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籼型稻 V20B 高效遗传转化体系研究初报 *
刘桃李 刘 清 童建华 彭 琼

（湖南农业大学 植物激素与生长发育湖南省重点实验室 湖南 长沙 410128）

摘要 目的：建立籼型杂交稻亲本 V20B 成熟胚愈伤组织培养的高效遗传转化体系。方法：以 V20B 的成熟胚作为外植体，研究比

较不同培养基、不同生长物质类型及浓度、不同培养条件对愈伤组织诱导、继代、分化的影响。结果：诱导培养基以 N6 为基本培养

基，添加 2.5 mg·L-1 2,4-D 和 0.2 mg·L-1 6-BA，光照条件下诱导，成熟胚愈伤组织诱导率达到 93.44 %；继代培养基以 MS 为基本培

养基，添加 2.0 mg·L-1 2,4-D，黑暗条件下培养；分化培养基以 DL 为基本培养基，激素配比为 2.0 mg·L-1KT、2.0 mg·L-16-BA、0.2
mg·L-1 NAA、0.2 mg·L-1 IAA；采用农杆菌介导法对该体系获得的愈伤组织侵染后能获得的抗性愈伤组织，经 PCR 检测潮霉素基

因转化率为 53.89 %。结论：建立了适宜于籼型稻 V20B 的高效组织培养体系。
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ABSTRACT Objective: To construct a highly efficient system of genetic transformation of hybrids rice of parent V20B using culturing

mature embryo callus. Methods: Mature embryo of indica rice V20B is used as explants to investigate the influence of different basic
mediums (MS, N6, CC, NMB, NB), phytohormones and culture conditions on callus' induction, subculturation and differentiation. Results:
When N6 as basic induction medium supplemented with 2.5 mg·L-1 2,4-D and 0.2 mg·L-1 6-BA, the induction rate of mature callus tissue
was as high as 93.44 % under light condition. In subculture process, MS were used as basic medium, then supplemented with 2.0 mg·L-1

2,4-D, under dark condition. DL was used in differentiation, as basic medium, adding different hormones as 2.0 mg·L-1 KT, 2.0 mg·L-1

6-BA, 0.2 mg·L-1 NAA, 0.2 mg·L-1 IAA. Callus was immerged and infected by Agrobacterium tumefactiens, and the transformation effi-
ciency was 53.89 % by PCR analysis. Conclusion: A highly efficient plant regeneration system was established. It was suitable for indica
rice V20B.
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前言

自 1994 年 Hiei 等利用根癌农杆菌介导转化粳稻获得成

功后[1]，有关水稻转基因研究取得成功的报道很多。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。但大

多数研究是在粳稻上进行，对以水稻种植品种为主的籼稻而

言，其转化的难度远远大于粳稻。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[2]。
1999 年 Aldemita 等利用农杆菌介导转化籼稻，其稳定转化率

极低，仅在 1～5 %之间，且转化的范围也很有限[3]。籼稻转化率

低，一般认为与籼稻的组织培养特性有关。生长和分裂旺盛的

胚性愈伤组织细胞培养是获得转基因植物的最好来源。
水稻转化通常采用来源于幼胚和成熟胚的愈伤组织。幼胚

要在水稻扬花后 10～15 d 内取材，应及时消毒，不耐储藏，因

此受季节和环境的限制。成熟胚取材方便，不受季节限制，灭菌

容易，愈伤组织转化效率高，被广泛应用[4]。培育出生长状态良

好的胚性愈伤组织是获得高转化率的关键。因此，探索籼稻的

组织培养技术以提高籼稻的转化效率和范围，已成为从事籼稻

遗传转化研究的共识。
籼型稻 V20B 是长江流域当家杂交稻系列组合母本 V20A

的相应保持系，为三系杂交稻广为利用的制种材料。本试验以

V20B 水稻成熟胚为起始培养材料诱导愈伤组织，并通过筛选

适宜的培养基及培养条件，优化胚性愈伤组织分化再生效率，

拟找出较佳胚性愈伤组织生长条件，为利用转基因技术对水稻

不育性材料进行改造提供前期研究基础。
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1 材料与方法

1.1 供试材料

水稻成熟种子 V20B。
1.2 培养基

1.2.1 水稻愈伤组织诱导的不同培养基及其不同植物生长物质

浓度配比 选用 N6、MS、CC、NMB、NB 5 种不同基本培养基类

型，其中，NMB 基本培养基为 N6 大量元素、MS 微量元素、B5
有机酸；NB 基本培养基为 N6 大量元素和 B5 有机酸、微量元

素。每种培养基附加 0.5 g·L-1 酪蛋白、0.5 g·L-1 脯氨酸、3 %蔗

糖和 0.8 %琼脂粉。5 种培养基的 2,4-D 浓度均为 2.5 mg·L-1，

6-BA 浓度均为 0.2 mg·L-1，pH 值为 5.8。
在最适基本培养基上添加 2,4-D、6-BA。处理 A，B 和 C 的

2,4-D 浓度分别为 2.0 mg·L-1、2.5 mg·L-1、3.0 mg·L-1；处理 A1、
A2 在 A 基础上分别添加 6-BA 0.2 mg·L-1、0.4 mg·L-1；处理

B1、B2 在 B 基础上分别添加 6-BA 0.2 mg·L-1、0.4 mg·L-1。处理

C1、C2 在 C 基础上分别添加 6-BA 0.2 mg·L-1、0.4 mg·L-1。
1.2.2 水稻愈伤组织不同继代培养基配方 将愈伤组织分别转

移到继代培养基 B1、JO(MS+2.0 mg·L-1 2,4-D +0.5 g·L-1 谷氨酰

胺 +0.5 g·L-1 脯氨酸 +3 %蔗糖 +0.8 %琼脂粉，pH5.8)，确定适

宜的继代培养基。
1.2.3 水稻不同分化培养基配方 继代培养后的愈伤组织分别

转移到分化培养基（DL）。DL1(MS+0.5 mg·L-1KT+2.0 mg·L-1

6-BA+0.5 mg·L-1NAA +0.5 mg·L-1CH+3.0 %蔗糖 +0.3 %植物凝

胶，pH5.9)，DL2(DL+2.0 mg·L-1KT+ 2.0 mg·L-16-BA+0.2 mg·L-1

NAA+0.2 mg·L-1IAA+0.5 g·L-1 谷氨酰胺 +0.5 g·L-1 脯氨酸 +
0.8 mg·L-1CH+3.0 %蔗糖 +0.3 %植物凝胶，pH5.9）。
1.3 培养条件

愈伤组织诱导置于 26℃～28℃，分别于黑暗和光照条件

下培养；分化培养条件为 26～28℃、14 h 光照培养。
1.4 水稻成熟胚愈伤组织的诱导

成熟种子去壳，70 %酒精消毒 2 min，灭菌蒸馏水清洗 2
次，0.1 %升汞消毒 12～15 min，灭菌蒸馏水清洗 2～3 次，次氯

酸钠灭菌 35～50 min,灭菌蒸馏水清洗 3～5 次，平躺接种到诱

导培养基上，胚乳接触到培养基。在 26～28℃条件下诱导愈伤

组织形成，7 d 后将由胚形成的愈伤组织切下进行继代培养。
1.5 遗传转化

采用农杆菌浸染法将含潮霉素抗性基因（hpt）的 pCAMBI-
A1300 质粒转化继代培养 7 天后的胚性愈伤组织。

2 结果与分析

2.1 胚性愈伤组织诱导情况及分析

成熟种子消毒后，接种于不同培养基上，2～3 d 开始发芽，

盾片部位长出淡黄色愈伤组织，7 d 后盾片部位裂开，露出生长

圆润的愈伤组织。
2.1.1 不同培养基对愈伤组织诱导的影响 愈伤组织在不同基

本培养上的诱导情况见表 1。从诱导率和愈伤组织生长情况来

看，N6 基本培养基较适合 V20B 愈伤组织的诱导，CC 培养基

诱导效果较差。

表 1 基本培养基中愈伤组织诱导情况

Table 1 Callus induction in the basic mediums

培养基（Medium）
诱导率(%)

(Inductivity)
愈伤组织生长情况

(Growth of callus)

MS 66.763+0.321
淡黄色、松散、较小

(Light yellow, loose, smaller)

N6 91.310+0.417
淡黄色、圆润、紧凑、较大

(Light yellow, well-stacked, compact, smaller, larger)

CC 56.310+0.293
黄褐色、生长较慢、松散、较小

(Tawny, slower, loose, smaller)

NMB 66.320+1.006 生长较慢、较小(Slower, smaller)

NB 76.360+0.248 生长较慢(Slower)

2.1.2 不同外源植物生长物质对水稻愈伤组织诱导的影响

V20B 以 N6 为基本培养基，加 0.5 g·L-1 酪蛋白、0.5 g·L-1 脯氨

酸、3 %蔗糖、0.8 %琼脂粉。不同植物生长物质的种类与配比的

培养基上愈伤组织的诱导情况(图 1)，图中 B1、C1、B2、C2 四种

培养基诱导的愈伤诱导率高。2,4-D 对愈伤组织诱导起到关键

性作用，但浓度过高或过低对诱导产生胚性愈伤组织均不利。
6-BA 对愈伤组织诱导有一定的促进作用，而且对以后的分化

也有一定的辅助作用，但过高会导致愈伤组织提前进入分化阶

段。因此，本研究选择 B1：2.5 mg·L-1 2,4-D+0.2 mg·L-1 6-BA 配

方作为诱导培养基。
光是愈伤组织生长的一个影响因子，不同的培养基中光照

条件下培养的愈伤组织诱导率均高于黑暗条件下的愈伤组织

诱导率。黑暗条件下培育出的愈伤组织生长较慢，芽为白色，愈

伤组织颜色淡黄，圆润，较小。光照条件下长出的愈伤组织生长

速度较快，芽为绿色，愈伤组织黄色结实，较大，因此在诱导阶

段选取光照培养（图 2）。
2.2 不同继代培养基对愈伤组织生长的影响

诱导 7 d 后的愈伤组织在无菌条件下切下，分别置于 B1、
J0 两种不同培养基中继代培养。在两种培养基中，愈伤组织生

长速度大致相同，但是在 B1 培养基中愈伤组织开始变白，而且

有一部分开始分化长出白色须根。在 J0 培养基中，愈伤组织黄

色，光泽亮，愈伤组织紧致（图 3）。
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2.3 不同分化培养基对愈伤组织分化的影响

继代培养后，愈伤组织分别转入 DL1、DL2 两种分化培养

基上进行分化培养，放置于 DL1 培养基中的愈伤组织未分化，

置于 DL2 分化培养基中的愈伤组织，10 d 后开始变绿，进入分

化阶段（图 4、5）。在 DL2 分化培养基中愈伤组织 10 d 左右开

始变绿进入分化阶段，在 DL1 分化培养基中愈伤组织一个月

后仍呈分裂状况。

2.4 遗传转化效率分析

光照条件下获得的愈伤组织用于遗传转化，经抗性筛选

后，根据潮霉素抗性基因（hpt）设计引物对正常生长的抗性愈

伤组织进行 PCR 检测，结果表明愈伤转化百分率为 53.89 %。

3 讨论

水稻是一种重要的粮食作物，由于其基因组较小、生长周

期较短等特点，是单子叶植物中的模式植物[5]。目前通过转基因

图 1 不同植物生长物质配比与光照条件对成熟胚愈伤组织诱导的影

响

Fig.1 Effect of different plant growth substances and light conditions on

induction of mature embryo callus

图 2 愈伤组织在光照下诱导 7 d

Fig. 2 Callus induction under light condition for 7 d

图 3 愈伤组织继代培养

Fig. 3 Callus subculture

图 4 DL1 分化培养中愈伤组织分化情况

Fig. 4 Callus differentiation in DL1

图 5 DL2 分化培养基中愈伤组织分化情况

Fig. 5 Callus differentiation in DL2
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手段来提高水稻品质方面的研究受到人们的青睐。水稻胚性愈

伤组织诱导是水稻遗传转化中的重要环节，胚性愈伤组织的状

态直接影响着遗传转化的频率，所以提高良好生长状态的胚性

愈伤组织的数量和质量是提高转化频率的关键。影响水稻胚性

愈伤组织形成和植株再生能力的因素包括基因型、外源植物生

长物质、渗透压、外植体来源、固化剂、培养基其它成份以及温

度、光周期和继代时间等多个方面[6,7]，其中材料的基因型和外

源激素的种类、浓度和配比是主要因素[8-11]。不同品种的基因型

差异主要表现在它们对外源植物生长物质的敏感性不同和作

用效果的差异上。植物体细胞转化为胚性细胞的一个重要前提

是这些细胞必须脱离整体的约束而进行离体培养，并有相应的

植物生长物质来诱导其细胞的分化。由于离体细胞缺乏合成生

长素类物质和细胞分裂素类物质的能力，而这些细胞的分化和

分裂又必须依靠这两类激素的共同作用，因此在培养基中添加

不同种类或不同浓度的外源植物生长物质是诱导胚性愈伤组

织形成的必要条件，对愈伤组织质量和再生频率的影响极大[6]。
2,4-D 是生长素类生长调节剂，对愈伤组织的形成和生长

起着重要的作用。普遍认为，随着 2,4-D 浓度的提高，愈伤组织

的生长速度会相应加快，但是生长速度的加快未必能提高愈伤

组织的质量。相反，2,4-D 浓度增加过多会导致愈伤组织的质量

显著下降，如愈伤组织长出须根，甚至最终失去分化能力[12]。因

此选择合适的 2,4-D 浓度，对诱导和继代培养有着至关重要的

作用。但不同基因型植物对 2,4-D 浓度要求不同。本研究发现，

V20B 愈伤组织诱导适宜的 2,4-D 浓度为 2.5mg·L-1。在继代培

养过程中，以往研究采用的 2,4-D 浓度自始至终保持不变，这

样的培养流程往往造成愈伤组织褐化，愈伤组织上长出须根[7]。
本研究将 V20B 继代过程中的 2,4-D 浓度适当降低，愈伤组织

生长状态更好，更利于后期的转化试验，而且能保证后期的分

化。
6-BA 对愈伤组织的出芽和增殖有重要作用，同时对愈伤

组织诱导有一定的促进作用，与 2,4-D 联合使用能提高籼稻成

熟胚愈伤组织诱导率。但在前期愈伤组织诱导中加入过多的

6-BA，不但会促使愈伤组织提前分化，而且不利于后期愈伤组

织的分化 [13-15]。本研究发现 2.5 mg·L-12,4-D 配 以 0.2 mg·
L-16-BA，愈伤组织诱导率较高，达到了 93.44 %，且生长状况

最好。虽然 2.5 mg·L-12,4-D 配以 0.4 mg·L-16-BA 愈伤组织诱导

率最高，达到了 92.75 %，但愈伤组织质量不好。细胞分裂素的

主要功能是促进细胞分裂。为了后期遗传转化试验，需要延长

愈伤组织的分裂期，使基因转化率提高[16]。本研究在继代过程

中去除了 6-BA，将 2,4-D 浓度降低到了 2.0mg·L-1。
光作为影响植物生长发育的重要因素之一，在植物体的形

态建成和发育分化过程中起起着重要的作用。在植物离体过程

中，也有一些关于光对植物愈伤组织的生长和次生代谢产物产

生影响的研究。本文在愈伤组织诱导过程，置于光照下培养其

诱导率高于黑暗培养，且生长状况良好。但在后期继代培养中

其生长速率与黑暗条件下培养的相差不大。鉴于在光照培养下

易于染菌，且较易使愈伤组织提前进入分化阶段，因此，本研究

认为，V20B 愈伤组织在光照培养下诱导后，转入黑暗下培养，

对愈伤组织培养较好。
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