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一种简便的获得无标记耐盐转基因水稻植株的犖犪犆犾有效筛选

浓度选择法

赵　艳１，２，　罗园园１　张晓丽１　郭龙彪２　钱　前２，　董禹然１

（１浙江工商大学 食品与生物工程学院，浙江 杭州３１００１２；２中国水稻研究所 水稻生物学国家重点实验室／国家水稻改良中心，浙江 杭州

３１０００６；通讯联系人，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｚｈａｏ９９１８＠１６３．ｃｏｍ；ｑｉａｎｑｉａｎ１８８＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ）

ＡＳｉｍｐｌｅＳｅｌｅｃｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄｆｏｒＥｆｆｅｃｔｉｖｅＳｃｒｅｅｎｉｎｇＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａＣｌｆｏｒＧｅｎｅｒａｔｉｎｇ

ＭａｒｋｅｒＦｒｅｅＳａｌｔＴｏｌｅｒａｎｔＴｒａｎｓｇｅｎｉｃＲｉｃｅ

ＺＨＡＯＹａｎ１，２，，ＬＵＯＹｕａｎｙｕａｎ１，ＺＨＡＮＧＸｉａｏｌｉ１，ＧＵＯＬｏｎｇｂｉａｏ２，ＱＩＡＮＱｉａｎ２
，，ＤＯＮＧＹｕｒａｎ１

（１犆狅犾犾犲犵犲狅犳犉狅狅犱犛犮犻犲狀犮犲，犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犣犺犲犼犻犪狀犵犌狅狀犵狊犺犪狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犎犪狀犵狕犺狅狌３１００１２，犆犺犻狀犪；２犛狋犪狋犲犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔

狅犳犚犻犮犲犅犻狅犾狅犵狔／犆犺犻狀犲狊犲犖犪狋犻狅狀犪犾犆犲狀狋犲狉犳狅狉犚犻犮犲犐犿狆狉狅狏犲犿犲狀狋，犆犺犻狀犪犖犪狋犻狅狀犪犾犚犻犮犲犚犲狊犲犪狉犮犺犐狀狊狋犻狋狌狋犲，犎犪狀犵狕犺狅狌３１０００６，犆犺犻狀犪；

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉狊，犈犿犪犻犾：狔犪狀狕犺犪狅９９１８＠１６３．犮狅犿；狇犻犪狀狇犻犪狀１８８＠犺狅狋犿犪犻犾．犮狅犿）

ＺＨＡＯＹａｎ，ＬＵＯＹｕａｎｙｕａｎ，ＺＨＡＮＧＸｉａｏｌｉ，ｅｔａｌ．ＡｓｉｍｐｌｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａＣｌ

ｆｏｒｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｍａｒｋｅｒｆｒｅｅｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｔｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｉｃｅ．ＣｈｉｎＪＲｉｃｅＳｃｉ，２０１１，２５（３）：２４３２４８．

犃犫狊狋狉犪犮狋：ＴｈｅｒｅｌｅｖａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｒｉｃｅｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈｂｙＮａＣｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗａｓｓｔｕｄｉｅｄｂｙｕｓｉｎｇｆｏｕｒｊａｐｏｎｉｃａｒｉｃｅｃｕｌｔｉｖａｒｓ（Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ，Ｘｉｕｓｈｕｉ１１，Ｗｕｙｕｎｊｉｎｇ７ａｎｄＺｈｏｎｇｈｕａ１１）ａｓ

ｍａｔｅｒｉａｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｒｉｃｅｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ａｎｄｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈｕｎｄｅｒｓａｌｔｓｔｒｅｓｓ（ｏｎＮＢｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｔｉｎｇＮａＣｌ）．ＴｈｅＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔｗｈｉｃｈｔｈｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｒｉｃｅｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅａｃｈｅｄａｂｏｕｔ５０％ｗａｓｃｏｎｃｏｒｄａｎｔｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔｗｈｉｃｈｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈｒｅａｃｈｅｄａｂｏｕｔ８０％．Ｔｈｅｓｅｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＮａＣｌｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓｉｎｒｉｃｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｉｔｈｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｔｇｅｎｅ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅＮａＣｌｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ２００ｍｍｏｌ／ＬｆｏｒＮｉｐｐｏｎｂａｒｅ，Ｗｕｙｕｎｊｉｎｇ７ａｎｄＺｈｏｎｇｈｕａ１１ａｎｄ２５０ｍｍｏｌ／ＬｆｏｒＸｉｕｓｈｕｉ１１．Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｉｃｅ

ｐｌａｎｔｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇｓｔａｎｄａｒｄｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＮｉｐｐｏｎｂａｒｅａｎｄ

Ｘｉｕｓｈｕｉ１１ｗｉｔｈｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｔｇｅｎｅ犅犃犇犎．ＴｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＮｉｐｐｏｎｂａｒｅａｎｄＸｉｕｓｈｕｉ１１ｗｅｒｅ３８．９％ ａｎｄ

３２．０％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｍｅｔｈｏｄｔｈａｔｔｈｅｓｕｉｔａｂｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａＣｌｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎｒｉｃｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

ｂｙｔｅｓｔｉｎｇｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｒｉｃｅｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ｉｔｉｓｆｒｅｅｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍａｒｋｅｒｇｅｎｅｓａｎｄｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅｗｉｔｈｓｈｏｒｔｅｘｐｅｒ

ｉｍｅｎｔａｌｄｕｒａｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｒｉｃｅ；ｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｇｅｎｅ；ｂｅｔａｉｎｅａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｇｅｎｅ；ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ；ｍａｒｋｅｒｆｒｅｅ

赵　艳，罗园园，张晓丽，等．一种简便的获得无标记耐盐转基因水稻植株的ＮａＣｌ有效筛选浓度选择法．中国水稻

科学，２０１１，２５（３）：２４３２４８．
摘　要：以４个粳稻品种（日本晴、秀水１１、武运粳７号、中花１１）为材料，研究发现，在含ＮａＣｌ的ＮＢ培养基上，ＮａＣｌ对水稻

种子发芽的抑制率与对成熟胚愈伤组织生长的抑制率之间呈线性正相关。水稻种子发芽抑制率达５０％左右时的ＮａＣｌ浓度

与愈伤组织生长抑制率达８０％左右时的ＮａＣｌ浓度一致，可以作为耐盐基因转化水稻时ＮａＣｌ有效筛选浓度的重要参考。由

此获得日本晴、武运粳７号和中花１１ＮａＣｌ有效筛选浓度为２００ｍｍｏｌ／Ｌ，秀水１１ＮａＣｌ有效筛选浓度为２５０ｍｍｏｌ／Ｌ。采用

上述浓度的ＮａＣｌ对犅犃犇犎 基因转化的日本晴和秀水１１愈伤组织进行筛选，成功获得了无标记基因的转基因水稻植株，转

化率分别达到３８．９％和３２．０％。建立的ＮａＣｌ筛选浓度确定法通过测定 ＮａＣｌ对水稻种子的发芽抑制率来确定水稻耐盐基

因转化时合适的ＮａＣｌ筛选浓度，操作简便，实验周期短，无需其他抗性标记基因。

关键词：水稻；耐盐基因；甜菜碱醛脱氢酶基因；转化；无标记基因
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　　盐害是农业生产中最主要的非生物逆境之

一［１］。水稻是我国主要的粮食作物，盐胁迫是影响

水稻高产的重要原因之一，培育耐盐新品种对有效

利用盐碱地，扩大耕地面积和增加我国粮食产量意

义重大［２３］。随着生物技术的快速发展，利用基因

工程技术培育转耐盐基因植物是解决土壤盐渍化的

重要途径之一［４］。然而，在植物转化中，经常需要

利用抗性选择标记基因筛选以获得成功转化的细

胞。目前在水稻转化中广泛使用的潮霉素抗性基因

收稿日期：２０１００８０４；修改稿收到日期：２０１００９１２。
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业部 转 基 因 生 物 新 品 种 培 育 重 大 专 项 （２００８ＺＸ０８１０００３，

２００９ＺＸ０８００１０２２Ｂ）；国家８６３计划资助项目（２００６ＡＡ１０Ｚ１Ａ９）；中

国博士后基金资助项目（２００９０４５０４７７）。
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ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｉｃｅｓｃｉ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１７２１６．２０１１．０３．００３



（犺狆狋）、卡那霉素抗性基因（狀狆狋Ⅱ）和草丁膦抗性基

因（犫犪狉）等抗性标记基因由于存在对食品和生态环

境的潜在危害，已经成为影响转基因水稻商品化应

用的主要障碍［５］，当务之急是培育不含抗性标记基

因、安全的转基因水稻。

Ｚｈｕ等［６］在耐盐基因转化中，直接采用 ＮａＣｌ

作为筛选剂，不采用任何抗性选择标记基因，成功获

得了转基因水稻植株。这为培育安全的耐盐转基因

水稻新品系奠定了重要技术基础。但为了确定转化

筛选时合适的ＮａＣｌ浓度，需要比较不同浓度ＮａＣｌ

对水稻愈伤生长的影响，绘制 ＮａＣｌ浓度梯度与愈

伤组织增重率之间的生长曲线。此过程需要对无菌

培养的愈伤组织称重，程序比较繁琐且容易造成污

染，如果连带培养皿称重则由于培养基水分蒸发等

原因，结果容易出现误差。

种子是植物的主要繁殖器官，发芽指标法是在

植物逆境生理试验中被广泛采用的一种有效的鉴定

评价方法［７］。萌芽阶段的耐盐性在一定程度上也

可以反映水稻品种的耐盐程度，盐胁迫下种子萌发

率经常用于水稻耐盐性的早期选择与评价［８１１］，是

否能够采用ＮａＣｌ对水稻种子发芽的抑制来反映它

对愈伤组织生长的抑制呢？本研究比较了不同浓度

ＮａＣｌ对水稻种子发芽和成熟胚愈伤组织生长的影

响，分析 ＮａＣｌ抑制水稻种子发芽率和愈伤组织增

重率之间的相关性，探讨利用 ＮａＣｌ对水稻种子发

芽的抑制效果作为确定水稻耐盐基因转化中愈伤组

织筛选所需 ＮａＣｌ浓度的可行性，评价此方法对来

自山菠菜的耐盐基因甜菜碱醛脱氢酶（ｂｅｔａｉｎｅａｌｄｅ

ｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＢＡＤＨ）ｃＤＮＡ［１２］导入水稻

的转化效果，旨在建立一种获得无标记耐盐转基因

水稻植株的简便有效的ＮａＣｌ筛选浓度选择法。

１　材料与方法

１．１　水稻材料

供试材料为日本晴、中花１１、秀水１１和武运粳

７号等４个粳稻品种当年收获的种子。

１．２　基因

　　 携 带 耐 盐 基 因 犅犃犇犎 质 粒 的 农 杆 菌 株

ＬＢＡ４４０４由本实验室构建。供试质粒带有ＴＭＶＲ

的“Ω”片段翻译增强子和 Ｕｂｉ启动子［１２］，犅犃犇犎

基因结构如图１所示。

１．３　培养基

ＮＢ基本培养基：Ｎ６大量元素＋Ｂ５微量元素＋

Ｂ５有机物＋ＭＳ铁盐＋１００ｍｇ／Ｌ肌醇＋２．８７８ｇ／Ｌ

图１　犅犃犇犎 基因载体

Ｆｉｇ．１．Ｔｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｇｅｎｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｏｆ犅犃犇犎．

ＬＢ－ＴＤＮＡ左边界；Ｕｂｉ－泛素启动子；Ω－ＴＭＶＲ翻译增强

子；犅犃犇犎－甜菜碱醛脱氢酶基因编码区；ＮＯＳ－胭脂碱合酶终止

子；ＲＢ－Ｔ－ＤＮＡ右边界。
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ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｒ；犅犃犇犎，Ｂｅｔａｉｎｅａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｇｅｎｅ

ｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ；ＮＯＳ，Ｎｏｐａｌｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ；ＲＢ，ＴＤＮＡ

ｒｉｇｈｔｂｏｎｄｅｒ．

脯氨酸＋５００ｍｇ／Ｌ谷氨酰胺＋３００ｍｇ／Ｌ水解酪

蛋白＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋３ｇ／Ｌ植物凝胶，ｐＨ５．８。

诱导与继代培养基：在 ＮＢ基本培养基上附加

２ｍｇ／Ｌ２，４Ｄ。

含盐培养基：在相应培养基中添加一定浓度

ＮａＣｌ。

ＮａＣｌ筛选培养基：在ＮＢ诱导与继代培养基中

添加适宜浓度ＮａＣｌ和３００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素。

分化培养基：在ＮＢ基本培养基中添加３ｍｇ／Ｌ

６ＢＡ、０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ和１３ｇ／Ｌ山梨醇。

生根培养基：在１／２ＭＳ培养基中添加２ｍｇ／Ｌ

ＭＥＴ。

１．４　种子消毒

在无菌条件下，用７０％乙醇浸泡种子１ｍｉｎ，蒸

馏水洗涤３次，再用３０％ＮａＣｌＯ（每５００ｍＬ加入１

滴吐温８０）浸泡１５ｍｉｎ后，蒸馏水洗涤３次，重复１

次，采用不含吐温８０的３０％ ＮａＣｌＯ，用无菌滤纸吸

干种子表面水分，无菌条件下接种到合适培养基上。

１．５　犖犪犆犾抑制发芽试验

将消毒后的水稻种子接种至含盐基本培养基

上，ＮａＣｌ添加量分别为１００、１５０、２００和２５０ｍｍｏｌ／

Ｌ，２８℃下光照培养，７ｄ后统计发芽率，以基本培养

基上水稻种子的发芽率为对照，计算不同浓度ＮａＣｌ

对水稻种子的发芽抑制率。

１．６　愈伤组织诱导继代

将消毒后的种子接种至诱导与继代培养基上，

每１５ｄ继代１次，２８℃下暗培养。

１．７　犖犪犆犾抑制愈伤生长试验

挑选经过一次继代有活力的颗粒状愈伤组织分

割成约３ｍｍ左右的小块，无菌条件下称重后转移

至含盐诱导与继代培养基上，ＮａＣｌ添加量为１００、
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１５０、２００和２５０ｍｍｏｌ／Ｌ，２８℃下暗培养，１５ｄ后称

重，计算愈伤组织质量增加率，以诱导与继代培养基

上水稻愈伤组织质量增加率为对照，计算不同浓度

ＮａＣｌ对愈伤组织生长抑制百分率。

１．８　 采用犖犪犆犾筛选法将耐盐基因犅犃犇犎 转化日

本晴和秀水１１

携 带 耐 盐 基 因 质 粒 犅犃犇犎 的 农 杆 菌 株

ＬＢＡ４４０４在添加５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素和５０ｍｇ／Ｌ利

福平的ＹＥＢ液体培养基中活化，直到犗犇６００为０．３

左右。将日本晴和秀水１１的愈伤组织浸泡其中，振

荡２０ｍｉｎ，用含３００ｍｇ／Ｌ羧苄青霉素的无菌水洗

涤愈伤组织５次，并用无菌滤纸吸干愈伤组织表面

水分，移至ＮａＣｌ筛选培养基筛选两轮，每轮１５ｄ。

将得到的抗性愈伤转移至分化培养基上培养１５ｄ，

得到的苗转移至生根培养基培养１５ｄ，再将苗移至

大田。

１．９　转基因植株的犘犆犚检测

按Ｅｄｗａｒｄｓ等［１３］的方法提取待测的叶片总

ＤＮＡ。ＰＣＲ体系为２０μＬ，包括３μＬ模板，１μＬ

犜犪狇酶，２μＬｄＮＴＰｓ，２μＬ１０×缓冲液，２μＬ引物。

引物序列如下［１２］：犅犃犇犎 基因引物Ｐ１序列为５′

ＡＧＡＡＴＧＧＣＧＴＴＣＣＣＡＡＴＴＣＣＴＧＣＴＣ３′；引 物

Ｐ２序列为５′ＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＣＴＴＧＴＡＣＣＡＴＣＣ

ＣＣ３′，用它可在犅犃犇犎 基因中扩增出约１５００ｂｐ

的ＤＮＡ特异片段。ＰＣＲ扩增条件为：９４℃下预变

性２ｍｉｎ；９４℃下变性３０ｓ，５０℃下退火３０ｓ，７２℃下

延伸１．５ｍｉｎ，３６个循环；７２℃下延伸１０ｍｉｎ。扩增

产物加５μＬ上样缓冲液，在１％琼脂糖凝胶上以

１４０Ｖ电压电泳３０ｍｉｎ，然后在紫外灯下观测拍

照。

１．１０　数据处理

发芽率＝发芽种子数／接种种子数×１００％；

发芽抑制率＝（对照种子发芽率－含盐培养种

子发芽率）／对照种子发芽率×１００％；

愈伤组织质量增加率＝（培养后愈伤鲜质量－

接种愈伤初始鲜质量）／接种愈伤初始鲜质量×

１００％；

愈伤生长抑制率＝（对照愈伤质量增加率－含

盐培养愈伤质量增加率）／对照愈伤质量增加率×

１００％；

每组实验重复３次，取平均值。利用 ＳＰＳＳ

１７．０软件分析ＮａＣｌ对愈伤组织生长的抑制率与对

水稻种子发芽的抑制率之间的相关性。

转化率＝ＰＣＲ阳性株数／感染愈伤组织数×

１００％。

ＰＣＲ阳性率＝ＰＣＲ阳性植株数／再生绿苗数×

１００％。

２　结果与分析

２．１　不同浓度犖犪犆犾对水稻种子发芽的抑制

在ＮＢ基本培养基中，日本晴、秀水１１、武运粳

７号和中花１１等４个粳稻品种的发芽能力存在差

异，其中发芽率最高的是日本晴，达到８５．０％，最低

的是中花１１，只有４８．３％（表１）。由于４个品种的

种子存放条件一致，发芽率差异的原因可能与收获

后种子干燥状态有关，但我们推测主要原因很可能

在于不同品种种子对实验设定的萌发条件的适应性

存在差异（本研究采用的萌发条件比较特殊，是消毒

表１　不同浓度犖犪犆犾对水稻种子发芽率的抑制效果

犜犪犫犾犲１．犜犺犲犻狀犺犻犫犻狋犻狏犲犲犳犳犲犮狋狅犳犖犪犆犾犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅狀狉犻犮犲狊犲犲犱犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀． ％

品种与指标

Ｒｉｃｅｃｕｌｔｉｖａｒａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ

ＮａＣｌ浓度 ＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

０ １００ １５０ ２００ ２５０

日本晴Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ

　发芽率Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ ８５．０±１．５ ５５．０±１．３ ５０．９±１．１ ３８．３±０．７ ２９．２±０．９

　发芽抑制率Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ － ３５．３±０．４ ４０．５±０．３ ５４．９±０．１ ６５．６±０．５

秀水１１Ｘｉｕｓｈｕｉ１１

　发芽率Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ ８０．７±０．８ ６１．５±０．７ ５０．０±１．６ ４３．７±１．１ ３３．７±０．８

　发芽抑制率Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ － ２３．７±０．２ ３８．０±１．４ ４５．８±０．９ ５８．２±０．６

武运粳７号 Ｗｕｙｕｎｊｉｎｇ７

　发芽率Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ ７５．０±１．２ ６６．７±１．３ ４７．０±１．７ ４０．０±０．９ ３６．２±１．２

　发芽抑制率Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ － １１．１±０．８ ３７．３±１．４ ４６．７±０．６ ５１．８±０．８

中花１１Ｚｈｏｎｇｈｕａ１１

　发芽率Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ ４８．３±１．７ ４５．１±１．７ ３５．４±１．９ ２０．０±２．２ １５．２±１．９

　发芽抑制率Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ － ６．６±０．２ ２７．４±１．６ ５８．６±３．２ ６８．５±１．８

５４２赵　艳等：一种简便的获得无标记耐盐转基因水稻植株的ＮａＣｌ有效筛选浓度选择法



表２　不同浓度犖犪犆犾对水稻成熟胚愈伤组织生长的抑制

犜犪犫犾犲２．犜犺犲犻狀犺犻犫犻狋犻狏犲犲犳犳犲犮狋狅犳犖犪犆犾犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅狀犮犪犾犾狌狊犵狉狅狑狋犺．

品种与指标

Ｒｉｃｅｃｕｌｔｉｖａｒａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ

ＮａＣｌ浓度 ＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

０ １００ １５０ ２００ ２５０

日本晴Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ

　愈伤初始接种量 Ｃａｌｌｕｓｉｎｉｔｉａｌｗｅｉｇｈｔ／ｇ ０．１５０ ± ０．０５７ ０．２２２ ± ０．１７６ ０．２６２ ± ０．１２１ ０．１７５ ± ０．０８８ ０．１６２ ± ０．１１５

　１５ｄ后愈伤量 Ｃａｌｌｕｓｗｅｉｇｈｔ１５ｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ／ｇ １．１１８ ± ０．１２４ ０．９３０ ± ０．０６０ ０．９８４ ± ０．０１２ ０．３９８ ± ０．０２８ ０．３６６ ± ０．０１８

　质量增加率 Ｍａｓｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｒａｔｅ／％ ６４３．７１ ± ２．２２ ３１９．２８ ± ２．５１ ２７６．１５ ± １．２３ １２７．４５ ± ０．４６ １２５．５２ ± １．０４

　生长抑制率 Ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％ － ５０．４ ５７．１ ８０．２ ８０．５

秀水１１Ｘｉｕｓｈｕｉ１１

　愈伤初始接种量 Ｃａｌｌｕｓｉｎｉｔｉａｌｗｅｉｇｈｔ／ｇ ０．１７１ ± ０．０１５ ０．２０５ ± ０．００７ １．００６ ± ０．０１０ ０．２７４ ± ０．０１２ ０．１９８ ± ０．００６

　１５ｄ后愈伤量 Ｃａｌｌｕｓｗｅｉｇｈｔ１５ｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ／ｇ ０．７１０ ± ０．０２２ ０．５３４ ± ０．０９３ ２．３５８ ± ０．０３１ ０．４６２ ± ０．１３９ ０．２９６ ± ０．０２８

　质量增加率 Ｍａｓｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｒａｔｅ／％ ３１４．８９ ± ０．２１ １６１．２２ ± ０．０５ １３４．４５ ± ０．０１ ６８．３３ ± ０．０３ ４９．４４ ± ０．０１

　生长抑制率 Ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％ － ４８．８ ５７．３ ７８．３ ８４．３

武运粳７号 Ｗｕｙｕｎｊｉｎｇ７

　愈伤初始接种量 Ｃａｌｌｕｓｉｎｉｔｉａｌｗｅｉｇｈｔ／ｇ ０．２０２ ± ０．０３１ ０．１９３ ± ０．０２２ ０．３９０ ± ０．０３９ ０．２９１ ± ０．０２９ ０．４３６ ± ０．０２４

　１５ｄ后愈伤量 Ｃａｌｌｕｓｗｅｉｇｈｔ１５ｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ／ｇ ０．８０９ ± ０．１０３ ０．６８２ ± ０．１８７ ０．８５９ ± ０．１３７ ０．４２７ ± ０．１９８ ０．６３９ ± ０．１５０

　质量增加率 Ｍａｓｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｒａｔｅ／％ ３０１．３４ ± ０．４４ ２５４．０３ ± ０．３０ １１７．８３ ± ０．１２ ４７．０１ ± ０．０８ ４６．７１ ± ０．０５

　生长抑制率 Ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％ － １５．７ ６０．９ ８４．４ ８４．５

中花１１Ｚｈｏｎｇｈｕａ１１

　愈伤初始接种量 Ｃａｌｌｕｓｉｎｉｔｉａｌｗｅｉｇｈｔ／ｇ ０．２２０ ± ０．０６７ ０．２４１ ± ０．０６２ ０．３９６ ± ０．０３３ ０．２７７ ± ０．０６６ ０．２６３ ± ０．０７２

　１５ｄ后愈伤量 Ｃａｌｌｕｓｗｅｉｇｈｔ１５ｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ／ｇ ０．７８１ ± ０．０３４ ０．８１１ ± ０．０１２ １．０９２ ± ０．１７１ ０．３９４ ± ０．１３８ ０．３７３ ± ０．１５１

　质量增加率 Ｍａｓｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｒａｔｅ／％ ２５４．１９ ± ０．７２ ２３６．１４ ± ０．５５ １７５．３９ ± ０．１５ ４２．４５ ± ０．１０ ４１．９４ ± ０．２１

　生长抑制率 Ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％ － ７．１ ３１．０ ８３．３ ８３．５

去壳后直接接种在培养基上）。而在含盐培养基中

处理时，随着ＮａＣｌ浓度的上升，各品种的发芽率逐

渐降低，并且用发芽抑制率来描述这种现象时不同

品种间变化趋势比较一致。其中，日本晴和中花１１

对ＮａＣｌ比较敏感，ＮａＣｌ浓度为２００ｍｍｏｌ／Ｌ时发

芽抑制率达到５０％以上，分别为５４．９％和５８．６％。

而秀水１１和武运粳７号对ＮａＣｌ耐性较强，ＮａＣｌ浓

度为２５０ｍｍｏｌ／Ｌ时发芽抑制率达到５０％以上，分

别为５８．２％和５１．８％。

２．２　不同浓度犖犪犆犾对水稻成熟胚愈伤组织生长

的抑制

从表２可知，在诱导及继代培养基中，日本晴、

秀水１１、武运粳７号和中花１１这４个粳稻品种的

愈伤组织生长能力存在差异。在 ＮＢ基本培养基

中，质量增加率最高的是日本晴，达到６４３．７１％，最

低的是中花１１，只有２５４．１９％。在含盐培养基中，

随着 ＮａＣｌ浓度的上升，各品种的愈伤的生长明显

受到抑制，而且褐化逐渐加重。其中，日本晴、武运

粳７号和中花１１对 ＮａＣｌ比较敏感，ＮａＣｌ浓度为

２００ｍｍｏｌ／Ｌ时愈伤组织生长抑制率达到８０％以

上，分别为８０．２％、８４．４％和８３．３％，而秀水１１对

ＮａＣｌ耐性较强，ＮａＣｌ浓度为２５０ｍｍｏｌ／Ｌ时愈伤

组织生长抑制率才达到８０％以上。

２．３　不同浓度犖犪犆犾对水稻成熟胚愈伤组织生长

抑制率与对种子发芽抑制率的相关性

ＮａＣｌ对愈伤组织生长的抑制率与对水稻种子

发芽的抑制率之间的相关性分析表明，供试的日本

晴、秀水１１、武运粳７号和中花１１这４个品种中两

个指标的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数分别为０．９５１（犘＝

０．０４９）、０．９５４（犘＝０．０４５）、０．９９１（犘＝０．００９）和

０．９８９（犘＝０．０１１），显示ＮａＣｌ对愈伤组织生长的抑

制率与对水稻种子发芽的抑制率之间呈线性正相

关。这说明ＮａＣｌ对水稻种子的发芽抑制率可以反

映其对愈伤组织生长的抑制情况。

根据常规的ＮａＣｌ浓度梯度对愈伤组织质量增

加率之间的生长曲线，Ｚｈｕ等［６］发现水稻愈伤组织

在含２００ｍｍｏｌ／Ｌ和２５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ培养基

中培养时，生长受抑程度达到稳定期，即愈伤组织质

量增加少且两者差异不大，故选择２００ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ为有效筛选浓度。这也是在转基因操作中普

遍采用的筛选剂有效浓度选择方法。在本研究中，

当愈伤组织生长受抑程度达到稳定期时，愈伤组织

生长抑制率达到８０％以上，因此，可确定愈伤组织

生长抑制率达８０％以上的ＮａＣｌ浓度为合适的筛选

浓度。日本晴、武运粳７号和中花１１号的ＮａＣｌ有

效筛选浓度２００ｍｍｏｌ／Ｌ，秀水１１的 ＮａＣｌ有效筛

选浓度２５０ｍｍｏｌ／Ｌ。在相应的ＮａＣｌ浓度下，３个

供试水稻品种的种子发芽抑制率达５０％以上，只有

武运粳７号种子发芽抑制率稍低（为４６．７％），但也

接近５０％。因此，使水稻种子发芽抑制率达到５０％

左右的ＮａＣｌ浓度可作为耐盐基因转化筛选时的重

要参考。
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图２　ＮａＣｌ对犅犃犇犎 基因转化日本晴（左）和秀水１１（右）愈伤

组织的筛选效果

Ｆｉｇ．２．ＴｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＮａＣｌｏｎ犅犃犇犎 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ（ｌｅｆｔ）ａｎｄＸｉｕｓｈｕｉ１１（ｒｉｇｈｔ）ｃａｌｌｉ．

２．４　犖犪犆犾对耐盐基因犅犃犇犎 转化日本晴和秀水

１１的筛选效果

根据上述研究结果，日本晴和秀水１１的愈伤组

织经过携带犅犃犇犎 基因的农杆菌转化后，分别移

至含２００ｍｍｏｌ／Ｌ和２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ筛选培养基

中进行筛选，转化未成功的细胞褐化死亡，转化成功

的细胞生长旺盛，颜色淡黄，筛选效果显著（图２）。

两轮筛选后的愈伤组织分化成苗。

采用ＰＣＲ法对再生植株中犅犃犇犎 基因进行检

测，计算犅犃犇犎 基因对水稻的转化率（图３和表

３）。采用ＮａＣｌ筛选法成功实现了犅犃犇犎 基因对

水稻的转化，经过ＰＣＲ验证，日本晴和秀水１１的转

化率分别为３８．９％和３２．０％。

３　讨论

在本研究设定的条件下，虽然各品种发芽率存

在差异，但随着ＮａＣｌ浓度增加，不同水稻品种的发

芽率逐渐降低，成熟胚愈伤组织的质量增加率也逐

渐降低。前人研究表明，盐胁迫下水稻种子发芽率

能在一定程度上反映品种的耐盐性［２，７１１］，并且不

同浓度的ＮａＣｌ对水稻愈伤组织生长的抑制规律使

得ＮａＣｌ可以作为耐盐基因转化水稻时的有效筛选

剂［６］。本研究发现水稻成熟胚愈伤组织的耐盐性

与种子的耐盐性表现一致，说明水稻成熟胚愈伤组

织对 ＮａＣｌ的耐受能力可能取决于其品种的耐盐

性。分析表明，在供试的４个粳稻品种中，ＮａＣｌ对

水稻种子的发芽抑制率与成熟胚愈伤组织生长的抑

制率呈线性正相关。根据常规的ＮａＣｌ浓度梯度对

愈伤组织质量增加率之间的生长曲线，确定愈伤组

织生长抑制率为８０％左右的ＮａＣｌ浓度为合适的筛

选浓度，与此相应的 ＮａＣｌ浓度对４个品种水稻种

子的发芽抑制率均在５０％左右。因此，可选取对水

稻种子的发芽抑制率在５０％左右的ＮａＣｌ浓度作为

耐盐基因转化中的筛选浓度。

采用Ｇ４１８筛选农杆菌介导的耐盐基因犅犃犇犎

的转化，其效率为１０％左右［１４１５］。采用本研究建

立的 ＮａＣｌ筛选法，犅犃犇犎 的转化效率在３０％以

上，显著高于采用 Ｇ４１８筛选时的转化率，说明

ＮａＣｌ筛选比传统的Ｇ４１８筛选更有效。Ｚｈｕ等［６］

图３　转基因水稻植株中犅犃犇犎 基因的ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．３．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ犅犃犇犎ｇｅｎｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｉｃｅｐｌａｎｔｓ．

Ｍ!ＤＮＡ分子量标准ＤＬ２０００；Ｐ!ＢＡＤＨ质粒阳性对照；ＣＫ!

非转基因植株阴性对照；１～８!

日本晴转基因植株；９～１６!

秀水１１

转基因植株。

Ｍ，ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；Ｐ，ＰｌａｓｍｉｄＢＡＤＨ（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）；ＣＫ，Ｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｌａｎｅｓ１

ｔｏ８，ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｏｆＮｉｐｐｏｎｂａｒｅ；Ｌａｎｅｓ９ｔｏ１６，ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｏｆＸｉｕｓｈｕｉ１１．

表３　犅犃犇犎基因采用犖犪犆犾筛选法对日本晴和秀水１１的转化效率

犜犪犫犾犲３．犜犺犲狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊狅犳犖犻狆狆狅狀犫犪狉犲犪狀犱犡犻狌狊犺狌犻１１狑犻狋犺犅犃犇犎犵犲狀犲犫狔犖犪犆犾狊犮狉犲犲狀犻狀犵犿犲狋犺狅犱．

品种

Ｒｉｃｅｃｕｌｔｉｖａｒ

感染愈伤数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｃａｌｌｉ

再生绿苗数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｌａｎｔｌｅｔｓ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ

ＰＣＲ阳性植株数

ＮｕｍｂｅｒｏｆＰＣＲ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｎｔｓ

ＰＣＲ阳性率

ＰＣＲｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅ／％

转化率

Ｔｒａｎｓｆｏｒａｍｔｉｏｎ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

日本晴Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ ９０ ３８ ３５ ９２．１ ３８．９

秀水１１Ｘｉｕｓｈｕｉ１１ ９４ ３２ ３０ ９４．８ ３２．０

７４２赵　艳等：一种简便的获得无标记耐盐转基因水稻植株的ＮａＣｌ有效筛选浓度选择法



报道采用 ＮａＣｌ作为筛选剂，脱水应答蛋白基因

（犇犚犈犅）和转运蛋白基因（犛犗犛１）两个耐盐基因对

台农６７和日本晴的转化效率在１０％左右，比本研

究建立的ＮａＣｌ筛选法低。原因可能在于本研究建

立的ＮａＣｌ筛选法是经过两轮筛选后，移至无ＮａＣｌ

筛选剂的分化培养基上的，消除了分化阶段 ＮａＣｌ

对愈伤组织分化的抑制；而Ｚｈｕ等［６］的转化方法是

经过两轮筛选，在分化培养基中也添加了一定浓度

的ＮａＣｌ。本研究结果表明，ＮａＣｌ筛选法将耐盐基

因转化水稻时，经筛选获得的抗性愈伤在分化培养

基中无需添加筛选剂也能成功获得转化植株。

传统的转化方法，为了确定转化筛选时合适的

ＮａＣｌ浓度，绘制ＮａＣｌ浓度梯度与愈伤组织增重率

之间的生长曲线，实验周期长，从诱导愈伤开始，经

过一次继代的愈伤接种到不同浓度ＮａＣｌ培养基再

生长１５ｄ才能有结果，一共需要４５ｄ左右。本研究

通过测定ＮａＣｌ对水稻种子的发芽抑制率即可确定

所需ＮａＣｌ浓度，只需要７ｄ，大大缩短了研究周期。

总体上看，本研究建立的 ＮａＣｌ筛选法简便、快速，

不需其他抗性标记基因就能有效实现耐盐基因对水

稻的转化，获得无抗性标记的安全耐盐转基因水稻

植株，这对水稻耐盐基因工程意义重大。但本研究

只选择了４个粳稻品种，该方法在其他粳稻品种和

籼稻品种上的应用还需要进一步的验证。
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［１３］ＥｄｗａｒｄｓＫ，ＪｏｈｎｓｔｏｎｅＣ，ＴｈｏｍｐｓｏｎＣ．Ａｓｉｍｐｌｅａｎｄｒａｐｉｄ

ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｆｏｒＰＣＲ

ａｎａｌｙｓｉｓ．犖狌犮犾犃犮犻犱狊犚犲狊，１９９１，１９：１３４９．

［１４］卢德赵，祝水金，钱 前，等．犅犃犇犎 基因转化水稻的方法比

较．中国水稻科学，２００３，１７（４）：３２３３２７．

［１５］林秀峰，刘志铭．转甜菜碱醛脱氢酶基因水稻的获得．吉林农

业科学，２００５，３０（２）：７９．

８４２ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２５卷第３期（２０１１年５月）


