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离子注入对百合基因转化受体系统建立的影响
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摘 要 : 以兰州百合为研究对象
,

通过蛛片离体培养
、

扰生紊筛选以及离子束处理等
,

建立了

德定高效的基因转化受体系统
。

结果表明
: M S + 6一 BA I

.

O吨 / L + N A A O
.

s n堪 / L 是不定芽诱导

的适宜培养基
,

12/ M S+ N A A o
.

Zn艰 / L + 。
.

1%活性炭是较为适宜的生根壮苗培养基
。

扰生紊教

感性试脸表明
,

卡那霉素和头艳霉素选择压分别以 125吨 / L 和 300 吨 / L 较为适宜
.

运用能1 为

30 k
e V 的低能氮离子束注入百合蜂片

,

发现 8 X 1l0’ N +
/

c xl尹的刹全对不定芽的诱导具有明显的

刘激和促进作用
。
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兰州百合 (iL “ um 由饭d “ 、 r .

un ico le )r 属于川百合

的变种
,

又称大王百合
、

甜百合和平陆百合等
,

它不仅具

有观赏价值
,

还可药用兼食用
,

是我国具有悠久栽培历

史的优良品种之一
。

长期以来
,

百合品质和性状的改良

主要依赖传统的遗传育种方法
,

进展 比较缓慢
。

近年

来
,

分子生物学的迅速发展为百合种质改良提供了全新

的方法和途径
,

具有更加广阔和诱人的前景.l[ 幻
.

目前
,

百合的转基因研究在世界范围内报道还较为少见
,

而良

好的受体系统又直接决定其转化方法的简易以及转化

再生频率的稳定和高效
.

现就兰州百合鳞片离体培养
,

生根
,

试管苗移栽
,

抗生素筛选以及离子束处理进行了

探讨
,

旨在建立一个稳定高效的兰州百合离体再生体

系
,

为进一步的基因转化提供良好的受体系统
。

1 材料与方法
1

.

1 植物材料及消毒

取兰州百合的鳞片作为外植体
,

用自来水冲洗干净

后在超净台上用 70 %酒精浸泡 3 05
,

再用 20 %次抓酸钠

溶液处理 15而
n
后用无菌水冲洗 5~ 6 次

,

最后用无菌滤

纸吸干表面水分
。

1
.

2 培养基与培养条件

所有培养基都选用加侣 (M帅如ge a n
d s坛力 g ,

1962 )

为基本培养基
,

附加不同种类和浓度的生长素与细胞分

裂素
。

蔗糖 3%
,

琼脂 。
.

7%
, p H 值为 5

.

8
,

温度 23 士

1℃
,

光照时间 12 h/ d
,

光照强度 1 200 xL
。

1
.

3 不定芽的诱导及植株再生

将鳞片分上
、

中
、

下 3个部位切成 0
.

sctn X O
.

scrn 的
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小块
,

接种在培养基上诱导不定芽
,

每 3周继代 1次
,

从

而研究外植体的不同部位
,

不同插人方式
,

以及不同激

素组合对不定芽发生频率的影响
.

不定芽长至 2~ 4ctn
时

,

将其转人 l / ZM S十 N A A O
.

2吨 / L + 0
.

1纬活性炭的

培养基中生根壮苗
,

练苗后移栽至基质培育
。

1
.

4 抗生素敏感性试验

根据离体培养结果
,

用筛选出适宜的不定芽诱导培

养基附加不同浓度的抗生素进行敏感性试验
.

卡那霉

素 (肠
n )设! o

、

25
、

50
、

7 5
、

100
、

125
、

150吨 / L 7 个浓度
,

头抱霉素(Q f )设 t o
、

100
、

200
、

30 0
、

4 00
、

50 0
、

600吨 / I
碑

7

个浓度
,

试验过程中定期记录外植体褐变情况
.

1
.

5 氮离子束注人对百合植株再生的影响

用郑州大学离子束生物工程重点实验室的 IT T N A

低能离子注人机对兰州百合鳞片进行氮离子束注人
,

能

量为 30 k
e V

,

剂量设里 0
、

1 X 10 ,令 、

3 X 10“
、

5 X 10 ,` 、

S X

10 1弓 、

1X 10 15 、

3 X 10 15 、

5 X 10
1 5 、

8 X 10
1 5 、 1 X 10

16 、

2 X 10 1 6

(N
+ / c x l沪) n 个水平

.

将注人过的鳞片消毒后接种于筛

选出的培养基上
,

诱导不定芽的分化
,

培养条件同上
,

30d

后统计其分化情况
。

2 结果与分析

2
.

1 兰州百合不定芽的诱导

将麟片接种于不同激素组合的培养基上诱导不定

芽
,
I Od后麟片由白色变为黄绿色

,

约 1d5 后鳞片基部略

有膨胀
,

有的在切口处出现少里淡黄绿色的愈伤组织
,

其后很快分化成小鳞茎状突起
,

而多数在麟片腹侧不形

成明显的愈伤组织就直接分化出大童的淡黄色小突起
,

单个的或者是沿切 口边缘成排出现
,

然后进一步分化成

不定芽
。

由表 1 中可见
,

10 种培养基对不定芽的诱导作用各

不相同
,

细胞分裂素与生长素配合使用比单独使用 6一BA
诱导效果要好

,

且生长素以较低浓度为佳
.

2
,

4
一

D 的使用

2 1 5
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会形成少量愈伤组织
,

不利于不定芽的大量形成
,

因此在

兰州百合基因转化时可用 h侣 + 6一 BAI
.

。+ N九幼
.

5

(
n

喇 )L 作为鳞片诱导分化培养基
,

其分化频率高达

96
.

7%
,

且生成的不定芽密而多
,

叶色青绿
,

生长旺盛
。

衰 l 植物激素对麟茎麟片不定芽分化的影响

徽索组合

( n树)L

接种 分化率

盆 (%)
芽分化怕况

碑O月崎,翻八U八B6

址招众俄饭垮

脚
.

+5 N凡知
.

5 肋 呱 O 出芽较多
.

生长健壮

明
.

0+ N九肋
.

5 61 9叹7 芽密面多
,

生长健壮

脚
.

0+ N凡的
.

5 55 2.4 5 芽较少
,

并有少t 硕控状全伤

阴
.

0 57 5之6 有祠化班象
,

出芽t少

2BA
.

0 52 峨4
.

2 有明且的祖化砚象
,

芽扮少

脚
.

5十2, -4m
.

5 60 肚
.

7 出芽较多
,

但生长不旺
,

有少t 立伤组织长出

脚
.

5十2 .-4 以
.

。 “ ?.5 9 切口处有谈货的伤
,

内侧刚有很杯麟长出
,

鞠润

阴
.

。十2
,

由
.

牙 53 肪
.

吕 出芽较多
,

生长良好
,

切口处有少t 白色钻状盒伤组积

明
.

0+ 2
.
4翻

.

0 56 6?. , 芽致较少
,

生长细润
,

边缘处有黄色妞位状立伤组织

2
.

2 鳞片不同部位和擂人方式对不定芽诱导的影响

鳞片的不同切段对不定芽的诱导有较大影响
。

从

形成不定芽的数盆看
,

均以下段最好
,

中段次之
,

上段最

差
,

这与前人的研究结果相一致闭
.

此外
,

鳞片不同的

擂人方式诱导效果也不一样
,

由于芽点萌发部位多集中

在鳞片内侧的基部切口处
,

内侧向上放里产生不定芽数

目最多且生长速度较快
,

竖直擂人次之
,

内侧向下放最

差
。

因此
,

在兰州百合基因转化时
,

以鳞片下部切段内

侧向上的方式进行培养效果最佳
。

2
.

3 生根与移栽

不定芽转人生根培养基后
,
1d5 后便可生根

,

且生根

率高达 100 %
.

选择长出 5~ 8 根的健壮幼苗移出光照

培养箱
,

练苗一周后转人灭菌的基质 (珍珠岩
:
蛙石 =

1 , l) 中移栽
,

待恢复长出新叶后移至温室苗圃培育
.

2
.

4 抗生素敏感性试验

卡那排素 ( aK n) 是一种很强的细胞生长抑制剂
,

而

且价格便宜
,

被广泛应用于植物转基因研究中
.

试验

中
,

兰州百合鳞片对卡那霉素的耐受力较强
,

低浓度时
,

鳞片的分落切L乎不受影响
,

当浓度增至 125 rl

留 L 时
,

褐

变率达到 93
.

5%
,

且只有极少 t 的麟片能分化出幼芽
,

当浓度增至 150 1万

州 L 时
,

外植体几乎全部褐化姜缩
。

由

于高质t 浓度的抗生索能迅速杀死细胞
,

而死细胞对周

围细胞的生长有强烈的抑制作用
,

不利于转化细胞的生

长
,

因此卡那霉素的筛选浓度以亚致死浓度即 125 n

官 L

较为适宜
.

头抱祥素 (Q O能够抑制细菌的生长
,

而且是一种

对植物细胞无毒害作用或毒性很低的抗生素
。

试验中
,

低浓度的头抱称素几乎不影响百合细胞生长
,

其选择压

在 300 ~ 400 饥岁L 时
,

即可达到较好的抑菌效果
,

而当浓

度为 500 ~ 600 御岁L 时
,

外植体的分化将受到了一定程

度的抑制
,

结合经济方面的考虑
,

在兰州百合墓因转化

时
,

头抱霉素的选择压设为 300 拟以L 即可
.

2
.

5 氮离子束对鳞片不定芽诱导的影响

2 16

离子束集能量沉积
、

质量沉积和电荷沉积多种效应

于一体
,

对生物体具有独特的损伤和诱变效应
,

在作物

育种中具有良好的应用前景闪
.

然而
,

离子束在离体培

养过程中对百合外植体的分化和植株再生的影响尚未

见报道
。

该研究用能量为 30 ke V 的氮离子束对百合鳞

片进行注人
,

然后接种于 M S十 6一 BA I
.

O十 N AA O
.

5

(明 / L )培养基上
,

结果表明
,

不同的氮离子注人剂 t 对

百合不定芽的分化数目影响很大
,

总体呈现先上升后下

降的趋势 (图 D
。

当剂量为 I X 1.01 N 十 / c n l砰时
,

续片分

化无明显改变
,

当剂量增至 8 X 10 “ N + /山尹时
,

鳞片分

化不定芽的数目明显增多
,

是对照的 2倍左右
,

且幼苗

生长健壮
。

随着剂量的继续增大
,

百合鳞片逐渐出现褐

化萎蔫现象
,

且分化出不定芽的数目也迅速减少
,

用 Z X

1l0e N +
/cmz 的剂量处理时

,

鳞片受损现象严重
,

几乎全

部死亡 (图 2)
。

由此可见
,

在百合组培时
,

先用 8 X I户

N+ / c
耐 剂量的离子束处理外植体

,

有利于刺激和促进

不定芽的分化
,

大幅度提高出芽数目
。

0 1 3 5 8 1 0 30 50 8 0

N’ 注人剂 t

10 0 200

( x 一。 ’ `
)

圈 1 不同氮离子柬荆 . 对不定芽分化的形晌

3 讨论

目前有关百合转基因研究的报道中
,

多以愈伤组织

作为基因转化的受体材料.5t `〕 ,

但是通过愈伤组织分化

不定芽的方式在遗传稳定性方面存在一些缺陷
,

容易产

生变异
.

显然
,

采用鳞片直接分化不定芽的途径要相对

优越一些
,

可以避免愈伤组织阶段细胞突变的发生
.

试

验结果表明
,

兰州百合以鳞片作为基因转化受体材料
,

配合适当的培养基和离子束处理
,

在短时间内即可分化

出大 t 不定芽
,

且不易污染和褐变
,

为下一步的基因转

化工作可以莫定良好的基础
.

培养基中外源激素的种类和配比对百合不定芽的

诱导影响较大
,

细胞分裂素 6一队有强烈的诱导出芽作
用

,

当其用量不足时
,

百合鳞片会因缺乏细胞分裂素而

加速衰老
,

但是当其用量过高时
,

则会使细胞体积因强

烈的分裂活动而急剧缩小
,

从而抑制外植体的生长和分

化
。

兰州百合在 6一 BA 的质 t 浓度为 1
.

0时
,

诱导出芽

效果最好
。

将生长素 2
,
令D 和 N A A 分别与 6一BA 配合

使用
,

结果表明
,
2

,
4
一

D 在诱导的过程中往往伴随着愈伤

组织的生成
,

而 N A A 则更易直接分化不定芽
,

但二者均
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以较低浓度为佳
,

当浓度高于 1
.

0吨 / L 时会直接分化出 白色的根
,

且出芽童减少
。

1
.

CK . 2
.

SX l o l . N+ /m 户. 3
.

5 x l 0 15N + /…
4

.

2 X 10 1. N+ /助甲

圈 2 不同剂 , 的氮离子束处理结果

在兰州百合的离体培养过程中
,

鳞片的分化表现出

明显的位置效应
。

以鳞片下部形成小鳞茎的能力最强
,

中部次之
,

上部最差
。

说明与鳞茎盘相连接的基部组织

芽分化的能力最强
,

是最适外植体部位
.

张正芳等证

实
:

百合鳞片无论什么部位
,

都能诱导出小鳞茎
,

只是不

同部位长生小鳞茎的频率和发生时间有先后之分
。

杨

成德等认为这是由于鳞片不同位置其切块的内源激素

存在梯度差异造成的
,

龙春林等阁认为这还与外植体营

养状况有关
,

因为器官原茎的形态发生过程是细胞内旺

盛的能盈代谢过程
,

而鳞茎鳞片的厚度也是基部> 中部

> 上部
。

此外
,

由于芽点萌发部位多集中在鳞片内侧的

基部切口处
,

鳞片内侧向上放的接种方式更适合不定芽

的分化和向上伸长的趋势
,

与鳞片竖直擂人或者内侧向

下放的接种方式相比
,

生成不定芽数目多而且生长速度

快
。

其原因可能是同一鳞片远轴面与近轴面细胞的内

源激素水平或者生理生化特性不同
,

使得鳞片内侧细胞

内源细胞分裂素水平高
、

储藏物质丰富
,

在同样条件下

更易诱导芽的产生
。

在百合基因转化过程中
,

不能连续分割外植体以获

得最大增殖系数
,

因为筛选培养基中的抗生素对有切口

的外植体伤害非常大
,

会使鳞片从伤口处褐化死亡
,

在

筛选时必须保证其完整性
,

这样就大大限制了获得转基

因植株的数量
。

试验用适当剂童的氮离子束处理外植

体的办法
,

显著增加了出芽率
,

弥补了这一不足
,

尤其在

8 x 10 “ N +
/ cstn 的剂盆下

,

不定芽的诱导数童是对照的

2倍以上
。

刘世强等闭用氮离子束处理玉米干种子
,

对

其树 代幼胚进行体培养时也发现其愈伤诱导率和再分

化率均高于对照
.

造成这种现象是生理刺激还是遗传

变异尚禽要做进一步的研究
。

对于不同的外植体材料
,

其本身对离子束的敏感和耐受范围各有差异
,

应根据具

体试验选择其合适的离子注人能童和剂盘
,

才能得到较

好的诱导效果
。
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