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摘 要：为建立稳定的黄花蒿悬浮细胞系，以黄花蒿 428–A 植株的子叶、茎、腋芽和叶片为外植体，以 MS 为

基础培养基，采用 3 因素(6–BA、NAA、2,4–D)4 水平的 L16(4
3)正交试验，优化黄花蒿愈伤组织诱导培养基，分

析不同质量浓度(0、5、10、15、20、25、30 mg/L)潮霉素对黄花蒿悬浮细胞生长的影响，比较羧苄青霉素(0、100、

150、200、250、300 mg/L)对农杆菌的抑制效果，并运用农杆菌介导法对黄花蒿悬浮细胞进行 GUS报告基因及色

氨酸单加氧酶 iaaM 基因的遗传转化。结果表明：黄花蒿叶片愈伤诱导率较高，叶片愈伤组织较优培养基为

MS+6–BA 1.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L，出愈率可达 99.33%；潮霉素最适筛选质量浓度为 30 mg/L，羧苄青霉素最适

抑菌质量浓度为 200 mg/L；转基因抗性愈伤 GUS组织化学染色及 PCR鉴定结果表明，外源基因 iaaM已导入并

整合至黄花蒿基因组中。 
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Establishment of Artemisia annua L. suspension cultured cell lines  

and its genetic transformation  
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Abstract: To establish cultured cell lines of Artemisia annua L., we used its leaves and stems as explants, MS–based 

medium and performed three factors of 6–BA, NAA, 2,4–D mass concentration with each factor of 4 levels using L16 (4
3) 

orthogonal table for orthogonal test. We also optimized different concentrations of hygromycin and carbenicillin on the 

growth of the suspension cells and the inhibition effect on Agrobacterium tumefaciens and applied Agrobacterium– 

mediated method to do genetic transformation of GUS reporter gene and tryptophan monooxygenase iaaM gene in the 

suspension cells. The results showed that the medium containing MS+6–BA 1.0 mg/L+NAA 0.5 mg/L, 30 mg/L 

hygromycin and 200 mg/L carbenicillin was optimal and the rate of callus formation is up to 99.33%. And, GUS 

histochemical staining and PCR analysis of transgenic callus showed that the exogenous gene had been introduced and 

integrated into the genome of Artemisia annua L., and the genetic transformation system of Artemisia annua L. 

suspension cells lines was successfully established.  
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黄花蒿(Artemisia annua L.)为菊科蒿属一年生

草本植物，植株中含有的青蒿素是治疗各类疟疾药

物的主要有效成分。研究表明，青蒿素及其衍生物

在抗肿瘤[1–3]、抗心血管疾病[4]、抗病毒[5–6]、免疫[7–10]

等方面有广泛的应用。 

黄花蒿在中国分布较广，但不同区域的气候条



 
 

608             湖南农业大学学报(自然科学版)  http://xb.ijournal.cn         2018 年 12 月 

 

件造成黄花蒿中青蒿素含量差异明显[11]。利用基因

工程技术获得高青蒿素含量的植株是目前选育优

良黄花蒿新品系的有效途径。 

植物细胞悬浮培养是植物细胞生长的微生物

化，其细胞形状及细胞团个体均一，细胞代谢旺盛，

分裂活跃，易于控制。目前，对黄花蒿悬浮细胞培

养物的研究，大多是通过添加青蒿素合成的前体物

或诱导剂以提高青蒿素含量[12–16]，鲜有关于黄花蒿

悬浮细胞系遗传转化的报道。为摸索合适的黄花蒿

遗传转化受体，丰富其转化方法，本研究中，以黄

花蒿植株叶片为外植体，通过诱导愈伤组织，建立

了稳定的悬浮细胞系，并开展了相关基因的遗传转

化，现将结果报告如下。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

黄花蒿 428–A, 由湖南农业大学朱卫平先生惠赠。 

供试根癌农杆菌 LAB4404 菌株和 Ti 质粒

pCAMBIA1301–35S::GUS、pWM101–GTpro::iaaM、

pCAMBIA1301–GTpro::GUS，均由湖南农业大学生

物科学技术学院细胞生物学研究室保存。 

羧苄青霉素(Carb)和潮霉素(Hyg)购自罗氏公

司；iaaM基因的检测引物由华大基因合成；试验所

用其他药品购自国药集团。 

1.2 方法 

1.2.1 黄花蒿悬浮细胞系的建立 

以 MS为基础培养基，添加 3%蔗糖和 0.7%琼

脂，设置 3 因素(6–BA、NAA、2,4–D)，每个因素

4个水平：6–BA，0.5、1.0、1.5、2.0 mg/L；NAA，

0、0.1、0.3、0.5 mg/L；2,4–D，0、0.1、0.3、0.5 mg/L。

采用 L16(4
3)正交设计，运用 SPSS22.0 软件分析，

从获得的 16 组植物生长调节物质组合中，筛选出

适宜的诱导愈伤的培养基。 

黄花蒿种子经 20% 84 消毒液消毒杀菌后平铺

至MS固体培养基上，于(25±2) ℃及 16 h 光照和 8 h

黑暗条件下培养，当种子萌发长至 5~6片真叶时，

取植株子叶、茎、腋芽、叶片作无菌苗的外植体。 

另外，将黄花蒿种子播种于营养钵，当种子萌

发长至 5~6片真叶时，取植株的子叶、茎、腋芽、

叶片作实生苗的外植体。 

分别切取无菌苗或经 20% 84 消毒液消毒的实

生苗的子叶、茎、腋芽、叶片，接种于愈伤组织诱

导培养基中，培养 1~3周后，观察外植体脱分化情

况，筛选适宜的诱导愈伤组织的外植体，第 25 天

统计出愈数。 

参照李弘剑等[17]的方法，将适量深绿色或淡黄

色颗粒状的黄花蒿愈伤组织置于含 100 mL MS、1.0 

mg/L 6–BA和 0.1 mg/L NAA的液体培养基的三角

瓶中，在(25±2) ℃及 16 h光照和 8 h黑暗振荡(150 

r/min)培养 15~20 d，取细胞悬浮液制作临时装片，

于 Olympus BX51型显微镜下观察黄花蒿悬浮细胞

生长状况，选取直径小于 5 mm的小细胞团及含有

单细胞的悬浮液用于工程农杆菌转化。 

将长势良好的黄花蒿悬浮细胞团分别接种于含

0、10、15、20、25、30 mg/L潮霉素(Hyg)的MS培

养基上，确定适宜的 Hyg选择压力；用 0、100、150、

200、250、300 mg/L羧苄青霉素(Carb)MS培养基进

行选择培养，确定 Carb 的抑菌浓度。培养 4~6周后，

观察愈伤组织生长情况并统计存活率。 

1.2.2 黄花蒿悬浮培养细胞系的遗传转化 

将含有 GUS 报告基因与色氨酸单加氧酶 iaaM

基因(AF061780)的工程农杆菌单菌落分别接种于 5 

mL YEB液体培养基(按文献[18]配制，含利福平 50 

mg/L，链霉素 50 mg/L，卡那霉素 50 mg/L)中过夜

培养。取过夜培养菌液，按 1∶50的比例转接至 50 

mL含有相同浓度抗生素的 YEB液体培养基中，继

续培养至 OD600 nm为 1.0。菌液离心，用 1/2 MS液

体培养基重悬菌体，将菌液分别与悬浮细胞团进行

共培转化。每平皿 4 mL的细胞悬浮液添加 200 μL

的菌悬液，对照组非转基因黄花蒿则添加相同体积

的 1/2液体培养基，避光共培养 3 d。 

将共培养 3 d的悬浮液用MS液体培养基清洗

农杆菌，置于优化后的筛选培养基中进行培养。将

转 GUS 报告基因的抗性愈伤组织进行化学染色，

以同期非转基因的黄花蒿愈伤组织为对照，37 ℃避

光处理 16 h，固定脱色后观察染色结果。 

采用CTAB法提取转基因及非转基因黄花蒿愈
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伤组织的 DNA，利用 iaaM基因特异引物(上游引物

为 5'–CCTCCTGGTGGTGAAACA–3'，下游引物为

5'–CCGCAGCAGACATAA TCG–3')进行 PCR检测。

PCR程序为：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 1 min，

58 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 45 s，30个循环；72 ℃

延伸 7 min。预期扩增片段长度为 651 bp。 

2 结果与分析 

2.1 黄花蒿悬浮培养细胞系 

2.1.1 黄花蒿愈伤组织的诱导结果 

分别选取黄花蒿的子叶、茎、腋芽、叶片作为

外植体诱导愈伤，在相同培养条件下，接种至第 8

天，叶片外植体开始出愈，其愈伤呈黄绿色，出愈

率高，接种 11~18 d后，腋芽、茎和子叶陆续开始

出愈。观察出愈时间、愈伤质量和出愈率，发现叶

片外植体为黄花蒿的最适外植体，其后依次为腋

芽、茎和子叶。 

将黄花蒿叶片切成 0.5 cm2的组织块，接种至

添加不同质量浓度 6–BA、NAA、2,4–D 的 MS 培

养基上(表 1)，约 1～3周形成愈伤组织。通过正交

试验筛选优化培养基，结果添加 6–BA 1.0 mg/L和

NAA 0.5 mg/L的培养基出愈率最高，达 99.33%，

其他培养基的出愈率均超过 50%。诱导所得的愈伤

组织，大体分为 3种类型：I型愈伤，分生能力强，

生长速度快，结构致密，呈绿色或黄绿色，胚性细

胞含量高，是进行遗传转化的首选材料；II型愈伤，

质地疏松，呈浅黄色或淡绿色，虽然胚性细胞含量

不及 I 型，但结构松脆、易分散，适合建立黄花蒿

悬浮细胞系；III型愈伤，水渍状、半透明、质地松

软，由于没有胚性细胞，继代后极易褐化死亡。因

此，建立黄花蒿悬浮细胞遗传转化体系以选取 I、II

型愈伤作为悬浮培养的受体材料较合适。 

表 1 不同 MS 培养基下的黄花蒿叶片愈伤组织的出愈率 
Table 1 The rate of plant growth material concentration in different 

MS medium on the callus of leaves of Artemisia annua L.  

编号 培养基 接种数 出愈数出愈率/%

1 MS+6–BA 2.0 mg/L+2,4–D 0.1mg/L 300 159 53.00

2 MS+6–BA 2.0 mg/L +2,4–D 0.3 mg/L 300 221 73.67

3 MS+6–BA 2.0 mg/L +2,4–D 0.5 mg/L 300 230 76.67

4 MS+6–BA 1.0 mg/L +NAA 0.1 mg/L 300 223 74.33

5 MS+6–BA 1.0 mg/L +NAA 0.3 mg/L 300 246 82.00

6 MS+6–BA 1.0 mg/L +NAA 0.5 mg/L 300 298 99.33

表中数据为外植体培养 25 d、3次重复的平均值。 
 

2.1.2 黄花蒿悬浮细胞的显微观察结果 

将质地疏松、淡黄或淡绿颗粒状的黄花蒿愈伤

振荡培养 15~20 d后，获得外观均一、稳定的黄花

蒿细胞悬浮液。取少量的细胞悬浮液制作临时装

片，观察黄花蒿细胞的生长情况。愈伤组织经悬浮

培养后，获得大量的单细胞和小细胞团(图 1)，细胞

形态完整，分散均匀，增殖活跃，生长状况良好，

符合遗传转化的要求。 

 

a 黄花蒿悬浮培养单细胞群体；b 黄花蒿悬浮培养单细胞；c 细胞分裂；d 细胞分裂形成的细胞团。 

图 1 黄花蒿悬浮细胞显微观察结果 
Fig.1  The results of microscope observation of suspension cells of Artemisia annua L. 

 

2.1.3 选择压力对黄花蒿转化的影响 

为筛选合适的 Hyg选择压力，将黄花蒿悬浮细

胞置于添加不同质量浓度(0、10、15、20、25、30 mg/L) 

Hyg的培养基上培养。结果表明：黄花蒿悬浮细胞

在不含 Hyg 的对照培养基上生长良好，随着 Hyg 

的浓度升高，黄花蒿细胞团褐化死亡的数量增多且

褐化死亡的时间缩短；当 Hyg质量浓度为 10、15、

20 mg/L，黄花蒿悬浮细胞有一定的耐受能力；当

Hyg质量浓度增至 25、30 mg/L时，黄花蒿细胞团

全部褐化死亡。为降低后续遗传转化获得抗性愈伤
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的假阳性率，确定 30 mg/L为转基因黄花蒿的 Hyg

筛选浓度。 

将黄花蒿悬浮细胞经工程菌侵染后，在不添加

Carb 的 MS 培养基上进行培养，过夜后，发现悬浮

细胞团周围农杆菌迅速生长。当添加 100 mg/L 的

Carb 时，平板中成片生长的农杆菌明显减少，但仍

有较多的农杆菌单菌落分布；当 Carb的质量浓度升

至 150 mg/L时，平板中只有零星分布的单菌落，抑

菌效果明显；当 Carb质量浓度为 250、300 mg/L时，

Carb 对农杆菌的抑制效果显著，但是新细胞团的数

量逐渐减少；而当 Carb质量浓度为 200 mg/L时，既

不影响细胞团的生长增殖，又有良好的抑制农杆菌

效果。因而确定 200 mg/L为农杆菌抑菌浓度。 

 

2.2 黄花蒿悬浮培养细胞系的遗传转化及筛选 

2.2.1 黄花蒿悬浮细胞的遗传转化及抗性愈伤的

筛选结果 

将黄花蒿细胞悬浮液分别与工程农杆菌

LAB4404–pCAMBIA1301–35S::GUS 、 LAB4404– 

pCAMBIA1301–GTpro::GUS、LAB4404–pWM101– 

GTpro::iaaM共培养后，转入筛选培养基，约 6周，

筛选平板上可见直径大于 1 mm的同期非转基因黄

花蒿对照组愈伤(图 2–a)和直径小于 1 mm的转基因

黄花蒿绿色小愈伤组织(图 2–b、图 2–c)，而未转化

成功的细胞团因不能耐受 Hyg的选择，大多逐渐褐

化死亡(图 2–d、图 2–h)；继代后，抗性愈伤膨大增

殖(图 2–e、图 2–f、图 2–g)。 

 
a、e 转到固体培养基的非转基因黄花蒿悬浮细胞；b、c 黄花蒿抗性愈伤筛选获得的小愈伤；d、h 未转化成功的小细胞团；f、g 黄花蒿

抗性愈伤。 

图 2 黄花蒿悬浮细胞转固体培养基筛选培养结果 
Fig. 2 The results of selection and culture of suspension cells of Artemisia annua L. in solid medium 

 

2.2.2 转基因愈伤 GUS 基因表达检测结果 

将经抗性筛选继代增殖后的转 35::GUS 及

GTpro::GUS的黄花蒿愈伤组织进行 GUS组织化学

染色(图 3)后，成功检测到了 GUS报告基因的表达

活性，且转化率较高。以悬浮细胞作为黄花蒿遗传

转化的受体，利用悬浮细胞分裂活跃、增殖迅速、

易于控制等特点，可获得大量的转基因材料，有效

提高转化效率。 
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a 非转基因黄花蒿细胞团 GUS染色；b 转 35S::GUS黄花蒿细胞团；c 转 GTpro::GUS的黄花蒿细胞团。  

图 3 转 GUS 报告基因的黄花蒿愈伤组织化学染色结果 
Fig.3 The results of GUS histochemical staining of callus of Artemisia annua L. transformed with GUS reporter gene 

 

2.2.3 转基因愈伤 PCR 检测结果 

对转 pWM101–GTpro::iaaM 的黄花蒿愈伤组

织进行 PCR检测，结果如图 4 所示，4~12 泳道均

扩增出与目的基因大小一致的条带，说明外源基因

iaaM已成功整合至黄花蒿基因组中。 

 

 
M Marker DL5 000；1  阴性对照，水； 2  阳性对照，质粒(pWM101–GTpro::iaaM)；3  空白对照，非转基因黄花蒿愈伤组织

DNA；4～12  转基因黄花蒿愈伤组织 DNA。 

图 4  转 GTpro::iaaM 的抗性愈伤 PCR 检测结果 
Fig.4 The PCR detection results of resistant callus transformed with GTpro::iaaM  

 

3 结论与讨论 

穆胜玉等[19]和贾秀山等[20]以黄花蒿不同组织

器官为外植体诱导愈伤，一致认为花序愈伤诱导率

较高，子叶、胚轴、叶片、花枝和茎段次之。郭新

荣等[21]对黄花蒿花序、叶和叶柄愈伤组织的培养体

系进行研究，发现 3 种外植体的出愈率均可达到

100%。本试验中，采用黄花蒿 428–A的子叶、茎、

腋芽和叶片诱导愈伤，其叶片诱导率可达 99.33%，

与李飞等[22]和张丽珍等[23]的研究结果相近。 

愈伤组织的外观形态和生理状态均影响悬浮

细胞系的建成质量和转化效率。本试验中，以黄花

蒿叶片作为外植体诱导愈伤，在 3种类型的愈伤中，

I 型愈伤是良好的遗传转化受体材料，II 型愈伤虽

疏松易散，但在悬浮培养过程中，较 I 型愈伤更能

快速获得大量均一、稳定的黄花蒿单细胞及细胞

团，因此，II型愈伤也可作为悬浮细胞遗传转化的

良好受体材料。有研究[24]表明，经过一定时间与条

件的诱导和筛选，I型愈伤与 II型愈伤可相互转换。

研究 II型愈伤向 I型愈伤转变是悬浮细胞培养体系

再生的关键。 

以叶盘等外植体作为黄花蒿遗传转化受体的

研究已有相关报道。本研究团队前期也开展了相关

的工作，但愈伤组织分化的抗性苗均产生了嵌合

体，使转基因后代难于筛选、鉴定，因此，探索并

建立一条新型、高效的黄花蒿遗传转化途径对于提

高黄花蒿的转化效率，选育高青蒿素含量的黄花蒿

新品系具有重大意义。建立黄花蒿悬浮细胞系，短

期内可获得大量大小均一的单细胞及细胞团作为

遗传转化受体，避免转基因后代嵌合体的产生，保

M     1     2      3     4     5     6     7      8     9     10     11    12 
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证转基因植株及后代遗传背景的纯合稳定，是一种

比较理想的转化受体。随着黄花蒿悬浮细胞遗传转

化体系的日臻完善，这种新颖、高效的转化技术将

为高青蒿素含量的黄花蒿品系的选育提供有效途

径。 
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