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摘要  利用农杆菌介导法将蚕丝心蛋白基因(fibroin)导入陆地棉品系 WC, 共获得了 9
块愈伤组织系的 30株再生植株. PCR检测、卡那霉素抗性筛选和 GUS组织化学分析均
为阳性的有 17株. 经连续 4代的卡那霉素抗性筛选和 PCR检测, 在 T3代获得了 6个转
化事件的转基因纯系. Southern blot和 Northern blot结果表明,  fibroin已整合到 6个纯
合株系基因组, 且能稳定遗传和表达. 扫描电子显微镜和纤维品质检测结果显示, 所有
转基因纯合株系棉纤维的转曲数和纤维伸长率比对照明显增加, 部分株系比强度提高, 
说明蚕丝心蛋白基因在棉纤维中特异表达影响了棉纤维的结构和品质, 可以获得纤维
品质改良的株系, 有望在生产上得到应用. 
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棉纤维作为最主要的天然纺织材料 , 几千年来

一直用于满足人类的穿衣需求 , 在全球经济和社会
发展中起着重要作用 . 但是随着合成纤维工业的发
展, 其地位也受到了挑战, 改良棉纤维的品质成为迫
切的需要 . 随着分子生物学和植物遗传转化技术的
不断深入和发展, 基因工程为通过外源基因改良棉花
纤维品质提供了一条新的途径. 将有益的外源基因导
入棉花并使其稳定表达, 会有效缩短育种周期和引入
新的性状. 农杆菌介导法转化效率高, 且T-DNA插入
相对稳定[1], 容易获得导入基因稳定表达和表型正常
的植株[2], 一直是产生转基因棉花的主流技术. 近年
来, 通过转基因来提高纤维强度和长度、增强纤维保
暖性和改变纤维颜色等方面已有许多报道[3~10].  

丝心蛋白是家蚕茧丝的最重要蛋白 , 是一种无
生理活性的天然角蛋白 . 丝心蛋白在结构上属于典
型的反平行式β-折叠片, 丝心蛋白中甘氨酸、丝氨酸
和丙氨酸的含量高达 85%. 其主链具有特殊的氨基

酸序列, 即每隔一个氨基酸就有一个甘氨酸, 使得丝
心蛋白具有抗张强度高、质地柔软的特性, 但不能拉
伸; 还有一些大的侧链氨基酸残基, 如酪氨酸、缬氨酸
和脯氨酸等, 由它们构成的区域是无规则的非晶状区, 
分子中有序的晶状和无序的非晶状区交替出现. 无序
区的存在赋予丝心蛋白以一定的伸张度[11,12].  

本研究将纤维特异表达启动子GAE6-3A[13]驱动

的蚕丝心蛋白基因导入陆地棉(Gossypium hirsutum 
L.). 通过对转fibroin纯合株系进行的Southern blot检
测、表达分析、扫描电子显微镜以及纤维品质检测等

手段分析导入蚕丝心蛋白基因对棉纤维的作用 , 获
得纤维品质改良的转基因棉花 , 为生产和育种提供
新的种质材料.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 材料 .  受体为陆地棉品系WC; 农杆菌工

程菌株为LBA4404. 蚕丝心蛋白基因(fibroin)由中国
科学院上海生命科学研究院植物生理生态研究所陈
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晓亚课题组克隆, 并构建植物表达载体pHAN. pHAN
的T-DNA区包含棉纤维特异表达启动子GAE6-3A[13]

驱动的fibroin基因和 35S启动子驱动的卡那霉素筛选
标记基因nptⅡ及报告基因gus.  

(ⅱ) 培养基.  基本培养基(MSB): MS培养基的
无机盐 + B5 培养基的有机物; 无菌苗培养基: 1/2 
MS无机盐 + 6.5 g/L琼脂; 共培养培养基: MSB+0.1 
mg/L 2,4-D + 0.1 mg/L KT+30 g/L葡萄糖 + 6.5 g/L
琼脂; 抗性愈伤组织诱导培养基: MSB + 0.1 mg/L 
2,4-D + 0.1 mg/L KT + 50 mg/L Km + 500 mg/L Cef + 
30 g/L葡萄糖 + 2.0 g/L phytalgel + 1.1 g/l MgCl2; 胚
性愈伤组织诱导培养基: MSB + 1.9 mg/L KNO3 + 30 
g/L葡萄糖 + 2.5 g/L phytalgel + 1.1 g/L MgCl2; 分化
培养基: MSB-NH4NO3 + 0.5 mg/L 天冬酰铵 + 1.0 
mg/L谷氨酰铵 + 30 g/L葡萄糖 + 2.5 g/L phytalgel + 
1.1 g/L MgCl2; 所有培养基用KOH调 pH 6.5, 灭菌后
pH为 5.6~5.9.  

(ⅲ) 遗传转化.  经 28℃暗培养 3 d, 然后取在
3000~5000 lx光照下培养 3 d的无菌苗的下胚轴作为
外植体. 携带pHAN质粒载体的农杆菌菌株 28℃悬浮
培养 16~24 h后, 以肉眼观察到利福平的红色刚好完
全褪去为准 , 离心后用液体共培养培养基重悬并稀
释至A值为 0.8, 侵染下胚轴切段 8~10 min, 用灭菌滤
纸吸干下胚轴段菌液 , 在铺滤纸的共培养培养基上
暗培养 48 h, 再继代至抗性愈伤组织诱导培养基上, 
每 30~35 d继代一次; 切段两端愈伤组织长到直径大
约 0.5~1.0 cm, 将其切下来单独继代, 愈伤组织增殖
到直径 2 cm左右, 转到胚性愈伤组织诱导培养基上, 
直到出现胚性愈伤组织 ; 挑出胚性愈伤组织继代在
分化培养基上, 发育成胚状体到成苗[14,15]. 长出真叶
的再生小植株单独转移到胚性愈伤诱导培养基中 , 
小苗长出 3~4 片展开叶时于超净台取 1~2 片提取
DNA进行PCR, 阳性植株继续长至 5~6 cm用以嫁接
[16].  

(ⅳ) PCR检测 .  CTAB法提取棉花叶片基因组
DNA[17], 对nptⅡ, gus和fibroin基因的PCR扩增.  npt
Ⅱ 引 物 序 列 为 5′-GAGGCTATTCGGCTATGAC- 
TG-3′(F)和 5′-TAGAAGGCGATGCGCTGCGA-3′(R), 
扩增片段长 720 bp; gus引物序列 5′-GGTGGGAAA- 
GCGCGTTACAAG-3′(F)和 5′-GTTTACGCGTTGCTT- 
CCGCCA-3′(R), 扩增片段长 1200 bp; fibroin基因是
根据启动子序列和基因序列设计 1 对引物, 序列为

5′-CACCATTCACCACTTGCTC-3′(F)和 5′-GTTGTT- 
GCTTTGGCTGTTGC-3′(R), 扩增片段长 730 bp. PCR
扩增程序均为 95℃预变性 5 min; 94℃变性 30 s, 56℃
退火 1 min, 72℃延伸 1 min, 35个循环.  

(ⅴ ) GUS 织化学分析和卡那霉素抗性检测 .  
胚性愈伤组织分散平铺, 随机选择 10 处, 每处点 2 
µL GUS染液(过滤灭菌), 28℃过夜, 观察胚性愈伤组
织颜色的变化. 叶片切成小块转到 0.5 mL无菌离心
管中, 加 20 µL GUS染色液于 37℃过夜, 用 70%酒精
脱色, 观察叶片颜色. GUS染色液组成: 50 mmol/L磷
酸钠缓冲液(pH 7.0), 5 mmol/L K4Fe(CN)6, 5 mmol/L 
K3Fe(CN)6, 10 mmol/L EDTA, 0.1% TritonX-100, 1.0 
mg/mL X-Gluc, 用 0.45 µm滤器过滤除菌

组

[18].  
棉球蘸取 1000 mg/L卡那霉素溶液点在T0植株和

其衍生后代植株叶片上[19], 7 d后观察, 叶色正常为
卡那霉素抗性植株 , 叶片点涂部位出现黄斑为卡那
霉素敏感植株.  

(ⅵ) Southern blot和Northern blot检测.  提取 6
个纯合株系叶片的DNA (40 μg)[20], 质粒和基因组
DNA均使用NEB公司的HindⅢ酶切 . 用DIG标记从
fibroin基因扩增片段作为探针进行杂交, 扩增片段长
521 bp, 引物是 5′-GCGACATTGATGGAAAA- 3′(F)和
5′-GTTGTTGCTTTGGCTGTTGC-3′(R).按Roche公司
的地高辛试剂盒(DIG DNA Labeling and Detection 
Kit)说明进行具体操作.  

7月初, 在 6个T3代纯合株系和对照开花当天挂

牌, 连续挂 1周, 开花当天记为 0 d. 取开花后 15 d纤
维, 用热硼酸法提取RNA (约 30 μg)[21]. 按Roche公司
的地高辛试剂盒(DIG DNA Labeling and Detection 
Kit)说明进行Northern blot分析操作. 所用的探针和
Southern blot一致.  

(ⅶ) 扫描电子显微镜分析.  取T3代纯合株系成

熟纤维进行扫描电子显微镜观察. 将纤维烘干, 用双
面胶将其粘于样品台上 , 样品转入离子溅射仪喷金
(E-1010/E-1020 Ion Sputter); 在 Model S-3000N (Hi-
tachi, Japan) 扫描电子显微镜下观察并照相. 测量了
每个株系的纤维螺距(即是纤维扭曲 360℃的距离), 
重复 5次.  

(ⅷ) 纤维品质检测分析.  2007 年 10 月在江浦
农场按行收获 T3 代纯合株系吐絮期中部铃籽棉样品

以及对照, 压花后, 皮棉进行纤维品质 HVI900 (ICC
标准)测试, 每样品重复 5次.  
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2  结果与讨论 
2.1  转化 

(ⅰ) 胚性愈伤组织的获得.  从诱导胚性愈伤组
织开始, 凝固剂从原来的 2.0 g/L增加为 2.5 g/L, 限
制初生愈伤组织的增殖速度 , 促进其分化出胚性愈
伤组织 . 最早的胚性愈伤组织一般出现在初生愈伤
组织的底部和培养基表面之间或初生愈伤组织的外

缘(图 1(a)~(d)), 应及时挑出, 否则易重新逆转为非
胚性愈伤组织或因为营养不足而老化; 数量较少和
形态尚不明显的胚性愈伤组织在分化培养基上培养

10~30 d, 即可增殖出大量胚性愈伤组织或直接形成
胚状体 . 一些初生愈伤组织在胚性愈伤组织诱导培
养基上不出现明显的胚性愈伤组织形态而直接观察

到有胚状体的形成 , 这些胚状体继代到分化培养基
上不易再生成正常植株 ; 但足以证明此块初生愈伤
组织是能分化的愈伤组织 , 继续继代会分化出胚性
愈伤组织.  

  459 

另外, WC品系愈伤组织的分化形态主要是从绿
色非栓质化或绿白相间半栓质化硬块的初生愈伤组

织上分化出胚性愈伤组织(图 1(a)~(d)), 这不同于已
有报道的其他陆地棉品种(系)[3,22~25]. 可分为 4 种形
态: 发红的粗颗粒(图 1(a)); 黄绿色的细颗粒(图 1(b)); 
灰白色的粗颗粒(图 1(c)); 灰绿色的细颗粒(图 1(d)). 
其中(b)和(d)胚性愈伤组织可以快速增殖, 形成球形
胚、子叶胚等胚状体; (a)和(c)要经过长时间继代才可
成为小植株或只停留在胚性愈伤组织状态.  

当胚性愈伤组织增殖足够多时(图 1(e)), 将进行
改良的 GUS化学组织分析, 如图 1(f)所示, 变蓝处有

gus 基因的表达. 淘汰变蓝的地方少于 3 或 3 处以下
的胚性愈伤组织 , 即淘汰部分嵌合有较多非转化组
织的愈伤组织系, 减少继代工作量, 提高转化效率.  

(ⅱ) 胚状体的发育和正常植株再生.  胚性愈伤
组织在分化培养基继代 1次(20 d/次)后, 转到表面铺
滤纸和瓶口包棉塞的分化培养基, 50 mL 培养瓶约
0.1 g, 尽量分散, 1~2次继代(15~20 d/次)后, 出现球
形胚、心形胚和子叶胚等胚状体(图 1(g)), 尽可能将
胚状体从胚性愈伤组织剥离挑出继代 , 每瓶分散接
种 15~20粒, 10~20 d左右会有部分发育成具有两片
小子叶和根的小植株(图 1(h)), 将它们接种到胚性愈
伤组织诱导培养基里 , 不断挑选长出真叶的小植株
单独继代到一个培养瓶直至长大(图 1(i)).  

2.2  PCR检测、卡那霉素抗性检测、GUS组织化学
分析和后代纯合选育 

对得到的 9 个愈伤组织系的 30 株再生植株进行
nptⅡ, fibroin 和 gus基因 PCR 扩增、GUS 组织化学
分析和卡那霉素抗性检测, 结果显示, 植株 1-1, 4-3, 
4-4, 6-4, 8-2和 9-3均能被扩增出这 3个基因, 但没有
检测到 GUS活性; 植株 1-3 (泳道 1)只有 gus基因没
有到; 植株 2-4, 8-1 和 8-3 只检测到 nptⅡ; 植株 7-1 
(泳道 7), 7-2和 7-3没有检测到任何基因; 其余 17株
各种检测均为阳性(图 2和表 1). 

T0代植株收获种子后, 经连续 2~3代的卡那霉素
抗性筛选、PCR检测和系统选择, 在 T3代选育出了 6
个转化事件的纯合株系, 即 2-1-a, 3-2-b, 4-1-c, 5-1-d, 
6-3-e 和 9-2-f. 与受体对照相比, 转基因植株的株型
没有明显差异.  

 

 
图 1  分化出 4种形态的胚性愈伤组织和植株再生 

(a)~(d) 绿色非栓质化或绿白相间半栓质化硬块的初生愈伤组织分化出 4种胚性愈伤组织, 圆圈内为胚性愈伤组织; 
(e) 增殖的胚性愈伤组织; (f) 胚性愈伤组织的 GUS化学组织分析; (g) 胚性愈伤组织中出现胚状体; (h) 具有小子叶

的生根小植株; (i) 用于检测后嫁接的正常小植株 
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图 2  部分 T0代再生株的 PCR检测 

M, DL2000; P, 质粒阳性对照; WC, 受体阴性对照; 1~9, T0代转基因再生株, 分别是单株 1-3, 2-1, 3-2, 4-1, 5-1, 6-3, 7-1, 8-2及 9-2 
 

表 1  T0代转基因再生株的检测分析
a) 

PCR检测 
单株号 

nptⅡ gus fibroin
卡那霉素 
抗性检测 

GUS组织 
化学分析 

1-1 + + + + − 
1-2 + + + + + 
1-3 + − + + − 
2-1 + + + + + 
2-2 + + + + + 
2-3 + + + + + 
2-4 + − − + − 
3-1 + + + + + 
3-2 + + + + + 
3-3 + + + + + 
4-1 + + + + + 
4-2 + + + + + 
4-3 + + + + − 
4-4 + + + + − 
5-1 + + + + + 
5-2 + + + + + 
5-3 + + + + + 
6-1 + + + + + 
6-2 + + + + + 
6-3 + + + + + 
6-4 + + + + − 
7-1 − − − − − 
7-2 − − − − − 
7-3 − − − − − 
8-1 + − − + − 
8-2 + + + + − 
8-3 + − − + − 
9-1 + + + + + 
9-2 + + + + + 
9-3 + + + + − 

a) “+”代表检测阳性; “−”代表检测阴性 
 

2.3  纯合株系的 Southern blot和Northern blot检测 

以 fibroin 基因 PCR 扩增片段作探针的 Southern
杂交结果(图 3)表明, 除受体对照外, 6个转基因株系
均有杂交信号; 除株系 9-2-f是 2个拷贝插入, 其余均
是单拷贝插入, 说明 fibroin 基因已经整合到陆地棉
的基因组中, 且可以稳定遗传. 

GAE6-3A 启动子在开花后 15~20 d 的纤维优势 

 
图 3  纯合株系的 Southern blot检测 

M, 分子量 Marker; WC, 受体阴性对照; pHAN, 质粒阳性对照; 
2-1-a, 3-2-b, 4-1-c, 5-1-d, 6-3-e及 9-2-f为 T3纯合株系 
 

表达[26], 提取 6个转基因纯合株系开花后 15 d纤维的
总RNA进行Northern杂交, 结果证明, 6个转基因株系
均有强的杂交信号, 而转基因受体品系WC没有杂交
信号. 这表明fibroin在转基因纯系的纤维中得到了表
达, 在株系 2-1-a的表达量最高(图 4).  

 
图 4  6个纯合株系的 Northern blot检测 

2-1-a, 3-2-b, 4-1-c, 5-1-d, 6-3-e及 9-2-f为 T3纯合株系.  
WC, 受体阴性对照 
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2.4  T3代纯合株系成熟纤维扫描电子显微镜分析和

纤维品质检测分析 

取 6 个纯合株系和对照中部发育良好的成熟纤
维在扫描电子显微镜下放大 400 倍和 1000 倍观察棉
纤维表面结构. 和对照相比, 所有转基因株系棉纤维
的卷曲度增加, 单位长度的扭曲数增加(图 5). 对各
纯系的纤维螺距进行测量并进行多重比较表明 : 所
有转基因纯合株系的螺距显著比对照变短 , 螺距在
株系 2-1-a, 3-2-b, 4-1-c, 5-1-d和 6-3-e之间无差异, 而
株系 9-2-f螺距与它们相比显著变短(表 2). 

取 6 个纯合株系以及受体对照棉纤维样品进行
HVI900 (ICC标准)品质检测, 结果表明, 转基因棉花
纤维的伸长率比对照均有明显提高(表 2), 其中 9-2-f
株系提高了 28.36%; 2-1-a, 3-2-b, 9-2-f这 3个株系的
比强度显著增加, 分别增加了 5.32%, 6.41%和 8.32%; 
3-2-b 和 9-2-f 纤维长度分别减少了 4.51%和 9.42%. 
其他指标与对照相比没有差异. 可见, fibroin 基因对

棉花纤维品质的影响主要体现在伸长率的增加 , 同
时可以引起比强度和长度的改变.  

棉花纤维品质改良多基于传统的育种手段 , 然
而由于种间隔离障碍以及某些特殊性状的缺乏 , 纤
维品质的进一步提高受到了制约 . 随着分子生物学
技术研究的深入和植物转基因技术的逐渐成熟 , 将
纤维品质性状基因导入棉花基因组已经成为培育优

质棉的一种重要的有效的手段. 张震林等人[7]利用花

粉管通道技术 , 将蚕丝心蛋白基因导入陆地棉品种
泗棉 3号, 获得 1株阳性株, 纤维比强度在T1和T2代

较对照有提高, 转基因植株仅有PCR分子检测的结果, 
没有选育到纯合株系 , 纤维品质分析没有给出伸长
率的数值. 上官小霞等人 [9]利用农杆菌介导法, 将蚕
丝心蛋白基因转入陆地棉R15中, 在T3代的 4个株系
中有 3个株系的纤维比强度提高, T3代材料的阳性率

80%, 显然没有获得纯合, 也没有转基因棉纤维的表
面显微结构的研究 .  本实验利用农杆菌介导 

 

 
图 5  转基因和对照棉纤维放大 400倍和 1000倍的表面结构扭曲变化 

(a)~(g)分别是株系 WC, 2-1-a, 3-2-b, 4-1-c, 5-1-d, 6-3-e和 9-2-f放大 400倍的棉纤维表面; (h)~(n)分别对应的是(a)~(g)放大 2.5倍的 
棉纤维. 与对照相比, 转基因棉纤维明显转曲 

 
表 2  不同株系转基因棉花纤维品质检测和纤维螺距测量结果 a) 

纤维样品 长度/mm 比强度/cN tex-1 马克隆值 伸长率(%) 螺距/µm 
2-1-a 28.30 ± 0.76a 29.1 ± 0.14**A 5.90 ± 0.14 6.00 ± 0.14*a 122.18 ± 2.72**B 
3-2-b 26.05 ± 0.94*b 29.40 ± 1.45*a 5.77 ± 0.25 6.23 ± 0.15*a 125.73 ± 10.34**B
4-1-c 26.61 ± 0.74a 27.13 ± 1.32b 6.03 ± 0.17 6.13 ± 0.62*a 140.29 ± 6.81**B 
5-1-d 27.53 ± 1.27a 27.34 ± 2.36b 5.92 ± 0.16 6.36 ± 0.69*a 125.32 ± 0.55**B 
6-3-e 27.71 ± 0.85a 28.28 ± 1.79b 5.90 ± 0.10 6.14 ± 0.15*a 140.29 ± 10.90**B
9-2-f 24.71 ± 0.93*b 29.93 ± 1.18**A 6.07 ± 0.21 6.97 ± 0.57*a 100.89 ± 4.74**C 

WC (CK) 27.28 ± 0.56a 27.63 ± 0.55b 5.88 ± 0.12 5.43 ± 0.24b 402.47 ± 17.91A 
a) 不同字母代表新复极差测验的显著性差异, 小写字母表示达到 0.05 显著水平, 大写字母表示达到 0.01 显著水平. *, 与受体品

种相比达到 0.05显著水平; **, 与受体品种相比达到 0.01显著水平 
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法将蚕丝心蛋白基因导入陆地棉品系 WC, 获得 6个
纯合株系, Southern blot表明 fibroin基因整合到了棉
花基因组中, Northern blot显示其在纯系的棉纤维中
得到了表达 . 扫描电子显微镜观察到转基因棉纤维
的卷曲度增加; 纤维检测结果显示转基因导致了纤
维伸长率普遍增加和部分纯系比强度的增强 . 本研
究和他们的共同之处是转 fibroin 基因棉花的比强度
有所提高; 本研究利用高世代的 6个纯合株系进行研
究, 可靠性更好; 进一步发现了棉纤维卷曲度和伸长
率比对照明显增加是 6个纯合株系的共性, 这二者的
关系可类比于弹簧卷曲度和可拉伸性. 转 fibroin 影

响棉纤维品质的可能机制是, 丝心蛋白是一种 β-角
蛋白, 角蛋白是属于中间纤维的一种纤维蛋白; 中间
纤维是细胞骨架的重要成分 , 在植物细胞中细胞骨
架指导着细胞壁的合成 , 而成熟的棉纤维实质就是
纤维细胞的细胞壁. 转基因棉花植株中 fibroin 基因
在棉纤维中特异表达, 它的 β-折叠构象可能改变了
棉纤维细胞的骨架, 进而影响了纤维细胞壁的合成, 
导致了棉纤维卷曲度和纤维伸长率的增加. 可见, fib-
roin 表达的主要效应可能是纤维卷曲度和纤维伸长率
的增加, 从而增加棉纤维的比强度. 基本上揭示了转
fibroin基因改良棉纤维比强度的遗传和分子机理. 

致谢    感谢中国科学院上海生命科学研究院植物生理生态研究所陈晓亚院士提供蚕丝心蛋白基因. 
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