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结球甘蓝外源基因转化再生时 

的激素琶 研究 ．， 协 
王堕监 ， 彭学贤 ，毽遂  

[摘 要] 结球甘蓝(Brassica olerace v且r．capitata L，)转化 时，子叶柄 、下胚轴受农杆苗 

(Agrobacterium tumefc~iens)侵染后，芽再生的澈素配比研究表明，中甘 8号在激素配比为 

BA 4．0mg·L +IAA(1，0～2．。)mg·L 时 ，子叶柄和下胚轴芽的诱导率为 100 ；在 BA 

1 0 mg·L-．+ ZT 1．0mg·L + NAA(0，】0～0 15)mg·L 时，子 叶柄芽的诱导率为 

6O 左右 f在 BA 1，0mg·L +ZT 1 0mg·L +NAA(0．15～0．20)mg·L 时 ，下胚轴 

芽的诱导率为100 ．激素配比与品种间互作效应小，以因素主效应为主．与未侵染外植体芽 

诱导比较，认为结球甘蓝受农杆苗侵染后，离体芽诱导需要较高的生长素质量浓度。 
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采用遗传转化的方法将外源基 因导人作物品种，是克服现有作物难以满足生产上对 

某些品种特殊要求的一个新途径。农杆菌介导法是诸多转化方法中一种最重要的方法 ，已 

在芸薹属作物油菜、白菜、花椰菜、青花菜、羽衣甘蓝等0 上获得成功。Metz等口 报道了用 

结球甘蓝品种 King cole转化成功。但 由于结球甘蓝转化对基因型和农杆菌菌株的依耪 

性，及再生成苗对卡拉霉素等抗生素的敏感性，结球甘蓝的转化研究相对滞后，需要建立 
一 个成熟的转化方案。 

结球甘蓝转化时，外植体受农杆菌侵染后，生理状态发生了很大变化，因而对再生条 

件，尤其是激素质量浓度及其配比与单纯的再生不尽相同。因此，探讨外植体经农杆菌侵 

染后再生的激素条件对成功的遗传转化是十分必要的 

l 材料与方法 

1，1 无菌苗 

材料用中国农科院蔬菜花卉所选育的中甘 8号、中甘 11号和京丰 1号。种子消毒在 

体积分数 70 的酒精中浸 2 min，在体积分数 0，1 的升汞中浸 10～15 min，并不时摇 

动，取出，用无菌水冲洗 4～6次。消毒后的种子播于 1／ZMS无激素培养基上，在 Z5"C黑 

暗条件下 2 d，然后置 2 000Ix光照下 1 6 h，黑暗 8 h的光周期下生长。 
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1．2 培养基 

基 本培养基 由 MS无机盐 和 13j有机成分组成 ．蔗糖 含量 20 g·kg～，琼脂 含量 

7 g·kg～，pH值 5．8。培养 基 MS3为 BA 4．0 mg·L ；MS4为 BA5．0 mg·L + 

NAA0．5 mg·L iMS6为 BA1．0 mg·L_。+ZT1．0 mg·L +NAA0．05 mg·L ， 

MS7为 ZT2．0 mg·L_。+NAAO．05 mg·L～；Ms8为 ZT0．021 9 mg·L +IAA0+53 

mg·L～；MS9为 BA4．0 mg·L-。一IAA3．0 mg·L～；MS10为 BA1．0 mg·L 

ZT1．0mg·L～+NAA0．10 mg·L ；MS11为 ZT2．0mg·L～+NAA0．10mg·L 。 

各分化培养基均含有羧苄青霉素 500 mg·L 。 

1．3 菌株和质粒 

农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)菌株为LBA4404，质粒为 pBIGM，它是将gurD 

和 mrlD基因构建在带有 NPT I基因的 pBin438双价双元表达载体质粒上 J。 

1．4 农杆菌菌液制备 

选取农杆菌菌落接种于含卡那霉素 50 mg·L 和链霉素 30 mg·L-。的 YEB液体 

培养基上 ，28℃摇菌过夜 ，菌液浊度 OD值达 1+0时，按 1；25转接于同一液体培养基 中， 

活化培养 4～8 h后，在 OD值达 0．6时使用。 

1．5 转化方法 

选择 6～13 d苗龄的无菌苗，切取带柄子叶或下胚轴，放人用水稀释 3～5倍的农杆 

菌菌液中浸泡 3～5 mln，捞 出吸干菌液，子叶柄插入、下胚轴平放于共培养的培养基上 

(BA1．0mg·L +NAA0．10mg·L )，共培养 3～5 d，然后置于加有羧苄青霉素 500 

mg·L 分化培养基上除菌并诱导芽再生。 

2 结果与分析 

2．1 不同激素配比的培养基对分化的影响 

培养基中激素的配比对外植体芽再生是一个关键因素。7种培养基对中甘 8号子叶 

柄的芽、愈伤、根的诱导状况不同(表 1)，其中 MS10，MS9，MS6，MS4芽诱导率较高。细 

胞分裂素与生长素的比值大的 MS6和 MS]0成芽质量高。在生长素含量较高 的 MS9及 

MS4上也有较高的芽诱导率，但所生芽徒长、易畸形和玻璃化。 

表 1 中甘 8号子叶柄在不同激素配比的培养基上的诱导 

注 ；盘伤大指直径为 o．4 cm以上 ，中指直径为 0 2～0．4 Emt小指直径为 0 2 cm以下{绿．撬绿 指子叶柄切面颜 

色 I无指教有盘伤产生 。 

中甘 8号下胚轴在 MS3，MS6，MS9和 MS10中的诱导率依 次为 90．5 ，87．2 ， 
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71．8 和 64．7 。Ms3诱导下胚轴芽生长最好．MS9诱导率高但芽畸形并易于玻璃化。 

下胚轴在分化培养基上培养 1 5 d出现芽分化，2'0 d接近最大值．而子叶柄 2'5 d才开始芽 

分化 ．30 d接近最大值。子叶柄与下胚轴相 比芽畸形多 ．伸长缓慢 ，但褐化死亡率明显低。 

可见，不同外植体对培养基激素配比的要求不同。 

2．2 激素配比与品种双园素及其互作对芽分化的影响 

中甘 8号、中甘 l1号、京丰 1号 3个品种子叶柄在 MS6，MS7，MS10等 3种培养基 

上芽诱导的结果表明(表 2)，品种及激素配比对芽诱导率有明显影响。无论是品种还是激 

素配 比都表现出较高的一般配台值 ，即对某一个 品种芽诱导率高的激素配比则对其他 品 

种的诱导率也高，同样在某一个激素配比下芽诱导率高的品种在其他激素配比下芽诱导 

率也相对地高。同时，激素和品种问也有一定的因子互作 ，中甘 11号、京丰 l号在 MS6上 

再生能力强，而中甘 8号在 MS10上再生能力强。 

袁 2 激素配比与品种对结球甘蓝子叶柄的芽诱导率的影响 

2．3 培养基激素配比的优化 

在结球甘蓝上转化再 生时芽诱导的试验结果表明，甘蓝芽诱导细胞分裂素配 比以 

BA1．0mg·L～+ZT1．0mg·L 和BA 4．0mg·L 时较好，而生长素的用量变化对芽 

的分化影响很大，有必要对其优化。培养基中随 NAA用量加大 ，愈伤块愈来愈大．生根能 

力增强．而芽发生能力减弱(表 3)。子叶柄以 BAI．0 mg·L +NAA1．0 mg·L +ZT 

(0．10～0．1 5)mg·L～．下肛轴以 BA1．0 mg·L +ZT1．0 mg·L +NAA(O．15～ 

0．20)mg·L 芽诱导效果最好。对 BA4．0 mg·L +1AA(1．0～4．o)mg·L 配比优 

化，可知芽分化率差异不大。但由于高的生长素质量浓度所生芽多畸形和玻璃化，在 

1AA2．0mg·L 以上畸形苗约 占40 ，玻璃化苗为 2O 左右 ．因此 ，子叶柄和下胚轴的 

芽再生配方以 BA 4．0 mg·L +IAA(1．O～2．O)mg·L 为好。 

表 3 对 中甘 8号”甘蓝生长素用■的优化 
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3 讨 论 

外植体对再生条件的要求，尤其是培养基中的激素配 比的要求因外植体生理状态不 

同而变化，而其生理状态又与基因型、外植体种类、取材部位、苗龄、生活力、生长条件等有 

关。进行遗传转化再生时，由于农杆菌的侵染、抗生素除菌和筛选 ，使外植体的生活力明显 

减弱 ，对再生的激素配比及其他再生条件要求发生变化。目前 ，对转化再生的研究主要通 

过两步进行 ，首先建立再生体系或利用他人建立的再生体系，然后再研究侵染农杆菌后外 

植体的转化条件对转化率的影响。因农杆菌侵染和抗生素的影响对激素配比的要求发生 

了变化，使得由此引起的再生率降低与转化条件及基因型差异引起的转化率低相混淆，通 

过对外植体侵染农杆菌后再生条件的研究可使后续的转化条件研究的盲t：1性减小。 

余建明等 在结球甘蓝上研究了子叶和下胚轴芽再生的最佳激素质量浓度为BA1．0 

mg·L +zT1．0 mg·L +NAA(O．O1～ 0．05)mg·L～，本研究在多个甘蓝品种上 

的激素质量浓度试验也表明BA1．0 mg·L-1+zT 1．0 mg·L-1对，NAA 为 0．Ol～ 0．05 

mg·L 时芽的再生率最高 ，而侵染农杆菌后，子叶柄的最佳 NAA用量需提高到 0．1 O～ 

0．15 mg·L～，下胚轴需提高到 0．15～O．20 mg·L～，若添加 1～5 mg·L 的AgNOa 

效果更好 说明结球甘蓝受农杆菌侵染后的外植体再生需要较高的生长素质量浓度。这 

一 现象的原因及是否具有广泛性还需进一步研究。 

此外，笔者还注意到，下胚轴在共培养后放在其他激素不变仅提高生长素质量浓度 

(NAA 0．2～0．3 mg·L )的培养基上 7 d，可促进切面生长，减少褐化，提高芽再生率。 

这一结果与 Sharon等 在油菜(Brassica rape)上用 1．0 mg·L 的 2，4-D处理共培养后 

的下胚轴可提高转化率似乎有共同之处。即在转化耐，受农杆菌侵染的外植体需在更能促 

进细胞生长的培养基上生长以减少褐化死亡。当然，长时间和高质量浓度的生长素并不利 

于转化体成芽 ，只会使愈伤组织大量生长。 
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Studies on hormonal combinations of regeneration 

in vitro in cabbage (Brassica olerace 

var．capitata L．)transformation 

W ANG Xiao—feng 。。．LU Rui—fang ．PENG Xue—xian ．CHENG Zhi—hui。 

(】lna~ute of Micro~'dogy Chin~e Academy of Sciences．Beijing 100080．China) 

(2 DepⅡrtment Horti~lture， 州 州̂  啪 Agricugt rat U月 呻 ． F矗 F，S缸 舭 舸 712100． 口) 

Abstract：The cotyledonary petioles and hypoeotyles of cabbage in vitro infected by 

Agrobacterium tumefaciens regenerated in hormonal combinations on cabbage(Brassica 

olerace．vat．capitata L．)were studied．The results showed that the shoot induetion rate 

of cotyledonary petioles and hypocotyles was 1O0 with BA 4．0 mg ·L一 + IAA 1．0-- 

2．0 mg 。L～ on cabbage cuhivar Zhonggan No．8；about 60 with BA 1．0 nag ·L一 + 

ZT 1．0 rag·L一+NAA 0．10—0．15 mg·L_。；100％ with BA 1．0 mg·L一 +ZT 1．0 

mg·L + NAA (0．1 5-- 0．20)mg·L～．The interaction of hormonal eombinitions and 

eultivars was smaller than the main effects of them．Compared with uninfected explaots 

by A．tumefaciens，it is considered that the optimal hormonal combinations of shoot in 

duction contained higher auxin concentration on explants in vitro infected by A．tumefa— 

ciens． 

Key words：Brassiea olerace vat capitata L．；genetic transformation；shoot regenera— 

rion 

第一届农业生物技术育种学术研讨会在西北农业大学召开 

国家小麦改 良中心杨陵分中心、杨凌农业生物技术育种中心第一届农业生物技术育 

种学术研讨会于 1 999年 12月 9日～10日在西北农业大学召开。来 自西安交通大学、西 

北大学和西北农业大学的有关领导及农业生物技术工作者、研究生、大学生等 300余人参 

加了研讨会。研讨会分别由西北农业大学植物病理学家李振岐院士和副校长、杨凌农业生 

物技术育种中心主任魏益民教授、副主任张改生教授主持。开幕式上，魏益民副校长致开 

幕词 。 

研讨会上，著名农业生物技术育种专家、中国农科院农业生物技术所研究员范云六院 

士、中国科学院遗传所所长陈受宜研究员、北京大学生物技术研究中心副主任李毅研究 

员、西南农业大学副校长王小佳教授分别从不同研究领域介绍了国内外农业生物技术新 

进展、新动态、新成果和新方法。杨陵、西安地区有关农业生物技术育种方面的专家分别就 

自己研究领域的生物技术育种工作进行了大会交流。李振岐院士就“杨凌生物技术育种中 

心研究工作规划 向大会作了报告。 (朱建楚 供稿) 
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