
第 1 9卷第 4期

20() 5年 12月

西 昌学晓学报
·

白然科学版

J
o u
m

a l o f X ie h a n g C o lle g e
·

N a tu ar l S e ie n e e E d i tio n

V o
l

.

19
,

N
o

.

4

D
e e

. ,

2 00 5

农杆菌介导转化水稻成熟胚影响因素研究
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[摘 要 1 实验对蜀恢 881
、

蜀恢527
、

中花 9号等 7个水稻品种的成熟胚为受体材料
,

研究了影

响农杆菌转化水稻频率的几 个重要因素
,

实验结果表明
: C C培养基是釉稻成熟胚愈伤组 织的最适

诱导培养基
,

而 N B培养基是粳稻品种成熟胚的最适诱导培养基 ; 诱导培养基中添加 AB A并不能显

著提高粕稻和粳稻成熟胚愈伤组织的诱导率
,

但在A BA为3m酬 L时可以明显改善愈伤质量 ; 适当的

低温 预处理可 以不 同程度提 高诱导率
; 农杆 菌菌株 E H A 10 5对水稻愈伤组 织的转化能力优于

LBA 44 04 和 A C L I ;在分化时
,

采用适宜的激素配比有利于提高分化率
。

【关键词】 水稻 ;
成熟胚 ; 诱导 ; 转化 ;

农杆菌

I 中图分类号 ] 5 5 1 1
.

0 3 3 1文献标识码 I A [ 文章编号 1 1 6 7 3一 18 9 1 ( 200 5 ) 04
一
00 3 7一 04

自19 8 3年 Z a

mb yr sk i等利用农杆菌转化法获得

首例转基因烟草以来
,

这一转化方法已在双子叶植

物中得到了广泛的应用
。

由于单子叶植物不是农杆

菌的天然寄主而对农杆菌反应不敏感
,

曾一度限制

了其在单子叶植物中的应用
。

后来的研究发现
,

只要

在单子叶植物的浸染过程中加人乙酞丁香酮等小分

子酚类化合物
,

农杆菌也可以成功地对单子叶植物

实现浸染
〔 , 〕。 近年来

,

水稻基因转化取得了可喜的成

绩 〔2川
,

幼胚因出愈率高
、

胚性好而被认为是最理想

的转化受体
〔4〕 ,

但其取材受季节限制
,

操作复杂费时

费力且易污染
,

从而限制了其在基因工程中应用的

持续性
〔5 , 。 一般认为

,

成熟胚诱导效率不高
、

继代易

褐化
、

胚性不好
,

尤以釉稻更甚闭
。

但已有的一些研

究表明 .t5 6 1 ,

对诱导和继代条件适当优化
,

来源于成

熟胚的愈伤组织仍可获得良好的效果
。

而且
,

成熟胚

取材不受季节限制
、

操作简便
,

可以持续不断地提供

转化受体
,

如果能摸索条件提高其诱导率和转化率
,

使其在基因工程中得到更广泛的应用
,

势必将会促

进功能基因组学和基因工程本身的发展
。

本研究选用几个釉稻和粳稻的成熟胚作为转化

受体材料
,

对影响农杆菌转化水稻效率的几个主要

因素进行 了系统研究
,

旨在建立起一种转化效率高
、

稳定性好
、

通用性强的水稻农杆菌转化体系
。

材料与方法

实验材料

釉稻
:蜀恢 8 8 1 ( S H 88 1 )

、

蜀恢 5 2 7 ( S H 5 2 7 )
、

明恢

6 3 (M H 6 3 )
、

D 62 B
、

D香 B ( DX B )

粳稻
:

中花 9号 ( Z H g )
、

日本晴 ( J )

1
.

2 质粒和农杆菌菌株

质粒 p CU GN A一hyg 来 自中科院遗传与发育生物

学研究所遗传操作实验 室
,

农 杆 菌株 EH A 10 5
、

A G IL
、

L BA 44 俱由本实验室保存
。

1
.

3 水稻愈伤组织的诱导

实验所用的基本培养基是 M S培养基
`7 1、 N 6培养

基〔8〕
、

N B 培养基
`9〕和 CC 培养基

〔, 0 )。

诱导培养基是基

本培养基中加 2
,

4一 D (2
.

伍 n岁飞 )和A B A (O
一 5

.

m0 岁L )
。

1
,

3
.

1 培养基实验 成熟种子去壳消毒后
,

分别接

种到 N 6
、

N B
、

M S和 CC诱导培养基上
。

2 7℃士 l℃暗培

养 8一 12 天
,

诱导愈伤组织
,

待胚芽长到 I C m
,

严格挑

选质量好的无菌胚性盾片愈伤愈伤组织用于继代
,

并统计其出愈率
。

1
.

.3 2 低 温预处理 把成熟种子去壳后置 4℃冰箱

分别处理 O
,

3
,

6
,

9
,

12 天
,

经灭菌后
,

接种 到 C C诱导

培养基上
,

10 天时统计其出愈率
。

1
.

4 农杆菌介导转化水稻愈伤组织

用无菌牙签从 Y RK ( YE P + R i+f K m )平板上挑取

生 长健 壮 的单菌落至 Y R K液体培养 基 中
,

28 ℃
,

25 0 rp m振荡培养过夜
,

2 800 甲m离心 10 分钟
,

倒掉上

清液
,

用 Y E P液体培养基稀释菌体
,

至 O D , 值为 .0 5
,

并加人 l oo
u m ol / L的A S用于转化

。

将选取的无菌继
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:
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代愈伤组织转人 一无菌培养皿中
,

用农杆菌液浸泡

巧一 25 分钟
,

用无菌滤纸吸干
,

转人共培养基中
,

27 ℃

川℃暗培养2一 3天
。

共培养至可见农杆菌菌落时
,

先

用无菌水冲洗 8一 10 次
,

再用含 200
一 s oo m岁 I

J

C ef 或

2 5 0 ~ s oo m岁 L cb (或配合使用 )的无菌水充分振荡

洗涤 1一 2次
。

洗后将愈伤组织在无菌滤纸上吸水培

养 2一 3天或在落净工作 台上吹干2一 3小时
,

转入预培

养培养基培养 6一7天
,

结束后在筛选培养基上进行

选择培养
,

潮霉素筛选 2一 3次
。

1
.

5 分化与生根

将得到的抗性愈伤接种到分化培养基上进行光

照培养
, ,

约 l 一 2个月
,

将 Z o m左右高的幼苗转到生根培

养基 上 ( l / ZM )S 生根
,

当苗长至 1c0 m 高时
,

拔掉试管

棉塞
,

并在培养基中加水
,

进行适应性开放培养
,

待

苗适应后
,

洗净根部的培养基
,

移栽于温室或大田中
。

2 结果与分析

2
.

1 不同培养基对水稻成熟胚愈伤组织诱导能力

的影响

表 l 不同培养基对水稻成熟胚愈伤组织诱导率的影响

培养基 SH 8 8 1 SH 52 7 M H6 3 D6 2B DX B Z H g

8579908866 .4 6 3
.

5

5 4
.

6

58
.

6

7 1
.

7

6 3
.

6

6 9
.

8 2

70
.

1

7 8
.

9

7 3
.

3

7 2
.

4

8276

n7lj̀UD只
八洲ō了,矛,口

尸“泛

:8
54357777.87

子

飞ù亡、é555966.68璐N6NBCC

注 :
表中数据为愈伤 组织诱导率 (% )

实验结果 (见表 l) 表 明
: 4种基本培养基对水稻

成熟胚愈伤组织的诱导能力是不同的
,

釉稻品种的

成熟胚在 C C培养基上的平均出愈率最高
,

其次是 N B

培养基
,

而在 M S培养基上的平均出愈率最差
。

对于

粳稻品种
,

则 以 N B培养基的出愈率为最高
,

在 C C培

养基上 的出愈率次之
,

N6培养基上的出愈率则最

差
。

这与易自立
`5)J 等 ( 200 1) 的研究结果相似

。

因此
,

在水稻成熟胚的诱导过程 中
,

对于釉稻
,

一般用 C C

培养基作为基本培养基 ; 而对于梗稻
,

则以 N B培养

基作为基本培养基
。

.2 2 A B A对水稻成熟胚愈伤组织诱导能力和生长

状态的影响

表 2 AB A对成熟胚诱导率的影响

AB A浓度 S H 88 1 S H5 27 M H 63 D6 2B DX B Z H g

勺̀勺白00只ù7 1
`

8

7 1 9

ǎ谷叮
苦

7邝
了

5
一勺叮少, J69

.

0

` .90
OC
gl2OUO八

ù

78787877O m岁L

1
.

o m岁L

3
.

o m岁L

.5 0 m岁L

7 5

7 6

7 2
.

0

7 1
.

3

nn6,,
才

,̀

697068

注 :
表中数据为愈伤 组织诱 导率 (% )

易自立
`5〕
等 ( 200 1) 的研究结果表明

: 在诱导培

养基中添加适 当的A B A能够不同程度地提高釉稻品

种的出愈率
,

粳稻则对A B A不敏感
。

但本作者研究发

现 (见表 2 )
,

不管是釉稻还是梗稻
,

其成熟胚对 AB A

都不敏感
,

但在诱导培养基中添加 3 , gn / L的 A B A时
,

则可以明显改善供试材料愈伤组织的生长状态
,

使

其愈伤组织结构紧密
、

颜色淡黄
、

表面于爽
,

颗粒状

更加明显
。

.2 3 低温预处理对水稻成熟胚愈伤组织诱导能力

的影响
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表 3低温预处理对水稻成熟胚诱导率的影响

处理时间88 S H1 S H5 27 M D 6 3 H6 2 BZ D X B Hg

6
内、à

6
n八ù

47 ,于00ū
.

1
68

.

7

69
.

7

7 5
.

9

7 9
.

4

80
.

4

8 1
.

6

7 8
.

9

70
.

9

50
.

0

7 1
.

6

7 3
.

7

7 8
.

4

7 2
.

2

6 8
.

9

79
.

0

87
.

4

82
.

2

80
.

6

7 8
.

5

82
.

8

82
.

3

86
.

2

8 5
.

4

82
.

0

89
.

6

89
.

9

9 1
.

3

9 3
.

2

85
.

4

八、é一、à00

7067666912

注 :
表中数据 为愈伤 组织诱导率 (% )

近来的研究表明低温预处理对水稻幼胚的出愈

和再生均具有 明显的作用
〔6〕 ,

但低温预处理对成熟

胚 是否也具 有相 同作 用 呢 ? 从表 3可 以看 出
:

除

SH 88 1的低温处理作用不明显外
,

其它6个材料的出

愈率都得到了明显的提高
。

但并不是处理时间越长

越好
,

实验结果表明
,

一般低温处理 3一 9天可以提高

出愈率
,

继续处理
,

则出愈率下降
,

可能是过长的低

温处理时间造成了胚活力的显著下降
。

这以M H 63 表

现最 为明显
,

在处理 3天时
,

出愈率由不处理的

78 .6 %提高到 84
.

3%
,

当继续低温处理
,

出愈率显著

下降
,

到 12 天时
,

出愈率仅为5 .0 0%
。

2 .4 不同农杆菌菌株对转化频率的比较

表4 农杆菌不同菌株的转化效果

菌株 S H 8 8 1 SH 5 2 7 M H 6 3 D 6 2B DX B Z H g J

2 2
.

3

2 1
.

4

2 5
.

7

24
内」

242026R内
、à

6 44
ǎXMH旧.111J1.

LB A44 0 4

A C L I

EH A 10 5

10
.

7

9
.

4

1 1
.

6

14
.

4 7
.

4

12
.

9

16
.

2

5
.

7

8
.

9

4
.

9

3
.

3

5
.

7

注 :
表中数据为愈伤组织转化率 (% )

实验结果表明
,

不同的农杆菌菌株对水稻愈伤

组织的转化能力是不同的
,

从表 4数据可知
,

E H A 105

的转化效果最好
,

其次是 LB A 4 404
,

A G LI 的转化效

果则最差
。

此外
,

不同水稻亚种对农杆菌的敏感性也

是有差别的
,

很明显
,

粳稻比釉稻更敏感
,

转化率也

更高
。

.2 5 分化培养基的激素配比

激素在愈伤组织分化过程中起着非常重要的作

表 5 分化培养基激素配比对分化的影响

激素配比 ( m岁 L ) S H 88 1 S H 52 7 MH 6 3 D 62B D X B Z Hg J

5 7
.

4

5 5
.

6

4 5
.

4

5 7
.

1

4 2
.

6

4 6 5

4 7
.

6

4 3
.

5

43
.

9

38
.

4

5 8
.

1

5 6
.

2

4 8
.

5

5 7
.

0

4 3
.

3

73 2

65
.

5

59
.

4

70
.

2

57
.

7

68
.

7

63
.

3

63
.

5

65
.

4

4 8
.

1

科40

,J
J

IOQ

…
0
90ù勺ù勺4407

,.1八、ùO了,̀102
QO4444

,、
6
一
B A ( 1

.

0 ) + K T ( 1 0 ) + N A A (0
`

5 )

6
一
B A ( 1

.

0 ) + K T (0
.

5 ) + N A A ( 1
.

0 )

6一 B A (0
.

5 ) + K T ( 1
.

0 ) + N A A ( 1
.

0 )

6一B A ( 1
.

0 ) + K T ( 1
.

0 ) + N A A ( 1
.

0 )

6一B A ( 0
.

5 ) + K T ( 0
.

5 )+ N A A ( 0
.

5 )

注 :
表中数据为愈伤 组织分化率 (% )

用
,

实验中采用几种不同的激素浓度配比来分析它

们对愈伤组织分化率的影响
。

实验结果表明
,

在分化

过程中
,

以 6一B A ( 1
.

0 ) + KT ( 1
.

0 ) + N A A ( 0
.

5 )的激素

配比效果为最佳
,

其愈伤组织的现绿时间早
、

绿点

多
,

分化率高 (表 5 )
。

3 讨论

在我们的研究中可以看到
,

粕稻与梗稻转化有

明显的差别
,

釉稻品种的转化效率一般 比梗稻品种

低
,

而且在釉稻的不同品种间
,

也存在较明显的差
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异
,

这与易自立等人的研究是一致的
l , .61

。

这种转化

土的差异是不同水稻品种在愈伤组织诱导与分化能

力
_

_

上的差异
,

及其对农杆菌侵染和筛选剂反应敏感

性上的差异等多种因素综合作用的结果
,

这些差异

可能与水稻不同品种在细胞受伤后的生理反应不同

(如小分子酚类化合物的分泌或共抑制的产生 )
、

细

胞内源激素水平的不同 (影响细胞的生长分化 )
、

细

胞壁结构上的差异 (影响细菌吸附 )等因素有关
。

显

然
,

这种明显的基因型依赖性是影响转化效率的关

键因素之一
。

除此之外
,

影响成熟胚愈伤组织诱导及

转化再生能力的还包括外源激素
、

渗透压
、

固化剂
、

培养基成分 以及温度
、

光周期和继代时间等
。

另

外
,

也有报道指出轻度的渗透 (脱水 )处理可 以提高

水稻愈伤组织的再生能力
,

处理的方式有提高琼脂

糖浓度
、

加人适宜浓度的甘露醇或山梨糖醇或做部

分干燥处理等
,

这种作用的机理 可能是因为失水状

态造成 了细胞的饥饿而引起一系列生理
、

生化上的

变化
,

并引起内源激素的变化
,

从而促进胚胎的形成

与分化
。

实验中我们也进行了类似的试验
,

得到了相

同的试验结果
。

总之
,

水稻的成熟胚从愈伤组织的诱导到遗传

转化受多种因素的影响和制约
,

但只要我们通过改

进转化 中的某些主要环节
,

达到改善愈伤生长状态
、

提高愈伤质量
、

增加抗性愈伤率和愈伤分化率的目

的
,

就可以建立一套高效适用的基于农杆菌转化为

目的水稻成熟胚愈伤组织转化体系
。
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