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小白菜植株原位真空渗入遗传转化相关因子的研究
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　　[摘　要 ]　在 GV 3101 和LBA 4404 2 个农杆菌菌株的介导下, 以 3 个品种小白菜 (B rassica cam p estris L. ssp.

ch inensis var. comm unis T sen et L ee) 为试材, 对影响小白菜植株原位真空渗入遗传转化效率的相关因子进行了研

究。结果表明, 不同小白菜基因型的转化效率不同, 其中黄心乌的转化率最高; 不同菌株的转化效率亦有差异,

LBA 4404 的转化效率高于 GV 3101; 植株打薹后 10 d 转化率高于其他几个时期; 植株大小对转化率的影响不显著。
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　　植株原位真空渗入遗传转化方法是近年来基因

工程领域的一种新的遗传转化方法, 其优点是操作

简单, 成本低廉且无须组织培养, 已在多种芸薹属作

物上获得成功[1～ 3 ]。在拟南芥和大白菜上的试验表

明[1～ 2 ], 转化效率受植株发育时期、真空渗入时间、

渗入培养基孢子体光密度以及处理部位等多种因素

的影响。然而, 关于小白菜植株原位真空渗入遗传转

化方法尚未见报道。本研究旨在探索影响小白菜植

株原位真空渗入遗传转化的相关因子, 为建立和优

化小白菜乃至芸薹属作物的高效遗传转化体系奠定

基础。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　3 个供试小白菜品种“上海青”、“黄心乌”和“四

月慢”分别由西北农林科技大学农城种业科技推广

中心、南京市蔬菜种子站和杭州市种子公司提供。菌

株 GV 3101 携带 CaM V Bari21 株系基因V I 和 hp t

基因, 其表达载体构建参考文献[ 1 ]。菌株LBA 4404

携带 np tÊ 基因和 gu s 报告基因, 其表达载体构建

参考文献[ 4 ]。

1. 2　基因转移及筛选

方法同文献[ 1 ]。所使用真空泵为 2xz24 型直联

式真空泵, 极限压力为 0. 06 Pa, 抽气速率为 4 L ös。

获得的 T 1 种子播于筛选培养基 (1ö2 M S, 8 göL 琼

脂, 潮霉素或卡那霉素 50 m göL ) 进行筛选, 20 d 后

将抗性植株移栽于温室。

1. 3　不同农杆菌菌株和不同植物基因型对转化的

影响试验

农杆菌菌株分别为 GV 3101 和LBA 4404, 材料

为处于蕾期初期的黄心乌、上海青和四月慢 3 个小

白菜品种, 渗入菌液OD 600= 0. 82。

1. 4　植株不同发育时期对转化的影响试验

菌株为LBA 4404, 材料为处于蕾期初期的四月

慢, 渗入菌液OD 600 = 0. 80, 分别取花芽分化前 (解

剖镜下观察)、花芽分化后抽薹前、抽薹后和打主薹

后 10 d (主薹高 3～ 5 cm 时打掉主薹后 10 d)的植株

进行真空渗入。

1. 5　植株不同大小对转化的影响试验

菌株为LBA 4404, 材料为处于蕾期初期的四月

慢, 渗入菌液OD 600= 0. 76, 分别取 3 种不同形态大

小的植株进行真空渗入处理。

1. 6　PCR 检测

DNA 提取参考文献 [ 4 ]进行。pB I121 中含有

CaM V 35S 启动子, 用 PCR 进行检测。2 个引物分别为

5′GCTCCTA CAAA T GCCA TCA 3′和 5′GA TA GT

GGGA T T GT GCGTCA 3′, 产物长度为 184 bp。反应

在 50 ΛL 体系中进行, 循环参数为 94 ℃ 10 m in,

40 个循环 (94 ℃ 30 s, 56 ℃ 50 s, 72 ℃ 50 s) , 72 ℃

8 m in。PCR 反应结束后电泳检查各个抗性植株是
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否含有CaM V 35S 启动子。

2　结果与分析

2. 1　小白菜不同品种及不同农杆菌菌株的转化效率

小白菜不同品种的转化效率有明显差异。结果

(表 1) 表明, 用 2 种菌株进行转化, 黄心乌的转化效

率均最高, 分别达 1. 49% 和 1. 16% ; 四月慢的转化

率最差, 分别为 0. 85% 和 0. 72%。同时, 表 1 还表

明, 不同农杆菌菌株对转化效率有明显的影响,

LBA 4404 的转化效果优于 GV 3101。这与采用叶盘

法和下胚轴法进行遗传转化获得的结果一致[5 ]。

表 1　小白菜不同品种和不同农杆菌菌株对转化效果的影响

T able 1　Effects of differen t variet ies of pakcho i and differen t stra ins of

A g robacterium tum ef iciens on the frequency of transfo rm ant

农杆菌
A g roacterium

tumf iciens

品种
V ariety

所筛选种子数
N o. of screen ing

T 1 seeds

抗性苗数
N o. of resistance

seedlings

转化率ö%
Percen tage of
transfo rm an t

GV 3101 黄心乌 H uangx inw u 1 124 13 1. 16

上海青 Shanghaiqing 1 120 9 0. 80

四月慢 Siyuem an 958 7 0. 72

LBA 4404 黄心乌 H uangx inw u 1 135 17 1. 49

上海青 Shanghaiqing 1 300 12 0. 93

四月慢 Siyuem an 1 174 10 0. 85

2. 2　植株不同发育时期的转化效率

由表 2 可见, 用不同生长发育时期的植株进行

遗传转化都获得了转化种子。其中未通过花芽分化

的植株转化效果最差, 转化率仅为 0. 27% ; 花芽分

化后到开花前的植株转化率逐渐升高, 打主薹后 10

d 的植株转化率高达 1. 04%。这说明植株不同生长

发育时期显著影响其转化效果, 小白菜在蕾期比其

他时期对农杆菌介导更为敏感。这与在拟南芥、大白

菜和油菜上得到的结果一致[1～ 2 ]。

表 2　植株不同发育时期对转化效果的影响

T able 2　Effects of differen t developm ent stages of pakcho i p lan ts on the frequency of transfo rm ant

发育时期
D evelopm ent stage

所筛选种子数
N o. of screen ing

T 1 seeds

抗卡那霉素苗数
N o. of resistance

Kanam ycin seedlings

转化率ö%
Percen tage of
transfo rm an t

花芽分化前 Period befo re flow er bud differen tiation 723 2 0. 27

抽薹前 Period befo re bo lts 607 4 0. 65

初抽薹 Period of em erging bo lts 2 059 20 0. 97

打主薹后 10 d 10 days after clipp ing em erging bo lts 1 106 12 1. 04

　　作者等曾用花期植株进行真空渗入处理, 结果

处理后植株缓苗严重, 生长不良, 未能获得转基因种

子。同时进行浸花处理, 得到了转基因种子, 但转化

率较低。C lough 等[6 ]在氦南芥上进行浸花试验, 获

得了转基因植株。由此可见, 花期植株对农杆菌介导

是敏感的。花期进行真空渗入未能得到转化种子, 可

能是由于真空渗入处理对花期伤害较大。浸花有可

能是一条有希望的遗传转化途径。

2. 3　不同大小植株的转化效果

不同大小植株对转化效果影响不显著。表 3 显

示, 3 种不同形态大小的植株转化率在 0. 97%～

1. 00% , 无明显差异。从能否获得较多转化种子的角

度看, 应采用生长健壮、高大的植株作为试验材料。

试验中, 还使用了高达 36 cm 的植株进行处理, 结果

由于植株太大, 渗入时侧薹易断折, 最后收获种子也

较少。因此, 建议真空渗入时应根据渗入容器的大

小, 选用大小适中、生长健壮的植株。
表 3　不同大小植株对转化效果的影响

T able 3　Effects of differen t p lan t in size

on the frequency of the transfo rm ant

不同大小
植株

D ifferen t
p lan t
in size

所筛选
种子数

N o. of screen2
ing T 1 seeds

抗卡那霉素
苗数

N o. of resistance
kanam ycin seedlings

转化率ö%
Percen tage of
transfo rm an t

a 201 2 1. 00

b 2 059 20 0. 97

c 403 4 0. 99

　　注: a 类植株株高为 20. 6 cm , 叶片数为 18. 5; b 类植株株高为
16. 3 cm , 叶片数为 13. 5; c 类植株株高为 10. 9 cm , 叶片数为 8. 0。

N o te: a. P lan ts having a heigh t of 20. 6 cm and 18. 5 leaves; b.
P lan ts having a heigh t of 16. 3 cm and 13. 5 leaves; c. P lan ts having a
heigh t of 10. 9 cm and 8. 0 leaves.

2. 4　PCR 检测

从卡那霉素抗性苗中随机挑选 10 株进行 PCR
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检测, 其中 5 株得到了 184 bp 的目标条带 (图 1)。扩 增结果初步说明外源基因已整合到植物基因组中。

图 1　转基因植株的 PCR 检测
1. 标准分子量; 2. 质粒阳性对照; 3. 四月慢阴性对照; 4～ 7. 四月慢卡那霉素抗性植株; 8. 上海青阴性对照; 9～ 12. 上海青卡那霉素抗性植株

F ig. 1　PCR detection of transgen ic p lan t

1. DNA m arker; 2. T he po sit ive con tro l; 3. Siyuem an negative con tro l; 4- 7. Kan resistance p lan t of Siyuem an;

8. Shanghaiqing negative con tro l; 9- 12. Kan resistance p lan t of Shanghaiqing

3　讨　论

影响植株原位真空渗入遗传转化的因素众多。

巩振辉等[1, 2 ]研究表明, 真空渗入时间、接种体孢子

浓度和植株不同发育时期是影响植株原位真空渗入

遗传转化的重要因素。本试验中发现, 小白菜基因型

和农杆菌菌株对转化率有重要影响, 是影响植株原

位真空渗入遗传转化的两个重要因素。在试验所用

的 2 个农杆菌菌株中,LBA 4404 感染力最强。苏军

等[7 ]使用A GL 21, EHA 105 和LBA 4404 进行研究,

结果表明, A GL 21 感染力最强, EHA 105 次之,

LBA 4404 最弱。因此, 试验前有必要对农杆菌菌株

进行选择。

植株不同发育时期是影响植株原位真空渗入遗

传转化的重要因素。根据植株不同发育时期和不同

大小植株对转化效果的影响, 可以确定植株原位真

空渗入遗传转化的适宜苗态, 即小白菜通过春化, 在

打主薹 10 d 后, 此时植株生长健壮, 可选择真空渗

入所用容器能够容纳且不受损伤的高大、叶片数多

的植株。
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In2p lan ta agrobacterium m edia ted t ran sfo rm at ion
w ith vacuum infilt ra t ion in pakcho i

SONG Zheng-xu, 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: Facto rs on genet ic t ran sfo rm at ion of p lan t in situ vacuum infilt ra t ion m edia ted by tw o stra in s

of A g robacterium tum ef iciens w ere invest iga ted in th ree variet ies of pakcho i. It show ed that H uang x inw u
w as the best one fo r vacuum infilt ra t ion in the th ree variet ies; LBA 4404 stra in excelled GV 3101 stra in in
tran sfo rm at ion; 10 days after clipp ing em erging bo lt w as the op t im um stage fo r vacuum infilt ra t ion; there

w as no difference in tran sfo rm at ion ra t io betw een severa l p lan ts w ith differen t size.

Key words: pakcho i; genet ic t ran sfo rm at ion; vacuum infilt ra t ion
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