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摘 要 为建立水稻基因功能研究技术平台并通过生物技术改良优良恢复系，选用93—11成熟胚为外植体，通 

过优化培养基，建立了适合转化的高效再生系统；首次通过农杆菌介导将大肠杆菌基因cl成功转化93-11，构建了 

根癌农杆菌介导籼稻93—11遗传转化体系．结果表明，NBA D，为合适的愈伤诱导培养基，诱导率达 87．0％；愈伤经 

3次继代培养转入分化培养基 ，分化率为 47．0％．获得 213株潮霉素抗性植株，随机挑选 89株经 PCR检测 ，65株检 

测到目的条带，阳性植株占73．O％；实时PCR检测c1基因能在转基因植株表达． 
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Abstract In order to establish a transformation system for gene function analysis of indica rice and improve 

characters of elite restorer by biotechnology，mature embryos of indica rice 93-1 1 were chosen as explants．A high 

efficient regeneration system of rice plan ts for genetic transformation was developed through optimizing culture 

media．C1 gene cloned from E．coil was successfully delivered into 93-1 1 through the Agrobacterium—mediated 

metIlod．and stable transgenie plants were obtained．Results showed that t}le rate of calli induction reached 87．O％ 

using NBA1 D，as the induction medium．After three times of subcultures，calli were moved into the differentiation 

medium．and the rate of differentiation was 47．0％ ．Through the Agrobacteriurn—mediated method developed a total 

of 213 hygromycin resistant plants were obtained．A group of 89 of them were chosen ran domly for PCR analysis， 

and 65 were positive for the gene insertion(73．O％)．Quantitative RT—PCR analysis showed the expression of ex— 

ogenous C1 gene in the transgenic rice． 

Key words 93—1 1；mature embryo；Agrobacterium tumefaciens；transformation system；tissue culture 

水稻是我国种植面积最大的粮食作物，以中籼品种“93—11”(又名“扬稻6号”)为父本配制的两系杂交 
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稻“两优培九”、“广两优6号”等优质、高产、抗病组合已在广大中籼稻区推广应用⋯．93—1l不仅在生产上有 

重要意义，在水稻功能基因组学研究中也是一个重要的模式品种，其全基因组序列已测定心，突变体库已在 

构建中 ．以籼稻为受体进行根癌农杆菌介导转化近年来已有相关报道 引，但转化率低、重复性差、受基因 

型限制仍是主要问题，目前未见关于93—1 1根癌农杆菌介导转化的报道． 

幼胚作为实验材料虽然能高效诱导愈伤，但受时间和季节的限制，成熟胚是合适的转基因外植体材料． 

93一l1成熟胚诱导的愈伤易褐化、不耐继代、分化率低 J，这成为93—1l转基因工作的一个重要限制因子．本 

文通过对诱导、继代、分化培养基的研究建立了93—11高效再生系统，并从共培养、筛选培养、预分化等步骤 

建立93—11成熟胚根癌农杆菌介导转化体系，为开展水稻功能基因组学研究和获得高产、高抗品种奠定基础． 

1 实验部分 

1．1 植物材料 

籼稻 93—1 1成熟种子，由湖南师范大学生命科学院馈赠． 

1．2 根癌农杆菌菌株及质粒 ． 

根癌农杆菌菌株为EHA105，为本实验室保存的．质粒为pCOsAcl300一C1，该质粒T—DNA区结构如图1， 

其中含有潮霉素磷酸转移酶基因( ￡)． 

polyA hpt 35s in promoter C1 凡∞ 

图 1 植物表达载体 pCOsAcl300-CI的 T-DNA区 

1．3 培养基 

在93一l 1组织培养和转化过程中使用的培养基如下： 

诱导培养基 J0：MS盐分和维生素-1叫+谷胺酰氨0．5 g／L+蔗糖 30．0 g／L+琼脂粉 8．5 g／L，pH 6．0； 

NB：N6大量盐分 u+B5微量盐分 +N6铁盐 +B5维生素 +脯氨酸0．5 L+水解酪蛋白0．3 g／L+BA 

0．1 mg／I~+蔗糖 33．5 g／L+琼脂粉 8．5 L，pH 6．0． 

继代培养基 J3：MS大量盐分 +1O倍 B5微量盐分 +J3铁盐(FeSO4·7H20 41．8 mg／I~、Na EDTA 55．9 

mg／I~)+DL维生素(甘氨酸2．0 mg／I,、盐酸硫胺素 1．0 mg／L、盐酸吡哆醇 1．0 mg／I~、烟酸 1．0 mg／I~、肌醇 

100．0 m L)+谷胺酰氨0．3 g／L+脯氨酸0．5 g／L+2，4-D 2．5 mg／L+麦芽糖 30．0 g／r,+琼脂粉 8．5 g／ 

L，pH 6．0；NBD 2．5：NB+ 2，4一D 2．5 mg／L，pH 6．0． 

共培养基NBM：N6大量盐分 +B5微量盐分 +N6铁盐 +B5维生素 +水解酪蛋白0．8 g／L+2，4一D 2．5 

mg／T．+麦芽糖30．0 g／r．+琼脂粉8．5 g／L+乙酰丁香酮0．1 mmo|，pH 5．6． 

筛选培养基 J3S：J3+头胞霉素500 mg／t,+羧变青霉素400 mg／L+潮霉素50 mg／I~，pH 6．0． 

预分化培养基Y：N6大量 +CuSO 3．0 mg／L+N6铁盐+B5维生素 +谷胺酰氨0．5 g／r,+脯氨酸0．5 

L+水解酪蛋白0．3 g／L+BA 3．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L+蔗糖30．0 g／L+山梨醇20．0 g／L+琼脂粉 

8．5 g／L+头胞霉素500 mg／L+羧变青霉素400 mg／L，pH 6．0． 

分化培养基D：N6大量盐分+l0倍B5微量盐分 +D铁盐(FeSO4·7H20 55．9 mg／I~、Na2EDTA 74．5 

mg／T．)+DL维生素 +谷胺酰氨0．5 g／L+脯氨酸 0．5 g／L+水解酪蛋白0．8 g／L+BA 2．0 mg／I~+IAA 

0．2 mg／L+NAA 0．2 mg／T．+KT 2．0 mg／~,+麦芽糖30．0 g／L+琼脂粉8．5 L+头胞霉素500 mg／t,+羧 

变青霉素400 mg／L，pH 6．0． 

生根培养基 R：MS盐分和维生素 +蔗糖 20．0 mg／L+IAA 0．5 rag／I,+NAA 0．5 mg／L+琼脂粉 8．0 

g／L，pH 6．0． 

1．4 方法 

I．4．1 93—11成熟胚愈伤组织的诱导 挑选健康93—1l籽粒剥去颖壳，置37℃培养箱过夜，取出后放人灭 

菌三角瓶，先用75％的乙醇表面消毒5 rain，灭菌水冲洗 1次，0．1％ ngcl2／I~消毒12 rain，灭菌水冲洗5次， 

再放人次氯酸钠(NaCIO)原液消毒40 rain，灭菌水冲洗5次，于灭菌滤纸上晾干，然后接种到诱导培养基 
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(JoD3N0．5，JoD3，NBD3，NBAlD3，NBA1D2．5，NBN0．5D3，NBNo．5D2．5)，每皿2O粒，25—26℃暗培养．15 d后去除 

胚乳和芽，30 d后统计愈伤诱导率(愈伤诱导率=能诱导愈伤且愈伤不褐化的种子数／接人培养基的种子 

数 ×100％)． 

1．4．2 93．I1愈伤组织的继代 30 d后将愈伤转入继代培养基，每20 d继代1次，连续继代3次，观察愈伤状态． 

1．4．3 93—11愈伤组织得分化 挑选继代3次的愈伤转入分化培养基，20 d后统计分化率(分化率=能分 

化出植株的愈伤数／接人愈伤总数×100％)． 

1．4．4 农杆菌与愈伤组织的共培养 EHA105(含pCOsAel300一C1质粒)划LB板(加Kan 50 mg／L和CHL 

34 mg／L)，28℃培养2 d后挑单菌落，在 LB板(加 Kan 50 mg／L和CHL 34 rag／L)划线至全培养皿，28℃过 

夜培养，用液体共培养基将菌洗下，调 =0．5．挑选 1～2 mill黄白色表面干爽结构致密的愈伤组织，于 

灭菌滤纸风干至表面发白．浸入上述准备好的菌液中，浸泡30 min，每隔5 min摇一次．灭菌水冲洗 5次至液 

体不浑浊，用灭菌滤纸吸干水分，风干至愈伤表面发白．将愈伤转移到固体共培养基，在培养基表面铺一层用 

液体共培养基浸湿的灭菌滤纸，25～26℃下暗培养3 d． 

；．4．5 抗性愈伤组织的筛选 3 d后，将共培养的愈伤组织转入灭菌三角瓶，灭菌水冲洗5次至液体不浑 

浊，再用加有500 mg／L头胞霉素和400 mg／L羧变青霉素的灭菌水浸泡30 min，每隔5 min摇一次．用灭菌滤 

纸吸干水分，风干至愈伤表面发白．转移到筛选培养基 J，s中，25—26℃暗培养，20 d后将抗性愈伤转入新 

的筛选培养基． 

1．4．6 抗性愈伤组织的分化 两次筛选后，将抗性愈伤转移至预分化培养基 Y，置于光照培养箱中培养 3 

d，条件为：25～26℃，14 h光照培养，光强1 000～1 500 tx．3 d后将愈伤转至分化培养基 D，置于光照培养 

箱中，条件同预分化，每20 d更换一次新培养基． 

1．4．7 抗性植株的生根 绿苗高约5～8 cm，转移到生根培养基R，置光照培养箱中，条件同预分化． 

1．4．8 抗性植株的驯化移栽 3～4周后，挑根多而粗壮的抗性植株，打开瓶盖加人蒸馏水于室内炼苗，3 d 

后用 自来水将幼苗上的培养基冲洗干净，移栽到装有泥土的盘子，待幼苗成活移人实验田，常规管理至成熟． 

1．5 抗性植株的PCR检测 

1．5．1 DNA提取 取抗性水稻植株幼嫩叶片0．2～1．0 g，按 CTAB法u 提取基因组 DNA． 

1．5．2 PCR扩增 PCR弓I物为：C1一F：5 GAGATCCATGGCAAAGATrAAAGGTCAG-3 ，C1一R：5 一GAACTG— 

cAGCTAGATAGcTGTTAcGTTAAC-3 ．扩增产物为205 bp的基因片段．PCR扩增体系(2O L)：MBI公司Taq 

DNA聚合酶(5 mmol／p,L)0．2 I．LL，10×Buffer(KC1)缓冲液2．0 ，MgC12 1．6 I．LL，dNTP Mixture 2．0 L，C1一F 

(20 mol／，L)O．4 L，C1一R(20 m0l／，L)O．4 L，模板 1 L，ddH2O 12．4 L． 

PCR反应程序为：94 cC变性4 min后运行下循环，94℃ 45 s，58℃ 1 min，72℃ l min，共 30个循环，最 

后72℃7 min．取PCR产物l0 进行常规琼脂糖(1．0％)凝胶电泳分离并照相． 

1．6 转基因植株的荧光定量实时 PCR检测 

1．6．1 RNA提取 植物叶片取后迅速在液氮中研磨成粉末，取约 100 mg置于装有 1．0 mL TRIzol(Invitro— 

gen)的1．5 mL离心管中，置一80℃保存备用．采用TRIzol试剂提取法：将 一8O℃保存的样品取出，冰上解 

冻后，加入 200 L氯仿，振荡混匀，离心后小心取出上层水相，转入另一离心管中，加入 500 L异丙醇，沉 

淀、离心分离出 RNA，再经 75％酒精洗涤，室温微干后，加入适当体积的 RNase—free的水，充分溶解．所提 

RNA经 DNA酶(Fermentas)处理． 

1．6．2 荧光定量实时 RT—PCR 荧光定量实时 RT—PCR引物为：C1一RT—S：5 一AAGGTCAGGTFAAGTGGT- 

TCAACG一3 和 Cl—RT．A：5 AGTGTACGAACACATC唧 GCTGC-3 ．采用 QIAGEN公司的 QuantiTect SYBR 

Green RT．PCR Kit及Rotor Gene 3000荧光定量PCR仪进行检测．内参基因为18 s核糖体RNA基因，引物为 

18s—F：5 ．CGTCCCTGccC1-ITG1IACAC一3 和 18s—R：5 一CGAACAC11℃ACCGGATCAT T_3 ．一步法扩增程序： 

48 qC保温30 min，一个循环；95 oC预变性 10 min，一个循环；95℃ 15 s，58 oC 40 s，72 oC 20 s，共40个循 

环．按相对定量法进行定量计算，目的基因相对表达量计算公式为Re1．Exp=2A△Q，其中AACt=(未知样 

品ACt)一(Calibrator ACt)，未知样品ACt=(内参基因Ct)一(目的基因Ct)，Calibrator ACt=(参比样 

内参基因ct)一(参比样目的基因Ct)． 
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2 结果与分析 

2．1 诱导培养基对 93—11成熟胚愈伤诱导率的影响 

如表1所示，J0D3和J0N0_5D3诱导率分别为29．6％、25．6％，NBD3、NBAlD3、NBA。D2．5、NBN0_5D3、NBN0．5 

D2
．5分别为53．1％、84．4％、87．0％、71．7％、62．7％，NB培养基愈伤诱导率高于Jo，NAA 0．5 mg／L和ABA 1 

mg／L能增加愈伤诱导率，2，4一D 2．5 mg／L和3．0 mg／L对愈伤诱导率的影响差异不大，93一l1愈伤诱导率最 

高的培养基为NB+ABA 1．0 mg／L+2，4一D 3．0 mg／L，诱导率为87％．本实验统计的愈伤诱导率比前人L8 

在诱导初期统计的愈伤诱导率低，因为本实验中统计的愈伤诱导率是 30 d后能诱导愈伤且愈伤不褐化的种 

子数与接入培养基的种子总数的比值，这既能反映培养基对愈伤诱导的影响，也能放映其对愈伤褐化的影 

响．种子接人诱导培养基 15 d后去除胚乳和芽，有利于愈伤生长，防止愈伤组织褐化． 

表1 诱导培养基对93-l1愈伤诱导率的影响 

2．2 继代培养基对 93一l1愈伤组织的影响 

如图2一A所示经过 1次继代培养，L和NB培养基中愈伤组织保持淡黄色，基本没有褐化，两者差异不 

明显；经过3次继代培养(图2．B)，NB培养基中愈伤组织褐化严重，J 培养基愈伤变为深黄，有新的球状愈 

伤生长，接人分化培养基，新生长出的愈伤组织能够分化成苗，分化率为47．0％，与以前 不经过多次继代 

的愈伤组织分化率接近．J。和D培养基中微量盐分为 l0倍 B 微量盐分，糖源为麦芽糖，推测这可能是 93— 

11愈伤组织在此培养基中能保持较高活性的重要原因． 

A．继代1次不同培养基对93一ll愈伤的影响；B．继代3次不同培养基对93．11愈伤的影响；C．经过两次筛 

选培养产生的潮霉素抗性愈伤；D．分化培养基上变绿的抗性愈伤；E．分化的抗性植株；F．生根的抗性植株 

图2 93．11愈伤继代培养和农杆菌介导转化 C1基因 
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2．3 抗性愈伤的分化 

在分化培养之前增加预分化即山梨醇高渗处理过程，抗性愈伤组织(图2一c)经预分化3 d后，转入分化 

培养基后光下变绿(图2 D)，可迅速出苗．将抗性苗(图2一E)转人壮根培养基上，可迅速生根并长成完整植 

株(图2一F)．分化阶段抗性愈伤分化成植株比率为43．O％．在转移愈伤时，不要将新生长出的抗性愈伤从母 

体中分离，以减少对愈伤组织的伤害． 

2．4 抗性植株的 PCR检测 

经过转化获得213株潮霉素抗性植株，随机选取其中89株提取基因组 DNA，进行 PCR扩增，结果 65株 

为阳性植株，阳性植株率为73．0％．如图3为 14株抗性植株 PCR检测结果 ，205 bp大小为目的条带，结果显 

示抗性植株中13株的扩增片段大小与阳性对照的条带一致 ，而阴性对照(水和非转基因93一l1植株)没有 目 

的条带，证明 Cl基因已整合到转化93—11的基因组中． 

1，DL2000；2，元模板阴性对照；3，未转化的9311植株；4，质粒阳性对照 ；5～18，抗性植株 

图3 湖霉素抗性植株的 PCR检测 

2．5 荧光定量实时 RT-PCR检测转基因植株 

挑选 7株经 PCR鉴定为阳性转基因93—11植株进行荧光定量实时 RT—PCR，以 C1基因在 T10．1植株中 

的表达量为1，表达量最高的T22为T10—1的3 380．4倍，最低的T44为0．125．C1在转基因植株内表达存 

在差异，这可能和插入的拷贝数和插入的位点有关系． 

3 讨论 

农杆菌介导转化法是一个细菌和愈伤组织共同作用的复杂过程．凡是涉及到细菌活性或愈伤组织状态 

的因素都可能影响转化效果．对93—1l而言，一方面是成熟胚愈伤诱导、再生的频率不高，另一方面可能是农 

杆菌侵染和潮霉素筛选对愈伤组织造成伤害，使愈伤容易褐化、分化率低．因此未见农杆菌介导93—1 1转化 

的报道．以前的研究主要集中在构建93—1l高效再生系统 J引．本研究通过诱导培养基研究，找到合适的诱 

导培养基既能高效诱导愈伤，又能保持愈伤状态，能为农杆菌介导转基因提供合适的愈伤组织；继代培养时 

间的长短对于转化系统有重要的意义，愈伤组织在J，培养基中能连续继代3次保持较高分化率，选择其作 

为筛选培养基有利于抗性愈伤的生长．另一方面，本研究从转化前农杆菌活化、共培养时间、干燥处理、转化 

后抑制农杆菌生长和高渗处理促进分化等方面来探讨农杆菌转化过程对转化率的影响，取得了较为理想的 

效果，本实验选用了成熟胚为外植体，首次采用农杆菌法成功转化93—11，为通过转基因研究水稻功能基因和 

优良品种的培育奠定基础． 
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3 结论 

采用共沉淀法制备了 CuO—CeO：复合氧化物催化剂，该复合氧化物为纳米片状晶体，且催化剂的形态、 

催化活性等与催化剂组成及其制备时的焙烧温度有关 ，当焙烧温度为250℃，CeO：含量为 10％时，有最好的 

CO催化氧化活性．该催化剂具有制备方法简单、成本较低的优点，在卷烟烟气降害、汽车废气处理等领域有 
一 定的应用前景． 
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