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摘 要：橡胶草（Taraxacum koksaghyz Rodin），也称为俄罗斯蒲公英，是菊科菊苣族蒲公英属多年生宿根型草本

植物，目前被认为是一种潜在的产胶替代植物和研究橡胶生物合成的理想模式植物。为了建立橡胶草悬浮细

胞的遗传转化体系，笔者测定了悬浮细胞对农杆菌抑菌剂替卡西林（Ticarcillin）以及对潮霉素（Hygromycin B）
的敏感性；采用携带 pCAMBIA1302 的根癌农杆菌 GV3101 侵染悬浮细胞，用绿色荧光蛋白（GFP）和潮霉素来

检测转化的成功率。结果表明：0~300 mg·L-1 的 Ticarcillin 对悬浮细胞的生长和增殖没有影响，用于进行抗性愈

伤筛选的潮霉素适宜质量浓度为 10 mg·L-1。抗性愈伤的绿色荧光镜检（GFP 检测）以及潮霉素和 GFP 基因的

PCR 检测均表明，将 OD600 值为 0.6 的携带 pCAMBIA1302 农杆菌按照细胞菌液与悬浮细胞的比例为 1∶1.2 混

合侵染 30 min 后移至共培养基培养 10 d，再移至选择培养基进行筛选培养可高效获得转基因阳性的愈伤组

织。本研究为进一步优化橡胶草悬浮细胞遗传转化体系奠定了基础。
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橡胶草（Taraxacum koksaghyz Rodin），又称俄罗斯蒲公英（Russian dandelion）［1］，原产于哈萨克斯坦和

中国的天山区域［2］，是菊科菊苣族蒲公英属多年生宿根型草本植物。橡胶草是一种产胶替代植物，与巴西

橡胶树、银胶菊一起并称为全球三大产胶植物。橡胶草的橡胶主要从根中提取，含量在 2.98%~27.89%之

间［3］。其所产的天然橡胶为顺式聚异戊二烯，结构和性能与巴西橡胶树所产的橡胶相当。而且，从产胶的

生理过程来看，有相似之处，因此橡胶草被认为是研究植物产胶机理的理想模式植物，而且具有很高的科

学应用价值和意义［4］。目前，橡胶树与橡胶草的基因组序列已被测定 ［5- 8］，但很多基因的功能有待于进一

步的鉴定。转基因技术是证实基因功能的有效手段之一。目前，橡胶草的遗传转化主要是采用根癌农杆菌

介导的叶盘法进行。而植物的悬浮细胞由于具有良好的分散性、均一性，而且细胞增殖快，是进行遗传转

化的良好材料［9］。目前，已在甘薯、水稻、烟草和杨树等多个作物上建立了高效的悬浮细胞遗传转化体系［10- 13］。
鉴于悬浮细胞的特点及橡胶草在研究橡胶生物合成与次生代谢调控中的作用，笔者以橡胶草悬浮细胞为

介质，采用根癌农杆菌介导法进行遗传转化体系的建立，旨在为进一步构建高效的橡胶草悬浮细胞遗传

转化体系奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料 试验所用转化材料橡胶草悬浮细胞由中国热带农业科学院热带作物与品种资源研究所乔飞

老师提供。根癌农杆菌GV3101和植物表达载体 pCAMBIA1302由本实验室保存。
1.2 悬浮细胞生长曲线的测定 采用鲜质量法进行悬浮细胞生长曲线的测定。将继代 1 次的悬浮细胞

每天吸取 1 mL于 1.5 mL离心管中，12 000 r·min-1 离心 20 min，弃上清，称质量，连续进行 14 d。
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1.3 Ticarcillin 对农杆菌的抑菌效果 将农杆菌分别接种于 0，100，200，300 mg·L-1 的 Ticarcillin 的 LB
平板上，28℃避光培养 2 d 后观察农杆菌的生长状况。
1.4 橡胶草悬浮细胞抗生素敏感性实验 将 500 μL 悬浮细胞分别接种于 0，100，200，300 mg·L-1 的

Ticarcillin 或不同质量浓度（0，5，10，15 mg·L-1）潮霉素（Hygromycin B）的 MS固体培养基上，每个质量浓度

设 3 次重复，避光培养，观察悬浮细胞的生长情况。
1.5 悬浮细胞的转化体系 （1）携带 pCAMBIA1302 农杆菌的制备：取 50 μL 农杆菌感受态细胞中加入

pCAMBIA1302 质粒 DNA 0.1~1 μg后冰浴 30 min，放入液氮中 5 min，然后立即放入 37℃水浴中 5 min 后

取出，加入 500 μL LB 液体培养基，28℃，220 r·min-1 振荡培养 3~5 h，取出菌液于含 50 mg·L-1 卡那霉素

和 25 mg·L-1 利福平的 LB平板上涂板，28℃倒置培养 2~3 d。对长出的菌落进行 PCR 检测，将阳性农杆菌

培养至 OD600=0.8~1.0 侵染备用。（2）侵染:根据 1.2 生长曲线，将悬浮细胞培养至指数生长期。将农杆菌用

液体 MS培养基重悬至 OD600=0.6。将农杆菌与悬浮细胞按照（1∶1.2），（1∶0.8），（1∶0.6），（1∶0.4）的比

例混合进行侵染，侵染 30 min。（3）共培养:侵染后的农杆菌涂共培养平板于 24℃避光培养 10 d。培养至有

明显凸起的细胞团长出。（4）筛选培养:挑取第（3）步骤明显长出凸起的细胞团，接种至含有 Ticarcillin（100
mg·L-1）并含有 Hygromycin B（10 mg·L-1）的筛选培养基平板，24℃避光培养。对其中总细胞团，生长起来的

细胞团进行计数，按照存活 / 总细胞团比例计算悬浮细胞的转化率。
1.6 阳性愈伤的检测 将筛选培养基上长出的新细胞团，采用 PCR 的方法检测 Hyg 和 GFP 基因的表

达 ，同 时 采 用 荧 光 显 微 镜 对 阳 性 细 胞 团 进 行 绿 色 荧 光 的 检 测。Hyg 与 GFP 引 物 序 列 Hyg-F：

5′-ATGAAAAAGCCTGAACTCACCG-3′，Hyg-R：5′-TTTCTTTGCCCTCGGACGAG-3′；GFP-F：5′-GGCCA CTTCTT
CAAGAGC-3′，GFP-R：5′-CTTTTCGTTGGGATCTTTCG-3′。

2 结果与分析

2.1 悬浮细胞生长曲线测定 采用鲜质量法

进行悬浮细胞生长曲线的测定。结果表明，悬浮

细胞在继代后 7~11 d 呈指数生长，13 d 后开始

减缓，在 7~11 d 之间，悬浮细胞生长活力旺盛，

此时段侵染可提高悬浮细胞的转化效率（图 1）。
2.2 Ticarcillin 对农杆菌的抑菌效果 将农杆

菌接种于不同质量浓度的 Ticarcillin 的 LB 平

板上，28℃培养箱培养 2 d 后观察。结果表明，

Ticarcillin 对农杆菌的抑菌效果明显，100 mg·L-1

Ticarcillin 已经能抑制农杆菌的生长，因此，筛

选培养基中添加的 Ticarcillin 的适宜质量浓度

为 100 mg·L-1（图 2）。
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图 1 悬浮细胞的生长曲线

每个点代表 4 个重复鲜质量的平均值和标准差

Fig.1 Growth curve of the cell suspension culture
Each timepoint represents a mean value and SD of the fresh weight of

four independent timepoint.

图 2 Ticarcillin 对农杆菌的抑菌效果
A：0 mg·L-1 替卡西林，B：100 mg·L-1 替卡西林，C：200 mg·L-1 替卡西林，D：300 mg·L-1 替卡西林

Fig.2 Bacteriostasis effect of Ticarcillin on Agrobacterium
A：0 mg·L-1 Ticarcillin，B：100 mg·L-1 Ticarcillin，C：200 mg·L-1 Ticarcillin，D：300 mg·L-1 Ticarcillin
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2.3 Ticarcillin 对橡胶草悬浮细胞增殖的影响 将 500 μL 悬浮细胞分别培养在含有不同质量浓度的

Ticarcillin 的固体培养基中，避光培养 10 d 后的结果表明，0~300 mg·L-1 Ticarcillin 对橡胶草悬浮细胞的生

长和增殖没有影响（图 3）。

图 3 悬浮细胞 Ticarcillin 敏感度试验

A，C，E，G分别为刚接种于质量浓度为 0，100，200，300 mg·L-1 的 Ticarcillin 固体培养基中的情况；

B，D，F，H 分别为接种于质量浓度为 0，100，200，300 mg·L-1 的 Ticarcillin 固体培养基中培养 10 d 后的情况

Fig.3 Ticarcillin sensitivity test of the suspension cell culture
A，C，E，G：Suspension cells just transferred into the solid medium supplemented with Ticarcillin at the concentrations of

0，100，200，300 mg·L-1，respectively；B，D，F，H：Suspension cells cultured for 10 days in the solid medium supplemented with
Ticarcillin at the concentrations of 0，100，200，300，mg·L-1，respectively

2.4 橡胶草悬浮细胞潮霉素敏感度试验 将 500 μL悬浮细胞分别接种在含有不同质量浓度梯度潮霉素

的固体培养基中，避光培养 10 d。结果表明，潮霉素质量浓度为 5 mg·L-1 时，仍有少量悬浮细胞增殖，在 10
，15 mg·L-1 时完全停止增殖（图 4）。由此推断，在筛选培养时，潮霉素适宜筛选的质量浓度为 10 mg·L-1。

图 4 橡胶草悬浮细胞潮霉素敏感度试验

A，C，E，G分别为刚接种于质量浓度为 0，5，10，15 mg·L-1 的潮霉素固体培养基中的情况；

B，D，F，H 分别为接种于质量浓度为 0，5，10，15 mg·L-1 的潮霉素固体培养基中培养 10 d 后的情况

Fig.4 Hygromycin sensitivity test of the suspension cell culture
A，C，E，Gwere just transferred in solid mediumwith concentration of 0，5，10，15 mg·L-1 Hygromycin，respectively;

B，D，F，H were transferred in solid mediumwith concentration of 0，5，10，15 mg·L-1 Hygromycin after ten days，respectively
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2.5 农杆菌与悬浮细胞比例对转化效率的影响 农杆菌与悬浮细胞比例对转化效率的影响见表 1和图

5，结果表明，农杆菌与悬浮细胞的比例为 1∶1.2 时，悬浮细胞的转化效率最高，达到 65%以上。对部分活的

细胞团提取 DNA进行潮霉素基因 Hygromycin B 和绿色荧光蛋白基因 GFP 的 PCR 检测，筛选培养基上存

活的细胞团大部分为阳性，估计其阳性率为 63.63％（图 6）。由于 pCAMBIA1302 载体带有 GFP 标签，因

此，采用荧光显微镜检测阳性愈伤的荧光情况。结果表明，对照组在荧光下未能检出荧光，但抗性愈伤却

能在荧光下激发出明显的绿色荧光，进一步证实所得抗性愈伤为转基因阳性愈伤（图 7）。

表 1 悬浮细胞转化效率

Tab. 1 Transformation efficiency of the suspension cell culture

图 5 悬浮细胞侵染转化效率实验

A：共培养 10 d，B：筛选培养，C：筛选培养 10 d，D：筛选培养 30 d
Fig.5 Infection efficiency test of suspension cell

A：Co- culture 10 days；B：Selective culture，C：selective culture after 10 days，D：selective culture for 30 days

图 6 转基因愈伤的 Hygromycin B基因 Hyg 和绿色荧光蛋白基因 GFP 的 PCR 检测

M，DL2000 Marker；1，质粒阳性对照；2，空白对照；3~24，抗性愈伤

Fig.6 The PCR detection ofHyg gene encoding hygromycir B，and GFP in transgenic callus
M，DL2000 Marker; 1，Plasmid; 2，Control; 3- 24，Transgenic callus
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图 7 阳性愈伤 GFP 荧光检测

A：未转化悬浮细胞明场（对照），B：未转化悬浮细胞 GFP 荧光检测（对照），

C：抗性愈伤明场，D：抗性愈伤 GFP 荧光检测

Fig.7 GFP detection of positive callus
A：Bright field of the suspension cell（control），B：GFP detection of suspension cell（control），

C：Bright field of the positive callus，D：GFP detection of positive callus

3 讨 论

橡胶草被认为是一种潜在的产胶替代植物和用于研究橡胶生物合成的理想模式植物。李家洋团队对

橡胶草基因组序列进行了解析，研究结果表明，橡胶草基因组大小为 1.29 Gb，包含 46 731 个基因。李家洋

团队还鉴定了橡胶草中橡胶合成途径和菊糖合成途径，阐述了橡胶链延长过程中 CPT/CPTL和 REF/SRPP
2 个重要基因家族的进化历程［8］。但是，很多橡胶合成途径的关键酶的功能并未得到验证。转基因技术是

进行基因功能的验证的有效手段之一。目前，橡胶草的基因转化主要是通过叶盘转化法进行。袁彬青等建

立了农杆菌介导的橡胶草遗传转化体系，转化率为 17.1%［14］。赵丽娟等利用该系统进行了橡胶树橡胶延

伸因子 REF 转化橡胶草的研究，并发现 REF 基因可在橡胶草中稳定表达，显著提高橡胶草中合成天然橡

胶的生物量［15］。曹新文等将橡胶草法尼基焦磷酸合酶基因 FPS 过表达转化橡胶草，获得了 6 株转基因植

株，橡胶质量分数平均比野生型增加了 3.92%，证明 FPS 在橡胶草产胶过程中发挥重要功能［16］。因此，进

行橡胶草的遗传转化研究对于鉴定橡胶树和橡胶草基因功能研究具有重要的意义，但是大批量基因功能

的鉴定，需要更高效的遗传转化体系。植物悬浮细胞具有良好的分散性、均一性、生长迅速等特点，对于侵

染实验［17］、原生质体的制备［18］、相关胁迫的实验［19］及次生代谢产物的研究［20］，都是一种不错的载体，已被

广泛应用于细胞学、生理学、生物化学及分子生物学等研究领域。相比较传统的愈伤侵染的转化方法，用

悬浮细胞为载体进行的侵染方法具有侵染个体多、速度快、转化率高等的优点，可以加速转基因愈伤的获

得。于波等采用农杆菌介导巴西橡胶树胚性悬浮细胞的遗传转化，结果表明，OD600 值为 0.4~0.6 农杆菌菌

液与胚性细胞团进行侵染后共培养 3 d，GUS 的瞬时表达率达到 94.3%~98.3%［21］。本研究中笔者建立了农

杆菌介导的橡胶草悬浮细胞转化体系。在悬浮细胞系继代培养 7~11 d，将 OD600 值为 0.6 的携带

pCAMBIA1302 农杆菌按照一定的比例与悬浮细胞混合侵染 30 min 后移至共培养基培养 10 d，再移至选

择培养基进行筛选培养可高效获得转基因阳性的愈伤组织。其中农杆菌与悬浮细胞的比例为 1∶1.2 时，转

化效率达到 65%以上，高于香蕉胚性悬浮细胞 GUS 瞬时表达率（25.30%）［22］，与水稻悬浮细胞农杆菌浸泡

侵染法得到阳性植株率（70%）接近［11］，低于甘薯胚性悬浮细胞 GUS 瞬时表达率［10］。而橡胶草叶盘法的转

化率只有 17.1%。因此，本研究为采用橡胶草悬浮细胞遗传转化体系进行次生代谢关键酶的鉴定及橡胶合

成相关基因的功能鉴定提供了研究平台。不足的是，本研究所用的悬浮细胞为非胚性悬浮细胞，已经证实

不能对抗性愈伤进行诱导植株的再生，但是悬浮细胞可用于次生代谢产物的研究。本研究室下一步的研

究，将利用悬浮细胞转化效率高的特点，对橡胶草或橡胶树茉莉酸信号途径及橡胶合成途径相关基因家

族进行批量转化橡胶草悬浮细胞，分析转化基因对其介导的信号途径相关基因及其对相关次生代谢产物

的影响，由此缩小转化靶标基因的范围，筛选差异明显的成员采用橡胶草叶盘转化法进行基因的转化并

获得再生植株，进一步研究其基因的功能。
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Establishment of Genetic Transformation System for Suspension Cells of
Taraxacum koksaghyz Rodin

LIUMingqian1, WU Shaohua2, TIAN Lang2, ZHANG Shixin2, LI Yan2, TIANWeimin2

(1. Institute of Tropical Agriculture and Forestry, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China; 2. Rubber Research Institute, CATAS /Ministry of

Agriculture Key Laboratory of Biology and Genetic Resources of Rubber Tree / Hainan Key Laboratory for Cultivation &Physiology of Tropical Crops,

Danzhou, Hainan 571737, China)

Abstract：Taraxacum koksaghyz Rodin, belonging to the genus Taraxacum F. H. Wigg. and the familyComposite,
is a perennial herb. It is considered to be a potential alternative source of natural rubber and an ideal model plant
for the study of rubber biosynthesis. In order to establish a genetic transformation system for suspension cells of T.
koksaghyz Rodin, the sensitivity of suspension cells of T. koksaghyz Rodin to Ticarcillin (a fungicide for
Agrobacterium tumefaciens) and Hygromycin B were determined. The suspension cells were infected with
Agrobacterium tumefaciens GV3101 which carried the vector pCAMBIA1302, and then the gene expression of
GFP and Hyg in the suspension cells was detected to observe the success of the genetic transformation. The result
showed that Ticarcillin at a concentration range of 0- 300 mg·L-1 had no effect on the suspension cells, and that the
suitable concentration of Hygromycin for selective calli was 10 mg·L-1. GFP fluorescent detection and PCR
detection of the Hyg and GFP gene showed that transgenic positive calli were efficiently produced when A.
tumefaciens at OD600=0.6, carrying the vector pCAMBIA1302, was mixed with the suspension cells at a ratio of
1 ∶1.2 for 30 mins, transferred into a co- culture medium for culture for 10 days, and then to a selective culture
medium for culture. This study lays the foundation for further optimization of the genetic transformation system for
the suspension cells of T. koksaghyz Rodin.
Keywords: Taraxacum koksaghyz Rodin; suspension cells; genetic transformation; Agrobacterium tumefaciens
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