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摘　要　利用基因枪转化技术将来源于大肠杆菌的 mtlD (1 - 磷酸甘露醇脱氢酶)基因导入旱稻。研究结果表明 :

旱稻愈伤组织的继代时间对抗性愈伤的筛选频率无明显影响 ;基因枪轰击后愈伤组织的恢复时间 ( ≤7 d)较长时 ,

潮霉素 B质量浓度应适当提高。转基因植株及其后代的 PCR ,dot blotting ,southern blotting和 northern blotting检

测表明 , mtlD基因已整合到旱稻基因组中 ,并且稳定表达。在含 110 % (质量分数 ,下同) NaCl的 MS培养基上 ,转

基因植株生长速率明显大于阴性对照 ;在含 0175 % NaCl的盆中 ,转基因植株能够生长。盐分对转基因植株质膜的

伤害减轻 ,Na +向地上部运输受抑 ,转基因植株的 Na +与 K+比率低于阴性对照。T1 代转基因旱稻耐盐和盐敏感

以及抗潮霉素 B和潮霉素 B敏感的分离比例均大于 3∶1 ,说明基因枪轰击为多拷贝转化。
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Expre ssion of mtlD gene in transgenic upland rice leads
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Abstract　Es cherichia coli mtlD (mannitol212phosphate dehydrogenas e) gene driven by the Actin1 promoter was s uc2
cessfully introduced into upland rice ( Oryza s ativa L. var. japonica) by microprojectile bombardments . It was proved

that short res uming time with low press ure or long res uming time ( ≤7 d) with high press ure were prop er for s election.

And s ubculture time of calli had no great effect on s election efficiency. PCR , dot blotting , s outhern blotting and northern

blotting analys es showed that mtlD gene was integrated into upland rice genome and express ed normally in trans genic

plants . Growth rate of trans genic plants were significantly higher than controls on MS medium containing 1 % NaCl.

Nontrans genic plants died after 35 d. Trans genic plants of T1 progeny oblained an increasing tolerance agains t s alt

s tres s comp ared with nontrans genic ones in s alinized pots (0175 % NaCl) . Trans genic plants had less membrane dam2
age and a low Na + to K+ ratio than controls under s alt2s tres s . Ratios of s alt2tolerant to s alt2s ensitive plants and hy2
gromycin2resis tant to hygromycin2s ensitive plants of T1 progeny were larger than 3∶1. It s uggested that multicopies of

target gene were transferred into the accepted plant by microprojectile bombardments .
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　　全球由于干旱、不合理的灌溉以及化肥的过度

使用 ,使得盐碱地面积正不断增加 ,给农作物生产造

成重大损失。我国的一些水稻种植区由于缺水 ,已

无法延续传统的稻作栽培模式 ,但是这些地区的盐
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碱化也不适合其他作物的生长 ,而发展节水稻作或

扩大旱稻生产规模是可行的途径 ,特别是将耐盐基

因转入旱稻中可以有效地解决这一难题。

据报道 m tlD (12磷酸甘露醇脱氢酶)基因已经

被转化到烟草、杨树和拟南芥等植物中 ,使其耐盐性

都有一定的增强[1～4 ]。王慧中等已将 m tlD/ gutD

共价基因转入水稻基因组中[5 ]。B ar基因也已被转

入旱稻 ( O ryz a sativa L . var. japonica)中[6 ,7 ] ,但

目前还没有将 m tlD 等耐盐、耐旱基因转入旱稻的

报道。本研究利用基因枪转化技术将 m tlD 基因导

入旱稻 ,以期提高旱稻的耐盐、耐旱性 ,并推动抗旱

节水稻作生产的发展。

1　材料与方法

111　试验材料

以旱稻 277、旱稻 297 和旱稻 502 成熟胚诱导

的胚性愈伤组织为受体材料。含 m tlD 基因的

pMH质粒 (图 1) 由中国农业大学生物学院王国英

教授惠赠。

图 1　pMH质粒结构图谱

Fig. 1　Structure of vector pMH

112　试验方法

1)转化和培养。愈伤组织诱导和继代采用 NB

培养基[8 ] ,略有改动。采用 Bio2Rad 公司的 PSD2
1000/ He型气动势基因枪转化 ,金粉制备及轰击方

法参照基因枪操作手册进行。将受体愈伤材料放入

含 015 mol·L - 1甘露醇和山犁醇 (1∶1)的 NB培养基

进行高渗处理 4～6 h ,基因枪轰击后继续在高渗培

养基中处理 16 h。然后直接转入或在 NB培养基上

恢复 7 d 后转入含不同潮霉素 B (30 ,50 和 70mg·

L - 1)的 NB筛选培养基上 ,记录抗性愈伤克隆数。

旱稻愈伤组织对潮霉素 B 的敏感性试验在不

同质量浓度潮霉素 B (0 ,10 ,30 ,50和 70 mg·L - 1)的

继代培养基上生长 30 d ,检测愈伤组织生长情况[9 ]。

对抗性愈伤的筛选 ,利用具有不同继代时间 (少

于 2个月 ,2～3个月 ,大于 3个月)的胚性愈伤组织

为轰击受体 ,恢复 7 d后放于含 50 mg·L - 1潮霉素B

的 NB培养基上筛选 ,记录抗性愈伤克隆数 ,抗性愈

伤筛选率 =抗性克隆数/轰击愈伤总数×100 %。

2)植株再生。再生转化和未转化植株都转入含

筛选剂的分化培养基中。当绿芽长到 2～3 cm时 ,

从愈伤上分离出来 ,转入生根培养基 ,最后将 T0 代

转基因植株移栽到土壤中待开花结出 T1代种子 ,做

进一步分析。

3)分子检测。从再生的转基因植株和 T1 代植

株的叶片中提取 DNA ,进行 PCR 扩增和 southern

杂交。采用 Promega 的总 RNA 提取试剂盒 RNA2
gents Total RNA Isolation System Kit 提取斑点杂交

呈阳性的再生植株的总 RNA ,进行 northern杂交。

PCR扩增引物 :

5′TCCA TGAAA GCA TTACA TTTTGGCG 3′

5′GCAA TTA TTGCA TTGCTTTTA TAA GC 3′

扩增体积为 25μL ,扩增程序为 :94 ℃,5 min ;94

℃,1 min ; 57 ℃,1 min ; 72 ℃,115 min ;共 30 个循

环 ;然后 72 ℃,10 min ,体积分数为 110 %的琼脂糖

凝胶电泳。计算转化率 = m tlD基因 PCR阳性株系

数/轰击愈伤组织数×100 %

southern杂交和 northern杂交 :总 DNA经 Xho

Ⅰ—Cla Ⅰ酶切 ,总 RNA 经甲醛变性电泳 ,进行

Northern检测。采用Amersham Life Science生产的

ECL 荧光杂交试剂盒进行 southern杂交和 northern

杂交 , Xho Ⅰ/ Cla Ⅰ酶解 pMH 质粒后 ,回收的

218kb的含 actin1启动子、m tlD 基因和 nos终止子

的 DNA片断作为标记探针。

4)耐盐性检测。T1 代转基因旱稻种子剥壳消

毒接于 MS + 110 % NaCl 的培养基上 ,生长 30 d后

测定单株的生长量 ,计算单株每天增长的毫克数 ,以

此值表示单株生长速率 ,同时设不加 NaCl 的对照 ;

阴性对照的处理同阳性材料。T1 代转基因植株 4

叶期在含 015 % (质量分数 ,下同)和 0175 % NaCl盆

中进行耐盐性试验[5 ] ,观察盐胁迫下的植株生长状

况。从进行 015 %的 NaCl胁迫处理过的 T1 代转基

因植株上取叶片 ,用 DDS211A型电导率仪测定叶片

的相对电导率[10 ]。015 %的 NaCl胁迫处理过的 T1

代转基因植株 75 ℃烘干 ,叶片和根分别放于

m ( HNO3)∶m ( HClO4) = 5∶1 的混合液中沸煮至溶

解 ,测定 Na +和 K+含量。

5) T1代转基因旱稻的遗传检测。T1 代转基因

旱稻预培养正常萌动的种子 ,放于含 110 % NaCl或

50 mg·L - 1潮霉素 B的 MS培养基上 30 d后计算存

活数/死亡数。所有筛选呈阳性的植株再经 PCR

检测。
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2　结果与分析

211　旱稻愈伤组织对潮霉素 B的敏感性

试验所用 3个品种的愈伤组织对潮霉素B的抗

性略有不同 ,30 mg·L - 1潮霉素 B 能够大大抑制愈

伤组织的生长 ,50 mg·L - 1潮霉素 B 则使愈伤组织

的生长几乎完全被抑制 ,但旱稻 502筛选频率较低。

212　旱稻愈伤组织的继代时间对筛选频率的影响

从表 1 可以看出 ,除旱稻 297 的抗性愈伤筛选

频率随培养时间延长减少外 ,其他 2 个品种的抗性

愈伤筛选频率均无明显变化趋势。

表 1　继代时间对抗性愈伤筛选频率的影响

Table 1　Effect of subculture time on selection efficiency

品 种
抗性愈伤筛选频率/ %

< 2个月 2～3个月 > 3个月

旱稻 277 1312 1814 1617

旱稻 297 1918 1910 1314

旱稻 502 1117 918 1015

213　基因枪轰击后愈伤组织恢复时间和潮霉素 B

质量浓度对抗性愈伤组织筛选的影响

从表 2可以看出 ,基因枪轰击后 ,3个旱稻品种

的愈伤组织直接放于含高质量浓度潮霉素 B (50 和

70 mg·L - 1)的 NB培养基上筛选获得的抗性克隆数

大大少于对照 ,直接放于含 70 mg·L - 1潮霉素 B 的

NB培养基上 ,抗性克隆数接近于 0。放于含 30 mg·

L - 1潮霉素 B的 NB培养基上时 ,2种筛选方法所得

的抗性克隆数与对照相差不大。恢复 7 d后 3个质

量浓度的潮霉素 B或者直接放于 30 mg·L - 1潮霉素

B对抗性愈伤的筛选都很有效。

表 2　愈伤组织恢复时间和潮霉素 B质量浓度对

抗性愈伤筛选频率的影响

Table 2　Effects of resuming time of calli and concentration of
hygB on selection efficiency

品 种

抗性愈伤筛选频率/ %

直接筛选质量

浓度/ (mg·L - 1)

恢复 7 d后筛选质量

浓度/ (mg·L - 1)

30 50 70 30 50 70

旱稻 277 1715 415 019 2215 1718 1615

旱稻 297 1816 514 013 2216 1817 1712

旱稻 502 1914 218 0 1914 1517 1611

平　均 1815 412 014 2115 1714 1616

214　抗性植株再生与分子检测

经抗潮霉素 B 筛选获得的抗性愈伤组织预分

化后直接接入含有 50 mg·L - 1的潮霉素B的分化培

养基上 ,待第一片叶长出后 ,转入生根壮苗培养基

中。炼苗后移到温室 ,并结实。

从表 3可知 ,3个品种的抗性愈伤筛选频率、转

化频率均有一定的差异 ,旱稻 297表现最高 ,而旱稻

502最低。试验共获得 206棵转化植株。

对获得的 206棵植株进行 PCR检测 ,其中 166

棵植株呈阳性 ,筛选频率为 8016 %。对 27 株 PCR

检测阳性的材料 PCR2southern 杂交验证全为阳性

(图 22A) ,25株斑点杂交结果呈阳性 (图 22B) ,25株

southern杂交结果呈阳性 (图 22C) ,杂交均在预期的

218kb位置出现杂交信号 ,说明带有启动子、目的基

因 m tlD基因和终止子的完整表达元件的 DNA 片

断至少有一个拷贝已整合进旱稻基因组中。

表 3　mtlD基因转化频率

Table 3　Transformation efficiency of mtlD gene

品 种
轰击愈伤

组织数

抗性

愈伤数

筛选

频率/ %

PCR阳性

株系数

转化

频率/ %

旱稻 297 321 59 1814 39 1211

旱稻 502 259 31 1210 19 713

旱稻 277 302 48 1519 26 816

　　对 southern杂交结果呈阳性的植株进行 RNA

斑点杂交 (图 22D) , 14 个检测植株中 11 个斑点杂

交结果呈阳性。对斑点杂交结果呈阳性的植株进行

northern杂交分析 , 检测到 10个呈阳性。

215　耐盐性试验

1) T1代转基因旱稻的生长速率。从表 4 可以

看出 , T1代转基因旱稻种子放于 110 % NaCl的 MS

培养基上能基本正常生长 ,与在 MS培养基上生长

速率差异不大 ,而对照在 110 % NaCl的 MS培养基

上生长受到抑制 ,植株最终萎蔫死亡。

表 4　T1 代转基因旱稻与非转基因旱稻生长速率比较

Table 4　Comparasion of growth rate betreen transgenic
T1 progeny and nontransgenic plants g·d - 1

品 种
T1 转基因植株 未转化对照

NaCl2MS MS NaCl2MS MS

旱稻 277 01104 01149 01041 01161

旱稻 502 01136 01172 01039 01117
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A : T0代转基因旱稻的 PCR2southern杂交 ;B : T0代转基因旱稻的斑点杂交 ;

C : T0代转基因旱稻的 southern杂交 ;D : T0代转基因旱稻 RNA斑点杂交

M :λEcoRⅠ+ HindⅢ;p :pMH质粒 ;n :未转化对照

图 2　T0 代转基因旱稻的分子检测

Fig. 2　Molecular test for T0 transgenic upland rice

　　2) 转基因植株耐盐性试验。对 3个 T1 代旱稻

株系 (每个株系各设 2种处理 ,每种处理各 30株 ,各

单株 PCR 检测均为阳性)进行耐盐性筛选。在含

015 % NaCl盐土中 ,旱稻 277、旱稻 297 和旱稻 502

分别有 12 ,11和 13株表现出耐盐性。在含 0175 %

NaCl盐土中 , 3个旱稻株系分别有 10 ,11 和 11 株

表现出耐盐性。未转化的对照秧苗在含 015 % NaCl

盐土中生长缓慢 , 植株最终萎蔫 , 25 d后死亡 , 在

含 0175 % NaCl的盐土中 10 d后死亡。

216　T1代转基因旱稻的相对电导率

旱稻 277的相对电导率介于 01182～01731 ,旱

稻 502的相对电导率介于 01253～01716。除了旱

稻 502有 1株外 ,转基因旱稻植株的相对电导率明

显低于非转基因植株 (表 5) ,说明转基因植株膜的

损伤程度低于阴性对照。

217　T1代转基因旱稻植株地上和地下部 Na + , K+

含量测定

盐胁迫下 ,经 Na +2A TPase 和 Na +2H +反通道

蛋白作用可使细胞质中维持较低的 Na +含量[11 ,12 ]。

保持 Na +与 K+较低质量比对于耐盐至关重要。由

于基因 HAL1 和 HAL3 ( halotolerant )的过量表达 ,

Na +与 K+质量比降低导致耐盐性提高[13 ]。

从表 6可以看出 ,转基因植株 Na +含量地上部

与地下部均低于非转基因植株。盐胁迫下 , K+的吸

收明显增加 ,除了旱稻 29722 外 ,其余 K+含量地上

　　

表 5　转基因旱稻部分植株叶片的相对电导率

Table 5　Assay of relative electronic conductivity of
some transgenic plants

品 种 序号 相对电导率

H1 01443

H6 01583

转基因旱稻 277 H20 01525

H33 01423

- 01423

CK(旱稻 277) - 01727

H3 01520

转基因旱稻 502
H9 01505

H56 01343

H89 01526

CK(旱稻 502) - 01761

部/地下部均高于阴性对照。盐胁迫下 , 地上部和

地下部 K+与 Na +质量比明显大于阴性对照。

218　T1代转基因旱稻的遗传分析

NaCl和潮霉素 B 筛选表现阳性的单株经 PCR

检测均为阳性 , T1 代转基因旱稻耐盐和盐敏感分

离比例介于 412∶1 ～ 1110∶1 之间 ,抗潮霉素 B 和

潮霉素 B 敏感分离比例介于 315∶1 ～ 1710∶1 之

间 ,以上 2种检测的结果比例均大于 3∶1 ,说明基因

枪轰击方法基本上是多拷贝转化。
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表 6　盐胁迫下( 015 % NaCl)植株 K+ / Na +含量测定

Table 6　Contents of K+ and Na + under 015 % NaCl

品 种 编 号
w (Na + ) / % w ( K+ ) / % w ( K+ ) / w (Na + )

L1 R1 L1/ R1 L2 R2 L2/ R2 L2/ L1 R2/ R1

1 01868 9 11397 1 01621 9 21916 7 11008 2 21893 0 31356 8 01721 6

旱稻 277 2 01507 9 11030 0 01493 1 31210 4 11492 0 21151 7 61320 9 11448 5

CK1 11504 2 11351 0 11113 4 21093 1 01957 3 21186 5 11371 5 01708 5

3 01493 9 01905 9 01545 2 21584 5 11039 5 21486 3 51232 8 11448 5

旱稻 297 4 01891 0 01909 8 01979 3 21663 3 11210 7 21199 8 21989 1 113307

CK2 11592 9 11390 9 11145 2 21186 6 11330 1 11643 9 11372 7 01956 3

旱稻 502
5 01878 5 01911 3 01964 0 21479 2 01964 2 21571 3 21822 1 11058 0

CK3 21357 9 11505 0 11566 7 21260 5 11251 4 11806 4 01958 7 01831 5

　　注 :L —叶片 ; R—根 ; CK1—旱稻 277非转基因植株 ; CK2—旱稻 297非转基因植株 ; CK3—旱稻 502非转基因植株。

表 7　T1 代转基因旱稻耐盐性和潮霉素 B抗性遗传分析

Table 7　Salt2tolerance and hygr analyses of T1 progeny

品 种 检测株数 检测方法 分离比例

28
110 % NaCl

610∶1

旱稻 277
48 1110∶1

44
50 mg·L - 1潮霉素 B

415∶1

98 919∶1

52
110 % NaCl

614∶1

早稻 297
62 617∶1

121
50 mg·L - 1潮霉素 B

911∶1

58 1710∶1

62
110 % NaCl

412∶1

早稻 502
35 718∶1

48
50 mg·mL - 1潮霉素 B

1510∶1

36 315∶1

3　讨　论

在转化后的筛选过程中 ,合适的筛选压力是至

关重要的 ,过低的筛选量不能抑制未转化细胞 ,达不

到筛选的效果 ;筛选压力过高 ,可能影响已转化细胞

生长 ,降低转化效率。轰击后的恢复时间应根据愈

伤组织的生长状态而定 ,如果愈伤组织恢复时间过

长 ,愈伤组织长得太大将不利于生长。试验结果表

明 ,直接以较低的筛选压立即筛选或恢复一周后以

较高的筛选压力进行筛选都可行。

当质膜的选择透性因逆境伤害而明显改变或丧

失时 ,细胞内的物质 (尤其是电解质)大量外渗 ,从而

引起组织浸泡液的电导率发生变化 ,通过测定外渗

液电导率的变化反映出质膜的伤害程度和所测定材

料抗逆性的大小[14 ]。T1 代转基因植株电导率低于

阴性对照 ,说明转基因旱稻的质膜的损伤小于对照。

盐胁迫下 , K+的吸收使细胞积累更多的 K+ ,

从而维持较低的 Na +与 K+质量比[11 ]。本试验中

转基因植株 Na +与 K+质量比低于阴性对照 ,说明

m tlD基因在旱稻中的表达提高了旱稻的耐盐性。

本试验中 ,盐胁迫下 ,转基因植株的生长受到不

同程度的阻碍。m tlD 基因的表达可能会影响转基

因植株的正常生长 ,转基因植株的耐盐性是以植株

的生长和生产量为代价的[15 ]。为了解决这一问题 ,

希望获得只有在盐胁迫时才合成高水平的渗透调节

物质的转基因植株。盐诱导型启动子和组织特异型

启动子的使用可以提高外源基因的表达水平。任何

有利用价值的耐盐性转基因作物在盐碱地条件下都

应比对照具有更高的生产量。盐胁迫下 ,如何提高

转基因作物的生产量还有待解决。
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