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摘  要 以花粉管通道法转化得到的转 il-4 基因大白菜哈白二号、潍白六号和新世纪三个品种为试验材料，通过 PPT 抗性

筛选、PCR 扩增、PCR-Southern 杂交和 Western 杂交等技术，对转 il-4 基因大白菜后代进行分子检测，并研究了 il-4 基因在

T6代自交大白菜中的传递规律及对 T6代植株表型、抗病性进行了调查。经检测共得到 22 个株系的 63 株阳性植株，其中 il-4
基因的抗性分离情况均不符合“抗性植株:非抗性植株=3:1”的孟德尔分离规律。与非转基因大白菜相比，转 il-4 基因阳性植株

生长势较弱，抗病性较差。统计分析显示，通过花粉管通道法对三个品种的大白菜进行遗传转化，在相同的转化处理时机，

三个品种间的转化率差异不显著。结果证实通过花粉管通道法介导的 il-4 基因可以在大白菜中遗传并表达。 
关键词 大白菜; 白细胞介素 4; 分子检测; 遗传表达 

Study on Genetic Expression and Molecular Detection of Transgenic Chinese 
Cabbage (Brassica Pekinensis Rupr.) with Interleukin-4 Gene 
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Abstract In present research, we molecularly detected and genetically analyzed the three candidate transgenic Chinese cabbage 
varieties (named Habai2, Weibai6 and Xinshiji), which was harbored with interleukin-4 (il-4) gene transferred by pollen-tube 
pathway. The results appeared that the segregation ratio in transgenic Chinese cabbage was not consistent with Mendelian inheritance. 
Compared with control plants, transgenic plants showed significantly decreased growth vigor and disease resistance. In the same 
treatment combinations of transformation, the transfer ratio is not significantly different in different varieties. Analysis also indicated 
that il-4 gene can be inherited and expressed in Chinese cabbage. 
Keywords Chinese cabbage; Interleukin-4; Molecular detection; Genetic expression 

研究背景 
大白菜(B. pekinensis Rupr.)又名结球白菜，原产

我国，是十字花科芸薹属两年生草本植物，在我国

栽培广泛，是重要的蔬菜作物之一。大白菜营养丰

富，并且具有一定的药用价值。20 世纪 80 年代，

随着大白菜组织培养与高频植株再生体系的逐步

建立，在此基础上国内外学者进行了大量的转基因

研究，已经由大白菜真叶(成细华, 2001)、子叶(王
洋, 2005)、下胚轴(卢永恩, 2003)、花药(Sylvie, 2004)
及小孢子(申书兴, 2006)等外植体得到了再生植株。

目前，随着对转基因蔬菜的研究不断深入，转基因

大白菜在抗虫(谢建坤, 2001)、抗病(杨广东, 2002)、
抗除草剂(王雷, 2006)等方面的相关分子标记与检

测不断成熟，利用转基因技术及其分子检测与标记

在其它作物如番茄(及晓宇 , 2009)、甘蓝(吕俊 , 
2001)、甘蓝型油菜等(Londo, 2011)也取得了一定

进展。 
人白细胞介素 4 (Interleukin, IL-4)，是由 T 细

胞产生的细胞因子，分子量为 15KD，结构复杂，

功能广泛。IL-4 能调节 B 细胞的生长分化及其对抗

原刺激的应答、防止 T 淋巴细胞凋亡、促进巨噬细

胞提呈抗原、刺激肥大细胞的增殖。其中最主要的
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功能是增强 B 细胞对 T 细胞的相互作用及促进 IgE
介导的免疫应答反应。另外，IL-4 在过敏性和感染

性及自身免疫性疾病、肿瘤等方面都具有重要的医

疗价值。 
本实验室利用花粉管通道法将 il-4 基因转入大

白菜中，对其自交后代 T6代植株进行分子生物学活

性检测和遗传表达研究。试图为今后进一步利用转

il-4 基因大白菜提供参考。 

1 结果与分析 
1.1转il-4基因大白菜T6代幼苗的PPT抗性筛选 

按照品种的不同，对 T5代种子 4℃春化处理 30 
d后，播于温室 288孔育苗盘中，共播T5代种子 1413
粒，获得 T6代幼苗 935 株；经 PPT 抗性筛选，反

应 10 d 左右后淘汰叶片枯黄死亡的植株(图 1)，共

获得具 PPT 抗性阳性植株 588 株(表 1)。 
 
 
 
 
 
 
 

图1 转il-4基因大白菜T6代幼苗的PPT抗性筛选 
注: A: 喷洒PPT之前; B: 喷洒PPT 10天后 
Figure 1 PPT resistance selections of il-4 transgenic Chinese 
cabbage (T6 generation) 
Note: A: Before spraying PPT; B: After spraying PPT for ten 
days

 

表1转基因大白菜T6代检测结果 
Table 1 Examination results of transgenic plants in T6  generation 

PPT 筛选 
PPT Selection 

il-4 扩增 
il-4 gene Detection 

品种 
Variety 

转化处理组合 
Treatment 
combination 

待测株数 
Numbers of 
detection 阳性株数 

Numbers of 
Resistant plants 

阳性率(%) 
Positive rate 
of plants (%) 

阳性株数 
Numbers of  
positive plants 

阳性率(%) 
Positive rate of 
plants (%) 

H2 AH 187 100 53.48 16 8.56 

 BH 148 92 62.16 2 1.35 

XSJ BL 179 116 64.80 1 0.56 

W6 AH 421 280 66.51 26 6.18 

总计 

Numbers of total 

 

 

935 588 62.89 45 4.81 

 

1.2转il-4基因大白菜T6代幼苗的PCR检测 
分别以rbcl和il-4基因特异性引物对T6代大白

菜幼苗进行内对照和il-4 PCR检测，分别得到了大

小为433 bp和243 bp的特异性条带(图2)，共获得il-4
阳性植株45株(表1)。阳性率仅为4.81%，远远低于

孟德尔定律理论值75%。 

1.3转il-4基因大白菜的PCR-Southern杂交 
PCR-Southern 杂交结果表明，阳性对照(质粒)与 7
个 PCR 三次阳性样品中的 6 个出现杂交信号，1 号

空白和 10 号阴性对照没有条带。PCR 检测结果无

污染，初步证明 il-4 基因已经整合到大白菜基因组

中(图 3)。 

1.4转il-4基因大白菜的Western杂交 
为进一步确证il-4基因在大白菜中的表达，对

部分PCR-Southern杂交呈阳性的样品进行Western
杂交，结果在PVDF膜上出现杂交条带(图4)，大小

与IL-4标准蛋白一致(约15 KD)，阴性对照样品无杂

交条带。通过Western杂交结果，进一步验证了上述

PCR、PCR-Southern杂交结果的可靠性。同时证明

il-4基因能够在转基因大白菜中正常表达。 
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图2 转基因大白菜内对照及il-4基因的PCR扩增 
注: A: rbcl 基因扩增; 1-15: 转基因大白菜; 16: 空白对照; 
17: 非转基因材料阴性对照; B: il-4 基因扩增; 1: 阳性对照

(质粒); 2: 阴性对照(非转基因材料); 3: 空白对照(水); 4~24: 
il-4阳性植株; M: DL2000 marker 
Figure 2 PCR amplification of il-4 and rbcl gene in transgenic 
Chinese cabbage 
Note: A: PCR amplification of rbcl gene; 1~15: Transgenic 
plants with il-4; 16: Blank control; 17: Non-transgenic plants. 
B: PCR amplification of il-4gene; 1: Positive control (Plasmid); 
2: Negative control (Non-transgenic plants); 3: Blank control 
(Water); 4~24: Transgenic plants with il-4; M: DL2000 marker 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图3 转il-4基因大白菜的PCR扩增、PCR-Southern杂交结果 
注: 1: 空白对照(水); 2~8: il-4 阳性植株; 9: 阳性对照(质
粒);10: 阴性对照(非转基因材料); M: DL2000 marker 
Figure 3 PCR amplification and PCR-Southern detection of il-4 
transgenic Chinese cabbage 
Note: 1: Blank control; 2~8: Positive plants of il-4; 9: Positive 
control; 10: Negative control; M: DL2000 marker 
 
 
 

 
 

 

图4 转il-4基因大白菜的Western杂交结果 
注: M: 蛋白分子量marker; 1: il-4标准品; 2~6: 转基因植

株;7: 非转基因材料阴性对照  
Figure 4 Western blotting of transgenic chinese cabbage with 
il-4 
Note: M: Protein molecular weight marker; 1: il-4 standard; 
2~6: Transgenic plants; 7: Non-transgenic control 
 
1.5转il-4基因大白菜的生长势与抗病性调查 
     通过田间调查表明，与非转基因植株相比，转

il-4基因阳性大白菜植株的生长势变弱、个体矮小、

抗病性下降(图5)。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图5 转il-4基因大白菜的生长势与抗病性 
注: A, C: 阴性对照植株; B, D: il-4阳性植株 
Figure 5 Growth vigor and disease resistance of transgenic 
Chinese cabbage with il-4 
Note: A, C: Negative control plant; B, D: Positive plants of il-4 
 

1.6不同转化时机对il-4转化率的影响 
将哈白二号在花期不同时机授粉的 il-4 阳性率进行

χ2独立性检验(表 2)。统计结果表明，在花期进行人

工授粉后 24 h左右进行转化操作(AH)的 il-4转化率

显著高于 12 h 左右进行转化操作(BH)。 
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表2 不同转化处理对阳性率的影响 

Table 2 Different treatment combination effects on positive rate 
品种 
Variety 

转化处理组合 
Treatment 
combination 

il-4 阳性株数 
Numbers of positive 
plants with il-4 

阴性株数 
Numbers of negative  
plants 

总数 
Numbers of total 

阳性率(%) 
Positive rate of 
Plants (%) 

H2 AH 16 171 187 8.56 
H2 BH 2 146 148 1.35 
总数 
Numbers of total 

 
 

18 317 335 χ2=8.627 

注: χ2
1, 0.05=3.841; χ2

1, 0.01=6.635 

Note: χ2
1, 0.05=3.841; χ2

1, 0.01=6.63 

 

1.7 不同品种对il-4转化率的影响 
将哈白二号与潍白六号在相同转化处理时期

的il-4阳性率统计并进行χ2独立性检验(表3)。结果表

明，在AH转化处理下，哈白二号与潍白六号的阳

性率差异不显著，其中哈白二号的阳性率较高，为

8.56%。 
 

表 3 不同品种对阳性率的影响 
Table 3 Different varieties effects on positive rate 

品种 

Variety 

转化处理组合 

Treatment 

combination 

il-4 阳性株数 

Numbers of positive 

plants with il-4 

阴性株数 

Numbers of 

negative plants 

总数 

Numbers of total 

阳性率(%) 

Positive rate of 

plants (%) 

H2 AH 16 171 187 8.56 

W6 AH 26 395 421 6.18 

总数 

Numbers of total 

 

 

42 566 608 χ2=1.138 

注: χ2
1, 0.05=3.841; χ2

1, 0.01=6.635 
Note: χ2

1, 0.05=3.841; χ2
1, 0.01=6.635 

 

2 讨论 
2.1 关于 il-4 基因在大白菜后代传递规律的讨论 

在本试验中，T6 代大白菜的 il-4 基因分离情况

严重偏离 3:1 的孟德尔遗传定律，很可能是转基因

的失活、纯合体致死效应及一些未知的原因，导致

在自交高世代中也往往得不到纯合体或者无法得

到纯合体(Budar, 1986)。其次，外源基因在自交传

递过程中的丢失与外源基因不能通过花粉有效传

递也可能造成非孟德尔遗传现象，丢失的原因可能

是转育过程中，由于基因互作，导致基因片断丢失，

也可能是 il-4 基因在转化时未整合到大白菜的基因

组中，在生殖细胞形成过程中，il-4 基因可能没有

正常分配给雌雄配子，造成基因丢失(华志华等, 
2003; Huaijun, 2005)。 

近年来，转基因工程发展迅速，许多植物的遗

传转化相继获得成功。但也有研究表明，在高等植

物中，30%的转基因实验都发现了基因沉默现象。

引起基因沉默的原因很多，转基因的拷贝数和构

型、在植物上的整合位点、转录水平等都与沉默有

关，外界环境如温度过高、光照过强也会增加基因

沉默发生的几率和产生时间(吴迪, 2002)。除此以

外，一些人为因素也可能导致实际观察到的比例值

偏低，如PPT抗性筛选时，对植株叶面直接喷洒筛

选剂的方法简单且易于操作，但是可能造成敏感植

株的死亡，很难准确揭示遗传规律的真实性。 

2.2 il-4基因在大白菜后代中表达讨论  
外源基因能否在受体植株内表达并最终合成

目的蛋白是转基因技术的直接目标。检测整合的基
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因是否表达，通常会用到的方法有定量的ELISA检

测及定性的Western杂交等(及晓宇等, 2009)。本试验

中对五株PCR-Southern杂交呈阳性的样品进行

Western杂交，结果三株出现杂交条带，基本证明了

il-4基因已经成功转入大白菜并表达。其余未出现杂

交带的可能是表达量过低所致。IL-4在总可溶性蛋

白中的表达量相对较低可能有如下几方面原因：首

先，细胞中存在大量的蛋白酶，可能会降解外源基

因的表达产物，从而使目的蛋白不能在植物细胞中

有效累积。其次，本试验中的转基因大白菜是由花

粉管通道法介导的遗传转化得到的，il-4基因可能整

合到异染色质上，而这些异染色质的转录活性低，

甲基化程度高，导致il-4不能正常表达。最后，植物

对密码子有一定的偏爱性，本试验中植物表达载体

采用35S启动子，并添加2倍增强子序列，但il-4可
能不符合大白菜对密码子的偏爱性，从而影响IL-4
表达量和mRNA的稳定性(Wally et al., 2008)。 

2.3关于不同转化处理对IL-4阳性率的影响的讨论 
不同转化时机对 il-4 转化率有影响，统计分析

显示哈白二号在花期进行人工授粉后 24 小时左右

进行转化操作(AH)的 il-4 阳性率显著高于 12 小时

左右进行的转化操作(BH)，根据花粉管通道法的转

化机理，在花期授粉后 12-24 小时进行转化操作时

的转化率差异不大(彭杰, 2004)。本试验中，哈白二

号 BH 处理组合阳性率偏低，可能是由于 PPT 抗性

筛选或 PCR 检测中出现假阴性，导致阳性个体太

少，转化率偏低。 

2.4关于不同品种对il-4转化率影响的讨论 
统计分析发现，在转化处理组合相同且为AH

时，哈白二号的il-4阳性率比潍白六号高，但两个品

种差异不显著。原因可能是il-4整合到大白菜基因组

中没有品种特异性，在后代的遗传中可能以相似的

规律分离(王雷等, 2006)。 

2.5关于大白菜自交不亲和性的讨论 
自交不亲和现象在被子植物中广泛存在，特别

是十字花科最为普遍，大白菜为十字花科异花授粉

植物，其原种经多代自交以后，一般会引起生活力

衰退，表现出生长势差、抗病力减弱、结实率降低

等，这样必然会影响到育种等相关研究。本试验也

基本证实了这一现象：大白菜自交高世代T6代阳性

率低，田间调查显示，与非转基因植株相比，转il-4
基因大白菜生长势减弱、植株矮小、抗病性下降。

吕俊等利用蛋白激酶抑制剂(槲皮素)和蛋白激酶激

活剂(佛波酯)分别对甘蓝自交不亲和系与自交亲和

系花蕾进行田间处理，结果自交不亲和系的自交亲

和指数与对照相比有所提高，甚至转变为自交亲和

系(吕俊等, 2001)。除了利用激素等化学方法抑制植

物的自交不亲和性外，一些生物学方法如延迟授

粉、染色体加倍等也可以克服自交不亲和性(赵军良, 
2006)。 

近年来，随着转基因技术日渐成熟，利用基因

工程技术培育抗虫抗病新品种是将来农业发展的

一个重要方向，建立高效稳定的遗传转化体系对大

白菜的品种改良和增强抗虫抗病能力显得尤为重

要。另外，利用大白菜的杂种优势，对已经检测的

转基因阳性植株不同品种、株系间进行杂交，避免

自交衰退，试图选育出高表达植株，用于药用蛋白

的生产，这也将是我们今后对转基因大白菜研究的

一个趋势。 

3 实验材料与方法 
3.1 供试材料 

供试材料为大白菜三个品种：哈白二号(代号

H2)、潍白六号(代号 W6)、新世纪(代号 XSJ)，其

原种由哈尔滨市农业科学院提供。进行分子检测的

材料为经 PPT 筛选的大白菜 T6 代自交株系植株幼

苗；携带 il-4 基因的大白菜通过花粉管通道法介导

转化而来，转化质粒为 P4IL4，该质粒的部分图谱

见图 6。 
 

 

图 6 P4IL4 质粒部分图谱 
Figure 6 part of P4IL4 plasmid map 

3.2 方法 
3.2.1 转 il-4 基因大白菜的春化与授粉 

将大白菜种子充分湿润后在 25℃恒温培养箱

中浸种 12 h 左右，待大部分种子露白时，将种子用

厚毛巾包好放入 4℃冰箱中春化处理 30 d。春化处
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理时要注意始终保持种子湿润，但也要注意温度不

能过低，以免冻坏种子，待大白菜生长至抽薹开花

期，进行人工自交授粉。 

3.2.2 转 il-4 基因大白菜的 PPT 抗性筛选 
待大白菜长出两片真叶时，用 300 mg/L~350 

mg/L 的PPT(爱诺园草净)喷洒叶面，并且加入 0.1%
吐温-20 以增加试剂在叶片的附着力。强日照条件

下反应 10 d，淘汰枯黄死亡的植株。 

3.2.3 转 il-4 基因大白菜基因组 DNA 的制备 
以 CTAB 法(凌春莹等, 2005)提取筛选得到的

大白菜 T6 代 PPT 抗性植株的基因组 DNA。 

3.2.4 转 il-4 基因大白菜的 PCR 检测 
为了检测模板 DNA 质量，排除由模板中杂质

影响而造成的假阴性结果，以待测大白菜总 DNA
为模板，进行内对照 PCR。阳性对照、阴性对照、

空白对照分别为 P4IL4 质粒、非转基因大白菜和水。

之后对 T6 代大白菜进行 il-4 基因的 PCR 检测。内

对照引物和 il-4 基因引物的扩增产物长度分别为

433 bp 和 243 bp。内对照与 il-4 PCR 的反应体系见

表 4，反应条件见图 7。 

表 4 内对照、il-4 PCR 反应体系 
Table 4 PCR reaction system of rbcl and il-4 gene 
药品(试剂) 
Reagent 

体积 
Volume 

10×PCR 缓冲液(TAKARA 产品) 
10×PCR Buffer (TAKARA products) 

1.0 μL 

dNTP 混合物(各浓度为 2.0 mmol/L, TAKARA 产品) 
dNTP mixture (Each concentration was 2.0 mmol/L, TAKARA products) 

1.0 μL 

F (上游)引物 (浓度为 20 μmol/L) 
F (Upstream) primer (Concentration 20 μmol/L) 

0.1 μL 

R (下游)引物(浓度为 20 μmol/L) 
R (Downstream) primer (Concentration 20 μmol/L) 

0.1 μL 

Taq DNA 聚合酶(5 U/μL) 
Taq DNA polymerase (5 U/μL) 

0.08 μL 

模板 DNA  
Template DNA 

1.0 μL 

无菌去离子水 
Sterile deionized water 

补至终体积 10.0 μL 
Supplement to a final volume of 10.0 μL 

 

 
图 7 内对照、il-4PCR 反应条件 
Figure 7 PCR reaction conditions of rbcl and il-4 gene 

用 1~1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测结果。将三次

均扩增出 il-4 基因特异性条带的植株视为阳性株。 

3.2.5转il-4基因大白菜的PCR-Southern杂交 
以 PCR 扩增得到的 T6 代大白菜 il-4 阳性植株

的基因组 DNA 为待测样品，进行 PCR-Southern 杂

交，对照组的设置与 PCR 检测相同。操作步骤参照

《DIG High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter KitⅠ》(Roche 公司)。 

3.2.6 转 il-4 基因大白菜的 Western 杂交 
    为了进一步确定il-4基因在转基因植株中是否

表达，对经PCR、PCR-Southern检测的部分il-4阳性

植株进行Western杂交。按直接提取法提取转基因大

白菜蛋白粗提液，参照《分子克隆实验指南》对转

il-4基因大白菜进行Western杂交 (J.萨姆布鲁克 , 
1992)。 

3.2.7转il-4基因大白菜的生长势与抗病性调查 
将转il-4基因大白菜植株和非转基因植株均定
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植于哈师大标本园，常规露地田间管理，对植株生

长势、抗病性进行调查。 

3.2.8试验数据的统计分析 
对不同品种、不同转化处理对il-4转化率的影

响，采用χ2独立性检验进行统计分析。 
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