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摘 要
�

通过基
一

因工程手段
，

利 用农杆菌介导法
，

将 �� 基因导入马铃薯品种大西洋
，

同时

对马铃薯品种大西洋的叶片再生体 系进行优化
，

探讨 了影响植株再生频率和遗传转化效率的 因

素
，

确立 了最佳植株再生体系和遗传转化条件
，

获得 了转基因植株
。
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� 前 言

在马铃薯的生产过程中
，

虫害是造成马铃薯减

产的重要原因之一
。

据不完全统计
，

全世界农作物

每年因病虫害造成的损失约占其总产量的 ���
，

其中 ���是由虫害引起的
。

化学药剂易造成对生

态平衡的破坏
，

培育抗
�

虫品种育种周期长
，

可供利

用的抗源僵乏而使其应用受到了很大的限制
。

随着

分子生物学的迅速发展
，

利用基因工程技术
，

将外

源基因导人农作物
，

提高农作物的抗虫能力
，

解决

了常规技术无法解决的问题��，��
。

本试验利用农杆菌介导法将 �� 基因导人马铃

薯普通栽培种大西洋中
，

研究了影响马铃薯转化效

率的主要因素及培养条件
，

建立了适于马铃薯遗传

转化的体系
，

为马铃薯抗虫育种寻求一条快速有效

�均途径
。

� 材料与方法

�
�

� 试验材料

生产上主栽的马铃薯品种大西洋����������脱

毒试管苗为试验材料
。
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� �，，������������
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菌株 ������
，

含 ��������质粒
，

双元载体

����人�含有两个双向人工合成的 ������ �杀虫

基因
， ����基因和 ���基因

，

启动子为 �������
，

终止子为
���
�图 ��

。

图 � 质粒 �������� 图谱

�
�

� 试验方法

���
�

� 菌株的活化

从抗性平板上挑取单菌落接种于含 �� �妙 的氯

霉素�����和 ���妙 的卡那霉素��
��
�的 ����的

���液体培养基中
，

�� ℃ 、

��������振荡培养过夜
，

然后取 ���接种于 ����含同样抗生素的���液体

培养基中
，

振荡培养至 ��翎二���即可用于侵染
。
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����� 叶片转化方法

取叶片在叶脉中部垂直切 �一�个切 口
，

光面

朝下
，

置于培养基中���十����留���� 十 ��岁�

�����
�

�� ���� ���预培养 ��
，

取出外植体
，

浸人

重悬菌液
，
�一�� ��� 后

，

放于培养基中暗处共培

养 ��
。

用无菌水清洗 �次
，
��培养基清洗 �

次
，

转人含 �� �留�的卡那霉素
、

��� �岁�的进

口头抱曝肘钠的愈伤培养基上进行培养
，

�� �

后观察愈伤诱导和芽诱导情况
，

待抗性苗长至

�
�

�一 ���� 高时
，

切下转人 ����� �留�卡那霉素
十����岁�的进 口头泡嚓肪钠的生根培养基中选择

生根
，

对生根的植株进行分子鉴定
。

����� 转基因植株的鉴定

��� ���检测方法
�

采用 ���微量法提取转

基因植株叶片的总 ���� 利用碱裂解法提取质粒

���� 以转化后再生植株叶片为模板
，

质粒 ���

为阳性对照
，

未转化植株叶片 ��� 为阴性对照
，

分别对两个引物进行 ���扩增
，

从分子水平上鉴

定目的基因转化情况
。

������ ���
’
一������������������一 �

‘

������且��
’
一�������������������一�

’

������ 反应体系
� ��林������

�
���

�
乃 协�

�，

���� ��� 协�
，
������

������
�

琳��肠林�
，
������

��

肠 林�
，

模板 �
�

�林�
，

���酶����卜�����林�
，

超纯水

��林�
，

终体积��卜��

������反应条件
� ��气二预变性 ������ � ����变

性 ���� ���� 退火 �� �� ��℃ 延伸 ���� � ��个循

环 � ��℃ 延伸 �� ��� � �℃终止反应
。

��� ���一������� 杂交
�
采用地高辛标记和检

测试剂盒 � 质粒 ��� 的纯化与回收采用小量胶回

收试剂盒 � 探针标记采用随机弓�物法 � 以阳性抗性

植株幼嫩叶片提取植物总 ���
，

以其为模板
，

用

�� 基因的特异引物进行 ���检测
，

阴性对照为未

转化的同一品种植株 ���
，

以质粒作为阳性对照
，

与用地高辛标记的 �� 基因探针进行 ��������� 杂交

检测
。

� 结果与分析

�
�

� 遗传转化因素探讨

���
�

� 菌液浓度的确定

菌液浓度对于不同植物的不同外植体有一定的

差异
，

一般浓度范围是 ��，�����、 ���� 之间
，

本试

验以大西洋为转化材料
，

根据有关资料设置了 �个

浓度��，��
，

分别为 ��、 � ���
，
���

，
���

，
�

�

�
，

结果表

明
，

农杆菌浓度 ��朋 二 ���时抗性愈伤诱导率最高
，

��、 � ���和 �
，

�时
，

外植体伤口变黑
，

很难在愈伤

组织诱导过程中将农杆菌除去
。

�
�

�
�

� 侵染时间的确定

设置侵染时间为 �
、

�
、

��
、

��
、

�� ���
，

研

究结果表明
，

叶片最佳侵染时间为 �� ���
。

���
�

� 预培养时间的确定

设置预培养时间为 �
、

�
、

�
、

� �
，

与不进行

预培养的对照组进行比较
，

结果表明
，

预培养时间

以 ��为最佳
，

这时抗性愈伤诱导率最高
。

�
�

�
�

� 共培养时间的确定

设置了共培养 �
、
�

、

�
、
��的试验组

，

以不

进行共培养的外植体作为对照组
，

结果表明
，

不进

行共培养
，

农杆菌侵染效率低
，

外植体在培养基中

很快黄化
，

说明外源基因未能整合到马铃薯基因组

中� 共培养时间长
，

农杆菌繁殖过于旺盛
，

使材料

严重污染
，

无法除去农杆菌
，

很快发黑死亡
。

试验

表明
，

叶片合适的共培养时间为 ��
，

此条件下抗

性愈伤诱导率最高
。

�
�

�
�

� 抑菌剂的筛选

吸取 ��� ��菌液于含有国产头抱嚓肠钠和进

口头抱噬厉钠的抗性平板上
，

浓度梯度为 �
、

���
、

���
、

���
、

���
、

�������
，
��℃培养过夜

。

结果

表明
，

国产头抱唾肪钠在 ��� �岁�时
，

进 口头抱

嚷脂钠在 ��� �乡�时可抑制农杆菌的生长
。

�
�

�� 选择压力的确定

���愈伤诱导选择压力的确定共设计了 �个浓度

梯度��
、
��

、
��

、
��

、

����
，

将叶
‘

片外植体转人含

有不同浓度 ��� 的愈伤诱导培养基中
，

经 ��
一
�� �

的培养
，

结果表明
，

�� �妙 的浓度下
，

外植体愈伤

部位发黄
、

干而疏松
，

为最适宜的选择压
。

���生根培养选择压力的确定共设计了 �个浓度

梯度��
、

��
、
��

、

��
、

����
，

将叶片外植体转入含

有不同浓度 ��� 的愈伤诱导培养基中
，

经 ��一
�� �

的培养
，

结果表明
，
��� 浓度为 �� �妙 的培养基

中
，

外植体不能生根
，

茎部不生长
，

为最适宜的选

择压力
。

�
�

� 抗性植株的 ��� 检测

将获得 ���株再生植株
，

接种于含 �� �岁�的

生根培养基中进行抗性筛选
，

对筛选获得的抗性植
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株进行继代培养形成株系
，

取抗性植株幼嫩叶片提

取植物总 ���
，

以其为模板
，

用 �� 基因的特异引

物进行 ���检测
，

阴性对照为未转化的同一品种

植株 ��冬 以质粒作为阳性对照
，

扩增出 �����

大小片段的样品为阳性株
，

其中 ���检测呈阳性

的有 �株
，

转化率为 �����图 ��
。

� 讨 论

� 一 � � � �

图 � 转 �� 基因才补性植株的 ���检侧

�
�

� ���一�������� 杂交

以阳性植株的总 ���为模板进行 �� 基因的

���扩增
，

以未转化的同一品种植株 ��� 为阴性

对照
，

以质粒为阳性对照
，

与用地高辛标记的 ��

基因探针进行 ��������
杂交检测

。

结果如图 �和

�
，
�个阳性株系均呈现与质粒 ��� 相同的杂交

带
，

而阴性对照无杂交带
，

证明 �� 基因已经整合

到受体马铃薯的基因组中
。

� � � � �

图 � 转膜前凝胶电泳

以大西洋叶片为转化体
，

采用农杆菌介导法成

功地进行了遗传转化
，

获得了经 ���一������� 杂

交检测的转 �� 基因的 �株转基因植株
。

试验采用国产头抱曝肪钠在 ��� ��几 时可抑

制农杆菌的生长
，

但采用 国产头抱嚷脂钠作为抑

菌剂时
，

愈伤分化困难
，

所得再生植株长势弱
，

且后期农杆菌污染严重
，

很难获得转化植株
。

而

进 口头抱嚷肪钠在��� ��几 时既可抑制农杆菌的

生长
，

且对愈伤的分化无不 良影响
，

脱菌效果

好
。

本试验采用四种普通栽培种材料进行转化
，

大

西洋表现最好
，

获得了 �株再生转化体植株
，

进一

步说明了农杆菌的遗传转化基因型的依赖性
，

其原

因和解决方法还在进一步的研究中
，

这也成为农杆

菌遗传转化的限制因素
。

本试验在分化和生根阶段采用卡那霉素两轮

筛选后采用 ��� 和 ���一������� 检测
，

有部分

转化体未扩增出特异条带
，

说明出现了非转基因

植株
。

非转基因植株的出现在遗传转化中是不可

避免的
，

其原因可能是
�

���外植体的再生部位与选择培养基未充分

接触
，

由于外植体的生长和体积扩大
，

其一部分

仍可能翘于培养基之上
，

特别是叶片这种现象非

常明显
，

使这一部分的选择压力不足
。

���转化细胞的代谢产物可能转至邻近的非

转化细胞中
，

使非转化细胞能在一定程度上耐受

选择压力
，

继续分化成植株
。

�� �出现了生理抗性植株
。

因此为了减少后

期的工作量
，

前期必须进行严格筛选
，

以最大限

度的淘汰非转基因植株
。

� � � �
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摘 要
�
以 ���一�营养液为基础研究 了 �

、
�

、
�

、

��
、
��

、
�

、

微量元素的缺乏
、

适量和过

量三个水平对马铃薯脱毒苗生长状况的影响
。

结果表明
� �

、
�

、
�

、

��
、
��和微量元素的缺乏导

致薯苗均不能正常生长并完成其生活史
，
�在薯苗生长初期可以缺乏

，

但中期即开始表现症状
，

过

量会对薯苗前期生长造成危害 � 相对 ���一�营养液
，

�� 需适量增加
，
而 �和 ��需适量减少 � 薯

苗到生长中期需及时补充或更换营养液
，

否则会造成营养元素的缺乏 � 在营养液中
，

微量元素是不

可缺少的
。

关键词
�

营养元素 � 缺乏 � 过量 � 马铃薯脱毒苗

中图分类号
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���的��� 文献标识码
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�

� 前 言

营养元素的缺乏与过量对于不同的植物不同时

期有不同的表现��� ，

不平衡营养液培养法是研究植

物营养元素缺乏与过量症状最为有效的方法
，

但由

于受以往块茎作物不宜水培的观念影响���，

马铃薯脱

毒苗营养元素缺乏与过量的症状研究尚未见报道
。
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在马铃薯脱毒苗营养液壮苗快繁技术研究中
，

已明确地提出了营养液中营养元素的合理性配比是

影响马铃薯壮苗的决定性因素
，

但尚没有系统地研

究脱毒马铃薯苗对各种营养元素的适应范围
。

为了

验证各种营养元素在马铃薯苗生长过程中的重要

性
，

以及营养元素的缺乏与过量对马铃薯脱毒苗生

长的影响
，
进一步调整营养液的配方

，

我单位组培

研究室在以前研究较为成熟的���一�营养液的基

础上
，

进行了该项试验
。

因限于篇幅
，

在该文中我

们仅讨论 �
、
�

、
�

、
��

、
��

、

�等 �种大量元素

个谁 产卞 旦刁 冲魂 个今 月刁 干嗯产，嗯 冲 ，魂 刁 个通 月 个� 泞，� 冲卞里泞，� 干 韦』刀 币� 月 ，速 泞个 旦于 ，明才书 旦月 卒遭钾 甲
说冲 ，、 思干 ，、 些尸，，、 月尸，宁魂 刀 宁魂刀沸谈冲泞魂汗千月冲华通冲 个魂 刁呻�才，闷月 ， ，汁个

、
级片币谭 刁 泞� 碑气嵘汗予忍开个 皿

‘

门币 鱼冲 ，遭刀介�户节�月 甲 ，户心
嫂

������������ �� �� ���� ���� ���

������ �������� ��������

�����

一��， �� ���一��风 刀刁� ��八�‘ �门
，
������， ����

刀�‘ ��
，

������， �����一��

�������������
������������������

，
������ ������

，
������

����������� ���� �����
，
������ ��� �������������� ��

�

�������� �����������������脚乙��������一�����

����������
�

����� ���� ����， ��� ������������ ������ ����� �������� �������� ��� ���������
‘

��� ���� ��������
�

�� ��������� ��� ������� ����� �
���

����� ������������ ���� ��� ��� ���������
����� ����

�

� ������������� �����

���������� ������ �� ����� ��� ������� ���������
����� ������ �������� ���� �����������

， ��� ���������� ������
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�
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