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摘  要：虾青素是一种氧化型酮式红色类胡萝卜素，具有更强的抗光氧化能力。将 β–胡萝卜素酮化

酶（虾青素生物合成的关键酶）基因 bkt 构建入表达载体 pCAMBIA1301 中，获得植物表达载体 p1301-bkt，

转化根癌农杆菌 EHA105，获得工程菌，以黄肉苹果‘Brookfield Gala’无菌试管苗叶片为受体，进行遗

传转化。筛选压确定结果表明：‘Brookfield Gala’对潮霉素（Hyg）很敏感，叶片再生最佳 Hyg 选择压为

3 mg · L-1，试管苗增殖为 4 mg · L-1，生根为 2 mg · L-1；头孢霉素（Cef）浓度≤400 mg · L-1 时对叶片再生

芽数的影响不明显。GUS 染色、PCR 和 RT-PCR 检测结果表明，有 8 株转基因植株整合 bkt 基因并获得了

表达，其表型有红色产生；转基因植株类胡萝卜素的 HPLC 测定显示，虾青素和角黄素在叶片中的积累

量达到 2.85 和 1.79 μg · g-1。本研究结果显示有望通过调控代谢途径，在苹果中合成虾青素，提高果实自

身的抗光氧化能力，防止日灼。 
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Abstract：Astaxanthin is a kind of red and ketonic carotenoids which is reported to have stronger 

antioxidant activity against photooxidation. The present study focused on transfering β-carotene ketolase 

gene bkt which is the key enzyme gene of astaxanthin biosynthesis into‘Brookfield Gala’，by constructing 

plant expression vector pCAMBIA1301-bkt with binary gene through Agrobacterium tumefaciens. The 

results showed that‘Brookfield Gala’plants were sensitive to Hyg and the optimal Hyg concentration for 

selected-stress was 3 mg · L-1 for leaf regeneration and 4 mg · L-1 for proliferating shoot culture and 2 

mg · L-1 for rooting. The effect of cefotaxime（Cef）on the average regeneration bud number from the 

leaves was not obvious when the Cef concentration was not exceeding 400 mg · L-1. Histochemistry GUS  
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assay，PCR amplification and the results of PCR-Southern blotting analysis confirmed that bkt gene has 

been integrated into the genome of‘Brookfield Gala’and RT-PCR revealed that the bkt gene was expressed 

in the eight transgenic plants with pink color in phenotype. The carotenoid of transgenic plants was 

analysed by HPLC and results showed that novel ketocarotenoids were synthesized with accumulation of 

astaxanthin in the leaf up to 2.85 μg · g-1 and canthaxanthin up to 1.79 μg · g-1 leaf fresh weight 

respectively. The study is expected to change‘Brookfield Gala’apples with astaxanthin content to have 

stronger antioxidant ability against sunburn by regulating metabolic pathways. 

Key words：apple；astaxanthin；bkt gene；genetic transformation；transformation system 

 

苹果在生长发育期间常出现日灼现象。通常苹果日灼是由于果实在高温和强光下发生的光氧化

伤害所致（Ferguson et al.，1998；Chen et al.，2008），会给生产造成了很大损失。如果提高苹果各

组织的抗光氧化能力，则在一定程度上能防止日灼的发生。 

虾青素（astaxanthin）是一种氧化型酮式红色类胡萝卜素，能够淬灭由光氧化产生的多种活性

氧，防止活性氧对细胞的伤害（Naguib，2000；Aoi et al.，2008；Camera et al.，2009；Curek et al.，

2010）。与其前体物质玉米黄素和 β–胡萝卜素相比，虾青素具有更强的抗光氧化能力。据研究表明，

虾青素抗氧化活性是维生素 E 的 550 倍，是 β–胡萝卜素、玉米黄素等类胡萝卜素的 10 倍，被誉为

“超级抗氧化剂”（Shimidzu et al.，1996）。虾青素主要存在于水生动物、藻类、真菌、细菌等生物

中，高等植物中由于缺乏 β–胡萝卜素酮化酶基因，所以一般不能合成虾青素。β–胡萝卜素酮化酶

（BKT）能作用于玉米黄素和 β–胡萝卜素等类胡萝卜素，形成虾青素等酮式类胡萝卜素，如果能

将 β–胡萝卜素酮化酶基因转入植物中，则高等植物中类胡萝卜素的代谢途径中最终合成虾青素成

为可能，并因此提高植物抗光氧化能力。已有科研人员在这一领域进行了尝试，Mann 等（2000）

将蓝藻酮酶基因（CrtO）转入烟草，获得了在花药组织中积累虾青素的转基因烟草。Gerjets和Sandman

（2006）将 CrtO 转入携带转羟化酶基因的转基因马铃薯中，获得了在块茎中合成虾青素的马铃薯。

目前，虾青素合成基因转化苹果的研究在国内外尚未见报道。 

本研究中将 β–胡萝卜素酮化酶基因 bkt 构建到载体 pCAMBIA1301 上获得植物表达载体

pCAMBIA1301-bkt，并转化根癌农杆菌 EHA105 获得工程菌株。以黄肉苹果‘Brookfield Gala’的

叶片为受体，由工程菌介导进行遗传转化，希望通过调控代谢途径，在苹果中合成虾青素等抗氧化

能力更强的酮式类胡萝卜素，这不但可能提高植株各组织的抗光氧化能力，在一定程度上防止日灼

的发生，还可提高果实的营养品质和商品价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

试验于 2009—2011 年在青岛农业大学青岛市现代农业质量与安全工程重点实验室进行。β–胡

萝卜素酮化酶基因（bkt）从雨生红球藻（Haematococcus pluvialis）中克隆并连接到克隆载体 pMD-18T

中，大肠杆菌（E. coli）TOP10、质粒载体 pBI221、植物表达载体 pCAMBIA1301 和根癌农杆菌

（Agrobacterium tumefaciens）EHA105 均来自中国科学院海洋研究所。黄肉苹果品种‘Brookfield 

Gala’当年生枝条取自山东莱西果树苗木繁育中心，经单芽茎段培养，建立试管苗无性繁育系。组

培苗在继代培养基 M1（表 1）上培养，28 ~ 35 d 继代 1 次，继代 5 ~ 6 次后，选择生长发育良好，

整齐一致的组培苗叶片为试材进行遗传转化。培养室的温度为 25 ℃，光照强度 2 000 lx，光周期为
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16 h 光照，8 h 黑暗。所有酶、Marker 和试剂盒均购自大连 TaKaRa 公司。Southern 杂交 Dig DNA 

Labeling 和 Detection KitⅠ试剂盒购于 Roche 公司；尼龙膜（正电，0.45 μm）为 Whatman 生产； 

β–胡萝卜素、虾青素、角黄素标准品购自 Sigma 公司；其它常规试剂均为分析纯。LB、YEB 培养

基按照《分子克隆实验指南》（萨姆布鲁克和拉塞尔，2002）制做。苹果转化培养基配方见表 1。

MS 为基本培养基，附加蔗糖 30 g · L-1，固体培养基附加琼脂 8 g · L-1，pH 5.8。 

表 1  植物培养基 

Table 1  Plant culture medium 

类型 Type 成分/（mg · L-1）Component 类型 Type 成分/（mg · L-1）Component 

M1 MS + 6-BA 1.0 + IBA 0.1 M4 MS + TDZ 1.0 + NAA 0.4 + Cef 400.0 + Hyg 3.0 
M2 MS + TDZ 1.0 + NAA 0.4 M5 MS + 6-BA 1.0 + NAA 0.1 + Cef 300.0 + Hyg 4.0 
M3 MS + TDZ 1.0 + NAA 0.4 + Cef 400.0 M6 1/2 MS + IBA 1.0 + Cef 200.0 + Hyg 2.0 

1.2  PCR 扩增目的基因的引物 

根据 bkt（963 bp）的碱基序列设计一对引物，并在上游引物和下游引物的 5′端分别引入 BamH I

和 SacⅠ酶切位点。B1（forward primer）：5′-AAAGGATCCATGCACGTCGCATC-3′，B2（reverse 

primer）：5′-AACGAGCTCTCATGCCAAGGCAG-3′。PCR 扩增反应条件：95 ℃预变性 5 min；94 ℃

变性 1 min，60 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，循环 35 次；72 ℃继续延伸 10 min。 

根据潮霉素磷酸转移酶基因（hpt，600 bp）的碱基序列设计一对引物，H1（forward primer）：

5′-CTGCTCCATACAAGCCAACC-3′，H2（reverse primer）：5′-ACAGCGTCTCCGACCTGAT-3′，扩

增体系为 95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，循环 35 次；72 ℃

继续延伸 10 min。PCR 反应体积为 25 μL。 

1.3  植物表达载体 pCAMBIA1301-bkt 的构建及其转化根癌农杆菌 EHA105 

通过引物组合 P1/P2 对质粒 pMD-18T-bkt 进行 PCR 扩增，获得 bkt 基因片段，用 BamHⅠ和 Sac

Ⅰ双酶切后回收的 bkt 基因替换 pBI221 中的 GUS 基因形成含有 CaMV 35S 启动子和 NOS 终止子的

bkt 基因表达盒。然后分别用 HindⅢ和 EcoRⅠ双酶切，将 bkt 基因完整表达盒插入表达载体

pCAMBIA1301 中，获得植物表达载体 pCAMBIA1301-bkt，如图 1。 

 

图 1  转化载体 p1301-bkt 的 T-DNA 结构图 

Fig. 1  The map of the T-DNA region of p1301-bkt 

 

提取 pCAMBIA1301-bkt 质粒，采用冻融法（罗雯和刘阳，2006）转化感受态农杆菌 EHA105，

并稍有改动（冰浴 5 min 后转至液氮中速冻 5 min）。挑取单菌落，采用菌液 PCR 和质粒双酶切鉴定

法对 bkt 基因进行检测，筛选阳性克隆，获得含有植物表达载体的农杆菌工程菌株 EHA105/ 

pCAMBIA1301-bkt。 

1.4  最佳抗生素浓度的确定 

取继代培养 28 d 的无菌试管苗顶部 2 ~ 4 片平展嫩叶作为外植体，垂直叶片中脉划割 2 ~ 3 刀，

不伤及叶缘保持其完整，接种在分化培养基 M2（表 1）上。叶片再生条件为：黑暗培养 2 周后转到
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光下培养，直至再生出不定芽。 

Hyg（潮霉素）对叶片再生的影响试验：Hyg 设置浓度梯度为 0、1、2、3、4、5、6、8、10 mg · L-1。

每浓度设 3 个重复（3 培养皿），每重复 20 个叶片外植体，45 ~ 50 d 观察统计叶片再生情况和褐变

情况。叶片再生率（%）= 出芽叶片数/接种叶片数 × 100。 

Hyg 对继代苗生长的影响试验：Hyg 设置浓度梯度为 0、2、3、4、5、8、10、15 mg · L-1，接

种继代苗（保持一致），每浓度设 6 个重复（6 瓶），每瓶 4 株。30 ~ 35 d 统计继代苗芽增殖情况。

继代成苗率（%）= 有效苗数/接种数 × 100（有效苗标准：长度 > 1.5 cm 的新梢）。  

Hyg 对生根的影响试验：Hyg 设置浓度梯度为 0、1、2、3、5、8、10 mg · L-1，接种继代苗（大

小、活力保持一致），每浓度设 6 个重复（6 瓶），每瓶 4 株。30 ~ 35 d 统计芽生根情况。生根率

（%）= 生根新梢数/接种新梢数 × 100。 

Cef（头孢霉素）对叶片再生的影响试验：Cef 设置浓度梯度为 50、100、200、300、400、500、

600、700、800 mg · L-1，每浓度设 3 个重复（3 培养皿），每重复 20 个叶片外植体。45 ~ 50 d 统计

叶片再生芽数及再生率。 

1.5  苹果的遗传转化与转基因植株再生  

菌株的活化参照文献（Liu et al.，2001）进行。菌液稀释至 OD600 为 0.5 时用于侵染，取在增殖

培养基 M1（表 1）中继代 28 d 的‘Brookfield Gala’组培苗顶部 2 ~ 4 片幼嫩、平展的叶片，横切

两刀但不伤及边缘，于农杆菌液中浸泡 10 ~ 15 min，取出外植体置于无菌滤纸上吸去附着的菌液，

接种于共培养培养基 M2（表 1）中，近轴面接触培养基，（23 ± 1）℃黑暗条件下暗培养 3 d，后将

外植体转至 M3（表 1）培养基中脱菌培养 7 d，再转至 M4（表 1）筛选培养基中选择培养直至抗性

芽产生。待抗性芽长至 1 ~ 2 cm 时，将其接入 M5 和 M6（表 1）培养基中扩繁和生根。叶片暗培养

2 周后移至光照培养，每 2 ~ 3 周更换 1 次新鲜培养基。 

1.6  转化植株的分子鉴定 

黄肉苹果‘Brookfield Gala’基因组 DNA 和总 RNA 的小量提取参考张智俊等（2003）的方法，

稍加修改，从 1 份组培苗叶片材料中同时提取基因组 DNA 和总 RNA。 

GUS 染色－组织化学分析：GUS 染色液含 X-Gulc 0.9 mg · L-1，氯霉素（Cm）0.1 mg · mL-1，

50%磷酸钠缓冲液（pH 7.0），20%（体积比）甲醇，0.1%（体积比）Triton-100。取抗性愈伤组织、

抗性叶片及对照浸泡在配好的染色液中，于 37 ℃放置 4 ~ 12 h，然后转至 70%乙醇中脱色 2 ~ 3 次，

至阴性对照材料呈白色为止，观察颜色变化（Duan et al.，2007）。 

PCR 检测：提取植物基因组 DNA，以质粒 pCAMBIA1301-bkt 为阳性对照，扩增体系同 1.2。

PCR 反应体积为 25 μL。 

PCR-Southern 检测：质粒 pCAMBIA1301-bkt PCR 扩增，琼脂糖凝胶电泳回收获得 bkt 基因片段，

使用地高辛标记试剂盒用随机引物扩增法标记探针；基因组 DNA 的 PCR 产物经 1.2%琼脂糖凝胶电

泳后，在碱性条件下转移至带正电荷的尼龙膜上（王关林和方宏筠，2009）；杂交温度 42 ℃，杂

交、洗膜和染色程序全部按 DNA Labeling and Detection KitⅠ试剂盒的说明进行。 

RT-PCR 检测：取转基因株系和未转化植株的总 RNA，用 DNA 酶消化 RNA 中少量的 DNA，

反转录体系按反转录试剂盒说明书进行。然后以 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。 

1.7  转基因植株叶片中类胡萝卜素的 HPLC 分析 

类胡萝卜素的提取参照（Jia et al.，2011）并稍做改动。取未转化和转化植株叶片 0.5 g，加入

丙酮︰正己烷（1︰1，体积比）混合提取液研磨浸提，最后用丙酮将提取物定容至 2 mL。 
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图 2  农杆菌质粒 DNA 中 bkt 的 PCR 检测 

1：阳性对照；2：阴性对照；3 ~ 5：农杆菌质粒 DNA 

pCAMBIA1301-bkt；M：Marker（DL2000）。 

Fig. 2  PCR analysis of bkt in EHA105/p 

CAMBIA1301-bkt DNA 

1：Positive constrast；2：Negative constrast； 

3–5：EHA105/pCAMBIA1301-bkt； 

M：Marker（DL2000）. 

图 3  农杆菌质粒 EHA105/pCAMBIA1301-bkt DNA 的酶切检测 

1：HindⅢ单酶切；2：HindⅢ和 EcoRⅠ双酶切获 35S-bkt-nos  

完整表达盒；3：BamHⅠ和 SacⅠ双酶切获 bkt 目的片段； 

M：Marker（λDNA/EcoRⅠ+ HindⅢ）。 

Fig. 3  Restrictive digestion analysis of HA105/pCAMBIA1301-bkt DNA 

1：Digestion by HindⅢ；2：Digestion by HindⅢ and EcoRⅠ； 

3：Digestion by BamHⅠand SacⅠ； 

M：Marker（λDNA/EcoRⅠ+ HindⅢ）. 

表 2  Hyg 对‘Brookfield Gala’苹果叶片离体再生的影响 

Table 2  Effect of Hyg on leaf regeneration of 

‘Brookfield Gala’apple 

Hyg/ 
（mg · L-1）

叶片再生率 /% 
Percent of leaf regeneration  

再生芽数 
Regeneration buds 

0 100 a 12.56 a 
1 96.7 a 6.87 b 
2 35 b 0.57 c 
3 ~ 10 0 c 0 d 

P < 0.05. 

 

表 3  Hyg 对‘Brookfield Gala’苹果继代苗生长的影响 

Table 3  Effect of Hyg on shoot propagation of 

‘Brookfield Gala’apple 

Hyg/ 
（mg · L-1） 

出芽数 
Shoot number 

成苗数 
Plantlet number 

0 9.08 a 5.87 a 
2 3.83 b 2.35 b 
3 1.25 c 0 c 
4 ~ 15 0 d 0 c 

P < 0.05. 

色谱柱为 Waters Symmetry C18，5 µm，4.6 mm × 250 mm；流动相 A 为水，流动相 B 为乙腈，

流动相 C 为甲醇；洗脱梯度为：5% A，95% B（0 ~ 22 min）；10% B，90% C（22.01 ~ 55 min）；100% 

C（55.01 ~ 60 min）；100% B（60.01 ~ 66 min）。流速为 1.0 mL · min-1；柱温为 35 ℃；积分定量用

检查波长为 470 nm；进样量为 30 µL。 

2  结果与分析 

2.1  农杆菌质粒 p1301-bkt 的检测 

植物表达载体 pCAMBIA1301-bkt 构建成功后，对基因 bkt（963 bp）进行 PCR 扩增鉴定和双酶

切鉴定，同时以质粒 pCAMBIA1301-bkt 作为阳性对照进行 PCR 扩增（图 2，图 3），鉴定结果表明

成功获得工程菌株 EHA105/p1301-bkt，并确定该工程菌可用于进一步的转基因研究。 

2.2  最佳抗生素浓度的确定 

2.2.1  Hyg 对叶片再生的影响 

Hyg 对植物的生长和分化均有一定的毒害作

用。由表 2 和图 4 可知，‘Brookfield Gala’苹果

组培苗叶片再生对 Hyg 很敏感，附加 1 mg · L-1

对叶片再生率几乎没影响，但再生芽数明显下降；

2 mg · L-1 时，叶片几乎全部褐化，再生芽数极少；

3 mg · L-1 时，叶片全部褐化，无再生芽形成，因

此在Hyg浓度上，2和 3 mg · L-1作为选择压均可。 

2.2.2  Hyg 对继代苗生长的影响 

由表 3 和图 5 可知，Hyg 对继代苗生长和分

化的影响也是比较明显的，2 mg · L-1 时继代苗的

生长就明显弱于对照，3 mg · L-1 时茎叶大部分褐

化，继代苗生长极弱且逐级褐化，4 mg · L-1 时茎

叶全部褐化死亡，因此可选择 Hyg 4 mg · L-1 作为

继代苗生长的选择压。 
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图 4  Hyg 对‘Brookfield Gala’苹果叶片再生的影响 

Fig. 4  The effect of Hyg on leaf regeneration of‘Brookfield Gala’apple 

 

图 5  Hyg 对‘Brookfield Gala’苹果继代苗生长的影响 

Fig. 5  Effect of Hyg on shoot propagation of‘Brookfield Gala’apple 

 

2.2.3  Hyg 对生根的影响 

试管苗生根对 Hyg 极其敏感，微量的 Hyg 都会导致试管苗生根困难或不能生根（图 6，表 4）。

当 Hyg 浓度为 1 mg · L-1 时，试管苗的生根率和平均生根数显著低于对照；当达到 2 mg · L-1 时，试

管苗基部就不再有根状体和愈伤组织形成，并逐渐褐化死亡；当浓度达到 3 mg · L-1 时，试管苗褐化

死亡。 

 

 

图 6  Hyg 对‘Brookfield Gala’苹果继代苗生根的影响 

Fig. 6  Effect of Hyg on rooting of‘Brookfield Gala’apple 
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表 4  Hyg 对‘Brookfield Gala’苹果生根的影响 

Table 4  Effect of Hyg on rooting of‘Brookfield Gala’apple 

Hyg/ 
（mg · L-1） 

生根率/% 
Rooting rate  

平均生根数 
The average rooting number 

平均根长/cm 
The average root length 

0 100.0 a 10.92 a 3.37 a 

1 58.3 b 1.92 b 2.19 a 

2 ~ 10 0 c 0 c 0 b 

P < 0.05. 

 

2.2.4  Cef 对叶片再生的影响 

头孢霉素（Cef）作为一种抑菌素，被广泛应用于遗传转化中农杆菌的抑制上，同时，Cef 也是

一种抗生素，对植物的生长也会有一定的抑制作用。由图 7 可以看出，Cef 浓度 ≤ 400 mg · L-1 时

对叶片平均再生芽数影响不大，与对照无显著差异；当 Cef 浓度为 500 和 600 mg · L-1 时，叶片平均

再生芽数明显低于对照；当 Cef 浓度为大于 600 mg · L-1 时，叶片再生受到严重抑制。因此可选用

Cef 浓度 ≤ 400 mg · L-1 来抑制农杆菌的生长。 

 

 

图 7  Cef 对‘Brookfield Gala’苹果叶片再生的影响 

Fig. 7  Effect of Cef on leaf regeneration of‘Brookfield Gala’apple 

 

2.3  工程菌 EHA105/p1301-bkt 介导的苹果遗传转化 

2.3.1  转基因抗性植株的获得及其表型 

采用农杆菌侵染叶盘法，通过 Hyg 连续筛选最终共获得 9 株抗性植株，转化过程如图 8 所示。

图 8，e ~ h 显示在转基因愈伤组织和转基因植株的叶片中有红色产生，初步断定其能在 β–胡萝卜

素酮化酶BKT作用下以玉米黄素为底物合成红色的虾青素或以 β–胡萝卜素为底物合成橙红色的角

黄素，而在非转基因的愈伤组织（图 8，d）和叶片（图 8，a）中无红色出现。 

2.3.2  GUS 染色 

    随机挑取抗性愈伤组织、转基因植株叶片进行 GUS 组织化学染色，由图 9 可知：大部分抗性愈

伤组织（图 9，a ~ m）和转基因叶片（图 9，A ~ I）均可被 GUS 组织液染成蓝色，而非转基因愈伤

组织和叶片（对照）经染色后未变蓝，表明 GUS 基因已经转化成功。说明在农杆菌 EHA105 介导下，

pCAMBIA1301-bkt 质粒的 T-DNA 区可成功插入到苹果基因组中。 
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图 8  工程菌 EHA105/p1301-bkt 介导的苹果遗传转化及转基因植株再生 

a：继代 28 d 的组培苗顶部叶片；b：共培养；c：选择培养及抗性芽再生； 

d：非抗性愈伤；e、f：抗性愈伤；g、h：转化株系。 

Fig. 8  Genetic transformation of apple by EHA105/p1301-bkt and regeneration of transgenic plants 

a：Leaf from test-tube plantlet of 28 days；b：Co-culture；d：Non transformed calli；e，f：Transformed calli； 

c：Transformed shoots were regenerated by selective culture； 

g，h：Transformed plants. 

 

 

 
 

图 9  转基因植株叶片（A ~ I）和抗性愈伤组织（a ~ m）的 GUS 染色 

Fig. 9  Histochemistry GUS assay of transgenic leaves（A–I）and callus（a–m） 

 

 

2.3.3  PCR 检测 

采用目的基因 bkt 和 hpt 的特异引物，对通过 Hyg 筛选出的 9 株抗性植株基因组 DNA 进行 PCR

扩增检测（图 10，A），质粒 pCAMBIA1301-bkt 为阳性对照（line 1），以水为模板作空白对照（line 

2），未转化植物为阴性对照（line 3）。有 8 株为阳性，初步判断获得了 8 株转化植株，且 bkt（963 

bp）和 hpt（600 bp）基因的转移是同步的，未发生基因分离。 

2.3.4  PCR-Southern 检测 

由于 PCR 扩增十分灵敏，有时会出现假阳性扩增，为进一步确定转基因植株整合的真实性，对
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bkt 检测为阳性植株进行了 PCR-Southern 杂交（图 10，B），其结果与 PCR 扩增结果一致，无假阳

性扩增，PCR 阳性植株具有与阳性对照相同大小的杂交带，阴性对照和未转化植株中无杂交带，从

而证明获得 8 株（R1、R2、R3、R4、R6、R7、R8、R9）bkt 整合到苹果基因组中的转基因植株。 

2.3.5  RT-PCR 检测 

以转化植株和未转化植株的 cDNA 为模板，对 bkt 和 hpt 基因在转化植株中的表达进行 RT-PCR

检测（图 10，C），8 株转基因植株中 bkt 基因和 hpt 基因均得到了表达。 

 

 

图 10  转基因株系中 bkt 基因的 PCR（A）、PCR-Southern（B）和 RT-PCR（C）检测 

M：Marker；1：阳性对照；2：空白对照；3：未转化植株；R1 ~ R9：转化植株。 

Fig. 10  PCR（A），PCR-Southern（B）and RT-PCR（C）analysis of bkt in transgenic plants 

M：Marker；1：Positive control；2：Blank control；3：Non-transformed plant； 

R1–R9：Transgenic plants. 

 

 

2.3.6  转基因植株叶片中类胡萝卜素的 HPLC 分析 

对表型观察有红色物质生成的转基因植株叶片中的类胡萝卜素进行 HPLC 分析。由表 5 可以看

出，转化株系（R1 和 R6）叶片中均有一定量的虾青素和角黄素生成，而未转化植株中未检测出虾

青素和角黄素。说明在苹果植株中可以通过调控代谢途径使 β–胡萝卜素合成虾青素等抗光氧化能

力更强的类胡萝卜素。 
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表 5  转化株系和未转化植株叶片类胡萝卜素的含量 

Table 5  Contents of carotenoids in transgenic and wild-type apple leaves           （μg · g-1 FW） 

植株材料 Plant material β–胡萝卜素 β-carotene  虾青素 Aataxanthin  角黄素 Canthaxanthin 

未转化植株 KG  Non-transformed plant KG 196.16 ± 6.95 a – – 
转化株系 R1  Transformed Plant R1 145.40 ± 3.20 b 2.85 ± 0.30 a 0.76 ± 0.06 b 
转化株系 R6  Transformed Plant R6 133.51 ± 3.12 c 1.87 ± 0.29 b 1.79 ± 0.20 a 

P ≤ 0.05. 

3  讨论 

本试验中共获得 8 株转 bkt 基因植株和部分抗性愈伤组织，GUS 染色、PCR 和 RT-PCR 检测结

果表明 bkt 基因已整合到苹果基因组中并在转基因植株中获得了表达。转基因植株中类胡萝卜素的

HPLC 检测结果表明在表型观察叶片和抗性愈伤组织变红的转基因植株中有虾青素和角黄素生成。

转基因株系的抗光氧化能力在进一步检测中。  

农杆菌介导的遗传转化系统中，农杆菌菌株的选择及高效的遗传转化体系都是十分重要的。在

农杆菌的选择上普遍认为 EHA105 是理想的果树基因工程转化载体系统（张志宏 等，1998；王关

林和方宏筠，2002）。本试验中选择卸载的根癌农杆菌 EHA105，为后面苹果的遗传转化做铺垫基础。

在最佳抗生素浓度筛选上，‘Brookfield Gala’叶片再生、组培苗增殖和生根对 Hyg 均很敏感，最佳

Hyg 选择压分别为 3、4 和 2 mg · L-1。也有研究认为‘嘎啦’组培苗和叶片的最佳 Hyg 选择压为 5

和 4 mg · L-1（张丽丽 等，2006）。杨越等（2010）研究表明在寒富苹果遗传转化中 Hyg 适宜的筛选

浓度为 4 mg · L-1。王忆（2005）研究表明小金海棠再生 Hyg 选择压为 1 mg · L-1。因此不同品种苹

果对抗生素的敏感性是不同的。Cef 作为一种抑菌抗生素，会对外植体的分化和再生产生影响（Lin 

et al.，1995）。本试验研究发现 Cef 浓度≤400 mg · L-1 时对叶片再生芽数影响较小。段艳欣（2006）

研究认为 Cef（0 ~ 800 mg · L-1）对柑橘愈伤组织生长影响不大。James 等（1989）曾报道添加 250 

mg · L-1 Cef 可促进‘绿袖’苹果叶片再生。 

表达 GUS 基因的转基因植株叶片和愈伤组织起源于外源 DNA 已整合的苹果细胞。本试验采用

了 p35SGUSint 双元载体质粒（Hood et al.，1993），其中的嵌合基因 gusA 含有植物内含子，唯有表

达 gusAint 报告基因的植物细胞能染成蓝色，而农杆菌细胞则不能染成蓝色，因为插入 gusA 基因的

内含子的序列不能在根癌农杆菌中表达，这克服了 GUS 染色假阳性率较高的弱点。 
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