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生长点点滴法在筛选鉴定转基因植株中的应用
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　　[摘　要 ]　对转化体 (种子或幼苗)筛选的培养基筛选法和生长点点滴筛选法进行了比较分析。结果表明, 在 4

d 苗龄的转化芥菜幼苗生长点点滴 800 m göL 的潮霉素, 获得了转基因植株, PCR 检测结果表明, 两种筛选方法的

筛选结果一致。生长点点滴法的优点是, 转基因幼苗不易污染, 且成活率高。
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　　自 1984 年报道获得第一例完整转基因植株以

来, 转基因研究进展很快。植物转基因作为现代育种

的重要手段, 可在短时间内实现品种改良, 缩短育种

周期, 提高育种效率, 并可以打破物种界限, 为培育

新品种服务。目前, 已有近 200 种植物转基因成功,

并且有许多商品化品种大面积推广, 这些品种具有

抗虫、抗病、抗除草剂、抗逆及品质改良等优点[1～ 4 ]。

植物转基因日益显示出巨大潜力, 采用多种遗传转

化方法可将外源目的基因导入植物染色体组中, 获

得转基因植株, 但大部分受体是未转化的[4, 5 ]。筛选

转化体时, 一般采用在培养基中添加一定质量浓度

的抗生素, 转化体可在此种培养基中正常生长, 而非

转化体则黄化死亡。如果培养基筛选污染严重, 转化

体在移栽过程中就难以成活, 大大影响转化效

果[6, 7 ]。为此, 本研究试图通过对培养基筛选法和生

长点点滴筛选法的比较, 建立较为完善的生长点点

滴筛选法, 为解决常规培养基筛选转化体时污染率

高、转化体移栽成活率差的问题提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　植物材料　携带潮霉素磷酸转移酶基因和

CaM V Cabb B 2J I基因Î 的农杆菌菌株 GV 3101 (本

实验室保存) , 用植株原位真空渗入遗传转化技术,

转化雪里蕻和圆叶芥, 获得 T 1 代种子。对照为未经

任何处理的雪里蕻和圆叶芥种子。

1. 1. 2　药品与试剂　潮霉素为 Sigm a 公司产品;

引物、dN T P、T aq 酶、10 × 缓 冲 液、M g2+ 均 为

Sangon 产品; 其他试剂为国产分析纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养基筛选　筛选培养基 1ö2 M S, 经 1

mo löL N aOH 或 1 mo löL HC l 调 PH 至 7. 0, 高压灭

菌后, 冷却至 55 ℃加入不同质量浓度的潮霉素。试

验设 6 个处理, 潮霉素质量浓度分别为 0, 15, 20,

25, 30, 35 ΛgömL。将非转化种子用体积分数 70% 的

酒精消毒 30 s, 体积分数 2% 的次氯酸钠浸泡 25

m in, 无菌水冲洗 3 次, 每次 5 m in, 接种在培养基

中, 观察记录子叶和根的生长发育状况, 确定芥菜种

子筛选的最佳质量浓度和筛选时期。在此基础上, 以

获得的最佳筛选质量浓度和筛选时期对雪里蕻和圆

叶芥 T 1 种子各 2 000 粒进行筛选。

1. 2. 2　生长点点滴筛选法　将对照种子用体积分

数 70% 的酒精消毒 30 s, 体积分数 2% 的次氯酸钠

处理 25 m in, 播种在湿透的海绵上, 23 ℃催芽 12 h,

置于 23 ℃光照充足的条件下生长, 每天给海绵中加

适量的水, 待第 4 天子叶完全展平, 取 4 ΛL 质量浓

度分别为 0, 600, 800, 1 000, 1 200 ΛgömL 的潮霉

素[8 ] , 轻轻地滴在生长点上, 观察记录子叶和根的生

长发育状况, 确定最佳质量筛选浓度和筛选时期。在

此基础上, 以获得的最佳筛选质量浓度和筛选时期

对雪里蕻和圆叶芥 T 1 种子各 2 000 粒进行筛选。

1. 2. 3　芥菜转基因植株的分子检测　 (1)芥菜转基

因植株的微量DNA 提取。随机各取 1 株抗性苗, 取
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幼嫩叶片0. 05 g, 方法参照文献[ 9, 10 ]。 (2) PCR 检

测[2, 11 ]。用CaM V Cabb B 2J I 基因Î 的 3′和 5′端作

引物进行 PCR 扩增。引物 1: CT TCT T TA TCTA G

A GGAA GGGT; 引物 2: A CA TCTCT GGTA CCT G

A GAAAA TCA GA CCTC。在冰上建立反应体系, 反

应液总体积为 20 ΛL。模板 (200 ng) 1 ΛL ; dN T P (各

1. 25 mmo löL ) 5 ΛL ; 10×缓冲液 2 ΛL ; 引物 ( 20

pmo l) É 2. 06 ΛL , 引物 (20 pmo l) Ê 2. 86 ΛL ; T ag

酶 (2 Λmo löm in) 0. 4 ΛL ; 去离子水补足 20 ΛL , 加矿

物油 20 ΛL。扩增程序: 94 ℃ 4 m in, 30 个循环

(94 ℃ 30 s, 50 ℃ 1. 5 m in, 72 ℃ 1. 5 m in) , 72 ℃ 7

m in。

2　结果与分析

2. 1　培养基筛选

试验结果 (表 1) 表明, 不同质量浓度潮霉素对

雪里蕻和圆叶芥的萌发影响不显著, 发芽率均高达

97% 以上, 但对其生长发育具有明显的抑制作用。随

着质量浓度的增加, 其抑制作用加强。潮霉素质量浓

度为 15 和 20 m göL 时, 雪里蕻和圆叶芥均有侧根

和真叶长出, 与对照相比, 出现的时间晚 3～ 9 d, 黄

化率分别为 15% , 12% 及 48% , 53%。潮霉素质量浓

度为 25, 30 和 35 m göL 时, 幼苗均没有侧根和真叶

长出, 黄化率均达 100% , 但潮霉素质量浓度为 25

m göL 时, 雪里蕻和圆叶芥的生长势与 20 m göL 的

相比差异不显著, 质量浓度为 30 和 35 m göL 时幼

苗生长主要在 8 日龄之前, 以后生长几乎停滞。

以上分析表明, 25 m göL 潮霉素为雪里蕻和圆

叶芥筛选的最佳质量浓度, 筛选时期为 16 日龄幼

苗。鉴别转化体的标准为: 在潮霉素质量浓度为 25

m göL 的筛选培养基上, 16 日龄的雪里蕻和圆叶芥

植株生长正常, 叶片现绿, 有侧根发出或真叶长出,

或既有侧根又有真叶出现。

表 1　潮霉素对雪里蕻和圆叶芥种子萌发及其生长发育的影响

T able 1　Effects of H ygrom ycin on the germ ination and grow th of C v Xuelihong and Yuan yejie

生态型
Eco type

潮霉素
质量浓度ö

(Λg·mL - 1)
Concen2
tration
of H yg

接种数
N o. of
seeds

inocu lation

发芽率ö%
Germ ina2
t ion per
cen tage

8 d 根长öcm
Roo t

length 8 d

8 d 下胚
轴长öcm

H ypoco tyl
length 8 d

16 d 根长ö
cm

Roo t
length
16 d

16 d 下胚
轴长öcm

H ypoco tyl
length
16 d

生侧根
时间öd

A ppearing
lateral

roo t t im e

生真叶
时间öd

A ppearing
leaf
bud
tim e

黄化率ö%
E tio lation
percen tage

雪里蕻
Xue

lihong

0 (CK) 100 98 1. 5 3. 2 3. 6 5. 3 8 10 0

15 100 98 1. 3 2. 7 2. 1 3. 8 11 12 15

20 100 97 1. 1 1. 9 1. 6 2. 6 17 15 48

25 100 98 1. 0 1. 3 1. 4 2. 0 - - 100

30 100 97 0. 8 1. 0 0. 9 1. 2 - - 100

35 100 98 0. 6 1. 0 0. 7 1. 1 - - 100

圆叶芥
Yuan
yejie

0 (CK) 100 98 1. 6 3. 1 3. 8 5. 6 9 12 0

15 100 97 1. 4 2. 8 2. 2 3. 7 14 14 12

20 100 98 1. 3 2. 0 1. 7 2. 7 17 15 53

25 100 98 1. 1 1. 3 1. 4 2. 0 - - 100

30 100 97 0. 7 0. 9 0. 8 1. 0 - - 100

35 100 98 0. 7 0. 8 0. 8 0. 9 - - 100

2. 2　生长点点滴筛选

试验结果 (表 2) 表明, 经不同质量浓度潮霉素

处理, 8 日龄雪里蕻和圆叶芥的根生长差异不显著,

而 16 日龄的根长均显著低于对照, 萌发侧根数均为

2 条左右, 下胚轴生长显著低于对照, 且随着潮霉素

质量浓度的增加下胚轴生长趋于停滞。潮霉素质量

浓度为 600 m göL 时, 真叶出现的时间推迟, 一些植

株始终不产生真叶, 雪里蕻和圆叶芥黄化率分别为

55% 和 58% ; 800 和 1 200 m göL 时, 各处理不产生

真叶, 且黄化率达 100%。从生长状况看, 随着潮霉

素质量浓度的增加, 其抑制作用明显增强, 其中潮霉

素质量浓度为 800 m göL 时, 雪里蕻和圆叶芥的生

长势接近于 600 m göL 的处理。

综上分析, 生长点点滴筛选法筛选雪里蕻和圆

叶芥的最佳潮霉素质量浓度为 800 m göL , 筛选时期

为接种潮霉素后 10 d。筛选转化体的标准为真叶长

出, 叶色显绿, 生长正常。
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表 2　潮霉素对雪里蕻和圆叶芥生长发育的影响

T able 2　Effects of H ygrom ycin on the grow th of Cv. Xuelihong and Cv. Yuanyejie

生态型
Eco type

潮霉素
质量浓度ö

(Λg·mL - 1)
Concen2
tration
of H yg

接种数
N o. of
seeds

inocu lation

4 d 根长öcm
Roo t

length 4 d

4 d 下胚
轴长öcm

H ypoco tyl
length 4 d

8 d 根长ö
cm

Roo t
length 8 d

8 d 下胚
轴长öcm

H ypoco tyl
length 8 d

16 d 根长ö
cm

Roo t
length 16 d

16 d 下胚
轴长öcm

H ypoco tyl
length 16 d

生真叶
时间öd

A ppearing
leaf bud

tim e

黄化率ö%
E tio lation
percen tage

雪里蕻
Xue

lihong

0 (CK) 100 1. 1 1. 7 2. 1 3. 3 4. 0 4. 9 10 0

600 100 1. 1 1. 7 2. 1 2. 0 3. 4 2. 2 14 55

800 100 1. 1 1. 7 2. 0 1. 8 3. 2 2. 0 - 100

1 000 100 1. 1 1. 7 1. 9 1. 8 2. 8 1. 9 - 100

1 200 100 1. 1 1. 7 1. 9 1. 7 2. 8 1. 7 - 100

圆叶芥
Yuan
yejie

0 (CK) 100 1. 2 1. 7 2. 3 3. 1 4. 3 4. 5 12 0

600 100 1. 2 1. 7 2. 1 2. 2 3. 2 4. 7 16 8

800 100 1. 2 1. 7 2. 1 2. 0 3. 0 2. 5 - 100

1 000 100 1. 2 1. 7 2. 1 1. 9 2. 8 2. 0 - 100

1 200 100 1. 2 1. 7 2. 0 1. 7 2. 7 1. 7 - 100

2. 3　两种筛选结果的比较及筛选程序的优化

从表 3 可以看出, 两种鉴定方法的转化率接近,

但生长点点滴筛选移栽成活率大大高于培养基筛选

法。各处理随机取抗性苗 1 株, 经 PCR 检测, 均有条

带扩出。由此可见, 生长点点滴筛选法是可靠的。

表 3　培养基筛选和生长点筛选鉴定比较

T able 3　Comparison betw een m edium w ith H ygrom ycin screen ing and grow ing po in t screen ing

生态型
Eco type

筛选方法
M ethod

接种数
N o. of
seeds

inocu lation

转化体数
N o. of

transfo r2
m ants

转化率ö%
T ransfo r2

m ation
frequence

移栽
成活数
N o. of

su rvivals

移栽
成活率ö%

Survival
percen tage

PCR 检测
株数

N o. of
PCR

analysis

阳性株数
N o. of

po sit ive
p lan ts

雪里蕻
Xue

lihong

培养基筛选
M edium screen ing 2 000 11 0. 55 4 0. 36 1 1

生长点点滴筛选
Grow ing po in t screen ing

2 000 12 0. 60 10 0. 83 1 1

圆叶芥
Yuan
yejie

培养基筛选
M edium screen ing

2 000 10 0. 50 4 0. 40 1 1

生长点点滴筛选
Grow ing po in t screen ing 2 000 8 0. 40 7 0. 87 1 1

　　生长点点滴筛选法的程序是, 待测种子经表面

消毒处理, 播种在湿透的海绵上, 待子叶展平, 取 4

ΛL 质量浓度为 800 m göL 的潮霉素滴在生长点上,

播种后 10 d, 以真叶长出、叶色显绿、生长正常的植

株作为转化体, 而失绿黄化的为非转化体。

3　讨　论

芥菜真空渗入遗传转化 T 1 代种子筛选是芥菜

遗传转化至为关键的一步。筛选转化体时, 一般采用

在培养基中加入一定质量浓度的抗生素, 转化体可

在此种培养基中正常生长。根是植物从外界获得物

质的主要器官, 同时气孔、皮孔也可吸收部分外界物

质。试验结果表明, 采用生长点点滴筛选, 其结果与

培养基筛选一致, PCR 检测, 也得到相同结论。

生长点点滴筛选不需要培养基, 节省药品, 无污

染, 操作容易, 筛选出的转化体移栽成活率高, 具有

一定的应用前景。
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D ripp ing an t ib io t ic so lu t ion on grow ing po in t as a

novel app roach to screen ing tran sgen ic p lan ts

J IN W an -m e i, GONG Zhen -hui,L U Y uan -hong
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he tw o m ethods of screen ing tran sgen ic p lan ts, including tran sgen ic seeds sow ed in the

m edium w ith hygrom ycin (T SSM ) and dripped hygrom ycin so lu t ion on the grow ing po in t of t ran sgen ic

seedling (D SGPT S) , w ere compared and analysed. T he resu lts ind ica ted that the tran sgen ic p lan ts w ere

ob ta ined w ith the m ethod of D SGPT S,w hen 800 m göL of hygrom ycin w as dripped on the grow ing po in t of

t ran sgen ic seedling at its age of 4 days. PCR analysis show ed that the resu lts of bo th T SSM m ethod and

D SGPT S m ethod w ere show ing no difference. T he advan tage of D SGPT S m ethod is that the tran sgen ic

seedling is safe from po llu t ion and the percen tage of su rvival fo r the tran sgen ic seedling is h igh.

Key words: B rassica juncea; t ran sgen ic p lan ts; screen ing m ethod; m ethod of dripp ing an t ib io t ic so lu t ion

on grow ing po in t
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