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农杆菌介导的芥蓝遗传转化体系的建立
黄科 1，川叶孰芝 l 余小林 1 向南 l 卢钢 1 曹家树 1*

e 浙江大学蔬菜研究所，杭州 310029; 2 福建农林大学农产品品质研究所，福州、1350002;

3 福建省农业科学院蔬菜研究中心，福州 350013)

摘要 采用正文旋转设计方法对影响芥蓝遗传转化体系的因素进行了优化研究，结果表明:

影响芥蓝 KanR 苗率的最主要因素是Kan 浓度，而预培养时间和共培养时间是芥蓝遗传转化的主要

影响因素。最利于芥蓝遗传转化的操作程序为:将芥蓝元菌苗下胚轴在预培养基上预培养 2 天后，

在 LBA4404 菌液中感染 8min，直于共培养培养基上培养2 天，随后把外植体转入含 Kan 的选择分

化培养基上诱导不定芽， 28 天转瓶一次，当抗性幼苗长至 2-3 cm 时，齐愈伤组织处切下幼苗在生

根培养基上诱导不定根， 25 天左右后等不定根长成即可开瓶炼苗，继而移栽至营养土中，正常管理

至开花结果;经 PCR 、 Southern 印边检测，证明 CYP86MF基因已经整合至转基因植株染色体中。

关键词 芥蓝;遗传转化体系;正交旋转组合设计

芥蓝(Brassica oleracea var. alboglabra)属于十

字花科芸墓属甘蓝类蔬菜，原产我国南方，栽培历史

悠久，主要以肥嫩的花墓及其嫩叶供食，品质脆嫩、

风味别致、营养丰富，是我国著名的特产蔬菜之一，

也是出口到香港、澳门等地的重要叶菜。但芥蓝

的生产过程中会有病虫害和其他逆境的侵害，给生产

造成很大损失。近几年随着生物技术的发展，已经

有可能采用转基因技术对芥蓝的性状进行改良。植

物转基因技术的一个重要基础是植物遗传转化体系

的建立，目前十字花科蔬菜中甘蓝、大白菜等的离

体再生系统己发展得较为完善，井有多例外源基因转

入的报道，但芥蓝遗传转化方面国内外尚未见详细报

道。芥蓝遗传转化体系的建立工作一直未能取得很

好效果[山，其主要原因是影响再生的因素如基因型等

很大地制约了遗传转化体系的建立。

本文拟在建立芥蓝高频再生体系的基础上II]，采

用正交旋转组合设计方法[34]，将影响遗传转化体系

建立的因素做最优化组合，建立较为完善的芥蓝高效

遗传转化体系，为芥蓝的基因工程育种提供支持。

1 材料与方法

1.1 材料

含有 pBI35S-CYP86MF双元表达载体质粒的农

杆菌菌株 LBA4404 由本实验室构建完成(图 1)。芥

蓝品种‘中花 '(B. oleracea var. alboglabra cv. 
Zhonghua)购于广东省种子公司。种子用 70% 的乙

醇表面消毒 90 s，然后用 0.1% HgC12 消毒 8min，再播

种于发芽培养基(MS 培养基)上发芽，以供外植体的

取用。卡那霉素(Kan)购自上海生物工程公司;氨书

青霉素(Amp)由石家庄制药集团有限公司生产。书

氨基嘿岭 (BAP) 由上海丽珠东风生物技术有限公

司生产， α荼乙酸(NAA)由上海来泽精细化学品厂生

产，所有的维生素和植物生长调节剂均为层析生物试

剂，其余的化学药剂均为分析纯。

1.2 培养基

预培养基为MS + 0.03 mgIL NAA + 2 mglL BAP 

+1% 庶糖+ 0.8% 琼脂+ 7.0 mglL AgN03 (pH 5.8); 

共培养基为MS + 0.03 mgιNAA + 2 mglL BAP+ 1 % 

庶糖 +0.8%琼脂+ 7.0 mgIL AgN03 + 5 mgι Kan (pH 

5且并在培养基表面铺一张比培养皿口径略大的灭菌

滤纸);分化培养基为 MS + 0.03 mg几 NAA+2 mgι 

BAP + 1% 庶糖+ 0.8% 琼脂+ 7.0 mglL AgN03 + 5 

mglL Kan + 400 mglL Amp (pH 5.8); 生根培养基为

MS+0.2mgιNAA+ 1%庶糖 +0.8% 琼脂+ 7.0 mg/ 

L AgN03 + 5 mgIL Kan (pH 5.8)。植物生长调节剂在

高压灭菌前加入，抗生素和AgN03在高压灭菌后加入，
高压灭菌的条件为 121 .C保持 20 min, 50 .C保温。

1.3 实验设计与方法

本实验采用 5 因素 5 水平正交旋转组合设计，实
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pBI35S-CYP86MF 双元表达载体结构图图 1

五因素水平编码值表表 1
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(2) 目的片段PCR检测:参照、 CYP86MF墓因片段

两端序列设计 PCR 引物，号|物的序列为: Pantigenel: 

5'-GCTGGATCCACCATT AGGTTTTTT AGACA-

3' , Pantigene2: 5'-GAT TCT AGA CC ACT AAC AAA 

CTT CCC TG-3'。在 25μ1 的反应体系巾，含有 1 X 

PCR 缓冲液， 0.2μmol/L dNTPs , 0.2μmol/L 的引物

(每条)， 1 U Taq 酶。 PCR 扩增条件为: 94 "C预变

性 3 min, 94 "C变性 1 min, 50 "C退火 45 s, 72 "C延长

45 s, 72 "C延长 10 min, 4 "C 保存， 35 个循环。循环

反应于 PE 公司生产的热循环仪上进行。 PCR扩增结

束后，分别吸取 10μ1 PCR 反同产物点样于1.29毛琼

脂糖凝胶进行电泳，拍照。

1.5.3 Southern 检测 经 PCR 检测呈阳性的植株

进-步进行 Southern 印迹杂交。设非转化植株为阴

性对照，以 GUS 基因片段为探针，用 HindIlI 酶切。

利用毛细管法进行DNA转移，具体操作参照Sambrook

等[8J的方法。探针制备的操作同 GUS基因 PCR 检测。

结果

实验结束后统计各处理 KanR 茵率(表 2)。将表

2 数据进行多元回归分析，建立 Kan 苗率与各处理因

子的二次多项式模型，其中 Yl 为理论芥蓝 KanR 苗率，

X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X s 分别表示预培养时问(天)、

共培养aJI可(天)、感染时间(min) 、 Kan 浓度(mg/L) 、

Amp 浓度(mg/L) 。

Y 1=43.9115 +4. 5 83 3X 1+2 .0842X 2-9 .305 8X 4 -

6.7010X 1 2一 10.0348X 2 2一 8.3673X 3L 2.5348X42

8. 7848XS2 (F=66.046 F001=3.87).................…..(1) 

2 

验零水平分别为(预培养时间Ù2 天，共培养时间 2 天，

感染时间8 min, 5 mglL Kan, 400 mg/l二 Amp)各因素及

水平设置见表 1，各处理方案见表 2，共有 36 个处理，

每处理重复 2 次。

1.4 芥蓝植株的转化

根据建立的最适芥蓝遗传转化体系，将下胚轴在

预培养基上顶培养 2 天后，在 LBA4404 菌液中感染

8 min，置于共培养培养基上培养 2 天，随后把外植体

转入含 Kan 的选择分化培养基上诱导不定芽， 28 天

转瓶→次，当抗性幼苗长至 2-3 cm 时，齐愈伤组织

处切下幼苗在生根培养基上诱导不定根， 25 天左右

后等不定根长成即可开瓶炼苗，继而移栽至营养土中，

正常管理至开花结果。

I.S 分子检测方法

1.5.1 DNA提取

法进行。

1.5.2 PCR检测 (1) GUS基因PCR检测:参照GUS

基因内部371 bp 的 uidA片段两端序列设计PCR引物，

引物的厅，列为: PGUS 1: 5'-ACG TCC TGT AGA AAC 

CCC AAC C-3', PGUS2: 5'-TCC CGG CAA TAA CAT 

ACG GCG T-3' 0 25μl 的反应体系巾，含 lx PCR 缓

冲液， 0.2μmol/L dNTPs , 0.2μmol/L 引物(每条)，

1 U Taq 酶。 PCR 扩增条件为: 95 "C ，预变性 3 min; 

95 "C变性 30 s, 59 "C堪火 1 min, 72 "C延长 45 s, 35 

个循环; 72 "C延长 10 min , 4 "C保存。循环反应于

PE 公司生产的热循环仪上进行。 PCR 扩增结束后，

分别吸取 10μlPCR 反应产物点样子1.2% 琼脂糖凝

胶进行电泳，拍照。

DNA提取参照曹家树等[7J的方
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表 2 五因素五水平正交旋转组合设计方案

编号 预培养时间 共培养时间 感染时间 Kan 浓度 Amp 浓度 KanR 茵形成率

No. (夭) (天) (min) (mg/L) (mg/L) (% ) 

1 3.33 
2 20.00 

3 0.00 
4 -1 一 1 6.67 
5 1 0.00 
6 1 3.33 
7 1 0.00 
8 1 1 10.00 

9 1 0.00 
10 1 6.67 

11 一 1 0.00 
12 一 1 1 10.00 

13 1 1 0.00 
14 -1 3.33 

15 一 1 一 1 0.00 

16 6.67 

17 2 。 。 。 。 。

18 2 。 。 。 。 46.67 

19 。 -2 。 。 。 3.33 

20 。 2 。 。 。 16.67 

21 。 。 2 。 。 6.67 

22 。 。 2 。 。 26.67 

23 。 。 。 一 2 。 80.00 
24 。 。 。 2 。 0.00 

25 。 。 。 。 一 2 10.00 

26 。 。 。 。 2 20.00 

27 。 。 。 。 。 43.33 

28 。 。 。 。 。 40.00 

29 。 。 。 。 。 43.33 

30 。 。 。 。 。 46.67 

31 。 。 。 。 。 40.00 

32 。 。 。 。 。 40.00 

33 。 。 。 。 。 43.33 

34 。 。 。 。 。 40.00 

35 。 。 。 。 。 46.67 

36 。 。 。 。 。 43.33 
试验所用外植体数均为 30 。

2.1 主效应和单因子效应分析 根据模型(2)绘制得出各单因子效应分析图(图

从方程(1)一次项可以看出， 5 因素对芥蓝 KanR 2) 。

苗率影响的大小为 X4>X1>X2，二次项 X2>XS>X3>X1> 2.1.1 预培养时间羊因子分析 由图 2A 可知，预

X4，说明 Kan 浓度是影响芥蓝 KanR 苗率的主要因素， 培养时间与芥蓝KanR茵率呈曲线相关，预培养时间在

预培养时间和共培养时间也有一定的影响。 0-2 天时，随着预培养时间的延长， KanR 茵率显著升

将方程(1)其他因子固定为0，寻求一因子与KanR 高，预培养时间超过 2 天后反而不利于芥蓝 KanR 苗

苗率的关系，得以下偏回归模型。 的形成，呈缓慢下降趋势。

Y1=43.9115+4.5833X l -6.7010X12 2.1.2 共培养时间单因子分析 由图 2B 可知，共

Y2=43.9115+ 2.0842X2一 10.0348Xl 培养时间与芥蓝KanR苗率呈对称曲线相关，共培养时

Y3=43.9115-8.3673X32.................................(2) 间在 0-2 天时， KanR 茵率随着共培养时间的延长而

Y 4=43.9115-9.3058X4-2.5348Xl 上升，当共培养时间超过 2 天后， KanR 茵率显著下降，

Y s=43.9115-8.7848Xl 可知芥蓝的最适共培养时间为 2 天。
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2. 1.3 感染时间单因子分析 农杆菌感染时间与

芥蓝 KanR 苗发生频率呈曲线相关(图 2C)，感染时间

在 2-8 min 时， KanR苗分化频率随着感染时间的延长

而急剧上升，当感染时间超过 8 min 后， KanR 茵率呈

下降趋势。由此，可以确定适于芥蓝的感染时间为

8 min 。

(A) 
50 

20 

150 

2.1 .4 Kan 浓度单因子分析 实验表明， Kan 浓度

对芥蓝KanR苗形成的影响最大，随着Kan浓度的不断

增高， KanR 苗的分化率急剧下降(图 2D)。说明 KanR

茵的分化对 Kan最为敏感，这就是 Kan作为筛选抗生

素的主要目的。根据半致死剂量原则，确定 5 mg/L 

Kan 浓度作为遗传转化筛选浓度。

2. 1.5 Amp浓度羊因子分析 Amp浓度对芥蓝KanR

苗形成的影响呈曲线相关(图 2日，当 Amp 浓度在

0-400 mg/L 范围内时，随着 Amp 浓度的不断增高，

KanR 茵的分化率呈上升趋势，当 Amp 浓度超过 400

mg/L后， KanR茵的分化率随着 Amp浓度的升高而下

降。说明 KanR 茵的分化对 Amp 较为敏感，所以选择

适宜的 Amp 浓度有利于构建转化体系。本实验以

400 mg/L Amp 浓度作为最适的芥蓝抑菌剂浓度。

2.2 芥蓝反义 CYP86MF 片段转化获得转基因植

株及其分子检测

参照、己建立的芥蓝遗传转化体系，我们获得了40

株芥蓝 KanR 转化植株(图 3) 。

用扩增 GUS 基因的 PGUSl 、 PGUS2 引物和扩

增 CYP86MF基因的 Pantigenel 、 Pantigene2 号|物，对

转基因植株的总 DNA进行 PCR 扩增， 50% 以上的植

株都能扩增到与质粒模板大小相同的 DNA 片段，而

未转化植株中未能扩增到相应片段，证明 CYP86MF

基因已经整合到转基因芥蓝中(图 4A，图 4B) 。

用 32p标记的 GUS基因片段为探针，分别与转基

因植株、未转化植株和融合质粒 DNA进行 Southem

杂交。结果表明，在 PCR 检测成阳性的样品中，所

有样品在 Southem 印迹杂交中有阳性信号，阳性率为

100%。而未转化植株中无杂交带存在，证明转基因

植株中确有 GUS 基因片段的插入(图 4C)。
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3.1 外植体预培养对遗传转化的影响

外植体的预培养时间与其转化效果有明显关系，

每一种外植体均有其最佳的预培养时间。从芸墓属

蔬菜作物无茵茵上切取子叶或下胚轴等外植体直接

进行农杆菌感染，会导致外植体在分化培养基上褐化

3 

氮='F青霉素
处理水平

图 2 芥蓝转化体系影晌因素单因子分析

A: 预培养时间; B: 共培养时间;C: 感染时间; D: Kan 浓度;E: Amp 

浓度。
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(A) (B) (C) 

(D) (E) 、
‘

J

Pr ( 

图 3 芥蓝遗传转化体系的建立

A 、 B 抗性芽生成;C 、 D 抗性芽生长 ; E 抗性幼苗生根 F 抗性商定植。

(A) 
M I 2 3 4 5 

(C) 
2 3 4 

死亡，为此， 芸茎属作物的遗传转化一般都需要进行

外植体的预培养。 不同的变种间因其基因型的不同

会有不同的反应特性，所以， 在建立甘蓝类蔬菜作物

的遗传转化体系过中， 首先要考虑预培养时间的筛选，

一般预培养的时间为 2-6 天[7-9] 。 本实验中观察到，

直接将下胚轴外植体进行农杆菌感染后接种至选择

培养基上筛选，外植体将逐渐变褐死亡; 相反，如果

外植体预培养时间过长 虽然能获得更多的分化不定

芽，但非转化的不定芽也相应增加，经 Kan 选择后便

逐渐白化死亡[8， 10， 1 门，说明预培养时间过长，超过 2 天

后， 在以后的选择压条件下， 反而不利于 KanR 茵的生

长发育，从而导致了芥蓝 KanR 茵率的下降 。

3.2 共培养对遗传转化的影晌

考虑共培养条件时， -般首先要考虑到最佳共培

养时间的选择。共培养时间是影响植物遗传转化的

一个重要因素， 在转化前必须针对所用菌株和外植体

材料， 通过实验确定合适的共培养时间。共培养时

间必须长于 16 h，共培养时间太长， 由于农杆菌的过

度生长，植物细胞因受到毒害而死亡 。 共培养时间

对转化效率有很大的影响 ， 并且不同物种、外植体

种类，农杆茵茵株的最佳共培养时间不同 。 确定最

佳共培养时间的最终依据是获得的转化愈伤组织频

率或转化不定芽频率 。 本实验中，‘中花 '芥蓝的最

佳共培养时 间为 2 天 。 实验中观察到， 共培养时间

超过 2 天后，不定芽分化频率显著下降， 并且出现农

杆菌过度繁殖，外植体褐化死亡现象 。

3.3 感染时间、 Kan 筛选浓度及抑菌剂浓度对

500 bp 

(B) 
M I 2 3 4 5 

400 

图 4 芥蓝转基因植株分子检测

(A)转格因植株 CYP86MF 反义基因片段检测 。 M : marker ; 1: I ~~I 

性对照; 2 、 3: 转基因植株; 4: [9i 性对照; 5 清水对照。 (B)转基 |主|

植株 GUS 1蓝侬|片段检测 。 M: marker ; 1 : 阳性对照; 2 、 3: 转基因

植株; 4: 阴性x-t照 ; 5 : 前水对照。 (C)转基因植株 Southern 检测 。

1: 阳性对照; 2 、 3: 转基因植株 4 阴性对照 。
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遗传转化的影响

在进行农杆菌介导感染时，感染时间是影响遗传

转化成功的重要因素。浸泡时间太短农杆菌尚未接

种到伤口面，在其培养时无农杆菌生长，不能实现转

化。如果外植体在菌液中浸泡时间太长，常因农杆

南毒害缺氧而软腐，造成外植体的死亡。本实验选

用农杆菌浸泡 8 min 为最佳感染时间，在感染时间超

过 8 min 后，不定芽发生频率明显下降，并且发现有

大量外柏体出现软腐症状，最终变黑死亡。而时间

太短，采用 2 min 的感染时间时，发现外植体多产生

Î1化芽，不能正常生长，直至死亡。由此说明，本实

验提出的适于‘中花'芥蓝的感染时间是最佳的。

一般芸茎属蔬菜作物中选用 Kan 进行抗性筛选

的较多，因为 Kan 能够抑制非转化细胞的生长，并且

不会对植物外植体产生伤宵。在选择抗生素浓度时，

也要根据植物的特性决定最适的筛选浓度。本实验

选用 5 mglL Kan 浓度作为对转化细胞筛选的适宜浓

度，经随后的分子检测结果证实，该浓度是适于‘中

·忻究论文·

花'芥蓝的最适筛选浓度。

芸茎属中选用的最多的脱菌抗生素是 Amp 手fl竣

节青霉素两种。本实验选用 400 mg/L Amp 作为脱

菌抗生素浓度，在离体培养过程中~R使用，直至试

管苗形成，达到了抑制农杆菌生长的日的。
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The Establishment of Agrobacterium-mediated Transformation System in 

Brassica oleracea L. var. alboglabra 

Ke Huang1•2•3, Wan-Zhi Ye1, Xiao-Lin Yu l, Xun Xiang1, Gang Lu1, Jia-Shu Cao l* 
( lInstitute of协getable Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China; 2Institute of Agricultural Product Quality, Fujian 

Agricultural and Forestη Universi纱" Fuzhou 350002, China; 3Institute of~乍getable Sciences, 

Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou 350013, China ) 

Abstract By the orthogonalty design , the factors which influenced the transformation of Brassica oleracea 

L. var. alboglabra have been studied, the results showed that the m司jor factor for KanR frequency is Kan concentration, 

and the m勾or factor for Chinese kale transformation are pre-culture time and co-culture time. The best procedure 

for transformation is: Hypocotyl explants from 7-da沪old germinated seedlings were pre-cultured for 2 d on pre

culture medium and co-cultivated for 2 d. The explants were then transferred to selection medium. Vigorous green 

shoot were transferred to rooted medium for 25 d when they grow at 2-3 cm. The vigorous seedlings were 

transplanted to vermiculite medium after exercised. 1n order to the results of PCR, Southern blot analyses , the gene 

CYP86MF have been transformated into the Chinese kale KanR plantlets. 

Key words Brassica oleracea L.var. alboglabra; Chinese kale; transformation; orthogonalty design 
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