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农杆菌介导小麦遗传转化影响因素的研究

贺　杰 ,胡海燕 ,周　岩 ,赵俊杰 ,魏琦超
(河南科技学院 ,河南 新乡 453003)

摘要:选用河南科技学院近年来选育的小麦品种百农 160 的成熟胚愈伤组织和农杆菌菌株

LBA4404 ,对农杆菌介导遗传转化中农杆菌浓度 、感染时间 、乙酰丁香酮浓度 、头孢霉素质量浓度

等几个重要影响因素进行了研究 , 建立小麦高效转化体系 。结果表明 ,菌液 OD600 =0.6 ,侵染时间

30 min时对愈伤组织的生存和转化最有利;浓度为 200μmol/ L 的乙酰丁香酮可显著提高抗性愈伤

再生率;随着头孢霉素浓度的升高 ,愈伤组织出现褐化 ,生长缓慢 ,再生率低 ,所以在有效抑制农杆

菌的浓度范围内 ,尽量采取较低的质量浓度。在后期的抑菌分化筛选中 ,在继代培养基中添加头孢

霉素的质量浓度为 500 mg/ L ,继代扩增筛选培养 2个月 ,每 10 ～ 15 d换一次培养基;而在分化培养

基中添加 200mg/L头孢霉素 ,即可获得再生率高的抗性愈伤。最适条件下转化频率达 2.36 %。
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Factors Af fecting Wheat T ransformation M ediated by

Agrobacterium tumef aciens

HE Jie , HU Hai-yan ,ZHOU Yan ,ZHAO Jun-jie ,WEI Qi-chao

(Henan Institute o f Science and Technolo gy , Xinxiang 453003 , China)

Abstract:To establish highly eff icient w heat t ransfo rmation sy stem , facto rs w hich influenced

wheat t ransfo rmation including ag robacterium concentration , infection pe riod , and concentration

of acetosy ringone and cephalo spo rin w ere studied wi th the mature embryo callus of w heat variety

Bainong 160 and ag robacterium strain LBA4404.The results show ed that the t ransfo rmation eff i-

ciency w as clearly improved wi th agrobacterium density o f OD600 =0.6 and incubation fo r 30 min.

Acetosy ringone wi th the concentration of 200μmo l/L could significant ly enhance the rate of re-

sistant calluses.Considering the inhibi tion of cephalo spo rin on ag robacterium cells , it w as sug-

gested that 500 mg/L o f cephalo sporin should be used in the lat ter stag e of antibacterial screen-

ing , and then 200 mg/ L of cephalo spo rin should be used in differentiation medium to get resistant

calluses of high regeneration ef ficiency.The transgenic f requency w as 2.36% under the optimal

condi tions.

Key words:Wheat ;Transfo rmation mediated by Agrobacterium tume faciens;Infection period;

Cephalo spo rin

　　小麦作为世界上最重要的粮食作物之一 ,有着

最广阔的种植面积和最高的总产量 。但由于病虫害

等一些不利因素的影响 ,常造成产量的大幅度下降

和品质降低[ 1-2] 。因此 ,提高小麦的抗性并对其进行

品质改良历来是小麦育种工作的主要目标 。常规育

种主要依靠有性杂交和诱变等方法来增加品种的变
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异类型 ,从中选育出优良的品种 。但由于自然界中

普通小麦种质资源欠缺 ,原有种内一些抗源特性丧

失 ,并且远缘杂交不亲和 ,劳动强度大等原因 ,限制

了常规育种发展。近年来 ,随着 DNA 重组以及细

胞组织培养等技术的飞速发展 ,利用基因转移的遗

传操作技术 ,打破种属限制 ,将远缘种中某些特定的

外源基因导入小麦细胞进行品种改良 ,大大缩短了

育种进程[ 3] 。1992年第 1株转基因小麦的报道 ,是

小麦转基因研究的里程碑[ 4] 。1997年 ,Cheng 利用

该方法获得小麦转基因植株
[ 5]
。随后 ,国内外研究

小麦转基因技术取得很大的进展。王永勤等对影响

小麦农杆菌转化的因素作了系统研究 ,为该方法的

应用奠定了基础
[ 6]
。Xia 等也报道了利用农杆菌介

导法获得转基因小麦植株
[ 7]
。另外 , Khanna 等

[ 8]
、

王翠亭等[ 9] 也相继报道了农杆菌介导的小麦遗传转

化 ,这些研究结果为建立小麦的农杆菌介导转化系

统提供了宝贵经验 ,做出了积极贡献。但是农杆菌

介导小麦遗传转化的一个主要问题是转化效率低 ,

已报道的最高转化频率只有百分之几 ,远远不能满

足依靠遗传转化方法改良小麦的实际要求;另外 ,在

具体的转化方法和影响因素方面各研究所得结果也

不尽一致[ 10-11] 。这都反映出农杆菌介导小麦遗传转

化仍处于体系建立的初级阶段。因此 ,有必要对该

系统进行深入地研究 。本研究以小麦成熟胚愈伤组

织为材料 ,探讨了影响农杆菌转化小麦的几个因素 ,

以期建立起较为稳定和高效的农杆菌介导的小麦遗

传转化体系。

1　材料和方法

1.1　材料

试验材料为普通小麦品种百农 160 ,由河南科

技学院茹振钢教授提供。选用的农杆菌菌株为

LBA4404 ,植物表达载体为 pBIN ,由中国热带农业

科学院橡胶研究所提供。

1.2　方法

1.2.1　培养基　LB培养基:蛋白胨(1%)+酵母膏

(0.5%)+氯化钠(1%),pH 7.0;愈伤组织诱导培养

基:MS+2 ,4-D(4mg/L)+蔗糖(30 mg/L)+琼脂(0.

8%), pH 5.8;继代 筛选 培养 基:MS +2 , 4-D

(1.0mg/L)+6-BA(0.01mg/L)+维生素 B1(4.0mg/L)

+头孢霉素(500mg/ L)+卡那霉素(50mg/L)+草胺膦

(1mg/ L),pH 5.8;恢复培养基:MS+2 ,4-D(1.0mg/L)

+6-BA(0.01mg/ L)+维生素 B1(4.0mg/L)+头孢霉

素(500mg/L), pH 5.8;分化筛选培养基:MS + KT

(1mg/ L)+6-BA(1mg/ L)+IBA(0.25mg/L)+头孢霉

素(250 mg/L)+卡那霉素(100 mg/L)+草胺膦

(1 mg/ L)+维生素 B1(4.0 mg/L), pH 5.8;生根培

养基:MS(1/2大量元素)+NAA(0.1 mg/L)+头孢

霉素(200 mg/L)+卡那霉素(100mg/ L)+维生素 B1

(4.0mg/L),pH 5.8。

1.2.2　外植体的获得　选取籽粒饱满的当年小麦

种子 ,在无菌条件下 ,先用 75%乙醇消毒 5 min ,无

菌水冲洗 1 ～ 2 遍 ,再用 0.1%升汞消毒 20 min ,无

菌水冲洗 5 ～ 6遍 ,再用无菌水浸泡 15 ～ 17 h ,然后

将小麦倒入装有滤纸的培养皿中 ,用镊子和小刀在

超净工作台将胚取出 ,盾片向上置于愈伤组织诱导

培养基上 ,每皿接 15个左右 ,培养皿用封口膜封好 ,

暗培养 1周 。

1.2.3　根癌农杆菌菌液制备　农杆菌单菌落或单

菌落培养物的甘油冻存液接种于含利福平(质量浓

度 50 mg/ L)和卡那霉素(质量浓度 50 mg/L)的二

抗 LB液体培养基 ,28℃振荡培养至 OD600 =0.8 ～

1.0 ,2 000 r/min离心收集菌体 ,用含 AS(乙酰丁香

酮)的 MS 液体培养基重新悬浮 ,备用。

1.2.4　遗传转化方法　(1)挑选质量较好的愈伤组

织 ,用活化的农杆菌侵染。先用无菌水洗 2遍 ,再用

加 500 mg/L 头孢霉素的蒸馏水洗涤 ,然后用无菌

滤纸擦干 ,转入恢复培养基恢复培养 7d 。(2)继代

扩增筛选培养 2个月 ,每 10 ～ 15d 换一次培养基 ,

以防抑菌素失效。(3)转入分化筛选培养基 ,每 10d

换一次 。待分化出小苗小芽后 ,转入生根培养基 。

2　结果与分析

2.1　农杆菌菌液 OD值及感染时间对转化频率的

影响

取小麦成熟胚诱导出的愈伤组织 ,经过继代培

养 ,挑选质量好的愈伤组织 ,调整农杆菌菌液 OD600值

为 0.2 、0.6、0.8 , 感染时间设置5 min 、10min 、20min 、

30 min 4个梯度 ,共培养 3 d ,恢复培养 7 d ,然后转入

分化筛选培养基中诱导培养 ,30 d后统计分化率。

农杆菌对受体的侵染方法不适当(菌液 OD值

过大或偏小;感染时间过长或不足)不是导致受体被

农杆菌侵染过度致死 ,就是受体细胞未被感染。本试

验结果表明 ,以农杆菌菌液 OD600 =0.6处理外植体

效果较好 ,得到了较高的抗性再生率。侵染时间较短

时 ,尽管褐化程度较轻 ,但因为侵染时间过短 ,农杆菌

未能充分吸附于愈伤组织的细胞上 ,因而转化率很

低 ,大部分外植体在共培养和筛选过程中逐渐发白死

亡。试验证明 ,以 OD600 =0.6 的菌液处理外植体

20 min ,转化效率最高 ,达 36%(表 1)。
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表 1　农杆菌菌液 OD 值及感染时间对小麦愈伤组织转化的影响

感染时间/min 菌液 OD 600值 愈伤组织数/块 抗性愈伤数/块 抗性愈伤再生率/ %

5 0.2 100 15 15

0.6 100 20 20

1.0 100 14 14

10 0.2 100 26 26

0.6 100 33 33

1.0 100 19 19

20 0.2 100 18 18

0.6 100 36 36

1.0 100 16 16

30 0.2 100 9 9

0.6 100 12 12

1.0 100 - -

2.2　添加诱导因子乙酰丁香酮对小麦愈伤组织转

化频率的影响

以农杆菌侵染过的愈伤组织为材料 ,在共培养

培养基中添加不同浓度的乙酰丁香酮 ,浓度梯度为

50μmol/L 、100μmo l/L 、200μmol/L 、300μmol/ L ,

然后转入选择培养基并观察结果。结果表明 ,共培

养培养基中添加乙酰丁香酮对保证 T-DNA 的转移

非常必要 ,为小麦胚性愈伤组织转化所必需 , 侵染

菌液中添加乙酰丁香酮 200μmo l/L 可明显提高抗

性愈伤组织再生率 ,抗性愈伤组织再生率高达 31%

(表 2 、图 1)。

表 2　乙酰丁香酮对小麦愈伤组织转化的影响

乙酰丁香酮的

浓度/(μmol/ L)
愈伤组织数/

块

抗性愈伤数/
块

抗性愈伤

再生率/ %

50 100 23 23

100 100 26 26

200 100 31 31

300 100 17 17

图 1　乙酰丁香酮对小麦愈伤组织转化的影响

2.3　头孢霉素对小麦愈伤组织再生的影响

取小麦成熟胚诱导出的愈伤组织 ,经过共培养 ,

挑选质量好的愈伤组织 ,接种于加不同质量浓度梯

度(50 、100 、200 、400 、600 mg/L)头孢霉素的 M S 培

养基中分化培养 , 20 d后统计再生率 。从图 2 可以

看出 ,头孢霉素对小麦愈伤组织再生的影响作用不

大。但是 ,随着头孢霉素质量浓度的升高 ,其愈伤组

织褐化 ,生长缓慢 ,再生率降低 。所以 ,在小麦愈伤

组织转化过程中 ,头孢霉素的质量浓度可以在有效

抑制农杆菌的基础上尽量采取比较低的质量浓度。

在配制分化筛选培养基的过程中 ,适当的头孢霉素

质量浓度 ,即在继代培养基中添加 500 mg/L 的头

孢霉素 ,再在分化培养基中添加 200 mg/L 的头孢

霉素 ,可有效抑制农杆菌生长。

图 2　头孢霉素对小麦愈伤组织再生的影响

2.4　卡那霉素质量浓度和加入方法对小麦抗性愈

伤组织的影响

设定卡那霉素质量浓度为 25 mg/L 、50 mg/L 、

100mg/ L 、150 mg/ L 、200 mg/L 、300 mg/L ,采用梯

度方法加入 。卡那霉素不同质量浓度和超纯琼脂粉

质量浓度对愈伤组织的长势状态有很大影响。试验

表明 ,当超纯琼脂粉质量浓度为 2.0 mg/ L 时 ,卡那

霉素一次加到 50 mg/L ,就出现整个培养皿愈伤死

亡的现象。当超纯琼脂粉质量浓度为 3.0mg/ L 以

上时 ,卡那霉素一次加到 200mg/L ,在 20 d观察时

一皿只有 3 ～ 4个愈伤变褐 。采用梯度加法 ,即第 1

次加 25mg/ L ,以后每换一次培养基逐次加大质量

浓度 ,进行愈伤培养 ,未发现变褐 。当愈伤组织转入

分化培养基后 ,有极少数愈伤组织开始变褐 。但超

纯琼脂粉质量浓度为 5.0 mg/L 时 ,愈伤在转入分

化培养基培养后也未见变褐 ,并开始分化 。推测可

能采用梯度加法 ,愈伤的抗性增强 ,对卡那霉素的抵

抗力增强。
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3　讨论

影响农杆菌介导小麦遗传转化的因素很多。本

试验对预培养时间 、侵染的农杆菌菌液 OD值 、侵染

时间 、共培养时间以及选择压和培养基的激素含量

等因素进行摸索和改进 , 建立了一个较高效的遗传

转化体系 , 与其他转化系统相比 , 具有转化过程简

单 、周期短 、转化率高等优点。对影响转化效率诸因

素的研究发现:(1)菌液 OD600 =0.6 , 侵染时间

30 min对愈伤组织的生存和转化最有利;在 OD600

=0.18的农杆菌菌液中侵染10min后 ,抗性愈伤诱

导率最高 ,达到 36%;(2)添加浓度为 200μmol/ L

的乙酰丁香酮可显著提高抗性愈伤获得率;(3)随着

头孢霉素质量浓度的升高 ,愈伤组织出现褐化 ,生长

缓慢 ,再生率降低。所以 ,应在有效抑制农杆菌的基

础上 ,尽量采取比较低的质量浓度 。在后期的抑菌

分化筛选中 ,在继代培养基中添加头孢霉素的质量

浓度为 500 mg/L ,继代扩增筛选培养 2 min ,每 10 ～

15d换一次培养基;而在分化培养基中添加 200 mg/L

头孢霉素 ,即可获得再生率高的抗性愈伤。

本试验初步建立了农杆菌转化体系 ,最适条件

下转化频率高达 2.36%,但总体来说转化率还比较

低 ,这需要对影响转化的其他因素进一步研究分析 ,

并找出其最优转化方法 ,以提高转化频率 ,并建立一

套完整的转化体系 ,为更好地开展转基因小麦的后

续工作奠定基础 。
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