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灯盏花遗传转化中组织培养受体系统的研究 

邱璐 2，瞿礼嘉 ，罗眷梅。，韩翠丽 ，曹光宇 (1．北京大学生命科学院蛋白质工程及基因工程国家重点实验室，北京 
100871；2．云南省楚雄师范学院，云南楚雄 675000；3．云南省楚雄农业学校，云南楚雄 675000) 

摘要 对灯盏花遗传转化中组织培养受体系统进行了研究，结果表明：使用Ms+BA0．2(n~／L，单位下同)+NAA2．0的培养基，播种 10d 

的幼苗，0．5 cmX 1．5 cm大小的真叶作为外植体，能在 2周内形成愈伤组织；使用 Ms+BA0．5+NAA0 5培养基，附加 30g／L蔗糖，以真叶 

为外植体 ，能在 2周内诱导不定芽形成；使用 75 的氯霉素(Ch1．)作为土壤农杆菌转化培养的选择压力。使用 50tc,／m~的庆大霉素 

(Gent．)作为转基 因植株的选择压力，使用 300sg／m~的头抱霉素( ．)作为土壤农杆菌转基因的抑茵抗生素，对灯盏花遗传转化效果最 

佳。 
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Study Oil Tissue Otflture Srstem of Erigeron Breviscapus(Vant)Hand．Mazz．for Genetic"]]'ansformation 

QIU Lu et al (National laboratory of Protein Engineering and Plant Genetics EI g．mee of Life Science College，Peking University，Beijing l∞盯1) 

Abs嘣 1he calhJs canformintwoweeks quickly ontheMS as basicmediulm，BA0．2mg／L+NAA 2．0me／Las hormone andthe young sprout 峨  

f0r 10 days，and true leaf of size in0．5 cnlx 1．5 cm．The adventitious bud from the true leaf can quickIy form on MS+BA 0．5 mg／L+NAA 0．5 mg／L 

as nlL~uln，adding 30s／L cane sugars．75 _／ Ch1．Was used as the choice pressure of 4 船而 tumerfac／ens，50 tc／m~Gent．Was used as the 

choice pressure of tumed gene plant，300 ．／ Cef．Was used as antibiotic of repressing germ and the result of genetic transformation On Erigeron 

Breviscapus(Vant)Hand-Mazz．Was the best． 
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灯盏花[Erigeron Breviscapus(Vant)Hand—Mazz．]又名短葶 

飞蓬、灯盏细辛，属菊科飞蓬属，是一种重要的药用植物，对 

心、脑血管疾病具有特殊疗效。目前，灯盏花药材供不应求， 

但野生数量有限，单株灯盏乙素含量较低，植株抗性差，人工 

栽培驯化难度大，因此通过转基因技术对灯盏花进行有效的 

遗传转化，提高单株有效成分含量，增强植株抗性显得尤为 

重要。笔者对灯盏花遗传转化中组织培养受体系统进行了 

研究，旨在为灯盏花的遗传转化奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 灯盏花取自云南省楚雄州星升药业有限公司， 

种子发芽率为48．14％。土壤农杆菌及相关转化载体来 自北 

京大学生命科学院蛋白质工程及基因工程国家重点实验室。 

1．2 方法 

1．2．1 无菌苗的建立。将灯盏花种子用浓度75％酒精溶液 

消毒 10 s，再用 0．2％r％c12溶液消毒 8 min，无菌水冲洗 10次 

后，接种于附加10．0g／L琼脂、30g／L蔗糖，pH值为5．8的Ms 

无激素培养基上。接种前，先将种子在无菌水中浸泡 1 h，让 

种子吸足水分，并用无菌水淋湿培养基表面；接种后置25℃， 

暗培养3 d，再置于4000lx、16h／d的光照条件下培养。3 d后 

种子萌发形成无菌苗，取其真叶、子叶、茎、根等诱导愈伤组 

织及不定芽。将无根丛生苗移人 MS或 1／2 MS无激素的培 

养基中，生根形成完整植株。 

1．2．2 愈伤组织的诱导。用 BA0．2(n~／L，单位下同)+NAA 

2．0的激素配比对 MS、B5、N6培养基诱导愈伤组织形成进行 

比较；设计 15种不同配比及浓度的激素处理诱导愈伤组织 

形成进行比较 ；用 MS+2，年D 1．5+NAA 1．5培养基对播种后 

6、10、15、20 d的真叶诱导愈伤组织形成进行比较；用 MS+BA 
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0．2+NAA 2．0培养基对灯盏花的根、茎、子叶、真叶、种子诱 

导愈伤组织形成进行对比；将灯盏花组培苗的真叶剪成 0．5 

cmx 1．5 cm、0．1 cmx0．2 cm、1．0cmx4．0cm大小诱导愈伤组 

织形成进行比较_lj。 

以上试验均在接种后 30 d，统计愈伤诱导率 ．愈伤出现 

时间，观察并记录愈伤的长势。 

1．2．3 不定芽的诱导。设计 9组不同激素配比及浓度处理 

诱导不定芽进行对比；用 MS+BA 2．0+NAA0．5培养基诱导 

根 、茎、真叶 ．子 叶形成不定芽进行对 比；以 MS+BA 0．5+ 

NAA0．5为基本培养基，用 10、30、60 L的蔗糖浓度进行对 

比 。 

以上试验均于接种后 30 d，统计不定芽诱导率、不定芽 

出现时间，观察并记录不定芽的长势。 

1．2．4 抗生素敏感性测定。在培养基中分S,I；Os人浓度 0、 

25、50、75、100 mJ氯霉素(Ch1．)进行土壤农杆菌敏感性测 

定对照；在培养基 中分别加入 0、25、50、75 mJ庆大霉素 

(Gent．)进行灯盏花敏感性测定对照；在培养基中分别加入 

0、100、200、300、400tc／m~头孢霉素(Cef．)进行抑制土壤农杆 

菌生长对照。 

1．2．5 转基因方法。采用基因枪轰击法和土壤农杆菌介 

导法。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织诱导结果 

2．1．1 不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响。由表 1可 

知，Ms诱导灯盏花形成愈伤组织的效果明显优于 、 。 

表 1 不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响 

+”表示生长速度快，“+”表示生长速度慢。下表同。 
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2．1．2 不同的激素配比及浓度对愈伤组织诱导的影响。由 

表2可知，BA与 NAA配伍的诱导效果明显优于 2， D与 

NAA配伍、2，4-D与BA配伍、2，4-D与 KT配伍及 2，4-D单独 

使用。2，4-D在诱导很多植物形成愈伤组织中起着重要的、 

不可替代的作用，但 2，4-D对胎儿发育不利，对动物和人的 

神经中枢有严重损伤作用；其次它还阻碍植物次生代谢产物 

形成，影响愈伤组织分化成苗_3j。而该试验结果说明，NAA 

诱导灯盏花形成愈伤组织的效果优于2，4-D，这有利于减少 

2，4-D的使用及对灯盏花次生代谢产物形成的影响，有利于 

愈伤组织进一步分化成苗。BA0．2+NAA 2．0诱导的愈伤组 

织为无色 ，生长速度最快，长势最好。细胞分裂素／生长素的 

比值高低，被认为是控制芽、根、愈伤组织分化的关键，比值 

高有利于芽的形成，比值低有利于根的形成，比值适中有利 

于愈伤组织的形成_4』。但该实验结果与此有一定差异，培养 

基 MS+BA0．2+NAA 2．0似乎应该形成根，但结果形成了大 

量愈伤组织，无根形成；培养基 MS+BA 0．5+NAA 0．5似乎 

应该形成大量愈伤组织，但结果直接形成大量不定芽，这可 

能与激素的种类、相对比值及植物个体差异有关。用根、茎、 

真叶代替种子的对照实验结果相同。培养基 MS+2，4-D 1．5 

+NAA 1．5、MS+2，4-D 1．5+BA 1．5、MS+2，4-D 1．5+BA 3．0 

也能较好地诱导愈伤组织形成，愈伤组织为黄绿色，但长势 

不如 MS+BA0．2+NAA 2．0 

表2 不同的激素配比及浓度对愈伤组织诱导的影响 

注：每种培养基种子接种数均为20。 

2．1．3 接种材料的生理状态对愈伤组织诱导的影响。由表 

3可知，接种5～20 d的材料，均能形成愈伤组织，且接种材 

料越幼嫩，越易脱分化形成愈伤组织 ，但材料太嫩太小， 

愈伤组织易褐化死亡。实验发现，以接种 10 d的灯盏花材料 

表 6 

作外植体，诱导愈伤组织效果最好，使用多次继代的组培苗 

真叶也能迅速形成愈伤组织。 

表3 子叶的生理状态对愈伤组织诱导的影响 

2．1．4 不同接种部位对愈伤组织诱导的影响。由表4可知， 

茎形成愈伤组织的速度优于真叶，真叶也能较快形成愈伤， 

且愈伤长势较好。由于灯盏花的茎极短，体积、数量有限，故 

用真叶诱导愈伤组织效果较好。根虽然能较早形成愈伤组 

织，但愈伤长势不如真叶和茎；种子形成愈伤需要时间最长。 

表4 不同接种部位对愈伤组织诱导的影响 

2．1．5 接种材料大小对愈伤组织诱导的影响。由表5可知， 

0．5 cm×(1．0～1．5)cm大小的真叶诱导愈伤组织效果较好， 

材料太大或太小都不利于愈伤组织的形成。材料太小，愈伤 

组织出现时间早，但褐化死亡严重；材料太大，生长中心在叶 

的体积增大上，叶的体积迅速增大，但愈伤组织形成速度慢， 

愈伤诱导率低。 

表 5 接种材料大小对愈伤组织诱导的影响 

注：每种材料的接种数均为20。 

2．2 不定芽诱导结果 

2．2．1 不同的激素配比及浓度对不定芽诱导的影响。由表 

6可知，用 Ms+BA0．5+NAA0．5诱导不定芽时间最短，不定 

芽长势最好，诱导率最高。Ms+BA 2．0+NAA 0．5诱导不定 

芽数虽最多，但不定芽玻璃化现象严重，苗弱，长势不如 Ms 

不同的激素配比及浓度对不定芽诱导的影响 

激素配比及浓度 接种数 形成不 不定芽诱 不定芽出 单株形成不 ———— 西 
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+BA0．5+NAA0．5；BA与 NAA配伍诱导不定芽的效果优于 

KT与 NAA配伍，KT与 NAA配伍优于 ZET与IAA配伍。KT 

与 NAA配伍诱导不定芽效果虽不如 BA与 NAA配伍 ，但芽 

长势好，苗旺，无玻璃化现象。从①、④、⑧、⑨组实验来看， 

BA对灯盏花不定芽的诱导效果较好，且随 BA浓度的增加， 

诱导出的不定芽数增加 。 

2．2．2 不同接种部位对不定芽诱导的影响(表 7)。用灯盏 

花的茎诱导不定芽效果最好，但灯盏花的茎极短，体积数量 

有限；用真叶诱导不定芽也有较好效果，且优于根和子叶。 

表 7 不同接种部位对不定芽诱导的影响 

2．2．3 不同糖浓度对不定芽诱导的影响。由表 8可知，浓度 

30 L蔗糖诱导不定芽的效果明显优于 10、6o L，加6o L 

蔗糖的组培苗出现畸形，褐化死亡严重。 

表8 不同糖浓度对不定芽诱导的影响 

以上实验说明，灯盏花能有效形成不定芽，且效果较好。 
一 般通过不定芽发生途径再生植株，遗传稳定性优于通过愈 

伤组织途径再生植株，转基因效果也更好l5一。 

2．3 抗生素敏感性测定 

2．3．1 土壤农杆菌对Ch1．敏感性测定的结果。植物转基因 

过程中，常在目的基因上携带抗生素抗性基因，作为转基因 

识别标志。因此常在培养基中加入抗生素作为转基因抗性 

细菌或植物的选择压力 。由表 9可知，使用浓度 75 ve~'ml 

的Cla1．(氯霉素)作为选择压力筛选 Ch1．标记的土壤农杆菌 

阳性克隆单菌落效果较好，菌落数量少，遗传转化阳性率高。 

表9 土壤农杆菌Ch1．敏感性测定 

2．3．2 灯盏花对 Cent．敏感性测定的结果。由表 10可知， 

使用浓度50re／m1的Cent．(庆大霉素)作选择压力筛选 Cent 

标记的阳性灯盏花转基因植株效果最好。75及 10o ／fnl浓 

度过高，对细胞造成严重伤害，转基因植物细胞不能正常 

生长。 

2．3 3 土壤农杆菌对 Cef 敏感性测定的结果。在植物转基 

因过程中，用携带目的基因的土壤农杆菌侵染植物时，一方 

面土壤农杆菌要有一定的浓度，要能确保有效地进入植物细 

胞，另一方面土壤农杆菌在细胞中大量生长繁殖，会导致植 

物细胞死亡。为防止土壤农杆菌大量繁殖对植物细胞造成 

破坏，需在培养基中加入一定浓度的 Cef．(头孢霉素)抑制土 

壤农杆菌[ 。cef．具有广谱抗性，能有效抑制土壤农杆菌的 

生长，同时对灯盏花的细胞无毒害作用_8j。由表 11可知，使 

用200 fnl cef．浓度太低，不能有效抑制土壤农杆菌的生 

长，影响不定芽诱导；400 fn1 cef．浓度太高，能有效抑制土 

壤农杆菌的生长，但不定芽形成较快，影响转基因的效果； 

300蜉／fnl cef 邑有效抑制土壤农杆菌的生长，能稳定地进行 

转基因，同时对灯盏花细胞无毒害作用，转基因的灯盏花细 

胞能较快形成不定芽。 

表l0 转基因植物对 Gd吐．敏感性测定 

表 ll 土壤农杆菌对 Cef．敏感性测定 

3 小结 

该试验结果表明：使用 Ms+BA0．2( L，单位下同)+ 

NAA2．0的培养基，播种 10 d的幼苗，0．5 cm×1．5 cm大小的 

真叶作为外植体，能在 2周内形成愈伤组织；使用 Ms+BA 

0．5+NAA0．5培养基，附加 30异／L蔗糖，以真叶为外植体， 

能在2周内诱导不定芽形成；使用 75 fnl的氯霉素(ch1．) 

作为土壤农杆菌转化培养的选择压力，使用50 ／fnl的庆大 

霉素(Gem．)作为转基因植株的选择压力，使用 300 Ⅱd的 

头孢霉素( ．)作为土壤农杆菌转基因的抑菌抗生素，对灯 

盏花遗传转化效果最佳。 
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