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根癌农杆菌介导转录因子CBFl基因对菊花的转化

肖 政1～，范崇辉h，金万梅孙
(1．西北农林科技大学园艺学院，陕西杨凌712100；2．北京市农林科学院林业果树研究所．北京 100093)

摘要：利用根癌农杆菌介导法对菊花品种小金黄计片进行遗传转化．研究影响菊花转化的若干因素，建立

一套高效的遗传转化体系。结果表明：2 d的预培养，0D6。。值约为0．5的农杆菌菌液添加50 mg／I。AS，侵染

时间3 min．2 d的共培养。从分化培养基获得的抗性芽在牛根培养基MS+0．4 mg／l，NAA+10 mg／L Km+

100 mg／I。Cef上进行延迟筛选。有利于获得较高的转化效率。PCR检测表明，CBFl基因已整合到菊花基因

组中，共获得18株转基因植株，在抗性株系中PCR阳性率为36．7％。
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Agrobacterium—mediated Transformation of Deranthema morifolium

Tzvel．CV．Xiaojinhuang with Transcription Factor CBFl Gene
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(1．College of Horticulture，Northwest A&F University．Yangling Shaanxi 712100，China；2．Institute of Forestry
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Abstract：In order to establish an efficient genetic transformation system with leaves of Dendranthema

morfolium Tzvel．CV．Xiaojinhuang，several factors affected genetic transformation mediated by

Agrobacterium were studied．The results showed that the highest transformation efficiency was ob—

tained through the following transformation procedure：after preculture for 2 d，the explants were in—

letted 3 min with 50 mg／L acetosyringone(AS)and OD600=0．5 Agrobacterium culture liquid，and

then CO—cultivated for 2 d．Resistant shoots from leaf disks were screened on MS+0．4 mg／L NAA+

100 mg／L Cef medium supplemented with 10 mg／L Km．Results of PCR proved that the CBFl gene

was integrated into the genome of transgenic plants，and eighteen transgenic lines were obtained，the

transformation rate was 36．7％．
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菊花(Dendranthema morifolium Tzvel．)原

产中国，是世界重要盆栽、切花及地被花卉，是中

国北方城区广为应用的重要园林绿化材料。然

而，在中国北方秋冬季露地生长情况下绿期较短，

因此开展耐寒性、耐旱性较强的品种培育显得尤

为重要。通过植物基因工程将特异基因导入植

物，在不改变原有优良性状的基础上提高植物的

胁迫耐性已经在多种植物上获得了成功。在过去

十几年里，农杆菌介导的遗传转化技术已经在菊

花遗传转化方面获得了成功[1]，成功转化并得到

表达的基因主要包括GUS基因[z-s1、花色调节基

因【4]、花期调控I。FY基因L引、株型改变GAI基

因‘63和抗病虫基因[7 o等。

拟南芥抗冻转录激活因子CBF家族在近几
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年被深入研究，实验证明它能明显地提高植物的

脯氨酸含量和耐低温能力[g-lo]。CBF基因家族包

括CBFl、CBF2、CBF3和CBF4[¨。13|。Stockinger

等¨2j在研究拟南芥低温驯化期间如何调节COR

(cold regulated)基因表达的分子机制时，分离鉴

定了一种编码转录因子的eDNA，这种转录因子

含有AP2／EREBP的DNA结合域，能识别CoR

基因中的CRT／DRE元件并与之结合，故命名为

CBFl(CRT／DRE binding factor 1)，即CRT／

DRE结合因子。随后CBFl转录激活因子受到

广泛而深入的研究，经实验证明该因子能特异地

与CRT／DRE DNA调控元件结合，激活启动子

中具有这一调控元件的冷诱导和(或)脱水诱导基

因的表达，从而引起植物体内的多种生理生化变

化，并产生一定的抗寒和抗旱能力。CBF基因在

拟南芥和油菜中过量表达，显著增强了转基因植

株对低温、干旱和高盐胁迫的耐性[14-i5]。CBFl

基因在番茄中过量表达可以提高番茄对多种逆境

(缺水，冷激，过氧化)的耐性[16。71。本研究在已建

立的菊花‘小金黄’再生体系的基础上，建立其高

效的遗传转化体系，以期获得转CBFl基因的抗

旱、耐低温植株。

1 材料与方法

1．1材料

菊花品种‘小金黄’采自北京农林科学院林业

果树研究所苗圃内。采当年生带腋芽茎段，流水

冲洗后用饱和的洗涤剂水浸泡2 h，无菌水冲洗

后用0．1％的升汞消毒5～7 min，无菌水冲洗3

次，每次5 min，接种于继代培养基MS+1．0

mg／L 6一BA上，建立试管苗无性繁殖系。所用基

本培养基为’MS培养基，附加30 g／L蔗糖，6 g／L

琼脂，pH为5．8。主要培养基配方为，C1：分化培

养基MS+1．0 mg／L 6一BA+0．4 mg／L NAA；

C2：继代培养基MS+1．0 mg／L 6-BA；C3：生根

培养基MS+0．4 mg／L NAA。

1．2根癌农杆菌及所含的质粒

转化试验中所用的农杆菌菌株为LBA4404，

含有双元表达载体pBPCBFI(图1)。该植物表达

载体携带有CaMV35S启动子、新霉素磷酸转移

酶基因(NPTⅡ)和来自拟南芥冷诱导基因的转

录因子CBFl基因(由北京大学林忠平教授惠

赠)。

1．3菊花抗生素敏感性的确定

在培养基中分别附加0，4，8，12，16，20 mg／L

的卡那霉素(Km)，接种叶片，观察叶片生长动

态，5周后调查不定芽再生情况。

在生根培养基中分别附加0，5，lo，20，40

mg／L的Km，接种带芽的茎段，观察其生根动态，

3周后调查生长情况。

图l 携CBFI基因的双兀载体pBPCBFI模式图

Fig．1 Diagram of binary vector pBPCBFl

with CBFl gene

1．4抑菌素浓度的确定

叶片经农杆菌侵染后接种于附加0，100，

200，300，400，500 mg／L头孢霉素(Cef)的培养基

上，3周后观察抑菌效果。以未经农杆菌侵染的

叶片为对照。

1．5根癌农杆菌介导菊花叶片的转化

用接种针从含有50 mg／L Km的已制备好

的固体平板LB培养基上挑取单个菌落，加入40

mL含有50 mg／L Km的液体LB培养基中，振

荡培养(28℃，200 r／min，黑暗条件下)24～48

h，农杆菌生长至对数平台期；用新鲜无抗生素的

MS液体培养基按一定比例稀释农杆菌液，继续

振荡培养4 h左右，至OD。。。为0．3～0．7。用

OD。。。浓度为0．3，0．5，0．7的农杆菌液分别侵染

预培养后的叶片各3～6 min，以未侵染的叶片

为对照。

用分别附加0、50、100、200 mg／L乙酰丁香

酮(AS)的农杆菌液侵染3～5 min，侵染后，用无

菌滤纸将叶片周围菌液吸干，转接到分化培养基

上，黑暗条件下共培养2 d，以研究AS对转化效

率的影响。

1．6抗性植株的再生

将共培养完成的菊花叶片接入添加Cef 300

rng／l。的分化培养基中，每14 d用新的分化培养
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基转接一次。待外植体分化出小芽后。将小芽从

外植体上切下，转入到附加100 mg／L Cef和lo

mg／L Km的生根培养基进行抗性筛选。

1．7抗性植株的PCR检测

以CTAB法¨副提取转基因菊花叶片的总

DNA。PCR扩增的引物分别为P1(5'-GTACTC

TAGTCA ATGAACTC一3’) 和P2(5 7一

GAAACGACTATCGAATATTAG一3’)；扩增体

系为1 pI。模板，2肛L 10×缓冲液，2 ffl。Mg抖，

Taq DNA酶0．5”L，P1和P2均取1弘I，，去离子

水补足20“I。；扩增程序为94℃预变性5 rain；

94℃30 s，55℃40 S，72℃40 S，35个循环；

72℃10 min。

1．8数据统计

抗性芽再生频率(％)的计算方法为：抗性再

生频率=PCR阳性芽数／Km抗性芽总数X 100％

2 结果与分析

2．1菊花卡那霉素抗性筛选

不同质量浓度的Km对菊花叶片再生不定芽

的影响很大，随着浓度的增加，其抑制作用加强。

当Km的质量浓度为0时，叶片在5周后产生大

量不定芽(图2)，再生频率为67％。当Km的质

量浓度为4 mg／L，叶片有少量愈伤，无不定芽分

化，随浓度增加，叶片切口愈伤减少，黄化现象加

重。在附加有Km的培养基上叶片的再生频率均

为0。可见菊花品种‘小金黄’叶片对Km很敏

感，4 mg／L的Km即可完全抑制不定芽的再生

和愈伤的形成。

图2 Km浓度对叶片再生的影响

Fig．2 Effects of Km concentration on leaf regeneration

对照的茎段在3周后生长出粗壮的根(图

3)。当Km的质量浓度为5 mg／L时，茎段的生

长受到抑制，但lOO％的茎段可以生根；10 mg／L

的Km即能完全抑制根生长，茎顶端开始白化，20

mg／I。Km条件下茎段明显白化，以后随浓度递

增白化现象加重。因此选10 mg／L的Km作为’

小金黄’遗传转化中生根筛选的临界浓度。

圈3 Km浓度对菊花生根的影响

Fig．3 Effects of Km concentration on root induction

2．2抑菌素浓度对农杆菌生长的影响

将菌液(OD。。。值为0．5左右)浸泡过的叶片

接种在没有添加Cef的培养基上，3 d后，叶片周

围出现点状的农杆菌斑，5 d后农杆菌大量繁殖，

培养基呈黑褐色，叶片均枯死；而附加Cef的培养

基暂时没有出现农杆菌大量繁殖的现象。3周

后，在附加100 mg／L Cef的培养基中，叶片周围

出现少鼍农杆菌斑；4周后，附加i00 mg／L Cef

培养基出现农杆菌大量繁殖，附加200 mg／I。Cef

出现少量农杆菌斑；Cef的浓度为30，400，500

mg／I。的培养基暂时未发现农杆菌菌斑；此时对

照的再生频率为79。1％，在附加Cef浓度为300，

400，500 mg／L的培养基上，叶片的再生频率分别

为41．6％，14．5％，10．4％。6周后，Cef浓度为

300 mg／L，400 mg／L的培养基均出现农杆菌菌

斑。可见在5周内，Cef浓度为300，400，500 mg／

L时能有效抑制农杆菌的繁殖，其中Cef 500 mg／

I。的抑菌效果最好；但随着Cef浓度的增大，叶片

的再生频率明显降低，菊花叶片再生不定芽的周

期为4周左右，因此，受体材料抑菌所用Cef浓度

以300 mg／L为宜。

2．3遗传转化的优化

2．3．1 不同茵液浓度和侵染时间对转化效率的

影响农杆菌侵染时间及菌液浓度对菊花不定芽

分化有较大影响。试验结果表明，菌液浓度

OD。为0．5时，侵染时间3～6 rain时，转化效率

均较高(表1)。当菌液浓度ODs。。为0．7，侵染6

rain时，叶片切口处褐化严童，甚至腐烂，在后期
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培养中很难抑制农杆菌的繁殖，导致转化率显著

降低。侵染时间过短，菌液没有完全侵染外植体

伤口，也不利于转化。因此，取农杆菌菌液侵染外
表l 不同菌液浓度和侵染时间

对‘小金黄’遗传转化的影响

Table l Effects of Agrobacterium concentration and

infection times on transformation of Dendranthema

morifolium Tzvel．CV．‘Xiaojinhuang’

菌液浓度 侵染时间 抗性芽再生频率
Concentrtion of ／min ／％
agrobacterium Infection Regeneration rate

(0D6(⋯)time of rcsistant shoot

O

0

5．2

4．3

3．1

0

注：外植体为96个；预培养2 d．共培养2 d。

Note：Explant numbers was 96；Preeuhure time was 2 d；Co cul—

tivation time was 2 d．

植体浓度OD。。。为0．5，侵染3 rnin较为适宜。

2．3．2 乙酰丁香酮(AS)对转化效率的影响

Vir区基因的活化是农杆菌Ti质粒整合的前提

因素，它直接调控T—DNA的转移。试验表明，

AS作为常用的Vir区基因诱导物，能明显提高

‘小金黄’叶片的转化效率。附加50 mg／L AS的

农杆菌菌液的转化效率远高于对照(表2)，但随

AS浓度增加，叶片的转化效率逐渐降低。

表2 AS对‘小金黄’转化效率的影响

Table 2 Effects of AS concentration on transformation

frequency of‘Xiaojinhuang’

AS浓度／(mg，／I，)
Coneent ration

of AS

外植体数PCR阳性抗性芽再生频率／％
No．of Positive Regeneration

explants shoots rate of resistant shoot

O

50

100

200

图4菊花转化芽的生长

Fig．4 Transformed shoots generated from the infected Dendranthema leaf discs and growing

2．4抗性植株的获得

将从分化培养基上获得的再生芽切割下来，

转接到含有10 mg／L Km和100 mg／L Cef的生

根筛选培养基上继续培养，结果大部分芽出现黄

化现象(图4-b)，最后枯死，即为逃逸芽。有个别

芽能正常生根(图4-a)，形成完整的植株，即为抗

性芽。

2．5转基因植物PCR鉴定

对获得的抗性植株，提取叶片基因组DNA，

进行PCR检测。结果表明，部分抗性芽可以扩增 M·Marker；CKI．菊花阴性对照；cK2·质粒pBPcBFl阳性

出CBFI特异片段。共对49个株系进行了检测，
对照；T1～T3'3个转基因菊花株系M·M。1。。“18‘”8‘“。7；cKl‘

其中18个株系的DNA经扩增产生了与阳性对
Nega‘iVe c。n”。1{cK2·P185”i8 DNA。‘9BPcFBl 85 9。sm。

照相同的特异扩增带，K-fl'NXd、约为640 bp，
。㈣。。1；T1～T3．T“⋯nn。8。‘‘。8“58。“i。D”d”2聃。”

之竺譬苎粒一致‘图5)，其余31个株系没有扩增
。

圈5 PcR鉴定转基因植株
出该片段。

Fig．5 PCR analysis of transgenic plants
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3 讨论

本研究以试管苗叶片为外植体直接分化得到

再生芽，利用生根培养基进行Km抗性筛选，初步

获得转基因株系。整个遗传转化过程具有再生芽

数量多，易操作，周期短的优点。从侵染到获得抗

性植株只需要3个月。试验最终获得49个Km

抗性株系，经PCR检测有18个株系扩增出特异

的PCR谱带，在抗性株系中PCR阳性率为

36．7％。

外植体经农杆菌浸泡后，表面及浅层组织中

共生大量农杆菌，需进行脱菌培养。农杆菌的有

效去除对提高转化效率非常重要，若农杆菌去除

不彻底就会导致后期培养中外植体污染、褐化死

亡。本研究采用300 mg／L的Cef能在40 d内有

效抑制农杆菌的大量繁殖，而且叶片有较高的再

生频率。试验中发现，接种叶片14 d后，叶片切

口刚开始膨大，有少量的愈伤组织，此时更换培养

基有利于延迟农杆菌的繁殖，在转接操作时对叶

片的伤害也小；后期叶片开始分化芽时，此时更换

培养基容易对叶片造成二次伤害，导致刚萌发的

芽容易愈伤化，而且后期一旦出现农杆菌菌斑，就

难以再抑制。

遗传转化中要求施加的选择压既能有效地抑

制非转化细胞的生长，使之缓慢死亡，又不影响

转化细胞的正常生长。景岚[1 9]认为，附加25

mg／L Km的选择培养基适宜筛选油菜抗性苗。

本研究发现讣金黄’品种对卡那霉素很敏感。在
添加有Km的分化培养基上，叶片均无芽分化，叶

片切口处均有黄化现象，随着Km浓度的升高，黄

化现象逐渐加重。附加10 mg／L Krn的生根培

养基就能显著抑制植株的生长，使植株逐渐白化

枯死。

另外，农杆菌菌液浓度和侵染时间影响外植

体敏感反应及农杆菌的能否被有效去除。较低的

菌液浓度不利于农杆菌附在外植体上，T—DNA

不能有效整合进植物细胞基因组，明显降低转化

效果；菌液浓度过高或侵染时间过长，使外植体

受到农杆菌过度伤害而导致外植体切口褐化、腐

烂严重，且共培养后农杆菌极不易去除，明显降

低转化效率。因而，在菌液浓度和侵染时间上需

严格控制，以避免或减轻对外植体的伤害及农杆

菌污染程度。本试验选择菌液浓度OD。。。为0．5，

侵染时间以3,--．．5 min较适宜。

乙酰丁香酮是遗传转化中常用的诱导能力较

强的一种酚类化合物，对单子叶植物的遗传转化

有很大帮助，而在双子叶植物中，不同的植物种

类却有不同的要求。很多双子叶植物由于其组织

和器官受伤后可以分泌类似酚类或酮类的物质，

因此对AS没有很强的依赖性，在没有AS存在

的情况下仍然叮以获得一定的转化效率。张国

裕。2们在对菜心进行遗传转化的过程中发现，添加

100／-mol／L AS的农杆菌菌液有利于菜心转化。

郭丽[21]在对大岩桐进行遗传转化的过程中，筛

选培养基中附加不同浓度的AS，在处理和对照

问的叶片不定芽分化没有明显差别。本试验在农

杆菌液中添加不同浓度的AS，转化效率明显高

于对照，其中以附加50 mg／L AS的农杆菌液转

化效率最高，达到9．4％。此外，在前期预试验

中，筛选培养基分别附加AS浓度0、50、100、200

mg／I，，结果叶片不定芽分化在处理和对照间没有

明显差别(数据未列出)。可见相同浓度的AS不

同的使用方式，对叶片转化效率的影响有所不同。

低温、干旱、高盐等逆境条件不仅限制观赏植

物栽培范围，而目每年给园林绿化造成重大损失，

因此培育耐寒的园林植物新品种在理论和现实上

都具有深远的意义。CBFI转录因子能调控一组

抗干旱、抗低温基因的表达，更有效地提高植物抗

干旱、抗低温的能力。Owens等[z23在酸樱桃中克

隆了类似CBFl的片段。在水稻、番茄等植物中

也克隆到CBFl基因[23|，同样草莓中也存在

CBFl基因冷调节途径[2“。CBF转录因子的发

现为基因工程改良植物耐逆性提供了一种全新的

技术途径。
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