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矮牵牛 Tidal Wave品种遗传转化受体再生体 

武术杰 李邱华 
(长春大学，长春，13~31) (中国农业大学) 

系的 建立 

摘 要 以矮牵牛Tidal wave品种无菌苗叶片为外植体，在附加不同质量浓度激素的MS基本培养基上诱导 
培养，通过器官发生途径获得再生植株。在附加3．0 ms／L BA、0．3 ms／L NAA的培养基上获得了90％以上芽的再 
生率。再生芽在附加0．02 ms／L NAA、1．0 mg／L KT、5 0 ms／L GA3的培养基上发育良好。在3种选择抗生素的筛 
选中发现，叶片对潮霉素和庆大霉素较为敏感，这2种抗生素质量浓度为5 ms／L时，2周内可将外植体全部杀死； 
而卡那霉素质量浓度达到 15 mg／L时，芽分化才被完全抑制。因此可确定卡那霉素为理想的选择抗生素，其选择 
压质量浓度为15 ms／L。2种抑茵抗生素中，头孢霉素对叶片再生影响较大；而250 ms／L的羧苄青霉素能有效地 
抑制农杆菌菌株LBA4404的生长，却对矮牵牛叶片的芽分化影响不大，为适宜的抑茵抗生素。 

关键词 矮牵牛；组织培养；遗传转化；再生体系 
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Establishment of Regeneration System for Genetic Transformation for Common Garden Petunia‘Tidal W ave’／ 

Wu Shuiie(Changchun University，Changchun 130031，P．R．China)；Li Qinhua(China A两cultural University)／／Jour． 
nal of Northeast Forestry University．一20o7．35(4)．一l4—15，27 

Regeneration plantlets were obtained from young leaf explants of the petunia‘tidal wave’induced on MS medium supple． 

mented with different concentratlons of antibiotics by organogenesis．Results indicated that the regeneration rate of plantlets 

reached above 90％ on MS medium supplemented with 3．0 me-／L BA and 0．3 mg／L NAA．The regeneration shoots were 

well developed on MS medium supplemented with 0．02 ms／L NAA，1．0 mS／L KT．and 5．0 mS／L GA ．Among the three 
kinds of selective antibiotics，the explants are very sensitive to hygromycin and gentamicin．and they wi11 entirely die in 

two weeks at a concentration of 5 mg／L．However．the shoot differentiation can be inhibited at a concentration of 15 me,／L 

for kanamycin．Th erefore．the optimal antibiotic is kanamycin with an optimum  concentration of 15 mg／L．For the two anti． 

microbial antibiotics．cephamycin has an obviously effect on leaf regeneration．Carbenicillin with a concentration of 250 

nag／L can inhibit the development of the a~obacterium s n LBA4404 and affect bud differentiation slightly．Carbenicillin 

is considered to be the appropriate antimicrobial antibiotic． 

Key words Common garden petuvia：Tissue culture：Genetic transformation：Regeneration system 

矮牵牛(Petunia hybri~ Vilm)，英文名：common garden 

petunia，为茄科矮牵牛属多年生草本植物。利用组织培养技 

术，对具优良品种特性的矮牵牛单株进行快速无性繁殖，不仅 

可以保持其优良性状，使花色纯化，还可以进行周年生产。矮 

牵牛因其组织培养比较容易，组织与细胞操作技术简单，生活 

周期短，同时又是一种重要的花卉，且其基因工程技术开展得 

也比较早，从而成为转基因的模式植物之一。Horsch等 1985 

年首次获得了矮牵牛的转基因植株，以矮牵牛为模式植物进 

行花色研究。最初阶段的研究主要集中在花色素苷代谢途径 

上，结果认为在参与花色素代谢的途径中，CHS(查尔酮合成 

酶)尤为重要⋯。Weiss等研究发现，在矮牵牛中GA，的应 

用并没有阻止花色素苷生物合成基因在花冠发育过程中早期 

的表达减少 J。Weiss等研究指出，在调控矮牵牛花发育的 

过程中，糖类起着一个核心作用，此作用的发挥需要蔗糖和 

GA的共同协作。当存在蔗糖供给时，矮牵牛花瓣才能有正 

常的发育和色素形成的分化 。Tsukaya等指出，当花冠生长 

分化时，如果蔗糖和 GA 共同存在，它们将伸长和变得色彩 

多样，蔗糖也可以直接引导chs基因的表达，同时发现chs基 

因在矮牵牛花中的表达受到胞内蔗糖水平的调控 。安利 

忻、刘荣维等对矮牵牛的研究时发现，花的分生组织决定基因 

API的转化 ；国凤利和孟繁静的研究发现，矮牵牛易于进行 

根癌农杆菌介导的基因导人，这为利用转基因的方法研究基 

因的功能提供了有利的条件 o 。 

本研究以矮牵牛Tidal Wave品种为材料，建立了叶片外 

植体再生和遗传转化受体再生体系，为进一步利用基因工程 
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手段改良品种奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

植物材料：矮牵牛(Petunia hybrida Vilm，Tidal Wave)。 

培养基：矮牵牛受体再生体系的建立以MS为基础培养 

基，附加不同质量浓度的BA和NAA； 

MS培养基含有 3％蔗糖和0．6％琼脂 ，pH值为5．8。 

培养条件：光照强度为7 1471x，光照时间16h／d，温度22— 

24℃，湿度40％。 

选择抗生素：采用不同质量浓度的卡那霉素(kanamycin， 

Km)、潮霉素(hygromycin，Hyg)和庆大霉素(gentamicin，G418)。 

抑菌抗生素：采用不同质量浓度头孢霉素(cephamycin， 

Cef)和羧苄青霉素(carbenicillin，Carb)。 

1．2 试验方法 

无菌体系的建立：本试验中采收试验园当年生矮牵牛 

Tidal Wave的种子，用自来水流水冲洗 1—2 h，0．1％氯化汞 

杀菌30 min，75％乙醇处理5 min。然后再用无菌水冲洗3、4 

次，接种在附加0．2 ms／L BA，0．02 ms／L NAA的MS培养基 

上，待种子发芽后，继代繁殖，获得无菌系。 

矮牵牛再生体系的建立：无菌条件下，分别在无菌苗上选取 

中层健康叶片，剪成0．8 cIIl2大小，将其水平向(近轴面向上)接 

种到含有植物生长调节剂 BA和NAA不同质量浓度组合的MS 

培养基上，诱导愈伤组织及再生芽发生，选择最适芽分化的培养 

基。当再生芽长至1．5 cm高时，将其转人不同生根培养基中进 

行生根培养，并将经过不同继代次数的再生植株外植体放在附加 

不同NAA质量浓度的1／2 MS培养基上进行生根诱导。 

矮牵牛受体再生体系的建立：无菌条件下，将直径为0 8 

cm的矮牵牛叶片外植体，分别接人到含有不同种类、不同质 
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量浓度抗生素的最适芽分化的培养基上，其中选择性抗生素 

选用卡那霉素(Km)、潮霉素(Hyg)和庆大霉素((；418)。抑 

菌抗生素选用头孢霉素(Cef)和羧苄青霉素(Carb)。根据叶 

片离体培养再生芽的分化率，筛选出最适合的选择抗生素、抑 

菌抗生素及其质量浓度。 

2 结果与分析 

2．1 矮牵牛再生体系的建立 

2．1．1 植物生长调节剂质量浓度对矮牵牛离体叶片再生的影响 

将矮牵牛‘Tidal Wave’品种的离体叶片接种于含有 BA 

和NAA不同质量浓度组合的MS培养基上，其外植体愈伤诱 

导率和芽再生率见表 1。 
表 1 植物激素(BA、NAA)质量浓度对矮牵牛 Tidal Wave品种离体叶 

片愈伤组织及芽诱导的影响 

BA质量浓 M 质量浓 外植体 外植体形成 愈伤组织 分化芽 单个外植体最芽分化 

嘿·L’1 度 nlg·L-1总 个 愈伤 个 诱导率％ 个 多分化芽 个 率％ 

O．5 n05 6o 2 3．3 O O O 

1．0 O．1O 6o 60 100．0 17 8 28 

2．0 O．20 6o 46 77．0 71 5 68 

3．O O．3o 6o 56 93．O 54 15 9o 

O．5 O．1O 6o 31 51．O 9 3 15 

1．0 O．20 6o 60 100．O 20 7 33 

2．O O．4o 4o 40 100．O 16 13 4O 

3．0 O．6o 4o 34 85．0 18 6 45 

0．5 O．20 4O 8 20．0 O 4 0 

1．0 O．4o 4O 23 57．O 12 3 3O 

2．0 O．8o 4o 23 57．O 16 4 40 

3．0 1．20 40 9 22．O O 7 0 

对于供试品种叶片离体培养诱导的结果为：各激素组合 

的培养基均能不同程度地诱导出愈伤组织，也都能诱导出不 

定芽。在 BA浓度为 1．0 mg／I~、NAA浓度为 0．1 mg／I~；BA浓 

度为 1．0mg／I~、NAA浓度为0．2mg／L；BA浓度为 2．0mg／I~、 

NAA浓度为0．4 mg／I~的3种组合条件下都获得了100％愈伤 

诱导率。但芽的再生率仅分别为28．3％、33．3％和40．0％。在 

BA质量浓度为3．0 mg／I~、NAA质量浓度为0．3 mg／I~时，芽 

的分化率最高，达到90％，所以此质量浓度组合为最佳选择。 

2．1．2 植物生长调节剂对再生芽发育的影响 

植物生长调节剂对再生芽发育的影响见表2。对继代培 

养基对外植体再生芽的影响试验结果表明：再生芽在添加 

NAA、KT和GA 激素组合的发育培养基中进行发育培养，其 

生长状况显著好于BA与NAA激素组合，其中NAA 0．02 mg／ 

L、KT 1．0 mg／I~、GA35．0 mg／I~组合与NAA 0．03 mg／I~、KT 0．5 

mg／I~、GA32．5 mg／I~组合的培养基再生芽发育最好。 
表2 继代培养基对再生芽发育的影响 

注：+为再生芽发育不良；++为再生芽发育较好 ；卅 为再生芽发 

育良好。 

2．2 矮牵牛遗传转化受体再生体系的建立 
2．2．1 抗生素质量浓度对矮牵牛离体叶片芽分化的影响 

该矮牵牛Tidal Wave品种的叶片对卡那霉素(Km)的作 

用较敏感。在培养基中加入不同质量浓度的卡那霉素进行筛 

选培养，当质量浓度达到或超过 15 mg／I~时，叶片再生芽的发 

生便完全受到了抑制；质量浓度为10mg／I~时，仅有42．5％的 

叶片再生出芽；而质量浓度为5 mg／I~时，可有62．5％的叶片 

再生出芽(见表 3)。因此根据本试验结果，选用 15 mg／I~的 

卡那霉素作为基因转化的选择压。 
表 3 矮牵牛Tidal Wave品种遗传转化卡那霉素(Km)选择压的确定 

Km质量浓度／ 外植体 形成愈伤外 愈伤组织 分化芽外植 芽分化 

mg·L～ 总数／个 植体数／个 诱导率％ 体数／个 率％ 

注：培养基为 MS+2mg／]J3A+0．2mg／LNAA。 

该矮牵牛品种潮霉素(Hyg)和庆大霉素((；418)选择压 

的试验结果见表4和表 5。上述 2种抗生素均对矮牵牛叶片 

再生具有较强的抑制作用，外植体在接人含有不同质量浓度 

的2种抗生素后，7 d开始大量褐化，10 d后陆续死亡，至培养 

20 d时8O％以上的外植体死亡。试验结果表明供试矮牵牛品种 

不适合选用潮霉素和庆大霉素作为基因转化的选择抗生素。 
表4 矮牵牛Tidal Wave品种潮霉素(Hyg)选择压的确定 

注：培养基为 MS+2mg／LBA+0．2mg／LNAA。 

墨 壁奎竺 型 !曼 墨鲞 !!垄堡 竺堕塞 
G418质量浓度／ 外植体 愈伤组织 芽分化 外植体褐 外植体死 

mg·L～ 总数／个 诱导率％ 率％ 化率％ 亡率％ 

注：培养基为 MS+2 mg／]A3A+0．2 mg／LNAA。 

2．2．2 抑茵抗生素对矮牵牛离体叶片芽分化的影响 

在进行基因转化时，被农杆菌侵染携带目的基因的外植 

体转接人分化培养基时，要在培养基中加入抑菌抗生素来抑 

制农杆菌的滋生，以保证外植体的正常生长与分化。本试验 

中，抑菌抗生素对矮牵牛叶片再生的影响见表 6和表 7。 
表6 头孢霉素对矮牵牛Tidal Wave品种离体叶片芽分化的影响 

Cef质量浓度／ 外植体 形成愈伤外 愈伤组织 分化芽外植 芽分化 

mg·L～ 总数／个 植体数／个 诱导率％ 体数／个 率％ 

表 7 羧苄青霉素对矮牵牛Tidal Wave品种离体叶片芽分化的影响 

Carb质量浓度／ 外植体 形成愈伤外 愈伤组织 分化芽外植 芽分化 

mg·L～ 总数／个 植体数／个 诱导率％ 体数／个 率％ 

注：培养基为Ms+2 mg／LBA+o．2 mg／LNAA。(下转27页) 
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注：表中(1)和(2)分别代表 1、2年生的紫椴枝叶。 

导管周长与晚材／早材比、木射线长与木射线宽的变化规 

律相反。 

紫椴的各解剖结构既受随纬度呈明显梯度变化的温度、 

水分等因子的影响 ，也受群落类型、坡向、坡度、坡位、土壤、生 

物、人为等各种无明显梯度变化的因素影响。 
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在脱菌培养的培养基中加人250 mg／L和500 mg／L的头 

孢霉素 ，试验结果表明，2种质量浓度下的头孢霉素虽然能很 

好地抑制农杆菌的生长，但对叶片再生的影响较大 ，叶片再生 

率仅达到 20％左右(见表6)。因此，在进行基因转化时不宜 

选用头孢霉素作为抑菌剂。从表7中可以看出，在脱菌培养 

的培养基中加人250 mg／L的羧苄青霉素对叶片再生影响较 

小，叶片再生率达 55％；加人500 mg／L的羧苄青霉素可使叶 

片再生率达到30％。试验结果表明这 2种质量浓度下的羧苄 

青霉素均能很好地抑制农杆菌的生长。因此在进行基因转化 

时，选用250 mg／L的羧苄青霉素作为抑菌剂较为合适，且在后 

续的转接培养中可适当降低羧苄青霉素的使用质量浓度。 

3 结论 

在 MS培养基上附加 3．0 mr／LBA、0．3 mg／LNAA，诱导 4 

周左右时，再生芽的分化率最高，达到 90％。 

通过外植体脱菌抗生素和选择抗生素质量浓度的筛选 ， 

建立了适合矮牵牛的根癌农杆菌介导的遗传转化的受体再生 

体系：以15 mg／L Km为叶盘分化的抗性筛选质量浓度，以 

250 mg／L Carla作为筛选培养时的脱菌抗生素质量浓度。 
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