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摘要：通过ＰＣＲ技术，从克里曼丁橘和荔枝品种“三月红”叶片中克隆获得了 ＮＰＲ１和 Ｄｅｆｅｎｓｉｎ基因序列．以 ｐＢＩ－
１２１作为载体骨架，构建了ＮＰＲ１和Ｄｅｆｅｎｓｉｎ双价抗病基因过量表达载体，命名为ＮＤ－ｐＢＩ１２１．通过根癌农杆菌介导
的遗传转化，获得了６株ＰＣＲ检测为阳性的双抗沙田柚植株，为探究ＮＰＲ１和 Ｄｅｆｅｎｓｉｎ基因的过量表达对柑橘黄
龙病的抗性影响提供试材．
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　　柑橘黄龙病（ＣｉｔｒｕｓＨｕａｎｇｌｏｎｇｂｉｎｇ，ＨＬＢ）是一种
由革兰氏阴性细菌引起的植物病害，病株果实常表现

为青果，果汁味酸、淡，果实中心柱不正
［１］．此外，病株

的种子质量减轻，多败育且萌发率降低
［２］．随着近年

来柑橘黄龙病在全球范围内的爆发，对该病的防治受

到了广泛的关注，但目前尚无有效的防治方法
［３］．黄

龙病病原菌不能分离纯化培养的特性对该病的研究

和防治造成了严重的阻碍
［４］，传统的防治方法：培育

无毒苗、铲除病树、防控木虱，无法从根本上解决黄龙

病的爆发
［５］．因此，抗性育种材料的筛选和培育至关

重要
［６］，远缘植物中抗性基因的利用可望为黄龙病的

防治提供一条新的途径．
病程相关非表达子１（ＮｏｎｅｘｐｒｅｓｓｏｒｏｆＰａｔｈｏｇｅｎ

ｅｓｉｓＲｅｌａｔｅｄＧｅｎｅｓ１，ＮＰＲ１）具有广谱抗性，在植物
系统获得抗性（ＳｙｓｔｅｍｉｃＡｃｑｕｉｒｅｄＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＳＡＲ）、
诱导系统抗性（ＩｎｄｕｃｅｄＳｙｓｔｅｍｉｃＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＳＲ）中
起核心调控作用，是多种抗病途径中的关键节点

［７］．
ＣＡＯ等［８］

发现，缺失ＮＰＲ１基因的拟南芥突变植株
对各种ＳＡＲ诱导物不能做出应答反应，同时对病原
微生物感染的敏感性显著提高．随后在不同植物物



种中克隆得到了 ＮＰＲ１基因及其同源基因，并且证
实ＮＰＲ１基因能增强水稻［９］

和玉米
［１０］
等作物的抗

病能力．
植物防御素（Ｄｅｆｅｎｓｉｎ）是植物体在受到病原体

侵染时所产生的一种拮抗物质，是一类富含半胱氨

酸的小分子多肽，对细菌等微生物具有广谱抗

性
［１１］．来源不同的植物防御素的抗菌作用机制与抗

菌广谱性不尽相同，其抗菌作用机制主要有２种：一
种机制是与细胞膜上的脂类相互作用，诱导细胞膜

结构和通透性改变的
［１２－１３］，从而导致细胞膜结构

的改变，原生质体的泄露和电化学势的失衡；一种机

制是与细胞内的复合物结合，该方式的作用机制还

有待研究
［１４］．

２０１５年ＤＵＴＴ等［１５］
发现，导入拟南芥 ＮＰＲ１基

因的甜橙转基因植株对黄龙病的抗性增强．此外，
对已经分离得到的植物防御素（Ｄｅｆｅｎｓｉｎ）进行分类
的研究发现，部分 Ｄｅｆｅｎｓｉｎ能够抑制革兰氏阴性细
菌的生长

［１６］．有研究［１７］
表明，荔枝鲜有革兰氏阴性

菌引起的病害发生，据此推测荔枝对细菌侵染性疾

病具有一定的抗性．本实验拟采用基因工程技术构
建柑橘ＮＰＲ１和荔枝 Ｄｅｆｅｎｓｉｎ双价抗病基因过量表
达载体并转化柑橘柚类优良品种“沙田柚”，为探究

ＮＰＲ１和 Ｄｅｆｅｎｓｉｎ基因的过量表达对柑橘黄龙病的
抗性影响提供试材及技术基础．

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
实验材料：克里曼丁橘（ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ

ｃｖ．Ｃｌｅｍｅｎｔｉｎｅ）叶片，取自广东省农业科学院果树研
究所；荔枝（ＬｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓＳｏｎｎ．），品种“三月红”的
叶片，分别作为提取基因组 ＤＮＡ的材料；沙田柚
（Ｃｒｉｔｒｕｓｇｒａｎｄｉｓ（Ｌ．）Ｏｓｂｅｃｋｃｖ．Ｓｈａｔｉａｎｙｏｕ）果实购自
广东梅龙柚果股份有限公司，作为遗传转化受体．

实验试剂：ＥｘＴａｑ酶、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＰｒｅｍｉｘ、
ＰＣＲ纯化试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒、质粒提取试

剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＩＩＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ试剂盒、购于ＴａＫａＲａ生物工程有限公司．ＢａｍＨＩ、
ＳａｃＩ限制性内切酶购自ＮＥＢ公司．植物 ＤＮＡ提取
试剂盒购自东盛生物技术有限公司．用于载体构建
的连接载体ｐＢＩ－１２１和大肠杆菌菌株ＤＨ５α的感受
态细胞、卡纳霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋａｎ）、利福平（Ｒｉ
ｆａｍｐｉｎ，Ｒｉｆ）、链霉素（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，Ｓｔｒ）购于北京全
式金生物技术有限公司．用于启动子克隆的 ｐＦ
ＧＣ５９４１载体购于瑞真生物工程有限公司．

实验仪器：电泳系统（ＡＴＴＯ，ＡＥ－６１１１）；ＰＣＲ
仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）；凝胶成像系统（ＵＶＰ，ＬＭＳ－２６Ｅ）；
１．２　方法
１．２．１　基因组总ＤＮＡ的提取　按照ＤＮＡ快速提取
试剂盒的说明书提取柑橘品种“克里曼丁橘”和荔

枝品种“三月红”的叶片总ＤＮＡ，经过琼脂糖凝胶电
泳检测后，保存于－２０℃冰箱中备用．
１．２．２　引物的设计与合成　分别从在线网站 ｈｔ
ｔｐ：／／ｃｉｔｒｕｓ．ｈｚａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｏｒａｎｇｅ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ中下载得
到甜橙ＮＰＲ１基因序列（ｃｔＮＰＲ１）；从 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中下载菠菜 Ｄｅｆｅｎｓｉｎ基因序
列，与荔枝品种“三月红”的基因组序列比对，得到

一段同源序列并命名为ＤＦ－１；从ＮＣＢＩ网站中下载
ｐＢＩ－１２１载体编码序列，以及 ｐＦＧＣ５９４１载体上的
启动子（３５Ｓ－ＰＲ）和终止子（ＴＥＲ－１）序列．利用
Ｐｒｉｍｅｒ５设计ＮＰＲ１、ＴＥＲ－１、３５Ｓ－ＰＲ、ＤＦ－１等４个
片段的特异性扩增引物（表 １）．根据 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＩＩ
ＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ试剂盒提供的连接方法，在
ｃｔＮＰＲ１的正向引物与ＤＦ－１的反向引物中的５′端分
别引入线性化克隆载体酶切位点末端序列，使得插

入片段的ＰＣＲ产物５′和３′最末端分别带有和线性
化克隆载体两末端对应的完全一致的序列 （１５～
２０ｂｐ），再按照上述４个片段的排列顺序分别在各
片段正向引物的 ５′端添加前一个片段的 ３′端同源
序列（１５～２０ｂｐ），反向引物的５′端添加后一个片段
的５′端同源序列，引物序列由生工生物工程有限公
司合成．

表１　基因克隆及转基因植株检测所用引物
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

引物名 正向序列（Ｆ） 反向序列（Ｒ）
ｃｔＮＰＲ１ ５′－ＧＧＡＧＡＧＡＡＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＡＴ

ＧＧＡＴＡＡＣＡＧＡＡＧＴＧＧＧＴＴＣＴＣＧ－３′
５′－ＡＧＣＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＧＧＴＴＴＧＣＣＡＣＣＡＴＡＡ－３′

ＴＥＲ－１ ５′－ＧＣＡＡＡＣＣＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴＧＣＴＴＴＡＡＴＧＡＧＡＴＡＴ
ＧＣＧＡＧＡ－３′

５′－ＴＴＧＴＧＧＧＡＴＴＧＧＡＴＣＣＴＧＣＴＧＡＧＣＣＴＣＧＡＣＡＴＧ－３′
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ＤＦ－１
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５′－ＡＴＧＴＴＴＧＡＡＣＧＡＴＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＴＣＡＡ
ＣＣＡＧＡＴＴＴＣＴＧＡＴＣＡＴＴＴＴＴＣＴ－３′
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１．２．３　目的片段的扩增及测序　分别以克里曼丁橘
总ＤＮＡ、ｐＦＧＣ５９４１载体、荔枝“三月红”总ＤＮＡ为模
板，利用上述引物扩增进行第一轮扩增，得到ｃｔＮＰＲ１
（１７８４ｂｐ）、ＴＥＲ－１（７３８ｂｐ）、３５Ｓ－ＰＲ（１３４３ｂｐ）与ＤＦ
－１（３１３ｂｐ）ＤＮＡ片段．反应体系２５μＬ，其中模板
ＤＮＡ１μＬ，正反扩增引物各１μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘ
Ｐｒｅｍｉｘ１２．５μＬ，然后加双蒸水补足至 ２５μＬ，ＰＣＲ
扩增程序：９４℃ 下预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性 １０ｓ，
６３℃退火１０ｓ，７２℃ 延伸２０ｓ，循环３４次；７２℃延
伸３ｍｉｎ．反应产物用１％的琼脂糖凝胶电泳检测．
以第１轮的４段扩增产物为模板，以ｃｔＮＰＲ１Ｆ作为
上游引物，ＤＦ－１Ｒ作为下游引物进行第２轮扩增，
利用各片段两端的重复序列连接４个ＤＮＡ片段．反
应同样采用２５μＬ体系，连接后的目的片段理论长
度为４１１９ｂｐ．在偱环仪上进行扩增．第２轮反应产
物用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测，选择与目的片段
大小一致的条带进行胶回收，所得ＰＣＲ产物与胶回
收产物测序．
１．２．４　ｃｔＮＰＲ１和ＤＦ－１双价抗病基因过量表达载
体的构建及农杆菌转化　经ＢａｍＨ１和Ｓａｃ１双酶切
的载体ｐＢＩ－１２１在电泳后将载体骨架从胶中回收、
纯化．连接测序后的目的片段和线性化载体，获得
ｃｔＮＰＲ１和ＤＦ－１双价抗病基因过量表达载体，命名
为ＮＤ－ｐＢＩ１２１．用ＮＤ－ｐＢＩ１２１转化ＤＨ５α大肠杆菌
感受态细胞，在含有Ｋａｎ的ＬＢ平板上培养．正常生
长的阳性克隆菌斑经ＰＣＲ检测后，在含有Ｋａｎ的液
体ＬＢ培养基中培养过夜，抽提质粒．所得质粒经目
的基因特异引物ｃｔＮＰＲ１（Ｆ／Ｒ）ＰＣＲ鉴定为阳性后，
将重组质粒用化学法转入根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５，在
含有Ｋａｎ、Ｒｉｆ、Ｓｔｒ的ＬＢ平板上培养，所得克隆菌斑
进行ＰＣＲ阳性鉴定，用于沙田柚的遗传转化．
１．２．５　ＮＤ－ｐＢＩ１２１在沙田柚幼苗中的遗传转化　
将沙田柚上胚轴斜切成１～２ｃｍ小段的外植体用于
农杆菌转染，农杆菌转染柑橘上胚轴具体的方法步

骤参考贝学军
［１８］
和胡新喜等

［１９］
的方法．上胚轴愈

伤组织分化出的抗性再生芽长到２ｃｍ，并在生根培
养基中培养至叶片颜色深绿后用于嫁接．待嫁接成
活的幼芽长出 ５～６片幼叶时，取新生叶片提取总
ＤＮＡ，使用引物ｃｔＮＰＲ１Ｆ、ＤＦ－１Ｒ进行ＰＣＲ检测．

２　结果与分析

２．１　目的片段的扩增与连接
以甜橙总 ＤＮＡ、ｐＦＧＣ５９４１载体、三月红荔枝总

ＤＮＡ为模板，通过第１轮ＰＣＲ扩增出ｃｔＮＰＲ１（１７８４
ｂｐ）、ＴＥＲ－１（７３８ｂｐ）、３５Ｓ－ＰＲ（１３４３ｂｐ）与 ＤＦ－１
（３１３ｂｐ）ＤＮＡ片段，经凝胶电泳检测，获得条带大小
与预测条带大小一致（图１Ａ）．以第１轮ＰＣＲ扩增产

物为模板，扩增出一条大小约为４０００ｂｐ的条带（图
１Ｂ），目的片段预测为４１１９ｂｐ，基本符合，将其进行
胶回收并纯化后测序，测序结果与该片段的预期序

列进行比对，结果基本一致，仅在３５Ｓ启动子的非保
守区域有个别碱基错配发生，对目的片段的表达并

无影响．

!

图１　目的片段扩增及连接产物的电泳结果
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔａｒｇｅｔｆｒａｇｍｅｎｔｓ（Ａ）ａｍ

ｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｈｅｌｉｇａｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔ（Ｂ）
注：Ｍ为ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ．

２．２　ｃｔＮＰＲ１和 ＤＦ－１双价抗病基因过量表达载体
的构建

　　用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＳａｃⅠ对载体 ｐＢＩ－
１２１进行双酶切，得到 ２个片段，分别为大小约为
１２０００ｂｐ的载体骨架序列和大小约为 ２０００ｂｐ的
小片段（图２Ａ），符合预期大小．将ｐＢＩ－１２１骨架序
列回收后与目的片段根据同源重组的方法连接为重

组质粒并转化大肠杆菌．获得的阳性克隆使用基因
特异引物 ｃｔＮＰＲ１（Ｆ／Ｒ）ＰＣＲ检测验证后进行菌液
培养，提取质粒，再次进行ＰＣＲ验证，结果与预期相
符（图２Ｂ），表明已成功获得 ｃｔＮＰＲ１和 ＤＦ－１双价
抗病基因过量表达载体，命名为ＮＤ－ｐＢＩ１２１．
２．３　根癌农杆菌工程菌及拟转基因植株获得

将重组质粒 ＮＤ－ｐＢＩ１２１用化学法转入根癌农
杆菌ＥＨＡ１０５，获得过量表达 ｃｔＮＰＲ１和 ＤＦ－１的农
杆菌工程菌，随机挑选 ４～５个菌斑进行菌液 ＰＣＲ
检测，其检测结果均为阳性（图３Ａ）．表明已成功获
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图２　线性化载体与农杆菌阳性鉴定的电泳结果
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＬｉｎｅａｒｉｚｅｄｐＢＩ１２１ｖｅｃｔｏｒ（Ａ）ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（Ｂ）
注：Ｍ１为ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，Ｍ２为ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，ＣＫ１为未
酶切的ｐＢＩ－１２１载体，ＣＫ２为阴性对照．
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图３　ＮＤ－ｐＢＩ１２１农杆菌菌液的ＰＣＲ检测及拟转基因植株
Ｆｉｇｕｒｅ３　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＮＤ－ｐＢＩ１２１Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｉｑｕｉｄ

ａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ
注：Ｍ１为ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１～４为随机挑选的 ＥＨＡ１０５菌斑菌
液ＰＣＲ的结果，“＋”为阳性对照，“－”为阴性对照．

得转入ＮＤ－ｐＢＩ１２１表达载体的农杆菌菌株．将沙田
柚幼苗的上胚轴与 ＰＣＲ检测结果为阳性的根癌农
杆菌共培养，一共获得了 ７株抗性芽（分别编号为
ＮＤ１～ＮＤ７）．将抗性芽嫁接至沙田柚的砧木，成活
后获得了拟转基因植株（图３Ｂ）．
２．４　沙田柚转基因植株的鉴定

用７株拟转基因植株叶片提取总 ＤＮＡ进行
ＰＣＲ检测，引物为 ｃｔＮＰＲ１Ｆ、ＤＦ－１Ｒ，结果显示
ＮＤ１～ＮＤ５和ＮＤ７为阳性（图４）．说明，这６株为导
入了ｃｔＮＰＲ１和ＤＦ－１基因的转基因植株．

图４　拟转基因沙田柚植株的ＰＣＲ检测
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｏｆＳｈａｔｉａｎｙｏｕ

注：Ｍ为ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，“－”为阴性对照，“＋”为阳性对照．

３　讨论

笔者成功构建了 ｃｔＮＰＲ１和 ＤＦ－１双价抗病基
因的过量表达载体 ＮＤ－ｐＢＩ１２１，并导入大肠杆菌中
保存．经ＰＣＲ检测为阳性后，转入根癌农杆菌．通过
根癌农杆菌介导的遗传转化，获得了６株经ＰＣＲ检
测证实为阳性的沙田柚转基因植株．本实验的结果
将为探究ｃｔＮＰＲ１和 ＤＦ－１的过量表达对柑橘黄龙
病的抗性影响提供理想试材．

由于单个抗病基因选择性抑菌以及抗病谱窄等

原因，很难获得效果理想的转基因植株，为提高转基

因植物的广谱抗病性和持久性，更好地抵御不同病

害，就需要同时转入一个以上具有广谱抗性的抗病

基因
［２０］．已有实验证明，拟南芥的 ＮＰＲ１基因可使

柑橘对黄龙病的抗性提高，但是提高的程度并不显

著，无法起到明显的防治效果
［１５］，因此尝试多基因

的导入模式对柑橘的抗黄龙病分子育种具有重大意

义．本文选择来源于柑橘的 ＮＰＲ１基因和来源于抗
病性较强的荔枝的 Ｄｅｆｅｎｓｉｎ基因为操作对象，构建
获得了双价抗病基因过量表达载体，以期获得能够

更加有效的抵抗黄龙病的柑橘品种．
后续试验中需要扩大培养，获得更多转基因植

株，并对获得的转基因植株进行黄龙病抗性评价，同

时与单一转入柑橘ＮＰＲ１基因的沙田柚植株进行对
比，以验证多基因导入模式的可行性，为在分子层面

探究如何增强柑橘对黄龙病的抗性提供了更多的可
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能．这在柑橘产业的健康发展受到黄龙病严重影响
的大环境下，对防治黄龙病、加强抗性育种材料的筛

选和利用具有重大意义．
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