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　　摘要：在已构建高频再生体系的基础上，研究构建美洲商陆遗传转化体系的条件。结果表明：２５０ｍｇ／Ｌ头孢霉素
既能有效抑制根癌农杆菌的增殖，且对不定芽分化影响相对较小；美洲商陆对潮霉素高度敏感。美洲商陆的遗传转化

过程为：无菌苗上部经增粗培养后，取茎节在不定芽分化培养基（ＡＢＤＭ）中预培养５ｄ，在Ｄ６００ｎｍ为０．６的菌液中侵染

３～５ｍｉｎ，再转接到ＡＢＤＭ中黑暗、２６℃共培养３ｄ；然后外植体经冲洗后转接至含２５０ｍｇ／Ｌ头孢霉素的ＡＢＤＭ中进
行脱菌、分化以及不定芽伸长培养；待不定芽长至２ｃｍ以上时，截取并转接到含３ｍｇ／Ｌ潮霉素的生根培养基中进行
抗性芽筛选，筛选出的抗潮霉素植株再经ＧＦＰ显色、ＰＣＲ、分子杂交等方法进一步阳性确认。
　　关键词：美洲商陆；遗传转化体系；外植体；不定芽；抗生素；筛选
　　中图分类号：Ｑ９４５．５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０６－００４９－０３

收稿日期：２０１２－１２－０６
基金项目：国家“８６３”计划（编号：２００７ＡＡ０２１４０４）；国家基础科学人
才培养基金（编号：Ｊ１１０３５０７）。

作者简介：杨　杰（１９９２—），男，江苏海安人，主要从事植物生物技术
研究。

通信作者：陆长梅，主要从事植物资源与环境研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｌｕｃｈａｎｇｍｅｉ＠ｎｊｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　美洲商陆（ＰｈｙｔｏｌａｃｃａａｍｅｒｉｃａｎａＬｉｎｎ．）为商陆科商陆属
多年生草本植物。我国很早就将美洲商陆应用于医药、病虫

害防治、食品着色等领域。近年来，由于发现以美洲商陆为代

表的商陆属植物具有抗病毒［１］、对重金属尤其是 Ｍｎ的超富
集［２］等作用，更激发了人们认识和开发利用美洲商陆资源的

积极性。但野生美洲商陆具有生长周期较长、有毒等特

点［３］，使美洲商陆资源没有得到合理开发利用。建立一整套

美洲商陆再生体系和遗传转化体系，一方面有利于美洲商陆

多种重要次生代谢产物的工业化生产，并可从美洲商陆体内

克隆药物基因提供植物材料；另一方面可为研究美洲商陆的

富集机理、代谢途径以及美洲商陆重金属富集相关功能基因

奠定基础，并对进一步开发利用美洲商陆具有重要意义。高

效稳定的再生体系是进行遗传转化的基础和保证，但良好的

再生体系不一定能建立良好的转化体系。这是由于在植物遗

传转化过程中，外植体受到根癌农杆菌、抗生素等诸多影响，

且基因转化位点不一定是不定芽再生位点。因此要获得比较

理想的转化系统，需要在高效稳定再生体系的基础上，研究影

响转化效率的各种因素，如抗生素种类与浓度、菌液浓度、侵

染时间、预培养时间、共培养时间、筛选时期等，找到适合外植

体遗传转化及再生的环境条件。本研究在已构建的美洲商陆

高频再生体系基础上，筛选适合根癌农杆菌介导美洲商陆外

植体再生的环境条件，旨在建立美洲商陆的遗传转化体系。

１　材料与方法

１．１　材料
植物材料：美洲商陆种子于２０１０年９月底采自河南省卢

氏山区。

菌株：含双元表达载体的根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５（ＣＭＡ
ＢＩ１３０１－ＧＦＰ），内含卡那霉素、潮霉素抗性筛选基因和 ＧＦＰ
报告基因。

试剂：６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＴＤＺ、卡那霉素（Ｋａｎ）、头孢霉素
（Ｃｅｆ）、青霉素钠（Ｐ．Ｇ）、氨苄青霉素（Ａｍｐ）、潮霉素（Ｈｙｇ）。

培养基。无菌苗培养基：ＭＳ；上茎节增粗诱导培养基：
ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ；不定芽分化培养基
（ＡＢＤＭ）：ＭＳ＋０．０２ｍｇ／ＬＴＤＺ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ；不定芽伸长培养基：ＭＳ＋０．０２ｍｇ／ＬＴＤＺ＋３．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２．０ｍｇ／ＬＧＡ３；生根培养基：
１／２ＭＳ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ；脱菌及生根筛选等培养基是在相应
培养基中加入一定浓度抗生素。

１．２　方法
１．２．１　无菌苗准备与外植体获取　取成熟饱满的美洲商陆
种子，用浓硫酸处理１２ｍｉｎ后，再用无菌水冲洗６～８次，接
种到ＭＳ培养基中，于（２６±１）℃下暗培养３ｄ，待种子萌发
后，置于光强２０００ｌｘ、光暗周期１４ｈ／ｄ下培养。待２～３周
后长成约４ｃｍ高的六叶期无菌苗时，取无菌苗节间距较短的
上部接于茎节增粗诱导培养基上培养１５ｄ，待节间距稍长且
茎秆较粗壮时，再取５～８ｍｍ的茎节小段作为外植体备用。
１．２．２　抗生素筛选
１．２．２．１　抑菌剂筛选　参照方宏筠等的方法［４］，采用滤纸片

抑菌圈法从青霉素钠、氨苄青霉素、头孢霉素中筛选能够抑制

根癌农杆菌生长的最佳抑菌剂。

１．２．２．２　头孢霉素抑菌浓度和潮霉素筛选浓度选择　在不
定芽分化培养基中分别加入头孢霉素至最终浓度为０、１００、
２００、２５０、３００、５００ｍｇ／Ｌ，或分别加入潮霉素至最终浓度为０、
２．５、５、７．５、１０、１５ｍｇ／Ｌ。接种美洲商陆带腋芽茎节，于光强
２０００ｌｘ、光周期１４ｈ／ｄ、（２６±１）℃下培养２０ｄ后，观察外植
体不定芽分化情况，确定头孢霉素的最佳抑菌浓度和潮霉素

的最佳筛选浓度。

１．２．３　遗传转化
１．２．３．１　根癌农杆菌的工程菌液制备　取含５０ｍｇ／Ｌ卡那
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霉素的ＹＥＢ培养基中振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ为０．６的菌液，经离
心、ＹＥＢ液体培养基（无抗生素）重悬并稀释至 Ｄ６００ｎｍ为０．６
后，加乙酰丁香酮（ＡＳ）至最终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ。
１．２．３．２　预培养时间的确定　取经诱导增粗的美洲商陆茎
节，在不定芽分化培养基中分别预培养０、１、３、５、７ｄ后，取出
茎节，置于工程菌液中侵染５ｍｉｎ，转接于不定芽分化培养基
中黑暗共培养３ｄ后，再转入到含２５０ｍｇ／Ｌ头孢霉素的不定
芽分化培养基中，３０ｄ后统计不定芽分化率，确定最适预培
养时间。

１．２．３．３　工程菌液浓度和侵染时间的确定　取经预培养的
茎节，分别在Ｄ６００ｎｍ为０．２、０．４、０．６、０．８的菌液中分别浸泡
１、３、５、８、１０、１２ｍｉｎ，期间不断搅拌、振荡，再用无菌滤纸吸掉
外植体表面多余菌液，先接种到不含抗生素的不定芽分化培

养基上黑暗共培养１、３、５、７ｄ后，用无菌水冲洗２～３次，然
后用无菌滤纸吸去外植体上多余水分，移至含２５０ｍｇ／Ｌ头孢
霉素的分化培养基中进行脱菌和分化培养，３０ｄ后统计不定
芽再生情况，确定最佳侵染时间。

１．２．３．４　共培养时间的确定　将经预培养的茎节在菌液中
浸泡５ｍｉｎ后取出，吸干多余菌液，再接种到不定芽分化培养
基上，２６℃黑暗条件下分别共培养１、２、３、５、７ｄ，再洗涤并转
到含２５０ｍｇ／Ｌ头孢霉素的分化培养基中正常光暗培养，３０ｄ
后统计不定芽再生情况，确定最佳共培养时间。

１．２．３．５　不定芽筛选时期的确定　参照吴丽爽的方法［５］，在

３个时期对转基因不定芽进行筛选：一是前期选择，将共培养
后的外植体直接转入同时含头孢霉素、潮霉素的筛选培养基

中诱导转化芽再生；二是中期选择，将共培养后的外植体先在

含头孢霉素的分化培养基中分别培养３、５、７、１４、２１ｄ后，再
转入含潮霉素的筛选培养基中培养；三是后期选择，将共培养

后的外植体接种在只含头孢霉素的培养基中，直到分化出不

定芽；然后将不定芽转移到含头孢霉素的不定芽伸长培养基

上伸长培养至２．０ｃｍ左右后，再转到含潮霉素的生根培养基
中进行筛选。

２　结果与分析

２．１　抑菌剂种类和浓度筛选
不同抑菌剂对根癌农杆菌的抑制作用不同［６－７］。表１显

示，在１００～５００ｍｇ／Ｌ青霉素钠处理下根癌农杆菌未受明显
影响，而２００～５００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素、头孢霉素处理下，抑菌
圈直径随处理浓度的升高而增大，表明氨苄青霉素、头孢霉素

可有效抑制根癌农杆菌的生长。由于头孢霉素与生长素

２，４－Ｄ、ＮＡＡ等有相似的化学结构，能促进愈伤组织的分化
与生长［８］，因此本研究初步选用２００～５００ｍｇ／Ｌ头孢霉素为
根癌农杆菌抑菌剂。

表１　不同抑菌剂处理下根癌农杆菌的抑菌圈直径

浓度

（ｍｇ／Ｌ）
抑菌圈直径（ｍｍ）

青霉素钠 氨苄青霉素 头孢霉素

０ ０ ０ ０
１００ ０ ０ ０
２００ ０ １０～１２ １０～１２
３５０ ０ １２～１５ １２～１５
５００ ０ ≥１５ ≥１５

２．２　不同浓度头孢霉素对不定芽分化的影响
头孢霉素可以有效抑制根癌农杆菌，但对不同外植体的

分化存在不同影响［７，９－１０］。表２显示，０～２００ｍｇ／Ｌ头孢霉素
处理对美洲商陆不定芽分化没有影响，而更高浓度的头孢霉

素能使出芽率下降［１１］。为了既有效抑制根癌农杆菌的生长，

又不影响不定芽分化，结合表１，选择２５０ｍｇ／Ｌ头孢霉素作
为后续试验中抑制根癌农杆菌生长的浓度。

表２　不同浓度头孢霉素对不定芽分化的影响

浓度

（ｍｇ／Ｌ）
外植体数

（个）

分化外植体数

（个）

出芽率

（％）

０ ２４ ２４ １００
１００ ２４ ２４ １００
２００ ２４ ２４ １００
２５０ ２４ ２２ ９１．７
３５０ ２４ ２２ ９１．７
５００ ２４ ２１ ８７．５

２．３　不同浓度潮霉素对外植体生长的影响
潮霉素是转基因植物研究中被广泛应用的筛选剂［１１－１２］，

也是本研究所用工程菌的抗性筛选标记。将美洲商陆茎节在

不同潮霉素浓度的分化培养基中培养２０ｄ后发现（表 ３），
２．５ｍｇ／Ｌ潮霉素处理下，虽然外植体能生长，但绿色芽点很
少；５．０ｍｇ／Ｌ潮霉素处理下，３７．５％外植体死亡，且部分外植
体失水干枯；高于５ｍｇ／Ｌ潮霉素处理下，外植体全部白化死
亡。表明美洲商陆对潮霉素高度敏感，低浓度潮霉素就能抑

制不定芽再生。

表３　不同浓度潮霉素对外植体生长的影响

浓度

（ｍｇ／Ｌ）
外植体数

（个）

外植体死

亡数（个）

死亡率

（％） 外植体生长状态

０ １６ ０ ０ 腋芽处有少量绿色芽点

２．５ １６ ０ ０ 膨大，有少量愈伤组织生成

５．０ １６ ６ ３７．５ 部分干枯，有少量愈伤组织生成
７．５ １６ １６ １００ 白化、死亡

１０．０ １６ １６ １００ 白化、死亡

１５．０ １６ １６ １００ 白化、死亡

２．４　预培养时间的确定
离体器官在培养初期均有一个细胞分裂不活跃的停滞

期，在这一时期细胞接受外源ＤＮＡ能力较差［１３］；而预培养时

间过长又会使外植体切面细胞开始脱分化，不利于 Ｔ－ＤＮＡ
的转移。美洲商陆茎节经不同预培养时间后，经过正常菌液

侵染、共培养、分化培养后发现（表４）：预培养１ｄ或不经预
培养的外植体，经根癌农杆菌侵染后，外植体全部褐化死亡；

预培养３ｄ处理的外植体褐化率显著降低，外植体部分分化；
预培养时间达到５～７ｄ时，外植体不再褐化，且不定芽分化

表４　不同预培养时间对不定芽分化的影响

预培养时间

（ｄ）
外植体数

（个）

外植体分

化数（个）

外植体褐

化数（个）

分化率

（％）
褐化率

（％）

０ ７２ ０ ７２ ０ １００
１ ７２ ０ ７２ ０ １００
３ ７２ １４ ５ １９．４ ６．９
５ ７２ ２８ ０ ３３．８ ０
７ ７２ ３３ ０ ４５．８ ０
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率逐步较高。考虑到预培养时间延长会导致后续假阳性植株

机率增大，因此选择预培养时间为５ｄ。
２．５　菌液侵染浓度的确定

在农杆菌介导的遗传转化中，菌液浓度被认为是转化成

败的关键问题之一，只有旺盛生长期的根癌农杆菌才对外植

体有良好的侵染作用［１４］。常用根癌农杆菌菌液浓度在

０．３～０．８（Ｄ６００ｎｍ）。本研究发现，在外植体与不同菌液浸染
５ｍｉｎ后，再于黑暗中共培养，随着菌液浓度的升高，外植体
表面出现零星菌落时间提前，当菌液浓度为 ０．８（Ｄ６００ｎｍ）时，
２ｄ后即有零星菌斑出现，所有处理在７ｄ时整个外植体表面
均布满菌落；当菌液浓度为０．６（Ｄ６００ｎｍ）的处理共培养３ｄ时
外植体上有零星菌落，但培养基上无菌落。鉴于后续试验中

以共培养３ｄ为佳，因此后续试验中将以浓度为 ０．６（Ｄ６００ｎｍ）
的菌液作为侵染菌液。

２．６　侵染时间的确定
侵染时间过短不利于菌体在伤口附着并进入外植体［１５］，

而侵染时间过长又会导致菌体过度繁殖，不仅增加后续除菌

难度，也增加对外植体的毒害，一般侵染时间控制在数ｓ至数
ｍｉｎ内［４］。表５显示，美洲商陆外植体在经不同时间菌液侵
染处理，并培养１ｄ后，各处理的外植体外观没有明显变化；
随着侵染时间和培养时间延长，外植体和培养基表面菌体量

增加，外植体逐渐腐化甚至死亡。参考有关文献和后续试验

结果，将共培养时间确定为 ３ｄ，初步确定侵染时间为 １～
５ｍｉｎ。

表５　不同侵染时间对外植体的影响

侵染时间

（ｍｉｎ）
外植体状态

培养１ｄ 培养２ｄ 培养３ｄ 培养５ｄ 培养７ｄ
０～１ 无变化 基本无变化 切口处有少量菌体 表面附有菌体 外植体周围培养基上菌体增多

１～３ 无变化 切口处有少量菌体 表面附有菌体 与外植体接触的培养基上有

少量菌体

培养基上有大量菌体

３～５ 无变化 切口处有少量菌体 与外植体接触的培养基上有

少量菌体

外植体周围培养基上菌体

增多

外植体腐化变软

５～８ 无变化 表面附有菌体 外植体周围培养基上菌体增多 培养基上有大量菌体 外植体腐化变软

８～１０ 无变化 表面附有菌体 培养基上有大量菌体 外植体腐化变软 外植体死亡

　　外植体表面的菌量不仅会影响外植体生长，还可能会影
响不定芽再生。经不同侵染时间处理后的美洲商陆外植体共

培养３ｄ后，继续在含头孢霉素的不定芽分化培养基上分化，
结果见表６。随着侵染时间的延长，不定芽分化率逐步下降。
综合考虑表５、表６、假阳性率和外植体死亡率，确定根癌农杆
菌侵染美洲商陆外植体时间为３～５ｍｉｎ。

表６　侵染时间对外植体不定芽分化率的影响

侵染时间

（ｍｉｎ）
外植体数

（个）

分化外植

体数（个）

分化率

（％） 外植体状态

０～１ ７０ ６６ ９４．３ 大量愈伤组织，有较多绿

色芽点

１～３ ７０ ５９ ８４．３ 大量愈伤组织，有较多绿

色芽点

３～５ ７０ ３１ ４４．３ 切口处有少量愈伤组织，

绿色芽点数量减少

５～８ ３５ ３ ８．６ 多数外植体褐化死亡

８～１０ ３５ ０ ０ 全部外植体褐化死亡

２．７　共培养时间的确定
根癌农杆菌在共培养阶段完成Ｔ－ＤＮＡ的转移及整合过

程，因此共培养阶段对最终的基因转化效率至关重要［１６］，而

共培养时间是可以调控的主要因素［１７］。一般认为，共培养时

间必须大于１６ｈ，但共培养时间过长又会因农杆菌生长过盛
而使外植体毒害而亡。表７显示，经５ｍｉｎ侵染的外植体共
培养１～２ｄ后，外植体边缘菌落量不丰富；后续分化培养发
现，不定芽分化早（７～１０ｄ）且分化率高；共培养３ｄ时，外植
体周围培养基有少量菌落，不定芽分化时间延迟至１５ｄ，分化
率降低至４４．４％；共培养超过５ｄ时，外植体边缘菌落生长旺
盛，不定芽分化率急剧降低，绝大多数外植体褐化死亡。考虑

到既要给予充足时间供Ｔ－ＤＮＡ转化，以降低假阳性率，又要

保证外植体存活率和分化率，综合考虑表７和相关文献，在后
续转化试验中选择３ｄ作为共培养时间。

表７　培养时间对外植体不定芽分化率的影响

共培养时

间（ｄ）
外植体数

（个）

分化外植

体数（个）

死亡外植

体数（个）

分化率

（％）
死亡率

（％）
最早出芽

时间（ｄ）

０ ３６ ３６ ０ １００ ０ ７
１ ３６ ３３ １ ９１．６ ２．８ ７
２ ３６ ３０ ３ ８３．３ ８．３ １０
３ ３６ １６ ５ ４４．４ １３．９ １５
５ ３６ ２ ２９ ５．６ ８０．６ １５
７ ３６ ０ ３６ ０ １００ －

２．８　筛选时期对美洲商陆转化效率的影响
表８显示，不论是在前期（不顶芽诱导前，共培养结束

时），还是中期（不顶芽诱导时，分化培养基中培养不同时间

后）加入潮霉素，虽然中期１４、２１ｄ处理有少量芽点出现，但
所有外植体均开始在切口处褐化腐烂，进而整个外植体腐烂，

不定芽也褐化死亡［１８］；如果在不定芽分化过程中不加潮霉

素，在外植体培养一段时间后，有４４％外植体能够存活，并产

表８　不同筛选时期对美洲商陆转化效率的影响

筛选时期
培养时间

（ｄ）
接种外植

体数（个）

分化外植

体数（个）

筛选３０ｄ后
外植体状态

前期 ０ ３６ ０ 褐化死亡

中期 ３ ７０ ０ 褐化死亡

５ ７０ ０ 褐化死亡

７ ７０ ０ 褐化死亡

１４ ７０ ２ 褐化死亡

２１ ７０ ２ 褐化死亡

无选择压力 ３０ ７０ ３１ 大量绿色芽点出现
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生大量芽点。因此对于美洲商陆而言，如果选用潮霉素作为

抗性筛选标志，只能待不定芽长出后对不定芽进行后期筛选。

２．９　生根筛选
当美洲商陆不定芽长至２ｃｍ时，截取并分别接种于含不

同浓度潮霉素的生根培养基（１／２ＭＳ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ）中进
行生根筛选。由表９可知，１、２ｍｇ／Ｌ潮霉素处理下，分别有
２２％、５％的不定根再生率，比以往报道的转基因效率大得多，
推测其中假阳性率较高；当潮霉素浓度大于４ｍｇ／Ｌ时，未见
不定根再生，可能是因为潮霉素浓度过高，抑制了不定根再

生，也可能是因为供筛选的不定芽均未能成功导入基因所致。

为减少假阳性比率，并成功筛选出抗性芽，可以利用３ｍｇ／Ｌ
潮霉素先筛选出一定抗性植株，再经 ＧＦＰ显色、ＰＣＲ或分子
杂交等方法进一步鉴定。

表９　不同浓度潮霉素对美洲商陆不定芽生根的影响

浓度

（ｍｇ／Ｌ）
接种数

（个）

生根数

（个）

最早生根

时间（ｄ）
生根率

（％） 根系特征

０ １００ ９１ ５ ９１ 根长，健壮，多须根

１ １００ ２２ ７ ２２ 根健壮，须根较少

２ １００ ５ ８ ５ 根细长，稀疏

３ １００ １ ９ １ 根长，一定量须根

４ １００ ０ － ０ －
５ １００ ０ － ０ －

３　结论

为建立美洲商陆的遗传转化体系，本研究在已建成的美

洲商陆高频再生体系的基础上，探讨了抗生素种类与浓度、预

培养时间、菌液浓度、侵染时间、共培养时间、筛选时期等条件

对美洲商陆遗传转化的影响，建立了适合于根癌农杆菌

［ＥＨＡ１０５（ＣＭＡＢＩ１３０１－ＧＦＰ）］介导的美洲商陆转化体系。
结果表明，头孢霉素既能有效抑制根癌农杆菌的增殖，又

对美洲商陆不定芽分化率影响较小，有效浓度为２５０ｍｇ／Ｌ。
美洲商陆对潮霉素高度敏感，低浓度潮霉素就能抑制不定芽

再生。

美洲商陆无菌苗上部经增粗培养后，取茎节在不定芽分

化培养基（ＡＢＤＭ）中预培养５ｄ，会使后续侵染菌液后外植体
的存活率和分化率维持在一定水平。

工程菌菌液最佳浓度为０．６（Ｄ６００ｎｍ），侵染经预培养 ５ｄ
的外植体３～５ｍｉｎ后，吸干外植体上的多余菌液，并转接到
ＡＢＤＭ（无抗生素）中在黑暗中２６℃共培养３ｄ。该条件既能
保证工程菌侵染能力较强，又能保证适量工程菌有足够侵染

时间，同时还能避免工程菌过量或侵染和共培养时间过长伤

害外植体。

共培养结束后，通过无菌水冲洗、滤纸吸去多余水分以及

将外植体转移至含２５０ｍｇ／Ｌ头孢霉素的ＡＢＤＭ中进行脱菌
和分化培养，既可以有效地抑制培养基中菌体生长，又可以将

不定芽分化率保持在一定水平。

由于美洲商陆对潮霉素的高度敏感性，早期和中期筛选

外植体均死亡，只能对抗性芽进行后期筛选，即在不定芽生根

阶段，采用１／２ＭＳ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３ｍｇ／Ｌ潮霉素进行抗性
筛选。筛选出抗潮霉素植株，可以再经 ＧＦＰ显色、ＰＣＲ、分子
杂交等方法进一步阳性确认。
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