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胚性愈伤组织转化体

系! 通过农杆菌介导法将
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基因导入了 %日本晴&
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个水稻品种的胚性愈伤组织' 在分别以选择压
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和
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%4的草丁膦

质量浓度进行了
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& 的愈伤组织转化效率分别是
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! 获得的抗性愈伤组织可以进一步分化成苗' 它们的分

化率依次是
"'-!J

!

;;-;J

和
.'-"J

* 成苗率分别为
'3-'J

!

''-"J

和
&,-"J

+ 在以草丁膦作为筛选标记时! 首选

%日本晴& 作为转化受体进行遗传转化' 该体系为以抗除草剂基因作为筛选标记的水稻遗传转化和基因功能验证提

供了技术基础! 获得的抗草丁膦转化植株为水稻育种提供了材料' 图
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#又叫草铵膦" 是一种低毒且广谱性的有机磷类除草剂$ 它被植物吸收后"

能有效抑制谷酰胺合成酶的活性" 使铵在细胞里迅速积累" 最后导致整个植物体死亡%
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$ 其抗性
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基

因'

4,.'.56*+ 70+,+/.-80 &0-0

(来自土壤吸水链霉菌
$%#&'%()*+&, -*.#(,+('/+0,

" 它编码膦丝菌素乙酰转移

酶)

56*+56,-/67,8,- .80/9'/7.-+)07.+0
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能使
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的氨基发生乙酰化" 进而解除
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对植物的

毒性%

;
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$ 因此" 含有
!"#

基因的植物对草丁膦除草剂具有一定的抗性%

<

&

$ 将
!"#

基因转入农作物" 不仅有

效去除杂草" 而且对施用作物无毒害$ 转
!"#

基因农作物的培育和应用受到育种者的广泛重视%

=3$

&

" 转抗

草丁膦的油菜
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和玉米
2&" )"*,

已经商业化生产 %
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$ 水稻
3#*4" ,"%/5"

是世界性的粮食

作物" 中国是世界上最大的水稻生产和消费国$ 随着杂交育种和分子辅助选择育种技术的应用和发展"

水稻产量不断提高" 品质也得到了极大改良%

?

&

$ 然而" 目前仍有一些因素制约水稻生产$ 例如病虫害和

田间杂草等生物逆境以及一些旱灾等非生物逆境都会造成水稻严重的减产$ 特别是杂草不仅与水稻争夺

水分及养料" 而且提高人工成本" 已经成为水稻生产上的一大难题%
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$

!"#

基因不仅可以作为选择标记

基因" 而且能使水稻具有抗除草剂的优良特征$ 转
!"#

基因水稻能有效除去杂草" 大大减少劳动力 %
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年美国对抗除草剂
B,407/9

!草丁膦的商业名(转基因水稻进行抗性鉴定试验" 喷施
B,407/9

后" 杂草

被有效控制" 而转基因水稻不受影响$ 与此同时" 国内外开展了抗草丁膦基因转化水稻的相关研究$ 于

志华等%
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&采用基因枪法获得了抗
!"#

基因旱稻植株" 试图解决旱稻田间直播的杂草问题$
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&将

!"#

基因作为筛选标记" 利用微粒轰击法转化水稻的悬浮细胞" 获得转化植株$

1:EF

等%
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&选用水稻茎

尖分生组织作为转化受体" 通过农杆菌介导法" 获得几棵转基因植株" 在后代中可以稳定遗传$ 黄大年

等%

@=

&用基因枪分别对水稻的幼胚进行转化" 选取
!%G"H<"I% J&

*

B

!#的草丁膦进行选择" 获得
A

株转基因

水稻" 转化效率很低+ 简玉瑜等%

#A

&通过基因枪将蚕抗菌肽基因转化发芽种胚, 未成熟胚和愈伤组织
;

种

组织" 选用
<I% J&

-

B

!#的
K.+/.

进行抗性筛选" 只有发芽种胚获得
=

株抗性植株" 分子检测
;

株为阳性

株+ 许新萍等%

#$

&用基因枪对水稻的愈伤组织进行转化" 选取
!I%H<I% J&

-

B

!#的
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进行选择" 并获得

转基因植株" 转化效率为
>?IAL
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&用农杆菌介导法对 .明恢
A;

/ 的愈伤组织进行转化" 先用

!=I% J&

-
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!# 的
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筛选
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周后" 再用
!%I% J&

-
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!# 的
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选
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次" 获得转基因植株的阳性率为

$%L

+ 综上所述" 所选的受体部位是悬浮细胞, 茎尖分生组织, 幼胚, 成熟胚和愈伤组织等" 草丁膦的

筛选质量浓度为
%I=H<%I% J&

-

B

!#

" 没有一个确定的转化浓度+ 目前" 以潮霉素作为选择压的水稻转基因

体系已经非常成熟+ 但利用草丁膦作为筛选剂转化水稻胚性愈伤组织的报道较少+ 基于此" 本研究选取

具有成功再生体系的 .日本晴0 1秀水
#;<

0 .中花
##

0 的胚性愈伤组织作为受体" 筛选出最适的草丁

膦转化质量浓度" 再利用农杆菌介导法" 将
!"#

基因转化这些水稻的胚性愈伤组织" 获得抗除草剂转基

因水稻" 建立以草丁膦为选择压的高效转化体系" 为后续选育生产中农艺性状良好的抗性品种提供转基

因材料+

#

材料和方法

!"!

材料

粳稻 .日本晴0

6#*4" ,"%/5"

.

O,55*-4.70

0 .中花
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0

6#*4" ,"%/5"

.

P6*-&6(. ##

0 和 .秀水
#;<

0

6#*4" ,"%/5"

.

Q,(+6(, #;<

0 种子2 具有草丁膦抗性的
5FR###

双元载体2 纯度为
??L

草丁膦2

NM:#%=

农杆菌菌株+

!"#

方法

#I!I#

胚性愈伤组织的诱导 1日本晴0 1秀水
#;<

0 和 1中花
##

0 成熟种子用质量浓度为
;%L

次氯酸

钠表面消毒" 无菌水洗涤
!H;

次" 接种在胚性愈伤组织诱导的培养基
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培养基
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!@脯氨酸
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-
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!@水解酪蛋白
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-
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!@蔗糖
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!@非特胶)
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#上"
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后种子表面出现少量的愈伤组织" 挑取出来继代在相同的培养基)

!G<#T

减为
! J&

-

B

!@

#上" 胚性愈伤组

织组织进一步增殖" 待用做转化%

@?V!%

&

+

@I!I! ;

种胚性愈伤组织的草丁膦敏感性试验和水稻遗传转化 将诱导获得的
;

种基因型胚性愈伤组织

分别接种在含有
%

"

=

"

@%

"
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"

!%

和
=% J&

-

B

!@草丁膦的胚性愈伤组织诱导培养基上" 接种
!=

块-培养

皿!@大小均一的新鲜愈伤组织"

;

个重复"

!A $

培养
!= U

后" 观察胚性愈伤组织的死亡数" 并统计死

@;%
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个水稻品种胚性愈伤组织在不同质量浓度草丁膦的培养基上培养
#$ %

后死亡率统计
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水稻品种
不同质量浓度草丁膦下愈伤组织死亡率
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$日本晴%
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$秀水
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说明& 数值为均值
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标准误差' 小写字母不同表示
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"( 大写字母不同表示
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水平上的差异

显著!
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")

亡率( 确定合适的草丁膦筛选浓度) 将含有
"#$

基因载体的农杆菌菌液培养过夜( 用菌液稀释培养基
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( 侵染水稻的胚性愈伤组织
#= 8-4

( 期间不停晃动( 之后用滤纸吸干多余的菌液( 放在铺有滤纸

的共培养培养基
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筛选出的合适草丁膦质

量浓度"上筛选
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次+ 每
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继代
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轮选择后挑取抗性愈伤组织系( 进行编号( 并转接在分化培
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( 进行聚

合酶链式反应!

Q7K

"检测( 统计转化率) 胚性愈伤组织出现的绿点进一步分化出不定芽( 待不定芽长

到
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( 并有大

量的根( 移栽营养钵成活后( 再移至大田成活( 收种)
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基因的引物!

R

&

I77I$7S$7II77I7$I7I$7S

(

K

&

S7$S77ISIII777I7S$7I$

"进行
Q7K

检测( 扩增的目的片段是
"!; &P

)

#C>C" $

;

代植株的田间草丁膦筛选 对照和转基因的植株的展开叶片用棉球蘸取质量浓度分别为

=;

(

#;;

和
!;; 89

,

?

!#的草丁膦(

= 5

后观察叶片的变化)

>

结果和分析

#&' "

个水稻品种的愈伤组织对草丁膦抗性筛选

将 $日本晴% $秀水
#!"

% 和 $中花
##

% 成熟胚诱导的米黄色且有光泽的胚性愈伤组织接种在分别

含有
H

个质量浓度的草丁膦的选择培养基
K"

上( 死亡率为
=;TOH;B

的愈伤组织对应的草丁膦质量浓

度即可用作选择的质量浓度) 结果如表
#

和图
#

所示&

!

个水稻品种的胚性愈伤组织在空白对照上全部

存活( 且大量增殖' 在
=C; 89

,

?

!#草丁膦的选择压下( 死亡率为
#EBO>!B

( 发生褐变的愈伤组织数量

较少( 且大部分愈伤组织有明显增殖( 没有起到筛选作用' 随着草丁膦质量浓度的增加( 在
#;C; 89

,

?

!#

时( $秀水
#!"

% 和 $中花
##

%

>

个品种死亡率为
=#BO=HB

( 且与
=C; 89

,

?

!#相比存在极显著性差异(

达到选择效果' $日本晴% 在
#=C; 89

,

?

!#下( 死亡率
="C=!B

( 且与
#;C; 89

,

?

!#相比存在极显著性差

异( 达到选择效果' 但 $日本晴% 在
>; 89

,

?

!#下( 死亡率
H;B

以上( 选择效果偏大' $秀水
#!"

% 和

$中花
##

% 在
#=C; 89

,

?

!#下( 死亡率为
==BOH;B

( 选择效果偏大' 而质量浓度
=;C; 89

,

?

!#时(

!

个水

稻品种死亡率达到
E;B

以上( 表明该质量浓度已经超过临界质量浓度( 选择压力太大) 综上所述( $日

本晴% 的草丁膦选择质量浓度应为
#=C; 89

,

?

!#

( $秀水
#!"

% 和 $中花
##

% 的草丁膦选择质量浓度都为

#;C; 89

,

?

!#

)

(&(

抗草丁膦
"#$

基因转化
"

个水稻品种和植株再生

用粳稻诱导出的米黄色且有光泽的胚性愈伤组织!图
>I

"作为受体
<

利用农杆菌介导法转化
"#$

基

因) 将侵染后 $日本晴% $秀水
#!"

% 和 $中花
##

% 的胚性愈伤组织分别在质量浓度为
#=

(

#;

和
#;

何少海等& 农杆菌介导
"#$

基因转化水稻胚性愈伤组织的研究
#!#
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&'

!

(

!#的草丁膦下进行
)

次选择培养" 第
#

次选择后胚性愈伤组织大部分出现褐变#图
!*

$% 第
!

次选

择后& 部分愈伤组织不抗继续褐化和变黑& 部分周边长出新的抗性愈伤组织#图
!+

$% 挑取新生的愈伤

组织系进行第
)

轮选择& 出现增殖#图
!,

$& 抗性愈伤组织系分化出绿点#图
!-

$& 进一步长出幼叶#图

!.

$& 待叶片伸长到
!/) 0&

时& 再生苗快速生根& 获得完整的再生植株#图
!1

$& 移栽成活#图
!2

$" 从

胚性愈伤组织进行农杆菌介导法的转化到获得抗性胚性愈伤组织约
!/)

个月& 抗性愈伤组织分化成苗约

!

个月" 整个转化过程需要
3/4

个月"

图
!

水稻胚性愈伤组织为受体转化到再生图

.5'678 ! .5'6789 :; 7508 8&<7=:'8>50 0?@@69 ;7:& A7?>9;:7&?A5:> A: 78'8>87?A5:>

!"#

转化率! 分化率和成苗率的比较

抗性选择后& '日本晴( '秀水
#)3

( 和 '中花
##

( 分别获得
B4

&

3%

和
C%

块抗性愈伤组织系& 提

取这些抗性愈伤组织系的
,DE

& 进行
F+G

检测& 分别有
4$

&

!$

和
B)

块愈伤组织系均扩增出目的条带&

转化率分别为
$$HCI

&

4$HJI

和
C!H!I

#表
!

$" 图
)E

是 '日本晴( 随机选择的
K"

块抗性愈伤组织的检

测图& 除了泳道
B

和
K)

& 均扩增出和阳性对照#泳道
)

$一样的条带& 转化率均达到
4$I

以上" 说明筛选

的草丁膦质量浓度是适合转化的质量浓度& 同时淘汰非抗性愈伤组织系& 减少后续的继代工作量"

将这些阳性愈伤组织系进行分化培养发现)

)

个水稻品种的分化能力是不同的" '秀水
K)3

( 分化

绿点最少& 分化能力最弱#图
3E

$& 共
K!

块愈伤组织分化出绿点& 分化率为
33H3I

% '中花
KK

( #图
3*

$

有
$!

块愈伤组织系分化出绿点& 分化率为
B4H$I

% '日本晴( 分化绿点最多& 分化能力最强#图
3+

$&

图
K )

个水稻品种的胚性愈伤组织对草丁膦的敏感性试验

.5'678 K L8>95A5M5A= A89A :; AN788 06@A5M?79 :; 7508 -+ A: '@6;:95>?A8

K)!



第
!"

卷第
#

期

表
! !"#

转基因植株抗性鉴定分析

$%&'( ! )'*+,-./%0(!1(-.-0%/0 %/%'2-.- ,+ 01%/-3(/.4 5'%/0-

水稻品种
678

阳性植株
9

株 草丁膦抗性植株
9

株 草丁膦阳性率
9:

!日本晴"

;; <; <;=;

!秀水
#!"

"

#> #? @@=A

!中花
##

"

>B "? A@=;

>#

块愈伤组织系分化出绿点# 分化率为
A@=#:

$表
B

%&

表
" !

个水稻品种的转化率! 分化率和出苗率比较

$%&'( B $1%/-+,1C%0.,/ 1%0(D E.++(1(/0.%0.,/ 1%0( %/E (C(13(/4( 1%0( ./ 0F1(( 1.4( 3(/,025(-

品种
抗性愈伤

组织系
9

块

阳性愈伤

组织系
9

块

分化的愈伤

组织系
9

块

分化绿点数
9

个

成苗

数
9

株

阳性株

数
9

株
转化率

9:

分化率
9:

成苗率
9:

阳性率
9:

!日本晴"

<@ @A ># #<! #B? ;; AA=; A@=# @>=@ <B=>

!秀水
#!"

"

"? BA #B !? B? #> @A=> ""=" @@=A A>=?

!中花
##

"

;? <! AB #;> @? >B ;B=B <@=A !?=< <@=A

说明
G

转化率
"

阳性愈伤组织系
#

抗性愈伤组织系' 分化率
"

分化的愈伤组织系
9

阳性愈伤组织系' 成苗率
"

成苗数
9

分化绿点个

数' 阳性率
"

阳性株数
9

成苗数&

图
!

抗性愈伤组织系!

H

"和转基因植株叶片!

I

"的
678

检测图

J.3*1( ! K(0(40.,/ ,+ &%1 3(/( ./ 3'25F,-%0(!1(-.-0%/0 L7 './(- &2 678 %/%'2-.-

"#$

转基因植株分子检测结果

对获得的转基因植株叶片提
KMH

进行
678

扩增# 以
!"#

基因引物引物进行
678

扩增& !日本晴"

!秀水
#!"

" 和 !中花
##

" 分别获得
#B?

株#

B?

株和
@?

株转基因小植株# 其中
!"#

基因阳性株有
;;

株(

#>

株和
>B

株# 阳性率为
<B=>:

#

A>:

和
<@=A:

$表
B

%& 图
!I

为部分转基因植株的检测结果&

"#%

转基因植株的草丁膦抗性鉴定结果

对移栽成活的转基因植株进行草丁膦抗性检测# 将蘸有不同质量浓度草丁膦的棉球粘附在转基因水

稻的叶片上#

> E

后# 转基因和非转基因水稻出现了明显不同的反应& 图
>

是 !日本晴" 叶片在低质量

浓度为
>?=? C3

)

N

$#草丁膦处理时# 未转化植株叶片上出现枯黄的斑点# 在
#??=? C3

)

N

$# 草丁膦处理后#

出现较大面积枯黄的斑# 在高质量浓度
!??=? C3

)

N

$#草丁膦处理后大面积变枯且严重灼伤& 但转基因

水稻叶片在
>?=?

#

#??=?

和
!??=? C3

)

N

$#草丁膦处理后仍无变化# 表明转基因水稻抗性提高了约
@

倍&

!日本晴" !秀水
#!"

" 和 !中花
##

" 分

别获得的
;;

株(

#>

株和
>B

株
678

阳性株#

其中分别有
#?

株(

>

株和
#B

株的叶片变黄

枯# 其余均表现绿色# 草丁膦阳性率分别为

<;=;%

#

@@=A%

和
A@=;O

$表
!

%# 转基因水稻表

现出草丁膦抗性&

!

讨论

!#&

水稻遗传转化中草丁膦筛选质量浓度的确定和转化效率

转基因水稻的获得依赖于筛选体系的选择效果&

!"#

基因常作为选择标记基因# 具有草丁膦抗性#

除了选择效率高外# 还可以带来抗除草剂的农艺性状& 将
!"#

基因或与其他目的基因串联在一起转化水

稻# 获得抗草丁膦水稻& 确定一个合适的草丁膦筛选质量浓度# 是提高转化效率和优化转化体系的关键

步骤& 本实验研究发现不同基因型水稻的胚性愈伤组织对草丁膦具有明显不同的抗性& 为了确定以胚性

何少海等* 农杆菌介导
!"#
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#!!
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图
& '

个水稻品种抗性愈伤组织分化图

()*+,- & .)//-,-01)21)30 3/ 14- 14,-- *-03156-7 3/ ,)8-

图
9

转基因植株叶片草丁膦抗性检测

()*+,- 9 :;+/37)021-!,-7)71201 202;57)7 3/ 14- ;-2<-7 /3, 1,207*-0)8 6;2017

愈伤组织为受体最佳的草丁膦选择质量浓度! 本研究选取了
9

个
9=%

!

#%=%

!

#9=%

!

!%=%

和
9%=% >*

"

?

"@

草丁膦质量浓度梯度! 对 #日本晴$ #秀水
@'&

$ 和 #中花
@@

$ 的胚性愈伤组织进行草丁膦敏感试验!

并确定有效的抗性筛选草丁膦质量浓度分别为
@9="

!

@"="

和
@"=" >*

%

?

"@

&图
@

'! 转化效率分别为
$$=AB

!

C$=9B

和
A!=!B

! 达到了一个很好的选择效果( 本研究为以不同的水稻胚性愈伤组织为转化受体! 提供

可靠的草丁膦选择质量浓度( 选取合适质量浓度的草丁膦进行选择! 是成功转化的关键之一(

!"# !

个水稻品种分化率和再生效率的比较

#日本晴$ #秀水
#'&

$ 和 #中花
##

$ 的
'

个水稻品种均能获得成功的再生和转化体系! 是目前水

稻转基因常用的受体材料( 本研究发现) 当以草丁膦为选择标记时! 它们的分化效率是不同的( 其中

#中花
##

$ 的分化能力最强! 分化率最高! 高达
DC=$B

* #秀水
#'&

$ 的分化能力最差! 分化率只有

&&=&B

* #日本晴$ 介于两者之间! 分化率为
$C=#B

( 同时也对它们的再生效率进行了统计! 研究发现!

#日本晴$ 有
9#

个愈伤组织系分化! 分化出
#D'

绿点! 成苗数是
#!%

株! 成苗率是
C9=CB

* #秀水
#'&

$

有
#!

个愈伤组织系分化! 分化出
'%

绿点! 成苗数
!%

株! 成苗率是
CC=$B

* #中花
##

$ 有
$!

个愈伤组

织系分化! 分化出
#A9

绿点! 成苗数
C%

株! 成苗率是
'%=$B

( #中花
##

$ 分化率最高! 成苗率最低*

#日本晴$ 的分化率居中! #秀水
#'&

$ 的分化率最低* #日本晴$ 和 #秀水
#'&

$ 的成苗率基本一样

高( 据此! 当以草丁膦作为筛选标记时! 首选 #日本晴$ 作为转化受体进行遗传转化(

!"!

以胚性愈伤组织作为转化受体的转化植株的变异率问题的解决

水稻转基因除了常用的基因枪法+

!#E!'

,

! 农杆菌介导法也是目前一种可行有效的方法( 用农杆菌转化

水稻的胚性愈伤组织! 可以减少嵌合体! 提高转化效率+

!&F'%

,

! 但是仍然出现一些再生植株的变异问题(

例如多分蘖! 无花粉等+

'@

,

( 采取以下措施)

!

缩短抗性选择时间! 加强分化选择力度( 经过
@

次抗性选

择! 进行分化培养! 分化培养基上加入减半的草丁膦质量浓度! 直到分化出绿点为止(

"

选用最新诱导

出的- 有光泽- 淡黄色的胚性愈伤组织! 刚从愈伤组织诱导出的胚性愈伤组织! 及时挑出! 增殖一定数

量! 用于转化+

'!

,

*

#

减少继代次数( 从转化到获得再生苗约
&G9

个月! 期间继代
9GC

次* 统计再生植株

的变异率低于
!%B

( 本研究通过对水稻草丁膦敏感实验! 成功建立了以草丁膦为筛选标记的农杆菌介导

转化水稻胚性愈伤组织的体系( 整个转化周期
&GC

个月( 获得抗
'%% >*

%

?

"@草丁膦的
H

%

转基因植株(

该体系为以除草剂作为选择压的水稻遗传转化提供了技术支持! 获得的抗草丁膦水稻为水稻育种提供了
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