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　　[摘　要 ]　在已建立的秦美猕猴桃叶片最佳再生系统的基础上, 利用叶盘法和基因枪相结合的方法进行了秦

美猕猴桃双价耐盐基因m tlD ögutD 的转化研究, 经诱导不定芽及诱导生根阶段卡那霉素 (选择性抗生素) 连续筛

选, 获得了 20 株卡那霉素抗性转化植株。抗性植株经 PCR 检测, 有 6 株呈阳性。耐盐试验表明 4 株阳性植株抗N a2
C l 能力比对照均有不同程度提高。PCR 及耐盐试验初步证明耐盐基因转化获得成功。
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　　秦美猕猴桃原生长于秦岭山地微酸性土壤上,

因对水分需求较高, 陕西人工栽培区域主要集中在

渭河南岸较湿润地区, 以河滩地居多。河滩地土壤盐

碱含量较高, 不少植株栽后严重黄化, 生长不良, 产

量低[1 ] , 因此, 提高秦美猕猴桃抗盐性具有一定的生

产意义。盐生植物耐盐机理研究发现, 在高盐条件下

植物体内脯氨酸、甜菜碱、糖醇等相溶性小分子物质

的增加, 可大大提高植物耐盐性[2 ]。m tlD 为 12磷酸

甘露醇脱氢酶基因, gu tD 为 62磷酸山梨醇脱氢酶基

因, 将其转入植物体内, 可增加植物体内糖醇含量,

从 而 提 高 植 物 耐 盐 能 力。 T arczyn sk i 等[3 ] ,

M ichell[4 ] , 刘俊君等[5～ 7 ]将m tlD , gu tD 基因导入烟

草, 转基因烟草的抗盐能力大大提高, 且m tlD ögu tD

双价基因作用效果优于单价基因。受此启发, 2001

年作者采用叶盘法和基因枪相结合的方法, 首次开

展了秦美猕猴桃m tlD ögu tD 双价耐盐基因转化研

究, 现将结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　抗盐基因、植物表达载体及农杆菌菌株的来源

抗盐基因为 m tlD ögu tD 双价基因, m t lD 和

gu tD 分别克隆自大肠杆菌 K12 菌株。植物双价双

元表达载体为 pB IGM , 由植物双元表达载体

pB in438 构建而成。农杆菌菌株选用 LBA 4404,

pB IGM 双价双元表达载体构建好后采用直接转化

法转入LBA 4404 中。基因克隆、表达载体的构建及

向农杆菌转化均由中国科学院微生物研究所完成。

pB IGM 上含有双价抗盐基因m tlD ögu tD、双重增强

的 35S 启动子和 TM V“8 ”片段的翻译增强子及

N PT 2II 卡那霉素抗性标记基因[6 ]。N PT 2II 标记基

因可使卡那霉素等氨基糖苷类抗生素发生磷酸化而

失活, 含有N PT 2II 标记基因的转化植株, 可在含卡

那霉素选择性抗生素的培养基上正常生长。

1. 2　转化受体系统的建立

1. 2. 1　叶片再生系统的建立　采用 4 组L 9 (34) 正

交试验设计, 共 36 个处理, 用于筛选叶片外植体最

佳不定芽诱导培养基及激素配比。设计 5 个处理, 用

于筛选不定芽生根培养基及激素配比。详细设计见

参考文献[ 8 ]。

1. 2. 2　卡那霉素敏感性试验　 (1)叶片不定芽诱导

卡那霉素敏感性试验。将叶片用手术刀切成3 mm ×

3 mm 的叶盘, 放入含有不同卡那霉素质量浓度的

不定芽诱导培养基M S+ 6 m göL 62BA + 0. 1 m göL
NAA [8 ]中培养。每 15 d 换 1 次培养基。2 个月后根

据叶盘上不定芽分化及生长状况筛选叶盘卡那霉素

临界耐受质量浓度。

(2)生根诱导卡那霉素敏感性试验。将长度约 2

cm 的不定芽放入含有不同卡那霉素质量浓度的生

根培养基 1ö2 M S+ 0. 01 m göL NAA + 0. 5 m göL
IBA + 1 m göL GA [8 ]中培养。2 个月时, 根据不同质

量浓度下生根状态, 筛选适宜的不定芽生根诱导卡

那霉素临界耐受质量浓度。
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1. 2. 3　农杆菌敏感性试验　在猕猴桃嫁接苗茎基

部, 偶尔可以看到由于野生农杆菌侵染而形成的冠

瘿瘤, 说明农杆菌对猕猴桃有一定的天然侵染力[9 ]。

不同农杆菌菌株对猕猴桃侵染力有一定的差异,

A 281 略好于C58, EHA 101 和LBA 4404 [10 ]。但由于

LBA 4404 广谱性好, 对多种植物均有较好侵染力,

且易于保存繁殖, 故选用LBA 4404 菌株作为双价耐

盐基因载体菌开展猕猴桃基因转化研究。

1. 3　转化及筛选

采取叶盘法[11 ]和基因枪相结合的方法开展猕

猴桃基因转化, 具体操作步骤如下。

1. 3. 1　基因枪转化所用基因的提取　采用W izard

P lu s SV M in ip rep s DNA Pu rif ica t ion System 试剂

盒从农杆菌LBA 4404 中提取质粒DNA , 其质粒中

双价双元载体上含有m tlD ögu tD 双价基因。

1. 3. 2　携带基因的微弹制备　取 30 göL 的钨粉悬

浮液 50 ΛL 放入 eppendo rf 管中, 加入 25 ΛL 质粒

DNA 提取液, 50 ΛL 2. 5 mo löL CaC l2 悬浮液及 20

ΛL 0. 1 mo löL 亚 精 胺 悬 浮 液, 静 置 1 m in,

2 000～ 3 000 röm in离心 25 s 后, 去上清液。加体积

分数 75% 乙醇 150 ΛL , 静置 1 m in 后, 去掉乙醇。再

加入无水乙醇 150 ΛL , 静置 1 m in 后, 去掉乙醇。最

后加入 60 ΛL 无水乙醇, 静置 1 m in 并充分悬浮后,

取 6 ΛL 加在无菌子弹上备用。

1. 3. 3　转化、筛选及再生　取秦美猕猴桃叶片若

干, 用无菌手术剪剪成 3 mm ×3 mm 的叶盘后放入

样品皿中。将样品皿和其上携带的m tlD ögu tD 双价

基因子弹分别装在基因枪样品室和弹室内, 充电、点

火、轰击。轰击过的叶盘放入用 30 倍M S 稀释的

LBA 4404 (其上携带有m tlD ögu tD 双价基因) 菌液

中, 浸泡 2～ 3 m in 后取出, 放入不含任何抗生素的

不定芽诱导培养基M S+ 6 m göL 62BA + 0. 1 m göL
NAA 上, 装入暗盒, (25±2) ℃培养间培养。3 d 后,

将叶盘转入含有 500 m göL 羧苄青霉素 (用于杀死

过量农杆菌) 的不定芽诱导培养基中培养, 每 10 d

换 1 次培养基。28 d 左右, 切口出现芽点时, 将叶盘

转入加有 50 m göL 卡那霉素及 500 m göL 羧苄青霉

素的芽诱导培养基中继续培养。转化不定芽因体内

含有N PT 2II 抗性标记基因, 能在含有卡那霉素的

培养基上继续生长, 未转化不定芽因体内不含有

N PT 2II抗性标记基因, 在含有卡那霉素的培养基上

会逐渐死亡。2 个月左右, 存活转化芽长度达 1～ 2

cm 时, 将其转入加有 40 m göL 卡那霉素的生根培养基

1ö2 M S + 0. 01 m göL NAA + 0. 5 m göL IBA + 1

m göL GA 中继续筛选。2 个月后, 选择存活的生根

卡那霉素抗性植株作为初选转化植株, 将其放入芽

增殖培养基M S+ 0. 5 m göL 62BA + 1. 0 m göL ZT

+ 1. 0 m göL GA [12 ]中扩繁成若干个不定芽后用于

PCR 检测及耐盐性测定。

1. 4　初选转化植株的 PCR 检测

1. 4. 1　DNA 提取　 (1)秦美猕猴桃DNA 提取。依

据参考文献 [ 13 ], 采用下述步骤提取秦美猕猴桃

DNA。取 250 m g 叶片, 放入 eppendo rf 管中, 加入提

取缓冲液 500 mL , 充分研磨后, 60 ℃恒温水浴 1 h。

加入 500 mL 氯仿、异戊醇混合液 (24∶1) 充分振荡

抽取后, 6 000～ 10 000 röm in 离心 5 m in。取上清

液, 放入另一 eppendo rf 管中, 加入 0. 1 倍体积 3

mo löL 醋酸钠及 2 倍体积纯冷乙醇, - 20 ℃冰箱沉

淀 30 m in 后, 12 000 röm in 离心 10 m in。倒掉上清

液, 在管壁底可见小米粒大小白色DNA 沉淀。用

500 ΛL 体积分数 70% 乙醇洗涤 2 次, 气干后加 50

ΛL 双蒸水溶剂, 4 ℃冰箱保存备用。

提取缓冲液配方: 2 × [ 10 göL CTAB , 50

mmo löL T ris2HC l (pH 8. 0) , 0. 7 mo löL N aC l, 10

mmo löL ED TA , 5 göL PV P, 1 göL 新鲜巯基乙醇

(用前加入) ]。

(2) 阳性对照质粒DNA 提取。含有 pM TD (其中

含m tlD 基因) 及 p GUD (其中含 gu tD 基因) 阳性对照

质粒的大肠杆菌DH 5Α由中国科学院微生物研究所

提供, 其质粒 DNA 的提取采用W izard P lu s SV

M in ip rep s DNA Pu rif ica t ion System 试剂盒提取。

1. 4. 2　PCR 扩增及检测　引物由北京鼎国生物技

术发展中心合成, 其序列见参考文献[ 14 ]。PCR 反

应体系中 dN T P, tag 酶和反应缓冲液均购自北京鼎

国生物技术发展中心。操作程序如下: 取秦美猕猴桃

样品及阳性对照DNA 各 4 ΛL , 加入放有 2. 5 ΛL 反

应缓冲液, 0. 5 ΛL dN T P, 0. 25 ΛL 3′引物和 0. 25

ΛL 5′引物的微量离心管中。再加入 17 ΛL 双蒸水及

0. 5 ΛL tag 酶 (2 U öΛL ) , 使反应液总体积达 25 ΛL。

反应条件为 94 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃延

伸 45 s, 共 35 个循环。反应前可预变性 2 m in, 反应

结束后 72 ℃延伸加时 5 m in。反应结束后取反应混

合液 5 ΛL , 放在 8 göL 的琼脂糖凝胶上电泳。凝胶

经 EB 染色后, 用自动成像系统检查 PCR 电泳结果

并拍照。

1. 5　转基因植株抗盐性测定

取 PCR 检测呈阳性的秦美猕猴桃卡那霉素抗

性植株及秦美猕猴桃未转基因植株各 50 株, 放在加
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有 5 种不同N aC l 质量浓度的生根培养基中培养。2

个月时根据不同质量浓度下植株存活率, 判别其抗

盐能力。

2　结果与分析

2. 1　转化系统的建立

2. 1. 1　再生系统的建立　通过系统正交等试验, 筛

选出秦美猕猴桃叶片的最佳不定芽诱导培养基及激

素配比为M S+ 6 m göL 62BA + 0. 1 m göL NAA , 最

佳不定芽生根培养基及激素配比为 1ö2 M S+ 0. 01

m göL NAA + 0. 5 m göL IBA + 1 m göL GA。详细试

验报告见参考文献[ 8 ]。

2. 1. 2　卡那霉素敏感性试验　 (1)叶片不定芽诱导

卡那霉素敏感性试验。设计了 5 种不同质量浓度卡

那霉素敏感性试验, 结果见表 1。

表 1　秦美猕猴桃叶盘不定芽诱导卡那霉素敏感性试验结果

T able 1　T he resu lt of kanam ycin suscep tib ility test of induced shoo ts fo r leaf discs of k iw ifru it (Q in m ei)

卡那霉素
质量浓度ö
(m g·L - 1)
Kanam ycin

concen tration

叶盘数
N um ber of

leaf discs

20 d 30 d 60 d

叶盘不定芽
诱导率ö%

Percen tage of
induced shoo ts

叶盘及
不定芽状态
D iscs and

induced
shoo ts stage

叶盘不定芽
诱导率ö%

Percen tage of
induced shoo ts

叶盘及
不定芽状态
D iscs and

induced
shoo ts stage

叶盘不定芽
诱导率ö%

Percen tage of
induced
shoo ts

不定芽
长度öcm

L ength of
induced
shoo ts

0 (对照)
Con tro l

10 20
叶盘出现愈伤及芽
点 Callus and shoo ts
em erged

50

不定芽长 0. 3～ 0. 5
cm
Shoo t 0. 3- 0. 5 cm
length

70 1. 0～ 1. 5

20 10 - 叶盘四周出现愈伤
Callus em erged

40 出现芽点
Shoo ts em erged

70 1. 0～ 1. 5

30 10 - 叶盘四周出现愈伤
Callus em erged

40 出现芽点
Shoo ts em erged

50 1. 0～ 1. 2

40 10 - 叶盘四周出现愈伤
Callus em erged

50 出现芽点
Shoo ts em erged

40 0. 8～ 1. 2

50 10 - 叶盘四周出现愈伤
Callus em erged

10 出现芽点
Shoo ts em erged

10
0. 3～ 0. 5, 接
近死亡 N ear2
ly dead

60 10 　　　- 　　　- 0 - 0 　　　-

　　从表 1 可知, 对照秦美猕猴桃 20 d 时, 叶切口

出现芽点, 叶盘不定芽诱导率为 20% ; 30 d 时, 不定

芽长至 0. 3～ 0. 5 cm , 叶盘不定芽诱导率为 50% ; 60

d 时不定芽长度达 1. 0～ 1. 5 cm , 叶盘不定芽诱导率

达 70%。加入卡那霉素后, 不定芽诱导及生长受到

一定程度抑制。卡那霉素质量浓度在 40 m göL 以

下, 芽点出现时间虽滞后 10 d 左右, 但生长基本正

常, 60 d 时长度约 0. 8～ 1. 2 cm , 叶盘不定芽诱导率

大于 40%。卡那霉素质量浓度在 50 m göL 以上, 愈

伤诱导及芽分化受到完全抑制, 切口不出现或出现

极少量愈伤及芽点, 60 d 后, 叶片发褐, 逐渐死亡。

故秦美猕猴桃叶片不定芽诱导卡那霉素临界耐受质

量浓度为 50 m göL。
(2)不定芽生根诱导卡那霉素敏感性试验。设计

了 20, 40, 60 m göL 3 种卡那霉素敏感性试验, 结果

见表 2。
表 2　不定芽生根诱导卡那霉素敏感性试验结果

T able 2　T he resu lt of kanam ycin resistance test fo r roo ted shoo ts

卡那霉素
质量浓度ö
(m g·L - 1)
Kanam ycin

concen tration

不定芽数
N um ber of

induced
shoo ts

生根率ö%
Percen tage of roo ted shoo ts

15 d 30 d 60 d

60 d 时根长öcm
Roo t length after

60 d grow ing

60 d 时叶片及不定芽状态
L eavies and induced shoo ts grow ing stage after 60 d

0 (对照)
Con tro l

10 30 60 70 1. 5～ 2. 0 叶片深绿, 生长健壮
D ark green, grow ing very w ell

20 10 30 60 60 1. 0～ 1. 5 叶片深绿, 生长正常
D ark green, grow ing no rm ally

40 10 20 40 10 0. 3 叶片发黄, 接近死亡
Yellow green, nearly dead

60 10 10 10 0 - 叶片发黄, 完全死亡
Yellow green, nearly dead
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　　从表 2 可知, 卡那霉素对秦美猕猴桃不定芽生

根诱导也有很大影响。对照 60 d 时, 生根率达 70% ,

根长约 1. 5～ 2. 0 cm。卡那霉素质量浓度为20 m göL
时, 第 60 天生根率为 60% , 根长约 1. 0～ 1. 5 cm , 生

长正常。卡那霉素质量浓度达 40 m göL 时, 生根率、

根系及不定芽生长均受到严重抑制, 60 d 时, 生根

率仅 10% , 长度约 0. 3 cm , 绝大部分不定芽因不能

生 根而逐渐发黄死亡。卡那霉素质量浓度达

60 m göL 时, 第 60 天生根率为 0, 且叶片全部发黄死

亡。故秦美猕猴桃不定芽生根诱导卡那霉素临界耐

受质量浓度为 40 m göL。
2. 2　转化及筛选

共设计了 2 个处理, 转化叶盘 70 片, 结果见

表 3。
表 3　秦美猕猴桃转化试验结果

T able 3　T he resu lt of transfo rm ation experim ent fo r k iw ifru it (Q in m ei)

处理
T reatm en t

叶盘数
N um ber
of leaf
discs

卡那霉素
加入时间öd

D ays fo r
adding

kanam ycin

分化叶盘数
N um ber of

differen2
t iated

leaf discs

叶盘
分化率ö%
Percen tage
of differ2
en tiated
leaf discs

不定芽数
N um ber

of induced
shoo ts

每个叶盘
平均产生
不定芽数
A verage

shoo ts
per disc

生根
不定芽数

N um ber of
roo ted
shoo ts

不定芽
生根率ö%
Percen tage
of induced

shoo ts

每个叶盘
平均产生
生根不定
芽数

A verage
roo ted
shoo ts

per disc

1 (对照) Con tro l 30 - 21 70 25 0. 9 20 80 0. 7

2 (转化)
T ransgen ic 70 20 42 60 43 0. 6 20 47 0. 3

　　从表 3 可知, 对照秦美猕猴桃叶片放在不含任

何抗生素的不定芽诱导及生根培养基上, 叶片分化

率及不定芽生根率分别为 70% 和 80% , 平均每个叶

盘产生生根不定芽 0. 7 个, 说明秦美猕猴桃叶片再

生系统比较成熟, 再生效率较高。接菌转化叶片在含

卡那霉素的培养基上培养筛选, 叶盘分化率及不定

芽生根率分别为 60% 和 47% , 平均每个叶盘仅产生

生根抗性植株 0. 3 个, 说明选择卡那霉素对秦美猕

猴桃转化选择作用效果非常显著, 抑制或杀死了大

量非转化不定芽, 避免了大量非转化植株的产生, 减

少了后继 PCR 检测工作量。

同时, 在转化预备试验中发现, 卡那霉素加入时

间对转化作用影响很大。共培养后, 若立即加入卡那

霉素, 因转化细胞内N PT 2Ê 基因表达量有限, 细胞

很难在含有高质量浓度的卡那霉素培养基上存活并

诱导成芽, 导致转化失败。共培养 20 d, 叶切口出现

愈伤及芽点后加入卡那霉素, 增加了部分假转化植

株出现频率, 却获得了一定数量的卡那霉素抗性不

定芽, 为进一步筛选奠定了基础。

2. 3　PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳检测

对所得 20 株卡那霉素抗性植株均作了 PCR 检

测, 其中 6 株呈阳性。6 株阳性植株 PCR 结果见图

1。

图 1　6 株卡那霉素抗性植株 PCR 扩增产物电泳结果
L. 1 000 bp L adder; CK+

1 . m tlD 阳性对照 (1 150 bp) ; CK+
2 . gu tD 阳性对照 (880 bp) ; CK- . 阴性对照; R 1～R 6. 卡那霉素抗性植株

F ig. 1　PCR analysis of kanam ysin2resistan t roo ted shoo ts
L. 1 000 bp L adder; CK+

1 . m tlD po sit ive con tro l(1 150 bp) ; CK+
2 . gu tD po sit ive con tro l (880 bp) ;

CK- . negative con tro l; R 1- R 6. kanam ycin2resistan t roo ted shoo ts
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　　从图 1 可知, R 1, R 2, R 3 均出现 1 条与阳性对

照 CK+
1 (m tlD 基因, 约 1 150 bp ) 大小一致的条带,

初步说明m tlD 基因转入到R 1, R 2, R 3 植株中。R 4,

R 5, R 6 均出现 1 条与阳性对照CK+
2 (gu tD 基因, 约

880 bp ) 大小一致的条带, 初步说明 gu tD 基因整合

到R 4, R 5, R 6 植株中。在双价基因构建中, gu tD 与

m tlD 基因连在一起,m t lD , gu tD 二者中任何一个的

转化成功可说明 gu tD öm tlD 双价基因转化成功。

由于植物基因组很复杂, 其上可能含有拟转化

基因的同源序列或相近序列, 同源序列或相近序列

的存在可导致 PCR 扩增出现假阳性, 故 PCR 结果

呈阳性并不能完成证明耐盐基因转化已获成功。为

进一步证明耐盐基因已转化成功, 需继续做耐盐等

测定。

2. 4　阳性卡那霉素抗性植株抗盐性测定

R 1～ R 6 的 PCR 结果均呈阳性, 以未转化植株

为对照进行抗盐性试验, 结果见表 4。

表 4　阳性卡那霉素抗性植株抗盐性测定结果

T able 4　T he resu lt of salt2resistan t test fo r PCR po sit ive roo ted shoo ts of k iw ifru it

N aC l 质量浓度ö
(g·L - 1)

N aC l concen tration

存活率ö% Survival rate

R 1 R 2 R 3 R 4 R 5 R 6 对照 Contro l

0 80 80 70 60 70 80 80

1 80 70 80 70 80 70 80

2 70 60 70 0 0 70 0

3 70 60 70 0 0 60 0

4 0 0 60 0 0 50 0

5 0 0 0 0 0 0 0

　　注: 表中数据为 2 个月时统计结果。

N o te: T he data in the tab le are ob tained after 2 month s experim en t.

　　从表 4 可知, 对照猕猴桃抗N aC l 的最高质量

浓度为 1 göL。在 1 göL N aC l 下, 2 个月时存活率为

80% , N aC l 质量浓度高于 1 göL , 存活率为 0。6 株

PCR 阳性植株中 R 3, R 6 抗 N aC l 能力最强, 在

4 göL N aC l 下, 2 个月时存活率分别为 60% 和

50% , 高于 4 göL , 存活率为 0。R 1, R 2 抗N aC l 能力

中等, 在 3 göL N aC l 下, 2 个月时存活率分别为

70% 和 60% , 高于 3 göL , 存活率为 0。R 4, R 5

抗N aC l能力最差, 与对照猕猴桃抗N aC l 能力相

当。在 1 göL N aC l 下, 2 个月时存活率分别为 70%

和 80% , 高于 1 göL , 存活率为 0。R 1, R 2, R 3 和R 6

PCR 阳性植株抗N aC l 能力高于对照的事实初步说

明, 这 4 株猕猴桃耐盐基因转化获得成功, 其抗

N aC l能力的差别可能是由于m tlD , gu tD 基因插入

猕猴桃染色体位点不同及插入拷贝数多少不一造成

的。R 4, R 5 抗N aC l能力与对照一致初步说明R 4, R 5

PCR 阳性为假阳性。

3　结论与讨论

在已建立的秦美猕猴桃叶片外植体再生系统的

基础上[8 ] , 确定了秦美猕猴桃叶片外植体不定芽诱

导卡那霉素耐受质量浓度为 50 m göL , 不定芽生根

诱导卡那霉素耐受质量浓度为 40 m göL , 完善了秦

美猕猴桃遗传转化受体系统的建立。

通过叶盘法和基因枪相结合的办法, 开展了秦

美猕猴桃双价耐盐基因m tlD ögu tD 的转化研究, 获

得卡那霉素生根抗性植株 20 株, 其中 6 株经 PCR

检测呈阳性。耐盐试验证明, 4 株阳性植株抗N aC l

能力高于对照。经过 PCR 检测和耐N aC l 试验测定

初步证明双价耐盐基因转化获得成功。

盐生植物之所以能在一定盐分浓度下存活, 是

因为体内存在多种耐盐机制, 其中渗透调节是植物

体内普遍存在的一种耐盐机制。渗透调节指植物在

高盐环境中受到盐胁迫时, 会通过代谢调节, 在细胞

内积累一定量的小分子溶质。这些相容性溶质的产

生可降低细胞渗透性, 保持细胞内外渗透势平衡, 阻

止水分外渗, 避免产生盐害。糖醇是一种多元醇, 含

多个羟基, 亲水能力强, 能有效维持细胞内水活度,

是一种较为重要的渗透调节物质。许多植物在渗透

胁迫下, 能合成并积累超出常量的糖醇。醇类脱氢酶

可促进细胞中糖类物质向糖醇方向转化, 有利于糖

醇积累。T arczyn sk i 等[3 ]将来源于大肠杆菌的m tlD

基因转入烟草, 引起了转基因植株中甘露醇含量的

产生及对 14. 5 m göL 盐的抗性。刘俊君等[5～ 7 ]将

m tlD 基因及 gu tD 基因转入烟草, 得到了类似的试

验结果, 并通过转化m tlD ögu tD 双价基因使转基因

烟草抗盐性提高到了 20 m göL。中国农业大学刘

岩[15 ]、西北农林科技大学王晓峰[16 ] 分别将m tlD ö

gu tD 双价基因转入玉米及甘蓝中, 其转基因植株抗

盐性也有不同程度提高。本试验将m tlD ögu tD 双价
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基因转入猕猴桃, 阳性植株耐盐性比对照有一定程

度提高, 但提高幅度不大。这说明植物耐盐机理很复

杂, 控制耐盐性状的基因及因素很多, 并非一个外来

耐盐基因的导入就可大大提高其耐盐性, 今后应在

继续开展基因转化的同时, 加强植物耐盐机理研究。

另一方面也说明该双价基因植物表达载体构建不甚

理想, 表达量有限。今后应加强对该双价耐盐基因植

物高效表达载体构建研究及遗传效应研究。

经过 PCR 检测及实际抗盐性测定已初步证明

耐盐基因转化成功, 但并非完全确证。要完全确证转

化成功, 需进一步做 Sou thern 杂交或W estern 杂交

检测。
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Stud ies on tran sfo rm at ion of m tlD ögu tD sa lt2resistan t
gene to K iw ifru it (Q in m ei)

FAN Jun -feng1,L I J ia-ru i2, HAN Y i-fan 3,L IL ing3, PENG Xue-x ian 4

(1 Colleg e of F orestry , N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

3 F orestry R esearch Institu te, Ch inese A cad emy of F orestry , B eij ing 100096, Ch ina;

4 Institu te of M icrobiology , A cad em ia S in ica,B eij ing 100080, Ch ina)

Abstract: O n the basis of the estab lished L eaf2exp lan t regenera t ion system of k iw ifru it (Q in m ei) ,

t ran sfo rm at ion of m tlD ögu tD gene to k iw ifru it (Q in m ei) by m ean s of leaf d isc and m icrop ro ject ile bom 2
bardm en t w as undertaken fo r the first t im e. T h rough successive select ion in the period of shoo t and roo t in2
duct ion under h igh level kanam ycin p ressu re, 20 kanam ycin2resistan t roo ted p lan ts w ere ob ta ined, ou t of

w h ich, 6 w ere po sit ive th rough PCR analysis. T he salt resistan t test of these 6 po sit ive p lan ts show ed that
4 of them w ere enhanced in salt to lerance ab ility to som e ex ten t. PCR analysis and salt resistance test p re2
lim inarily indica ted that the successfu l t ran sfo rm at ion has been m ade.

Key words: K iw ifru it (Q in m ei) ; m tlD ögu tD gene; t ran sfo rm at ion; sa lt resistan t test
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