
应用与环境生物学报    2010，16 ( 5 ): 622~626
Chin J Appl Environ Biol=ISSN 1006-687X

2010-10-25
DOI: 10.3724/SP.J.1145.2010.00622

石斛属（Dendrobium）是兰科中种类最多的一个大属，

全球约有1400多种，其中多数种具观赏价值，为四大观赏兰

之一，部分种兼具很高的药用价值 [1]. 目前，国际上最具商业

价值的几个大属的兰花，均存在着病虫害严重、栽培和养护

环境苛刻、成花周期长、开花控制难度大、花色花形不丰富

等普遍问题 [2]，然而传统的杂交育种周期长、繁殖率低、预

见性差，很难获得预期的新品种[3]. 近年来，转基因技术为兰

花品质改良开辟了一条新途径. 
兰科植物转基因研究起步较晚，为公认的较难进行遗

传转化的单子叶植物. 迄今为止，兰花转基因的研究仅在9属

有过报道，且多为转化体系的建立，尚未达到应用阶段，采

用的转化方法主要为基因枪法和农杆菌介导法. 有关石斛遗

传转化的报道不多，主要考察转化体系建立的有关因素，如

转化方法选择 [4]、转化条件优化 [5]、标记基因选择等. 近来，

对改良石斛品质的遗传转化研究逐步展开. 卢毕生通过基因

枪法和农杆菌介导法将抗冻蛋白（AFP）基因转化石斛兰以

期获得抗冻石斛品种[6]. Chang等获得了表达CymMV-CP基因

的转化植株 [7]. 潘丽晶等通过农杆菌介导法将苏云金芽孢杆

菌aiiA基因导入石斛兰以期获得软腐病抗性新品种[8]. 
石斛对生境的要求非常苛刻，在栽培养护过程中对温

度、光照、湿度以及栽培基质等要求高，性喜湿润，但 水分

过多又极易造成兰花生理性病害根腐病 [9]；石斛的规模化生

产多采取温室设施栽培，而设施栽培土壤易产生次 生盐渍

化 [10]. 这些因素对石斛的生长和品质造成较大影响，增加了人

工规模化栽培石斛的管理难度. 干旱、盐碱等逆境胁迫因子

严重制约植物的生长发育与产量，植物受干旱、盐碱胁迫的

适应性及机制的研究以及解决策略极受关注 [11~12]，培育和种

植抗旱、耐盐碱植物品种不失为一种有效的解决途径. 研究

显示，抗旱耐盐碱基因lea3转入水稻 [13]、小麦 [14]、苜蓿[15]等植

物后，转化子的抗旱耐盐碱能力均得到显著增强，表明lea3
基因在基因工程改良植物抗旱耐盐碱方面具有广阔的前景. 
Bar基因作为目的基因被转入多种农作物并早已实现商品化

生产，转bar基因作物的食品安全性也被确认；bar基因因筛

选作用明显且检测方法灵敏也常被用作筛选基因，既实现
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摘  要  利用基因枪法将来源于大麦（Hordeum vulgare L.）的抗旱耐盐基因lea3导入铁皮石斛（Dendrobium candidum 
Wall.ex Lindl）的类原球茎（PLBs）中，经膦丝菌素类除草剂PPT筛选2次获得抗性PLBs，于无选择压下分化获得不定

芽，再经PPT筛选和生根壮苗培养获得转化植株. 对转化植株进行除草剂PPT叶片涂抹检测和lea3基因的PCR检测，表

明lea3基因已整合到6个株系7株铁皮石斛转化植株基因组中，转化频率为1.05%. 与对照相比，获得的转基因植株的耐

盐胁迫能力明显增强，表明遗传转化lea3基因可用于石斛抗旱耐盐新品种的选育. 图4 表1 参23 
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转化体的有效筛选又获得除草剂抗性转化子. �����Knapp等以bar
基因作为筛选基因对遗传转化的3种兰花实现了有效筛选 [16]. 
至今，未见lea3基因转化石斛以及其他兰花品种的报道. 

本研究以bar基因为筛选标记基因，用基因枪轰击石斛

类原球茎进行转化实验，将来源于大麦（Hordeum vulgare 
L.）的 抗 旱 耐 盐碱 基 因 lea3导入 铁 皮石斛（Dendrobium 
candidum Wall. ex Lindl），获得转基因植株，以期培育出对逆

境适应能力强、对栽培养护环境要求较粗放的抗旱耐盐碱

石斛新品种，进而为其它兰花品种的环境抗逆性育种提供参

考. 

1  材料与方法
1.1  材� � �料
1.1.1  植物材料    以本研究室保存的铁皮石斛（Dendrobium 
candidum Wall.  ex Lind l）试 管 苗诱 导产生的 类 原 球 茎

（PLBs）为转化受体. 
1.1.2  质粒载体    质粒pBY520由美国Cornell大学Ray Wu教

授惠赠，携带有来源于大麦的lea3基因和bar基因（膦丝菌素

乙酰转移酶基因）. lea3基因为目的基因，以水稻Act1为启动

子，马铃薯Pin2为终止子. Bar基因为筛选基因，由CaMV 35S
和nos调控（图1）. Bar基因具抗膦丝菌素类除草剂（PPT）的

抗性. 

1.1.3  试剂（盒）与培养基   PCR试剂盒和DL2000 marker购
自大连TaKaRa公司，PCR引物由上海生工合成，Glufosinate
（PPT含 量为99%）购自Sigma-Fluka公司，NAA、6-BA为
Sigma公司分 装，亚精胺为Sigma公司原 装，氨苄青霉素为

WDSS公司产品，其他生化试剂为国产分析纯试剂. 继代培养

基：MS +蔗糖30 g/L+琼脂5.5 g/L，pH 5.8；高渗培养基：MS +
甘露醇0.4 mol/L+蔗糖30 g/L+琼脂5.5 g/L，pH 5.8；类原球茎

筛选培养基：MS + PPT3.0 mg/L +蔗糖30 g/L+琼脂5.5 g/L，
pH 5.8；分化培养基：MS + NAA 0.9 mg/L + 6-BA 1.0 mg/L +
蔗糖30 g/L +琼脂5.5 g/L，pH 5.8；不定芽筛选培养基：MS + 
PPT20 mg/L +蔗糖30 g/L+琼脂5.5 g/L，pH 5.8；生根壮苗培养

基：MS +香蕉泥200 g/L+蔗糖30 g/L+琼脂5.5 g/L，pH 5.8. 
1.2  方� � �法
1.2.1  类原球茎（PLBs）的驯化培养    挑取从铁皮石斛试管

苗根尖产生的类原球茎接种到继代培养基上，在(25±1) ℃条

件下暗处培养驯化，每30 d转接1次. 
1.2.2  质粒DNA提取    菌种活化与培养：挑取保存于低温冰

箱含质粒pBY520的Escherichia coli基因工程菌菌液在含氨苄

青霉素50 mg/L的LB平板上划线培养，活化后挑取单菌落接

种到3 mL含氨苄青霉素50 mg/L的LB液体培养基中，37 ℃、
120 r/min振荡培养过夜，接着吸取过夜培养液1 mL接种至50 
mL同上培养基中振荡培养至对数生长中后期用于提取质粒

DNA. 
质粒 DNA提取：取 对数 生长中后期的lea3基因工程菌

液，参照《分 子克隆实验指南》[17]碱 裂 解抽提法制备质粒
DNA.  
1.2.3 基因枪转化    微弹制备程序参照Daniell（1993）等的方

法 [18] . 轰击转化采用PDS-1000/He型基因枪（Bio-Rad公司生

产）. 分别选取暗处第3次继代培养25 d和继代15 d再移入光

照14 h/d条件下继续培养10 d且生长良好、均一、粒径3~4 mm
的类原球茎，转入高渗培养基均于暗处处理5 h，每皿60~70
块，在平皿中心紧密排列成直径约4 cm的圆饼状，用基因枪

轰击转化. 基因枪转化参数为：真空度 28 inches·Hg，轰击距

离9 cm，氦气压力1 100 psi，金粉颗粒直径1.0 µm，每枪金粉

用量0.5 mg，每皿轰击1次. 轰击后均继续于暗处高渗处理18 
h，再转至继代培养基在(25±1) ℃、光照14 h/d条件下分别过

渡恢复培养0、10、20 d. 以经历同样处理过程而未进行轰击

的类原球茎为对照. 
1.2.4   转化体筛选和植株再生    将轰击后恢复培养一定时

间的类原 球茎和对照转入类原 球茎 筛选培养基 在 PPT 3.0 
mg/L压力下进行筛选培养，继代2次，每次30 d，然后将筛选

所得抗性类原球茎转至无选择压的分化培养基分化培养45 
d，接着将分化形成的不定芽转入不定芽筛选培养基在PPT 
20 mg/L压力下再筛选培养1 mo，得到的抗性不定芽转入生根

壮苗培养基进行生根壮苗培养. 过渡恢复培养、筛选培养、

分化培养和壮苗生根培养均在(25±1) ℃、光照14 h/d条件下进

行. 
1.2.5  叶片涂抹除草剂检测    将生根壮苗培养40 d的转化

植株转入 继代培养基于 (������25±1) ℃、光照14 h/d条件下继续

培养，20 d后用无菌棉签蘸取PPT 200 mg/L水溶液（含0.1% 
Tween-80）涂抹转化植株和对照（由于对照类原 球茎经 历

PPT筛选、分 化培养后未能成 功再 生植株，故叶片涂抹 检

测、PCR检测和耐盐性试验的对照采用继代培养的类原球茎

在无PPT选择压下同步分化、壮苗培养获得的再生植株）中

上部大叶片正反面各1次，10 d后观察叶片受害程度. 
1.2.6  lea3基因PCR检测    采用 CTAB法 提 取 对照植 株
及 P P T 涂 抹 阳 性 植 株 叶片总 D N A .  据 l e a 3 基 因 序 列 设

计引物，P1：5’-TAGGTCCCAGGCAGCGTGCA-3’；P2：
5’-TACGTGAAGACCTGACCTTG-3’，�对lea3基因片段进行扩

增，扩增片段长度为549 bp. PCR反应体系为：10 ×PCR Buffer
（free Mg2+）2.3 μL，dNTP Mixture（10 mmol/L）1.5 μL， 
MgCl2（25 mmol/L）2.0 μL，引物（0.1 μg/μL）各1.0 μL，ddH2O 
13.3 μL，Taq酶（5 u /μL）0.13 μL，DNA模板1.0 μL. 反应条件

为：94 ℃ 4 min，94 ℃ 40 s，53℃ 40 s，72 ℃ 90 s，36个循环，
72 ℃ 4 min. 未转化植株作为阴性对照，质粒pBY520作为阳

性对照. PCR产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳，分析lea3基因在转

化植株核基因组的整合情况. 
1.2.7 耐盐性试验    将PCR阳性植株和对照转至继代培养

基，在(25±1) ℃、光照14 h/d条件下继续培养，30 d后转至含

图1  pBY520质粒酶切图谱
Fig. 1   Restrictive digestion map of plasmid pBY520
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NaCl 15 g/L的继代培养基上培养，15 d后观察其耐盐胁迫能

力，再转至继代培养基上培养一段时间，观察解除盐胁迫后

的生长状况. 

2  结果与分析
2.1  转化体筛选及再生
2.1.1  转化受体光照预分化处理对转化率的影响    对暗处继代
25 d和暗处继代15 d再转至光下预分化培养10 d的类原球茎

进行轰击转化，经过渡培养和PPT 3.0 mg/L筛选2次后，抗性
PLBs得率分别为8.7%和17.9%，可见光照预分化处理能显著

提高铁皮石斛的遗传转化效率，可能由于预分化处理提高了

受体细胞的活力和分裂增生能力，有利于外源DNA的整合. 
2.1.2  过渡培养时间对转化率的影响    轰击后类原球茎在继
代培养基上光下过渡恢复培养不同时间后，经PPT 3.0 mg/L
筛选2次获得抗性PLBs. 过渡恢复培养0 d、1��� 0 d、2��� 0 d抗性
PLBs得率分别为3.1%、10.3%和19.1%. 未经过渡恢复培养，抗

性PLBs得率很低且增殖缓慢；随着过渡培养时间的延长抗

性类原球茎得率显著提高，表明对轰击后的转化受体进行

适当时间的过渡恢复培养有利于提高铁皮石斛的转化率. 分
析认为，恢复培养一段时间有利于细胞修复损伤、整合外源
DNA，但恢复培养时间过长又易产生假阳性 [19] . 
2.1.3  lea3基因导入、转化体筛选及再生    轰击后的类原球茎
转至继代培养基恢复培养20 d，再转至类原球茎筛选培养基

于PPT3.0 mg/L压力下进行筛选培养. 观察发现，20 d后对照

和轰击后的PLBs大多褐化死亡，约28~40 d左右，在轰击后褐

化PLBs表面逐渐产生新组织，色泽鲜亮且具较高分裂增生

能力，而对照类原球茎经筛选后极少存活且无光泽、无增殖. 
筛选2次后从570块轰击PLBs中获得95块抗性PLBs，将其转

至无选择压的分化培养基上进行分化培养，约14 d左右开始

形成绿色芽点，45 d后共分化形成46个株系不定芽，对照和

部分抗性PLBs团块未分化形成不定芽. 接着将不定芽转至筛

选培养基于PPT20 mg/L压力下选择培养1mo，进一步筛选、

淘汰假阳性再生芽. 发现未表达bar基因的非抗性芽在筛选

过程中逐渐褐化、变白死亡，转化抗性芽生长良好、较粗壮、

颜色无变化，筛选后共获得15个株系抗性不定芽，将其分开

后转至生根壮苗培养基生根壮苗，约40 d后获得35株具根转

化再生植株，其茎较未转化植株粗壮. 
2.2  转化植株除草剂抗性检测

由于所用质粒pBY520中bar基因同lea3基因构建为紧密

连锁状态，则认为二者在基因导入及整合过程中极少发生

交换现象，因此利用除草剂涂抹检测转化植株表达了bar基

因具有的抗PPT特性可筛选出转lea3基因植株. 蘸取PPT 200 
mg/L水溶液涂抹培养瓶中35株转化植株和对照叶片，10 d后

观 察显 示，7个株系完全 无除草剂抗性，叶片失绿褐化、部

分发白坏死；5个株系共7株均表现除草剂抗性，3个株系部

分植株具除草剂抗性（表1），所有抗性植株叶片无变化（图

2-A），对照叶片失绿褐化、部分发白坏死（图2-B）. 

2.3  转化植株lea3基因PCR检测
利用PCR方法，分析lea3基因是否整合到转化植株核基

因组中. 提取PPT涂抹阳性转化植株和对照植株叶片总DNA，

以此为模板进行PCR分析. 对8个株系11株PPT涂抹阳性转化

植株进行lea3基因PCR扩增鉴定，获得同时整合lea3基因和

bar基因的再生株系6个共7株，仅整合bar基因的再生植株4株

（图3，表1）. 本实验中共轰击转化类原球茎570块，获得lea3
基因PCR阳性株系6个共7株，铁皮石斛基因枪介导lea3基因

的遗传转化效率较低，为1.05%. 

表1  铁皮石斛遗传转化结果
Table 1   Results of transformation of D. candidum

PPT抗性芽株系
PPT resistance shoot lines 

PPT涂抹阳性
数（株）

PPT positive 
plants

lea3基因PCR阳性
数（株）

lea3 positive plants 
of PCR analysis

耐盐性
Salt 

tolerance编号
Number

数量（株）
Amounts

01 5 0 0
02 2 2 2 +
03 3 1 0
04 1 0 0
05 4 2 1 +
06 2 0 0
07 3 1 1 +
08 1 1 1 +
09 3 0 0
10 1 0 0
11 4 0 0
12 2 2 0
13 1 1 1 +
14 2 0 0
15 1 1 1 +

+：具一定的耐盐能力  +: With tolerance to salt stress

图2  转化植株（A）和对照植株（B）对PPT的抗性
Fig. 2  Resistance of transgenic plant (A) and wild plant (B) to PPT

图3  Lea3基因PCR检测
Fig. 3  PCR analysis for lea3 gene 

CK+：阳性 对照（质粒pBY520）；CK-：阴性 对照（未转化 植株）；M：
DL2000；02、03、05、07、08号株系PPT涂抹阳性转化植株
CK+: Positive control (pBY520); CK-: Non-transgenic plant as negative 
control; M: DL2000; 02, 03, 05, 07 and 08 represent the transgenic plant lines 
with PPT resistence 
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2.4  转基因植株耐盐能力分析
由于石斛生长缓慢且获得的转基因植株数量有限，所以

对转化植株进行耐盐胁迫能力分析时仅进行了表观考察，未

测定相关生理生化指标. 将7株PCR阳性植株和对照转至含
1.5% NaCl的继代培养基上培养15 d，考察其耐盐胁迫能力. 
观察发现：5 d后对照植株叶片开始发黄，15 d后全部失绿变

白，仅部分茎呈黄绿色、无光泽（图4-B），转化植株叶片部

分失绿发黄、茎黄绿色有光泽（图4-A），解除盐胁迫培养一

段时间后，转化植株均恢复生长且萌发出侧芽，对照植株茎

发白死亡. 表1结果显示，导入lea3基因的7株铁皮石斛转化植

株均具较强的耐盐胁迫能力，说明转入 lea3基因后铁皮石斛

的耐盐能力明显增强. 

3  讨 论
使 用基因枪 进 行 遗传 转化 效率 的高 低 受多种因素 影

响，基因型、受体材料类型和生长状态、微弹射程、轰击压

力、轰击次数以及筛选程序等都是影响转化效率的重要限

制因子. 一 个高效的转化系统既要对受体 有较高的转化效

率，同时也要避免使受体受到大的伤害，以免影响受体的生

理活力[5, 19~21]. 本实验结果表明，选择对数生长期前期的类原

球茎为转化受体，转化前对其进行光照（14 h/d）预分化处理

和过渡恢复培养一段时间，有利于受体细胞活力提高和损伤

修复，促进外源DNA 整合，从而显著提高抗性类原球茎得

率. 
Bar基因编码的膦丝菌素乙酰转移酶（PAT），可使膦丝

菌素类除草剂（如PPT）失去活性. PPT是谷氨酰氨合成酶的

一种强抑制剂，抑制谷氨酰氨合成酶活力，可导致氨的过量

积累，最终导致非转化体中毒死亡[22]. 适合的选择途径、PPT
筛选浓度和筛选时间直接影响着转化的成功与否及转化频

率的高低. 本研究先通过预实验确定PPT最佳筛选浓度和筛

选时间，再综合考虑PPT的毒性和对类原球茎分化的抑制作

用，确定转化类原球茎先经PPT抗性筛选，接着于无选择压

下分化培养，再进行PPT抗性筛选的途径，最终获得了转lea3
基因植株. 

本研究所用质粒pBY520中bar基因同lea3基因构建为紧

密连锁状态，认为二者在基因导入及整合过程中极少发生交

换现象 . 利用转化细胞和再生植株表达了bar基因具有的抗

PPT特性，理论上可筛选出转lea3基因植株. 本实验中转化类

原球茎经PPT多次筛选和再生培养获得了较多再生植株，但

经PPT涂抹检测和lea3基因PCR检测发现，有相当多再生植

株未整合bar基因和lea3基因，转化效率低，仅为1.05%. 分析

可能原因：1）兰科植物类原球茎转化后易形成嵌合体 [23]，不

利于鉴定筛选. 2）非转化细胞由于未能充分接触选择剂或对

PPT敏感性较低等产生选择逃逸，出现假阳性类原球茎. 3）
尽管外源DNA起初确实整合到了宿主染色体上，却于再生过

程中丢失了bar基因，致使再生植株失去对PPT的抗性，涂抹

检测时仅整合lea3基因的植株被去除. 4）外源基因不适合的

插入位点和拷贝数可能影响基因表达，甚至导致基因沉默或

失活. 通过PPT涂抹检测和PCR分析可排除假阳性转化植株. 
从 表1可看出，经PPT涂抹 检测后，一半的假阳性株系被去

除，PCR检测又进一步淘汰了少量假阳性植株. lea3基因PCR
阳性转化植株均具 较强耐盐胁迫能力也进一步验 证了PPT
涂抹检测和PCR分析在排除假阳性方面的有效性. 采用PPT
涂抹检测操作简单方便，能对大量检测对象进行快速有效

检测，淘汰假阳性植株，减少后续检测工作量，且不会对转

化植株造成伤害. 
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