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转甜菜碱醛脱氢酶基因水稻的获得

林秀峰，刘志铭

!吉 林 省 农 业 科 学 院 生 物 技 术 研 究 中 心 ，吉 林 公 主 岭 "#$"%%&

摘 要 ：利 用 农 杆 菌 介 导 法 ，将 来 源 于 山 菠 菜 的 甜 菜 碱 醛 脱 氢 酶 基 因 !’()*&转 到 水 稻 品 种 丰 优 +"$ 成

熟 胚 诱 导 的 愈 伤 组 织 ，所 获 得 的 ,-". 抗 性 植 株 ，分 别 在 含 有 + / 0 1 和 . / 0 1 2345 的 生 根 培 养 基 上 进 行 耐 盐

性 筛 选 ，然 后 对 抗 性 植 株 进 行 647 分 子 检 测 ，最 终 获 得 8# 株 耐 盐 的 转 ’()* 基 因 植 株 。
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大量研究发现，许多高等植物在盐碱或缺水的情况下，会在细胞内积累甜菜碱、甘氨酸类物质，使

许多代谢中的重要酶类在渗透胁迫下保持其活性。甜菜碱对呼吸酶和其他酶有很好的保护效应 ;"<，而

甜菜碱醛脱氢酶!’()*&是合成甜菜碱的关键酶 ;=<。本研究旨在用农杆菌介导法将 ’()* 基因的植物

双元表达载体转入吉林主推水稻品种丰优 +"$ 中，获得耐盐的转基因水稻。

! 材料与方法

!+! 水稻品种和转化受体材料

水稻丰优 +"$。转化受体材料为水稻成熟胚诱导产生的愈伤组织。

!+( 菌株及质粒

所用的根癌农杆菌菌株为 1’(--%-，质粒 6’>?-#. ’()* 图谱见图 "。

!+# 培养基

诱导与继代培养 基 ：2’ @ = A/ 0 1 =B-C)； 共 培 养 培 养 基 ：2’ @ = A/ 0 1 =B-C) @ "D:$=A/ 0 1 乙 酰

丁香酮；筛选培养基：2’ @ = A/ 0 1 =B-C) @ "+% A/ 0 1 ,-". @ -%% A/ 0 1 头 孢 霉 素 ；预 分 化 培 养 基 ：2’
@ = A/ 0 1 $C’( @ " A/ 0 1 2(( @ + A/ 0 1 (’( @"%% A/ 0 1 ,-". @ -%% A/ 0 1 头 孢 霉 素 ； 分 化 培 养 基 ：

2’ @ = A/ 0 1 EF @ " A/ 0 1 $C’( @ %:+ A/ 0 1 2(( @ "%% A/ 0 1 ,-". @ #%% A/ 0 1 头孢霉素；壮苗培养

基：" 0 = G9 @ %:+ A/ 0 1 2(( @ "%% A/ 0 1 ,-". @ =+% A/ 0 1 头孢霉素。

!+, 愈伤组织选择压的确定

选择生 长 良 好 的 愈 伤 组 织 称 其 鲜 重 !约 %:= /&， 分 别 接 种 在 含 ,-". !浓 度 分 别 为 %、=+、+%、8+、

"%%、"+% 和 =%% A/ 0 1&的 诱 导 培 养 基 上 ，培 养 两 周 后 再 称 其 鲜 重 ，计 算 其 在 不 同 浓 度 下 的 愈 伤 增 重 率

!每一浓度 # 个重复，取平均值&。
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!"# 外源 $%& 的转化及转基因植株的获得

取 保 存 的 农 杆 菌 ， 接 种 于 含 !" #$ % & 利 福 平 和 !" #$ % & 卡 那 霉 素 的 ’() 培 养 基 中 ， 在 *+,和

*!" - % #./ 条件下振荡培养至生长对数期0123"" 约 "4!564"7。将培养 好 的 农 杆 菌 菌 液 在 8 """ - % #./
条件下离心 ! #./，然后重新悬浮于等体积的 99:;<=培养基中备用。

选 取 生 长 良 好 的 胚 性 愈 伤 组 织 ， 置 于 上 述 的 99: 培 养 基 中 浸 染 ，*!" - % #./ 条 件 下 振 荡 *"5<"
#./，再用无菌滤纸吸去多余的菌液。置于共培养培养基0可覆盖一层无菌滤纸7上，*!,暗培养 < >。共

培养后的愈伤组织先用无菌水冲洗 < 次，再浸于含 *!" #$ % & 头孢 霉 素 的 无 菌 水 洗 < 次 ，然 后 将 愈 伤

组织用无菌滤纸吸干，接种于筛选培养基上，进行抗性筛选。

将 经 过 * 次 选 择 得 到 的 抗 性 愈 伤 组 织 接 种 到 预 分 化 培 养 基 上 弱 光 培 养 6" > 左 右 ， 再 转 到 分 化

培 养 基 上 进 行 光 照 培 养 约 65* 个 月 ，分 化 成 苗 。 将 * ?# 左 右 的 幼 苗 转 到 生 根 培 养 基 0含 ! $ % & 或 +
$ % & @ABC7上进行生根培养和初步耐盐筛选。当苗高 +56" ?# 左右时打开瓶口炼苗，D > 左右移栽。

!"’ 转基因植株的 ()* 检测

2@9 的提取与纯化参照王关林等方法 ;8=。根据 )92E 基因两端序列 ，设 计 合 成 两 个 FBG 扩 增 引

物 为 F6：9H99IHHBHIIBBB99IIBBIHBIB；F*：IIB99HH9H9BIIHI9BB9IBBBB9。FBG 扩 增 参 数

按照肖岗等方法 ;!=。

! 结果与分析

+"! ,-!. 筛选浓度的确定

不少研究者认为，水稻对卡那霉素具有本底抗性，@FI!是双子叶植物遗传转化的有效选择标记

基因，而对禾谷类等单子叶植物无效 ;3=。本实验以 H86+ 替代卡那霉素，研究表明，6"" #$ % & H86+ 基

本抑制未转化细胞的生长0表 67，考虑降低转化过程的假阳性率，本实验将继代筛选压定为 6!" #$ % &
H86+。为了提高分化率，分化培养中的筛选压是 6"" #$ % & H86+。

+"+ 抗性愈伤组织筛选及抗性植株的再生

在 6!" #$ % & H86+ 的选择培养基 上 ，前 <58 周 内 被 转 化 的 抗 性 细 胞 及 对 照 都 能 缓 慢 生 长 ，颜 色

上也没有明显区别。一般在 <"5!" >，未转化的细胞停止生长，颜色发灰，失去光泽，而转化的细胞仍

生长良好并形成突起，所以，筛选时间以 !" > 左右为宜。

选取对 H86+ 有抗性的胚性愈伤组织转入预分化培养基进行弱光 培 养 ， 两 周 后 再 转 入 分 化 培 养

基 上 进 行 分 化 培 养 ，6 周 左 右 愈 伤 组 织 表 面 出 现 绿 色 芽 点 ，等 小 芽 长 到 * ?# 高 时 ，转 入 壮 苗 培 养 基

0含 ! $ % & 或 + $ % & @ABC7中继续进行抗性筛选及生根培养。本实验共接种 6 "!" 块 胚 性 愈 伤 ，其 中 抗

性愈伤组织的有 6!6 块，抗性率为 6843J。

分 化 培 养 后 共 获 得 6"6 株 H86+ 抗 性 植 株 ， 其 中 +6 株 接 种 在 含 ! $ % & @ABC 生 根 培 养 基 中 ，*"
株 接 种 在 含 + $ % & @ABC 生 根 培 养 基 中 。< 周 后 在 含 ! $ % & @ABC 生 根 培 养 基 中 ，对 照 基 本 上 死 亡 ，+6
株 转 化 植 株 中 有 D3 株 能 够 正 常 生 长 。 而 在 含 + $ % & @ABC 生 根 培 养 基 中 的 *" 株 植 株 则 不 能 正 常 生

长 ，表 现 为 新 根 少 、根 短 ，植 株 生 长 缓 慢 ，叶 片 逐 渐 变 黄 ，移 栽 后 没 有 成 活 。 该 实 验 结 果 表 明 ，在 生 根

培 养 基 中 添 加 @ABC 能 够 筛 选 出 耐 盐 好 的 转 基 因 植 株 ，其 @ABC 添 加 浓 度 以 ! $ % & 为 宜 。

+"/ ()* 检测结果

应用 FBG 方法对转化水稻植株和非转化水稻植株0对照7进行检测，其中，在壮苗培养基中生长正

常的 D3 株中，有 D< 株扩增得到特异的片段，大小与从质粒中扩增得到的特异带相符，约为 64! KL0图
*7；另 < 株 和 非 转 化 水 稻 植 株 均 未 扩 增 出 以 上 的 特 异 2@9 片 段 ，初 步 证 明 外 源 )92E 基 因 已 转 入 水

稻基因组中。

表 ! 不同浓度 ,-!. 对愈伤组织生长的影响

H86+ 浓度0#$ % &7 " *! !" D! 6"" 6!" *""

两周后愈伤组织平均增长率0J7 6 *"" 6 6"! M!< D<* 3<" <+6 <!*

+ <" 卷吉 林 农 业 科 学



! 讨 论

对转基因植株的耐盐筛选可采用不同的方法。本试验通过在壮苗培养过程中进行耐盐筛选，不但

对培养过程产生的假阳性植株进行淘汰，同时也能去除转化中产生的嵌合体! 减轻后续的 "#$ 分子

检测和抗盐性鉴定工作量。

对 %&’( 抗性苗在生根培养过程中进行耐盐筛选，当 )*#+ 含量为 , - . / 时，大部分转化苗基本能

正常生长，对照全部枯死，说明转基因植株的耐盐能力普遍高于对照。当 )*#+ 含量达到 ( - . / 时转化

苗则生长不正常，这是由于培养基中的盐度过高，渗透压增加而造成植株失水过多，使组培苗长势

弱 ，尽 管 表 现 出 一 定 的 耐 盐 性 ，但 由 于 根 系 弱 ，导 致 移 栽 难 以 成 活 ；另 一 方 面 也 可 能 是 由 于 转 基 因 植

株没有足够的耐盐能力。

高等植物中甜菜碱的生物合成是在植物叶绿体中进行的，甜菜碱由胆碱经两步氧化而成，中间产

物 是 甜 菜 碱 醛 ， 这 一 过 程 涉 及 的 第 ’ 个 酶 是 胆 碱 单 氧 化 物 酶 0#123， 第 4 个 酶 是 甜 菜 碱 醛 脱 氢 酶

056783。因此，要进一步提高转基因植株的耐盐性，有必要将胆碱单氧化物酶和甜菜碱醛脱氢酶同时

转入水稻中，以建立高效的甜菜碱调渗系统。
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:/6 1#"$-U $BHCb 5678b JK*ILGMKN*EBMIb W*+E EM+CK*IHC

1 为标准分子量；’ 为阳性对照；4 为空白对照；A 为阴性对照0丰优 ,’@3；
&c’, 为转 5678 基因不同植株

图 ; 转 347< 基因植株的 !=0 检测
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