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　　番茄营养丰富 ,产量高 ,适应性广 ,是世界各国的主
要蔬菜作物之一。近年来番茄红素抗氧化功能与防癌

抗癌等功能的发现 ,使番茄的食用价值和经济价值倍受

关注[ 1] 。随着生物技术的发展 ,利用基因工程进行番茄

品种特性改良的研究取得了很大进展 ,迄今为止 ,已获
得了抗病毒 、抗病虫害 、抗除草剂 、抗冻 、贮藏期延长和

雄性不育转基因番茄[ 2] 。然而在番茄的基因转化过程

中 ,褐变严重及转化率低等问题一直困扰着广大科研工

作者。现在分析前人进行番茄基因转化的基础上 ,同时
借鉴其他作物基因转化的结果 ,针对影响褐变和基因转

化率的诸多因素进行了深入细致地探讨 ,并提出了相应

的对策。

1　外植体的褐变
1.1　褐变的原因

外植体褐变的发生归根结底是由于酚类物质被氧

化成醌类物质所致。在完整的组织和细胞中酚类化合

物与多酚氧化酶分离存在而比较稳定。在切割外植体

时 ,切口附近的细胞受到伤害 ,酚类化合物发生外溢并

与多酚氧化酶接触 ,迅速被氧化成棕褐色的醌类物质 ,
这些醌类物质又会进一步引起其它酶系统失活 ,从而影

响细胞的正常代谢 ,严重时可导致组织死亡。

由于番茄中含有较多的酚类物质 ,所以在组织培

养 ,尤其是在转基因操作过程中褐变问题非常严重 ,其
褐变症状为外植体表面或边缘切口变黑 ,愈伤组织形成

和不定芽发生率很低甚至为零 ,褐变严重时整个外植体

全部变黑 ,然后死亡。

1.2　影响褐变的因素及对策
在番茄基因转化过程中 ,褐变的发生及其严重程度

受诸多因素的影响。首先褐变与农杆菌菌液浓度和浸

染时间有很大关系。有些材料在组织培养时褐变很轻 ,

但在农杆菌介导的基因转化过程中 ,褐变程度会因为农
杆菌的杀伤毒害作用而加重 ,并且菌液浓度越大 ,侵染

时间越长 ,褐化程度就会越重。

尹明安
[ 3]
在利用农杆菌介导法对番茄进行抗寒基

因转化的过程中发现 ,当侵染时间超过 8 min ,外植体褐

化严重 ,出愈率在30%以下 ,出芽率在6%以下 ,侵染时

间越长 ,褐变现象越重。当农杆菌侵染时间缩短为

5 min时 ,褐变程度明显减轻。梁丽琨
[ 4]
在进行花生基

因转化研究中也发现 ,一般情况下花生上胚轴的褐化率

达 7.17%,当侵染浓度过高 、外植体组织块切割较小时 ,

褐化现象就会加重。因此 ,在农杆菌侵染外植体时 ,要

注意农杆菌的菌液浓度不能过高 ,同时尽可能缩短侵染

时间 ,以减轻褐变的发生。

其次 ,褐变程度与外植体的苗龄 、材料的大小以及
外植体受伤害程度有关。一般幼龄材料作为外植体接

种后褐变很轻 ,随着苗龄增长 ,褐变会逐渐加重。外植

体的大小如果小于 0.5 cm×0.5 cm或受伤程度很大褐

变就会加重。因此在番茄基因转化过程中应注意选择

苗龄合适的材料 ,接种的外植体不宜过小 ,切割时尽可

能减少外植体的伤口面积 ,缩短切口暴露在空气中的时

间。梁丽琨[ 4]为降低褐化对花生转化率的影响 ,在侵染

时加入烟草 、马铃薯的提取物 ,在共培养基和分化培养

基中添加还原型谷胱甘肽或维生素C 、维生素 E。另外 ,

还可以通过缩短转瓶周期 ,或是加入活性炭来控制褐变

的发生。

2　影响番茄转化率的因素及对策
长期以来 ,农杆菌介导番茄基因转化的转化率普遍

很低。叶志彪等[ 5]在番茄的基因转化过程中 ,通过三亲

交配法转化农杆菌 ,经过多次转化试验 ,子叶的平均转

化效率只有7.6%;汤福强等[ 6]在转化 ACC合成酶基因

及其反义基因时 ,子叶的再生频率分别达 9.8%和

12.7%。外源基因的转化率除了受农杆菌株型 、Ti质粒

的构建 、外植体的再生率 、筛选标记等因素影响外 ,还受

预培养和共培养时间、菌液浓度 、侵染时间及筛选方式等

转化操作的影响。基因转化确立后 ,可以通过调节预培养

和共培养时间 、菌液浓度 、侵染时间等方法来提高转化率。

2.1　预培养对转化率的影响

预培养可增强外植体对农杆菌侵染的承受能力 ,使

植物组织代谢活跃 ,细胞分裂旺盛 ,处于分裂状态的细

胞更容易整合外源DNA ,因而适当的预培养时间可提高
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外源基因的转化率;随着预培养时间的延长 ,外植体伤

口逐渐愈合 ,不利于农杆菌的侵染和 T-DNA 的转移 ,转

化率就会降低。
有研究表明番茄子叶不经过预培养阶段转化率为

7%,预培养1 d的转化率达 25%,随着预培养时间的延

长转化率逐渐降低
[ 7]
。但也有研究发现番茄子叶经预

培养后转化率反而会降低[ 8] ,他们认为 ,预培养后外植

体伤口减少 ,进入细胞的 T-DNA就少 ,从而导致转化率

降低。以上研究同样以番茄的子叶作外植体进行基因
转化 ,研究结果却不一致 ,其可能的原因是所用材料基

因型不同或取材时子叶的生长状态及其幼嫩程度不同。

因此外植体在转化前是否进行预培养以及培养时间的

长短问题要据不同基因型 、不同外植体 、外植体不同生
长状态及其幼嫩程度而定。

2.2　农杆菌菌液浓度和侵染时间对转化率的影响

农杆菌菌液浓度和侵染时间除了对外植体褐变有

很大影响外 ,对其番茄转化率的提高也有一定影响。这

都是由于外植体细胞受细菌毒害产生过敏反应 ,导致伤

口褐化 ,从而导致转化率降低的缘故。

申琳等
[ 9]
在 ACC 基因导入番茄时 ,采用 MS 培养

基将菌液稀释10倍 ,侵染时间为 5min ,外植体愈伤组织

形成和不定芽发生率得到了明显提高。曾黎琼等[ 10]以

番茄子叶为外植体进行侵染 ,发现当侵染时间超过
3min ,子叶在培养过程中就会逐渐死亡。并且菌液浓度

越高 ,外植体表面农杆菌繁殖越多 ,致使死亡率越高;菌

液浓度过低 ,则转化率降低。他认为菌液 OD600=0.1 、

侵染 1 ～ 2min转化结果较理想。
因此 ,农杆菌介导基因转化时菌液浓度和侵染时间

应视不同材料而定 ,并且在不影响转化率提高的前提下

尽量采用较低的浓度和较短的侵染时间。另外在一些
转化试验中 ,培养农杆菌时加入乙酰丁香酮 、羟基乙酰

丁香酮及植物细胞培养物来诱导 vir 基因的表达 ,也达

到了提高转化率的良好效果
[ 11-13]

。
2.3　共培养时间对转化率的影响

基因转化试验中 ,农杆菌的附着 、T-DNA的转移及

外源基因的整合都需要在共培养时期完成 ,所以农杆菌

与外植体的共培养这一过程在整个转化中非常重要。
一般来说 ,农杆菌侵染外植体后 ,在伤口处生长 16 h后 ,

才能完成 T-DNA的转移。因此 ,适当延长共培养时间

可以增加 T-DNA的转移率 ,提高转化率。随着共培养

时间的延长 ,转化率反而会下降 ,这是由于共培养时间
的延长使农杆菌在外植体表面过度生长 ,不但不利于以

后的除菌及抑菌培养 ,而且也使植物细胞受到细菌的严

重毒害 ,外植体的生长分化受到抑制。所以 ,在基因转
化过程中 ,共培养时间一般控制在16 ～ 24 h范围内。

2.4　其他因素

除以上因素外 ,延迟筛选对转化率的提高也有一定

的影响。延迟筛选是外植体经农杆菌侵染和共培养后 ,

先接种到抑菌培养基中培养一段时间再加入抗生素进

行筛选。它可以保证大部分已转化的细胞能够再生形
成转化体 ,不会因来不及表达被筛选掉。陆万香等[ 14]在

以农杆菌介导玉米几丁质酶基因导入甘蓝型油菜的研

究中 ,采用延迟筛选的方法提高了油菜下胚轴的转化

率。董娜等
[ 15]
在农杆菌介导反义油酸脱饱和酶基因转

化甘蓝型油菜时 ,延迟筛选 3、5、7 、9 d均比对照的绿芽

率高 ,其中延迟 7 d筛选的抗性芽率最高 ,达 9%。由此

可见 ,延迟筛选能提高抗性愈伤组织和不定芽的诱导

率 ,从而提高转化率。
基因转化时 ,由于细胞受到农杆菌的杀伤毒害作

用 ,加上一段外源基因的插入与整合 ,致使愈伤组织的

启动时间和不定芽的分化时间比单纯组织培养时明显

滞后 ,外植体分化能力也降低 ,所以外植体的植株再生
要比单纯组织培养时困难。因此有必要对培养基中激

素浓度与配比做适当调整[ 9] ,以尽快启动愈伤形成和不

定芽的发生 ,最终达到提高转化率的目的。
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