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　　摘要：采用组织培养技术，在非洲紫罗兰组培过程中的愈伤组织诱导、芽的分化、生根阶段分别进行不同浓度卡那
霉素（Ｋａｎ）的抗性筛选。结果表明，在愈伤组织诱导阶段，Ｋａｎ浓度为６０ｍｇ／Ｌ时外植体的愈伤诱导受到抑制；在芽的
分化阶段，Ｋａｎ浓度为８０ｍｇ／Ｌ时芽的增殖受到抑制；在生根阶段，Ｋａｎ浓度为１２０ｍｇ／Ｌ时生根受到抑制。
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　　自１９８３年成功获得转基因烟草以来［１］，关于转基因的研

究越来越多，世界转基因市场总收入超过３００００亿美元，仅
转基因植物种子的收入可达３０００亿美元［２］。目前已成功获

得２００多种转基因植物，３０００多例转基因植物已进入大田试
验阶段［３］。在植物的转基因研究中，ｎｐｔ－Ⅱ基因常被作为选
择标记基因，该基因编码氨基糖苷 －３′－磷酸转移酶（ａｍｉｎ
ｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅ－３′－ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）Ⅱ，又 称 ｎｐｔ－Ⅱ
（ｎｅｏｍｙｃｉｎｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅⅡ），该酶使氨基糖苷类抗生素
（卡那霉素、新霉素、巴龙霉素 Ｇ４１８等）磷酸化而失活［４］；因

此，ｎｐｔ－Ⅱ 基因可用作遗传转化过程中区分转基因、非转基
因植物细胞的标记［５］。卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋａｎ）影响线粒
体和叶绿体的核糖体７０Ｓ起始复合物生成，使蛋白质合成受
阻，最终导致细胞死亡［６］。根据其特性，对以 ｎｐｔ－Ⅱ 基因为
选择标记基因的转基因后代株系进行筛选，后代发生分离，含

目的基因的株系一定携带ｎｐｔ－Ⅱ基因，对卡那霉素处理不敏
感；不含目的基因的植株不具有卡那霉素抗性，对卡那霉素处

理敏感。目前，利用Ｋａｎ对转基因株系进行筛选已经应用于
水稻、小麦、棉花、番茄等作物［７］。不同植物、不同类型的外

植体应使用不同浓度的卡那霉素，使其有效抑制未转化成功

的细胞生长并使之缓慢死亡，又不影响转化成功的细胞正常

生长。抗生素浓度过低虽不影响转化株的正常生长，但可能

出现嵌合体和假阳性现象；抗生素浓度过高则毒性过强，会快

速杀死细胞，而死细胞对邻近活细胞常有较强的抑制作用，不

利于转化细胞的生长［８］。非洲紫罗兰（Ｓａｉｎｔｐａｕｌｉａｉｏｎａｎｔｈａ）
为非洲苦苣苔科多年生草本植物，原产于非洲坦桑尼亚海拔

７００～１０００ｍ的乌桑巴拉山，是一种观赏价值较高的室内盆栽
花卉，被誉为“室内花卉皇后”［９－１０］。植物基因工程不仅广泛应

用于农作物的改良，也是花卉改良的主要手段，本试验确定了非

洲紫罗兰组培体系中的卡那霉素抗性筛选浓度，为进一步的转

基因研究提供依据，并为花卉品种的改良提供全新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　非洲紫罗兰组培苗（组培室培养）、卡那霉素、６－ＢＡ、
ＮＡＡ。生芽培养基配方为：ＭＳ、０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、０．５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ。生根培养基配方为：１／２ＭＳ、０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ。
１．２　方法
１．２．１　愈伤组织的诱导　配制诱导愈伤组织的培养基时，分
别加入浓度为２０、４０、６０、８０、１００ｍｇ／Ｌ的 Ｋａｎ，同一浓度至少
配制６瓶培养基。挑选生命力强的组培苗叶片，将其切成小
方块并接种至不同Ｋａｎ浓度的培养基中，各瓶接种相同数量
的外植体。置于组培室中，在２５℃下光照培养约２０ｄ，定期
观察并记录。

１．２．２　芽的分化　配制芽分化培养基时，分别加入浓度为
２０、４０、６０、８０、１００ｍｇ／Ｌ的Ｋａｎ，同一浓度至少配制６瓶培养
基。将非洲紫罗兰的不定芽接种至不同 Ｋａｎ浓度的芽增殖
培养基中，各瓶接种相同数量的芽体。置于组培室中，在

２５℃ 下光照培养约２０ｄ，定期观察并记录。
１．２．３　根的生长　配制生根培养基时，分别加入浓度为６０、
８０、１００、１２０ｍｇ／Ｌ的Ｋａｎ，同一浓度至少配制６瓶培养基。将
非洲紫罗兰的不定芽接种至不同 Ｋａｎ浓度的生根培养基中，
各瓶接种相同数量的芽体。置于组培室中，在２５℃下光照培
养约２０ｄ，定期观察并记录。

２　结果与分析

２．１　愈伤组织诱导阶段Ｋａｎ浓度的筛选
　　Ｋａｎ浓度为２０（图１－Ａ）、４０ｍｇ／Ｌ（图１－Ｂ）时非洲紫
罗兰外植体颜色较绿；Ｋａｎ浓度为６０ｍｇ／Ｌ（图１－Ｃ）时外植
体发黄；Ｋａｎ浓度为８０（图１－Ｄ）、１００ｍｇ／Ｌ（图１－Ｅ）时外
植体失绿褐化。可见，愈伤组织诱导阶段的Ｋａｎ浓度为
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６０ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织的诱导受到抑制。
２．２　芽分化阶段Ｋａｎ浓度的筛选
　　在 Ｋａｎ浓度为 ２０（图 ２－Ａ）、４０（图 ２－Ｂ）、６０ｍｇ／Ｌ
（图２－Ｃ）的芽增殖培养基中，外植体生长良好，叶片颜色较
绿；Ｋａｎ浓度为８０（图２－Ｄ）、１００ｍｇ／Ｌ（图２－Ｅ）时芽体枯
黄，失去芽增殖能力。可见，芽分化阶段的 Ｋａｎ浓度为
８０ｍｇ／Ｌ时，芽的分化受到抑制。

２．３　生根阶段Ｋａｎ浓度的筛选
　　在Ｋａｎ浓度为６０（图３－Ａ）、８０ｍｇ／Ｌ（图３－Ｂ）的生根
培养基中，植株可正常生根；Ｋａｎ浓度为１００ｍｇ／Ｌ（图３－Ｃ）
时，仅部分植株能够生根，其余植株无根生长；Ｋａｎ浓度为
１２０ｍｇ／Ｌ（图３－Ｄ）时，植株的生根完全被抑制。可见，生根
阶段的Ｋａｎ浓度为１２０ｍｇ／Ｌ时，植株完全丧失生根能力，后
续试验可用此浓度筛选去除转基因阴性株系。

３　结论与讨论

　　本试验利用组织培养的方法，将非洲紫罗兰的外植体接

种于不同Ｋａｎ浓度的培养基中进行培养。结果表明，在愈伤
组织诱导阶段，Ｋａｎ浓度为６０ｍｇ／Ｌ时外植体的愈伤诱导受
到抑制；在芽的分化阶段，Ｋａｎ浓度为８０ｍｇ／Ｌ时芽的增殖受
到抑制；在生根阶段，Ｋａｎ浓度为１２０ｍｇ／Ｌ时根的生长受到
抑制。

　　在植物转化过程中，必须通过筛选才能获得转基因成功
的植株，将卡那霉素作为一种筛选剂加入选择培养基中，以便

对转化植株进行筛选。卡那霉素浓度的高低直接影响转化细

胞的生长［１１］。不同植物、同一植物不同外植体对卡那霉素的

敏感性均可能存在差异，因此筛选浓度各不相同。转化前应

设置不同的卡那霉素浓度梯度，找到植物最为敏感的卡那霉

素浓度，以便在适当条件下有效抑制非转化细胞的生长并使

其缓慢死亡，从而准确筛选出转基因阳性株系。
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