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农杆菌介导的几丁质酶基因和

β－１，３－葡 聚 糖 酶 基 因 转 化 辣 椒 研 究
谢 立 波，郭 亚 华，王 　 雪，高 永 利，周 　 宇

（黑龙江省农业科学院 园艺分院，黑龙江 哈尔滨１５００６９）

　　摘　要：以苗龄７～１０ｄ的辣椒组培苗为被侵染的外植体，通过农杆菌介导几丁质酶基因和

β－１，３－葡聚糖酶基因，研究基因型、外植体类型、抗生素浓度对辣椒遗传转化的影响，以期获得抗
真菌病的转基因辣椒植株。结果表明：不同基因型间、外植体类型、抗生素种类和浓度对辣椒的
遗传转化影响存在较大差异。以几丁质酶和β－１，３－葡聚糖酶为目的基因，应用根癌农杆菌介导法
对辣椒进行了遗传转化，获得了３株抗性植株。
关键词：几丁质酶基因；β－１，３－葡聚糖酶基因；辣椒；转化
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　　辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ　ａｎｎｕｕｍ Ｌｉｎｎ）是茄科辣椒属植
物，果实内含有丰富的维生素Ｃ、蛋白质、糖类等营养
物质，深受人们喜爱。辣椒在我国的栽培面积较大，是
世界主要的辣椒出口国。但是一直以来各种病害的大
量发生给辣椒生产造成了极大的影响，大大地降低了
其产量和品质［１－２］。随着分子生物学技术的快速发展，
运用基因工程技术改良植物的抗病性已成为作物抗病

育种的重要途径。
几丁质酶和β－１，３－葡聚糖酶是绝大多数真菌细胞

壁的主要成分，存在于大多数植物细胞中，属于ＰＲ蛋
白，通常植物体内的几丁质酶和β－１，３－葡聚糖酶只有
低水平的组成型表达［３－４］。但在病原菌侵染、诱导物处
理和各种伤害时可诱导产生几丁质酶和β－１，３－葡聚糖
酶，积累在侵入植物体内的菌丝周围，抑制菌丝生长和
孢子的萌发［５］。该研究通过农杆菌介导法将几丁质酶
基因和β－１，３－葡聚糖酶基因导入辣椒，以期获得抗真
菌病的转基因辣椒植株，为辣椒的抗病分子育种提供
基础材料和理论依据，从而为解决辣椒抗真菌病的问
题探索新途径。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　植物材料、质粒和菌株　辣椒品种１号、２号、３
号，由黑龙江省农业科学院园艺分院生物技术室提供。
菌种为根癌农杆菌ＬＢＡ４４０４（Ｒｉｆ　Ｒ）；质粒为ｐＢＬＧＣ
（ｋｍＲ）上构建有几丁质酶基因和β－１，３－葡聚糖酶基因。
菌种与质粒均由哈尔滨师范大学生物系遗传研究室

提供。
１．１．２　培养基　辣椒组织培养基：ＭＳ培养基；预培养
和共培养培养基均为：ＭＳ＋６－ＢＡ　５ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ
０．２ｍｇ／Ｌ；脱菌培养基：ＭＳ＋６－ＢＡ　５ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ
０．２ｍｇ／Ｌ＋不同浓度的 Ｋｍ和Ｃｅｆ；生根培养基：ＭＳ＋
ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ＋不同浓度的 Ｋｍ和Ｃｅｆ；农杆菌培养
基：ＹＥＢ培养基。
１．２　试验方法
１．２．１　材料处理　选取籽粒饱满的辣椒种子，在５０℃
热水中浸泡１ｈ，期间轻轻摇动，然后于３０℃水中浸种
４８ｈ。用７０％乙醇消毒，同时用２０％ ＮａＣｌＯ溶液浸泡
２０ｍｉｎ，然后无菌水冲洗４次，冲洗后用无菌吸水纸吸
干水分，播种于 ＭＳ培养基上，２８℃暗培养３ｄ，然后移
至光照条件下继续培养，每天光照１６ｈ，光照强度为
１　６００～１　８００ｌｘ，培养温度为（２６±１）℃。取苗龄为７～
１０ｄ的动苗作为被侵染的外植体。
１．２．２　基因型和外植体类型的影响　采用１号、２号
和３号３种基因型作为转化受体。同时对３种不同的
外植体类型进行不定芽诱导，包括子叶节、子叶和下胚
轴３种转化受体的筛选。
１．２．３　辣椒对Ｋｍ的敏感性试验　芽分化阶段Ｋｍ
浓度的确定：初步筛选浓度试验：取７～１０ｄ苗龄的辣
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椒子叶和下胚轴各２０块接种于含Ｋｍ浓度为０、２５、

５０、７５、１００ｍｇ／Ｌ的诱导愈伤组织培养基上，３次重复，

１４ｄ后继代于分化培养基上，３周后统计分化结果。
最终筛选浓度的确定：以初步筛选结果为基础，进行第
２次浓度梯度设计，设０、３０、４０、５０、６０ｍｇ／Ｌ　５个梯度，
方法同上，３周后统计不同处理的分化结果。生根过
程中Ｋｍ浓度的确定：当芽长至２～３ｃｍ时在超净工
作台上切下，然后接种于生根培养基上，同时设置不同
的Ｋｍ浓度，分别为０、５、１０、１５、２０ｍｇ／Ｌ，同时观察并
记录生根情况。

１．２．４　抑菌试验　挑取农杆菌单菌落接种于含有抗
生素的ＹＥＢ液体培养基中培养（２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ），当
ＯＤ６００值测定约０．５时，对预培养２ｄ的辣椒子叶进行
菌液侵染，共培养２ｄ后，将１号、２号辣椒子叶外植体
转移到含有不同浓度和不同种类脱菌剂的脱菌培养基

上培养，观察各种抗生素对农杆菌的抑菌效果，记录培
养基上出现肉眼可见的菌落的时间，并调查子叶生长
情况。

１．２．５　转基因植株的ＰＣＲ检测　以遗传转化后获得

的再生植株叶片作为检测用材料。ＰＣＲ引物的合成及
分子生物学试剂均由上海中科开瑞生物芯片科技股份

有限公司提供。其中几丁质酶基因引物１的序列为
５′－ＣＡＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＧＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＴＣＡ－３′引物２的序
列为５′－ＣＣＧＡＧＣＴＣＴＴＡＡＧＡＡＡＧＴＡＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧ－３′。

β－１，３ 葡 聚 糖 酶 基 因 引 物 １ 的 序 列 为
５′－ＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＣＣＡＴＧＧＣＴＧＣＴＡＴＣＡＣＡＣＴＧＣ－３′；引
物２的序列为５′－ＣＧＧＴＣＧＡＣＣＴＡＣＣＡＴＣＴＣＡＣＴＴＡＣＧＡＧＡ－３′。

２　结果与分析
２．１　外植体类型对转化的影响
由表１可知，由于外植体的类型不同，分化率差异

较为显著，其中在同一基因型中子叶节、子叶的分化率
最高，下胚轴最低。但继代培养后发现，子叶节上再生
的芽伸长困难，并且畸形芽较多，这也许是由于每一子
叶节上形成的芽数量较多的原因；而子叶和下胚轴上再
生的芽伸长较为容易，并且芽生长正常。但下胚轴的分
化率偏低，因此在以后的遗传转化中，主要选用子叶作
为转化受体，下胚轴次之。

　　表１ 外植体类型对辣椒再生频率的影响

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｐｌａｎｔｓ　ｏｎ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ｐｅｐｐｅｒ

外植体类型

Ｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔ

接种外植体数

Ｎｏ．ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔ　ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

分化外植体数

Ｎｏ．ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ

分化率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ／％
１号 Ｎｏ．１　 ２号Ｎｏ．２　 ３号Ｎｏ．３　 １号 Ｎｏ．１　 ２号Ｎｏ．２　 ３号Ｎｏ．３　 １号 Ｎｏ．１　 ２号Ｎｏ．２　 ３号Ｎｏ．３

子叶节Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ｎｏｄｅ　 ６０　 ６０　 ６０　 ６０　 ６０　 ５５　 １００　 １００　 ９０．９

子叶Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　 ６０　 ６０　 ６０　 ６０　 ６０　 ５３　 １００　 １００　 ８８．３

下胚轴 Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ　 ６０　 ６０　 ６０　 ３４　 ３３　 ３２　 ５６．７　 ５５　 ５３．３

２．２　基因型类型对转化的影响
由表２可知，不同基因型之间子叶和下胚轴的不

定芽分化率不同，其中供试品种１号、２号与３号再生
频率存在较大的差异，而且不同基因型的同一种外植
体再生频率差异较为显著，１号品种的子叶和下胚轴

分化率分别为１００％和５６．７％；２号品种的子叶和下胚
轴分化率分别为１００％和５５％；３号品种子叶和下胚轴
分化率分别为８８．３％和５３．３％。１号、２号子叶再生
频率与３号相比较高。

　　表２ 不同基因型对辣椒再生频率的影响

　　Ｔａｂｌｅ　２ Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｇｅｎｅｔｙｐｅｓ　ｏｎ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ｐｅｐｐｅｒ

基因型

Ｇｅｎｅ　ｔｙｐｅ

接种外植体数

Ｎｏ．ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

分化外植体数

Ｎｏ．ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ

分化率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ／％
子叶Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ 下胚轴 Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ 子叶Ｃｏｔｙｌ－ｅｄｏｎ 下胚轴 Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ 子叶Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ 下胚轴 Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ

１号 Ｎｏ．１　 ６０　 ６０　 ６０　 ３４　 １００　 ５６．７

２号Ｎｏ．２　 ６０　 ６０　 ６０　 ３３　 １００　 ５５

３号Ｎｏ．３　 ６０　 ６０　 ５３　 ３２　 ８８．３　 ５３．３

２．３　辣椒对Ｋｍ的敏感性试验
２．３．１　芽分化阶段Ｋｍ浓度的确定　初步筛选试验
时，Ｋｍ设０、２５、５０、７５、１００ｍｇ／Ｌ　５个浓度梯度。在
Ｋｍ为５０、７５、１００ｍｇ／Ｌ的培养基上，辣椒１号、２号和
３号子叶培养３周以后无任何愈伤和芽产生，并且逐
渐黄化死亡。Ｋｍ浓度越高，黄化速度越快。而对照
子叶３周后仍然为绿色，且分化大量愈伤组织，继代培
养分化大量芽。由表３可知，Ｋｍ为２５ｍｇ／Ｌ时，辣椒

子叶分化受到明显抑制。当Ｋｍ为５０ｍｇ／Ｌ时，则完
全抑制愈伤组织的分化。因此，在此基础上，重新设置
浓度梯度，分别为０、３０、４０、５０、６０ｍｇ／Ｌ。

　　由图１可看出，不同基因型对Ｋｍ的敏感性不同。
在Ｋｍ为４０ｍｇ／Ｌ时，３号的子叶出愈率均为０，而１
号、２号子叶出愈率分别为２３．５％和１６．９％。这说明３
号对Ｋｍ敏感。因此，Ｋｍ使用浓度确定为：１号子叶为
５０ｍｇ／Ｌ；２号子叶为５０ｍｇ／Ｌ，３号子叶为４０ｍｇ／Ｌ。
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　　表３ 卡那霉素浓度梯度初步试验

　　Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｐｒｉｍａｒｙ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｋａｎａｍｙｃｉｎ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
Ｋｍ浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｋａｎａｍｙｃｉｎ／ｍｇ·Ｌ－１
子叶出愈率

Ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ／％
１号 ２号 ３号

０　 １００　 １００　 ８８．３
２５　 ９１．３　 ８８．９　 ４１．７
５０　 ０　 ０　 ０
７５　 ０　 ０　 ０
１００　 ０　 ０　 ０

图１　卡那霉素对辣椒子叶分化愈伤组织的影响
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｋａｎａｍｙｃｉｎ　ｏｎ　ｃａｌｌｕｓ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ｏｆ　ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ　ａｎｄ　ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ｆｒｏｍ　ｐｅｐｐｅｒ

２．３．２　不定芽生根阶段Ｋｍ筛选浓度的确定　只在
不定芽分化阶段探讨Ｋｍ的适宜浓度来进行一次性
筛选，效果不理想，容易增加假阳性抗性芽的获得。
在生根阶段，试验将Ｋｍ设０、５、１０、１５、２０ｍｇ／Ｌ　５个
浓度梯度来探讨其对不定芽生根的影响。由表４可
知，对照的生根率为７６．７％；当 Ｋｍ浓度为５ｍｇ／Ｌ
时，不定芽生根率明显受到抑制，下降到３０％；Ｋｍ浓

度达到１５ｍｇ／Ｌ时，则完全抑制不定芽的生根，接种
的不定芽全部没有生根，随着培养时间的延长，不定芽
逐渐黄化死亡。另外发现，在加Ｋｍ的培养基和对照
上，不定芽生根部位明显不同。只要培养基里含有
Ｋｍ，根则从不定芽基部的培养基上方长出，而对照上
的根从培养基中长出，这表明不定芽的根对Ｋｍ极为
敏感。因此确定不定芽生根阶段时卡那霉素的筛选压
力为１５ｍｇ／Ｌ。

　　表４ 卡那霉素对不定芽生根的影响

　　Ｔａｂｌｅ　４ Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｋａｎａｍｙｃｉｎ　ｏｎ

ｒｏｏｔ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄ

Ｋｍ浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆＫａｎａｍｙｃｉｎ／ｍｇ·Ｌ－１

接种芽数

Ｎｏ．ｏｆ　ｓｈｏｏｔｓ

ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ／个

生根不定芽数

Ｎｏ．ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔｓ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ／个

生根率

Ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ／％

０　 ３０　 ２３　 ７６．７
５　 ３０　 ９　 ３０
１０　 ３０　 １　 ３．３
１５　 ３０　 ０　 ０
２０　 ３０　 ０　 ０

２．４　抗生素对辣椒愈伤组织的诱导和分化的影响
由表５可知，抗生素浓度越高，则抑菌时间越长。

而且对于进口和国产抗生素，当头孢霉素的浓度为
３００ｍｇ／Ｌ，均可以在１０ｄ内抑制农杆菌的生长，并且
进口抗生素抑菌的效果较好，可达到１５ｄ以上。当国
产头孢霉素为４００ｍｇ／Ｌ时，抑菌时间达到１５ｄ以上。
所以，在选用抗生素抑菌时，进口抗生素使用浓度选用
３００ｍｇ／Ｌ，而国产抗生素浓度选用为４００ｍｇ／Ｌ，并且
只要接种后２周转移１次即可，若不及时转移，则可能
因抗生素２０ｄ后效力减弱，农杆菌会过度繁殖。

　　表５ 抗生素对农杆菌抑制效果

　　Ｔａｂｌｅ　５ Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ　ｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｒｏｗｔｈ

抗生素种类

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

浓度Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２００ｍｇ／Ｌ　 ３００ｍｇ／Ｌ　 ４００ｍｇ／Ｌ　 ５００ｍｇ／Ｌ

子叶Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ 子叶Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ 子叶Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ 子叶Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ

１号 Ｎ０．１ ２号 Ｎ０．２ １号 Ｎ０．１ ２号 Ｎ０．２ １号 Ｎ０．１ ２号 Ｎ０．２ １号 Ｎ０．１ ２号 Ｎ０．２

Ｃｅｆ（进口Ｉｍｐｏｒｔ） ＋４ ＋３ ＋１７ ＋１６ － － － －
Ｃｅｆ（国产Ｄｏｍｅｓｔｉｃ） ＋３ ＋３ ＋１３ ＋１４ ＋１８ ＋１８ － －

　　注：“＋”表示有农杆菌；“－”表示无农杆菌；“＋”后数字为农杆菌长出时间（ｄ）。

Ｎｏｔｅ：‘＋’ｓｈｏｗ　ｈａｖｅ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ；‘－’ｓｈｏｗ　Ｎｏ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ；ｆｉｇｕｒｅ　ａｆｔｅｒ‘＋’ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｄｅｖｅｌｏｐ　ｔｉｍｅ（ｄ）ｏｆ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ．

２．５　转基因植株的ＰＣＲ检测
以转基因辣椒的总ＤＮＡ为摸板，以质粒ＤＮＡ为

阳性对照，未转化辣椒ＤＮＡ为阴性对照，对转基因株
系进行ＰＣＲ鉴定。鉴定结果见图２和图３，阳性对照
及转基因株系均扩增出０．９ｋｂ和１．１ｋｂ左右的专一
条带，而阴性对照都没有扩增出相应条带，这初步证明
几丁质酶基因和β－１，３葡聚糖酶基因已经整合到辣椒
基因组中。同时对辣椒１３株转化株进行ＰＣＲ检测，

结果发现，在１３株转化株有３株阳性株，阳性率为
２３．０８％。

３　讨论
３．１　抗生素浓度对芽再生的影响
该试验结果表明，芽分化阶段Ｋｍ的致死浓度分

别为１号子叶为５０ｍｇ／Ｌ，２号子叶为５０ｍｇ／Ｌ，而３
号子叶为４０ｍｇ／Ｌ，不定芽生根阶段对Ｋｍ极为敏感，

９９
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致死浓度为１５ｍｇ／Ｌ。该研究的致死浓度比文献报道
的都低，这可能与辣椒的基因型和抗生素的来源有关。
王永勤等认为，筛选压力不宜确定为外植体的致

死浓度［６］，筛选压力应该以能够可以抑制大部分不定
芽分化的浓度为宜。这主要是由于农杆菌的侵染过程
可以使植物细胞受到伤害，而没有转化细胞的全部死
亡会使转化细胞得不到营养而死亡；另外外源基因在
植物体内表达需要时间，转化细胞中的外源基因如果
还没及时表达即被全部杀死，因而不能得到转化植株。

图２　转基因植株ＰＣＲ检测（几丁质酶基因）

　　注：１：阴性对照；２、３、４：转基因植株；５：阳性对照。

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｇｅｎｏｓｉｓ　ｐｌａｎｔ（ｃｈｉｔｉｎａｓｅｓ　ｇｅｎｅ）

Ｎｏｔｅ：１：ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；２，３，４：ｔｒａｎｓｇｅｎｏｓｉｓ　ｐｌａｎｔ；５：ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ．

图３　转基因植株ＰＣＲ检测（β－１，３葡聚糖酶基因）

　　注：１：阴性对照；２：阳性对照；３、４、５：转基因植株。

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｇｅｎｏｓｉｓ　ｐｌａｎｔ（β－１，３－ｇｌｕｃａｎａｓｅ）

　 　 Ｎｏｔｅ：１：Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；３，４，５：

Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｓｉｓ　ｐｌａｎｔ．

３．２　抑菌剂的选择和浓度的确定
采用农杆菌介导转化法，在培养过程中必须使用

抗生素以抑制农杆菌的生长。头孢霉素是目前使用较
多的抑菌抗生素。该试验发现，国产的头孢霉素抑菌
效果与进口的抗生素相似，均能抑制住农杆菌的生长，
只是国产抗生素的使用浓度相对高于进口抗生素的使

用浓度。但国产的头孢霉素能很好地抑制农杆菌生
长，并且随着抗生素浓度的增加，抑菌效果增强，而外
植体的出芽率也明显下降。并且在辣椒遗传转化中，
要使用大量的抗生素，但是进口抗生素价格昂贵，因此
建议以国产抗生素替代进口抗生素，从而降低试验费
用。要达到既能很好地抑制农杆菌的生长，又能尽可
能地减少对外植体的伤害，最好使用头孢霉素来除菌，
使用浓度为３５０ｍｇ／Ｌ。

３．３　基因工程防治真菌病害的策略及存在的问题
几丁质酶基因转入植物防治真菌病害被广泛研

究。几丁质酶具有抗真菌活性，相继报道不同来源的
几丁质酶基因对立枯丝菌等２０多种真菌表达出体外
抑菌活性［７］。但由于单个基因的抑菌谱窄或选择性抑
菌等原因，有时即使转化成功，获得的转基因植株抗病
性也不太理想。生物体的多数性状都是由多基因控制
的，因此，要获得能同时抗几种病菌或对某种病菌有较
完全抗性的植株，最好同时导入多个目的基因。
几丁质酶基因和β－１，３－葡聚糖酶可直接破坏真菌

顶端生长平衡，核糖体灭活蛋白阻碍真菌蛋白质的合
成。蓝海燕等［８］将组成型表达几丁质酶和β－１，３－葡聚
糖酶的双价植物表达载体转化油菜，转基因植株活体
接种油菜菌核病菌，转基因植株比对照显示较强抗病
性。由于该试验中，获得的转化植株数量有限，用于测
定的植株数偏小，所以抗病性无法进行统计学分析。
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不同品种菊花组织培养比较研究

丁 世 民１，王 泽 宇２，宋 健 云３，朱 明 辉４，郝 会 军１
（１．潍坊职业学院 园林工程系，山东 潍坊２６１０３１；２．山东农业大学，山东 泰安２７１０００；３．诸城市园林处，山东 诸城２６２２００；４．海阳市园林处，山东 海阳

２６５１００）

　　摘　要：以“大地红”、“金丝菊”、“红线金钩”、“天王山”、“风清月白”、“东海月”、“富士丽花”、
“北京红”、“彩霞万缕”、“金龙盘红”、“光辉”、“金钩挂月”、“星火”、“墨荷”、“美国粉”、“绿牧丹”、“满
江红”、“红世界”、“清水岸”、“绿朝云”２０个菊花品种为试材，以菊花的花蕾作为外植体，在相同的
培养条件下，对不同菊花品种愈伤组织的诱导、丛生芽的诱导及生根状况进行研究。结果表明：
不同的菊花品种无菌繁殖系的建立、愈伤组织的诱导、芽的诱导以及生根状况都存在着较大的
差异。
关键词：菊花；花蕾；组织培养
中图分类号：Ｓ　６８２．１＋１　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１１）２３－０１０１－０３

　　菊花为菊科菊属多年生宿根花卉，原产我国，是世
界四大切花之一。近年来，随着世界花卉业的发展和
人们物质生活水平的提高，通过传统的扦插、嫁接等繁
殖方法已不能满足人们的需要，而组织培养方法不仅
繁殖系数高、繁殖速度快，而且还可以进行品种的脱毒
复壮、种质资源保存等。菊花的花蕾发育程度较高，由
它经组织培养形成的幼苗，能够较好的保持原品种的
优良特性。该试验通过对不同品种菊花花蕾的组织培
养，研究不同品种菊花在相同培养条件下的差异性。

１　材料与方法
１．１　试验材料
试验用菊花取自潍坊职业学院菊花品种资源圃，

选取菊花花蕾作为试验外植体，不同品种菊花名称及
代码见表１。
　　表１ 不同品种菊花名称及代码

品种名 代码 品种名 代码

“大地红” Ａ “光辉” Ｋ
‘金丝菊’ Ｂ “金钩挂月” Ｌ
‘红线金钩’ Ｃ “星火” Ｍ
‘天王山’ Ｄ “墨荷” Ｎ
‘凤清月白’ Ｅ “美国粉” Ｏ
‘东海月’ Ｆ “绿牧丹” Ｐ
‘富士丽花’ Ｇ “满江红” Ｑ
‘北京红’ Ｈ “红世界” Ｒ
‘彩霞万缕’ Ｉ “清水岸” Ｓ
‘金龙盘红’ Ｊ “绿朝云”



Ｔ

Ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　Ｃｈｉｔｉｎａｓｅ　ａｎｄβ－１，３－ｇｌｕｃａｎａｓｅ　ｔｏ
Ｐｅｐｐｅｒ　Ｖｉａ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ

ＸＩＥ　Ｌｉ－ｂｏ，ＧＵＯ　Ｙａ－ｈｕａ，ＷＡＮＧ　Ｘｕｅ，ＧＡＯ　Ｙｏｎｇ－ｌｉ，ＺＨＯＵ　Ｙｕ
（Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｂｒａｎｃｈ　ｏｆ　Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｒｂｉｎ，Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ　１５００６９）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎ　ｖｔｒｏ　ｐｌａｎｔ　ｏｆ　ｐｅｐｐｅｒ　ａｔ　ａｂｏｕｔ　７～１０ｄｗｅｒｅ　ｕｓｅｄ　ａｓ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｏｆ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｕｎｇｉ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｇｅｎｅｓ　Ｃｈｉｔｉｎａｓｅ　ａｎｄβ－１，３－ｇｌｕｃａｎａｓｅ　ｖｉａ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓｔｏ　ｓｔｕｄｙ　ｔｈｅ　ｉｍｐａｃｔ　ｆｒｏｍ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ，
ｅｘｐｌａｎｔ　ｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ　ｏｎ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｅｐｐｅｒ，ｉｎ　ｏｒｄｅｒ　ｔｏ　ｏｂｔａｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｐｌａｎｔ
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