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""摘要!以匍匐翦股颖成熟胚诱导的胚性愈伤 组织为 受体%利用 农杆菌 介导的遗 传转化 方法就 不同的 菌液浓 度’

共培养条件和真空处理 等对愈伤 组织 的转化 效率 进行研 究(结果 表明%适 宜的 农杆 菌侵 染浓 度光 密度 WU#""4< 为

".,!(.!%真空处理加全光照的共培养条件有助于提高转化 效率&C9K(基因是 来源于 拟南芥的 与抗逆 相关的 转录

因子基因%在匍匐翦股颖中实现了其转化%通过fHS检测%+"株转基因植株中%!株扩增 出#’"PR的目 标片断%部分

转基因植株生长缓慢%表现出矮化性状(非胁 迫条件 下%转基 因植株 游离 脯氨酸 含量 为对照 的+倍(断水 处理+:

后%转基因植株生长基本正常%脯 氨酸含量增加约!倍%比对照植株高!!%倍(

关键词!匍匐翦股颖&C9K(基因&组织培养&遗传转化

中图分类号!7#,,.’"0-’%.!"""文献标识码!*

""匍 匐翦 股 颖#8%#5*(’*>$,+*(#’*‘9:I$为 禾 本

科 翦股 颖属 多年 生草 本植 物%被 广泛 用于 庭院’公园

等 地的 观赏 性草 坪(匍匐 翦股颖 匍匐 枝上 的节 虽能

生 根%但 扎根 较浅%耐 旱能 力较差(且 对高 温炎 热的

夏 季适 应性 差%易 发 生 叶 尖 变黄%从 而影 响 美 观’限

制 了 匍 匐 翦 股 颖 的 扩 大 应 用)(%!*(利 用 转 基 因 技

术%将目 的基 因导 入 胚 性 愈伤 组 织 获 得 抗 逆性 提 高

的 转基 因植 株是 目前 改良 草坪草 包括 匍匐 翦股 颖的

重 要手 段(早期 的工 作 主 要 是 利 用 基因 枪 法’电 穿

孔 法等 将一 些标 记基 因 或 报 告 基 因HD-等转 入 匍

匐 翦股 颖中%后 来D;K3)%*等 利用 农 杆 菌 介 导 法 实 现

了 标记 基因HK!向 匍匐 翦股 颖的 转化 以及!""+年

胡 繁荣 也利 用 农 杆 菌 介 导 法将 经 过 改 良 的 抗 虫9(

基 因D2T(*P导 入 匍 匐 翦 股 颖%获 得-株 再 生 植

株)’*(这 些工 作使 外源U@*整 合 到匍 匐 翦 股颖 基

因 组中 的技 术趋 于完 善(

C9K(基 因 是 一 类 与 抗 逆 相 关 的 转 录 因 子 基

因%其编 码 产 物 能 与HS1+USA#普 遍 存 在 于 冷 诱

导 和脱 水诱 导基 因 的 启 动 子 中 $特 异 结 合%从 而 启

动 抗逆 相关 的下 游 基 因 的 表达)+%#*(本 研 究通 过 农

杆 菌介 导的 基因 转化 方法 将来 源 于 拟南 芥 的C9K(

基 因导 入匍 匐翦 股颖 的 胚 性 愈 伤 组 织%获 得了 抗 旱

性 提高 的转 基因 植株(

!"材料和 法

!#!"材 料

匍 匐翦 股 颖#8%#5*(’*>$,+*(#’*‘9:I$的 种 子

由本 实 验 室 !""’ 年 收 集(所 用 农 杆 菌 菌 株 为

)̂*’’"’%含 有表 达载 体RXA@H)N(%载 体见 图((

!#""方法

!#"#!"成 熟胚 愈伤 组织 的诱 导和 继代

种子 用&"C酒精 浸 泡(.+<34’".(C升 汞 灭 菌

("<34’无 菌 水 清 洗+次%接 种 到 诱 导 培 养 基 X7!

#表($%!,B暗培 养%%":左 右 将 诱导 出 的 愈 伤 组 织

转继 到@)! 培 养基 上(经!":左 右 的继 代%挑 取 颜

色鲜 黄’质 地坚 硬’较为松 散颗 粒状 的胚 性愈 伤组 织

继代&:后准备 与农 杆菌 感染(

!#"#""农 杆菌 的活 化和 感染 菌液 的准 备

$&"B保 存 的 菌 株 在 \Af#含 卡 那 霉 素(""

<O+̂ ’利福 平!+<O+̂ ’链霉素+"<O+̂ $培 养基 上

划线%!,B暗培 养!:后%挑 取 单 克 隆 在 \Af#含 相

同抗 生素$液 体 培 养基 上!,B’!""2+<34过 夜 摇 菌

培养(吸 取菌 液+""&G加 入到 新鲜 的含!"<O+̂ 乙

酰丁 香酮#KD58FIT234OF45*I$的%"<G\Af液 体 培

养基 中过 夜培 养(次日 用**U((#表($培 养 基 重新

悬浮 清 洗 农 杆 菌 一 次 后%用 适 当 体 积 的 **U((培

养基 调 节 农 杆菌 浓 度 用于 感 染 愈伤 组 织(

,-+,
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图("表达载体RXA@H)N(

N3O925("XKRLF2RGKI<3:RXA@H)N(

表!"匍匐翦股颖组织培养和遗传 转化所用培养基及成分

&’()*!" M*95’’.9/-6:-,545-.,8,*91-245,,8*/8)482*’.90*.*45/42’.,1-26’45-.-1̂ -;,5’02’,,

培养基

X5:39<

培养基成分

HF<RFI383F4

X7!
X7大量!X7微量!)+维生素"肌醇(""<O#̂ "脯氨酸!谷氨酰胺!酪蛋白水解物各+""<O#̂ "蔗糖%"O#̂ "

植物凝胶%."<O#̂ "!"’$U!<O#̂ "R‘+.,

@)! @#大量!微量!)+维生素"肌醇(""<O#̂ "脯氨酸!谷氨酰胺!酪蛋白水解物各+""<O#̂ "蔗糖%"O#̂ "+O#̂ 麦芽糖"R‘+.,

**U(( **U(培养基附加蔗糖#,.+O#̂ "葡萄糖%#O#̂

1(( @)! 培养基附加葡萄糖(+O#̂ "*I!"<O#̂ "R‘+.!

1! @)**培养基附加羧苄青霉素!+"<O#̂ "头孢霉素!+"<O#̂ "琼脂粉,."O#̂ "R‘+.,

1% @)**培养基附加头孢霉素!+"<O#̂ "巴龙霉素(""<O#̂ "琼脂粉,."O#̂ "R‘+.,

N<I X7大量!X7铁盐!)+微量"!"’$U".(<O#̂ "#$)*!<O#̂ "肌醇(""<O#̂ "蔗糖%"O#̂ "巴龙霉素+"<O#̂ "琼脂粉,."O#̂ "R‘+.,

!#"#$"胚性 愈伤 组织 的转 化

收 集胚 性愈 伤组 织与 已准备 好的 农杆 菌菌 液共

培 养"对 照 为 在!,B"缓 慢 摇 动 的 条 件 下 共 培 养

%"<34$处理(为!,B"真空 处 理("<34后"缓 慢 摇

动!"<34$处 理!为!,B"真 空 处 理!"<34"缓 慢 摇

动("<34%而 后吸 掉 菌 液"用 无 菌 滤 纸 吸 取 多 余 的

菌 液"将 愈伤 组织 平 铺 到 铺有 一 层 滤 纸 的 固体 共 培

养 基1((&表(’上"黑 暗或 全 光 照!!,B共 培 养’,;%

用 含有 羧苄+""<O#̂ !头孢+""<O#̂ 的无 菌 水清

洗!!%次"直至 上清 无 色 后 用 滤 纸 吸干"转入 延 迟

培 养基1!&表(’上%

!#"#%"抗性 愈伤 组织 的筛 选及 转基 因植 株再 生

在1! 培养 基 上 黑 暗 培 养&:后 转 到 筛 选 培 养

基1%&表(’上%经 两轮 共’":的 筛 选"挑取 正 常生

长 的抗 性愈 伤组织 转至 分化 培养 基N<I&表(’"培养

条 件为!,B!(#;光 照#,;黑 暗"光 照 强 度%"""!

’"""G96%再 生苗%!+D<左 右 时"在 含 有+"<O#̂

巴 龙霉 素的(#!X7培养 基上 生根 培养%

!#"#<"再生 植株 的炼 苗和 移栽

待 苗长 至&!("D<时 准 备移 栽"打 开 盖 子炼 苗

&:后"彻 底 洗去 根 部 固 体 培 养 基"修 剪 植株 高 度 为

+D<左右 并剪 掉发 黄的 叶片"移栽 到装 有珍 珠岩!泥

碳 土!桎 石按(p(p(的 比例 拌 匀 &用 前 要 高 温 灭

菌’的小 塑料 盆中"并 用塑 料膜包 裹保 湿%用(#!X7

营养 液浇 灌"待(周 后逐 渐去 掉塑 料膜%

!#"#P"转 基因 植株 的fHS分 析和抗 旱性 检测

!#"#P#!"匍匐翦股颖植株叶片少量U@*的简易提取方法

剪取 移栽 成活 的转基 因植 株和 组培 植株 的叶 片

+D<左 右"放入U@*提 取缓 冲 液(+"<<FG#̂ 123I

$ ‘HG&R‘,."’!!+<<FG#̂ AU1* &R‘,."’!

&""<<FG#̂ @KHG!7U7("O#̂ !(CfEf!".!C巯

基乙 醇)中 研磨 成 匀 浆后"转 入(.+<G的 离 心 管中"

加入 等 体 积 氯 仿#异 戊 醇&!’p(’%振 荡 约("<34

左右"+"""2#<34离 心("<34"将 上 清 液 转入 另 一 个

(.+<G的 离心 管中"加 入(."&GS4KI5&(."&O#̂ ’"静

置+<34后"加 入!#%体 积 的 异 丙 醇"混 合 后 静 置

+<34"+"""2#<34离 心("<34去 掉 上 清 液%沉 淀 用

&+C的乙 醇冲 洗一 次 后"离 心 数 秒"倒 掉 乙 醇"干 燥

U@*%将U@*溶于(""&G去离 子水中"备 用%

!#"#P#""转基因植株的fHS检测

检测C9K(基 因 所用 的fHS扩 增 引 物 为 引 物

(*+?O8KD8D8OK8DKK8OKKD8D%?"引 物!*+?OKKKDOKD

8K8DOKK8K88K%?"两 引 物 间 U@* 片 断 长 度 为

#’"PR%取上 述U@*样品+&G"反应 总 体积!+&G&+"

<<FG#̂ :@1f"引 物(和引 物!各(<<FG#̂ "f2F/

<5OK1KkU@* 合 成 酶(c和fHS 反 应 缓 冲 液’%

反应 条件 为-+B变 性+<34后"%+个 循 环 的-+B

’+I!+#B+"I!&!B+"I"最 后&!B延伸!<34%扩

+"#+
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增 U@* 片断 在(."C的 琼脂 糖 胶 上 电泳!(<O"̂

A)染 色 #

!#"#P#$"转基因植株抗旱性检测

剪 取移 栽成 活的 转基 因植株 和组 培植 株的 匍匐

茎 埋入 花 盆 中!待 其 成 活 后 给 予断 水 处 理&:!而 后

观 察其 生长 情况#按 照李 合生等$&%提 供的 方法 进行

脯 氨酸 含量 的测 定#

""结果与分析

"#!"愈 伤组 织和 胚性 愈伤 组织 的诱 导率

匍 匐翦 股颖的 种子 在 X7! 培 养基 上&:开 始萌

动!(’:左 右芽 长 达!D< 时基 部 开 始出 现 白 色和 淡

黄 色 的 愈 伤 组 织!%":时 愈 伤 组 织 大 小 达!<<左

右!诱 导率 可 达-+C以 上#经@)! 培 养 基的 继 代!

+#.,C左右 的 愈 伤 组 织 表 现 为 白 色 或 分 化 出 芽!

’%.!C的表 现出 颜色 淡黄&质地 坚硬&颗粒 状堆 积的

胚 性愈 伤组 织’图!(((图版()#

"#""胚性 愈伤 组织 对巴 龙霉 素的 敏感 性

将愈 伤 组 织 接 种 到 含 有 不 同 浓 度’!+<O"̂ &

+"<O"̂ &(""<O"̂ &(+"<O"̂ )巴 龙 霉 素 的 @)! 培

养基 上!!,B暗 培养%":后 观 察 愈伤 组 织 的 生 长 情

况#结果 表明!在 巴 龙 霉 素 为+"<O"̂ 时 愈 伤 组 织

在%":内 颜色 无变 化 并 有新 的 愈 伤 长 出*当 浓 度 达

(+"<O"̂ 时愈 伤组 织在(+:时表 现出发 灰&失去 光

泽!%":不见 任何 新的 愈伤 组织 生长 并逐 渐发 褐 死

亡!表 明巴 龙 霉 素 在(""<O"̂ 便 能 完 全 抑 制 结 缕

草愈 伤组 织的 生长#

"#$"菌液 浓度 对转 化效 率的 影响

过夜 培养 的 农 杆 菌 菌 液 不 经 **U((培 养 基 清

洗直 接用 于感 染愈 伤 组 织!结 果 发现 愈 伤 组 织 褐 化

严重!转 化效 率 很低#将农 杆 菌用 **U((培养 基 清

洗后 共 培 养!愈 伤 组 织 未 发 现 明 显 的 褐 化#用

**U((培 养 基 调 节 农 杆 菌 至 不 同 光 密 度WU#""4<值

’WU#""h".%!".+!".,!(.!!(.#)!然后与胚性愈伤

图!!图版说明"

(.第一次继代后的 翦股颖愈伤组织!其中黄色的为胚性愈伤组织*!.部分转化植株的C9K(基因的fHS检 测’X+<K2d/

52!(!((为转化植 株!(!为含目的基因的农杆菌!(%为对照植株)*%.抗性愈伤组织在分化培养基 上再生出小苗*’.转基因植

株和对照植株在添加+"<O"̂ 巴龙霉素的生根培养基上*+.田间 部分转基因植株表现出矮化#

A6RGK4K83F4FLRGK85I+(.HKGG9IL2F<I55:IFLD255R34OP548O2KII*!.fHSK4KGTI3IFL82K4ILF2<5:RGK48IV38;R23<52RK32IFL

C9K(O545.’X+<K2d52!(!((+82K4ILF2<5:RGK48I.(!+KO2FPKD839<V38;C9K(RGKI<3:!(%+4F4$8K4ILF2<5:RGK48I)*%.S5I3I8K48DKG/

G3P5DF<5O2554K4:25O5452K85:25I3I8K48I;FF8IF425O5452K83F4<5:39<*’.1K4ILF2<5:I;FF8IK4:4F4$82K4ILF2<5:I;FF8IF42FF/

834O<5:39<V38;+"<O"̂ RK2F<F<TD34*+.7F<582K4ILF2<5:D255R34OP548O2KII;KQ5:VK2LR52LF2<54D54I5.

((#(
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组 织共 培 养!结 果显 示 当农 杆 菌浓 度 高于 WU#""为

(.!时"经!:固体 培养 基的 共培 养 会有 大 量 农杆 菌

长 出"经 含羧 苄 和 头 孢 霉 素 各+""<O#̂ 的 无 菌 水

冲 洗数 次"吹 干"在延 迟培 养基上 农杆 菌依 然污 染严

重!当 农杆 菌 浓 度 低 于 WU#""为".+时"转 化 效 率

偏 低"仅 有!.+C!农 杆菌 浓度 为WU#""为".,!(.!

时"用经 含羧 苄 和 头 孢 霉 素 各+""<O#̂ 的 无 菌 水

冲 洗数 次"吹 干"在延 迟培 养基上 便能 完全 抑制 农杆

菌 的生 长"同 时转 化效 率达,.%C左 右"转 化 效率 基

本 维持 在一 个相 对稳 定 的 值"不 随 菌 液 浓 度的 增 加

而 增加!当 菌液 浓 度 高于(.#时"转 化 效 率反 而 下

降!同 时"在 随后 的选 择培 养中 农杆 菌过 分生 长"难

以 抑制!

"#%"不 同共 培养 条件 对转 化效 率的 影响

液 体共 培养 时利 用真 空机真 空处 理可 以提 高转

化 效率!没 有 真 空 处 理 的 对 照 液 体 共 培 养%"<34

转 化效 率 为+.’C"而真 空 处 理("<34或!"<34后

分 别继 续 液 体 培 养!"<34或("<34的 转 化 效 率 为

&.%C和&.,C!另 外"真空("<34和液 体共 培 养摇

动!"<34处 理后"在固 体 共 培养 阶 段 黑 暗 条件 共 培

养’,;"转化 效率 为+.#C$在 光 照 条 件 下 则转 化 效

率为&.%C!因此"光 照处理 有 助 于 农杆 菌 的 侵入"

从而 提高 转化 效率!

"#<"转基 因植 株的fHS检测 和抗性 分析

+"株抗 巴龙 霉 素 的 植 株 利 用C9K(基 因 的 引

物进 行fHS分 析"%!株 扩 增 出#’"PR的 目 的 基 因

片断"而对 照没 有扩 增出 这一 条带"说明 目的 基因 确

实转 入匍 匐翦 股 颖 基 因组 中%图!&&&图 版!’!部

分转 基因 植株 在田 间 表 现出 明 显 的 生 长 缓 慢"植 株

矮化"叶片 颜色 或浅 或深%图!&&&图 版+’!剪取 转

基因 植株 的匍 匐茎 移栽成 活后"断 水处 理+:后对 照

植株 叶片 颜色 失绿 变暗"并逐 渐死 亡"而 大部 分转 基

因植 株生 长基 本未 受影响!但 其中!株 明显 矮化 的

植株 对缺 水更 加敏 感"%:时就 表 现出 明 显的 受 害 症

状!

在正 常生 长 条 件 下"部 分 转 基 因 植 株 如)%((

)!&叶 片内 游 离 脯 氨 酸 含 量 是 对 照 植 株 的+倍 左

右"经 过+:的 断 水 处 理 转 基 因 植 株)%(()!&叶 片

内脯 氨酸 含量 大幅 度 增 加"是 相 同处 理 对 照 植 株 的

!!%倍 左 右!)(为 明 显 生 长 受 抑 制 的 转 基 因 植

株"其 游离 脯氨 酸含 量与 对照 相比 无明 显差 异"处 理

后脯 氨酸 含量 甚至 比对照 更低"见 图%!

图%"断水处理+:前后对照和转基因植株脯氨酸含量的变 化

N3OY%" 1;5D;K4O5FLf2FG5Q5GI348;582K4ILF2<5:RGK48IK4:DF482FGRGK48IKL852+:VK852:5L3D38

$"讨论

匍 匐翦 股颖 成熟 种子 在诱导 培养 基上 一般 是先

发 芽随 后在 基部 长出 白色 的或淡 黄色 的质 地松 软的

愈 伤组 织"继 代"选取 鲜黄 色的(质地 比较 坚硬 的(表

面 干燥 的愈 伤组 织进 行 转 化"此 时 的 愈 伤 组织 为 胚

性 愈 伤 组 织"处 于 最 佳 的 接 受 外 源 U@*的 状 态!

实 验发 现以 植物 凝胶%R;T8KO5G’作 为固 化 剂 的培 养

基在 胚性 愈 伤 组 织 诱 导 效 率 上 要 优 于 一 般 的 琼 脂

粉"这 主要 与植 物凝 胶纯 度高(所含 有害 的杂 质少 有

关系"这一 结果 与在 高羊 茅(假 俭草 和黑 麦草 中的 实

验结 果一 致),!("*!在与 农 杆 菌共 培 养 阶 段"通 过 不

同时 间的 真空 处理 发 现"真 空处 理("!!"<34可 以

明显 提高 转化 效率"这 与 胡 繁 荣 和柴 明 良 在 结 缕 草

中的 研究 结 果 一 样)(("(!*!真 空 处 理 有 助 于 排 除 组

织表 面的 气泡"使农 杆菌 易于 附着 于组 织表 面"从 而

&!#&
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提 高了 转化 效率![K<P25X
"(%#报 道光 照 可 以促 进

农 杆菌 质粒 基因 向植 物 细 胞 的 转 化$本 实 验在 此 基

础 上在 共培 养阶 段采 用 黑 暗 和 光 照 两种 处 理$结 果

发 现光 照可 以提 高转 化效 率!实 验所 选用 的筛 选标

记 基因 为@f1$%新 霉素 磷酸 转移 酶&基 因$该 基因

表 达的 产 物 可 提 供 对 卡 那 霉 素%dK4K<TD34&’巴 龙

霉 素%RK2F<F<TD34&’M’(,%O54583D34&的 抗 性!由

于 禾本 科 植 物 本 身 对 卡 那 霉 素 具 有 较 高 的 天 然 抗

性$因此 一 般 选 择M’(,或 巴 龙 霉 素!本 实 验 选 择

巴 龙 霉 素 作 为 筛 选 标 记$在 抗 性 愈 伤 筛 选 阶 段

(+"<O(̂ 可 以完 全 抑 制 匍 匐 翦 股 颖 愈 伤 组 织 的 生

长$在 颜 色 上 表 现 为 发 灰 失 去 光 泽!在 生 根 阶 段

+"<O(̂ 的 巴龙 霉 素 可 以 有 效 的 选 择 转 化 植 株$对

照 在此 培养 基 上 不 能 正 常 生 根 并 在(":后 叶 片 失

绿$植株 死亡!M’(,和 巴龙 霉素 易于 在以 植物 凝胶

做 固化 剂的 培养 基中 形 成 沉 淀 而 失 去选 择 效 用$因

此 在选 择培 养基 中要 改用 琼脂粉!

获 得的-,株 转基 因植 株经 目的 基因 的fHS检

测 表现 为阳 性的$与 对 照 相比 在 田 间 有 不 同程 度 的

生 长缓 慢’植 株矮 小的 表现$其中 有!株生 长严 重减

缓 或受 阻!不管 是否 进 行 缺 水 诱 导$大 部 分转 基 因

植 株的 脯氨 酸含 量均 要比 对照高!说 明在 转基 因匍

匐 翦股 颖中$C9K(基 因 的 表 达 促 进 了 匍 匐 翦 股 颖

体 内脯 氨酸 的大 量 合成$这 在 过 量 表达C9K%基 因

的 拟南 芥 植 株中 也 有 类 似 的 报 道"(’#!通 过 缺 水 处

理$大部 分转 基因 植株 脯氨 酸含 量增 幅明 显$抗 旱性

优 于对 照!而明 显生 长受 阻的!株表 现出 对缺 水的

更 为敏 感$脯 氨酸 含量 与对 照相 近$这 可能 与插 入拷

贝 数和 插入 位置 有关$从 而影 响 了 整 个 植 株生 长 代

谢 的结 果!本实 验正 在进 行转基 因植 株抗 逆性 的更

进 一步 验证 和分 析!
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