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摘  要 将绿竹 COMT (咖啡酸-O-甲基转移酶)基因(BoCOMT1)反向连接到植物表达载体 PBI121 上，通过农杆菌介导法导

入烟草。PCR 检测表明，BoCOMT1 基因已反向整合到烟草的基因组中。转基因茎杆在剥皮后呈现淡红色，而对照为白色。

与对照相比，转基因烟草的木质素含量都有或多或少的下降，其中下降程度最大的达到了 28.7%。部分转基因植株出现生长

矮小现象。 
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Abstract The COMT (caffeic acid-O-methyltransferase) gene from green bamboo (Bambusa oldhamii), BoCOMT1, which was 

aligned reversely in the plant expression vector PBI121, was transformed into tobacco through Agrobacterium-mediated technique. 

PCR assay showed that BoCOMT1 gene has been integrated into the genome of tobacco. The peeled stems of transgenic lines 

appeared in pink, while the control appeared in white. Compared to control, lignin contents of transgenic lines were declined at 

different degree, of which the biggest decline reached 28.7%. Some transgenic plants were growing slowly and appearing dwarfing.  
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研究背景 

木质素是植物体中一种重要的组成成份。木质

素的存在一方面增强了植物体的支撑能力，但另一

方面也给一些工业加工过程带来不便。尤其是在造

纸工业中，除去木质素所用的化学试剂是造成环境

污染的主要因素。因此，一直以来，研究人员致力

于木质素代谢调控的研究，希望培育出满足不同利

用要求的植物新品种。在植物木质素的生物合成过

程中有一系列的合成酶在发挥着重要作用，COMT

就是其中之一。研究人员从不同植物中分离到多个

COMT基因。将COMT基因反向转入杨树中，导致

了转基因杨树木质素含量的下降和成分的改变

(Lapierre et al., 1999; Jouanin et al., 2000; 赵华燕等, 

2002,科学通报, 47(6): 604-607)。在转反义COMT基

因的烟草(Ni et al., 1994)、苜蓿(Guo et al., 2001)和

杨树(Dwivedi et al., 1994)中都发现，S型木质素含量

下降较多，而G型木质素含量下降较少，而Klason

木质素含量的变化趋势则不完全一致，有的基本没

什么变化，有的却降低，对这种现象目前还没有确

切的解释。Doorsselaere等(1995)指出这种情况与检

测木质素含量的方法有关，Atanassova等(1995)则认

为可能与COMT活性被抑制的程度有关。 
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竹子在人们的生产和生活中应用非常广泛，其

木质素含量及组成成分直接关系到竹产品的品质。

目前从竹子中克隆到与木质素生物合成相关的基

因还比较少，只有毛竹的C3H、CCR、CAD、F5H-like 

(杨学文等, 2009; 杨学文, 2009)、黄古竹的PAL (杨

学文等, 2009)、慈竹的4CL (周建英等, 2010)等有限

几个。绿竹属丛生竹类，在我国华东和华南分布较

多，是笋材两用竹种。竹笋中的木质素含量对口感

影响很大，而竹材中木质素含量也直接影响到竹材

的机械强度。本文将从绿竹叶片中克隆到的

BoCOMT1基因反向导入烟草中，进行了相关分析并

对基因功能进行了初步验证。 

1结果与分析 

1.1转基因烟草的PCR检测 

经抗性培养基筛选获得的转基因烟草，经过

PCR检测进一步筛选阳性植株(图1)，共获得7个阳

性转基因株系。 

 

 

 

 

 

 

图1 转基因烟草的PCR检测 

注: M: DNA marker; 1: 空白对照(水); 2: 野生型对照; 3: 转

PBI121空载体对照; 4~7: 转目的基因烟草 

Figure 1 The PCR identification of transgenic tobacco 

Note: M: DNA marker; 1: Blank control (water); 2: Wild type 

control; 3: Control of transformed line with PBI121 vector ; 

4~7: Transgenic tobacco with target gene 

 

1.2转基因烟草的表型分析 

在经过筛选获得的7个转基因株系中，表型上

存在较大差异，其中4个株系与对照没有明显差异，

基本与对照同时开花，而另外3个株系则生长比较

矮小，高度仅为对照的一半，且茎杆也明显较对照

细弱，幼苗期呈倒伏状，没有开花现象。 

1.3转基因烟草与对照茎杆颜色的比较 

将转基因烟草与对照在相同的环境条件下进

行培养，成熟后将基部茎段切下，去皮，比较两者

之间的颜色差异。结果如图2所示，与对照相比，

转基因烟草茎杆下部呈现淡红色，而对照基本为白

色。将两种茎段在空气中自然干燥，转基因烟草茎 

 

图2 对照与转基因烟草茎杆颜色的比较 

注: A: 转基因株系; B: 对照 

Figure 2 Comparison of stem color between control and 

transgenic tobacco 

Note: A: Transgenic line; B: Control 

 

段的颜色越来越淡，而对照没什么明显变化，完全

风干之后，两种茎段的颜色都不再发生改变。 

1.4 Klason法测定转基因烟草中木质素的含量 

利用Klason法测定转基因烟草木质素的含量，

结果显示，在所有7个株系的转基因烟草中Klason

木质素含量较对照都有下降，但程度各有不同。总

的来说，与对照表型接近的4个株系木质素含量下

降较少，而生长矮小的3个株系下降较多，其中下

降最多的达到了28.7%。 

2讨论 

木质素是植物细胞壁的重要组成成分，构成纤

维支架，具有增强植物体机械强度的作用,也有利于

提高细胞的运输能力。通过转基因抑制木质素生物

合成酶的活性可以达到降低木质素含量的目的，但

有时也会对植物的生长发育带来不良影响，造成植

株生长矮小，细胞壁变薄等。在转反义PAL基因的

烟草中，当PAL活性下降到1/3以下时，转基因植株

就表现出矮化现象(Boerjan et al., 2003)。Wagner等

(2009)也报道当辐射松中4CL酶活性受到严重抑制

时，会导致它象盆景一样矮小。本文的研究中也出

现了转基因植株矮化的情况，推测应该是木质素含

量的降低影响了细胞壁的合成，继而营养成分的运

输减少，从而使生长受到抑制。 

转基因烟草与对照相比，在茎杆基部的颜色上

存在比较明显的差异。去掉外皮后，转基因烟草的

茎杆基部呈淡红色，而对照基本为白色。这种现象

在其他转木质素合成调控酶基因的植物中也有发

现。例如杨树在转入反义COMT基因(Doorsselaere et 

al., 1995)或4CL基因(贾彩虹等, 2004)后，茎杆也都

显现出或深或浅的淡红色，而且颜色的深浅与木质
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素含量下降的多少有一定的关系，木质素含量下降

越显著，淡红色就越深。这种现象在其他一些人的

研究中也有报道(Zhong et al., 2000; Piquemal et al., 

l998; Halpin et al., 1994)。 

许多研究结果已经表明，COMT基因的表达被

抑制后，木质素的生物合成受到影响，导致木质素

的含量或组成发生改变，本文的研究结果也证实了

这一点。但木质素组份与含量的变化与COMT被抑

制的程度是否存在相关性还不是很清楚，这方面的

研究结果并不是一致的。在Sewalt等(1997)和Ni等

(1994)的研究中，COMT活性被抑制越高，转基因

植株木质素含量下降越多。但也有一些人的研究不

支持这种变化趋势，Doorsselaere等(1995)、Lapierre

等(1999)和Tsai等(1998)都发现，转基因植株的木质

素含量与COMT活性被抑制程度没有关系，即使

COMT活性被抑制达到70%时，木质素含量却没有

明显变化。 

3材料与方法 

3.1转化材料 

烟草组培苗，品种为红花大金元。 

3.2反义表达载体的构建 

通过PCR扩增在BoCOMT1基因两端分别加上

XbaⅠ和KpnⅠ识别位点，然后反向插入同样带有这

两个识别位点的植物表达载体PBI121中(图3)，经过

酶切验证后，利用电击法将质粒转入农杆菌中。 

 

 

图3 BOCOMT1基因插入植物表达载体PBI121的示意图 

Figure 3 A diagram of BOCOMT1 gene inserting into plant ex- 

pression vector PBI121 

3.3烟草的叶盘法转化及转基因植株的培养 

先将烟草在25℃培养室中进行无菌培养，然后

挑选生长状态良好的叶片，剪成1 cm
2的小块，在农

杆菌液中浸染3~5 min。取出后用滤纸吸干，在分化

培养基上使其分化出烟草幼苗。然后转到生根培养

上进行生根诱导，形成一个完整的转基因植株。当

转化的烟草幼苗长到2~3 cm时，将其转移到培养钵

中继续培养。 

3.4转基因烟草的PCR检测 

以CTAB法提取对照及转基因烟草的基因组

DNA，然后利用PCR方法检测目的基因是否已经转

入烟草的基因组中。 

3.5转基因烟草木质素含量的测定 

按照国标GB/T 2677.8-1994测定木粉中酸不溶

木质素的含量。 
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