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　　菊花(Dendranthemagrandi florum)是菊科菊花属的多年

生宿根草本植物 ,是我国传统名花和世界最主要的观赏花卉

之一。我国虽然有菊花品种 3 000 多个 , 但缺乏一些名贵品
种 ,不能满足生产和市场的需要。传统的育种方法虽然取得

了一些成果 ,但由于受到物种自身基因的限制(如远缘杂交不

杂交亲和性等), 不可能引入需要的任何基因。植物基因工程
的发展为菊花育种提供了一条新的途径 , 可以定向地导入目

的基因 ,来改变其花色 、花型等性状。
Gutterson 等(1994)通过农杆菌介导转化的方法将一个

从菊花中分离到的 CHS(chalcone synathase)基因 ,以正义和反
义方向分别转入粉花菊花品种`Moneymaker' 中 , 获得了开白

色或浅粉色花的植株[ 1] 。Mitiouchkina也获得相似的结果 ,菊

花品种`Parliament' 被以反义方向转入源自金鱼草中获得的
CHS 基因 ,获得了颜色变浅的转基因系[ 2 、3] 。

本实验以菊花愈伤组织为受体 , 以类胡萝卜素合成酶基
因 PSY 为目的基因 , 通过农杆菌介导进行菊花的遗传转化 ,

将 PSY 基因转入菊花 , 获得能够改变花色的转化植株 , 为花

卉基因工程研究提供切实可行的试验方法 , 也为花卉育种提
供种质资源。

1　材料与方法
1.1　植物材料 、质粒和菌株

菊花品种菊花 44 、菊花 21、菊花 20 由季静教授提供 , 利
用这些菊花品种的叶片经诱导产生的愈伤组织为遗传转化的

外植体。
　　根癌农杆菌 EHA101 由季静提供[ 4] , 质粒 pEbisPSYHyg

上构建有目的基因 PSY(八氢番茄红素合成酶基因)和植物抗
性筛选标记潮霉素磷酸转移酶基因 HPT 。

菊花叶片愈伤诱导 、分化 、生根培养基为 MS 附加不同浓

度的 IAA、6-BA 和 KT 。
1.2　工程菌的制备

　　在超净工作台上 , 挑取单菌落接种于含筛选抗生素(30

mg/ L Km , 100 mg/ L(毫克/升)Spec)的液体 YEB 培养基中 ,
置于摇床上 , 28 ℃、160 rpm 振荡培养 24 h ～ 36 h(小时)。当
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OD600值约为 0.6 ～ 0.8 时 , 取活化的菌液于 4 ℃、4 000 rpm

离心 10 min(分钟), 将菌体沉淀物用 1/ 5MS 液体培养基重

悬 , 即为工程菌。
1.3　抗性选择标记(Hyg)适宜浓度的确定

以菊花 44、菊花 20、菊花 21 三个品种的愈伤组织为外植

体 , 分别接种到潮霉素浓度为 0、10 、 20 、25 、30、35 mg/ L(毫克

/升)的愈伤诱导培养基上培养 , 每一个处理接种愈伤组织 30

～ 40块 , 各处理重复三次 , 2 ～ 3 周后记录愈伤组织的褐化情
况。

1.4　菊花遗传转化方法及步骤
试验采用农杆菌介导法 , 以菊花叶片诱导的愈伤组织为

受体进行遗传转化。首先 , 将菊花的愈伤组织块浸入制备好
的农杆菌菌液中 , 浸泡 8 min ～ 10 min(分钟)。 第二步:用无

菌滤纸吸去多余菌液 , 转入共培养基暗培养 3 d(天)。第三
步:将共培养后的愈伤组织块经无菌水漂洗后 , 再接种到脱菌

筛选培养基(头孢霉素的浓度为 300 mg/ L ～ 400 mg/ L(毫克/
升))上。 20 d～ 30 d(天)后 , 将其转入分化培养基。第四步:

等到分化苗长到 2 cm ～ 3 cm(厘米)高时 , 转入生根培养基。

第五步:当根长到 2 cm ～ 3 cm(厘米)后 ,经 2 d～ 3 d(天)的练
苗 , 移栽到花盆中 ,在培养室或培养箱中生长 ,直至成活。第

六步:检测。
1.5　分子检测

按照王关林的 SDS 方法提取植物基因组 DNA[ 5] 。
PSY 基因的 PCR 扩增引物 I 为:5′-GAA TTC ATG

TCT ATT TGT ACG CTA TGG GTT GTT —3′;引物 Ⅱ为:
5′—GC GGC CGC TCA TGT TTG GGG TAT CAT AAA

AGA-3′。

PCR反应程序为:94 ℃预变性 2 min(分钟),后 94 ℃变
性 1 min(分钟), 56 ℃退火 1 min(分钟)、72 ℃延伸 2 min(分

钟)进行 30 个循环 , 再 72 ℃延伸 10 min(分钟), 最后 4 ℃保
温。

PCR产物的检测:取 5 μl ～ 10 μl PCR扩增产物 0.8%琼
脂糖凝胶电泳 , 以λDNA/ EcoRI+HindⅢ双酶切 DNA 分子为

标准分子量 , 电泳结果在 Bio-Rad凝胶成相系统下分析。

2　结果与分析
2.1　不同菊花品种抗性选择标记(Hyg)适宜浓度的确定

以不同菊花品种的愈伤组织为外植体 , 进行了不同潮霉
素浓度的敏感性试验 ,试验结果见图 1。对试验结果进行的

方差分析见表。由表可以看出 , 三个品种对潮霉素的敏感性
存在极显著差异。经多重比较可知 , 菊花 20 对潮霉素最敏

感 , 菊花 21 次之 , 菊花 44 最弱。

由图 1可以看出 , 三个品种在潮霉素浓度为 25 mg/ L(毫
克/升)时 , 愈伤组织的褐化率都在 95.9%以上 , 当浓度达到

30 mg/ L(毫克/升)时 , 都为 100%。因此 , 确定菊花 20 的愈
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伤组织潮霉素筛选浓度为 20 mg/ L(毫克/升), 菊花 21 和菊

花 44 的筛选浓度为 25 mg/ L(毫克/升)。

图 1　潮霉素对菊花愈伤组织褐化率的影响

菊花愈伤组织褐化率的方差分析表

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 F0.05
F0.01

重复 11.59 2 5.79 <1 3.21 5.12

品种 254.20 2 127.10 14.299＊＊ 3.21 5.12

潮霉素 53503.98 5 10700.80 1203.85＊＊ 2.43 3.46

误差 391.11 44 8.89

　　注:“ ＊＊”在 0.01水平显著

2.2　抗性株的获得及 PCR 和 PCR-Southern 检测
本试验通过芽诱导 、生根培养 、潮霉素抗性筛选共获得了

20 株抗性再生植株 ,其中菊花 44 15 株 ,菊花 21 5 株。

从抗性植株和未转化对照植株叶片提取总 DNA 作为模

板进行 PCR扩增 ,未转化植株为阴性对照 , 质粒含目的基因

为阳性对照。电泳结果表明 , 转基因植株和质粒都在 1.3 kb

附近扩增出特异条带 ,而阴性对照植株却未扩增出相应的特

异条带 ,由此初步证实 , 目的基因 PSY 已转入菊花细胞内。

图 2　菊花抗性苗的 PCR检测

1:阳性质粒 pEbisPSYHyg;2:未转化植株;3:水;4～ 6:转化植株

图 3　菊花抗性苗的 PCR-Sou thern检测

1:阳性质粒 pEbisPSYHyg;2:未转化植株;3:水;4～ 6:转化植株

　　图 2是根癌农杆菌介导的菊花遗传转化的 PCR检测结

果电泳图 ,其中菊花 44 2株 , PCR阳性率为 13.3%;菊花 21 1

株 , PCR阳性率为 20%。利用 DIG 标记对转化植株进行的

PCR-Southern 杂交结果见图 3。结果表明 PCR 阳性植株

DNA扩增片段与质粒 DNA 扩增特异片段处于同一位置 , 而

阴性对照植株则没有杂交信号 ,说明被检测阳性植株扩增出

的 PCR条带确实为特异性的目的条带 , 证明 PSY 基因确实

已整合进菊花抗性再生植株基因组中 ,但对于外源基因是否

表达还需要进一步检测 。

3　讨论
3.1　假转化体产生的原因

本研究以菊花愈伤组织为受体 , 以类胡萝卜素合成酶基

因 PSY 为目的基因 , 通过农杆菌介导进行菊花的遗传转化 ,
经抗性筛选获得了 20 株抗性植株 ,但 PCR和 PCR-Southern

的阳性率只有 13.3%～ 20.0%, 这表明在试验中产生了较多
的假转化体。这可能是:由于受体细胞暂时表达外源选择性

基因而具有了抗性;受体的某些表层细胞稳定表达了外源选

择性基因 , 降低了其周围培养基中的筛选剂浓度 , 为其它一些
非转化细胞提供了一道屏障 , 逃避了选择压力的影响继续分

裂分化;筛选时间太迟或筛选剂浓度偏低 , 致使未转化细胞分

化。
3.2　筛选策略的选择

采取什么样的筛选策略来运用所选定的筛选标记 ,以准
确 、有效地区分转化与非转化细胞 ,且不干扰细胞的正常生长

与植株再生是转化成功与否的重要环节之一。本研究发现 ,

筛选压力前高后低 、或始终按外植体致死压力筛选 , 外植体表
现褐化严重 , 分化 、再生困难 , 几乎得不到成活的植株;若降低

筛选压力 , 则芽生长快 ,非转化体增多。在菊花愈伤组织抗性
筛选时还发现 , 抗性芽不但能从绿色的愈伤组织上长出芽 , 而

且会从褐化非常严重 , 看上去死亡的愈伤组织中长出 , 而这些

芽有可能发育成具有抗性的苗。这可能是由于转化首先是对
细胞的转化 , 而不是组织。表现褐化的愈伤组织 , 是愈伤组织

表层细胞死亡了 , 而少数抗性细胞仍还活着 , 只是被大量的褐

化细胞包围而难于生长。一旦去掉筛选剂 , 这些抗性细胞便
进行生长发育 , 进而分化成苗。如何确定一个更合适 、有效地

筛选策略有待进一步研究。
3.3　转基因菊花的前景

菊花是我国的传统名花 , 是人们非常喜欢的一种常见花

卉。虽然我国已有较多菊花品种 ,但随着时代的进步 , 人们生
活水平的提高 , 对观赏植物 ,尤其是对那些在色 、香 、味上标新

立异的新品种的需求也会越来越多。通过转基因技术来改变
花色 , 实践证明是一种行之有效的育种方法 , 可以得到特异的

花色品种 , 而且转基因花卉基因工程有强大的发展潜力。
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