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摘  要 本研究以含有 ubi: bar-Gus 和 ACT: Bt 表达元件的质粒 pCAMBIA0390 的根癌农杆菌 EHA105 对台北 309 和日本晴

两个水稻品种的成熟胚愈伤组织进行转化，并研究了影响愈伤组织分化率的因素。结果表明，在转化过程中，愈伤经 21 d、

28℃、2000 lux、13 h/d 的光照培养、侵染后风干 20 min 和共培养后风干 20 min 再使用吸水纸干燥 8 h 的处理后，台北 309

和日本晴分化率分别提高到 39%和 44%。同时，转化过程不需继代，转化周期从 105 d 缩短为约 60 d，经 GUS 组织化学染

色和基因组 PCR 检测结果表明，获得了含 Bt 基因的水稻植株。 
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Abstract In this research we transformed calli of two elite germplasms, Taipei 309 and Nipponbare, derived from mature embryos 

using the construct of pCAMBIA0390 mediated by Agrobacterium tumefaciens strain EHA105. The expression plasmid 

pCAMBIA0390 was constructed with expressing elements of ubi:bar-Gus and ACT:Bt. Meanwhile We studied the effects of the 

factors on the regeneration rates of callus tissues. The results showed that the regeneration frequencies of Taipei 309 and Nipponbare 

increased up to 39% and 44% respectively, under the procedures as following: Callus was cultured 21 days in the conditions of, 28℃, 

2000 Lx, and 13 h/d illumination period. Infected callus air-dried 20 minutes and then co-cultured callus air-dried 20 minutes, finally, 

the callus desiccated using sterile filter paper of callus 8 hours. It shows that transformation cycle can shortened from 105 days to 60 

days in absences of subculture stage. The GUS expression and PCR analysis indicated that the exogenous Bt gene has been integrated 

into the rice genome. 
Keywords Rice; Mature embryos; Rapid regeneration; Transformation mediated by Agrobacterium 

研究背景 

水稻(Oryza sativa L.)是最重要的谷类作物，中

国是世界上最大的生产国。2009年11月27日，中国

农业部(MOA)对两个转基因水稻品种恢复系Bt Hua 

hui 1和杂交水稻系Bt Shan you-63颁发了转基因生

物安全证书，表明了转基因水稻在我国生产试验的

开始(clive, 2010)。 

对于较早农杆菌介导法转化粳稻愈伤组织的

报道见于1994年，由Hiei等完成。2006年，Seiichi 

Toki等使用日本晴成熟胚在愈伤诱导培养基中只培

养1 d后就使用农杆菌浸染，最终，30余天就获得了

转基因植株。在国内，苏益等(2008年)也使用同样
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的方法在40 d左右就得到了阳性T0代水稻植株。他

们的研究证明了农杆菌介导的水稻快速遗传转化

方法是可行的。 

在农杆菌介导水稻遗传转化的操作中，良好的

愈伤组织状态一直是影响遗传转化效率的关键因素

之一。围绕这一因素，研究者们研究了胚乳量、光

照培养、干燥方式等对愈伤组织分化率的影响，本

研究综合了前人的一些研究工作，加入了单蒸水浸

泡成熟胚、去除胚乳(林拥军等, 1996)、光照培养(段

承俐等 , 2005)、干燥处理方式(Masayoshi et al., 

1992)，去除继代培养(Seiichi Toki, 2006)，目的旨在

根癌农杆菌介导水稻成熟胚愈伤组织的转化过程

中提高愈伤组织诱导率与分化率，并最终在较短时

间内获得水稻转化植株。 

1结果与分析 

1.1光照培养、暗培养对愈伤组织分化率的影响 

光照培养和暗培养的愈伤分化率如图1所示，

两个品种在光照培养和暗培养条件下愈伤分化率

的差异极显著(<0.01)，说明光照培养对愈伤组织分

化率具有促进作用。实验中发现，约3周的暗培养

后，两品种的愈伤组织色泽普遍较暗，很少有颗粒

状、表面干燥愈伤出现。并且，愈伤分化率较低，

约为18%和21%。在3周的光照培养后，生长出的愈

伤组织从色泽、大小等均表现为较整齐的状态。 

1.2干燥处理对愈伤组织分化率的影响 

粳稻愈伤组织经过适当脱水处理能促进植株 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 暗培养与光培养对愈伤组织分化率的影响 

Figure 1 Effect of different light culture coditions on the rate of 

callus differentiation 

再生(Masayoshi, 1992)。侵染过后，愈伤组织的含

水量较高，之后愈伤组织易褐化，导致分化率降低。

而分化率是直接影响整个体系转化率的因素之一。

所以，尽可能提高愈伤组织的分化率就显得十分必

要。实验以固定干燥时间，探寻侵染后与共培养后

干燥处理对愈伤组织分化率的影响。经过干燥处理

后的愈伤组织分化率如图2所示。进行多重比较得

知，台北309和日本晴的愈伤组织分化率在四种处

理方式间差异显著。而在侵染后和共培养后都经过

干燥处理能获得较高的愈伤分化率(图3)。 

1.3水稻抗性植株的GUS组织化学染色和基因组

PCR检测 

对水稻抗性植株的叶片及根进行GUS组织化

学染色检测，发现叶片与根均出现明显蓝色，而对

照无任何蓝色斑点出现(图4)。在约370株抗性植株

中选取其中一株转化水稻植株DNA为模板进行

PCR扩增，得到一条约875 bp的条带，与目标条带

大小一致，而非转基因对照植株没有扩增出此条带

(图5)。 

2讨论 

对于水稻遗传转化，理想转化材料是幼胚，但

获取幼胚受季节、地域、操作耗时和设施等影响较

大。而成熟胚有来源不受限制、操作简便的优点。

因此，在水稻遗传转化中使用较为普遍。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图2 干燥处理对愈伤组织分化率的影响 

Figure 2 Effect of dehydration treatment on the rate of callus 

differentiation 
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图3 除草剂筛选愈伤组织和植株再生 

注: 1: 稻成熟胚的愈伤组织; 2: 21天光照培养后的愈伤组织; 

3: 除草剂筛选分化中的愈伤组织; 4: 抗性苗生根; 5: 再生

抗性苗 

Figure 3 Selection of phosphinothricin-resistant callus and 

plant regeneration 

Note: 1: Callus induced from rice mature embryo; 2: The callus 

cultured after 21days light culture; 3: The callus screened by 

PPT resistance; 4: The rooting plant with PPT-resistance; 5: 

regeneration of PPT-resistant plants 

 

 

 

 

 

 

 

图4 转基因植株的GUS组织化学检测 

注: 1: 转化植株叶片; 2: 转化植株根部; 3: 非转化植株叶片; 

4: 非转化植株根部 

Figure 4 GUS active transgenic plant by histochemical staining 

Note: 1: GUS active transgenic leaf; 2: GUS activie transgenic 

root; 3: Negative control of untransformed leaf; 4: Negative 

control of the untransformed root 

关于使用单蒸水浸泡和去除胚乳处理，林拥军

等(1996)认为水稻成熟种子内部具有一套休眠的具

缓冲作用的调节系统。去除水稻成熟种子的胚乳部

分，则打破了该系统的稳定缓冲能力，进而吸收培

养基中高量生长素，促使其系统内各细胞脱分化为

愈伤组织。使用单蒸水浸泡，可能是促进成熟种子 

 

 

 

 

 

 

图5 转基因植株的PCR检测 

注: 1: DL2000 marker; 2-3: 质粒pCAMBIA0390; 4: 空白对

照(ddH2O); 5: 非转化植株; 6: 转化植株 

Figure 5 The transgenic plant identified by PCR 

Note: 1: DL2000 marker; 2-3: Plasmid pCAMBIA0390; 4: Blank 

(ddH2O); 5: The non-transformed control; 6: Transgenic plant 

系统内各细胞从原有的休眠状态恢复到积极的分化

状态。另外，笔者认为也有可能是使用升汞消毒后

汞对外植体造成了一定的毒害，到后期会影响外植

体的愈伤诱导，使用单蒸水浸泡和去除胚乳处理后，

外植体的毒害程度降低，愈伤诱导率得到了提高。 

分化前的光照培养是提高愈伤组织分化率的

方法之一(段承俐等, 2001)。本实验的遗传转化过程

中除去了继代步骤，而且研究也发现愈伤组织经过

继代会降低其分化率。最终结果证明除去继代步骤

在短时间内也可获得转化植株。侵染前愈伤组织最

好选取颜色鲜黄、呈颗粒状、表面干燥的胚性愈伤

组织，并且培养皿内已有个别愈伤产生了绿点。这

样的愈伤组织胚性很好，很易分化。 

饥饿处理和轻微失水等干燥处理有利于愈伤

组织分化(鲁玉柱等, 2008; Masayoshi et al., 1992)，

该过程中可能引起了愈伤细胞的一些生理、生化变

化，促进对外源激素的吸收。采用在超净工作台内

风干时间不宜过长，应根据愈伤组织状态而定，时

间最好控制在30分钟以内，因为在此环境中愈伤的

脱水速度很快，时间稍长，绝大部分愈伤就会因失

水死亡。另外，有报道显示，在培养基的内部形成

高渗环境也能对水稻愈伤组织进行有效的干燥。比

如，通过提高培养基琼脂糖浓度、加人一定浓度的

甘露醇、山梨糖醇等。 

本研究使用的选择标记Bar基因来自土壤吸水链

霉菌(Streptomyces hygroscopieus )，编码膦丝菌素乙

酰转移酶(Phosp-hoinothricin)，乙酰转移酶在植物的

氮代谢过程中抑制谷氨酞胺合成酶的活性，破坏植

物的光合作用，导致植物氨积累，最终中毒死亡(赵
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彬等, 1999)，而谷氨酰胺(Gln)会抑制乙酰转移酶的

作用方式。所以，在筛选培养基中谷氨酰胺应当除

去。筛选阶段选择在绝大部分愈伤出现绿点后筛选。 

3材料与方法 

3.1植物及细菌培养基 

实验所用材料台北309和日本晴均种植于贵州

大学转基因植物试验示范基地温室中。植物培养基

根据文献报道进行部分改动(林拥军等, 2008; 向阳

等, 2004; 余婧等, 2008)。改动为重悬液加入了36 

g/L的葡萄糖，灭菌方式为：高温高压121℃，15分

钟(表1)。

表 1 培养基成分 

Table 1 The composition of culture medium used in this study 

培养基名称 

The name of medium 

培养基组分及含量 

The composition of medium 

愈伤组织 

Callus induction 

NB (N6macro+B5micro+B5vitamine)+CH; 300 mg/L+Pro; 500 mg/L+Gln; 500 mg/L+2,4-D; 2 mg/L 

+sucrose; 30 g/L+Agar; 8 g/L, pH: 5.8 

共培养 

co-culture 

NB+CH; 300 mg/L+Pro; 500 mg/L+Gln; 500 mg/L+2,4-D; 2 mg/L+AS; 100 umol/L+sucrose; 65 g/L+Agar; 

8 g/L, pH: 5.2 

脱菌 

Sterilization 

NB+CH; 300 mg/L+Pro; 500 mg/L+Gln; 500 mg/L+2,4-D; 2 mg/L+Timentin; 300 mg/L+sucrose; 30 

g/L+Agar; 8 g/L, pH: 5.8 

筛选 

Selection 

NB+6-BA; 2 mg/L+KT; 0.5 mg/L+NAA; 0.5 mg/L+Timentin; 300 mg/L+PPT; 4 mg/L+sucrose; 30 

g/L+Agar; 8 g/L, pH: 5.8 

分化 

Differentiation 

NB+CH; 300 mg/L+Pro; 500 mg/L+Gln; 500 mg/L+6-BA; 2 mg/L+KT; 0.5 mg/L+NAA; 0.5 

mg/L+Timentin; 300 mg/L+sucrose; 30 g/L+Agar; 8g/L, pH: 5.8 

生根 

Rooting 

1/2MS+ NAA; 0.5 mg/L+sucrose; 30 g/L+Cef; 150 mg/L+Agar; 8 g/L, pH: 5.8 

重悬液 

Resuspension liquid 

NB+CH; 300 mg/L+Pro; 500 mg/L+Gln; 500 mg/L+2,4-D; 2 mg/L+AS; 100 umol/L+sucrose; 68.5 

g/L+glucose; 36 g/L+Agar; 8 g/L, pH: 5.2 

YEP Peptone; 5 g/L+Yeast extract; 10 g/L+Nacl; 5 g/L+Km ;50 mg/L+Rif; 100 mg/L, pH: 7.2 
 

3.2农杆菌菌株、质粒 

单子叶植物表达质粒pCAMBIA0390的T-DNA

区含玉米泛素启动子Ubi1启动筛选报告融合基因

Bar::GUS。水稻肌动蛋白启动子Actin1驱动的Bt功

能基因和终止子序列nos。LF分别为重组酶Cre和Flp

的识别位点loxp和frt，该位点可被FLP识别，并将其

间的外源基因定点删除(赵德刚等, 2008; 罗克明等, 

2005)。其T-DNA区域见图6。 

3.3外植体的获得和愈伤组织诱导 

实验采用台北309、日本晴成熟胚作为愈伤组织

诱导的外植体。将成熟种子去掉颍壳，除去色泽不

正常的种子，消毒处理方法为75%酒精消毒1 min，

0.1% HgCl2消毒10 min，之后单蒸水涮洗5至6次。 

 

 

 

图6 质粒pCAMBIA0390的T-DNA区结构 

Figure 6 The T-DNA Region of plasmid pCAMBIA0390 

外植体消毒后使用无菌单蒸水浸泡8-12小时，

然后切除胚乳，接种于愈伤诱导培养基上。浸泡时

单蒸水与外植体体积比约为4：1 (每次处理50个水

稻外植体, 一共处理250个, 除去污染愈伤组织, 只

统计200个水稻外植体的愈伤诱导率, 愈伤诱导率

(%)=出愈胚数/接种幼胚数×100%)。 

3.4光照培养条件 

28℃暗培养，约3至4天长出芽，用解剖刀将芽

完全切去，再将成熟胚接至愈伤组织诱导培养基，

然后采用下面方式处理：(1)28℃、21 d的光照培养，

光照强度为2000 lux，13 h/d。(2)28℃、21 d的暗培

养(每次处理50个愈伤组织, 一共处理250个, 除去

污染愈伤组织, 只统计200个愈伤组织的分化率 , 

愈伤分化率(%)=长出芽的愈伤数/愈伤组织总数×

100%)。 

3.5愈伤组织饥饿处理及侵染 

在侵染开始前，将愈伤组织进行饥饿处理(鲁玉



 

 

 
Guo et al., 2011, Rapid Acquirement of Transgenic Rice Plants Derived 

 from Callus of Mature Embryos Transformed by Agrobacterium Mediation, Molecular Plant Breeding (online) Vol.2 No.2 (doi: 10.5376/mpb.2011.02.0002) 

1035 

柱等, 2008)。将经过饥饿处理的愈伤组织置于农杆

菌菌液中(OD600≈0.4)侵染15 min，侵染完后倒出愈

伤组织并用干燥无菌纸吸去多余菌液。 

3.6侵染后与共培养后干燥处理 

侵染后对愈伤组织进行如下处理：A组：不经

过干燥处理，直接进行共培养，然后进行分化培养。

B组：侵染后进行干燥处理。干燥处理方式为：在

超净工作台内，将愈伤组织置于吸水纸上风干20分

钟。共培养时在共培养基上垫一张滤纸，再将愈伤

组织置于滤纸上(Hamid Rashid et al., 1996)，28℃暗

培养3 d。共培养后使用甘露醇溶液冲洗4-5次至清

亮 (甘露醇0.1 mol/L, 内含头孢噻肟钠Cef 300 

mg/L)。共培养后对愈伤组织进行如下处理：C组：

对侵染后未经干燥处理的愈伤组织进行干燥处理。

D组：对侵染后经干燥处理的愈伤组织进行干燥处

理。干燥处理方式为：风干20分钟，再将愈伤组织

置于垫有2层吸水纸的培养皿中，光照条件下干燥8

小时(每次处理50个愈伤组织, 一共处理250个,除去

污染愈伤组织, 只统计200个愈伤组织的分化率 , 

愈伤分化率(%)=长出芽的愈伤数/愈伤组织总数×

100%)。 

3.7愈伤组织分化及抗性植株的获得 

将共培养后的愈伤组织接至分化培养基上进

行约7 d的分化。光照条件为2 000 lux、13 h/d，温

度26℃。然后进入约14 d的筛选分化，将获得的抗

性苗转移至生根培养基中。约14 d后，将根系发育

良好的再生水稻植株炼苗、移栽。 

3.8转基因水稻的GUS组织化学检测 

具体方法参照Jefferson方法(1987)所述。 

3.9基因组PCR检测 

提取除草剂抗性水稻植株的基因组DNA 

(TIANGEN公司的植物基因组提取试剂盒提取)。根

据UbiI启动子序列，设计合成一对引物，上游引物

序列为：5’-CATCTCTGTCGCTGCCTCTG -3’；下

游引物序列为：3’-CTGAAGTCCAGCTGCCAGAA 

-5’。PCR反应体系为25 µl，上下游引物各1.5 µl，2 µl 

Template DNA，2.5 µl 10×EX Taq Buffer，4 µl dNTPs 

(2.5 mmol/L, Mg
2+ 

plus)，0.15 µl TaKaRa EX Taq 

DNA聚合酶，11.35 µl ddH2O。PCR扩增程序为：94℃

变性2分钟，94℃ 30秒，55℃ 40秒，72℃ 40秒，

35个循环；72℃延伸3分钟，4℃保存。用1％琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物。 

3.10统计分析 

实验数据使用统计软件SPSS 13.0作差异显著

性分析，采用LSD法作多重比较分析。 
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