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　　摘要：旨在寻找一种应用于农杆菌介导的甘蓝型油菜转化体系中能替代羧苄青霉素（Ｃａｒｂ）和头孢霉素（Ｃｅｆ）的
高效抗生素。以甘蓝型油菜杂交种青杂５号的恢复系“１８３１Ｒ”为试验材料，对苗龄４～５ｄ的下胚轴进行侵染，培养并
观察抑菌效果、芽再生状况以及对转化效率的影响。结果表明，较高浓度（５００～６００ｍｇ／Ｌ）处理下，４种抗生素［Ｃａｒｂ、
Ｃｅｆ、特美汀（Ｔｉｍ）、阿莫西林（Ａｍｏ）］都可以很好地抑制农杆菌的生长，浓度低于５００ｍｇ／Ｌ时，抑菌效果由大到小为
Ｃａｒｂ＞Ａｍｏ＞Ｃｅｆ＞Ｔｉｍ。随着４种抗生素浓度的增加，芽再生率呈先增加后降低趋势，３００ｍｇ／Ｌ时达到最大，且在相
同浓度下，芽再生率由大到小为Ａｍｏ＞Ｃａｒｂ＞Ｔｉｍ＞Ｃｅｆ。经草甘膦抗性筛选及 ＰＣＲ检测，转化体系中使用 Ａｍｏ的转
化效率为１．９％，比Ｃａｒｂ、Ｃｅｆ转化效率分别高５８．３３％、９０．００％。因此，阿莫西林在有效脱除农杆菌的同时，对芽再生
的抑制作用最小，并具有较高转化效率。本研究对提高农杆菌介导的油菜遗传转化效率、加快油菜种质资源创新将具

有重要的作用和意义。
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　　甘蓝型油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）是重要的油料作物，３０多
年来油菜转基因研究得到了迅速发展，以转基因技术为核心

的生物技术被誉为第二次“绿色革命”。陈锦清等育成的高

含油量转基因油菜超油１号、超油２号新品系是目前世界上
含油量最高的甘蓝型油菜［１］。何业华等将 Ｂｔ基因导入甘蓝
型油菜湘油１３号，现已获得遗传稳定的抗虫油菜新品系［２］。

但转化过程中，植物组织与携带目的基因的根癌农杆菌共培

养后，往往难以抑制和脱除农杆菌，使得外植体成活率下降，

愈伤诱导率和芽再生率降低，转化效率偏低，从而限制转基因

技术的广泛利用，影响油菜育种水平的提高和新基因的功能

分析鉴定。因此，为实现高效的遗传转化，有必要找到一种高

效抗生素，在有效脱除农杆菌的同时，减少对愈伤诱导和芽再

生的抑制作用，对于甘蓝型油菜遗传转化具有重要的应用

价值。

农杆菌介导法已成为油菜等芸薹属植物基因转化中最常

用的方法。目前为止，已先后在甘蓝型油菜、白菜型油菜、芥

菜等作物上实现了报告基因、抗除草剂基因、抗病虫基因、雄

性不育基因、改良油菜成分和蛋白组分基因等的遗传转化。

２００４年山西农业大学利用花粉介导法将ＧＵＳ基因转入油菜，
其转化频率高达２．８％，逐步建立甘蓝型冬油菜花粉介导转

化的新体系［３］。卢爱兰等将芜菁花叶病毒基因导入油菜，获

得对油菜黄化花叶病毒（ＴｕＭＶ）抗性［４］。２０１４年徐茜育成了
具有抗草甘膦基因的甘蓝型油菜新品种浙大６１９［５］。石东乔
等将反义油酸脱饱和酶基因（Ｆａｄ２基因）导入油菜，获得了
高油酸含量，低亚油酸、亚麻酸的转基因油菜［６］。长期以来，

农杆菌介导的遗传转化采用的抑菌剂多为羧苄青霉素和头孢

霉素，因为它们可以抑制原核生物细胞壁的生成，进而抑制细

菌。关于羧苄青霉素（ｃａｒｂｅｎｅｃｉｌｌｉｎ）和头孢霉素（ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ）
对油菜转化的研究已有报道［７］，裴冬丽等在白菜型油菜的转

化中发现这２种抗生素对农杆菌菌株 ＬＢＡ４４０４有很强的抑
制作用［８］。高武军等研究发现５００ｍｇ／Ｌ的羧苄青霉素可以
完全抑制农杆菌的生长［９］。Ｈａｎ等在小麦的遗传转化中发现
头孢霉素在２５０ｍｇ／Ｌ可以完全抑制农杆菌生长［１０］。在高梁

遗传转化中发现２５０～５００ｍｇ／Ｌ的羧苄青霉素可以有效抑制
农杆菌［１１］。但是，以上研究并没有分析头孢霉素和羧苄青霉

素对植物再生潜力的影响。有研究认为头孢霉素可能会抑制

芽的分化［１２－１４］，而羧苄青霉素则抑制根的形成［１５］。此外，抗

生素的浓度对遗传转化也有一定的影响。如浓度为２５０ｍｇ／Ｌ
的头孢霉素不利于玉米愈伤组织的形成［１６］，并最终导致转化

效率反而低于１００ｍｇ／Ｌ的处理；羧苄青霉素在随后的试验中
都采用１００ｍｇ／Ｌ来抑制农杆菌［１７］。特美汀（ｔｉｍｅｎｔｉｎ）和阿
莫西林（ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ）是应用于农杆菌介导的植物遗传转化中
的新型抗菌素，特别是在胚性愈伤组织再生系统中具有很好

地抑菌效果，而且对组织再生的抑制较小。Ｃｏｓｔａ等在农杆菌
介导烟草的转化中发现特美汀具有较高的转化频率并对根的

生长具有促进作用［１８］。胡威研究柑橘时发现特美汀降低了

芽的再生频率，导致７０％的再生芽产生突变，而在阿莫西林

—８５— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１２期



的培养基中是正常的［１９］。阿莫西林是一种无菌单独包装、稳

定且便于携带的抗生素，其价格相对于羧苄青霉素、头孢霉

素、特美汀便宜。２０１４年 Ｎａｉｎｇ等首次研究了阿莫西林对
“鲜红”菊花［Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ（Ｒａｍａｔ）］叶片外植
体培养的植株再生能力的影响，发现２５０ｍｇ／Ｌ的阿莫西林不
但可以抑制农杆菌菌株 ＬＢＡ４４０４，而且对外植体具有高效的
转化频率，证明了阿莫西林可有效取代羧苄青霉素或头孢霉

素［２０］。但阿莫西林应用于农杆菌介导的甘蓝型油菜遗传转

化中并未见报道。

因此，本研究在油菜种质遗传转化过程中，设置４种不同
浓度的抗生素，以确定适合于甘蓝型油菜农杆菌介导的抗生

素种类和浓度，并明确阿莫西林在甘蓝型油菜遗传转化中的

效果，这对于提高农杆菌介导的油菜遗传转化效率、加快油菜

种质资源创新具有重要的理论价值和应用前景。

１　材料与方法

１．１　试验材料与药品
以甘蓝型油菜杂交种青杂５号的恢复系“１８３１Ｒ”为试验

材料。农杆菌菌株选用ＬＢＡ４４０４、ＧＶ３１０１。植物表达载体为
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００（图 １），该载体使用草甘膦抗性基因 ＥＰＳＰＳ
（５－ｅｎｏｌｐｙｒｕｖｙｌｓｈｉｋｍａｔｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，５－烯醇式
丙酮酰莽草酸－３－磷酸合成酶）替换了 ｐｃＡＭＢＩＡ１３００的潮
霉素抗性标记 Ｈｙｐ（图 １）。羧苄青霉素（Ｃａｒｂ）、头孢霉素
（Ｃｅｆ）、特美汀（Ｔｉｍ）、阿莫西林（Ａｍｏ）、Ｋａｎ、Ｒｉｆ、ＡｇＮＯ３、ＡＳ、
６－ＢＡ、２，４－Ｄ、ＮＡＡ、草甘膦均用０．２２μｍ的滤膜抽滤。

１．２　方法
１．２．１　外植体的制备　外植体制备参照邹智等的研究方
法［２１］。选取籽粒饱满的种子，７０％乙醇浸泡３０ｓ，无菌水冲
洗２～３次；１％的次氯酸钠溶液（０．３ｇ＋３０ｍＬＨ２Ｏ２）浸泡
１３～１５ｍｉｎ（期间不时摇动），无菌水冲洗３～５次；接种于萌
发培养基上，每瓶约２０粒种子，置培养箱培养诱导萌发，培养
条件如下：温度（２５±３）℃下，光照１６ｈ／ｄ，光强２０００ｌｘ萌
发。４～５ｄ后切取其下胚轴，转接于预培培养基。
１．２．２　含表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００的农杆菌菌株 ＬＢＡ４４０４、
ＧＶ３１０１的活化　参照王关林等所述的方法［２２］。（１）取出含
表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３００的农杆菌菌株ＬＢＡ４４０４划线接种于
含５０ｍｇ／ＬＫａｎ＋５０ｍｇ／ＬＲｉｆ的 ＹＥＰ固体培养基平板上，
２８℃ 下倒置黑暗培养２～３ｄ。（２）于转化前１ｄ挑取单菌
落，接种于２０ｍＬ含５０ｍｇ／ＬＫａｎ＋５０ｍｇ／ＬＲｉｆ的ＹＥＰ液体
培养基中，置于摇床上 ２８℃下 ２００～２１０ｒ／ｍｉｎ培养过夜
（１６ｈ左右），使菌体达到对数期（Ｄ６００ｎｍ ＝０．６～０．８）。（３）
取４００μＬ菌液转接入２０ｍＬ无抗生素的 ＹＥＰ液体培养基
中，继续培养４～６ｈ。（４）将菌液倒入无菌带盖的５０ｍＬ离
心管内，盖上管盖，用封口膜封口，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ。
（５）取出离心管，在超净工作台上弃去上清，向离心管内加入

适量ＭＳ液体培养基，悬浮起菌体，２８℃下２１０ｒ／ｍｉｎ离心，使
其吸光度达到０．４～０．６之间，即可用作接种外植体的工程菌
液。农杆菌ＧＶ３１０１的活化等同。
１．２．３　外植体的农杆菌侵染　将预培２～３ｄ的下胚轴置于
无菌的小培养皿中，向皿中倒入制备好的工程菌液，中间轻缓

晃动数次，３～５ｍｉｎ后倒掉菌液，然后将下胚轴投入无菌水中
清洗３遍，置于无菌滤纸上，吸干表面液滴，随即转移到共培
养培养基（不含抗生素和草甘膦）中，２５℃下黑暗培养２ｄ。
１．２．４　４种抗生素对抑制２种土壤根癌农杆菌菌株的作用
　试验设计２个处理，即将５００ｍｇ／Ｌ４种抗生素（Ｃａｒｂ、Ｃｅｆ、
Ｔｉｍ、Ａｍｏ）分别加入２种土壤根癌农杆菌菌株的 ＹＥＰ培养基
（分别挑取农杆菌菌株 ＬＢＡ４４０４、ＧＶ３１０１的单菌落于２５ｍＬ
含５０ｍｇ／ＬＫａｎ＋５０ｍｇ／ＬＲｉｆ的 ＹＥＰ液体培养基中），置于
摇床上２８℃下２００～２１０ｒ／ｍｉｎ培养过夜（１６ｈ左右），２种土
壤根癌农杆菌菌株的ＹＥＰ培养基不加任何抗生素设为对照，
然后分别测其吸光度。

１．２．５　抗生素浓度设计和抑菌效果鉴定　试验设计４个处
理，每个处理设 ６个浓度梯度，即 １００、２００、３００、４００、５００、
６００ｍｇ／Ｌ，每个处理设置３次重复。将农杆菌菌株 ＬＢＡ４４０４
侵染后共培养２ｄ的外植体转入抑菌培养基。培养基经高压
灭菌后，按试验设计分别添加不同浓度的抗生素，于植物培养

箱中培养，培养条件为 ２８℃、１６ｈ／８ｈ光周期、光照度
２０００ｌｘ。在培养３ｄ后连续观察抑菌情况。抑菌完全的标
准为外植体在与培养基接触的部位未出现农杆菌菌落。抑菌

率＝未孳生农杆菌的外植体数／农杆菌侵染后的总外植体数×
１００％。　
１．２．６　抗生素对芽再生的影响鉴定　在抑菌７ｄ之后，采用
杨长友等报道的愈伤诱导培养基（ＭＳ培养基，含 ４．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３，ＮＡＡ、ＡｇＮＯ３、灭
菌后另加）［２３］，培养基经高压灭菌后，按“１．２．５”节设计的抗
生素浓度梯度，分别添加，同时设置对照试验，即外植体（未

经农杆菌侵染）在愈伤诱导过程中不加抗生素，２８℃、
１６ｈ／８ｈ光周期、光照度２０００ｌｘ培养２０ｄ后连续观察愈伤
诱导情况。采用王俊生等报道的愈伤分化培养基（ＭＳ培养
基，含２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ，ＮＡＡ灭菌后另
加）［２４］。培养基经高压灭菌后，按“１．２．５”节设计的抗生素
浓度梯度，分别添加，同时设置对照试验，即外植体（未经农

杆菌侵染）愈伤分化过程中不加抗生素，培养条件为２８℃、
１６ｈ／８ｈ光周期、光照度２０００ｌｘ，培养１５ｄ后观察芽再生情
况。芽再生率＝带芽外植体数／总外植体数×１００％
１．２．７　草甘膦抗性筛选及 ＰＣＲ检测　试验设计４个处理，
即依据“１．２．６”节试验结果分别在芽再生培养基加入４种抗
生素各自相对应的最适浓度，每个处理设置３次重复。同时
加入抗性筛选试剂草甘膦（Ｇｌｙ），浓度为８ｍｇ／Ｌ。芽再生培
养基为ＭＳ培养基，含４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
８ｍｇ／ＬＧｌｙ，ＮＡＡ、抗生素灭菌后另加。１５ｄ后统计拟转基因
植株，并进行 ＰＣＲ验证，统计转化率。转化率 ＝转基因植株
总数／总外植体数×１００％。

用ＣＴＡＢ法提取拟转基因植株和对照（未转化植株）的
基因组ＤＮＡ，用于ＰＣＲ扩增。

ＥＰＳＰＳ基因的 ＰＣＲ引物为 ５′－ＴＣＴＡＣＡＡＡＴＣＴＡＴＣＴＣ
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ＴＣＴＣＧ－３′、５′－ＧＧＡＡＣＴＡＣＴＣＡＣＡＣＡＴＴＡＴＴＡ－３′。
产物长度为 １３５０ｂｐ，建立 ２５μＬ反应体系：ｄｄＨ２Ｏ

（１７．５μＬ）、１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（２．５μＬ）、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ
（２．０μＬ）、上游引物（０．７５μＬ）、下游引物（０．７５μＬ）、
ＴａＫａＲａＴａｑ（０．５μＬ）。ＰＣＲ反应条件为９５℃ ３ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５２．９℃３０ｓ，７２℃８１ｓ，３０个循环；７２℃８ｍｉｎ。反应结
束后，用２％的琼脂糖凝胶电泳检测反应产物。
１．３　数据处理

试验数据采用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＳＰＳＳ１９．０进行处理。

２　结果与分析

２．１　４种抗生素对抑制根癌农杆菌的效果
５００ｍｇ／Ｌ的 ４种抗生素对抑制根癌农杆菌菌株

（ＬＢＡ４４０４、ＧＶ３１０１）的效果如图２所示。结果显示，加入羧
苄青霉素（Ｃａｒｂ）、头孢霉素（Ｃｅｆ）、特美汀（Ｔｉｍ）、阿莫西林
（Ａｍｏ）的液体ＹＥＰ培养基吸光度都为０。在对照试验中，吸
光度在正常值（０．６～０．８）之间。说明浓度为５００ｍｇ／Ｌ的４
种抗生素均有抑制农杆菌菌株ＬＢＡ４４０４、ＧＶ３１０１繁殖和生长

的效果，可以用于后续试验。

２．２　４种不同浓度抗生素在ＭＳ固体培养基上的抑菌效果
如图３所示，４种抗生素浓度在５００～６００ｍｇ／Ｌ对抑菌

率的影响差异不显著，而在１００～４００ｍｇ／Ｌ对抑菌率的影响
差异显著。其中，１００ｍｇ／Ｌ时，Ｃａｒｂ比 Ｃｅｆ、Ｔｉｍ、Ａｍｏ抑菌率
高１５１．１１％、３０３．５７％、３２．９４％，Ａｍｏ比 Ｃｅｆ、Ｔｉｍ抑菌率高
８８．８９％、２０３．５７％；２００ｍｇ／Ｌ时，Ｃａｒｂ比 Ｃｅｆ、Ｔｉｍ抑菌率高
３７．６５％、１０５．２６％，Ａｍｏ比 Ｃｅｆ、Ｔｉｍ抑菌率高 ８８．８９％、
２０３．５７％；３００ｍｇ／Ｌ时，Ｃａｒｂ比 Ｔｉｍ抑菌率高５０．６３％，Ａｍｏ
比Ｔｉｍ抑菌率高４９．３７％；４００ｍｇ／Ｌ时，Ｃａｒｂ比Ｔｉｍ抑菌率高
１０．７８％，Ａｍｏ比 Ｔｉｍ抑菌率高 ８．０１％。表明较高浓度
（５００～６００ｍｇ／Ｌ）抗生素处理下，４种抗生素都可以很好地抑
制农杆菌的生长。同时，浓度低于５００ｍｇ／Ｌ时，Ｃａｒｂ抑菌效
果最好，其次是Ａｍｏ，再次是Ｃｅｆ、Ｔｉｍ。
　　以 Ａｍｏ为例，共培养 ７ｄ后发现，当浓度在 ４００～
６００ｍｇ／Ｌ时，其抑菌效果如图４－ａ、图４－ｂ、图４－ｃ所示，接
种下胚轴的培养基中未见农杆菌孳生；当浓度为 ３００ｍｇ／Ｌ
时，培养基中虽未见农杆菌孳生，但下胚轴少许脱水且与培养

基接触的部位呈水渍状，褐化较严重，活性降低，如图４－ｄ；
当浓度为１００～２００ｍｇ／Ｌ时，下胚轴基部出现大量农杆菌菌
落，菌落数与抗生素浓度呈反比。

２．３　４种不同浓度的抗生素对芽生长的影响
４种不同浓度的抗生素对芽生长的影响不同（图５）。从

总体趋势来看，随着４种抗生素浓度的增加，芽再生率呈先增
加后降低趋势，其中浓度在３００ｍｇ／Ｌ时达到最大；且在相同
浓度下，经Ａｍｏ处理的芽再生率最高，其次为Ｃａｒｂ、Ｔｉｍ、Ｃｅｆ。
当Ａｍｏ浓度在１００～２００ｍｇ／Ｌ时，比相同浓度下的Ｃａｒｂ、Ｃｅｆ、
Ｔｉｍ芽再生率高 ３．６２％、１３．８６％、１４．０５％；当 Ａｍｏ浓度在
３００ｍｇ／Ｌ时，比相同浓度下的 Ｃａｒｂ、Ｃｅｆ、Ｔｉｍ芽再生率高
１．８６％、９．７６％、９．７６％；当 Ａｍｏ浓度在４００～６００ｍｇ／Ｌ时，
比相同浓度下的 Ｃａｒｂ、Ｃｅｆ、Ｔｉｍ芽再生率高１．２９％、９．５３％、
８．９８％。由以上结果可知，４种抗生素中阿莫西林浓度在
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３００ｍｇ／Ｌ时最适于芽再生。
以Ａｍｏ为例，其不同浓度对愈伤诱导芽再生的影响不

同，Ａｍｏ浓度在３００～６００ｍｇ／Ｌ下时，可以发现随着浓度的增
加，经愈伤诱导芽再生的数量在明显下降，当浓度增加至６００
ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织停止生长而且生长出毛根，这表明高浓度
的抗生素可抑制愈伤组织芽的再生。图６中ｅ～ｈ是第３５天

时４种抗生素浓度在３００ｍｇ／Ｌ时对愈伤诱导芽再生的生长
状况。经Ａｍｏ处理的芽的生长要优于Ｃｅｆ、Ｔｉｍ，而与 Ｃａｒｂ处
理的芽的生长状况差异不大；经 Ｃｅｆ处理的愈伤组织分化的
再生芽呈现玻璃化现象；经Ｔｉｍ处理的愈伤组织出现绿点，但
并未分化出芽。

２．４　草甘膦抗性筛选及ＰＣＲ检测
５００个总外植体，经草甘膦抗性筛选，转化过程使用 Ｃａｒｂ

的拟转化植株１８株；使用Ｃｅｆ的拟转化植株１３株；使用Ｔｉｍ的
拟转化植株８株；使用Ａｍｏ的拟转化植株２５株。提取拟转化
植株的ＤＮＡ，以质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００为阳性对照，以未转化植
株为阴性对照，进行ＰＣＲ扩增（图７），统计转化效率（图８）。

　　试验发现使用Ｃａｒｂ的拟转化植株１８株中经ＰＣＲ扩增得
到６株与预期长度一样的扩增产物，转化效率为１．２％；使用
Ｃｅｆ的拟转化植株１３株中经 ＰＣＲ扩增得到３株与预期长度
一样的扩增产物，转化效率为１．０％；使用 Ｔｉｍ的拟转化植株
８株中经ＰＣＲ扩增未得到与预期长度一样的扩增产物；使用
Ａｍｏ的拟转化植株２５株经 ＰＣＲ扩增得到１０株与预期长度
一样的扩增产物，转化效率为１．９％。Ａｍｏ比 Ｃａｒｂ、Ｃｅｆ转化
效率分别高５８．３３％、９０．００％。而阴性对照未扩增到相应的
片段。初步证明 ＥＰＳＰＳ基因已成功导入到甘蓝型油菜恢复
系中，且说明转化过程适用Ａｍｏ的转化效率是最高的。

３　讨论与结论

本研究表明，在甘蓝型油菜杂交种青杂 ５号的恢复系
“１８３１Ｒ”的遗传转化过程中，采用新型的抗生素制剂，包括了
农杆菌介导的植物转化中常用的抗生素［羧苄青霉素

（Ｃａｒｂ）、头孢霉素（Ｃｅｆ）］和尚未广泛应用的新型抗生素［阿
莫西林（Ａｍｏ）、特美汀（Ｔｉｍ）］，以转化再生植株表现为依据，
研究４种抗生素对农杆菌的脱除效果以及对油菜再生植株转
化率的影响，发现转化初期，较高浓度（５００～６００ｍｇ／Ｌ）抗生
素处理下，４种抗生素都可以很好地抑制农杆菌的生长，浓度
低于５００ｍｇ／Ｌ时，Ｃａｒｂ抑菌效果最好，其次是 Ａｍｏ，再次是
Ｃｅｆ、Ｔｉｍ。周小梅等在研究 ９种抗生素的抑制效果时发现
Ｃａｒｂ在 ５００ｍｇ／Ｌ、Ｃｅｆ在 ６００ｍｇ／Ｌ时对农 杆菌 菌株
ＬＢＡ４４０４、ＥＨＡ１０５可以达到很好的抑菌效果［７］，本研究结果

与之类似。Ｇｏｕｌｄ等在松树遗传转化中也得到类似的研究结
果［２５］。Ｎａｉｎｇ等在菊花的研究中发现，Ａｍｏ在２５０ｍｇ／Ｌ可以
完全抑制农杆菌菌株 ＬＢＡ４４０４的生长［２０］。黄昌蓉在研究甘

蓝型油菜早熟基因遗传转化体系的建立时发现，分化培养阶
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段５００ｍｇ／Ｌ的Ｔｉｍ难以控制农杆菌的生长，会导致外植体全
部褐化，然后死亡［２６］，但本研究发现，Ｔｉｍ在４００ｍｇ／Ｌ时可以
达到很好的抑菌效果，这可能与农杆菌侵染的菌液浓度和时

间有关，而本研究与Ｃｈｅｎｇ等研究烟草遗传转化中的结果［２７］

类似。

抗生素不仅对农杆菌有抑制作用，而且对芽再生也有一

定的影响。适宜的抑菌剂既要对农杆菌具有良好的抑制作

用，又不能对外植体生长产生较大影响［２８］。在芽再生阶段，

随着４种抗生素浓度的增加，芽再生率呈先增加后降低趋势，
其中浓度在３００ｍｇ／Ｌ时达到最大。且在相同浓度下，经Ａｍｏ
处理的芽再生率最高，其次为Ｃａｒｂ、Ｔｉｍ、Ｃｅｆ。Ｎａｉｎｇ研究发现
Ｃａｒｂ和Ａｍｏ对芽再生的影响比 Ｃｅｆ小，本试验结果与之一
致。Ｒｅｎ在研究柑橘的遗传转化中发现经阿莫西林处理的愈
伤组织诱导芽再生的频率优于特美汀处理［１９］，本研究结果与

之一致。Ｃｅｆ和Ｔｉｍ在不同浓度下诱导愈伤组织产生再生芽
数量低于Ｃａｒｂ，这与前人在疫苗、结球甘蓝、玉米中的研究结
果［１５－１９］类似。经草甘膦抗性筛选及 ＰＣＲ检测，转化体系中
使用Ａｍｏ的转化效率比Ｃａｒｂ、Ｃｅｆ转化效率分别高５８．３３％、
９０．００％。

综上，阿莫西林是甘蓝型油菜杂交种青杂５号的恢复系
“１８３１Ｒ”遗传转化中最适的抗生素。羧苄青霉素、头孢霉素、
阿莫西林、特美汀对后续再生芽生根能力是否有影响，以及残

留的抗生素是否会影响转化植株移栽至大田后的生长，有待

进一步研究。
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