
荃科辑闰 B申
19 8 8年 夕 月 第 7期

玉米醇溶蛋白基因 24

在双子叶植物龙

葵 S o (l a n“mi nr g
“m )中的表达

邓万银 邵启全 蒋兴屯冷
(中国科学院遗伶研究所

,

北京 )

摘 要

本文将含有玉 来醉溶蛋白基因 Z
;

的玉 米基因组克隆括入 iT 质粒 p IT T : ,

的 T -

O N A 区
.

用带有此质粒的根癌农杆菌感染龙葵
,

得到了能合成胭脂碱的转化愈伤

组织和转化植株
.

D N A 分子杂交和 R N A 点杂交表明
, z ;

基因确实转化并整合进

了龙葵的核基因组
,

并且被转录成 m R N A
.

但在转化体中
,

没能检测出玉米醇溶蛋

白
.

实验证明
,

单子
” 一

卜植物基 因的启动子能够在双子叶植物中发挥功能
.

文中讨论

了 Z ;

基 因在双子叶转化植物的种子中受发育调节的可能性
.

关键词 : 玉米醉溶蛋 白基因
,

植物龙葵
,

根癌农杆菌
,

iT 质粒
,

基因表达

近几年来
,

由于分子生物学和组织培养技术的发展
,

有关植物基因工程方面的研究进展很

快
.

将外源遗传物质导入受体植物的方法很多
,

目前最为常用的是以土壤根癌农杆菌的 iT

质粒为载体的基因转移系统
.

根癌农杆菌能将其 iT 质粒上的一段 D N A 序列 (即 T 一 D N A ) 驱人植物细胞并整合至其

核基因组中川
,

这一过程至少受三方面的控制
: iT 质粒上的 v ; r

区和 T 一 D N A 区 t2J
,

以及农

杆菌染色体上
。
hv A 和 c

hv B 位点 3[J
,

后者控制农杆菌吸附到受伤的植物细胞表面
.

受伤的

植物细胞分泌合成酚类化合物等信号分子
〔4J ,

激活了 iT 质粒上 V i :

区基因的表达 〔2 , , 从而使得

T
一 D N A 的 2 5b p (碱基对 )末端重复序列上产生缺口 ( iN ck )

,

复制合成单链线性的 T 一 D N A

分子 〔习
.

这种 T
一 D N A 分子被认为是转移至植物细胞中的中间体

,
’

其转移过程很可能类似于

细菌的接合转移机制
t ,」

.

被 T
一 D N A 转化的植物细胞由于 T一 D N A 上基因的作用而具有瘤

性生长的特性
,

很难分化成完整植株囚
.

有人对 iT 质粒上 T 一 D N A 区进行了改建修饰
,

去除

其致瘤基因
〔61

.

这种改建的 iT 质粒很适于用作植物基因工程的载体
,

而且不影响受体植物转

化细胞的再生
.

早期的工作表明
,

根癌农杆菌的宿主范围很广
,

但仅限于裸于植物和双子叶植物 {7J
.

最近的

一 些实验证明
,

农杆菌也能感染很多单子叶植物
,

如百合科的吊蓝
、

斑心 吊蓝和石刁柏等
,

石蒜

科的水仙和朱顶蓝
,

莺尾科的唐营蒲属植物
,

薯荻科的山药
,

甚至也能感染禾本科的玉米
8̀一
川

.

这些事实说明
,

iT 质粒有可能成为双子叶植物和某些单子叶植物基因工程的通用载体
.

本文 19 8 7 年 8 月 1 5日收到
, 19 8 8 年 1 月 19 日收 到修改稿

.
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运用以 Ti 质粒为载体的基因转移系统
,

除了可将有价值的外源基因
,

如贮存蛋白基因和

各种抗逆基因等
,

引人受体植物并改良其性状外田
一` ’ 〕 ,

还可用于研究一些基础理论方面的问

题
,

如研究不同来源的基因如细菌
、

真菌
、

动物及其他植物的基因及其调控序列在受体植物中

的功能及作用
.

玉米醇溶蛋白是玉米种子的主要贮存蛋白
,

它是由多基因家族编码的乙16]
,

关于其表达的调

控机制还远没有搞清楚
.

玉米醇溶蛋白基因没有内含子
,

其表达过程中没有 m R N A 的剪接
,

很适于用来研究其调控序列在异源杂合系统中的功能
￡执 ” ,

.

本实验的主要 目的
,

是想研究玉

米 醇溶蛋白基因 Z 、

在双子
一

叶植物龙葵中的表达情况
,

以弄清单子叶植物基因的启动子能否在

双子叶植物中发挥功能
.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

细菌菌种及其培养

本实验所用农杆菌菌种由美国 M i nn
e s ot a 大学 R ub

e n
set in 教授惠赠

.

菌种有两个
:

A Zo s ( p T I T 二 ) 和 A Zo s ( p T IT
3, e n g i n e e r e d b y 2 4

) (简称 A Z o s ( p T I T
3 , 2 4

) )
.

后一个菌种

在其 iT 质粒的 T 一 D N A 区带有编码 2 k3 D 玉米醇溶蛋白的 2 4

基因
,

它的构建及内切酶图谱

参见 M a t z k e
等

L, 6 ,
.

菌种的培养采用 Y E P 培养基
〔1吕, ,
培养 A 2 0 8 ( p T I T

3 ,
Z

;

)时附加 1 0 0拼 g /m l

卡那霉素和 50 产 g /m l 庆大霉素
.

2
.

植物材料及其转化与培养方法

受体材料为药用植物龙葵 ( oS l a n u 。 听!g’ “ 。 )
,

属茄科
.

播种于 25
。

一朽℃ 的温室中
,

待

苗长出真叶后
,

用注射器吸取 菌液
,

注射龙葵的下胚轴或茎部
.

将形成的冠瘦瘤或畸胎瘤切成

小块
,

经 0
.

1多 H g CI
,

消毒后
,

接种于不含激素的 M S 培养基 (M SO ) 或含 l m g八 激动素的

M S 培养基 ( M SK T ) 上
,

培养基中还附加 l m g / m l 的叛节青霉素 ( C b) 以杀死残余的农 杆

菌
.

形成的愈伤组织置于不同激动素 /生长素浓度配比的培养基中诱导 分 化
,

分 化 的 芽在

M SO M SO 或补加低浓度生长素的 M S 培养基上诱导主根
.1一2

3
.

胭脂碱的定性测定方法

采用改进的微量纸电泳方法 19[ ,
.

4
.

植物 D N A 的分离及分子杂交

植物 D N A 的分离采用微量制备法 20[ ,
·

探认
D N A 从质粒 gP 入’ 胡 ’

制备
·

质粒 gP 21 ’

lBA

由美国 P ur d ue 大学 G ol d s b r o
gu h 博士惠赠

,

它是将玉米基因组的一个 3 kb (千碱基对 ) 的

E e o R I / H i
n d l l l 片段克隆至 p B R , 2 ,

而构 成〔之7 ,
.

此质粒的一个 1
.

2 k b 的 X b a l 片段被用来作为

探针
,

其上含有 19 k d 玉米醇溶蛋白基因的全序列
.

此基因跟转化实验中所用的 Z ,

基因同属

于一个基因亚族 ( A 30 s
ub fa m i ly )

,

二者十分相似
,

有很好的同源性【16]
.

这个基因亚族的成

员在其 5
’ 一

不翻译区的序列有 90 一 1 00 呢 同源
〔坑

` 7〕
.

探针 D N A 采用低融点琼脂糖回收法制备
〔川

.

缺口翻译法 lz[] 被用来标记探针
,

缺 口翻译

反应的试剂盒和
32 p 一 a 一 d C T P ( 3 00 oiC / m M ) 均系 A m e r s

ha m 公司的产品
,

反应条件按照厂

家的说明书进行
,

标记后的探针 D N A 用 S eP h a d c x G” 分离回收
〔川

.

分子杂交
:
约 1 0产 g 植物 D N A 用 cE

o
IR 消化

,

在反应液中补加适量的 R N
o s 。 以去除
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R N A[ J 0 2
.

酶解物经 0
.

7界 琼脂糖凝胶电泳
,

变性处理后吸印转移至硝酸纤维素滤膜上
.

分子

杂交按照 M
a n i a t i s 等的方法进行

〔川
.

5
.

植物总 R N A 的分离及点杂交

总 R N A 的提取 按照 G ir e sr o n 等的方法进行旧犯

R N A 点杂交滤膜的制备
:
取 1 0川 R N A 样品 (约 20 雌 R N A )

,

在经预处理s2[] 的硝酸纤

维 素滤膜上打点之前
,

先经下列处理 : ( l) 不变性
,

( 2 )碱变性 〔翻或者 ( 3 )热变性网
.

每张滤膜

上都有经碱变性处理的质粒 p g z

心肚 ( 1拜g ) 点作为阳性对照
.

为防止有少量核 D N A 的污染
,

R N A 样品在变性打点之前
,

先用不含 R N as e 的 D N as e l 消化
,

以去除可能残余的 D N A
.

RN A 点杂交 杂交所用的探针跟 D N A 分子杂交的相同
.

杂交条件参照 T ho m as 的

方法
〔2 3 , .

6
.

转化体中玉米醇溶蛋白的检测

转化体中醇溶蛋白的提取仿效 sE e n 的方法 24[J
.

蛋白质的聚丙烯酸胺凝胶电泳比较分析

完全按照 M a n i a ti s 等的方法进行
〔2`」.

免疫学方法检测 抗原 (W 64 A z
ie n) 和抗体由 R ub

e
sn et in 教授赠送

,

抗体系免疫兔

子获得 lt6]
.

琼脂双向扩散法和微量免疫电泳法被用于检测表达蛋白质
.

琼脂板用 0
.

05 %氨基

黑 1 0 B 染色
, 5多 冰醋酸脱色后观察实验结果

.

二
、

结 果 和 分 析

1
.

龙葵转化体的获得

采用注射的方法
,

用供试菌种 A Z o s ( p IT T
, 7

) 和 A 2 0 8 ( p IT T : 7 2 、

) 去感染龙葵幼苗
,

接种

部位 7一 1 0 d 内即出现可见的突起
,

20 一 30 d 内瘤的直径可达 1一 cZ m
,

致瘤率几乎为 100 多
,

这些瘤里都能测出大量的胭脂碱
.

A 2 0 8 ( p IT T 37

) 使龙葵产生畸胎瘤
,

其上分化出大量芽和小植株 (图版 1
,

1 )
,

将它们的叶片

经消毒在 M SO C b 上培养
,

能直接分化 出小苗
,

或者产生愈伤组织
.

愈伤组织经继代培养可

以分化出大量绿色的芽点
,

若将芽点下面的愈伤组织切成小块培养
,

这些芽点都可长成形态

异常的植株
.

而菌种 A ZOS ( p IT T 37 Z ;

) 只能使龙葵形成小的冠瘦瘤
,

瘤为绿色
,

但不能分化

(图版 I
,

2 )
.

龙葵是农杆菌的敏感宿主
,

很多菌种能使它产生畸胎瘤
〔25]

.

因此
, A Zo s ( p IT T 37 z 4

)只能使

之形成冠瘦瘤很可能与菌种的特性有关
,

因为玉米醇溶蛋白基因的插人破 坏 了 iT 质 粒 T -

D N A 上与细胞分裂素合成有关的基因
〔161

.

在其它植物上进行了类似的致瘤试验
,

结果表明 :

A 2 0 8 ( P IT T声
;

) 也只能使曼陀罗和番茄产生不分化的冠瘦瘤
,

但在落地生根上的感染部位除

出现小瘤体外
,

还能产生大量的根 (图版 I
,

均
,

这些根经检测含有大量的胭脂碱
.

此结果说明
,

瘤的分化与否除与菌种和植物材料的年龄及生理状态有关外
〔之5 , ,

还与植物种类和基因型有关
.

将 A 2 0 8 ( p IT T 3

名
;

) 感染所产生的瘤经消毒后切成小块
,

放在 M S o C b 上培养
,

有两块瘤

组织在两周内形成了可见的愈伤组织
,

但愈伤组织生长缓慢
,

故将它们转移至 M s K T c b 上继

代培养
.

这些 愈伤组织在 M SK T C b 上生长 良好
,

其中有一块在 M SK T C b 上立即分化形成

芽
,

这些芽可长成形态正常的植株 (图版 I
,

斗
,

劝
.

运用叶圆片转化法也得到 了 A 2 0 8 ( p IT T刃 的转化植株和 A 2 0 8 ( p IT T 二 Z
;

) 的转化愈伤
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,
,
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l

组织
.

此方法比注射感染获得转化体的方法优越
,

它需要的时间短得多
,

一般只需要 2一 4 星

期即可
.

2
.

龙葵转化体的特性

( l) 激素自主 A ZO S ( p IT T 3

邢
;

) 和 A Zo s ( p IT T o 7

) 的转化体
,

无论是愈伤组织还是芽

丛
,

都能在无激素的 M SO 培养基上生
一

长
,

这是 T 一 D N A 转化后赋予植物细胞的特性
.

但

A 2 0 8 ( p IT T 37 z ;

) 转化体在 M SK T 比在 M SO 上生长旺盛
,

这是 Z ;

基因的插人破坏了 T
一 D N A

上与细胞分裂素合成有关的基因所致
.

我们的结果与前人的工作 161[ 是一致的
.

( 2 ) 不能生根 尽管试 用了多种生根培养基
,

仍 不 能使 A 2 08 ( p IT T刃 和 A 2 08

( p T I T
3 7
Z

;

) 的转化苗生根
.

若用其它菌种转化
,

有些龙葵转化体被证明是可以生根并长成完

整植株的
〔2 , J

.

因此
,

A 2 0 8 ( p IT T
o7

) 和 A ZO S ( p IT T o 7 Z
;

) 转化体不能长根 可能与其内源激素

紊乱有关
.

( 3 ) 合成胭脂碱 纸电泳结果说明
,

A Zo s ( p T IT
37

) 和 A Zo s ( p T IT
3, Z 、

) 转化愈伤组织

和转化植株中
,

都含有胭脂碱 (图版 I
,

7 )
.

因此
,

T 一 D N A 确实进人了植物细胞
.

(钓 卡那霉素 ( km ) 敏感 普通龙葵对卡那霉素十分敏感
,

培养基中补加 5毋
L
g /m lk m

即致死
.

用 A ZOS ( p IT T 3

忍
;

) 菌种感染龙葵
,

随同 2
4

基因和 T 一 D N A 一起进人植物细胞的
,

还有一个大肠杆菌的 km 抗性基因
.

若将其转化体放在含 5 0 ,。 g / m lk m 的 M SK T 上培养
,

转

化体停止生长
,

一星期即开始变黄
,

然后变 白
,

直至死亡 (图版 l
,

6)
.

这间接说明
,

T 一 D N A 转

化后整合进了龙葵核基因组 ; 若是转化了其叶绿体或线粒体
,

转化植株应该对 km 产生抗性
,

因为 k m 抗性基因的启动子是原核性质的
,

它可以在叶绿体或线粒体中表达
〔161

.

( 5) A 20 8 ( p IT T
3 ,

) 和 A 2 08 ( p IT T 37 z 4

) 转化体的形态比较 二者的转化愈伤组织均

能分化大量芽点
,

而且 长成的植株均不能诱导生根
.

从其植株的形态上看
, A Zo s ( P iT 工

,

) 转

化体的叶和茎都不正常
,

呈畸型生长
,

而 A 2 0 8 ( p IT T
3, Z 、

) 转化植株跟正常的植株相似
.

用含

有类似于 A 2 0 8 ( p iT 叭
, Z ;

) 的质粒构造的农杆菌去感染烟草
,

能够再生完全正常且能生根的

转化植株阴
,

这与我们的结果是部分吻合的
.

3
.

A乏。 s ( p T IT
: ,
Z

;

) 转化体的生化鉴定

( 1) D N A 分子杂交结果 D N A 分子杂交证 明 : 玉米醇溶蛋白基因确实进人了植物

细胞
,

并整合进了转化龙葵的核基因组 (图版 l
,

8 )
,

而且正如所预期的那样 l6[J
,

它是存在于一个

很大的 cE
o
IR 片段 (约 23 k b) 里

.

由于转化体能合成胭脂碱
,

呈瘤性生长
,

且继代近 20 次仍

能检测出大量的胭脂碱
,

因此
,

玉米醇溶蛋白基因是随同 T 一 D N A 一起进人植物细胞
,

而且它

和 T 一 D N A 在龙葵基因组中的整合是稳定的
,

能无性传递
.

在实验中
,

还发现在转化体和非转化体的 D N A 中
,

都存在另一条杂交阳性带 (约 g k b )
,

这说明龙葵的核基因组中存在有与玉米醉溶蛋白基因 21 9 同源的序列
.

在向日葵中
,

M at z

ke

等 〔16] 发现其基因组中有与 T 一 D N A 同源的序列
,

而且还在向 日葵组织中
,

检测出了与玉米醇

溶蛋白具有同源性的蛋 白质
.

从照片上可以看出
,

杂交带较宽
,

这可能是因为提取的 D N A 有

部分降解
.

( 2) RN A 点杂交结果 由于点杂交技术快速灵敏
,

操作简便
,

因此我们在实验中采用

了此方法
.

R N A 点杂交结果表明
,

在 A 20 8 ( p IT T 37 z ;

) 的转化苗和转化愈伤组织中
,

都存在

有与玉米醇溶蛋白基因 2 19 同源的 R N A (图版 l
,

9)
.

这种 R N A 应为 m RN A
,

它应是从
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在 双子叶植物龙葵中的表达 7 2 3

T
一 DNA上的 z ;

基因转录下来的
.

对 pT IT 3,
Z

;

的基因图进行分析可以看出
,

z
;

基因 的转录

不可能 由通读产生
,

即不是在别的启动子带动下转录
.

因此
,

杂交检测出的 m R N A 系由玉米

醇溶蛋 白基因 z ;

在其自身的启动子控制下转录产生的
.

由于我们没有对其 m R N A 的大小进

行分析
,

尚不能断定 Z ;

基因是不是正确起始并终止转录的
.

M at
z

ke 等用同一菌种感染向 日葵
,

转化愈伤组织中 z
;

基因的转录被证明是由其 自身的

启动子启动的
,

跟在玉米内一样
,

而且转录起始位点也相同
〔川

.

用其它玉米醇溶蛋白基因转化

向 日葵也得到了类似结果
『, ” .

他们的工作只是证明
,

玉米醇溶蛋白基因的启动子在双子叶植

物的杂合系统中
,

在转化瘤
〔, 刀或是转化愈伤组织 〔, 6] 中能正常地发挥功能

.

我们的实验首次证

明
,

玉米醇溶蛋白基因的启动子不但能在双子叶植物的转化愈伤组织中起作用
,

而且能在分化

的转化植株中发挥功能
.

R N A 点杂交时
,

没能在未转化的对照龙葵中检测出有与 21 9 基因同源的 RN A 存在
.

这

说明
,

D N A 分子杂交中检测出的龙葵基因组中与 21 9 基因同源的 D N A 序列没有表达转录

成 m R N A
.

实验中还比较了不同的 R N A 变性方法对点 杂交效果的影响
.

RN A 在硝酸纤维素滤

膜上打点之前分三种处理 : 不变性
、

碱变性和热变性
.

其中以碱变性的效果最好
.

其它两种

方法失败的原因可能是
: 不变性的 R N A 由于呈二级结构

,

不能在滤膜上很好吸附
,

在杂交预

洗过程中即被冲洗下去 ;而由于所用 RN A 样品太浓
,

可能含有少量蛋白及多糖
,

经热变性处

理以后
,

样品很粘
,

呈胶状
,

因此 R N A 也很难在滤膜上吸附
.

( 3 ) 转化体中 Z ;

基因表达蛋白的检测 运用聚丙烯酸胺凝胶电 泳技 术
,

对从 A 2 08

( p IT T 37 z ;

) 转化休及其对照植株中提取的醇溶蛋白的比较分析表明
: 它们的醇溶性蛋白质

组分基本上相同
,

看不出差别
.

以纯化的玉米醇溶蛋白为标准对照
,

也没能在 A Zo s ( p IT T
3,
Z

`

)

转化体 中发现有与标准蛋白具有相同迁移距离的蛋白质
.

这表明
,

在转化体中没有从玉米醇

溶蛋 白基因表达的蛋白质
.

或者是 m R N A 的翻译效率低
,

我们的检测方法不够灵敏
.

也

有可能玉米醇溶蛋白在龙葵中被降解成了小的肤链
,

就象菜豆蛋白在转化的向 日葵组织中一

样
『, `〕 .

因此
,

我们采用了更灵敏的免疫学检测方法
.

但运用这些技术得到的都 为阴性结果
,

没能

检测出转化体 中有玉米醇溶蛋白的存在
.

从以上的结果可以看出
,

虽然 z
;

基因在龙葵转 化 植 株 和 愈 伤组 织 里 能 够 转 录 成

m R N A
,

但其 m R N A 由于未知的原因却不能翻译成蛋 白质
.

此结果说明
,

玉米醇溶蛋白基

因在双子叶植物的杂合系统中
,

无论在转化瘤
『, 7] 或转化愈伤组织

〔16]
,

还是在转化植株中
,

表现

都是一样的
,

它能转录
,

但其 m R N A 不能翻译成蛋 白质
.

三
、

讨 论

由于以 iT 质粒为载体的植物基因工程技术和其他基因转移技术的进展
,

现已能比较容易

地将外源基因导人植物细胞
,

因此
,

研究人员可运用这些技术在转化植物 中研究一些基础理论

问题
,

如有关各种来源的基因的启动子
、

多腺营酸化和内含子剪接信号等在植物细胞中的识别

及功能
.

对这些问题的研究将有助于把各种来源的有价值的基因导人植物以改良其品质
.

早期的工作表明
,

直接将原核生物如细菌的基因导人植物
,

这些基因不能表达
,

其原因是
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真核生物和原核生物的基因表达机制如转录调节信号等存在着很大差别
.

如果给这些抗菌素

抗性基因换上能在植物 中表达的启动子
,

它们就能正常地在杭物细胞中发挥功能
〔6 ,

真核生物的基因
,

在其启动子
、

内含子的剪接信号和 前 m RN A 的多腺昔酸化信号的结构

方面
,

存在有很多相似性
.

仁旦是
,

如直接将一些真核生物如酵母 〔18 ,和动物的基因 . ” 不加改造引

人植物细胞
,

它们都不能表达 ;即使能表达
,

其转录也是不正常的 z7[J
.

将人的生长素基因导入

植物细胞的结果证明
,

植物对人的基因的内含子剪接信号和多腺首酸化信号的利用也是异常

和低效的 ;2[ 阉
.

从以上这些结果可以看出
,

尽管动植物基因在转录调控信号的结构方面存在

着一些相似性
,

但也存在着一定差别
,

其调节机制是否一致尚很难断定
.

被子植物分双子叶植物纲和单子叶植物纲
.

在双子叶植物中
,

运用以 iT 质粒为载体的基

因转移技术证明
,

至少部分双子叶植物的启动子是通用的
,

其内含子的剪接机制也是相同的
.

例如
,

一些种子贮存蛋白基因如菜豆种蛋白基因
〔13]

、

尽
一

伴大豆球蛋白基因
L, 2」等在转移至其他

双子叶植物中后
,

能特异地在种子中表达
.

另外
,

光诱导的豌豆的 R u B PaC
s e 小亚基基因和其

他一些受特导调节的基因
,

在转移至其他双子叶受体植物中后
,

其表达调节方式保持不变
〔“ , ,

.

那么
,

在双子叶植物和单子叶植物之间
,

基因表达的调控机制是否存在着差别呢 ?

由于没有合适的基因载体系统
,

目前尚缺乏双子叶植物基因在单子叶植物中表达情况的

工作
,

但有不少人对单子叶植物基因在双子叶植物中的行为进行了研究
.

aL m p aP 等证明
,

小麦的 C ab 基因能在转化烟草植株中正确起始并转录
,

而且表现出光调节和组织特异性表达

特性 (参见又献 [ 27 1)
.

R o c h e st e r 等将玉米的热击蛋白 h s p 7 o 基因导人矮牵牛
,

它不仅能

在转化植株中正常转录表达
,

呈热诱导特性
,

而且还能剪接其内含子咖
.

然而与上面的结朱相

反
, K iet h 和 C h ua 最近的实验却表明

,

单子叶植物和双子叶植物基因在内含子的剪接效率
,

以及转录物的多腺营酸化方面可能存在着差别圈
.

这反映了单子叶植物和双子叶植物在 RN A

加工信号方面甚至启动子上有可能存在一定的差别
.

运用玉米醇溶蛋 白基因也进行了一系列

这方面的实验
.

M at z

ke 等证明
,

玉米的 2 3 k d 醇溶蛋白基因能够在转化的向日葵组织中精确

起始并 转 录叫
.

G ol ds br
o
ug h 等 利 用 另 一 与 2 3 k d 玉米醇溶蛋白相似的 1k9 d蛋白基因和

一个 1 k5 d玉米醇溶蛋白基因在向 日葵上亦得到了类似结果
,

并且证明它们是正确终 止 转 录

的 t27]
.

但是在他们的实验中
,

玉米醇溶蛋白基因的 m R N A 都没有翻译成蛋白质
、

我们选用龙葵作受体材料
,

对玉米醇溶蛋白基因的表达进行了研究
.

龙葵和向 日葵属不

同的科
,

我们的目的是想观察玉米醇溶蛋白基因在龙葵中是否能表达
,

并弄清此基因在双子叶

植物的不同科属间
,

其表达是否有差异
.

结果证明
,

玉米醇溶蛋白基 因不但能在转化瘤和愈伤

组织中
,

而且 能在转化植株中表达转录成 m RN A
.

’ 这说明
,

玉米醇溶蛋白基因的启动子能够

在双子叶植物中发挥功能
,

并且能在不同的科 (菊科和茄科 )中起作用
.

为何受发育调节的玉米醇溶蛋白基因能在其 自身的启动子控制下
,

在分化的龙葵苗和未

分化的向日葵瘤组织中转录成 m RN A 呢 ? 其原因尚不清楚
.

有可能是双子叶植物中缺乏相

应的调节分子
,

或者是受发育调节的玉米醇溶蛋白基 因在所有组织中都有低水平的表达
.

例

如在 M ltr ia 等的实验中
,

受发育调节的菜豆种蛋白基因
,

能在另一双子叶植物向 日葵的转化

组织中低水平地正常转录并翻译成蛋白质
,

而不受发育调节闹
.

在我们的实验中
,

虽然能从转

化龙葵中检侧出玉米醇溶蛋白基因特异的 m R N A ,

却没有发现其翻译产物
.

在 M at kz e
等

的实验中
,

也未能在转化组织中检侧到表达蛋白
,

但从转化组织中分离的 m R N A 却能在体外
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;

在双子叶植物龙葵中的表达 72 5

麦胚系统中翻译成预期分子量大小的蛋白质
L1 6 J

.

这说明
,

转化组织中的 m R N A 是有活性的
,

它在转化组织中不翻译而在体外麦胚系统中翻译的原因
,

可能是玉米和小麦同属单子叶植物
,

小麦胚中具有与玉米相似的发育调节分子
,

正象双子叶植物中菜豆种蛋白基因能在转化向 日

葵组织中低水平表达一样 f261
.

玉米醇溶蛋白是玉米的贮存蛋白
,

它主要在胚乳中表达
,

受发育

调节
.

因此
,

它的基 因很可能只能在转化植株的种子中表达
.

龙葵是一种再生能力强的植物
.

我们所用的载体在烟草中是允许转化组织再生的
〔18]

,

由于未知的原因
,

转化的龙葵愈伤组织只

能再生芽
,

而芽不能分化根
.

因为芽发育而来的植株较小
,

嫁接没有成功
,

因此我们无法研究

玉米醇溶蛋白基因在龙葵种子中的表达情况
.

为了研究玉米醇溶蛋白基因在双子叶植物中的

表达是否也受发育调节控制
,

我们将 p g lz ,

lBA 中的 2 19 基因导人了农杆菌 C 5 8 ( p G v 3 8 5 0 )

的 iT 质粒 p G v 3 8 5 O 中
,

构建了表达载体 p G V 3 8 5:0 : z 19 km
.

这个载体去除了 T 一 D N A 上

的致瘤基因
,

允许转化组织再生完整植株
,

而且其上还含有一个能在植物细胞中表达以作为选

择标记的卡那霉素抗性基因
.

目前用它转化植物的工作正在进行中
.

实验过程中得到本所负压实验 室朱立煌
、

胡乃璧
、

彭德兴
、

翟文学
、

朱荣焕
、

李小兵
、

李诺和

本实验室的牛德水
、

李金 国
、

陈永强
、

李安生
、

张敬等同志的指导和帮助
,

作者在此一并表示衷

心的感谢
.
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在双子叶植物龙葵中的表达 图版I
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