
黑龙江农业科学 2008(3):5 ～ 7
Heilong jiang Ag ricultural Sciences

生物技术

5　　　　 　黑龙江农业科学

利用农杆菌介导的共转化法获得转基因水稻

刘永巍 ,田红刚 ,孟巧霞 ,孟昭河 ,李春光 ,张景龙

(黑龙江省农垦科学院水稻研究所 ,佳木斯 154025)

摘要:以水稻粳稻品种空育 131、垦稻 12 为材料 , 用农杆菌共转化的方法将质粒 p1300 和 p13W8 导入受体材料。

结果显示:两种混合共转化菌液按体积比 1∶1 时共转化效率最高 , 植株转化效率达 4.08%和2.63%。将转化植

株进行 PC R鉴定 , 13 株转基因植株均能检测到质粒 p1300 的信号 , 4 株检测到质粒 p13W8 的信号 , 反义蜡质基

因的阳性株占转基因植株总数的 30.77%。
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Transgenic Rice Plants Obtained by Agrobacterium-mediated
Co-transformation Method
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(Rice Research Institute of Land Reclamation Academy of Hei long jiang Province , Jiamus
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Abstract:Both of the plasmid p1300 and plasmid p13W8 were introduced into J aponica Rice Kongyu 131 by

Agrobacte rium-mediated co- transfo rmation , the same tw o plasmid were introduced into Kendao 12 by the same

way.The results show ed tha t the co- transfo rmation efficiency w as highest when tw o kinds of Ag robacterium w as

1∶1 vo lume , and the co-t ransfo rmation efficiency we re 4.08% and 2.63%, re spectively.The t ransfo rmed plants

we re sc reened by PCR method , specific fragments o f plasmid p1300 could be screened in 13 transgenic lines , spe-

cific fragments o f plasmid p13W8 could be screened in 4 transgenic lines.Positive Antisense-Waxy Gene plants

we re 30.77% of all transfo rmed plants.
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　　高等植物的基因组一般是由上万个基因组成并

由这些基因控制着他们的生长 、发育及形成各种农
艺性状(产量 、质量及各种抗性等)。过去长期以来 ,

通过基因工程技术 ,应用 1 或 2 个基因可以定向地

改良某种性状 ,然而这远远不能满足育种家们的培
育高产 、优质 、抗病虫害 、抗逆境等具有多个优良性

状的作物品种的愿望[ 1-3] 。因而 ,近年来 ,应用 3 个

或 3个以上的基因对农作物进行改良称之为农作物

改良的多基因策略成为必须。

农杆菌介导转化法是目前获得转基因植物的主

要方法。用于农杆菌共转化的载体类型较多 ,就目

前己有报道的可分为 4种:第一种称为双 T-DNA

双元载体(又叫超双元载体),这种质粒载体上含有
两个分离的完整 T-DNA 区 ,目的基因与选择基因

分别位于两个 T-DNA 区内 。第二种称为双右边界

双元载体 ,这种载体与超双元载体的区别在于它只
有一个左边界 ,整个结构为第一个右边界—选择基

因 —第二个右边界 —目的基因—左边界。第三种为

双菌株双载体法 ,即将目的基因和选择标记基因分
别构建在两个双元载体的 T-DNA 区上 ,再分别导

入农杆菌的不同菌株 ,然后同时用于转化 。第四种

是单菌株双载体法 ,即将分别含有目的基因和选择
标记基因的两个质粒载体导入同一农杆菌菌株中 ,

再用于转化 ,此技术对载体的要求较高 ,一般很少

使用
[ 4-7]

。
在农杆菌共转化系统中 ,双菌系共转化有其独

到的优点:构建简单 ,容易推广 ,较少带有质粒 DNA

序列 ,潜在的副作用较小等 。
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1　材料与方法
1.1　材料

供试水稻粳稻(Oryz a sat iva L .Sub.J aponi-

ca)空育 131 、垦稻 12 均由本研究所生物育种室提

供。p13W8质粒含有反义蜡质基因 , p1300 含有潮

霉素抗性基因。质粒均由中国科学院上海植物生理

研究所遗传因子研究组构建并提供 。
1.2　培养基

愈伤组织诱导培养基:N 6 +2 ,4-D 2 mg·L-1 +

KT 0.5 mg· L-1 +NAA 0.5 mg· L-1 +水解酪蛋

白 0.5 g·L-1 +蔗糖 30 g·L-1 +琼脂粉 8 g·L -1 ,
pH5.8。

共培养培养基:N 6 +2 ,4-D 2 mg·L-1 +水解酪

蛋白 0.5 g· L-1 +蔗糖 30 g ·L-1 +葡萄糖 10 g·

L
-1
+琼脂粉 8 g· L

-1
+乙酰丁香酮 100 μmol·

L-1 ,pH5.2 。

筛选培养基:N 6 +2 , 4-D 2 mg· L
-1
+KT 0.5

mg·L-1 +NAA 0.5 mg·L -1 +水解酪蛋白 0.5 g·

L-1 +蔗糖 30 g·L-1 +琼脂粉 8.0 g· L-1 +潮霉素

(第一次筛选时加 25 mg·L
-1
;第二次筛选时加 50

mg·L
-1
)+羧苄青霉素 500 mg·L

-1
,pH5.8。

预分化培养基中:CC 大量+M s微量+CC 有

机+甘露醇 33.6 g· L
-1
+6-BA 0.5 mg · L

-1
+

NAA 0.5 mg·L-1 +KT 0.5 mg·L-1 +2 ,4-D 1 mg

·L
-1
+蔗糖 30 g· L

-1
+琼脂粉 8 g·L

-1
+潮霉素

25 mg·L-1 +羧苄青霉素 300 mg·L-1 , pH5.8。

分化培养基:MS +6-BA 2.0 mg · L-1 +KT

0.5 mg·L
-1
+水解酪蛋白 0.5 g·L

-1
+蔗糖 30 g·

L-1 +琼脂粉 8.0 g·L-1 +潮霉素 25 mg·L-1 +羧

苄青霉素 300 mg·L
-1
,pH 5.8。

生根培养基:M S +M et 1.0 mg · L-1 +NAA

0.5 mg·L
-1
+水解酪蛋白 0.5 g·L

-1
+蔗糖 30 g·

L-1 +琼脂粉 8.0 g·L-1 +潮霉素 25 mg·L-1 +羧

苄青霉素 300 mg·L -1 ,pH5.8。
1.3　农杆菌培养

取保存的菌种 p1300和 p13W8在 YEB固体培

养基上划平板 ,28℃培养 2 d。从平板上挑取单菌落
接入 5 mLYEB(含 Kan)液体培养基中 ,28℃150 r·

min-1震荡培养过夜。吸取 1 mL 农杆菌培养液 ,转

入 50 mL AB(含 Kan)液体培养基中 ,在 28℃150 r

·min-1震荡培养下过夜。4 000 r·min-1离心 ,收集

菌体 ,并将菌体重悬于 AAM 液体培养基 , OD600 =
0.4 ～ 1.0时用于共培养。

1.4　遗传转化

取授粉12 ～ 15 d未成熟种子 ,经70%乙醇表面
消毒后 ,用 2%NaClO溶液消毒 90 min ,无菌水冲洗

3 ～ 4次 ,在无菌条件下挑取幼胚接种于诱导培养
基 ,4 d后分别按两种菌液体积比 1∶1 、1∶2 、2∶1

农杆菌菌液感染 , 20 min 后取出用无菌吸水纸吸

干 ,转入共培养培养基。3 d后切除胚芽并转入选

择培养基。2周后 ,转入新鲜的筛选培养基上继续

筛选培养。2次筛选培养后 ,再预分化处理后培养

于分化培养基 ,置于 26℃,15 h· d
-1
光照条件下分

化形成小苗 。

1.5　PCR检测

引物 Hyg1序列是:(5' GCTTCTGCGGGCGAT-

TTGTGT3')和 Hyg2(5'GGTCGCGGAGGCTATG-

GATGC 3');引物 W8P1 序列是:(5'CTCTCG-
GAGAGGTTCAGCTC 3')和 W8P2(5'ATGATAAT-

CATCGCAAGACC 3')。

1.5.1　转基因植株总 DNA 的提取　提取方法参
照 CTAB法。

1.5.2　PCR反应体系

10X　buffer 2.5 μL

25mM M g++ 2μL

10mM dN TPs 　2 μL
primer1 1μL

primer2 1μL

Taq酶 0.3 μL
模板 DNA 1μL

加 ddH 2O 至 25 μL
1.5.3 　PCR 反应条件 　潮霉素抗性基因检测

条件:

94℃2 min;
94℃30 s;55℃30 s;72℃30 s 30个循环

72℃10 min

End

反义蜡质基因检测条件:

94℃5 min;

94℃45 s;58℃45 s;72℃1 min 30个循环

72℃10 min

End

2　结果与分析
结果表明(见表 1),两种混合共转化菌液按体

积比 1∶1混合用于转化的效果较其他处理好 ,其抗

性愈伤率达到 45.92%(空育 131)和 39.47%(垦稻
12),浓度比为 1∶2时其次 ,而浓度比为 2∶1时共

转化率较低 。
在 1∶1混合菌液共感染 2 个水稻品种的 386

块愈伤组织。经 2 次潮霉素抗性筛选后 ,有 165块

表现为抗性 。抗性愈伤组织经分化培养共获得 13

株转基因植株 ,频率为 3.37%。用 Hygl 和 Hyg2

引物对这 13株转基因植株进行 PCR扩增 ,均能检

测到质粒 p1300 的信号 。而用 W8P1 和 W8P2 引

物进行 PCR扩增 ,只有 4株检测到质粒 p13W8的

信号;含反义蜡质基因的阳性株占转基因植株总数
的 30.77%。在潮霉素抗性基因的检测中 , PCR产

物约为 600 bp;在反义蜡质基因的检测中 , PCR产
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物约为 450 bp(见图 1)。
表 1　共转化时农杆菌不同浓度比对植株转化率的影响

浓度比 品种
愈伤数

/块

抗性愈伤

数/块

抗性愈

伤率/ %

转基因

植株/份

植株转化

频率/ %

1∶1

1∶2

2∶1

空育 131

垦稻 12

合　计

空育 131

垦稻 12

合　计
空育 131

垦稻 12

合　计

196

190

386

195

192

387

198

195

393

90

75

165

65

53

118

46

42

88

45.92

39.47

42.75

33.33

27.60

30.49

23.23

21.54

22.39

8

5

13

4

2

6

2

0

2

4.08

2.63

3.37

2.05

1.04

1.55

1.01

0

0.51

图 1　共转化转基因植株的 PC R检测

3　讨论
从转基因的安全性考虑 ,标记基因的安全性是

个潜在问题。基于农杆菌本身就是一个天然的共转

化载体 ,因此已被用于共转化系统 。该系统中标记

基因和目的基因分别插入两段 T-DNA ,并以非连锁

形式导入植物 ,位于不同位点的 2个基因 ,必然会发

生分离和重组 ,可从其后代中筛选出已导入目的基

因而无标记基因的转基因植株。

如何进一步提高水稻的农杆菌双菌共转化效

率 ,仍然有很多值得思考和研究的问题。例如 ,双菌
所携带的质粒大小可能不同 ,它们在不同的农杆菌

菌株中的拷贝数可能不同 ,会影响共转化时两种菌

系细胞吸附在同一个植物细胞上的概率 ,从而影响

共转化率。在质粒大小不同时 ,双菌的浓度比是一

个值得进一步研究的问题。

其次 ,如果在两个质粒上采用不同的筛选标记 ,第

一 、二轮筛选时先针对一个标记 ,第三轮筛选时改筛另

一个标记 ,也是一种可以尝试的思路。这样可能延长

筛选时间 ,对于耐继代特性不太好的品种来说 ,可能会

导致其再生率下降 ,但得到的再生苗中共转化率可能

会明显提高。在这种思路下 ,选用耐继代特性好的品

种 ,或努力改进品种的组培特性 ,显得尤为重要。
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