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羧苄青霉素对几种浆果分化及生长的影响研究
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　　摘　要:研究了羧苄青霉素对蓝莓 、树莓及蔓越莓 3种浆果不同外植体的再生 、生长的影响

及对农杆菌的抑制作用。结果表明:在分化阶段蓝莓与树莓羧苄青霉素浓度应在200 ～ 300 mg/kg ,而

且继代时间应在7 d ,而蔓越莓可以采用 400 mg/kg ,继代时间可在7 ～ 14 d;在生根阶段3种植物

羧苄青霉素浓度应在200 mg/kg以下。
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　　蓝莓 、树莓及蔓越莓是稀有的保健果品 ,风味独特 、

美味 ,还具有观赏价值 ,近几年已被广泛栽培 ,关于它们

的育种工作也正在进行[ 1] 。由于这 3种浆果都从野生

驯化而来 ,种质资源贫乏 ,要引入新的品种性状通过杂

交培育十分困难 ,而采用现代分子育种技术会很容易增

加它的品种特性 ,使其能广泛栽培与推广成为可能。目

前关于这 3种浆果的转基因研究还未见报道。但是由

于植物转基因技术体系影响因素多且因素之间又可能

互相作用 ,所以造成了转化频率较低、重复性差等缺点 ,

其中一个重要的影响因素就是抗生素。在植物基因转

化过程中 ,为抑制农杆菌生长 ,防止因其过度生长而产

生污染 ,常在培养基中添加抑菌性抗生素。为了适当运

用抗生素 ,就需要对抗生素的使用浓度进行敏感性测

定
[ 2]
。现以蓝莓 、树莓及蔓越莓 3种浆果的茎段为外植

体就不同浓度的羧苄青霉素对它们分化 、生长及对农杆

菌有效抑制的影响进行试验 ,以获取可靠的试验结果 ,

旨在为今后的转化研究提供参考数据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试的蓝莓 、树莓及蔓越莓组培苗由天津农学院园

林植物实验室提供。根癌农杆菌 LBA4404及 C58由该

实验室保存。抗生素均购于鼎国生物技术公司。

1.2　试验方法

1.2.1　培养基　蓝莓、树莓及蔓越莓茎段分化培养基:

MS+KT 0.25 mg/L+IAA 0.5 mg/L+蔗糖3%+琼脂

0.65%;伸长培养基:1/2MS+IAA 0.25 mg/L +蔗糖

3%+琼脂0.65%;生根培养基:1/2MS+NAA 0.2 mg/L+

蔗糖3%+琼脂 0.65%。培养基经高压灭菌 ,待其温度

降至 50℃以下但未凝固之前加入抗生素 ,充分摇匀 ,冷

凝后待用。

1.2.2　不同浓度羧苄青霉素对蓝莓 、树莓及蔓越莓茎段

分化及试管苗生根的影响　取未经转化的蓝莓 、树莓及

蔓越莓组培苗 ,接种在含羧苄青霉素浓度梯度的分化和

生根培养基上 ,分别观察茎段或试管苗的生长状况 ,经

21 d后进行调查统计。羧苄青霉素的浓度为 0 、200、

400、600 、800 mg/L。每处理接种 5瓶 ,每瓶 10个切段 ,

3次重复 ,置 28℃培养 ,光照强度 2 000 lx ,光照时间

24 h/d。定期观察外植体的生长情况。

1.2.3　不同浓度羧苄青霉素对 2种农杆菌抑制效果测

定　挑取农杆菌 LBA4404及 C58单菌落分别接种到

YEB液体培养基中 ,在摇床上过夜培养 ,当菌液的 OD

值为0.4时取出 ,浸染蓝莓 、树莓及蔓越莓的茎段外植体

10 min后 ,取出外植体 ,用滤纸吸干。将经农杆菌处理

的蓝莓 、树莓及蔓越莓的茎段接入含有不同浓度羧苄青

毒素的分化培养基中培养 40 d ,逐日观察并记录农杆菌

的生长情况。

2　结果与分析
2.1　羧苄青霉素对蓝莓、树莓及蔓越莓茎段分化影响

21 d后对蓝莓 、树莓及蔓越莓茎段分化的情况进行

了统计。从表 1 可知 ,在羧苄青霉素的浓度低于 200

mg/kg 时 ,3种植物的分化率都能达到100%,而且分化

的芽生长情况也都很正常;但羧苄青霉素的浓度高于
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200 mg/kg时 ,情况就发生了变化 ,只有蔓越莓的分化率

及生长情况没受影响 ,蓝莓与树莓都在不同程度上受到

了影响 ,其中树莓的影响最大 ,当羧苄青霉素的浓度达

到600 mg/kg 时 ,分化的芽开始出现死亡的现象 ,因此

蓝莓 、树莓的羧苄青霉素的用量应低于 200 mg/kg较为

理想 ,而蔓越莓则可以适当增加到400 mg/kg以上。

　　表 1　羧苄青霉素对3种浆果茎段分化率影响 %

品种
羧苄青霉素浓度/mg·kg-1

0 200 400 600 800

蓝莓 100(+) 100(+) 78(0) 23(0) 12(0)

树莓 100(+) 100(+) 34(0) 21(-) 0

蔓越莓 100(+) 100(+) 100(+) 100(+) 100(0)

　　注:+表示分化出的芽生长正常;0表示分化出的芽生长停止;-表示分化出的

芽萎蔫或死亡。

2.2　羧苄青霉素对蓝莓、树莓及蔓越莓组培苗生根影响

由表 2可知 ,在羧苄青霉素的浓度低于 100 mg/kg

时 ,3种植物的生根率都能达到 100%,而且植株生长情

况也都很正常;但羧苄青霉素的浓度高于 100 mg/kg

时 ,情况就发生了变化 ,只有树莓的分化率在 400 mg/kg

时没受影响 ,蓝莓与蔓越莓都在不同程度上受到了影

响 ,其中蓝莓的影响最大 ,当羧苄青霉素的浓度达到200

mg/kg 时 ,蓝莓的生根率就开始下降 ,因此蓝莓 、蔓越莓

的羧苄青霉素的用量应低于 200 mg/kg 较为理想 ,而树

莓则可以适当增加到200～ 400 mg/kg之间。

　　表 2　羧苄青霉素对3种浆果组培苗生根率影响 %

品种
羧苄青霉素浓度/mg·kg-1

0 200 400 600 800

蓝莓 100(+) 67(+) 73(0) 11(0) 0

树莓 100(+) 100(+) 100(0) 56(-) 0

蔓越莓 100(+) 100(+) 89(+) 23(+) 0

　　注:+表示植株生长正常;0表示植株生长停止;-表示植株萎蔫或死亡。

2.3　不浓度羧苄青霉素对农杆菌抑制效果

经过农杆菌处理的3种浆果外植体 ,在分化培养基

上生长 40 d后 ,对每种处理出现肉眼能够发现的农杆菌

菌落情况统计结果见表 3 、4。由表 3可知 ,不浓度羧苄

青霉素对农杆菌 LBA4404抑制效果在 3种浆果上表现

不同 ,其中蓝莓与蔓越莓的抑菌效果明显好于树莓;从

每种植物上出现的菌落来看 ,在羧苄青霉素浓度低于

200 mg/kg 时 ,3种植物出现菌落的时间都不超过 7 d ,

而当羧苄青霉素浓度达到 400 mg/kg 时 ,3种植物出现

菌落的时间都超过14 d ,因此在3种植物转化培养中羧

苄青霉素浓度在400 mg/kg时 ,继代时间应控制在14 d。

当羧苄青霉素浓度达到600 mg/kg 以上时 ,虽然出现菌

落的时间延长至 30 d左右 ,但从外植体的生长来看 ,基

本生长停止或死亡。

从表 4可以看出 ,不浓度羧苄青霉素对农杆菌 C58

抑制效果在 3种浆果上表现基本相同 ,其中蓝莓与蔓越

莓的抑菌效果略好于树莓;从每种植物上出现的菌落来

看 ,在羧苄青霉素浓度低于200 mg/kg时 ,3种植物出现

菌落的时间都不超过7 d ,而当羧苄青霉素浓度达到 400

mg/kg 时 ,3种植物出现菌落的时间都在 14 d左右 ,因

此在 3种植物转化培养中羧苄青霉素浓度在400 mg/kg

时 ,继代时间应控制在 10 d以下。当羧苄青霉素浓度达

到 600 mg/kg 以上时 ,虽然出现菌落的时间延长至 20 d

以上 ,但从外植体的生长来看 ,基本生长停止或死亡。

　　表 3　羧苄青霉素对农杆菌 LBA4404抑制效果 d

品种
羧苄青霉素浓度/mg·kg-1

0 200 400 600 800

蓝莓 2 7 20 30 32

树莓 1 7 16 19 19

蔓越莓 2 5 23 32 33

　　注:表中数据为出现菌落的天数,表 4同。

　　表 4　羧苄青霉素对农杆菌 C58抑制效果 d

品种
羧苄青霉素浓度/mg·kg-1

0 200 400 600 800

蓝莓 1 5 15 26 30

树莓 1 4 13 20 21

蔓越莓 1 5 16 28 33

　　以上 3种植物进行基因转化过程中 ,如果以茎段为

外植体 ,在分化阶段蓝莓与树莓羧苄青霉素浓度应在

200～ 300 mg/kg ,而且继代时间应在 7 d ,而蔓越莓可以

采用 400 mg/kg ,继代时间可在 7 ～ 14 d;在生根阶段 3

种植物羧苄青霉素浓度应在200 mg/kg 以下 ,由于在生

根阶段农杆菌基本被抑制 ,为了利于生根 ,可适当延长

继代时间直到可以移栽。

3　结论与讨论
从试验结果可以看出 ,羧苄青霉素对 3种植物的分

化及生根的影响不同 ,分析原因可能由于不同植物对羧

苄青霉素的忍耐程度不同所致[ 3-5] ,因此在进行基因转

化试验时一定要对所用外植体进行羧苄青霉素的耐受

性检测 ,以便获得准确的用量 ,提高转化率。同时植物

在生根培养时对羧苄青霉素的反应要强于分化阶段 ,因

此在生根阶段可适当降低其用量。

比较羧苄青霉素对农杆菌 LBA4404与C58的抑制

效果来看 ,农杆菌 LBA4404更容易抑制生长[ 6] ,因此 ,在

基因转化试验中应根据所用农杆菌的菌株不同 ,所用羧

苄青霉素的浓度及继代时间都应做出相应的调整。此

外 ,影响羧苄青霉素对农杆菌的抑制效果的因素还很

多 ,如侵染时菌液的浓度 、时间以及共培养时间等

因素
[ 7]
。
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Abstract:The research aimed to provide references for further study of gene transformation of blueberry , raspberry and

cranberry in Agrobacterium-mediated t ransformation.Effects of carbenicillin on the growth and differentiation of various

explants of three berries were studied , and the inhibitive effects of carbenicillin upon Agrobacterium tumefaciens also

were studied.The results showed that the optimum concentrations of carbenicillin on stage of dif ferentiation of blueberry

and raspberry was 200 ～ 300 mg/kg , and the time of subculture was 7 days;The optimum concentrations of carbenicillin

on stage of differentiation of cranberry w as 400 mg/kg , and the time of subculture was 7 ～ 14 days;The optimum concen-

tration of carbenicillin on stage of rooting of three berries was under 200 mg/kg 。
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　　摘　要:利用野生广东石斛种子 ,经无菌播种在MS+香蕉70 g/ L+AC 3 g/ L+蔗糖30 g/L ,

琼脂 7.0 g/L , pH 5.4 ,种子萌发后形成大量 PLBS需要 110 d左右。这些 PLBS在培养基MS+

BA 0.1 mg/ L+NAA 0.2 mg/L上繁殖系数为6.0以上。而PLBS在培养基 1/4MS+香蕉70 g/

L+AC 1 g/L分化成细小植株后 ,再经 1/2MS+香蕉 70 g/ L+NAA 0.5 mg/L+AC 0.3 g/ L培

养后形成完整植株。播种苗在温室中用水草种植其成活率 100%。

关键词:广东石斛;种子;繁殖
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　　广东石斛(Dendrobium wilsonii Rolfe)又名白花铜

皮石斛 ,茎直立或斜立 ,细圆柱形 ,通常长 10 ～ 30 cm ,粗

4～ 6 mm ,不分枝 ,节间长 1.5 ～ 2.5 cm 。叶革质 ,二列 、

数枚 ,互生于茎的上部 ,狭长圆形 ,叶鞘革质。总状花序

1 ～ 4个 ,从落了叶的老茎上部发出 ,具 1～ 2朵花;长 4～

7 mm ,花大 ,8～ 9 cm ,乳白色 ,开展;中萼片长圆状披针

形;侧萼片三角状披针形 ,与中萼片等长;花瓣近椭圆

形;唇瓣卵状披针形 ,比萼片稍短而宽得多 ,唇盘中央具

1个黄绿色的斑块 ,密布短毛
[ 1-2]

。广东石斛全株入药 ,

有养气 、化痰、镇静之功效 ,常用以制作环草石斛 、黄草

石斛
[ 3-4]

,具有较高的药用价值 ,由于原始资源的极度破

坏 ,导致野生广东石斛已经濒临灭绝。
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