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马铃薯 StERF3 超量表达载体
转基因植株矮化原因初探
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国家蔬菜改良中心华中分中心/华中农业大学湖北马铃薯工程技术研究中心,武汉430070

摘要 基于马铃薯StERF3超量表达载体转基因株系中出现了部分矮化植株,通过基因表达量检测、组织

切片分析和转基因试管苗添加外源生长调节剂等方面对矮化原因进行了初步探讨。结果表明:矮化株中

StERF3基因表达比对照降低;矮化株木质部和薄壁细胞明显变小,栅栏组织和海绵组织较致密;培养基中添加

0.5mg/mLGA3能够使矮化株明显增高,但添加IAA效果不明显;转基因矮化株含有3~4个拷贝,多拷贝导致

了目标基因的沉默;在干涉株系中StERF3基因表达比对照降低,但并未出现矮化株;推测植株矮化并不是由于

StERF3表达量引起,很可能是由于多拷贝插入导致与GA3 合成或其调控有关基因受到干扰引起。
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  转基因过程中经常会出现一些表型变异,例如

在转基因拟南芥、水稻、番茄中表现出植株矮化、超
高、畸形、叶形皱缩、叶色变化、叶丛生等变异性

状[1-4]。这些表型变异有可能是目标基因本身转基

因超量表达或干涉抑制导致基因沉默而引起的性状

变异,也可能是由于T-DNA插入到基因组中,导致

其他基因激活或失活引起[5-6]。我们在研究马铃薯

乙烯应答因子基因StERF3功能时,发现超量表达

载体转基因株系中出现了6株矮化植株,这些转基

因株系含有3~4个拷贝,试管苗和温室盆栽时都表

现出明显的矮化现象,表现为植株矮小、茎节缩短、
叶片变小。为探明矮化是否是由于StERF3基因本

身超量表达引起,本试验从基因表达量检测、组织切

片分析和转基因试管苗添加外源生长调节剂等方面

对矮化原因进行初步探讨。

1 材料与方法

1.1 试验材料

表现矮化的鄂马铃薯3号(E3)超量表达载体

转基因矮化株系StERF3-E3-42、43、46、62、64,生
长正常的转基因植株StERF3-E3-17、69和非转基

因对照E3。矮化转心乌(J)超量表达载体转基因矮

化株 系 StERF3-J-3 及 生 长 正 常 的 转 基 因 植 株

StERF3-J-11、19和非转基因对照J。
1.2 矮化株表型观察

将供试材料在附加3%蔗糖的 MS固体培养基

上进行离体扩繁,于光照强度2500lx,光周期16
h/d,温度20℃培养室生长1个月。一部分试管苗

用于添加外源生长调节剂生长试验;一部分于华中

农业大学蔬菜改良中心隔离大棚塑料钵中盆栽

(3月),每份材料种植5钵,试验期间的土壤、肥料、
水份同常规管理,进行株高、株型、色泽、叶形等方面

的观察。
1.3 基因表达量分析

采用RT-PCR方法,通过抽提矮化株和生长正

常的转基因植株和对照株的 RNA,进行反转录

PCR,确定其表达量差异。
逆转录使用TOYOBO公司的逆转录酶,反应

体系为25μL,于0.25mL管中加3μgRNA(约0.5

μL),4μL Oligod(T)(25pmol/μL),12μL
DEPC·H2O,用枪头吹吸几次混匀;65℃ 孵育

5min,立即置于冰上1min;加1μL逆转录酶,

5μL5×Buffer,2μLdNTP(10mmol/L),0.5μL
RNA抑制剂,PCR仪中42℃ 孵育1.5h,取出后置
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于冰上待用。合成的cDNA用水稀释5倍,用看家

基因EF1α引物作为内参,进行26个循环数的扩

增,将要分析的cDNA模板浓度调整一致。然后分

别用StERF3基因的特异引物进行相应循环数的

PCR扩增,重复3次。
1.4 马铃薯叶片组织切片的制作与观察

矮化株的细胞组织观察采用石蜡组织切片法,
参照文献[7]进行。

1.5 添加外源生长调节剂生长试验

通过在 MS固体培养基(3%蔗糖+8%琼脂)
中加入不同质量浓度的GA3 和IAA,质量浓度梯度

设置如表1所示,非转基因对照J在 MS培养基上

生长,矮化株在1~10号培养基上培养,转化苗节位

一致,每个方形培养盒转接5个切段,每个材料5
盒,然后在组培室培养,30d后测量试管苗高度,每
份材料测量25株。

表1 外源生长调节剂质量浓度梯度设置

Table1 Gradientofexogenousgrowthregulator

处理编号

TreatmentNo.
培养基配方

Mediumformula
处理编号

TreatmentNo.
培养基配方

Mediumformula
1 MS 6 MS+0.50mg/LGA3
2 MS+0.25mg/LIAA 7 MS+0.75mg/LGA3
3 MS+0.50mg/LIAA 8 MS+0.25mg/LIAA+0.25mg/LGA3
4 MS+0.75mg/LIAA 9 MS+0.5mg/LIAA+0.50mg/LGA3
5 MS+0.25mg/LGA3 10 MS+0.75mg/LIAA+0.75mg/LGA3

2 结果与分析

2.1 矮化株中 StERF3 表达量分析

为了解矮化株的StERF3表达量是否与生长正

常的植株表达量有无差异,进行了RT-PCR分析,
结果(图1)显示:除了StERF3-E3-43,E3转基因矮

化株(42、46、62、64)比正常的转基因株系(17、69)和

非转基因对照E3表达量明显下降;矮化转心乌(J)
超量表达载体转基因矮化株系3比正常的转基因株

系(11、16)和非转基因对照J的表达量也有明显下

降。表明这些超量表达载体转基因株系目标基因并

未超量表达,而是出现了基因表达部分沉默。通过

对这些矮化植株转基因拷贝数检测发现,一般为

3~4个拷贝,为多拷贝转基因植株。

 17、69:生长正常的E3转基因株系E3transgeniclineswithnormalphenotype;42、43、46、62、64:矮化的E3转基因株系Dwarftrans-

genicE3Lines;E3:非转基因对照 NotransgenicE3control;11、16:生长正常的J转基因株系 TransgenicJlineswithnormalpheno-
type;3:矮化的J转基因株系 DwarftransgenicJplant;J:非转基因对照 NotransgenicJcontrol.

图1 超量表达载体转基因StERF3-E3与StERF3-J矮化系和生长正常株系基因表达量检测

Fig.1 ExpressionofStERF3indwarfandnormaltransgenicplants

2.2 矮化株系叶片组织切片观察

图2-A是试管苗移栽到大棚中生长1个月后的

表型变化,可以看出矮化株明显表现出生长迟缓、植
株严重矮化的症状,叶片皱缩、表皮毛稠密。组织切

片显微镜观察显示,矮化株StERF3-J-3(图2-B)与
生长正常的植株J(图2-C)相比,木质部和薄壁细胞

明显变小,且栅栏组织和海绵组织较致密。
2.3 添加外源生长调节剂对试管苗生长的影响

通过对大棚种植和培养基中生长的矮化株观察

发现,6个矮化株在大棚 中 生 长 均 比 正 常 株 矮,

StERF3-J-3株系尤其明显,在培养基中StERF3-J-3

也比对照明显矮化,因此选择StERF3-J-3株系进

一步进行生长调节剂添加试验。对照J在没有添加

生长调节剂的 MS培养基上生长,矮化株分别转入

表1所示10种培养基上生长。在试管苗节位和状

态一致的前提下,培养室生长30d后测量、统计试

管 苗 高 度。结 果 表 明:与 对 照 相 比,矮 化 株 系

StERF3-J-3中除添加0.5mg/LIAA外,其余IAA
处理矮化株增高不明显,而添加外源GA3 植株明显

增高(图3),0.5mg/L为效果最明显;IAA与GA3
的组合株高虽然都比对照高,但其株高均比添加

0.5mg/L的GA3 的培养基上生长的矮小(图3)。
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 A:移栽到大棚中1个月后的矮化与正常植株表型Phenotypeofdwarfandnormaltransgenicplantsgrowningreenhouse1monthaf-
tertransplant;B:矮化株StERF3-J-3组织切片 LeaftissueslicesofdwarfplantStERF3-J-3;C:正常植株叶片组织切片 Leaftissue

slicesofnormaltransgenicplant.

图2 矮化株生长状态及矮化株StERF3-J-3和正常植株叶片组织切片

Fig.2 Phenotypeandleaftissueslicesofdwarfandnormaltransgenicplants

 CK和1分别为培养在未添加生长调节剂 MS培养基上的非转基因J和转基因矮化株StERF3-J-3对照CKand1:notransgenicJ

andtransgenicStERF3-J-3dwarfplantsculturedonMSmediumwithoutsupplementedgrowthregulator;2-10为StERF3-J-3矮化株

系分别在添加不同生长调节剂的 MS培养基上生长2-10:DwarfplantsStERF3-J-3wasculturedonMSmediumsupplementedwith

differentconcentrationregulators.误差线 表 示25个 单 株 之 间 的 标 准 差 Errorbarsrepresentstandarddeviationofthemeanof25

plants.

图3 矮化株StERF3-J-3在添加不同质量浓度IAA和GA3 的MS培养基上的生长情况

Fig.3 GrowthperformanceofthedwarfplantStERF3-J-3onMSsupplemented
withdifferentconcentrationofIAAandGA3

所有的处理组合都没有未转基因对照植株健壮,根
系发育也不如对照,但添加一定质量浓度的生长调

节剂,特别是添加GA3能够较为明显地促进矮化植

株生长。

3 讨 论

转基因植株后代中经常会出现非目标基因性状

的变异,变异产生原因[5-6]有以下几个方面:(1)目标
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基因本身超量表达或沉默引起;(2)T-DNA插入导

致其他基因激活或失活;(3)转基因植株生理失调

引起。本研究中,矮化转基因材料通过多代离体继

代培养和2a温室盆栽,2个马铃薯材料共6个株系

都表现出稳定的矮化症状,因此,矮化不可能是由于

转基因植株暂时的生理失调引起。这些转基因植株

有一个共同特点,都是StERF3超量表达载体转化

得到的植株,而且拷贝数都在3~4个。基因表达检

测显示这些矮化植株基因表达量都有明显下降(图

1),研究表明转基因多拷贝常引起基因沉默或失

活[8],这些超量表达载体转化矮化植株基因表达反

而比对照下降,很可能是由于多拷贝引起的基因部

分沉默。然而,在我们以前的研究中,干涉株系中基

因表达下调的株系并未出现矮化植株(未发表数

据),可见这些植株矮化原因与StERF3基因表达量

无直接关系。矮化植株表现为植株矮小、茎节短的

现象,在培养基中添加0.5mg/L外源GA3能够明

显促进矮化植株生长,节间伸长,由此可以推断,转
基因矮化植株体内GA3 受到了干扰,这种效应很有

可能是由于多拷贝插入导致与GA3 合成有关或其

调控基因受到干扰引起。我们试图扩增矮化植株

T-DNA插入区域两侧的基因组序列,可能是由于

多拷贝的干扰,未获得理想结果,有待进一步优化引

物和扩增条件。

参 考 文 献

[1] HENIKOFFS,TILLBJ,COMAIL.Traditionalmutagenesis

meetsfunctionalgenomics[J].PlantPhysiol,2004,135:630-

635.
[2] MUIRSR,COLLINSGJ,ROBINSONS,etal.Overexpres-

sionofPetuniachalconeisomeraseintomatoresultsinfruit

containingincreasedlevelsofflavones[J].NatureBiotechnol,

2001,19:470-474.
[3] 唐祚舜,李良材,田文忠.基因枪法转基因水稻后代农艺性状的

表现[J].中国农业科学,2001,34(6):581-586.
[4] 杨礼香,王正询,柯德森,等.拟南芥血红蛋白1(AtGLB1)超量

表达载体和RNAi表达载体的构建及转化[J].华中农业大学

大学学报,2010,29(4):413-416.
[5] DALEPJ,MCPARTLAN HC.Fieldperformanceoftrans-

genicpotatoplantscomparedwithcontrolsregeneratedfrom

tuberdiscsandshootcuttings[J].TheorApplGenet,1992,

84:585-591.
[6] 金万梅,潘青华,尹淑萍,等.外源基因在转基因植物中的遗传

稳定性及其转育研究进展[J].分子植物育种,2005,3(6):864-

868.
[7] 李和平.植物显微技术[M].北京:科学出版社,2009.
[8] LIXG,CHENSB,LUZX,etal.Impactofcopynumberon

transgenicexpressionintobacco [J].AtcaBotanicaSinica,

2002,44(1):120-123.

Factorsleadingtodwarfismoftransgenicpotatoplants
transformedwithStERF3overexpressionvector

LIUYing TIANZhen-dong SONGBo-tao LIUJun XIECong-hua

NationalCenterforVegetableImprovement(CentralChina)/PotatoEngineeringandTechnology
ResearchCenterofHubeiProvince,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract SeveraldwarfplantsoccurredinpotatolinestransformedwithStERF3overexpression
vectorandtheinfluencingfactorsofthedwarfismwasinvestigated.Geneexpressiontestrevealedthat
StERF3expressionlevelindwarfplantswaslowerthanthatofcontrol.StERF3geneexpressionde-
creasedintheinterferencetransgeniclines,butnodwarfplantsappeared.Theresultsindicatedthatthe
dwarfismwasnotrelatedwiththeexpressionofStERF3gene.Mediumsupplementedwith0.5mg/mL
exogenousGA3couldimprovethegrowthofdwarfplantsinvitrotosomeextent.Mostofthedwarf
linescontained3-4copies.Multi-copyintegrationalwaysledtotransgenicsilencing.Inconclusion,the
dwarfmightbecausedbymultiplecopiesintegrationintothegenomicDNAwhichinterruptedthegenes
associatedwithGA3pathway.

Keywords potato;transgene;StERF3;dwarf;overexpressionvector;genesilencing
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