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　　摘要：水稻ＲｈｏＧＤＰ解离抑制基因ＯｓＲｈｏＧＤＩ２是从幼穗中分离出的功能未知基因。为鉴定该基因的功能，笔者
所在实验室前期构建了植物过表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２－ＧＦＰ，并对水稻进行了遗传转化。对ＯｓＲｈｏＧＤＩ２
过表达转基因水稻Ｔ２代进行筛选和鉴定，采用 ＰＣＲ技术鉴定转基因植株，采用半定量 ＲＴ－ＰＣＲ和实时荧光定量

ＰＣＲ检测ＯｓＲｈｏＧＤＩ２在转基因水稻中的表达水平，结果显示，其中６个株系为过表达转基因植株，ＯｓＲｈｏＧＤＩ２表达水
平上调１．６９～１３．３５倍。为检测外源基因在转基因水稻中的拷贝数，分别以蔗糖磷酸合成酶基因 ＳＰＳ和潮霉素抗性
基因ＨＹＧ为内参基因和标记基因，采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）技术结合内参基因和标记基因的标准曲线进行分
析，结果显示在所检测的６个转基因株系中，外源基因的拷贝数均为１，提示已经获得稳定遗传的 ＯｓＲｈｏＧＤＩ２过表达
转基因水稻，为后续ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因的功能研究奠定基础。
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　　植物Ｒｈｏ／Ｒａｃ也称为Ｒｏｐ（Ｒｈｏｏｆｐｌａｎｔ），是植物中唯一
与信号转导有关的小 ＧＴＰ结合蛋白，功能涉及细胞极性生
长［１－３］、肌动蛋白细胞骨架重组［４－５］、次生壁形成［６］、分生组

织信号传递［７］以及抗逆和激素应答［８－１１］等。作为信号通路

的分子开关，Ｒｈｏ蛋白通过与靶蛋白的相互作用，实现对细胞
生理活动的调控和影响，已明确的一类相互作用蛋白是 Ｒｈｏ
ＧＤＰ解 离 抑 制 因 子 （ＲｈｏＧＤＰ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，
ＲｈｏＧＤＩｓ），功能是调节 Ｒｈｏ的胞内定位，通过阻止 ＧＴＰ与
Ｒｈｏ的结合，抑制 Ｒｈｏ的活化，因而是 Ｒｈｏ的负调控因
子［１２－１４］。但是目前对植物ＲｈｏＧＤＩｓ研究的报道较少，虽有从
拟南芥、烟草、水稻等植物中筛选到ＲｈｏＧＤＩｓ的报道［１５－１７］，但

是对其在植物生长发育等过程中生物学功能的研究非常有

限。Ｃａｒｏｌ等对拟南芥突变体ｓｃｎ１的研究发现，一种拟南芥的
ＲｈｏＧＤＩ基因 ＳＣＮ１／ＡｔｒｈｏＧＤＩ１通过控制局部 ＲＨＤ２／ＡｔｒｂｏｈＣ
ＮＡＤＰＨ氧化酶的激活，调控根毛细胞的生长［１８］；Ｗｕ等的研
究发现，拟南芥 ＡｔＲｈｏＧＤＩ１通过 ＲＯＰ信号通路，介导对幼苗
和叶表皮细胞形态建成的调节，而且 ＡｔＲｈｏＧＤＩ１被 ＣＰＫ３磷
酸化是执行其功能的前提［１９］，但是至今尚未见水稻 ＲｈｏＧＤＩｓ
基因功能的报道。

水稻ＲｈｏＧＤＰ解离抑制基因 ＯｓＲｈｏＧＤＩ２是通过酵母双
杂交筛选，从雌雄蕊形成期水稻幼穗中分离的功能未知基因。

对该基因编码蛋白的生物信息学分析和亚细胞定位检测发

现，该基因编码蛋白在活细胞中广泛分布［２０］。对 ＯｓＲｈｏＧＤＩ２
基因启动子转基因功能鉴定的研究表明，该基因２１００ｂｐ的
上游调控序列即可以启动ＧＵＳ在颖花、花药和花粉中的特异
表达，该基因的表达受到生长素（ＩＡＡ）等多种激素的胁迫和
诱导［２１］。为了进一步鉴定ＯｓＲｈｏＧＤＩ２的功能，本研究基于实
验室的前期工作，对ＯｓＲｈｏＧＤＩ２过表达转基因水稻Ｔ２代进行
筛选和鉴定，分别采用 ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ和 ｑＲＴ－ＰＣＲ技术在
ＤＮＡ和 ＲＮＡ水平上进行检测，并通过 ｑＰＣＲ技术鉴定
ＯｓＲｈｏＧＤＩ２在转基因株系中的拷贝数，旨在为后续分析
ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因的生物学功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　植物材料　水稻粳稻品种日本晴（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．
ｊａｐｏｎｉｃａ．ｃｖ．Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ），简称ＷＴ，由山东省农业科学院作物
与分子育种实验室提供；ＯｓＲｈｏＧＤＩ２过表达转基因水稻，简称
ＯＥ－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２，由笔者所在实验室前期构建，已筛选获得Ｔ１
代种子，遗传背景为日本晴。

１．１．２　载体　植物过表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２－
ＧＦＰ由笔者所在实验室前期构建。
１．１．３　 主要试剂 　 总 ＲＮＡ提取试剂 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
ｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ购自宝生物工程（大连）有限公司，２×ＥｓＴａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｄｙｅ）购自北京康为世纪生物科技有限公司。
１．１．４　引物设计　本试验所用引物（表１）均由苏州金维智
生物科技有限公司合成。

１．２　试验方法
１．２．１　水稻取材　选取适量的对照（ＷＴ）水稻种子和
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表１　本研究所用引物一览表

名称
引物序列

（５′→３′）
引物用途

Ｆ１ ＡＡＣＴＧＣＡＧＧＡＡＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣ 转基因水稻筛选上游引物

Ｒ１ ＡＡＣＣＴＡＧＧＧＧＡＣＴＴＧＣＡＧＧＧＣＣＡＧＴＣ 转基因水稻筛选下游引物

Ｆ２ ＡＴＣＡＣＧＣＴＧＧＡＧＧＴＧＧＡＧＴ 内参ＵＢＱ基因ＲＴ－ＰＣＲ上游引物
Ｒ２ ＡＧＧＣＣＴＴＣＴＧＧＴＴＧＴＡＧＡＣＧ 内参ＵＢＱ基因ＲＴ－ＰＣＲ下游引物
Ｆ３ ＧＣＴＣＡＡＧＴＴＣＡＣＣＴＴＣＴＣＴＧＴ ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因ｑＲＴ－ＰＣＲ上游引物
Ｒ３ ＣＴＣＣＣＡＴＣＧＡＣＣＡＣＡＡＣＡ ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因ｑＲＴ－ＰＣＲ下游引物
Ｆ４ ＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＡ 内参ＯｓＡｃｔ１基因ｑＲＴ－ＰＣＲ上游引物
Ｒ４ ＡＴＣＣＡＣＧＴＣＧＣＡＣＴＴＣＡＴ 内参ＯｓＡｃｔ１基因ｑＲＴ－ＰＣＲ下游引物
Ｆ５ ＡＣＧＧＴＧＴＣＧＴＣＣＡＴＣＡＣＡＧＴＴＴＧＣＣ ＨＹＧ基因ｑＰＣＲ上游引物
Ｒ５ ＴＴＣＣＧＧＡＡＧＴＧＣＴＴＧＡＣＡＴＴＧＧＧＧＡ ＨＹＧ基因ｑＰＣＲ下游引物
Ｆ６ ＴＴＧＣＧＣＣＴＧＡＡＣＧＧＡＴＡＴ ＳＰＳ基因ｑＰＣＲ上游引物
Ｒ６ ＣＧＧＴＴＧＡＴＣＴＴＴＴＣＧＧＧＡＴＧ ＳＰＳ基因ｑＰＣＲ下游引物

ＯＥ－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２水稻Ｔ１代种子，２０１６年５月１日播种于河
南师范大学试验园地（１１３．９０°Ｅ、３５．３２°Ｎ）。水稻生长至
２０ｄ（幼苗期）、９０ｄ（抽穗期）时，分别取其植株叶片，液氮冷
冻处理，－８０℃ 保存备用。
１．２．２　ＯｓＲｈｏＧＤＩ２转基因植株的筛选　取幼苗期水稻嫩叶，
采用十六烷基三甲基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取基因组
ＤＮＡ。以Ｆ１／Ｒ１为引物，基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ反应，
按照２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书配制反应体系（１０μＬ）：２×
ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ５．０μＬ、Ｆ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ、Ｒ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）
０４μＬ、基因组ＤＮＡ０．２μＬ和无菌水４．０μＬ。ＰＣＲ反应条
件为９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸２ｍｉｎ。扩增产物采用１％
琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．３　ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因在转基因水稻中表达水平的检测
１．２．３．１　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ的制备　取抽穗期水稻叶
片，根据宝生物工程（大连）有限公司 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂说明
书，分别提取对照（ＷＴ）水稻和ＯＥ－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２水稻Ｔ２代幼
苗叶片总 ＲＮＡ，然后按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒说明书进行反转录，
制备ｃＤＮＡ。
１．２．３．２　半定量 ＲＴ－ＰＣＲ　以“１．２．３．１”节获得的 ｃＤＮＡ
为模板，按照ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ说明书配制半定
量ＲＴ－ＰＣＲ反应体系（５０μＬ），其中内参基因 ＵＢＱ的 ＰＣＲ
扩增体系为５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ）１０．０μＬ、ｄＮＴＰ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４．０μＬ、ＵＢＱ引物Ｆ２（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、ＵＢＱ
引物Ｒ２（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ
０．５μＬ、ｃＤＮＡ模板２．０μＬ和无菌水３１．５μＬ。ＰＣＲ反应条
件为９８℃变性３０ｓ，５５℃退火１５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循
环。ＯｓＲｈｏＧＤＩ２的扩增体系引物采用 Ｆ１／Ｒ１，其余同 ＵＢＱ的
ＰＣＲ扩增体系。ＰＣＲ反应退火温度为 ５８℃，其余参数同
ＵＢＱ的ＰＣＲ反应条件。扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳
检测。

１．２．３．３　实时荧光定量ＰＣＲ　取“１．２．３．１”节制备的ｃＤＮＡ
为模板，以 Ｆ３／Ｒ３为引物进行 ＯｓＲｈｏＧＤＩ２的 ｑＲＴ－ＰＣＲ反
应，以水稻 ＯｓＡｃｔ１基因为内参，按照 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

Ⅱ说明书配制反应体系（２０μＬ）：２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
１０．０μＬ、ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ、ＰＣＲ

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ、ｃＤＮＡ２．０μＬ、灭菌水
６．４μＬ。采用２步法进行 ＰＣＲ扩增：第 １步 ９５℃预变性
３０ｓ；第２步 ＰＣＲ反应９５℃变性５ｓ，６０℃延伸３０ｓ，４０个
循环。

每组试验做３次重复，利用ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６自带软
件ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ｖ１．１进行数据分析，以 ２－ΔΔＣＴ法［２２］分析

ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因表达水平。
１．２．４　ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因在转基因水稻中拷贝数的鉴定　
ＨＹＧ基因标准曲线的制作参考杨立桃等的方法［２３］，以含有

ＨＹＧ基因的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２－ＧＦＰ质粒 ＤＮＡ溶
液（１０７、１０６、１０５、１０４、１０３拷贝／μＬ）为模板，以 Ｆ５／Ｒ５为引物
进行ｑＰＣＲ反应，按照 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ说明书进行
配制，反应体系同“１．２．３．３”节。采用２步法进行ＰＣＲ扩增，
进行４５个循环，其余参数同“１．２．３．３”节。得到等梯度拷贝
数对应的ＣＴ值。依据ＣＴ值与起始模板数的对数值之间的一
定的线性关系来制作标准曲线。水稻内参基因 ＳＰＳ标准曲
线的制作参考Ｄｉｎｇ等的方法［２４］。

以６个阳性ＯＥ－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２水稻基因组 ＤＮＡ为模板，
分别以Ｆ５／Ｒ５和Ｆ６／Ｒ６为引物进行ｑＰＣＲ反应，按照ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ说明书进行配制，反应体系同“１．２．３．３”
节。采用２步法进行ＰＣＲ扩增，进行４５个循环，其余参数同
“１．２．３．３”节。分别获得６个植株ＨＹＧ与ＳＰＳ基因的ＣＴ值，
并由ＨＹＧ与ＳＰＳ基因的相关性方程计算其起始模板数。用
纯合二倍体水稻ＳＰＳ作为内参基因，将 Ｈ０与 Ｓ０的比值乘以
２得到ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因在转基因水稻中的拷贝数。

２　结果与分析

２．１　ＯｓＲｈｏＧＤＩ２转基因水稻的筛选
以水稻基因组ＤＮＡ为模板，用引物 Ｆ１／Ｒ１进行 ＰＣＲ扩

增，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，确定阳性转基因植株。

由于ＯｓＲｈｏＧＤＩ２转基因表达载体内插入的目的基因长度为
７９５ｂｐ，所以从阳性转基因水稻基因组 ＤＮＡ中能扩增出
７９５ｂｐ特异片段，而对照（ＷＴ）植株中不能扩增出该大小的
条带。电泳结果显示，在检测的１５个样品中，除了３、８、１１号
之外，都可以扩增得到预期大小的片段，且与阳性对照条带位

置一致（图 １），说明 ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因已经整合到水稻基因
组中。
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２．２　ＯｓＲｈｏＧＤＩ２在转基因水稻中表达水平的检测
选取ＰＣＲ检测为阳性的转基因水稻，提取叶片总 ＲＮＡ，

采用半定量ＲＴ－ＰＣＲ检测该基因的表达水平，内参采用水稻
泛素（ＵＢＱ）基因，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，结果显
示，在对照（ＷＴ）水稻叶片中，ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因的表达水平较
低，而在所检测的７株转基因水稻中，ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因的表达
水平均有不同程度的提高，尤其是７、９、１０、１２、１６号这５株的
表达量有显著的增高（图 ２），说明这 ５株水稻是 ＯＥ－
ＯｓＲｈｏＧＤＩ２阳性植株。

　　进一步采用实时定量 ＰＣＲ方法检测 ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因在
转基因水稻中的表达水平。由图３可知，除２号外，在其余６
株转基因水稻中ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因的表达水平均比对照（ＷＴ）
高，基因表达量极显著上调的有６号（１．６９倍）、１６号（２．６９
倍）、１０号（４．０２倍）、１２号（５．９８倍）、９号（９．７２倍）和７号
（１３．３５倍），且与半定量 ＲＴ－ＰＣＲ检测结果一致，证明
ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因在这些转基因水稻中实现了过量表达。

２．３　ＨＹＧ基因标准曲线的制作
以含有 ＨＹＧ基因的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２－ＧＦＰ

质粒ＤＮＡ溶液（１０７、１０６、１０５、１０４、１０３拷贝／μＬ）为模板，基于
ｑＰＣＲ数据获得了 ＨＹＧ基因的标准曲线（图４），其相关系数
ｒ＝０．９９９７，说明相关性高。其ＣＴ值与起始模板数（Ｈ０）之间
的相关性方程为：Ｈ０＝１０

（－０．２９７ＣＴ＋１２．３５６）。

２．４　ＯｓＲｈｏＧＤＩ２在转基因水稻中拷贝数的测定
以上述鉴定的 ６株阳性 ＯＥ－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２水稻基因组

ＤＮＡ为模板，分别以Ｆ５／Ｒ５和Ｆ６／Ｒ６引物组合，对 ＨＹＧ基因
与ＳＰＳ基因进行 ｑＰＣＲ，获得扩增曲线与待测样品的 ＣＴ值
（表２），并由 ＨＹＧ与 ＳＰＳ基因的相关性方程计算其起始模
板数。

表２　依据ＨＹＧ和ＳＰＳ基因的标准曲线所获得的样品ＣＴ值

植株号
ＨＹＧ基因 ＳＰＳ基因

ＣＴ值 ＣＶ（％） ＣＴ值 ＣＶ（％）
ＷＴ ３２．９４±０．０２ ０．０６ ２５．３５±０．０４ ０．１６
６ ３２．５５±０．０９ ０．２６ ２５．８５±０．０８ ０．３１
７ ３１．５５±０．２８ ０．８９ ２５．１１±０．０９ ０．３６
９ ３１．６０±０．００ ０．００ ２５．９０±０．０７ ０．２５
１０ ３１．５０±０．０１ ０．０２ ２５．９１±０．０７ ０．２５
１２ ３１．８０±０．０８ ０．２４ ２５．３３±０．０６ ０．２２
１６ ３１．２１±０．０２ ０．０６ ２５．８０±０．１２ ０．４５

　　注：每个样本测３３次，ＣＴ值表示为每个样本的均值 ±标准差，

ＣＶ是每个组的变异系数。

　　ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因在转基因水稻中的拷贝数的计算结果显
示，对照水稻拷贝数为０，其余有６个ＯＥ－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２水稻拷
贝数均为１（表３）。

３　结论与讨论

植物遗传转化是农作物改良和基因功能研究的常用试验

方法。本研究在实验室前期工作的基础上，对 ＯｓＲｈｏＧＤＩ２转
基因水稻Ｔ２代进行了筛选和鉴定，获得６个阳性转基因水稻
株系。现有的研究认为，过表达后代中外源基因拷贝数是影

响目的基因表达水平和遗传稳定性的主要因素。据统计分析

显示，外源基因拷贝数为１或２时能够稳定遗传高表达，而外
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表３　ＯＥ－ＯｓＲｈｏＧＤＩ２水稻目的基因拷贝数的估算

植株号 Ｈ０ Ｓ０ ２×Ｈ０／Ｓ０ 目的基因的拷贝数

ＷＴ ３７１ ２２００ ０．３３７ ０
６ ５５６ １５６５ ０．７１０ １
７ ９６０ ２５９１ ０．７４１ １
９ ９２８ １５１２ １．２２８ １
１０ ９９４ １５０２ １．３２４ １
１２ １６０４ ２２３０ １．４３９ １
１６ １２１２ １６１９ １．４９７ １

　　注：Ｈ０表示ＨＹＧ基因在ＰＣＲ反应中的起始模板数；Ｓ０表示ＳＰＳ

基因起始模板数；拷贝数的均值是２×Ｈ０／Ｓ０。

源基因拷贝数过多（达４～５）往往使外源基因不表达甚至导
致基因沉默［２５－２６］。因此在获得阳性过表达转基因植株后，对

其外源基因拷贝数进行鉴定分析是必要的。

本研究对外源基因拷贝数的检测所采用的内参基因为水

稻特有的单拷贝基因 ＳＰＳ［２４］，转基因植株的标志基因是植物
表达载体的标志基因 ＨＹＧ，也是转基因植物筛选常用的标志。
检测结果显示，ＯｓＲｈｏＧＤＩ２在过表达转基因水稻中均为单拷贝，
提示基因能够稳定遗传和表达，这与笔者所在实验室对其Ｔ１代
和Ｔ２代的连续筛选结果是一致的，阳性率均在８５％以上。

本研究采用基因组 ＤＮＡ扩增的方法，首先检测了
ＯｓＲｈｏＧＤＩ２过表达植物载体是否稳定整合到水稻基因组中，
进而采用半定量ＲＴ－ＰＣＲ、实时荧光定量ＰＣＲ技术在转录水
平检测了ＯｓＲｈｏＧＤＩ２在转基因水稻中的表达水平，并通过外
源基因拷贝数的测算，证实外源 ＯｓＲｈｏＧＤＩ２基因整合到水稻
基因组中的拷贝数均为１。本研究筛选和鉴定了６个独立的
ＯｓＲｈｏＧＤＩ２过表达转基因株系，为后续以这些材料开展对
ＯｓＲｈｏＧＤＩ２的功能鉴定奠定了良好的基础。
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２种姜属植物组培快繁体系的优化
李昕洋１，吴　丹１，熊武建１，王英强１，２

（１．华南师范大学生命科学学院／广东省植物发育生物工程重点实验室，广东广州 ５１０６３１；
２．广州市亚热带生物多样性与环境生物监测重点实验室，广东广州５１０６３１）

　　摘要：分别以光果姜块茎幼芽、珊瑚姜组培苗茎尖为外植体，通过组织培养方式进行芽诱导、芽增殖，以筛选出合
适的培养基。结果表明，光果姜适宜的增殖培养基配方为ＭＳ＋６－ＢＡ５．０ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋琼
脂０．７％＋蔗糖３％，此时丛生芽增殖系数相对最大，为３．４４，芽增殖时期在２０ｄ左右，平均每株新生幼苗株高为
１．５３ｃｍ，新叶展开数为１．８０张，且均能自然生根；珊瑚姜增殖诱导的最佳培养基配方为 ＭＳ＋ＴＤＺ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋琼脂０．７％＋蔗糖３％，此时芽增殖系数为５．４７，较佳配方为ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋琼
脂０．７％＋蔗糖３％，此时芽增殖系数为４．４７，２个配方芽增殖诱导率均达到１００％，外植体褐化死亡率均为０％。
　　关键词：光果姜；珊瑚姜；快繁体系；生长调节剂；培养基
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　　姜科植物分布于热带及亚热带地区，兼具药用和观赏价
值，是开发新型花卉品种的重要资源。目前，姜科花卉在南方

地区已形成一定规模，并从国内外引种了一些品种，但很多品

种都没有进行大量开发利用。若想推动其产业发展，加快繁

殖是当前必须要解决的问题［１］。

姜科植物通常采用分切根状茎这种常规技术进行繁殖，

繁苗速度慢，且生产规模难以扩大。组织培养快繁技术是植

物短期内进行大量繁殖的有效途径，采用茎尖、腋芽、幼茎、幼

小的花序轴作为外植体［２］，在优化组织培养体系的基础上进

行组织培养，能够提高植物的再生效率［３］，实现姜科种苗的

大量繁殖。本研究以光果姜（Ｚｉｎｇｉｂｅｒｎｕｄｉｃａｒｐｕｍ）和珊瑚姜
（Ｚ．ｃｏｒａｌｌｉｎｕｍ）为材料，建立、优化光果姜、珊瑚姜组织培养
快速繁殖体系，以提高芽增殖诱导率，降低外植体褐化死亡

率，缩短培养周期，为光果姜和珊瑚姜的进一步开发利用奠定

良好的基础和技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
光果姜引种自海南吊罗山，其带芽块茎采集于华南师范

大学生物园内；珊瑚姜引种自广东阳春，其茎尖采集于广东省

植物发育生物工程重点实验室前期诱导出的组培苗。６－苄
氨基腺嘌呤（６－ＢＡ）、苯基噻二唑基脲（ＴＤＺ）、萘乙酸
（ＮＡＡ），市购。芽增殖所用基础培养基为ＭＳ＋琼脂０．７％ ＋
蔗糖３％。
１．２　试验方法
１．２．１　光果姜组培快繁体系的优化
１．２．１．１　外植体的获得　采挖光果姜带芽块茎，放入滴有洗
洁精的清水中浸泡；用细毛刷将粘连的泥土清洗干净，用蒸馏

水冲洗８～１０次，在无菌操作台上用７０％乙醇、０．１％氯化汞
溶液消毒；用无菌水冲洗５次，再用灭菌滤纸吸干表面水分，
即获得无菌外植体。

１．２．１．２　芽的诱导　将获得的无菌外植体接种在芽诱导培
养基ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ上，３个月后即
得到无菌幼苗（图１）。为储备足够的无菌苗用于后续芽增殖
试验，３０ｄ继代１次，连续继代２～３次。
１．２．１．３　不定芽的增殖　待光果姜无菌苗长至约５ｃｍ时，
切下茎基部约０．５ｃｍ，接入基础培养基中添加不同生长调节
剂组合的芽增殖培养基上进行培养，每个处理接种３０个芽，
重复３次。选取６－ＢＡ、ＴＤＺ、ＮＡＡ这３种生长调节剂，其组
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