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摘要 本研究利用 Hind Ⅲ和 EcoRⅠ从植物表达载体 pBI121 中将“35S-GUS-NOSt”片段切下并克隆到植物表达载体

pCAMBIA1301 上，构建成植物表达载体 pCB121。在此基础上，根据 GenBank 公布的 rolC 序列设计引物，采用 PCR 方法

从 Ri 质粒中克隆获得 rolC 基因并将其插入到植物表达载体 pCB121 的 XbaⅠ和 SacⅠ位点。利用根癌农杆菌介导，将 rolC

基因转化野生蕉(Musa itinerans Cheesm.)胚性细胞悬浮系。通过 GUS 组织染色检测、PCR 和 RT-PCR 方法对再生苗鉴定，结

果表明 rolC 基因已经成功转入到野生蕉中并获得表达，转 rolC 基因生根能力有所提高。试验结果为下一步将该基因转化香

蕉其它栽培品种提供了技术参考。 

关键词 野生蕉; rolC 基因; 植物表达载体构建; 遗传转化 
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Abstract In this research, we excised the fragments containing “35S-GUS-NOSt” from the plant expression vector pBI121 by 

using restriction endonucleases Hind Ⅲ and EcoR , and then directionally linked it to the plant expression vector pCAMBIA1301 Ⅰ

in the same endonucleases digestion sites. Then we named the recombinated binary plasmids as pCB121. Using PCR approach, the 

rolC gene was cloned from Ri plasmid by a pair of primers designed according to the sequence of rolC gene released on the GenBank, 

and then it was inserted into the site between Xba and Ⅰ Sac of plasmid vector pCB121. The Ⅰ rolC gene was transformed into the 

embryogenic cell suspensions of the wild banana via Agrobacterium-mediated transformation. The results of selection and 

germination procedure, obtaining of regenerated plantlets, histochemical GUS assay, PCR and RT-PCR suggested that the rolC gene 

was successfully transferred into wild banana. The transgenic plantlets showed higher rooting ability than the non-transgenic plantlet, 

which indicated that the rolC gene was also expressed in the plantlets. The research would be lay a good foundation for the genetic 

transformation of rolC gene into a main cultivar of banana and select new germ plasms with dwarf plants and powerful root system. 

Keywords Wild Banana(Musa itinerans Cheesm.), rolC gene, Construction of plant expression vector, Genetic transformation  

研究背景 
香蕉(Musa spp.)属大型草本果树，是一种重要

的热带水果和粮食作物。香蕉根系着生浅，叶柄、

假茎无木质化，叶大易折、果穗长重，很易遭受强

风、台风的危害。我国香蕉产区主要分布在沿海地
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区，台风频繁且又主要集中在香蕉迅速生长发育

期，风害威胁着我国的香蕉产业的发展。因此，选

育出矮杆抗风，根系发达的香蕉新品系是香蕉的育

种目标之一。由于大多数香蕉栽培品种不育性和多

倍性，难以通过常规育种方式进行种质改良，基因

工程技术为香蕉育种提供了新的途径。 
诱根质粒(Root inducing plasmid, Ri)来源于发

根农杆菌(Agrobacterium rhizogenes)，其中农杆碱型

Ri质粒的TL-DNA上至少含有 4个与毛根诱导有关

的基因位点即 rol (root loci)A、B、C 和D(White et al., 
1985)。其中 rolC 基因是改良植物性状的重要基因，

在园艺植物品种改良中有很大的应用价值。该基因

转化烟草(章镇等，2001)，猕猴桃(Rugini et al., 
1991)、苹果(丛郁等，2006)、枳橙(胡春华等，2006)
中，转基因植株均表现顶端优势减弱、分枝增多，

节间缩短，树冠矮化紧凑，同时，转基因植株生根

能力大大提高，根系活力增强。 
本试验拟将 Ri 质粒上决定植物毛根形成并

影响植株形态的 rolC 基因进行克隆并将其转入到

野 生 蕉 胚 性 细 胞 悬 浮 系 (embryogenic cell 
suspensions, ECS)中，通过对转基因香蕉的分子鉴

定和外源基因表达分析以及形态学等方面的观

测，探求 rolC 基因对野生蕉生物学特性的影响，

以期为下一阶段利用该基因转化香蕉栽培品种，

为筛选出矮化、根系发达的香蕉新种质提供技术

参考。 

1 结果与分析 
1.1 植物表达载体 pCB121 的构建 

将植物表达载体 pBI121 用 Hind Ⅲ和 EcoRⅠ
双酶切回收后的小片段 (35S-GUS-NOSt)与经过

相同双酶切的 pCAMBIA1301 大片段进行连接，

转化大肠杆菌感受态 DH5α，在附加 50 mg/L 卡那

霉素的 LB 琼脂平板上长出了阳性菌落，挑单菌

落摇菌，少量提取重组质粒并用 Hind Ⅲ和

EcoRⅠ双酶切，可以切下约 3 kb 的与预期大小相

符的片段(图 1)，表明植物表达载体 pBI121 上的

双 酶 切 小 片 段 (35S-GUS-NOSt) 成 功 插 入 到

pCAMBIA1301 的预期位点。重组植物表达载体

命名为 pCB121。 

 

 

 
图 1 pCB121 质粒双酶切鉴定 
注: 1-3: pCB121 质粒 Hind Ⅲ和 EcoRⅠ双酶切 M: 100 bp 
DNA Marker 
Figure 1 Identification of recombinant plasmid pCB121 with 
digestion  
Note: 1-3: pCB121 plasmid restricted by Hind  and Ⅲ EcoR ; Ⅰ

M: 100 bp DNA Marker 

1.2 rolC 基因的克隆及植物表达载体构建 
以 Ri 质粒为模板，以 rolC 特异引物进行 PCR

扩增，PCR 扩增产物经电泳获得 1 条约 550 bp 的条

带(图 2)，与预期大小一致。回收并将其克隆到

pGEM-T 载体中获得重组质粒 pGEM-rolC。测序结

果表明，获得了 rolC 基因包含起始密码子和终止密

码子在内的完整的编码区，序列与 GenBank 公布的

rolC 基因(GenBank accession No. X64255)序列完全

一致。 
 
 
 
 
 

图 2 rolC 基因 PCR 扩增图 
注: M: 100 bp DNA 分子量标记；1~3：rolC 基因 PCR 产物  
Figure 2 PCR amplification of the rolC gene 
Note: M: 100 bp DNA marker; 1-3: PCR products of rolC 

将 rolC 基因用 XbaⅠ和 SacⅠ双酶切从

pGEM-rolC 质粒中切下，与经过相同双酶切的植物

表达载体 pCB121 连接，转化大肠杆菌感受态

DH5α，挑阳性菌落摇菌提取质粒，用 Xba Ⅰ和

SacⅠ双酶切，可以释放出 1 条约 550 bp 的条带(图
3)，结果表明，该重组质粒即为所需阳性克隆，并

将其命名为 pCB121-rolC。 

1.3 rolC 基因对野生蕉ECS 的转化与再生芽生根 
采用农杆菌介导法进行 rolC 基因转化野生蕉。

野生蕉悬浮系与含 rolC 基因的农杆菌共培 4 d 后，

经过 GUS 基因检测即可检测到 GUS 基因的表达。 
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图 3 重组质粒 pCB121-rolC 双酶切鉴定 
注: M: 100 bp DNA 分子量标记；1：rolC PCR; 2: 质粒

pCB121-rolC Xba Ⅰ和 SacⅠ双酶切 
Figure 3 Identification of pCB121-rolC plasmid with digestion  
Note: M: 100 bp DNA marker; 1: PCR products of rolC 2: 
pCB121-rolC plasmid restricted by Xba and Ⅰ SacⅠ 

将共培后的 ECS 转接到的液体筛选培养基(含有

潮霉素 5 mg/L)进行抗性筛选，每 10 d 继代 1 次，

经过 3 代筛选后的培养物用 GUS 组织染色。结果

表明，获得的潮霉素抗性悬浮系几乎均能染上蓝色

(图 4-A)，即经过抗性筛选获得了野生蕉转 rolC 基

因的胚性细胞悬浮系。将转化胚性细胞悬浮系转入

到胚诱导培养基上，诱导培养约 60 d 获得成熟体细

胞胚(图 4-B)。体胚经萌发，1 个月后获得了生长正

常的再生芽。 

取健壮的再生潮霉素抗性芽及对照芽转接到

不含激素的 MS 基本培养基进行生根培养，期间观

测其生根情况。30 d 后将苗小心从瓶中取出，彻底

洗净根上培养基，移栽至人工气候箱继续生长。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
图 4 转 rolC 基因 ECS GUS 染色及抗性胚诱导 
注: a: 液体筛选第 3 代的 ECS GUS 染色; b: 对照; c 成熟胚 
Figure 4 Transient GUS expression of the ECS with rolC gene 
and inducement of embryos 
a: Transient GUS expression of third-generation sub-cultrued 
ECS; b: Non-transformed ECS; c: Somatic embryos 

 

1.4 转 rolC 基因野生蕉 PCR 分子鉴定、GUS 和 rolC
基因表达分析 

取再生转化苗的根部和叶片进行 GUS 基因表

达分析，GUS 基因在转 rolC 基因再生苗的根和叶

片部位均能检测到 GUS 基因的表达(图 5)，说明

GUS 基因已经整合到野生蕉的基因组中并能够成

功表达。同时，以具有 GUS 活性的转化野蕉总 DNA
为模板，以未经转化的材料和质粒 pCB121-rolC 作

为对照，用 rolC 基因特异引物进行了 PCR 分子检

测，从 PCR 扩增产物电泳结果可知(图 6)，转化野

蕉总 DNA 均可获得大小约为 550bp 的的特异性条

带，而对照则无，说明 rolC 基因已整合到野生蕉基

因组中。 
 

 
 
 
 
 
 
 
图 5 转 rolC 基因再生苗 GUS 染色 
注: A 野生蕉根 GUS 染色; B: 野生蕉叶片 GUS 染色 
Figure 5 Transient GUS expression of the wild banana with 
rolC gene  
Note: A: Transient GUS expression in the root of the wild 
banana; B: Transient GUS expression in the leaf of the wild 
banana 

 
 
 
 
 
  

图 6 转 rolC 基因再生苗 PCR 检测 
注: M: 100 bp DNA 分子量标记；1:阳性对照(pCB121-rolC); 
2:未转化植株对照; 3-8: 转基因植株 
Figure 6 Detection of regenerated plants by PCR 
Note: M: 100 bp DNA marker; 1: pCB121-rolC as positive 
control; 2: Non-transformed plant; 3-8 PCR product of 
transgenic clones 
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剪取 6 株 GUS 基因检测和 PCR 检测为阳性的

转基因及 1 株对照野生蕉的新鲜叶片，提取总

RNA， RT-PCR 检测 rolC 的表达情况，发现 6 株

GUS 基因阳性植株均能获得 550 bp 的特异性条带

(图 7)，与预期结果相符，进一步证明外源基因 rolC
已经整合到野生蕉的基因组中，并可以在转基因野

生蕉中正常表达。 

 
 

 
 
 
 
图 7 转 rolC 基因再生苗 RT-PCR 检测 
注: M: 100 bp DNA 分子量标记；1:阳性对照(pCB121-rolC); 
2:未转化植株对照; 3-8: 转基因植株 
Figure 7 RT-PCR analysis of the transgenic banana  
Note: M: 100 bp DNA marker; 1: pCB121-rolC as positive 
control; 2: Non-transformed plant; 3-8 Transgenic wild banana 
clones 

1.5 转 rolC 基因野生蕉根系与野生型植株根系的生

根能力的比较 
再生潮霉素抗性芽及对照芽转入到无激素生

根培养基 7-10 d 左右，即可见到有根产生，转基因

与对照根的出现时间差不多，但是，转 rolC 基因野

生蕉在无激素的生根培养基中，根生长非常迅速，

每株发根数在 6-8 条，色白，根长达到 12 cm 以上；

而对照野生蕉根系生长缓慢，颜色由白变褐，每株

根数在 3-4 条左右，最长根长不超过 5 cm (图 8)。
该试验结果表明，转 rolC 基因野生蕉在无激素培养  

 
 
 
 
 
 
 
 

图 8 转 rolC 基因再生苗与对照根系比较 
Figure 8 Root system of the rolC transgenic wild banana 
comparison with wild type 

基上与对照相比，具有较强的发根能力。30 d 将再

生苗移栽至人工气候箱，目前，已有 20 株转 rolC
基因野生蕉移栽成活，长势正常，拟作进一步的形

态学观测和分子检测。 

2 讨论 
成功的香蕉遗传转化体系依赖于高效的筛选

体系，已有的试验表明，潮霉素最适合于用来做香

蕉遗传转化的筛选抗生素 (Sreeramanan et al., 
2006)，本试验将植物表达载体 pBI121 用 Hind Ⅲ和

EcoRⅠ双酶切得到的小片段(35S-GUS-NOSt)插入

到植物表达载体 pCAMBIA1301，改造构建了植物

表达载体 pCB121，该载体不仅利用了原载体

pCAMBIA1301 的潮霉素抗性基因，而且也利用了

原载体 pBI121 的多克隆位点，可以方便地插入目

的基因。同时，pCB121 质粒含有两个 GUS 基因，

该报告基因能够利用方便的 GUS 组织染色法进行

检测转化植物的效果。但是，原 pCAMBIA1301 中

的 GUS 基因含有两个 exon，而原 pBI121 中 GUS
基因不含 exon，由于后者能够在农杆菌中表达，在

对转基因材料 GUS 染色时，会产生假阳性。因此，

在插入目的基因的时候，一般把后者切去。本试验

将 rolC 基因克隆到 pCB121 的 XbaⅠ和 SacⅠ位点

构建成植物表达载体 pCB121-rolC，该载体具有潮

霉素抗性基因和 GUS 基因，可以非常方便的用来

对香蕉的遗传转化。 
本试验在前期建立的香蕉遗传转化体系的基

础上(胡春华等，2010a)，构建了 rolC 基因并将其转

到了野生蕉中，通过对转基因野生蕉的 GUS 基因

表达检测和 rolC 基因表达检测，证明 rolC 基因已

经整合到野生蕉的基因中并能成功表达，同时也证

明 pCB121-rolC 载体构建的正确性。前人对 rolC 基

因导致植株生根能力提高的作用，在本试验的转基

因野生蕉中也得到进一步的验证。下一步工作我们

将继续对转 rolC 基因植株进行观测和评价，为将

rolC 基因转化香蕉栽培品种，筛选出矮化、根系发

达的香蕉新种质提供参考。 

3 材料与方法 
3.1 供试材料与试剂 

本实验中使用的植物表达载体 pBI121 和
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pCAMBIA1301，根癌农杆菌菌株 EHA105，大肠杆

菌菌株 DH5α及 Ri 质粒等均为本试验室保存。植物

材料野生蕉(Musa itinerans Cheesm.)胚性细胞悬

浮系根据魏岳荣等(2006)利用未成熟合子胚诱导

获得。 
RNA 提取试剂 Trizol Reagent 购自 Invitrogen

公司，pGEM-T 载体购自 Promega 公司，T4 DNA
连接酶、限制性内切酶以及反转录酶 AMVRTase 均

购自 TaKaRa 公司，琼脂糖 DNA 回收试剂盒购自天

根生化公司，其它化学试剂均为国产分析纯。 

3.2 引物设计 
根据 GenBank 公布的 rolC 基因 (GenBank 

accession No. X64255)序列，设计一对特异性引物：

5′-gactctagaatggctgaagacgacctgtgt-3′;5′-cggagctcgccgat
tgcaaacttgcactc-3′，其中，上游引物和下游引物分别

引入 Xba Ⅰ和 SacⅠ内切酶位点并加保护性碱基，

引物由上海生工生物工程技术公司合成。 

3.3 植物表达载体 pCB121 的构建 
植物表达载体 pBI121 用 Hind Ⅲ和 EcoRⅠ完

全双酶切，电泳回收 pBI121 双酶切约 3kb 的小片

段(35S-GUS-NOSt)，并将其克隆到经过相同酶切的

pCAMBIA1301 上，转化大肠杆菌 DH5α 感受态，

提取质粒，对重组质粒进行酶切鉴定，将经过鉴定

的重组子命名为 pCB121。 

3.4 rolC 基因的克隆及植物表达载体构建 
以 Ri 质粒为模板进行特异引物的 PCR 扩增。

PCR扩增产物利用DNA回收试剂盒(购自天根生化

公司)回收。将回收目的片段与 pGEM-T 载体(购自

Promega 公司)连接，连接产物转化大肠杆菌 DH5α
感受态细胞，蓝白斑筛选获得阳性克隆，取阳性克

隆送上海生工生物工程技术公司测序。测序结果经

BLAST 检索序列数据库，确定所克隆的序列为 rolC
基因编码序列。之后用 XbaⅠ和 SacⅠ双酶切将 rolC
基因从 T 载体中切下，回收酶切目的基因片段，将

其克隆到植物表达载体pCB121的XbaⅠ和SacⅠ位

点，用特异引物对重组质粒进行 PCR 鉴定和 XbaⅠ
和 SacⅠ双酶切鉴定，鉴定正确的阳性质粒重命名

为 pCB121-rolC，质粒 pCB121-rolC 用冻融法转化

根癌农杆菌菌株 EHA105。 

3.5 rolC 基因转化野生蕉胚性细胞悬浮系 
以继代保持在 M2 液体培养基中野生蕉胚性悬

浮细胞系为转化受体，利用农杆菌介导法将 rolC 基

因转到野生蕉中。遗传转化及植株再生参照胡春华

等(2010b)的方法进行。 

3.6 GUS 基因的检测 
取与农杆菌共培养 4 d 之后的 ECS、液体筛选

培养的各代抗性 ECS、再生抗性胚以及再生苗的叶

和根进行 GUS 组织染色鉴定，以相应的未经转化

的材料做对照。GUS 基因瞬时表达检测参照

Jefferson (1987)的组织化学染色法方法进行。 

3.7 PCR 分子鉴定 
取经过 GUS 基因检测为阳性的再生香蕉叶片

及对照叶片，采用改良 CTAB 方法(胡春华等, 2006)
提取 DNA，用 rolC 基因特异引物进行 PCR 扩增。

PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统照

相，检测 PCR 结果。 

3.8 RT-PCR 检测 rolC 基因表达 
取 GUS 染色和 PCR 鉴定均为阳性的转化再生

苗及对照苗的新鲜叶片，用 Trizol Reagent 试剂(购
自 invitrogen 公司)提取总 RNA，以 oligo (dT)为引

物合成 cDNA 第一链，再按照如下的 PCR 反应体

系和程序进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为 25 μL：
其中 4μL dNTPs (1mmol/l)，10×PCR Buffer 2.5 μL，
上、下游特异引物(10 μmol/μL)各 1.5 μL，反转录合

成的 cDNA 1 μL，Taq DNA 聚合酶 0.3 μL（3U/μL），
ddH2O 14.2 μL。PCR 反应程序为：94 ℃预变性 5 
min；然后 94 ℃变性 30 sec，55 ℃退火 30 sec，72 ℃
延伸 60 sec，35 个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。
PCR 扩增产物于 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测。 
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