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抗冻蛋白(afp)基因表达载体的构建 

及对香蕉胚性细胞悬浮系的转化 

徐春香1，何勇强2，尉义明 ，卢博彬 ，胡桂兵1，陈厚彬 
(1．华南农业大学 园艺学院。广州 510642；2．广西大学 生命科学与技术学院，南宁 530005) 

摘 要：通过 PCR从‘京都七寸人参 ’胡萝 卜基因组 DNA中扩增抗冻蛋白基因，测序结果表明该基因的核苷 

酸序列与从宁夏‘吴忠 ’胡萝 b中克隆的完全一致。先后将获得的胡萝 卜afp基因克隆和亚克隆至 pMD18一T 

和 pBI121，构建植物表达载体 pBI121一afp。通过冻融法将 pBI121一afp导入根癌农杆菌 EHA105中。以香蕉 

栽培品种‘北大矮蕉’的胚性细胞悬浮系为受体，采用农杆菌介导法将胡萝 卜afp基因导入其中，然后在 Ka— 

namycin的选择压力下通过体细胞胚发生途径进行植株再生。共获得抗性再生植株 9株，其中两株经 PCR检 

测呈阳性，可初步确定目的基因已经整合到这两株转基因香蕉植株的基因组中。 
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Abstract：Antifreeze protein(afp)gene was amplified by polyrnerase chain reaction using genomic DNA extracted 

from the seedling of carrot CV．Jingdou Qicunrenshen．Sequencing result showed that there was no difference in nude— 

otide sequence between this afp gene and that cloned from‘Wuzhong’carrot in Ningxia．afp gene was subsequently 

cloned into intermediate vector pMD18一T and binary vector pBll21 to construct plant express vector pBI121一afp， 

which was transformed into Agrobacterium tume
．

faciens strain EHA105 by freeze-thaw method．Agrobacterium tu一 

7he faciens—mediated method was used to introduce alp gene into the embryogenic cell suspension of Musa AAA Cav— 

endish CV．Beida Aijiao，followed by plant regeneration v／a embryogenesis．PCR analysis showed that 2 from 9 ob— 

tained regenerated plants resistant to kanamycin were positive，which possibly indicated that afp gene has been inte— 

grated into the genome of banana plants． 
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香蕉(M~sa spp．)是重要的热带亚热带水果与 

粮食作物 ，2006年我国年产量超过 600万吨(中国 

农业年鉴编辑委员会 ，2006)。除了枯萎病等严重病 

害外，我国香蕉的生产还受到冷害的威胁。如 20世 

纪 9O年代 ，我国香蕉主产区就先后 4次遭遇重大寒 

潮的袭击。最根本、最有效的措施就是栽培优质、抗 

性强的品种。然而，香蕉 的主要栽培品种均为三倍 

体，难以通过传统的杂交育种方式获得品质好、抗性 

强的优良新品种。利用包括基因工程技术在内的生 

物技术培育香蕉抗病新 品种成为必要。至今 ，国内 

外均未见有香蕉抗寒遗传转化的研究报道。 

香蕉胚性细胞悬 浮系 (Embryogenic cell SUS— 

pension，ECS)是遗传转化的理想受体 ，因为通过体 

胚发生途径的植株再生通常是单细胞起源的，可大 

幅度减少甚至避免嵌合体的产生(Roux等，2004)。 

近年来，国际上香蕉遗传转化已开始采用 ECS为受 

体(Ganapathi等，2001；Khanna等，2004)，但至今 

国内所有的香蕉遗传转化报道均以茎尖为受体(李 

华平等，2000；黄霞等，2002；林德球等，2004)。 

从胡萝 卜(Daucus carota)中克隆的抗冻蛋白 

基因(Antifreeze protein，．fp)不仅 具抗冻 活性 

(Worrall等，l998；Fan等，2002)，还有提高生物耐 

冷性的功能(赵凌等，2006)。本文在成功建立香蕉 

ECS和体细胞胚发生途径植株再生体系的基础上 

(徐春香等，2004a，b；Xu等，2005)，采用根癌农杆菌 

介导法，将从胡萝 卜中克隆 的 ．fp基 因导人香 蕉 

ECS，然后通过体细胞胚发生途径进行植株再生，以 

期为通过基因工程技术培育香 蕉抗 寒新 品种奠定 

基础 。 

1 材料和方法 

1．1材料 

目的基因供体为市售‘京都七寸人参’胡萝 卜 

(DaUCU5 carota)，播种萌芽后采用 CTAB法提取幼 

叶基因组 DNA备用。遗传转化的受体为‘北大矮 

蕉’(Musa AAA Cavendish)的 ECS，保存在华南农 

业大学热带亚热带果树实验室。大肠杆菌(E．coli) 

菌株为 JM109，根癌农杆 菌(Agrobacterium tume一 

．  ciens)菌株是 EHA105。基 因克隆载 体为 pMD 

l8一T，植物表达载体为 pBll21。 

1．2方法 

1．2．1 afp基因的克隆 根据已发表的胡萝 卜．fp 

基因序列(尹明安等，2001)设计 l对特异引物 ，分别 

在正向和反向引物的 5 端加入 XbaI和 SacI酶切位 

点，以方便后续步骤 中 目的基 因与植物表达载 体 

pBI121的连接并保证 目的基 因按 正确方 向插 入。 

引物序列：正向 5 TCTAGA(XbaI酶切位点)ATG 

AAT ATT GAA TCA TCT TTC TGC 3 ，反向 5 

GAGCTC(Sacl酶切位 点)CTA GCA TTC TGG 

CAA TGG AGC A 3’。由于胡萝 卜．fp基因中不 

含内含子(尹明安等，2001)，所 以直接 以其基 因组 

DNA为模板进行 PCR扩增。PCR反应条件 ：94℃ 

预变性 4 rain，94℃变性 1 min，55℃退火 l min，72 

℃延伸 1 rain，反应进行 3O个循环，72℃最终延伸 

10 min。PCR产物经纯化回收后 与 pMD 18一T载 

体(Takara)连接(按生产商推荐的方法进行)，构建 

重组质粒(命名为T—afp)。重组质粒按文献(Sam— 

brook等，1992)进行转化、筛选与抽提。经酶切鉴 

定呈阳性的克隆用于序列测定。酶切反应体系为： 

10×缓冲液 2 L，XbaI l L(Takara)，Sac I l L 

(Takara)，待检质粒 1O L，加 ddH2O至总体积 2O 

L，37℃下反应过夜。序列分析由宝生物工程(大 

连)有限公司完成。 

1．2．2“
． 基因植物表达栽体的构建与工程茵的获 

得 测序结果表明含正向插入目的片段的重组质粒 

用 Xba I和Sac I对其进行双酶切，纯化回收约1．1 

kb的 目的 DNA片段；再用相同的酶对 pBI121进行 

双酶切，回收约 10 kb大小的线状 pBI121载体，并 

将二 者 进 行 连 接，构 建 植 物 表 达 载 体 ，命 名 为 

pBI121一．fp。pBI12卜．fp对 大肠 杆 菌的转 化、筛 

选、抽提与酶切的方法均参 照文献(Sambrook等， 

1992)进行 。经酶切鉴定 呈阳性 的 pBI121一．fp克 

隆采用液态冻融法(Sambrook等，l992)转化根癌 

农杆菌，经 PCR检测呈阳性的克隆用于香蕉 ECS 

的遗传转化。引物序列与PCR反应条件同 1．2．1。 

1．2．3香蕉 ECS受体 系统遗传转化体 系的建立 

过夜培养(14～l6 h)的工程菌液，4 000 g离心 1O 

min，弃上清，用ZZL液体培养基(Dhed’a等，l991) 

重悬浮至 OD㈣=0．4左右(含 AS 150／Lmot·I )， 

加入约占总体积三分之一，继代后培养 7 d的悬浮 

细胞，使 AS的终浓度约为 100／~mol·L ，于 21～ 

22℃、20~30 r·rain。条件下进行侵染。侵染结束 

后，吸干悬浮细胞表面的菌液后将其转入含 100 

／~mol·L- AS的 ZZSS(Dhed’a等，1991)培养基中 

21～22℃下黑暗条件下共培养 6 d。共培养结束后 
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的细胞转到筛选培养基(ZZSS+50 mg·L- 卡那霉 

素和 500 mg·L 羧苄青霉素)上，28℃下暗培养 ， 

每 2周继代 1次，继代 2次后将羧苄青霉素浓度降 

至 300 mg·L～。8周后 ，按徐春香等(2004b)所描 

述的方法进行体细胞胚与植株再生 ，整个植株再生 

过程添加羧苄青霉素的浓度均为 100 mg·L- ，添 

加卡那霉素浓度除生根培养基中为 100 mg·L～， 

其余在体细胞胚再生、成熟、萌发培养基中均为 5o 

mg·I ～，每 2周更换培养基一 次。以未经转化 的 

ECS在不添加卡那霉素和羧苄青霉素的培养基上 

进行体细胞胚与植株再生为对照。 

以从 l g细胞转化所获得的抗性植株与从 1 g 

对照所获得的再生植株数之比为遗传转化效率 。 

1．2．4 PCR检测 CTAB法提取转基因植株和对照 

的基因组 DNA。用 n厂p基因特异性引物进行 PCR 

检测。引物序列及 PCR反应条件均同 1．2．1。 

2 结果与分析 

2．1胡萝 卜afp基因植物表达载体的构建 

以胡萝 卜幼叶基因组 DNA为模板，经 PCR扩 

增、纯化回收后所获得的目的片段见图 l，其长度约 

1．1 kb，与预期一致，表明目的基因已被成功扩增。 
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图 1 胡萝 卜基因组 DNA中目的基 因片段的扩增 

Fig．1 The amplification of interest fragment 

from genomic DNA of carrot 

M．DNA marker DL2000；1．PCR产物 。 

用 Xba I和 Sac I对重组质粒 T---． 进行酶切 

所获得的结果见图 2，表明 目的基 因已被成功克隆 

至 pMD18一T载体。测 序结果 表 明：‘京 都七 寸人 

参’胡萝 卜的目的基因长 l 099 bp，其核苷酸序列与 

从宁夏‘吴忠’胡萝 卜中克隆的 a．fp基因(尹明安 

等，2001)完全一致，核苷酸同源性为 100 (核苷酸 

序列省略)，证明所克隆的目的片段正是 “厂户基因。 
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图 2 重组质粒 T—n， 酶切结果 

Fig．2 Restriction enzyme digestion of 

recombinant T—afp plasmid 

M1．x-Hind 11I DNA marker；1．2．重组质粒 Xba I和 

Sac I双酶切 ；M2．DNA marker DL2000． 
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图3 重组植物表达载体 pBI121-afp酶切结果 

Fig．3 Restriction enzyme digestion of 

recombinant pBI121一a
．fp plasmid 

MI．k-Hind 111 DNA marker；1-4．重组质粒 Xba I 

和 Sac I双酶切；M2．DNA marker DL2000． 

测序结果还表明 目的片段在克隆载体内的连接方向 

为正向的(测序结果略)。用 Xba I和 Sac I对植物 

表达载体 pBI12卜a．fp进行 酶切 ，也可切下大小约 

为 1．1 kb，与预期一致的产物(图3)，表明植物表达 

载体构建成功。随机挑取几个经液态冻融法转化的 

根癌农杆菌 EHA105克隆进行 PCR检测，结果均 

呈阳性反应(图 4)，表明携带胡萝 卜“fp基因的植 

物表达载体已成功转化至根癌农杆菌中，可用于下 

一 步香蕉 ECS的遗传转化。图 5是重组质粒 

pBI12卜．fp的区段示意图。 

2．2转化子的筛选与体细胞胚发生途径植株再生 

‘北大矮蕉 ’的 ECS转人筛选 ZZSS培养基后 ， 

2周内转化材料的生长情况与对照问的差异不明 

显：对照没有褐化现象，极少量直径很小的细胞团在 

接种后 2周内褐化死亡(通常在边缘)，转化后的实 

验材料基本也不会发生褐变现象，只有极少量的细 
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胞团褐化死亡 ，通常呈点状分布而不是 固定在边缘。 

约在接种至筛选培养基 4周后 ，在抗生素的持续作 
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图 4 EHA1O5菌株中afp基因的 PCR扩增 

Ng．4 PCR amplification of a fpgene in EHA105 strain 

M．250bp ladder marker；1—2．空 白对照；3．质粒； 

4-8．转化 EHA105克隆 。 

用下，转化材料中死亡的细胞量逐渐增多，可以很明 

显地观察到呈点状分布的黑褐色斑点 ，细胞的增殖 

量明显少于对照。而对照的细胞在不含任何抗生素 

的 ZZSS培养基上迅速增 长，初期少量的死亡细胞 

因所占比例下降而不易被观察到。8周后，转化材 

料中的黑褐色斑点逐步连成一片 ，与黄白色细胞相 

间并存 ，并已有少量再生体细胞胚 出现 (图 6：A)。 

在RD1体细胞胚再生培养基筛选8周后，再生体细 

胞胚进一步增大(图 6：B)，在 RD2体细胞胚成熟培 

养基上培养 4周后，大多数再生体细胞胚在抗生素 

的选择压力下逐渐褐化死亡，只有少量体细胞胚萌 

发(图 6：C)。将获得 的再生体胚转人 REG培养基 

后萌生叶(图 6：D)，在生根培养基上已萌发的再生 

材料其叶鞘进一步伸长 ，并诱导产生根，最终获得完 

整的再生植株(图 6：E)。 

图 5 质粒 pBI1 2l ，P的区段示意图 

Fig．5 The construction of plasmid pBI1 21一afp 

图 6 ‘北大矮蕉’胚性细胞悬浮系遗传转化后体细胞胚发生途径植株的再生 

Fig．6 Plant regeneration from the embryogenie cell suspension of MuSa AAA CV
, 

‘Beida Aijiao’via embryogenesis after transformation 

A．ZZSS培养基筛选 8周；B．RD1培养基 8周；c．RD2培养基 4周；D．REG培养基4周；E．生根培养基 4周。 

A．Screening on ZZSS medium for 8 weeks；B．Eight weeks after inoculation on RD1 medium；C
． Fouf weeks after inoculati0n 

on RD2 medium；D．Four weeks after inoculation on REG medium；E
． Four weeks after inoculation on rooting medium 

2．3遗传转化效率 

实验中从每克未经转化和筛选的细胞所获得的 

再生植株数为 1 080株 ，而从 0．76 g转化细胞经筛 

选后共获得抗性再生植株 9株，折算从每克经转化 

和筛选的细胞所获得的再生植株数为 11．8株。因 

此，所获得的遗传转化效率约为 1．1 。 
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2．4 PCR分析 

提取 9株抗性植株的基因组 DNA，以非转基因 

体细胞胚发生途径再生植株为对照进行 PCR检测， 

从其中2株转基因植株能扩增出与 目的基因大小一 

致的条带(约 1．1 kb)(图 7)，从 而证明了转基因植 

株 中．fp的存在。PCR阳性率为 22．22 。 
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图 7 转基因植株 n-厂 的 PCR扩增检测 

Fig． PCR amplification of a{．p in transgenic plants 

M．DNA marker DL2000；I．空 白对照；2．质粒 ； 

3．阴性对照 ；4—5．转基 因植株。 

3 讨论 

Worrall等(1998)首次从 英国胡萝 b(var．／／U— 

tumn)中克隆到n． 基因。尹明安等(2001)从耐寒 

性很强的中国宁夏 ‘吴忠 ’胡萝 卜中也 克隆到 n厂p 

基因，其核苷酸序列与英国胡萝 卜的同源性为 98． 

5 9，6。本研究从‘京都七寸人参’胡萝 b克隆到的 

n 基因与宁夏‘吴忠’胡萝 卜中克隆到的同源性高 

达 100 ，这表明胡萝 卜中的afp基因高度保守。 

尽管 国内已有一些成功建立香蕉 ECS的报道 

(徐春香等，2004a；2oo4b；Xu等，2005)，但至今尚未 

见有以香蕉 ECS为受体系统进行遗传转化的报道。 

本文在成功建立我国香蕉栽培品种 ECS的基础上， 

采用根癌农杆菌介导法将胡萝 卜afp基因导入香 

蕉 ECS，成功获得 了转基 因植株 ，为通过基因工程 

技术培育香蕉新品种奠定基础，同时也能为其他功 

能基因对香蕉 ECS的转化提供参考。 

本研究中所获得的遗传转化效率相对较低。可 

能原因如下：1)本次实验中采用的 ECS年龄偏老(2 

年)，有研究表明年龄小于 6个月的香蕉 ECS最适 

于遗传转化(Remy，2000)；2)与遗传转化效率的计 

算方法有一定的关系，本研究中以从 l g细胞转化 

所获得的可能的转化植株与从 1 g对照所获得的再 

生植株数之比为遗传转化效率，较准确、合理地对 

ECS为受体时所获得的遗传转化效率进行了计算； 

3)抗生素在植株再生过程中长期(约 6个月)、不间 

断的使用影响了转化效率。如果只经过 2个月的抗 

生素筛选后去除抗生素的选择压力，有可能大幅度 

地提高遗传转化的效率 ，但同时也会降低 PCR检测 

的阳性率。此外 ，提高 ECS的质量、探讨离心和真 

空等技术在香蕉 ECS遗传转化 中的应用 ，将有利于 

遗传转化效率的提高。 

Worrall等 (1998)将从冷诱导的胡萝中克隆的 

afp基因的 eDNA序列导人烟草后 ，成功检测到了 

“
．厂户基因的组成型表达，发现转基 因烟草提取物可 

以抑制冰晶的生长。将从胡萝 卜中克隆的 n． 基 

因转入烟草，结果发现转基因烟草的耐冷性比野生 

型烟草的还要强(Fan等，2002)。赵凌等(2006)利 

用花粉管通道法将从胡萝中克隆的 ．fp基因转入 

籼稻中，获得了转基因后代，并对 T3代和 T4代转 

基因植株进行苗期耐冷性鉴定，结果发现这些转基 

因苗获得了不同程度的耐低温性。本研究中获得的 

PCR检测呈阳性的转化植株其抗寒性能还有待于 

进一步研究 。 
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效果好，质量浓度在 l4．55～116．40 t~g／mL范围内 

与峰高呈良好的线性关系(r一0．9999)，平均回收率 

为 97．56 9／6。将该方法应用于样品的测定，其稳定 

性、重现性和准确性 良好，可作为牙膏的质量控制 

方法 。 
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