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BcA９ＧBarnase转基因雄性不育甘蓝的获得①
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摘要:将白菜绒毡层特异启动子BcA９驱动下的核糖核酸酶Barnase 基因,通过农杆菌介导的下胚轴转化导入甘

蓝材料‘TF’,获得具有除草剂Basta抗性的甘蓝转基因植株．经PCR鉴定,BcA９ＧBarnase融合基因已经整合到甘

蓝基因组中．细胞学观察显示,转基因甘蓝植株的花药因绒毡层细胞提前降解,花粉母细胞退化,成熟花药中无正

常花粉粒产生．相对非转基因对照,转基因甘蓝植株花器官变小,花瓣褶皱多,柱头弯曲,雄蕊瘦小等现象．另外,

转基因植株在温度低于２２℃时出现明显的死蕾现象,当温度高于２５℃时,死蕾现象得到缓解．田间结实情况调查

显示,转基因甘蓝植株自交不能结实,与野生型杂交可结实但种荚变短．
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对大多数农作物来说,利用雄性不育系是杂种优势利用最为经济、有效的办法．育种实践中发现,一方

面,不少农作物天然雄性不育资源有限;另外,即使发现了天然雄性不育资源,但在配套优良保持系以及

恢复系选育上遇到困难,导致育种周期变长,或者组合选育受限等一系列问题,增加了杂交育种难度,杂

种优势的潜力难以得到充分的发挥[１]．鉴于基因工程技术在农作物定向改良中的高效率,基因工程技术被

研究者用于创造植物雄性不育．１９９０年,MARIANI等人在烟草和油菜中获得了世界上首例基因工程雄性

不育[２],随后,基因工程技术雄性不育在多种植物中获得成功．根据２０１０年的资料显示,利用基因工程雄

性不育系选育出的油菜、菊苣和玉米杂交品种已经成功进行商业化应用[３]．将花药绒毡层特异启动子与细

胞毒蛋白基因Barnase融合,在花药绒毡层发育阶段特异表达破坏绒毡层细胞,从而导致小孢子败育,不

能产生正常的花粉是目前使用最为普遍的方法．利用类似的方法分别在烟草[４－５]、油菜[６－８]、芥菜[９]、小

麦[１０]中获得雄性不育植株．
甘蓝(BrassicaoleraceaL)是我国重要的叶菜类蔬菜,属异花授粉植物,雄性不育是其杂种一代新品

种选育的重要途径之一．目前,基于雄性不育系的甘蓝杂种选育,除中国农科院蔬菜花卉研究所利用显性

核不育系育成部分甘蓝品种外[１１],绝大多数品种利用源自萝卜的 OguCMS细胞质雄性不育进行[１２]．单一

不育源的广泛使用容易出现遗传脆弱性风险．如玉米曾发生商业品种大量使用单一 CMSＧT不育源后导致

１９７０－１９７１年美国玉米小斑病大范围流行[１３]．然而,Barnase基因在TA２９驱动下得到的转基因甘蓝植株
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中存在全不育植株和半不育植株,半不育植株在开花中后期出现育性恢复现象,转基因甘蓝植株表现明显

的育性不稳定[１４－１５]．出现该现象的原因之一可能与启动子有关[７]．为获得不育性状稳定、彻底的甘蓝基因

工程雄性不育植株,本研究利用大白菜花药绒毡层特异表达的BcA９启动子驱动Barnase基因表达,并通

过遗传转化获得转基因甘蓝植株,从分子水平、细胞学水平和田间开花结籽情况等方面调查分析转基因植

株的育性性状,结果显示BcA９启动子驱动Barnase基因表达后能导致彻底的雄性不育,但同时伴随着花

器官变小,花瓣褶皱,雌蕊弯曲,种荚变短,在温度低于２２℃时出现死蕾的现象．

１　材料与方法

１１　材　料

含pCABarABn 雄性不育基因表达载体的农杆菌 EHA１０５和甘蓝材料“TF”均由本实验室保存提供．
植物组织培养、植物DNA提取以及显微镜制片的各种化学药品为国产分析纯;TaqDNA 聚合酶和 DNA
Marker购自全式金生物工程有限公司;除草剂Basta购自日产化学工业株式会社;链霉素(Streptomycin)、

羧苄青霉素(Carbenicilin)、卡那霉素(Kanamycine)、萘乙酸(NAA)、６ 苄基腺嘌呤(６ＧBA)以及细菌培养

基均购自北京鼎国生物技术公司．

１２　甘蓝的遗传转化和转基因植株的获得

利用农杆菌介导的下胚轴转化法[１６－１８]转化甘蓝．切取６d苗龄的甘蓝下胚轴在预培养基(MS＋３mg/L

６ＧBA＋００５mg/LNAA)上预培养２d后,在含pCABarABn表达载体的农杆菌菌液中浸泡１５min,吸干

菌液置于预培养基暗培养２d后转至筛选培养基(MS＋３０mg/L６ＧBA＋００５mg/LNAA＋４mg/LPPT
＋４００mg/LCarb)上进行抗PPT筛选．生长健壮的绿芽,待其长至３cm 左右时,转至生根培养基(MS＋
０３mg/LNAA＋４mg/LPPT＋４００mg/LCarb)生根．
１３　转基因甘蓝植株的分子鉴定

１３１　DNA 的提取

采用CTAB法提取转基因甘蓝叶片的基因组DNA．

１３２　转基因甘蓝植株的PCR检测

用引物 A９ＧF:５ＧCTAGTCCAATAATGTGAGTCATGTＧ３和BNＧ２:５ＧGGATCCGATATCCTACCTＧ

GATCTTAGTGＧ３进行PCR检测．２５μL反应体系中,含模板 DNA１μL(３０ng/L),上下游引物各１μL
(１０ng/L),dNTPMixture０２μL(２５mmol/L),MgCl２２０μL(２５mmol/L),TaqDNA 聚合酶０３μL
(５U/L),１０×Buffer２５μL,ddH２O１７μL．PCR扩增反应程序:９４ ℃预变性５min,９４ ℃变性４０s,

５６℃预变性４０s,７２℃延伸２min,３０个循环,７２℃延伸１０min．PCR扩增完毕后,经１０％琼脂糖凝胶

电泳及成像系统检测．

１４　转基因甘蓝植株的花器官观察

比较转基因甘蓝植株以及野生型甘蓝植株花器官各个发育时期的表型差异,并取转基因甘蓝植株以及

野生型植株当天开放的花,比较雄蕊、雌蕊和花瓣的形态结构．

１５　转基因甘蓝植株花药、花粉的细胞学观察

取转基因甘蓝植株和野生型甘蓝植株的花序,投入FAA固定液中固定２４h后,用５０％乙醇清洗干净

并按大小将花蕾分为６个等级,分级完成后依次用７０％,８０％,８５％,９０％,９５％乙醇逐级脱水各１h,无

水乙醇脱水两次,各３０min,再用等体积的二甲苯和无水乙醇混合溶液以及纯二甲苯透明各２h,浸蜡１２h
以上,常规方法包埋．用 YDＧ２０２C旋转式切片机切片,切片厚度８μm,明胶粘片剂粘片,３７℃烘片２４h,

０１％ 海氏苏木精染色,在LEICACTR５０００显微镜下镜检并照相．

１６　转基因甘蓝植株田间结籽情况调查

转基因甘蓝植株自交以及用野生型甘蓝植株的花粉进行人工授粉后,调查植株的结荚及结籽情况．
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２　结果与分析

２１　转基因甘蓝植株的获得

pCABarABn表达载体经农杆菌介导的下胚轴转化法侵染甘蓝下胚轴,经除草剂 Basta(有效成分

PPT)多轮筛选,获得５株具有除草剂抗性并能正常生根的转基因甘蓝植株(图１)．提取其DNA,利用引物

A９ＧF和BNＧ２扩增BcA９启动子及其下游的Barnase基因,结果在５株转基因植株中均获得了预期大小约

１２kb左右的DNA片段(图２)．表明BcA９ＧBarnase基因已整合到甘蓝基因组中．

(a),(b)为诱导分化愈伤组织;(c)为转基因抗性植株根的生长情况;(d)为正常生长的转基因抗性植株．

图１　甘蓝转基因植株的获得

M 为 MarkerDL５０００;CK＋为pCABarAＧBn质粒;CK 为阴性对照;１－５为转基因甘蓝植株．

图２　转基因甘蓝植株的PCR检测结果

２２　转基因甘蓝植株的花器官形态比较

转基因植株与野生型植株在营养生长各个阶段(幼苗期、莲座期、结球期)的性状表现无明显差异．获

得５株转基因甘蓝植株在开花后均表现为雄性不育,即不育株率为１００％．与野生型植株相比,转基因植株

在花发育的各个时期,明显地瘦小、不饱满(图３(a))．在日平均温度低于２２℃时,转基因植株花序出现明

显的死蕾现象(图３(c)),当日平均温度高于２５℃时,死蕾现象消失(图３(b))．在开花期,转基因植株的花

萼发育正常与野生型相比无明显差异．但转基因植株的花瓣、雌蕊、雄蕊和花药的发育变化明显．转基因植

株花瓣褶皱多,花朵开放度小;柱头顶端弯曲;花药瘦小,不饱满,不产生花粉．而野生型植株的花瓣伸展,

花朵开放度大,无褶皱;柱头直立;花药饱满,内含大量花粉(图３(d)Ｇ(l))．

２３　转基因甘蓝植株与野生型甘蓝植株花药、花粉发育过程的比较

从造孢细胞期到花粉母细胞初期,转基因雄性不育植株与野生型植株的花药发育过程没有明显差异,

花药横切面呈蝴蝶状,花药的４个角隅处形成正常的表皮、药室内壁、中层、绒毡层和造孢细胞(图４(a)、

(f))．花粉母细胞初期至四分体时期,转基因雄性不育植株的绒毡层细胞提前解体,花药壁收缩,中层细胞

体积不规则膨大,挤压小孢子,致使小孢子和解体的绒毡层细胞粘连在一起,在药室内形成着色较深的团

块状物质(图４(b)、(c))．花粉粒成熟期药室内壁细胞排列紧密,药室不开裂,无明显花粉粒形成(图４(d)、

(e))．而野生型植株在四分体时期,其绒毡层细胞体积达到最大,减数分裂形成的小孢子细胞形状不规则,

细胞壁薄;花粉粒成熟期,绒毡层细胞消失,小孢子变圆,药室内壁开裂散放花粉(图４(g)、(h)、(i))．
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(a) 转基因植株(上)与野生型植株(下)的花朵比较;(b) 低于２２℃时,野生型植株的花器官表型;(c) 低于２２℃时,转基因植株的花

器官表型;(d) 野生型植株的花朵;(e) 转基因植株的花朵;(f) 野生型植株的雄蕊和雌蕊;(g) 转基因植株的雄蕊及雌蕊;(h) 转基

因植株(左)与野生型植株(右)的花瓣形态比较;(i)、(j) 转基因植株(右)与野生型植株(左)的雌蕊形态比较;(k) 转基因植株(右)与野

生型植株(左)的雄蕊形态比较;(l) 野生型植株花药;(m) 转基因植株花药．

图３　转基因植株花器官形态结构

(a)Ｇ(e) 转基因甘蓝植株花药切片(８mm 横切面);(f)Ｇ９g) 野生型甘蓝植株花药切片(８mm 横切面);(a)、(f) 造孢细胞时期(２０×);

(b)、(g) 花粉母细胞时期(２０×);(c)、(l) 四分体时期(２０×);(d)、(e)、(i) 花粉粒成熟期(２０×);T 绒毡层;SP 造孢细胞;PG 花

粉粒;ML 中层细胞．

图４　转基因甘蓝植株的花药发育过程
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A１ 转基因甘蓝植株自交所得种荚;A２ 转基因甘蓝植株与野生型杂交所得种荚;B１ 野生型甘蓝植株自交所得种荚;B２ 用野生型甘蓝

花粉对转基因植株进行授粉所得种荚．

图５　转基因甘蓝植株的结籽情况

２４　转基因甘蓝植株田间结籽情况的调查

转基因甘蓝植株开花后自交种荚基本不膨大,不能正常结实(图５(a)中A１)．利用野生型甘蓝的花粉授

粉后,种荚膨大,成熟后能形成正常形态的种子(图５(a)中 A２)．但与野生型植株相比,种荚较短,结种量

下降(图５(b))．表明大白菜启动子BcA９驱动的Barnase基因在甘蓝植株的花药绒毡层表达后,除了导致

花粉败育外,也降低了柱头的授粉受精能力．

３　讨　论

目前,在植物基因工程雄性不育中使用最为普遍的启动子是来自烟草的 TA２９融毡层特异启动

子[２,６－９,１４]．然而,TA２９作为不育基因启动子驱动Barnase的表达却存在较为普遍的温度敏感性问题．钟

蓉等人[７]将TA２９ＧBarnase转入“浙优油１号”后发现大多数植株在３０~２５℃下为全可育植株,当温度低

于２５℃时育性表现较为稳定．认为TA２９启动子驱动的Barnase基因表达受温度控制,属于温度敏感性雄

性不育材料．而TA２９ＧBarnase转基因烟草中,２７℃/２３℃条件下即可导致转基因植株育性恢复[１９]．该特

点在转基因甘蓝中也有类似的现象,TA２９ＧBarnase转基因甘蓝在开花后期随温度升高,有约３５％的植株

会出现育性恢复现象[１９]．

白菜BcA９启动子为融毡层特异启动子,从性母细胞发育(stage６)到融毡层细胞降解、二核花粉形

成期(stage１１)表达,表达特点与拟南芥A９启动子类似[２０]．在本研究中,该启动子驱动下的Barnase基

因在绒毡层表达后,导致绒毡层细胞在四分体时期提前解体,导致小孢子不能得到充足的营养物质和能

量维持正常的生长发育,最后小孢子败育,无正常花粉产生(图３)．由于２０１４年３－４月重庆气温较低,

转基因植株开花期间未遇３０℃以上温度,BcA９ＧBarnase转基因甘蓝植株是否具有在高温下的育性恢复

现象有待进一步的研究．但本课题组曾将BcA９启动子启动Barnase基因在烟草绒毡层中表达,产生完

全的雄性不育,不育性十分彻底,开花期间田间温度变化从１９~４４ ℃,均未发现转基因植株在育性上

有明显变化[５]．

本研究获得的转基因甘蓝植株除了表现雄蕊败育外,还表现花蕾变小,花朵开放度小、花瓣褶皱加

剧,伸展度小;柱头顶端弯曲;种荚较短;结种量下降;在温度低于２２℃时出现明显死蕾的现象(图２)．
这些结果显示大白菜的绒毡层特异表达启动子BcA９在甘蓝中的表达存在一定的泄漏,导致 Barnase蛋

白在绒毡层之外的组织和细胞表达．实际上,KONAGAYA等人[２０]的研究中也发现,白菜的BcA９启动
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子和花椰菜的BoA９启动子除了在绒毡层优势表达之外,在包括花梗、花丝和花瓣中均有少量的表达,

但未发现雌蕊、胚珠有表达．另外,钟蓉等的研究表明,在TA２９ＧBaranse转基因油菜植株中,发现有转

化植株柱头在花蕾期先露,柱头上部扭曲现象,他们认为TA２９ＧBarnase基因在柱头上有零星表达,从

而造成柱头形态上的异常,但给这些变形的柱头授粉仍可结实,说明其雌性可育[７]．将TA２９ＧBarnase
基因转化芥菜后发现,转基因植株除了表现雄蕊败育外,也出现了花朵变小,雌蕊变短,种荚变短的现

象[９]．而在棉花中也发现TA２９ＧBarnase转基因棉花除花药干瘪、花粉无活力外,也表现出花朵变小、花

丝变短等现象[２１]．因此,针对不同农作物研究和发掘表达严谨、稳定的特异启动子是基因工程雄性不育

系走向实践应用的前提条件．
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TransgenicMaleSterileCabbagePlants
InducedbyBcA９ＧBarnaseTransformation
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Abstract:RibonucleaseBarnasegenedrivenbyananthertapetumＧspecificpromoterBcA９fromBrassica

rapawastransformedintoBoleraceavariety ‘TF’byAgrobacteriumＧmediatedtransformationofthe

hypocotyls,andtransgeniccabbageplantswithherbicideBastaresistanceweregenerated．BasedonPCRiＧ

dentification,theBcA９ＧBarnasefusiongenewasprovedtohavebeenintegratedintothegenomeofBolＧ

eracea．CytologicalmicroscopyshowedthatnonormalpollenwasdevelopedinmatureanthersofthetreＧ

ansgenicBoleraceaplantsasaresultofprematuretapetumcelldegradationandpollenmothercelldeＧ

generation．ComparedwithwildＧtypeplants,thetreansgenicplantshadsmallerflowerorgans,moreseＧ

verelywrinkledpetals,bentpistilandthinnerstamens．Inaddition,alargenumberofbudsdiedwhenthe

temperaturewasbelow２２℃,butphenomenonofbuddeathwasrelievedwhenthetemperaturewashighＧ

erthan２５℃．FieldsurveyresultsshowedthattransgenicBoleraceaplantsproducednoseedbyselfＧpolＧ

lination,andtheyformedsomeseedwhenpollinatedwiththepollenofwildＧtypeplants,thoughthepods

wereshort．

Keywords:cabbage;malesterility;BcA９promoter;Barnasegene
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