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摘 要 普那菊苣为菊科多年生草本植物，从国外引种后已在我国得到广泛种植。普那菊苣草质柔嫩，适口 

性优良，营养丰富，牛、羊、猪、鱼、兔极喜食，是一种非常优良的牧草，具有广阔的发展前景。本研究通过对不 

同激素浓度配比实验，建立普那菊苣的高频再生体系，结果表明 MS+6一BA 2．Omg／L+IBA 0．1mg／L培养基可 

高效诱导愈伤组织和芽的分化，1／2MS培养基可快速诱导根的生成，形成再生植株。通过构建植物表达载体 

pBI121-GFP，利用农杆菌介导转化普那菊苣以探寻高效的普那菊苣转化体系，结果显示以农杆菌LBA4404 

为介导菌株、以叶片为转化受体、3d预培养时间和3d共培养时间以及 350mg／L羧苄青霉素和40mg／L卡那 

霉素筛选浓度转化效果较好，为利用普那菊苣生产动物口服型疫苗建立了初步的技术基础。 

关键词 普那菊苣(Cichorium Intybus L．)，组织培养，根癌农杆菌 
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Abstract Puna Chicory (Cichorium Intybus L．)，a perennial herbaceous plant of Compositae family,is dely 

planted at our country after intruduction．Puna Chicory is tender and dainty．It is rich of nourishment．Cattles， 

sheep，pigs，fish and rabbits prefer it．Puna Chicory is a kind ofpasture that has a promotional value．This research 

discussed how to establish high-·efficient regeneration system of Puna Chicory by the different phytohormone com·· 

bination experiment．Th e result showed that the medium ofMS+6-BA 2．0mg／L+IBA 0．1mg／L could efficiently in- 

duce the differentiation ofcallus and bud ofleaf，the medium  of 1／2MS induced the regeneration ofroots quickly, 

an d the regenerated plant formed．Vector pBI121一GFP was constructed an d tran sformed to Puna Chicory by A— 

grobacterium tumefaciens．The regenerated resistant plants could be obtained by pre-culturing for 3d，CO-culturing 

with Agrobacterium tumefaciens LBA4404 for 3d，then transferring to the callus inducement media containing 

350m#L Carb and 40 mg／L Kan for 20d．This system is the elementary technology for production ofmammal edi- 

ble vaccine． 

Keywords Puna Chicory,Tissue culture，Agrobacterium tumefaciens 

自1983年获得转基因植物以来，人们已经利用 

植物反应器生产出了糖类、蛋白质和脂类(杨蓉和朱 

睦元。2002)。近年来在疫苗方面，最激动人心的研究 

工作是利用植物生物反应器生产口服型疫苗(汪仁莉 

和吕玉玲，2002)。Wigdorovitz等 (1999)用转基因苜 

蓿表达了FMDV结构蛋白vpl，用此转基因苜蓿的 

新鲜叶片喂饲小鼠，小鼠体内产生了特异性抗体。 

Gomez等(2000)~lJ利用马铃薯表达了来 自猪传染性 
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5 d 

肠胃炎冠状病毒(TGEV)的糖蛋白S(Spike)的N端 

结构域 —gS)，N—gS包含该蛋白质主要的抗原性位 

点，直接饲喂小鼠，它们也产生了抗糖蛋白S的特异 

抗体。利用植物生物反应器生产动物口服型疫苗受 

到越来越多的关注。 

普那菊苣(Cichorium Intybus L．)属菊科多年生宿 

根草本植物，莲座叶丛生型，原产于欧洲。普那菊苣 

草质柔嫩，适 口性优良，营养丰富，牛、羊、猪、鱼、兔 

极喜食，国外广泛用于饲料、制糖等原料。普那菊苣 

适应性广，根系发达，产草量高，营养丰富，含粗蛋白 

质 l6．44％~27．35％，饲用价值高，是一种很有推广价 

值的牧草。8O年代末，我国科技工作者从国外引种成 

功，并且在贵州、四川、河北和山西等地广泛推广种 

植。目前国内外普那菊苣相关研究多集中在高产栽 

培技术方面(程林梅和曹秋芬，2004)，而有关普那菊 

苣组织培养和基因转化方面的研究报道较少。 

本实验的目的是构建一个高效的普那菊苣再生 

体系和转化体系，为利用普那菊苣生产动物口服型 

疫苗建立初步的技术基础。 

1材料与方法 

1．1材料 

基本培养基为 MS培养基，pH5．8。愈伤组织和 

芽诱导筛选培养基：MS+3％蔗糖+O．6％琼脂，附加不 

同的激素 (表 1)。根诱导筛选培养基：MS+2％蔗糖+ 

0．6％琼脂，附加不同的激素(表2)。材料培养在 25℃ 

~28℃条件下，光照强度为 1 300~1 500Lux，光照时 

间为每天 10h。DH5ot、农杆菌 LBA4404(Rif+1、农杆 

菌 EHA105( f+)、质粒 pBI121( 由本实验室保 

存。pUCI8 +)，带有绿色荧光蛋白基因 )由植 

保学院杨栋同学惠赠。各种限制性内切酶由宝生生 

表 1愈伤组织和芽诱导培养基 

Tab1e 1 Themedium forcallusinductionandbudinduction 

培养基编号 

No．ofmedium 

培养基成分 

Componentofmedium 

MS+6一BA 2．0mg／L+IBA 0．1mg／L 

MS+6-BA 2．0mg／L+IBA 0．Smg／L 

MS+6一BA 3．0mg／L+IBA 0．1mg／L 

MS+6一BA 3．0mg／L+IBA 0．Smg／L 

MS+6一BA 2．0mgrt~NAA 0．1mg／L 

MS+6一BA 2．0mg／L+NAA 0．5mg／L 

MS+6一BA 3．0mg／L+NAA 0．1mg／L 

MS+6一BA 3．0mg／L+NAA 0．5mg／L 

表 2根诱导培养基 

Tlable2Themedium forrootinduction 

培养基编号 

No．ofmedium 

培养基成分 

Component ofmedium 

1／2M S 

MSO 

1／2MS+Charcoal 0．5g／L 

M SO+Charcoal 0．5g／L 

1／2MS+6一BA 0．1mg／L+IBA1．0 mg／L 

1／2MS+6一BA 0．1mg／L+IBA 2．0 mg／L 

I／2MS+6一BA 0．2mg／L+NAAI．0 mg／L 

1／2MS+6一BA 0．2mg／L+NAA2．0 mg／L 

物公司提供，T4 DNA连接酶、氨苄青霉素、卡那霉素 

和羧苄霉素为进口试剂。组培所用试剂和其它试剂 

均为国产分析纯。 

1．2引物设计及 PCR扩增程序 

根据已经测序的绿色荧光蛋白基因序列为依据 

设计弓I物：Sense：5’一GAG1_r(}TCCCA ATTC11、I]TT— 

GAAT一3’，Anti—sense~5LGGTAATGGTTGTCTGGT— 

AAAAGG一3’。PCR反应程序：94℃预变性 2min，然 

后 94℃ 30s，54℃ 30s，72℃ lmin，40个循环；最后 

72℃10rain，4~C保存至电泳。 

1．3愈伤组织诱导和芽分化 

将取 自大田的叶片用 0．1％的升汞处理 7~8min， 

无菌水冲洗 5次，然后切成 0．5cmx0．5cm的小块，接 

种于愈伤组织诱导培养基上，10d后，转移到芽诱导 

培养基上进行丛生芽的诱导。 

1．4根的诱导和植株再生 

芽长2~3cm时，从其基部切下，插入到生根培养 

基中，进行根的诱导，形成再生植株。 

1．5成苗的移栽 ， 

再生苗长到一定高度，去掉三角瓶的封口膜，在 

培养室进行一周时间的炼苗，一周后，苗移栽到花盆 

中，按常规盆栽实验管理。 

1．6载体构建 

1．6．1植物表达载体pBI121-GFP 

将连接有绿色荧光蛋白基因 ( )的克隆载体 

pUC18，用 BamH I和Sac I双酶切，回收绿色荧光蛋 

白基因片段，双元植物表达载体 pBI121也通过 

BamH I和 Sac I双酶切回收大片段，二者回收产物 

；盆 町 鼬 

能 
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图 1载体 pBI121-GFP构建 

Figure 1 Construction ofthe vectorpBI121一GFP 

1．7．3侵染和共培养 

取预培养的外植体浸入农杆菌菌液中 5min，取 

出后用无菌纱布或无菌滤纸吸干外植体表面残留的 

菌液，然后接种于不加抗生素的愈伤诱导培养基中， 

分别黑暗共培养 1d、2d、3d、4d。 

1．7．4转化筛选 

把共培养一定时间的愈伤组织转移到含卡那霉 

素(10mg／L、20mg／L、30m#L、40mg／L、50mg／L)和羧苄 

青 霉 素 (200mg／L、250mg／L、300mg／L、350mg／L、400 

me,／L1的愈伤诱导培养基上培养一周，然后再经过 

2～3轮卡那霉素的筛选，将有抗性的愈伤组织转移到 

分化培养基上进行诱导分化培养，形成再生植株。 

T 2结果与分析 

进行连接构建植物表达载体pBI121一GFP(图 1)。 

1．6．2质粒的提取、酶切和目的片段的回收、连接 

质粒提取方法参照 U-gene公司质粒提取试剂 

盒说明书，目的片段回收方法参照天为时代公司琼 

脂糖凝胶DNA回收试剂盒说明书。 

1．6．3大肠杆菌的转化 

TSS转化方法(萨姆布鲁克和拉塞尔，2002)。挑 

单菌落做菌落 PCR快速检测和提取质粒进行酶切 

检测阳性克隆。 

1．6．4农杆菌的转化 

采用冻融转化方法(王关林和方宏筠，2002)。取 

单菌落做菌落 PCR进行检测。 

1．7转化体系的建立 

1．7．1农杆菌液制备 

农杆菌 LBA4404单菌落在附加 10mg／L利福平 

和 50mg／L卡那霉素的YEP液体培养基中28℃振荡 

培养48h后，4 000r／min离心 5min收集菌体，用 MS 

液体培养基重悬，分别稀释至OD~o----0．2、0．4、0．6待用。 

1．7．2外植体预培养 

取切好的叶片或叶柄分别在诱导培养基上预培 

养 1d、2d、3d、4d、5d。 

2．1最佳再生培养基的筛选 

2．1．1愈伤组织和芽的分化 

叶片接种到愈伤诱导培养基上 3d后，叶片四周 

开始膨胀，5d后，整个小块开始弯曲，并进一步膨胀 

变大，10d后，膨大的愈伤组织在相同的培养基上发 

生丛生芽的分化，20d后，芽生成。在本实验中，A1、 

A2、A3和 A4培养基诱导的出愈率都达到了 100％， 

芽的诱导分化效率也明显高于 A5、A6、A7和 A8培 

养基的诱导效果(表 3)。因此，6-BA+IBA是普那菊苣 

理想的愈伤组织诱导和芽分化诱导激素组合，A1培 

养基较适合愈伤组织的诱导和丛生芽的生成，并且 

在愈伤诱导速度上要快于其它筛选培养基，单个外 

植体丛生芽的分化个数也要多于其它筛选培养基。 

从后续的根的诱导情况来看，A1培养基诱导的芽的 

生根状况要优于其它筛选培养基。 

2．1．2根的诱导 

在根的诱导过程中，B1培养基要明显优于其它 

筛选培养基。有资料报道(刘用生和李友勇，1994)，活 

性炭对根的诱导有促进作用：活性炭加到根诱导培养 

基中，可以模拟土壤的黑暗环境，而且活性炭加入培 

养基中可以吸附一些有害物质，如防止酚类物质污染 

而引起组织褐化死亡。本实验通过对照实验，发现活 

性炭对普那菊苣幼根的诱导没有明显的促进作用。 

2．2载体的构建 

2．2．1大肠杆菌菌落PCR检测 

挑取连接产物转化长出的阳性克隆，用 特异 

引物进行 PCR检测，出现预期条带(图2)的菌落挑选 
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舒 r植物育种 

表3 激素浓度配比对愈伤诱导车̈芽分化的影响 

]'able 3 Effects afthe difleretat phytohomlone combination on the inducement ofcallus and the differentiation ofbud 

培养生 接种数 愈伤组织数 出愈牢f％， 分化芽数 再 E速度和生长状况 

Medium Na of inoculation No ofcallus Percent ofdifferentiated callus No．ofdifferentiated bud Regeneration velocity and gro~xh 

A】 90 90 1O0 540 ++++ 

A2 90 90 100 445 +十+ 

A3 90 90 l00 436 +H  

A4 90 90 】0O 407 ++ 

A5 90 83 92 0 343 4-+ 

A6 90 76 844 247 + 

A7 90 8O 88 0 26】 + 

A8 90 7l 78 9 209 + 

圉 2 PER 删 

注：I：Marker DL2000；2-8：阳性克隆．9：阴愀耵照质粒：】0：阳 

性对照 pUC1 8 

Figure 2 PCR analysis 

Note：I。Marker DL2000；2~8：Positive clones；9：Negafive COn— 

tml(pt~mid pBlI21)：I(I：Positive control(plasmidpUC18) 

2～3个摇蔺扩大培养 

2 2．2酶切检测 

提取扩大培养的阳性荫落的质粒用 BamH I和 

s I进行双酶切鉴定．结果都有 826bp和 12 950bp 

图 3嗍切幢测 

注：A为Marker DL2000；B,C均为pB1]2l GFP酶切产物 

Figure 3 Restriction enzyme analysis 

Note：A：MarkerDL2000；B．C：DigestedpB[121 GFP 

2 2_3根癌农杆荫葡落 PCR检测 

挑选阳性克降进行PCR榆洲结果(图4)1~1现硼 

刺条带 

2．3普那菊苣遗传转化体系的建立 

圈4PCR检测 

注：卜5泳 道为阳性克隆：糠道 6为 Marker 

Figure 4 PCR analysis 

NOlC：1～5：Positive clone；6：Marker 

2．3．1预培养时间对转化效率的影响 

外植体的预培养有利于农杆菌的侵染和基因的 

转移。预培养一段时问，可使伤口处的植物细胞处于 
一 种敏感状态，并且提高侵染后的}f_{愈率和山芽率 

r图51。但是预培养时间过 ，又会造成伤口的愈合化， 

不利于农杆菌的侵染。适宜的预培养时间为3—4d。 

圈 5预培养 时问时分化率的影响 

Figure 5 Effect afday forpre-culture 013 the rate afdifleremiation 

2_3．2农杆葡浓度、侵染时间和共培养时间对转化效 

率的影响 

农杆菌浓度太大，侵染过程中容易对植物细胞造 

成伤害，大量外植体搦化死亡 农杆菌浓度太低没有 

足够的菌体侵染，不利于基因的转移，出图6可矧 适 

宜的农杆菌浓度是 OD~o=0 4⋯06 侵染时间控制在 
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普 辅 高教再牛体系建 I睛1々转化删宄 ． 

1igh Emeient System Establisl~ l_̈l PlantRcgenomtlon and Study OnGeneticsTmnslb~ tion — 

■ l 一 
6收杆蔺浓度埘分化的 

Figure 6 Effect ofthe A∥”f t．ri．m f ‘ I咖  ~oacentmtioa 

OH differentiation 

5rain芹右 外植体与求杆茼的共培养时间A蜘小利 

r掣冈的转化：共培非lI'『问过饮．农杆茼过度繁琐造 

成外植体的黼化死 。』上培养时l司 啦挖制在3 d 

2 3 3抗 u素敏感性蛮验 

2．3 3 l戒杆菌州羧苄青莓索的敏感性 

外植体 收杆菌北培养后，需要加入适当的抗 

生豢抑制农杆曲f 址披 而引起绀织污 、死亡． 

影l呐转化效率 常川[I勺抗生素有 m霉紊、麓苄青霉 

黍，氨苄荷 素等 据报道有 e抗牛紊会伤害组织 

抑制分化，而艘苄青撵翥没宵这些副作川(Hollbrd 

and Newbury，1992)，所 木宴验就趣苄青霉豢的抑 

菌效果进行筛选。⋯ 7 I 知．随着投苄肯霉素的浓 

度增太．脱苗的效果愈加叫显，浓度为350mg／L时已 

无扯十f菌q·K，因此．350mg／L为适自的脱菌浓艟 

I 

0 

u

2 

200 250 300 350 400 

避 奇霉 的浓度( g儿) 
II1C ⋯ ⋯ ”蛐 0n 

罔 7农』 F曲州糟 竹敏感性 

Figure 7The s~lsigvity ofA 6t fe， ̂ c， Io cerb 

2 3 3 2曾州镝匿州 蝶素浓度的敏感 

小 同柑物乃 例 植物 不同 蛙陶 对 仁那霉 素 

I'lq敏感性不川。F-那堪蓑浓度太低会地成夫量未转 

化细胞的逃逸，产牛大量似m性l ．太高会抑制转化 

细胞的分化化。奉实驰研究袁叫．卡那霉素对普 菊 

鲥牛妊午丁I儿 n勺'}【l】制件用．．随着培养基 lI卡那霉 

素雅度的增玎̈． 子会发生l二I化． 能止常乍长 『_}=I 

图8司知．当卡那浓度为40mg／L叫．昔 葡苣无法 

卡那霉素浓度 (m L) 
K+~mmycin c~centmtion 

g曲邢菊苣 J f霉隶浓艘 F的仆化出芽 

Fig~e 8 Sh【ⅢI induction mtc 0r Puna Chicory in dilIbrent 

Ka~ mycin coneentragon 

3讨论 

3．1普那菊苣 高频再生体 系的建立 

植物遗干。转化『构成功酋先依 f晦娥的植物 再 

乍体系．奉试验已训 建立了昔 菊 频再生体 

系(图9】．并对遗传转化影响因 进行 r研究，3向利 

川植物生物反应器牛产动物川 疫茁建 丁良好 

的技术基础 

圈g背那糟苗组织培粹植株再生 

注：̂：愈伤虮 ；形成 B：血伤纠缎 从 l芽．c： 生 转 

移到根诱导培养 上 13：根的啸 成 E 牛抽株生 ，F 

H生 的棒栽 

Figure 9 PIant regeneralion rtissue cultu~of PunaChicory 

N0k：A：Th e Porelation of callus B：1bu cluste~dbud On eal／m； 

C：The clustered bud On the inducible cultu medium mr the 

tOOl；D The Ibmmuon ol mL，t．E The E~maation of regene~tion 

plant；F：Thetransplant ofthe regene~ttion plant 

3．2转化效率 的提高 

选择适宜}i勺外植体对转化做半有血接的影响， 

住实验中，发现农杆茼侵染后l1l片的} 生状况要好 

r莩段 侵染共培养期问．大虽的茎段会发牛褐变 
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s7。 岫  

死亡。在随后的脱菌过程中，茎段彻底脱菌的难度 

较大，可能是农杆菌进入维管束，对抗生素不是很 

敏感。如果为了彻底脱菌，加大抗生素的浓度就会 

对愈伤组织的诱导分化产生不利的影响，在一定程 

度上抑制芽的分化，并且浓度过大也会造成外植体 

的死亡。脱菌和阳性筛选可以同时进行，也可以分 

开进行。同时进行可以减少后期的筛选工作，但是 

会在一定程度上对有些 已经转化但是还没有表达 

抗生素抗性基因的组织造成伤害；分开进行可以避 

免这种状况，但同时增加后期的筛选工作量。考虑 

到相对较低的转化效率，本实验采取脱菌和阳性筛 

选分开进行。 
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