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摘要:本试验在农业部甘蔗生理生态与遗传改良重点开放实验室建立的甘蔗再生体系的基础上 , 在甘蔗愈伤组织培养的

不同阶段 , 分别加入不同质量浓度的 G418选择性试剂 ,以确定用于甘蔗遗传转化筛选的最适浓度. 结果表明 , G418对各供

试甘蔗愈伤组织的抑制作用相似 ,愈伤组织生长 、分化 、生根 3个阶段的抗性筛选质量浓度分别为 20 - 35、15 - 35和 25 m g

 L - 1.
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Abstrac t:The study w as based on the regenera tion sy stem of suga rcane estab lished by Key Lab of Eco-physio logy＆ Gene tic Im-

provem en t for Sugarcane, M inistry of Ag riculture. In the differen t stages o f sugarcane ca llus culture, they w ere added into diffe rent

concentra tion of G418, in order to ascertain them ost su itable concentration o f screen ing in suga rcane gene tic transform a tion. The re-

su lts showed that the restraining e ffects of G418 on each six sugarcane ca llus we re sim ila r. The screening concentration of G418 in

the g row th, regeneration and roo tage stages o f sugarcane callus w ere 20 - 35, 15 - 35 and 25 m g L - 1 respective ly.

K ey words:sugarcane ca llus;gene ticin;screening concentra tion

用于遗传转化甘蔗的质粒通常含有 NPTⅡ筛选标记基因 ,该基因使植物细胞产生对氨基糖苷类抗生

素如卡那霉素(kanamycin)、G418(geneticin)、巴龙霉素 (paromomycin)的抗性
[ 1]
. 迄今所有转化成功的报

道中 ,卡那霉素是利用最多的一种选择性试剂 ,但是单子叶植物对卡那霉素表现出很高的天然抗性 ,特别

是甘蔗经卡那霉素处理后 ,出现白化苗的现象非常严重
[ 2, 3]

. 目前 , G418在水稻 、小麦 、甘蔗的抗性筛选利

用上已有一些报道
[ 1, 4, 5]

,但不同作物或同一作物不同品种的筛选浓度差异较大. 因此 ,建立甘蔗多个品种

在各组培阶段的筛选体系 ,为转基因植株的初期筛选提供依据显得尤其迫切和重要.

1　材料与方法

1. 1　供试材料

1. 1. 1　植物材料　用于建立甘蔗 G418筛选体系的品种有:福农 95-1702、福农 94-0403、桂糖 96-211、桂糖

96-44、粤糖 96-86、粤糖 96-794.

1. 1. 2　药品与培养基　本试验使用的抗生素 G418为 P romega公司产品 ,其它常规药品均为分析纯 ,由农

业部甘蔗生理生态与遗传改良重点开放实验室提供.

(1)诱导培养基 (CM 1):MS+3mg L
-1

2, 4-D+30 g L
- 1
蔗糖 +6 g L

-1
琼脂粉 , pH 5. 8;(2)继代

培养基 (CM 2):MS +2 mg L
- 1

2, 4-D +30 g L
- 1
蔗糖 +6 g L

- 1
琼脂粉 , pH 5. 8;(3)分化培养基
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(CM3):MS +2 mg L
- 1

6-BA+0. 1 mg L
- 1

NAA +30 g L
- 1
蔗糖 +6 g L

- 1
琼脂粉 , pH 5. 8;(4)生根培

养基(CM4):1 /2MS+3 mg L
-1
NAA +0. 1 mg L

- 1
6-BA +60 g L

- 1
蔗糖 +0. 5 g L

-1
活性炭 +6 g 

L
- 1
琼脂粉 , pH 5. 8.

1. 2　试验方法

1. 2. 1　愈伤组织和分化苗的准备　从田间选取生长健壮 、无病虫害的上述甘蔗品种梢部 ,去掉叶片 ,经体

积分数为 75%酒精擦洗消毒干净 ,在无菌条件下 ,剥取生长点以上 10 cm内的幼嫩叶梢 ,横切厚为 2 mm

左右的圆片 ,接种于 CM1培养基上 ,在 26 -28 ℃黑暗条件下培养 ,诱导产生愈伤组织. 选取生长旺盛的愈

伤组织 ,接种在 CM3培养基上 ,在 26 -28 ℃,每天 12 - 14 h 2000 lx的光照条件下培养 ,分化幼苗备用.

1. 2. 2　各培养阶段的 G418抗性试验　(1)继代培养阶段. G418设 7个浓度梯度:0(CK)、10、15、20、25、

30、35mg L
- 1
.选取生长旺盛 ,直径约 2 mm的愈伤组织块为试验材料 ,接种在含有 G418的 CM 2培养基

上.在 26 - 28 ℃黑暗条件下培养 ,每 10天转 1次新鲜培养基.每个试验浓度接种 3瓶 ,每瓶 20块材料 ,每

10天对试验进行观察 ,记录生长情况 ,并统计结果.

(2)分化培养阶段. G418设 8个浓度梯度:0(CK)、15、20、25、30、35、40、45 mg L
-1
.选取生长旺盛 ,

直径约 2 mm的愈伤组织块为试验材料 ,接种在含有 G418的 CM3培养基上.在 26 - 28℃,每天 12 - 14 h

2000 lx的光照条件下培养 ,每 10天转 1次新鲜培养基.每个试验浓度接种 3瓶 ,每瓶 15块材料 ,每 10天

对试验进行观察 ,记录分化情况 ,并统计结果.

(3)生根培养阶段. G418设 5个浓度梯度:0(CK)、10、15、20、25mg L
-1
.选取生长旺盛长势一致 ,株

高 4 - 5 cm的分化苗 ,接种在含有 G418的 CM4培养基上.在 26 - 28 ℃,每天 12 -14 h 2000 lx的光照条

件下培养 ,每 10天转 1次新鲜培养基. 每个试验浓度接种 3瓶 ,每瓶 5株分化苗 ,每 10天对试验进行观

察 ,记录生根情况 ,并统计结果.

1. 2. 3　统计分析　方差分析过程通过 SAS统计分析软件完成 ,均值多重比较采用 q检验法 ,愈伤组织分

化率及生根率的数据经过反正弦平方根转化后进行统计分析.

　　图 1　愈伤组织对 G418反应的直径变化曲线

　　F ig. 1　The d iam eter cu rve of ca llus response to G418

2　结果与分析

2. 1　G418对甘蔗愈伤组织生长的抑制作用

G418对上述 6个供试品种的抑制作用大致相同

(图 1),方差分析结果见表 1. 方差分析表明 ,不同

G418浓度处理对甘蔗愈伤组织的生长有极显著影

响 ,品种间愈伤组织的生长差异不显著 ,不同 G418

浓度处理与品种间的互作不显著.

表 1　G418浓度对甘蔗愈伤组织生长影响的方差分析

Tab le 1　Varian ce ana lysis of the ef fect ofG418 concen tration on the

grow th of sugarcane callu s

变异来源 自由度 平方和 均方 F值 1)

浓度 5 146. 66 29. 33 39. 49**

品种 5 1. 37 0. 27 0. 37

浓度 ×品种 25 3. 77 0. 15 0. 20

误差 144 106. 96 0. 74

总变异 179

　　1)**表示差异达 0. 01显著水平.

　　在继代培养基中 , CK的愈伤组织正常生长 ,体积增大明显 ,富有光泽 ,颜色鲜黄 ,组织块颗粒致密 ,能

发育形成胚性愈伤组织.但随着 G418浓度的提高以及培养时间的延长 ,愈伤组织的生长受到明显的抑

制 ,体积增加速度减缓 ,并相继出现褐化现象(图 2).当 G418为 10、15、20mg L
-1
时 ,愈伤组织体积生长
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　图 2　G418浓度对愈伤组织生长的影响

　F ig. 2　C allus grow th under d ifferentG418

　 concen trations

量减少 ,胚性愈伤组织的产生明显减少.而当质量浓度增至

25、30、35mg L
-1
时 ,愈伤组织失去光泽而变得暗淡 ,呈现

水渍状 ,个别品种褐化现象严重 (如桂糖 96-211). 愈伤组织

死亡速度一般随着质量浓度的加大而加快 ,在 20 d左右已

完全死亡. 因此 ,选取培养 20 d作为筛选时间. 而各个品种

的具体筛选浓度详见表 2.

2. 2　G418对甘蔗愈伤组织分化的抑制作用

在分化培养基中 ,大部分供试品种 CK的愈伤组织在光

照培养箱中培养 10 d左右都能继续膨大生长 ,并分化出绿

色的不定芽.随着培养天数的延长 ,大部分品种的愈伤组织

分化率在 20 d左右达到最高 (图 3),而在加有 G418的培养

基中 ,各供试品种的愈伤组织分化受阻明显.随着 G418浓

度的提高和培养时间的延长 ,愈伤组织块的色泽逐渐变褐

色 ,质地呈棉花状 ,分化率也大幅度降低. G 418对各供试品种愈伤组织块分化的影响效果大致相似 (图

4).当 G418为 15 mg L
-1
时 ,大部分品种愈伤组织分化率有所降低 ,虽然部分可分化出不定芽 ,但其生长

速度明显较慢 ,长势较弱. 当 G 418为 20mg L
-1
时 ,某些品种的愈伤组织褐化相当严重 (如粤糖 96-86、福

农 95-1702),经历了一个少量分化到最后绝大部分死亡的过程. 当 G418在 25 mg L
- 1
以上时 ,大部分品

种的愈伤组织就很难生长分化 ,即使有个别愈伤组织会分化出少量不定芽 ,也会在 30 d内死亡;而到了 40

mg L
-1
以上的质量浓度时 ,所有供试品种在培养期间从未出现分化现象. 考虑到大部分 CK的愈伤组织

在培养 40 d后已经分化生长为 4 - 5 cm高的无根苗 ,符合生根培养阶段的要求 ,因此以分化 40 d为界 ,各

品种的分化筛选浓度详见表 3.方差分析(表 4)表明 ,不同 G 418浓度处理对甘蔗愈伤组织分化率的影响

达极显著水平 ,品种间的愈伤组织分化率差异达极显著水平 ,不同 G418浓度处理与品种间的互作也达极

显著水平.

表 2　各甘蔗品种愈伤组织生长阶段的 G418筛选浓度

Tab le 2　The G418 selection concentration of variou s sugarcane ca llus in grow th stage

品种 福农 95-1702 福农 94-0403 桂糖 96-211 桂糖 96-44 粤糖 96-86 粤糖 96-794

ρ(G418) /(m g L- 1) 20 20 25 30 30 35

8
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表 3　各甘蔗品种愈伤组织分化阶段的 G418筛选浓度

Tab le 3　The G418 selection concentration of variou s sugarcane ca llus in regeneration stage

品种 福农 95-1702 福农 94-0403 桂糖 96-211 桂糖 96-44 粤糖 96-86 粤糖 96-794

ρ(G418) /(m g L- 1) 20 25 25 15 30 35

表 4　G418浓度对甘蔗愈伤组织分化率影响的方差分析

Tab le 4　Varian ce ana lysis of the ef fect ofG418 concen tration on the regeneration percentage of sugarcane callus

变异来源 自由度 平方和 均方 F值 1)

浓度 6 7154. 62 1192. 44 20. 97**

品种 7 44679. 34 6382. 76 112. 23**

浓度 ×品种 42 9565. 08 227. 74 4. 00**

误差 168 9554. 84 56. 87

总变异 223

　　1)**表示差异达 0. 01显著水平.

2. 3　G418对甘蔗分化苗生根的抑制作用

经过 20 d对分化苗生根生长情况的调查见表 5.

表 5　G418对甘蔗分化苗生根阶段的影响 1)

Tab le 5　E ffect ofG418 on sugarcan e regeneration p lan ts in rootage stage

ρ(G418)

m g L -1

生根率 /% 平均单株根数 平均根长 /cm

F1 F2 G 1 G 2 Y1 Y2 F1 F2 G 1 G 2 Y 1 Y 2 F1 F2 G 1 G 2 Y1 Y2

0 93. 3 100. 0 100. 0 86. 7 93. 3 86. 7 15 12 20 13 17 15 3. 4 4. 0 4. 3 3. 0 2. 7 2. 4

10 66. 7 73. 3 80. 0 60. 0 66. 7 53. 3 6 5 9 4 8 5 2. 1 2. 7 3. 7 2. 3 2. 0 1. 8

15 40. 0 40. 0 46. 7 33. 3 40. 0 33. 3 4 4 6 4 5 3 1. 1 1. 5 2. 2 1. 1 0. 9 0. 6

20 13. 3 20. 0 26. 7 6. 7 26. 7 13. 3 2 3 4 2 3 2 0. 6 0. 4 0. 8 0. 4 0. 5 0. 5

25 0 8. 0 0 0 13. 3 0 0 2 2 0 2 0 0 0. 3 0 0 0. 4 0

　　1) F1 、F2、G1 、G2 、Y1 、Y2 分别代表福农 95-1702、福农 94-0403、桂糖 96-211、桂糖 96-44、粤糖 96-86、粤糖 96-794;生根率 /%=(生根株

数 ÷接种总株数)×100.

　图 5　G418浓度对甘蔗分化苗生根的影响

　F ig. 5　The rooting of regeneration p lants under di fferen tG418

　 concen trations

　　从表 5可见 ,不加 G418的 CK生根率在 86.

7% - 100%之间 ,植株生长良好 ,根系发达;添加

G418后 ,幼苗生根生长受到严重影响 (图 5).当

G418为 10mg L
-1
时 ,虽然部分植株生长良好 ,

也有主根和侧根 ,但随着 G418浓度的增加 ,其单

株根数和根长度也随之降低 ,与 CK相比 ,不但侧

根显著减少 ,根长度急剧变短 ,苗高也明显变矮.

当 G 418为 20mg L
-1
时 ,虽然植株能长出主根 ,

但主根又细又短 ,已经不能分化出侧根 ,叶片开

始出现白斑和枯褐斑.当 G418为 25 mg L
-1
时 ,

大部分叶片已黄化枯死 ,只有个别品种 (如福农

94-0403和粤糖 96-86)有极个别植株生根 ,而且

即使部分植株生根 ,其主根的根长仅 0. 3 -0. 4 cm ,不能分化出侧根 ,不具备移栽成活的条件.因此 , G 418

为 25mg L
-1
可作为各甘蔗品种的生根筛选浓度. 对甘蔗愈伤组织生根率 、平均单株根数及平均根长影

响的方差分析结果(表 6)表明 ,不同 G 418浓度对甘蔗愈伤组织生根率 、平均单株根数及平均根长的影响

达极显著水平 ,品种间的愈伤组织生根率 、平均单株根数及平均根长的差异亦达极显著水平.

3　讨论

NPTⅡ基因是迄今植物遗传转化中应用最为广泛的选择标记基因之一 ,它的表达可以使转化细胞对

G418产生抗性. 本试验通过对福农 95-1702、福农 94-0403、桂糖 96-211、桂糖 96-44、粤糖 96-86、粤糖 96-

794等 6个甘蔗品种在含有不同质量浓度 G 418培养基中的反应 ,确定了它们的筛选浓度 ,建立了比较完

9
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整的筛选体系 ,为后续的这些甘蔗品种遗传转化研究提供了前提. G418对甘蔗愈伤组织的生长 、分化和分

化苗的生根都有强烈的抑制作用 ,不利于甘蔗的正常生长.在具体的某一浓度下 ,甘蔗愈伤组织的生长 、分

化和生根完全受到抑制 ,甚至死亡.通常以愈伤组织块的褐化现象作为甘蔗愈伤组织死亡的标准. 但在遗

传转化过程中 ,许多转化体是由褐化的愈伤组织块再生而来的.因此 ,笔者认为单凭愈伤组织的颜色变化

来定性其为死亡 ,有欠妥当 ,如果以一般生物的生长变化曲线来看 ,以愈伤组织大小的变化来定量判定其

死亡 ,似乎更为科学一些. 而在愈伤组织的分化和生根上 ,则比较易于判断 ,不分化和不生根或者生根能力

很弱 ,其结果只能是死亡.此外 ,在试验过程中未有白化苗的出现 ,所以笔者认为 G418比较适宜作为上述

甘蔗供试品种的筛选试剂.在转化体的筛选过程中 ,按照建立的筛选体系 ,将 G418加入组织培养的各个

阶段培养基上 ,简单方便 、可操作性强 ,能够在细胞水平上及时淘汰大部分非转化体 ,减轻试验的后期检测

工作量 ,节约试验的时间和成本.

表 6　G418浓度对甘蔗愈伤组织生根率 、平均单株根数及平均根长影响的方差分析 1)

Tab le 6　Varian ce ana lysis of the ef fect ofG418 concen tration on rooting percen tage, average root num ber and length of sugarcane cal lus

变异来源 自由度
生根率 平均单株根数 平均根长

均方 F值 均方 F值 均方 F值

浓度 4 7945. 86 403. 80** 188. 97** 144. 62** 10. 54** 73. 24**

品种 5 169. 53 8. 62** 9. 74** 7. 45** 0. 82** 5. 71**

误差 20 19. 68 1. 31 0. 14

　　1)**表示差异达 0. 01显著水平.
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