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影响花椰菜农杆菌介导转化因素的研究

于 娅1’2，刘莉莎2，赵永钦2，赵 冰2，郭仰东2

(1武汉生物工程学院生物工程系，武汉430415；2中国农业大学农学与生物技术学院，北京100193)

摘要：以花椰菜赛雪的带柄子叶为外植体，以MS为基本培养基，GUS基因为报告基因，分析了遗传转化过程中的影响因

子，如预培养时间、农杆菌茵液浓度、侵染时间、共培养时间、乙酰丁香酮浓度、延迟筛选时间等对外植体瞬间表达和稳定表达

的影响。结果显示，以花椰菜的带柄子叶为外植体，预培养2d，农杆茵茵液为OD6000．3—0．4，侵染8rain，共培养2d，乙酰丁香

酮浓度为100p,mol／L，延迟筛选7d，卡那霉素筛选压为5mls／L为最优的遗传转化方案，转化率最高可达35．7％。另外，GUS瞬

间表达率和转化率并不存在绝对的相关性，但瞬间表达分析仍然可以作为外源基因进入受体细胞的指示。花椰菜农杆茵介

导转化方案的优化研究为芸薹属蔬菜高效遗传转化提供了技术保障，有利于芸薹属蔬菜遗传育种与种质创新研究。
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Abstract：An Agrobacterium-mediated transformation system，using transient and stable transformation assays，

was used to evaluate some factors influencing transformation in cauliflower．These included the precuhivation time，

the bacterial density，the inoculation duration time with Agrobacterium tumefaciens，the concentration of acetosyrin—

gone，the delay selection and the concentration of kanamycin in selection．Using cotyledons with 1-2mm petioles as

explants，the best transformation parameters were：two·day pre—cultivation，OD枷0．3—0．4 of bacterial density，eight—

minute infection with Agrobacterium tumefaciens，two-day cocuhivation，l OO p,mol／L acetosyringone in the cocultivai—

ton medium and seven—day delay selection in kanamycin of 5 ms／L．By optimizing the parameters on the procedure of

Agrobacterium—mediated transformation，a high transformation efficiency(35．7％)was demonstrated．The GUS transi—

ent expression could be an important indicator for cauliflower transformation．The development of an efficient

Agrobacterium-mediated transformation system opens up new opportunities for the functional characterization of

genes and promotes the development of novel germplasm of Brassica vegetable genus．
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花椰菜(Brassica oleracea L．var．botrytis)是十字

花科芸薹属甘蓝种的一个变种，其风味清香，营养丰

富，含有多种吲哚衍生物，具有一定抗癌作用。因

此，在全国栽培比较普遍，是我国出口创汇的主要蔬
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菜品种之一。传统的育种技术只能利用有限的资源

进行育种，已不能满足现代农业对花椰菜品种改良

的需求。现代生物技术的发展，为选育具有优良性

状基因的突破性品种提供了可能，利用基因工程技

术将外源基因转入花椰菜是其种质资源创新的有效

途径。

带柄子叶作为花椰菜遗传转化的外植体材料，

能够快速高频再生不定芽¨。1，然而它对农杆菌的

敏感性影响了遗传转化的效率H4 J。迄今，花椰菜

遗传转化方案优化的相关报道很少。因此，本试验

拟以花椰菜带柄子叶为外植体。GUS基因为报告基

因，针对预培养时间、农杆菌菌液浓度、侵染时间、共

培养时间及添加物乙酰丁香酮的浓度、卡那霉素筛

选浓度等影响遗传转化效率的因素进行了研究，旨

在提高花椰菜的遗传转化效率，为花椰菜以基因工

程手段创造新种质提供一定的理论依据。

1材料与方法

1．1试验材料

供试材料为花椰菜品种赛雪，购买于中国农业

科学院。所用根癌农杆菌菌株为EHAl05，购自北

京鼎国生物有限公司。报告基因为GUS基因"1，由

中国科学院遗传与发育研究所胡赞民研究员惠赠。

1．2试验方法

1．2．1 工程菌的制备挑取含有重组质粒的农杆

菌EHAl05单菌落，接种于含卡那霉素100mg／L和

利福平100ms／L的YEB液体培养基中，28℃振荡培

养48h，活化农杆菌。取活化的农杆菌菌液按1：100

的比例转至含卡那霉素50mg／L的YEB液体培养基

中，继续培养至适合的OD600值作为工程菌用于外植

体的遗传转化。

1．2．2转化方法无菌苗的获得参见Qin等p1方

法。选择6—7d苗龄的无菌苗，以保留1—2ram子

叶柄的子叶作为外植体进行预培养，再在工程菌中

侵染，之后转入共培养培养基中，于暗处共培养，再

转入恢复培养基中培养，之后进行抗性筛选培养，每

3周继代1次，直至转化株发生。用于不定芽诱导

和农杆菌遗传转化的各种培养基见表l。

1．2．3遗传转化过程中重要因子对G淞基因表达
率的影响 针对预培养时间、工程菌浓度、侵染时

间、共培养时间、乙酰丁香酮的浓度等设置不同处理

水平开展研究，每个处理设3次重复，每个重复60

个带柄子叶。具体试验处理设置如下。

表1 花椰菜组织培养和遗传转化所用培养基

Table 1 The media used is the regeneration and transfor-

marion of cauliflower

培养基名称 培养基成分

Name of medium Medium components

萌发培养基(G)

基本培养基(MSO)

不定芽诱导培养基

(SIM)

生根培养基(RIM)

预培养培养基

共培养培养基

恢复培养基

抗性筛选培养基

Ms大量元素+Ms微量元素+209／L蔗

糖+7．89／L琼脂，pH 6．0

MS无机盐+B5维生索+30孚／L蔗糖+

7．89／L琼脂，pH 6．0

MS0+1ms／L BA+4mg／L AgN03，pH 5．8

MS0+0．5mg／L NAA。pH 6．0

MSO+1mg／L BA．pH 5．8

S1M+4mIs／L AgN03 4-100p,mol／L Aeetosy-

ringone。pH 5．8

SIM+4mIg／L AgN03+400mg／L Carbencil—

lin，pH 5．8

SIM+4mIg／L AgN03+400mg／L Carbencil-

lin+5ms／L Kanamycin．pH 5．8

鬟笼鬻割首⋯RIM埘+啪400№mg／L。c⋯叭5刚Ka-
萎釜量淼划3⋯RIM+氓20Ⅲ0mg／．L。c⋯lin一邮a-

预培养时间 花椰菜带柄子叶分别在预培养基

上培养0d、1d、2d、3d、4d，以0D删值为0．3—0．4的

农杆菌菌液侵染8rain，共培养2d。

工程茵浓度花椰菜带柄子叶预培养2d后，用不

同浓度的菌液0D锄<0．1、0．1—0．2、0．3一O．4、O．5—

0．9、>0．9分别进行侵染，侵染8rain，共培养2d。

侵染时间 花椰菜带柄子叶预培养2d，以农杆

菌菌液浓度OD枷为0．3～0．4分别侵染<1rain、

5min、8min、15rain、30min，共培养2d。

共培养时间 花椰菜带柄子叶预培养2d，以农

杆菌菌液浓度OD600为0．3—0．4侵染8rain后，分别

共培养1d、2d、3d、4d、5d、6d、7d。

乙酰丁香酮的浓度 花椰菜带柄子叶预培养

2d，以农杆菌菌液浓度OD。∞为0．3—0．4浸染8rain

后，分别转入含乙酰丁香酮浓度为0、100、

200斗mol／L共培养基中，共培养2d。

以上所有处理在完成上述的试验后，均分别取

1／3外植体进行组织化学染色，检测G嬲基因瞬间

表达率。剩余的2／3外植体在适合的培养基培养2

个月后，待转化植株发生，取转化株的叶片进行组织

化学染色，以检测G邯基因稳定表达率。

1．2．4卡那霉素对花椰菜带柄子叶不定芽发生的

敏感性测试取花椰菜带柄子叶20个，接种于含卡
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那霉素(0、5、10、15、20、30m【g／L)的不定芽诱导培养

基中，每个处理设3次重复。观察其不定芽再生情

况，30d后统计不定芽发生率。

1．2．5 GUS组织化学染色及表达率的计算 共培

养后检测GUS基因瞬时表达和转化植株叶片GUS

基因稳定表达的检测，参照Jefferson等⋯的方法，染

色12h后检测，并统计结果。

GUS瞬间表达率(％)=GUS阳性外植体数量／

总外植体数×100％

GUS稳定表达率(％)=GUS阳性转化株数量／

总外植体数x100％

1．2．6转化植株PCR检测DNA提取参照Guo

等哺1的方法。PCR扩增体系为201山1，扩增条件为：

94℃1min；940c 30s，55℃30s，72℃45s，30cycles；

72℃7rain。引物序列(所扩增片段为680bp)：5’一

GCG TCG CAG AAC A’兀1 ACA一3 7：5’-GCA ACT GGA

CAA GGC ACT．3’。

2结果与分析

2．1 GUS基因瞬间表达和稳定表达的形态表现

GUS基因瞬间表达组织化学染色的形态表现

为点状蓝斑(图1．a)和片状蓝斑(图1一b)，外植体的

片状蓝斑比点状蓝斑意味着更多的植物细胞被转

化，或更强的GUS基因表达。GUS基因稳定表达组

织化学染色如图1．c。

2．2 预培养时间对瞬间表达率和稳定表达率的

影响

图2表明，预培养时间不同，GUS基因瞬间表达

率和稳定表达率不同。未进行预培养(0d)而直接

用农杆菌侵染，侵染后的外植体容易褐化死亡，仅剩

余极少量外植体，瞬间表达率和稳定表达率都最低；

在1—2d内，随着预培养时间增加，GUS基因瞬间表

达率和稳定表达率均升高，当预培养时间为2d时，

两种表达效率均达到最高，瞬间表达率为86．8％，

稳定表达率为33．1％；当预培养超过2d后，外植体

膨大明显，GUS基因瞬间表达率和稳定表达率都开

始下降，GUS基因稳定表达率的变化呈现显著差

异。这说明：花椰菜带柄子叶如果预培养时间超过

2d，由于其不定芽再生属于直接器官再生，再生时

间短；而过长的预培养时间将错过农杆菌侵染外植

体细胞的最佳时间，随之再生的不定芽多为假阳性

和嵌合体，转化率将极大降低。由此表明，适当的预

培养时间对于GUS转化率是至关重要的，本试验表

明：花椰菜带柄子叶外植体预培养2d是最适合的。

适当的预培养时间，可以减轻外植体的伤害胁迫，调

整细胞状态，以利于农杆菌的感染。其他学者的报

道一。2o也强调了芸薹属植物预培养因子在遗传转化

中的重要性，其原因是预培养处理可以增强细胞的

感受态状态”1，即一定的预培养时间可以减轻农杆

菌对其造成的伤害，调整外植体细胞处于最易接受

外来信息的状态，有利于农杆菌的转化。

圈2 预培养肘间对花椰粟GUS瞬间表达翠

和稳定表达率的影响(P<O．05。下同)

Fig．2 Effect of different pre·cultivation time

on transient and stable GUS expression

in cauliflower(P<0．05．the same as below)

图1花椰菜带柄子叶GUS基因瞬间表达和
2．3 菌液浓度对瞬间表达率和稳定表达率的影响

稳定表达的形态表现
图3表明，农杆菌菌液浓度能够明显影响G嬲

Fig．1 GUS transient and stable expression in cauliflower
。’ ’’。’⋯⋯’’⋯’’⋯’一’

。：花椰菜带柄子叶的c嬲瞬间表达，呈妄点状蓝斑；b：花椰菜带柄 基因瞬间表达率和稳定表达率。随着菌液浓度的升

子叶的GUS瞬间表达，星现片状蓝斑；c：花椰菜转化株的子叶G嬲 高，GUS基因瞬间表达率和稳定表达率在

稳定表达，叶片全部呈现蓝色；d：花椰菜未转化株的子叶未见GUS OD6000．3—0．4时，达到最高值，其数值与其他处理

表达，叶片呈现白色 表现显著差异。菌液浓度OD枷值低于0．1时，由于
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菌液浓度过低，农杆菌的数目不足以侵染外植体细

胞，农杆菌的T．DNA向植物细胞的转移机率较低，

造成转化率低；菌液浓度0D鳓值高于0．5后，农杆

菌会过度繁殖，对花椰菜带柄子叶造成伤害，由于外

植体对农杆菌非常敏感，外植体多出现褐化现象，尽

管瞬间表达率仍比较高，但在后期培养过程中，外植

体逐渐褐化死亡，再生不定芽数量急剧下降，因此稳

定表达率也显著降低。

图3菌液浓度对花椰粟GUS基因瞬间

表达率和稳定表达率的影响

Fig．3 Effect of different bacterium density on transient

and stable GUS expression in cauliflower

2．4侵染时间对瞬间表达率和稳定表达率的影响

图4表明，随着农杆菌侵染花椰菜带柄子叶时

间的增加，GUS基因瞬间表达率增加；当侵染时间

在5—30min内，瞬间表达率都比较高，其数值差异

不明显。当侵染时间为8min时，GUS基因的稳定表

达率达到最高值，之后随着侵染时间的增加，稳定表

达率急剧下降，呈现显著差异。这一趋势与工程菌

菌液浓度增高导致GUS基因转化率降低类似，因为

花椰菜带柄子叶对农杆菌的敏感性，侵染时间长的

外植体易发生褐化现象，导致再生不定芽数量降低，

因此稳定表达率也骤降。

图4侵染时间对花椰菜GUS基因

瞬间表达率和稳定表达率的影响

Fig．4 Effect of inoculation duration time with

Agrobacterium tumefaciens OU transient and stable

GUS expression in cauliflower

2．5 共培养时间对瞬间表达率和稳定表达率的

影响

图5表明，随着共培养时间的增加(1—7d)，

1—3d时，GUS基因的瞬间表达率增加，在共培养3d

时达到最高，可达100％；而共培养从第4天开始，

瞬间表达率开始下降，原因是随着共培养天数的增

加，农杆菌大量繁殖生长，很快铺满培养基，并覆盖

外植体表面，以致于掩埋了整个外植体，使外植体褐

化死亡，因而瞬间表达率降低。GUS基因稳定表达

率在共培养2d时达到最高值，3—7d后表达率降

低，它们之间呈现显著差异。共培养时间是影响遗

传转化的一个重要因素，在这个环节中包含农杆菌

的附着，T—DNA的转移和整合等关键过程。一般认

为，农杆菌附着于外植体伤口表面后不能立即转化，

附着需要达到16h以上，菌株才能进行遗传转

化【1⋯。理论上讲，农杆菌与植物受体共培养时间越

长，农杆菌侵染的几率越大，基因转化的频率就越

高。但由于花椰菜带柄子叶对农杆菌的敏感性，如

果共培养时间过长，外植体会因为过度感染而褐化

死亡，达不到良好的转化效果。本试验表明，花椰菜

带柄子叶最佳共培养时间为2d。Bhalla等”o的试

验也表明，花椰菜农杆菌转化中带柄子叶和下胚轴

的共培养时间2d是最适合的。

图5共培养时间对花椰菜GUS基因瞬间表

达率和稳定表达率的影响

Fig．5 Effect of co-cultivation time OR transient

and stable GUS expression in caulilfower

2．6 乙酰丁香酮浓度对瞬间表达率和稳定表达率

的影响

图6表明，与乙酰丁香酮浓度01zmol／L、

200；tmol／L相比，附加100¨,mol／L乙酰丁香酮后，

GUS基因瞬时表达率和稳定表达率大大提高，它们

的数值呈现显著差异。通常情况下，在外植体转化

过程中，乙酰丁香酮作为创伤信号或创伤诱导分子

诱导农杆菌Ⅵr基因的活化和表达¨416|，适当的乙

酰丁香酮浓度可显著提高转化效率¨‘71，而本试验结
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果也证实了这一点。但是不同的作物或同一作物不

同外植体，其最适宜的乙酰丁香酮浓度不

同⋯J¨8|，需根据试验来确定。

图6 乙酰丁香酮浓度对花椰栗GUS基因

瞬间表达率和稳定表达率的影响

Fig．6 Effect of different concentration of acetosyringone

in the cocuitivation medium on transient and

stable GUS expression in cauliflower

2．7筛选时间对瞬间表达率和稳定表达率的影响

在花椰菜带柄子叶农杆菌介导过程中，如果不进

行恢复培养，直接加入卡那霉素进行抗性筛选，几乎

没有转化植株存活，大部分外植体褐化死亡，转化率

极低；而在共培养7d后再附加筛选压，则转化不定芽

发生率显著增加，遗传转化率升高，可达26．4％。To-

riyama等¨列和Narasimhulu等Ⅲ1也报道了延迟筛选

在芸藿属作物农杆菌介导转化过程中的重要作用。

2．8花椰菜带柄子叶卡那霉素筛选压的确定

试验结果表明，当卡那霉素浓度为3mg／L时，

花椰菜外植体的不定芽再生即受到明显抑制，不定

芽再生率仅为10．3％；在5mg／L时，花椰菜外植体

不定芽几乎完全受到抑制，仅有O．05％绿色不定芽

发生；当卡那霉素浓度>lOmg／L时，没有不定芽发

生。由于筛选压过高将抑制不定芽的再生，使得转

化率降低；过低则容易产生假阳性植株。因此，结合

花椰菜带柄子叶对卡那霉素的敏感性，筛选压浓度

选用5mg／L比较适宜。DeBlock等旧1J和Metz等¨u

在青花菜抗性筛选中选择卡那霉素筛选浓度分别为

50mg／L和25mg／L，这种差异可能是作物品种不同

导致。值得注意的是，筛选压临界值的确定，需要兼

顾抗性筛选有效性和不定芽再生率的辩证关系。适

度的抗生素筛选压，对花椰菜遗传转化率的提高具

有促进作用。

2．9转化植株的分子鉴定

对已获得稳定表达的转化植株进行PCR扩增，

结果表明，在680bp处有明显的目的条带。说明

C邪基因已经整合到了花椰菜基因组中，利用优化

的农杆菌转化体系，可以得到稳定的转化植株。

图7转化植株的PCR鉴定

Fig．7 PCR analysis of the putative transgenic plants

l一5：转化植株；6：阴性对照；7：阳性对照；M：Marker m

3 讨论

高效遗传转化体系的建立是植物利用基因工程

手段获得新种质的基础。本试验中，以花椰菜带柄

子叶为外植体，以农杆菌EHAl05为转化菌，研究了

遗传转化过程中主要影响因子对转化率的影响，发

现农杆菌工程菌浓度、侵染时间、共培养时间、延迟

筛选等环节对花椰菜的遗传转化具有明显影响。．花

椰菜农杆菌介导遗传转化中最大的难点是外植体对

农杆菌的敏感性"1，农杆菌侵染后外植体是否容易

褐化是遗传转化成功的关键旧“。本试验将工程菌

浓度、侵染时间、共培养时间、延迟筛选等环节进行

的“温和”处理，显著缓解了外植体的敏感性，有效

降低了外植体的褐化，从而对最终转化率的提高有

很大的贡献。这一研究补充了前人的试验方

案¨‘41，使得花椰菜带柄子叶的转化率与以前的报

道H一-相比有了很大的提高。这一转化体系的优化

研究为芸薹属蔬菜高效遗传转化提供了技术保障，

有利于芸薹属蔬菜遗传育种与种质创新研究。

汲逢源等。2引在对农杆菌介导的大豆下胚轴

G嬲基因瞬时表达的影响试验中，指出在共培养基

中加入硫代硫酸钠、L-半胱氨酸以及二硫苏糖醇等

抗氧化剂，可以有效的抑制大豆下胚轴在组培过程

中褐化的发生，并大幅度提高农杆菌在下胚轴的瞬

时表达率。刘金华等Ⅲ-的研究表明，在农杆菌转化

大豆过程中，辅加化合物脯氨酸和硝酸银，这两种化

合物均能明显的提高大豆的转化率。在进一步试验

中，也将硫代硫酸钠、L．半胱氨酸、脯氨酸等加入共

培养基中，以期筛选出适合花椰菜转化的化合物种

类和浓度，从根本上减少组织培养中外植体的褐化

现象，试验正在进行中。

关于瞬间表达率和稳定转化率的关系，Jansson

等∞-报道，在矮牵牛叶盘上外源基因的瞬间表达水

平可以比稳定转化高1000倍。王艳丽等Ⅲ1发现

GUS基因瞬间表达率与稳定转化率在草坪草上很不

一致，认为这可能取决于不同草坪草品种其细胞内部
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的基因表达调控系统，即虽然部分细胞已被农杆菌侵

染，但外源基因没有在被转化的细胞中得到及时表

达。我们认为农杆菌在受体细胞的瞬间表达和受体

细胞再生是两个不同的生理过程，瞬间表达是外源基

因进入受体细胞内处于未整合状态下短时间的表达，

与稳定表达相比，它没有位置效应，无需受体细胞的

培养和再生过程，表达快速，因而表达效率很高。本

试验的结果表明，尽管GUS基因的瞬间表达率和稳

定表达率并不存在绝对相关性，GUS瞬间表达率高并

不一定意味着转化率一定就高，但瞬间表达分析仍然

可以作为外源基因进入受体细胞的指示。在花椰菜

的遗传转化中，追求高的瞬间表达率和克服外植体褐

化，这两个问题同等重要，这样能够使瞬间表达趋势

更加接近转化率趋势。另外，为了使瞬间表达能更有

效的发挥对最终转化率的指示作用，量化GUS基因

瞬间表达强弱这一参数，刘栋等旧刊提出的更为精确

的瞬间表达分级是可以借鉴的。
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