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黑花生再生体 系和 遗传转化的初步研究 

余云芳 ～，姚 伟 ， ，李红梅 ，段真珍 ，何正权 ，乐超银 ，张昌菊 ，梁宏伟 
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3．福建农林大学，农业部甘蔗生理生态与遗传改良重点开放实验室，福建福州 350002) 

摘要：以黑花生品种黑霸 920成熟种胚、幼叶和胚轴为外植体，对黑花生植株再生和遗传转化进行 

了研究。通过设置一系列不同浓度激素配比的培养基来优化各阶段培养条件，初步建立了高效的 

黑花生再生体系，即花生种子经 75％乙醇表面消毒 15 rain，MS+6一BA 2．0 mg／L为最优化的种 

子萌发培养基，MS+2，4一D2．0 mg／L为最佳诱导愈伤培养基，幼叶为最佳诱导愈伤组织的外植 

体，MS+6一BA 8 mg／L+NAA 0．5 mg／L+AgN03 1 mg／L为最佳分化培养基，MS+NAA 2．0 

mg／L+6一BA 0．2 mg／L+活性炭 200 mg／L为最佳生根培养基。同时确定了愈伤组织和幼苗的 

卡那霉素筛选压分别为30 mg／L和300 mg／L。利用农杆菌介导法将含有GUS基因和NP丁∥基 

因的植物表达栽体pBI121导入花生组织，在对愈伤组织、幼叶和胚轴的GUS表达检测中均有蓝色 

斑块出现，证明 GUS基因已成功转入到花生细胞中。 
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Abstract：Plant regeneration and transformation from embryo，young 1eaf，hypocotyl through callus in— 

duetion were investigated in a case of peanut(Arachis hyDogaea L)cultivar Heiba920．The optimal 

media were selected for plant regeneration by supplementing MS medium with different kinds of hor— 

mones：MS+6一BA 2．0 mg／L for seed bourgeon；MS supplemented with 2．0 mg／L 2．4一D for pro— 

ducing callus；MS+6一BA 8 mg／L+ NAA 0．5mg／L+AgNO3 1 mg／L for differentiation；And MS+ 

NAA 2．0 mg／L+6一BA 0．2 mg／i + active carbon 200 mg／L for inducing root．The optima1 selec— 

tive agent was 30mg／I Of kanamycin for callus and 300rag／L of kanamycin for embryo culture．Plant 

expression vector PBI12I including GUS gene and NPT gene was transformed into peanut tissues 

by Agrobacterium tumefaciens．Blue strains in callus，young leaf and hypocotyls transformed showed 

that GUS gene was integrated into the genome of Arachis hypogaea L． 
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花生作为主要的油料和经济作物之一，普遍地 

受到其生产国家的重视。但由于花生容易受到病、 

虫、旱害等不利环境的影响，产量不稳定。植物基因 

工程技术的迅速发展，使人们能够按照意愿定向改 

良作物种性，克服传统育种方法的不足，为植物育种 

开辟了一条新途径。同多数豆科作物一样，花生外 

源基因导入技术难度比较大，遗传转化在花生育种 

上应用起步较晚。直到1994年，Eapen和George首 

次报道通过农杆菌转化获得抗卡那霉素和 GUS 

(j3一葡糖苷酸酶)活性的转基因花生⋯；1996和 

1997年 CHENG Ming和 LI Zhi．jian分别将 GUS 

基因和TSMV一( 基因成功导入花生中l2．3 J。之 

后，花生的遗传转化研究主要围绕解决花生组培基 

因型特异性强的问题，提高再生率、转化率与可重复 

性，避免或减少组培过程中的变异和嵌合体的产生 

而进行。 

黑花生与一般花生相比，它具有高蛋白、高精氨 

酸、高硒、高钾含量的优良特性，在保健食品及医疗 

食品等方面具有广阔的开发前景。黑花生还含有黑 

色素，黑色素是一种抗氧化剂，具有抗氧化、抗衰老 

作用，并且还具有滋阴、养颜、抗癌功能，因而是当今 

高效农业中最有发展前景的稀有作物_4l5 J。目前， 

国内外对黑花生的研究还很少，也没有关于黑花生 

研究方面的论述。我们以黑花生为研究材料，初步 

建立起一个完整的黑花生组织培养和遗传转化体 

系，旨在为其他抗虫、抗病基因遗传转化和以其为生 

物反应器生产药用蛋白奠定技术基础。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

黑花生品种黑霸 920，购于山东莱阳广信实业 

有限公司。 

1．2 菌株与质粒 

含有 NP丁∥基因和 GUS基因的 pBI121质粒 

由农业部甘蔗生理生态与遗传改良重点实验室提 

供，农杆菌EHA105菌株由三峡大学生物技术研究 

中心实验室保存。 

1．3 培养基 

种子萌发培养基 ：MS+6一BA 2．0mg／L；愈伤 

诱导培养基、分化培养基及生根培养基[生根培养基 

按正交试验设计 25种(表 1)]，均为 MS添加相应 

的不同配比激素；LB培养基和YM培养基配方参 

照分子克隆实验指南_6j。 

表 1 生根培养基正交试验设计 

1．4 外植体的准备 

选取颗粒饱满、个头较大、表面无裂痕、外壳颜 

色较黄的黑花生种子，先用洗涤剂和自来水洗净外 

壳，然后用75％无水乙醇浸泡，再用无菌蒸馏水清 

洗 2～3次，最后用无菌水浸泡种子过夜或不浸泡。 

去外壳和子叶，取完整幼胚接种到萌发培养基中，光 

照培养，光照时间为每天 16 h，光照强度为 1 500～ 

2 000 Ix，培养室温度为(25±1)℃。种子萌发 4～ 

12 d后，即可用于制备外植体，方法如下：取幼叶(8 
～ 10日龄)，剪去周围1圈，若还大的剪成 2～3段， 

大小约为 5 mm×2 mm的方块；将生长 2～4 d的花 

生幼胚 ，切除小叶和胚根，取中间胚轴，纵向划几条 

伤口，并横向切成 1～2段，每段约O．5-0．8 cm；直 

接取未萌发的花生种子的幼胚切成 2瓣，分别用解 

剖刀纵向划几条伤口。 

1．5 植株再生 

将外植体接种到愈伤诱导培养基中，罱暗室培 

养，培养室温度为(25±1)℃。愈伤组织每隔 2周继 

代一次，3～4次后将长势良好的愈伤组织转移到分 

化培养基中，每隔20 d继代一次，直至分化出植株。 

然后挑选生长健壮的植株，适当切除茎基部黑色或 

绿色斑点，接人生根培养基中长根，待根长至5cm 

高时打开瓶盖炼苗 2d，然后将小植株取出，用流水 

洗净根部附着的培养基，移栽于装有经过高压灭菌 

的混合土壤(红壤：沙土=3：1)的花盆中培养，有规 

律的用 自来水浇灌植株，维持生长温度 为(25± 

2)℃，相对湿度为 80％，1个月左右即可移植到大 

田中。 

1．6 卡那霉素基础抗性试验 

1．6．1 愈伤组织筛选压的选择 将愈伤组织接种 

到含有 Km 的诱 导培 养基上，Km 浓度 分别 为 

0 mg／L、10 mg 、20 mg 30 mg 、50 mg／L 

80 mg／L、100 mg／L。10 d后观察愈伤组织的生长 

情况。每隔 2周更换一次培养基南到愈伤组织不再 

生长。 

1．6．2 幼苗筛选压的选择 将幼苗接种到含 Km 

的分 化培养基上，Km 浓度分别为 0 rng／L、100 

mg／L 200 mg／L、300 mg／Ll 400 mg／L 500 mg／L。 
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10 d后观察叶片生长情况，每2周更换一·次培养基 

直到幼苗完全白化枯死。 

1．7 农杆菌介导的遗传转化 

1．7．1 农杆菌的准备 农杆菌感受态的制备及 

pBIl21质粒的转化方法参照文献[7]，涂板后置 28 

℃培养48 h。挑取3个单菌落用PCR进行鉴定，将 

鉴定为阳性的菌落接种于20 ml YM培养基(含Rif 

50 mg／L、Km 20mg／L)中，在 28℃条件下，振荡 

(200 r／min)培养，使菌液的OD6【)I)达到0．4左右。 

1．7．2 绘制农杆菌菌液生长曲线 将农杆菌单菌 

落于 20 ml的 YM培养液中培养，从第 4小时开 

始，每2 h钡4 1次OD6o0值，以0D6o0值对时间作图 

(图 1)。 

量 
8 

图 1 农杆菌菌液生长曲线 

1．7．3 转化及抗性幼苗获得 将准备好的愈伤组 

织块浸于农杆菌菌液中，缓慢振摇 10 m-f1，无菌水 

清洗 3～4遍，再置无菌滤纸上晾干，于MS+6一BA 

8．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L+AgN03 1．0 mg／L培 

养基MS卜暗处共培养5 d，再转入 MS+30 mg／t 

卡那霉素+300 mg／L头孢霉素培养基中培养8～ 

10 d，以抑制农杆菌生长，再转入 MS+15 mg／L卡 

那霉素+300 rng／L头孢霉素培养基中，2～3周后 

分化出苗，再转入 MS+300 mg／L卡那霉素 +300 

mg／L头孢霉素培养基中，每20 d继代一次，卡那霉 

素浓度依次降低至200 mg／L和150 mg／／I ，待苗长 

到约6 CITI高、长势比较好时，再转至生根培养基 

MS+NAA 2．0 mg／L+6一BA 0．2 mg／L+活性炭 

200 mg／L中进行生根培养，最后获得抗性幼苗 

1．8 GUS基因组织化学检测 

根长出后 7 d，作 GUS基因组织化学检测。配 

置 10 ml染色液：X—Gluc 5mg，50molM K Fe(CN)̂ 

20 fIl，50 mol／L的 K4Fe(CN)6 20t~l，0，5 toolA 的 

Na2EDTA 2f』I，0．1％ Triton X一100 100ILl，甲醇 

2ml。将准备好的材料浸泡在染色液 中，于 25～ 

3712保温 1 h过夜，再转入70％乙醇中脱色2～3 
· 40 - 

次，至阴性对照材料呈白色，肉眼或显微镜下观察。 

2 结果与分析 

2．1 种子的表面消毒处理 

试验前为了检测种子的发芽率，将种子浸润在 

自来水中，放在光照培养室里，观察其自然发芽情 

况。试验证实，种子的发芽率均在 100％，说明种子 

的自然发芽率均属正常。如表 2所示，无水乙醇处 

理时间越长，污染率越低，但种子的萌发和生长也越 

慢，无水乙醇浸泡的时间超过 3O min后，花生种子 

的生长很慢，甚至停止生长，说明无水乙醇对花生种 

子有毒害作用。试验表明，采用75％的无水乙醇浸 

泡 15 min，无菌水清洗2～3遍，效果最佳。另外，用 

无菌水浸泡种子过夜能明显促进种子的生长。无菌 

水浸泡时间越长，种子生长越快，原因是随着浸泡时 

问的延长，种子吸收水分增多，体积增大，呼吸也随 

之加强，从而促进其萌发能力，但如果无菌水浸泡的 

时间过长，会导致污染率明显升高。 

表2 75％无水乙醇浸泡时间对种子萌发的影响 

2．2 最佳外植体及最佳培养基的筛选 

如图2所示，在3种不同的外植体中，幼叶诱 

导愈伤组织效果最好，其愈伤组织为黄色、质密、透 

明、湿润(图3一A)，其次是胚轴。试验中还发现低 

浓度的2，4一D培养时，外植体生根率较高，根均为 

白色不定根(图3一B)，已生根的愈伤组织转移到分 

化培养基上后会停止生根。同时进行的光培养与暗 

培养对照试验也表明，暗处培养的愈伤组织比光照 

下培养的愈伤组织要好。 

2，4～D对愈伤的诱导作用是很明显，MS+2，4 
一 I)2．0 mg／L为最佳诱导愈伤培养基。从图2中 

可以看出其显著的 同，2，4一D的浓度在一定范围 

内(2～5 m。I／，I )能促进愈伤生长，完全不加 2，4一D 

时不产生愈伤，2，4一D浓度高时(10～20 tool／L)， 

愈伤的生长也不是很好。 

2，3 最佳分化培养基的筛选 

愈伤由诱导培养基转移到分化培养基上后，愈伤 

继续生长且大部分长势很好，约 10 d后分化成小植 

株(图3一c)。其中矸H是最优的激素配方(表3)。 

I 2  O  8  6  4 2 O 8 6 ‘ 2  O  2  
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D挂 C吼 ’ 

B～ 以幼叶为外植体的愈伤组织生长率(暗培养)；(、_一 以茎为外 
植体的愈伤组织生长率(暗培养)；1)一 以幼胚为外植体的愈伤组织 

生长率(暗培养)；卜 以幼叶外为植体的愈伤组织生}乇率(光培养) 

圈2 不同外檀体在不同 2。4一D浓度下的愈伤组织生长率 

表 3 分化培养基配方及愈伤分化情况 

2，4 最佳生根培养基的筛选 

对分化植株在生根培养基上生长 20 d后，进行 

统计可知，NAA对生根的影响最大，培养基中添加 

NAA浓度在 2．0 mg／I 时生根效果较好。在正交 

试验设计的25种培养基中(表 1)，以活性炭 200 

mg／L+6一BA0．2 mg／L+NAA 2．0 mg／L+MS为 

A．叶片愈伤组织；B．在愈伤培养基上生根的叶片；C愈伤组织分化出的植株；D．分化植株生根培养；E．开盖炼苗；F．白化苗与正常植株 

图 3 黑花生组织培养 

最合适的生根培养基，生根率可达 100％，图3一D 

所示的是植株在生根培养基中的生根情况。 

2．5 移栽成活情况 

将健壮的植株，开盖炼苗(图3一E)1～3 d后， 

移栽到土壤中，注意经常浇水，移栽小苗成活率可达 

100％ 。 

2．6 抗生素敏感性试验 

愈伤组织诱导试验中，卡那霉素浓度低于 30 

mg／L不能完全抑制未转基因的花生愈伤组织的分 

化，而当卡那霉素浓度为50mg／L及以上时，愈伤组 

织均不能很好的分化出苗，甚至不分化。考虑到卡 

那霉素浓度太高会对转基因植株的生长产生不利影 

响，故选择临界浓度 30 mg／'L为最佳的愈伤组织筛 

选压。 

幼苗生长试验中，当卡那霉素浓度小于 300 

mg／L时，植株生长基本正常；当卡那霉素浓度为 

300 mg／L时，出现少数白化苗；而当卡那霉素浓度 

达到 400 mg／L时，白化率增加，少数出现褐化最终 

枯死。当卡那霉素浓度达到 500 mg／L时，所有植 

株均褐化最终枯死，所以选择 300mg／L作为幼苗的 

卡那霉素筛选压(图3 F)。 

2．7 农杆菌的PCR检测 

根据 GUS和NPTff基因序列，设计合成2对 

引物，序列如下： 
· 4】 · 
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删 (S)：5 

P( 『S(A)：5 一 

0G 一3 

一 3 

P( 『S(S)：5 一( 、A( ；鼎 CI]( ． ](： 

一 3 

从图4中可以看出GUS基因的特异性条带约 

在600bp，NPT∥ 基因的特异性条带在 450bp左 

右，与预期大小(GUS基因的特异性条带在602bp、 

NPT∥基因的特异性条带在436bp)一致，阴性对 

照中没有出现条带，PCR结果证实了pBI121已成 

功转化到农杆菌中。 

IjI_】0bp 

n∞ b 

I 

： p 

uI：】。bp 

5 ， 

C b0 

2 bD 

M：DNAMarker；1～3：不同菌液以 P( S为引物 PCR的结 

果；5～7：不同菌液以PN门 Ⅱ为引物 PCR的结果；4，8：相应 

的阴性对照(水) 

图4 含pBI121的农杆菌PCR检测结果 

2．8 Gus基因组织化学检测 

利用组织化学染色法检测 GUS基因表达，结 

果如图5所示。肉眼及解剖镜下 观察到转化 

人、B、( ：转化的外植体(依次为胚轴、愈伤组织 、叶片，箭头所 

指处为蓝色)；c、D、E：未转化的外植体(依次为胚轴、愈伤组 

织 、叶片) 

图5 不同外植体 GUS检测结果 
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pBll21的胚轴、愈伤组织和叶片中均出现了蓝色斑 

块(图5中箭头所指处)，而未转化的外植体没有出 

现蓝色，说明含GUS基因的pBI121载体已经成功 

转入花生受体细胞中，并得到瞬时表达。 

3 讨论 

自从Abel培育出第 l例转基因植株以来 8，转 

基因生物技术在很多作物的遗传育种上得到广泛的 

应用。但是在花生上却一直都发展比较缓慢，原因 

之一就在于花生组织培养的再生体系不够理想，制 

约了转基因技术在花生遗传转化上的应用[9-12]。 

本试验对具有优良产质性状的黑花生品种黑霸920 

进行研究，通过一系列的试验研究，初步建立了高效 

的黑花生再生体系，MS+6一BA 2．0 mg／L为最优 

化的种子萌发培养基；MS+2，4一D 2．0 mg／L为最 

佳诱导愈伤培养基；其中幼叶为最佳诱导愈伤组织 

的夕 植体；MS十6一BA 8 mg／L+NAA 0．5 mg／L+ 

AgN03 1 mg／L为最佳分化培养基；MS+NAA 2．0 

mg／L十6一BA 0．2 mg／L+活性炭200 mg／L为最 

佳生根培养基。同时确定了愈伤组织和幼苗的卡那 

霉素筛选压分别为3O mg／L和300 mg／L，可为黑花 

生的遗传转化工作及黑花生与其近缘野生种间体细 

胞杂交的应用奠定了基础。本试验利用农杆菌介导 

法将含有 GUS基因和NPT17基因的植物表达载 

体 pBI121导入花生组织，GUS表达检测外源载体 

已成功转入到花生细胞中，初步建立了黑花生的遗 

传转化体系。利用该遗传转化体系，我们实验室目前 

已成功将C反应蛋白基因转化到黑花生中，并进行了 

P( 和Southern杂交验证均为阳性(另文发表)。 
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的最低可检测值为8．13 ng；从图4中可以看出：Bt 

蛋白量降低到4．06 ng／,~时，点样点的斑点较清晰， 

而2．03 ng点样点的斑点较模糊，因此，间接法Dot 
— ELlsA(ⅧRP—igG)的最低可检测值为 2．O3～ 

4．06 ng；从图 5中可以看出：Bt蛋白量降低到 2．03 

ng／,~时，点样点的斑点仍清晰可见，因此。间接法 

Dot—ELISA(AKP—IgG)的最低可检测值 为 

2．03 ng。 

从图中还可以看出直接法和间接法 Dot— 

ELISA中，随着Bt蛋白量的降低，斑点的颜色逐渐 

变浅，而夹心法中，随着标准抗原浓度的降低，斑点 

的颜色变化不明显，因此，直接法和间接法 Dot— 

ELISA在进行定性测定的同时，还可以进行半定量 

测定。3种Dot—ELISA相比，间接法Dot—ELISA 

的效果较好，特别是使用AKP系统时，灵敏度更高。 

3 讨论 

本研究在使用HRP系统的3种Dot～ElISA法 

中，同浓度下直接法和间接法 DOt—ELISA的斑点 

颜色要明显深于夹心法 Dot—EliSA，可能是由于包 

被IgG后，其与Bt杀虫蛋白结合，影响了Bt杀虫蛋 

白与酶标抗体的结合的缘故；间接法 Dot—ELISA 

中使用了HRP—IgG和AKP—IgG 2种酶标二抗， 

AKP系统的灵敏度高于 HRP系统，可能是因为 

AKP系统呈现的紫色比 HRP系统呈现的灰蓝色要 

鲜明显眼的缘故。 
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