 min后，按下列程序进行扩增：94

℃变性30 S，57℃复性30 S，72℃延伸2 min，30

个循环后，72℃延伸10 min。

2．5．3 SS基因扩增：SS一1(30 pmol／L)1肛L，SS-2

(30 pm01)1弘L，其他成分及条件同上，延伸时间改

为5 min。

2．6 PCR产物杂交：PCR产物经0．8％琼脂糖凝

胶电泳分离后，将凝胶放在20×SSC浸润的尼龙膜

上，采用高盐转移法转膜后，将膜在紫外交联仪中照

射10 min。以bio一11一dUTP扩增标记的GFP DNA

序列为探针，杂交，洗膜，按显色试剂盒说明书进行

显色。

3 结果

3．1基因打靶载体的构建：将中间载体pGSN和

pRSC合并，即由pGSN切出的35S—GFP—Nos片段

组装到pRSC中，构建了含有CaMV35S启动子控

制的GFP基因、CodA基因及分离成两段的SS基

因的植物基因打靶载体pRSCG(图1)。

RB

4--1 920 bp寸卜840 bp斗I卜-762 bp-一卜265 bp斗I卜-1 670 bp-斗l

H X X H B K EJp 1 867 bp——一I
lt—--——————------———------—--——--------一5 457 bp——I+～2 697 bp———，I

I一3 522bp——_I
H—Hind Ii X—Xho I B—BamH I K—I@n I E—EcoR I RB—T—DNA右边界LB—T—DNA左边界

RB—right border of T—DNA LB-left border of T—DNA

图1 SS基因打靶载体pRSCG的限制图谱

Fig．1 Restriction map of SS gene targeting vector pRSCG

3．2基因打靶载体的酶切鉴定：将pRSCG用Xho

I和HindⅢ酶切，分别获得1 867 bp的35S—GFP—

Nos片段和5 457 bp的SSl—35S—GFP—Nos—SS2片

段，其大小与图1所示预期值相符，表明打靶载体中

基因排列顺序正确(图2)。

1-pRSCG的Xho

I酶切产物

2—1 000 bp ladder

3-pRSCG的Hind

I酶切产物

4-pRSCG质粒

1一pRSCG／Xho I

2—1 000 bp ladder

3-pRSCG HindⅢ

4-pRSCG plasmid

图2 pRSCG的酶切鉴定

Fig．2 Identification of pRSCG by restriction

enzyme digestion

3．3基因打靶载体的扩增鉴定：用GFP一1一X、SS一2

引物和GFP一2一E、SS一1引物扩增pRSCG，分别获得

2 697 bp的GFP—Nos—SS2片段和3 522 bp的SSl-

35S—GFP片段，其大小与图1所示预期值相符，表

明打靶载体中SS基因插入方向正确(图3)。

3．4转化菌中基因打靶载体的检测：将pRSCG重

组质粒通过冻融法导入农杆菌后，从农杆菌中提取

1一以GFP一1一X、SS一2引

物的扩增 2一以GFP一3、

S孓1引物的扩增
3—1 000 bp ladder

4一以GFP一2一E、SS一1引

物扩增5一以GFP一

2一E、SS一2引物的扩增

1-pRSCG／primer GFP一

1一X、SS一2 2-pRSCG／

primer GFP一3、SS一1

3—1 000 bp ladder

4-pRSCG／primer GFP一

2一E、SS一1 5-pRSCG／

primer GFP一2一E、SS一2

图3 pRSCG的PCR鉴定

Fig．3 Identification of pRSCG by PCR

质粒，以GFP一1和GFP一2为引物进行PCR检测，

结果显示农杆菌LBA4404和大肠杆菌DH5a中均

携带pRSCG，并能扩增出600 bp的GFP基因片段

(图4)，说明重组的pRSCG质粒已成功导入农杆菌
LBA4404中。

3．5转化细胞培养与植株再生：在未加抗生素的培

养基上，对转化的青蒿外植体进行愈伤组织培养和

植株再生。在长芽培养基上，转化的外植体培养2周

时长出愈伤组织，其上再生出幼芽；3周时幼芽长成

茂盛的小叶丛；4周时小叶扩展成大叶。5周后转接

到长根培养基上出现根系，继续生长至6周后获得

完整植株。结果如图5所示。
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1一阳性对照(pRScG转化

的大肠杆菌PCR产物)
2—100 bp ladder 3～5一

pRSCG转化农杆菌PCR

产物6一阴性对照(未转

化农杆菌PCR产物)

1-positive sample(PCR

product of pRSCG in E．

coli) 2—100 bp ladder

3一S—PCR product of

pRSCG in A．tumefaciens

6-negative sample(PCR

product of A．tume—

faciens)

图4大肠杆菌及农杆菌中GFP基因的PCR鉴定

Fig．4 PCR Identification of GFP gene in E．coli

and A．tumefaciens

3．6转化细胞的荧光镜检：将转基因再生叶片置于

荧光显微镜下观察，可见叶身发出较强的绿色荧光，

而未转化再生叶片则无绿色荧光(图6)，表明GFP

基因已在转基因细胞中表达而发出绿色荧光。

3．7 PCR扩增：采用相应的扩增引物对转基因植株

进行PCR扩增，可分别得到预期的600 bp的GFP

基因片段(图6—2、3)及5 457 bp的Ssl—35S—GFP—

Nos—SS2基因片段(图6—8)，而未见青蒿植株原有的

SS基因片段。相反，从对照植株中则可扩增出3 590

bp的SS基因片段(图6—6、7)。这一结果初步表明，

青蒿SS基因已由SSl—35S—GFP—Nos—SS2基因片段

取代，即已获得“基因敲除”成功的初步证据。

A一愈伤组织及再生幼芽(2周)B一再生小叶(3周)c一再生大叶(4周)D-生根幼苗(5周) E一完整植株(6周)

A—callus and regenerated buds(2 weeks)B—regenerated young leaves(3 weeks)C—regenerated leaves(4 weeks)

D—regenerated shoots(5 weeks)E—whole plants(6 weeks)

图5转基因青蒿植株再生

Fig．5 Regeneration of transgenic A．annua plants

A一未转化再生叶片B-转基因再生叶片

A—a non—transformedly regenerated leaf bud of A．annua

B—a transgenic regenerated leaf bud of A．annua

图6转基因青蒿的荧光检测

Fig．6 Fluorescence assay of transgenic A．annua

3．8 PCR扩增产物杂交：为进一步印证PCR检测

结果，用GFP基因和SS基因特异探针对PCR产

物进行杂交，结果仅预期大小的扩增片段有杂交带

(图7)。

4讨论

基因打靶技术的核心是基因敲除，即突变型基

因通过同源序列重组替换野生型基因。按基因敲除

的机制不同，可分为定点诱变与随机诱变，前者可用

于生物性状改良(代谢途径工程)，后者可用于基因

功能发现(功能基因组学)。自1997年Kempin首次

报道植物基因打靶成功以来‘9|，迄今仪住拟南芥m]

1一未转化植株以GFP一1一x、GFP一1一E引物的扩增2一转基因植株

以GFP一1一X、GFP一1一E引物的扩增 3-pRSCG质粒以GFP一1一

X、GFP一1一E引物的扩增4-100 bp ladder 5-1 kb ladder 6～

7一未转化植株以SS一1、SS一2引物的扩增8一转基因植株以SS一1、

SS一2引物的扩增9-pRSCG质粒以SS一1、SS一2引物的扩增

I-amplification of non—transformed A．annua plant by GFP—l—

X，and GFP一1一E Primers 2-amplification of transgenic A．

annua plant by GFP一1一X and GFP一1一E Primers 3-amplification

of pRSCG plasmid by GFP一1一X and GFP一1一E Primers 4-100

bp ladder 5-1 kb ladder 6—7一amplification of non—

transformed A．annua plant by SS一1 and SS一2 Primers 8一

amplification of transgenic A．annua plant by SS一1 and SS一2

Primers 9-amplification of pRSCG plasmid by SS一1 and SS一2

Primers

图6转基因青蓠植株的PCR鉴定

Fig．6 PCR Identification of transgenic A．annua plants
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1-pRSCG质粒以GFP一1一X、GFP一1一E引物的扩增 2一转基因植

株以GFP一1一X、GFP一1一E引物的扩增3一未转化植株以GFP一1一

X、GFP一1一E引物的扩增4一未转化植株以SS一1、SS一2引物的扩

增5-pRSCG质粒以SS一1、SS一2引物的扩增6一转基因植株以

SS—l、SS一2引物的扩增

1-amplification of pRSCG plasmid by GFP-r1-X and GFP—-1—-E

Primers 2-amplification of transgenic A．a，znua plant by GFP-

1-X and GFP—l—E Primers 3-amplification of non—transformed

A．annua plant by GFP一1一X and GFP-1-E Primers 4一

amplification of non—transformed A．annua plant by SS一1 and

SS—-2 Primers 5-amplification of pRSCG plasmid by SS——1 and

SS一2 Primers 6-amplification of transgenic A．annua plant by

SS一1 and SS一2 Primers

图7 PCR扩增产物的杂交检测

Fig．7 Hybridization of PCR amplicons

和水稻[1”中取得了实质性成果。植物基因打靶研究

进展缓慢的主要原因是外源基因插入植物基因组的

方式通常以随机整合为主，定点整合异常罕见[1 2|，

因而导致植物中基因打靶效率极低(10_3～

10_)[1 3|。随着正一负标记筛选技术的建立，基因打靶

效率已经得到普遍提高。然而，由于选择标记基因表

达水平低、多拷贝标记基因沉默[143或植物细胞耐受

性[1明等原因，常常导致一些基因打靶已获成功的转

化细胞死亡。在植物基因打靶效率很低的情况下，采

用正一负双向选择难以得到成活的转化细胞，因而无

从进行选择。为此，在青蒿基因打靶实验中尝试“分

段选择法”，即第1步不加任何抗生素，以保证转化

细胞成活，并以报告基因(GFP)取代正选择标记(如

抗生素抗性标记)基因，以尽快淘汰非转化细胞；第

2步经过PCR扩增并结合分子杂交区分突变基因

与野生基因；第3步才利用负选择区分含有定点替

换与随机插入的转化细胞，从而确认基因打靶成功。

采用这种方法，笔者检查了大约200棵转基因植

株，从中发现了l株可能带有打靶基因的转基因青

蒿植株，基因打靶效率已达到o．02。由此可见，分段

选择法有利于获得基因打靶植物，对于在其他植物

中开展基因打靶研究也可能具有一定的启发意义。

下一步工作是鉴定基因打靶的表型效果，即SS基

因的缺失对青蒿素含量及植株生长发育的影响。
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