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籼稻明恢 !" 成熟种子愈伤组织的诱导

及转基因水稻的抗性检测

王莉江 明小天 安成才" 苑华毅 陈章良
（北京大学蛋白质和植物基因工程国家重点实验室，北京 !%%"1!）

摘 要 利用不含附加营养成分的 $，4/F 培养基（$<GHI）诱导明恢 3# 的成熟种子，0 天预诱导后获得了大量的愈伤

组织。利用基因枪辅助的土壤农杆菌转化法将天花粉蛋白（7J=>?(K-@L?=@，7MN）基因转入籼稻明恢 3# 的愈伤组织，

并通过再生（含有 #<GHI 3/O6，%*&<GHI 6O6 和 !<GHI +66 的 +3 培养基）获得了转基因植物。N(DL?8J@ P)(L 分析和

Q8KL8J@ P)(L 检测证明外源基因已经插入到 7% 代明恢 3# 的基因组中并获得了表达。初步研究结果表明，转基因水

稻对稻瘟病菌侵染具有抗性。
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水稻品种中有 "%T以上是籼稻品种。因此对

籼稻品种进行遗传改良具有特别重要的意义。目前

籼稻转基因工作有许多成功的报道。这些工作大多

使用易于诱导愈伤组织，易于再生的未成熟胚作材

料，而很少使用成熟种子［!］。从许多籼稻品种的成

熟种子诱导愈伤组织非常困难，影响了其在转基因

工作中的应用。籼稻明恢 3# 是目前中国大田推广

品种之一。我们使用一种简便的方法，即将明恢 3#
的成熟种子先置于不含营养成分的培养基上进行预

诱导，得到了大量的愈伤组织。利用该愈伤组织进

行基因枪辅助的土壤农杆菌转化，将天花粉蛋白基

因导入到明恢 3# 的基因组中并获得了再生植株。

根据核糖体灭活蛋白的分子结构，它可分成两

类：!型（只有一条肽链）和"型（由 6、O 两条肽链

通过二硫键组成）。其中 6 链与!型核糖体灭活蛋

白相似，O 链则具有凝集素（I8>L=@）的活性［$］。核糖

体灭活蛋白可以作用于真核生物核糖体大亚基中

JU+6 保守颈环上的特定位点，使核糖体被破坏，影

响核糖体与 ;9/$H27V 复合物的结合，从而导致细胞

中蛋白质合成的抑制［# W 3］。

天花粉蛋白（7J=>?(K-@L?=@）是从栝楼（3*#0"(&+$4
/"%& 5#*#,(6##）的块根中提取出的中药天花粉的主要

活性成分，它属于!型核糖体灭活蛋白。!00% 年，

M?(X 等首先从栝楼核 F+6 中分离得到了天花粉蛋

白的全长基因，该基因没有内含子，编码 $"0 个氨基

酸，其中包括 $# 个氨基酸的信号肽和 !0 个氨基酸

的 #Y附加序列［1］。!00$ 年，我们实验室的鲍一明等

人也克隆到了天花粉蛋白基因［"］，该序列和 M?(X 发

表的序列有 & 个核苷酸的差异，与 K?(X 等由 <U+6
得到的天花粉蛋白 >F+6 序列有 3 个核苷酸的不

同。研究发现，Z 型核糖体灭活蛋白，如美洲商陆抗

病毒蛋白（V6V）、香石竹毒蛋白（F=-@L?=@K）、天花粉

蛋白对植物病毒具有抗性［0 W !!］；V6V、大麦、玉米等

的核糖体灭活蛋白对于立枯丝核菌（7"#8(0/($#+ &(4
,+$#），粗糙脉胞菌（9%)*(&:(*+ 0*+&&+）等真菌具有抑

制作用［0，!$ W !4］。我们还发现，利用大肠杆菌表达的

天花粉蛋白在体外实验中对 0 种真菌的生长具有抑

制作用［!&］，而且转天花粉蛋白基因的烟草和粳稻分

别对烟草赤星病菌（ ;,/%*$+*#+ ,($1#:%&），稻瘟病菌

（<2*#0),+*#+ (*28+%）的侵染产生抗性［!3］。在本论文

中，我们将天花粉蛋白基因转入籼稻明恢 3# 中，希

望能得到增强对稻瘟病菌抗性的转基因籼稻。

# 材料和方法

# $# 菌种和质粒

土壤农杆菌菌种 ;[6!%& 由澳大利亚 M-<P=- 中



心的 !"#$%&’ ()**)&+,- 博士提供。菌种使用 ./ 培养

基培养后置于 0 123冰箱保存。45672289: 质粒的

构建同以前的报道［6;］（质粒构成图见图 6）。稻瘟病

菌为本实验室保存菌株（!"#$%&’(#$( )#"*(+）。

图 6 质粒 45672689: 的示意图

<"=>6 5,-+?&@#?",- ,* ?$) 4A%+B"’ 45672689:
7CD 4&,B,?)&：5%@A"*A,E)& B,+%"# F"&@+ 7CD 4&,B,?)&；G5D：G&"#$,+%-8

?$"- =)-)；H,+：H,+ 7I ?)&B"-%?,&；,"-#：$J=&,BJ#"-（!）；7CD 4,AJK：

5%@A"*A,E)& B,+%"# F"&@+ 7CD 4,AJK；G8L,&’)&（.)*?）：.-#)/(%0+#$&1 G8

MHK A)*? L,&’)&；G8L,&’)&（!"=$?）：.-#)/(%0+#$&1 G8MHK &"=$? L,&’)&；

NO9OP：!)+?&"#?",- )-QJB) 2%)! RO3$45RRRO6/( R

! "# 土壤农杆菌感受态的制备和转化

6 B. N9K62C 在液体 ./ 培养液中 ST3 培养

UT$ 后转入 C2 B. 新鲜 ./ 培养基继续培养 7$。于

U3 U222&OB"- 离心 CB"-，去除上清后加入 T B. 预冷

的 2 >6B,AO. 5%5AS 和 2 >2C B,AO. V=DWU 重悬，同上离

心。去上清后再加入 2XT B. 上 述 溶 液 混 匀。取

S22!. 感受态细胞，加入 C!.（2XC!=）45672289: 质

粒冰上放置 U2B"-，液氮冷冻 C2+ 后立即放入 US3
水浴热击 Y2+，冰上放置 CB"-。加入 T22!. ./ 培养

基于 ST3恢复培养 6$。将培养后的菌铺在含 C2!=O
B. 卡那霉素的 ./ 培养基上，ST3培养 S’。

!$% 明恢 &% 愈伤组织的诱导

明恢 ;7 成熟种子由中科院遗传所张文俊博士

提供。种子去壳后消毒。接种在 7 种培养基上：6）

H; 培养基（分别含 S B=O.，7 B=O. 或 U B=O. S，U8
M）；S）VD 培养基 S，U8M 含量同上；7）蒸馏水加 TZ
琼脂粉（SB=O. S，U8M）。在 6）和 S）两种培养基上的

种子经 7’ 暗培养后将盾片切下，分别接种在相应的

H; 或 VD 培养基上继续暗培养。在 7）即蒸馏水培养

基上培养的种子经 Y’ 暗培养后将盾片切下接种到新

鲜 VD 培养基（SB=O. S，U8M）上，继续暗培养 U 周可以

获得较好的愈伤组织。新生的愈伤组织转移到新鲜

的 H; 培养基（7B=O. S，U8M）上，每隔 U 周继代 6 次，继

代 S [ 7 次后获得的愈伤组织可用于转化。

!$’ 基因枪辅助的土壤农杆菌法转化水稻

转化方法同以前的报道［61］。

!$( 转基因植株的再生

明恢 ;7 愈伤组织转化后去除头孢噻肟（5)*,8
?%\"B)），然后转入预再生培养。在预再生 H; 培养

基（7B=O. S，U8M，CB=O. K/K）上光照培养 S 周后转

入另一预再生 H; 培养基（SB=O. /K，6B=O. K/K），

经 U 周培养转移后即可出苗。待苗生根后转入不含

激素的 VD 培养基中。以上所有培养基均需加入

C2B=O. 潮霉素（9J=&,BJ#"-）进行筛选。

明恢 ;7 转基因植株再生条件的考察：6）预再生

条件：预再生培养基选用不同浓度的 K/K，并考察不

同的预再生培养时间。预再生后均转入相同的再生

培养基（6B=O. K/K，SB=O. ;8/K，6B=O. HKK ）。S）再

生条件：预再生培养基（7B=O. S，U8M，CB=O. K/K ）相

同，再生培养基选不同浓度的 K/K 和 HKK。

!$& )*+,-./0 12*, 和 3.4,./0 12*, 检测

同以前的报道［6;］。

!$5 抗真菌实验

稻瘟病菌孢子的获得同以前的报道［6;］。待再生

出的转基因水稻苗长出较多的根后将其移至土壤中。

再继续生长 S 周后，用浓度约为 6XC ] 62; 个OB. 的稻

瘟病菌孢子悬浮液喷洒接种。每隔 7’ 喷 6 次，共喷

洒 S 次，并保持植物置于高湿度的温室条件。

# 结 果

#$! 明恢 &% 愈伤组织的诱导

利用明恢 ;7 成熟种子在 H; 或 VD 培养基上直

接诱导愈伤组织 非 常 困 难。在 H; 和 VD 培 养 基

（SB=O. 或 7B=O. S，U8M）上直接从成熟种子诱导愈伤

组织时，种子盾片虽然在 S 周内迅速膨胀，但 7 周

后膨大的盾片由浅黄色变成白色致密形态，显示出

分化迹象。随后继续培养不再形成蓬松的愈伤组织

形态。继代后即使提高 S，U8M 浓度也无法获得满意

的愈伤组织。而在 U B=O. S，U8M 的培养基上诱导的

膨大盾片组织边缘在 S [ 7 周内出现褐色而不能正

常生长。只有在无盐无维生素无糖的蒸馏水（含有

SB=O. S，U8M）培养基上进行愈伤组织预诱导，才可

以在 7 周内获得蓬松的愈伤组织。获得愈伤组织的

频率为 U1O66S（出愈伤种子数O接种种子数）。在此

时将该愈伤组织转移到含 7 B=O. S，U8M 的 H; 培养

基上继代 6 [ S 次（每次 7 周）即可用于基因转化。

#$# 愈伤组织的转化效率和转基因植物的再生

愈伤组织的转化效率见表 6。明恢 ;7 的转化

效率最高可以达到 72Z，而最低只有 62Z，较中花

T 号稍低［61］。抗性愈伤组织去除 5)*,?%\"B) 后转入

预再生培养基培养 S 周，其形态无重大改变。考察

表明，预再生条件选用 7B=O. S，U8M 和 CB=O. K/K
处理 S 周，则对以后的再生具有较好的效果（见表

S）。而再生培养基除附加 7B=O. ;8/K 外还须加入

US7 生 物 工 程 学 报 6T 卷



!"#$%&’ ()( 和 *$%&’ +(( 则对再生有利。如再生

培养基中只有 ,-)( 时，愈伤组织可迅速出现绿点，

但不再继续出芽（见表 .）；有 ,-)( 和 ()( 时，也几

乎不出芽；加入 +(( 后，出芽率明显增加，其中含有

!"#$%&’ ()( 和 *$%&’ +(( 的组合为最佳。参见明

恢 ,. 的转基因再生苗（文前彩图 /0123 4-(），再生条

件为 .$%&’ ,-)(，!"#$%&’ ()( 和 *$%&’ +((。

表 ! 基因枪辅助的土壤农杆菌 "#$!%&’()!*%%+#, 转化明

恢 -* 的转化效率

./012 ! .32 2445652768 94 !"#$%&’()#*+, "#$!%&+:2;5/<2;
<=/7>49=:/<597 ?5<3 <32 321( 94 09:0/=;:27<（ <32 (1/>:5;
()!*%%+#, ?/> <=/7>49=:2; 57<9 6/115 94 57;56/ =562 :57@3A5 -*）

56210 71008 +69 :;%< 71008 +69 =1286&>
*#! ?# .!"!
*.* .@ @?"?
*A? ?B @#"#
@!B @* *!"*
*.@ @# *A"C

表 B 预再生条件筛选：在含有相同 *:@’C B，D+E 的条件下，

不同浓度的 $F$ 及预再生时间的比较

./012 B G2126<597 94 (=2+=2@272=/<597 697;5<597：69:(/=5>97
94 ;5442=27< 697627<=/<597 94 $F$ /7; (2=59; 94 (=2+=2@272=/+
<597 ?5<3 *:@’C B，D+E :2;5A:

D6E73E2<1286E
6F ()(
&（$%&’）

D1008
+69 &
G62203
+69

)62203 +69
H.

<3%3E3<123I
J33I08E%J
&G62203

@
<3%3E3<123I
J33I08E%J
&G62203

*
<3%3E3<123I
J33I08E%J
&G62203

!
<3%3E3<123I
J33I08E%J
&G62203

/3<86I 6F
K<3-<3%3E3<

1286E
&L33MJ

! ! ! A @
@"# ?A&A ! ! ! A .

! ! * B ?
. * ! ? @

#"! ?,&A . ! * ? .
! @ * # ?
* ! * , @

B"# ?A&A ! . * ? .
! * @ # ?

表 * 再生培养基中 H$$ 和 $F$ 的组成比例对明恢 -* 出

苗的影响

./012 * .32 24426< 94 H$$’$F$ =/<59 57 :2;5A: 97 =2@272+
=/<597 94 57;56/ =562 :57@3A5-* 6/115

D6E73E2<1286E
6F

+((&（$%&’）

D6E73E2<1286E
6F

()(&（$%&’）

)62203 +69
!

<3%3E3<123I
J33I08E%J
&G62203

*
<3%3E3<123I
J33I08E%J
&G62203

@
<3%3E3<123I
J33I08E%J
&G62203

H.
<3%3E3<123I
J33I08E%J
&G62203

!

! *! ! ! !
! !"# *! ! ! !

*"! C ! ! *
! B ! @ *

*"! !"# ? @ ! ?
*"! # * * .

BI* 转基因植物的分子检测

首先对转基因再生植株中的天花粉蛋白基因进

行了 /D= 检测（结果未显示），之后对 /D= 表现为阳

性的 , 棵植株进行了 N6O2P3<E G062 分析（彩图 /0123 4-
)），结果表明天花粉蛋白基因已经整合到明恢 ,. 的

基因组中。转基因水稻的 L3J23<E G062 分析结果表

明，天花粉蛋白在转基因水稻明恢 ,. 中得到了正常

的表达（彩图 /0123 4-D）。

BID 转基因植物的抗真菌试验

经检测筛选的转基因阳性水稻 # 株（5! 代）和 ,
株未转基因水稻苗（作为对照）分别用稻瘟病菌的孢

子悬浮液喷洒感染，并保持在高湿的生长环境。接

菌 BI 后，未转基因对照植株的叶片上出现可见的褐

色稻瘟病斑，而在转基因植株叶片上观察到可见病

斑至少要推迟 @I。接菌 @ 周后对照植株和转基因

植株叶片上的病斑扩散程度出现明显差异（彩图

/0123 4-Q）。在转基因植株叶片上的病斑数目少、扩

散慢且病斑小，表现出对稻瘟病菌的侵染及其扩大

感染的抗性增强。

* 讨 论

籼稻在水稻的组织培养和基因转化中较难操

作，其原因是：*）从籼稻成熟种子诱导愈伤组织较

难；@）籼稻愈伤组织的植株再生率较低。由于成熟

种子取材容易，所以解决籼稻成熟种子的组织培养、

基因转化及其再生技术，将对籼稻的分子育种及其

品种改良具有现实意义。

按照通常的愈伤组织诱导方法，无论在 RN 或

+, 培养基上直接从明恢 ,. 的成熟种子中诱导愈伤

组织都很困难。因此设计了一个预培养步骤，即先

将明恢 ,. 种子在除 @，?-Q 以外不含任何营养成分

的培养基上萌发 CI，然后再转移到含 @ $%&’ @，?-Q
的 RN 培养基上，可以在随后的 ? 周内获得大量的

愈伤组织。明恢 ,. 愈伤组织的转化效率从 *!>到

.!>不等，与 :838 等的报道相近［*］。另外，愈伤组织

再生时需要在培养基中加入 *$%&’ 的 +((。

在成功地建立了从籼稻明恢 ,. 的成熟种子中

诱导愈伤并获得再生苗的体系后，我们将天花粉蛋

白基因转入明恢 ,. 的愈伤组织中，N6O2P3<E G062 和

L3J23<E G062 分析证明了天花粉蛋白基因已整合到再

生植株的基因组中并得到了表达。通过与转天花粉

蛋白基因的粳稻中花 A 号的抗性特征比较［*,］，转天

花粉蛋白基因的籼稻明恢 ,. 对稻瘟病菌的感染同

样具有抑制作用。这一结果进一步表明，在高等禾

谷类作物中表达核糖体灭活蛋白基因能够增强作物

对真菌病害的抗性，减轻真菌病害对作物的感染及

#@.. 期 王莉江等：籼稻明恢 ,. 成熟种子愈伤组织的诱导及转基因水稻的抗性检测



危害程度。天花粉蛋白的核糖体灭活功能使其在基

因工程的应用中需要考察对宿主的毒性和生物安全

性问题。虽然 !"# 等人［$%］的报道显示天花粉蛋白

基因对烟草宿主植物有一定的伤害，但是在我们的

转基因水稻明恢 &’ 的生长过程中没有观察到与未

转基因的水稻有明显的差异，而且我们以前关于转

天花粉蛋白的中花 ( 号水稻的研究中也没有发现天

花粉蛋白影响转基因水稻的生长，种子成熟和结实

率［$)］。这可能是因为不同植物的核糖体对天花粉

蛋白的敏感性不同或外源基因所插入位点的不同所

致。在生物安全性方面可以通过选择保留原有抗真

菌活性不变但免疫原性大大降低的突变体蛋白基

因，以及选用幼苗发病期特异表达或组织特异性表

达的启动子等方法来解决。
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