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卡拉霉素在转基因黄籽油菜中的应用①
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摘要:为筛选出黄籽油菜遗传转化中卡拉霉素或卡拉霉素(kanamycin,Kanorkm)最佳质量浓度,首先将油菜子

叶接种在不同质量浓度 Kan(０~１８０mg/L)的分化培养基上,结果发现 Kan质量浓度小于６０mg/L有利于绿苗分

化．然后在不同质量浓度 Kan的分化培养基上对农杆菌侵染的下胚轴进行筛选,结果表明初代培养 Kan质量浓

度以２０~４０mg/L为宜,同样质量浓度继代培养后可获得抗性愈伤和转基因阳性苗．最后利用 Kan抗性对转基因

黄籽油菜后代进行研究,苗期到薹花期生长的植株进行叶片涂抹法筛选,Kan最适质量浓度为４g/L,时间为４~
１０d;T１代抗性分析、GUS染色分析、T１代籽粒的PCR检测说明转基因在 T１代、T２代可遗传并出现分离．β 葡

萄糖苷酸酶基因(GUS)和聚合酶链式反应(PCR)验证叶片涂抹进行 Kan抗性筛选的方法准确性高,可达１００％．
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甘蓝型黄籽油菜BrassicanapusL􀆰具有种皮薄、含油量高、油质清澈[１]透明、饼粕的饲用价值高等一

系列优点,因而近年来受到育种家的重视,选育甘蓝型黄籽油菜成为油菜育种的主要目标之一．但黄籽油

菜生长势、抗逆性较低,产量较低,在生产中难以直接大面积推广利用,限制了其优质特性的发挥．通过转

基因技术可提高抗逆性、改良油的品质、抗虫和抗除草剂等[２],如导入抗草甘膦的基因[３]、Δ６ 脂肪酸脱饱

和酶基因、Bt杀虫蛋白基因、抗溴苯腈基因等[３]．但是,以往的研究大多数使用的都是黑籽油菜[２,４－５],外

源基因导入黄籽油菜的非常少,而对其转基因后代表达情况的研究更少．
植物转基因载体构建中,一个常用的选择性标记基因———新霉素磷酸转移酶基因(neomycinphosphoＧ

transferase,nptⅡ),它表达的结果使转化的细胞对新霉素、巴龙霉素、卡拉霉素、G４１８等抗生素产生抗

性,因而在遗传转化中作为区分转基因和非转基因植株的明显标记,筛选的方法多用于组织培养,也有用

于后代植株筛选,目前在芥菜、小麦、棉花、水稻、番茄等植物上应用较多,但应用于黄籽油菜很少．
卡拉霉素对植物细胞表现毒性的机理是与植物细胞叶绿体和线粒体中的核糖体３０S亚基结合,影响

７０S起始复合体生成,干扰叶绿体及线粒体的蛋白质生物合成,最终导致植物细胞死亡．而转基因植物由于

含有卡拉霉素抗性(nptⅡ)基因而抑制了其作用,所以通过卡拉霉素筛选,转化体就很容易从非转化体中筛

选出来[６]．没有抗性的植株在卡拉霉素筛选时会出现叶绿体缺失,黄化或白化的现象;而有抗性的植株能

正常生长．
本试验通过 Kan对甘蓝型黄籽油菜子叶分化、下胚轴遗传转化、转基因后代幼苗的筛选,探索其对黄

籽油菜的再生、遗传转化、后代表达及遗传的影响,并用 GUS染色、PCR检测验证转基因后代的结果,以

期应用 Kan对甘蓝型黄籽油菜转化及后代的影响进行相关的遗传分析,为研究黄籽油菜的遗传转化、外源

基因表达及基因在后代中的遗传机制等提供参考．
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１　材料与方法

１􀆰１　试验材料

甘蓝型黄籽品种 GH０１,种子由西南大学农学与生物科技学院油菜工程技术研究中心提供．
１􀆰２　菌株与质粒

根癌农杆菌Agrobacteriumtumefaciens工程菌 LBA４４０４为转化受体菌,植物表达载体质粒pCAMＧ
BIA２３０１,pCNR是个含抗卡拉霉素基因nptⅡ和GUS基因的双元载体．目的基因是来自于匍枝根霉的Δ６ 脂

肪酸脱饱和酶基因 RnD６D．
１􀆰３　转基因黄籽油菜材料

甘蓝型黄籽品种通过农杆菌介导的方法获得转基因第一代 T０,移栽到田间,自交获得转基因第二代

T１种子,播种到田间,再次自交获得第三代 T２种子．
１􀆰４　方　法

１􀆰４􀆰１　卡拉霉素对黄籽油菜再生的敏感性

甘蓝型黄籽品种 GH０１的种子消毒后,接种到 MS培养基中发芽,切取７d苗龄幼苗带柄子叶,接

于 MS＋０􀆰２mg/L６ＧBA＋１􀆰０mg/L２,４ＧD培养基中预培养２d,再分别转至(含０mg/L,２０mg/L,
４０mg/L,６０mg/L,８０mg/L,１００mg/L,１２０mg/L,１４０mg/L,１６０mg/L,１８０mg/L,２００mg/L)Kan共

１１个梯度的分化培养基,进行敏感性试验．分别在１４d和２１d后观察生长情况,统计分化数．
１􀆰４􀆰２　卡拉霉素对黄籽油菜遗传转化的影响

将上述生长的黄籽油菜下胚轴切下,侵染农杆菌后,转入分化培养基 MS＋３􀆰０mg/L６ＧBA ＋０􀆰５mg/L
２,４ＧD＋１􀆰０mg/LKT＋３mg/LAgNO３ 中,并附加７个不同质量浓度的卡拉霉素(１０mg/L,２０mg/L,
３０mg/L,４０mg/L,５０mg/L,７０mg/L,１００mg/L),７d后观察生长的情况,并记录．继代转入相同的培养

基,１０d后观察生长,并记录．
１􀆰４􀆰３　非转基因油菜叶片对卡拉霉素的敏感性

以非转基因油菜５１３３为材料,卡拉霉素(Kan)溶液分别配制出１,２,３,４,５,６,７g/L质量浓度共

７个梯度,在苗期以每株油菜３片真叶作为１个质量浓度梯度,每天用棉花涂抹标记叶片正反面到湿

润,重复１０株,观察记录叶片的反应情况,确定卡拉霉素筛选的最佳质量浓度和观察的最适时间．若

遇雨天,推迟涂抹．
１􀆰４􀆰４　转基因油菜 T１代的卡拉霉素筛选

使用最适质量浓度的卡拉霉素溶液,筛选５０１３的６０株,５０１６的５８株２个群体的油菜,每天观察记录

叶片颜色变化,２周后再观察结果．
１􀆰４􀆰５　GUS染色检测

选取１􀆰４􀆰２试验筛选的愈伤组织和分化的叶片,以及卡拉霉素筛选的转基因后代新鲜的叶片０􀆰１~
０􀆰２g加５００~８００μLGUS染液浸泡,于水浴锅３７℃１２~１６h,取出染液再加７０％~７５％无水乙醇抽

提至叶绿素完全失去,观察记录结果并拍照．GUS染液配方:XＧGluc５００μg/mL,EDTA１０mmol/L,
Na３PO４１００mmol/L,K４[Fe(CN)６]３H２O０􀆰５mmol/L,K４[Fe(CN)６]０􀆰５mmol/L,Tritonx－１０００􀆰１％．
１􀆰４􀆰６　T１代种子籽粒的PCR检测

对 GUS染色检测植株的新鲜种子籽粒进行取样,采用 CTAB法快速抽提总基因组 DNA,用于PCR
反应．根据pCAMBIA２３０１的 GUS基因设计引物 FGUS５􀆳ＧCTGAACTGGCAGACTATCCCGＧ３􀆳,RGUS
５􀆳ＧGTCCGCATCTTCATGACGACCＧ３􀆳用于检测特异扩增 GUS约４８９bp大小的片段．

PCR反应条件:９４℃预变性２min,９４℃变性１min,５４℃退火１min,７２℃延伸１􀆰５min,共３５个

循环,最后７２℃再延伸１０min,扩增产物于１％的琼脂糖电泳检测,拍照并记录结果．

２　结果与分析

２􀆰１　卡拉霉素对子叶分化的影响结果分析

由图１可看出,随着卡拉霉素质量浓度的增加,白化苗分化增加,质量浓度超过１８０mg/L无芽苗分
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化,说明黄籽油菜不抗卡拉霉素．Kan质量浓度在０~６０mg/L和８０~１６０mg/L范围内,质量浓度越高,
白化苗分化比例越高,超过１６０mg/L则有下降趋势,１８０mg/L以上白化苗不再产生,即白化苗的产生先

经历了一个快速增长的过程,再经历一个稳定增长的过程,后经历一个增长下降的过程,最后是增长停止

的过程．此结果说明 Kan导致了白化苗的分化,但质量浓度过高会抑制白化苗分化．Kan筛选过程对植株

伤害很大,白化苗是其表现形式,它在生长过程中因无叶绿体进行光合作用而逐渐死亡,实际上就是抑制

细胞生长,使之缓慢死亡的过程．白化苗的增长过程表现出黄籽油菜具或多或少的抗逆性,但因其本身不

抗卡拉霉素,所以 Kan达到一定质量浓度,分化停止．
绿苗分化率表现趋势验证了上述观点,绿苗分化随着 Kan浓度的提高基本处于下降趋势,在６０~

１８０mg/L的范围和白化苗增长趋势相同,说明绿苗的分化这时候也处于一个稳定时期,表现出一定的抗逆

性．从抑制分化情况看出,Kan质量浓度小于６０mg/L有利于绿苗分化．

图１　Kan质量浓度对子叶分化频率的影响

２􀆰２　卡拉霉素对黄籽油菜遗传转化的影响结果分析

表１通过卡平方分析,愈伤组织个数和初代７d后产生的绿芽个数差异具有统计学意义,说明卡拉霉

素会影响诱导愈伤组织、分化绿芽．但愈伤组织个数的影响因素不仅有卡拉霉素,还有实验中农杆菌侵染

造成的差异,实验发现农杆菌侵染愈伤组织后会出现颜色的变化,有绿色、黄色、褐色愈伤产生,绿色愈伤

利于分化,黄色、褐色愈伤分化效率不高,图２可看出绿色愈伤组织得到了 GUS表达,验证了绿色愈伤是

抗性愈伤,说明从绿色愈伤分化出来的抗性芽是转化苗(图２)．卡拉霉素对绿芽的分化影响非常具有统计

学意义,随着质量浓度的增长,绿芽出芽率降低,说明卡拉霉素在黄籽油菜遗传转化中抑制了绿芽分化．
表１　不同卡拉霉素质量浓度对油菜分化的影响

Kan质量浓度/
(mg􀅰L－１)

下胚轴数/
个

愈伤组织

个数/个

初代７d
出芽数/个

初代７d
绿芽个数/个

继代１０d
的绿芽数/个

芽的生

长状况

１０ １５６ ７３ １７ １５ １３ ∗∗∗∗∗
２０ １６５ １０８ １０ ５ ５ ∗∗∗∗∗
３０ １５１ １０４ １２ ５ ４ ∗∗∗∗∗
４０ １７３ １３０ ２０ ９ ７ ∗∗∗∗∗
５０ １７０ ９９ １１ ２ １ ∗∗∗
７０ １５９ ９９ ９ ０ ０ ∗∗
１００ １４２ ９８ １０ ０ ０ ∗∗

χ２(卡平方) － ３５􀆰１２ － ３１􀆰８４ ２􀆰９６ －

　　注:χ２
０􀆰０５,６＝１２􀆰５９;∗∗∗∗∗表示长势良好,下胚轴深绿,芽深绿,分化芽多;∗∗∗∗表示长势一般,下胚轴黄绿

并有枯黄,芽黄白色,新生芽多白化;∗∗∗表示长势差,下胚轴枯黄,膨大并有枯死,芽基本都白化;∗∗表示基本不生

长,下胚轴大多枯黄,甚至死亡,芽全白化．

Kan质量浓度大于５０mg/L的培养基上几乎没有绿芽分化出来,说明黄籽油菜在农杆菌侵染后,对

Kan的耐受程度只能在０~５０mg/L之间,超过这个范围不能分化出芽．２０~４０mg/L的范围绿芽出芽率

变化不大,说明这个质量浓度范围是既能承受又能正常生长的范围．１０mg/L的绿芽被筛选的特征不明显,
而大于４０mg/L的绿芽出芽率非常少．因此,分化筛选的初代培养 Kan质量浓度以２０~４０mg/L为宜．

继代培养后,绿芽数差异不具有统计学意义但也在减少,说明卡拉霉素的筛选有持续效应,并且可筛
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除掉具有假阳性的绿苗,若继续继代,发现与第一次继代相比几乎没有变化,说明剩下的绿苗可能都是抗

性植株．

图２　共培养１０d后绿色愈伤组织和再生苗叶片GUS表达

２􀆰３　Kan对非转基因油菜叶片的影响结果分析

经４d涂抹,观察结果发现(图３ＧA)处理后叶片出现不同程度变黄,严重的呈现不同的灼烧情况．参照

筛选转基因棉花、大豆的方法结合实际情况,以叶片变黄程度为标准,对叶片的反应进行分级:处理部位

不变色,记为０级;处理部位稍有失绿,呈现差异,记为Ⅰ级;处理部位失绿与正常叶色差异明显,且略有

皱缩现象,记为Ⅱ级;按灼烧的情况分为:稍有灼伤记为＋,灼伤强烈记为＋＋．
０级说明Kan对叶片的正常生长影响不大;Ⅰ级说明Kan已对叶片起胁迫作用;Ⅱ级说明Kan的胁迫

加剧,叶片承受力下降导致变黄程度加剧;轻微灼烧(＋)的叶片,代表 Kan胁迫其抗逆力降到最低限度,
影响叶片正常生理代谢;黄色斑点(易于观察),灼烧严重现象(＋＋)则是 Kan已侵蚀叶片组织,导致叶片

细胞坏死．因此,非转基因油菜对 Kan表现敏感的情况确定为叶片同时表现Ⅱ和＋现象的时候．
图３ＧB统计结果表明:Ⅰ和Ⅱ的现象在４g/L和５g/L之间发生明显变化,Ⅰ逐渐下降,Ⅱ逐渐上升,

说明这时候叶片受到的胁迫加剧,变黄程度表现明显．在Kan为４g/L时,＋现象达到最大值,＋＋现象有

明显启动,所以我们认为Kan质量浓度为４g/L是所有现象比较敏感的时候,因而确定Kan筛选的最适质

量浓度为４g/L．
另外,实验中如果不继续涂抹,两天后发现:Kan质量浓度在１~４g/L几乎全呈现明显Ⅱ级变化,说

明 Kan质量浓度小也可通过延长时间来达到筛选目的．但要快速筛选,Kan质量浓度以４g/L最为合适．

图３　非转基因油菜的Kan抗性表现

２􀆰４　转基因油菜T１代Kan抗性结果分析

在 Kan的最适质量浓度下,经过１０d涂抹,转基因油菜 T１代５０１３,５０１６两个株系群体中,个体间叶

片呈现出不同颜色的变化,出现了抗性差异．５０１３全部植株叶片变黄呈Ⅱ级即不抗 Kan,５０１６一部分植株

叶片则没变黄呈现抗性(图４)．
统计 T１代抗Kan结果发现,６０株５０１３全不抗;５８株５０１６中有１２株植株带有抗性,４６株不抗．此结

果说明转基因在后代中出现了分离,５０１６分离比例接近于３∶１,但有抗性明显少于不抗,属于单因子隐性

遗传,这和一些学者认为转基因是单因子显性遗传[７－９]的结论完全不同．实验中筛选时间延长,因油菜正处
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于旺盛生长期,抗逆性较强,需延长时间才能达到筛选目的,同时也说明新展开的叶片对卡拉霉素较敏感,
而越老的叶片其抗性越强[１０],筛选时叶片越幼嫩越好．田间种植的材料以苗期到薹花期时筛选较好．４g/L
的 Kan溶液处理叶片抗性反应灵敏且较易观察,能在最短时间内达到筛选目的;超过４g/L时叶片灼伤严

重,所以 Kan最适质量浓度为４g/L．

图４　T１代油菜叶片颜色变化的最终结果(Kan＝４g􀅰L－１)

２􀆰５　T１代植株的GUS染色检测和种子籽粒的PCR检测

５０１３和５０１６的 T０代 GUS染色结果染上了蓝色,说明２个 T０代材料为转基因材料．
选取８个 T１代植株进行 GUS染色,其中有颜色的为５０１６Ｇ１,５０１６Ｇ１２,５０１６Ｇ１５(图５)共３株植株,而

没有颜色的是５０１３Ｇ４,５０１３Ｇ１３,５０１３Ｇ１１,５０１３Ｇ１８,５０１６Ｇ２２,说明它们不含有 GUS基因或者 GUS基因不表

达．染色的结果与抗性结果完全吻合,验证了GUS基因与nptⅡ基因紧密连锁,并且也说明T０代转基因材

料中的目的基因遗传到了 T１代,并且出现了分离．
PCR检测同样验证了 GUS染色、Kan抗性鉴定结果,充分说明了 Kan叶片涂抹法进行抗性筛选的准

确性可达１００％．
同时,５０１６Ｇ１∗是天然材料和５０１６Ｇ１自交材料都有目标片段,也说明了目标片段遗传到了下一代,至

于遗传的机制还需进一步通过Southern杂交,将大量群体材料的田间筛选等实验进行分析研究．

质粒:阳性对照;对照１,２:阴性对照;∗:天然材料．
图５　T１代植株的GUS染色及部分转基因油菜PCR检测结果

３　讨　论

３􀆰１　卡拉霉素对黄籽油菜再生、遗传转化的影响

卡拉霉素对植株再生的影响因不同物种、不同外植体而不同,但主要影响在于植株的分化．这个影响

过程是循序渐进的,先是抑制分化产生白化苗,绿苗分化逐渐下降,进一步产生白化苗增加,最后白化苗

产生也停止．只有产生抗性植株才会使这种影响下降,愈伤组织的变化说明了农杆菌侵染和卡拉霉素的筛
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选对其细胞生长的抑制作用非常大,而黄色愈伤和褐色愈伤分化率不高,说明了分化时卡拉霉素杀死细胞

过多,死细胞对邻近活细胞有很强的抑制作用,不利于转化细胞生长,造成抗性植株分化率低．要提高分化

效率就不可避免地降低卡拉霉素质量浓度,造成假阳性植株分化的机会增多．因而试验结果发现初代筛选

以２０~４０mg/LKan为宜,继代培养有持续筛选效果,可筛除假阳性植株．GUS结果也验证了这样筛选出

来的愈伤组织和再生苗是抗性材料,即转基因材料．
３􀆰２　卡拉霉素对转基因黄籽油菜后代的筛选

非转基因油菜的抗性试验是为了选出合适的 Kan浓度,用于筛选 T１代转基因油菜．试验结果表明

Kan质量浓度过低不易观察,过高对植株损害大．通过对随机选取的油菜叶片进行不同质量浓度的 Kan涂

抹,观察到质量浓度跟抗性不成正相关,抗性跟叶片生长的状态有关,幼嫩叶片对卡拉霉素较敏感,越老

的叶抗性越强．马丽华等[１１]对转 Bt棉 Kan田间筛选时也得出了相同结论,顶部第２片叶比第４,６片叶

Kan敏感性高．不同植物生长时期对 Kan抗性表现也不同,韦献雅等[１２]在２片子叶期筛选转基因油菜最佳

Kan选择为２００mg/L;周玉等[１３]在棉苗４~５片真叶期筛选转基因适宜质量浓度为４~５g/L;实验中处于

薹花期的植株因叶片生理状态变老,抗性加强而延长筛选时间也说明抗性与生理状态有关．所以,筛选的

Kan质量浓度应该是一个动态变化的范围,与叶龄和涂抹生长期相关,应尽早在叶片敏感性高的时候筛选．
由于卡拉霉素并不影响植株核基因组蛋白的正常表达,因此植株对卡拉霉素处理表现出一定的滞后

效应,一般在３d以后反应明显加剧[１０],故观察时间需相应延长．试验中发现涂抹４d后若未继续涂抹,
观察２d后植株叶片还有反应,因此筛选转基因植株要延长观察时间直至变化稳定．而遇到雨天会稀释

Kan质量浓度,涂抹和观察时间需相应延长,试验结果多少也会受影响．为避免天气的影响,最好选在

连续晴天进行试验．
试验中发现不抗和抗性的分离比例接近于３∶１,符合孟德尔分离定律,属于单因子隐性遗传．这与其

他学者结果不太相同,如施荣华等[７]研究苏云金杆菌杀虫蛋白基因CryIA 和选择标记基因nptⅡ导入油菜

后的遗传规律表明遗传方式符合孟德尔单因子显性遗传;林良斌等[８]Kan抗性分析和PCR分析转入的Bt
杀虫蛋白基因多数符合孟德尔单因子显性遗传,这２个试验都是大规模群体筛选得出,分析与此结论不同

的原因是本试验材料的群体太少,仅２个群体,样本也不大;同时T０代自交后代具有随机性而不能抽取一

部分作后代分离比例的验证,还不能排除存在基因沉默、基因丢失的问题．因此,转基因后代遗传机制和分

离比例还需通过Southern杂交,大量群体材料的田间筛选等实验验证．特别是多拷贝基因的遗传相对复

杂,需尽量筛选单拷贝基因纯合的材料[１４]．
GUS染色和PCR检测结果充分说明了叶片涂抹法的准确性高,可达１００％．与 GUS染液的价格昂贵

和PCR的复杂相比,此方法更简单易行,节省时间和成本,可用于油菜转基因后代大规模、快速地初步筛

选及后代遗传分析．

４　结　论

卡拉霉素在转基因黄籽油菜中的应用主要在于遗传转化、转基因后代筛选[１５],在遗传转化中可通过卡

拉霉素筛选出抗性植株获得转基因苗,同时筛除假阳性苗．在转基因后代中可通过群体筛选出抗性植株,
获得转基因遗传的分离比例,分析其遗传机制,研究外源基因在后代的遗传行为,且准确性高．
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ApplicationofKanamycininTransgenic
YellowＧSeededRape(BrassicanapusL􀆰)
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SUN　Wei１,２,　CHENLiＧchen１,２,　LIJiaＧna１,２
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Abstract:CotyledonsofyellowseedrapewereinoculatedontodifferentiationmediawithdifferentconcenＧ
trationsofkanamycin(Kan)toscreentheoptimalKanconcentrationingenetictransformation,andthe
resultsindicatedthataKanconcentrationoflessthan６０mg/LwasbeneficialtogreenshootdifferentiaＧ
tion．Then,hypocotylsinfectedbyAgrabacteriumtumefaciensweretransferredtodifferentiationmedia
containingKanofdifferentconcentrations,anditwasfoundthat２０－４０mg/LKanconcentrationinthe
primaryculturewasappropriate,andresistantcalliandregeneratedpositiveplantletswereobtainedafter
successivetransfercultures．Finally,KanresistanceinthetransgenicyellowseedrapeoffspringwasstudＧ
ied．Themethodofleafdaubingwasusedintransgenicplantgrowingfromtheperiodofyoungshootto
flowering,andtheoptimumKanconcentrationwasfoundtobe４g/Landthedaubingtime４to１０days．
KanresistanceofT１generation,GUSstaininganalysis,PCRdetectionofT１generationshowedthat
transgenicseedsinT１andT２generationswasinheritableandsegregationoccurred．GUSandPCRverifiＧ
cationinthisstudydemonstratedthattheaccuracyofthemethodofleafdaubingtoscreenresistantplants
wasashighas１００％．
Keywords:kanamycin;transgenicyellowＧseededrape;resistance
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