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丹参不同愈伤组织诱导及遗传转化体系优化
张林甦１∗ꎬ 邵芬娟２ꎬ 秦利军３

( １. 黔南民族医学高等专科学校 药学系ꎬ 贵州 都匀 ５５８００３ꎻ ２. 中国林业科学研究院 林业研究所林木遗传育种国家重点实验室ꎬ
北京 １０００９１ꎻ ３. 贵州大学 农业生物工程研究院 山地植物资源保护与种质创新省部共建教育部重点实验室ꎬ 贵阳 ５５００２５ )

摘　 要: 为了获得满足不同目的组织培养材料和稳定高效的遗传转化体系ꎬ该研究以丹参叶片和茎段为外植

体ꎬ采用含不同浓度的植物激素(植物生长物质)的 Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ Ｓｋｏｏｇ(ＭＳ)培养基ꎬ探索诱导丹参产生不同愈伤

的条件ꎻ采用正交法考察浸染时间、共培养时间、筛选压等对农杆菌介导的丹参遗传转化体系的影响ꎬ并根据

出芽率及转化阳性率优化丹参遗传转化体系ꎮ 结果表明:(１)能较快诱导丹参叶片产生愈伤的是 ＭＳ＋０.５
ｍｇＬ￣１ ６￣ＢＡ＋０.５ ｍｇＬ￣１ ２ꎬ４￣Ｄꎻ诱导茎较快产生愈伤的是ＭＳ＋０.１ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ＋０.５ ｍｇＬ￣１ ６￣ＢＡꎻ １ ｍｇＬ￣１

反式玉米素(ＺＲ)可能有利于诱导产生含有丹参酮的愈伤组织ꎻ１.０ ｍｇＬ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ 较易诱导丹参愈伤组织生

根ꎮ (２)以卡那霉素为筛选剂时农杆菌 ＧＶ３１０１ 介导的丹参遗传转化的条件为浸染 ５ ｍｉｎ、共培养 １ ｄ、卡那霉

素 ３０ ｍｇＬ￣１筛选ꎬ经 ＰＣＲ 鉴定转基因阳性率为 ６０％ꎻ而用 １０ ｍｇＬ￣１链霉素筛选阳性率达 ７０％ꎮ 该研究结

果确定了丹参不同愈伤组织诱导条件ꎬ明确了以卡那霉素为筛选剂时农杆菌 ＧＶ３１０１ 介导的丹参遗传转化的

条件ꎬ换用 １０ ｍｇＬ￣１链霉素筛选时体系更加稳定、更易操作、更易重复ꎮ
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ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｖｉｄｅ ｕｓｅｆｕｌ ａｐｐｌｉａｎｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｆ Ｓ. ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａꎬ ｃａｌｌｕｓꎬ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　 　 丹参 ( Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ) 为鼠尾草属 ( Ｓａｌｖｉａ
Ｌｉｎｎ.)植物ꎬ其药用历史悠久ꎬ最早记载于瘙爯神农

本草经瘙爲和瘙爯吴普本草瘙爲ꎬ现临床上广泛应

用于心脑血管等多种疾病的治疗(赵阳等ꎬ２０１０ꎻ李
佑生等ꎬ２００６ꎻ戈升荣等ꎬ２００２)ꎮ 丹参的有效成分为

两大类代表性次生代谢物质:萜类(丹参酮)和酚酸

类(丹酚酸) (郑国墀和柿泽宽ꎬ１９８９ꎻ Ｍａ ｅｔ ａｌꎬ
２０１２ꎻ Ｍａ ｅｔ ａｌꎬ２０１５)ꎮ 同时ꎬ由于丹参基因组较

小ꎬ生长条件简单、生长周期快ꎬ已经成为研究药用

植物萜类和酚酸类的模式植物(宋经元等ꎬ２０１３)ꎮ
随着模式植物如拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、水稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、杨树(Ｐｏｐｕｌｕｓ)等在分子水平上的研

究不断深入ꎬ为人们认识和了解植物的生长发育及

其调控机理提供了大量的参考 (Ｍｕｋｈｅｒｊｅｅ ｅｔ ａｌꎬ
２０１５ꎻＤｅｌ Ｔｏｒｏ￣Ｄｅ ｅｔ ａｌꎬ２０１６ꎻ Ｓｈｉ ｅｔ ａｌꎬ２０１５ꎻＤｉｎｇ ＆
Ｎｉｌｓｓｏｎꎬ ２０１５)ꎮ 因此ꎬ组织快繁再生、遗传转化等

技术是对植物进行研究的重要基础ꎮ
丹参的组织培养条件宽泛ꎬ一定范围内的植物

激素(植物生长物质)配比均能诱导出愈伤并再生

植株(王建英和刘涤ꎬ１９８７ꎻ胡月红等ꎬ１９９２ꎻ姜广奋ꎬ
１９９４ꎻ赵洁等ꎬ１９９９ꎻ田宇红和王喆之等ꎬ２００３)ꎮ 郭

肖红等(２００７ａꎬ ｂ)主要从培养基的氮源、碳源及有

机物等方面研究了丹参不定根的培养条件ꎬ张荫麟

等(１９９７)用发根农杆菌和根癌农杆菌转化丹参得

到冠瘿瘤和毛状根再生得到丹参植株ꎬ但是他们没

有转入目的基因ꎬ没有涉及抗性筛选的步骤ꎮ 这些

研究对于丹参的组织培养具有重要意义ꎬ但是至今

还没有系统性的试验ꎬ尤其是从不同植物激素的影

响来探讨丹参不同愈伤产生的条件ꎬ而这些不同愈

伤对于丹参的进一步研究具有重要意义ꎮ 对于丹参

的遗传转化体系ꎬ 最早是王倩 ( ２００５)、 王丽娟

(２００５)和 Ｙａｎ ＆ Ｗａｎｇ (２００７)报道了用农杆菌介导

的遗传转化体系ꎬ他们构建了含有目的基因的载体

并经根癌农杆菌转化丹参叶片获得阳性植株ꎮ Ｃｕｉ
ｅｔ ａｌ (２０１５)也用 ＲＮＡｉ 载体成功转化出转基因丹

参ꎮ 但是由于丹参品种不同、载体不同、农杆菌不同

等原因ꎬ本实验室在丹参遗传转化实验中发现采用

已有方法其结果随机性较大ꎬ很多时候转化后的丹

参叶片停止生长ꎮ 因此在参阅已有文献的基础上ꎬ
笔者摸索了丹参叶片和茎段为外植体诱导不同愈伤

产生的条件ꎬ用正交法系统地对丹参遗传转化体系

进行了研究ꎬ优化得到较易重复的遗传转化体系ꎬ为
丹参植物的组织培养研究提供了更多的基础工具ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

丹参苗(９９￣３ 品系)由中国医学科学院药用植

物研究所卢善发实验室扩繁保存ꎮ 带有 ＮＰＴＩＩ 基因

激活标签载体由笔者先期构建ꎬ并转入农杆菌

３０１１ 期 张林甦等: 丹参不同愈伤组织诱导及遗传转化体系优化



ＧＶ３１０１ꎮ 植物激素 ６￣ＢＡ、ＮＡＡ、２ꎬ４￣Ｄ 及琼脂粉为

Ｓｉｇｍａ 公司产品ꎬ硫酸卡那霉素为 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司产

品ꎬＭＳ 培养基粉末购自 ｐｈｙｔｏｔｅｃｈ 公司ꎬＤＮＡ 提取试

剂盒购自北京艾德莱生物公司ꎬ其余试剂均为国产

分析纯ꎮ
１.２ 丹参组织培养

切下丹参 ９９３ 成熟无菌苗带腋芽的茎段接种于

１ / ２ＭＳ 培养基(含 ３０％蔗糖ꎬ０.８５％的琼脂)继代ꎬ２
个月左右长成成熟植株ꎬ取较为幼嫩的丹参叶片切

成 ０.５ ｃｍ × ０.５ ｃｍ 的方形ꎬ茎段 １ ｃｍ 左右ꎬ接种在

附加不同浓度植物激素的 ＭＳ 培养基中培养ꎬ１０ ｄ
左右更换一次培养基ꎬ１５ ~ ２０ ｄ 观察愈伤及不定芽

出芽情况ꎮ 切下不定芽接种于 １ / ２ＭＳ 培养基中进

行生根培养ꎮ 待 １~２ 个月后丹参苗生根较多、苗较

壮时移栽在土里继续培养ꎮ
１.３ 丹参遗传转化

１.３.１ 杀死浓度范围的确定　 本实验激活标签载体

以 ＰＢＩ１２１ 为基本载体改造得到ꎬ含有 ＮＰＴＩＩ 基因ꎬ
可编码编码新霉素磷酸转移酶ꎬ产生卡那霉素抗性ꎬ
因此选用不同浓度的卡那霉素来确定杀死浓度范围

(ｋｉｌｌｉｎｇ ｓｃａｌｅ)ꎬ同 １.２ 的操作ꎬ将丹参无菌叶片切成

块后接种在附加不同浓度卡那霉素的 ＭＳ 培养基中

(含 ＮＡＡ ０.１ ｍｇＬ￣１＋ＢＡ １.０ ｍｇＬ￣１)ꎬ２０ ｄ 时观

察出芽及生长情况ꎮ
１.３.２ 遗传转化体系确定　 以正交法设计实验ꎬ４ 因

素(浸染时间、共培养时间、抗生素浓度及乙酰丁香

酮浓度)３ 水平(低、中、高)ꎬ采用正交表 Ｌ９(３４)ꎬ工
作表如表 ２ꎮ 浸染时间低、中、高分别为 ３、５、１０
ｍｉｎꎬ共培养时间低、中、高分别为 １、２ 和 ３ ｄꎬ抗生素

卡那霉素浓度低、中、高分别为 ２０、３０、４０ ｍｇＬ￣１ꎬ
乙酰丁香酮浓度低、中、高分别为 １００、２００、３００ μｍｏｌ
Ｌ￣１ꎮ 分为 ９ 组ꎬ每组 ４ 皿(约 ６０ 个外植体)ꎮ ３０ ｄ
内统计外植体出芽率ꎮ
１.３.３ 丹参遗传转化　 按照最终选定的遗传转化条

件:浸染 ５ ｍｉｎ、共培养 １ ｄ、卡那霉素 ３０ ｍｇＬ￣１筛

选ꎬ按照 １.２ 的操作方法浸染一批丹参叶片ꎬ待不定

芽长出后切下不定芽接种于 １ / ２ＭＳ 培养基中进行

生根培养ꎮ １~２ 个月后待转基因丹参苗生根较多、
苗较壮时移栽在土里继续培养待 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
１.４ 转基因植株的 ＰＣＲ 鉴定

每棵丹参苗取 １ 片叶片(带叶柄)液氮研磨ꎬ按
北京艾德莱公司 ＣＴＡＢ 植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒 ＤＮ１４ 说明书步骤提取 ＤＮＡꎬ电泳检查 ＤＮＡ 提取

质量ꎮ 提取的 ＤＮＡ ２ μＬ 为模板ꎬ用 ＮＰＴＩＩ 正向引

物( ＧＴＡＴＣＣＡＴＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴＧＣＡ ＡＴ)、反向引物

(ＧＡＡＧＡＡＣＴＣＧＴＣＡＡＧＡＡＧＧＣＧＡ) 各 １ μＬꎬ ２ ×
ｐｒｅｍｉｘ ｒＴａｑ １０ μＬꎬ水 ６ μＬꎬ总共 ２０ μＬ 体系进行

ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 扩增程序为 ９４ ℃ ２ ｍｉｎꎬ９４ ℃ ３０ ｓ、
５５ ℃ ３０ ｓ、 ７２ ℃ １ ｍｉｎ ３０ 个循环ꎬ７２ ℃ 延伸 １０
ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ 取 ＰＣＲ 产物 １０ μＬ 上样ꎬ２％琼脂糖

凝胶电泳检测是否有目的条带ꎮ 同时以野生型丹参

作对照(ＣＫ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 各种激素配比情况下丹参愈伤诱导情况

从表 １ 可以看出ꎬ丹参的愈伤较容易诱导ꎬ除了

Ｙ４ 培养基诱导出的愈伤是深褐色ꎬ其余均为绿色或

浅绿色ꎬ具有较好的再生能力ꎬＤ１ 诱导的愈伤易生

根ꎮ Ｙ２ 培养基诱导愈伤最快ꎬ１０ ｄ 左右可观察到愈

伤ꎬＹ１ 培养基诱导茎产生愈伤快于诱导叶ꎮ 根据这

些结果ꎬ对于不同的实验目的可以选择不同的诱导

条件:Ｙ１ 适合于以茎作为外植体ꎬＹ４ 可能适合于考

查愈伤组织产丹参酮的研究(丹参酮呈红色ꎬ会令

愈伤的颜色较深)ꎬ Ｄ１ 适合用于对丹参根的研究ꎬ
而探索丹参遗传转化体系ꎬ需要较多可再生的芽ꎬ因
此在后续实验中选择出芽较多的 Ｙ３ 培养基ꎮ
２.２ 杀死浓度范围

通过观察丹参叶片在含不同浓度的卡那霉素培

养基上的生长状况考察丹参对卡那霉素敏感的敏感

性ꎮ 发现高浓度卡那霉素抑制外植体生长ꎬ７０ ｍｇ
Ｌ￣１卡那霉素 １０ ｄ 内使叶片褐化ꎬ不加卡那霉素的叶

片一直可保持鲜活绿色ꎮ 叶片生长状况及出芽率

(表 ２)随卡那浓度降低而好转ꎮ 未经农杆菌浸染的

丹参叶片可耐受 ５０ ｍｇＬ￣１的卡那霉素ꎮ
２.３ 丹参遗传转化体系确定

农杆菌的浸染对丹参叶片的生长会有影响ꎬ因
此将浸染后的卡那霉素筛选浓度梯度设为 ４０、３０、
２０ ｍｇＬ￣１ꎮ 将浸染时间、共培养时间、卡那霉素浓

度和乙酰丁香酮浓度按正交表 Ｌ９(３４)设计实验ꎬ考
察丹参叶片出芽率ꎬ统计结果见表 ３ꎮ

由表 ３ 可知ꎬ影响丹参遗传转化出芽率的主要

因素是浸染时间、共培养时间和选择压ꎮ 乙酰丁香

酮的浓度对双子叶植物的转化影响不明显(因后续

重复实验中去除乙酰丁香酮对出芽率无大的影

响) ꎮ浸染时间短( ３ｍｉｎ)外源基因整合到丹参基

４０１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 １　 各种激素配比情况下丹参愈伤诱导情况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｆｏｒ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

植物激素
Ｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ
(ｍｇＬ￣１)

ＮＡＡ ６￣ＢＡ ２ꎬ４￣Ｄ

外植体数 (个)
Ｅｘｐｌａｎｔ ｎｕｍｂｅｒ

叶片
Ｌｅａｆ

茎段
Ｓｔｅｍ

愈伤数量 (块)
Ｃａｌｌｕｓ ｎｕｍｂｅｒ

叶片
Ｌｅａｆ

茎段
Ｓｔｅｍ

愈伤性状
Ｃａｌｌｕｓ ｓｔａｔｕｓ

Ｙ１ ０.１ ０.５ ０ ３０ ２０ ２４ １８ 浅黄色
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

Ｙ２ ０ ０.５ ０.５ ３０ ２０ ２５ １２ 浅黄绿色
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎ

Ｙ３ ０.１ １.０ ０ ３０ ２０ ２５ １５ 绿色ꎬ出芽多
Ｇｒｅｅｎꎬ ｍａｎｙ ｓｐｒｏｕｔｓ

Ｙ４ 仅含玉米素 ０.５
ＺＲ ｏｎｌｙ ０.５

３０ ２３ １３ ３ 深褐色
Ｐｕｃｅ

Ｄ１ ０ ０ １.０ ４３ ２９ ２９ ２２ 浅色ꎬ根较多
Ｔｉｎｔꎬ ｍｏｒｅ ｒｏｏｔｓ

表 ２　 卡那霉素对丹参外植体的杀死浓度范围

Ｔａｂｌｅ ２　 ｋｉｌｌｉｎｇ ｓｃａｌｅ ｏｆ ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｔｏ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｒｒｏｈｉｚａ ｅｘｐｌａｎｔ

项目
Ｉｔｅｍ

卡那霉素浓度 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ (ｍｇＬ￣１)

７０ ５０ ４０ ３０ ２０ ０

出芽数 / 外植体数
Ｂｕｄ ｎｕｍｂｅｒ / Ｅｘｐｌａｎｔ ｎｕｍｂｅｒ

０ / ２７ ４ / ２７ １２ / ４５ ２０ / ４５ ２５ / ４５ 很多 Ｍａｎｙ / ４５

出芽率
Ｓｐｒｏｕｔｉｎｇ ｒａｔｉｏ (％)

０ １５ ２７ ４４ ５６ >１００

表 ３　 正交法[Ｌ９(３
４)]考查丹参遗传转化体系

Ｔａｌｂｅ ３　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄ Ｌ９(３
４) ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｒｒｏｈｉｚａ

组别
Ｇｒｏｕｐ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

浸染时间
Ｄｉｍｍｉｎｇ ｔｉｍｅ

(ｍｉｎ)

共培养时间
Ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

(ｄ)

卡那霉素
Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
(ｍｇＬ￣１)

乙酰丁香酮
Ａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ
(μｍｏｌＬ￣１)

出芽数 /
外植体数

Ｂｕｄｓ ｎｕｍｂｅｒ /
Ｅｘｐｌａｎｔ ｎｕｍｂｅｒ

出芽率
Ｂｕｄｓ ｎｕｍｂｅｒ /

ｅｘｐｌａｎｔ
(％)

１ ３ １ ２０ １００ ２２ / ６０ ３７±２.２ｂｃ

２ ３ ２ ３０ ２００ ２０ / ６０ ３３±２.２ｂ

３ ３ ３ ４０ ３００ １９ / ５８ ３２±２.７ｂ

４ ５ １ ３０ ３００ ２６ / ５６ ４６±２.４ｄ

５ ５ ２ ４０ １００ １８ / ６０ ３０±３.３ｂ

６ ５ ３ ２０ ２００ ２３ / ５２ ４５±２.０ｄ

７ １０ １ ４０ ２００ ８ / ４５ １７±２.２ａ

８ １０ ２ ２０ ３００ １１ / ５２ ２１±２.２ａ

９ １０ ３ ３０ １００ ９ / ４３ ２１±４.４ａ

　 注: 采用 ＳＰＳＳ１８ Ｄｕｎｃａｎ’ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ 方法分析ꎬ同一列不同字母表示显著性差异(Ｐ<０.０５ꎬｎ＝ ３) ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＳＰＳＳ１８ Ｄｕｎｃａｎ’ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄꎬ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ(Ｐ<０.０５ꎬｎ＝ ３) .
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图 １　 丹参转基因植株生长过程　 Ａ. Ⅰ. 丹参叶诱导产生愈伤ꎬ Ⅱ. 丹参茎段诱导产生愈伤ꎻ Ｂ. Ⅰ. 转基因芽

从筛选培养基长出ꎬ Ⅱ. 转基因小芽在生根培养基中生长ꎻ Ｃ. 转基因苗移栽到土壤中培养ꎮ
Ｆｉｇ. １　 Ｇｒｏｗｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｓ. ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｐｌａｎｔ　 Ａ.Ⅰ. Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆｒｏｍ Ｓ. ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｌｅａｆꎬⅡ. Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ

ｆｒｏｍ Ｓ. ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｓｔｅｍꎻ Ｂ.Ⅰ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｐｒｏｕｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｔ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｅｄｉｕｍꎬⅡ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｓｈｏｏｔ ｇｒｏｗｉｎｇ ａｔ ｒｏｏｔｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｃ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｅｅｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｉｎ ｓｏｉｌ.

因组的几率理论上会下降ꎬ但是 １ ~ ３ ｄ 的共培养可

以减轻这个问题ꎮ 浸染时间长(１０ ｍｉｎ)对丹参叶片

的损伤较大ꎬ有些叶片浸染后呈现褐色ꎬ后面的生长

状态受影响ꎬ出芽不多ꎮ 浸染 ５ ｍｉｎ 左右较为适宜ꎬ
第 ４ 组和第 ６ 组均能达到 ４５％左右的出芽率ꎬ但是

第 ６ 组共培养时间较长ꎬ农杆菌的生长旺盛ꎬ染菌的

几率加大ꎮ 因此综合考虑ꎬ确定遗传转化条件为浸

染 ５ ｍｉｎꎬ共培养 １ ｄꎬ卡那霉素 ３０ ｍｇＬ￣１ꎮ 转基因

过程及植株生长状况见图 １ꎮ
２.４ 转基因植物的鉴定

提取两组转基因苗的 ＤＮＡꎬ第 １ 组:浸染 ５
ｍｉｎꎬ共培养 １ ｄꎬ用 ３０ ｍｇＬ￣１卡那霉素筛选ꎬ第 ２
组:浸染 ５ ｍｉｎꎬ共培养 １ ｄꎬ　 用 １０ ｍｇＬ￣１链霉素

筛选ꎬ每组 １０ 株ꎬＤＮＡ 经电泳检测质量(图 ２:Ａꎬ
Ｃ)ꎬ然后分别用 ＮＰＴＩＩ 基因的正反向引物做 ＰＣＲ 扩

增做转基因鉴定ꎬ电泳结果见图 ２ꎮ 第 １ 组 １０ 棵植

株中有 ６ 棵呈阳性(第 ３ꎬ第 ４ꎬ第 ５ꎬ第 ７ꎬ第 ８ꎬ第 ９
号植株)ꎬ野生型 ＣＫ 没有条带(图 ２:Ｂ)ꎬ转基因阳

性率达 ６０％ꎮ 第 ２ 组阳性率达到 ７０％(图 ２:Ｄ)ꎮ

这说明本研究丹参遗传转化方法可行ꎬ用链霉素筛

选阳性率高于用卡那霉素筛选ꎮ

３　 讨论与结论

丹参作为重要的药用植物在心脑血管及神经退

行性疾病等方面具有治疗作用 (赵阳等ꎬ ２０１０ꎻ
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ２０１５)ꎬ其中的有效成分丹参酮主要存在

于根ꎮ 因此丹参的组织培养中对于丹参根及丹参酮

的关注较多ꎮ 本研究通过系统考察不同的激素配比

得到不同的愈伤组织ꎬ发现在 ＭＳ 培养基中仅用反

式玉米素 ＺＲ 可诱导出褐色愈伤ꎬ此色素见光易分

解ꎬ这与丹参酮的特点一致ꎬ因此可考虑将反式玉米

素用于诱导丹参酮的研究ꎮ 丹参的毛状根可以用来

研究丹参的次生代谢物(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ２０１５ꎻ Ｓｈｉ ｅｔ
ａｌꎬ２０１６)ꎬ但是这个过程需要发根农杆菌、或携带相

关基因的发根农杆菌的刺激或基因整合ꎬ与植物正

常条件下的生长状态不同ꎬ不定根可以作为研究丹

参根生长发育的工具ꎬ我们发现 １.０ ｍｇＬ￣１的 ２ꎬ４￣

６０１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 ２　 丹参转基因植株鉴定　 Ａ. 第一组植株 ＤＮＡ 电泳图:浸染 ５ ｍｉｎ、共培养 １ ｄ、３０ ｍｇＬ ￣１ 卡那霉素筛选ꎬ泳道依次为 ｍａｒｋｅｒ
(１５ ０００ ｂｐ)ꎬ１－１０ 号植株ꎬ野生型植株(ＣＫ)ꎻ Ｂ. 第一组植株 ＮＰＴＩＩ 基因 ＰＣＲ 验证ꎬ泳道依次为:ｍａｒｋｅｒ (５００ ｂｐ ｌａｄｄｅｒ)ꎬ植株 １－１０ ꎬ野生

型(ＣＫ)ꎻ Ｃ. 第二组植株 ＤＮＡ 电泳图:浸染 ５ ｍｉｎ、共培养 １ ｄ、１０ ｍｇＬ ￣１链霉素筛选ꎬ泳道依次为 ｍａｒｋｅｒ(１５ ０００ ｂｐ)ꎬ植株 １－１０ꎻ Ｄ. ＮＰＴＩＩ
基因 ＰＣＲ 产物电泳图 泳道依次为 ｍａｒｋｅｒ(２ ０００ ｂｐ)ꎬ 植株 １－１０ꎬ阳性菌 Ｐ１－Ｐ３ꎬ野生型植株(ＣＫ)ꎮ
Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ. ｍｉｌｔｉｒｒｏｈｉｚａ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ　 Ａ. ＤＮＡｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ Ｇｒｏｕｐ Ｉ: ｉｍｐｒｅｇｎａｔｉｏｎ ５ ｍｉｎ ａｎｄ ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ １ ｄꎬ ｓｃｒｅｅｎ￣
ｉｎｇ ａｔ ３０ ｍｇＬ￣１ｋａｎａｍｙｃｉｎ. Ｌｉｎｅｓ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ａｒｅ:ｍａｒｋｅｒ (１５ ０００ ｂｐ)ꎬ ＤＮＡ ｏｆ ｐｌａｎｔ １－１０ꎬ ＤＮＡ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ(ＣＫ)ꎻ Ｂ. Ｇｒｏｕｐ Ｉ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＮＰＴⅡｇｅｎｅ. Ｌｉｎｅｓ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ａｒｅ: ｍａｒｋｅｒ (５００ ｂｐ ｌａｄｄｅｒ)ꎬ ｐｌａｎｔ １－１０ꎬ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ (ＣＫ)ꎻ Ｃ. ＤＮＡｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｆｒｏｍ Ｇｒｏｕｐ ＩＩ:ｉｍｐｒｅｇｎａｔｉｏｎ
５ ｍｉｎ ａｎｄ ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ １ ｄꎬ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｔ １０ ｍｇＬ￣１ ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ. Ｌｉｎｅｓ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ａｒｅ: ｍａｒｋｅｒ (１５ ０００ ｂｐ)ꎬ ＤＮＡ ｏｆ ｐｌａｎｔ １－１０ꎻ Ｄ. Ｇｒｏｕｐ ＩＩ ＰＣＲ ｐｒｏｄ￣
ｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＮＰＴⅡｇｅｎｅ. Ｌｉｎｅｓ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ａｒｅ: ｍａｒｋｅｒ(２ ０００ ｂｐ)ꎬ ｐｌａｎｔ １－１０ꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｐ１－Ｐ３ꎬ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ (ＣＫ).

Ｄ 可以促进丹参愈伤生根ꎮ 因此对于不同的研究目

的ꎬ我们可以采用不同的愈伤诱导条件ꎮ
丹参作为药用模式植物(Ｔｉａｎꎬ ２０１１)ꎬ在分子

层面的研究离不开快捷稳定的遗传转化体系ꎮ 王喆

之课题组在利用陕西本地的丹参叶片作外植体ꎬ在
遗传转化方面做了大量工作(王倩ꎬ２００５ꎻ王丽娟ꎬ
２００５ꎻＹａｎ ＆ Ｗａｎｇꎬ２００７)ꎬＣｕｉ ｅｔ ａｌ(２０１５)用山东白

花丹参叶片作外植体也取得成功ꎮ 但是由于丹参品

种繁多且种间差异大、外植体培养条件及状态不同

等原因ꎬ我们用已经完成基因组测序的紫花丹参

９９￣３ 品系无菌苗按照已报道的方法在本研究室只

有最开始的一批转化成功ꎬ成为制约进一步实验的

瓶颈ꎮ 卡那霉素作为筛选抗性基因 ＮＰＴＩＩ 的常用抗

生素ꎬ主要是通过与 ３０Ｓ 核糖体结合ꎬ影响 ｍＲＮＡ
密码的读取ꎬ从而导致蛋白翻译受阻ꎮ 虽然我们的

实验表明了丹参叶片对卡那霉素敏感ꎬ但是用它做

筛选剂重现性差ꎬ常常发现叶片停止生长ꎮ 链霉素

同属于氨基糖苷类ꎬ具有相同的作用机制ꎬ但是在这

类抗生素中毒性较小ꎮ 在本实验中也证实用工作浓

度(１０ ｍｇＬ￣１)的链霉素筛选可以获得较高的转基

因阳性率ꎬ同时实验重现性较好ꎮ 因此认为ꎬ链霉素

似可以作为卡那霉素筛选剂的替代品ꎬ当然这还需

要在其他物种中尝试验证ꎮ 茎也是丹参遗传转化的

好材料ꎬ但是在实际操作中ꎬ浸染农杆菌后农杆菌进

入到其内部ꎬ在后期农杆菌较难除净ꎬ因此我们选择

叶片作为遗传转化外植体ꎮ 另外ꎬ我们摸索出的浸

染时间和共培养时间大大缩短(浸染 ５ ｍｉｎꎬ共培养

１ ｄ 与报道的浸染 ２０ ｍｉｎ、共培养 ３ ｄ 相比)(Ｙａｎ ＆
Ｗａｎｇꎬ ２００７)ꎬ这也简化了实验操作ꎬ减少了后期因

农杆菌污染的风险ꎮ 这些方法的优化改进为深入研

究丹参植物提供了很好的技术保障ꎮ
致谢　 感谢中国医学科学院药用植物研究所卢

善发老师的指导及提供场地和经费支持ꎮ
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