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　　摘　要：为建立优化的番茄外源基因转化体系，提高番茄的外源基因转化率，以番茄叶盘预
培养时间和农杆菌与番茄叶盘的共培养温度、共培养时间为试验要素，摸索相对适宜的预培养及
共培养的时间和温度范围，其余操作按常规步骤进行。结果表明：农杆菌与番茄叶盘的预培养适
宜时间为２７℃下３２～４８ｈ；农杆菌与番茄叶盘的共培养的最适宜条件是：２２～２４℃下暗培养
４８ｈ。
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　　番茄以其营养丰富、风味独特而成为全世界栽培最
为普遍的果菜之一。番茄栽培过程中常因病虫害的发
生影响果实品质和产量，其中番茄病毒病是番茄的主要
病害之一，发生普遍、危害严重。我国南北各番茄产区
均有发病，其发病率轻者为３０％、重病区高达７０％～
１００％，严重时可使整个地区失收［１－２］。防治番茄病毒病
目前尚无有效的药剂［３］，主要措施是通过培育抗病品
种。传统育种在番茄抗病毒病方面效果往往周期较长，
效果不显著。生物技术的应用特别是基因工程在番茄
抗病毒病育种中得到了广泛应用，取得了显著成绩。根
癌农杆菌介导的基因转化系统是目前研究最多、理论机
理最清楚、技术方法最成熟的基因转化途径。与其它基
因转化体系相比，具有很多突出的优点［４－７］。由于品种
间对转化体系的自身差异，故在转化之前首先进行针对
性的转化试验，从中筛选最优化体系是必要的。该研究
以番茄叶盘预培养时间和农杆菌与番茄叶盘的共培养

温度、共培养时间等差异较显著的转化条件为试验要
素，其余转化条件按常规步骤进行。摸索相对适宜的预
培养及共培养的时间和温度范围。

１　材料与方法
１．１　试验材料
番茄种子：牡丹江市售；含ＣＭＶ－ｃｐ基因的载体农

杆菌ＬＢＡ４４０４，由黑龙江省烟草科学研究所中心实验室
提供；试验用试剂为国产分析纯。

１．２　试验仪器
ＰＴＣ２００热循环仪（美国 ＭＪ公司）、日立Ｚ－３０００紫

外分光光度仪、美国ＢＥＣＫＭＡＮ高速冷冻离心机、无菌
操作台、水浴锅、天平、电泳仪、培养箱等。

１．３　试验方法
试验针对根癌农杆菌介导的基因转化过程中，番茄

叶盘预培养时间和农杆菌与番茄叶盘的共培养温度、时
间为试验要素。按每１℃１个梯度，从２１～２４℃分别设
计４个共培养温度，每个共培养温度下交叉设计１～４ｄ
４个共培养时间；同时外植体预培养时间按４ｈ为１个
梯度从０～５６ｈ分别设计１５个处理。其余条件按常规
操作程序处理。即：农杆菌浸泡叶盘时间按５ｍｉｎ计，诱
导愈伤组织及芽分化的培养基为 ＭＳ固体培养基。卡
那霉素培养基作为筛选转化芽的选择培养基。初期为
５０ｍｇ／Ｌ的继代培养加大选择压力到１００ｍｇ／Ｌ，目的在
于筛选掉非转化的细胞愈伤组织产生的分化芽。

１．３．１　番茄外植体预培养条件优化　番茄外植体预培
养：按预培养试验设计的０～５６ｈ内的１５个时间梯度，
每过４ｈ取无菌番茄幼苗叶片，剪成四周有伤口的叶盘，
正面朝上摆在有 ＭＳ固体培养基（含ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ＋
ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ）的培养皿上，每次做２盘培养皿，每皿５
片番茄叶盘，放入培养室内２７℃光照预培养，共３０盘培
养皿。番茄转化：含ＣＭＶ－ｃｐ基因的工程菌ＬＢＡ４４０４活
化后，菌液 ＯＤ６００＝０．３～０．７时，用ｌＭＳ培养液替换
ＹＥＢ培养液，开始转化。无菌操作台中将１５个时间梯
度的预培养的番茄叶盘分别浸入工程菌ＬＢＡ４４０４中，

５ｍｉｎ后倒出菌液，用含ＭＳ培养液（含ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ＋
ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ）无菌卫生纸覆盖，放入培养箱２２℃暗培
养３ｄ后转入选择培养基中（ＭＳ固体培养基，含ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ、ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ、卡那霉素５０ｍｇ／Ｌ、头孢５００
ｍｇ／Ｌ），伤口与培养基充分接触，２７℃下，光照培养。结
果调查：培养７～８ｄ后记录各叶盘形成愈伤，１０～１５ｄ
记录分化芽，分化芽长到０．５ｃｍ左右换新选择培养基
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（ＭＳ固体培养基，含ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ、ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ、卡那霉
素１００ｍｇ／Ｌ、头孢５００ｍｇ／Ｌ）继代培养。继续定期观察
叶芽的变化，记录叶芽黄化情况，根据黄化结果计算转
化率。
转化率（％）＝未黄化的叶芽数／叶芽总数×１００％。

１．３．２　番茄外植体与工程菌共培养条件优化　番茄外
植体与工程菌共培养：根据１．３．１筛选结果，重新剪取无
菌番茄叶盘，预培养４４ｈ后转化，转化方法同上，共培养
条件从２１～２４℃分别设计４个共培养温度，每个共培养
温度下交叉设计１～４ｄ４个共培养时间，共计１６盘试
验培养皿；每盘材料达到试验要求后分别转至选择培养
基中（ＭＳ固体培养基，含ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ、ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ、卡
那霉素５０ｍｇ／Ｌ、头孢５００ｍｇ／Ｌ），伤口与培养基充分
接触，２７℃下，光照培养。试验结果调查：同上。

１．４　数据处理
待全部数据记录并整理结束，采用Ｅｘｃｅｌ作图，ＤＰＳ

软件进行统计分析。

２　结果与分析
２．１　外植体不同预培养时间的比较
从图１可看出：预培养时间对基因转化率的变化有

明显影响。从３２～４８ｈ预培养条件下（处理９、１０、１１、

１２）转化率明显比其它时间段的转化率高。且差异极显
著（表１），以４４ｈ预培养条件转化率达最大值３４．５２％。

图１　转化率与番茄外植体预培养时间之间关系

　　表１　不同预培养时间对转化率影响差异显著性
处理 ５％显著水平 １％极显著水平
处理９ ａ Ａ
处理１２ ａｂ　 ＡＢ
处理１０ ａｂ　 ＡＢ
处理１１ ｂ Ｂ
处理７ ｃ Ｃ
处理８ ｃｄ　 ＣＤ
处理３ ｄ Ｄ
处理１３ ｄ Ｄ
处理２ ｅ Ｅ
处理１４ ｅｆ　 ＥＦ
处理１ ｅｆｇ　 ＥＦ
处理５ ｅｆｇ　 ＥＦ
处理４ ｆｇｈ　 ＦＧ
处理６ ｇｈ　 ＦＧ
处理１５ ｈ Ｇ

２．２　番茄外植体与农杆菌共培养温度、时间对转化率
的影响

图２显示，在２１℃条件下番茄外植体与工程农杆菌
无论共培养时间长短，转化均不理想；在２２℃条件下，适
宜的共培养时间为４８～９６ｈ，以７２ｈ的转化率最高，达
３３．６％；在２３℃条件下，适宜的共培养时间为４８～７２ｈ；
在２４℃条件下，适宜的共培养时间为４８ｈ；随着温度的
升高可适当缩短共培养时间，表现出明显的规律性。

图２　番茄外植体与工程农杆菌共培养时间

　　及温度对转化率影响

　　从表２可知，番茄外植体与工程农杆菌共培养温度
对转化率的影响差异极显著（Ｆ＝７．７５２，Ｐ＝０．００７３＜
０．０１）；番茄外植体与农杆菌共培养时间对转化率的影响
同样差异极显著（Ｆ＝７．６７１，Ｐ＝０．００７５＜０．０１），当２种
因素同时交互作用时对转化率的影响更是差异极显著

（Ｆ＝１１．９３，Ｐ＝０．００００＜０．０１），说明不同共培养温度和
不同温度下的共培养时间对转化率有极显著影响。

　　表２　　　不同共培养温度、时间对转化率

　　影响的差异显著性
方差分析表（随机模型）

变异来源 平方和 自由度 Ｆ值 显著水平

Ａ因素间（温度） １　６８２．４　 ３　 ７．７５２　 ０．００７３

Ｂ因素间（湿度） １　６６４．７　 ３　 ７．６７１　 ０．００７５

Ａ×Ｂ　 ６５１．０　 ９　 １１．９３　 ０．００００

误差 ２９０．９　 ４８

总变异 ４　２８９．１　 ６３

３　结论
通过试验及对数据的统计分析，初步得出结论：番

茄叶盘预培养时间以２７℃条件下３２～４８ｈ为最佳；而农
杆菌与叶盘的共培养在４种温度下，以２２～２４℃条件较
适宜。其中２１℃条件下共培养叶盘转化率均较低，说明
２１℃条件不利于工程菌质粒上的Ｔ－ＤＮＡ区向番茄基因
组的转移。而２２～２３℃条件下转化率最高，表现出明显
的规律性。即随温度的升高共培养时间可适当减少，为
了便于操作，适宜条件应选择在２２～２４℃条件下共培养
４８ｈ。可获得相对较高的转化率，初步证实了筛选适宜
转化体系的必要性，为外源基因的转化提供了理论依据。
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薹菜的花粉形态及其演化和分类的探讨

宋 廷 宇１，吴 春 燕１，宋 述 尧１，何 启 伟２，徐 苑 芳３
（１．吉林农业大学 园艺学院，吉林 长春１３０１１８；２．山东省农业科学院 蔬菜研究所，山东 济南２５０１００；

３．济南北方农艺科学研究所，山东 济南２５０１００）

　　摘　要：利用扫描电镜对４个薹菜的花粉形态进行了系统观察和比较分析。结果表明：在
４个薹菜品种中‘南京小叶’薹菜的极轴最长，‘花叶薹菜’的极轴最短；品种之间赤道轴的长短差
异不明显。花粉形态较为单一，均呈长球形，萌发沟较长，属于Ｎ３Ｐ４Ｃ５ 型花粉。４个薹菜品种的
花粉壁表面均具有清晰的网状纹饰，但网脊宽窄不一，不同品种间网脊的宽窄及网孔大小、形状
等特征存在一定的差异。通过聚类分析表明‘南京小叶’薹菜和‘麻叶黑菜’亲缘关系较近，‘京研
薹菜’其次，而‘花叶薹菜’单独聚在一起。花粉特征与表型特征之间存在一定相关性，具有重要
的分类学意义。
关键词：薹菜；花粉形态；演化；分类
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　　薹菜（Ｂｒｕａｓｓｉｃａ　ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ　Ｌ．ｓｓｐ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ　Ｍａｋｉｎｏ
ｖａｒ．ｔａｉ－ｔｓａｉ　Ｈｏｒｔ）原产于中国，是我国黄淮地区的地方
特产蔬菜之一，尤以山东和江苏等地种植较多［１］。目

前，薹菜一直被认为是十字花科芸薹属芸薹种白菜亚种
的一个变种［２］，但是由于长期的自然选择和人工选择，
薹菜品种类型变异较大，亲缘关系比较复杂。而当前针
对薹菜的研究尚少，影响了薹菜的利用。因此，对薹菜
的演变、进化和分类进行研究是十分必要的。
植物的花粉形态特征是其在长期的进化过程中不

断演化和发展形成的，带有大量的演化信息，它是由基
因控制的，受外界环境条件的影响很小，具有很强的遗
传保守性和稳定性，是探讨植物起源、演化及亲缘关系
的重要依据之一［３］。因此，该研究在对收集的２９份薹
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