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摘 要 将多肽抗生素 6<;B61A;=基因与病程相关蛋白的信号肽序列融合，构建了 6<;B61A;=的分泌型植物表达载
体、6<;B61A;=与另一多肽抗生素 CD;E6.F的双价分泌型植物表达载体，以本实验室原来构建的 CD;E6.F分泌型植物表
达载体做对照，转化了模式植物烟草。对 /种转基因植物进行了分子检测，转化再生苗 84G为 HIJ阳性，C’,KD1L=
杂交结果进一步证明外源基因已经整合到了烟草基因组中，J0.HIJ检测表明外源基因可以在转基因烟草内正常
转录。对 0% 代转基因烟草进行烟草野火病的抗病性实验，从 /种转基因烟草中都得到了抗病植株，病情指数分析

的初步结果显示，双价转基因烟草抗病性最好，6<;B61A;=的次之，CD;E6.F的最差。
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由病原细菌引起的植物病害在世界上约有 /%%
多种，我国有 "%种以上，几乎每种作物、果树、蔬菜
及花卉都受到一种或几种病原细菌的侵染。植物细

菌病害可给农业生产带来巨大损失，如水稻白叶枯

病是我国华东、华中和华南稻区的一种主要病害，在

我国每年发病面积可占全国水稻种植面积的 #G，
发病后一般减产 !%G O /%G，严重时减产 4%G以
上，每年带来直接经济损失折合人民币近 !%亿元。
在植物中表达异源多肽抗生素基因是提高植物

抗细菌病能力的一条有效途径。6<;B61A;=是一类来
源于膜翅目昆虫的富含脯氨酸的多肽抗生素，一般

由 !3 O !2 个氨基酸组成［!］。尽管目前对该类多肽
抗生素的作用机理还不完全清楚，但是已有实验证

明 6<;B61A;=是通过膜上受体的介导而杀死细胞的，
这与天蚕素 A1AL’<;=及其类似物，如 CD;E6.F等裂解
肽通过裂解细胞膜杀菌的作用机理完全不同［$］。在

体外试验中，6<;B61A;=对多种植物致病菌具有极强
的抗菌作用，并且对植物原生质体没有毒性［/］。因

此 6<;B61A;=有可能在植物抗细菌病基因工程中发
挥重要作用。CD;E6.F是一种典型的可形成双亲螺旋
结构的裂解肽，具有广谱抗菌作用，已经用于植物抗

细菌病基因工程［#］。

我们以 CD;E6.F为对照，构建了 6<;B61A;=单价和

6<;B61A;= P CD;E6.F双价分泌型植物表达载体，并转
化模式植物烟草，对 0% 代转基因烟草进行了分子检
测和抗病性分析，研究了 6<;B61A;=在植物抗细菌病
基因工程中应用的可行性。

( 材料与方法

( )( 质粒、细菌菌株及植物材料
植物表达载体 <Q;=#/2［4］由田颖川等人构建：农

杆菌（31*(4+0/%*#)5 /)5%-+0#%$&）RQN##%#及植物材料
烟草 S/$3（6#0(/#+$+ /+4+0)5 AE) S/$3）来自本实验
室。丁香假单胞菌烟草致病变种（7&%)8(5($+& &29
*#$1+% <E) /+4+0#）（烟草野火病菌）由沈阳农业大学吴
元华教授惠赠。

( )* 试剂
各种限制酶和修饰酶分别购自 R0F公司、J’AD1

T’(1A,(6L Q;’AD1:;A6(@等公司；同位素!./4 C.N0H购自
美国 *9*公司；J0.HIJ试剂盒和随机引物试剂盒
购自 HL’:1>6 公司；CD;E6.F 和 6<;B61A;= 的兔抗血清
由协和医科大学基础医学研究所刘景生教授制备。

( )+ 烟草基因组 ,-.和烟草总 /-.的提取
烟草基因组 U*N 的提取参照 T;AD61(@ 等人的

方法［3］，略做改动。烟草总 J*N 的提取参照文献
［"］进行。



! "# 寡核苷酸链的合成及转基因烟草的 $%&检测
寡核苷酸链由 !"#公司和上海生物工程公司合

成并经过 $%&’纯化。
(）按植物偏嗜密码子合成的 )*+,)-.+/基因编码链：
012&&%%%3%%3%&%33%&"""%3%"333"3%
%33%3&"33"33%3%333"%&3"""%&"%%&241

5）按植物偏嗜密码子合成的 )*+,)-.+/基因非编码链：
012%%""3""%3"%%%&33"%&&&"&"&&%&&%3&
"&&""&%&&&%"&"%%%"&&"3"&""&"""33241

4）$6信号肽 01引物（$(）：
012"3"3%%%"&33%"33""3"""241

7）)*+,)-.+/基因 41引物（$5）：
012"%3"%%%&33"%&&&"&"&&241

0）89+:)2#基因 41引物（$4）：
012%33%%3"&3&3&&&3&"3241

;）408引物：
0123"&%3&"%%&&&%"&%3&3241

$36反应条件如下：<7=变性 4>?，05=退火
(@+/，A5=延伸 (@+/。用引物 $( 和 $5 配对，扩增
$6信号肽和 )*+,)-.+/的融合基因片段；用 $(和 $4
配对扩增 $6信号肽和 89+:)2#的融合基因片段。
! "’ 转基因烟草的 ()*+,-./印迹分析
参照文献［B］进行。以非转基因烟草作为阴性

对照，以转基因烟草相应的植物表达载体中含 )*+2
,)-.+/和 89+:)2# 基因的 !"#,### 和 $%&6# 酶切小片
段做阳性对照。探针标记按 $CD@-E) 公司 $C+@-2)2
&-/- !)F-G+/E 8H?I-@进行。
! "0 转基因烟草的 &12$%&分析
本实验利用 $CD@-E)公司的 %..-?? 6"2$36 8H?2

I-@一步法完成的，它把反转录和多聚酶链式反应

合二为一。操作按照试剂盒说明进行。

! "3 烟草外植体的转化
参考 JDC?.9等人的方法进行［<］。

! "4 转基因烟草的抗野火病试验
"> 代转基因烟草扩繁后移入盆中，长至 0 K ;

片叶子时，在供试烟草的叶片背面靠近主脉处注射

4 L (>;3MNO@! 的烟草野火病菌菌液，每点注射约
(>!!，每片叶子注射 ; K (> 个点。以非转基因烟草
P45;作对照。保持高温高湿的条件（50 K 4>=），接
菌 0,后调查病情，记录每株烟草的发病情况。实验
重复 4次。

5 结果与分析

5 "! 多肽抗生素 67896-:8/ 和 (,;862< 分泌型植物
表达载体的构建

89+:)2# 的分泌型植物表达载体 *Q+/$68# 的构
建参见文献［(>］，其结构示意图见图 (。质粒 *8P$6
由本实验室保存，其中含有烟草 $6(F信号肽序列，
在信号肽序列的 41末端具有 ’()#位点。根据植物
偏嗜密码子人工合成了抗菌肽 )*+,)-.+/ 基因的两
条链，退火后得到 )*+,)-.+/基因，其 01为平末端，41
带有 $%&6# 的粘性末端。*8P$6 用 ’()# 酶切，"7
聚合酶补平，再用 $%&6#酶切，回收载体片段，与 )*2
+,)-.+/基因连接，得到中间载体 *8P$6JF#。测序证
明了核苷酸序列的正确性。用 $%&6#和 !"#,"酶切
*8P$6JF#，再经 "7聚合酶处理，载体自连得到 *8P2
$6JF#4>4。用 *+,J#和 -+(#双酶切该载体，回收含
有 $6F(信号肽和 %*+,)-.+/融合基因的小片段，与经
同样酶切的双元载体 *Q+/74B连接，得到 %*+,)-.+/的
单价植物表达载体 *Q+/$6JF#（结构示意图见图 (）。

图 ( 三种植物表达载体的结构示意图
M+ER( 8.9-@)I+. C-*C-?-/I)I+D/ DS I9- DCE)/+T)I+D/ DS I9C-- *G)/I -U*C-??+D/ :-.IDC?

用 !"#,### 和 $%&6# 分别酶切 *Q+/$6JF# 和
*Q+/$68#，回收小片段，并分别与相同酶切的 *P8
（ V）相连，得到中间载体 *P$6JF#和 *P$68#。*P2
$68#经 !"#,### 酶切，"7 聚合酶补平，再用 .&/# 酶

切，回收含 $68# 基因的片段；*P$6JF# 经 $%&6# 酶
切，"7聚合酶补平，再用 .&/# 酶切，与上述片段相
连得到中间载体 *P$68#JF#。该载体经 $%&6# 和
*+,J#双酶切后，回收含 $68# 和 $6JF# 基因的片
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段，与经同样酶切的双元载体 !"#$%&’ 连接，得到
(!#)(*+#$和 ,-#.(/0的双价植物表达载体 !"#$12,03/
40（结构示意图见图 5）。
! "! 转基因烟草的获得
用农杆菌介导转化法，分别将上述 &种植物表

达载体转入烟草中，各获得 6($抗性植株 78株。在
下面的文章中，,-#.(/0转基因烟草，(!#)(*+#$ 9 ,-#/
.(/0双价转基因烟草和 (!#)(*+#$ 转基因烟草，分别
被称为烟草 :，"和 ;组。转基因烟草植株形态正
常，且能正常结籽，部分转基因烟草已经收获种子。

! "# 转基因烟草 $%&鉴定
为了初步鉴定外源基因在烟草基因组中的整合

情况，我们对转基因烟草进行了 1;2检测。1;2产
物的琼脂糖凝胶电泳图略。从 (!#)(*+#$ 9 ,-#.(/0双

价转基因烟草和 (!#)(*+#$单价转基因烟草的基因组
<=:中扩增到约 5784!的含 (!#)(*+#$基因的 <=:片
段，从双价转基因烟草和 ,-#.(/0单价转基因烟草的
基因组 <=:中扩增到约 >584! 的含 ,-#.(/0 基因的
<=:片段。转基因烟草的 1;2阳性率约为 ?7@。
! "’ ()*+,-./印迹分析
为了进一步鉴定外源基因在烟草基因组中的整

合情况，我们在三类转基因烟草中，分别随机选取 &
株 1;2阳性的烟草进行 ,ABC-*D$ 4EACC#$F检测，烟草
基因组 <=: 经 !"#20 和 $%&)000 双酶解后进行
,ABC-*D$分析，结果见图 >。除 ; 组烟草中的一株
外，其他被测烟草植株在与阳性对照大小相当的位

置都有杂交带，而阴性对照在该位置没有杂交带，进

一步证明外源基因已经整合到了烟草基因组中。

图 > 转基因烟草的 ,ABC-*D$ 4EACC#$F分析
G#FH> ,ABC-*D$ ($(EIJ#J AK CD($JF*$#+ CA4(++A

:H LD($JF*$#+ CA4(++A AK ,-#.(/0；"H LD($JF*$#+ CA4(++A AK (!)(*+#$ ($) ,-#.(/0；;H LD($JF*$#+ CA4(++A AK (!#)(*+#$

M H 1AJ#C#.* +A$CDAE；N H =*F(C#.* +A$CDAE；O($* 5 P & (D* CD($JF*$#+ JCD(#$J

! "0 转基因烟草的 &12$%&分析
为验证各抗菌肽基因在转基因烟草中的转录水

平，选择 ,ABC-*D$ 4EACC#$F阳性的烟草进行了 2L/1;2
检测。其中 ,-#.(/0转基因植株 5 株，(!#)(*+#$转基
因烟草和 ,-#.(/0 9 (!#)(*+#$的转基因烟草各 >株。

除了扩增 (!#)(*+#$片段时所用上游引物为 &7,通用
引物外，其他的引物与烟草基因组 <=:的 1;2扩增
引物相同。结果见图 &。"组的 5株烟草在 2L/1;2
扩增含 ,-#.(/0的片段时，结果为阴性，其它转基因
烟草都扩增到了与预期大小一致的产物。含 (!#)(/

图 & 转基因烟草的 2L/1;2检测
G#FH& 2L/1;2 ($(EIJ#J AK CD($JF*$#+ CA4(++A

:H LD($J+D#!C#A$ ($(EIJ#J AK ,-#.(/0 F*$* #$ CD($JF*$#+ CA4(++A AK FDAB! :（E($* &）($) FDAB! "（E($*5 P >）；"H LD($J+D#!C#A$ ($(EIJ#J AK

(!#)(*+#$ F*$* #$ CD($JF*$#+ CA4(++A AK FDAB! "；;H LD($J+D#!C#A$ ($(EIJ#J AK (!#)(*+#$ F*$* #$ FD($JF*$#+ CA4(++A AK FDAB! ;

QHQ(DR*D；N H =*F(C#.* +A$CDAE；M H 1AJ#C#.* +A$CDAE H L-* AC-*D E($*J (D* CD($JF*$#+ JCD(#$J
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!"#$基因的产物约 %&&’(，含 )*#+,-. 基因的产物约
/0&’(。扩增的所有片段大小均与预期的相同。由
此推断 ,(#1,!"#$ 基因和 )*#+,-.基因可以在转基因
烟草中进行转录。

!"# 转基因烟草的野火病抗性试验
烟草野火病由丁香假单胞菌烟草致病变种（! 2

"#$%&’() (+2 *(+(,%）引起，是主要危害烟草叶部组织
的一种细菌病害。病叶初呈水渍状圆形褪绿小斑

点，后病斑逐渐扩大，中心变褐，四周有宽的黄晕，合

并成不规则的大斑，上有轮纹。天气潮湿时病斑表

面有薄层溢脓，干燥后枯焦破碎，穿孔脱落。多雨潮

湿及幼苗密集时，病害迅速蔓延，引起幼苗成片腐

烂，倒伏死亡，似火烧状。

我们以非转基因烟草 3%/4做对照，对转基因烟
草进行了接种烟草野火病菌的试验。在 /& 株转
)*#+,-.基因的烟草中，有 5株的抗病性高于对照，只
有 0株抗性较显著；在 /6株转 ,(#1,!"#$基因的烟草
中，有 00株的抗病性高于对照，其中 4株抗性显著；
在 //株转 )*#+,-. 7 ,(#1,!#$基因的烟草中，有 5株
的抗病性高于对照，其中 6株抗性显著。部分接菌

实验的结果见彩版 89,:! !。在图中，接菌 ;1后非
转基因的对照植株（<3）出现明显的黄色枯斑，转
)*#+,-.基因的烟草（=>）在注射点附近有退绿现象，
而转 ,(#1,!"#$ 基因的烟草（<4）和双价转基因烟草
（?6%）未表现任何感病症状。
为了对不同转基因烟草之间的抗病性进行比

较，我们引入植病研究中的病情指数和病级的概念，

对抗病实验的结果进行了统计学分析，参照青枯病

的病情调查方法，将病情严重程度分为以下几级：

&级：所有接种点没有病斑；0 级：0@6 以下的接
种点为病斑；/级：0@6 A 0@/的接种点为病斑；%级：0@
/ A %@6的接种点为病斑；6 级：%@6 以上的接种点为
病斑；;级：接种点全为病斑。
病级和病情指数的计算参照文献［0/］进行，计

算结果见表 0。统计分析的结果表明，)*#+,-. 转基
因烟草对烟草野火病的抗病性为中感级，转 ,(#1,!-
"#$和转 ,(#1,!"#$ 7 )*#+,-.的烟草为抗病级。从参
试植株中健株比例及病株的病情指数可以得出转双

基因的烟草抗性优于转单价 ,(#1,!"#$ 的抗性，转
)*#+,-.烟草的抗性最差的初步结论。

表 $ 转基因烟草的抗病性分析结果
%&’() $ *)+,+-&./) &.&(0+,+ 12 -3&.+4).,/ -1’&//1

BCDE( FDC!#G$ G!$! HD2 DI J:C,#$J HD2 DI E$#$I!":!1 J:C,#$J K#J!,J! #$1!L )?M)!

BCDE( = )*#+,-. /& 0 45 %N%;

BCDE( ? =(#1,!"#$ 7 )*#+,-. /6 O /ON6 0N6/

BCDE( < =(#1,!"#$ // 6 %/ 0N4&

3%/4 HD IDC!#G$ G!$! O & 0&& ;

!：)"DC#$G DI ’,":!C#,9 P#9: J!+!C#:Q

5 讨 论
为了降低植物蛋白酶对表达产物的降解，同时

也为了在病原菌破坏植物细胞之前，使表达产物与

病原菌直接作用起到抗菌效果，我们在多肽抗生素

,(#1,!"#$和 )*#+,-.基因的上游分别融合了 8R蛋白
的信号肽序列，使它们可以分泌到胞外。

为了验证各转基因烟草中多肽抗生素基因在翻

译水平上的表达情况，我们提取了其可溶性蛋白，进

行了 M!J:!C$印迹分析。但没有检测到多肽抗生素
,(#1,!"#$和 )*#+,-.的存在。推测可能的原因是由于
这 /种多肽抗生素在转基因植物中的含量过低或者
是由于小肽的 M!J:!C$检测灵敏度较差。
病情指数和病级测定是植病研究中用来分析某

一作物品种或转基因株系的抗病能力的方法。为了

比较 %种转基因烟草的抗病力，我们借用这两个概

念对 S& 代的转基因烟草的抗病性进行了统计学分

析。尽管在转基因烟草中没有检测到多肽抗生素基

因的表达产物，但是抗病性统计分析结果表明，%种
转基因植物对烟草野火病的抗性都有所提高。说明

了外源基因在植物中有一定水平的表达。初步的统

计结果表明，双价转基因烟草的抗性最强，,(#1,!"#$
的次之，)*#+,-.的最差。)*+#,-.转基因烟草抗病性
较差，可能与其对烟草野火病的抗菌活性较低有关。

多肽抗生素抗菌活性高，抗菌谱广，不易产生抗

性突变株，对高等真核生物无害，在植物抗细菌病基

因工程的研究中具有广阔的应用前景。目前用于植

物抗病基因工程的多肽抗生素主要是具有双亲螺旋

结构的裂解肽或植物来源的多肽抗生素。但是裂解

肽在亲水环境下不能形成高级结构，容易被植物蛋

白酶降解。植物来源的多肽抗生素则存在同源序列

引起的基因沉默等问题［0/］。为了克服上述困难，我
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们选择富含脯氨酸的线性多肽 !"#$!%&#’ 进行了植
物抗细菌病基因工程的研究。!"#$!%&#’具有良好的
热稳定性和酸稳定性，对多种植物致病细菌具有很

强的抗菌活性［(］。!"#$!%&#’作用机制不同于一般裂
解细胞膜的多肽抗生素，联合使用不同作用机制的

多肽抗生素不仅有可能增加转基因植物所抗细菌病

的种类，而且可能降低植物致病菌发生抗性突变的

频率。通过对 !"#$!%&#’的研究，可能为植物抗病基
因工程探索出一条新途径。
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