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农杆菌介导的半夏 GUS 基因瞬时表达
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� � 摘要: 采用根癌农杆菌感染半夏无菌叶片、叶柄和愈伤组织, 对 GUS 基因的瞬间表达进行研究, 并分析了不同转

化受体、感染时间、菌液浓度、共培养、预培养时间、菌种对 GUS 基因的瞬间表达的影响。结果显示,以半夏的无菌苗

叶柄和愈伤组织,在 OD值为 0�2的 EHA101 或 EHA105 农杆菌液中感染 15 min,叶柄暗处共培养 3 d, 愈伤组织 2 d,能

够得到较高的 GUS 基因瞬间表达。
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Research on the Transient Express of GUS Gene by Agrobacterium

tumefaciens in Pinellia ternata Breit
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Abstract: Young leaves, petioles and calli of Pinellia ternata Breit were transformed with GUS gene via Agrobac�
terium tumef aciens. The effects of different explants, infect ion period, concentration of Agrobacterium tumefaciens, days of

co�culture and pre�culture, and strains on the transient expression of GUS gene were analyzed.The result indicated that a

higher transient express rate of GUS gene could be acquired from the explant petioles and calli which were dipped into A�
grobaterium suspension EHA102 or EHA105( OD600 adjusted to 0. 2) for 15 min, and co�cultured for 3 days and 2 days,

respectively, in darkness.
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� � 半夏( Pinellia ternata( Thunb. ) Breit . )是我国的

传统中草药。半夏的遗传转化工作至今还未见报

道,为此, 我们选用半夏的愈伤组织、叶,采用农杆菌

法初步探索半夏的遗传转化, 用 GUS 基因的瞬间表

达情况来摸索半夏遗传转化的条件。旨在为进一步

进行半夏遗传转化的研究提供参考, 同时为以后利

用基因工程等技术对半夏品质改良等提供理论依

据。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料
半夏无菌苗及愈伤组织。试验所用质粒为

pIG121(图 1) ,由日本信州大学小岛峰雄教授惠赠。

菌株为 EHA101, EHA105, LBA4404 3个根癌农杆菌

( Agrobacterium tumef aciens ) 菌株, 均含有 pIG121 质

粒, 17 347 bp。由西南大学花卉研究所分子生物学

实验室保存。继代培养基为MS1: MS+ 2�0 mg/L 2,

4�D+ 0�5 mg/ L KT。

1. 2 � 方法
1. 2. 1 � 培养条件 � 25 � , 12 h 光照/ 12 h黑暗光周

期, 1 500~ 2 000 lx 光强度的培养室中进行。根癌

农杆菌在 28 � , 180 r/min 的条件下,恒温摇床上培

养[ 1, 2]。

1. 2. 2 � 转化方法 � 取半夏无菌苗的叶片,切成 0�5
cm� 0�5 cm 大小,叶柄切成约 0. 5 cm 长的切段, 愈

伤组织块浸入备好的农杆菌菌液中感染, 之后转入
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铺有滤纸的 MS1培养基中, 暗处共培养, 脱菌后接

种到MS1+ 500 mg/L Cef+ 100 mg/ L Kan培养基中

进行筛选培养, 20 d转接 1次。我们对遗传转化过

图 1� PIG121�Hm质粒图谱

Fig. 1� Plasmid PIG121�Hm atlas

程中的几个影响因子进行了初步的研究,包括转化

植物材料、根癌农杆菌菌液浓度和感染时间、共培

养、预培养和根癌农杆菌菌株等因子。重复 3 次。

共培养后检测 GUS 基因瞬时表达率,即在 28 � 、避

光条件下按王关林[ 3] GUS染色的方法(即组织化学

染色定位法) , 以 5�溴�4�氯�3�吲哚���D葡萄糖苷酸
脂为底物,染色12 h后检测,并统计结果。

2 � 结果与分析

2. 1 � 转化受体对 GUS 瞬时表达的影响

分别取叶片和叶柄、愈伤组织用同一条件转化,

叶柄的 GUS 瞬时表达频率要远远高于叶片,叶柄切

口两端均能被感染,叶片的切口很少被感染,感染处

多集中在叶脉附近, 且频率较低(表 1)。愈伤组织

的感染频率同叶柄(图 2)。因此, 本试验选用叶柄

与愈伤组织作为农杆菌转化的遗传转化受体。

表 1� 转化受体对 GUS 基因瞬时表达的影响

Tab. 1 � Effect of explant on transient express of GUS gene

转化受体
Explant

GUS 染色个体数
No. of explant

有蓝点的体数
No. of GUS explant

染色频率a/ %
Frequency of GUS explant

染色状态
State of GUS

叶片 Leaves 32 14 43. 8 +

叶柄 Petioles 39 31 79. 5 + +

愈伤 Calli 42 34 80. 9 + +

� 注: a . (有GUS蓝点的外植体数/总的外植体数) � 100% ; + .蓝点较小,数目较少; + + .蓝点多亦大

� Note: a. ( Number of GUS explant/ no. of explant) � 100% ; + .GUS spots are smaller and fewer; + + .GUS spots are bigger and more

A.叶片, 32� ; B.叶柄, 50� ; C.愈伤, 50� ; D.叶柄对照, 32�

A. Leaves, 32� ; B. Petiole, 50� ; C. Calli, 50� ; D. CK of petiole, 32�

图 2� 根癌农杆菌感染后 GUS 基因的瞬时表达

Fig. 2� Transient express of GUS gene after transformed

2. 2 � 根癌农杆菌菌液浓度及感染时间对 GUS 基因

瞬时表达的影响

根癌农杆菌浓度及感染时间是影响遗传转化频

率的重要因子。我们以半夏叶柄为受体, 以不同的

菌液浓度与时间的组合进行研究。调整根癌农杆菌

菌液 OD( 600)值为 0�2, 0�5, 0�6, 1�0, 感染时间设置
为5, 10, 15, 30 min 4个梯度, 共培养后检测 GUS 基

因瞬时表达率。发现半夏叶柄对农杆菌不敏感, 需

要较长的感染时间, 宜采用较低的菌液浓度。这与

汲逢源等[ 4]研究大豆下胚轴转化菌液浓度 OD= 0�5
时, 菌液稀释倍数越高, 转化率大幅度降低有一定的

差异。叶柄感染后的 GUS 瞬时表达显示: 感染时间

为 15 min,农杆菌 OD值为 0�2, GUS 瞬时表达率最

高。当感染时间过长( 30 min) , 外植体容易因农杆

菌毒害缺氧而软腐, 并且脱菌困难。感染时间过短

( 5 min) ,则在其共培养时农杆菌生长不良, GUS 瞬

时表达率较低。较高的菌液浓度也会造成农杆菌毒

害并在共培养时过度生长,我们用 GUS 染色其瞬时

表达的情况如图 3所示。

2. 3 � 共培养对 GUS 基因瞬时表达的影响

共培养时间设置为 0, 1, 2, 3, 4, 6 d 6个梯度, 共

培养后检测 GUS 基因瞬时表达率, 20 d后统计污染

率,结果见表 2。发现共培养后 GUS 染色瞬间表达

显示叶柄共培养3 d后可以达到最大的 GUS 基因瞬

间表达率( 95%) , 愈伤组织共培养 2 d 达到最高的

GUS 基因瞬间表达率( 80�4% )。综合研究结果, 我

们确定了叶柄最佳共培养的天数为3 d,愈伤组织为

2 d。
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图 3 � 根癌农杆菌感染浓度及感染时间
对 GUS 基因瞬间表达的影响

Fig. 3 � Effect of Agrobacterium concentration and infection
period on transient express of GUS gene

2. 4 � 预培养对转化的影响

试验中发现,叶柄是否预培养是转化工作成功与

否的关键。取叶柄在固体MS1培养基上分别预培养

0, 2, 4, 6 d,并用同一条件转化。检测 GUS 基因瞬时

表达率。发现只有不经过预培养的感染受体能够检

测到 GUS 染色瞬间表达,经过预培养的受体没有检

测到 GUS 染色瞬间表达(图 4)。可能半夏的器官过

于幼嫩,转化时叶柄暴露的时间不宜过长,否则易使

转化失败。愈伤组织在转化前是否进行预培养对

GUS 基因的瞬间表达影响不大。

图4 � 预培养对 GUS 基因瞬时表达的影响

Fig. 4� Effect of pre�culture on transient express of GUS gene

表 2 � 共培养天数对 GUS基因瞬时表达的影响

Tab. 2� Effect of co�culture days on transient express of GUS gene

共培养天数/ d
Co�culture days

叶柄 GUS 瞬间表达率/ %
Transient express of
GUS gene in petiole

叶柄污染率/ %
Rate of polluted

petiole

愈伤 GUS 瞬间表达率a/ %
Transient express of
GUS gene in calli

愈伤污染率b / %
Rate of polluted calli

0 0 0 0 0

1 1. 1 0. 5 10. 5 0

2 30. 2 0. 5 80. 4 0

3 95. 0 0. 5 42. 3 0. 5

4 60. 5 2. 1 46. 5 2. 5

6 20. 3 10. 2 39. 8 7. 3

� 注: a. (有蓝点的愈伤块数/总的染色块数) � 100% ; b. (污染的愈伤块数/总的愈伤块数) � 100

� Note: a. ( Number of call i/no. of calli) � 100% . b. (Number of polluted calli/ no. of calli) � 100

2. 5 � 不同菌株对 GUS 基因瞬时表达的影响

取叶柄,采用 EHA101, EHA105, LBA4404 3个菌

株,进行感染,共培养后检测 GUS 基因瞬时表达率。

结果显示, EHA101, EHA105 2个菌株的感染毒力要

明显大于 LBA4404。这可能是农杆菌吸附数目与菌

株类型有关,胭脂碱型农杆菌比章鱼碱型农杆菌更

易于附着在单子叶植物细胞的表面的缘故。结果如

表 3。

表 3� 不同菌株对 GUS 基因瞬时表达的影响

Tab. 3� The effect of Agrobacterium strain on transient express of GUS gene

菌株
Agrobacterium

strain

感染叶柄个数
Number of
petiole

GUS 染色叶柄数
Number of
GUS petiole

GUS蓝点数(两端)
Number of GUS
spot( two ends)

叶柄 GUS染
色频率a/ %
Frequency of
GUS petiole

GUS 染色平
均蓝点数b

Average GUS
spots

LBA4404 96 11 19 11. 46 0. 19

EHA101 89 80 142 89. 90 1. 60

EHA105 90 69 112 76. 70 1. 24

� 注: a . (有GUS蓝点的叶柄数/总的叶柄数) � 100% ; b. GUS蓝点总数/总的叶柄数

� Note: a. ( Number of GUS petiole/no. of pet iole) � 100% ; b. Number of GUS spots/no. of pet iole

3 � 讨论

3. 1 � GUS 标记基因在植物遗传转化中的应用

GUS 基因存在于某些细菌体内,编码 ��葡萄糖

苷酸酶( ��glucuroniidase, GUS)。绝大多数植物内不

存在内源的GUS活性, 许多细菌和真菌液也缺乏内

源GUS活性,因而 GUS 基因广泛用做转基因植物、

细菌、真菌的报告基因, 尤其在研究外源基因的瞬时

44��� 华 � 北 � 农 � 学 � 报 22卷



表达的转化试验中, GUS 基因应用最多[ 3]。本试验

选用的质粒 pIG121含有带内含子的 GUS 基因, 菌

液无法用 GUS染液染出蓝色,只有该质粒转化到植

物细胞之后, GUS 基因才能表达; 三叶半夏经检测

其细胞不存在内源GUS活性,在我们做 GUS 基因瞬

时表达的检测时, 设置了非转化材料为对照

(图 2�D) ,基本上保证了 GUS 基因表达结果的可靠

性。

3. 2 � 转化条件对 GUS 基因瞬间表达的影响

以半夏的无菌苗叶柄和愈伤组织, 进行遗传转

化工作,能够得到较高的 GUS 基因瞬间表达率。说

明在半夏的遗传转化工作中, 转化材料、根癌农杆菌

菌液浓度和感染时间、共培养和根癌农杆菌菌株等

因子的选择都起着至关重要的作用。而是否进行预

培养工作是本试验成败的关键, 这可能与半夏材料

过于幼嫩,伤口脱分化速度快,以及经过预培养后转

化材料对农杆菌更加不敏感有关。
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