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以潮霉素为筛选标记猕猴桃遗传转化体系的初步建立
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　　摘　要:以带潮霉素筛选标记基因的质粒载体通过农杆菌介导法分别转化猕猴桃的叶片、叶

柄和茎段 ,并获得转化再生植株。结果表明:筛选时潮霉素浓度以 2 mg/L 合适;叶片预培养以光

照为适合 ,而叶柄和茎段差别不大;就转化率而言 ,茎段明显高于叶柄和叶片;经 PCR检测初步证

实转化植株为阳性植株。
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　　猕猴桃(Actinidia)系猕猴桃科猕猴桃属植物 ,其风

味独特 ,营养丰富 ,Vc含量高 ,有一定保健功效 ,因而倍

受关注。我国猕猴桃栽培面积居世界第一位 ,产量排第

二位。目前 ,猕猴桃现有的栽培品种往往存在某些性状

缺陷 ,如耐贮藏性和抗逆性较差等。遗传转化研究将对

猕猴桃品种改良起到积极推动作用 ,在改良猕猴桃某些

性状选育新品种方面具有广阔的应用前景。它可以有

目的 、有计划地向猕猴桃引入优良性状而不需要改变它

原有的其它特性 ,使猕猴桃品种改良具有定向性和预

见性。

猕猴桃上常用的选择标记基因是新霉素磷酸转移

酶基因(NPT II),该基因的表达可使转化细胞对含有氨

基糖苷键的抗生素如卡那霉素产生抗性 ,其作用原理是

NPT I I基因产物通过酶促磷酸化使氨基糖苷类抗生素

失活 ,从而解除毒性 ,抗生素卡那霉素的使用浓度一般

为25～ 50 mg/L。在农杆菌转化禾本科作物中 ,潮霉素

磷酸转移酶基因(hpt)一直作为有效的标记基因
[ 1-3]
,其

表达产物可通过酶促磷酸化作用而使 Hyg失活 ,从而产

生抗性。磷酸转移酶基因(HPT)在果树遗传转化中也

有使用
[ 4]
,但在猕猴桃中还尚未报道。通过以潮霉素为

筛选标记基因的载体转化猕猴桃叶片 、茎段和叶柄 ,建

立了猕猴桃叶片 、茎段和叶柄的转化体系 ,并为以潮霉

素磷酸转移酶基因为筛选标记对猕猴桃进行大规模的

筛选打下基础。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　植物材料　美味猕猴桃和平 1号无菌苗的叶片、

叶柄和茎段。

1.1.2　载体和农杆菌　质粒载体携带潮霉素磷酸转移

酶(hpt)基因;农杆菌菌株为 LBA4404。

1.2　方法

1.2.1　实生苗的获得　将种子洗净后 ,用2.5 mg/ L的

赤霉素溶液分别处理 5 h ,将经赤霉素处理过的种子分

别用 2%的次氯酸钠消毒 15 min ,灭菌水冲洗 3 ～ 5次 ,

然后将种子用镊子分别接种于 MS基本培养基中进行

发芽。待小苗出现2片绿色子叶时 ,将其转入生根培养

基生根培养。

1.2.2　猕猴桃内源耐潮霉素能力试验　为了确定抗性

筛选用潮霉素的最大浓度即确定它最大的内源耐潮霉

素能力 ,将叶片切成大约 0.5 cm ×0.5 cm 大小的小方

块 ,叶柄和茎段切成大约0.5 cm长 ,接种在含不同浓度

的潮霉素培养基上进行测试 ,潮霉素的浓度梯度首先设
置为 10 、20 、30、40 、50 mg/ L ,再根据筛选情况设置更细

微的浓度梯度。每种筛选剂的各个浓度分别接 5瓶 ,每

瓶接入 4块外植体 ,25℃,光培养 ,30 d后观察愈伤组织

诱导和不定芽分化情况。

1.2.3　猕猴桃外植体遗传转化　遗传转化的基本方法

和操作过程参考周玲艳等[ 4] 。浸染用农杆菌菌液 OD600

为 0.4 ,浸染用叶片大小为0.5 cm×0.5 cm的小方块 ,叶

柄和茎段大约为0.5 cm长 ,浸染时间为 10 min。共培养

3 d后 ,将外植体接入不含筛选剂的培养基预培养6 d ,预

培养分光照和黑暗培养 ,然后接入筛选培养中 ,放入光

照 12 h 、温度 25℃培养 ,1个月后统计愈伤组织诱导率 ,

不定芽分化率。待转化苗长至 3 ～ 5 cm高时 ,将其切下

接入生根培养基中进行生根培养。

1.2.4　转化苗 PCR检测　随机取叶片 、茎段和叶片的

转化苗叶片半片放入 1.5 mL 灭菌离心管中 ,然后以 SDS
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法抽提DNA ,取适量DNA进行 hpt基因PCR扩增。

2　结果
2.1　猕猴桃外植体筛选浓度的确定

表1　不同筛选剂浓度对猕猴桃叶片不定芽分化的影响
筛选剂浓度/mg/L 外植体生长状态和不定芽分化

0 66.7%外植体形成愈伤组织和分化不定芽

1.0 11.1%形成愈伤组织 ,但无不定芽分化

3.0 全部枯黄

6.0 全部枯黄

9.0 全部枯黄

　　试验中以叶片为外植体代表 ,首先设置了 10 、20 、

30 、40 、50 mg/ L等5个浓度进行初选 ,15 d左右 , 5种筛

选浓度的培养基中的外植体均出现褐化 ,1个月后全部

死亡。根据初选结果又设置了 1.0、3.0 、6.0 、9.0 mg/ L

等5个浓度梯度 ,以不加潮霉素的培养基为对照。在不

加潮霉素的培养基上 ,愈伤组织和不定芽分化率为

66.7%,当筛选剂浓度为 1.0 mg/ L时 ,外植体不定芽分

化率降低至 11.1%,且小植株生长缓慢;当筛选剂为

3.0 mg/L 时 ,不定芽分化率为 0(表 1)。筛选剂使用浓

度的要求是 ,不仅能有效地抑制非转化细胞生长 ,而且

不影响转化细胞的正常生长。较低浓度的选择压力导

致假阳性率增加 ,过高浓度的筛选剂又会对植物造成一

定程度的伤害 ,因此 ,综合考虑不同外植体以及筛选时

使用筛选剂对不定芽分化的影响 ,故筛选剂潮霉素的使

用浓度确定为 2.0 mg/L。

2.2　不同外植体及不同预培养方式对转化效率的影响

表 2结果表明 ,不同外植体对不同的培养条件的反

应不同 ,对叶片而言 ,光照预培养 1周对其存活严重不

利 ,光照条件下 ,外植体褐化率达 92%,对茎段而言 ,暗

培养褐化率比光照培养高 ,而对叶柄而言 ,暗培养和光

照培养的效果相差不大。但叶片和茎段在光照条件下

预培养后分化率高于黑暗预培养 ,叶柄光照条件下分化

率低于黑暗条件。从 3种外植体总体来看 ,光照条件

下 ,形成的愈伤组织分化率为 37.8%,略高于黑暗条件

下预培养的分化率 31.4%,但黑暗培养和光照培养对最

终转化效率影响不大。

表 2　不同外植体及不同预培养方式对转化效率的影响
培养

方式

外植体

类型

共培养外

植体块数

外植体

褐化率/ %

接入筛选

外植体数

愈伤组织

诱导率/ %

不定芽

分化率/ %

转化率

/ %

光培养 叶 53 92.0 4 100 25.0 1.9

叶柄 50 24.0 38 100 15.7 12.0

茎段 30 26.7 22 100 72.7 53.3

暗培养 叶 80 46.3 43 93 14.0 7.5

叶柄 30 23.3 23 100 30.4 23.3

茎段 16 37.5 10 100 50.0 31.3

2.3　转化植株的PCR检测

转化植株以SDS法获取 DNA 用于PCR检测 ,图1

结果可以看出 ,所检测的叶片转化植株中的 3 、4、5号有

3个没有扩增出相应的带 ,而其他转化植株均扩增出与

质粒 DNA大小一致约为 500 bp的带。

图1　猕猴桃转化植株 PCR鉴定

注:1:DGL2000, 2:空白对照 ,3～ 8:叶片转化植株 ,9～ 13:茎段转化植株 ,14～ 16:叶柄转化植株, 17:阳性对照。

3　讨论
猕猴桃遗传转化已经有很多成功的例子[ 5-6] ,其标

记基因多是 NPT II 。Hpt基因是近期植物基因工程中

广泛应用和比较受欢迎的选择标记 ,相对于其他筛选标

记来说 ,其适应的植物较广 ,对植物的迫害较小。试验

以hpt基因为筛选标记基因 ,获得了猕猴桃不同外植体

的转化植株。

外植体和农杆菌共培养后 ,转化细胞因受到一定程

度的伤害而生长比较弱 ,往往需要周围非转化细胞的滋

养才能很好的生长 ,立即加入高浓度的抗生素容易造成

转化细胞的死亡 ,影响转化效率 ,因此 ,初始选择转化体

时 ,筛选剂的浓度不宜过高 ,或者在共培养后延迟 1 ～ 2

周加筛选剂 ,这时外植体开始愈伤化 ,对高浓度筛选剂

的耐受力增加。试验在共培养后将外植体预培养 1个

星期才转入筛选培养基 ,但预培养的培养条件对转化效

果有一定的影响 ,主要是培养条件对外植体的器官形成
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香花槐花器官的组织培养及植株再生研究
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　　摘　要:采用香花槐的花器官做外植体 ,进行组织培养和植株再生系统的研究。结果表明:

2 ,4-D对于香花槐愈伤诱导的启动是必需的 ,而多种激素配比会使诱导率提高;选择浓度为 0.3 ～

0.5 mg/L 的BA和浓度为 0.1 mg/L的 NAA配合使用 ,能使花药愈伤达到较高分化率;1/2MS+

IBA 0.05 mg/L和 1/2MS+IBA 1.0 mg/L的诱导组培苗生根效果较好。

关键词:香花槐;花药培养;再生植株;愈伤组织
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　　香花槐(Robinia idaho)又名富贵树 ,蝶形花科 ,刺槐

属的落叶小乔木 ,奇数羽状复叶 ,小叶互生 ,全缘 ,每年

开花2次 ,花为粉红色 ,有香味 ,较抗寒 ,具抗病虫害 、抗
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污染等优点 ,根系发达 ,固氮能力强 ,能在较贫瘠的土壤

上生长 ,是目前城市 、山区绿化 、美化及净化环境和改善

生态环境的优良树种。香花槐无种子 ,繁殖多用扦插或

埋根法 ,此法速度慢 ,效率低。而香花槐的组织培养 ,通

常采用香花槐茎段 、腋芽 、幼叶 、茎尖等为外植体建立植

株再生系统[ 1-6] 。虽然在毛刺槐花药培养上有初步研

究[ 7-8] ,但关于香花槐用花器官培养方面的研究尚未见

报道。此研究用香花槐的花器官作为外植体进行比较 ,

探讨了不同激素诱导花器官愈伤组织和再生植株的形

的影响[ 7-8] ,试验发现不同外植体对培养条件的反应不一致。
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Study on the Transformation System of Actinidia by hpt as Selection Gene
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Abstract:The leaf , petiole and stem of Actinidia w as transformed by Agrobacterium-mediated which carry plasmid with

hpt gene and the transformed plants were obtained.The results showed the optimal selective concentration of Hyg was 2

mg/ L;light w as suitable for pre-culture of leaf and it was no significant difference for petiole and stem to pre-culture un-

der light and dark;the transformation efficiency of stem w as significantly higher than leaf and petiole;most of t ransfor-

mation was proved to be positive by PCR.

Keywords:hpt;Selection gene;Actinidia;Transformation
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