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鸭梨 ＰＡＬ 基因的反义遗传转化及表达分析

李会宣∗， 许冬倩， 闫洪波
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摘　 要： 苯丙氨酸解氨酶（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｌｙａｓｅ，ＰＡＬ，ＥＣ４．３．１．５）是植物通过苯丙烷代谢途径合成木

质素的关键酶和限速酶，其通过影响木质素的合成而与果实中石细胞的分化、发育及果实品质密切相关。
为了降低鸭梨中苯丙氨酸解氨酶的含量，该研究利用反义 ＰＡＬ 基因遗传转化鸭梨、降低鸭梨内源 ＰＡＬ 基因

的表达。 结果表明：（１）采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术，利用根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中西洋梨 ＰＡＬ 基因序列设计特异性引物，扩
增得到 ４９６ ｂｐ 的鸭梨 ＰＡＬ 基因片段。 （２）将扩增片段反向插入载体 ｐＢＩ１２１ 的 ＭＣＳ 区域，构建植物 ＰＡＬ 基

因反义表达载体 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ。 接着采用电转化法将反义表达载体转入农杆菌 ＥＨＡ１０５ 中，并制备出农杆

菌工程菌液。 （３）利用农杆菌介导法对鸭梨组培苗叶片外植体进行遗传转化，得到 ２３ 株转基因鸭梨苗。
ＰＣＲ 检测证实 ＰＡＬ 反义基因片段转入鸭梨中，实时定量 ＰＣＲ 检测表明转基因鸭梨苗体内 ＰＡＬ 基因表达量

均有所降低，为非转基因苗的 ６５％ ～７５％。 该研究结果表明利用反义 ＲＮＡ 技术获得了抑制内源性 ＰＡＬ 基因

表达的转基因鸭梨植株，为改善鸭梨果实品质、改良品种奠定了基础。
关键词： 鸭梨， 苯丙氨酸解氨酶， 反义 ＲＮＡ， 遗传转化， 基因表达
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　 　 鸭梨（Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ）作为中国的白梨品

种，味甜多汁，香气浓郁，营养丰富。 梨果肉中的

石细胞团严重影响了梨果实的食用品质（田路明

等，２０１１；吕芮宏等，２０１１）。 木质素作为石细胞的

主 要 成 分， 其 合 成 是 从 苯 丙 氨 酸 解 氨 酶

（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｌｙａｓｅ，ＰＡＬ） 催化 Ｌ⁃苯丙氨

酸解氨生成反式肉桂酸开始的 （ Ｋｕｍａｒ ＆ Ｅｌｌｉｓ，
２００１）。 梨果实中的 ＰＡＬ 首先参与木质素单体的

合成，然后在过氧化物酶的作用下聚合成为木质

素，进而为石细胞的形成提供原料 （ Ｖａｎｈｏｌｍｅ ｅｔ
ａｌ，２０１０）。 因此，ＰＡＬ 为木质素合成的第一个关

键酶（Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１０），酶蛋白的合成与沉积以

及酶蛋白的活性与石细胞的发育密切相关。
以往的研究主要集中在控制植物果实中 ＰＡＬ

的活性，以期影响木质素的含量、石细胞的形成，
进而影响果实品质。 王斌等 （ ２０１３） 和刘艳等

（２０１１）的研究就发现梨石细胞含量与果实中 ＰＡＬ
活性呈现极其显著的正相关关系，果实套袋能够

降低 ＰＡＬ 的活性，导致木质素的合成减少、果实中

石细胞的含量降低。 邹丽红和张玉星（２０１２）对砂

梨的研究也表明通过果实套袋抑制 ＰＡＬ 活性，可
以减低石细胞的含量、密度和大小，在一定程度上

改进了果品的品质。 物理方法虽然抑制了 ＰＡＬ 的

活性、降低木质素的含量和石细胞的形成，但在改

善果品品质方面的作用有限。 近年来，根癌农杆

菌介导的遗传转化实现了对植物的遗传改造，为
进一步改善植物果实或种质品质奠定了基础（陈

晓艳等，２０１７；简兴等，２０１５）。 随着对鸭梨 ＰＡＬ 基

因结构、表达特性等方面研究的不断深入（刘志浩

等，２０１１；闫洪波等，２０１４），以及利用反义 ＲＮＡ 技

术抑制鸭梨多酚氧化酶、果胶甲酯酶及 ＡＣＣ 氧化

酶等基因的表达也有了成功先例 （李桂琴等，
２０１０；李会宣等，２０１４；齐靖等，２０１４），这些为利用

反义 ＲＮＡ 技术降低内源性鸭梨 ＰＡＬ 基因的表达

水平，减少活性 ＰＡＬ 的合成提供了理论参考和实

验经验。 基于此，本研究通过构建鸭梨 ＰＡＬ 基因

的反义表达载体，利用农杆菌介导法转化鸭梨组

培苗，以期获得转化反义 ＰＡＬ 基因片段的鸭梨，为
获得 ＰＡＬ 基因表达水平降低的转基因植株、研究

ＰＡＬ 在鸭梨中的作用以及为选育石细胞含量少的

优质鸭梨品种提供参考，进而为改良品种奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

植物材料：鸭梨，河北省农林科学院梨园栽

植。 载体和菌株：ｐＵＣｍ⁃Ｔ ｖｅｃｔｏｒ 和大肠杆菌 Ｔｏｐ１０
购自上海生物工程公司， ｐＢＩ１２１ 和根癌农杆菌

ＥＨＡ１０５ 由本室保存。
试剂：Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、Ｓａｃ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 限制

性内切酶、氨苄青霉素（Ａｍｐ）、链霉素（ Ｓｔｒ）、卡那

霉素（Ｋａｎ）、羧苄青霉素（Ｃａｒｂ）、Ｔ４ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ、连
接试剂盒、ＩＰＴＧ、Ｘ⁃ｇａｌ、Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购自上海生物工

程公司；基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、质粒 ＤＮＡ 提取

试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、ｃＤＮＡ 合成

试剂盒购自天根生化科技有限公司； Ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ
ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ 试剂

盒购自宝生物工程公司；测序由上海生物工程公

司完成。
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１．２ 方法

１．２．１ 引物设计 　 参考 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的苯丙氨酸

解氨酶基因 ＰＡＬ ＣＤＳ 序列（ＤＱ９０１３９９． １）的核心

区，利用 Ｏｌｉｇｏ ６．０ 软件设计上游引物 ＦＰ１（５′⁃ＴＴ⁃
ＧＡＧＣＴＣＣＡＡＴＴＣＣＴＴＧＧＣＡＡＣＣＣＴ⁃３′） 和下游引

物 ＲＰ１ （ ５′⁃ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＡＧＧＧＴＴＴＴＣＡＧＴＴＣ⁃
ＣＴＣＣＴＣＡＡＡ⁃３′），粗体部引入的 Ｓａｃ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 酶

切位点。
１．２．２ 目的基因的克隆和测序　 利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

鸭梨叶片总 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ。
ＰＣＲ 扩增：以 ｃＤＮＡ 作为模板进行 ＰＣＲ，扩增

ＰＡＬ 基 因 片 段。 反 应 体 系 ２０ μＬ： ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ，上、下游引物各 １ μＬ，模板 １
μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补至 ２０ μＬ。 反应条件：９５ ℃ 预变性

３ ｍｉｎ，９５ ℃ 变性 ３０ ｓ，５８ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸

４５ ｓ，循环 ３０ 次，最后 ７２ ℃ 保温 １０ ｍｉｎ。
扩增产物的回收、与载体连接、转化及鉴定：

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳进行回收纯化，纯化

产物与 ｐＵＣｍ⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 连接。 连接体系 １０ μＬ：
ＰＣＲ 纯化产物 ６ μＬ ，Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ １ μＬ，１０ ×Ｔ４

ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ， ｐＵＣｍ⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ １ μＬ，
５０％ ＰＥＧ⁃４ ０００ １ μＬ。 连接物采用热激法转化

Ｅ．ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０ 感受态细胞，利用蓝白斑法筛选阳性

菌落，提取质粒并进行 Ｓａｃ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 双酶切鉴定。
１０ μＬ 的酶切体系：质粒 ＤＮＡ ６ μＬ，Ｓａｃ Ｉ １ μＬ，
Ｘｂａ Ｉ １ μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ Ｍ １ μＬ。 重组质粒酶切鉴定

后送交上海生物工程公司测序，并命名为 ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃
ＡｓＰＡＬ。
１．２．３ 反义 ＰＡＬ 基因植物表达载体的构建及鉴

定　 将重组质粒 ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＰＡＬ 以及植物表达载体

ｐＢＩ１２１ 进行 Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ 双酶切，回收目的片段并

进行连接，由于 ｐＢＩ１２１ 中 Ｓａｃ Ｉ 的酶切位点在下

游，Ｘｂａ Ｉ 的酶切位点在上游，使得 ＰＡＬ 基因片段

反向与 ｐＢＩ１２１ 连接。 连接物转化 Ｅ． ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０，
ＰＣＲ 筛选阳性克隆，所用引物 ＦＰ２（５′⁃ＴＣＴＴＴＣＧ⁃
ＧＣＡＡＴＡＧＧＧＴＴＴＴＣＡＧＴ⁃３′） 和 ＲＰ２ （ ５′⁃ＣＡＡＴＴＣ⁃
ＣＴＴＧＧＣＡＡＣＣＣＴＧＴＣＡ⁃３′）根据反向 ＰＡＬ 基因片

段设计。 对 ＰＣＲ 鉴定含有反向 ＰＡＬ 基因片段的菌

落，进一步培养、提取质粒，使用 Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ 酶切

鉴定，鉴定正确的重组质粒命名为 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ。

１．３ 反义 ＰＡＬ基因植物表达载体转化农杆菌 ＥＨＡ１０５
１．３．１ 农杆菌感受态细胞的制备 　 保存的农杆菌

ＥＨＡ１０５ 进行划线分离，挑取单菌落接种于含 Ｒｉｆ
（５０ ｍｇ·Ｌ⁃１）和 Ｓｔｒ（５０ ｍｇ·Ｌ⁃１）的 ＬＢ 液体培养

基，２８ ℃，２２０ ｒ·ｍｉｎ⁃１震荡过夜培养活化，过夜培

养物转接至相同抗生素的 ＬＢ 液体培养基，ＯＤ６００≈
０．６ 时离心收集菌体，用 ＨＥＰＥＳ 溶液和 １０％甘油

洗涤，最后用 １０％甘油悬浮菌体，分装，－８０ ℃ 保

存备用。
１．３．２ 反义 ＰＡＬ 基因植物表达载体电击法转化农

杆菌 ＥＨＡ１０５ 感受态细胞　 将 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 与农

杆菌 ＥＨＡ１０５ 感受态细胞混匀，电压２ ５００ Ｖ、４．３
ｍｓ 电击转化。 转化后菌液黑暗条件下，２８ ℃，在
含 Ｋａｎ（５０ ｍｇ·Ｌ⁃１）、Ｒｉｆ （ ５０ ｍｇ·Ｌ⁃１） 和 Ｓｔｒ （ ５０
ｍｇ·Ｌ⁃１）抗生素平板上倒置培养 ２ ｄ。 与此同时转

化 ｐＢＩ１２１ 作为阴性对照。 抗性平板上长出的菌落

先通过 ＰＣＲ 筛选，在培养、提取质粒用 Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ
酶切鉴定。 正确的农杆菌菌株用 ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１⁃
ＡｓＰＡＬ 表示，并用于制备工程菌液。
１．４ 鸭梨的遗传转化与转反义 ＰＡＬ基因无菌苗获得

１．４．１ 农杆菌工程菌液的制备 　 在无菌条件下将

保存的 ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 菌液在含 Ｋａｎ 和

Ｒｉｆ 的 ＬＢ 培养基上划线，２８ ℃ 倒置、暗培养。 挑

取单菌落接种于含同样抗生素的 ＬＢ 液体培养基

中，２８ ℃、２２０ ｒ·ｍｉｎ⁃１，过夜培养，培养后的菌液

１ ∶ ５０转接于含同样抗生素的 ＬＢ 液体培养基中继

续振荡培养，直至 ＯＤ６００ ＝ ０．５ ～ ０．６，离心收集菌体，
用 ＭＳ 液体培养基悬浮，稀释 １０ 倍备用。 同样方

法制备含 ｐＢＩ１２１ 空载体的农杆菌菌液作为对照组

工程菌液。
１．４．２ 农杆菌转化鸭梨及转基因鸭梨组培苗的获

得　 利用本室前期建立的再生转化体系对鸭梨外

植体进行转化。 取苗龄 ２８ ｄ 的鸭梨无菌组培苗叶

片作为外植体，置于 ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 工程

菌液或含 ｐＢＩ１２１ 空载体的农杆菌工程菌液中，浸
染 ５ ｍｉｎ 后，将离体叶片放置于诱导选择培养基

（Ｓ ３０ ｇ·Ｌ⁃１＋ＢＡ ４．０ ｇ·Ｌ⁃１＋ＩＡＡ ０．３ ｇ·Ｌ⁃１＋ＭＳ＋
Ａｇａｒ ４．０ ｇ·Ｌ⁃１（ｐＨ５．８） ＋ Ｋａｎ ５０ ｍｇ·Ｌ⁃１）共培养

２ ｄ。 转入添加 ２００ ｍｇ·Ｌ⁃１羧苄青霉素的诱导选

择培养基进行杀菌和诱导培养愈伤组织。 将愈伤
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组织转入再生芽选择培养基（ Ｓ ３０ ｇ·Ｌ⁃１＋ＢＡ ３．０
ｇ·Ｌ⁃１＋ＩＡＡ ０．５ ｇ·Ｌ⁃１＋Ｃａｒｂ ２００ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＋Ｋａｎ ５０
ｍｇ·Ｌ⁃１ ＭＳ＋Ａｇａｒ ４．０ ｇ·Ｌ⁃１（ ｐＨ５．８））诱导抗性不

定芽再生。 切下 ４ ～ ６ ｃｍ 的抗性不定芽并置于抗

性苗筛选培养基（Ｓ ３０ ｇ·Ｌ⁃１＋１ ／ ２ＭＳ＋ＩＢＡ １．０ ｇ·
Ｌ⁃１＋Ａｇａｒ ４．０ ｇ·Ｌ⁃１（ ｐＨ５．８） ＋Ｃａｒｂ ２００ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＋
Ｋａｎ ２０ ｍｇ·Ｌ⁃１）上诱导生根、扩繁、并进行检测。
１．４．３ 转基因植株的 ＰＣＲ 检测 　 按照 ＴａＫａＲＡ 公

司的基因组提取试剂盒提取转基因鸭梨叶片基因

组 ＤＮＡ，使用 ＦＰ２、ＲＰ２ 引物，利用 ＰＣＲ 检测鸭梨

抗性植株 ｐＢＩ１２１ 中插入的反向 ＰＡＬ 基因片段，含
ｐＢＩ１２１ 空载体的农杆菌工程菌液侵染外植体后诱

导再生的鸭梨苗作为对照。 同时，使用 ＮＰＴＩＩ 基

因序列设计的引物 Ｎ１（５′⁃ＡＴＧＡＴＴＡＡＣＡＡＧＡＴＧ⁃
ＧＡＴＴＧＣＡ⁃３′） 和 Ｎ２ （ ５′⁃ＴＣＡＧＡＡＧＡＡＣＴＣＧＴ⁃
ＣＡＡＧＡＡＧＧＣ⁃３′），通过 ＰＣＲ 检测 ｐＢＩ１２１ 质粒，扩
增片段的长度为 ７７８ ｂｐ。
１．５ 转基因植株 ＰＡＬ 表达水平检测

采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转基因植株中 ＰＡＬ 基因的

表达水平。 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取鸭梨叶片总 ＲＮＡ，经过

ＤＮａｓｅ Ｉ 酶解、消化后，利用宝生物工程公司的 Ｐｒｉ⁃
ｍｅｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒反转录为 ｃＤＮＡ，作为

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 模板。 利用 ＡＢＩ 公司的 ＰＲＩＳＭ ７ ５００实
时荧光定量 ＰＣＲ 系统，按照宝生物公司 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ 说明书，两步法完成荧光定量

ＰＣＲ，每个样品进行 ３ 次重复： ９５ ℃预变性 ３０ ｓ，１
个循环；９５ ℃ 变性 １０ ｓ，６０ ℃ 延伸 ３０ ｓ，４０ 个循

环。 内参为鸭梨 ａｃｔｉｎ２ 基因 （ ＧＵ８３０９５８． １）， Ａ１
（ ５′⁃ＧＧＡＣＡＴＴＣＡＡＣＣＣＣＴＣＧＴＣＴ⁃３′） 和 Ａ２ （ ５′⁃
ＡＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＡＣＣＡＡＣＣ⁃３′） 作 为 正、 反 向

引物，转入的反向 ＰＡＬ 基因片段使用 ＦＰ２ 和 ＲＰ２
作为正、反向引物。 反应结束后，数据导入 Ｅｘｃｅｌ
表，根据得到的 Ｃｔ 值，运用 Ｌｉｖａｋ 和 Ｓｃｈｍｉｔｔｅｎ 报道

的 ２－ △△ＣＴ方法计算目的 ＰＡＬ 基因 ｍＲＮＡ 相对表

达量。 使用 ＤＰＳ 软件进行差异的显著性分析。

２　 结果与分析

２．１ 鸭梨 ＰＡＬ 基因反义表达载体的构建

２．１．１ 鸭梨 ＰＡＬ 基因片段的克隆及鉴定 　 以鸭梨

叶片 ｃＤＮＡ 为模板，用 ＰＣＲ 技术扩增 ＰＡＬ 基因片

段。 琼脂糖凝胶电泳检测表明（图 １：Ａ），扩增得

到约 ５００ ｂｐ 特异性的单一条带，大小与预期相符。
将扩增片段与 ｐＵＣｍ⁃Ｔ 载体连接，转化 Ｅ． ｃｏｌｉ
Ｔｏｐ１０ 感受态细胞，提取质粒进行 Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ 双酶

切鉴定。 重组质粒双酶切产物包含一个约 ５００ ｂｐ
小片段和一个约２ ８００ ｂｐ 的大片段，而空载 ｐＵＣｍ⁃
Ｔ 载体只有一个约２ ８００ ｂｐ 大片段（图 １：Ｂ）。 重

组质粒命名为 ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＰＡＬ，送交上海生物工程公

司测序进行测序，结果表明插入片段为 ４９６ ｂｐ，与
ＧｅｎＢａｎｋ 中的西洋梨 ＰＡＬ 序列（ＤＱ９０１３９９．１）的一

致性极高（图 １：Ｃ），因此认定 ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＰＡＬ 含有鸭

梨 ＰＡＬ 基因核心区 ４９６ ｂｐ 的片段。
２．１．２ 鸭梨 ＰＡＬ 基因反义表达载体 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ
的构建 　 利用 Ｘｂａ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ 酶切植物表达载体

ｐＢＩ１２１（切 去 １． ９ ｋｂ Ｇｕｓ 结 构 基 因， 并 且 保 留

ＣａＭｖ３５Ｓ、Ｎｏｓ 等部分），与 ４９６ ｂｐ 的目的 ＰＡＬ 基

因片段连接，由于 Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ 在载体和片段上的

上、下游位置相反，使得目的 ＰＡＬ 基因片段反向与

载体 ｐＢＩ１２１ 连接。 连接产物转化 Ｅ． ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０ 感

受态细胞，利用卡那霉素抗性筛选重组质粒并进

行鉴定。 一方面，以引物 ＦＰ２ 和 ＲＰ２（反向 ＰＡＬ 基

因片段的上、下游引物）对重组质粒进行 ＰＣＲ 鉴

定，扩增产物电泳（图 ２：Ａ）。 另一方面，通过 Ｘｂａ
Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ 对重组质粒进行双酶切鉴定，得到约 ４９６
ｂｐ 的特异条带（图 ２：Ｂ）。 综上结果表明，ＰＡＬ 基

因片段已反向插入植物表达载体 ｐＢＩ１２１ 中，鸭梨

ＰＡＬ 基因反义表达载体 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 构建成功。
２．２ 农杆菌介导的鸭梨 ＰＡＬ 反义基因的遗传转化及

鉴定

２．２．１ ＰＡＬ 基因反义表达载体 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 转化

农杆菌及 ＰＣＲ 鉴定　 用电击法将鸭梨 ＰＡＬ 基因反

义表达载体 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 转化农杆菌 ＥＨＡ１０５ 细

胞，与此同时转化 ｐＢＩ１２１ 作为对照，培养后挑取

单菌落用引物 ＦＰ２ 和 ＲＰ２ 对农杆菌菌落进行 ＰＣＲ
鉴定（图 ３）。 图 ３ 结果表明，ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 转入农

杆菌 ＥＨＡ１０５。 含 ｐＢＩ１２１ 质粒的农杆菌命名为

ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１，含反义表达载体 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ
的农杆菌命名为 ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ，并作为遗

传转化的工程菌液。
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注： （Ａ） １， ２． ＰＣＲ 扩增产物； Ｍ． ＤＬ２０００ 分子量标准。 （Ｂ） Ｍ１． １ｋｂ ＤＮＡ 标准分子量； １． ｐＵＣｍ⁃Ｔ； ２． ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＰＡＬ； Ｍ２． ＤＬ２０００
分子量标准。 （Ｃ） Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ． 共同序列； ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＰＡＬ． 插入 ｐＵＣｍ⁃Ｔ 的 ＰＡＬ 基因片段序列； ＤＱ９０１３９９．１． ＧｅｎＢａｎｋ 公布的

ＰＡＬ ＣＤＳ 序列，其中方框中的序列为上、下游引物序列，划线部分为 Ｓａｃ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 的酶切位点。
Ｎｏｔｅ： （Ａ） １， ２． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ； Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ． （Ｂ） Ｍ１． １ ｋｂ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ｐＵＣｍ⁃Ｔ； ２． ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＰＡＬ； Ｍ２． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ．
（Ｃ） Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ． Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ； ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＡｓＰＡＬ． Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｐＵＣｍ⁃Ｔ； ＤＱ９０１３９９．１． ＰＡＬ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＡＬ ｉｎ
ＧｅｎＢａｎｋ， ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｂｏｘｅｓ ｍｅａｎ ｔｈｅ ＰＣＲ ｆｏｒｗａｒｄ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ， ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ａｒｅ Ｓａｃ Ｉ ａｎｄ Ｘｂａ Ｉ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ．

图 １　 鸭梨 ＰＡＬ 基因片段 ＰＣＲ 扩增产物、质粒 ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＰＡＬ 的 Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ 双酶切
以及扩增片段与 ＰＡＬ ＣＤＳ （ＤＱ９０１３９９．１） 的序列比较图

Ｆｉｇ． １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＰＡＬ ｆｒａｇｍｅｎｔ， ｐＵＣｍ⁃Ｔ⁃ＰＡＬ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ ａｎｄ
ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｃｌｏｎｅｄ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ＰＡＬ ＣＤＳ （ＤＱ９０１３９９．１）
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注： （Ａ） １，２． ＰＣＲ 产物； Ｍ． ＤＬ２０００ 分子量标准。 （Ｂ） Ｍ１． １ ｋｂ ＤＮＡ 分子量标准； １，２． ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ； Ｍ２． ＤＬ２０００ 分子量标准。
Ｎｏｔｅ： （Ａ） １，２． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ； Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ． （Ｂ） Ｍ１． １ ｋｂ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １，２． ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ； Ｍ２． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ．

图 ２　 ＰＣＲ 及 Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ 酶切鉴定反义表达载体 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ
Ｆｉｇ． ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ Ｘｂａ Ｉ ／ Ｓａｃ Ｉ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

注： Ｍ． ＤＬ２０００ 分子量标准； １． ｐＢＩ１２１ 质粒； ２． ＥＨＡ１０５⁃
ｐＢＩ１２１ 菌落； ３． Ｅ． ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０ 中提取的 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ

质粒； ４－６． ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 菌落。
Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １． ｐＢＩ１２１； ２． Ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ ＥＨＡ１０５⁃

ｐＢＩ１２１； ３． ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ ｆｒｏｍ Ｅ． ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０；
４－６． Ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ．

图 ３　 菌落 ＰＣＲ 鉴定含 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 的
农杆菌 ＥＨＡ１０５ 阳性克隆

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ ｉｎ
ｓｔｒａｉｎ ＥＨＡ１０５ ｂｙ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ　

２．２．２ 转 ＰＡＬ 反义基因片段的鸭梨组培苗的获得

及 ＰＣＲ 检测 　 参照李桂琴等（２０１０）构建的鸭梨

的遗传转化和再生体系进行鸭梨反义 ＰＡＬ 基因的

遗传转化。 鸭梨叶片外植体经 ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１ 或

ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 工程菌液侵染后，经过再生

培养基、再生芽选择培养基、抗性苗筛选培养基培

养后，最终获得具有卡那霉素抗性的鸭梨组培苗

９５ 株。 提取再生的抗性鸭梨苗总 ＤＮＡ，利用扩增

ＮＰＴ ＩＩ 基因序列的特异性引物 Ｎ１ 和 Ｎ２ 以及 ＰＡＬ
基因反向序列的引物 ＦＰ２ 和 ＲＰ２，对抗性鸭梨苗

进行 ＰＣＲ 鉴定。 其中，以 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 质粒作为

ＰＣＲ 的阳性对照，阴性对照为非转基因植株，同时

还辅以转 ｐＢＩ１２１ 鸭梨苗对照。 ９５ 株抗性鸭梨苗

中，ＰＣＲ 鉴定 ２３ 株含有反义 ＰＡＬ 基因片段，阳性

率为２４．２％。 部分结果如图 ４ 所示，抗性鸭梨苗

（４－６泳道、１０－１２ 泳道）分别扩增得到 ８００ ｂｐ 和

４９６ ｂｐ 特异条带，符合 ＮＰＴＩＩ 和反向 ＰＡＬ 基因片

段的预期长度，证明转基因鸭梨苗基因组中含有

外源的 ＰＡＬ 反向基因，即抗性鸭梨苗为转 ＰＡＬ 反

义基因再生组培苗。
２．３ 转基因鸭梨苗 ＰＡＬ 基因表达水平检测

提取转基因鸭梨苗叶片总 ＲＮＡ，利用 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 方法，以非转基因鸭梨苗作为对照，检测转

基因鸭梨苗中 ＰＡＬ 基因的表达水平。 检测结果表

明，通过农杆菌介导的 ＰＡＬ 反义基因的遗传转化，
与对照组非转基因鸭梨苗（其 ＰＡＬ 基因表达量设

定为 １）相比，２３ 株转基因鸭梨苗中 ＰＡＬ 基因表达

量都有所降低，分别为对照的 ６５％ ～ ７５％，其中

相对表达量最低的为对照的６５．１％、最高的为对照的
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注： Ｍ． ＤＬ２０００ 分子量标准； １，７． 阴性对照（非转基因植株）； ２，８． 转 ｐＢＩ１２１ 鸭梨苗； ３，９． 阳性对照

（ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 质粒）； ４－６， １０－１２． 抗性鸭梨组培苗。
Ｎｏｔｅ： Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １，７． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （Ｎｏｎ⁃ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ）； ２，８． Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

ｂｙ ｐＢＩ１２１； ３，９． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ）； ４－６， １０－１２． Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｂｙ ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ．

图 ４　 ＰＣＲ 鉴定转基因鸭梨苗
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｂｙ ＰＣＲ

７５．２％。 图 ５ 列出了部分转 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 鸭梨苗

和转 ｐＢＩ１２１ 鸭梨苗中 ＰＡＬ 基因的相对表达量。
组 １、组 ２ 和组 ３ 中转 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 鸭梨苗 ＰＡＬ 基

因相对表达量，与 ＰＡＬ 基因相对表达量设定为 １
的对照非转基因鸭梨苗相比，分别为 ６８．１４％、
７０．８７％和 ７３．２０％，均低于 １，表明转 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ
鸭梨苗中 ＰＡＬ 基因的表达量低于非转基因苗，即
转 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 鸭梨苗中 ＰＡＬ 基因的表达受到了

抑制；而转化 ｐＢＩ１２１ 的鸭梨苗中，ＰＡＬ 基因相对表

达量分别为非转基因苗的１０２．８１％、１１１． ２１％和

１０１．３９％，虽然与 ＰＡＬ 基因表达量为 １ 的非转基因

苗有所不同，但差异不显著，表明转 ｐＢＩ１２１ 鸭梨

苗与非转基因鸭梨苗中 ＰＡＬ 基因表达没有差异。
因此，即转入 ＰＡＬ 反义基因的鸭梨苗中内源 ＰＡＬ
基因的表达在一定程度上均受到了抑制，发挥抑

制作 用 的 是 ＰＡＬ 反 义 基 因 表 达 载 体 ｐＢＩ１２１⁃
ＡｓＰＡＬ，而非 ｐＢＩ１２１ 空载体。

３　 讨论与结论

石细胞的主要成分为木质素，由薄壁细胞的

细胞壁强烈增厚形成，是影响鸭梨果实品质的重

要因素。 目前发现的影响梨木质素合成以及石细

注： １－３． 鸭梨苗。 非转基因鸭梨苗为对照（其 ＰＡＬ 基因表

达量为 １），ＰＡＬ 基因相对表达量为相对于对照的表达量。
Ｎｏｔｅ ： １－３． Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ． Ｕｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

Ｐ． ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ （ｗｈｏｓｅ ＰＡＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｄｅｆｉｎｅｄ ｉｓ １）， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｉｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ５　 转基因鸭梨苗 ＰＡＬ 基因相对表达水平检测
Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｉｎ

Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ｐｌａｎｔｓ

胞含量、发育的有 ＰＰＯ（李玲等，２０１１）、ＰＡＬ（闫洪

波等，２０１４）、Ｆ５Ｈ（徐超等，２０１５）、ＣＯＭＴ（程敏等，
２０１５）、ＰｂＣＣｏＡＯＭＴ（王丹阳等，２０１５）、ＰＯＤ４ （李

文慧等，２０１７）基因等，其中 ＰＡＬ 是木质素合成的

首个关键酶基因。 因此，可以通过基因表达调控
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控制 ＰＡＬ 的生成量，调节木质素的代谢，抑制石细

胞的形成和发育，从而提高梨果实的口感及经济

价值。 借助农杆菌介导的反义 ＲＮＡ 或 ＲＮＡｉ 技
术，可以特异性调控基因在生物体内的表达。 本

研究根据西洋梨 ＰＡＬ 基因序列设计引物，通过 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 扩增得到 ４９６ ｂｐ 的 ＰＡＬ 基因片段，并连接到

植物表达载体 ｐＢＩ１２１，构建鸭梨 ＰＡＬ 基因特异性

反义 表 达 载 体 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ。 利 用 电 击 法 将

ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 转 入 农 杆 菌 ＥＨＡ１０５ 中， 制 备

ＥＨＡ１０５⁃ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 工程菌液。 通过农杆菌介

导的遗传转化将 ｐＢＩ１２１⁃ＡｓＰＡＬ 导入鸭梨，最终获

得了转化 ＰＡＬ 反义基因片段的转基因鸭梨。 实时

定量 ＰＣＲ 对转基因鸭梨的 ＰＡＬ 表达分析表明，反
义 ＰＡＬ 基因的遗传转化降低了鸭梨内源 ＰＡＬ 基因

的表达，为特异性抑制鸭梨 ＰＡＬ 活性奠定了基础，
也为应用反义 ＲＮＡ 技术改善鸭梨果实品质再次

提供理论参考。
在以往对鸭梨 ＰＡＬ 基因的研究中发现了两个

基因， 即 家 族 成 员 ＰｂＰＡＬ１ （ ＧＵ９０６２６８． １ ） 和

ＰｂＰＡＬ２（ＧＵ９０６２６９．１），与大多数植物一样，均含

有一个内含子（闫洪波等，２０１４）。 两个基因编码

的蛋白在分子大小、结构、带电荷特性等方面没有

明显的差异，但在果实发育期过程中二者的表达

量却存在差异，说明 ＰＡＬ 不同基因家族成员在果

实发育的不同阶段可能发挥着不同的功能（闫洪

波等，２０１４）。 本研究根据西洋梨 ＰＡＬ 基因设计引

物，扩增序列与 ＰｂＰＡＬ１ 和 ＰｂＰＡＬ２ 序列存在极大

差异，推测原因可能是 ＰｂＰＡＬ１ 和 ＰｂＰＡＬ２ 的 ＣＤＳ
区是根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中苹果 ＥＳＴ 序列设计的两对引

物扩增得到的。 虽然，苹果的 ６１ 个 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 和 ６８
个 ＳＳＲ 可以定位于梨的连锁图上，证实苹果和梨

二者的基因组结构存在保守性，但不同类型基因

以及基因的不同区域在进化过程中还存在保守性

差异（施泽彬等，２０１１；韩明丽等，２０１０）。 与本研

究一样，刘志浩等（２０１１）也根据西洋梨 ＰＡＬ 基因

（ＤＱ９０１３９９．１）保守区的序列设计引物，使用鸭梨

果实 ｃＤＮＡ 模板，扩增得到了 ４７８ ｂｐ 的 ＰＡＬ 基因

ｃＤＮＡ 片段（ＧＵ３５５６７３），虽然与本文中扩增得到

的 ４９６ ｂｐ 序列在西洋梨 ＰＡＬ 基因序列中的位置有

所不同，但二者与西洋梨的 ＰＡＬ 基因 ＣＤＳ 序列的

同源性都达到了 ９９％。 因此推测在鸭梨中可能还

存在除 ＰｂＰＡＬ１ 和 ＰｂＰＡＬ２ 以外的基因家族成员，
这有待于进一步的研究和证实。 通过以上对基因

的深入研究，也有待于将鸭梨 ＰＡＬ 基因信息应用

于遗传转化，基于此，本研究利用反义 ＰＡＬ 基因遗

传转化鸭梨，为进一步应用于遗传育种奠定基础。
对鸭梨 ＰＡＬ 基因家族基因表达水平分析表

明，ＰＡＬ 作为合成酚类物质关键酶参与了鸭梨幼

果期木质素和石细胞的合成，而且在果实发育过

程中 ＰＡＬ 基因的表达存在明显差异（闫洪波等，
２０１４）。 以往的研究也证实反义 ＲＮＡ 技术在转基

因鸭梨的愈伤组织以及幼苗中表现出了良好的效

果（李会宣等，２０１４；齐靖等，２０１４）。 本研究中得

到的 ２３ 株转基因鸭梨苗中，ＰＡＬ 基因的表达量均

有所降低，为对照的 ６５％ ～ ７５％不等，达到了利用

反义 ＲＮＡ 技术抑制基因表达的效果。 虽然都表

现出了抑制内源基因表达的作用，但转基因鸭梨

苗中 ＰＡＬ 基因表达降低的幅度不尽相同，可能与

环境或植株个体特异性影响基因的表达有关。 鸭

梨属于木本科植物，营养生长期较长，本研究也只

对 ＰＡＬ 基因的反义表达载体转化的鸭梨苗进行了

证实和鉴定，并未能够对转基因植株各个生长期

以及植株各个部位的 ＰＡＬ 基因表达情况进行系统

检测和研究。 因此，后期研究主要针对转基因鸭

梨不同时期、不同部位的 ＰＡＬ 基因的表达情况的

分析，尤其是果实发育期，对 ＰＡＬ 基因的表达及

ＰＡＬ 的活性进行分析，为开发鸭梨种质资源和提

升果品品质提供理论依据。
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