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不同抗生素对金发草愈伤组织生长分化的影响
耿天龙ꎬ 李佛生ꎬ 于　 敏ꎬ 罗枫雪ꎬ 唐　 琳ꎬ 王胜华∗

( 四川大学 生命科学学院ꎬ 成都 ６１００６４ )

摘　 要: 该研究以金发草愈伤组织为材料ꎬ通过分析比较不同抗生素种类(卡那霉素、潮霉素、头孢噻呋钠和

氨苄青霉素)和浓度对金发草愈伤组织生长分化的影响ꎬ来确定适用于金发草遗传转化体系中的抗性筛选剂

和抑菌剂ꎮ 结果表明:(１)金发草愈伤组织对卡那霉素很敏感ꎬ且其分化率随着卡那霉素浓度的增加显著减少

(Ｐ＝ ０.０１)ꎮ 当卡那霉素浓度为 １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ金发草愈伤组织的生长分化受到明显抑制ꎬ且有大量的白化苗

形成ꎬ但分化率仍有 ３６.５６％ꎻ当卡那霉素浓度为 １５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ金发草愈伤组织的分化率为 １１.９４％ꎬ只有很少

部分的愈伤分化出绿色的丛生苗ꎻ当卡那霉素浓度为 ２０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ金发草愈伤组织基本褐化死亡ꎬ分化率仅

为 ２.２６％ꎮ 因此ꎬ浓度为 １５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的卡那霉素适合作为金发草遗传转化体系中的抗性筛选剂ꎮ (２)金发草

愈伤组织对潮霉素的敏感性要比卡那霉素弱ꎬ且潮霉素对金发草愈伤组织分化率的影响小ꎬ但毒害作用大ꎮ
因此ꎬ潮霉素不适合作为金发草遗传转化体系中的抗性筛选剂ꎮ (３)３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的头孢霉素和氨苄青霉素对

金发草愈伤组织生长分化影响很小且能有效抑制杂菌的生长ꎬ较高浓度的氨苄青霉素对金发草愈伤组织的抑

制作用不太明显ꎮ 因此ꎬ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的头孢霉素和较高浓度的氨苄青霉素均可作为金发草遗传转化体系中的

抑菌剂ꎮ 该研究确定了适用于农杆菌介导的金发草遗传转化体系中的抗性筛选剂和抑菌剂ꎬ为金发草的遗传

改良及功能性基因的研究奠定了基础ꎮ
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　 　 在农杆菌介导的植物基因遗传转化体系中ꎬ抗
生素是必不可少的ꎬ且根据其功能不同主要分为抗

性筛选剂和抑菌剂两类(郑进等ꎬ２００６)ꎮ 抗性筛选

剂是用于淘汰未转化成功的植株ꎬ而转化成功植株

又不受影响的一类抗生素(谭伟等ꎬ２００８)ꎮ 抑菌剂

是在农杆菌侵染之后ꎬ能及时有效地杀死或抑制植

物受体材料上多余的农杆菌和杂菌ꎬ防止其危害植

物受体材料并影响植株再生的一类抗生素(徐淑红

和徐香玲ꎬ２００４)ꎮ 然而ꎬ不同植物受体材料对抗生

素敏感程度和毒害耐受程度均不同ꎬ每种植物受体

材料都有它适合的抗生素种类和用量 (郑进等ꎬ
２００６ꎻ李文兰等ꎬ２０１０ꎻ茆永萍等ꎬ２０１２ꎻ唐亚萍等ꎬ
２０１２ꎻ高行英等ꎬ２０１３ꎻ于永明等ꎬ２０１４)ꎮ 因此ꎬ在建

立植物农杆菌介导的遗传转化体系之前ꎬ必须进行

抗生素的敏感性试验ꎬ以筛选出合适的抗生素种类

和浓度作为遗传转化体系的抗性筛选剂和抑菌剂ꎮ
植物转基因中常用抗性筛选基因有 ｎｐｔⅡ基因、

ａｐｈ(４) ￣Ⅰ基因和 ｓｐｅｃ 基因等ꎮ 其中ꎬｎｐｔⅡ基因转

入植物基因组后通过编码新霉素磷酸转移酶ꎬ使转

化植株具有抗卡那霉素、新霉素和 Ｇ４１８ 等抗性ꎻ
ａｐｈ(４) ￣Ⅰ基因转入植株之后具有抗潮霉素的抗性

(王相春等ꎬ２０１１)ꎮ 常用的抑菌剂主要有头孢噻呋

钠类、青霉素类和大环内脂类(徐淑红和徐香玲ꎬ
２００４)ꎮ 其中ꎬ最常用的头孢噻呋钠和氨苄青霉素

分别为头孢噻呋钠类和青霉素类ꎮ 虽然各种抑菌剂

对细菌的作用机理不尽相同ꎬ但头孢噻呋钠类抗生

素的化学结构与青霉素类不同之处在于母核 ７￣氨

基头孢烷酸(７￣ＡＣＡ)取代了 ６￣氨基青霉烷酸ꎬ所以

两者对细菌的作用机理相似(郑进等ꎬ２００６)ꎮ
金发草(Ｐｏｇｏｎａｔｈｅｒｕｍ ｐａｎｉｃｅｕｍ)是一种多年生

禾本科岩生草本植物ꎬ广泛分布于亚洲的温带、热带

和亚热带地区ꎬ大洋洲及非洲等地区ꎬ以及我国的西

南、南部地区和台湾等 (中国科学院中国植物志编

辑委员会ꎬ １９９７)ꎮ 金发草根系发达ꎬ抗旱耐瘠ꎬ可
在风化岩石、滑坡、裸地等恶劣的生态环境中生长并

形成草坪ꎬ是一种许多逆境生态恢复的先锋物种ꎬ在
水土保持、生态护坡方面有着较好的应用前景(王
海洋等ꎬ２００５ꎻ王文国等ꎬ２０１０)ꎮ 金发草秆质坚硬ꎬ
外形酷似小竹ꎬ节上生根ꎬ自然形态优美ꎬ可作为园

林绿化植物(王海洋等ꎬ２００５)ꎮ 金发草不同外植体

(茎、叶、种子等)的再生体系已经建立ꎬ其愈伤组织

诱导率与再生率高达 １００％ (Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２００６ꎬ
２００７)ꎮ 然而ꎬ不同抗生素对金发草愈伤组织生长

分化的影响还未有相关报道ꎬ且对其遗传转化体系

的建立至关重要ꎮ 因此ꎬ本研究以金发草愈伤组织

为材料ꎬ综合分析比较卡那霉素 /潮霉素 /头孢噻呋

钠和氨苄青霉素对金发草愈伤组织生长分化的影

响ꎬ以期确定适用于农杆菌介导的金发草遗传转化

体系中的抗性筛选剂和抑菌剂ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料

金发草种子采自四川省遂宁市ꎮ 挑选饱满成熟
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表 １　 卡那霉素对金发草愈伤组织生长分化的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｏｎ

ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｐａｎｉｃｅｕｍ ｃａｌｌｕｓ

卡那霉素
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

分化率
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

愈伤组织生长分化情况
Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
ｏｆ ｃａｌｌｕｓ

０ ９５ ±
４.８０Ａ

愈伤组织生长良好ꎬ且分化出大量丛
生苗
Ｃａｌｌｕｓｅｓ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌꎬ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
ｉｎｔｏ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

５.０ ７７.８ ±
３.４２Ｂ

分化出丛生苗的愈伤组织生长较好ꎬ
但部分愈伤块未分化出丛生苗ꎬ或出
现小部分的白化苗
Ｃａｌｌｕｓｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
ｇｒｅｗ ｗｅｌｌꎬ ｂｕｔ ｐａｒｔ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎬ ｏｒ ｃａｍｅ ｏｕｔ
ｓｏｍｅａｌｂｉｎｏ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

１０.０ ３６.５６ ±
３.１１Ｃ

愈伤组织生长受抑制大小约为对照的
１ / ２ꎬ且生长的丛生苗大部分均为白
化苗
Ｈａｌｆ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ’ｓ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄꎬ
ａｎｄ ｍｏｓｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ
ａｌｂｉｎｏ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

１５.０ １１.９４ ±
２.９４Ｄ

只有很小部分的愈伤分化出绿色的丛
生苗ꎬ其余褐化或分化出小丛的白
化苗
Ｏｎｌｙ ｓｍａｌｌ ｐａｒｔ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎬ ｏｔｈｅｒｓ ｄｉｅｄ ｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
ａｌｂｉｎｏ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

２０.０ ２.２６ ±
１.２６Ｅ

每瓶中大约 １~３ 颗分化出黄绿色丛生
苗ꎬ其余愈伤组织块基本褐化死亡
Ａｂｏｕｔ １－３ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｄｉｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
ｉｎ ａ ｂｏｔｔｌｅꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｄｅａｄ

３０.０ ０.２０ ±
０.５０Ｆ

愈伤组织几乎全部褐化死亡
Ａｌｍｏｓｔ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅａｄ

　 注: 分化率数据用平均值 ± 标准差表示ꎬ且数据后的不同大写字母表示处
理间在 ０.０１ 水平有显著差异ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｕｐｐｅｒｃａｓｅｓ ｂｅｈｉｎｄ ｔｈｅ ｄａｔａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

的种子ꎬ２０％次氯酸钠浸泡 １５ ｍｉｎ 后ꎬ无菌水冲洗

３~５ 次ꎬ接种于诱导培养基ꎬ诱导出愈伤组织ꎻ然后

将愈伤组织块转入继代培养基中ꎬ两周继代一次ꎬ挑
取白色或黄白色多瘤状胚性愈伤组织ꎬ作为实验材

料ꎮ 诱导愈伤及继代培养都是在(２６ ± １)℃暗条件

下进行(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ２００６ꎬ２００７)ꎮ
１.２ 试剂与培养基

卡那霉素、潮霉素、头孢噻呋钠和氨苄青霉素均

购自于 ＳＩＧＭＡ 公司ꎻ诱导及继代培养基为 ＭＳ＋ＮＡＡ
２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋２ꎬ４￣Ｄ １ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋３％蔗糖＋０.８％琼脂粉

(ｐＨ５.８)ꎻ分化培养基为 ＭＳ＋３％蔗糖＋０.８％琼脂粉＋
不同浓度和种类的抗生素(ｐＨ ５.８)ꎮ

表 ２　 潮霉素对金发草愈伤组织生长分化的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ ｏｎ

ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｐａｎｉｃｅｕｍ ｃａｌｌｕｓ

潮霉素浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ
(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

分化率(％)
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

愈伤组织生长分化情况
Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｌｕｓ

１０.０ ９５.２５ ± ３.８６Ａ 大部分愈伤分化出大量丛生苗ꎬ但
与对照相比ꎬ丛生苗较小
Ｍｏｓｔ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ
ｓｍａｌｌｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｋ

２０.０ ８８.２５ ± ３.１０Ｂ 分化出丛生苗的愈伤生长较好ꎬ每
瓶仅 ２~３ 块愈伤褐化死亡或白化
Ｃａｌｉｉ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌꎬ
ｏｎｌｙ ２－３ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅａｄ ｏｒ ａｌｂｉｎｏ
ｐｅｒ ｂｏｔｔｌｅ

３０.０ ７１.２５ ± ２.９９Ｃ 大部分愈伤块分化出丛生苗ꎬ但分
化出的丛生苗很小ꎬ愈伤组织生长
缓慢ꎮ 分化出丛生苗的愈伤块约有
一半的面积被褐化死亡
Ｍｏｓｔ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎬ ｂｕｔ ｓｍａｌｌ ａｎｄ ｇｒｅｗ
ｓｌｏｗｌｙ. Ａｂｏｕｔ ｈａｌｆ ａｒｅａ ｏｆ ｅａｃｈ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔｉａｔｅｄ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅａｄ

５０.０ ６５.５ ± ２.５２Ｃ 在分化出的丛生苗的愈伤面积中约
７０％~８０％被褐化ꎬ而且分化出的丛
生苗极小
Ａｂｏｕｔ ７０％－８０％ ａｒｅａ ｏｆ ｅａｃｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎ
ｔｉａｔｅｄ ｃａｌｉｉ ｗｅｒｅ ｄｅａｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｖｅｒｙ ｓｍａｌｌ

１００.０ ２０.２５ ± ２.１６Ｅ 大部分愈伤死亡ꎬ而存活的愈伤块表
面变绿ꎬ却未能观察到丛生的小苗
Ｍｏｓｔ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅａｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｔｕｒｎｅｄ ｉｎｔｏ ｇｒｅｅｎ ｂｕｔ
ｎｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ

１.３ 实验方法

将生长良好的愈伤组织分别放入含不同浓度和

种类抗生素的分化培养基中培养ꎬ如 ５、１０、１５、２０、３０、
５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的卡那霉素ꎬ１０、２０、３０、５０、１００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的

潮霉素ꎬ３００、５００、１ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的头孢噻呋钠和 ５００、
１ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的氨苄青霉素ꎮ 每瓶大约 ３０ 块愈伤组

织ꎬ重复四次ꎬ以未添加抗生素的分化培养基为对照ꎮ
培养条件为(２５ ± １)℃ꎬ２ ０００ ｌｘ 光照 １２ ｈ / ｄꎮ ３ 周后

观察不同抗生素及其浓度对金发草愈伤组织生长和

诱导丛生芽的抑制作用ꎬ拍照ꎬ记录数据并分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 卡那霉素对金发草愈伤组织生长分化的影响

表 １ 显示ꎬ金发草愈伤组织对卡那霉素的敏

感性很强ꎮ当卡那霉素浓度为１０ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ金发草

０４２１ 广　 西　 植　 物　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３６ 卷



图 １　 卡那霉素对金发草愈伤组织生长分化的影响　 Ａ. 对照ꎬ未加卡那霉素ꎻ Ｂ. １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１卡那霉素ꎮ
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｐａｎｉｃｅｕｍ ｃａｌｌｕｓ　 Ａ. ＣＫꎬ ｎｏ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓꎻ Ｂ. １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ.

图 ２　 潮霉素对金发草愈伤组织生长分化的影响　 Ａ. １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１潮霉素ꎻ Ｂ. １００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１卡那霉素ꎮ
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｐａｎｉｃｅｕｍ ｃａｌｌｕｓ

Ａ. １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎꎻ Ｂ. １００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ.

愈伤组织的生长和分化受到明显抑制ꎬ并出现大量

白化苗(图 １)ꎬ但分化率仍有 ３６.５６％ꎮ 当卡那霉素

浓度为 １５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ金发草愈伤组织的分化率为

１１.９４％ꎬ只有很小部分的愈伤分化出绿色的丛生

苗ꎮ 然而ꎬ当卡那霉素浓度为 ２０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ金发草

愈伤组织基本褐化死亡ꎬ分化率也只有 ２.２６％ꎮ 因

此ꎬ１５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的卡那霉素浓度适合作为金发草遗

传转化体系中的抗性筛选剂ꎮ
２.２ 潮霉素对金发草愈伤组织生长分化的影响

由表 ２ 可知ꎬ金发草愈伤组织对潮霉素的敏感

程度比卡那霉素弱ꎬ但毒害作用大ꎮ 与 １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１

的卡那霉素相比ꎬ１０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的潮霉素几乎不影响金

发草愈伤组织的分化ꎬ其分化率仍可达到 ９５.２５％ꎬ但
分化出来的丛生苗较小(表 ２ꎬ图 ２:Ａ)ꎮ 当潮霉素
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图 ３　 头孢噻呋钠和氨苄青霉素对金发草愈伤组织生长分化的影响　 Ａ. ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１头孢噻呋钠ꎻ
Ｂ. １ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１头孢噻呋钠ꎻ Ｃ. ５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１氨苄青霉素ꎻ Ｄ. １ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１氨苄青霉素ꎮ

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ ｓｏｄｉｕｍ ａｎｄ Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｐａｎｉｃｅｕｍ
ｃａｌｌｕｓ　 Ａ. ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ ｓｏｄｉｕｍꎻ Ｂ. １ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ ｓｏｄｉｕｍꎻ Ｃ. ５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎꎻ Ｄ. １ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ.

浓度为 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ仍有超过一半的愈伤组织可

以分化出丛生苗ꎬ只是在分化出的丛生苗的愈伤面

积中有 ７０％~ ８０％被褐化ꎬ而且分化出的丛生苗极

小ꎮ 另外ꎬ当潮霉素浓度达到 １００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ大部

分愈伤死亡ꎬ而存活的愈伤块表面变绿ꎬ说明仍有愈

伤组织分化ꎬ分化率为 ２０.２５％ꎬ只是未能观察到丛

生的小苗(图 ２:Ｂ)ꎮ 这说明潮霉素比卡那霉素对愈

伤组织分化率的影响较小ꎬ但毒害作用更大ꎬ主要导

致愈伤组织的褐化或死亡ꎬ很少有白化现象ꎮ 因此ꎬ
潮霉素不适合作为金发草愈伤组织遗传转化体系中

的抗性筛选剂ꎮ

２.３ 头孢噻呋钠和氨苄青霉素对金发草愈伤组织生

长分化的影响

本研究中ꎬ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的头孢噻呋钠对金发草

愈伤组织分化影响很小ꎬ分化出来的丛生苗生长良

好(图 ３:Ａ)ꎮ 然而ꎬ当头孢噻呋钠浓度达到 １ ０００
ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ约一半的愈伤被抑制生长ꎬ且分化出的

小苗颜色发黄且有白化现象(图 ３:Ｂ)ꎮ 这说明高浓

度的头孢噻呋钠对金发草愈伤组织有一定的毒害作

用ꎮ 因此ꎬ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的头孢噻呋钠可以作为金发

草遗传转化体系中的抑菌剂ꎮ
与头孢噻呋钠相比ꎬ 氨苄青霉素对金发草愈伤
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表 ３　 头孢噻呋钠和氨苄青霉素对金发草愈伤组织生长分化的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ ｓｏｄｉｕｍ ａｎｄ Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｐａｎｉｃｅｕｍ ｃａｌｌｕｓ

抗生素浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

分化率
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)
愈伤组织生长分化情况
Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｌｕｓ

Ｃｅｆ(３００) ９０±５.１０ＡＢ 极少量愈伤未分化ꎬ分化出的丛生苗生长良好
Ｖｅｒｙ ｌｉｔｔｌｅ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ

Ｃｅｆ (５００) ７１.２５±２.２２Ｃ 有小部分愈伤未分化ꎬ分化出的丛生苗生长良好
Ａ ｓｍａｌｌ ｐａｒｔ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗａｓ ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄꎬａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ

Ｃｅｆ (１ ０００) ５６.７５ ± １.７１Ｄ 约有一半的愈伤没有分化ꎬ且分化出的丛生苗颜色发黄或白化
Ａｂｏｕｔ ｈａｌｆ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｗｉｔｈ ｙｅｌｌｏｗ ｃｏｌｏｕｒ ｏｒ ａｌｂｉｎｏ

Ａｍｐ (５００) ９５.２５ ± ３.３０Ａ 极少量愈伤未分化ꎬ分化出的丛生苗生长良好
Ｖｅｒｙ ｌｉｔｔｌｅ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ

Ａｍｐ (１ ０００) ８５.７５ ± ２.８７Ｂ 有少部分愈伤未分化ꎬ分化出的丛生苗较小ꎬ长势好
Ａ ｓｍａｌｌ ｐａｒｔ ｏｆ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｗａｓ ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｓｍａｌｌ ｂｕｔ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ

　 注: Ｃｅｆ 表示头孢噻呋钠ꎬＡｍｐ 表示氨苄青霉素ꎻ分化率数据用平均值±标准差表示ꎬ且数据后的不同大写字母表示处理间在 ０.０１ 水平有显著差异ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｃｅｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ ｓｏｄｉｕｍꎬ Ａｍｐ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎꎻ Ｄａｔａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅｓ ｂｅｈｉｎｄ ｔｈｅ ｄａｔａ ｒｅｐｒｅ￣
ｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ０.０１.

组织的抑制作用不太明显ꎬ当氨苄青霉素浓度为

５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ对金发草愈伤组织的生长分化基本

无影响ꎬ分化出的丛生苗生长良好(表 ３ꎬ图 ３:Ｃ)ꎮ
当氨苄青霉素浓度为 １ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ仍有 ８５.７５％
的分化率ꎬ只是分化出的丛生苗较小但长势好ꎬ此外

氨苄青霉素也能有效抑制细菌生长ꎮ 因此ꎬ较高浓

度的氨苄青霉素也可以作为金发草遗传转化体系中

的抑菌剂ꎮ

３　 讨论与结论

在农杆菌介导的植物高效遗传转化体系中ꎬ选
择合适的抗性筛选剂和抑菌剂是至关重要的(王关

林和方宏笃ꎬ２００２)ꎮ 然而ꎬ所选择抗生素种类和浓

度因植物受体材料的不同而有所差异ꎮ 抗性筛选剂

是与转化所用载体中的抗性基因有关ꎬｎｐｔⅡ基因以

其生物安全性好且易于筛选而广泛用于农杆菌介导

的植物遗传转化研究中(王紫萱和易自力ꎬ２００３)ꎮ
然而ꎬ不同植物受体材料对卡那霉素的敏感程度不

尽相同ꎮ 如 Ｊｉｎ ｅｔ ａｌ(２００６)在建立苜蓿愈伤组织的

遗传转化体系时ꎬ发现当使用 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的卡那霉

素时ꎬ转化频率达到最高ꎮ 邢文超等(２００６)发现薰

衣草对卡那霉素很敏感ꎻ６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的卡那霉素导致

薰衣草不能诱导出愈伤ꎻ１０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的卡那霉素致

使薰衣草外植体黄化甚至死亡ꎮ 常用的抗性筛选剂

有卡那霉素和潮霉素ꎮ 本研究发现卡那霉素和潮霉

素对金发草愈伤组织均有较强的抑制作用ꎬ但潮霉

素对金发草愈伤组织的毒害太大ꎬ甚至直接褐化死

亡ꎮ 当潮霉素浓度达到 １００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ大部分愈伤

死亡ꎬ而存活的愈伤块表面变绿ꎮ 这与老芒麦对潮

霉素的敏感性相似(李达旭等ꎬ２００６)ꎮ 因此ꎬ选择

卡那霉素作为金发草愈伤组织遗传转化体系中的抗

性筛选剂ꎮ 但抗性筛选剂的浓度不能太低也不能太

高ꎬ太低会产生过多的假阳性植株ꎬ太高会对植物产

生毒害(王关林和方宏笃ꎬ２００２ꎬ王相春等ꎬ２０１１)ꎮ
因此ꎬ１５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的卡那霉素适合作为金发草遗传

转化的抗性筛选剂ꎮ
在农杆菌介导的植物遗传转化体系中ꎬ外植体

与农杆菌共培养之后ꎬ需要清洗外植体上附着的农

杆菌ꎬ同时为抑制农杆菌的繁殖ꎬ必须在筛选培养基

中加入抑菌剂(徐淑红和徐香玲ꎬ２００４ꎻＷｕ ｅｔ ａｌꎬ
２００５)ꎮ 但是ꎬ抑菌剂在对农杆菌生长起抑制作用

的同时ꎬ也会对植物受体材料的生长分化产生影响ꎮ
因此ꎬ有必要对抑菌剂进行敏感性实验ꎬ以便找出抑

菌效果好而对植物受体材料生长与分化的影响最小

的抗生素并确定其适宜浓度ꎮ 由于头孢噻呋钠与生

长素 ２ꎬ４￣Ｄ 和 ＮＡＡ 等有相类似的化学结构ꎬ因此头

孢噻呋钠在植物组织培养中具有激素效应ꎬ低浓度

能促进植物愈伤组织的分化与生长ꎬ但浓度过大会

对植物组织有一定的副作用(詹立平等ꎬ２００４)ꎮ 本

研究中发现高浓度的头孢噻呋钠(１ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)对
金发草愈伤组织毒害较大ꎬ会影响转基因植株的再

生ꎬ不适宜做抑菌剂ꎮ 但是ꎬ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的头孢噻

呋钠能有效抑制农杆菌的生长且对金发草愈伤组织
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影响很小ꎮ 而且 Ｌｉ ｅｔ ａｌ(２０１５)发现 ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的

头孢噻呋钠能够有效抑制杂菌的生长ꎬ因此ꎬ可以作

为金发草愈伤组织遗传的转化体系中的抑菌剂ꎮ 与

头孢噻呋钠相比ꎬ金发草愈伤对氨苄青霉素的敏感

性较弱ꎮ 当氨苄青霉素浓度为 ５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ对金

发草愈伤组织的生长分化基本无影响ꎬ分化生的丛

生苗生长良好ꎮ 这和吴关庭等(２００５)的抗生素对

高羊茅的研究结果一致ꎮ 较高浓度的氨苄青霉素对

金发草愈伤组织的影响也很小ꎬ可以作为金发草愈

伤组织遗传转化体系中的抑菌剂ꎮ
总之ꎬ本研究比较分析了卡那霉素、潮霉素、头孢

噻呋钠和氨苄青霉素对金发草愈伤组织生长分化的

影响ꎬ成功确定了 １５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的卡那霉素适合作为金

发草愈伤组织遗传转化体系中的抗性筛选剂ꎻ３００
ｍｇ􀅰Ｌ￣１头孢霉素和较高浓度的氨苄青霉素均适合作

为金发草愈伤组织遗传转化体系中的抑菌剂ꎮ 这为

金发草的遗传改良及功能性基因的研究奠定了基础ꎮ
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