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油葵基因转化体系的建立

黄俊 轩 , 李 建科 , 李双 跃 , 刘 艳军 , 杨静 慧
(天津农学院园艺系 ,天津 300384)

　　摘　要:为了建立油葵基因转化体系 ,以 pCB302为载体 ,进行了C58C1农杆菌介导的遗传转

化。结果表明:3mg/L 的除草剂浓度为最适宜的选择压;叶片 、叶柄和茎段3种外植体中 ,茎段的

基因转化率最高;7 、14 、28 d的继代培养时间中 ,7 d的继代培养基因转化率最高。
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　　生物技术是 21世纪科技史上令人瞩目的重点领

域 ,也是 21世纪国家经济发展新的增长点。组织培养

是转基因技术不可或缺的组成部分 ,已经在植物改良中

发挥了重要的作用[ 1] 。2001年 ,我国已批准环境释放的

转基因植物 58项 ,已批准商品化生产的有 26项。不论

是国外还是我国 ,转基因植物研究工作都在蓬勃发

展
[ 2]
。2000年7月 11日 ,巴西 、中国 、印度 、墨西哥 、英

国、美国等全球七大科学院在华盛顿联合发表白皮书 ,

支持转基因技术研究 ,这是全球权威科研机构首次对备

受争议的转基因技术做出的公开表述[ 3] 。这份白皮书

详细阐明了生物技术在消除第三世界国家饥饿和贫穷

方面有不可替代的作用 ,呼吁各国政府重新考虑制定生

物技术政策 ,鼓励发达国家对转基因技术的研究 ,并与

发展中国家分享它们的成果
[ 4]
。21世纪是生物技术蓬

勃发展的年代 ,转基因植物以及转基因食品的兴起是生

物技术革命的必然 ,它将给人类带来巨大的社会财富 、

利益和美好前景。

油用向日葵是近30年来总产量增长最快的世界三

大油料作物之一 ,年增长率 7.1%。世界上油葵的主产

国是阿根廷 、法国 ,其次是中国。我国的油葵主要集中

在东北三省 、内蒙古 、新疆和正在迅速发展的陕西 、山西

和河北等省(自治区)。油葵的籽实含油率一般在 46%

左右 ,高的可达50%以上 ,出油率在 42%以上。油葵油

属于半干油 ,不易干燥 ,在工业 、制造业等相关产业用途

广泛。由于油葵具有广泛的生态适应性 , 抗旱 、抗涝 、耐

盐碱 ,适于沿海滩涂地区种植 ,油葵作为生物能源代替

柴油 ,已受到世人关注
[ 5]
。油葵作为重要的油料植物 ,

近些年在我国已大面积应用。有关的育种研究也有报

道 ,但关于利用基因工程技术进行育种的研究少有报

道
[ 6]
。由于油葵多为野生 ,种质资源不丰富 ,品种性状

单一 ,所以利用常规育种技术很难得到理想的育种目

标 ,如采用基因技术手段进行辅助育种 ,将会收到特殊

的效果。该研究就是利用农杆菌介导技术进行油葵的

基因转化研究 ,目的是找到油葵转化的最佳方法 ,为今

后利用转基因技术育种奠定基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

油葵试管苗及转化所用 pCB302质粒和农杆菌

C58C1均由天津农学院园艺系园林植物实验室提供。

1.2　试验方法

1.2.1　除草剂浓度的筛选　取生长健壮的油葵试管苗 ,

以其茎段为外植体 ,放在含有 0 、1、3 、5 、10 mg/L除草剂

的分化培养基上(MS+KT 0.25 mg/L+IAA 0.5 mg/L)进

行再生芽的诱导。茎段长度为 2 ～ 3 cm ,接种 100块 ,培

养条件为 28℃,24 h 光照 ,光强 2 000 lx 。从接种后每

7 d观察1次 ,主要观察外植体及其伤口部位颜色变化

和愈伤 、再生芽的生长情况。经 28 d培养后 ,对每种处

理的再生率进行统计。

1.2.2　不同外植体的转化　取带有 pCB302质粒的农

杆菌 C58C1工程菌 1个单菌落 ,接种到 LB液体培养基

中过夜振荡培养 ,待其 OD值为 0.4时 ,取出 ,浸染油葵

叶片 、叶柄 、茎段 10 min ,取出 ,用无菌的滤纸吸干多余

的菌液 ,然后放在带有滤纸的 MS 固体培养基上 ,在

28℃黑暗条件下共培养24 h ,共培养后移到含有除草剂
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(3 mg/ L)、羧苄青霉素(500 mg/L)的分化培养基上 ,诱

导转化芽。培养条件为 28℃,24 h光照 ,光强 2 000 lx 。

接种后每 7 d观察 1次。28 d后 ,对每种处理的再生率

进行统计。

1.2.3　不同继代时间的处理　取生长健壮的油葵试管

苗 ,以其茎段为外植体。取带有 pCB302质粒的农杆菌

C58C1的 1个单菌落 ,接种到 LB液体培养基中过夜振

荡培养 , 待其 OD 值为 0.4 时 , 取出 ,浸染油葵茎段

10 min。取出后用无菌滤纸吸取多余菌液 ,将农杆菌处

理好的油葵外植体放28℃黑暗条件下进行共培养 ,共培

养后移到含有除草剂(3 mg/ L)、羧苄青霉素(500 mg/L)

的分化培养基上 ,诱导转化芽。培养条件为 28℃,24 h

光照 ,光强2 000 lx 。从接种后分成 3组 ,分别在培养 7 、

14 、28 d继代1次 ,主要观察外植体及其伤口部位颜色变

化和愈伤 、再生芽的生长情况。经 56 d培养后 ,对每种

处理的再生率进行统计。

2　结果与分析
2.1　除草剂选择压的确定

将非转化的油葵外植体放在不同浓度的除草剂选

择压力下进行培养 ,以筛选出用于基因遗传转化的最适

选择压(除草剂浓度)是转基因筛选的关键。油葵外植

体放入含有不同浓度除草剂的分化培养基下培养 28 d

后的结果见表 1。从表1可以看出 ,在无除草剂时 ,外植

体生长健壮 ,芽的再生率达 100%;除草剂浓度为1 mg/L

时 ,外植体生长健壮 ,芽再生率下降到 68%;当除草剂浓

度为3 mg/ L 时 ,外植体生长停滞 ,但颜色正常绿色 ,再

生率为 0;当除草剂浓度为5 ～ 10 mg/ L时 ,外植体颜色

变黄 ,并随着除草剂浓度的增大 ,变黄并枯死。所以 ,油

葵外植体在除草剂浓度为3 mg/ L时 ,组织颜色正常 ,芽

不能再生 ,再生率为 0 ,确定为油葵基因转化试验的筛选

压力。

　　表1　不同浓度除草剂对油葵外植体芽再生的影响
不同除草剂浓度

/mg·L-1
接种数量 芽再生块数 生长情况

0 100 100 生长健壮

1 100 68 生长健壮

3 100 0 生长停滞

5 100 0 生长停止,颜色变黄

10 100 0 逐渐变黄并枯死

2.2　不同外植体的基因转化率

从表 2可以看出 ,在芽分化培养基上和 3 mg/L除

草剂选择压下 ,不同油葵外植体的芽再生率有较大的差

异:以叶片 、叶柄为外植体获得的芽再生率均为 0 ,而茎

段的转化率达到16.3%,因此茎段是比较理想的转化外

植体。

　　表 2 不同外植体的基因转化率

不同外植体 接种外植体数/个 再生芽数 芽再生率/ %

叶片 110 0 0

叶柄 87 0 0

茎段 98 16 16.3

2.3　不同继代时间对油葵基因转化率的影响

　　从表 3可以看出 ,不同继代时间对油葵基因转化率

的影响较大 ,当继代时间为7 d时 ,接种外植体的芽再生

数量最多 ,转化率最高 ,基因转化率高达 18%;当继代时

间为 14 d时 ,基因转化率仅为 1%,当继代时间为 28 d

时 ,转化率为0。因此 ,在油葵基因转化时 ,继代时间为

7 d最好。

　　表 3　　不同继代时间对油葵基因转化率的影响
不同继代时间/ d 接种外植体数 再生芽数 转化率/ %

7 100 18 18

14 100 1 1

28 100 0 0

3　讨论
在基因转化试验中 ,选用外植体的不同也会影响转

化效果。在该试验中只有采用茎段为外植体时 ,才能获

得较高的转化率。一般认为只有较高的再生率的外植

体在转化试验中才能有较高的转化率 ,然而在实际转化

试验中往往会出现不一致的现象 ,如在该试验中油葵的

叶柄在离体再生培养中获得的再生率高于油葵茎段 ,但

在转化试验中采用茎段获得的转化率却明显高于叶柄。

分析原因主要由于油葵茎段外植体的生长势明显高于

叶柄 ,在转化试验中 ,由于油葵的叶柄生长势较弱 ,在共

培养阶段就有大部分的外植体由于农杆菌的生长迅速

而死亡 ,因此在筛选培养中也有一些不适应抗生素等培

养条件而死亡 ,从而造成其转化率出现明显下降。相

反 ,虽然油葵茎段的再生率不高 ,但由于其生长势较强 ,

在共培养及筛选培养阶段几乎没有出现大量死亡的现

象 ,因此会得到满意的转化效果。通过以上分析 ,在基

因转化研究中选择外植体的类型是很关键的 ,不能只凭

其再生率的高低而决定 ,一定要在试验中进行比较。
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The Transformation System of Oil Sunflower(Helianthus annuus L.)

HUANG Jun-xuan , LI Jian-ke , LI Shuang-yue , LIU Yan-jun , YANG Jing-hui

(Horticultural Department of Tianjin Agricultural College , Tianjin 300384)

Abstract:In order to establish the system of genetic transformation on oil soybean by Agrobacterium medium transforma-

tion of Agrobacterium tumefaciens st rains C58C1 with pCB302 vector , the concentration of herbicide , the selection of

explants and pre-culture were researched.The results showed that more suitable concentration of herbicide was 3 mg/ L ,

the more desirable explants were stems , the more desirable time of pre-culture was 7 days with highest t ransformation

ratio.
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作者简介:黄勇(1981-), 男 ,硕士 , 研究方向为生物资源研究与

开发。

基金项目:文山学院科研基金资助项目(2003201)。

收稿日期:2010-03-31

金线莲组织培养新体系建立及优化

黄 　勇
(文山学院科研处 , 云南文山 663000)

　　摘　要:以滇越金线莲和花叶开唇兰2个金线莲品种为材料进行组织培养 ,旨在完善金线莲

组织培养体系。结果表明:2种金线莲在MS(不加大量元素)+花宝Ⅰ3 g/L+椰子汁 10%的培养

基中种子无菌萌发情况良好;在 MS(不加大量元素)+花宝Ⅰ3 g/ L+蛋白胨 2 g/L+香蕉汁

100 g/ L+活性炭5 g/L的固体培养基和液体培养基中交替进行继代培养生长速度快 、增殖系数

高;练苗移栽后存活率高 、生长情况良好。由此建立并优化了金线莲组织培养体系。

关键词:金线莲;组织培养;离体快繁
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　　金线莲为兰科(Orchidaceae)开唇兰属(金线莲属)

(Anoectochi lus Blume)多年生草本植物。该属植物有 40

多种 ,分布于亚洲热带地区至大洋洲 ,我国20种 ,2个变

种
[ 1]
。金线莲为名贵中草药 ,享有“药王”等美誉。但其

种子在自然条件下萌发率极低 ,加上长期采挖 ,种质资

源稀缺 ,已濒临灭绝。为此 ,已有研究利用组织培养这

一生物技术手段对其种质资源进行抢救性地保存
[ 2-4]

。

但研究多以茎段为材料 ,且技术还不甚完善。该研究以

滇越金线莲和花叶开唇兰 2个金线莲品种
[ 5]
果实为外

植体进行组织培养 ,以期建立完善的金线莲组织培养

体系。

1　材料与方法
1.1　试验材料

文山野生滇越金线莲和花叶开唇兰 2个金线莲

品种。
1.2　试验方法

1.2.1　种子无菌萌发　将成熟而未开裂的金线莲果实

用 0.1%HgCl2消毒10 min ,无菌水冲洗 5～ 6次。果实
破开后将种子均匀地抖落在 1/2MS 、1/2MS+10%CM

(椰子汁)、VW 、VW+10%CM 、MS(不加大量元素)+

HyponexⅠ(花宝Ⅰ)、MS(不加大量元素)+HyponexⅠ+
10%CM 、KC 、KC+10%CM 8种培养基中进行种子无

菌萌发试验 ,观察其萌发情况。视果实大小每个果实可

接种 3 ～ 6瓶。培养基 pH 5.6 ～ 5.8 ,以琼脂 7 g/L 固

化 ,培养条件为温度(25±2)℃,光照强度 1 000 lx ,光周
期 12 h/d(下同)。

1.2.2　继代培养　将种子萌发后的幼苗接种到附加不

同浓度激素(6-BA 、NAA)和添加物(HyponexⅠ、蛋白胨、

香蕉汁(BJ)、活性炭(AC))的培养基上进行继代培养 ,观
察其生长情况。

1.2.3　练苗移栽　继代培养多次后 ,将培养瓶移到室外

打开瓶盖练苗3 ～ 5 d ,然后洗去小苗基部的残留培养基 ,
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