
1基因作为筛选标记基因用于棉花的遗传转化
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摘要院以 1基因作为筛选标记基因袁NaCl作为筛选剂袁通过农杆菌介导法将 1和 基因导入棉

花细胞并得到胚性愈伤组织遥经过 PCR检测证实袁外源基因已经整合到棉花基因组中袁GUS染色证明 基

因得到表达遥 研究了 NaCl作为棉花转化细胞的筛选剂在农杆菌介导转化中的应用浓度及方法袁即 NaCl的筛

选浓度在 1.1%～ 1.5%渊W/V冤之间袁在愈伤组织诱导初期适当低一点袁随着愈伤组织的生长而加大筛选浓度遥
由于 NaCl不利于胚的分化袁经过 2～ 3次继代筛选后要及时去除 NaCl以促进胚的分化遥
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Employing 1 gene as a selection marker gene and NaCl as a selection agent, 1 and genes were intro-

duced into cotton genome via . Transgenic calli were confirmed by PCR analysis, and expression of the

gene was showed with staining. The concentration and method for employing NaCl as a selection agent had been studied.

The reasonable selection concentration of NaCl should be 1.1%~1.5%(W/V). The start concentration of NaCl in callus induction

medium should be lower and the concentration increased as calli proliferated. Because NaCl is not beneficial for embryo differ-

entiation and development, NaCl should be removed from the culture medium after the calli were subcultured for 2~3 times.
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随着植物基因工程的研究取得巨大进展袁利
用基因工程对植物进行遗传改良获得了很大的

成功遥 但是袁植物遗传转化过程中关键的一步是
要有特定的标记筛选出细胞或植株[1]遥 因此袁在植
物遗传转化过程中一些筛选剂如抗生素或除草

剂被用来杀死非转化的细胞或植株遥 由于这些筛
选剂对植物没有专一性袁科学家就从其它生物中
克隆到能够分解抗生素或除草剂的基因即筛选

标记基因遥 目的基因和筛选标记基因一同导入到
植物基因组中去袁然后针对筛选标记基因选择合

适的筛选剂来区分转化和非转化体袁转基因植株
再生后标记基因便不再有用[2]遥 截至目前袁用于植
物遗传转化的筛选标记基因有 50多种袁 而这些
筛选标记基因大多是抗抗生素基因或者是抗除

草剂基因[1]遥 在作物遗传转化中袁为避免以抗生素
与除草剂作为筛选剂的转化系统所产生的副作

用对环境生态和人类健康带来潜在的影响袁一些
以环境友好型的物质如甘露糖等为筛选剂的转

化系统便应运而生[3-4]遥
1渊stress-induced NAC 1冤基因是从水稻
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中克隆出的具有抗逆性转录因子[5]遥 在非生物逆
境胁迫下如干旱尧 盐渍袁 1基因的表达可以
提高水稻的抗逆性如耐旱尧耐盐等遥 与传统标记
基因相比袁 1基因用于植物的遗传转化筛选
具有较高的安全性遥 为了开发出新型的筛选标记
基因袁本实验以棉花为对象袁利用 1基因能
提高植物耐盐性的特性[6]袁以 NaCl作为筛选剂研
究 1作为筛选标记基因的可行性袁 为进一
步在棉花的遗传转化中应用打下基础遥

材料和方法

外植体

供试材料为陆地棉品系 YZ1遥 YZ1种子剥壳
经 0.1%渊W/V冤 的 HgCl2灭菌后接种于无菌苗培

养基渊1/2 MS大量元素 +30 g窑L-1葡萄糖冤上进行
萌发遥无菌苗的培养方法参照金双侠的方法[7] 袁取
其 5~7 d苗龄的下胚轴切段作为外植体遥

菌株和质粒

用于转化的质粒为 pCAMBIA 1301S袁 该片
段含有 35 S 启动子分别驱动的 1 基因和

报告基因袁 其结构如图 1遥 以农杆菌菌株
LBA4404作为载体袁菌液的制备方法参照金双侠
的方法[7]遥

NaCl筛选压力的选择
对 5~7 d苗龄棉花下胚轴耐盐测试的愈伤组

织诱导培养基为院MS无机盐 +维生素 B5+30 g窑
L-1葡萄糖袁 附加 0.1 mg窑L-1 2,4-D 和 0.1 mg窑L-1

Kinetin遥 在此培养条件下添加不同浓度的 NaCl
渊表 1冤进行耐盐筛选遥按照金双侠的方法[7]准备下

胚轴切段袁 然后接种到上述不同 NaCl浓度的培
养基上诱导愈伤组织遥 每个处理 3个培养皿袁每
皿接种 20~30个下胚轴切段袁同时对每皿的外植
体称重遥外植体培养 30 d后统计每皿的外植体出
愈率渊下胚轴两端膨大诱导出愈伤冤尧存活率渊下
胚轴无褐化死亡冤和鲜重袁根据愈伤组织的诱导
产生和生长情况渊愈伤组织增重冤来确定 NaCl的
筛选压力遥

转化方法

取培养 5~7 d的棉花下胚轴进行切段袁 然后
利用农杆菌 LBA4404菌液 渊OD约 0.5冤 进行侵
染袁 侵染后的下胚轴共培养 2 d后转到筛选培养
基上进行筛选[8]遥 筛选培养基成分为愈伤组织诱
导培养基中加入不同浓度的 NaCl袁另外附加 400
mg窑L-1的头孢霉素遥 筛选培养每 30 d继代一次袁
继代 2次后去除头孢霉素遥 愈伤组织长出胚性愈
伤组织后转入分化培养基 渊MS无机盐 +维生素
B5+30 g窑L-1葡萄糖袁 附加 0.5 mg窑L-1 IBA和 0.15
mg窑L-1 Kinetin冤遥

转基因愈伤组织的 GUS染色和 PCR检测
在愈伤组织继代 2次后袁从不同外植体诱导

分化出的耐盐转基因愈伤组织中随机取样袁于离
心管中进行 GUS染色遥另外袁继代 3次后取 0.5 g
左右的愈伤组织于室温下研磨匀浆 袁 利用
CTAB要氯仿院异戊醇提取 DNA 并对其进行纯
化[9]遥 利用 1基因特异引物渊F: 5'-AGCGA-
GAAGCAAGCAAGAAGCG-3'; R: 5'-ACAGCAC-
CCAATCATCCAACCT-3'冤 进行扩增检测袁PCR
条件参照文献[10]遥

图 1 含有 1和 基因的 1301S载体图谱
Fig. 1 Vector map of 1301S with 1 and genes

表 1 棉花下胚轴对 NaCl的耐性反应
Table 1 Response of cotton hypocotyls to NaCl

培养基编号 NaCl浓度 /% 存活率 /% 启动率 /%
MS0 0.0 100.0 100.0
MS1 0.9 100.0 96.7
MS2 1.1 98.3 63.2
MS3 1.5 85.7 32.9
MS4 1.9 21.6 6.9
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NaCl浓度与转化率
愈伤组织经过 NaCl筛选继代 2次后渊60 d冤袁

利用 GUS染色检测了转化率与 NaCl 筛选浓度
的关系渊表 2冤遥需要说明的是袁几乎所有的愈伤组
织在刚诱导出来时都是嵌合体袁所谓转化率是指

转基因愈伤组织块 GUS染色阳性占下胚轴诱导
出愈伤组织块的比例遥 从结果来看袁NaCl浓度为
1.9%渊W/V冤时转化率最低袁原因是外植体很难诱
导出愈伤组织遥另外袁高浓度的 NaCl对转基因愈
伤组织生长有抑制作用袁使其生长不好袁呈水渍

棉花非转基因胚性愈伤与转基因阳性胚性

愈伤的耐盐性实验

以分化培养基为基础袁 加入 NaCl使其浓度
为 0.9%渊W/V冤袁 接种 0.2 g左右的非转基因胚性
愈伤组织和转基因阳性胚性愈伤组织袁 培养 7 d
后统计愈伤组织的鲜重及生长状态遥

结果与分析

外植体对 NaCl的耐性
棉花下胚轴外植体对 NaCl的耐性实验结果

渊表 1冤说明袁下胚轴作为外植体在含有 NaCl的培
养基上被诱导产生愈伤组织的能力受到抑制遥 但
适量的 NaCl并不影响下胚轴愈伤组织的诱导遥
棉花对盐胁迫耐性相对其它植物高一些[11]袁所以
在 NaCl浓度为 0.9%渊W/V冤 时近 96%的外植体
能启动愈伤组织诱导遥 这表明该浓度的 NaCl对
外植体起不到抑制愈伤组织诱导的作用袁不能用

作筛选剂量遥在 NaCl浓度为 1.1%渊W/V冤时袁下胚
轴可以诱导出愈伤组织袁但高于 1.5%渊W/V冤后袁
下胚轴受到严重抑制袁几乎无法长出愈伤袁而且
大部分外植体已经受到盐渍而死亡渊图 2冤遥 这主
要是因为过量的盐会造成植物细胞早期水分亏

缺袁 降低了植物的吸水能力而影响细胞生长袁当
累积的量过高时对植物细胞造成毒性作用使细

胞死亡[12]遥
由图 3可以看出袁本实验在添加 NaCl渊0.9%冤

的MS1培养基上 90%以上的外植体能诱导出愈
伤组织且生长较快袁 表明该浓度的 NaCl对愈伤
组织的抑制不明显遥 当培养基中添加 NaCl浓度
达到 1.1%渊W/V冤后诱导出的愈伤组织生长变慢袁
浓度超过 1.5%渊W/V冤 时外植体诱导愈伤组织的
能力受到严重抑制遥 这些结果表明农杆菌侵染处
理后 1.1%~1.5%渊W/V冤的 NaCl是初始筛选外植
体诱导愈伤组织能力的适宜浓度遥

1, 2, 3, 4和 5分别为 CK以及盐浓度为 0.9%, 1.1%, 1.5%和 1.9%时下胚轴培养 30 d后的愈伤组织生长状态遥
图 2 NaCl浓度对棉花下胚轴诱导愈伤组织能力的影响

Fig. 2 Effect of NaCl concentration on callus induction for cotton hypocotyls

图 3 盐胁迫下棉花下胚轴诱导愈伤组织的生长渊培养 30 d冤
Fig. 3 Growth of cotton hypocotyls under NaCl stress (30 d)
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表 2 NaCl浓度与转化率的关系
Table 2 Effect of NaCl concentration on transformation efficiency

表 3 NaCl与 Kan作为筛选剂对棉花转化影响的比较
Table 3 Effects of NaCl and Kan as selection agent on cotton transformation

NaCl浓度渊W/V冤/% 存活率 /% 启动率 /% 转化率 /% 愈伤组织状态

MS1渊0.9冤 98.4 90.5 31 ++

MS2渊1.1冤 94.4 71.4 56 +++

MS3渊1.5冤 86.1 52.8 22 +

MS4渊1.9冤 56.9 28.5 10 +

从左至右袁NaCl浓度分别为 0.9%尧1.1%尧1.5%和 1.9%遥
图 4 盐筛选转化 SNAC1基因的下胚轴愈伤组织生长状态渊30 d冤
Fig. 4 Growth of calli from hypocotyls under salt selection (30 d)

筛选剂 接种外植体数 抗性愈伤 转化率 /% 分化时间 /d

Kan(50 mg窑L-1) 100 56 85 60~90

NaCl(11 g窑L-1) 100 75 56 >90

状遥 NaCl浓度为 0.9%渊W/V冤时转化率并不是最
高袁可能是非转化的愈伤生长过快影响了转化愈
伤的生长遥 在 NaCl浓度 1.1%渊W/V冤时转化率达
到 56%遥在不同浓度 NaCl的筛选下渊筛选 30 d冤袁
农杆菌侵染的下胚轴诱导出的愈伤组织状态渊泥
状尧灰白色泥状和水渍状冤也不相同遥 在 1.1%的
NaCl筛选条件下袁下胚轴诱导出的愈伤组织呈灰
白色泥状渊筛选 30 d冤袁该状态与卡那霉素筛选下
诱导出的愈伤组织相近遥 因此袁根据转化率与愈
伤组织状态渊图 4冤袁1.1%渊W/V冤可以作为棉花下
胚轴转化比较适宜的初始筛选浓度袁此时的转化
率达到 50%以上袁且愈伤组织生长状态也比较好遥
传统的棉花遗传转化经常使用 NPTⅡ作为

筛选标记基因袁利用卡那霉素进行筛选遥 本实验
对卡那霉素筛选与 NaCl筛选进行了比较渊表 3冤遥
从表中可以看出袁 相对卡那霉素筛选来说袁NaCl
筛选尽管抗性愈伤比率较高袁但转化率渊阳性愈

伤组织冤稍低遥 这可能是卡那霉素抑制非转化细
胞蛋白质合成而杀死细胞袁 而 NaCl则是通过细
胞渗透势及细胞累积 Na+产生毒害而抑制细胞生
长的袁 因此 NaCl对细胞的毒杀作用没有 Kan效
果明显遥另外袁利用 NaCl筛选时愈伤组织分化成
胚的时间较长袁这可能与其抑制胚分化有关遥
研究发现袁下胚轴诱导出的愈伤组织对筛选

剂的抗性高于外植体袁为了从嵌合的细胞团中筛
选出较纯合的转基因愈伤组织袁 继代培养基中
NaCl浓度提高到 1.5%渊W/V冤袁 这种逐步提高筛
选浓度的筛选方法类似于水稻转化[6]遥 另外袁即使
在较低浓度的 NaCl培养基上愈伤组织也很难分
化遥 这说明转化愈伤组织虽然可以在含有 NaCl
培养基上生长袁但对胚的分化却有抑制作用遥 因
此袁 在愈伤组织诱导培养基上继代筛选 2~3 次
后袁要去除 NaCl筛选剂遥 愈伤组织分化后转到分
化培养基上进行培养和再生遥

李雪林等院 1基因作为筛选标记基因用于棉花的遗传转化

注院野+冶尧野++冶尧野+++冶分别表示愈伤组织为水渍状尧泥状尧灰色泥状遥
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讨论与结论

关于 NaCl筛选体系的应用价值
以 NaCl作为转基因细胞的筛选剂在植物上

还没有应用袁本文以农杆菌介导转化棉花下胚轴
进行了初步研究遥 同棉花遗传转化上应用较多的
卡那霉素筛选剂相比袁NaCl作为筛选剂与其有不
同的地方遥 例如袁NaCl存在时诱导出来的愈伤组
织对筛选剂的抗性提高袁因此继代培养基中的浓
度要提高曰NaCl对胚的分化有抑制作用袁 在胚分
化阶段要及时撤掉筛选剂遥 但 NaCl作为遗传转

化的筛选剂还是有其优点袁 如应用比较方便袁特
别是利用花粉管通道法转化棉花袁获得的种质进
行盐筛选比较简单遥 与此同时袁 1基因与其
它筛选标记基因渊抗抗生素与抗除草剂冤相比袁不
会对环境及生物产生危害遥 另外袁 1基因本
身就是抗逆的功能基因袁在筛选后植物可以利用
其增强抗逆性而不会像其它筛选标记基因那样

产生冗余遥
关于 NaCl筛选步骤
与其它筛选剂直接杀死或者野饿死冶细胞相

比袁 盐筛选主要利用高浓度的 NaCl对细胞渗透

转基因愈伤组织的 GUS染色和 PCR检测
随机从 12个转基因耐盐细胞系中取样进行

GUS染色袁并提取 DNA遥 PCR检测表明袁50%以
上的转化愈伤能扩增出大小为 509 bp的 1
基因的特异条带渊图 5-a冤遥 另外袁7个愈伤组织的
GUS染色明显 渊图 5-b冤袁 转化率为 58%袁 这和
PCR的结果基本一致遥 这说明 1基因已经
转入棉花基因组中袁而对再生植株的进一步分子
鉴定需在随后的实验中继续进行遥
2.4棉花转基因愈伤耐盐性实验

为了进一步证明 1基因作为筛选标记

基因已导入到棉花愈伤组织中袁对获得的转化胚
性愈伤组织渊GUS染色阳性冤和非转化的胚性愈
伤组织进行了耐盐性实验遥 实验结果表明袁在正
常培养条件下袁转基因和非转基因愈伤的生长状
态和生长速度没有很大的差别渊图 6-a, c冤曰但是
在 NaCl胁迫下渊0.9%, W/V冤袁非转化的胚性愈伤
组织逐渐失水发白死亡而出现负增长袁而转化的
阳性胚性愈伤则仍然呈黄色且在含 0.9% NaCl
的分化培养基上生长速度明显强于非转基因胚

性愈伤渊图 6-b, c冤遥

泳道 1~11院转基因愈伤曰P院质粒曰W院水曰M院marker.

图 5 转化愈伤组织的 PCR检测渊a冤和 GUS染色渊b冤
Fig. 5 PCR analysis (a) and GUS staining (b) for putative transgenic calli

非转基因渊左冤和转基因渊右冤愈伤组织在正常(a)及盐胁迫(b)培养基上的生长渊7 d冤以及正常和盐胁迫
下的愈伤组织增重(c)渊7 d冤遥

图 6 棉花转基因愈伤的耐盐性

Fig. 6 Tolerance to salt of transgenic calli of cotton
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胁迫袁以及 Na+对细胞产生离子胁迫即离子毒害

作用[12]遥另外 Na+又是细胞必需的盐离子袁较低浓
度的 NaCl对棉花愈伤组织生长有促进作用[11]遥
因此袁NaCl筛选没有其它筛选剂作用效果迅速袁
同时筛选时间与步骤也不尽相同遥
从实验结果来看袁棉花愈伤组织的耐盐性比

其它作物强袁这与前人研究一致[11]遥 在本研究中袁
棉花下胚轴诱导分化出愈伤组织的初始 NaCl浓
度为 1.1%袁 但此时分化出的愈伤组织已对 NaCl
的耐性有所提高遥 因此袁在随后的抗性愈伤组织
继代筛选过程中需要适当提高 NaCl的浓度以提
高筛选效果遥 另外在实验中还发现 NaCl对非胚
性愈伤组织分化成胚性愈伤组织有抑制袁这就要
求在今后的试验中设计更多的浓度梯度尧转化共
培养时间和筛选方式来确定最佳的转化筛选体

系袁 完善以 NaCl为筛选剂的筛选系统在棉花遗
传转化上的应用遥
致谢院
华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室熊立仲教授尧胡

红红博士提供 1基因的超表达载体遥
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