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影响根癌农杆菌介导的高效水稻
遗传转化的相关因素分析
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　　[摘　要 ]　以水稻基因组测序品种日本晴 (O ry z a sa tiva L. ssp. jap on ica)为材料,对根癌农杆菌介导的水稻转

化系统进行了优化。结果表明,水稻种子经质量分数2. 5%的次氯酸钠灭菌30 m in 后,愈伤组织诱导率最高;所获得

的胚性愈伤组织经过 6～ 7 d 的继代培养后转化率达到 95% ; 感染液菌浓度OD 600值为 0. 145～ 0. 190时,转化效率

高;将抗性愈伤组织进行 7 d的暗培养可使分化效率提高到85%。应用本转化系统已经获得了大量的转化体, GU S

表达率达到 30% ,并且 3个月即可获得转化植株。
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　　水稻是单子叶植物基因组研究的模式植物[1 ] ,

近年来水稻基因组研究取得了很大进展,构建了遗

传图谱和物理图谱,完成了籼稻[2 ]和粳稻[3 ]的全基

因组草图测序,以及第1号[4 ]和第4号染色体的精细

测序[5 ] , 并对第 10 号染色体的结构进行了详细分

析[6 ]。在此基础上,各个实验室大规模、系统地进行

了水稻功能基因研究,其中普遍应用的研究手段是

基因标签技术。

基因标签技术包括T 2DNA 和转座子标签, 创

建大量的基因标签体是功能基因研究的材料平台。

而根癌农杆菌介导的水稻转化是水稻基因标签技术

中的重要步骤之一。本研究对该步骤进行了改良,完

善了根癌农杆菌介导的水稻转化方法,以期为水稻

功能基因研究提供丰富材料,为水稻重要农艺性状

的改良开辟途径。

1　材料与方法

1. 1　水稻愈伤组织的诱导

　　水稻愈伤组织的诱导参照H iei等[7 ]的方法。将

日本晴水稻 (O ry z a sa tiva L. ssp. jap on ica)种子去

壳,每200粒种子为1个处理,用体积分数75%乙醇

灭菌 5 m in,再用质量分数 2. 5%的次氯酸钠分别处

理25, 30, 37, 40 m in。然后用无菌水冲洗6～ 8次,于

诱导培养基上28 ℃避光培养, 30 d 后将愈伤组织进

行继代培养,继代培养基中 2, 42D 为 2. 0 m göL ,其

余成分同诱导培养基。

1. 2　农杆菌转化愈伤组织

1. 2. 1　菌株与载体　选用EHA 105超毒力菌株,载

体为增强子捕获载体pFX2E24. 2215R ,载体上带有

GU S 报告基因、35 S的CaM V 启动子序列和潮霉素

选择标记基因 (H YG)。载体经电击法转入农杆菌菌

株EHA 105,见图1。

图 1　载体pFX2E24. 2215R 上的T 2DNA 片段
RB 为 T 2DNA 右边界; GAL 4öV P16 为酵母转录激活子

GAL 4 DNA 结合区与单孢病毒V P16激活区的融合基因; 6

×UA S为6个重复的上游激活序列;BO GU S为细菌O Z葡

(萄)糖苷酸酶基因; CAM V 35S是 35S的花椰病毒启动子;

H YG是选择标记基因; LB 是T 2DNA 左边界。

F ig. 1　D iagram of T 2DNA in pFX2E24. 2215R vecto r

RB is the righ t bo rder of T 2DNA ; GAL 4öV P16 is a fusion

gene of yeast transcrip tional activato r GAL 4 DNA 2b inding

dom ain w ith the H erpes simp lex virus V P16 activation do2
m ain; 6×UA S is up stream activato r sequence w ith six re2
peats; BO GU S is Bacillus O Z glucuron idase gene;

CAM V 35S is 35S p romo ter of cau liflow er mo saic virus;

H YG is a selection m arker gene; LB is the left bo rder of T 2
DNA.
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1. 2. 2　农杆菌的培养　用AB 培养基+ 氯霉素

(ch l) 25 m göL + 利福平 ( rif) 20 m göL + 乙酰丁香酮

(A S) 20 m göL 进行培养,在20 ℃下培养5～ 6 d。

1. 2. 3　农杆菌的活化　用无菌勺子轻轻刮下农杆

菌,放入AAM 液体培养基中,在 80 röm in, 27 ℃下

摇荡培养4 h。培养基中加有2 m göL 2, 42D , 0. 7 göL
脯氨酸, 20 m göL 的A S。

1. 2. 4　转　化　将挑好的胚性愈伤组织放入锥形

瓶,每瓶300块愈伤组织,然后将菌液倒入另一锥形

瓶中,并在菌液中加入含有 50 m göL 乙酰丁香酮的

AAM 培养基, 设计的 5 个处理 OD 600值分别为

0. 120, 0. 145, 0. 158, 0. 190, 0. 195。然后将不同浓度

的菌液倒入愈伤组织中, 用手轻摇几分钟, 感染 15

m in。再吸干菌液, 将愈伤组织放在无菌滤纸上干

燥,移至共培养基上 27 ℃共培养 3～ 4 d 后,将愈伤

组织转移到选择培养基上培养 15 d,然后统计转化

率,转化率用产生抗性愈伤组织的愈伤块数ö300表

示。

1. 3　转化体的获得

将共培养的愈伤组织转出, 无菌水漂洗 3～ 4

次, 再用N 6 培养基+ 50 m göL 头孢霉素在室温下
100 röm in 摇洗1～ 2 h,洗2遍,用真空泵吸干菌液,

放在滤纸上。将吸干的愈伤组织转入N 6 选择培养基

上, 27 ℃下暗培养20 d 后,继代1次。将新长出的抗

性愈伤组织转移到N 6 预分化培养基上,分别进行28

℃、暗培养7 d 和28 ℃、光照下培养7 d 两个处理,同

时将两个处理的愈伤组织转移到N 6 分化培养基上,

在28 ℃、光照 12 höd 条件下培养,待分化出完整小

苗后转入壮苗培养基M S中,炼苗并移栽。水稻转化

所用培养基见表1 (试剂均购自北京化工厂)。
表 1　水稻转化所用培养基

T able 1　M edia used in rice transfo rm ation p rocedure

培养基M edia 组成成分 Compo sition

愈伤诱导培养基
Callus induction m edium

M S基本培养基, 100 m göL 肌醇, 300 m göL 水解酪蛋白, 30 göL 蔗糖, 2. 5 göL 植物胶, 4. 0 m göL 2, 42二氯
苯氧乙酸, 2. 0 göL L 2脯氨酸, pH 5. 8
M S basal, 100 m göL ino sito l, 300 m göL casein hydro lysate, 30 göL sucro se, 2. 5 göL Phytagel, 4. 0 m göL 2,
42D , 2. 0 göL L 2p ro line, pH 5. 8

N 6培养基
N 6m edium

N 6基本培养基, 100 m göL 肌醇, 300 m göL 水解酪蛋白, 500 m göL L 2脯氨酸, 30 göL 蔗糖
N 6 basal, 100 m göL ino sito l, 300 m göL casein hydro lysate, 500 m göL L 2p ro line, 30 göL sucro se

共培养培养基
Co2cu ltu re m edium

N 6培养基, 2. 0 m göL 2, 42二氯苯氧乙酸, 10 göL 谷氨酸, 20 m göL 乙酰丁香酮, 2. 5 göL 植物胶, pH 5. 2
N 6m edium , 2. 0 m göL 2, 42D , 10 göL gluco se, 20 m göL aceto syringone, 2. 5 göL Phytagel, pH 5. 2

选择培养基
Selection m edium

N 6培养基, 2. 0 m göL 2, 42二氯苯氧乙酸, 50 m göL 潮霉素, 500 m göL 头孢霉素, 2. 5 göL 植物胶, pH 5. 8
N 6m edium , 2. 0 m göL 2, 42D , 50 m göL hygrom ycin, 500 m göL cefo tax im e, 2. 5 göL Phytagel, pH 5. 8

预分化培养基
P redifferen tiation m edium

N 6培养基, 5. 0 m göL 脱落酸, 2. 0 m göL 62苄基腺嘌呤, 1. 0 m göL 奈乙酸, 50 m göL 潮霉素, 500 m göL 头孢
霉素, 2. 5 göL 植物胶, pH 5. 8
N 6m edium , 5. 0 m göL ABA , 2. 0 m göL BA , 1. 0 m göL NAA , 50 m göL hygrom ycin, 500 m göL cefo tax im e
Phytagel, pH 5. 8

分化培养基
D ifferen tiation m edium

N 6培养基, 3. 0 m göL 62苄基腺嘌呤, 0. 5 m göL 奈乙酸, 50 m göL 潮霉素, 500 m göL 头孢霉素, 2. 5 göL 植
物胶, pH 5. 8
N 6m edium , 3. 0 m göL 62BA , 0. 5 m göL NAA , 50 m göL hygrom ycin, 500 m göL cefo tax im e, 2. 5 göL Phy2
tagel, pH 5. 8

1. 4　GU S染色分析

切取T 0 代转化体的叶片、种子器官组织浸泡于

染色液中,在37 ℃下反应12～ 16 h,弃去染色液,用

体积分数95%的酒精75 ℃下脱色,在解剖显微镜下

观察拍照。染色液组成为50 mmo löL 的磷酸钠盐缓
冲液 (pH 7. 0) , 10 mmo löL ED TA ,体积分数0. 1%

T ritonX2100, 1 m gömL X2Gluc, 0. 1 mmo löL 铁氰
化钾, 0. 1 mmo löL 亚铁氰化钾, 体积分数 20%甲

醇。

2　结果与分析

2. 1　不同灭菌时间对愈伤组织诱导率的影响

胚性愈伤组织是成功转化的基本材料。为了既

保证灭菌彻底,又不影响种子的萌发和产生愈伤,一

定要选择合适的种子灭菌时间。

表 2　不同灭菌时间对水稻成熟胚
愈伤组织诱导率的影响

T able 2　Effects of differen t steriliza t ion tim e on the

frequency of callus induction from rice m ature em broyes

灭菌时间öm in
Steriliza2
t ion tim e

愈伤组织诱导率ö%
T he frequency of

induction

40 77

37 93. 6

30 97. 3

25 96. 3

　　由表 2可知,种子灭菌 30 m in 时愈伤组织诱导

率最高,而 40 m in 时愈伤组织诱导率大大降低,大

部分种子不能萌发,可能是胚已被次氯酸钠破坏失

活。观察发现,灭菌25 m in 时次氯酸钠对种子萌发

力没有影响, 因而种子萌发力强, 萌发消耗更多养

分,部分抑制愈伤组织生长;在灭菌40和37 m in 时,
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愈伤颗粒比较小,侵染时易褐死,不利于转化。而灭

菌30 m in 时愈伤颗粒大小约 3 mm ,适合于转化,因

此灭菌时间30 m in 的愈伤组织诱导效果最好。

2. 2　愈伤组织继代培养时间对转化率的影响

本试验将诱导的愈伤组织继代培养后发现,愈

伤组织表面变得光滑,质地更为致密,颗粒性好。试

验证明: 继代培养 6～ 7 d 的愈伤组织最适合于转

化,转化效率达到95% ;继代培养小于6 d 时,愈伤组

织表面粗糙, 愈伤颗粒小, 转化后形成的抗性愈伤

少,转化效率低; 继代时间大于 7 d 时, 愈伤组织逐

渐变软,发粘或呈水渍状,转化后易褐化死亡,转化

效率降低。

2. 3　农杆菌浓度对转化率的影响

农杆菌浓度直接影响转化率。表 3 结果表明,

OD 600值为 0. 145～ 0. 190 时转化率基本保持稳定,

约为 79% ,如图 2,选择培养时无农杆菌污染; OD 600

值超过 0. 190 时死亡愈伤数增多,并且选择培养时

出现农杆菌污染,大量的农杆菌覆盖在愈伤组织上,

抑制其生长; OD 600值为 0. 120 时, 虽然转化率为

76. 2% ,但每个愈伤组织块产生的抗性愈伤数很少。
表 3　菌液浓度对转化率的影响

T able 3　 Influence of bacteria concen tra t ion on

transfo rm ation efficiency

OD 600值
OD 600 value

转化率ö%
T ransfo rm ation

efficiency

0. 120 76. 2
0. 145 79. 2
0. 158 77. 6
0. 190 78. 1
0. 195 70. 6

2. 4　愈伤组织分化培养的效果

研究表明: 将选择培养基上的抗性愈伤组织转

到分化培养基上,然后放置在黑暗下培养 7 d,再转

到新的分化培养基上光照培养, 约 10 d 后分化成

苗,如图3所示,分化效率为85%。而直接在光照下

预分化培养的愈伤组织大部分变绿后逐渐褐化,不

能分化。由于预分化培养基中含有ABA ,ABA 见光

分解,先在黑暗下培养 7 d,可以避免ABA 分解,促

使愈伤组织快速转入分化生理状态,提高分化效率。
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2. 5　转化体的初步分析

GU S 染色分析试验显示, GU S 基因已在水稻

的叶片、根、颖壳、种皮、胚及胚乳各个部位表达,如

图4,在 10 000 个独立的转化体中染色阳性率达到

30% ,表明T 2DNA 已经稳定整合到水稻基因组中,

为有效分离水稻的基因启动子元件和基因调控序列

打下基础。

3　讨　论

3. 1　种子灭菌时间对愈伤组织诱导率的影响

　　种子的灭菌处理效果直接影响愈伤诱导率,进

而影响转化效率。获得高质量的愈伤组织是转化的

重要基础。但在转化体系研究中有关灭菌时间对愈

伤诱导效率的影响报道极少。本研究结果表明,最佳

的灭菌时间为30 m in。此研究结果对于大规模创建

转化体具有指导意义。

3. 2　愈伤组织继代培养时间对转化率的影响

愈伤组织经过多代培养后易产生体细胞突变,

不利于转化体的筛选;同时,多代培养后愈伤组织衰

老死亡,降低转化效率。本研究曾将未经继代培养的

愈伤组织进行转化,发现转化效率也很低,这说明细

胞的周期状态影响转化效率。已有研究表明[8 ] ,当愈

伤组织处于细胞周期S 期和G2期的细胞比例最高

时,转化效率最高, S期是细胞DNA 复制期,此时转

化有利于转入的T 2链转变成双链,增加遗传和整合

的稳定性。本研究结果表明,经过继代培养 6～ 7 d

后转化率高达95%。经过继代培养后,愈伤组织的胚

性细胞比例提高,外观表现为组织表面光滑,质地致

密,这类胚性细胞处于较好的脱分化状态,有较强的

分裂能力和再生能力,DNA 合成能力强,有利于T 2
DNA 整合,因而提高了转化效率。

3. 3　农杆菌浓度对转化效率的影响

农杆菌转化是细菌与植物相互作用的过程,植

物在转化过程中产生的许多蛋白质分子影响 T 2
DNA 整合[8 ]。宿主细胞的生理状态和发育进程可影

响农杆菌的转化,被农杆菌侵染后的愈伤组织经过

共培养恢复活力,并稳定T 2DNA 整合。试验中观察

发现:农杆菌浓度太低时侵染几率小,每个愈伤组织

块产生的抗性愈伤数极少,在一个愈伤组织块不同

部位产生的抗性愈伤组织形成不同的转化体,因而

产生的转化体总数减少;而浓度太高时,愈伤组织很

容易被过度侵染,细菌生长旺盛,覆盖愈伤组织,使

其生长受到抑制,共培养后无法恢复活力,在选择培

养时大多数褐化死亡。

3. 4　愈伤组织的分化培养

愈伤组织从脱分化状态转变为分化状态,进一

步分化成苗。ABA 可以促使愈伤组织转变为分化状

态,并且改善愈伤组织的生长状态,使愈伤组织的结

构变得致密,颜色变为乳白色,表面干爽,分化能力

明显提高。本研究结果表明:在黑暗下预培养7 d,避

免ABA 见光分解,使ABA 的作用效果达到最佳,分

化率达到85% ,高于易自力等[9 ]的65. 1%分化率,并

加速了愈伤组织分化速度。

3. 5　转化体的初步分析

报告基因可以确定转化体与非转化体,并且检

测外源基因在受体内的表达情况。本试验所用载体

为增强子捕获载体,即当弱启动子的GU S 报告基因

插入到水稻基因增强子附近时, GU S 基因才能够表

达,从而捕获到水稻增强子。由于增强子可以在其作

用距离范围内的任何方向增强GU S 基因表达,因而

捕获效率高。转化体的GU S染色分析表明: 30%转

化体为阳性。没有GU S染色反应的植株,可能是由

于基因插入位置、GU S 基因的缺失或基因沉默所

致; 植物中不同的基因在不同生长阶段表达, GU S

基因表达也会随之变化。

农杆菌介导的基因转化技术是水稻基因转化的

首选方式。农杆菌介导转化方法的优点是转化效率

高,转基因重排比例少,插入拷贝数少,单拷贝数植

株比例高。影响农杆菌转化效率的因子有菌株类型、

水稻基因类型、培养基成分组成、组织培养条件等。

不同水稻品种需要不同的转化体系条件,本研究通

过对日本晴水稻的转化条件的研究,优化了日本晴

品种的转化体系,只需3个月即可获得转化植株,较

李美茹等[10 ]报道的 4 个月大为缩短。H iroch ika

等[11 ]报道, 组培会激活 To s 17 等的水稻内源转座

子,造成体细胞突变。本研究建立的转化体系成本

低、周期短,从而可降低体细胞突变频率,生产适用

性和重复性强。
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A nalysis of facto rs influencing h igh ly efficien t

A g robacterium 2m edia ted rice t ran sfo rm at ion

HUANG Hong-m e i1, 2,YANG Y ong-zh i1, ZHANG Zh i-guo1,W AN Shu-yan 1,

GUO A i-guang2,W U J in -x ia1,L U Tie-gang1

(1 B iotechnology R esearch Institu te, Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S cience,B eij ing 100081, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S ciences,N orh tw 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: T he rice tran sfo rm at ion m edia ted by A g robacterium tum ef aciens w as op t im ized by u sing O 2
ry z a sa tiva L. ssp. jap on ica cu lt ivars, w h ich is the m atreria l of rice genom e sequencing. T he m ain resu lts

w ere as fo llow ing: T he frequency of callu s induct ion is the h ighest w hen seeds sterilized in 2. 5% sodium

hypoch lo rite so lu t ion fo r 30 m inu tes; T he tran sfo rm at ion eff iciency is the h ighest w hen em b ryogen ic calli

a re subcu ltu red fo r 6- 7 days; the OD 600 = 0. 145- 0. 190 of bacteria concen tra t ion is the best fo r ca llu s

t ran sfo rm at ion; w ith the 72day cu lt iva t ion in dark, the differen t ia t ion eff iciency of the resistan t ca lli can be

imp roved to 85%. A lo t of t ran sfo rm an ts have been ob ta ined by u sing the tran sfo rm at ion system in th ree

mon th s. GU S gene exp ression frequency is up to 30%.

Key words: A g robacterium tum ef aciens; O ry z a sa tiva L. ; genet ic t ran sfo rm at ion
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