
农业环境科学学报 圆园园8熏圆7穴2雪:596-601
允燥怎则灶葬造 燥枣 粤早则燥鄄耘灶增蚤则燥灶皂藻灶贼 杂糟蚤藻灶糟藻

摘 要院植物修复渊Phytoremediation冤技术是消除或减少土壤环境中有机污染物的重要手段袁本研究采用植物转基因技术对土壤中
除草剂阿特拉津的降解进行了探索遥通过农杆菌介导将阿特拉津氯水解酶基因 AD1-atzA 转入烟草中袁获得了转基因植株遥 T1代植
株在浇灌了 20 mg窑L-1阿特拉津溶液的模拟污染土壤条件下生长 45 d袁 抗性植株的 RT-PCR结果证实叶片中阿特拉津氯水解酶基
因得到正常转录袁液相色谱质谱分析在叶片中检出阿特拉津的水解产物羟基阿特拉津遥结果表明袁用转基因植物修复阿特拉津污染
土壤是值得进一步探索的途径遥
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Abstract: Atrazine, the most widely used herbicide in the world, is one of the persistent toxic substances (PTS). Atrazine chlorohydrolase, en原
coded by atrazine chlorohydrolase gene, can catalyze the conversion of toxic atrazine to nontoxic hydroxyatrazine. In our previous study, the
bacterial atrazine chlorohydrolase gene (AD1-atzA ) was cloned from Arthrobacter sp. strain AD1 and inserted into the expression vector
p1301-atzA . In order to explore the effect of transgenic tobacco plants expressing AD1-atzA gene on biodegradation of atrazine, in this study,
the AD1-atzA gene was introduced into tobacco by Agrobacterium tumefaciens mediated transformation and total of 102 plants were ob原
tained. PCR analysis confirmed that the AD1-atzA gene was integrated into the genome of 74% of T0 plants. T1 transgenic plants were used for
atrazine resistance experiment. The results showed that some of transgenic lines grew well on soil irrigated with 20 mg窑L-1 atrazine even treat原
ed for 45 days while the nontransgenic tobacco plants died completely under the same condition after 7 days. The survivable T1 transgenic to原
bacco plants were used for further analysis. RT-PCR analysis indicated that AD1-atzA gene was expressed normally in transgenic plants and
hydroxyatrazine was discovered in transgenic plants leaves by HPLC-MS method. However, neither RT-PCR band nor hydroxyatrazine was
detected in wild-type tobacco leaves. These results proved that it was feasible to apply transgenic plants harbored AD1-atzA gene to phytore原
mediation of atrazine-contaminated soils.
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转基因植物从 1983年问世到 1996年在世界范
围进入规模化生产袁历时 13 a遥此后种植面积连续 10
a以超过 10%的速度递增袁2007年达到 1.143亿 hm2袁
根据科学时报 2008年 2月 28日最新报道袁成为全球
推广速度最快的农业生产技术遥 在转基因农作物中袁
抗除草剂转基因作物因避免或减轻了除草剂对农作

物的伤害袁使大规模使用除草剂尧大幅度减轻农民的
劳动强度成为可能袁因此深受农民欢迎袁也给公司带
来了巨额利润遥 据农业生物技术应用国际服务组织
渊ISAAA冤统计袁抗除草剂转基因作物始终在转基因作
物中独占鳌头袁2006年抗除草剂转基因作物 渊大豆尧
玉米尧 油菜尧 棉花和苜蓿冤 的种植面积达到 6 990
hm2袁占当年转基因作物总面积的 68%[10]遥 然而转基因
作物是一把双刃剑袁大规模种植抗除草剂转基因作物
使施用除草剂更加无所节制袁加剧了土壤尧地下水的
有机污染袁其结果使本来已经相当脆弱的生态环境雪
上加霜袁亟待治理遥
阿特拉津渊atrazine袁商品名为莠去津冤是一种在

世界范围内广泛使用的三嗪类除草剂袁 用于玉米尧高
粱尧甘蔗等作物的杂草防除遥 国外使用该除草剂已有
50 a历史袁 阿特拉津是美国用量最大的除草剂袁2003
年达 3.4万 t遥 由于阿特拉津使用量大尧残留期长渊半
衰期为 244 d冤袁对后茬作物渊如小麦冤毒害强尧污染范
围广渊水环境尧土壤尧大气冤尧具有生物累积性尧难以降
解尧可远距离传输尧致癌致突变性和内分泌干扰等特
性袁 被联合国环境规划署列为 28种持久性有毒化学
污染物渊PTS冤之一[21]遥 近年来有关美洲豹蛙等两栖类
蝌蚪长期暴露在阿特拉津水域导致性腺发育异常尧死
亡率提高的研究结果 [6尧16]引起人们更多的担忧遥我
国从80年代初开始使用阿特拉津袁 目前每年的产量
约为 2万 t袁阿特拉津污染形势十分严峻遥
当前消除有机污染主要有物理尧化学和微生物方

法袁 但因种种原因尚难以应用于大田有机污染的治
理遥 植物修复渊Phytoremediation冤由于其运作成本低尧
操作简便尧适合大规模集约化应用尧生态效益显著等
特点袁已引起广泛重视遥 但是自然界能有效降解有机
污染物的植物不多袁因此利用转基因技术袁将微生物
等其他物种中高效降解污染物的基因导入植物袁应用
转基因植物修复污染环境正在成为环境生物技术的

一个新的重要研究方向[13尧20]遥
利用转基因技术进行有效的植物修复袁首先需要

高效的功能基因使除草剂降解为无毒的中间产物袁其
次还需要合适的受体渊容易转化尧适应性强尧根系发

达尧生长迅速尧生物量大冤遥 治理污染农田的目的是使
农业可持续发展袁因此在污染的农田上大规模种植多
年生植物袁特别是木本植物的观点[3]是不可取的曰同时
为了防止外来物种入侵造成新的生态和环境问题袁选
择作物较合适遥国内外对植物修复被污染环境进行了
大量研究遥 Snellinx 等 [18]报告转基因烟草对爆炸物
GTN和 TNT的耐性比对照约高 10倍袁且降解速度比
对照快 2倍遥 Doty等[4]将人细胞色素 P450的转录因
子转移到烟草中袁转基因烟草分解三氯乙烯的速度比
对照高出 640倍遥 还有学者报告了转基因烟草尧水稻
分解绿麦隆尧对氯乙酰苯胺类和阿特拉津等除草剂的
效果[11尧12尧17尧22]遥 然而从总体上看袁尽管对植物修复的期
待很高袁但关于转基因植物修复有机污染的研究报告
还很有限袁国内还鲜见关于转基因植物修复有机污染
的研究报告遥
在前期研究中蔡宝立等从以阿特拉津为惟一氮

源生长的节杆菌渊Arthrobacter sp.冤菌株 AD1 中分离
和鉴定了具有自主知识产权的阿特拉津氯水解酶基

因 A D1-atzA [1尧2]袁继而构建阿特拉津氯水解酶基因植
物表达载体 p1301-atzA 并转化水稻[23]遥 本研究通过
农杆菌介导获得转 AD1-atzA 基因的烟草植株袁T1代
植株在喷洒过阿特拉津的模拟条件下进行转基因植

物修复污染土壤的试验袁本文报道研究的结果期望为
转基因植物修复有机污染环境积累基础资料遥
1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 植物材料
用于转基因的植物材料为三生烟 渊Nicotiana

tabacum袁cv. Samsun冤袁由农杆菌介导的遗传转化方法
获得遥
1.1.2 液相色谱质谱分析所用试剂
甲醇渊色谱纯冤购自德国 Merck公司袁羟基阿特拉

津和阿特拉津标准品购自 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公
司袁标准贮备液均用 0.1%的磷酸溶液配制成 100 mg窑
L-1袁于 4 益保存遥
1.1.3质粒和根癌农杆菌
表达载体 p1301原atzA 为本实验室前期所构建[23]袁

农杆菌 Agrobacterium tumefaciens菌株为 EHA105遥
1.2 方法
1.2.1烟草的转化
烟草叶圆片农杆菌感染参照 Horsh等[8]的方法并

有所修改遥 取温室栽培的苗龄约 1个月的烟草叶片袁
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表 1 转基因烟草 PCR及 RT-PCR检测所用引物
Table 1 PCR and RT-PCR primers for detection of transgenic tobacco plants

无菌水冲洗袁70豫乙醇表面灭菌 1 min袁0.1豫升汞浸泡
2~3 min袁无菌水冲洗 5次袁无菌滤纸吸干表面水分遥
剪去叶缘和主脉后将叶片剪成约 0.5 cm伊0.5 cm的小
块袁置于 MS培养基上预培养 3 d袁当切口开始膨大时
用含有 p1301原atzA 表达载体的农杆菌菌液浸泡 5~
10 min袁期间不时轻轻晃动遥 取出经农杆菌侵染的叶
圆片袁 在无菌滤纸上吸干袁 将侵染过的叶片放入 MS
培养基上 25 益暗培养 2 d遥经共培养的叶圆片再转入
含 50 mg窑L-1潮霉素和 300 mg窑L-1头孢霉素的 MS筛
选培养基上进行选择培养袁每两周继代一次遥 待抗性
芽长到 1 cm以上时切下小芽并切除芽基部的愈伤组
织袁 转移到含有 50 mg窑L-1潮霉素和 150 mg窑L-1头孢
霉素的 1/2 MS生根培养基上遥 待抗性芽长至根系发
达的健壮小苗后移栽于盆钵中袁常规管理遥 开花后单
株收种遥 常规播种获得 T1代转基因植株遥
1.2.2转基因植物的 PCR检测
基因组 DNA采用 CTAB [15]方法从转基因植株的

叶片中提取遥 以基因组 DNA为模板扩增目的基因遥
15 滋L 反应体系中包括 1伊PCR buffer袁2 mmol窑L- 1

MgCl2袁 0.17 mmol窑L-1 dNTPs袁 0.33 滋mol窑L-1 引物袁0.6
U Taq酶 渊TaKaRa冤 及 100 ng模板 DNA遥 ABI 9600
PCR仪上进行 PCR扩增袁反应条件为院94 益下预变性
4 min曰94 益变性 30 s袁退火(退火温度随引物各异)30
s袁72 益延伸 1 min袁30个循环曰最后在 72 益下延伸 10
min遥 扩增产物在 1%的琼脂糖凝胶中电泳分离袁溴化
乙锭染色后紫外灯下观察遥 PCR扩增引物由北京奥
科公司合成袁序列见表 1遥
1.2.3 RT-PCR分析
取烟草新鲜叶约 200 mg 于液氮中研磨提取总

RNA袁 具体操作参见上海生物工程有限公司 RNA提
取试剂盒操作说明遥 提取的总 RNA样品用 RNase-
free的 DNase渊Promega, USA冤于 37 益下消化 30 min袁
消化体系包括院40 mmol窑L-1 Tris-HCl 渊pH 8.0冤袁 10
mmol窑L-1 MgSO4袁1 mmol窑L-1 CaCl2袁1 U RQ1 RNase-

Free DNase袁300 ng模板 total RNA遥然后加 1 滋L RQ1
DNase Stop Solution渊20 mmol窑L-1 EGTA pH 8.0冤于
65 益下 10 min袁终止反应遥 消化后的 RNA样品进行
反转录反应袁 反应体系为院5 mmol窑L-1 MgCl2袁1伊RT-
PCR buffer,1 mmol窑L-1 each dNTP Mixture袁10 U RNase
Inhibitor袁2.5 U AMV Reverse Transcriptase袁2.5 pmol窑
滋L-1 Random 9 mers袁120 ng total RNA模板遥按如下条
件反应院30 益袁10 min曰42 益袁30 min曰99 益袁5 min曰5 益袁
5 min遥以反转录产物为模板进行 PCR扩增袁50 滋L反
应体系包括院1伊PCR buffer (TaKaRa)袁5 U TaKaRa Ex
TaqTM HS , 0.33 滋mol-1窑L-1 Primer,反转录 cDNA第一
链反应产物 5 滋L渊约 60 ng冤遥 ABI 9600 PCR仪上进行
PCR扩增袁反应条件为院94 益预变性 4 min曰94 益变性
30 s袁 退火 (退火温度随引物各异)30 s袁72 益延伸 1
min袁40个循环曰最后在 72 益下延伸 10 min遥 扩增产
物在 1%的琼脂糖凝胶中电泳分离袁溴化乙锭染色后
紫外灯下观察遥
1.2.4 烟草植株对阿特拉津的耐受浓度试验
任选 3个转基因株系经 PCR检测袁 选出转基因

阳性的 T1代植株袁移栽于直径 26 cm的花盆中袁每株
系 5盆袁每盆 1株遥每个花盆中的干土重量一致渊5 kg冤遥
6叶期开始以不同浓度渊60尧40尧20尧10和 0 mg窑L-1冤的
阿特拉津溶液分别浇灌每个株系的 5盆烟草植株袁以
非转基因的原始品种为对照同时处理遥
阿特拉津原药渊粉剂袁含量 96.8豫袁长兴第一化工

厂生产袁批号为 20050510冤由浙江省化工院提供遥
1.2.5植株体内羟基阿特拉津的检测

T0代植株的种子按株系播于塑料周转箱中袁每箱
2个株系遥 3叶期适当间苗并开始浇灌浓度为 20 mg窑
L-1 的阿特拉津溶液袁每周 1次袁每次每箱浇灌 1 000
mL袁先后共浇灌 5次遥 设仅浇灌不含阿特拉津的清水
为空白对照遥

45 d后取成活植株的叶片用于检测体内的羟基
阿特拉津遥烟草叶片经过碾磨捣碎后袁称取 2.0 g均匀

产物 Product/ bp 基因 
Target gene 

引物序列 
Sequence of primer 

基因组Genomic DNA cDNA 

退火温度Anneal 
T 

Tm/℃ 

atzA 

P1  5'-TTTCCTCAAGGGGCGGCGGAAGC 
TTCAACGGCGTCATTTC-3' 

P2  5'-TGCGGGATGACCACCGAATTCCG 
GTGCAGGTTTTTCGATG-3' 

1 500 1 500 56 

actin 
(tob93) 

actin P1 5'-GGCTGTTCTTTCCCTCTATGC-3' 
actin P2 5'-TTGCTGTTTCAAGTTCTTGTT-3' 412 280 52 
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试样渊精确到 0.01 g冤于 15 mL 离心管中袁加入 10.0
mL水袁 经超声振荡提取 30 min袁 取 1 mL提取液过
0.22 滋m 滤膜袁用液相色谱质谱仪渊HPLC-MS袁美国
Agilent公司冤测定遥
主要参数如下院
色谱柱院C18柱袁3.0 滋m袁150 mm伊2.1 mm曰 柱温院

40 益曰进样量 2 滋L曰离子源曰电喷雾 ESI曰离子源温度院
350 益曰电喷雾电压院3 000 V遥根据选择离子丰度比和
保留时间定性袁 外标法定量遥 定量/定性离子院198.0/
199.0渊羟基阿特拉津袁丰度比 100颐10冤遥 流动相及流速
见表 2遥

2 结果与分析

2.1 转基因烟草植株的获得和 T1代植株抗性试验
用农杆菌转化烟草叶圆片 212片袁 共获得 T0代

转基因植株 102个袁经 PCR检测袁再生植株的阳性率
74豫渊图 1冤遥 将经过 PCR检测的 T1代转基因植株用
浓度 60尧40尧20尧10和 0 mg窑L-1的阿特拉津溶液浇灌袁
非转基因植株在 20~60 mg窑L-1阿特拉津处理后叶片
出现褪绿并迅速枯萎袁7 d 后全株枯萎死亡遥 对 10
mg窑L-1阿特拉津处理的反应较迟钝袁5 d后褪绿袁10 d
后开始枯萎并逐渐死亡遥转基因植株对阿特拉津处理
表现不同程度的耐受能力袁 普遍表现为对 10 mg窑L-1

阿特拉津的处理有较强的耐受能力袁 株系 A26在 40
mg窑L-1与 60 mg窑L-1阿特拉津处理 13 d后仍然鲜绿遥
但是有的株系渊如 A5冤对阿特拉津的反应与非转基因
植株相仿袁也很敏感渊照片未显示冤遥由于 10 mg窑L-1的
阿特拉津不能在短期内完全杀死非转基因植株烟草袁
因此在后续试验中选用 20 mg窑L-1的阿特拉津溶液进
行处理遥
2.2 转基因 T1代植株 atzA 基因的表达

T0代的种子按株系播于塑料周转箱中袁 3叶期后
开始浇灌浓度为 20 mg窑L-1的阿特拉津溶液袁 营造阿
特拉津污染土壤的模拟环境遥由于 T1代是分离群体袁

有相当一部分植株死亡遥45 d后成活植株按单株取叶
片袁提取叶片 RNA袁 RT-PCR检测阿特拉津氯水解酶
基因 atzA 的表达遥结果表明袁atzA 基因在转基因烟草
中得到正常表达渊图 2冤遥
2.3 转基因烟草叶片中羟基阿特拉津的检测

RT-PCR检测阳性植株中随机选择了 2个植株袁
取叶片用于检测体内的羟基阿特拉津遥液相色谱质谱
在转基因烟草中检出目标产物要羟基阿特拉津袁而生
长在未浇灌阿特拉津溶液的土壤上的野生型对照未

检出羟基阿特拉津渊图 3冤袁这一结果与 RT-PCR检测
结果一致遥检测结果成功表明转基因烟草具有吸收土
壤中残留的阿特拉津并将其水解脱氯袁降解为无毒的
羟基阿特拉津的能力遥
3 讨论

除草剂的发明和推广使农民摆脱了繁重而低效

的劳动袁 当今不但大规模的农业生产离不开除草剂袁
而且城市绿化袁公路尧铁路沿线袁河流尧渠道沿岸袁电力
设施和娱乐场地都广泛使用除草剂袁产生了明显的经

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

图 1 T0代转基因植株 atzA 的 PCR检测
Figure 1 PCR assay for detection of atzA in T0 transgenic

tobacco plants

1. Plasmid p1301-atzA ; 2. Non-transgenic plant;
3~14. Transgenic plants; 15. DL2000 (TaKaRa)

1 2 3 4 5 6 7 8
1 500bp
atzA

412bp/280bp
actin

图 2 T1代转基因烟草 RT-PCR检测
Figure 2 RT-PCR analysis for detection of T1 transgenic

tobacco plants

1: Non-transgenic plant; 2~6: Transgenic plants(cDNA amplification冤曰
7: DL2000曰8:Transgenic plants渊genomic DNA amplification冤

表 2 HPLC-MS检测羟基阿特拉津的工作参数
Table 2 Working parameters of HPLC-MS used

for detecting hydroxyatrazine
时间 Time/min 流速 Speed/mL·min-1 水 H20/% 甲醇 Methanol/% 

0.00 0.300 80.0 20.0 

10.00 0.300 20.0 80.0 

14.00 0.300 20.0 80.0 

14.10 0.300 80.0 20.0 

25.00 0.300 80.0 20.0 
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图 3 HPLC-MS检测转基因烟草中的羟基阿特拉津
Figure 3 HPLC-MS analysis for the detection of hydroxyatrazine in T1 transgenic tobacco plants

ST: HPLC-MS standard curve of hydroxyatrazine; CK: Wild type; C2 and C25-4: T1 generation of transgenic lines.

济效益和景观效益遥抗除草剂基因的克隆使除草剂的
应用进入新的阶段袁从最初作为选择标记尧报告基因尧
农田除草等直接利用拓展到杂交水稻袁为解决杂交稻
制种纯度和机械化制种找到了全新的途径[5尧9]袁除草剂
和抗除草剂基因的研究和应用显著推动了生产和科

学研究袁但是除草剂的滥用也对生态环境造成了严重
危害遥
利用抗性基因的解毒机制袁构建高效去除污染物

的转基因农作物袁是植物修复被污染环境的一个重要
途径遥 目前袁国际上对持久性有机污染毒物阿特拉津
的植物修复研究多数采用人细胞色素 P450家族的基

因[4尧12]遥 1995年美国明尼苏达大学Wackett实验室分
离到能够降解阿特拉津的假单胞菌 ADP菌株渊Pseu原
domonas sp. strain ADP冤袁阐明了阿特拉津的代谢途
径袁克隆和测序了降解 Atrazine第一个关键酶要阿特
拉津氯水解酶基因 atzA袁从而为根据代谢途径开展植
物修复试验奠定了基础[14尧19]遥最近他们报告转 atzA 基
因的苜蓿和烟草在含 0.5 滋g窑mL -1阿特拉津的水溶
液中培养后用薄层层析检出羟基阿特拉津袁证明转基
因植物能降解阿特拉津[22]遥本研究用液相色谱质谱方
法证明转 AD1-atzA 基因的烟草在浇灌 20 mg窑L-1的
阿特拉津的模拟重度污染土壤上生长 45 d后袁 通过

10.137

0 5 10 15 20 25 min

0 5 10 15 20 25 min

70 00060 00050 00040 00030 00020 00010 000
0 5 10 15 20 25 min

70 00060 00050 00040 00030 00020 00010 000
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斯华敏等院表达细菌阿特拉津氯水解酶基因的转基因烟草对土壤中阿特拉津的生物降解600
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阿特拉津氯水解酶 atzA 使阿特拉津脱氯成为无毒的
羟基阿特拉津袁分子生物学研究也证明 AD1-atzA 基
因正常表达遥 本研究与Wang的试验相比袁更接近实
际袁降解效果也十分直观和明显袁表明克隆尧改造 atzA
基因并使之在植物体中高效遗传表达袁可能成为植物
修复阿特拉津污染环境的重要途径遥
国内在利用抗除草剂基因方面进行了大量研

究 [5尧9尧23]袁但是在利用转基因技术治理有机污染方面还
是空白遥本研究利用自主克隆的基因进行植物修复有
机污染的探索袁是一次有益的尝试遥当然袁用转基因植
物修复有机污染环境渊水体和土壤冤还有许多问题需
要解决袁首先是可用于植物修复的基因还太少曰其次袁
目的基因的表达量需要提高袁适宜的植物和植物特异
表达部位也需要筛选袁此外还要避免外源基因对受体
植物体内正常代谢过程的干扰以及转基因安全等等袁
所有这些都有待于探索和反复试验遥
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