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黄花马蹄莲‘京彩阳光’组培快繁体系优化及遗传转化体系初探
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摘要: 为探索建立不依赖于再生体系的遗传转化体系ꎬ突破彩色马蹄莲(Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｈｙｂｒｉｄａ)遗传转化的技术瓶

颈ꎬ对黄花马蹄莲‘京彩阳光’(Ｚ. ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ ‘Ｊｉｎｇｃａｉ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’)快繁技术进行优化ꎬ并以块茎切片为侵染对象ꎬ以
ＧＵＳ 基因为报告基因ꎬ通过正交试验设计和 ＰＣＲ 鉴定ꎬ初步建立其农杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)介导的遗传转化体系ꎮ
结果表明:１.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１６－ＢＡ 和 ０.８ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＮＡＡ、３.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ６－ＢＡ、１.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１６－ＢＡ 和 ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＮＡＡ 分别为

愈伤组织诱导、丛生芽诱导和壮芽的最佳激素组成ꎻ表面形成霜状愈伤的块茎切片是农杆菌侵染的合适对象ꎻ潮霉

素对块茎切片愈伤组织生长有明显抑制作用ꎮ 菌液 ＯＤ６００值为 ０.６、重悬后摇菌 ２ ｈ、侵染 ２５ ｍｉｎ、共培养 ３ ｄ 时ꎬ块
茎切片的蓝斑率最高(４３.３％)ꎬ其中 ７１.１％再生株系呈阳性ꎮ 综上ꎬ建立的黄花马蹄莲‘京彩阳光’组培快繁体系

高效ꎬ建立的遗传转化体系具有可行性ꎮ

关键词: 黄花马蹄莲‘京彩阳光’ꎻ 组培快繁ꎻ 遗传转化
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｂｒｅａｋ
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ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ ‘Ｊｉｎｇｃａｉ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’ ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄꎬ ｔｕｂｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｂｊｅｃｔｓꎬ ｔｈｅ ＧＵＳ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ
ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ａｎ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ １.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ６￣ＢＡ ａｎｄ ０.８ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＮＡＡꎬ
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７１.１％ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ａｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｒａｐｉｄ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ Ｚ.
ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ ‘Ｊｉｎｇｃａｉ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’ ｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｓ ｆｅａｓｉｂｌｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ ‘Ｊｉｎｇｃａｉ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’ꎻ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｒａｐｉｄ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎꎻ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　 　 黄花马蹄莲〔Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ (Ｗａｔｓｏｎ) Ｅｎｇｌ.〕为天

南星科(Ａｒａｃｅａｅ)马蹄莲属(Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ Ｓｐｒｅｎｇ.)植物ꎬ原产于

非洲[１] ꎻ其苞片呈马蹄形、颜色鲜艳、姿态优美ꎬ极具观赏价

值[２] ꎮ 但在黄花马蹄莲规模化生产中ꎬ软腐病情况严重ꎬ常造
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成巨大的经济损失[３] ꎮ 马蹄莲〔Ｚ. ａｅｔｈｉｏｐｉｃａ (Ｌｉｎｎ.) Ｓｐｒｅｎｇ.〕
对软腐病的抗性较强ꎬ但与黄花马蹄莲等具有彩色佛焰苞的

种类之间存在“核质不相容”现象[４] ꎬ无法通过杂交育种的方

式将抗病基因转移到彩色马蹄莲中ꎮ
转基因或基因编辑可以提高彩色马蹄莲(Ｚ. ｈｙｂｒｉｄａ)的抗

病性ꎬ但这 ２ 种方法在一定程度上依赖于高效的组织培养技

术和稳定的遗传转化体系[５] ꎮ 目前ꎬ多种观赏植物已建立较

为成熟的组织培养与遗传转化体系ꎬ如:冯莹等[６] 构建了中国

水仙〔Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａ ｓｕｂｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｍ. Ｒｏｅｍ.) Ｍａｓａｍ. ｅｔ
Ｙａｎａｇｉｈ.〕ＮｔＦＴ２ 正义基因表达载体ꎬ通过根癌农杆菌介导法

转化愈伤组织ꎬ建立了稳定、高效的遗传转化体系ꎮ 马蹄莲属

遗传转化相关研究也取得了一定进展ꎬ如:杨雪[７] 实现了彩色

马蹄莲 ａｔｔＭ 基因的转化ꎻ孙轩[８] 以黄花马蹄莲品种‘４ｄ’和

‘黎明’(‘Ｌｉｍｉｎｇ’)杂交 ６１ ｄ 后的种胚为外植体ꎬ初步建立了

基于再生体系的遗传转化体系ꎻ李菲等[９] 成功实现了 ＧＵＳ 基

因对彩色马蹄莲丛生芽的遗传转化ꎮ 但已有研究均依赖于再

生体系ꎬ同时存在转化效率偏低ꎬ稳定性普遍不高ꎬ且易出现

外植体褐化、杂菌污染等问题ꎬ难以满足规模化转基因操作的

需求ꎮ
鉴于此ꎬ本研究以黄花马蹄莲 ‘京彩阳光’ (‘ Ｊｉｎｇｃａｉ

Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’)块茎切片为外植体ꎬ在优化组培快繁体系的基础

上ꎬ探索建立不依赖于再生体系的遗传转化体系ꎬ旨在突破彩

色马蹄莲遗传转化的技术瓶颈ꎬ为其种质改良及产业高质量

发展提供关键技术支撑ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

黄花马蹄莲‘京彩阳光’无菌苗参考李菲等[９]的方法进行

培养ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 组培快繁体系优化

１.２.１.１　 愈伤组织诱导　 将直径 ０.８~ １.０ ｃｍ 块茎切成 ５ ｍｍ２

薄片ꎬ采用正交法[１０]设计 ６－ＢＡ 和 ＮＡＡ 质量浓度ꎮ 根据预实

验结果ꎬ６－ＢＡ 质量浓度分别设置为 ０.５、１.０、１.５、２.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ
ＮＡＡ 质量浓度分别设置为 ０.３、０.５、０.８、１.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ培养基中

添加 ３０ ｇ􀅰Ｌ－１蔗糖和 ６.５ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂ꎬｐＨ ５.７５ 至 ｐＨ ５.８５(下
同)ꎮ 每个配方接种 ５０ 个切片ꎬ于(２５±１) ℃下暗培养[１１] ꎬ培
养 ４０ ｄ 时统计诱导出愈伤组织的切片数量ꎬ并计算诱导率(诱
导出愈伤组织的切片数占接种切片总数的百分比)ꎮ
１.２.１.２　 丛生芽诱导　 根据预实验结果确定 ６－ＢＡ 质量浓度

范围为 ０.５~５.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ以 ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ－１为梯度[１２] ꎬ每个配方

接种切片 ３０ 片ꎮ 于(２５±１) ℃、光照度 ８００ ~ １ ２００ ｌｘ、光照时

间 １６ ｈ􀅰ｄ－１下培养 ３０ ｄ 后继代 １ 次ꎬ培养 ６０ ｄ 时统计萌发出

丛生芽的切片数量ꎬ并计算诱导率ꎮ
１.２.１.３　 壮芽培养　 根据文献[１３]设计 ６－ＢＡ 和 ＮＡＡ 质量浓

度ꎬ根据预实验结果ꎬ６－ＢＡ 质量浓度分别设置为 ０.０、０.５、１.０
ｇ􀅰Ｌ－１ꎬＮＡＡ 质量浓度分别设置为 ０.０、０.３、０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎮ 每种

配方接种 ２０ 个面积 １ ｃｍ×１ ｃｍ 丛生芽块ꎬ培养环境条件同

“１.２.１.２”ꎬ培养 １０ ｄ 时统计芽高不低于 １ ｃｍ 的小芽数ꎮ
１.２.２　 遗传转化体系的建立

１.２.２. １ 　 卡那霉素和潮霉素耐受性试验 　 质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ
１３００－ＧＵＳ (北京林业大学百合实验室)携带了抗卡那霉素

(Ｋａｎ)和抗潮霉素(Ｈｇｙ)的基因ꎬ采用“１.２.１.１”中筛选出的愈

伤组织诱导最佳培养基ꎬ分别添加 ０、２５、５０、７５、１００ ｍｇ􀅰Ｌ－１

Ｋａｎ 或 ０、５、１０、１５、２０ ｍｇ􀅰Ｌ－１Ｈｙｇꎬ每个配方接种 ３０ 个切片ꎬ
于(２５±１) ℃下暗培养ꎬ培养 ２０ 和 ４０ ｄ 时统计死亡率(死亡切

片数占接种切片总数的百分比)ꎬ确定侵染筛选转化植株的培

养基ꎮ 切片愈伤组织褐化或变成枯黄色ꎬ即视为死亡ꎮ
１.２.２.２　 质粒提取和农杆菌活化　 参照 Ａｇｕｉｌａｒ 等[１４] 的方法ꎬ
转化重组农杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ) ＥＨＡ１０５(上海唯第生物公

司)ꎮ 挑取单菌落于 ＬＢ 液体培养基(上海源叶生物科技有限

公司)中ꎬ于２８ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１下摇菌ꎻ之后 ５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离

心 ６ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ以含 ３０ ｇ􀅰Ｌ－１蔗糖、２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１乙酰丁香

酮(ＡＳ)的 ＭＳ 液体培养基重悬ꎬ调节 ＯＤ６００值至 ０.６ꎬ一部分静

置 ２ ｈꎬ另一部分继续摇菌 ２ ｈꎬ备用ꎮ
１.２.２.３　 ＧＵＳ 基因转化条件的筛选　 采用正交法[１０] ꎬ并根据

预实验结果分别设置菌液 ＯＤ 值(０.３、０.４、０.５、０.６、０.７、０.８)、
重悬后处理方式(静置 ２ ｈ、摇菌 ２ ｈ)、侵染时间(５、１５、２５、３５
ｍｉｎ)和共培养时间(２、３、４、５ ｄ)４ 个因子ꎮ 选取已诱导出霜状

愈伤组织的切片侵染ꎬ无菌滤纸吸干多余菌液ꎬ接种到

“１.２.１.１”筛选出的最佳培养基中ꎬ同时添加 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＡＳꎻ每个处理组侵染 ５０ 个切片ꎬ于(２５±１) ℃下暗培养ꎻ然后

将切片转接到筛选培养基上ꎮ 筛选培养 ５ ｄ 时ꎬ采用 ＧＵＳ 染

色试剂盒(北京华越洋生物科技有限公司)染色ꎬ并计算蓝斑

率(产生蓝斑的切片数占侵染的切片总数的百分比)ꎬ确定

ＧＵＳ 基因转化的成功率[１５] ꎬ筛选遗传转化最佳条件ꎮ
１.２. ２. ４ 　 ＧＵＳ 转基因株系的获取和真实性鉴定 　 利用

“１.２.２.３”筛选出的最佳条件进行侵染ꎮ 共培养结束后进行

３ 轮筛选培养ꎬ每轮 １４ ｄꎬ期间及时剔除污染的切片ꎮ 筛选完

成后ꎬ将丛生芽块切下ꎬ转到“１.２.１.３”筛选出的壮芽培养基

上ꎬ每 ３ 周继代 １ 次ꎬ４０ ｄ 后即可获得组培苗ꎮ 共培养、筛选培

养和壮芽培养均在(２５±１) ℃、光照度 ８００~１ ２００ ｌｘ、光照时间

１６ ｈ􀅰ｄ－１下进行ꎮ 采用染色法[１６] 对转化的真实性进行初步

鉴定ꎬ以质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ １３００－ＧＵＳ 为阳性对照ꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 为空

白对照ꎬ以未转化 ＧＵＳ 基因的植物为野生型ꎬ参照王海英

等[１７]的 ＰＣＲ 法再次鉴定转化的真实性ꎮ
１.３　 数据处理

使用 ＥＸＣＥＬ ２０１６ 软件进行原始数据统计ꎬ使用 ＩＢＭ
ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６ 软件绘制表格ꎬ使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件

绘图ꎮ
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２　 结果和分析

２.１　 黄花马蹄莲‘京彩阳光’组培快繁体系的优化

观察和统计结果显示:１.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ６－ＢＡ 和 ０.８ ｍｇ􀅰Ｌ－１

ＮＡＡ 为黄花马蹄莲‘京彩阳光’切片愈伤组织诱导的最佳激

素组合(图 １－Ａ)ꎬ诱导率为 ８６.０％ꎮ ４.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１６－ＢＡ 处理的

丛生芽诱导率最高(７０.０％)、但芽较小ꎬ３.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１６－ＢＡ 处

理的丛生芽诱导率次之(６３.３％)、但芽较壮ꎻ综合诱导率、健壮

程度等指标ꎬ确定 ３.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１为丛生芽诱导的最适质量浓度

(图 １－Ｂ)ꎮ １.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１６－ＢＡ 和 ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＮＡＡ 处理壮芽的

个数最多(图 １－Ｃ)ꎬ每个丛生芽块可获得 １７ 株无菌苗ꎬ为黄

花马蹄莲‘京彩阳光’壮芽的最佳激素组合ꎮ
２.２　 黄花马蹄莲‘京彩阳光’遗传转化体系的建立

２.２.１　 抗生素筛选质量浓度的确定　 结果(图 ２－Ａ)显示:２５
ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那霉素处理ꎬ培养 ２０ ｄ 的愈伤组织死亡率仅４.０％ꎬ
培养 ４０ ｄ 的愈伤组织死亡率仅 ８.０％ꎬ说明卡那霉素的累加效

应并不明显ꎮ ５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那霉素处理ꎬ培养 ２０ ｄ 的愈伤组

织死亡率增加到 ２６. ０％ꎬ培养 ４０ ｄ 的愈伤组织死亡率达

４２.０％ꎮ １００ ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那霉素处理ꎬ培养 ４０ ｄ 的愈伤组织死

亡率最高ꎬ为 ６２.０％ꎮ 可见ꎬ‘京彩阳光’愈伤组织对卡那霉素

　 　 　

的耐受性较好ꎬ可作为遗传转化时农杆菌生长的抑制剂ꎮ
结果(图 ２－Ｂ)还显示:潮霉素对切片愈伤组织生长的抑

制作用明显ꎬ５ ｍｇ􀅰Ｌ－１潮霉素处理ꎬ培养 ２０ 和 ４０ ｄ 的愈伤组

织死亡率分别达 ６６.０％和 ８８.０％ꎻ１０ ｍｇ􀅰Ｌ－１潮霉素处理ꎬ培
养 ２０ 和 ４０ ｄ 的愈伤组织死亡率分别达 ８２.０％和 ９２.０％ꎻ１５
ｍｇ􀅰Ｌ－１潮霉素处理ꎬ培养 ４０ ｄ 时全部死亡ꎮ 考虑转化组织细

胞对潮霉素的耐受性稍好ꎬ选择继代培养时愈伤生长基本停

止的 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１作为筛选浓度ꎮ
２.２.２　 不同侵染条件对块茎切片遗传转化的影响　 结果(表
１)显示:ＯＤ６００值为 ０.３ ~ ０.５ 时ꎬ蓝斑率最高仅为 ２６.７％ꎻＯＤ６００

值为 ０.６ 时ꎬ蓝斑率最高达 ４３.３％ꎬ最低仅 １６.７％ꎻ继续提高菌

液浓度ꎬ蓝斑率下降ꎮ ＯＤ６００值为 ０.６ 为最佳侵染浓度ꎮ ＯＤ６００

值为 ０.６ 时ꎬ摇菌 ２ ｈ 比静置 ２ ｈ 更有利于侵染成功ꎻ摇菌条件

下侵染时长 ２５ ｍｉｎ、共培养 ３ ｄ 的蓝斑率最高(４３.３％)ꎮ 菌液

浓度 ＯＤ６００值为 ０.６、重悬后摇菌 ２ ｈ、侵染 ２５ ｍｉｎ、共培养 ３ ｄ
是黄花马蹄莲‘京彩阳光’ＧＵＳ 基因转化的最适条件ꎮ
２.２.３　 ＧＵＳ 基因转化条件的筛选及真实性鉴定　 对染色法鉴

定呈蓝色的 ３８ 个黄花马蹄莲‘京彩阳光’转 ＧＵＳ 基因再生株

系进行 ＰＣＲ 法鉴定ꎬ质量体积分数 １.０％琼脂糖凝胶电泳检测

结果(图 ３)显示有 ２７ 个为阳性株系ꎬ阳性率达 ７１.１％ꎬ说明建

立的遗传转化体系具有可行性ꎮ

图 １　 黄花马蹄莲‘京彩阳光’块茎切片的愈伤组织(Ａ)、芽(Ｂ)和壮芽(Ｃ)
Ｆｉｇ. １　 Ｃａｌｌｕｓ (Ａ)ꎬ ｂｕｄ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ｖｉｇｏｒｏｕｓ ｂｕｄ (Ｃ) ｏｆ ｔｕｂｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｏｆ Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ ‘Ｊｉｎｇｃａｉ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’

: ２０ ｄ 的死亡率 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ２０ ｄꎻ : ４０ ｄ 的死亡率 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ ｏｆ ４０ ｄ.

图 ２　 不同质量浓度卡那霉素(Ａ)和潮霉素(Ｂ)处理下黄花马蹄莲‘京彩阳光’块茎切片的死亡率
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｕｂｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｏｆ Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ ‘Ｊｉｎｇｃａｉ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｋａｎａｍｙｃｉｎ (Ａ) ａｎｄ ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ (Ｂ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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表 １　 不同侵染条件对黄花马蹄莲‘京彩阳光’块茎切片遗传转化的影响１)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｂｅｒ ｓｌｉｃｅｓ ｏｆ Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ ‘Ｊｉｎｇｃａｉ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’ １)

编号 Ｎｏ. ＯＤ６００ Ｔ ｔ１ / ｍｉｎ ｔ２ / ｄ Ｒ / ％ 编号 Ｎｏ. ＯＤ６００ Ｔ ｔ１ / ｍｉｎ ｔ２ / ｄ Ｒ / ％ 编号 Ｎｏ. ＯＤ６００ Ｔ ｔ１ / ｍｉｎ ｔ２ / ｄ Ｒ / ％

１ ０.３ Ｑ ５ ５ ３.３ １２ ０.４ Ｓ ２５ ２ ６.７ ２３ ０.６ Ｓ ２５ ３ ４３.３
２ ０.３ Ｓ ５ ２ ０.０ １３ ０.４ Ｑ ２５ ５ ２３.３ ２４ ０.６ Ｑ ３５ ２ １６.７
３ ０.３ Ｑ １５ ３ １０.０ １４ ０.４ Ｓ ２５ ２ ２０.０ ２５ ０.７ Ｑ ５ ４ ６.７
４ ０.３ Ｓ １５ ４ １０.０ １５ ０.４ Ｑ ３５ ３ １３.３ ２６ ０.７ Ｓ １５ ５ １６.７
５ ０.３ Ｑ ２５ ３ １０.０ １６ ０.４ Ｓ ３５ ４ １６.７ ２７ ０.７ Ｑ ２５ ２ ３.３
６ ０.３ Ｓ ２５ ４ １０.０ １７ ０.５ Ｑ ５ ３ １０.０ ２８ ０.７ Ｓ ３５ ３ １３.３
７ ０.３ Ｑ ３５ ５ １３.３ １８ ０.５ Ｑ １５ ２ ６.７ ２９ ０.８ Ｑ ５ ２ ６.７
８ ０.３ Ｑ ３５ ２ ３.３ １９ ０.５ Ｓ ２５ ５ ２６.７ ３０ ０.８ Ｓ １５ ３ ６.７
９ ０.４ Ｑ ５ ３ ０.０ ２０ ０.５ Ｑ ３５ ４ ０.０ ３１ ０.８ Ｑ ２５ ４ １０.０

１０ ０.４ Ｓ ５ ４ １６.７ ２１ ０.６ Ｓ ５ ５ ２３.３ ３２ ０.８ Ｑ ３５ ５ ０.０
１１ ０.４ Ｑ １５ ５ １０.０ ２２ ０.６ Ｓ １５ ４ ３６.７

　 １) Ｔ: 重悬后处理 Ｐｏｓｔ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ ｔ１:侵染时间 Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎻ ｔ２: 共培养时间 Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎻ Ｒ: 蓝斑率 Ｂｌｕｅ￣ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒａｔｅ. Ｑ: 静置 ２ ｈ
Ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅ ｆｏｒ ２ ｈꎻ Ｓ: 摇菌 ２ ｈ Ｓｈａｋｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｏｒ ２ ｈ.

＃１ꎬ＃２ꎬ＃３: 野生型 Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅｓꎻ ＋: 阳性对照 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ －: 空白对照 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １－３８: ＧＵＳ 转基因植株 ＧＵＳ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ.

图 ３　 黄花马蹄莲‘京彩阳光’ＧＵＳ 基因转化植株的 ＰＣＲ 结果
Ｆｉｇ. ３　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＵＳ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｅｌｌｉｏｔｔｉａｎａ ‘Ｊｉｎｇｃａｉ Ｙａｎｇｇｕａｎｇ’

３　 讨论和结论

组培快繁体系是彩色马蹄莲种球生产的最主要的方式ꎮ
无菌条件下ꎬ植物自身合成的内源激素量少ꎬ无法满足生长发

育的需求[１８] ꎮ 已有研究中彩色马蹄莲通常以诱导无菌仔球

不定芽增殖的方式繁殖ꎬ周期约 ６ 个月、增殖系数为 １５ ~ ２０
倍[１９－２０] ꎮ 本研究以无菌块茎切片为外植体优化黄花马蹄莲

组培苗扩繁方法ꎬ周期为 ３.５~４.０ 个月ꎮ 以每个直径 １.０ ~ ０.８
ｃｍ 的无菌仔球可以获得 ２~３ 片、每个丛生芽块经壮芽培养后

获得 １７ 个芽苗计ꎬ繁殖系数约为 ３０~５０ 倍ꎮ 优化后的方法速

度快、周期短、增殖系数高ꎮ 同时ꎬ从植物激素对愈伤组织发

生和壮芽的效果看ꎬＮＡＡ 是主效因子ꎬ与前人的研究结果基

本一致[２１] ꎮ 本研究为建立高效的彩色马蹄莲组培扩繁体系

提供了参考ꎮ
高效的再生体系是农杆菌介导的遗传转化体系建立的前

提ꎮ 但多数球根花卉体胚发生难度高ꎬ其快繁体系都是在器

官发生途径的基础上建立ꎻ但其变态茎(块茎、球茎、鳞茎)次
生分生组织生命活动旺盛[２２] ꎬ是其组织培养体系器官发生的

结构基础ꎬ亦可成为其遗传转化的切入点ꎮ Ｃａｏ 等[２３] 利用植

物自身的再生能力ꎬ研发了无需无菌操作、不依赖于再生体系

的遗传转化体系ꎮ 本研究以黄花马蹄莲‘京彩阳光’块茎切

片为转化材料ꎬ经激活芽眼处分生组织后(即切片表面愈伤组

织发生)进行农杆菌侵染ꎬ将外源基因整合其中ꎬ实现外源基

因的转化ꎬＧＵＳ 基因转化成功率可达 ４３.３％ꎮ 该研究突破了

球根花卉遗传转化对离体再生体系的依赖ꎬ为直接以块茎等
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自然营养器官为受体的遗传转化体系构建提供了新思路与方

法参考ꎮ
综上所述ꎬ本研究以黄花马蹄莲‘京彩阳光’的块茎切片

为外植体ꎬ建立了高效的组培快繁体系ꎬ确定了１.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１

６－ＢＡ 和 ０.８ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＮＡＡ 处理为愈伤组织诱导的最佳激素

组合ꎬ３.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１６－ＢＡ 为丛生芽诱导的最佳激素组成ꎬ１.０
ｍｇ􀅰Ｌ－１６－ＢＡ 和 ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＮＡＡ 处理为壮芽的最佳激素组

合ꎮ 初步构建了黄花马蹄莲稳定的遗传转化体系ꎬ确定菌液

浓度 ＯＤ６００值为 ０.６、重悬后摇菌 ２ ｈ、侵染 ２５ ｍｉｎ、共培养 ３ ｄ
为 ＧＵＳ 转化的最适条件ꎮ
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