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双价抗真菌基因表达载体的构建 

及转基因西瓜的研究 

张志忠，吴菁华， 吕柳新 ，何承坤 
(福建农林大学园艺学院，福州 350002) 

摘要：构建了同时含有番茄儿丁质酶基冈 (Chi3)和 13一l，3一葡聚糖酶基因 (Glu-Ac)的双价抗真菌基因植物表达载体， 

以西瓜 (Citrullus lanatth~)子叶块为外植体，采用根癌农杆菌 (Agrobacterium tumefaciens)介导法，将 Chi3和 Glu-Ac同 

时导入西瓜栽培种“中育一号”，共获得46株抗性再生植株。经PCR、Southernblot和 RT-PCR检测，表明外源基因己 

成功整合到西瓜基因组中，并在转录水平得到表达。利用尖孢镰刀菌西瓜专化型 (Fusarium oxysporurn)对转基因植株 

进行离体叶片抗病性检测，表明转基因植株对枯萎病的抗性均有不同程度的增强。 

关键词：几丁质酶基因；B—l，3一葡聚糖酶基因；西瓜；遗传转化；抗病性 
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Construction of a Plant Expression Vector Carrying Two 

Antifungal Genes and Its Transfer to W atermelon 

ZHANG Zhi—zhong， WU Jing—hua， L0 Liu—xin ， HE Cheng—kun 

(College of Horticulture，r4ion Agricuhure and Forestry University,Fuzhou 350002，China) 

Abstract：Using plant bivalent expression vector pCAMBIA1300 and pBI121 as basic components，a new binary 

vector harboring tomato chitinase gene Chi3 and tomato卢一1，3一glucanase gene Glu-Ac，was constructed through 

sequential restriction digests and ligations recombination．The two genes driven by CaMV35s promoter were 

successfully transferred into watermelon cultivars“ZhongYuYiHao”via Agrobacterium．mediated tran sform ation． 

Successful integration and expression of Chi3 an d GIu-A c were confirmed by PCR, SoutheFll blot an alysis an d 

RT—PCR．Th e reaction of detached leaves of transgenic plan ts to infection Fusarium oxysporum infection WaS 

examined．The results indicated that transgenic plants gained certain resistance． 

Key words：Chitinase gene；B一1，3-glucanase gene；Waterm elon；Genetic transform ation；Disease resistance 

西瓜 (Citrullus lanatus(Thunb．)Mansfeld)是重 

要的经济水果，但生产中病害种类繁多，主要有枯 

萎病、炭疽病、蔓枯病、白粉病、霜霉病、疫霉病及病 

毒病等，其中枯萎病是西瓜生产上危害最严重的病 

害之 一 ，由尖孢 镰 刀菌 西 瓜专 化 型 (Fusarium 

oxysporum f sp．niveurn(E．F．Smith)Synder& 

Hansen)侵染所致【”。该病属土传病害，病菌在土壤 
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中可长期存活，防治十分困难，并且由于长期连作 

及使用农药，客观上筛选了致病力更强的病原突变 

体，致使病害日益猖獗。野生西瓜材料 PI296341是 

目前国际上公认的唯一 1份抗枯萎病 3个生理小 

种的抗源，但农艺与品质性状极差，属饲料西瓜变 

种，不能直接作为育种材料来使用[2]，所以通过常规 

育种方法获得稳定抗病的品种较为困难。近年来， 
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植物抗真菌病害基因工程的迅速发展为解决这一 

问题带来了希望。目前最常用的目的基因是几丁质 

酶基因和 B．1，3．葡聚糖酶基因。几丁质酶是一种以 

几丁质为底物的水解酶，它可以降解病原真菌细胞 

壁的重要成分一几丁质，从而破坏细胞致使病原体 

死亡。但大多病原真菌细胞壁最外层均覆盖有葡聚 

糖层【3]，B一1，3一葡聚糖酶可将这些表层的多糖水解， 

使内层的几丁质暴露出来，以便几丁质酶发挥作 

用。体外抑菌实验 表明 B．1，3．葡聚糖酶能够抑制 

某些真菌的生长，且与几丁质酶共同作用时，其抑 

菌作用会大大增强。Jayasankar等【5]的研究表明几丁 

质酶可以明显抑制西瓜枯萎病病原菌的生长。但迄 

今为止未见此类相关基因转化的报道。本研究构建 

了含几丁质酶 ．B．1，3．葡聚糖酶双价抗病基因的植 

物表达载体，利用它们之间的协同作用，采用农杆 

菌介导法导入西瓜，成功获得了一批抗病性增强的 

转基因植株，为西瓜抗病育种提供科学依据。 

1材料和方法 

1．1植物材料 

西瓜(Citrullus lanatus(Thunb．)Mansfeld)栽培 

品种 “中育一号”，由农业部农作物种子质检中心 

郑戈文同志提供。 

1．2 菌株和质粒 

大肠杆菌 DH5~x和根癌农杆菌 EHA105由本 

实验室保存 ，尖孢镰 刀菌西瓜专化型(Fusarium 

oxysporum f sp．niveurn fE．F．Smith)Synder& 

Hansen)由浙江大学王玲平博士提供；所用质粒 

pCAMBIA1300、 pBI121、 pSKChi3和 pSKGlu．Ac 

图 1 pZZZ的构建流程示意图 

Fig．1 Schematic outline ofthe construction ofpZZ7 
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降的筛选均按 《分 』 览降。。7 。<- 3 ~指南》⋯操n：；pZZZ 

4匈建按 }蚓 1所 一』 沸【 进 f J 

1．5 转基因植株的获得和分子检测 

以阳瓜 rll1块为外 }1|f体，采川I十 沾转化阳 

瓜，不 阶段乘川的培养丛为：矩本 养基 MS，预 
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微量提取震川 Trizol f_』 I I：PCR椅删和 RT—PCR幢 

删均参}{({1 咒林 ／方 、进{ ．JU Chi3 【jil特异 I 

斗妻7为 Pl：【5 CCTGCCAAAGOA1TrcTAcAc一3’)， 

P2：f5’-CCACAATA( CTCCTGTAAA^TCCAA一 

3。)．Gh _r基 特蚌引物 为P3：r 5’．TTTTACT— 

TG丌 GGGCTTCT一3 )． P4： (5’一TTCCTGGTT 

TCT丁TG0TG一3’)：Southern blo[梳 测 参照 《分 了 

克降试验指南》lal，以地高 怀 的顷 pZZZ为探 
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1．6转基因植株抗病性 检测 

病踬简液准备：挑墩尖m镰 J 照，接种丁 

液体马毁薯培罪 巾．25~C震荡培拜1—2 d 将培养 

后的菌液转 I 5mtEP背i{i．离心收集茼体 J_{j适 

量}『{[体 屿铃薯培养 或液体 MS培养幕乖恳菌体 

至浓度 为 5×10 孢 fm 备l}{】 

检圳：随机选取 PCR榆删呈 Itft：的转化林 鲫 

取第pU叶fi'L 特 幼叶 IIH' 向 b；t,~-IIt柄插入龠育 

MS固体 葬蛙 ‘fjtf-'：养llll I· 川微毓注射器在叶片 

l 火的nfI嫁酃他 1：划 1oi11柑萎蝻病原菌液t{{j封 

【】 判171，25．C晴培 芥25 h，之 转移至光照培养， 

光j{f}l2 h d-i，培猝2—3 d．观察iï 受害情况。 

2结粜年̈分析 

2．1双价抗真菌基 因表达载体的构建 

乐I】JⅣ⋯rf IIl和 -fJ I对构址好的植物双元 

哒救体 pzzz进行般酶切鉴定， 粜显 pzzz可 

以 小J 小约为2．1 kh 2 3 kbI_1{j片段，前旨符台 

35s启动 f 865 bp)一Chi3(94l bp)一Nos终 止 于 

(267 bp)n{J』、小， 青则与35s 动 (865 bp)一 

rI』̈一4￡-t1 l85 bp)一Nos终 1 J‘r c267 bp)一致 ．说明 

表达载体杓建成功 【图2) 利用冻融法将构建好的 

表达戡体导八收秆 EHAI()5-l11 液 PCR鉴定 

结粜显 利{fj Ch j jI物和  ̈ 引物可分刖tt 增 

出预期凡小的550 bp和850 bp的r]的条带． l 

物 P2和 f物 P3 uJj)1增Il1人小为 1 850 bp直右的 

条带，禽上述 片段及 个Nos终I ，进 步证 

j 达拔体构建成助，jf 入收杆菌中‘l 3) 
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6223 bp 
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3,172 b 

2690 hD 

l882 b口 

{Bg b∞ 

925 bn 

42l bp 
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2 自i质牡酶切。蛙咤罔 

Fig 2 Restriction endonuclease analysis of 

recombinant plasmid pZZZ 

M 舒 f 准 DNAMarker；I赝牲 pzzz的 

l ¨I】 rJ 1趣酶 pZZZ．"tli eu[n卜 oR 

2。2 转基因植株的分子检测 

通过潮东素直接筛选共获得46株抗性再生植 

l侏，提取筹株总 DNA(j 4所小为随机选择的6株 

扩增结果)．丹训利用 PI／P2和P3／P4引物对转化 
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rig 4 p r R alialysis ofputative translbrmants and unlransfomlcd plants 

Left)：Chi3扩 PCR amdysis usingc l primer sets：右 lRight、： 1 扩增 P(R analysis usingf， -
．4 primer se 

M 斗r量抓难 DNAMarker I pTY2 J pZZ7 plasmid．2 lE t抹 Umranslbmlcd plant：3-8转化杯 Putative[ranst-orrnan 

株进行PCR 增，其II 38林转化林均可以扩增}b 

预l9]大小[i9 550 bp(Chi3 增 ：物 )年̈ 850 bp 

(Gtu一 r’扩增产物)的H断．刚步匣f 曰的 已 

经整台刮阿瓜瑟闻钏-I】̈ ．Or．9}仃6株止{ 坩 增 

物．j 余 2株圳Jl!具有 一扩增 物，这一情况表 

叫fiif,J rlj烈价 闻农逃蛾体pZZZ进行转化I=l勺过程 

，lI发 r 分 崮 五火 睛 ． 这一比例，、I1̈I约 

4 35研 (2／46)． 

2．3转基因植株的 Southern blol检 测 

为 r挟褂史 多的外濒 丛 恪 f ，埘 PCR{垒 

删 ⋯性的转珠 植株进}J J Southern blot榆删 

川Bgt Il 制’ 内纠酶宽 酶辫j．￡ 组 DNA f质粒 

pZZZ i'l(j T．Border之fu J 陔酶的酶 化点)．，以 

术经脯 切的质糖 pZZZ为⋯卅刘删，非转化植株 

DNA晦 切 ‘物 为 州照，结 I 5 町 转化 

株均fil吼朵交f 号．说I⋯ I『： 卅L 成功控 到西 

瓜丝l叫 l{】，1． 时亓]以胥山_】 闶 i刮转化个 

体·I ncJ拷 数 、ÏJ．H时仔  ̂ 拷 干̈ 多拷 现象。 

!i l 
圈5转蕈 捕{蕞Soulhem bl。t骨 

FJg 5 Southern blol analysis oftransge,oic,,valermelon plams 

I pZZZ * pZZZ plamfid；2 N：44．tV~桃 Uuntranslbrmed 

planl；3-5 转化袜 Ftran~lb rmants 

2．4转基因植株的RT—PCR检测 

提墩 Southcm btot检测 ‘H 的转堆吲植株总 

RNA rU j RT—PCR检测，分H町利r『=I Chi3特 引物 

和Glu一，1f特肆引物列转 1埘植株进行扩增．得到 =r 

预f9 J人小的550 bp和850 bp片断．分刖为Chi3和 

G A 的特 片断，说刚J rI的 冈仵转录水甲上得 

到了表达 r 6) 
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2．5转基因植株离体叶片抗病性鉴定 
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PCR榆删‘ ⋯性的转 十fL株逆n‘离体叶”抗病 
一 牲定 圈7 I·J‘见，术拨种病 离l’啊非转化怕林 

叶片 (A) J：K【 常，接f1-辆 的同 仃n{片均表 

山 一定 度的 萎病症状 接种嫡坂熵的非转化株 

f̈片 (D)嵌现⋯llJJ nf=J 4 状： ”凡 分布满白乜 

絮状茼托，病啄 儿 lII接种 坐蜒 挂个叶片、 

叶 夫 分‘- 水 渍状 部分 变为仕I包 IÏ  顶 歧 

刷边[】l缘 lJ』' 帖甚．叶柄 粥 ， 【帖差 接种病 

的转j；￡J 植株IÏ rj 敏 1．苍⋯1、变黄，个别 

叶缘殁 I-f- 鉴，痫 莳lq‘， 最 K．=j IfI阿株转 琏 

株的II。。片(B、 接刊- 。̂ 近躺原 有 定 
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程度的生长，仉其扩展范 远较非转化株小，另外 

两株 (C、E)叫未见痫原蔬的【利显扩展。Il_此uJ见转 

基 植株对精娄痛的抗-性有一定程度的提高 对 38 

株 PCR柃测阳一 栋的抗病。 检测lf1有26株表现出 

小同程度的增强， 外 12株对嫡原菌的抵抗能力 

没有发 显变化 这 结果表 J̈]通过导入几丁质 

酶 一B—l，3．铈聚粘酶舣价抗病基 来提高西瓜对枯 

萎病病原菌的抵抗能力足uJ行的．同时也说明在部 

分转革『 精株Il-导入的外源 日的基 町能发生了 

默或表达量较低， 足以抵抗稿原茼的侵染 

目前常J 的多基 转化策略上要包括多次转 

化、共转化和利用I【=0时禽多个目的基因的表达载体 

进行 玖转化 多次转化 【。怍置夫、耗时长．对筛选 

幕 的选择较为困难，j{= 转幕 楠株后代分离复 

杂、稳定性差，获得同时含多个 蕈固的转基吲 

纯台系LE较 雌。采用共转化际存在 E述类似问题 

外， 转化频率根低也是 ‘个不窖忽视fl勺问题，当 

摹固转化载体的数目增加时，获得多基因转化体的 

频率就会下降⋯。I。木试骑将儿 J质酶基因 B 1，3． 

衙聚糖晦基 掬建疗：删一载体中，通过 一次转化事 

件就 司l『l』导入多个EJ的基『 ，出于 进行一次基 

转化．多个埔因州时整合存受作染色体的一个遗 

传豫点 转化后fH据与其连锁旧标记基 进行筛 

蕾 
4‘ 川柏 离件：lI J 宅孢 』 J 维定 

Fig ? I hc rcactiun ot douched leaves u rt n，Ⅱnanh ni f I J" -Ḧ |t r} f"1n似 '1on 

A：束蚪ft&lJ'JIF {tillI Jl t cafoI untranstbrmed plantwithoulinfection：D：经慢 【Jc】 转化l Lea／ 

un~ansfomted plant wilh iI1lociion：l{'C F、F坦佳 肭转 呐非叶”[eaves[，ftranslbrmants witl1 i fbcti 
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选也很简单和方便，比较容易获得能稳定遗传的转 

多基因植物。 

不同病程相关蛋白的抑菌机制不同，因而所起 

的作用也不同。据报道转菜豆几丁质酶基因的烟草 

植株对真菌抗性的增加主要是因为降解了真菌的 

细胞壁，使真菌不能进一步侵染⋯】；而转 B—l，3一葡聚 

糖酶基因的烟草植株表现出对真菌的抗性，主要是 

因为释放了有生物活性的 B—l，3一葡聚糖片段从而 

激活其防卫基因的表达【l2J，由此可见植物成功抵御 

病原的侵染需要多种相关基因的共同参与、协同作 

用。在植物抗病基因工程中，转多个基因的策略将 

会逐渐取代转单个基因的策略，进而使植物通过采 

取一系列不同的防御机制来抵抗病原入侵，综合这 

些防御机制将会培育出抗性更持久更广泛的优 良 

作物品种。本试验构建了同时含有这两种基因的植 

物表达载体，对西瓜进行转化，以期利用双价基因 

产物协同作用，克服单基因产物难以实现育种 目标 

的缺点，从而达到抗性更强、抗菌谱更广的目的。从 

已有的报道 51来看，几丁质酶基因和 B—l，3一葡聚 

糖酶基因的联合使用可以产生很好的协同作用，转 

基因植株大多表现出较强的抗病性。本试验中离体 

抗病性检测结果也表明转基因植株的抗病性有不 

同程度的提高，从而有望获得抗病性增强的品种或 

供进一步研究的材料。 
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