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　　摘要：ｍＥＰＳＰＳ基因是编码５－烯醇式丙酮酸莽草酸－３－磷酸合酶的抗草甘膦基因。本研究通过根癌农杆菌
介导的遗传转化，将人工合成改造的草甘膦抗性基因 ｍＥＰＳＰＳ导入甘蓝型油菜品系甲５７２，获得了４株转基因植
株。分子检测证明，外源ｍＥＰＳＰＳ基因已整合到转基因油菜基因组中并能稳定遗传到下一代。各转基因植株中
ｍＥＰＳＰＳ基因能正确表达，但不同转化株的基因表达量之间有差异。转 ｍＥＰＳＰＳ油菜自交一代在稀释１００倍的
４１％农达异丙胺盐制剂（含草甘膦３０３９ｍｇ／Ｌ）喷洒条件下仍能正常生长，而不含转基因的对照植株在稀释２００倍
农达（含草甘膦１５１９ｍｇ／Ｌ）之后全部死亡。
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　　油菜是我国最重要的油料作物，是主要的食用
油、蛋白质饲料及工业原料来源之一。草害是影响

油菜生长和产量的主要生物逆境之一。据报道，我

国每年有５０％～８０％的油菜种植面积发生草害，可
造成１５％～２０％的产量损失［１］。传统栽培模式中

的人工除草需大量的劳力投入，增加了种植成本。

使用选择性化学除草剂对油菜杂草控制有一定效

果。但由于油菜地经常是单子叶和双子叶类杂草混

生，对施药时间和剂量要求严格，往往难以达到理想

的效果。因此，培育广谱非选择性的抗除草剂油菜

品种十分必要。

目前生产上抗除草剂的油菜品种有两种类型。

一类是通过诱变获得的抗除草剂油菜，如从自然群

体中通过连续选择获得的抗阿特拉津的油菜［２］，以

及从原生质体培养中分离出的抗绿磺隆的甘蓝型油

菜自发突变体［３］。但这两种突变体都表现出对产

量的负效应［３，４］，其在生产上的应用有一定局限性。

另一类抗除草剂油菜来自生物技术育种，主要是利

用转基因手段获得的抗除草剂油菜品种，其中影响



最大的为抗草甘膦油菜［５］。

草甘膦是一种广谱性的内吸传导型除草剂，通

过抑制 ５－烯醇式丙酮酸莽草酸 －３－磷酸合酶
（ＥＰＳＰＳ）的活性阻断莽草酸路径，使植物芳香族氨
基酸合成受阻［６，７］，从而导致植物死亡。与其它除

草剂相比，草甘膦具有除草效果好、环境残留低等优

点，在杂草防治中应用广泛。草甘膦能被土壤颗粒

紧密吸附并迅速被土壤微生物降解，其半衰期少于

３０ｄ，比大多数除草剂短［８］。研究表明，在喷施草甘

膦一个月后，土壤中的草甘膦和草甘膦的代谢产物

ＡＭＰＡ（氨甲基磷酸，ａｍｉｎｏｍｅｔｈｙｌｐｈｏｓｐｈｏｎｉｃａｃｉｄ）的
含量几乎可以忽略［９］。目前大部分草甘膦抗性作

物的抗性基因均来自农杆菌的 ＣＰ４－ｍＥＰＳＰＳ基
因［１０］。

作物遗传改良国家重点实验室林拥军研究组利

用农杆菌介导的遗传转化，将人工合成改造的抗草

甘膦基因ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ（以下简记为 ｍＥＰＳＰＳ）转入
水稻，并证明转基因水稻具有良好的抗草甘膦特

性［１１］。为了明确该基因是否可作为油菜抗除草剂

的基因资源，我们通过农杆菌介导的遗传转化，将

ｍＥＰＳＰＳ基因导入甘蓝型油菜，并对转基因后代进
行了分子检测和抗性鉴定分析。

１　材料和方法
１．１　植物材料及试剂

转基因受体材料为甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ
Ｌ．）自交系甲５７２。油菜种子用７５％乙醇浸泡４５ｓ，
０．１％ ＨｇＣｌ２消毒１０ｍｉｎ，无菌水清洗３次后，播于
１／２ＭＳ固体培养基上，置于２２～２４℃下遮光培养。
种子萌发５ｄ后切取下胚轴，作为转化的外植体。

试剂：用于遗传转化筛选的草甘膦购自 Ｓｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ，为高纯度的草甘膦粉末（产品目录号
Ｐ９５５６）。转基因植物抗性检测使用有效浓度为
４１％的农达异丙胺盐制剂（含草甘膦３０３．９ｇ／Ｌ），为
孟山都公司生产。

１．２　菌株和质粒
用于油菜转化的根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕ

ｍｅｆａｃｉｅｎｓ）菌系是 ＧＶ３１０１，含有携带３５Ｓ启动子控
制的ｍＥＰＳＰＳ基因的表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ｓ［１１］，
由作物遗传改良国家重点实验室林拥军教授提供。

１．３　遗传转化方法
取遮光条件下生长５ｄ的油菜下胚轴，切成５～

７ｍｍ长节段。用侵染悬浮液（ＭＳ＋３０．０ｇ／Ｌ蔗糖
＋１００．０μｍ／Ｌ乙酰丁香酮）将培养至 ＯＤ＝０．８的
农杆菌进行重悬浮，取稀释２０倍的悬浮液侵染下胚

轴２０ｍｉｎ。将侵染后的下胚轴转入愈伤诱导培养基
（ＭＳ＋３０．０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋１８．０ｇ／Ｌ甘露醇 ＋１．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ＋３０．０μｍ／ＬＳＴＳ＋３００．０ｍｇ／
ＬＴｉｍｅｎｔｉｎ＋５０．０ｍｇ／Ｌ草甘膦＋８．０ｇ／Ｌ琼脂）中培
养２０ｄ，之后转入分化培养基（ＭＳ＋１０．０ｇ／Ｌ葡萄糖
＋０．２５ｇ／Ｌ木糖＋０．６ｇ／ＬＭＥＳ＋２．０ｍｇ／ＬＺＴ＋０．１
ｍｇ／ＬＩＡＡ＋３００．０ｍｇ／ＬＴｉｍｅｎｔｉｎ＋５０．０ｍｇ／Ｌ草甘
膦＋８．０ｇ／Ｌ琼脂）中培养，每２０ｄ继代一次。
１．４　转基因植株的ＰＣＲ检测和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交

ＰＣＲ检测：取 Ｔ０转基因单株叶片，采用 Ｅｄ
ｗａｒｄｓ［１２］方法提取植物总 ＤＮＡ，以引物 Ｐ１（５′－
ＣＡＧＣＧＡＣＧＡＣＡＴＣＣＡＣＴＡＣＡＴ－３′）和 Ｐ２（５′－ＴＣ
ＣＡＧＧＡＣＣＴＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ－３′）检测人工合成的
ｍＥＰＳＰＳ基因。所用 ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性
３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０
个循环后，于７２℃延伸５ｍｉｎ，扩增片段为起始密码
子ＡＴＧ下游 ３６８ｂｐ到 １１００ｂｐ，大小为 ７３２ｂｐ，用
０．８％琼脂糖凝胶电泳检测。

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析：ＣＴＡＢ法提取转基因植株总
ＤＮＡ［１３］，采用通用的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交程序［１４］。用于

杂交分析的油菜ＤＮＡ量为４０μｇ，所用探针为Ｐ１和
Ｐ２引物扩增出的ｍＥＰＳＰＳ部分片段。
１．５　转基因植株的表达分析

提取转基因植株幼苗期叶片的总 ＲＮＡ，使用反
转录试剂盒（ＴｒａｎｓＧｅｎ，北京）合成 ｃＤＮＡ第一链。
以甘蓝型油菜 ＢｎＡＣＴＩＮ基因作为内标，使用 ｍＥＰ
ＳＰＳ基因的全长扩增引物Ｐ３和Ｐ４检测基因的表达
（Ｐ３：ＡＴＧＧＣＧＣＡＧＡＴＣＡＧＧＡＧＣＡＴ；Ｐ４：ＣＴＡＴＴＡＧＴ
ＧＣＴＴＧＣＴＧＴＡＣＴＴＣ）。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变
性４ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，
２８个循环后，于７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．６　转基因植株的抗性鉴定

收获种子种植于５０孔穴盘中，相同条件下播种
未转化的甲５７２种子作为对照。待植株长至４～５
片真叶时，将 ４１％农达异丙胺盐制剂稀释 １００倍
（含草甘膦３０３９ｍｇ／Ｌ）、２００倍（含草甘膦１５１９ｍｇ／
Ｌ）分别进行喷洒，７ｄ后观察喷洒结果。

２　结果与分析
２．１　转基因植株的ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析

通过转化，用５０ｍｇ／Ｌ草甘膦筛选到４株再生
植株，ＰＣＲ检测均为阳性（图１）。将这些植株移入
玻璃温室繁殖至Ｔ１。分别从４个株系中随机选择２
株经ＰＣＲ检测为阳性的单株进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分
析（其中第三个株系 Ｔ１只得到一株阳性单株）。单

３８５柳　寒等：抗草甘膦基因ｍＥＰＳＰＳ转化油菜研究



株采用ＴＸ－Ｙ－Ａ（Ｘ：繁殖代数；Ｙ：株系编号；Ａ：株
系后代对应单株编号）格式编号。Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交结
果显示，除来自第４株系的两个单株Ｔ１－４－１和Ｔ１
－４－２为单拷贝外，其余株系后代单株均为多拷
贝，且同一株系来源单株杂交带型基本一致（图２）。
其中Ｔ１－１－２和 Ｔ１－１－６杂交带型稍有差异，可
能是由于拷贝数发生分离所致。Ｓｏｕｔｈｅｒｎ的结果证
明，ｍＥＰＳＰＳ基因已成功整合到植物基因组中。

注：１ＤＮＡｍａｒｋｅｒＴｒａｎｓ２Ｋ；２阴性对照；
３阳性质粒；４～７转基因植株

Ｎｏｔｅ：１．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＴｒａｎｓ２Ｋ；２．ｎｏｎ－ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｒａｐｅｓｅｅｄ；３．ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄ；４～７．ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

图１　转基因油菜ｍＥＰＳＰＳ基因扩增及电泳图谱
Ｆｉｇ．１　ｍＥＰＳＰＳｇｅｎｅｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

注／Ｎｏｔｅ：１．Ｔ１－１－２；２．Ｔ１－１－６；３．Ｔ１－２－２；
４．Ｔ１－２－３；５．Ｔ１－３－１；６．Ｔ１－４－１；７．Ｔ１－４－２；８．ＷＴ

图２　转基因Ｔ１的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析
Ｆｉｇ．２　ＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

２．２　转基因植株的表达分析
外源基因整合到植物基因组中，由于位置效应

以及基因组修饰作用的存在，基因的表达往往会受

到影响，表现为表达上调、下调或基因沉默。为了确

定外源基因的表达水平，我们以上述 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ分析
单株后代为材料，混合取样提取总 ＲＮＡ，以甘蓝型
油菜ＢｎＡＣＴＩＮ作为内标进行了半定量分析。结果
如图３所示，野生型对照中没有检测到外源基因的
表达，而各转基因株系中 ｍＥＰＳＰＳ基因均能正常表
达，且不同株系间基因表达量亦存在差异，但表达量

的高低与拷贝数的多少无明显关系。如 Ｔ１－３－１
为３拷贝，但其 ｍＥＰＳＰＳ基因的表达量却和单拷贝

的Ｔ１－４－２相当，远远低于同为３拷贝的 Ｔ１－２－
３。同一株系来源单株基因表达量基本一致，但株系
１除外，其单株表达差异可能是由非共有的插入位
点所造成的。

注／Ｎｏｔｅ：１．Ｔ１－１－２；２．Ｔ１－１－６；３．Ｔ１－２－２；
４．Ｔ１－２－３；５．Ｔ１－３－１；６．Ｔ１－４－１；７．Ｔ１－４－２；８．ＷＴ

图３　利用ＲＴ－ＰＣＲ分析转基因
植株中ｍＥＰＳＰＳ的表达水平

Ｆｉｇ．３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＥＰＳＰＳｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｉｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｔｈｒｏｕｇｈＲＴ－ＰＣＲ

２．３　转基因植株的抗性鉴定
根据上述表达分析的结果，选择基因表达量高

的Ｔ１－２－３后代和基因表达量低的Ｔ１－４－２后代
进行抗性鉴定实验。结果显示（图４），在稀释１００
倍（含草甘膦３０３９ｍｇ／Ｌ）和稀释２００倍（含草甘膦
１５１９ｍｇ／Ｌ）的４１％的农达异丙胺盐制剂喷洒条件
下，非转基因对照甲５７２在７ｄ后全部萎焉死亡，而
Ｔ１－２－３和 Ｔ１－４－２仍能继续生长，但生长状况
存在差异。在２００倍除草剂作用下，Ｔ１－２－３和 Ｔ１
－４－２叶片均稍发黄，但 Ｔ１－２－３长势明显优于
Ｔ１－４－２，表现为生长较快，叶片较大。随着喷洒浓

注：ａ农达稀释１００倍 （含草甘膦３０３９ｍｇ／Ｌ）喷洒７ｄ后结果；
ｂ农达稀释２００倍（含草甘膦１５１９ｍｇ／Ｌ）喷洒７ｄ后结果

甲５７２为非转化株对照（转基因供体），
Ｔ１－２－３和Ｔ１－４－２为两个独立的转基因家系
Ｎｏｔｅ：ａ．Ｐｌａｎｔｓｓｐａｙｅｄｗｉｔｈ１００×Ｒｏｕｎｄｕｐ

（ｗｉｔｈｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ３０３９ｍｇ／Ｌ）ａｆｔｅｒ７ｄ；ｂ．Ｐｌａｎｔｓｓｐａｙｅｄｗｉｔｈ
２００×Ｒｏｕｎｄｕｐ（ｗｉｔｈｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ１５１９ｍｇ／Ｌ）ａｆｔｅｒ７ｄ．
Ｊｉａ５７２，ｎｏｎ－ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｏｎｔｒｏｌ；Ｔ１－２－３ａｎｄ
Ｔ１－４－２，ｔｗｏｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓ
图４　转基因油菜农达抗性鉴定
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度的提高，转基因植株叶片均大面积黄化，其中 Ｔ１
－４－２还出现了部分叶片萎焉现象，但两个株系最
终均能恢复正常生长。

３　讨论
杂草是油菜生产过程中最重要的生物胁迫之

一，严重影响了油菜的产量和品质，培育和推广抗除

草剂品种是解决油菜草害问题的有效途径。草甘膦

是一种甘氨酸的衍生物，生产成本较低；其作为一种

非选择性的内吸传导型除草剂，除草效果好，在生产

上应用广泛。本实验利用农杆菌介导的遗传转化，

成功的将 ｍＥＰＳＰＳ基因转入冬性甘蓝型油菜，获得
了抗草甘膦转基因油菜。本研究和前人结果［１１］表

明，ｍＥＰＳＰＳ在单子叶及双子叶植物中均能发挥有
效的抗草甘膦效应。

有研究报道草甘膦浓度为１２００ｍｇ／Ｌ时就能有
效杀灭杂草［１５］。本研究获得的转基因植株在草甘

膦浓度为３０３９ｍｇ／Ｌ（稀释１００倍）的喷洒条件下
仍能继续生长，表明其抗性较强。另外，基因表达量

高的转基因植株抗性明显高于基因表达量低的植

株，可见 ｍＥＰＳＰＳ基因的表达量越高，抗性越强，这
与Ｙｅ等［１６］的报道结果一致。如果使用更为高效的

启动子，有可能进一步提高抗性。这些转基因家系

的获得为确定除草剂的有效使用浓度奠定了基础。
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