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根癌农杆菌对巴戟天遗传转化的影响因素 

贺 红，林小桦，张桂芳，徐鸿华 

(广州中医药大学中药学院，广东广州 510405) 

摘 要：以巴戟天带节茎为材料，研究了根癌农杆菌对巴戟天遗传转化的影响因素。结果表明：外植体感染前 

先进行2 d预培养，对转化有一定促进作用；外植体与农杆菌共培养时间以 3 d为宜；乙酰丁香酮能提高转化效 

率，抗性芽分化率可达 18．0 I夕 植体与农杆菌共培养后延迟 4 d选择，抗性芽分化率有所提高；硝酸银能抑制 

外植体表面农杆菌的生长，提高 GUS阳性芽的比例，硝酸银浓度 2 mg／L时，GUS阳性芽比例最高(42．9 )。 
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Factors affecting Agrobacterium。。mediated genetic 

transformation of Morinda officinalis 

HE Hong，LIN Xiao—hua，ZHANG Gui—fang，XU Hong—hua 

(College of Chinese Materia Medica，Guangzhou University of TCM；Guangzhou 5 1 0405，China) 

Abstract：The explants used fOr transformation were the nodular stem segments from Morinda officinalis 

How．The factors affecting Agrobacterium—mediated genentic transformation were studied．The results were 

as follows：2-day precultivation enhanced shoot regeneration．Adopted time of cocultivation was 3 d．With the 

presence of acet0syring0ne during cocultivation，the efficiency of transformation could be enhanced，and the re— 

generated frequency of resistant shoot rose as high as 18．0 ．After the explants were cocultivated with 

Agrobacterium，4-day delayed selection could stimulate shoot regeneration．AgNOs could inhibit the growth of 

strain EHA 101．AgNO3 at a concentration 0f 2 mg／L gave the highest frequency of GUS-positive shoot(42．9 )． 
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巴戟天(Morinda officinalis How)为茜草科藤 

本植物，以肉质根人药，具有补肾壮阳、强筋骨、祛风 

湿的功效(《中国药典》，2000)。巴戟天为广东道地 

药材，四大南药之一(徐鸿华，2001)。目前影响巴戟 

天产量和品质的主要因素之一是病虫的危害，解决 

这一问题的根本途径是抗病虫新品种的选育。随着 

现代生物技术的发展，采用转基因技术向植物定向 

转移有价值的目的基因成为可能，目前在重要农作 

物及经济作物方面有重大突破(许智宏，1998；同新 

甫，2003)，但在药用植物方面的研究较少报道。本 

试验以巴戟天带节茎为材料，对于影响转化的一些 

因素作了系统的研究，初步建立了一套根癌农杆菌 

介导的外源基因转人方法。 

1 材料与方法 

1．1植物材料 

巴戟天(Morinda officinalis How)来源于国家 

科技部巴戟天规范化种植 (GAP)德庆基地。采取 

巴戟天植株的顶芽或侧芽，消毒培养无菌苗，当苗长 
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至一定大小时，切取约 1 cm长的带节茎，用作转化 

外植体。 

1．2离体再生培养 

在 MT+BA 1 rng／L培养基上诱导出芽，待芽 

长到 2～3 cm时，置于生根培养基 MT+NAA 0．2 
～ O．5 rng／L诱导生根(贺红等，2000)。 

1．3细菌菌株及培养 

工 程 农 杆 菌 (Agrobacterium tumefaciens 

strain)EHA 101的 Ti质粒上插入了GUS、NPTⅡ 

基因。农杆菌划线培养在含有 50 mg／L卡那霉素 

的 YEP培养基上，28℃条件下黑暗培养，待长出菌 

落后，挑取单菌落接于 YEP液体培养基中，28℃条 

件下振荡 20～25 h，达到菌对数生长期，OD=0．8～ 

1左右，培养物即可用于感染(贺红等，2002)。 

1．4外植体的转化 

将巴戟天带节茎切段浸入到准备好的菌液中 

20 min，随后转到无菌滤纸上以吸掉多余的菌液，将 

外植体接种于不含卡那霉素(Kanamycin，Kin)及头 

孢霉素(Cefotaxime，Cx)的 MT培养基上共培养 

后，再转到含 Km 5O rng／L和 Cx 300 rng／L的选择 

培养基上，诱导抗性芽的产生。乙酰丁香酮(aceto— 

syringone，As)处理中，在用于感染的农杆菌悬液及共 

培养基中分别加入相应浓度的As。硝酸银(AgNO3) 

处理中，在选择培养基中添加不同浓度的AgNO3。 

1．5 GUS活性检测 

采用组织化学染色法(傅荣昭等，1994)。 

2 结果与分析 

2．1预培养对转化的影响 

对于新鲜切割的外植体设置不同预处理：直接 

接种农杆菌，及感染前外植体先进行不同天数的预 

培养。实验发现，适当时间的预培养对转化有一定 

促进作用 (表 1)。未预培养时，抗性芽分化率为 

8．8 ；预培养 2 d时略高，为 11．5 ；继续延长预培 

养期，抗性芽分化率不但没有增加，反而显著下降， 

预培养6 d时，仅为 3．3 。试验还观察到，未经预 

培养的处理，感染后，部分外植体变黄、死亡，而经预 

培养的外植体普遍生长较好。预培养可能便于伤口 

的酚类物质释放与累积，利于 T-DNA转移并整合到 

植物细胞基因组。但是，过长的预培养使伤 口愈合， 

不利于T-DNA转移进入细胞，致使农杆菌感染后，转 

化细胞数量减少，相应地，抗性芽分化率也下降。 

表 1 预培养对农杆菌转化后抗性芽分化的影响 

Table 1 Effect of precuhivation on the regenerated 

frequencies of resistant shoots by Agrobacterium— 

mediated transformation 

培 数外植体数 芽盼外植体数摹 Da
y5 No

．

．
of No．of xplants 

r s： ‘ s 
culture(d) explants with shoots ⋯ ⋯：‘： ⋯ ‘ 

表 2 共培养时间对抗性芽分化的影响 
Table 2 Effect of cocultivation time on the 

regenerated frequency of resistant shoots 

+表示 GUS基因瞬时表达弱；++表示 GUS基因瞬时表达中 

等；+++表示 GUS基因瞬时表达强。 
“+ ”indicates a weak transient expression of GUS gene,“+ + ”indi— 

cates a medium transient expression of GUS gene~“+ + +”indicates 

a strong transient expression of GUS gene． 

2．2共培养时间对转化的影响 

外植体预培养 2 d后，与农杆菌共培养不同时 

间(1～4 d)后，取部分外植体小块检测 GUS基因的 

瞬时表达活性，其余转入选择培养基，1．5个月后测 

定其抗性芽分化率(表 2)。结果表明：共培养 1 d 

时，GUS表达频率弱，抗性芽分化率最低，为 

1．3 ，共培养 2 d时，GUS表达频率中等，抗性芽 

分化率为 4．2％，共培养 3 d与 4 d时，GUS表达频 

率及抗性芽分化率均表现较高，分别为 10．6 及 

12．6 o,4。试验还观察到，共培养 3 d与 4 d时，部分 

外植体变褐、死亡，尤以 4 d时更为明显，可能由于 

农杆菌的作用时间长，对外植体本身有一定不良的 

影响。抗性芽的长势，以共培养 3 d的外植体上长 

出的芽较好，叶色深绿，生长健壮。因此共培养时间 

以3 d为宜，既有较高的抗性芽分化率，又能获得较 

为健壮的芽。 

2．3乙酰丁香酮对转化的影响 

外植体预培养后，设 4种处理：对照(未感染)、 

感染但未加 As、感染并加入 10 rng／L As、感染并加 

入20 rng／L As。在选择培养基上观察的结果表明： 
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对照无芽形成，而经农杆菌感染的外植体，1个月 

后，部分 开始 出芽，元 As时抗性 芽分 化率 为 

11．3％，加入 10 mg／L As及 2O mg／L As的处理，抗 

性芽分化率有一定的提高，分别为 16．7 及 18．O 。 

说明乙酰丁香酮可提高农杆菌的转化效率。 

2．4延迟选择对转化的影响 

在以上试验的基础上，采用几种不同的选择方 

案。一种是共培养后立即选择；另一种是共培养后 

延迟选择，即先在加有Cx的培养基上 2～6 d，再转 

入加有 Km及 Cx培养基中选择培养。结果见表 3。 

对照(未感染)时，抗性芽分化率为 0，试验还观察 

到，延迟选择 6 d时，对照在培养前期有少量芽产 

生，随着培养时间的延长，芽很快变白、死亡。感染 

处理中未延迟选择 时 (0 d)，抗性 芽分化率 为 

l7．5 ，随着延迟选择天数的增加，抗性芽分化率也 

升高，延迟选择 4d时，达到最高(24．7 )，继续延长 

选择时间，并不能增加芽的形成频率，反而大为下 

降。对获得的抗性芽进行 GUS检测，发现各处理 

差异不大。因此延迟选择时间以 4 d为好。 

表 3 延迟选择对转化效率的影响 

Table 3 Effect of delayed selection 

on transformed efficiency 

2．5硝酸银对转化的影响 

硝酸银对转化效率的影响如表 4。选择培养基 

中添加不同浓度的硝酸银(o、l、2 nag／L)，抗性芽分 

化率分别为l1．0 9／6、9．7 、1O．7％，可见硝酸银对抗 

性芽的发生没有明显的影响。试验还观察到，未加硝 

酸银的对照，选择培养时，农杆菌仍少量生长；而添加 

硝酸银的处理，培养基保持透明，未见农杆菌生长，说 

明硝酸银能抑制外植体表面农杆菌的生长。对获得 

的抗性芽进行 GUS检测，发现添加硝酸银的处理， 

GUS阳性芽的比例有所增高，硝酸银浓度为 2 mg／L 

时，GUS阳性芽频率为42．9 ，而对照为22．7％。说 

明，添加硝酸银能降低“假阳性”转化体的比例。 

表 4 硝酸银对转化效率的影响 

Table 4 Effect of AgNo3 on transformed efficiency 

3 讨 论 

有关酚类化合物在根癌农杆菌转化中的研究较 

多，已有的研究表明，乙酰丁香酮等酚类物质可提高 

Ti质粒对多种植物的转化率，如洋葱、金鱼草、拟南 

芥、颠茄及油菜等(Sheikoleslam和 Weeks，1987)。 

但乙酰丁香酮却不能使 Ach 菌株对油菜和大豆产 

生致瘤毒性。可见，对于不同的农杆菌菌株，乙酰丁 

香酮的作用效果也有差异。同时也说明其它的一些 

因素也可能参与了农杆菌与寄主植物之间的相互作 

用。我们的结果表明乙酰丁香酮可在一定程度上提 

高根癌农杆菌对巴戟天的转化效率。 

硝酸银对遗传转化的作用，前人在用根癌农杆 

菌转化油菜(De Block等，1989)及桑树(钟名其等， 

2002)中，发现硝酸银能促进抗性芽分化、提高外源 

基因转化频率，尤其能减少“假阳性”转化体的比例。 

我们的试验结果表明，硝酸银对巴戟天抗性芽的发 

生没有明显影响，但能抑制农杆菌的生长，增加 

GUS阳性芽的比例，从而提高转化效率。 
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图版 I 

Plate I 

巴戟天抗性植株的筛选 1．经农杆菌感染的外植体l 2．在选择培养基上获得的 

抗性芽；3．抗性芽从外植体上切下继续筛选{4．抗性植株。 

Selection on resistant planttet of lVlorinda officinalia 1 Exptamz infected by Agro~ct i ；2．Resistant sboo 

formation from the exp]ants on selection medium；3．Selection culture。f resistant shoots{4 Resistant口lants
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