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转基因烟草抗性外植体培育的研究

沙琰琰 ,刘　品 ,史团省* ,张志杰 ,赵　青
(郑州大学 生物工程系 生物多样性与生态学研究所 ,河南 郑州 450001)

摘要:研究了不同培养方法 、激素种类及质量浓度 、抗生素种类及质量浓度对转基因烟草 K326外

植体分化的影响 ,并分别对其进行比较。结果表明:在培育转基因烟草 K326抗性外植体的不同时

期 ,依次选用最佳配方的烟草叶盘共培养培养基 MS+1mg /L 6-BA +0. 1mg /L NAA 、烟草滤菌

培养基 MS+1mg /L 6-BA +0. 1mg /L N AA+500mg /L Carb 、烟草筛选培养基 MS +100 mg /L

Kan 、烟草继代培养基 MS+80mg /L Kan+300mg /L Carb 、烟草生根培养基 MS+0. 1mg /L NAA

+300mg /L Carb对转基因烟草外植体进行培育 ,可使转基因烟草外植体分化迅速 ,获得质量优良

的试验材料 ,为进一步培育得到理想的转基因烟草 K326完整植株奠定了工作基础。不同培养条

件对外植体分化有较显著的影响 , 28℃、16 h光照最利于转基因烟草 K326的外植体分化生长 。
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Research on Cultivation of T ransgenic T obacco’ s Explant

SHA Yan-yan ,LIU Pin ,SHI Tuan-sheng* ,ZHANG Zhi-jie ,ZHAO Qing

(The Resea rch Institute of Biodiv ersity and Ecology , Depar tment o f Bio eng ineering ,

Zheng zhou Unive rsity , Zheng zhou 450001 , China)

Abstract:This research w as to study the inf luence o f different cult ivation methods ,ho rmone s and

ant ibio tics on explant different iation of t ransgenic tobacco. There we re five dif fe rent culture media

fo r the research , including M S+1mg /L 6-BA +0. 1mg /L NAA fo r co-cult ivation , MS +1mg /L
6-BA+0. 1mg /L N AA +500mg /L Carb for steri lization cultivat ion , MS +100mg /L Kan fo r

screening , MS +80mg /L Kan +300mg /L Carb fo r subculture , and MS +0. 1mg /L NAA +
300mg /L Carb fo r roo t induction. With these mediums the explant of t ransgenic tobacco K326

could dif ferentiate rapidly , which laid the basis fo r fur ther cultiv ation of the w hole plants of

t ransgenic tobacco K326.

Key words:Transgenic tobacco ;Explant;Culture medium;T ransformation;Co-cul tivation

　　烟草作为重要的经济作物 ,不仅对国民经济的

发展起着重要作用 ,而且作为模式植物在植物研究

中得到广泛应用。培育优良抗性烟草品种 ,增加烟

草品种及种类直接关系着烟草业的发展进程 。烟草

在植物组织分化研究中占据了重要的地位 ,由于其

易进行组织培养得到再生植株 ,被广大学者誉为植

物组织培养的理想植物 ,也是研究植物细胞分化和

脱分化的理想材料[ 1-2] 。近年来 ,通过植物基因工程

方法培育出大量转基因烟草新品种 ,大大提高了烟

草的抗病性和抗寒性。许多学者在烟草外植体再生

植株的研究方面取得了显著的成果 ,这些成果不仅

对改进烟叶的品质 、产量以及农业经济技术发展发

挥了重要作用 ,同时也为开展烟草试验奠定了重要

的理论基础[ 3-5] 。在转基因烟草 K326 抗性外植体
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分化的不同时期采用不同激素和抗生素配比的培养

基进行培养 ,目的是为了使转基因烟草外植体得到

很好的分化 ,获得质量优良的试验材料 ,为进一步得

到转基因烟草新品种 K326的研究工作奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　供试材料　供试材料为烟草品种 K326 ,种

子由河南农业大学烟草学院实验室保存 ,取其 1 个

月大无菌苗叶片为转化外植体 。

1. 1. 2 　菌株和质粒 　植物表达载体 pBI121-

SHN1 /WIN1和根癌农杆菌均由郑州大学生物工程

系植物生理与营养实验室构建和保存。植物表达载

体 pBI121-SHN1 /WIN1 带有 N pt Ⅱ抗 Kan(卡那

霉素)基因[ 6] 。

1. 1. 3　主要试剂　琼脂 、蛋白胨 、酵母提取物 、抗生

素均为 So larbio 公司分装;其他生化试剂和常规试

剂均为国产或进口分析纯 。

1. 2　转基因烟草外植体培育方法

1. 2. 1　培养基配制方法　(1)YEB 培养基:牛肉膏

(5 g /L)、酵母抽提物(1 g /L)、蛋白胨(5 g /L)、蔗糖

(5 g /L)、MgSO 4(2mmol /L), pH 值 7. 2 ,固体培养

基含琼脂 15 g /L[ 7-8] ;(2)烟草基本培养基 T0:MS;

(3)烟草叶盘共培养培养基 T1 有以下几种配方:

MS+6-BA+NAA;MS+6-BA +2 , 4-D;MS+IAA

+K T ;(4)烟草滤菌培养基 T2 有以下几种配方:

MS+适量激素 +Carb +Kan;MS +适量激素 +

Ca rb;(5)烟草筛选培养基 T3 有以下几种配方:

MS+Carb+Kan;MS+Kan;(6)烟草继代培养基

T4有以下几种配方:MS+Carb+Kan;MS +Kan;

(7)烟草生根培养基 T5:MS +0. 1mg /L NAA +

Ca rb;MS+0. 1mg /L NAA+Kan 。

1. 2. 2　外植体的侵染及共培养　烟草品种 K326

的种子经消毒铺于 MS 培养基上 ,取萌发后生长 1

个月的叶片作材料[ 9-11] 。剪取 1cm2 的叶盘放在铺

有滤纸的 T0 基本培养基上 , 弱光预培养 1 ～ 2 d。

将叶盘外植体取出浸入制备好的农杆菌菌液中 ,感

染 5m in[ 12-13] ,取出外植体用无菌滤纸吸去表面多余

的菌液 ,放入 T1培养基上 ,培养 2 ～ 4 d。将外植体

从 T1转移到 T2培养基上 ,培养 3 ～ 7 d。将外植体

从 T2转移到 T3培养基上 ,光照培养 20d 左右 ,将

长出大量愈伤组织的抗性外植体分割成小块后转入

T4培养基。待筛选的抗性芽长至 1 ～ 1. 5 cm 时 ,切

下并转入生根培养基 T5 上 ,最终获得具有卡那霉

素抗性的转基因烟草植株 。

2　结果与分析

2. 1　不同培养基对烟草抗性外植体分化的影响

2. 1. 1　激素配比对转基因烟草 K326外植体分化

的影响　本试验选取了 5种外源激素 6-BA 、NAA 、

2 , 4-D 、IAA和 KT ,采用不同激素种类和质量浓度

对转基因烟草 K326外植体进行培育 ,结果显示 ,不

同激素对转基因烟草 K326外植体分化的影响差异

较大。选取 6-BA 和 NAA 两种激素组合对转基因

烟草 K326外植体进行培养得出结果:1mg /L 6-BA

和 0. 1mg /L NAA组合培育转基因烟草 K326外植

体 ,愈伤组织易形成且量大 、出芽量和生根量多。

1mg / L 6-BA 和0. 1mg /L NAA 激素组合能够很好

诱导转基因烟草外植体分化 ,可以作为诱导转基因

烟草外植体分化的外源激素(表 1)。选取 6-BA 和

2 , 4-D两种激素组合对转基因烟草 K326 外植体进

行培养时 ,较高质量浓度的 2 , 4-D能够杀死外植体 ,

较低质量浓度的 2 , 4-D对外植体分化的诱导效果不

好 ,2 , 4-D不适合作为诱导转基因烟草外植体分化

的外源激素(表 2)。选取 1mg /L K T 和 0. 5mg /L

IAA 组合培育外植体 ,愈伤组织量 、出芽量和生根

量较多 ,较高质量浓度的 IA A抑制了外植体出芽量

和生根量 ,较高质量浓度的 KT 对愈伤组织的形成

和生根量也产生抑制(表 3)。

表 1　6-BA和 NAA不同质量浓度配比对转基因

烟草 K326外植体分化的影响

培养基

组合

6-BA /

(mg /L)
NAA /

(mg /L)
愈伤

组织量
出芽量 生根量

1 1 0. 1 +++ +++ +++

2 2 0. 1 / +++ +

3 2 0. 2 / +++ /

4 2 0. 5 / +++ +

5 2. 5 0. 1 +++ / +

6 2. 5 0. 2 +++ / +

　注:/表示无 , +表示少 , ++表示一般 , +++表示多 ,下同

表 2　2 , 4-D和 6-BA不同质量浓度配比对转基因
烟草外植体分化的影响

培养基

组合

6-BA /

(mg /L)
2 , 4-D /

(mg /L)
愈伤

组织量
出芽量 生根量

1 0. 5 1 / + +

2 1 1 + + +

3 0. 5 1. 5 + + /

4 1 1. 5 / + /

5 0. 5 2 / / /

6 0. 5 2. 5 / / /
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表 3　IAA和 KT不同质量浓度度配比对转基因

烟草外植体分化的影响

培养基

组合

K T /

(m g /L)
IAA /

(mg /L)
愈伤

组织量
出芽量 生根量

1 1 0. 5 ++ ++ ++

2 1 1. 5 + + +

3 2 0. 5 + +++ +

4 2 1. 5 + ++ +

2. 1. 2　不同抗生素对转基因烟草 K326 外植体分

化的影响　试验证实 , T2 、T3 、T4 培养基中加入不

同种类和用量的抗生素对烟草外植体分化的影响较

大 ,对农杆菌的控制能力也有较大的差异 。T2中加

入 500mg /L Carb ,外植体分化较好 ,农杆菌得到有

效抑制(表 4)。T3中加入 100mg /L Kan ,能很好地

抑制农杆菌污染 ,同时愈伤组织的形成 、出芽量 、生

根量较多 (表 5)。 T4 中加入 80mg /L Kan 和

300mg /L Carb可以很好抑制农杆菌二次泛滥 ,同

时不影响外植体后期分化生长(表 6)。T5 中加入

300mg /L Carb和 100mg /L Carb外植体生根量大

(表 7)。

表 4　T2 培养基中加入不同抗生素对转基因

烟草 K326 外植体分化的影响

培养基

组合

Carb /

(mg /L)
Kan /

(m g /L)
农杆菌泛

滥程度

愈伤

组织量
出芽量 生根量

1 500 100 / / / /

2 500 0 / +++ +++ ++

3 200 100 + ++ ++ ++

4 300 100 / + + +

表 5　T3 培养基中加入不同抗生素对转基因

烟草 K326 外植体分化的影响

培养基
组合

Carb /
(mg /L)

Kan /
(m g /L)

农杆菌
泛滥程度

愈伤
组织量

出芽量 生根量

1 500 100 / / / /

2 200 100 / ++ ++ ++

3 0 100 / ++ +++ +++

4 0 80 / ++ +++ ++

5 0 60 + +++ +++ +++

表 6　T4 培养基中加入不同抗生素对转基因

烟草 K326 外植体分化的影响

培养基
组合

Carb /
(mg /L)

Kan /
(m g /L)

农杆菌
泛滥程度

愈伤
组织量

出芽量 生根量

1 300 80 / ++ +++ ++

2 100 80 + ++ ++ ++

3 / 100 +++ + + +

4 / 80 +++ ++ +++ +++

表 7　T5 培养基中加入不同抗生素对转基因

烟草 K326 生根培养的影响

培养基组合 Carb /(mg /L) Kan /(mg /L) 生根量

1 300 0 ++

2 100 0 ++

3 0 100 +

4 0 80 +

2. 2　培养时间对转基因烟草 K326外植体分化的

影响

培养时间长短对转基因烟草外植体分化和农杆

菌泛滥程度控制尤为显著 。在 T1 培养基中培养

3 d既能够有效诱导愈伤组织的形成 ,同时又能够避

免培养基受农杆菌污染。在 T2培养基中培养 5d

移入 T3培养基 ,Carb对农杆菌抑制效果很好 ,外植

体健康 ,移入 T3培养基后农杆菌无泛滥现象 ,外植

体正常分化 。在 T3 培养基中培育 3 周左右 ,转基

因烟草外植体会出现大量绿色小芽。

2. 3　温度和光照时间对转基因烟草 K326外植体

分化的影响

用 22℃、28℃、32℃ 3个温度梯度分别对转基

因烟草 K326外植体进行16h 和 20 h的光照培养试

验 。结果显示 ,外植体在 28℃、16h 光照条件下分

化速度快 ,质地好(表 8)。

表 8　温度和光照时间对转基因烟草 K326

外植体分化的影响

培养条件组合 温度 /℃ 光照 /h 外植体分化程度

1 32 20 ++

2 32 16 ++

3 28 20 ++

4 28 16 +++

5 22 20 +

6 22 16 +

3　结论与讨论

外源激素对转基因烟草外植体分化有着至关重

要的影响。适量的外源激素能够在外植体分化初期

和内源激素相互作用诱导外植体分化 ,外源激素量

过高或者过低都能阻碍转基因烟草外植体分化 。本

试验选取 6-BA 和 NAA 、6-BA 和 2 , 4-D 、IAA 和

KT 3组激素组合分别对转基因烟草 K326外植体进

行培育 , 结果 表明 , 1mg /L 6-BA 和 0. 1mg /L

NAA组合培育出的外植体数量最多且质地最好。

抗生素对转基因烟草外植体分化影响也较大。

在诱导转基因烟草外植体分化过程中 Carb是一种

54 河南农业科学 第 40卷　



良好的抑菌抗生素。在滤菌培养期加入 500mg /L

Ca rb 能够很好的抑制农杆菌污染 ,同时不影响外植

体分化。在筛选培养期加入 100mg /L Kan 能够有

效筛选出转基因烟草 K326抗性外植体 。在继代培

养期加入 80mg /L Kan和300mg /L Carb可防止农

杆菌二次污染及其他杂菌污染培养基。

不同培养条件对外植体分化也有一定影响 ,

28℃、16 h光照最利于转基因烟草 K326的外植体

分化生长 。外植体在含水量较高 、质地较软的培养

基中易于存活分化。
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