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转 rolA、B、C基因枳橙快繁技术 

胡春华，谢玉明，黄训才，郭 琛，焦 徕 ，吴芯茹 ，邓子牛 

(湖南农业大学园艺园林学 院，长沙 410128) 

摘 要：通过对转roZ基因枳橙 B、D、E系及对照的高接植株春梢茎段进行萌芽诱导、增殖及试管苗生根成苗的试验． 

摸索出适宜枳橙快繁各种培养基配方及培养条件。结果表明，以 MS+6一BA 1 mg／L的培养基适合于芽萌发．以MS+6一 

BA 0．5 mg／L+NAA 0．05 mg／L的培养基适合于芽增殖，生根则以 1，2 MS+NAA 0．5 m +0．2％活性炭的组合最佳，转基 

因各系生根率均在 93．3％以上，显著高于对照生根率(66．7％)。快繁苗移栽成活率可达 90％，目前生长 良好 。 
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／n vitro propagation ofrol A ，B，C transgenic citrange 

HU Chun—hua，XIE Yu—ming，HUANG Xun—cai，GUO Chen，JIAO Lai，WU Xin—ru，DENG Zi—niu 

(Horticulture and Landscape College，Hunan Agricultural University，Changsha，Hunan 410128 China) 

Abstract：／n vitro propagation makes it possible to speed the multiplication of the rol A，B，C transgenic citrange plants，SO it 

is possible to quickly evaluate this new rootstock．Using bud sticks of the transgenic clones(B，D，E)and the control citrange 

as explants，culture media containing various plant growth regulators were tested for bud bumt，shoot multiplication and 

rooting．The results indicated that MS medium containing 1 mg／L 6-BA resulted in fastest bud bumting，MS added with 6一 

BA 0．5 mg／L+ NAA 0．05 mg／L was the best choice for shoot multiplication．and 1／2MS supplied with NAA 0．5 mg／L and 

0．2％ activated charcoal showed quite suitable for rooting． Fhe transgenic clones had significantly higher rooting percentage 

(93．3％)than that of the control(66．7％)． 
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转 rol基因枳橙表现 出顶端优势减弱 、分枝增 

多 、节间缩短 、整个树冠变得紧凑 ，矮化【1】，有望成为 

柑橘新的矮化砧木资源。为了能尽快形成转基因系 

群体，以便进行砧木选育，需对转 roZ基因枳橙进行 

快速繁殖研究。柑橘离体培养在国内外进行过长期 

研究 ，在快速繁殖方面，利用实生苗胚轴 、子叶或嫁 

接苗茎尖培养 ，有过不少报道_2-5]，但大多以实 生苗 

为材料，并且各类之间还存在较大差异。用嫁接苗枳 

橙茎段作外植体及转基 因柑橘快繁研究未见报道。 

本研究以转 roZ基 因枳橙及对照高接带芽茎段为材 

料，以期优化转基因柑橘快繁技术 ，获得成批遗传稳 

定的转基因枳橙快繁苗 。并初步研究 roZ基 因对枳 

橙根系的影响 

1 材料和方法 

1．1 材料 

供试材料为转 roZ基因枳橙 B、D、E 3个系【1】。以 

未经转化的通过相同再生体系获得的枳橙植株为对 

照。材料采自高接在 10年生枳砧温州蜜柑尾张树的 

枝条。 

1．2 培养方法 

芽萌发 、增殖基本培养基为 MS，附加 BA，浓度 

设为 0，1，2，5 mg／L，3％蔗糖 、0．8％琼脂 、pH5．8。生根 

培养基 为 1／2MS，2％蔗糖 、0．8％琼脂 、pH5．8。附加 

0．2％活性碳 (AC)。培养温度(24+2)℃，连续光照 12 

h／d，光照强度为 1000—15O0 Lx。 

枝条去叶、刺后 ，剪成约 5 cm长的茎段 ，自来水 

冲洗 60 min，超净工作 台上用 70％酒精 表面消毒 

1 min，再用 0．1％的升汞溶液消毒 12 min，无菌水 冲 

洗 3—4次 ，切成 1．5 cm长的单节带芽茎段 ，然后芽 

眼朝上平放于培养基上进行培养。当芽萌发后。将嫩 

芽从基部切下，进行芽增殖培养，每月继代 1次。每 

代选取部分健壮芽进行生根培养。试管苗经过炼苗 

后转入 白砂土与发酵棉籽壳 (1：1)的基质 中，继续在 
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温室中生长。 

2 结果与分析 

2．1 BA对枳橙茎段芽萌发的影响 

在 MS+BA l mg／L培养基萌发效果最好 ．接种 

7 d芽全部萌发，嫩芽整齐、健壮，生长速度快，15 d 

可达 1．5～2．0 cm高。BA浓度达 2 mg／L时，也能诱导 

芽萌发 ．但芽生长不整齐 ，甚至芽停止生长，最后水 

滞样死亡。BA浓度达 5 mg／L时 ，几乎无芽萌发 ．外 

植体最后褐化死亡。不加 BA时，外植体仅有部分萌 

发 ，芽生长速度慢 、不整齐 、生长势弱。 

2．2 芽的增殖 

2．2．1 植物生长调节剂对芽增殖的影响 从表 1中 

可以看出 ．以 MS+BA 0．5 mg／L+NAA 0．05 mg／L的培 

养基配方最适合于枳橙芽 的增殖 ，其增殖系数分别 

达到 2-4和 2．0。BA浓度对芽的增殖影响很大．浓度 

增加或者减少，增殖系数均减少。这与Jameel等[61的 

研究结果相似。NAA对芽 的增殖影响不及 BA，但适 

当浓度的 NAA有利于芽的生长 ．BA浓度为 O．5 mr,／ 

L时 ，NAA 由 0增加到 0．05 mg／L时 ．芽生长情况 、 

增殖系数有所提高。提高到 0．1 mg／L时 ，致使外植 

体产生愈伤组织，增殖系数下降。 

表 1 不同植物生长调节剂及浓度对枳橙芽增殖的影响 

Table 1 Effects of plant growth regulators on shoot 

multiplication of the transgenic and the control citrange 

注 ：同列中不 同字母表示差异显著性(P<0．05)。下 同。 

Note：11le different letters in the same column means significant differ- 

enee at 0．05 level by Duncan’s．The same as below． 

2．2．2 不同继代培养次数对枳橙 芽增殖的影响 第 

1代培养过程中，各转 r0f基因枳橙系及对照都出现 

不同程度试管脱落现象，但经过第 1代驯化后，叶片 

不再脱落，芽基部产生大量丛芽，芽梢长势好，叶色 

浓绿，有效新梢多。第 1代到第 4代，芽增殖系数逐 

步提高，第 4代达到最大值，其中对照由 2．06增加 

到 2．86，转基 因 B、D、E各 系 由 2．43～2．66增 加 为 

4．36～4．83。增殖芽无畸形 ，几乎没有愈伤组织形成 ， 

生长势旺。转基因各系新梢与 田问苗一样 ，表现 出矮 

化性状 ，一般新梢长度在 2 cm左右 ，而对照达到 3～ 

4 ClTI(图版一3，4)。到第 5代，少数外植体基部形成一 

层较薄的愈伤组织。 

影响了芽的质量和芽的增殖系数。为了解决此 

问题，第6代继代时，先将继代芽转入 MS无激素培 

养基培养 10 d．以降低体内激素浓度水平，然后再转 

入增殖培养基继续继代培养．从而有效地避免了愈 

伤组织的产生．保持了转基因各系每1代增殖系数 

在 3．5以上．对照增殖系数在 2．7以上。 

2．2．3 转基因与对照芽增殖的差别 转基因各系与 

对照的芽增殖存在着明显的差异。在继代培养中，转 

基因各系形成的芽多、芽梢短 ，叶片小 ，叶柄短，与转 

基因田间植株的表现相似 。同时 ，由于腋芽生长多而 

快．芽增殖系数各代都比对照要高，特别是第 4代， 

B系增殖系数达到 4．83，而对照只有 2．86。 

2．3 生根培养与移栽 

2．3．1 不同培养基配方对枳橙 生根的影响 从表 2 

可以看 出．最适合于生根 的培养基配方为 1／2 MS+ 

NAA 0．5 mg／L+0．2％AC培养基 ．转基因 D系生根率 

达到 100％，对照为 66．7％。根健壮 ，白色 ，根数 2～4 

条．根长 3-6 cm。部分根长出多条侧根，芽苗长势 

好 ．其次为 1／2 MS+NAA 0．2 mg／L+0．2％AC培养基。 

1／2 MS+NAA 0+0．2％AC培养基 的生根效果最差 ，对 

照不生根．转基因系生根率只有 30％。 

NAA对枳橙生根有着 显著的影响。当 NAA浓 

度 由 0升至 0．5 mg／I 时 ，对照 生根 率 由 0升 至 

66．7％，转基因枳橙 D系由 30％提升至 100％。对照 

枳橙在无 NAA培养基上不能生根 ，转基因枳橙也只 

有部分芽能诱导出根 ，但根细 、褐色 、老化 ，芽苗生长 

势差 ，生长慢。 

此外 ，活性炭fAC)也能显著促进根的诱导 和生 

长 ．1／2 MS+NAA 0．5 mg／L培养基不加活性炭 ，生根 

率显著降低，原因可能是活性炭的加人造成了培养 

基的黑暗．使其更接近 自然土壤的黑暗条件，从而适 

合于生根培养 ；也可能是吸收了切芽分泌的不利于 

根生长的代谢产物，从而有效地促进生根。 

2-3．2 转基 因枳橙与对照生根差异 转基 因枳橙与 

对照生根存在显著的差异。在相同的培养条件下 ，无 

论是生根率还是单芽平均根数，前者都显著高于后 

者(表 2)。在 1／2 MS+NAA 0．5 mg／L+0．2％ AC生根培 

养基中，转基因苗诱导 15 d即有根产生，对照要滞 

后 4～6 d．转基因枳橙生根率达到 93．3％、单芽平均 

根数 2．1条以上 ，部分根还分化 出多条侧根。对照生 

根率只有 66．7％，单芽平均根数 1．5，无侧根 (图版一 

5) 另外，转基因苗还能在无激素生根培养基上诱导 
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图 l 不 同继代培养次数对转 rol基因枳橙芽增 殖的影响 

Fig．1 The effects of subculture times on shoots multiplica- 

tion of the transgenic and the control citrange plants 

生根，甚至还能在增殖培养基中生根，这在对照中却 

没有此现象 ，表明 rol ABC基因具有很强 的诱根效 

果 ．转基因枳橙表现出很强 的生根能力 ，这与转 r0Z 

基因促进生根的结论相同I7-9]。 

2．3．3 试管苗移栽 生根培养 30～35 d后 ．将苗小 

心从瓶中取 出．彻底洗净根上培养基，移栽到白沙 

土：棉籽壳=1：1的基质中，薄膜覆盖 30 d保湿。成活 

率在 90％以上 。目前已有 500多株转基 因苗及 100 

多株对照的试管苗移栽人温室 (图版一6)。 

表 2 转基因与对照枳橙 生根差异 

Table 2 The difference between transgenic citrange and the control on roo ting induction 

3 讨 论 

转 r0Z A、B、C基 因枳 橙 同其 他转基 因柑橘 一 

样，是通过卡那霉素抗性筛选而获得的。而具有卡那 

霉素抗性 的转基因芽难以生根 的现象已有报道 

通常转基因柑橘的再生都避开生根过程，直接嫁接 

到砧木上 ，结果是很难得到 自根的转基因植株。本试 

验结果表明 ，转 rol A、B、C基因枳橙虽然同样具有 

卡那霉素抗性 ，但却表现出很强的生根能力 ，并成功 

获得了批量的转基因 自根苗。 

同时 ，对转 ro2 A、B、C基因枳橙芽将近 1年的 

增殖继代培养，继代芽能保持较高的增殖率并有效 

地避免 了愈伤组织成苗途径 。通过对高接枳橙带芽 

茎段的芽萌发、芽增殖、生根及试管苗移栽等4个环 

节的试验，初步得 出了 1套关于转基因枳橙的快繁 

技术 ，大大提高了转基因枳橙的繁殖效率 ，为柑橘工 

厂化育苗提供 了技术参考 ，加快 了对转基因及新选 

育品种的繁殖速度 ，进而加速了选育种的进程。(本 

文 图版见封 底 ) 
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