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小麦农杆菌转化系统的建立与转基因植株的获得
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摘要 :针对农杆菌转化系统的诸多影响因素进行了系统研究
,

建立了有效的小麦农杆菌转化系统 ; 利用石 4 185
、

石 63 65 的花药愈伤组织为受体
,

进行了甜菜碱醛脱氢酶和胆碱氧化物酶等目的墓因的转化研究
。
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农杆菌介导是一种十分重要的遗传转化方式
, 月 、 、

、

._ , , _
一

、 L

~ ~ 井
’

三二丁:
、 . ‘

二
L

二与
.
_

丁1获万二艺二二U 二丁二荃二 1 材料和方法
据统计

,

80 % 以上的双子叶转基因植株是通过农杆

“
l’. “ ‘ ”

’

/ 谈 甲

“

菌介导方法获得的
。

由于农杆菌对单子叶植物侵染 1
.

1 转化受体

的不敏感性
,

使得这一技术在单子叶植物遗传转化 受体品种为石 4 185 及石 63 65
,

采用其幼胚
、

幼

中的应用受到限制
。

研究发现
,

某种芳香族化合物
,

穗
、

成熟胚
、

花药愈伤组织等为转化受体
,

花药愈伤

譬如共培养液中添加一定浓度的乙酞丁香酮可以诱 组织诱导培养基为 C1 7
,

其他为 MS
o

导
、

促进农杆菌对单子叶植物的侵染
。

这一发现极 1
.

2 质粒载体

大地促进了单子叶植物农杆菌介导转化研究的开 所用目的基因及质粒表达载体均有中国科学院

展〔
’一3〕

,

本文针对小麦农杆菌介导转化效率的诸多 遗传与发育研究所的陈受宜实验室克隆并构建
。

影响因素对系统进行优化
,

并利用该系统进行 目的 1
.

3 共培养

基因的转化
,

将与甜菜碱合成代谢相关的甜菜碱醛 将 28 ℃过夜培养的农杆菌 4 ℃ 条件下 4 0以)

脱氢酶(B M势玉)和胆碱单加氧酶(C MO )基因导人小
r /1 的In 离心 5 而

n
收集菌体

,

用共培养液(1乃MS 十

麦
,

获得转基因植株
。

200 拜11幻l几 乙酞丁香酮
,

p
HS

.

2) 重悬菌体
,

调整至

收摘 日期
: 2加3 一 0 1 一 2 0

‘金项目
:
86 3 计划项目(2(X) IA A2 12 12 1) ; 国家转基因植物研究与产业化专项 (J99 一 B 一 0 10) 资助
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—所需要的浓度(o q 阴 = 1
.

0 左右)
。

将愈伤置于上

述共培养液中
,

放里 30 而n
,

偶尔摇动几下
,

以促使

愈伤与菌体的接触
。

然后将愈伤里于灭菌滤纸上吸

去多余水份
,

摆放到共培养基上 (采用湿润培养方

法
,

配方同上 )
,

25 ℃黑暗条件下培养 3 do

1
.

4 转化体筛选

共培养后先在含 2 50 rng 几头抱霉素的营养液

或无菌水中振荡培养 30 而n
,

然后用无菌水清洗
,

直至冲洗液清澈透明
,

最后转到筛选培养基 (MS +

0
.

5一 2
.

0 吨/L 2
,

4 一 D + 250 11堪 /L 头抱霉素 + 25

mg 几以18 或 100 ~
1几 N aQ )上

,

培养温度 25

℃
,

每天 16 h 光照
。

1
.

5 转化体再生

将外观较好的抗性愈伤转到分化培养基上 (M S

+ 1
.

0 1119 /L K T + 0
.

5 吨/L N AA + 250 11堪/L 头

抱霉素 + 10() 一 150

mmo
l/L N a CI+ 3 %蔗糖)

。

1
.

6 再生植株的检侧

从试管苗剪取叶片提取基因组 D NA 进行 PCR

检测
,

用于 B AD H 基因检测的 PCR 引物序列为
:

5’端引物
: 5’月澎护瓜工汇G 们工日) 叭p 工CI tr 1C 3’

3’端引物
: 5’T飞C叼( 〔越驴C p氏兀肛工汽氏 3’

用于 OMO 基因检测的 PCR 引物序列为
:

5
,

端引物
:5

,

A虹刃D 口汇六J 门石G I’] 叭月U月 3
,

3’端引物
: 5

,

O V ( 汽虹兀G叼汀卫C 们匡人A 气刀
,

n U

3
,

PCR 反应体系为 20 拌L
,

包括 10 X bu ffe r ,

0
.

2

n llll D
叭

J

dN T Ps ea e h
,

1
.

5 U T aq E
,

50 一 100 m g

D N A 模板
,

1拌rr 幻l/L Pri me
r l

,

l脚no l几 p

rime
r Z

。

经过 30 个循环的扩增(94 ℃ 1 而n
,

59 ℃ (CM ())/

56 ℃ (BAD H ) 1
.

5 而n
,

72 ℃ 1
.

5 而n )
,

后接 72 ℃

10 而n 的延伸反应
,

扩增产物用 1
.

0 %琼脂搪凝胶

电泳分离
。
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2 结果与分析

2
.

1 农杆菌转化系统的建立和优化

以愈伤组织作为转化受体进行农杆菌介导转化

最容易出现共培养后的农杆菌污染问题
。

为此
,

首

先应用不同来源的愈伤组织(幼胚
、

幼穗
、

成熟胚和

花药)
、

不同质粒(164 9 (U飞il
.

G u s
)

、

17 08 (Ub il
~

E匕r
)

、

沁A 1 734 (Ub il七运r
))

、

以 及不 同菌 株 (IJ护讨4 0 4
,

A G LI) 和各种抗生素
,

围绕农杆菌转化的诸多影响

因素进行了系统研究
,

以建立有效的农杆菌转化系

统
。

2
.

1
.

1 抗生素类型及使用浓度的筛选 供试验的

抗生素包括 PPM (Plan t P
~
四a tive Mix t u re )

、

头抱

哇琳钠
、

头抱唾肪钠
、

头抱拉定
、

狡节青橄素钠等
,

试

验浓度为 250
,

500 和 1沉旧 mg 几 (PPM 除外 )
。

几

种抗生素的抑菌效果由强到弱依次为 PP M
、

头抱唾

肪钠
、

头泡哇啦钠
、

头抱拉定和狡节青霉素钠
,

后者

的抑菌效果最差
,

对 A G L I 菌株基本无效果
。
P利M

为美国产品
,

抑菌效果不错
,

共培养后用 2 % 的PPM

冲洗
,

在抑菌培养基中添加 0
.

2 % 的 PPM 就可达到

较好的抑菌效果
,

但 目前国内还没有代理商
,

且价格

较贵
,

不宜作为常用药品
。

其他几种抗生素的使用

浓度一般为 soo rng 几
,

几种抗生素混合使用
,

效果

更好
。

2
.

1
.

2 愈伤组织状态对抑菌效果的影响 幼胚
、

幼

穗
、

成熟胚
、

花药愈伤等都曾作为转化的受体材料
,

总的来讲
,

不管愈伤组织来源如何
,

只要愈伤组织为

结构比较密集的颗粒状
,

就比较容易达到理想的抑

菌效果
。

处理前将愈伤培养在高渗培养基上培养
,

利于愈伤组织向结构密集的方向发展
,

进而容易冲

洗和抑菌
。

2
.

1
.

3 共培养后的冲洗方式对抑菌效果的影响

共培养后大多采用先用含一定浓度抗生家的无菌水

冲洗
,

然后大量无菌水多次冲洗的办法
,

以求达到一

种既灭菌又避免抗生素对愈伤组织造成伤害的效

果
,

结果一直不稳定
。

冲洗方式试验表明
,

共培养后

在含有一定浓度的混合有几种抗生素的液体中展荡

培养 0
.

5 一 1
.

0 h
,

然后用无菌水清洗
,

直至冲洗液

清澈透明
,

最后直接转到固体培养基上
,

效果良好
。

2
.

1
.

4 菌液浓度及共培养时间对抑菌效果的影响

菌液浓度 0 日烈
) == 0

.

1
,

0
.

2
,

0
.

5
,

0
.

7
,

1
.

0 几种处

理
,

在共培养一段时间后均能在愈伤表面发现明显

菌斑
,

但是 。〕= 0
.

5 以上时
,

共培养时间必须缩短

为 Z d 以内
,

否则
,

愈伤被农杆菌吞噬
,

抑菌相当困

难
。

2. 2 目的甚因的农杆苗介导转化及转签因植株的获得

受体材料为石 4 185 及石 6 365 小麦花药诱导的

单倍体愈伤组织
,

目的基因为 B AD H 和 CMD
,

这两

个基因分别由 C滋M 35 5 和玉米 Ub iqut in 启动子控

制
,

质粒携带 NPT ll 卡那霉素抗性基因
,

农杆菌菌

株均为 A G L I
。

转化体的筛选采取 N aCI盐筛和 G

4 18 筛选
。

2
.

2
.

1 以石 4 185 花药愈伤为受体的 CM[O 基因的

转化 处理愈伤 1 360 块
,

共培养后立即将愈伤里
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于 2 5 mg 几 G4 18 选择压力下
,

经过 20 d 的筛选
,

80 % 一90 %愈伤生长明显受阻
,

表现在愈块没有增

大
,

颜色泛白等
,

也有个别愈块明显增大
,

有明显生

长点
,

有的还有芽点
,

但这种类型的愈伤数量太少
,

仅占处理愈伤数的 0
.

67 %
,

加上愈块稍微有些增大

的二级类愈伤
,

所占比例仍然低于 10 %
。

将这些愈

伤转至 50

rluno
l几 抓化钠继代筛选

、

100 nuno
l几

抓化钠下分化
,

得到再生植株 4 丛
,

绿苗获得率仅为

0
.

29 %
。

由于试管苗弱小
,

还没有进行分子检测
。

2
.

2
.

2 以石 6 365 花药愈伤为受体的 肠d h 基因转

化 处理愈伤 1 480 块
,

鉴于上一试验中立即施加

的选择压对愈伤存活构成的潜在威胁太大
,

本试验

采取了逐步提高选择压的筛选策略
,

并且共培养后

不立即施加选择压力
,

让愈伤在无选择压力下恢复

生长 14 d
,

以消除农杆菌介导系统中共培养期的低

声对愈伤活力的不利影响
。

恢复性生长过后先后

进行 50

nUnO
I几 和 100 rnmo

l几 抓化钠筛选
,

各维

持 14 一Zl d
。

经筛选得到抗性愈伤组织 25 0 块
,

占

处理愈伤总数的 16
.

89 %
,

经分化获得绿苗 94 丛
,

绿苗率为 6
.

35 %
。

对其中的 33 丛试管苗提取 D NA

进行 PCR 分析
,

结果 20 份呈阳性反应
,

占检测总数

的 60
.

61 %
。

由绿苗率和 PCR 阳性率计算得到转

化效率为 3
.

85 %
。

部分转基因植株的 PCR 检侧结

果见
.

图 1
。

PCR 分析
,

结果 3 丛呈 B AD H 阳性反应
,

占检侧总

数的 1乃
,

没有获得 OM O 阳性株
。

3 讨论

在培养基中添加乙酞丁香酮和降低离子浓度解

决了农杆菌对小麦等单子叶植物不侵染的间题
,

但

是与基因枪转化方法相比
,

农杆菌介导的单子叶植

物遗传转化效率还很低
。

本研究 3 个批次试验的总

体转化效率为 1
.

84 %
,

远远低于夏光敏报道的转化

效率 3
.

7 % 一 5
.

9 % [’]
。

这可能有小麦基因型的差

异
,

也可能是本系统还不够完善高效
。

农杆菌介导

转化与基因枪法有诸多不同之处
。

首先农杆菌介导

转化的受体愈伤处于更加不利的生长环境中
,

共培

养期相对较低的州
,

使愈伤活力大大降低 ;转化体

筛选过程中除了承受与基因枪法相同的选择剂压力

外
,

还要额外承受对愈伤生长同样具有相当抑制作

用的杀菌剂
。

通过添加亚精胺来调节再生培养基中

的多胺 比率
,

可以促进绿苗再生从而提高转化效

率[s]
。

本研究表明在尽量减少无性系变异副作用

的前提下
,

适当地给以恢复性生长
,

使之具有和墓因

枪法同等的愈伤活力和对选择剂的耐受水平
,

对获

得足够数量的转化再生植株
、

提高转化效率也是十

分必要的
。

2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 12

泳道 1 为阴性对照石 636 5
,

泳道 2 为阳性

对照质粒 BAD H
,

泳道 3 一 12 为转基因植株

圈 1 石 636 5 的部分 PCR 位侧结果

2
.

2
.

3 以石 4 185 花药愈伤为受体的 B AD H 和

OMO 基因共转化 将带有两种质粒载体的农杆菌

体等浓度混合后转化石 4 185 花药愈伤组织
,

共处理

愈伤 1 0( 刃 块
,

共培养后直接在 50

~
1几氛化钠

下筛选转化体
,

然后逐步提高至 150
rnmo

l几
。

50

~
l几盐浓度下获得绿苗 22 丛

,

巧o

mmo
l几 盐

浓度下获得绿苗 9 丛
,

共计获得绿苗 31 丛
,

绿苗获

得率为 3
.

1 %
。

对其中的 9 丛试管苗提取 D N A 进

行
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