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籼稻成熟胚遗传转化体系影响因素的优化 
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摘 要：以5个籼稻品种为研究材料，对影响籼稻成熟胚愈伤组织培养、愈伤组织与根癌农杆茵共培养的部分因素进行 

了研究。结果表明：适当提高硝态氮和铵态氮比例、1．0～2．5mg／L的2，4一D浓度有利于籼稻品种成熟胚愈伤组织的诱导；愈 

伤组织继代12d左右共培养效果较好；愈伤组织与农杆茵液共培养3d能获得50％以上的转化率。 
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Abstract：Five indiea rice eultivars wel'e investigated to study several factors influential to transformation frequency．Appropriate 

l1igher ratio of nitrate nitrogen to ammonium nitrogen．1．0～2．5mg／L 2,4一D were beneficial to indica rice callus inducement．The 

results of subculture time investigation showed that twelve days’culture conduced to callus activity．Advanced reseal'Ch results showed 

that three days’co—culture of callus and A．tumefaclen was benefieial to target gene’S transformation． 
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建立稳定、高效而可靠的再生体系是进行水稻遗传 

转化研究的基础。农杆菌介导转化籼稻体系的优化有诸 

多报道。1996年 Rashid等 报道成功获得籼稻转基因 

植株，但外源DNA在籼稻中的转化率极低。1999年 A1一 

demita等 转化籼稻，其稳定转化率仅在 1％ ～5％之 

间。丁玉梅等 将 BT基因转入籼稻中，获得了较高的 

转化率。由于籼稻基因型较多，影响转化率的因素较 

为复杂，要获得高效、稳定的转化率，还需进一步进行 

优化 。本研究以5个籼稻品种为研究材料，采用农 

杆菌介导法导入pCAMBIA1301质粒，并对籼稻成熟胚再 

生体系的几个影响因素进行优化，以期提高籼稻转化 

效率。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料与农杆菌菌株 供试水稻品种为两系杂 

交稻恢复系“香丰 187”、三系恢复系“527”、三系保持系 

“T98B”、“316B”、常规优质稻“湘早籼31号”，由湖南农 

业大学水稻研究所提供。 

农杆菌菌株为 EHA105，pCAMBIA1301质粒上含有 

hpt和gus基因(如图1所示)。 

图1 pCAMBIA1301质粒 T—DNA区域 

1．2 培养基 基本培养基：MS 、CC 引、NB 引、N ⋯ 、 

D “ 培养基。 

愈伤组织诱导及继代培养基：基本培养基+3．Omg／ 

L 2，4一D+3．0g／L phytagel，pH5．8。 

共培养培养基：基本培养基 +2．0raCE 2，4一D+ 

200uM aeetosyringone+2．0g／L phytagel，pH5．2。 

抗性筛选培养基：基本培养基+2．5mg／L 2，4一D+ 

2．8g／L phytagel，pH5．8。 
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预分化培养基：基本培养基 +2．0rag／L6一BA+ 

0．5mg／LNAA +3．0g／Lphytagel+5．0mg／LABA．pH 

5．9。 

分化培养基 ：基本培养基 +2．0mg／L6一BA+ 

0．5mg／L NAA+4．0g／L phytagel，pH5．9。 

生 根培养基 ：基本培养基 +10．0g／LmaltOSe+ 

30．0g／L sucrose+2．5g／L phytagel，pH5．8。 

1-3 水稻愈伤组织的诱导、继代培养 成熟种子去掉颖 

壳后，用70％的乙醇消毒 1～2min，再用0．1％的升汞消 

毒15-20min，然后用无菌水洗4次，接种于诱导培养基 

上，25~C黑暗条件诱导愈伤组织。待愈伤组织长出后，继 

代于同一新鲜培养基上。统计愈伤诱导率(愈伤诱导 

率％=出愈胚数／成活胚数×100％)，褐化率(褐化率％ 

= 褐化愈伤组织数／总愈伤组织数×100％)。 

1．4 农杆菌转化 挑取培养好的农杆菌单菌落，接种于 

LB 液体培养基中。次日吸取0．8～1．0mL菌液再培 

养。收集菌体，重悬7：AAM 培养液中，0D鲫调节至 

0．8～1．0。将经预培养的愈伤组织浸泡于菌液中30min， 

晾干后置于共转化培养基上，25℃暗培养。共培养后进 

行GUS组织化学染色，统计瞬时表达率(瞬时表达率％ 

=gus基因表达的愈伤组织数／总愈伤组织数 ×100％)。 

gus基因的组织化学分析，按Jefferson等 的方法进行。 

I．5 抗性愈伤组织的筛选和植株的再生 将共培养后 

的愈伤组织，用无菌水冲洗数次。晾干，转至筛选培养基 

上进行暗培养。两个星期后，将筛选后长出的愈伤组织 

转至预分化培养基。预分化后，挑选结构紧凑、胚性较好 

的愈伤组织团至分化培养基上，于光照条件(12h光照／ 

12h黑暗、光强约为20001x)、26℃左右下进行分化。幼 

芽长出后再移至 1／2MS生根培养基上生根。待苗 8～ 

10em高时，将植株转入土壤，在温室或大田生长成熟。 

叶片进行 GUS染色时需用酒精脱色。 

1．6 DNA提取及PCR检测 基因组DNA的提取按本 

实验室的方法进行。PCR反应扩增反应条件为：94~C 

3min～94℃50s～50℃50s～72℃ lmin，35个循环；72~C， 

最后延伸10rain。引物序列为：Forword：5 cggtgactcggagt- 

caag 3 ；Reverse：5'tcgtcgtcgccaatcgag3 。用1．2％琼脂糖 

凝胶电泳后，记录电泳结果。 

2 结果与分析 

2．1 不同硝态氮和铵态氮比例对籼稻成熟胚愈伤组织 

诱导率的影响 试验配制3种硝态氮和铵态氮比例的基 

本培养基诱导愈伤组织，愈伤组织平均诱导率如表 1 

所示。 

方差分析结果表明：各籼稻品种之间的平均诱导率 

存在显著差异，527的平均诱导率最高，为62．83％，香丰 

187最低，为39．42％。除香丰 187外，其它各供试水稻 

品种平均愈伤诱导率均在2．3：1比例的培养基上最高， 

且显著地高于在其它两种比例培养基上的诱导率；香丰 

187在2．5：1比例的培养基上平均愈伤诱导率最高，进一 

步加大比例，则诱导率下降。这说明适当提高培养基中 

硝态氮和铵态氮比例能显著提高籼稻成熟胚的愈伤组织 

诱导率；过高比例则不利提高籼稻成熟胚的愈伤组织诱 

导率。 

表 1 不同硝态氮和铵态氮比例基本培养基上 

成熟胚愈伤组织诱导率 ％ 

2．2 2。4一D浓度对籼稻愈伤诱导率的影响 在 NB培 

养基上，不同2，4一D浓度处理下的平均愈伤组织诱导 

率如表2所示。 

由表2可知，各籼稻品种成熟胚愈伤组织诱导所需 

2，4一D浓度在 1．0～2．5mg／L之间。527、198B、316B、 

湘早籼 31号在 NB培养基上的愈伤诱导率有升 一降 一 

升 一降的变化；将香丰 187接种于另一种更适合的基本 

培养基上，亦得到相似的结果。方差分析结果亦表明：不 

同2，4一D浓度处理之问的平均愈伤诱导率亦存在极显 

著的差异。说明各个籼稻品种的愈伤诱导均有一个最适 

2，4一D浓度。 

表 2 不同浓度2，4一D处理愈伤诱导率 ％ 

2，4一D不仅能有效地诱导植物细胞的脱分化，还能 

引起愈伤组织发生体细胞突变，对植物细胞分化有一定 

的抑制作用。因此，在不影响诱导率的条件下，应尽量少 

地降低 2，4一D浓度。进一步的研究结果表明，527、 

T98B、316B、湘早籼31号、香丰 187的适宜 2，4一D浓度 

分别为1．5、1．0、2．0、1．5、2．0ms／L。 

2．3 继代时间对籼稻愈伤组织褐化率的影响 影响成 

熟胚褐化的因素较为复杂，除了外植体的基因型、培养基 

环境外，继代时间也是一个重要的因素。不同的继代时 

间，褐化率有成倍的差异。继代7、12、20d的褐化率如表 

3所示。26℃、NB培养基、暗培养条件下 ，褐化率随天数 

的增加而增大，继代7d与12d的褐化率差异并不显著， 

继代20d后的褐化率极显著地增大；且 12d以后的愈伤 

组织逐渐变黄，到20d以后的愈伤组织较为松散，颜色较 

深，呈水渍状，不宜用作转化。 

共培养的结果亦表明：继代12d左右的愈伤，其细胞 
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正处于旺盛的分裂状态，转为胚性状态的时间短，胚性 

好，并能较快地接受外源 DNA的进入，较好地进入脱 

分化。 

表3 不同继代时间对愈伤组织褐化率的影响 ％ 

2．4 共培养时间对转化效率的影响 愈伤组织与农杆 

菌共培养时间的长短直接影响到外源基因的导人效果。 

共培养时间不足，外源DNA难以整合到基因组上；时间 

过长，过度生长的细菌细胞就会抑制植物细胞的正常生 

长，甚至会造成植物细胞的死亡。取共培养 1、2、3d的 

愈伤组织进行 GUS组织化学染色，瞬时表达率如表4所 

示。其中共培养4d的愈伤组织因农杆菌大量繁殖而未 

作 GUS检测。 

表4 不同共培养时间对 GUS瞬时表达率的影响 ％ 

结果表明：培养 1d后，各籼稻品种的愈伤组织的瞬 

间表达率在4．oo％ ～8．27％之间；2d后，瞬间表达率可 

得到提高至21．05％～36．84％之间；3d后，瞬间表达率 

可高达50．oo％ ～61．90％。籼稻愈伤组织与农杆菌共培 

养3d转化效果最好。 

2．5 抗性愈伤及转基因植株的GUS检测 各籼稻品种 

的愈伤组织及叶片的 GUS染色情况如图2(A、B、c、D) 

所示。各籼稻品种的愈伤组织及叶片的 GUS染色反应 

均呈阳性，说明gus基因在各籼稻品种中得到有效表达。 

2．6 PCR结果 图2(E)为本研究中转基因植株的 hpt 

基因PCR结果，研究结果表明各籼稻品种的 基因转 

化率在 13．3％ 一28．0％之间。 

3 讨论 

基因型依赖是影响愈伤诱导率、离体组织培养性能 

及转化效率的因素之一。适当的硝态氮和铵态氮的比 

例，有利于愈伤组织的诱导。原因可能是籼稻种子中所 

含硝态氮和铵态氮的比例较低，成熟胚较为敏感；当适当 

提高比例时，愈伤组织的诱导率能相应得到提高。但过 

高的比例，可能对胚产生毒害，反而降低了诱导率。 

植物激素是植物组织离体培养中不可缺少的物质。 

2，4一D是一种外加的游离型生长素，在诱导水稻成熟胚 

愈伤形成时有—个最适浓度，低于这个浓度时，愈伤组织 

细胞生长随浓度的增加而加快 ；高于最适浓度时，对植物 

产生毒害，从而抑制细胞的增殖，促进生长的效应随浓度 

的增加而逐渐下降；当2，4一D超过一定浓度后，种子内 

源的束缚型生长素如吲哚乙酸(LAA)与束缚物分解，成 

为游离型生长素，使植物体内游离生长素呈稳衡状态，达 

到适合愈伤组织细胞生长的水平，并与氨基酸结合起一 

定的解毒功能。 

B 

D 

E 

A 

C 

A为愈伤组织筛选；B为愈伤组织 CUS检测；c为叶片愈伤组织 CUS 

检测；D为转基因植株；E为 PCR结果：(1为DNAmarker，2为质粒扩 

增产物，3为阴性对照扩增产物，4—10为转基因植株扩增物)。 

图2 GUS染色情况及hpt基因PCR结果 

对不同籼稻品种进行培养基筛选及优化是建立籼 

稻成熟胚高效转化体系的基础。在优化培养基时，必须 

对各个因素有针对性地进行优化，以获得尽量多、胚性好 

的愈伤组织 。但因不同基因型的籼稻品种内源激素 

的种类和含量不同，优化工作较为繁重，到目前为止，在 

此方面的研究中，未有进一步的报导。 

继代时间的长短是影响成熟胚愈伤组织褐化和胚 

性的重要的因素之一。褐化的原因可能是胚性愈伤组织 

中过氧化物酶和酸性磷酸酯酶活性下降，转酯作用和解 

毒作用降低，使得愈伤组织由于酚类物质的积累而发生 

褐变，胚性愈伤组织继代培养中培养力降低 。但过早 

继代因脱分化不完全或机械损伤易导致愈伤组织死亡。 

继代10～12d左右的愈伤组织细胞正处于旺盛的分裂状 

态，能够较好地进入脱分化状态。 

转化频率随共培养时间的延长相应提高。这可能 

是因为较长的共培养时间有利于酚类物质的吸附，从而 

激活更多具有侵染能力的农杆菌，进而提高转化频率。 

但由于在共培养培养基上不含任何抗生素，植物细胞和 

细菌细胞都可以生长。而细菌细胞的生长周期要比植物 

细胞短得多，生长较快，如果培养时间过长，过度生长 

的细菌细胞就会抑制植物细胞的正常生长，造成植物细 

胞的死亡。因此，为提高转化频率，许多的科研者采取各 

种措施以延长共培养时间。共培养后，延长愈伤组织的 

晾干时间，能明显提高gus基因的瞬时表达率，但并不利 

于外源基因转化效率的提高。这可能是延长晾干时间， 

细胞易脱水死亡，在后续的筛选继代中，不能保持细胞的 

(下转第6页) 
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较低，所以抗性比较弱，对农杆菌的耐受能力低，需要用 

更低的浓度进行感染。 
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活性。因此，适当的共转化时间，才能保持外源基因的 

表达。 
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