
书书书

转中国对虾抗菌肽基因水稻抗白叶枯病效应初析

王　维１，＃　吴　超１，＃　刘　梅２　刘旭日１　胡国成１　斯华敏１　孙宗修１　刘文真１，

付亚萍１，

（１中国水稻研究所 水稻生物学国家重点实验室，浙江 杭州３１０００６；２中国科学院 海洋研究所 海洋生物技术研发中心，山东 青岛２６６０７１；

＃共同第一作者；通讯联系人，Ｅｍａｉｌ：ｌｗｚｚｊｕ＠１６３．ｃｏｍ；ｃｎｒｒｉｆｕｙｐ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ）

ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＰｅｐｔｉｄｅＧｅｎｅｓＴｒａｎｓｇｅｎｉｃＲｉｃｅｔｏＢａｃｔｅｒｉａｌＢｌｉｇｈｔ

ＷＡＮＧＷｅｉ１，＃，ＷＵＣｈａｏ１，＃，ＬＩＵＭｅｉ２，ＬＩＵＸｕｒｉ１，ＨＵＧｕｏｃｈｅｎｇ１，ＳＩＨｕａｍｉｎ１，ＳＵＮＺｏｎｇｘｉｕ１，ＬＩＵＷｅｎｚｈｅｎ１
，，

ＦＵＹａｐｉｎｇ１
，

（１犛狋犪狋犲犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犚犻犮犲犅犻狅犾狅犵狔，犆犺犻狀犪犖犪狋犻狅狀犪犾犚犻犮犲犚犲狊犲犪狉犮犺犐狀狊狋犻狋狌狋犲，犎犪狀犵狕犺狅狌３１０００６，犆犺犻狀犪；２犚牔犇犆犲狀狋犲狉狅犳犕犪狉犻狀犲犅犻狅

狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犗犮犲犪狀狅犾狅犵狔，犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲狊，犙犻狀犵犱犪狅２６６０７１，犆犺犻狀犪；＃犜犺犲狊犲犪狌狋犺狅狉狊犮狅狀狋狉犻犫狌狋犲犱犲狇狌犪犾犾狔狋狅狋犺犻狊狆犪

狆犲狉；犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉，犈犿犪犻犾：犾狑狕狕犼狌＠１６３．犮狅犿；犮狀狉狉犻犳狌狔狆＠犺狅狋犿犪犻犾．犮狅犿）

ＷＡＮＧＷｅｉ，ＷＵＣｈａｏ，ＬＩＵＭｅｉ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｇｅｎｅｓｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｉｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉａｌｂｌｉｇｈｔ．ＣｈｉｎＪ

ＲｉｃｅＳｃｉ，２０１０，２４（４）：３３５３４０．

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ（ＡＭＰ）ｉｓａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｗｉｔｈａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｔｈｅａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｇｅｎｅｓ狀狆３ａｎｄ

狀狆５ｆｒｏｍＣｈｉｎｅｓｅｓｈｒｉｍｐｗｅｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｉｎｔｏ犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪Ｌ．ｓｕｂｓｐ．犼犪狆狅狀犻犮犪．ｃｖ．Ａｉｃｈｉａｓｈａｈｉｂｙ犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ．ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｉｏｓｏｆ狀狆３ａｎｄ狀狆５ｗｅｒｅ３６％ａｎｄ４５％ｉｎＴ０ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｇｅｎｅｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＴ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｏｂ

ｖｉｏｕｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｇｒｏｎｏｍｉｃｔｒａｉｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓａｎｄｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．Ｆｏｕｒ狀狆３ａｎｄ狀狆５ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓｉｎ

Ｔ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｔｒａｉｎＣＲ４ｏｆ犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犪犲（犡狅狅），ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔａｌｌ

ｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓｈａｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉａｌｂｌｉｇｈｔｃａｕｓｅｄｂｙｔｈｅ犡狅狅ｓｔｒａｉｎＣＲ４．Ｔｈｅ狀狆５ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｌｉｎｅｓａｌｓｏｃｏｎｆｅｒｒｅｄｈｉｇｈｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉａｌｂｌｉｇｈｔｃａｕｓｅｄｂｙｔｈｅ犡狅狅ｓｔｒａｉｎｓＪＳ９７２，ＺＨＥ１７３ａｎｄＯＳ２２５．Ｉｔｉｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄ

ｔｈａｔｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅｓｗｉｔｈ狀狆５ｇｅｎｅｍｉｇｈｔｐｏｓｓｅｓｓａｂｒｏａｄｓｐｅｃｔｒｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｒｉｃｅｂａｃｔｅｒｉａｌｂｌｉｇｈｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｒｉｃｅ；ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ；ｂａｃｔｅｒｉａｌｂｌｉｇｈｔ；ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

王　维，吴　超，刘　梅，等．转中国对虾抗菌肽基因水稻抗白叶枯病效应初析．中国水稻科学，２０１０，２４（４）：３３５

３４０．

摘　要：抗菌肽是一类具有抗菌活性的多肽类物质。利用农杆菌介导法将中国对虾抗菌肽基因狀狆３ 和狀狆５分别导入粳稻品

种爱知旭中，ＰＣＲ检测显示，Ｔ０代转狀狆３基因和狀狆５基因水稻植株的阳性率分别为３６％和４５％。ＲＴＰＣＲ检测Ｔ１代转基因

水稻，结果表明抗菌肽基因在ＲＮＡ水平上得到表达，而抗菌肽的表达对农艺性状未产生显著影响。用白叶枯病菌小种ＣＲ４

分别对４个Ｔ１代转狀狆３基因和狀狆５基因株系进行接种，所有转基因株系均表现出比对照更高水平的抗性。为了验证抗菌肽

基因的广谱抗性，进一步检测了狀狆５转基因株系对３个菌株ＪＳ９７２、ＺＨＥ１７３和 ＯＳ２２５的抗性，发现中国对虾抗菌肽基因

狀狆５对白叶枯病菌可能具有较广谱的抗性。
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　　水稻白叶枯病是由 犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊狅狉狔狕犪犲ｐｖ．

狅狉狔狕犪犲（犡狅狅）引起的一种世界性水稻细菌性病害，

该病对热带和亚热带地区水稻生产的危害尤为严

重［１２］，是制约水稻高产的重要因素［３］。多年来，人

们采用不同的化学农药来防治白叶枯病，但收效甚

微，并且造成严重的环境污染［４］。实践证明，培育

和利用优良的抗病品种是控制白叶枯病发生最为经

济、有效和环保的途径。

长期以来，常规育种是水稻抗病育种最主要的

手段。水稻转基因技术的日臻成熟，使来源于不同

物种甚至人工合成基因转入水稻并高效表达成为可

能。这也为培育水稻新品种提供了新的手段。与常

规育种技术相比，转基因育种不仅能缩短育种周期，

而且能充分利用自然界丰富的抗源，在短期内实现

不同来源抗病基因的聚合。

目前，已鉴定的水稻白叶枯病抗性基因有３０多

个，其中有些基因的抗谱较窄，只对一个或几个生理

小种具有抗性，另一些基因虽具有较广谱的抗性，但
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是也不宜长期集中利用，犡犪４ 和犡犪３ 就因为连续

大面积推广而导致携带这些基因的品种抗性丧

失［５６］。因此，在挖掘栽培稻和野生稻中抗病基因

的同时，积极探索利用其他外源基因来改良水稻的

抗病性显得很有意义。目前，诸如诱导水稻防卫反

应基因、降解酶类基因（主要是几丁质酶基因）和抗

菌肽基因这三类外源抗病基因已经用于转化水稻，

并取得一定成效［７９］。

与诱导防卫反应基因和降解酶类基因相比，抗

菌肽具有抗菌谱广、低浓度就能产生作用等特点，应

用抗菌肽的广谱抗菌性可以显著提高植物的抗病能

力［１０１１］。黄大年等［１２］利用基因枪法将抗菌肽

犆犲犮狉狅狆犻狀犅 基因转入水稻品种，检测到转基因植株

对水稻白叶枯病和细菌性条斑病存在一定的抗性。

Ｐａｔｋａｒ等［１３］在籼稻中表达来自洋葱的乙酰抗菌

肽，对稻瘟病、纹枯病和白叶枯病的抗病力分别提高

了８６％、６７％和８２％。本研究利用来自海洋无脊椎

生物的抗菌肽基因进行水稻转基因抗病研究，这类

抗菌肽具有以下抗菌特性：１）杀菌活力高，致死浓

度均在μｍｏｌ／Ｌ级；２）作用迅速，往往在几秒或几

分钟内可将９９％以上的菌杀灭；３）对真核生物细胞

无毒性；４）活性稳定，较耐热，１００℃下处理３０ｍｉｎ

不会丧失抗菌活性；５）在高盐环境下，许多海洋抗

菌肽同样具有抗菌活性［１４１５］。抗菌肽基因狀狆３和

狀狆５均克隆于中国对虾，体外抗菌活性分析证明

ｎｐ５抗菌肽在低浓度下对细菌和真菌的生长均具有

抑制作用［１６１７］。

本研究将中国对虾的抗菌肽基因狀狆３ 和狀狆５

构建到植物表达载体中，转化水稻，探索中国对虾抗

菌肽能否增强水稻对白叶枯病的抗性，为提高水稻

的抗病能力提供新基因源。

１　材料与方法

１．１　供试水稻品种和白叶枯病菌种

感白叶枯病品种爱知旭（Ａｉｃｈｉａｓｈａｈｉ）种子由

本实验室保存。白叶枯病菌菌株 ＣＲ４（即病原型

Ⅳ）由中国水稻研究所黄世文博士提供，白叶枯病菌

株ＪＳ９７２（病原型Ⅰ）、ＺＨＥ１７３（病原型Ⅳ）和 ＯＳ

２２５（病原型Ⅶ）由中国水稻研究所吴建利博士提供。

１．２　植物表达载体构建

中国对虾抗菌肽基因狀狆３ 的编码序列经酶切

后连接于启动子３５Ｓ和终止子Ｎｏｓ之间，然后插入

到ｐＣＡＭＢＩＡ１３０５．２的多克隆位点，获得植物表达

载体ｎｐｈ３（图１）。植物表达载体ｎｐｈ５在ｎｐｈ３的

图１　植物表达载体ｎｐｈ３的结构

Ｆｉｇ．１．Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｌａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｎｐｈ３．

３５Ｓ－启动子；狀狆３－中国对虾抗菌肽基因；Ｎｏｓ－终止子。

３５Ｓ，３５Ｓｐｒｏｍｏｔｅｒ；狀狆３，Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｇｅｎｅ；Ｎｏｓ，

Ｎｏｓｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ．

结构基础上将目的基因狀狆３替换成狀狆５。重组质粒

鉴定后转化农杆菌ＥＨＡ１０５。

１．３　农杆菌转化水稻

基因转化参照 Ｈｉｅｉ等［１８］的方法并加以修改。

取开花后１２～１５ｄ的稻穗脱粒，表面灭菌后接种在

愈伤组织诱导培养基上，２６℃下暗培养诱导愈伤组

织。约５～７ｄ后取愈伤组织在相同条件下继代培

养，培养５ｄ后的愈伤用于共培养。农杆菌于含５０

ｍｇ／Ｌ卡那霉素（Ｋａｎ）的 ＹＭ 平板上划线，２８℃下

暗培养３ｄ，用金属匙收集农杆菌菌体，悬浮于基本

培养基，调整菌体浓度至ＯＤ６００为０．３～０．５，加入乙

酰丁香酮（ＡＳ，终浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ），即为共培养

转化水稻用的农杆菌悬浮液。将继代培养４ｄ后的

愈伤组织浸于此菌液中，２０ｍｉｎ后取出并用无菌滤

纸吸去多余菌液，随即转入覆有无菌滤纸的固体培

养基上，于２６℃下暗培养２～３ｄ。共培养后的愈伤

组织在含５０ｍｇ／Ｌ潮霉素的筛选培养基上，２６℃下

暗培养１４ｄ，再转至配制的新鲜筛选培养基上继续

筛选１４ｄ。然后选择生长旺盛的抗性愈伤组织转移

至含有５０ｍｇ／Ｌ潮霉素的分化培养基上，暗培养３

ｄ后转至１２ｈ光照／１２ｈ黑暗、２６℃条件下培养，再

生的小苗在１／２ＭＳ培养基上生根壮苗１４ｄ左右。

选择高约１０ｃｍ、根系发达的小苗，按编号移栽入

土。

１．４　转基因植株的分子检测

１．４．１　转基因植株的ＰＣＲ分析

转基因植株基因组 ＤＮＡ 的提取按卢扬江

等［１９］的方法进行。用于检测目的基因狀狆３和狀狆５

的引物分别为Ｐ３和Ｐ５。Ｐ３的正向引物序列为５′

ＡＧＣＣＴＣＡＣＣＴＧＣＡＧＡＧＡＣＣＧ３′，反向引物序

列 为 ５′ＡＴＣＡＧＧＣＡＡＴＣＡＴＧＧＡＡＡＡＡＴＣＴＴ

３′；Ｐ５的正向引物序列为５′ＧＧＴＣＡＴＧＣＧＣＣＴＣＧ

ＴＧＧＴＣ３′，反向引物序列为５′ＡＧＧＴＣＧＣＣＧＴＣ

ＴＣＴＴＣＡＴＣＴＡＴ３′。

ＰＣＲ反应体系共１５μＬ，包含１０×ｂｕｆｆｅｒ１．５
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μＬ（含２０ｍｍｏｌ／Ｌ Ｍｇ
２＋），２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１

μＬ，５μｍｏｌ／Ｌ的引物各１μＬ，２．５Ｕ／μＬ犜犪狇酶

０．２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．３μＬ，５０ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ２μＬ。

ＡＢＩ９６００ＰＣＲ仪上进行ＰＣＲ扩增，反应条件

为：９４℃下预变性４ｍｉｎ；９４℃下变性３０ｓ，５６℃下退

火３０ｓ，７２℃下延伸１ｍｉｎ，２９个循环；循环结束后

７２℃下延伸１０ｍｉｎ。扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶

电泳后在ＡｌｐｈａＩｍａｇｅＥＰ自动凝胶成像仪上拍照。

１．４．２　 Ｔ１代转基因植株的ＲＴＰＣＲ分析

按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒的方法提

取叶片总 ＲＮＡ，并用 ＴａＫａＲａ的 ＲＮａｓｅＦｒｅｅ的

ＤＮａｓｅ Ⅰ 去除总 ＲＮＡ 中的 ＤＮＡ。用 ＴａＫａＲａ

ｃＤＮＡ合成试剂盒反转录合成ｃＤＮＡ的第一链，以

ｃＤＮＡ第一链为模板对内参基因犃犮狋犻狀和目的基因

进行ＰＣＲ扩增，操作体系和程序同上。抗菌肽基因

狀狆３和狀狆５的引物分别为Ｐ３和Ｐ５。

内参基因犃犮狋犻狀的引物序列：ＡｃｔｉｎＰ１，５′ＧＧＣ

ＴＧＴＴＣＴＴＴＣＣＣＴＣＴＡＴＧＣ３′；ＡｃｔｉｎＰ２，５′ＴＴ

ＧＣＴＧＴＴＴＣＡＡＧＴＴＣＴＴＧＴＴ３′。

１．５　犜１代植株农艺性状的考查

大田种植的Ｔ１代水稻成熟时，每个株系随机挑

选５个ＰＣＲ检测呈阳性的植株测量株高，考查有效

穗数、每穗实粒数、总粒数和千粒重，计算理论产量，

并进行统计分析。

１．６　抗病性鉴定

转基因阳性的Ｔ１代和 Ｔ２ 代孕穗期植株参照

华志华等［２０］方法用４个白叶枯病菌菌株进行剪叶

接种，每株植株接种最上面的２～３片叶，接种部位

距叶尖约１／１０，２０ｄ后观察发病情况，测量各个株

系的病斑长度，并根据“病斑长度／总叶长×１００％”

计算病斑比值，判定感病或抗病程度。

２　结果与分析

２．１　犜０代转基因植株的获得和检测

植物表达载体ｎｐｈ３和ｎｐｈ５分别转化爱知旭，

获得１５０株转狀狆３基因苗和１４５株转狀狆５基因苗。

用引物Ｐ３和Ｐ５分别对５０株转狀狆３ 基因苗和２０

株转狀狆５基因苗进行ＰＣＲ检测，结果显示，１８株转

狀狆３基因植株检测到４２０ｂｐ的目的条带，转基因苗

阳性率为３６％；９株转狀狆５基因苗检测到３１０ｂｐ的

目的条带，转基因阳性率为４５％。

２．２　 转基因植株犜１代的分子检测结果

２．２．１　 Ｔ１代植株ＰＣＲ检测

对Ｔ１代转基因株系的单株进行ＰＣＲ检测，在

检测的１８个Ｔ１代转基因株系中有转狀狆３基因株系

１１个，转狀狆５ 基因株系７个，每个株系各检测３０

株，统计分析目的基因在Ｔ１代的分离情况，共有１１

个转基因株系的阳性株和阴性株分离比符合３∶１，

其中７个为转狀狆３基因株系，４个为转狀狆５基因株

系。Ｔ１代转基因株系８０３４和８０４９部分植株的

ＰＣＲ扩增结果如图２和图３所示。

２．２．２　Ｔ１代植株ＲＮＡ表达分析

以水稻基因组为模板，Ａｃｔｉｎ为引物预计可扩

增出４１２ｂｐ的特异条带；而以水稻ｃＤＮＡ为模板，

Ａｃｔｉｎ为引物预计可扩增出２８０ｂｐ的特异条带。获

得转基因植株和阴性对照的总ＲＮＡ后，用ＤＮａｓｅ

Ⅰ去除ＲＮＡ中的ＤＮＡ，然后反转录为ｃＤＮＡ，利

用Ａｃｔｉｎ引物进行ＰＣＲ检测，结果显示，所有ｃＤＮＡ

样品只能扩增出２８０ｂｐ的目的条带（图４），说明

ｃＤＮＡ模板完整，无残留 ＤＮＡ。以目的基因引物

Ｐ３和Ｐ５进行ＰＣＲ扩增，转狀狆３基因植株和转狀狆５

基因植株的样品分别获得了４２０ｂｐ和３１０ｂｐ的特

异条带，而非转基因对照未扩增出目的条带（图５），

说明抗菌肽基因在ＲＮＡ水平上得到表达。

图２　狀狆３转基因株系８０３４的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．２．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ狀狆３ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅ８０３４．

１～１４－狀狆３ 转基因植株；ａ－阳性对照；ｂ－阴性对照；Ｍ－

Ｍａｒｋｅｒ。

Ｌａｎｅｓ１ｔｏ１４，狀狆３ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ；Ｌａｎｅａ，Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｌａｎｅｂ，Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ，Ｍａｒｋｅｒ．

图３　狀狆５转基因株系８０４９的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．３．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ狀狆５ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｌｉｎｅ８０４９．

１～１４－狀狆５ 转基因植株；ａ－阳性对照；ｂ－阴性对照；Ｍ－

Ｍａｒｋｅｒ。

Ｌａｎｅｓ１ｔｏ１４，狀狆５ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ；Ｌａｎｅａ，Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｌａｎｅｂ，Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ，Ｍａｒｋｅｒ．
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表１　转基因犜１代株系的农艺性状

犜犪犫犾犲１．犃犵狉狅狀狅犿犻犮狋狉犪犻狋狊狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮犾犻狀犲狊犻狀犜１犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀．

株系

Ｌｉｎｅ

转化基因

Ｇｅｎｅ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

株高

Ｐｌａｎｔｈｅｉｇｈｔ

／ｃｍ

单株有效穗数

Ｎｏ．ｏｆ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ｐａｎｉｃｌｅｓ

ｐｅｒｐｌａｎｔ

每穗总粒数

Ｎｏ．ｏｆｇｒａｉｎｓ

ｐｅｒｐａｎｉｃｌｅ

每穗实粒数

Ｎｏ．ｏｆｆｉｌｌｅｄｇｒａｉｎｓ

ｐｅｒｐａｎｉｃｌｅ

千粒重

１０００ｇｒａｉｎ

ｗｅｉｇｈｔ／ｇ

单株理论产量

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｙｉｅｌｄ

ｐｅｒｐｌａｎｔ／ｇ

８０３３ 狀狆３ １０３．０ｆｇ １７．７ ９３．４ｂｃ ８８．１ ２８．２ ４５．４

８０３４ 狀狆３ １０２．６ｇ １７．３ １０７．２ａｂ ９９．０ ２８．４ ４９．３

８０３５ 狀狆３ １０７．３ｄｅｆ １８．６ １０５．９ａｂｃ ９０．５ ２７．０ ４５．６

８０３６ 狀狆３ １１２．８ｂｃ ２２．０ １０４．６ａｂｃ ９０．７ ２７．５ ５５．１

８０３７ 狀狆３ １０５．７ｅｆｇ １９．８ ９２．２ｂｃ ８６．６ ２８．１ ４７．１

８０３８ 狀狆３ １０８．２ｃｄｅｆ ２１．４ ９０．９ｃ ８３．９ ２７．７ ４９．０

８０３９ 狀狆３ １０１．８ｇｈ １６．６ ８９．７ｃ ７４．０ ３０．０ ３９．３

８０４０ 狀狆３ ９７．０ｈ １６．３ ８８．７ｃ ７３．６ ２６．３ ３１．５

８０４１ 狀狆３ １１０．０ｃｄ １７．２ １００．０ｂｃ ９０．１ ２８．５ ４４．１

８０４２ 狀狆３ １０９．１ｃｄｅｆ １７．６ ９０．４ｃ ８４．０ ２９．５ ４３．６

８０４３ 狀狆３ １１８．２ａ １７．０ １２０．３ａ ９５．６ ２５．９ ４２．１

８０４４ 无 Ｎｏｎｅ １１５．９ａｂ ２１．３ ９４．４ｂｃ ７６．０ ２５．７ ４１．５

８０４６ 狀狆５ １０６．１ｅｆｇ １６．４ ８６．２ｃ ８１．６ ２９．２ ３９．０

８０４９ 狀狆５ １０９．６ｃｄｅ １８．０ ９５．５ｂｃ ７７．３ ２７．８ ３８．７

８０５２ 狀狆５ １１６．８ａ １８．２ １２１．１ａ ９３．８ ２６．５ ４５．３

犉（１４，６０） １３．６２ １．０８６ １．９７ １．２４ １．４０ １．０９

　　犉０．０５（１４，６０）＝１．８６。

同一列数据后跟相同小写字母者表示在０．０５水平上差异不显著。

Ｄａｔａｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｃｏｍｍｏｎｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．

图４　内参基因犃犮狋犻狀的表达分析

Ｆｉｇ．４．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｅｎｅ犃犮狋犻狀．

１～３－狀狆３转基因植株；４－转基因阴性对照；５～８－狀狆５转基

因植株；ｃ－空白对照；ｂ－基因组ＤＮＡ模板；Ｍ－Ｍａｒｋｅｒ。

Ｌａｎｅｓ１ｔｏ３，狀狆３ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ；Ｌａｎｅｓ５ｔｏ８，狀狆５ｔｒａｎｓ

ｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ；Ｌａｎｅ４，Ｎｅｇａｔｉｖｅｐｌａｎｔ；Ｌａｎｅｃ，Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌａｎｅ

ｂ，ＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ；Ｍ，Ｍａｒｋｅｒ．

２．３　犜１代植株的农艺性状

在大田调查了各转基因株系和对照株系的株

高、分蘖数、有效穗数和结实率等性状，并计算每株

理论产量（表１）。对所得各个农艺性状的数据进行

方差分析，经统计分析可知，虽然株高和每穗总粒数

差异显著，但转抗菌肽的植株在穗数、实粒数、千粒

重和产量方面差异不显著，说明本研究的抗菌肽在

水稻植株内的表达没有造成不良影响。

２．４　转基因植株的水稻白叶枯病抗性分析

选择Ｔ１代分离比符合３∶１的４个转基因株系

（狀狆３和狀狆５各２个）接种白叶枯病生理小种Ⅳ的代

表菌株ＣＲ４。７ｄ后发现非转基因阴性对照植株已

图５　狀狆３和狀狆５的表达分析

Ｆｉｇ．５．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ狀狆３ａｎｄ狀狆５．

１～３－狀狆３转基因植株；４～７－狀狆５转基因植株；ａ－阴性对照；ｂ－阳性对照；ｃ－空白对照；Ｍ－Ｍａｒｋｅｒ。

Ｌａｎｅｓ１ｔｏ３，狀狆３ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ；Ｌａｎｅｓ４ｔｏ７，狀狆５ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ；Ｌａｎｅａ，Ｎｅｇａｔｉｖｅｐｌａｎｔ；Ｌａｎｅｂ，ＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ；Ｌａｎｅｃ，Ｂｌａｎｋ

ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ，Ｍａｒｋｅｒ．
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出现明显病斑，而转基因植株症状不明显，直到第１０

天转基因植株才开始出现病斑。２０ｄ后测量病斑长

度，结果显示除株系８０３４中有２株转基因植株的病

斑比值在１１％～２０％，其余转基因植株的病斑比值

均在１％～１０％，而非转基因水稻大部分植株的病斑

比值都＞１１％，甚至有１株植株病斑比值在６１％～

７０％（表２和图６）。表明中国对虾抗菌肽基因狀狆３、

狀狆５均能提高水稻对白叶枯病菌ＣＲ４的抗性。

此外，用３个菌株 （ＪＳ９７２、ＯＳ２２５和ＺＨＥ１７３）

接种Ｔ２代转狀狆５基因株系。２０ｄ后测量病斑长度，

结果显示，转基因株系８０４９对ＪＳ９７２和ＺＨＥ１７３的

抗性明显提高，但对ＯＳ２２５的抗性与非转基因植株

相似。而转基因株系８０５２对３个菌株均表现出强

抗性，全部检测植株的病斑比值均在１％～１０％（表

３）。

３　讨论

本研究利用中国对虾的抗菌肽基因狀狆３和狀狆５

转化水稻品种爱知旭，研究狀狆３和狀狆５是否能增强

水稻对白叶枯病菌的抗性。采用３５Ｓ启动子高效地

图６　白叶枯病菌ＣＲ４接种２０ｄ后转基因植株叶片表型

Ｆｉｇ．６．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｌｅａｖｅｓｆｒｏｍｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓａｔ２０ｄａｙｓａｆ

ｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅ犡狅狅ｓｔｒａｉｎＣＲ４．

８０４４－非转基因植株；８０３４和８０３８－转狀狆３基因植株；８０４９和

８０５２－转狀狆５基因植株。

８０４４，Ｌｅａｖｅｓｆｒｏｍｔｈｅｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ；８０３４ａｎｄ８０３８，

Ｌｅａｖｅｓｆｒｏｍｔｈｅ狀狆３ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ；８０４９ａｎｄ８０５２，Ｌｅａｖｅｓｆｒｏｍ

ｔｈｅ狀狆５ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ．

启动目的基因的表达，通过ＲＴＰＣＲ的检测观察到

了转基因植株ｃＤＮＡ 的扩增条带，说明两个基因

在ｍＲＮＡ水平得到表达。采用强致病力菌株ＣＲ４对

表２　狀狆３或狀狆５转基因水稻植株对水稻白叶枯病菌株犆犚４的抗性反应

犜犪犫犾犲２．犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮狆犾犪狀狋狊狑犻狋犺狀狆３狅狉狀狆５狋狅狋犺犲犡狅狅狊狋狉犪犻狀犆犚４．

病斑比值

Ｒａｔｉｏｏｆｌｅｓｉｏｎ

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ

转狀狆３基因植株

Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｗｉｔｈ狀狆３

８０３４ ８０３８

转狀狆５基因植株

Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｗｉｔｈ狀狆５

８０４９ ８０５２

　　　　　　 １％～１０％ １２ １８ ２６ ３４ １８

　　　　　　１１％～２０％ ５ ２ ０ ０ ０

　　　　　　２１％～３０％ ７ ０ ０ ０ ０

　　　　　　３１％～４０％ ２ ０ ０ １ ０

　　　　　　４１％～５０％ ３ ０ ０ ０ ０

　　　　　　５１％～６０％ １ ０ ０ ０ ０

　　　　　　６１％～７０％ １ ０ ０ ０ ０

　　　总株数 Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｌａｎｔｓ ３１ ２０ ２６ ３５ １８

表３　转狀狆５基因水稻植株对白叶枯病菌３个菌株犑犛９７２、犗犛２２５和犣犎犈１７３的抗性反应

犜犪犫犾犲３．犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲狉犲犪犮狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀犻犮狆犾犪狀狋狊狑犻狋犺狀狆５狋狅狋犺犲犡狅狅狊狋狉犪犻狀狊犑犛９７２，犗犛２２５犪狀犱犣犎犈１７３．

病斑比值

Ｒａｔｉｏｏｆｌｅｓｉｏｎ

ＪＳ９７２

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ
８０４９ ８０５２

ＯＳ２２５

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ
８０４９ ８０５２

ＺＨＥ１７３

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ
８０４９ ８０５２

　　　 １％～１０％ １８ ２８ １８ ２０ ２８ １８ １３ １９ １８

　　　１１％～２０％ ７ ０ ０ ２ ３ ０ １２ ４ ０

　　　２１％～３０％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２ １ ０

　　　３１％～４０％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０

　　　４１％～５０％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ０ ０

　　　５１％～６０％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

　　　６１％～７０％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

总株数 Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｌａｎｔｓ ２５ ２８ １８ ２２ ３１ １８ ３０ ２４ １８

９３３王　维等：转中国对虾抗菌肽基因水稻抗白叶枯病效应初析



转基因水稻植株进行抗病性检测，发现非转基因阴

性对照植株在第７天的时候就出现明显的病斑，转

基因阳性植株则在第１０天开始出现病斑，而且多数

农艺性状与转基因阴性对照不存在显著差异，说明

中国对虾抗菌肽基因对转基因植株的形态和结实率

没有影响。同时，与对照相比，转基因水稻对白叶枯

病菌的抗性明显增强，抗菌肽基因狀狆３和狀狆５有望

成为新的抗病基因源。

抗菌肽具有抗菌谱广、分子量小、热稳定性高和

低浓度就能起作用等特点。体外抑菌试验表明低浓

度的抗菌肽ｎｐ５不仅能抑制革兰氏阳性菌和革兰

氏阴性菌的生长，而且还对大部分真菌具有强杀伤

力［１７］。本研究初步测试了２个转狀狆５基因株系对

水稻白叶枯病菌３个生理小种的抗性，结果显示其

中转基因株系８０５２对所测的３个生理小种均具有

高水平抗性，这与体外抑菌试验证明的ｎｐ５具有广

谱抗性一致，然而另一个转基因株系８０４９对菌株

ＯＳ２２５的抗性并不明显，并且对ＣＲ４和ＺＨＥ１７３

抗性也不如转基因株系８０５２。这可能与狀狆５ 在水

稻中的整合位点有关，另外也可能是在转基因过程

中水稻基因组自身一些抗病相关基因发生遗传变异

引起的，同时也不能排除在转基因阳性植株中混杂

了一些假阳性植株。

理论上，转狀狆５基因水稻不仅能提高水稻对白

叶枯病的抗性，还能提高水稻对其他病害的抵抗力。

未来我们还需要增加更多白叶枯病菌生理小种的代

表菌株进一步验证转基因株系８０５２的抗谱，明确该

基因的表达和抗性之间的对应关系；另一方面，我们

将检测该转基因株系对其他水稻病害特别是纹枯病

和稻瘟病的抗性，明确转狀狆５基因水稻对不同病害

的抗菌谱。
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