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摘 要 : 用 刀比 I璐切质粗丙A M BI A 1301 自旁环化后得到 T 一 DN A 区只含 G U S 基因的重

组质杜丙月如弘魁 301 一 G U S
,

通过液氮冻触法将质杜沐劫四认1301 一 G U S
,

丙A M BI A 1300 转

入农杆菌班认科 04 和 E H A 10 5 中
,

并对菊花进行叶盘共转化实脸
,

根据共培养 d3 后叶片中 G US
的瞬间表达及其德定共转化率

,

刹定了不同农杆菌菌株裕配及其不同浓度配比对共转化效率的

影响
,

结果表明
:
在两种农杆菌菌液浓度比为 1 , 1 时

,

其中 EH A l o s/ cP A M BI A 1300 与 E HA 105 /

丙A N BI IA 1301 一 G UrS 组合
,

共转化效率要高于其它菌株的组合
,

而在 E H A 10 5/ cP A M BI A 1300

与 E HA 10 5 /丙A州B[ I A 13 0 1一 G U S 组合中
,

两种菌液浓度比为 1 , 2 时共转化效率最高
。
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随着商业化植物转基因品种的不断出现
,

人们越来

越关注环境安全和食品安全问题
,

因为抗性选择标记及

其蛋白质产物并不是基因工程的目的产品
,

可能是有毒

或过敏的
,

对人类健康和生物环境造成一些负面影响
,

当转基因植株分化形成后
,

这些标记基因一般来说都是

多余的
,

并且还限制了多次重复转化
。

因此人们对培育

无选择标记的转基因植物的呼声越来越高
,

研究人员尝

试了各种去除选择标记的方法
,

其中共转化是一个简单

有效的方法
。

共转化的原理是将目的基因和标记基因单独组装

到两个质粒上
,

或一个质粒的两个不同 T 一 DN A 区段

上
,

然后共同转化受体细胞
,

由于二者可同时插人同一

细胞的不同染色体上
,

通过筛选和分子鉴定获得转基因

共整合的植株作为育种对象
,

在 lF 分离世代选择标记

基因和目的基因不连锁的植株作为育种对象
,

即可获得

仅含目的基因而不含标记基因的理想转基因株
.

这种

方法比较简单
,

适用于多种转化体系
,

但共转化频率要

高且共转化的】〕N A 在受体细胞中必须处于不连锁的位

点上
.

用于农杆菌介导的共转化又可分为三个途径
:
第一

种叫双 T一 DN A 法 (超级双元载体 )
,

即共转化是通过与

一个农杆菌菌株共培养完成的
,

该菌株只含有一个双元
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质粒
,

在其不同的 T一 D N A 上分别含有一个选择标记基

因及一个目的基因
。

oK am ir[ 月等在研究共转化时
,

构建

了分别含有抗生素基因和 G sU 基因的超级双元载体用

于水稻转化
,

共转化率达到 47 %
,

经后代的有性杂交筛

选
,

选择标记基因与目的基因约有一半能独立分离
.

第

二种叫双质粒法
,

即共转化是通过与一个农杆菌菌株共

培养完成的
,

该菌含有两个不同的双元质粒
,

分别含有

一个选择标记基因及一个目的基因
。

用不同双元载体

质粒上分别带有 即 tII 和 G US 基因的农杆菌菌株共培

养油菜和烟草
,

经卡那称素筛选出 34 株油菜和 100 株烟

草
,

其中表现出 G U S 活性的分别为 21 株和 52 株
。

油菜

和烟草的共转化率分别为 62 %和 52 %
,

其中共转化株的

后代植株中只表达一个基因的机率分别为 40 %和 58 %
。

这表明两个不同的 T 一 ND A 擂人到不同位点图
。

第三

种叫双菌法
,

不含选择标记基因和含选择标记基因的两

个农杆菌菌株共培养
,

通过选择标记基因来进行转化植

株的筛选
,

然后共转化株通过有性杂交分离出无选择标

记基因的转基因植株
,

uB
c牙3〕用此方法转化拟南芥和烟

草获得 18 %的共转化率
。

试验是将质粒 丙A M BI 叭13 00 和丙A州旧IA 13 0 1一

G UrS 导人农杆菌 址认4 404 和 E H A 105 中
,

对菊花进行

叶盘共转化
,

以此来研究农杆菌不同菌株搭配及不同浓

度配比对共转化的影响
。

1 材料与方法

1
.

1 材科与试剂

试验选用的两个地被菊品种
`
北林黄

’

和
`

铺地金
’

取自北京林业大学胖龙温室
,

取茎尖
,

用 自来水冲洗

10~ 15而
n ,

7 0% 乙醉浸泡 2 0 ~ 3 0 5 ,
0

.

1%升汞消毒

3
.

5而 n ,

无菌水洗 3~ 4 次
,

接种于 12/ M S 培养墓上诱导
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茎尖腋芽萌发
。

2d0 后接种无菌茎段于生根培养基获得

无菌苗
,

取 20 ~ 25d 无菌苗中上部生长健壮
、

均匀一致的

幼嫩叶片经 2d 预培养后进行共转化实验
.

根癌农杆菌

址认4 404 及 E H1A 05 由本实验室保存
.

丙月此认1300

和 丙入M BI A 13 OI 植物表达载体由 A u s云al i a C A M BI A

组织惠赠
,

实验所用的 DN A 限制性内切酶及 DN A

皿 ker 均购自毛抽 ar 公司
,

抗生素主要生化试剂购自上

海上海生工
,

引物由北京奥科生物技术公司合成
,

其它

试剂为国产分析纯
,

购自北京生化试剂公司
.

1
.

2 培养基

预培养基
:

M S+ 6一 B A I
.

s gm / L + N九知
.

6 n

树 L +

蔗糖 30 % + 琼 脂 0
.

55 写
,

共 培养 基
: M S + N A A

。
.

6 n堪 / L+ 蔗糖 30 纬+ 琼脂 。
.

55 %
, p H S

.

4
,

分化筛选培

养基
:

M S+ 6一 BA I
.

5吨 / L + N九叨
.

6吨 / L + 蔗糖

30 % + 琼 脂 。
.

55 % + 头 抱 霉 素 400 grn / L 十

潮霉素 10 11堪 / L
,

生根蹄选培养基
:

1 / ZM S + 头抱祥素

40 On堪 / L+ 潮禅素 1 0m酬L
,

悬浮培养基
:

液体 M S
,

比
培养墓

:

10 岁L N a
C I

,
5岁 L醉母提取物

,

10以 L 蛋白陈
.

1
.

3 双元载体

用 刀沁I酶切质粒丙 A M田 A 13 o l 后自身环化得到

T一 D N A 区段只含有 G U S 基因的载体 丙刊M BI A

130 1一 G UrS
,

丙劫超认13。。 的 T一ND A 区段只含有饰 t

基因
,

(图 1) 液氮冻融法将 丙A M BI A 1 301 一 G U S
,

丙劫四认 1300 导人 班认 44 04 及 E H A 105 中
.

35 5 Pm O U旧 n O S

RB 比
p C AM B I A 13 00 PC A M B IA I 30 1

一 G US

圈 l 用于共转化的两个皿位 T 一D N A蜻构城

1
.

4 农杆菌介导的共转化

将超低温保存的菌株接种于含 50 n
喇 L 卡那霉素

和 30 11艰 / L 利福平的固体培养基中活化后
,

挑取单菌落

接种到 5而
J

含 SOn

喇 L 卡那霉素和 30 叫 / L 利福平的

液体 BL 培养基中于 28 ℃振荡培养过夜
,

第 d2 按 1%接

种量转接人 50 n止含 50 rl艰 / L 卡那霉素的液体比 液体

培养基中
,

28 ℃继续培养 6~ s h 至 O D为 0
.

6 时
,

将两种

菌液分别按 1
:

2
、

1
,

1 和 2 , 1的体积比相混合并离心
,

收集菌体并重悬于适量的液体 h侣 培养基中至 O D 为

0
.

5
。

将预培养过的叶片放人液体 M S农杆菌悬浮液中

浸泡 10 而
n ,

然后里于无菌纸上吸去多余菌液
,

随即转移

到共培养基上 24 ℃~ 26 ℃黑暗条件下共培养 d2 转入筛

选培养基中
,

每隔 3 d0 更换一次培养基
,

待抗性芽生长

至约 Zmr 时
,

转人生根筛选培养基中
.

1
.

5 转基因植株中 G US 活性检测

转化组织的 p一葡萄糖昔酸活性的检测参照 J E F
.

FE R S ON 的方法 [’j
。

每个处理随机取 巧 个叶片放人

G US 染色液中
,

置于 37 ℃温度过夜染色
,

染色后的组织

用 70 写的乙醇脱色
,

检测转化率
,

同时设且阴性对照
。

1
.

6 菊花转化效率的计算

菊花叶片与农杆菌共培养 3d 后用无菌滤纸吸干直

接用于检测 G U S 基因的瞬时表达
,

瞬时表达率为有

G U S 瞬间表达的叶片数与农杆菌共培养叶片数之比
,

稳

定共转化率用于计算不同菌株浓度配比下抗性芽中含

有目的基因的频率
,

叶片与农杆菌共培养 3d 后
,

在含潮

霉素的选择培养基上进行分化筛选和生根筛选
,

取部分

抗性植株叶片进行 G UrS 组织化学染色
,

稳定共转化率

为有 G U S 表达的独立转化株系与所有分化出的独立转

化株系之比
.

1
.

7 转基因植株的 P C R检侧

抗性植株叶片按 C l人B 法困 提取植物基因组

D N A
,

用于 G UrS 基因扩增的引物分别为 lP
: G G G A l℃

C八T CG C A GC G T A IA右 .
PZ

: GC C G A C A GC A GC

AG T 飞丁C 八T C
。

可以扩增出 56 3 bp 的片段
。

·

PC R反应

条件为
: 94 ,C

,
5而

n . 9 4 ,C
,
3o sce

,
60 ,C

,

4 5s ec
,
72 ,C

,

l而n ,

3 0个循环
,
72 ,C

,
10而

n .

2 结果与分析

2
.

1 不同菌株搭配对双菌法共转化效率的影响

2
.

1
.

1 对 G UrS 基因瞬时表达率的影响 以
`

北林黄
’

和
`

铺地金
’
叶片为材料

,

分别与 3 对不同的农杆菌菌株组

合在浓度比均为 1 , 1 的情况下进行共俊染
,

共培养 d3

后进行 G UrS 化学组织染色
,

在部分共培养的叶片上可

以着到明显的蓝色
,

据此统计 G U S 瞬时表达率
,

其结果

于表 1
.

由表 1 中数据可看出
,

在用 E H A l o s/ cP A M

B UU 30 。与含丙A M B] A[ 1 301 一 G UrS 载体的不同菌株搭

衰 1 不同农杆 , 蔺株描配对共培养后叶片中

G U S瞬间表达率的影响

不同农杆曲翻株描配

E H幻 0 5 /试沪洲旧叭】300

品种
共培养

叶片数

G U S+

叶片数

C U S瞬间

表达率

%%纬%%沁写%%
门矛巴é 11自00曰 J,确匕,曰0...455156.35..4339..4742.45

,二,二,自,曰O甘
.
二口口O丹1
..1亡J̀,O甘空U,曰,

口J,,曰口O909018090901809090180

EH幻05 /试冰M班月 30 1一 G U S

E H拟05 /试冰州曰人】300

U认钊04 /阅灿朋认】301 一 G U S

U认材 04 /试沪剐旧认】300

皿

E H扣 05 /试洪M曰肛 30 1一 G U S

北林黄

铺地金

合计

北林黄

铺地金

合计

北林黄

铺地金

合计
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配的情况下
,

不同组合间 G UrS 瞬间表达率有一定的差

异
,

且在两个品种中有类似的趋势
。

E H IA OS/ cP A M
-

BI 1A 30 。 :
E H iA 05 /丙A M BI A 130 1一 G U S 菌株搭配的

G U rS 瞬间表达率最高
,

两个品种中分别为 56
.

7写和

4 5
.

5%
,

址认 440 4 /丙A M BI A 1 300
:

E H A l o s /丙A M
~

B IA 13 01 一 G sU 搭 配 的 G UrS 瞬 间 表 达 率其 次
,

E H A 10 5 /丙A M BI A 1300 , 1卫A 4 40 4 /丙A M B] A 13 0 1一

G UrS 搭配的最低
,

但 2个品种也有一定的差别
.

2
.

1
.

2 对稳定共转化效率的影响 将上述 2
.

1
.

1 中经

与不同组合的农杆菌共培养后的叶片转人含 10 11艰 / L 潮

霉素和 400 现 / L 头抱霉素的筛选培养基上进行选择培

养
,

产生的抗性芽转人新鲜的含 10明 / L 潮霉索的生根

筛选培养基上进行筛选培养
,

取部分生根苗的叶片进行

G U S组织化学染色
,

在部分抗性植株叶片中可以看到明

显的蓝色
,

说明在这些抗性植株中同时有 G U S 基因的

整合与表达
,

据此
,

统计获得共转化率
,

结果列于表 2 中
.

衰 2 不同农杆菌菌株搭配对共转化效案的影响

热丝?.X4不同农杆蔺曲株拼配

n 认1喇丙筋皿月翔

抗性植株中有阴 S 分化出的独立

襄达的独立株系 转化株系

4
.

1%

4
.

4%

3
.

4%

统计 G UrS 瞬时表达率
,

其结果见表 3
,

从 G UrS 瞬间表达

结果可看出
, `

北林黄
’

在浓度比为 1 , 2和 1 , 1时的

G U S 瞬间表达率比较接近
,

在浓度比为 2 , 1时较低为

23
.

3%
, `

铺地金
’
以浓度比为 1

,
2 时的 G UrS 瞬间表达

率最高为 52
.

2%
,

因此综合两个品种而言
,

浓度比为

1 , 2时 G UrS 瞬间表达率最高
,

达到 55
.

6%
,

而在浓度比

为 2
:

l 时最低
,

仅为 26
.

1%
,

究其原因
,

可能与菌液中

E H A 10 5/ 丙 AN田 IA 13 01 一 G US 的浓度有关
。

将共培养

后的叶片进行抗性筛选
,

分化出的小苗叶片进行 G sU
组织化学染色

,

统计共转化率
,

由表 4 可以看出
,

在
`

北林

黄
’

和
`

铺地金
’

中
,

当以菌株 E H A 105 /丙A MBI 人 1300 和

E H1A 05 /丙灿超认 130 1一 G UrS 搭配时在浓度比为l , 2

时
,

稳定共转化率最高
,

浓度比为 l , 1时其次
,

而浓度比

为 2 : 1时共转化率较低
。

裹 3 农杆菌 EH A l o s /丙 A拟B[ IA 1300 和 EH A l o s /丙A M
-

BI1A 30 1一 G U S 不同浓度配比 G UrS 瞬间表达率的影晌

不同浓度比 品种 共培养叶片数 G US+ 叶片数 GsU 瞬间表达率
l , l 北林黄 90 5 1 5 6

.

7%

铺地金 90 4 1 4 5
.

5%

合计 一8 0 9 2 5 1
.

1%

l , 2 北林黄 90 5 3 58
.

9写

铺地金 90 4 7 5 2
.

2%

合计 一8 0 100 5 5
.

6%

2 · 1 北林黄 90 2 1 2 3
.

3河

铺地金 90 2 6 28
.

9环

合计 l 8() 4 7 2 6
.

1纬

衰 4 农杆菌 E H A 105 /丙 A拟B[ IA 1300 和 EH iA 05 /沐A M
-

曰户d 30 1一 G U S 不同浓度配比对共转化率的影晌

%%盯月叮几叮刀O
口份̀月尹.,曰品O乞乳.3屯民

“”璐”34““24龙

口认】咐目伽毗】301一 C场
公认】肠 /刃叼琳 1翔

l

比拟4叫目伽毗】30 1一 C咙

U认 44叫 /成灿佃叭】3的

.

目认 1叼刃伽琳 1加l一 C斑

北林贫 4

. 地金 3

合计 7

北林价 l

. 地金 l

合计 2

北林黄 2

甘她金 l

合计 3

由表中数据可知
,

在
`

北林黄
’

中以 E H A 10 5 /试汰M
~

B I1A 300
:

E H1A 05 /丙灿迎认 1301 一 G UrS 菌株搭配的

共转化率最高
,

为 4
.

7%
.

而在
`

铺地金
’

中以 日田认40 4/

丙A州B[ 】A 1300 , EH似0 5 /试洪州圈叭 130 1一 G UrS 菌株

搭配的共转化率最高为 4
.

2%
,

综合在两个品种上的表

现来讲
,

以 EH iA o s/ 试洪州B[] 叭 1 300 , E HA 105/ 试汰M `

B IA 1301 一 G U S 菌株搭配的共转化率最高为 4
.

4%
,

以

E H户以0 5 /丙A M BI A 1300
,

U认 4 40 4 /浑灿此认 13 0 1一

G U S 菌株搭配的共转化率最低
,

为 3
.

2%
.

2
.

2 农杆菌不同浓度配比对双菌法共转化效率的影响

根据 2
.

1
.

2 的结果在所用共转化菌种浓度比均为

1 , 1的情况下
,

以同一菌株 E H A 105 分别携带不同质粒

丙劫旧认 1300 和丙A M BI A 13 o l一 G U rS 时的共转化效

率最高
,

因此在研究用于共转化的两种菌株不同浓度配

比对共转化效率的影响时
,

采用了这一组合进行
.

以
`

北林黄
’

和
`

铺地金
’

叶片为材料
,

以农杆菌

E H A 105 /丙川姻弘魁 300 和 E H A 1 0 5 /丙AN B[ 认 130 1一

G US 在浓度比分别为 l , 2
、

1 , 1和 2
,

1 的 3种配比下

对叶片进行共侵染
,

共培养 d3 后进行 G U S 化学组织染

色
,

在部分共培养的叶片上可以看到明显的蓝色
,

据此

不同农杆曲

曲株搭配
品种

扰性植株中有 GsU 分化出的独立 共转

表达的独立株系 转化株系 化率
l ! 1 北林黄 4 85 4

.

7 %

铺地金 3 73 4
.

1 %

合计 2 15 8 4
.

4 %

l · 2 北林黄 3 32 9
.

4 %

铺地金 3 46 6
.

5%

合计 6 78 7
.

7 %

2 :
1 北林黄 1 27 3

.

7 %

铺地金 1 36 2
.

8%

合计 2 6 3 3
.

2%

2
.

3 抗性植株 G U S基因的 PC R检测

在用于分析的独立转化株系中
,

部分单株的基因组

D N A 能特异的扩增出 5 6 3bp大小的片断
,

与阳性质粒对

照完全相同
,

而绝大多数的单株中未扩增出 G U S 基因

片段
,

在未转化植株总 D N A 中也没有扩增出 G sU 片段

(图 2)
,

这一结果与抗性植株的叶片 G U S 组织化学染色

结果基本一致
。

说明在部分潮霉素抗性转化植株中
,

G U rS 基因与 h tP 基因发生了共转化
.

3 讨论

共转化法做为一种去除选择标记的方法与转座

子 [卜 ,〕 、

同源重组 [ ,
, ` o〕 、

位点特意性重经
, `一 ’ `〕等系统相

比
,

更加简单易操作
,

ibE
n

~ 等人认为共转化行为受到

2 0 8
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0000心J O呢口0,奋̀JZ

,.压

M D L2 00 0 D N A m ar k
e r

1质粒阳性对照
2未转化植株印

P C A M B IA 130 1一 GU S

行对照
3
一

5为G US阳性植株

圈 2 部分抗性植株的总 D N A的 PC R检侧

植物材料
、

农杆菌菌株类型
、

组培状态等因素的影响
。

用双菌法或是单菌法
,

哪种共转化效率更高
,

目前并无

定论
,

要想获得较高的共转化率必须要有较高的再生

率
,

并且擂人的 T 一 D N A 处于不连锁的状态
,

氏 皿沉k

用双菌法转化油菜时共转化率达到了 56 写~ 85 %
,

而试

验通过不同农杆菌种类的组合以及不同浓度的搭配对

菊花叶片进行共转化
,

当使用同一菌株 E H A 105 时获得

了最高共转化率为 9
.

4%
,

可能是因为它对菊花的浸染

能力更强
,

当使用同一菌株时
,

不同浓度的搭配对共转

化率也有重要影响
。

在前人的报道中一般都采用
l :

l1[ 卜川
,

而试验中 1 : 2共转化率最高
,

初步说明含有

目的基因的载体浓度越高
,

共转化率越高
,

但是共转化

率与不同浓度的变化具体如何相关
,

以及植物细胞与农

杆菌的相互作用还有待更深人的研究
.
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