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农杆菌介导的花椰菜遗传转化体系研究
Ξ

张桂华, 巩振辉
(西北农林科技大学 园艺学院, 陕西杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　以花椰菜栽培品种“春秋”无菌苗的子叶和下胚轴为外植体, 在携带 CaM V Bari21 基因Î 的根癌农

杆菌菌种 GV 3101 的介导下, 对影响花椰菜遗传转化的诸因素进行了研究, 建立了较为完善的转化体系, 其转化率

分别达 2. 31% 和 2. 56%。在这一转化体系中, 首先将过夜培养的农杆菌用M S 无机盐液体培养基稀释 5 倍或 10

倍, 感染经 2～ 3 d 预培养的子叶和下胚轴外植体 30 s, 然后进行黑暗共培养 1 d, 外植体经表面灭菌后转接到含 500

m göL 羧苄青霉素的分化培养基上。3 周后, 将分化的不定芽切成 0. 5 cm 见方的小块, 接种在选择培养基上, 经筛

选的转化芽再诱导成苗。
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　　花椰菜含有多种维生素, 营养丰富, 风味鲜美,

是我国广泛种植的蔬菜种类之一。随着现代农业技

术的发展, 利用常规育种方法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

选育转化重要园艺性状基因的突破性品种提供了可

能。然而, 国内外关于花椰菜遗传转化的技术还很不

成熟, 难以适应花椰菜分子育种的要求。D avid 和

Srivastava 等[1, 2 ]曾用野生型根癌农杆菌和发根农

杆菌转化花椰菜, 获得的转化株大多不正常, 何玉科

等[3 ]、陈晓邦等[4 ]、Ch ristey 等[5 ]和 de B lock M 等[6 ]

虽将报告基因, 程继鸿[7 ]、华学军等[8 ] 和W agoner

等[9 ] 将 B. t. 基因和 S2腺苷甲硫氨酸水解酶

(SAM ase) 基因分别导入花椰菜, 获得了转化外源

目的基因的花椰菜植株, 但转化率极低, 并已成为转

化外源基因花椰菜新品种选育的瓶颈。本试验试图

通过农杆菌介导法对影响花椰菜遗传转化率诸因素

的探索、分析, 建立较为完善的花椰菜高效遗传转化

体系, 为花椰菜分子育种提供技术和理论支持。

1　材料与方法

1. 1　供试材料与农杆菌菌种

　　供试植物材料为花椰菜栽培品种“春秋”, 由天

津市蔬菜研究所科技开发中心提供; 所用根癌农杆

菌 (A g robacterium tum ef aciens) 菌种 GV 3101 携带

CaM V Bari21 基因Î 和潮霉素磷酸转移酶基因的构

建参考文献[ 10 ]。

1. 2　无菌苗培养

花椰菜种子经 850 mL öL 酒精浸泡 3 s 后, 用体

积分数为 2% 的次氯酸钠 (滴加 1 滴吐温 80)表面消

毒 25 m in, 无菌水冲洗 3 次, 每次 3～ 5 m in, 然后播

种于萌发培养基 (1ö2 M S 无机盐+ B 5 维生素+ 8

göL 琼脂) , 在 (24±2)℃、光照 16 h 下培养成苗。

1. 3　菌种活化

在进行转化的前 1 d, 取划线培养的单菌落接种

在 YEB 液体培养基中, 于 28℃振荡 (150 röm in) 培

养约 20 h, 然后用灭过菌的M S 无机盐液体培养基

分别稀释 5 倍和 10 倍, 用于转化。

1. 4　培养基

预培养培养基 (M S0) : M S 无机盐+ B 5 维生素

+ 30 göL 蔗糖+ 8 göL 琼脂; 分化培养基:M S0 + 4

m göL 62BA ; 选择培养基: 分化培养基+ 500 m göL
Cb+ 20 m göL 潮霉素; 生根培养基: 1ö2 M S 无机盐

+ B 5 维生素+ 300 m göL Cb+ 8 göL 琼脂。以上各

培养基均调至 pH 5. 8。

1. 5　Cef 和Cb

(1)子叶和下胚轴经 2 d 预培养后, 转接在羧苄

青霉素 (Cb) 或头孢霉素 (Cef) , 质量浓度分别为 0,

300, 400, 500, 600 m göL 的分化培养基上。
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(2)经预培养 2 d 的子叶和下胚轴于菌液 (稀释

10 倍) 中浸染 30 s, 用无菌滤纸吸干表面多余菌液

后, 转接在 Cb 或 Cef 质量浓度分别为 0, 300, 400,

500, 600 m göL 的分化培养基中, 观察抑菌效果。

1. 6　子叶外植体预培养

将子叶和下胚轴接种在含 2, 42D (0. 1 m göL )

的预培养基上, 培养 0, 1, 2, 3, 4 d, 再用菌液感染 30

s, 随后用无菌滤纸吸干多余菌液接种在分化培养基

上与农杆菌共培养 1 d 后, 经灭菌转接到分化培养

基上培养, 3 周后统计不定芽分化频率。

1. 7　农杆菌菌液浓度与感染时间

将对数生长期的农杆菌分别稀释 5 倍和 10 倍,

预培养 2 d 的外植体分别在稀释 5 倍的菌液中感染

30 s, 在稀释 10 倍的菌液中感染 30, 60, 120 和 180

s, 然后用无菌滤纸吸干多余菌液, 接种到分化培养

基上, 共培养 1 d 后, 经灭菌转接到含 500 m göL Cb

的分化培养基上培养, 以寻找适宜的感染方法。

1. 8　共培养时间

将经 2 d 预培养的子叶和下胚轴感染农杆菌

(30 s) 后, 吸干多余菌液接种在分化培养基上, 与农

杆菌黑暗中共培养 1, 2, 3 d 后, 经灭菌转接到含 500

m göL Cb 的分化培养基 (若为子叶, 再添加 4 m göL
A gNO 3)上, 3 周后统计不定芽分化频率。

1. 9　转化芽的筛选与生根

将分化的不定芽切成 0. 5 cm 见方的小块, 接种

在选择培养基上, 筛选转化芽, 统计转化率。

2　结果与分析

2. 1　Cef 和Cb 的影响及抑菌效果

　　在农杆菌介导的基因转化试验中, 常采用Cef

或 Cb 抑制农杆菌在培养基上的进一步繁殖, 以免

污染受体细胞, 影响不定芽分化。从表 1 可以看出,

不同质量浓度的 Cef 和 Cb 均抑制不定芽分化, 但

Cb 的抑制作用较小; 随着质量浓度增加, 抑制作用

逐渐增强, 当Cef 和Cb 质量浓度增加到 600 m göL
时, 芽分化率降低到 64. 6% 和 69. 2%。从不同质量

浓度Cef 和 Cb 的抑菌效果看, 500 和 600 m göL 的

Cef 或Cb 均能很好抑制农杆菌的生长, 考虑到抑菌

素的使用不仅能有效地抑制农杆菌的繁殖, 而且还

要保持外植体具有较高的分化率, 因此, 采用质量浓

度为 500 m göL 的Cb 作为抑菌剂较好。

表 1　不同浓度Cef 和Cb 对子叶和下胚轴芽再生的影响及抑菌效果

T able 1　Effects of differen t concen tra t ion of Cef and Cb on bud differen tia t ion of

Cau liflow er co tyledon and hypoco tyl and A grobacterium inh ib it ion effect

抑菌素
种类

T ype of
an tib io2

t ics

抑菌素质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration of
an tib io tics

接种数
N um ber of

exp lan ts

分化芽外植体数
N um ber of

differen tiated
exp lan ts

分化芽率ö%

differen tiation
percen tage

抑菌效果
Inh ib it ion

effect

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

Cef 0 0 46 59 45 33 97. 8 62. 7 + + + + + + + +

300 300 57 61 48 28 84. 2 45. 9 + + + + + +

400 400 45 59 36 25 80. 0 42. 4 + + + +

500 500 54 66 42 25 77. 8 37. 9 + +

600 600 48 63 31 19 64. 6 30. 2 + +

Cb 0 0 46 59 45 33 97. 8 62. 7 + + + + + + + +

300 300 43 56 40 31 93. 0 55. 4 + + + + + +

400 400 39 63 36 34 92. 3 54. 0 + + + +

500 500 35 66 31 34 88. 6 51. 6 + +

600 600 39 61 27 29 69. 2 47. 5 + +

　　注: 子叶取自 5 d 的无菌苗, 下胚轴取自 6 d 的无菌苗; + , + + , + + + 和+ + + + 分别示抑菌效果好、较好、差、最差; 结果在接种后 20 d

统计。

N o te: Co tyledons and hypoco tyls com e from 5 day and 6 days o ld sterile seedlings respectively. + , + + , + + + , and + + + + show the

inh ib it ion effect is best, better, poo r and poo rest respectively. T he resu lt w as observed 20 days after p lan ting.

2. 2　预培养对转化子叶芽再生的影响

试验表明, 外植体在感染农杆菌以前, 进行 2～

3 d 预培养, 可以显著提高感染后外植体的不定芽

分化率 (子叶分别为 69. 9% 和 72. 4% , 下胚轴分别

为 36. 2% 和 99. 2% ) , 降低褐化率。但预培养 4 d

时, 芽分化率反而下降 (子叶为 45. 9% , 下胚轴为

27. 3% ) , 褐化率增加。未经预培养的子叶在农杆菌

感染后芽分化率仅为 39. 2% , 下胚轴为 23. 9% (表

2)。

001 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 29 卷



表 2　预培养天数对子叶和下胚轴再生不定芽的影响

T able 2　Effects of p recu ltu re days on bud regenerat ion of Cau liflow er co tyledon and hypoco tyl

预培养天数öd
P recu l2

tu re days

接种数
N um ber of exp lan ts

分化芽的外植体数
N um ber of differen tiated

exp lan ts

芽分化率ö%
Bud differen tiation

percen tage

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

0 79 71 31 17 39. 2 23. 9

1 67 77 38 19 56. 7 24. 7

2 83 69 58 25 69. 9 36. 2

3 76 74 55 29 72. 4 99. 2

4 61 77 28 21 45. 9 27. 3

　　注: 子叶取自 5 d 的无菌苗, 下胚轴取自 6 d 的无菌苗; 接种后 30 d 统计结果。

N o te: Co tyledons and hypoco tyls com e from 5 and 6 days o ld sterile seedlings respectively. T he resu lt w as observed 30 days after p lan ting.

2. 3　菌液浓度与侵染时间的影响

试验表明, 菌液浓度和侵染时间是影响转化芽

再生的关键因素之一。由表 3 可以看出, 当感染时间

为 30 s 时, 菌液稀释 5 和 10 倍对子叶外植体的伤

害程度差异不大, 为最佳菌液浓度和感染时间。当菌

液稀释 10 倍时, 随侵染时间增长, 侵染致死率升高。

此外, 在相同菌液浓度和相同感染时间下, 下胚轴较

子叶对农杆菌侵染的耐受力强, 侵染致死率低。
表 3　菌液浓度与感染时间对子叶和下胚轴的侵染致死情况

T able 3　Effects of num ber of A. tum efaciens and tim e infected by A. tum efaciens on survival of co tyledon and hypoco tyl

菌液稀释倍数
D ilu ted tim es
of A. tum efa2

ciens liqu id

感染时间ös
Infected tim e

接种数
N um ber of exp lan ts

侵染致死数
N um ber of dead

侵染致死率ö%
D ead percen tage

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

子叶
Co tyledon

下胚轴
H ypoco tyl

5 30 63 58 23 18 36. 5 31. 0

10 30 78 61 27 17 34. 6 27. 9

10 60 61 69 32 25 52. 5 36. 2

10 120 77 59 58 30 75. 3 50. 8

10 180 64 61 56 38 87. 5 62. 3

　　注: 子叶取自 5 d 的无菌苗, 下胚轴取自 6 d 的无菌苗; 接种后 14 d 统计结果。

N o te: Co tyledons and hypoco tyls com e from 5 day and 6 day o ld sterile seedlings respectively. T he resu lt w as observed 14 days after

p lan ting.

2. 4　共培养时间对转化芽再生的影响

外值体与农杆菌共培养是保证充分侵染的重要

环节, 但必须根据作物种类确定共培养时间。众多试

验表明, 共培养时间以 2～ 3 d 为宜, 在花椰菜上的

试验表明, 外植体与农杆菌共培养 1 d 后, 以表面消

毒转接到含 500 m göL Cb 的分化培养上, 可以较好

地抑制农杆菌的进一步生长, 利于不定芽再生。而共

培养 2～ 3 d, 易使培养基污染, 外植体极易褐化腐

烂, 很难抑制农杆菌的生长。

2. 5　转化芽的筛选与生根

在接种选择培养基上的 78 个不定芽小块中, 共

获得绿芽 18 个, 转化率达 2. 31% ; 来自下胚轴的绿

芽共 13 个, 转化率为 2. 65%。将这些绿芽转入生根

培养基上, 均能萌发生根, 但与未经转化的小植株相

比, 不定根生长缓慢, 短粗, 侧根少。

3　讨　论

头孢霉素和羧苄青霉素都能抑制农杆菌的生长

和繁殖, 在农杆菌介导的遗传转化试验中添加一定

浓度的这两种抑菌素的任何一种均能起到除菌作

用。头孢霉素对甘蓝型油菜的子叶和下胚轴外植体

的不定芽分化有抑制作用, 而羧苄青霉素则有促进

作用[11～ 13 ]。卫志明等[14 ]认为在甘蓝下胚轴的转化

过程中采用头孢霉素优于羧苄青霉素。本试验在以

花椰菜栽培品种“春秋”为试材, 在遗传转化过程中

分别添加头孢霉素和羧苄青霉素后, 发现这两种抑

菌素对花椰菜子叶和下胚轴外植体不定芽分化均有

不同程度的抑制作用, 羧苄青霉素较头孢霉素更利

于不定芽分化。故认为在农杆菌介导的花椰菜基因

转化研究中以羧苄青霉素作为抑菌剂为宜。

试验表明, 花椰菜子叶和下胚轴外植体感染农

杆菌前在培养基中添加低浓度的 2, 42D 进行 2～ 3

d 预培养有利于转化芽的再生。这可能是由于预培

养能够减少伤害胁迫而利于农杆菌的侵染[15 ]。石淑

稳等[16 ]在甘蓝型油菜下胚轴的转化中, 用含低浓度

2, 42D 的培养基进行 2 d 预培养后, 显著提高了芽
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再生率。本试验在花椰菜上也得到了类似的结论。但

N arasim hu lu 等[17 ]报道, 在埃塞俄比亚芥茎的转化

过程中, 用含 62BA 和毒莠定的培养基对茎进行 2 d

预培养, 提高了逃脱选择的绿芽率。因此, 在农杆菌

介导的芸薹属作物转化中, 提高转化细胞再生率的

方法尚需进一步研究。

[参考文献 ]
[ 1 ]　D avid C, T empe J. Genetic transfo rm ation of cau liflow er (B rassica oleracea L. V ar, B otry tis) by A g robacterium rhj iz og enes[J ]. P lan t Cell

Rep , 1988, 7 (2) : 88- 91.

[ 2 ]　Srivastava V , Reddy A S,M ukherjee G S. T ransfo rm ation and regeneration of B rassica o leracea m ediated by an oncogen ic A g robacterium

tum ef aciens[J ]. P lan t Cell Rep, 1988, 7 (7) : 504- 507.

[ 3 ]　何玉科, 巩振辉, 王　飞, 等. 含有二元载体B in19 的发根农杆菌在芸薹属作物上的遗传转化[J ]. 生物工程学报, 1991, 7 (4) : 382- 385.

[ 4 ]　陈晓邦, 华学军, 黄其满, 等. 农杆菌介导的 In tron2GU S 嵌合基因转入花椰菜获得转基因植株[J ]. 植物学通报, 1995, 12 (增刊) : 50- 52.

[ 5 ]　Ch ristey M C, Sinclair B K, B raun R H , et al. Regeneration of transgen ic vegetab le b rassicas (B . O leracea and B . camp estris) via R i2
m ediated transfo rm ation[J ]. P lan t Cell Rep , 1997, 16 (9) : 587- 593.

[ 6 ]　de B lock M , de B roww er D. T ransfo rm ation of B rassica nap us and B rassica oleracea using A g robacterium tum ef aciens and the exp ressing of

the bar and neo genes in the transgen ic p lan ts[J ]. M eded Fac L andbouww et R i jk sun iv Gen t, 1989, 54 (4) : 1267- 1276.

[ 7 ]　程继鸿. 抗虫基因在芸薹属作物上的遗传转化[D ]. 陕西杨陵: 西北农业大学园艺系, 1994.

[ 8 ]　华学军, 陈晓邦, 范云六. Bacillu s thuringiensis 杀虫基因在花椰菜愈伤组织的整合与表达[J ]. 中国农业科学, 1992, 25 (4) : 82- 87.

[ 9 ]　W agoner W , Stamp J , M athew s H , et al. A grobacterium 2m ediated transfo rm ation of cau liflow er fo r con tro l of flow er senescence [J ].

Ho rtiscience, 1994, 29 (5) : 499.

[ 10 ]　Cecch in i E, Gong Zhenhu i, Geric, et al. T ransgen ic A rabid op sis lines exp ressing gene V I from cau liflow er mo saic virus varian ts exh ib it a

range of symp tom 2like pheno type and accum ulate inclusion bodies[J ]. M o lecu lar P lan t M icrobe In teractions, 1997, 10 (9) : 1094- 1101.

[ 11 ]　程振东, 卫志明, 许智宏. 芸薹属作物的遗传转化[J ]. 植物生理学通讯, 1992, 28 (3) : 161- 164.

[ 12 ]　程振东, 卫志明, 许智宏. 根癌农杆菌对甘蓝型油菜的转化及转基因植株的再生[J ]. 植物学报, 1994, 36 (9) : 657- 663.

[ 13 ]　程振东, 卫志明, 许智宏. 用 PEG 法把外源基因导入甘蓝型油菜原生质体再生转基因植株[J ]. 实验生物学报, 1994, 27 (3) : 341- 351.

[ 14 ]　卫志明, 黄健秋, 徐淑平, 等. 甘蓝下胚轴的高效再生和农杆菌介导B. t. 基因转化甘蓝[J ]. 上海农业学报, 1998, 14 (2) : 11- 18.

[ 15 ]　M chughen A , Jo rdan M , Feist G. A P recu ltu re period to A grobacterium inocu lation increase p roduction of transgen ic p lan ts[J ]. J P lan t

Physio l, 1989, 135: 245- 248.

[ 16 ]　石淑稳, 周永明, 孙学成, 等. 甘蓝型油菜遗传转化体系的研究[J ]. 华中农业大学学报, 1998, 17 (3) : 205- 210.

[ 17 ]　N arasim hulu S B, Kirti P B,M ohapatra T , et al. Shoo t regeneration in stem exp lan ts and its am enab ility to A g robacterium tum ef aciens

m ediated gene transfer in B rassica[J ]. P lan t Cell Repo rts, 1992, 11: 359- 362.

Stud ies on genet ic t ran sfo rm at ion system of cau lif low er
m edia ted by A g robacterium tum ef aciens

ZHANG Gui-hua , GONG Zhen -hui
(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)

Abstract: Effects of som e facto rs on tran sfo rm at ion w ere studied w ith co tyledon and hypoco tyl from

B rassica O leracea V ar. bo tryt is cv.“ChunQ iu”by A grobacterium tum efacien s st ra in GV 3101 con ta in ing

CaM V Bari21 gene V I. Genet ic t ran sfo rm at ion system w as estab lished and the tran sfo rm at ion frequency

w as 2. 31% and 2. 56% respect ively. In th is t ran sfo rm at ion system , agrobacterium grow n overn igh t w as

dilu ted at a ra t io of 1∶5 o r 1∶10 w ith M S salts liqu id m edium , and co tyledon s and hypoco tyls p recu lt rued

fo r 2 o r 3 days w ere inocu la ted fo r 30 s in it, and then cocu lt iva ted fo r 1 d in the dark. Inocu la ted exp lan ts

w ere p laced on the differen t ia t ion m edium con ta in ing Cb 500 m göL after steriliza t ion. A fter 3 w eek s cu t the

bud in to p ieces of 0. 5 cm 3 and p lace them on the select ive m edium , and the tran sfo rm at ion bud w as

regenera ted in to p lan t let.

Key words: cau lif low er; A grobacterium m edia t ion; genet ic t ran sfo rm at ion system
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