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　　摘　要:本实验设置基因型 、菌液浓度 、外植体部位和感染方法四个因素 , 利用发根农杆菌的

Ri质粒介导将 TMV外壳蛋白和 CMV 外壳蛋白基因按 L16(4
4＊23)正交表转化番茄。用共培养的

方法 ,诱导愈伤组织 , 经卡那霉素的抗性筛选 ,进一步培养得到转化再生的植株。经 PCR检测证明

目的基因已被导入。卡那霉素抗性愈伤组织频率的结果表明:不同品种不同菌液浓度的转化频率

存在着显著性差异 ,而外植体部位感染方法之间差异不显著。
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　　番茄病毒病是一种世界性病害 , 分布广 , 毒源种类

多 ,严重危害着番茄生产。 其中危害最严重的是 TMV

(烟草花叶病毒)和 CMV(黄瓜花叶病毒)。就 TMV 来

说目前我国栽培的大部分番茄品种都抗 TMV ,其中抗性

基因大部分源于强力米寿和 Manapal。因病毒株系是不
断分化的。所以抗性品种也需要不断更新。对 CMV 来

讲 ,由于缺失抗源而难以通过常规育种方法培育出抗

CMV 品种 ,因此将外源基因利用基因工程法导入现有番
茄品种 ,从而产生具有多抗性的番茄种质资源 , 这项工作

是重要而具有实际意义的。本实验利用发根农杆菌介
导 ,研究影响番茄遗传转化的因素 , 初步建立适合转基因

番茄的转化系统 ,为基因工程法创建番茄种质资源打下

理论基础并提供实践依据 ,为番茄生产提供有效的抗病
途径 ,同时寻求番茄育种上的新突破。

1　材料与方法
1.1　实验材料

菌种为发根农杆菌 R1000 ,内含 PBTC-8 质粒 , 该质

粒中含 TMV-cp 基因 CM V-cp基因和 NPT-II 基因。

植物材料为 P26组培大黄 P 118和 T093四个多代自交并遗

传稳定的番茄品种。

1.2　实验方法

1.2.1 　质粒检测　采用碱解法提取 , 在含溴化乙锭
0.8%的琼脂糖上 40V(伏)电泳 1h(小时), 紫外灯下观

察。
1.2.2　植物材料的准备　用四个品种饱满粒大的种子 ,

在超净工作台上用 95%酒精消毒 30s(秒),无菌水冲洗
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三遍 , 10%NaC1O浸泡 15-20min(分), 再用无菌水冲洗

三遍 , 播种于 2%琼脂蔗糖培养基上 , 25℃下培养 , 16h
(小时)光照 , 光照强度为 4000lux(勒), 8h(小时)黑暗。

9d(天)后 ,无菌条件下将无菌苗切成子叶 、下胚轴上部 、

中部和下部四段 , 预培养 24h(小时)后用于转化。
1.2.3　细菌菌株及培养　在超净工作台上 , 从 YEB 培

养平板上挑取单细胞克隆菌落 , 加入含有 Km 等三种抗

生素的液体 YEB 培养基上 , 再于 28℃条件下的摇床振

荡 24～ 36h(小时)后 ,用于感染。

1.2.4　外植体的转化及驯化　将外植体预先在 MS +
玉米素 ZT 2mg/ l(毫克/升)的培养基上预培养 1d(天),

然后按正交表(见表 I)所提供的处理进行感染。共培养
24h(小时),将外植体放入 Km 50mg/ l(毫克/升)+MS+

ZT 2mg/ l(毫克/升)的培养基上 , 用于诱导愈伤组织或不

定芽 , 并在感染 2h(小时)后 , 加入 Km 进行筛选 , 产生不
定芽到 2cm 左右 ,插入 MSO上诱导生根 , 生根后放入珍

珠岩中 , 浇 100 倍液体 MS 培养基 ,待苗壮后转入田间 。
1.2.5　PCR检测　按 SDS 法提取番茄总 DNA , 设计引

物进行 PCR扩增 , 95℃预变性 5min 后 , 加入 luTag酶 , 按
94℃、50s(秒), 55℃、60s(秒)、72℃、90s(秒)设置 35 个循

环 , 反应结束后 ,再含溴化乙锭 0.8%的琼脂糖凝胶上电

泳 1h(小时),紫外灯下观察。

2　结果与分析
2.1　转化频率的方差分析

番茄外植体从感染开始计算 , 两周后检测其在筛选
培养基上愈伤组织诱导频率。对照全部不能萌发并逐渐

死亡 , 而没加 Km 的培养基上的对照全部萌发。计算出

抗性愈伤组织的诱导频率(%)=萌发愈伤组织的外植体
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数＊100/感染的外植体数作为观察值 , 并将各因子相同
水平所对应的 T t相加 , 以公式 R=Tmax-Tmin 计算各

因子不同水平极差 ,同时进行方差分析和各因素及处理
组合间的差异显著性测验(表略),重复三次。

正交实验结果列表

组合 列号 重复

(16) 1 2 3 4 1 2 3

1 P26 下胚轴下部 5倍 浸泡 27.45 18.87 33.33

2 P26 下胚轴中部 10倍 浸泡 29.63 20.37 36.36

3 P26 下胚轴上部 15倍 穿刺 3.17 13.51 11.76

4 P26 子　　　叶 20倍 穿刺 47.62 12.5 50.00

5 P118 下胚轴下部 10倍 穿刺 10.00 18.42 17.86

6 P118 下胚轴中部 5倍 穿刺 25.00 19.05 13.64

7 P118 下胚轴上部 20倍 浸泡 0.00 0.00 0.00

8 P118 子　　　叶 15倍 浸泡 0.00 10.00 19.05

9 组培大黄 下胚轴下部 15倍 浸泡 20.00 26.23 20.90

10 组培大黄 下胚轴中部 20倍 浸泡 16.28 20.00 18.52

11 组培大黄 下胚轴上部 5倍 穿刺 25.00 22.58 25.86

12 组培大黄 子　　　叶 10倍 穿刺 20.83 26.83 16.00

13 T093 下胚轴下部 20倍 穿刺 12.5 11.76 10.42

14 T093 下胚轴中部 15倍 穿刺 0.00 0.00 9.09

15 T093 下胚轴上部 10倍 浸泡 25.00 18.18 17.24

16 T093 子　　　叶 5倍 浸泡 3.33 15.00 14.89

2.2　PCR检测结果

质粒含目的基因 , 具有 PCR 扩增带 , 转基因植株也

有扩增带 ,而非转基因植株无扩增带 , 证明目的基因已被

导入番茄。

3　讨论
3.1 实验所设置的四个因素中 ,基因型 、菌液浓度是主要

因素 ,外植体部位和感染方法是次要因素且转化频率差

异不显著。这说明通过发根农杆菌介导对植株转化频率
的影响主要与植株本身固有特性及农杆菌的浓度有关。

3.2　番茄不同基因型的转化率差异极显著 , 四个品种
中 ,以 P26最优。不同品种的转化频率存在差异可能与品

种对发根农杆菌的敏感程度有关。

3.3　不同的菌液浓度条件下转化频率差异极显著 , 在本
实验设计的浓度梯度中 ,以 10 倍转化诱导的效果最好。

3.4　在本实验中 , 最好的组合为组合 4 , 即品种为 P26 、

外植体部位为子叶 、菌液浓度为 20 倍 、采用穿刺法进行
感染。这与从正交实验上预测的最佳组合(P 26+下胚轴

下部+10 倍菌液浓度+穿刺法)不相符 , 故应进一步做
二者的比较实验。
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你知道吗?

树下积雪好处多

御寒防冻 , 由于雪层中含有充分的空气 ,是热的不良

导体 , 它即可防止土壤中的热量向外扩散 ,又能阻止冷空

气侵入下层土壤 , 使土壤中的温度较为稳定 ,对越冬果树
有防寒保温作用。培肥地力 , 空气中的氨气 、硫化氢 、二

氧化硫和二氧化碳等对果树有利的浮游气体能被雪水吸

收 , 融化后渗入土中 , 可提高土壤肥力 ,有利于果树补充
营养。蓄水抗旱 , 积雪不仅可以避免地面水分蒸发 , 而且

随着积雪的融化 , 土壤含水量明显增加 ,为果树春季萌芽
提供一定水分 , 提高抗旱能力。冻死害虫 ,融雪可吸收大

量溶解热 , 使土壤表层维持较长时间低温 ,致使潜伏在果

树残体上和在土壤表层越冬的害虫冻死 , 降低害虫越冬
基数 ,减轻危害。 促进生长 , 重水对植物生长有抑制作

用 , 而雪水中的重水含量要比善通水少 1/4 , 果树下的积
雪融化后可促进果树生长和发育。积雪厚度 , 一般要 30

厘米以上 , 宽度不小于树冠垂直投影所占面积。如果降

雪量小 , 可将果园或果树周围的雪收集起来堆积在果树
下面 , 或扫雪归园。
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