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抗生素对`考密斯'梨叶片不定梢诱导的影响
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　　摘　要:研究了氨苄青霉素(Amp)、羧苄青霉素(Carb)、头孢霉素(Cef)、卡那霉素(Km)和新

霉素(Nm)对`考密斯'叶片愈伤组织和不定梢诱导的影响。结果表明 ,Cef对`考密斯'叶片分化

影响较小 ,当浓度达 500mg/L时 ,出愈率和不定梢再生率分别为93.33%的 51.48%,与对照差异

不显著;Amp浓度在 50 ～ 100mg/L时 ,对`考密斯' 叶片再生无显著影响 ,只有当 Amp浓度高于

100mg/ L时 ,`考密斯'的不定梢再生率才受到显著抑制;̀考密斯'对Carb的发应较为敏感 ,其浓

度为 50mg/L 时 ,出愈率和不定梢再生率已降低到 85.56%和25.00%,与对照差异极显著 ,浓度

为200mg/L时 ,完全抑制了`考密斯`的不定梢再生;Km浓度为10mg/L 时 ,已完全抑制了不定梢

的再生 ,当Km浓度增加到 60mg/L时 ,`考密斯'叶片全部白化死亡;Nm浓度为10mg/ L时 ,极显

著的抑制了`考密斯'叶片再生 ,当浓度达40mg/L时 ,已无不定梢发生。
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　　根癌农杆菌介导的植物遗传转化方法是植物转基

因研究中最有效而且应用最广泛的方法[ 1] 。采用根癌

农杆菌介导的遗传转化必须要对受体材料进行抗生素

敏感性测定。这是因为 ,许多抗生素对受体材料的生长

和分化具有明显的抑制作用[ 2 ～ 5] ,目前所用的既能有效

抑制根癌农杆菌生长 ,又不影响受体正常分化和生长的

抗生素主要有氨苄青霉素(Ampicillin ,Amp)、羧苄青霉

素(Carbenicillin ,Carb)和头孢霉素(Cefotaxime , Cef);同

时 ,在转化操作后的筛选过程中 ,要根据侵染时采用的

菌株所携带的抗生素抗性标记基因不同 ,而使用不同种

类的抗生素作为抗性筛选剂 ,使其能有效地抑制非转化

体细胞的生长 ,卡那霉素(Kanamycin , Km)是筛选转化

体最常用的抗生素之一。

尽管目前有关梨转基因研究已有成功的报道
[ 6～ 8]

,

而且多数采用的是农杆菌介导法
[ 9]
,但尚未见有关不同

抗生素对梨再生体系的影响方面的报道。为了保证有

效地抑制农杆菌介导法中农杆菌的生长而不影响梨叶

片的正常分化和再生 ,同时减少假转化体的出现 ,提高

基因转化效率。为此 ,试验研究了 Amp 、Carb、Cef和

Km对`考密斯'梨叶片愈伤组织和不定梢诱导的影响。

1　材料与方法
1.1　试验材料

以梨品种`考密斯' (Pyrus communis L.cv.Com-

ice)为试材 ,试材来源于四川农业大学林学园艺学院综

合实验室建立并保存的无菌试管苗。

1.2　试剂

Amp 、Carb 、Cef 、Km 和 Nm 均购自荷兰 Duchefa

Biochemie公司。

1.3　叶片不定梢诱导培养基

由四川农业大学林学园艺学院综合实验室筛选出

的叶片不定梢诱导最佳培养基[ 10] ,其配方为:NN69+

IBA0.1mg/L+TDZ4.0mg/ L;培养基均附加蔗糖30g/L ,

琼脂 5.5g/L 及水解酪蛋白(CH)0.25g/ L ,pH5.8。

1.4　试验方法

将所需质量浓度的Amp 、Carb 、Cef 、Km经过滤灭菌

后 ,分别附加于叶片不定梢诱导培养基中 ,Amp 、Carb和

Cef设置的质量浓度均为 0 , 50 , 100 , 200 , 300 , 400 ,

500mg/ L;Km和Nm设置的质量浓度为0 ,10 ,20 ,40 ,60 ,

80 ,100mg/L。

从苗龄 35d左右的试管苗上剪取顶部幼嫩平展的

叶片 ,并将叶片剪为 0.5 ～ 1cm
2
叶块 ,以远轴面接触培养

基 ,每种抗生素的每个质量浓度接种 3个培养皿 ,每个

培养皿(大小为850mm×180mm ,含 33mL培养基)接种

20个叶块 ,重复 3次。在培养过程中 ,定期观察叶片变

化及不定梢发生情况。培养至 40d时 ,调查不定梢的再

生情况 ,并统计出愈率 ,不定梢再生率和死亡率。

1.5　培养条件

未经特殊说明 ,叶片接种后 ,均于光强 4800Lx、光照

周期 16h/8h 、室温23±2℃条件下培养 ,培养皿用`Para-

film'密封。

32



北方园艺 2007(5):32～ 34 ·试验研究 ·

2　结果与分析
2.1　Km和Nm敏感性试验

Km明显抑制`考密斯' 叶片愈伤组织的发生和不定

梢诱导 ,当 Km浓度为 10mg/L 时 ,其出愈率由对照的

100%降低到 12.22%(表1),呈极显著差异 ,此时完全抑

制了不定梢再生 ,叶片死亡率达 26.11%。随着 Km浓

度的增加 ,`考密斯' 叶片的白化死亡率逐渐升高 ,当浓

度增加到 60mg/L 时 , `考密斯' 叶片已全部死亡。Nm

敏感性试验发现 ,当Nm 浓度为 10mg/L 时 ,`考密斯'的

出愈率和不定梢再生率受到明显的抑制 ,出愈率和不定

梢分别由对照的 100%和 63.33%降低到 82.41%和

18.70%,与对照差异极显著。Nm浓度增加到40mg/ L

时 ,已无不定梢发生 ,死亡率为26.11%,呈极显著差异。

随着浓度的升高 ,死亡率逐渐增大 ,浓度升高到 80mg/ L

时 , `考密斯'叶片已全部白化死亡。

2.2　Amp 、Carb 和Cef对`考密斯' 叶片愈伤组织和不

定梢诱导的影响

低浓度(≤100mg/L)的 Amp对`考密斯'叶片的出

愈率和不定梢再生率影响极小 ,当浓度为 100mg/L 时 ,

仍有 100%的出愈率和 55.19%的再生率。Amp浓度增

加到 200mg/L时 ,不定梢再生率由对照的 63.33%降低

到34.26%(表2),呈极显著差异。随着 Amp浓度的增

加 ,再生率逐渐降低 ,当浓度升高到 500mg/L 时 , `考密

斯'叶片已无不定梢发生。

`考密斯' 对 Carb 的发应较为敏感 ,其浓度为

50mg/L时 ,出愈率和不定梢再生率已降低到 85.56%和

25.00%,与对照差异极显著。随着 Carb浓度的升高 ,明

显抑制`考密斯' 叶片的再生 ,当 Carb浓度为 200mg/ L

时 ,已无不定梢发生。在高浓度(≥300mg/L)下 ,白化死

亡率逐渐增大 ,当 Carb 浓度升高到 500mg/ L 时 ,有

96.67%的叶片已经死亡。

　　表 1　Km和Nm对`考密斯'叶片愈伤组织和

不定梢诱导的影响
抗生素种类

和浓度(mg/ L)

出愈率

(%)

不定梢再生

率(%)

平均每叶

梢数

死亡率

(%)

卡那霉素 0 100.00 aA 63.33 aA 1.69 aA 0.00 eE

10 12.22 bB 0.00 bB 0.00 bB 26.11 dD

20 0.00 cC 0.00 bB 0.00 bB 55.56 cC

40 0.00 cC 0.00 bB 0.00 bB 86.30 bAB

60 0.00 cC 0.00 bB 0.00 bB 100.00 aA

80 0.00 cC 0.00 bB 0.00 bB 100.00 aA

100 0.00 cC 0.00 bB 0.00 bB 100.00 aA

新霉素 0 100.00 aA 63.33 aA 1.69 aA 0.00 dD

10 82.41 bB 18.70 bB 1.52 aA 0.00 dD

20 51.48 cC 5.00 cC 1.67 aA 0.00 dD

40 15.19 dD 0.00 cC 0.00 bB 26.11 cC

60 1.67 eD 0.00 cC 0.00 bB 69.44 bB

80 0.00 eD 0.00 cC 0.00 bB 100.00 aA

100 0.00 eD 0.00 cC 0.00 bB 100.00 aA

注:数据用邓肯氏新复极差法进行检验(A , B=0.01;a , b=0.05),以下同。

　　表 2　Amp 、Carb和 Cef对`考密斯'叶片愈伤

组织和不定梢诱导的影响
抗生素种类

和浓度(mg/ L)

出愈率

(%)

不定梢再生

率(%)

平均每叶

梢数

死亡率

(%)

氨苄青霉素 0 100.00 aA 63.33 aA 1.69 aA 0.00 bB

50 100.00 aA 57.04 aA 1.45 aA 0.00 bB

100 100.00 aA 55.19 aA 1.67 aA 0.00 bB

200 96.67 aA 34.26 bB 1.90 aA 0.00 bB

300 89.81 aA 15.56 cC 1.39 aA 0.00 bB

400 63.89 bB 1.67 dD 0.33 bB. 0.00 bB

500 18.70 cC 0.00 dD 0.00 bB 27.59 aA

羧苄青霉素 0 100.00 aA 63.33 aA 1.69 abA 0.00 eE

50 85.56 bB 25.00 bB 1.87 aA 0.00 eE

100 53.70 cC 10.56 cC 1.44 bA 0.00 eE

200 8.70 dD 0.00 dD 0.00 cB 34.26 dD

300 0.00 dD 0.00 dD 0.00 cB 65.74 cC

400 0.00 dD 0.00 dD 0.00 cB 79.44 bB

500 0.00 dD 0.00 dD 0.00 cB 96.67 aA

头孢霉素 0 100.00 aA 63.33 a 1.69 a 0.00

50 100.00 aA 56.85 a 1.74 a 0.00

100 100.00 aA 55.93 a 1.67 a 0.00

200 100.00 aA 55.55 a 1.44 a 0.00

300 96.48abA 54.90 a 1.37 a 0.00

400 94.81abA 52.22 a 1.73 a 0.00

500 93.33bA 51.48 a 1.58 a 0.00

　　Cef 对`考密斯' 叶片分化影响较小 , 当浓度达

500mg/L 时 ,出愈率和不定梢再生率分别为 93.33%的

51.48%,与对照差异不显著。因此 ,在`考密斯' 的遗传

转化中 ,Cef可以作为抑制根癌农杆菌生长的抑菌剂

使用。

3　讨论
在梨的遗传转化中 ,通常以新霉素磷酸转移酶基因

(NptⅡ)作为选择标记基因 ,这一基因的表达产物赋予转

基因植物对 Km 的抗性。Km是一种广谱杀菌剂 ,对革

兰氏阴性和革兰氏阳性细菌均有影响 ,但是对植物的毒

性较大。黄萍[ 11] 等研究了抗生素对中华猕猴桃叶柄愈

伤组织诱导及分化芽的影响 ,发现Km浓度大于25mg/ L

时 , 无不定梢发 生。而唐东 芹
[ 12]
的研究发 现 ,

75mg/ L Km浓度为东方百合的胚性愈伤组织的筛选浓

度 ,这主要是由于不同的外植体对卡那霉素的敏感性不

同 ,在具体的试验中 ,需根据不同的材料确定合适的筛

选浓度。试验测试了 Km和 Nm对`考密斯' 叶片愈伤

组织及不定梢的影响 ,发现 Nm 浓度为 40mg/L ,就可抑

制所有不定梢的发生 ,由于高质量浓度的抗生素能迅速

杀死细胞 ,而死细胞对周围细胞的生长有强烈的抑制作

用 ,不利于转化细胞生长 ,因此在筛选质量浓度时一般

应略低于全致死浓度 ,据此确定 ,20mg/L 作为`考密斯'

叶片不定梢 Nm 筛选浓度。而 Km 在非常低的浓度

(10mg/L)就无不定梢发生 ,因此认为 Km 不适合作为

`考密斯'遗传转化中的筛选浓度。

抑制细菌细胞壁合成的抗生素如 Amp 、Carb 和
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Cef ,相对而言对植物细胞无毒性或毒性较小。Amp 、

Carb和 Cef是农杆菌介导的植物遗传转化中广泛使用

的杀菌剂 ,对大多数菌株的杀菌效果好 ,但对植物组织

的影响不同[ 3 , 4, 13] ,在大白菜子叶培养中 ,Cef 抑制芽和

根的分化 ,有显著的毒害作用 ,而 Carb对分化的影响不

大 ,其作用主要表现为缩短分化时间。郑启发[ 14]等研究

认为 ,Carb和Cef浓度为 300 ～ 400mg/L 时抑菌效果较

好 ,对外植体的生长分化影响较小。该研究发现 ,在`考

密斯'遗传转化工作中 ,在不影响外植体生长分化的前

提下 ,可使用较高浓度(500mg/L)的 Cef作为农杆菌的

杀菌剂 ,因为在培养过程中 ,抗生素很快会失效 ,农杆菌

的快速繁殖会给试验带来很多麻烦。Amp 浓度在

100mg/ L以内时 ,对`考密斯' 叶片出愈率和不定梢再生

率的影响极小 ,可以考虑作为抑菌剂使用。Carb浓度大

于50mg/L 时 ,因其抑制愈伤组织和不定梢的分化 ,不宜

用于`考密斯'的遗传转化中。

由于多数抗生素在较高浓度时对植物材料均有一

定毒性 ,所以不能用抗生素代替无菌消毒技术 ,抗生素

只能在一些植物材料难以消毒或一些宝贵材料受到污

染必须强救时才可以考虑用作一种手段来去菌。
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Effects of Antibiotics on Callus Induction and Shoot Regeneration
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Abstract:Effects of Ampicillin , Carbenicillin ,Cefotaxime , Kanamycin and Neomycin on callus induction and shoot regen-

eration f rom the leaves of `Comice' were studied.The results showed that w hen the concentration of Cefotaxime was at

500mg/ L , the rates of callus induction and shoot regeneration from the leaves of`Comice' were 93.33% and 51.48%re-

spectively , which were not significant difference f rom that of CK.Ampicillin hadn't significant ef fects on the regeneration

of the leaves of Comice'within concentrations at 50 ～ 100mg L , but shoot regeneration from the leaves of`Comice' was

greatly rest rained when the concentrations of Ampicillin at more than 100mg/L.The concentration of Carbenicillin was at

50mg/L , the rates of callus induction and shoot regeneration from the leaves of `Comice' were 85.56% and 25.00% re-

spectively , w hich were significant difference from that of CK .Redifferentiation of the leaves w as thoroughly restrained

when the concentration of Carbenicillin was at 200mg/L.Kanamycin thoroughly inhibited shoot regeneration when the

concentration of Kanamycin was at 10mg/L .̀Comice' was all dying when the concentration of Kanamycin was at 60mg/

L.Redifferentiation of the leaves w as significant rest rained when the concentration of Neomycin w as at 10mg/L.The

concentration of Neomycin w as at 40mg/ L , redifferentiation of the leaves was thoroughly inhibited.

Keywords:Pear;Antibiotics;Callus induction;Shoot regeneration
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