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　　摘要 : 通过对 6种不同基因型苜蓿愈伤组织的形成能力、愈伤组织的分化能力的比较发现 ,不同苜蓿品种间的

分化率存在显著差异 ( P < 0. 05) ,其中甘农 1号分化率最高 (42. 9 %) ;对甘农 1号叶片、下胚轴及子叶等外植体的

分化再生能力研究发现 ,叶片起源的愈伤组织分化时间短 ,且丛生芽形成数量高于下胚轴和子叶 ;再生芽可在 B5

培养基上成苗 ,并在蔗糖浓度为 10 g/ L 的 1/ 2 MS培养基上顺利生根.据此认为 ,苜蓿甘农 1号叶片是适于做遗传

转化的理想材料.利用 RT - PCR方法扩增拟南芥螯合肽合成酶 ( A t PCS1)基因全序列构建了 A t PCS1的植物表达

载体 pBI121 - A t PCS1 ,为下一步 A t PCS1基因转化苜蓿奠定了基础.
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　　Abstract : Six cultivars of alfalfa wit h different genotypes were compared wit h each other in their callus

induction capacity and plant regeneration ability. The significant differences were observed ( P < 0. 05) in

regeneration ability of t hese genotypes , and t he cultivar Medicago sati v a‘Gannong No . 1’has t hat t he

highest regeneration ability. Then the callus induction and plant regeneration ability of different explant s as

leaf ,hypocotyls and cotyledon of Gannong No. 1 were studied ,and found t hat the calluses coming f rom leaf

differentiated much earlier and had more regeneration buds t han ot hers. The i n v i t ro regenerated plant s

were successf ully rooted in 1/ 2 MS medium and 10 g/ L sugar . The result s above suggested that t he leaves

of t he cultivar‘Gannong No. 1’would be fit for the ideal explant s in t ransgenic researches. Meantime ,t he

f ull lengt h of A t PCS1 gene was amplified by R T - PCR f rom A rabi dopsis t hal i ana (ecotype Columbia) .

Furt hermore , t he plant expression vector pBI121 - A t PCS1 was const ructed , and t hat were as basic for

t ransgenic alfalfa research in f ut ure.
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　　近年来 ,环境中重金属的毒性已成为影响环境

和人类健康的一个主要问题[1 ] .在植物细胞中有毒

金属离子主要通过螯合和隔离从细胞质中去除 ,在

重金属离子的诱导下 ,细胞内的植物螯合肽合成酶

(p hytochelatin synthase , PCs) 能够以 GSH ( glu2
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tamylcysteine)为底物迅速合成植物螯合肽 (p hy2

tochelatin ,PC) ,PC可与金属离子螯合形成复合物 ,

通过液泡上的 ABC型转运蛋白运输到液泡从而将

重金属离子隔离[2 ,3 ] .目前 , PCs基因已分别从拟南

芥、水稻等植物中克隆[4 ,5 ] ,研究表明 ,过量表达

GSH合成途径中的关键酶 ,可明显地提高植物对重

金属的耐受和积累[6 ,7 ] .含有 PC合成酶基因的转基

因植株可作为理想的植物 ,用于重金属污染土壤的

生物修复.

　　随着苜蓿转基因技术的快速发展 ,建立苜蓿高

频再生受体系统的研究得以大量开展. Cheyne 和

Dale[8 ]利用 B5 培养基以茎尖分生组织为材料成功

地分化出了植株.杨燮荣[9 ]等研究发现 ,MS培养基

适于苜蓿组织培养 ,但所需时间较长. Kenichi [10 ]等

研究了 31个苜蓿品种的体胚发生能力 ,发现只有 3

个品种在 SH 培养基上具有体胚发生能力 ,而在

MS培养基上却有 14个品种具有体胚发生能力.

　　本试验采用培养基组合 B5h、B5 对阿尔岗金、

三得利、陇东、甘农 1 号、大花及天蓝苜蓿 6 个品种

愈伤组织形成能力、再生能力进行了比较 ,以期获得

高频再生的可以用于转基因研究的苜蓿品种.同时 ,

利用 R T - PCR方法扩增拟南芥螯合肽合成酶 (At2

PCS1)基因全序列 ,进一步构建了 A t PCS1 的植物

表达载体 pBI121 - A t PCS1 ,以期为今后培育能够

富集重金属的转基因苜蓿奠定基础.

1　材料与方法

1 . 1　材料

　　苜蓿品种 :阿尔岗金、三得利、陇东、甘农 1号、

大花及天蓝苜蓿由甘肃农业大学草业学院牧草育种

教研组提供.

　　菌种和载体 :大肠杆菌 D H5α,质粒 p ET28a -

At PCS1 ,载体 pBPF及 pBI121均为本实验室保存.

　　B5培养基 :B5基础培养基 (p H 5. 8 ,p hytagel 5

g/ L) ;B 5 h培养基 :B5基础培养基 + 1. 0 mg/ L 2 ,

4 - D + 0. 1 mg/ L KT ;1/ 2MSKT培养基 : 1/ 2MS基

础培养基 (蔗糖浓度 10 g/ L) + 50 mg/ L Kan + 100

mg/ L Timentin.

　　PCR 扩增引物 : A t PCS1、N P T II 引物由 in2

vit rogen (上海)公司合成 ,序列如下 :

　　At PCS1 - sense - 3 :5’- AA GGA TCC
——————————

AA T2

GGCTA GCGCGA GT T TA T - 3’;

　　　　　　　　　　　B am HⅠ

　　At PCS1 - antisense - 3 : 5’- AA GAA T TC
—————————————

ACTAA TA GGCA GGA GCA GCG - 3’

　　　　　　　　　　　EcoRⅠ

　　Npt II - sencse :5’- GGCTA T GACT GGGCA2

CAACA - 3’

　　Npt II - antisencse :5’- GA TACCGTAAA G2

CACGA GGA - 3’

1 . 2　方法

1. 2. 1　外植体的获得　将培养约 1周无菌苗 ,待子

叶已完全展开后 ,将下胚轴及子叶切下 ,置于 B5h

培养基中诱导愈伤组织.

1. 2. 2　愈伤的诱导及分化　外植体接种于 B5h 培

养基中 ,每瓶 7 块各 4 瓶 ,设 3 个重复 ;在 25℃、14

h/ d光照下培养诱导 ,15 d后统计出愈率 ,每 2周继

代 1次 ;继代 1次后将愈伤转至B5培养基中诱导体

胚的分化 ,25 ℃、14 h/ d光照下继续培养 ;2周继代

1次 ,若淡黄色 (或黄绿色)愈伤上长出绿点 ,则该愈

伤组织为胚性愈伤组织 ,视其为分化状态 ,统计分化

时间及分化率 ;待胚状体长成鱼雷状且可清晰的辨

认出单个胚状体 (约 1 cm)时 ,将其分离并转至新的

B5培养基中继续培养.

1. 2. 3　生根及成苗　待胚状体发育成小苗并生有

少数根后 ,将小苗移植到 1/ 2 MS 生根培养基中 ,

25 ℃、14 h/ d光照下诱导生根 ,移植 20 d后统计根

生长情况.

1. 2. 4　数据统计分析　使用 SPSS软件.

1. 2. 5　植物表达载体的构建 　以 At PCS1 - sense

- 3/ At PCS1 - antisense - 3 作为引物 ,以质粒

p ET28a - A t PCS1为模板 ,PCR扩增拟南芥植物螯

合肽合成酶基因 ( A t PCS1) . PCR条件如下 :95 ℃5

min ,95 ℃35 s ,55 ℃35 s ,72 ℃90 s ,72 ℃7 min ,

35个循环. PCR产物浓缩后经 B am H Ⅰ、EcoRⅠ双

酶切 ,连入中间载体 pBPF ,在基因上游加入 35S启

动子 ,下游加入 nos终止子 ,得到中间质粒 pBPF -

A t PCS1.

　　Hi ndⅢ单酶切质粒 pBPF - A t PCS1获得含启

动子、目的基因及终止子的 DNA 片断 ,回收该片
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断 ;将得到的目的片断连入经 H i nd Ⅲ单酶切的

pBI121 ,得到植物表达载体 pBI121 - A t PCS1.连接

产物转化大肠杆菌 D H5α,菌落 PCR鉴定获得阳性

克隆 ;提取质粒 ,经酶切鉴定确定所得表达载体

pBI121 - A t PCS1准确无误后 ,测序.

2　结果与分析

2 . 1　品种对植株再生的影响

　　叶片接种于 B5h培养基中 4～5 d后 ,叶片均出

现褶皱 ,在边缘形成淡黄色愈伤组织.约 2 周后 ,愈

伤组织基本覆盖整个叶片表面.继代 1 次后在极少

数的愈伤上可看到胚状体的分化 (淡黄色愈伤组织

上形成小绿点) . 2周后 ,开始出现大量成簇的体胚.

将体胚分离置于 B5培养基中继续培养 ,1周左右即

可形成芽进而长出叶片 ,2 - 3 周可看到细小的根.

从表 1可见 ,6 个品种苜蓿均有高的出愈率 (都在

90 %以上) ,且品种间愈伤组织分化能力差异不显著

( P > 0. 05) (表 1) . 6 个苜蓿品种之间分化率有差

异 ,甘农 1号的分化能力最高 ,为 42. 9 % ;陇东分化

能力次之 ,为 23. 8 % ;这两个品种与其它品种间差

异显著.

2 . 2　不同外植体对植株再生的影响

　　从表 2可以看出 ,甘农 1 号苜蓿不同外植体均

能形成愈伤组织 ,出愈率下胚轴为 90. 5 % ,子叶和

叶片均达 100 % ,这说明对于甘农 1号苜蓿 ,不同外

植体对愈伤组织的形成没有影响 ,即不同起源的外

植体的分化率差异不显著 ( P > 0. 05) .但是根据实

验观察发现 ,叶片起源的愈伤分化时间相对于子叶

及下胚轴要早 ,且单个愈伤组织上分化形成的丛生

芽要多.后续培养中 ,外植体取材为叶片的胚状体多

数可以分化出芽 ,进而得到再生植株 ,而子叶或下胚

轴来源的外植体芽形成率较叶片低.因此 ,对于 B5h

+ B5的再生系统 ,甘农 1号叶片是做苜蓿遗传转化

的理想材料.

表 1　苜蓿品种对愈伤组织形成及分化的影响

Tab. 1　Callus induction and plant regeneration ability of six alfalfa varieties

苜蓿品种 愈伤状况 愈伤数/个 出愈率/ % 分化时间/ d 分化数/个 分化能力 分化率/ %

阿尔岗金 淡黄色、浆状 6. 67 95. 2a 35 0. 67 1 - 3 9. 5b

三得利 黄绿色 ,颗粒状 6. 33 90. 5a 无分化 0. 00 0 0. 0b

陇东 淡黄色、浆状 7. 00 100. 0a 30～40 1. 67 2 - 7 23. 8ab

甘农 1号 淡黄色、浆状 7. 00 100. 0a 25～30 3. 00 2 - 15 42. 9a

大花 黄绿色 ,玻璃化 7. 00 100. 0a 42 0. 67 2 - 3 9. 5b

天蓝 淡黄色松软 7. 00 100. 0a 无分化 0. 00 0 0. 0b

表 2　甘农 1号不同外植体对愈伤组织形成及分化的影响

Tab. 2　Callus induction and plant regeneration ability of different explant s of Gannong No. 1

外植体来源 愈伤组织状况 出愈率/ % 分化时间/ d 分化能力 分化率/ %

下胚轴 白色、致密粘连 90. 5 50 1～4 23. 8

子叶 黄绿色、松软粘连 100 40 3～5 33. 3

叶片 淡黄色、浆状 100 25～30 5～15 47. 6

　　注 :各参数计算方法同表 2 ;下胚轴、子叶取材于 2周龄的无菌苗 ,叶片取材于大田培养实生苗.

2 . 3　培养基对再生植株生根的影响

　　从表 3可知 ,MS或 1/ 2 MS培养基对甘农 1号

再生芽根的分化影响不显著 ,但不同的蔗糖浓度对

根分化影响较大.蔗糖浓度为 20 g/ L 时再生芽茎叶

长势好 ,但是根发育缓慢 ,基本上无侧根的发育 ;蔗

糖浓度 10 g/ L条件下生根快且生根率明显高于 20

g/ L ,根粗壮 ,侧根明显但茎叶长势相对比较缓慢

(表 3) .

2 . 4　At PCS1植物表达载体的构建及农杆菌转化子

的鉴定

　　根据 A t PCS1 基因序列设计引物 ,在 sense 引

物中加入 B am H I 酶切位点 , antisense 引物加入

EcoR I酶切位点 ,通过 PCR 得到目的大小约 1. 4

kb的片断.目的片断通过 B am H I/ EcoR I双酶切
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后连入中间载体 pBPF ,在 A t PCS1 基因的上下游

分别加入 35S启动子及 nos终止子 (约 3. 2 kb) .对

中间载体 pBPF - At PCS1作 Hi ndⅢ单酶切后 ,回

收上述表达元件 ,插入到 pBI121中得到植物表达载

体 pBI121 - At PCS1 (图 1) ,转化大肠杆菌.通过限

制性内切酶酶切及 PCR鉴定获得阳性克隆 (图 2) .

将构建好的质粒测序 ,结果表明所得基因序列准确

无误.提取质粒 pBI121 - At PCS1转化农杆菌 ,通过

菌落 PCR鉴定获得阳性转化子 (图 3) ,即获得含

A t PCS1基因的工程农杆菌.

表 3　不同生根培养基对再生苗生根的影响

Tab. 3　The seedling rooting ability in different medium

培养基 蔗糖浓度/ g·L - 1 生根率/ % 生根时间/ d 生根状况

1/ 2 MS 20 66. 7 20～30 细短、有枯黄、无侧根

10 100 5 - 10 粗壮、多侧根

MS 20 50 20 - 30 细短、有枯黄、无侧根

10 100 8 - 12 粗壮、多侧根

图 1　植物表达载体 pBI121 - At PCS1的构建

Fig. 1　The const ruction of plant expression plasmid pBI121 - A t PCS1

注 :1. X baI酶切重组质粒 ;2. B amHⅠ酶切重组质粒 ;

M. DNA标准 (λ- Hind Ⅲ酶切) .

图 2　重组植物表达质粒 pBI121 - At PCS1的酶切鉴定

Fig. 2　Enzyme digest of Recombinant expression of

plasmid pBI121 - At PCS1

注 :M. DNA标准 (DL 2000) ;1. EHA105的 PCR

鉴定 ;2.阳性对照.

图 3　含 At PCS1基因的 PCR鉴定

Fig. 3　PCR identity of the A t PCS1
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3　讨论

3 . 1　愈伤组织对分化的影响

　　苜蓿愈伤组织的形成是一个由供体植株来源、

生理、基因型、培养基成分和外界环境等诸多因素相

互作用的复杂过程[11 ,12 ] .本试验发现 ,单凭愈伤组

织的长势是不能有效地评价或预测苜蓿愈伤组织分

化出苗的频率大小.有时 ,愈伤组织可以单极化疯

长 ,最终却不能分化.那些起初发育迅速、颜色翠绿、

质地干燥紧实的愈伤组织通常不能分化出苗 ,而那

些起初生长缓慢 ,颜色淡黄 ,质地较松软稀粘的愈伤

组织 ,在 2次继代后常会形成胚性愈伤组织 ,逐渐产

生绿色芽点并最终分化成苗.

3 . 2　基因型对苜蓿分化再生的影响

　　在众多影响体外再生效率因素中供体植株的基

因型是最关键的因素.本试验结果表明 ,苜蓿叶片形

成愈伤组织的能力同基因型关系并不大 ,这与先前

的试验结果是一致的[13 ] .苜蓿的分化能力同基因型

密切相关 ,甘农 1号的分化能力同其它品种之间差

异显著 ,分化能力最强 ,陇东次之 ,阿尔冈金等品种

的分化能力弱.进一步试验发现 ,甘农 1号叶片分化

再生能力是最强的.

3 . 3　不同外植体对分化的影响

　　Kenji Okumura[14 ]在诱导紫花苜蓿 4个品种的

分化实验中发现茎尖是形成胚状体能力最强的外植

体 ,其次为下胚轴 ,根尖、根及叶片等作为外植体也

能产生胚状体.本试验对甘农 1号的研究表明 ,不同

起源的外植体之间愈伤组织及胚状体的形成能力都

无显著差异 ,这同甘农 1号属于高产品种有关.在遗

传转化操作中 ,考虑到非转化的细胞可被抗生素充

分的杀死 ,从而提高筛选效率 ,因此认为叶片是遗传

转化理想的材料.

3 . 4　再生苗生根

　　再生芽能否顺利生根是组织培养从实验室走向

大田的关键.研究表明 ,不同栽培品种的苜蓿分化后

在无激素的 MS、1/ 2MS等培养基上均能形成根的

分化 ,进而长成完整的小苗[15 ] .对于试验中选用的

甘农 1号 ,其再生苗在 MS或 1/ 2MS培养基上均能

顺利实现根的分化 ,且两种培养基上生根情况基本

无差别 ,表明再生苗根的分化对培养基营养条件要

求并不高.在植物组培体系中 ,蔗糖除了提供碳源

外 ,还具有调节渗透压的作用.张万军[16 ]等使用蔗

糖含量不同的 MS及 1/ 2 MS培养基诱导苜蓿再生

芽生根 ,结果发现蔗糖含量为 10 g/ L 的 1/ 2 MS培

养基中再生芽的生根率及生根时都是最佳的.本试

验比较了 10、20 g/ L 的蔗糖浓度对甘农 1号再生苗

生根的影响 ,发现在 10 g/ L 的蔗糖浓度条件下 ,甘

农 1号再生苗 10 d左右即可长出粗壮的根.但浓度

达到 20 g/ L 时 ,植株生根率反而下降 ,这可能是因

为随着培养基渗透压升高 ,抑制了植株对水分和养

分的吸收 ,进而抑制了其正常的生长发育.蔗糖浓度

过低会造成新生苗无法得到充足的碳源 ,也影响茎

叶的生长.
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