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　　摘要：为了建立草莓品种红颜（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａＤｕｃｈ．Ｂｅｎｉｈｏｐｐｅ）的高效稳定转基因体系，以草莓红颜组培苗
的叶片作为试验材料，对影响基因的因子进行优化，获得稳定高效的转基因体系。结果表明，农杆菌菌液 Ｄ６００ｎｍ ＝

０．４、侵染时间２０ｍｉｎ、培养３ｄ后草莓抗性芽诱导率较高。用３５０ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素（ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ，简称Ｃｂ）作为抑菌
抗生素能够有效抑制农杆菌而不伤害草莓叶片；用２０ｍｇ／Ｌ卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，简称Ｋａｎ）作为筛选抗生素能够尽可
能多的去除非抗性芽。荧光定量ＰＣＲ检测结果表明，草莓ＦａＣＢＬ１基因已经成功转入草莓基因组中。
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　　八倍体栽培草莓品种红颜（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａＤｕｃｈ．
Ｂｅｎｉｈｏｐｐｅ）是由日本引入我国栽培的优良品种，该品种果实
果形正，鲜食口感好，丰产性好，品质优良，适于设施栽培，目

前已经成为我国栽培面积较大的一个品种，尤其是在江、浙地

区，栽培面积较大，占草莓总栽培面积的５０％以上。但是由
于该品种耐储性差，货架期短，而且该品种抗病性差，育苗过

程极易感染炭疽病，成苗率低，设施栽培过程中容易感染白粉

病和灰霉病。因此，亟待对该品种进行改良，而传统的育种方

法周期长，见效慢。近年来，由于转基因技术在作物品种改良

中的广泛应用，也有多项关于草莓基因改良的报道。因此，用

分子育种的方法改良草莓基因在未来草莓产业的发展中是一

条必经之路，能够为草莓分子育种开辟一条新途径，对红颜草

莓的推广种植和提高红颜草莓生产的经济效益有重要的

意义。

钙调磷酸酶Ｂ类似蛋白（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢ－ｌｉｋｅ，简称 ＣＢＬ）
是在植物抗逆中起着重要作用的一类基因家族。其中 ＣＢＬ１
基因在抗逆以及果树果实发育、品质形成等方面都有重要的

作用［１］。而草莓果实的发育是果树学科研究的重要问题之

一，研究草莓果实成熟发育对培育草莓优良品种有重要意义，

因此，研究草莓 ＦａＣＢＬ１基因在草莓果实发育中的作用及其
功能是未来草莓分子生物学研究中的一条重要途径［２］。而

基因功能的验证有赖于一个高效稳定的遗传转化体系。因

此，建立一个高效稳定的ＦａＣＢＬ１基因遗传转化体系，能够为
探讨逆境相关基因在果实发育中的作用奠定一个良好的

基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

试验选用草莓品种红颜组培苗，由江苏农林职业技术学

院农学园艺系组织培养实验室保存。组培苗在 ＭＳ＋
０．５ｍｇ／ＬＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ的培养基上继代培养备用。
取草莓叶片剪去叶尖和叶缘，将叶片剪成３ｍｍ×３ｍｍ的叶
块备用。

１．２　菌株、载体和基因
本试 验 所 用 农 杆 菌 （Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）是

ＧＶ３１０１，由江苏现代园艺工程技术中心实验室保存。
ＧＶ３１０１含有植物表达载体 ｐＫ７ＷＧ２Ｄ，该载体上含有的目的
基因是ＦａＣＢＬ１基因，并带有β－葡糖苷酸酶基因（ＧＵＳ）和卡
那霉素（Ｋａｎ）抗性的新霉素磷酸转移酶基因（ｎｐｔⅡ）。
１．３　培养基及培养条件

共培养培养基（Ｇ１）：ＭＳ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ；筛选培养基（Ｇ２）：ＭＳ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ＋２０ｍｇ／ＬＫａｎ＋３５０ｍｇ／ＬＣｂ；伸长培养基（Ｇ３）：ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２０ｍｇ／ＬＫａｎ＋３５０ｍｇ／Ｌ
Ｃｂ；生根培养基（Ｇ４）：ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋２５ｍｇ／ＬＫａｎ＋
３００ｍｇ／ＬＣｂ。所有培养基中均附加琼脂７ｇ／Ｌ、蔗糖３０ｇ／Ｌ。
培养条件为光—暗周期１６ｈ—８ｈ，光照度２０００～３０００ｌｘ，温
度２３～２５℃。培养５５ｄ后统计数据。
１．４　转基因方法
１．４．１　农杆菌的培养　将保存的菌转移到附加１００ｍｇ／Ｌ壮
观霉素的ＬＢ固体培养基上，２８℃倒置培养２～３ｄ，长出单菌
落后，挑取单菌落放于附加１００ｍｇ／Ｌ壮观霉素的 ＬＢ液体培
养基中，２８℃振荡培养至菌液 Ｄ６００ｎｍ为 ０．８～１．２，室温下
５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集菌体并用新鲜的 ＭＳ液体培养
基活化菌体。

１．４．２　叶片转化方法　首先将叶片剪到新鲜的ＭＳ液体中，
剪好后放在活化好的液体菌液中侵染，侵染以后的叶片用无

菌滤纸吸干表面残留的菌液后接种于 Ｇ１培养基上共培养。
共培养结束后，将外植体转入 Ｇ２筛选培养基上进行选择培
养和再生，２８ｄ后更换１次新的筛选培养基，待抗性芽长出
后，将抗性芽转入Ｇ３伸长培养基上生长，４０ｄ后，将抗性芽
从茎基部切下，转入 Ｇ４生根培养基上生根，获得完整的抗
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性苗。

１．４．３　植物筛选抗生素浓度的确定　将叶片分别接种于含
有Ｋａｎ浓度为 １０、１５、２０、２５ｍｇ／Ｌ的 Ｇ１培养基上，暗培养
１４ｄ后转至光下再培养３０ｄ，统计叶片褐化率、愈伤形成率
和不定芽再生率，确定最适的Ｋａｎ浓度。
１．４．４　抑制农杆菌抗生素浓度的选择　将共培养后的叶片
分别接种于含有Ｃｂ浓度为２００、３５０、５００ｍｇ／Ｌ的 Ｇ１培养基
上，经暗培养１４ｄ，筛选培养至４０ｄ后，观察农杆菌的抑菌程
度并确定最适的Ｃｂ浓度。
１．４．５　菌液浓度、侵染时间、共培养时间的优化选择　培养
菌液的Ｄ６００ｎｍ分别设为０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６；叶片的浸
染时间分别设为１０、１５、２０、２５、３０ｍｉｎ；共培养时间分别设为
１、２、３、４、５ｄ；确定最佳的菌液浓度、侵染时间、共培养时间。
１．５　评价指标与数据调查

用ＧＵＳ基因的瞬时表达率来选择最佳的菌液浓度、侵染
时间、共培养时间。ＧＵＳ瞬时表达率 ＝（显示蓝色的叶片数／
所剪的总叶片数）×１００％。
１．６　转ＦａＣＢＬ１基因草莓植株的检测
１．６．１　检测方法
１．６．１．１　ＧＵＳ染色　转化过程中获得的抗性芽长出叶片
后，剪取３ｍｍ×３ｍｍ的叶块装于含 ＧＵＳ染色液的离心管
中，于３７℃培养箱中进行ＧＵＳ组织染色，１６～２４ｈ后取出叶
片，用７０％乙醇脱色，至叶片中的叶绿素完全脱除为止。叶
绿素脱除干净后，叶片显示蓝色的为转基因植株，显示白色的

为非转基因植株。

１．６．１．２　荧光定量ＰＣＲ检测　提取转基因植株和对照植株
总ＲＮＡ进行反转录获得 ｃＤＮＡ，采用实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，简称 ＲＴ－ｑＰＣＲ）的方法，检测
基因的相对表达量。相关基因和内标 Ａｃｔｉｎ基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ
扩增的总反应体系为２０μＬ，包括１０μＬＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
混合液，２μＬｃＤＮＡ，１μＬ上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬ下游
引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），６μＬ无核酸污染的灭菌水。反应程序：
９４℃ 预变性２ｍｉｎ，９４℃变性２０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，４０个循环，每次循环的第３步进行荧光采集。最后从
６０℃ 升温至９５℃，每隔３０ｓ上升０．５℃，共７１个循环。检
测其荧光值，绘制熔点曲线。标准品 ｃＤＮＡ和待测样品均设
置３次重复。

２　结果与分析

２．１　卡那霉素浓度对草莓转化的影响
转基因植物筛选抗生素的浓度应当是在不伤害植物本身

的情况下能够长愈伤，而不能够诱导过多的芽，因此叶片接种

于不同浓度Ｋａｎ的培养基中培养３０ｄ后，需要统计叶片的黄
化率和白化率。随着培养基中 Ｋａｎ浓度的增加，外植体失
绿、黄化、皱褶、坏死的现象加重，当 Ｋａｎ浓度达到 ３０ｍｇ／Ｌ
时，外植体黄化，而且没有再生芽，可见 Ｋａｎ对转化外植体再
生率有很大影响。由图１可知，在Ｋａｎ浓度为２０ｍｇ／Ｌ时，叶
片褐化率达到７５％，有一定数量的愈伤组织形成，但是有少
量不定芽生成。因此，Ｋａｎ浓度达到２０ｍｇ／Ｌ时能够部分抑
制草莓不定芽的再生，可作为草莓转基因过程中植物筛选抗

生素Ｋａｎ的最佳浓度。

２．２　羧苄青霉素浓度对草莓转化的影响
本试验使用转基因中常用的 Ｃｂ抗生素抑制农杆菌，Ｃｂ

对草莓的再生会产生一定的影响。低浓度的 Ｃｂ在转基因初
期一般都能够抑制大部分农杆菌的生长，但在后期移至光下

培养时不能够很好地抑制农杆菌的生长。本试验中，在 Ｃｂ
浓度为３５０ｍｇ／Ｌ时可以完全抑制农杆菌的生长，而且对草莓
外植体的再生率影响不大。因此，可以用选用 Ｃｂ浓度为
３５０ｍｇ／Ｌ作为抑制培养基中农杆菌生长的最佳浓度。
２．３　菌液浓度、侵染时间、共培养时间的选择

由图２可知，菌液Ｄ６００ｎｍ在０．１～０．４之间时，随Ｄ６００ｎｍ的
增加，ＧＵＳ瞬时表达率随之上升；在Ｄ６００ｎｍ＝０．４时，ＧＵＳ瞬时
表达率最高。菌液浓度过高会导致叶片切口处褐化，外植体

容易死亡；浓度过低农杆菌数目不足，会使转化效率降低。因

此，Ｄ６００ｎｍ＝０．４时菌液浓度为最佳。

　　由图３可知，随侵染时间的增加，ＧＵＳ瞬时表达率随之上
升，侵染外植体２０ｍｉｎ时，ＧＵＳ瞬时表达率达到最高值。侵
染时间过长，外植体容易褐化变烂。因此，最佳侵染时间选为

２０ｍｉｎ。
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　　由图４可知，外植体在共培养２ｄ时开始有 ＧＵＳ瞬时表
达，随着共培养时间的加长，ＧＵＳ瞬时表达率逐渐升高，但是
在共培养４ｄ时农杆菌的生长已经很难被抑制。因此，以共
培养３ｄ为最佳。

２．４　抗性芽的伸长、生根
将生长健壮的抗性芽转入伸长培养基中，抗性芽能很好

地长大、增殖。将增殖的抗性苗分株，单株放入生根培养基中

可以正常生根，生根率达到９０％以上。
２．５　转基因植株的ＧＵＳ组织化学染色检测

通过根癌农杆菌介导ＦａＣＢＬ１基因转红颜草莓，共获得８
株转基因植株，其中５株 ＧＵＳ阳性植株，ＧＵＳ染色鉴定的部
分结果如图５所示。

２．６　转基因草莓植株的荧光定量ＰＣＲ检测
对ＧＵＳ染色为阳性的５株草莓转基因植株进行荧光定

量ＰＣＲ检测。提取 ＰＣＲ阳性植株和阴性对照植株的总
ＲＮＡ，以其为模板进行反转录，再以反转录合成的 ｃＤＮＡ第１
链为模板进行荧光定量ＰＣＲ扩增。由图６可知，５个转基因
株系的ＦａＣＢＬ１基因与对照相比都有较高的表达量，且均高
于对照，说明基因已经完全转入草莓中。

３　讨论

草莓作为一种兼具观赏和高营养价值的水果，目前在国

内外的种植面积日益增加。尤其在我国，随着观光农业的不

断发展，种植草莓将会是我国观光农业发展的一项重要经济

收入。目前，我国江、浙、沪地区的城郊已经开始大面积种植

草莓，集观光旅游于一体，还能够增加农民的收入。

基因工程的不断发展为草莓育种提供了新的技术手段，

可以针对草莓栽培中不能够解决或者难以解决的问题有目的

地对草莓进行基因改良，而不改变草莓原有的特性。目前在

草莓的转基因中，最常用的方法就是农杆菌转化法，这个方法

操作较为简单，但是转化效率低、转化重复性差。本试验通过

转化方法的优化，建立了一个高效稳定的基因转化体系，对影

响遗传转化的因素进行了优化。

基因转化中要使用选择性抗生素有效地筛选转化成功的

细胞。本试验中所用的载体上带有的筛选基因标记是 Ｋａｎ，
关于Ｋａｎ的浓度已经有许多的研究报道［３－４］，在草莓的遗传

转化中Ｋａｎ的浓度一般在２０～３０ｍｇ／Ｌ之间［５］，本试验中选

择Ｋａｎ的最佳浓度为２０ｍｇ／Ｌ。
农杆菌介导法中为了抑制农杆菌常用 Ｃｂ作为抑菌性抗

生素，本试验对 ３种 Ｃｂ浓度作了比较，结果表明，使用
３５０ｍｇ／ＬＣｂ可以有效抑制农杆菌的生长而对外植体造成的
伤害不大。这与其他研究者得出的结论［６－８］不同，可能是由

于菌株不同或者菌株活性不同，所用抗生素种类以及浓度也

有所不同［９］所致。

菌液的浓度和侵染时间对遗传转化有很大的影响，菌液浓

度过高，对植物材料的毒害较大，容易导致外植体褐化、坏死，

而且后期用抑菌抗生素除菌也很困难；菌液浓度过低，农杆菌

数目不多，侵染能力较弱，转化效率也就降低，因此要选择适宜

的菌液浓度才能有效地提高转化效率。侵染时间过长容易导

致外植体中毒死亡，侵染时间太短，农杆菌不能充分被受伤细

胞吸收，转化效率较低，因此，掌握好侵染时间有助于提高遗传

转化率。本试验结果表明，Ｄ６００ｎｍ ＝０．４时的菌液浓度侵染外
植体２０ｍｉｎ效果最佳，这与张红梅等的结论［１０－１３］一致。

本试验通过优化一系列的转化条件，建立起一个稳定有

效的转基因体系，能够为今后草莓的基因改良提供借鉴。
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荆半夏叶柄一步成苗组培快繁体系的优化
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　　摘要：以竹叶型荆半夏叶柄为外植体，研究６－ＢＡ、２，４－Ｄ对半夏一步成苗的影响，以及多效唑（ＰＰ３３３）、茉莉酸

甲酯（ＭＪ）、蔗糖对块茎大小的影响。结果表明，提高６－ＢＡ浓度有利于叶柄诱导率和平均每个叶柄形成块茎数提高，
添加低浓度２，４－Ｄ有助于提高平均每个叶柄形成块茎数；单因素试验表明，添加多效唑和茉莉酸甲酯、增加蔗糖浓
度均能增加块茎直径；正交试验表明，４个因素对半夏块茎直径的影响顺序为６－ＢＡ浓度、蔗糖浓度、茉莉酸甲酯浓
度、多效唑浓度。综合考虑，荆半夏一步成苗较适宜的培养基为ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＰＰ３３３＋２．０μｍｏｌ／ＬＭＪ＋６０ｇ／Ｌ蔗糖。
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　　半夏（Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ）是天南星科半夏属的一种多年生
草本植物，也是一种以块茎入药的传统中药材，主要有润燥化

痰、降逆、止呕等功效［１］。近年来研究发现，半夏还有抗早

孕、抗肿瘤、降血脂、护肝等功能［２］。据统计，在中药处方中，

半夏使用频率居第２２位［３］。半夏需求量大，且野生资源匮

乏。种茎是半夏人工栽培的主要成本之一，因此通过高效的

方法生产半夏种茎是提高半夏人工栽培效益的有效途径之

一。组培快繁作为一种高效繁殖方法，被应用到半夏种茎的

繁殖研究中。其中，半夏一步成苗研究较多，通过该方法接种

到培养基上的外植体可直接形成完整植株，从而可减少组培

快繁中分化成苗的步骤。一步成苗法具有再生周期短、易操

作、培养程序简单等优势，展现了大规模工厂化生产潜能［４］。

另外，一步成苗外植体的来源相对广泛，叶片、珠芽及块茎均

可作为外植体［４－７］。在一步成苗过程中，不同外植体一般会

经历一段愈伤组织阶段，之后愈伤组织分化成苗。分化出的

半夏苗可以移栽，也可将产生的块茎直接作为种茎使用。由

于种苗存在运输困难、移栽相对麻烦等问题，因此一步成苗以

其产生的块茎为好。有文献报道，外植体可在培养基上形成

块茎［８－９］，但其增殖率不高［６］。另外，作为栽培用的种茎，其

直径大小在１ｃｍ左右较好［１０］。因此，种茎大小也是衡量一

次成苗法的指标之一。本研究以荆半夏叶柄为外植体，研究

不同激素组合
!

蔗糖浓度对一步成苗法产生块茎数量和大小

的影响，探索并优化叶柄外植体一步成苗技术体系，旨在为推

进半夏种茎组培快繁的应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
半夏取自湖北省荆门市京山县永鴇镇。叶柄为其中竹叶

形半夏叶柄。

１．２　方法
１．２．１　６－ＢＡ、２，４－Ｄ对半夏一步成苗的影响　叶柄灭菌
后，切成１．５ｃｍ左右，平躺接入ＭＳ培养基，培养基分别添加
０．２、０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ，１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ。
１．２．２　多效唑（ＰＰ３３３）、茉莉酸甲酯（ＭＪ）、蔗糖对半夏一步
成苗的影响　以ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋
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