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真空辅助农杆菌介导中华狲猴桃

高效遗传转化体系的建立
尚霄丽 冯建灿* 朱道士于邢东方 马春华

(河南农业大学园艺学院，郑州[ 450002) 

摘要 以中华狲猴桃伏牛 95-2 (Actinidia chinensis ‘Funiu 95-2')叶片为试验材料，对不同侵染

方式、预培养时间、菌液浓度、共培养时间等影响 β 葡萄糖苦酸酶基因 (ß-glucuronidase ， GUS)瞬

时表达率的因素进行了研究 。 结果表明，叶片预培养 3 天，菌液浓度A600 值为 0.3，真空渗入方式侵

染 10 min， 共培养4 天条件下， GUS基因瞬时表达率最高，达到 92.2% 。 对转基因抗性桂林进行PCR

检测和 GUS 组织化学染色初步证明外源基因己整合到中华狲猴桃伏牛 95-2 的基因组中 。

关键词 中华狲猴桃;根癌农杆菌;遗传转化; 真空渗入

翻:猴桃属狲猴桃科(Actinidiaceae)狲猴桃属植物， 改良打下基础 。

由于其维生素 C 含量高、风味独特、 营养丰富而倍

受关注。 中华狲猴桃(Actinidia chinensis)是称猴桃

主要栽培种之一，‘伏牛 95-2' 的果肉为红色，是特异

的中华狲猴桃种质资源， 但因果实小、外观差，有

待于对其进行改良，提高其果实品质适应市场需要。

利用常规育种手段进行狲猴桃的品种改良需要的周

期长、工作量大且效率低，难以满足生产发展的需

要。基因工程技术为狲猴桃种质改良开辟了一条新

途径。

根癌农杆菌介导的遗传转化己在美味狲猴桃 (A.

deliciosa var. deliciosa) [ I -ó]和阔叶狲猴桃(A. latifolia 

Merr.) [7 ]中获得成功，但有关中华狲猴桃遗传转化的

报道较少 。 目前仅有黄萍等[8 1报道中华狲猴桃叶柄

一一农杆菌转化体系， 但获得少量(7 个)抗性芽，转化

率较低 。 因此， 需要建立高效、稳定的中华狲猴桃

的遗传转化体系，为进行中华狲猴桃品种改良的研究

打下基础 。

真空渗入辅助的农杆菌介导遗传转化方法是一

种在真空处理条件下所进行的农杆菌介导的遗传转

化方法，其转化效率明显高于普通侵染方式的农杆菌

介导法。但目前为止，有关该方法应用于狲猴桃遗

传转化的研究未见报道 。

本试验以中华狲猴挑伏牛95-2叶片为转化受体，

对不同侵染方式 、 预培养时间、菌液浓度 、 共培

养时间等影响 GUS基因瞬时表达率的因素进行了研

究， 以期建立高效的中华%1猴桃遗传转化体系，为进

一步进行目 的基因的导入并进行中华狲猴桃品种的

1 材料与方法

1.1 材料

受体叶片取自中华狲猴桃伏牛95-2 (A. chinensis 

‘ Funi u 95-2') 苗龄 4 周的组培苗。 根癌农杆菌

(Agrobacterium tum々facines)菌株为 LBA4404，它含有

pBI1 21 质粒， 该质粒含 C油1v35S 启动子调控的 GUS

报告基因和抗卡那霉素筛选的新霉素磷酸转移酶

NPTIl 基因 。

预培养培养基: MS+ 1.0 mgIL ZT +0.3 mgIL NAA; 共

培养培养基: MS+ l.O mg/L ZT+0.3 mg/L NAA+200 

μmol/L 乙酌丁香酣(acetosyringone， AS); 筛选培养基:

MS+ 1.0 mgIL ZT+0.3 mg/L NAA+500 mgIL 头子包霉素

(臼fot阻ime， Cef)+ 50 mgIL 卡那霉素(kanamycin ， Kan) 。

培养基均附加 30 g/L 煎糖、 6 g/L 琼脂， pH 5.8 , 

121 'C 高压灭菌 20 min 。 高压灭菌的培养基冷却至

60 'C左右加入过滤灭菌的 AS 、 Cef 和 Kan ， 混匀 、

分装备用。 试验材料在(25 :t2) 'C ，光周期 14 h/ l0 h 

的条件下培养 。

液体 YEB 培养基: 5 g/L 蛋白陈 + l gIL 酵母提取

物 +5 gIL牛肉浸膏 +0.493 gIL MgS04 .7H20，调 pH7战
固体 YEB 培养基附加 15 g/L 琼脂 。

1.2 方法

1.2 . 1 外植体准备 取组培苗幼嫩叶片，去掉叶尖

和叶缘，垂直叶片中脉切成 0.5 cmxO.5 cm 大小的叶

收稿日期 2009- 10- 12 接受日期 20 1 0-01-11
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盘外植体 。

1.2.2 农杆菌培养和活化 将陈存的包含质粒

• pBIl 21 的农杆菌 LBA4404 菌株划线于添加 50 mglL 

Kan和50 mg/L利福平(rifampicin，阳。的固体培养基上，

28 "C倒置培养 1-2 天 。 挑取单菌落接种于添加 50

mg/L Kan 和 50 mg/L Rif 的 YEB 液体培养基中， 28 "C 

恒温摇床上培养至对数生长期， 4 "C下 3 500-4000 

r/min 离心 10 min 收集菌体并用 MS 液体基本培养

基重悬，稀释至不同浓度进行侵染 。

1.2.3 影响农杆菌转化效果的因素 (1)侵染方式

侵染时采用普通侵染和真空渗入侵染两种方法 。

普通侵染的侵染时间为 10 min (中间轻摇几次) 。 真

空渗入侵染是将浸有叶盘的三角瓶置于真空干燥器

内，用 SHB-III 循环水多用真空泵形成 0.1 MPa 真空

度，处理时间为 10 min o (2)预培养时间 将处理的

外植体置于预培养基上分别预培养 0 、 1 、 2 、 3 、

4 天，用菌液浓度 A600 值为 0 . 3 的农杆菌采用真空侵

染的方式侵染 10 min， 暗处共培养 4 天后进行筛选培

养 。 (3)菌液浓度 采用不同菌液浓度 A600 值为 0 . 1 、

0 .3 、 0 . 5 、 0.7 、 0.9 真空侵染外植体， 侵染时间 10

mln ， 暗处共培养 4 天后进行筛选培养 。 (4)共培养时

间 用菌液浓度A刷值为 0.3 的农杆菌LBA4404将预

培养 3 天的外植体真空侵染 10 min，暗处分别共培养

2 、 3 、 4 、 5 天后进行筛选培养。 上述试验因素

均处理 30 个叶片， 每个处理均设 3 次重复 。

1.2.4 GUS 组织化学检测 共培养结束后， 将叶

片转入无菌水中，除菌后用无菌滤纸吸干外植体， 并

将其浸泡在染色液中 。 GUS 染色液具体成分如下:

100 mmol/L 磷酸纳缓冲液(pH 7.0)中加入 0.5 g/L X­

gl uc 、 1 % Triton-XI00 、 1 % DMSO 、 10 mmo l/L 

EDTA o 37 "C恒温过夜，然后转入 70% 乙醇浸泡脱

去色素后观察 。 GUS 基因瞬间表达呈阳性者可肉眼

观察到蓝色， 然后统计 GUS基因瞬时表达率(有蓝色

反应的外植体数 x 100/ 外植体总数) 。

l.2.5 PCR检测 共培养结束后，将叶片转入无

菌水中，除菌后用无菌滤纸吸干叶片，将叶片置于筛

选培养基上进行筛选培养，每 4 周继代一次。 经 3 次

筛选培养后，获得形态良好的 Kan抗性不定芽并再生

出完整植株。 运用本实验室的改良 CTAB 方法[9]提

取抗性不定芽叶片DNA，根据NPTII基因两端序列设

计引物，上游引物 : 5'-GTTCTTTTTGTCAAGACCG­

ACC-3' ; 下游引物: 5'-CAAGCTCTTCAGCAATATC­

ACG-3' o PCR 扩增条件 : 94 "C预变性 5 min , 94 "C 

变性 40 s, 52 "C 退火 40 s, 72 "C延伸 1 min，循环 35

Fig.l Effects of infection methods on transient expression 

frenquency of GUS gene 
a, b: note significant di ffe rence at 5% level by Duncan's multiple 
range test 

不同侵染方式对 GUS基因瞬时表达率的影响如

图 1 ， 普通侵染方式 GUS 基因瞬时表达率为 73.3% ，

0.1 MPa 真空渗入侵染表达率为 90%， 是普通侵染方

式的 l.23 倍 。 因此， 真空渗入侵染方式有效提高了

GUS基因瞬时表达率，是一种有效的提高遗传转化效

率的辅助手段 。

2.2 预培养时间对 GUS 基因瞬时表达率的影响

预培养时间对 GUS基因瞬时表达率的影响如图

2 。 结果表明，未经预培养的外植体，外植体 GUS 基

因瞬时表达率仅为 54.4%，而且外植体在随后进行筛

4 

Fig.2 Effects of pre-culture time on transient expression 

frenquency of GUS gene 
a, b, c: note sign ificant difference at 5% level by Duncan's multiple 
range test. 

结果

不同侵染方式对 GUS 基因瞬时表达率的影

COl1ll11on 
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研究论文 ，

选培养时逐渐褐化、 死亡; 预培养 1-3 天 内， 随预

培养时间的增加表达率逐渐升高 ， 3 天时表达率最高，

是未经预培养的外植体表达率的1.69倍， 预培养可明

显提高外植体 GUS 基因瞬时表达率; 预培养至 4 天

时， GUS 基因瞬时表达率下降为 7 1. 1 %，而且叶片己

经开始膨大加厚，叶柄处有少量愈伤产生 。 预培养

2 天与预培养 3 天的 GUS 基因瞬时表达率差异不显

著， 由此可见，中华狲猴桃伏牛 95-2 遗传转化时适直

的预培养时间为 2-3 天。 但本试验中预培养 3 天时

瞬时表达率最高，因此， 将叶片预培养 3 天， 进行菌

液浓度 、 共培养时间 的筛选试验 。

2.3 菌液浓度对 GUS 基因瞬时表达率的影晌

农杆菌菌液浓度直接影响 GUS基因瞬时表达率

(图 3) 。 农杆菌菌液浓度 A6∞值为 0 . 3 时 GUS基因瞬

时表达率最高， 且与其它处理差异显著。当菌液浓

度 A600 值从 0.1 提高到 0.3 时， 表达率从 80% 上升至

92 .2%; 当 A600 值超过 0.3 时 GUS基因瞬时表达率逐

渐下降， 菌液浓度 A600 值从 0.5 提高到 0.9 时\ 表达率

从 70% 降低至 54.4% 。 因此， 中华猢猴桃伏牛 95 -2

遗传转化时 A600 值为 0.3 为适宜的菌液浓度 。

共培养时间对 GUS 基因眠时表达率的影晌

图 4 可见， 共培养时间不同 ， GUS 基因瞬时表达

率差异显著。 共培养 2-4 天 内 ， 随共培养时间的延

长， GUS基因瞬时表达率呈递增趋势， 由 66.7% 提高

至 92.2%; 但培养至 5 天时可以看出农杆菌斑迹，部

分外植体死亡， 从而导致表达率下降为 56 .7 % 。 由

此可以看出， 4 天为中华狲猴桃伏牛 95-2 遗传转化适

直的共培养时间 。

转化植株再生与分子检测

经农杆菌介导转化和 3 次筛选培养后， 获得了形
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Fig.6 PCR assay of NPTll gene in transformed plants 

M: DNA marker DL2000 ; 1: pBll21 (pos iti ve contro l) ; 2- 8 

transformed pl ants; 9: untransformed pl ants (negative control). 

Fig.4 E ffe cts of co-culture timeon transient expression 

frenquency of GUS gene 

a, b, c, d: note significant difference at 5% level by Duncan ' s mu ltiple 

range test 
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态良好的 Kan 抗性不定芽并再生出完整植株。 对抗

性芽的叶片进行 GUS 组织化学分析，发现抗性芽叶

片呈蓝色，说明 GUS 基因己整合至中华狲猴桃伏牛

95-2 基因组中，并得到稳定表达(图 5) 。 对 GUS 组织

化学分析呈阳性的抗性芽进行PCR检测，设计特异引

物检测 NPTII 基因，扩增出 500 bp 左右的预期目的

片断，初步证明 NPTJI基因已成功整合到狲猴桃基因

组中(图 6) 。

3 讨论

目前农杆菌介导狲猴桃遗传转化报道中转化率

均较低， 抗性芽的获得效率一般为 4% 左右[5 ， 8] 。因

此，建立高效、稳定的中华狲猴桃的遗传转化体系，

是进行中华狲猴桃品种改良的基础 。

3.1 侵染方式

农杆菌真空惨透法进行瞬时表达具有简便高效

性[lO]，植物细胞在负压条件下，农杆菌的 T-DNA 易

于转化进细胞可提高转化率[1 1 ] 0 Janssen 等[2]使用普

通侵染方式的美昧狲猴桃叶片 GUS基因瞬时表达率

仅为60%左右; 本试验首次将真空渗入侵染方式应用

于中华狲猴桃的遗传转化中 GUS基因瞬时表达率提

高至 90%。真空侵染方式在苹果[ 1 2] 、柑桔[ 1 3 ] 、 葡

萄[14]等树种的遗传转化中也得到了应用 。 由此可以

看出， 真空渗入侵染是提高农杆菌介导遗传转化效率

的一种有效辅助手段 。

3.2 预培养时间

植物遗传转化过程中， 侵染前对外植体进行预培

养可以提高转化效率[υ归臼吮山5 ， 1叭6

苹果遗传转化过程中发现预培养可以促进细胞分裂，

更易整合夕外卡源 DNA，从而提高瞬时表达率和转化率。

本试验对中华狲猴桃伏牛 95-2 叶片进行 2-3 天预培

养明显提高了转化率， GUS基因瞬时表达率是未预培

养叶片的1.69 倍 。 但 Janssen 等[2] 以美昧狲猴桃叶片

为受体， 发现预培养降低了转化率， 这可能与种间的

差异有关 。

3.3 菌液浓度

菌液浓度对遗传转化成败有很大影响 。 菌液浓

度太低不利于农杆菌附着在外植体上，大大降低转化

效果;菌液浓度过高，不利于共培养后去除农杆菌，且

过高的菌液浓度对外植体也有一定的毒害作用[ 1 8] 。

一般认为农杆菌介导遗传转化中适宜菌液浓度 A600
值为 0 ， 5 左右，杨树( 19] 、 草莓(20]和阔叶狲猴桃[η使用

菌液浓度 A600 值为 0.4 、 0 ， 6 、 0 ， 5 时获得的 GUS 基

因瞬时表达率较高分别为 62 ，08% 、 64 ， 8% 、 88 .4% 。

而本试验发现中华狲猴桃伏牛 95-2 叶片的适直菌液

浓度较低，菌液浓度 A600 值为 0 ， 3 时 ， GUS 基因瞬时

表达率为 92 ， 2%。这表明在对不同物种在进行遗传

转化时，菌液浓度也不相同 。

3.4 共培养时间

农杆菌和外植体共培养是转化过程中非常重要

的环节 。 农杆菌附着后不能立即转化，只有在创伤

部位生存 16 h 后的菌株才能诱发肿瘤，因此， 共培养

时间必须长于 16 h，但共培养时间过长，由于农杆菌

的过度生长，植物细胞因受到毒害而死亡[ 1 8 ] 。本试

验发现中华狲猴桃伏牛 95-2 叶片共培养 4 天时 GUS

基因瞬时表达率最高，达到 92 ，2%; 而山定子[2 1 ]共培

养 3 天抗性芽获得率最高 达到 67 ，02%; 葡萄[22]共培

养 2 天， GUS 基因瞬时表达率最高， 达到 30% 。 树

种不同所需的共培养时间不同，大多数树种以 2-4天

转化率较高。
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(College 01 Forestry and Horticulture, Henan Agricultural Univers仰， Zhengzhou 450002, China) 

Abstract Factors affecting transient expression frequency of GUS gene, including different infection 

methods, days of pre-culture, concentration of A g robacterium tum写faciens ， days of co-culture were studied in 

genetic transfórmation , using leaves of A citnidia chinensis ‘Funiu 95-2' as explants. The results showed that the 

highest transient expression frequency (92 .2%) was obtained when explants were firstly pre-cultured for 3 d, 

infected for 10 min with A grobacterium tum写faciens (A 6Qo=0.3 ) by vacuum infiltration and finally co-cultured for 4 

d. PCR defection and GUS histochemical staining proved initially that the foreign gene had been integrated into the 

A citnidia chinensis genomes. 
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