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摘 要 : 采用果 用香蕉 (对。 。 。
PP

.

) 的薄片外植体作为转化受体
,

通过对 G us 基因 瞬间表

达的研究
,

找出了较适合的轰击条件和外植体培养条件
.

研究表明
,

高渗处理对转化的影响

较大
,

轰击前后对外植体进行高渗处 理的瞬间表达率 ( 14
,

11 % ) 是对照 ( 3
.

68 % ) 的 3
.

86

倍
.

预培养外植体转化的瞬间表达率 ( 17
.

5 % 一

42
.

11 % ) 普遍高于没有预培养 的外植体

( 12
.

20 % )
,

并以预培养 6 d 为好
.

最适压力和射程分别为 7
,

584 M aP
,

9
c m

.

D N A 沉淀剂的组

成以 c ac 眨和亚精胺同时存在较佳
.

对不同州 (5
.

0
,

10
.

0) 下的 ca ( N仇 )
: 或 ca cl : 对瞬间表

达率的影响进行研究发现正常 PH (5
.

0) 的 aC lCz 优于其他组合
.

利用最佳条件组合
,

瞬间表

达 率可达 4 8
.

7 2 %
,

初步建立 了果用香蕉薄片培养的转化体系
.
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目前有许多实验室正致力于香蕉 ( 对山
。 s

pp
.

) 转 基因的研究并取得了一些进 展
.

导

人的主要是一些报告基因
,

其中在 A人A
、

A A玖 A BB 和 B B 等基因型的香蕉 中得到 了瞬间

表达
,

A A A
、

从B 和 A BB 基 因型的个别品种得到了稳定表达 的转化植株 汇’
一 4〕

.

在稳定表

达的几例报道中
,

大多是煮食香蕉和结子香蕉
,

在果用香蕉上成功的并不多川
.

国内仅有

关于瞬间表达的报道
,

并没有进行更深人的研究
.

我们在建立香蕉薄片培养植株再生体系

的基础上阁
,

对影 响基因枪法转化的几个重要参数进行 比较深人 的研究 通过 uG s 瞬间

表达的比较对香蕉基因枪转化参数进行优化
,

初步建立 了适合 A Z、 A 型果用香蕉 的简便
,

快速
,

可重复的转化体系
.

1 材料与方法

1
.

1 材 料

供试香蕉品种为巴西
,

转化材料为 10 代 以内的 试管苗
.

薄片的切取参照文献 【5了的

方法
.

供试质粒 DNA 为 p
r

n : w Z《 犯 (带有 G u S 基因
,

N lyr 且基 因和反 义 E咫 基因 )
,

结构

如图 1
.

质粒 D N A 的分离用碱性裂解法
,

PE G 法纯化
,

调整质量浓度至 里肛岁胖L
,
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升高
,

瞬间表达率呈 下降趋势
.

7
.

5 84 M aP 压 力下瞬间表达率为 16
.

67 %
,

表达 指数也最

高
,

优于其他组合
.

瞬时表达率

表达指数
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图 3 不同压力 (
: l ) 和射程 ( b) 对 G U S 基因瞬间表达的影响

凡 9
.

3 E伍恶( t o f 附、 u
, (
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)
。 。 l 〔 11、

恤
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( l)
) on G u s ser

, e r

asrn
i

e n t e x p l℃ s s i o n

2
,

2 射程

射程影响微弹速度和轰击范围
.

从图 3b 中可 以看到
,

g cm 的射程得到的表达指数最

大
,

而且瞬间表达率也最高
.

说明 9
。。 1 的射程 比较合适

.

2
.

3 生物因素

2
.

3
.

1 甘露醇高渗处理对转化率的影响 转化前 4 h 至转化后 16 h 利用 0
.

2 。 〕l/ L 甘露醇

高渗处理薄 片外植体可 以 获得较 高的表达 率
,

较 未处理 的外植体提 高 以石 瞬间表达率

3
.

86 倍左右
.

如果不对外植休进行高渗处理
,

只有 个别 的外植 体能够观 察到 蓝色表达
,

改变其他参数对表达的影响不大
.

本研究中其他实验都进行了高渗处理
.

值得注意的是高

渗处理之后必须用灭菌滤纸仔细的将外植体表而水分吸干
,

留有水层会对转化产生较大的

影响 (图 4 a)
.

2
.

3
.

2 预培养时间 预培养可 以普遍提高 C u s 基因的瞬间表达率
.

没有 预培养的外植体

瞬间表 达率 为 1 2
.

20 %
,

而 预 培 养 3
、

6 和 g d 后 瞬 间表 达 率 分 别 为 17
.

5 %
、

30 % 和

42
.

11 %
,

有了不同程度的提高
.

预培养 3 一 6 d 时
,

表达指数变化不大
,

但培养 g d 后表

达指数却显著下降
,

说明预培养时间不宜过长 (图 4 b)
.

瞬时表达率

表达指数
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4 D N A 沉淀剂的影响

2
.

4
.

1 D N A 沉淀剂的最佳浓度组合 从图 a5 中可 以看 出
,

只使用亚精胺作沉淀剂瞬间表

达率并不低
,

但平均每块外植体上 的蓝点数却最少
.

加人适量 的 CaC 几可 以改善这种状
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况
,

得到的蓝点多分布均匀
.

加人 P E G 得到的蓝点数也较多
,

表达指数最高
,

但瞬 间表

达率低于 D , 和 D: 组合
.

综合考虑我们认为亚精胺和 Cac 几的组合比较适合
.

亚精胺在微

弹载体制备过程中容易引起金粉的凝结
,

对细胞还有
一定的毒害作用

,

这可能是引起组织

伤害和轰击后受体组织再生能力降低的重要原因
.

2
.

4
.

2 C a Z +

来源及 p H 的影响 从图 h5 可以看 出
,

使用 c a
( N仇 )

:
作沉淀剂的瞬间表达

率普遍低于使用 ca C工:
,

提 高 p H 值瞬间表达率呈 下降趋势
.

这与 eP lr ( 199 2 ) 在基因枪转

化小麦的研究 中的结 果有所不 同
.

在小麦的转 化中
,

使用 ca ( N O 3
)

:
作沉淀剂效果优于

aC lCz
,

p H 从通常的 5
.

0 提高到 10
.

0 可提高瞬间表达率
.

在基 因枪转化 中 c扩
+

来源及 声

值对转化的影响 可能与不同物种
、

不同组织来源的外植体有关
.

利用研究中所设置的优化参数转化外植体
,

瞬间表达率最 高可以达到 48
.

72 %
.

所得

到的瞬间表达率比参数优化前的有了较大的提高
,

但仍不是很理想
.

而且瞬间表达和稳定

表达之间还有
一 定的距离

.

进一步的提高瞬间表达率
,

减小枪击前后组织的伤害
,

提高枪

击后组织的再生能 力进 而达到稳定表达的目的应该是 下一步 的重点工作
.

进 一步的转化工

作正在进行之 中
.
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