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Abstract: The DR1372 containing a special domain called WHy was cloned from Deinococcus radiodurans. 
This WHy domain may be involved in the mechanism of drought resistance. In this study, the plant expres-
sion vector DR1372-pBI121 was constructed and introduced into Brassica napus L. mediated by Agrobacteria. 
Several factors affecting genetic transformation efficiency were explored and the Agrobacterium-mediated 
genetic transformation system was set up in Brassica napus. This study provides essential materials for later 
research on DR1372 gene. 
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摘  要：DR1372 基因是在耐辐射奇球菌(Deinococcus radiodurans, DR)基因组中克隆得到的一个基因，

其蛋白序列存在一个 WHy 功能域，此功能域可能参与油菜的抗旱过程。本研究首先构建植物 DR1372- 
pBI121 表达载体，然后利用农杆菌介导法将目的基因 DR1372 成功转入甘蓝型油菜中，并对影响油菜

再生频率以及遗传转化效率的几个因素进行了探讨，初步建立了油菜转 DR1372 基因遗传转化体系，

为 DR1372 基因的功能研究奠定了基础。 
 
关键词：DR1372；油菜；农杆菌介导；遗传转化 

1. 引言 医学界的关注[1]。Battista 等推测，在耐辐射球菌中的

抗逆性研究将用于引导较高生物体的抗逆性研究[2]。

DR1372 基因就是在耐辐射奇球菌基因组中克隆得到

的一个基因，对 DR1372 蛋白序列进行分析，其内部

存在一个 WHy 功能域非特异性结合位点。Francesca

等人研究证实，WHy 功能域与脱水素具有同源性，是

参与植物水分胁迫应答以及超敏应答的一类功能域

耐辐射奇球菌因其对电离辐射、干燥、紫外线及

一些 DNA 损伤试剂显示超强的抗性，一直倍受生物 
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[3]。脱水素是一类亲水性蛋白质，它们在胚胎发生后

期阶段产生，对低温、外源 ABA、干旱、盐渍以及脱 

水胁迫反应迅速，进而在植株中积累[4,5]。这些间接证

据表明，DR1372 基因可能会参与植物的抗旱性应答。 
本实验室把 DR1372 基因转入大肠杆菌后，经初

步定性分析发现，在大肠杆菌中有稳定细胞膜，调节

细胞内外渗透压的作用，初步推测为与调节水分胁迫

应答有关的基因。本研究首先构建植物 DR1372- 
pBI121 表达载体，利用农杆菌介导法将 DR1372 基因

转入油菜中，并对影响油菜再生频率以及遗传转化效

率的几个因素进行了探讨，初步建立了转 DR1372 基

因油菜遗传转化体系，为该基因耐盐抗旱研究提供了

植物材料，也为 DR1372 包括 WHy 功能域的功能研

究奠定了基础。 

2. 实验材料 

2.1. 菌株 

含有携带基因 DR1372 的穿梭质粒(DR1372 + Z3)

的大肠杆菌 DH5α由中国农业科学院生物技术研究所

提供。 

根癌农杆菌EHA105以及大肠杆菌 JM109由本实

验室保存。 

2.2. 植物材料 

供试的甘蓝型油菜 84100-18(玻里马细胞质雄性

不育恢复系)，由四川大学遗传学实验室提供。 

2.3. 培养基 

3. 实验方法 

3.1. 构建 DR1372-pBI121 植物表达载体 

3.1.1. PCR 扩增目的基因 DR1372 

根据 DR1372 基因序列，利用生物软件 Primer5

设计出该基因的上、下游引物(分别命名为 DR1372-F，

DR1372-R)；根据 pBI121 质粒图谱，分别引入 XbaI，

SacI 限制性酶切位点，并设计引物如下(加粗标记示酶

切位点)： 

DR1372-F: 5’---GCTCTAGA ATGAAGAAGAT 

GGCTTTTGCG----3’ 

DR1372-R: 5’--- CGAGCTC TCAAAACACCGA 

TAAAGGCGC----3’ 

用试剂盒(TIANGEN)提取 DR1372 + Z3 质粒，以

此作为模板，在最优扩增体系下进行 DR1372 基因

PCR 扩增。电泳验证。 

3.1.2. pBI121 质粒的提取 

用试剂盒(TIANGEN)提取 pBI121 质粒。电泳验

证。 

3.1.3. PCR 产物 DR1372 与质粒 pBI121 胶回收 

PCR 产物经电泳检测后，使用琼脂糖凝胶 DNA

回收试剂盒(TIANGEN)回收扩增的目的片段 DR1372

和与质粒 pBI121。电泳验证。 

3.1.4. DR1372 基因和 pBI121 的酶切，连接，筛选及

鉴定 

目的片段 DR1372 和 pBI121 质粒用 XbaI，SacI(购

自 Takara 公司)进行双酶切，37℃酶切过夜，回收目

的片段。将胶回收的目的基因片段和 pBI121 质粒大

骨架片段，16℃连接过夜，重组质粒转化 JM109 感受

态细胞。然后进行菌落 PCR 初步鉴定，将 PCR 检测

出的阳性单克隆摇菌后送华大基因公司测序。最后挑

取测序成功的 JM109 单菌落，继代培养，保菌。将保

存菌种摇菌提取质粒，得到 DR1372-pBI121 植物表达

载体。最后，将 DR1372-pBI121 植物表达载体导入农

杆菌 EHA105 浸染备用，具体参照余云舟等方法[6]。 

LB 液体培养基：用胰蛋白胨 10 g、酵母提取物 5 

g、NaCl 10 g，溶于 ddH2O 中，定容至 1 L，pH 7.0，

高压灭菌； 

农杆菌摇菌培养基：LB + Rif 40 mg/L + Str 20 

mg/L + 卡那霉素 50 mg/L； 

预培养基：MS + 6-BA 2.0 mg/L + AgNO3 2.5 

mg/L + 2，4-D 1.0 mg/L + AS 100 umol/L； 

筛选培养基：MS + 6-BA 2.0 mg/L + 卡那霉素 10 

mg/L + AgNO3 2.5 mg/L + Cab 500 mg/L； 
3.2. 转 DR1372 基因油菜遗传转化体系的建立 

生根培养基：1/2 MS + Cef 250 mg/L + NAA 0.15 

mg/L。 

3.2.1. 油菜无菌苗的培养 

将甘蓝型油菜种子用无菌水清洗两次，浸泡 10 
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min，用 75%乙醇消毒 2 min 后，灭菌水清洗两遍，

然后用浓度为 0.1%的升汞溶液消毒 15 min，最后用灭

菌水洗 5 遍。把消毒的油菜种子均匀地摆放在无植物

激素的 MS 固体培养基上。在 25℃室温下进行光照培

养，生长 5~6 d。 

3.2.2. 外植体的预培养 

用剪刀剪取油菜无菌苗紧邻生长点以下约 0.5 cm

长的下胚轴，置于预培养基上，光照预培养 1~4 d。 

3.2.3. 根癌农杆菌浸染浓度以及侵染时间的确定 

在 50 mL 农杆菌摇菌培养基中加入 0.5 ml 载有

DR1372~pBI121 植物表达载体的 EHA105 菌液，在

28℃下 200 rpm 振荡培养过夜至对数生长期，OD600

约为 1.0 左右。取上述菌液于 4℃下 5000 rmp 离心 15 

min 后，弃上清，收集菌体，用 MS 液体培养基重悬，

将 OD600 值为 1.0 的菌液稀释为 OD600 = 0.1、0.3、

0.4 和 0.5。用上述不同浓度的菌液侵染已知数量的预

培养下胚轴，侵染时间分别为 50 s、90 s、130 s、170 

s。侵染期间使外植体充分与菌液接触，然后取出浸染

后的外植体，在灭菌滤纸上吸干多余菌液，重新转入

预培养基中暗培养 2 d 后观察培养情况。 

3.2.4. 转基因抗性植株的获得 

把暗培养 2 d 后的下胚轴转入到卡那霉素筛选培

养基上进行筛选培养，每两周继代，直至再生出幼芽。

当幼芽长到 1~2 cm 高时，去掉愈伤组织，并将幼芽

转移到生根培养基中。待其生长到 5~6 cm 高，根长

5~6 cm 以及根的数量为 10 条以上时，半敞开培养瓶

盖子进行炼苗；待幼苗适应外界环境以后，移栽到室

内灭菌的盆土中(腐殖土:蛭石 = 2:1)，并用 1/2 MS 培

养液浇灌，移栽出一周内给小苗外罩烧杯保湿，最终

得到具有卡那霉素抗性的油菜。 

3.2.5. 转基因抗性植株的 PCR 检测 

4. 结果 

4.1. DR1372-pBI121 质粒植物表达载体的构建 

4.1.1. DR1372 基因的扩增 

提取 DR1372 + Z3 质粒，电泳结果如图 1(A)所示，

目标基因条带清晰，无弥散现象，可以用于 PCR 扩增。

利用DR1372-F和DR1372-R引物对DR1372基因进行

PCR 扩增，其电泳结果如图 1(B)。DR1372 基因分子

大小为 495 bp，条带位置正确，并为单一条带。最后

对 PCR 产物进行胶回收。 

4.1.2. pBI121 质粒的提取 

提取 pBI121 质粒后进行电泳，其电泳结果如图

1(C)所示，所提取的目标基因条带清晰，无弥散现象，

可以进行酶切。 

4.1.3. DR1372 与 pBI12 的双酶切 

对 DR1372 胶回收产物进双酶切，经电泳胶回收

后如图 1(D)所示。同时对 pBI121 质粒进行双酶切，

其电泳图和胶回收情况见图 1(E)和图 1(F)。 

4.1.4. DR1372-pBI121 质粒转化大肠杆菌 JM109 

DR1372-pBI121 质粒转化到 JM109 后，经培养后

挑取抗卡拉霉素单菌落直接进行 PCR 扩增，其扩增的

部分结果如图 1(I)，结果表明：有多个菌落显示为阳

性，阳性克隆送去测序，测序反馈结果经基因软件分

析，目的序列与 DR1372 序列完全一致，说明 DR1372

外源基因成功导入到了大肠杆菌 JM109 中。 

4.1.5. DR1372-pBI121 质粒转化大肠杆菌 EHA105 

将测序正确的 JM109 单菌落扩大培养后提取质

粒并转化 EHA105 感受态，得到的单菌落进行菌落

PCR 验证，结果如图 2。由图 2 可知，可以选择 1~2、

4~6 号保菌做浸染外植体用，阳性率为 66.67%。 

4.2 油菜转 DR1372 基因遗传转化体系的建立 

取甘蓝型油菜(非转基因型)和转基因再生的卡那

霉素抗性植株叶片，用 CTAB 法提植物总 DNA，具

体方法参照文献《植物基因工程原理与技术》[7]。取

以上制备的总 DNA 为模板，在 25 微升反应体系中，

按标准反应程序对 DR1372 基因进行 PCR 扩增。具体

反应条件为：94℃，5 min；94℃，1 min；58℃，30 s；

72℃，30 s；30 cycles；72℃，10 min。 

4.2.1. 预培养时间对遗传转化的影响 

我们的实验结果表明，对不经过预培养或预培养

1 d 的外植体进行农杆菌浸染，下胚轴分化不明显，

感染后出现较严重的褐化和死亡现象，出芽率较低。

当预培养时间为 2 d 左右时，对外植体进行侵染，出

芽率达到最高的 7.86%，与 Charest[8]等人的研究一致。

若预培养时间超过 4 d，外植体切面创伤逐渐愈合致 
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A：DR1372 + Z3 质粒电泳条带 A: Agarose gel electrophoresis of DR1372；B：DR1372 扩增条带 B: Agarose gel electrophoresis of DR1372 PCR product；C：pBI121

质粒提取验证 C: Agarose gel electrophoresis of pBI121；D：DR1372 双酶切后胶回收 D: Agarose gel electrophoresis of DR1372 digested by XbaI and SacI；E：pBI121
双酶切电泳图 E: Agarose gel electrophoresis of pBI121 digested by XbaI and SacI；F：pBI121 双酶切胶回收验证 F: Agarose gel electrophoresis of pBI121backbone； 

I：JM109 菌落 PCR 验证 I: 1: Positive control; 2: Negative control; 3-10: PCR products of JM109 with pBI121-DR1372 clone。 

Figure 1. PCR products of JM109 with pBI121-DR1372 clone 
图 1. JM109 菌落 PCR 验证 

 

 
M：DL2000 Maker；9：阳性对照；10：阴性对照；1~8：单克隆菌落 PCR。 

Figure 2. Analysis of colony PCR products 
2. EHA105 PCR  图 的菌落 验证
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使农杆菌很难侵染，玻璃化率以及白化率急

从而使出芽率降低。结果表明，对下胚轴进行 2 d 的

预培养可得到最高 7.86%的出芽率(表 1)。 

4.2.2. 农杆菌菌液浓度和侵染时间对遗传转化的影响 

适宜的农杆菌感染浓度和感染时间是遗传转化

成功与否的重要因素[9]。我们的试验表明，如果菌液

浓度过大或偏低，感染时间过长或不足，会导致外植

体被侵染过度致死或未被感染。当农杆菌浓度达到 0.5

以上时，外植体褐化严重，且农杆菌大量生长，无法

抑制，外植体在共培养和筛选试验中会慢慢死亡，导

致转化率极低；但是当农杆菌浓小于 0.2 时，经过筛

选几乎得不到绿芽。农杆菌菌液浓度在 0.3~0.5 之间

处理外植体 90 s，得到了较多的抗性芽。由表 2 可以

看出，以 OD600 = 0.4 的菌液处理外植体 90 s，转化

到 8.93%。 

4.2.3. 转 DR1372 油菜抗性植株的获得 

转 DR1372 抗性植株获得的过程如图 3 所示，共

获得卡那霉素抗性植株 169 株，对其进行 PCR 检测如

图 4 所示，有 123 株显示出阳性，阳性率为 72.8%。 
 

Table 1. Effect of pre-incubation time on budding rate of rape 
callus 

表 1. 预培养时间对抗性芽率的影响 

预培养时间(d) 愈伤率(%) 玻璃化率(%) 白化率(%) 出芽率(%)

剧增高， 效率最高，达

0 0 0 0 0 

1 40.7 0 0 4.12 

2 63.9 3.4 2.2 7.86 

3 94.6 18.6 13.2 6.45 

4 99.3 12.3 17.9 3.37 

 
Table 2. Effect of concentration of bacterium fluid and infection time on budding rate of rapeseed hypocotyls 

表 2. 农杆菌菌液浓度和侵染时间对抗性芽率的影响 

感染时间(s) 菌液浓度(OD600) 侵染下胚轴数 再生绿芽下胚轴数 出芽率(%) 

0.4 120 3 2.50 
50 

1.0 138 2 1.45 

0.1 145 0 0 

0.3 134 9 6.72 

0.4 168 15 8.93 

0.5 167 12 7.19 

90 

1.0 182 3 1.65 

0.1 137 0 0 
130 

0.4 99 2 2.02 

0.1 116 0 0 
170 

0.5 124 0 0 

 

 
A：下胚轴；B：抗性芽；C：生根培养；D：移栽成活苗。 

Figure 3. Regenerated seedlings on screening medium with kanamycin 
图 3. 油菜在卡拉酶素筛选培养基上再生的抗性苗 
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M：DL2000 Maker；1：阳性对照；

Figure 4. PCR test of DR
图 4. 转 DR1372

5. 讨论 

14：阴性对 ；2~13：抗性植株。 

1372 gene in nsgenic p
基因油菜 PCR 检测 

 

本研究首先构建 DR1372-pBI121 载体，载体上带

有一个 GUS

终止子。将植物表达载体 DR1372-pBI121 载体导入农

杆菌 EHA105 利用农杆菌介导法 油菜下胚轴，

得到卡那 素抗性植株 169 株 取抗性植株基因组

DNA，经 PCR 检测，有 123 示为阳性，造成假

阳性的原因可能是卡那霉素的筛选压强度不足导致。

在油菜下胚轴浸染农杆菌 ，预培养时间的长

短对细胞正常分化有很大影响 培养时间过长，下

胚轴切段形成松散型的愈伤组 这类愈伤组织转到

分化培养 大多变褐死亡[10] 培养能够促进细胞

分裂，处于分裂状态的细胞更容易与外源 DNA 整合，

而提高转化率。同时，在预培养基中加入适量浓度

6-BA、2，4-D、AgNO3以及 AS，也会对转化率产

生影响[11]。王艳[12]等的研究也表明，添加一定浓度的

乙酰丁香酮也能够提高油菜的再生频率及转化率。本

研究中，随着预培养时间的延长，转化效先是升高然

后降低。适宜的农杆菌感染浓度和感染时间是遗传转

化成功与否的重要因素，菌液浓度过高或过低、侵染

时间过长或过短都会直接影响转化率。本研究结果表

明，油菜转 DR1372 基因遗传转化体系的最适宜转化

条件为：甘蓝型油菜苗下胚轴在预培养为 2 d 时，达

到最高的出芽率；而菌液浓度 OD600 = 0.4 时为最佳

的农杆菌菌液浸染浓度，最佳的侵染时间为 90 s。 

Francesca D.等人的研究表明， 结构域在植

物中具有抗水分胁迫和高敏反应等干燥应答功能[3]

将 DR1372 基因通过基因工程手段转

提高油菜的抗旱性，以此 油菜抗旱品

种，可以降低干旱对油菜产量的影响。WHy 功能域作

鲜有报道，

水分胁迫应答机制中，是 WHy

能域独自 是与某些特 协同

发挥响应，这一问题有待进一步探究。 
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