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农杆菌介导的遗传转化籼稻 Kasalath 的条件优化 
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摘 要：Kasalath是目前用于水稻转基因研究的籼稻模式材料。运用组织培养和农杆菌介导的遗传转化技术，对

水稻 Kasalath愈伤组织诱导和遗传转化体系进行了优化。结果表明：以 Kasalash的幼嫩种子或新鲜的成熟种子为

外植体诱导愈伤组织的效果优于贮藏 1年的种子；用 0.5、1、1.5、2、2.5、3、10、20、30 mg/L的 2,4–D诱导愈

伤组织，以 2.5 mg/L的 2,4–D诱导效果最佳；用菌液 OD600 nm为 0.05、0.1、0.15、0.2、0.3、0.4的农杆菌 Ag10

和 EHA105与愈伤组织共培养介导遗传转化，皆以 OD600 nm为 0.15的农杆菌溶液效果最好，且 EHA105的介导效

果比 Ag10更佳，其抗性愈伤率可达 82.0%；EHA105的介导(共培养)时间以 3 d为宜；分化培养前对愈伤组织进

行 6～8 h快速干燥或 48～72 h慢速干燥处理，可以明显提高愈伤组织的再生成苗率，并缩短分化时间；在对愈

伤组织侵染处理前的预培养处理和对抗性愈伤进行分化培养前的预分化培养处理对Kasalath的遗传转化效率影响

不大，可省略以缩短遗传转化时间。遵循以上优化条件，从愈伤组织诱导至遗传转化获得再生植株全过程的时间

只需 57～60 d(已报道的遗传转化全过程需 70 d以上)，遗传转化效率可达到已报道的最高值 65%。 
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Study on the method for effecient and rapid genetic transformation of 
Kasalath mediated by Agrobacterium 
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Abstract: At present, Kasalath is a model Indica material for rice transgenic research. By using the technique of plant tissue 

culture and Agrobacterium-mediated genetic transformation, we optimized the condition for the callus induction and the 

performance of genetic transformation of Kasalath. The results showed that immature or newly harvested mature seeds as 

explants were more effective to generate callus than the seeds stored for 1 year. Among the induction media with 0.5，1，1.5，

2，2.5，3，10，20 or 30 mg/L 2,4–D solutions, the medium with 2.5 mg/L 2,4–D had the best performance in callus induction; 

in callus infection by co-culturing with Agrobacterium Ag10 or EHA105 solution with OD600 nm being 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 

0.3 or 0.4, the efficiency of transformation reached the optimum when OD600 nm of the working solution of both Ag10 and 

EHA105 was 0.15, but EHA105 was superior to Ag10, its hygromycin-resistant callus reached up to 82.0% and 3 d 

co-culture with EHA105 was perfect. When the resistant calli suffered rapid dehydration for 6–8 h or slow dehydration for 

2–3 d, the regeneration frequency was evidently improved and the time needed for regeneration was shortened; while 

pre-culture before callus infection and pre-differentiation processing before hygromycin-resistant callus getting onto 

differentiation culturing had little effect on genetic transformation efficiency, so these procedures could be omitted. By the 

optimized procedures, the overall time from callus induction to regeneration of transformant plantlets was shortened to 

57–60 d, and 65% of transformation efficiency was attained. 
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水稻(Oryza sativa L.)是最重要的粮食作物之一，
全世界近40%的人口以稻米为主食。随着世界人口的
不断增长和人们生活水平的提高，如何提高水稻的

产量和质量，一直是水稻育种工作者高度关注的问

题。籼稻和粳稻是在地理分布上受地势或纬度高低

影响而演变成的两大气候生态类型[1]。一般认为，粳

稻是籼稻分化演变的变异型。在组织培养时，粳稻

愈伤组织的诱导或再生能力都优于籼稻[2]。但籼稻是

广泛栽培的水稻亚种，提高籼稻组织培养中植株的

再生频率一直是转基因技术中面临的主要问题。籼

稻Kasalath是用于水稻转基因研究的模式材料，有较
高的遗传转化效率，但研究者们得到的结果不尽一

致[2–4]。本研究旨在对影响Kasalath愈伤组织诱导、
遗传转化效率和植株再生的条件进行优化。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

植物材料：籼稻 Kasalath，由湖南师范大学植

物发育与分子实验室提供。 

菌株和载体：大肠杆菌 E.coli TOP10，由湖南

师范大学植物发育与分子实验室保存；农杆菌

EHA105、Agl0 及载体GCS–2*FLAG+en35s–AsRed– 

pCambia1301–UbiN(以下简称 GCS)均由北京生命

科学研究所邓兴旺实验室提供。其中 GCS载体自带

有 HPT标记基因，并在本研究室重新构建，人工插

入了水稻 IPS1基因。 

主要试剂：2,4–二氯苯氧乙酸(2,4–D)、脱落酸

(ABA)、N6–呋喃甲基腺嘌呤(激动素, KT) 、萘乙酸

(NAA)、250 mg/mL 头孢霉素(Cef)、羧苄青霉素

(Cb)，乙酰丁香酮(As)，均购自生工生物工程(上海)

股份有限公司；潮霉素B购自罗氏公司；AL2000 

DNA Marker购自北京艾德莱生物科技有限公司。

N6、MS母液根据文献[5]配制。 

各不同用途的培养基成分见表1。 

表 1 不同用途的培养基组成成分 
Table 1  Components of culture medium for various purposes 

培养基 山梨醇/ 
(g·L–1) 

脯氨酸/ 
(g·L–1) 

水解酪蛋白/ 
(g·L–1) 

2,4–D/
(mg·L–1)

ABA/
(mg·L–1)

NAA/
(mg·L–1)

KT/ 
(mg·L–1)

琼脂/
(g·L–1)

AS/ 
(mg·L–1)

Cef/ 
(mg·L–1) 

Cb/ 
(mg·L–1) 

潮霉素 B/
(mg·L–1)

诱导  0 2.8 0.3 0.50~30.0 0 0 0 3.5 0    

预培养  0 0.5 0.3 2 0 0 0 7 20    

共培养  0 0.5 0.3 2 0 0 0 7.2 20    

筛选  0 0.5 0.3 2 0 0 0 3.4 0 300 500 50 

预分化  0 0.5 0.3 0 5 0  4 0 250 500 50 

分化 30 0 2 0 0 0.02 0.02 4  250  50 

生根  0 0 0 0 0 0.05 0 3.4 0    

诱导、预培养、共培养、筛选、预分化培养基所用母液为 N6；分化、生根培养基所用母液为 MS；诱导、筛选、预分化、分化、

生根培养基均添加蔗糖(30 g/L)；预培养、共培养用培养基均添加葡萄糖(10 g/L)；诱导、预分化、分化、生根培养基 pH均调至 5.8；预

培养、筛选培养基 pH均调至 5.6；共培养用培养基 pH调至 5.2。  

1.2 方 法 

1.2.1 Kasalath 种子的胚性愈伤组织诱导 

采集授粉后 15 d的种子(细嫩种子，处理 A)、

成熟干燥的新鲜健壮种子(处理 B)和自然贮藏 1 年

的健壮种子(处理 C)为外植体进行愈伤组织诱导：

剥除颖壳，消毒[5]，阴干 30 min后，每个处理以 60

粒/皿接种于诱导培养基上。每个处理 5个重复。28 

℃暗培养。配备 2, 4–D质量浓度分别为 0.5、1、1.5、

2、2.5、3、10、20、30 mg/L的诱导培养基，选用

成熟干燥的新鲜健壮种子为外植体，以上述方法进

行愈伤组织的诱导。 
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1.2.2 预培养处理 

为探讨预培养对转化效率的影响，挑选 1.2.1
中处理 B组的良好胚性愈伤块于预培养基上，3个
重复，28℃暗培养 3 d，然后进行农杆菌的侵染处
理和分化处理，统计抗性愈伤率。与不经过预培养

而直接进行侵染和分化处理的材料进行比较。 

1.2.3 不同浓度的工程菌(EHA105 或 Ag10)侵染

愈伤组织 

挑选1.2.1中处理B组的良好胚性愈伤块及1.2.2
中经预处理的愈伤块于三角瓶中，分别加入 150 mL
不同浓度(菌液 OD600 nm=0.05、0.15、0.1、0.15、0.2、
0.3、0.4)的农杆菌(EHA105或 Agl0)菌液，28 ℃条件
下，摇床上 150 r/min侵染 20 min后，阴干 30～40 
min；于共培养基上放 1张滤纸，把侵染后阴干的愈
伤块置于其上，100块/皿，3个重复。密封培养皿，
28 ℃黑暗条件下让愈伤组织和农杆菌共培养 3 d。 
选用菌液OD600 nm=0.15的EHA105侵染胚性愈

伤块，按上述方法操作，共培养时间分别为 1、2、
3、4、5 d，探究共培养时间对遗传转化的影响。 

1.2.4 抗性愈伤的筛选 

共培养后的愈伤用含 400 mg/L Cef的无菌水洗
涤 2~3次，再加入含 400 mg/L Cef的 N6液体筛选培

养基，于摇床上 100 r/min轻摇 10 min，振荡洗涤 1
次，然后将愈伤块转移至无菌条件下阴干 30 min，
再接种于筛选培养基上，28 ℃下暗培养 20 d左右；
将抗性愈伤块转移至新的筛选培养基上，继续暗培

养 5 d，统计抗性愈伤率和农杆菌抑制率。 
抗性愈伤率=筛选阶段长出的新生愈伤块数/接

种愈伤块数×100%。 
农杆菌抑制率=筛选阶段未长菌的愈伤块数/接

种愈伤块数×100%。 

1.2.5 愈伤组织的干燥脱水处理和分化培养 

将上述筛选获得的抗性愈伤块置于培养皿中 3
层无菌滤纸上，再覆盖 2 层滤纸，分为 2 组：一组
进行快速干燥，即在超净台上 28 ℃下分别吹风处理
0、2、4、6、8 h；另一组慢速阴干，即盖上培养皿盖，
封上封口膜，在 28 ℃条件下分别放置 0、1、2、3、
4 d。然后将愈伤块分别接种到分化培养基上，28 ℃、
16 h光照(5 000 lx)培养，直至长出再生苗，统计植

株再生频率。 
植株再生频率 = 分化产生再生苗的愈伤块数/

接种的抗性愈伤块数×100%。 
为探讨预分化处理对植株再生频率的影响，将

抗性愈伤块接种于预分化培养基上，28 ℃、16 h光
照(5 000 lx)培养 7 d，进行预分化处理；然后按前述
的方法快速干燥 6 h，再接种到分化培养基上，28 
℃、16 h光照(5 000 lx)培养，直至长出再生苗，统
计植株再生频率。与未进行预分化处理而直接进行

快速干燥 6 h和分化处理的材料进行比较。 

1.2.6 幼苗生根处理 

将分化培养获得的生长优势明显的再生苗(T0

代植株)转移到生根培养基上，在 28 ℃、16 h光照
(5 000 lx)下培养。 

1.2.7 转基因植株的 PCR 检测 

提取再生植株(T0代)叶片的 DNA，采用表达载
体与目的基因的嵌合体片段 GCS–IPS1 的引物进行
鉴定，正向引物 GCS–F，5′–gtaacatagatgacaccgcgcgc 
g–3′；反向引物 IPS1–R，5′–ggcacacacaatcttaattactaata 
tcaaattcatc –3′，理论扩增长度为 880 bp。同时用潮
霉素B磷酸转移酶(hygromycin B phosphotransferase, 
HPT)基因引物进行鉴定，正向引物 HPT–F，5′–gctgtt 
atgcggccattgtc–3′；反向引物HPT–R，5′–ccgcgacgtctgt 
cgagaag –3′，理论扩增长度为 590 bp。 
阳性突变体植株获得率=阳性突变体植株数/检

测的 T0代转基因植株数×100%。 
遗传转化效率=抗性愈伤率×植株再生频率×阳

性突变体植株获得率。 

1.2.8 数据统计分析 

数据处理采用 Excel 和《临床医生统计学助手
V3.0》进行。 

2 结果与分析 

2.1 不同生理活性种子的胚性愈伤组织诱导效率

的差异 

外植体的生理活性可能影响愈伤组织的诱导。

表2的结果表明，幼嫩种子(处理A)和成熟的新鲜种
子(处理B)的愈伤诱导率明显比自然贮藏1年的种子
(处理C)的高。 
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表 2 不同生理活性种子的胚性愈伤组织诱导效率 
Table 2 Callus induction from seed embryo with different 

physiological activity 

处理 接种数/粒 
诱导出愈伤组织的

种子数/粒 
愈伤组织 
诱导率/% 

A 60 53±2 (88.0±3.2) A 
B 60 48±2 (80.3±2.6) B 
C 60 40±2 (67.0±3.3) C 

表中数据为 5 个重复的平均值；数字后不同小写字母表示差异显

著；不同大写字母表示差异极显著，下同。 

2.2 2,4–D 的质量浓度对愈伤组织诱导效率的影响 

从表 3可以看出，随着诱导培养基中 2,4–D的
质量浓度增加，种子的愈伤诱导率逐渐提高，当质 

表 3  2,4–D 的质量浓度对 Kasalath 种子的愈伤组织

诱导率的影响 
Table 3  Effects of 2, 4–D on callus induction rate of Kasalath seed 

质量浓度/ 
(mg ·L–1) 

接种的 
种子数/粒 

诱导出愈伤的 
种子数/粒 

愈伤组织

诱导率/%
0.5 60  5±1  (7.8±1.9)E
1 60 12±2 (20.0±3.7)D
1.5 60 30±2 (50.3±3.8)C
2 60 44±2 (73.8±3.2)B
2.5 60 48±2 (80.8±2.5)A
3 60 44±2 (73.8±3.6)B

10 60 44±2 (73.3±3.5)B
20 60 44±2 (73.0±3.6)B
30 60 43±2 (72.0±3.2)B

表中数据为 5个重复的平均值。 

量浓度为 2.5 mg/L时，愈伤诱导率达最高值，愈伤
组织质量最佳；当 2,4–D质量浓度继续升高时，愈
伤诱导率虽然仍处于较高水平，但愈伤组织体积比

较小，生长缓慢，几乎失去增殖能力，不利于后续

分化或侵染处理。 

2.3 工程菌类型及侵染浓度对转化效率的影响 

在侵染过程中，如果菌液浓度过高，转基因受

体(愈伤组织)容易产生过敏反应，且脱菌时抗生素
对农杆菌生长的抑制作用会降低，使愈伤染菌严重

而无法继续生长，从而影响转化效率。但菌液浓度

过低时，由于附着在愈伤组织表面的菌液太少，导

致得不到转化植株[6]。表 4结果表明，Agl0的菌液
OD600 nm为 0.15时转化效率最高，达 65.8%，且脱
菌时农杆菌抑制率可达 86.7%；EHA105 菌液的
OD600 nm为 0.15时，转化效率为 82.0%，脱菌时农
杆菌抑制率为 99.0%，高于相同侵染浓度的 Agl0的
转化效率，且脱菌时农杆菌抑制效果较好。EHA105
菌液的 OD600 nm为 0.2时转化效率为 84.3 %，但脱菌
时农杆菌抑制率下降至 80.3 %，因此，EHA105比
Agl0更适合介导水稻 Kasalath的遗传转化，且菌液
OD600 nm为 0.15是最佳侵染浓度。 

表 4 不同浓度的 EHA105 和 Agl0 对抗性愈伤率及脱菌时农杆菌抑制率的影响 
Table 4 Effect of EHA105 and Agl0 in different concentrations on hygromycin–resistant callus rate and bacteriostasis rate during screening 

抗性愈伤获得率/% 农杆菌抑制率/% 工程菌菌液 
OD600 nm 

侵染愈伤数/块 
Agl0 EHA105 Agl0 EHA105 

0.05 100 (45.1±2.4) B (44.1±2.2) C (100.0±0.0) A (100.0±0.0) A 
0.10 100 (59.3±3.1) Ab (53.7±2.0) Ba (100.0±0.0) A (100.0±0.0) A 
0.15 100 (65.8±2.0) Aa (82.0±3.0) A (86.7±2.0) B (99.0±0.5) A 
0.20 100 (20.3±2.6) C (84.3±2.5) A (76.0±2.4) C (80.3±2.2) B 
0.30 100 (0.0±0.0) D (55.8±2.1) B (12.0±1.2) D (36.7±1.5) C 
0.40 100 (0.0±0.0) D (47.6±2.2) Cb (0.0±0.0) E (3.7±0.5) D 

表中数据为 3个重复的平均值。 

2.4 共培养时间对转化的影响 

本研究的结果(表 5)表明，对于水稻 Kasalath，

愈伤组织经农杆菌侵染后，共培养时间以 3 d为最
佳。此时，农杆菌聚集在愈伤组织底部，表面看不 

表 5 共培养时间对转化的影响 
Table 5 Effect of co–cultrue time on transformation 

共培养时间/d 共培养结束时农杆菌的生长情况 转化效率/% 农杆菌的抑制率/% 
1 几乎不见农杆菌生长 (33.7±1.9) C (100.0±0) A 
2 愈伤底部偶尔可见菌液 (50.5±2.3) B (100.0±0) A 
3 在愈伤底部有明显菌液 (82.0±2.6) A (99.0±0.1) A 
4 愈伤底部菌液多 (25.4±3.8) D (50.8±4.5) B 
5 农杆菌几乎包裹整个愈伤 (0.0±0.0) E (6.4±2.6) C 

表中数据为 3个重复的平均值。 
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出农杆菌的生长痕迹。共培养少于 3 d的愈伤组织
转化效率低，而多于 3 d时，在后期的筛选过程中
很难抑制农杆菌的生长，导致愈伤组织死亡率上

升，转化效率也显著降低。 

2.5 愈伤组织分化前干燥处理对植株再生频率和

成苗速度的影响 

由表 6可见，快速干燥脱水 6~8 h的植株再生
频率均较高，快速干燥脱水 8 h的愈伤分化成苗的
速度较快；慢速干燥 48~72 h的植株再生频率较高，
且成苗速度较快。基于快速干燥 8 h和慢速干燥 72 h 
3种处理方式效果差异不大，为缩短遗传转化时间，
降低污染的发生，可以选择快干 8 h处理。 

表 6 干燥处理 Kasalath 愈伤组织对植株再生频率和

成苗速度的影响 
Table 6  Effect of dehydration to Kasalath callus on the frequency 

and speed of plant regeneration 
干燥方式 时间/h 再生频率/% 成苗时间/d 
快速干燥  0 (32.67±2.52) D (25.33±1.15) D 

  2 (46.00±3.00) C (20.67±1.53) C 
  4 (68.67±3.79) B (16.67±0.58) B 
  6 (90.33±4.51) A (13.67±0.58) Ab
  8 (90.67±4.93) A (11.33±0.58) Aa
 10 (70.67±5.13) B (10.67±1.15) Aa
 12 (66.33±5.03) B (13.33±0.58) Ab

慢速干燥  0 (33.33±2.31) D (25.67±1.53) C 
  24 (75.33±3.79) C (15.67±1.15) Bc
  48 (91.00±1.73) A (13.33±0.58) Bb
  72 (90.67±1.15) A (10.67±0.58) Aa
  96 (83.33±2.08) B (13.00±1.00) Ab

表中数据为3个重复的平均值。 

此外，本研究的结果还表明，预培养和预分化

处理对抗性愈伤转化效率和植株再生频率的影响

效果不明显(数据未列出)，因此，为了缩短遗传转

化时间，可省略此 2个步骤。 
综上所述，快速高效的 Kasalath遗传转化的技

术流程如图 1。从愈伤组织诱导至遗传转化获得再
生植株全过程只需 57～60 d，即：选择新鲜种子进
行愈伤诱导(图 1–A，7~10 d)，用携带目的片段的菌
液 OD600 nm为 0.15～0.2 的 EHA105 与愈伤组织共
培养(图 1–B，3 d)，侵染后于筛选培养基上培养(图
1–C，约 20 d)，第 2次筛选(约 5 d)，将抗性愈伤快
速干燥脱水(8 h)，转入分化培养基培养(图 1–D)，
10 d 即可长出再生苗(图 1–E)，将再生苗转入生根
培养基培养 5 d，生根后温室炼苗(图 1–F)7 d即可
转入自然土壤中栽培。 

 
A 诱导；B 共培养；C 筛选；D 分化；E 生根；F 炼苗。 

图1  水稻Kasalath愈伤组织的诱导与农杆菌介导的遗传转化 
Fig. 1 Callus induction and Agrobactorium-mediated transformation 

of Indica rice Kasalath 

2.6 转基因植株的 PCR 鉴定 

随机挑取 23株T0代 IPS1转基因植株的叶片提
取 DNA，以野生型植株作为阴性对照，分别进行了
GCS–IPS1的嵌合片段和 HPT的 PCR检测，结果分
别见图 2–A和图 2–B。结果显示 23株中有 20株植
物的 DNA 均能扩增出目的条带，表明目的基因已 
 

 

A

 

B
 

M为 AL 2 000 DNA Marker；A中 1~23 用 GCS–IPS1嵌合片段的引物对转基团植株进行 PCR检测的结果，WT 用 GCS–IPS1嵌合片段的引

物对野生型植株的检测结果；B中 1~23 用 HPT的引物对转基因植株进行 PCR检测的结果，WT 用 HPT的引物对野生型植株的检测结果。 

图 2 T0代转基因植株的 GCS–IPS1 的嵌合片段和 HPT 的 PCR 鉴定结果 
Fig.2 PCR detection for the chimeric fragment of target GCS–IPS1 and the HPT of T0 transgenic plants 

M WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

1 000 bp
750 bp

M WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

750 bp
500 bp
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经整合到植物基因组中，阳性转基因植株获得率为

87.0%。统计结果表明，从侵染愈伤组织至获得阳
性突变体再生植株，其遗传转化效率为 65%。 

3 讨 论 

典型的籼稻，如 Nanjing 11、IR64、IR72 等的
愈伤组织诱导和遗传转化都比较困难[2]。田文忠等[10] 

的研究认为，在诱导培养基中同时添加 BAP、
Zeatin、Zip和 TDZ与 2,4–D，或单独添加 TDZ皆
可以明显地改进籼稻 TN1、IR64、IR72的愈伤组织
质量，从而提高植株再生频率[11]。有很多植物，如

超级杂交稻父本 0293[12]和五节芒[13]等的愈伤组织

诱导培养基中添加了 2,4–D 和 6–BA，但多数粳稻
(如日本晴等)愈伤组织诱导培养基中，通常只添加
2,4–D[2, 4]。在此基础上，笔者探讨了不同质量浓度

2,4–D对 Kasalath愈伤组织诱导的影响，结果表明，
2.5 mg/L 2,4–D的诱导效果最好，获得了高于 80%
的愈伤组织诱导率，且愈伤组织质量好，适合遗传

转化和植株再生，因此，在愈伤组织诱导培养基中

添加适当浓度的 2,4–D是必要的。为节约成本，可
以不加其他植物生长物质。 
农杆菌侵染愈伤组织转导目的基因时，除了选

择高质量的愈伤组织外，合适的菌株也很重要。比

如，易自力等[11]和柳红等[14]比较农杆菌 LBA4404、
EHA105、AGL1 对多个籼稻品种的转化效果时发
现，EHA105 对受体的敏感性高于 LBA4404 和
AGL1，转化效果较好[11,14]。本研究中，笔者比较

了 EHA105 和 Agl0对籼稻 Kasalath愈伤组织的转
化，从筛选时抗性愈伤获得率和农杆菌抑制率 2个
指标来评价，两者的菌液工作浓度均以 OD600 nm为

0.15时效果最好，且EHA105的转导效率优于Agl0。
EHA105对于籼稻 Kasalath的遗传转化可能是一个
比较合适的菌株。 
很多研究表明，在分化处理前，对愈伤组织进

行适当干燥脱水处理能明显提高愈伤组织的分化

能力[10]。比如，H. Mathews等[15]研究发现干燥处理

木薯的愈伤组织植株再生频率可达 83%，远远高于
未经干燥处理的植株再生频率(2%)。秦文娟等[16]

研究表明，干燥处理在提高玉米愈伤组织生长量方

面效果非常好，各基因型反应一致，且易于操作，

能极显著提高愈伤组织生长量，从而加快愈伤组织

生长，提高植株再生频率。Masayoshi和 Takayasu[17]

报道了用简单的脱水处理法促进粳稻愈伤组织的

植株再生；田文忠[10]将此法用于籼稻 TN1、IR72
和 IR64，也得到了类似结果。高三基等[18]的研究表

明，脱水处理对成熟胚愈伤组织分化率的影响在不

同基因型之间存在较大差异，比如愈伤组织脱水处

理 2、4 d均能提高愈伤组织绿苗的分化频率，对难
分化的品种 R527、优 99和明恢 86效果更为明显，
其分化频率提高 1.1～5.7倍；对未经脱水处理就可
达到较高植株再生频率的明恢 81、N175、航 1号，
脱水处理后植株再生频率提高 10.7%～21.2%。曾桂
萍[1]等对 R527 的研究结果表明，分化前的干燥处
理有利于愈伤组织变绿和减少褐化率，但不利于成

苗，这与高三基等[18]的结果不同所致，其原因可能

是他们使用的培养基成分不同所致。本研究结果表

明，干燥脱水处理后的 Kasalath愈伤的分化能力有
显著提高(为对照的 3 倍)，且加快了分化成苗的速
度(提前 2 周出现幼苗)，推测干燥脱水处理后，较
低含水量的愈伤组织可能对分化处理更敏感，从而

有利于愈伤组织分化成苗，但其内在的生理机制仍

有待进一步研究。 
植物转基因技术受许多因素影响。要建立高效

的遗传转化体系，需要针对特定植物种类或组织，

对遗传转化流程的条件进行优化。农杆菌介导的籼

稻从愈伤组织诱导到遗传转化再生苗的获得，一般

耗时在 3个月左右[11,14,19]；籼稻 Kasalath从诱导愈伤
组织到新生苗移栽入土壤需 70 d[2]。本研究结果表

明，完成高效遗传转化过程的时间只需约 57～60 d。 
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