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　　摘要 :以水稻品种 ZH11和 RBQ为材料 ,通过水稻成熟胚盾片诱导有效愈伤组织及农杆菌介导的遗传转化技术 ,

获得水稻转基因植株 ,为水稻转基因体系的建立和完善奠定基础。结果表明 :NMB培养基适合水稻成熟胚盾片愈伤

组织诱导 ,MS培养基适合愈伤分化 ;500 mg/ L 谷氨酰胺或精氨酸有利于愈伤组织的形成 ;培养条件 :愈伤组织诱导

时温度 25～28 ℃,暗培养 ,p H 5. 8 ;分化时温度 25～28 ℃,光照 1 500～2 000 lx ,12～14 h/ d ,p H 5. 8 ;62BA对继代过

程中愈伤组织的生长有促进作用 ;潮霉素筛选的最佳浓度为 50 mg/ L。
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Abstract :Culturing mature rice (ZH11 ,RBQ) i n vit ro , the key techniques including explants disinfection ,
basic medium , organic nutrients , et al . and genetic t ransformation mediated by agrobacterium were studied.

The results showed as following : NMB was suitable for the callus induction , and MS for differentiation. 500

mg/ L of Glu or Arg redounded to the callus induction. All the cultures were kept under dark , 25 - 28 ℃, p H
518 for callus induction ; and 25 - 28 ℃, 1 500 - 2 000 lx ,12 - 14 h/ d ,p H 518 for differentiation. 62BA shows

a significant result on the growth of callus ; The optimal concentration of hygromycin is 50 mg/ L .
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　　农杆菌介导的遗传转化是水稻转基因的首选方

法 ,也是水稻遗传改良的有效手段。农杆菌介导的

水稻遗传转化研究最早始于 1986年 ,Baba[1 ]等将农

杆菌原生质球与水稻原生质体通过 PEG法介导融

合 ,获得的水稻愈伤组织能够在不含激素的基本培

养基上生长 ,而且有些愈伤组织还能合成胭脂碱。

1994 年 , Hiei [2 ]等首次实现对粳稻的高频转化 ,转

化率达到 2816 % ,并从分子水平和遗传学角度证

实外源基因的稳定插入、表达和遗传。刘巧泉等[3 ]

建立了农杆菌介导的水稻高效转基因体系 ,在两个

粳稻品种中转化率分别达到 8716 %和 6416 %。至

此 ,农杆菌介导的水稻遗传转化技术日趋成熟 ,在少

数水稻品种中实现了高频转化 ,为应用研究奠定了

基础。到目前为止 ,仅少数实验室在个别基因型上

取得了较高转化频率。本试验的目的是通过水稻成

熟胚盾片诱导有效愈伤组织及农杆菌介导的遗传转

化操作 ,并获得水稻转基因植株 ,为水稻转基因体系

的建立完善奠定基础。

1　材料和方法

供试品种中花 11 ( ZH11) (A)和日本晴 ( RBQ)

(B)由中国科学院遗传与发育所 804组提供。

1 . 1　外植体消毒

采用成熟胚作为愈伤组织诱导的外植体。成熟
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种子去壳后用 70 %酒精表面消毒 30 s后 ,以 0. 1 %

HgCl2和 0. 1 % HgCl2 与 2 % NaClO 1∶1 混合消毒

剂分别对外植体灭菌处理 20 min。无菌水冲洗 5～

6遍 ,灭菌滤纸吸干水分。

1 . 2　基本培养基制备

分别选用MS ,NB ,NMB作为基本培养基 ,愈伤

组织诱导培养基中加入 2 mg/ L 2 ,42D ;分化培养基

为加入 2 mg/ L KT ;生根培养基为 1/ 2MS + 0. 5

mg/ L IBA。以上培养基中分别加入 500 mg/ L 酶

水解干酪素 ( CH) ,0～700 mg/ L 谷氨酰胺或精氨

酸 ,蔗糖 30～80 g/ L ,琼脂 6 g/ L。p H 5. 8。继代周

期为 25 d。将淡黄色的胚性愈伤组织转入分化培养

基中 ,30 d左右分化出芽。光照强度 1 500～2 000

lx ,12～14 h/ d。以上每处理 30个 ,重复 4次。

1 . 3　农杆菌菌株、质粒

农杆菌菌株和质粒由中国科学院遗传发育研究

所 804组提供。农杆菌菌株为根癌农杆菌 EHA105

菌株。质粒 pCAMB IA1301 的 T2DNA 区含有潮霉

素抗性和 GUS基因 (图 1) 。质粒经冻融法导入农

杆菌中。

LB ,RB 右手边界 ; Hpt 潮霉素抗性基因 ;MCS多克隆位点 :CUS

含有内含子序列的β2葡萄糖酸苷酶基因

LB ,RB Left and Right border of T2DNA ; Hpt Hygromycin phospho2

transferase gene ; MCS Multiple cloning site ; GUS Intro2containing

β2glucuronidase gene

图 1　pCAMBIA1301中 T2DNA区域

Fig. 1　T2DNA of pCAMBIA1301

1 . 4　潮霉素抗性测试

将愈伤组织接种在含有 4种不同浓度潮霉素抗

性培养基 (25 ,40 ,50 ,60 mg/ L )上 ,26 ℃下暗培养

15 d。由愈伤组织生长状态确定适宜的筛选浓度。

1 . 5　转化、筛选与植株再生

依照刘巧泉等[3 ]转化方法 ,继代周期为 20 d。

转化后的愈伤在含有头孢和潮霉素的抗性培养基上

培养 3～4代 ,再转移到具有抗性的分化培养基中。

幼芽长至 2 mm转移到生根培养基中。

1. 6　转化苗 PCR检测

按照 Edwards等[4 ]的方法提取叶片总 DNA ,参

照《分子克隆》[5 ]的方法 ,以潮霉素抗性基因做引

物 ,对转基因植株进行 PCR检测。从分子水平上证

明目的基因是否导入。

2　结果与分析

2 . 1　不同消毒剂的处理效果

材料的消毒灭菌是组织培养的第一步 ,并且对

外植体生长的影响较大。本试验比较了 2种不同消

毒剂的灭菌效果 ,从图 2可以看出 ,不同消毒剂对水

稻成熟种子消毒效果差异明显 ,但同一消毒剂相同

处理时间在两品种间的差异不显著 ;采用 0. 1 %

HgCl2与 2 % NaClO 1∶1 混合的消毒合剂处理外植

体 20 min ,灭菌成功率达 88 %。愈伤组织生长状态

最佳。利用消毒合剂的效果优于单独使用 HgCl2 ,

这表现在两方面 :消毒合剂在降低污染率的同时也

降低了外植体的死亡率。HgCl2 虽有较强的杀菌能

力 ,但对植物细胞伤害较大 ,易造成外植体材料的褐

化死亡 ;消毒合剂中 HgCl2 的含量减少。由于 Hg2
Cl2有剧毒 ,对人体有很大伤害 ,并且易造成环境污

染。因此 ,HgCl2用量的减少具有较高的应用价值。

2 . 2　基本培养基的确定

将消毒过的种子分别接种在 3 种不同培养基

中 ,诱导盾片愈伤形成和分化。结果表明 ,不同培养

基愈伤组织的生长状态差异明显 (图 3) 。中花 11

在 NB和 NMB 培养基上愈伤生长状况较好 ,差异

不显著。愈伤形成较早 ,淡黄色 ,分化率较高 ,在

MS培养基中愈伤生长状态最差。但在 MS培养基

中分化率最高 ;日本晴在 NMB 培养基中愈伤生长

状态较佳 ,胚性愈伤较多 ,同样在 MS培养基中分化

率最高。

2 . 3　有机添加物对愈伤组织生长的影响

已有大量试验表明 ,在水稻愈伤组织诱导过程

中加入一定浓度的有机添加物如脯氨酸、酵母提取

物等可以有效促进愈伤组织的生长[6 ]。本试验证

实 (图 4) ,在培养基中添加一定浓度的谷氨酰胺或

精氨酸可以明显促进胚性愈伤组织的形成和幼苗的

分化率 ,最佳浓度在 300～500 mg/ L。

2 . 4　激素对诱导愈伤的影响

已知 2 ,42D 可以诱导水稻盾片愈伤组织的形

成。本研究发现 ,62BA对于维持有效愈伤的形态和

数量起着至关重要的作用。在愈伤组织诱导前期 ,

62BA导致有效愈伤的减少 ,同时出现褐化 ,RBQ 表

现尤其明显 ,分化能力降低。培养 20 d时 ,RBQ 的

有效愈伤达 54 % ,ZH11可达 60 %。但是 ,培养 3代

以后 ,在培养基中加入 62BA ,可以对愈伤生长状况

明显改善。
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图 2　不同消毒剂的灭菌效果

Fig. 2　Effects of different disinfectors on disinfection

图 3　基本培养基对愈伤组织诱导和分化的影响

Fig. 3　Effects of basic medium on induction and differentiation of callus

图 4　不同浓度谷氨酰胺( Gln)或精氨酸( Arg)对愈伤组织生长的影响

Fig. 4　Effects of various concentration of Gln and Arg on the growth of callus

2 . 5　培养条件对愈伤组织生长和植株再生的影响

试验结果表明 ,温度是水稻愈伤组织生长的主

要因子之一。当温度低于 20 ℃时 ,愈伤生长减缓 ;

当温度高于 35 ℃时褐化现象明显增加 ( ZH11 尤其

明显) ,愈伤组织死亡率升高。25～28 ℃是生长的

最佳温度。

继代 4～5代的愈伤组织可转入分化培养基中。

试验表明 ,培养初期照光褐化率明显增加 ,不利于愈

伤组织的分化。25～35 d芽开始分化 ,一般芽长 1

～2 cm时转入光照培养。转入光照培养 3～5 d后 ,

苗逐渐转绿 ,20 d 后株高 5～6 cm ,试管苗生长健

壮。将生长健壮的试管苗转入生根培养基中。在生

根培养基中培养 15～20 d进行移栽。为使移栽后

的试管苗保持一定的空气湿度 ,采用塑料膜进行覆
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盖 ,空气湿度在 85 %左右为宜。移栽成活率 95 %以

上。移栽 10 d左右逐渐进行适当通风 ,15 d左右去

掉塑料膜 ,进行常规管理。

2 . 6　潮霉素抗性测试

未转化的愈伤组织在不同浓度潮霉素抗性培养

基上生长 10 d。试验表明 ,潮霉素浓度为 50 mg/ L

时 ,ZH11和 RBQ 的愈伤组织生长受到抑制 ,并褐

化死亡。这对于转化实验中筛选培养基潮霉素浓度

的确定提供了依据。

2 . 7　转化

共培养 2～3 d的愈伤组织经脱菌处理后 ,转至

筛选培养基上 ,14 d后可见新鲜愈伤组织从褐化的

愈伤团中生长出来 ,而未转化的愈伤组织则很快褐

化死亡。这时选取新鲜生长的愈伤组织进行继代培

养 ,3～4代后进行分化培养和生根培养 ,得到再生

植株。结果表明 (表 1) ,以 ZH11 和 RBQ 成熟胚盾

片愈伤组织作为转化受体 ,以 EHAl05 菌株做转化

载体建立的水稻转化体系其转化频率和再生植株的

频率较高。
表 1　ZH11和 RBQ的转化频率

Tab. 1　Transformation eff iciencies of ZH11 and RBQ

品种 接种愈伤数 (个)
潮霉素抗性
愈伤数 (个)

抗性愈伤再生
植株数 (株)

PCR检测抗性阳性
植株数 (株)

转化频
率 ( %)

ZH11 200 112 94 87 43. 5
RBQ 200 102 89 84 42. 0

3　讨论

农杆菌介导的遗传转化是一个受许多因素影响

的复杂的生物学过程。基因型、基本培养基、激素配

比、共培养、共培养培养基中乙酰丁香酮的含量、农

杆菌的生理状态及菌液浓度都会影响转化效率 (转

化效率 ( %) = PCR检测抗性阳性植株数/接种的愈

伤数×100) [7～11 ]。另外还有一个极重要的因素是

愈伤组织的状态。研究表明 ,愈伤生长情况直接影

响了转化及植株再生的频率。提高生长旺盛、处于

胚性状态的愈伤组织的数量 ,是提高转化效率的重

要手段。

农杆菌介导的转化主要作用于外植体表层细

胞 ,因此在选择待转化的愈伤组织时 ,应选取大小适

中的胚性愈伤组织进行转化。较大愈伤组织转化

时 ,再生植株细胞常起源于深层细胞 ,难以获得转化

株 ,容易出现嵌合体。

施加适宜的潮霉素选择压 ,是筛选水稻转化细

胞 ,获得抗性愈伤组织 ,并获得转基因水稻的关键。

潮霉素浓度过低 ,非转化细胞大量成活 ,转化细胞逐

渐丢失 ;过高 ,转化细胞死亡 ,会降低转化率。

用农杆菌转化单子叶植物时 ,应选择处于适宜

生理状态的组织作为转化受体 ,如能够产生 vir 基

因活化分子 ;不产生或很少产生细菌毒素 ;内源激素

浓度稳定 ;农杆菌较易附着于细胞壁上 ;细胞分裂和

DNA合成旺盛 ,有利于 T2DNA 的插入与整合[9 ]。

在农杆菌转化水稻的报告中 ,认为共培养阶段添加

能活化 vir基因的酚类化合物是转化成功的因素之

一[1 ,2 ,9～12 ]。但也有报道认为这些酚类物质对于提

高转化效率几乎没有贡献[3 ]。本试验研究结果表

明 ,酚类物质对于提高转化效率有显著影响。在共

培养前 4 h加入 AS ,可明显提高转化效率。

愈伤组织继代 3代后 ,若 2 ,42D与 62BA配合使

用 ,可以明显改善其生长状况。前期加入 62BA 反

而抑制愈伤诱导。这可能是前期处于脱分化时期 ,

愈伤组织不需要外源细胞分裂素。而经过几次继代

后 ,需要补充外源激素才能维持内源生长素与细胞

分裂素的比例平衡 ,因此一定浓度细胞分裂素与 2 ,

42D协调使用保持了愈伤良好的生长和细胞分裂。
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