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农杆菌介导的芸薹属作物遗传转化研究进展 
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[摘 要] 从高频再生体系的建立、农杆菌的侵染方法 、导入外源基 因等 方面综述了芸 

薹属作物的遗传转化研究进展，并对研究 中存在的再生成苗 、转化率低和筛选方法等问题进 

行了讨论 。 

[关键词]专董 农杆菌：选芷ji 农研自 写 鲁 币氨 
[中国分类号] $634．035 [文献标识码]。A 

芸薹属(Brassica)包括多种重要的蔬菜和油料作物，在农业生产中占有重要地位 近 

年来，应用遗传转化方法已获得了多种芸薹属作物的转基因植株 ，其中应用最广泛的是 

农杆菌(Agrobacterium)介导法0]。农杆菌介导法具有易操作、转基因植株容易获得等优 

点，对芸薹属作物更是如此0]。目前，在大多数种或变种上已建立了转化体系，获得了较高 

的转化率。但现有转化体系对一些难 再生的种则无能为力 ，而且常规的筛选方法在芸薹 

属作物上效果欠佳 ，对这些问题尚需进行深入研究。 

1 高频再生体系的建立 

建立高频的芽再生体系是农杆菌介导遗传转化成功的前提之一。尽管芸薹属柞物具 

有较好的组织培养基础，但不同种、变种、品种之间存在较大差异，而且受到外植体种类、 

年龄、培养基组成等多种因素的影响。因此，建立高效、重演性强的再生体系一直是芸薹属 

作物遗传转化研究的焦点之一。 

1．1 基因型的影响 

许多研究 表明，甘蓝型抽菜似 ．napus)较白菜型油菜(13．Chinensis Var．Oleifera 

Makino et Nemoto)和芥菜型油菜 (B．junc )容易再生与转化，而甘蓝及其变种(同属于 

B．oleracea)较 白菜种 (13．campestris)容 易再生 得多。白菜种 的菜心(13．parachinensis 

Bail．)芽再生频率低，易在愈伤组织上先形成根 ，而抑制芽的形成 。Murata等 的研究 

表明，调控芽形成的基因可能位于 C基因组。因此，具有 C基因组的甘蓝和花椰菜等容易 

再生，而缺少 C基 因组的大白菜等(具 AA基因组)则困难得多 。 

1．2 外植体的影响 

1．2．1 外植体类型 外植体必须同时具备芽再生频率高、易为农杆菌侵染等特点，才能 

成为良好的转化受体。目前应用最多的外植体有无菌苗的子叶、下胚轴、根段 及大田植 
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株的花茎切段等 同种作物的不同外植体具有不同的芽分化频率和优缺点 ，需要通过试验 

才能确定一种最佳的转化受体。Damgaard等 在甘蓝型油菜上发现，以子叶为外植体， 

供试 的 6个品种均获得转基 因植株、而以下胚轴为外植体仅有 1个品种获得成功。 

-7：~t等外檀体具有简便、快速等优点，但其再生植株易为嵌台体，基因型也可能是杂 

合的。近年来以萌动种子或植株为农杆菌转化受体的研究也取得一些进展[1。 ，其具有 

不需组织培养等优点，具有深入研究的价值。 

1．2．2 外植体 的年龄 无菌苗的子叶和下胚轴等为外植体时，苗龄显著影响芽再生频 

率 。最常应用的苗龄为 4～7 d。菜心等发芽迅速，大约在播后第 3天子叶已平展，多用 4～ 

5 d龄苗；甘蓝和花椰菜等发芽则慢得多，在第 5天子叶才能充分展开，多采用 6～7 d龄 

苗。卫志明等0 以甘蓝为材料发现，尽管苗龄相差非常小，但对下胚轴芽分化频率影响非 

常大，苗龄为 5 d时，再生频率仅 18．07 ，6 d时则为 64．j2 

1．2．3 外植体极性 有研究 “ 表明，以下胚轴和花茎为外植体时，极性是影响芽再生 

的重要因素。一般认为，近根端容易产生根 远根端容易产生芽。在花椰菜上也发现，下胚 

轴远根端易直接产生芽，且芽数量多；近根端再生芽较困难，且多产生在愈伤组织上。但也 

有不 同的结论。李树贤等 在结球甘蓝上发现，下胚轴不定芽的发生没有明显极性。 

1．2．4 外植体的部位 来 自无菌苗的同种外植体，其不同部位的芽再生率也存在较大差 

异。一般下胚轴的上部芽再生能力强，而下部再生能力弱 。Yang等0 的研究表明，埃塞俄 

比亚芥菜下胚轴上部切段较下部切段早分化芽，芽再生率为 4o 4 ，而下部切段仅为 

11．3 。在大白菜上则有相反的结论 

1．2．5 外植体的生理状态 黄菊辉等_l 以发根农杆菌 (̂．rhizogenes)侵染茎用芥菜时 

发现，带芽下胚轴 比不带芽下胚轴生根率要高得多。这可能与生长素的极性运输有关。 

1．2．6 接种方法 许多研究 表明，插植较平放芽再生率要高得多。菜心子叶柄插 

入培养基 2mm，芽再生率可达 89 ，而平放仅为 46％ ]。插植的方 向对芽再生也有显著 

影响。花椰菜下胚轴倒插较正插易再生芽0J。 

I 3 培养基组成 

1．3．1 激素配比 寻求适当的激素配 比是提高芽再生频率的重要途径。不同作物类型、 

品种、外植体对激素组成 的要求有较大差异。BA是芸薹属作物转化 中最 常用的一种激 

素，花椰菜、甘蓝等 以子叶为外植体单独使用的质量浓度以 4～5 mg·L 为宜，与其他激 

素相结台时质量浓度则应适当减小0 。 ’ 

脱落酸 ABA)是组织培养 中很少使用的一种激素 ，张鹏等 的研究表明，低浓度的 

脱落酸或与 AgNO 配合有促进菜心芽分化的作用。小白菜(占．chinensis)上有类似报 

道 。ABA 的作用需进一步深入研究 

1．3．2 AgNO 的应用 由于基因型 的影响，白菜种(／3．campeseris)芽再生频率极低 ，严 

重影响了遗传转化的进行。Jun等口 以根癌农杆菌侵染大白菜子叶仅获得 3O 转化率， 

在白菜型油菜上转化率仅为 7 ～13 。Chi 首先发现培养基中添加AgNO 能 

显著促进大白菜、小 白菜和菜薹的子叶再生成芽 ，类似的报道也比较多 。应用这种 

方法已在白菜型油菜 、青菜0 上获得较高的转化频率 

AgNOa的作用机制尚未完全清楚 目前一般认为Ag 是较好的乙烯活性抑制剂，能 
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竞争性地作 用于乙烯作用部位，防止外植体产生的过多乙烯对植株再生的抑制作用 。 

2 农杆菌侵染方法的研究 

农杆菌介导的遗传转化是转化受体(外植体)与农杆菌相互作用的结果。在转化中首 

先要保证高侵染活力的农杆菌对受体的充分侵染 ，其次要求侵染后的外植体保持较高的 

芽分化能力+以便获得转化芽。研究表明“ ，侵染时问、菌液浓度、预培养和共培养时问 

等都显著影响着农杆菌的侵染及转化芽的再生。 

农杆 茵的活化 农杆菌在侵染过程中，其 vir基因受植物细胞释放的酚类物质的刺 

激而活化，从而提高侵染能力。现多在农杆菌培养过程 中加入酚类物质，提高农杆菌活力， 

保证充分侵染 

预培养 外植体离体后立即侵染易引起褐化、腐烂，因此多在侵染前进行 2～3 d的 

预培养。石淑稳等0 发现 ，甘蓝型油菜的下胚轴在含 2，4-D的培养基上进行 2 d预培养 

后，可显著提高芽再生率，认为 2，4一D对芽的发生具有很强的启动作用，但预培养时间不 

宜过长 甘蓝下胚轴经 4 d预培养后再侵染也易腐烂、褐化、死亡 。 ． 

侵染时问和茵液浓度 侵染时间过长或浓度过大 ，易导致外植体褐化、死亡；反之，则 

可能未被侵染 目前侵染时间多采用 3～5 rain，菌液浓度差别非常大 ，一般多采用处于对 

数生长期(OD o。约为0．3～O．j)的农杆菌或者适当稀释一定倍数 

共培养时间 农杆菌侵染后的外植体要在不含抗生素的培养基上共培养一段时间， 

以利于农杆菌的充分侵染 。共培养时间因作物种类、外植体类型而异。时间过长易引起外 

植体褐化 ，过短则转化率降低 。以甘蓝型油菜的子叶柄为外植体时共培养时间以 60～72 

h为宜㈨ 

抑 茵剂的选择 共培养后，外植体表面和内部残留的农杆菌非常容易引起污染，从而 

影响不定芽再生 一般采用抑菌剂来 抑制农杆菌 的繁殖，常用的抑菌剂有羧苄青霉素 

(Carbenicillin，Cb)和头孢霉素(Cefotaxime，Cef)等 。良好 的抑菌剂应具有仅抑制农杆菌 

的生长而不影响芽再生的特点 余建明等 发现，Cef抑制甘蓝下胚轴芽的再生，而cb对 

芽再生无影响i卫志明等 则发现 Cef优于 cb。程振东等“ 以甘蓝型油菜子叶柄为外植 

体得到类似结论 。因此，必须确定合适的抑菌剂及浓度。 

3 导人 的外 源基 因 
■  

目前导人芸薹属作物的外源基因主要有：苏云金芽孢杆菌的 B．t基因“ “ ～踟和蛋 

白酶抑制剂基因0 、病毒外壳蛋 白基因 “ 、雄性不育基因 ]、雄性不育抑制基因汹 等 。 

这些 目的基因的导人为芸薹属作物的品质改 良提供了有效手段。 

4 存在问题 

再生成苗问题是芸薹属转化的首要难题 芸薹属作物中组培基础较好的报道主要集 

中在甘蓝型油菜等几个材料上，对于大白菜、菜薹等作物，由于基因型的影响，再生不定芽 

的频率很低 ，需要不断研究适合该材料不定芽再生的各种因素 ，以建立一个重复性高的高 

效再生体系 

转化率低是芸薹属转化面临的又一问题。目前，一些芸薹属作物转化率可高达 50 ， 
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但由于转化受体不同．即使是 同一作物转化率也存在很大差异。如甘蓝型油菜·以子叶为 

外植体进行转化 ．转化率 为 55％，而 花粉胚和小孢子为外植体 ，转化率仅 为 0·29 和 

0．o9 。因此，如何提高转化率 ，建立高效重复性高的转化系统仍是今后研究的重要课题 。 

筛选方法问题也是芸薹属作物遗传转化过程 中不容忽视的问题 应用于芸薹属作物 

转 化 的筛 选剂种 类 很多 ，最 常 用 的是 卡那 霉素，应 用 卡那 霉 素筛 选 不 乏成 功 的报 

道[ “-： m]，但有的学者认为啪，卡那霉索影响芸薹属作物转基因植株的获得。还有的试验 

表明 ]，共培养后，分化培养基中直接加入卡那霉素，阻止了外植体的分化，恢复一段时 

同再加入可以形成转化组织。总之 ，选择合适的筛选方法在芸薹属转化中十分重要。 
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Agrobacterium—·m ediated genetic trans~or—· 

mation of Brassica crops 
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Abstract：In this review ，advances and problems on the study of Agrobdct￡ri f l— 

mediated genetic transformation of Brassica，such as establishment of effic ent DIant 

regeneration system and infection method 8re represented， 
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