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油菜农杆菌介导转化体系的建立
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摘要: 研究了抗生素浓度、菌液浓度、侵染时间以及共培养时间对转基因油菜中油 821 外植体分化的影响，并分别进
行了分析，建立了高效的农杆菌介导的油菜遗传转化体系．实验结果表明:使用 5 d苗龄的带柄子叶作为转化受体，转
化率高;卡那霉素的筛选浓度对转化影响较大，最终确定 11 mg /L为该实验筛选的临界浓度; 侵染时间为 5 min，菌液
浓度 OD600为 0． 4 时，其外植体转化率最高;共培养时间为 48 h时效果最好，不仅有利于外源基因的整合，也不会造成
农杆菌的过度增殖;在培养基中分别加入 200 μmol /L乙酰丁香酮( AS) 和 5 ～10 mg /L的硝酸银，可明显提高转化率．
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0 引言

通过基因工程手段改良油菜的产量、品质及抗逆性，建立良好的油菜转化体系至关重要．油菜的遗传转
化始于 20 世纪 80 年代后期，利用转基因技术已经培育出抗病［1］、抗虫、抗除草剂及品质改良［2］的转基因
材料．

2004 年文献［3］第一次克隆了WIN1 基因，目的是通过基因工程技术将 SHN1 /WIN1 基因插入甘蓝型油
菜中油 821，使其角质膜厚度和成分有所改变，主要是防止自身体内水分过度蒸腾散失，保持体内水分的平
衡［4 － 5］，以此来提高油菜的抗旱、抗寒和抗病等性能，为提高油菜抗逆性，特别是为抗旱和抗寒性育种奠定基
础．该项研究不仅对认识和揭示植物角质膜的结构功能具有重要理论意义，而且对应用植物基因工程技术改
良和培育抗逆性强的作物优良品种和农业生产都具有重要的应用价值［6 － 7］．
本研究以甘蓝型油菜中油 821 为实验材料，对影响农杆菌介导法转化效率的主要因素进行了探讨，采用

根癌农杆菌方法将控制角质膜厚度和成分的 SHN1 /WIN1 基因转化到甘蓝型油菜中，目的是防止油菜自身
体内水分过度蒸腾散失，保持体内水分的平衡，提高油菜抗旱、抗寒和抗病能力，提高油菜抗逆性．

1 材料和方法

1． 1 材料
1． 1． 1 植物材料 试验材料为甘蓝型油菜中油 821，种子由中国农业科学院油料作物研究所馈赠．播种出
苗后，取苗龄为 4 ～ 5 d的无菌叶柄作为转化外植体．
1． 1． 2 菌株和质粒 植物表达载体 PBI121-SHN1 /WIN1 和根癌农杆菌均由郑州大学生物工程系植物生理
与营养实验室构建和保存．植物表达载体 PBI121-SHN1 /WIN1 带有 NptII抗 Kan基因［8］．
1． 1． 3 培养基 试验所用培养基主要有以下几种:

YEB培养基: 牛肉膏( 5 g /L) ，酵母抽提物( 1 g /L) ，蛋白胨( 5 g /L) ，蔗糖( 5 g /L) ，MgSO4 ( 2 mmol /L) ，
pH 7． 2，固体培养基含琼脂 15 g /L．
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重悬培养基: 1 /2( MS) + 1 mg /L( 2，4-D) + 500 mg /L( MES) + 200 μmol /L( AS) ．
基本培养基: MS +0． 7%琼脂，pH 5． 8．
共培养培养基: MS +1 mg /L( 2，4-D) + 500 mg /L( MES) + 200 μmol /L( AS) ，pH 5． 8．
滤菌培养基: MS +0． 1 mg /L( NAA) + 3 mg /L( 6-BA) + 5 mg /L( AgNO3 ) + 400 mg /L( Car) ，pH 5． 8．
分化筛选培养基:MS +0． 1 mg /L( NAA) +3 mg /L( 6-BA) +5 mg /L( AgNO3) +400 mg /L( Car) +Kan ，pH 5． 8．
生根培养基: MS +0． 2 mg /L( NAA) + 400 mg /L( Car) + Kan，pH 6． 0．
所有培养基如没有特殊说明，均为 121 ℃条件下，高温高压灭菌 20 min，现用现配．
琼脂、蛋白胨、酵母提取物和抗生素均为 Solarbio分装，其他生化试剂和常规试剂均为国产或进口分析纯．

1． 2 方法
1． 2． 1 无菌苗的获得
( 1) 首先进行种子消毒，选取籽粒饱满、大小均一的油菜种子放于三角瓶内，用0． 1% HgCl2 消毒7 min，

无菌水清洗 4 次，用灭过菌的吸水纸将水分吸干;
( 2) 将灭好菌的种子均匀摆放在基本培养基上，封好瓶口，置于 28 ℃和 16 h 光照 /8 h 黑暗条件下培

养，待萌发后取其生长 5 d的子叶柄做为实验材料．
1． 2． 2 农杆菌培养
( 1) 挑取携带植物表达载体质粒 PBI121-SHN1 /WIN1 的农杆菌单菌落，接种在 10 ml含 40 mg /L Str 和

100 mg /L Kan的 YEB液体培养基中，在 28 ℃和 200 rpm环境中振荡培养过夜．
( 2) 活化过夜的农杆菌按 1∶ 100( V∶ V) 的比例接种在相同的 YEB液体培养基中，继续培养直到 OD600为

0． 4．
( 3) 用 12 000 rpm离心 5 min，收集菌体，用重悬培养基同体积重悬使用．

1． 2． 3 外植体的侵染及共培养
在超净工作台中打开瓶盖，用解剖刀将苗切下放到灭过菌的培养皿中，加入少量无菌水，防止时间过长幼

苗失水影响再生活性．再用解剖刀将下胚轴和子叶柄切下，下胚轴长度约 0． 5 ～1 cm，子叶柄切口应尽量靠近生
长点，且要除去生长点．切完后移入另一培养皿中，用重悬好的菌液侵染 5 min．
( 1) 共培养: 吸水纸吸干表面菌液，随后将子叶柄均匀摆放在共培养培养基上，暗培养 3 d．
( 2) 滤菌培养:将共培养的外植体转移到滤菌培养基上，在 28 ℃和 16 h光照 /8 h黑暗条件下培养 3 ～7 d．
( 3) 分化筛选培养: 将外植体滤菌培养基转移到筛选培养基上，在 28 ℃和 16 h 光照 /8 h 黑暗条件下培

养 21 d左右，外植体表面开始出现白色愈伤组织，之后长出大量绿色小芽或者白化苗．
( 4) 继代培养: 将长出大量愈伤组织的抗性外植体分割成小块后转入分化筛选培养基，此时的筛选压力

为 14 mg /L．
( 5) 生根培养: 待筛选的抗性芽长至 3 ～ 5 cm 时，切下并转入生根培养基诱导生根，获得具有卡那霉素

抗性的转基因油菜植株． 7 ～ 10 d后伤口处有根长出，40 d左右形成根系，经一周炼苗，即可进行移栽．
1． 2． 4 培养条件对转化的影响
所有组织培养过程，若无特别说明，都是在 28 ℃、16 h光照 /8 h黑暗光周期、光照强度为 1 600 ～ 2 000 Lx

的光照培养室中进行．农杆菌平板的培养是在 28 ℃恒温培养箱中，预活化及其活化均在 28 ℃、200 rpm的恒
温摇床上进行．

2 结果和分析

2． 1 卡那霉素浓度对带柄子叶分化的影响
植物表达载体 PBI121-SHN1 /WIN1 带有 NptII抗 Kan基因，为了确定外植体对卡那霉素的临界值，将未

侵染菌液的预培养带柄子叶置入不同浓度卡那霉素的分化培养基，每个梯度 3 个重复，进行敏感度实验，其
结果见表 1．由表 1 可知，带柄子叶对卡那霉素较为敏感，当卡那霉素浓度为 9 mg /L 时，比未加 Kan 的对照
( CK) 减少了将近 53． 34% ; 当卡那霉素浓度为 11 mg /L 时，芽的诱导率明显下降，且分化苗几乎为白化苗，
因此将卡那霉素筛选浓度初步定为 11 mg /L．由此说明，随着 Kan浓度的提高，其选择压力增强，即 Kan浓度
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越高，逃脱选择的绿芽减少且对芽的再生有强烈的抑制作用．
2． 2 菌液浓度与侵染时间对转化的影响
在油菜农杆菌介导法转化中，适宜的农杆菌感染浓度和侵染时间是影响遗传转化成功与否的重要因

素．表 2 和表 3 表明，当 OD600值为 0． 4 时，侵染 5 min 卡那霉素分化苗最高，随着菌液浓度的升高( OD600 ＞
0． 4) ，侵染时间越长，外植体被侵染越厉害，致使外植体切口部位变黑、腐烂，甚至大量褐化死亡．研究表明，
农杆菌对外植体的侵染时间过短，菌液浓度偏低，导致受体细胞未被侵染，使假阳性再生芽增多．

表 1 外植体对卡那霉素的敏感度实验
Tab． 1 Sensitivity of explants to kannmycin

Kan浓度 /

( mg·L －1 )

接种外植

体数 /个
白芽和

紫芽数

抗性芽

分化率 /%
0( CK) 45 0 66． 67

9 45 10 13． 33
11 45 42 4． 44
13 45 43 +
15 45 45 /

注: /表示无，+表示少

表 2 菌液浓度对转化的影响
Tab． 2 Effects of bacterium concentration on transformation

菌液浓

度 OD600

接种外植

体总数 /个
抗性芽的平

均分化率 /%
褐化

程度
0． 2 45 13． 02 +
0． 4 45 16． 12 + +
0． 6 45 10． 03 + + +
0． 8 45 5． 53 + + + +
1． 0 45 3． 46 + + + + +

注: /表示无，+表示少，+ +表示一般，+ + +表示多; 后面表
格同样表示

2． 3 共培养时间对遗传转化的影响
根癌农杆菌的粘附、T-DNA的转移和整合过程都在共培养时期，共培养是农杆菌介导遗传转化的一个

重要环节，掌握好合适的共培养时间和方法非常重要．由表 4 可以看出，外植体共培养 24 h 后，开始有抗性
芽的出现，不过频率很低; 当共培养 48 h时，外植体的转化率已明显提高; 但是共培养时间超过 72 h后，不定
芽的分化频率不断下降，农杆菌泛滥严重，褐化死亡的外植体也急剧增加; 到共培养 96 h 后，外植体几乎全
部死亡．上述结果表明，共培养时间为 48 h时，转化率最高，可定为本实验所用油菜品种的最适共培养时间．

表 3 菌液侵染时间对转化的影响
Tab． 3 Effects of bacterium immerged time on transformation

侵染

时间 /min
接种外植

体总数 /个
抗性芽的平

均分化率 /%
褐化

程度
3 45 10． 02 /
5 45 16． 02 +
8 45 11． 23 + + +
10 45 5． 46 + + + +

表 4 共培养时间对转化效果的影晌
Tab． 4 Effect of cocultivation time on transformation frequency

共培养

时间 /h
接种外植体

总数 /个
抗性芽的

分化率 /%
褐化

程度
24 120 2． 62 +
48 120 12． 56 +
72 120 11． 34 + +
96 120 0． 23 + + + +

2． 4 乙酰丁香酮( AS) 对转化的影响
农杆菌介导的遗传转化作为一种天然的植物基因转化系统，宿主植物细胞能分泌某些酚类化合物，可

诱发农杆菌内 Ti或 Ri质粒 DNA上 Vir区的活化和高效表达，促进农杆菌 T-DNA 向宿主细胞核转移，从而
提高遗传转化效率．其中常用且诱导效果最佳的是乙酰丁香酮( AS) ，AS 作为诱导性最好的酚类化合物，被
广泛应用于植物遗传转化中，取得了较好的效果，使得农杆菌介导的遗传转化方法更加完善．原理是诱导农
杆菌 Vir基因的活化，从而促进外源基因的整合．所以最好让其有一定的诱导时间再转化，而不是加完后直
接转化( 活化需要一段时间) ，就是在重悬培养基中和共培养基中都加入 AS，浓度为 200 μmol /L，效果会更
好．说明 AS可提高油菜的再生频率及转化率，这与蓝海燕［9］等人的研究结果一致．

2． 5 AgNO3 对转化的影响

在封闭的培养容器中，植物细胞在离体培养过程中会产生乙烯，造成乙烯的过量积累，从而影响外植体

的生长和分化芽的产生．加入 AgNO3，一方面可以抑制乙烯的活性，促进植物器官和体细胞胚胎的发生; 另一

方面，还具有降低玻璃苗的产生概率和抑制外植体褐化等功能，从而提高油菜的再生率和遗传转化率．本试
验发现，添加一定量的 AgNO3 ( 浓度为 5 ～ 10 mg /L) ，可促进芽的再生，大大降低外植体褐化的现象［10］，也不
会对外植体产生负作用．
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3 结论与讨论

农杆菌介导是油菜转化最常用的一种方法．在转化过程中，许多因素都对转化效果有一定的影响，包括
植物的基因型、所采用的外植体及其状态、培养条件和选择方法等．本研究可得出如下结论:
( 1) 使用 5 d苗龄的带柄子叶作为转化受体，具有再生率高、再生周期短以及对农杆菌敏感等特点，这一

实验结果与梁会娟［11］等人研究相符．
( 2) 卡那霉素的筛选浓度非常重要，确定 11 mg /L为该实验筛选的临界浓度．只有确定卡那霉素的临界

值，才能降低再生苗的假阳性率，减少后续抗性苗筛选的工作量，方便筛选工作的顺利进行．因此在整个的筛
选转化体系中，前期筛选应采用较低浓度的抗生素，待芽长出后再用高浓度的抗生素筛选，这样可以避免剔

除转基因绿苗，从而大大提高转化效率［12 － 13］．
( 3) 侵染时间为 5 min时，其外植体转化率最高．通过菌液浓度与侵染时间对外植体的实验，表明菌液浓

度 OD600值为 0． 4 时，转化率最高，这与何业华［14］等人研究结果相似，褐化程度较弱．
( 4) 共培养时间的长短在很大程度上影响着转化率．试验表明，共培养时间为 48 h 时效果最好，不仅有

利于外源基因的整合，也不会造成农杆菌的过度增殖．
( 5) 在培养基中添加 AgNO3，不仅可以防止褐化，而且能够提高转化率; 在重悬培养基和共培养培养基

中添加 AS可明显提高转化效率．
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On Screening，Identification and Fermentation Characteristics of a
Rhodotorula Strain Using Tobacco Wastewater as Substrate

XI Yu， JI Yan-long， LI Min-rui ， CAO Rui-li， WANG Yan-yan， ZHU Da-heng
( Department of Bioengineering，Zhengzhou University，Zhengzhou 450001，China)

Abstract: From the compost of waste tobacco stems，a strain of yeast JLC taking tobacco wastewater
( TWW) as substrate was isolated． Based on morphological，microscopic，physiological and biochemical
characteristics，JLC was identified as Rhodotorula rubra． During 4 d culture in flasks with 5% inoculum
size at 28 ℃，the cell dry weight reached 9． 37 g /L in TWW and 14． 87 g /L in TWW with 0． 8%
NaH2PO4，respectively． The pigments with a maximum absorption value of 485 nm could reach 3． 04 mg /L
under primary experiment conditions．
Key words: tobacco wastewater; screening; identification; carotenoids; Rhodotorula rubra
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Establishment of the Transfer System by Agrobacterium-mediated for Napus

LIU Pin， ZHAO Wan-qian， SHI Tuan-sheng， SHA Yan-yan， ZHANG Zhi-jie， ZHU Mo
( Institute of Biodiversity and Ecology，Department of Bioengineering，Zhengzhou

University，Zhengzhou 450001，China)

Abstract: The influence of antibiotic concentration，bacteria liquid concentration，infection time ，and
cultivation time on the explant differentiation of transgenic napus Zhongyou 821 was researched，and sepa-
rately analysed． The efficient transformation system of the agrobacterium mediated napus was established．
The results showed that，the high transforming condition was achieved when 5-day cotyledons with petiole
were used as transformation receptors; the concentration of kanamycin had great influence on transforma-
tion，and the critical concentration was 11 mg /L for this experiment selection ; the explant had the high-
est conversion rate when the OD600 of the bacteria concentration was 0． 4 and the time of immersion was 5
min; the best cultivation time was 48 h and beneficial to the integration of the exogenous gene and without
excessive proliferation of the agrobacterium; and both 200 μmol /L AS and 5 ～ 10 mg /L AgNO3 could im-
prove the rate of the conversion．
Key words: explant; transgenic napus; medium; cocultivation

501


