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摘 要
:试脸进行了不 同花生外桂体 (成熟胚的幼叶

、

胚抽
、

子叶等)的直接农杆菌转化与花

生愈伤组织的农杆菌转化
,

比校其感染后的诱芽与上分化生长情况
,

并对影响农杆菌介导转化花

生的因素进行了探讨
。

结果表明农杆菌的生长状况
、

浓度及俊染时间和筛选剂的浓度足影响农

杆菌介导花生转化的主要因素 ;揭化是影响其转化的关健问题
.

关健词 :花生外植体 ,农杆菌 .基因转化

中圈分类号
:
5 5 65

.

2 文献标识码 : A 文章编号
: 100 1一 0 0 09 ( 200 7 ) 0 4一 0 19 7一 0 3

1 材料和方法

1
.

1 材料

花生型号
:
汕油型 5 162 .农杆菌种类

: G V 3 8 50( 根癌

农杆菌 )
,

内含质粒 P C印 02 一3
,

该质粒 T一 DN A 区含有

N os 启动子控制下的抗虫基因觅豆蛋白酶抑制剂基因

( CP IT )和耐除草剂基因 (加 r )
.

2 结果与分析

2
.

1 花生外植体的直接农杆菌介导遗传转化

2
.

1
.

1 花生萌动种子的预培养 花生种子灭菌在种子

萌发培养基中培养 8d 后
,

根长 1~ 1
.

5。
,

子叶还没有撑

破种皮
,

根上长出白色须根
.

培养 10d 后
,

20 %的花生子

叶已撑破种皮
,

部分已经长出叶片
、

芽 (图 l )
.

方法

直接转化程序 不同外植体制备- 农杆菌培:
月.二11

养一农杆菌介导转化外植一诱芽一 P P T 筛选一生根

1
.

2
.

2 愈伤转化程序 花生愈伤组织诱导一农杆菌培

养一农杆菌介导转化愈伤一诱芽一 P P T筛选一生根

1
.

3 培养基

比液体培养基 (蛋白陈 109 + 醉母 * 5 9 + 卜仿Q

10 9 , p H ~ 7
.

0 ) ,种子萌发培养基 ( 1 / ZM S+ l吨 / n止 2
,
4

-

)D ,芽诱导培养基 .l[ 幻 ( MS + 4 11

喇 rnL N A A + 3 11

官mL
BA + 1吨 / m L Ag N q + 6吨八

1止 谷氨酞氨 ) ,愈伤诱导

培养基 ( M S+ 1吨 / m L Z
,

4
一

D ) ;杀菌培养基 ( M S十 41
飞 /

而
J

N A A + 311瑶 / n正 B A + I n堪 / m 1
)

掩N q + 6 n堪 /
n正

谷氨酞氨+ 500 n

侧 L C b )
,

cb 在培养基灭菌后在无菌条

件下加人
。

杀菌筛选培养基 ( M S + 411堪 / n止 N A A +

3 n

官
n正 B A+ l吨八

11L gA N q 十 6 n堪八11L 谷氨酞氨+

40 伪1

侧 L C b十 10 o u l了L p p t )
,

bC 和 Pp t 在培养基灭菌

后在无菌条件下加人
。

以上各种培养基均附加蔗糖

3 %
。固体培养基附加琼脂 。

.

7% ;除有特殊要求外
, p H

均为 5
.

8 ;常规灭菌 ;分装
,

每瓶大约盛装 40 ~ 50 xl lL 培养

基
,

封口
。
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圈 l 花生种子助发 1d0 情况

2
.

1
.

2 花生不同外植体的感染及接种 将上步培养的

花生幼苗剪切分为叶
、

茎
、

叶柄
、

子叶 4 部分
,

浸泡于对数

生长期的农杆菌液中 5而
n ,

后接种于芽诱导培养基
。

2
.

1
.

3 转化后的外植体在 M S 诱芽培养基中的诱芽效

果比较 4d 后
,

不同外植体的诱芽情况
:

叶片
,

少量愈伤

组织
,

长有瘤状突起 (图 Za)
,

但没有诱导出芽 ,子叶中

段
,

长出愈伤组织
,

长有绿色瘤状突起 (图 Zb) ;只有一片

子叶长出芽 (图 Z e ) .茎
,
30 %的伤 口长出芽 (图 Zd )

。

可

见茎段
、

叶柄与子叶的伤 口处很少或几乎没有长芽
,

而

含有腋芽的幼茎截断却长出了很多芽
,

并且长势很旺
,

2~ 3 d就长出了新叶子
。

2
.

1
.

4 抑制农杆菌过渡生长及继代培养 将花生外植

体先继代到杀菌培养基
,

再继代到杀菌筛选培养基中生

长
,

期间不同外植体的生长情况如下
:
叶片有少量愈伤

组织生成
,

子叶有两片长出愈伤组织
,

有 7 ~ 8 个茎段长

出愈伤组织
,

但部分培养基产生臭味
,

与单世华等的结
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果相同
,

褐化现象严重.3[ 叼
,

部分有染菌现象
,

出现乳白

色液体 (图 3)
。

外植体长势不均匀
,

子叶外植体有愈伤

组织
,

并有轻徽褐化现象 (图 4)
。

根与茎的外植体几乎

全部揭化
,

农杆菌过度增长
.

少量叶片与子叶的外植体

还可以进行第三次继代培养 (图 5)
.

最后 70 %的花生幼

苗褐化死亡 (图 6)
。

没有及早预防褐化是失败的主要原

因 [s〕 .

口5 结二次级代绪葬 目6 再生苗祠化死t

2
.

2 花生外植体愈伤组织的农杆菌介导遗传转化

圈 7 花生外植体愈伤组组的诱导

2
.

2
.

1 花生外植体愈伤组织诱导 10 瓶芽诱导培养基

中的花生外植体在两星期的进光培养期间没发生变化
,

既没被污染也没有愈伤组织生成 (图 7)
。

将它们放到培

养室
,

观察其在光照条件下的诱导情况
,

1d5 后这 10 瓶

不同花生外植体都能长出愈伤组织
。

2
.

2
.

2 花生外植体的愈伤组织的继代培养 第一次继

代时根
、

茎
、

叶的外植体的愈伤组织长势良好
,

呈现黄绿

色疏松状
,

有少 t 愈伤组织为淡黄色
,

一瓶叶子的外植

体愈伤组织有分化现象 (图 8)
。

第二次继代时由于培养

室光照系统坏了
,

导致愈伤组织褪绿
,

有少 t 变成淡黄

色 (图 9 )
。

2
.

2
.

3 农杆菌感染花生愈伤组织 愈伤组织同前面方

法经农杆菌感染
,

再经过杀菌与筛选培养后
,

出现严重

的褐化现象
,

分析其原因可能是
:
加了 P P T (除草剂 )筛

选后
,

杀死无抵抗力的外植体 ; P盯 浓度有可能过高

( P P T 使用浓度在 。
.

3呢 / L 以上时
,

叶片出现不同程度

的黄色枯斑
,

高浓度下会枯萎死亡 ) ,激素的浓度过高6tj .

农杆菌过量生长最终不能继续分化生长下去 (图 10)
.

3 讨论

3
.

1 不同抗生素及浓度在花生外植体再生中抑制农杆

菌的效应

放节青霉素 ( cb )和头抱橄素均能抑制根癌农杆菌

的生长和繁殖
,

因此在农杆菌介导的转基因过程中
,

常

采用这两种抗生素来消除转化后过度生殖的农杆菌
,

但

它们对不同植物组织的效应不同
。

如 H o lfo 记等 ( 19 9 2)

研究发现
,

cb 的分解产物为生长素及苯乙酸
,

有类似 2
,

4
一

D 的结构和功能
,

可刺激愈伤组织的增殖 ; 而 Q f对组

织具有很强的毒性
。

因此试验只选用 bC 抗生素来抑制

根瘤农杆菌的生长和繁殖
.

3
.

2 农杆菌浓度与浸泡时间对花生外植体转化的影响

若菌浓度过低
,

外植体切口边缘只有少量的农杆菌

生长
,

则外植体的转化机率很少
,

而其过度萦殖
,

可引起

对外植体的毒害
。

浸泡时间越长
,

外植体的伤害程度越

严重
,

如浸染 15而
n ,

仅 2 ~ d3 就无法控制菌的过度生

长
,

而浸泡 5而
n
的有 23

.

3写的材料可分化出绿色愈伤

组织突起
,

并且可控制农杆菌的过度繁殖
。

试验每

l oo n 止培养液中加人 160 uL 对数生长期的农杆菌菌液
,

侵染 5而
n ,

发现只有部分子叶伤 口处有绿色愈伤组织突

起
,

其它的花生外植体没有绿色愈伤组织突起
,

而且部

分花生外植体褐化严重而死
.

可知
,

同一浓度农杆菌对

花生不同部位的外植体侵染能力不同
,

以及农杆菌在不

同外植体上的增殖能力也不同
,

而且花生不同的外植体

对农杆菌的侵染时间有不同的要求闭
。

该试验俊染时

间为 5而
n 只对子叶适宜

,

而对其它外植体就有不同程

度的毒害作用
.

建议其他外植体的侵染时间低于 5而 on

肠 co rt e
和 施sn ur 等叨 19 93 研究表明

,

农杆菌对花生不

同类型外植体侵染性有所不同
,

他所用的菌株可感染第

三期叶片 (长度 10 ~ 13
~

,

深绿色 )
,

而对淡绿色和白色

叶片不能感染 ;就未萌发种子而言
,

带胚子叶可被感染
,

去胚子叶则否
。

综上所述
,

选择强侵染力的农杆菌菌株

处理合适的外植体对于农杆菌介导的遗传转化的成功

至关重要
。

3
.

3 共培养时间对农杆菌介导花生外植体转化的影响

外植体在侵染后与农杆菌共培养是整个转化过程

中非常重要的环节
.

陇 gn hC
e
gn 等闭 19% 和 aE pe dn
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等图 19 94 年认为共培养 2~ d3 适于农杆菌 G V 3 8 50 介导

花生外植体的转化
,

既可让农杆菌有足够的时间把 T 一

D N A 转移到植物细胞中
,

又不至于因菌的过度生长而

使植物细胞受到毒害死亡
。

试验共培养了 d4
,

可观察到

部分子叶伤口处有绿色瘤状突起
,

而其它外植体就有褐

化现象出现
,

并且农杆菌有过度增殖的现象出现
.

可

知
,

试验应该在共培养第 2 ~ d3 就进行杀菌筛选培养
,

可抑制农杆菌的过度增殖
.

圈 8 愈伤组织的第一次缝代培养

圈 9 愈伤组织的第二次继代培养

圈 10 花生外植体发 . 长菌

3
.

4 筛选剂 P P T 浓度对花生外植体转化的影响

外植体的选择压对转化结果影响极大
,

过高或过低

均不利于抗性材料的生长和分化
.

该试验所使用的农

杆菌 G丫份8 50 内含质粒 丙印 02 一 3
,

该质粒携带了耐除

草剂基因 加
r ,

对除草剂 P P T 有特异抗性
,

因此该试验筛

选剂为 P P T
,

浓度为 l oo u
L/ L

。

从最后结果看 P PT 浓度

过高可能是本实验褐化的主要原因[’j ,

应作低于 100 u l ./

L 的不同浓度梯度筛选
.

另外改善培养基成分也是消

除褐化的关拼习
.
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