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　　摘要：采用不同Ｄ６００ｎｍ值的农杆菌菌液浸泡甘蓝种子，研究农杆菌浸种对甘蓝种子萌发及幼苗生长发育的影响，

并检测其转化效果。结果发现，农杆菌浸种对甘蓝种子的发芽率、发芽指数、活力指数均有抑制作用，且 Ｄ６００ｎｍ值越

高，抑制作用越明显。此外，农杆菌浸种对甘蓝幼苗的株高、叶面积、根茎比、鲜质量均有显著抑制作用。叶绿素含量

随Ｄ６００ｎｍ值增大，呈先增加后降低的趋势，Ｄ６００ｎｍ为０．８时，叶绿素含量最高，为７．８６ｍｇ／ｇ，Ｄ６００ｎｍ为１．６时，叶绿素含

量最低，为５．６４ｍｇ／ｇ。农杆菌浸种不影响ＳＯＤ活性，但 ＰＯＤ、ＣＡＴ活性均随着 Ｄ６００ｎｍ值的升高而升高。农杆菌浸种

能获得一定的ＰＰＴ抗性苗，其中Ｄ６００ｎｍ为０．８时获得的抗性苗最多，达到１０．３２％。ＰＣＲ结果显示农杆菌浸种能实现

基因的转化，其中Ｄ６００ｎｍ为１．６时转化率最高，达到２．３３％。
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　　农杆菌介导的遗传转化是目前较广泛应用的转基因方
法，但是常规的农杆菌介导法依赖于组织培养［１－２］，导致其应

用受到一定的限制。农杆菌浸种法是近年诞生的一种转基因

方法，是将萌发的种子直接浸在农杆菌菌液中，利用农杆菌的

浸染特性和植物细胞自身的物质转运系统把外源基因导入受

体细胞并整合到基因组中稳定表达，从而实现遗传转化［３］，

如Ｆｅｌｄｍａｎｎ等首次利用农杆菌浸种法将ｎｐｔⅡ基因导入了拟
南芥［４］，该方法后来相继在水稻、小麦、黄瓜、番茄、中华结缕

草等植物遗传转化中取得了成功［５－８］。甘蓝的遗传转化研究

起步早，目前已相继导入抗虫基因 Ｂｔ、蛋白酶抑制剂基因、育
性基因、抗病基因、生长素基因等［９］。纵观甘蓝的遗传转化，

最常采用的方法还是依赖于组织培养的农杆菌介导的遗传转

化，笔者所在实验室采用该传统的转化方法获得了部分激活

标签突变体［１０］，但是转化效率低下，且需要在无菌条件下进

行离体操作。因此，本研究将采用农杆菌浸种法，将含激活标

签ｐＳＫＩ０１５的农杆菌转化甘蓝，调查浸种对甘蓝种子萌发及
幼苗生长的影响，并探讨其转化效果，以期获得一种甘蓝激活

标签突变体材料的简便转基因方法。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试甘蓝为夏光种子，供试农杆菌为 ＧＶ３１０１（含质粒

ｐＳＫＩ０１５）。
１．２　农杆菌的培养

用ＬＢ培养基接种农杆菌，２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养过

夜，分光光度计测定６００ｎｍ下的Ｄ值。
１．３　农杆菌浸种

取成熟饱满发芽率８５％以上的种子，用 ０．４％ ＫＭｎＯ４
浸种６ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４次，２５℃催芽。待种子８０％露
白时，再用无菌水冲洗干净，加入农杆菌液，农杆菌菌液

Ｄ６００ｎｍ分别为０（未加入农杆菌的 ＬＢ溶液，对照）、０．４、０．８、
１．２、１．６。浸种２ｈ，倒掉菌液，２５℃黑暗条件下培养２ｄ后
转入铺有滤纸的培养皿（滤纸使用１ｍｇ／Ｌ的 ＰＰＴ浸湿，适
时补加），置于 ２０℃、１４ｈ／ｄ光照的培养箱中培养，观察记
载发芽情况。

１．４　幼苗移栽
种子发芽后统计发芽率、发芽势、活力指数。用自来水将

幼苗冲洗干净，移栽于穴盘培养。

发芽率＝发芽终期全部正常发芽的种子数／供试种子数×
１００％；　

发芽指数（ＧＩ）＝∑（Ｇｔ／Ｄｔ），Ｇｔ为在ｔｄ的发芽数，Ｄｔ为
相应的发芽天数；

活力指数（Ｖｉ）＝Ｇｉ×Ｓ，Ｓ为芽的长度＋根的长度。
１．５　形态指标测定

移栽３０ｄ后测定幼苗叶面积、株高、根长、鲜质量等，并
计算根茎比。

１．６　生理指标测定
取移栽３０ｄ的苗，测定各生理指标［１１］。采用丙酮提取

法测定叶绿素含量，氮蓝四唑光化还原法测定超氧化物歧化

酶（ＳＯＤ）活性，紫外吸收法测定过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性，愈
创木酚法测定过氧化物酶（ＰＯＤ）活性。
１．７　ＰＰＴ抗性苗筛选

浸种后的种子播种在含１ｍｇ／ＬＰＰＴ的培养皿中发芽，移
栽穴盘后后喷施１０ｍｇ／ＬＢａｓｔａ溶液。
１．８　ＰＣＲ检测

ＣＴＡＢ提取 ＰＰＴ抗性苗叶片基因组 ＤＮＡ，以 ＢａｒＦ（５′－
ＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＣＧＡＡＴＴＣ）和 ＢａｒＲ（５′－ＡＴＡＧＧＣＧＴＣＴＣＧ
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ＣＡＴＡＴＣＴＣ）为引物扩增长度为７００ｂｐ的ｂａｒ基因，未转化的
甘蓝为阴性对照，ｐＳＫＩ０１５为阳性对照，扩增方法和程序参照
王爱荣等的方法［１２］。ＰＣＲ反应总体积 ２５μＬ。扩增程序：
５℃ 预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３５ｓ，３０个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。取扩增产物１０μＬ于１％
琼脂糖凝胶上电泳。

１．９　数据处理
用ＳＰＳＳ系统软件进行数据处理，ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件作

图，Ｐ＜０．０５作为显著性检测标准。

２　结果与分析

２．１　农杆菌浸种对甘蓝种子萌发的影响
由表１可知，随着农杆菌Ｄ６００ｎｍ的升高，甘蓝种子发芽率

基本呈现下降趋势，其中 Ｄ６００ｎｍ为 ０．４时，与对照差异不显
著，但是Ｄ６００ｎｍ为０．８、１．２、１．６时的发芽率显著低于对照，
Ｄ６００ｎｍ为１．６时，发芽率最低，Ｄ６００ｎｍ为０．８和 Ｄ６００ｎｍ为１．２处
理之间差异不显著。发芽指数的变化与发芽率的变化类似，

随着Ｄ６００ｎｍ的升高而降低，除Ｄ６００ｎｍ为０．４与对照差异不显著
外，其他各处理的种子发芽指数均显著低于对照。种子活力

指数的变化也是随着 Ｄ６００ｎｍ的升高而降低。除 Ｄ６００ｎｍ为 ０．４
与对照差异不显著外，其他各处理的种子活力指数均显著低

于对照。不同的Ｄ６００ｎｍ之间也存在差异，其中Ｄ６００ｎｍ为１．６处
理下，种子的活力指数最低，仅为５３．６％。由此可知，农杆菌
的Ｄ６００ｎｍ过高，对甘蓝种子的萌发有抑制作用。

表１　农杆菌浸种对甘蓝种子萌发的影响

农杆菌浓度

（Ｄ６００ｎｍ）
发芽率

（％） 发芽指数 活力指数

０ ８５．６１±１．０２ａ １５．６±０．６２ａ ７２．３±１．２４ａ
０．４ ８４．７２±０．９３ａ １３．８±０．９８ａｂ ６９．４±０．７２ａｂ
０．８ ７８．５±１．２４ｂ １０．９±１．０３ｂ ５９．８±１．６５ｂ
１．２ ７９．４±１．４６ｂ １１．３±１．２４ｂ ５５．７±２．８９ｂｃ
１．６ ７０．３±１．８２ｃ １０．５±０．８６ｂ ５３．６±２．３４ｃ

　　注：同列中相同字母表示在０．０５水平上两者差异不显著。

２．２　农杆菌浸种对甘蓝幼苗生长的影响
由表２可知，对照组的根茎比最大，且随着 Ｄ６００ｎｍ值的增

加，根茎比逐渐减小，所有处理的根茎比均显著低于对照，

Ｄ６００ｎｍ为０．４、０．８、１．２３者之间差异不大，Ｄ６００ｎｍ为１．６处理
时的根茎比最低，仅为０．７０，比对照降低了约１８％。因此，农
杆菌浸种对甘蓝幼苗的根茎比有抑制作用。甘蓝幼苗的叶面

积也随着Ｄ６００ｎｍ值的增加而降低，其中Ｄ６００ｎｍ为０．４与对照差
异并不显著，对照组的叶面积最大，Ｄ６００ｎｍ为 １．６的叶面积最
小。由此可知，农杆菌浸种对甘蓝幼苗叶面积有抑制作用，在

Ｄ６００ｎｍ高于０．８时开始表现较明显的抑制效应。株高的变化
与根茎比和叶面积的变化有所不同，仅在 Ｄ６００ｎｍ为 １．２、１．６
下表现抑制效应。在 Ｄ６００ｎｍ达到 １．６时，株高仅为对照的
７２％。所有单株鲜质量中，对照组最大，与各处理之间差异显
著。Ｄ６００ｎｍ值为１．６时单株鲜质量最低，仅为对照的 ５６％，
Ｄ６００ｎｍ为０．４、０．８、１．２３组之间差异不显著。由此可见，农杆
菌浸种对甘蓝幼苗生长存在一定的抑制作用。

表２　农杆菌浸种对甘蓝幼苗形态指标的影响

农杆菌浓度

（Ｄ６００ｎｍ）
根／茎

叶面积

（ｍ２）
株高

（ｃｍ）
鲜重

（ｇ）

０ ０．８５±０．１２ａ ３．５３±０．３６ａ ２．４６±０．４８ａｂ ０．４５±０．１２ａ
０．４ ０．７９±０．５７ｂ ３．４６±０．４９ａ ２．５６±０．３８ａ ０．３７±０．１１ｂ
０．８ ０．７８±０．６６ｂ ２．４８±０．５３ｂ ２．４７±０．７２ａｂ ０．３３±０．１０ｂｃ
１．２ ０．７６±０．９３ｂ ２．３３±０．８４ｂｃ ２．３３±０．４９ｂ ０．３０±０．１３ｂｃ
１．６ ０．７０±０．７４ｃ ２．１２±０．６９ｃ １．７８±０．７１ｃ ０．２５±０．１２ｃ

　　注同表１。

２．３　农杆菌浸种对甘蓝生理指标的影响
由表３可以看出，在农杆菌 Ｄ６００ｎｍ低于０．８时，随 Ｄ６００ｎｍ

的增大，叶绿素含量增加，Ｄ６００ｎｍ为０．８时，叶绿素含量达到最

大值，之后随着Ｄ６００ｎｍ的进一步增大，叶绿素含量开始下降，
且明显低于对照，在Ｄ６００ｎｍ达到１．６时，叶绿素含量最低。由
此可知，高浓度农杆菌菌液浸种会降低甘蓝的叶绿素含量。

表３　农杆菌浸种对甘蓝幼苗生理指标的影响

农杆菌浓度

（Ｄ６００ｎｍ）
叶绿素含量

（ｍｇ／ｇ）
ＳＯＤ活性
（Ｕ／ｇ）

ＰＯＤ活性
［Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］

ＣＡＴ活性
［Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）］

０ ６．８７±０．８１ａｂ ４４８．２３±４．３６ａ ３．４５±０．２６ｃ ３．８９±１．２３ｃ
０．４ ７．２５±０．３９ａ ４３２．３５±５．８９ａ ４．６８±０．８４ｃ １２．６９±２．６５ｂ
０．８ ７．８６±０．６３ａ ４３５．８９±６．２７ａ ６．８９±０．５３ａｂ １１．５４±２．４６ｂ
１．２ ５．９４±０．９２ｂ ４４３．７４±５．２５ａ ７．３４±０．７９ａ １８．５３±３．４１ａ
１．６ ５．６４±０．６８ｂ ４５８．４７±８．２４ａ ８．９４±０．５９ａ １７．４５±２．３７ａ

　　注同表１。

　　表３还显示，各处理之间 ＳＯＤ活性差异并不显著，说明
农杆菌浸种并不影响 ＳＯＤ活性。ＰＯＤ活性均随着 Ｄ６００ｎｍ值
的增大而升高，对照组的ＰＯＤ活性最低，当Ｄ６００ｎｍ值大于０．８
时 ＰＯＤ活性显著提高，说明农杆菌已经对甘蓝造成胁迫，
ＰＯＤ活性提高，其清除自由基的能力也提高，从而避免植株
受到伤害。ＣＡＴ活性的变化也是随着农杆菌菌液浓度升高

而增加，当Ｄ６００ｎｍ大于０．４时，其与对照的差异已经达到显著
水平。由此可见，农杆菌菌液浸种对甘蓝是一种胁迫，为了提

高其适应逆境的能力，ＰＯＤ活性升高以清除产生的自由基。
２．４　农杆菌浸种对ＰＰＴ抗性苗率及转化率的影响

由表４可以看出，采用农杆菌浸种甘蓝能获得一定的
ＰＰＴ抗性苗，其中Ｄ６００ｎｍ为０．８时获得的抗性苗最多，ＰＰＴ抗
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性苗率可以达到 １０．３２％，Ｄ６００ｎｍ为 １．６时获得的抗性苗最
少，仅为８．３４％。

表４　甘蓝幼苗的ＰＰＴ抗性苗率及转化率

农杆菌浓度

（Ｄ６００ｎｍ）
ＰＰＴ抗性苗率
（％）

转化率

（％）

０．４ ８．５６ ０．００
０．８ １０．３２ １．００
１．２ ９．６３ １．６７
１．６ ８．３４ ２．３３

　　提取ＰＰＴ抗性植株叶片的基因组 ＤＮＡ，进行 ＰＣＲ扩增，
部分植株扩增到了长约为 ７００ｂｐ的片段（图１－Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｇ、
Ｈ），与从质粒Ｐｓｋｉ０１５扩增出的片段基本相同（图１－Ｊ），说
明基因已经整合到了转化植株中，但也有例外，如图１－Ｅ扩
增出的片段明显比对照大，具体原因有待进一步研究。

　　经ＰＣＲ检测，统计转化率结果如表４。由表４可以看出，
转化率的大小依次为 Ｄ６００ｎｍ０．４＜Ｄ６００ｎｍ０．８＜Ｄ６００ｎｍ１．２＜
Ｄ６００ｎｍ１．６。该结果显示，转化率随着Ｄ６００ｎｍ值增大而增加，但
是抗性苗率并不随Ｄ６００ｎｍ值的增大而增加，原因可能是Ｄ６００ｎｍ
值过高（本试验中的 Ｄ６００ｎｍ１．６）对甘蓝幼苗生长造成抑制，
甚至死亡，从而导致获得的抗性苗数量减少。

３　讨论

植物在逆境条件下通常会表现出衰老症状，如叶绿素含

量降低，蛋白质、核酸等大分子水解加速，原生质膜以及内膜

系统发生过氧化，膜脂过氧化产物ＭＤＡ含量增加，ＰＯＤ酶促
防御系统活性下降等［１３］。本研究结果表明甘蓝幼苗叶片中

的叶绿素含量随菌液 Ｄ６００ｎｍ值的增加成先升高后降低的趋
势，在 Ｄ６００ｎｍ为０．８时，叶绿素含量达到最大值，之后开始下
降，这与徐开杰等的研究结果［１４］有所不同，他们发现随着农

杆菌菌液浓度升高，小麦幼苗叶片中叶绿素含量呈下降趋势。

徐开杰等的结果显示小麦 ＰＯＤ活性随农杆菌菌液浓度升高
呈先升后降的趋势［１４］，而本研究证实甘蓝的ＰＯＤ随着Ｄ６００ｎｍ
的增加一直成上升趋势。本研究结果还表明随着农杆菌菌液

浓度升高，甘蓝种子发芽率、发芽势、幼苗株高、鲜质量含量呈

下降趋势，这与徐开杰等的结果［１４］一致。因此，农杆菌浸种

对甘蓝是一种胁迫作用，特别是高浓度的农杆菌会影响萌发

和幼苗的生长代谢。

转化率是衡量转化效果的重要指标，本研究结果表明在

低Ｄ６００ｎｍ值时（Ｄ６００ｎｍ＜０．８），转化率为零，这与陈明利等的结
果［１５］类似，他们认为农杆菌浓度Ｄ６００ｎｍ值小于０．５时，即使采
用长时间侵染，转化效率也不高。但是农杆菌菌液浓度也不

宜过高，如本研究中在Ｄ６００ｎｍ为１．６时，获得的转化率虽然较
高，但是在此处理下甘蓝幼苗生长严重受抑、甚至死亡。陈明

利等发现，当农杆菌菌液Ｄ６００ｎｍ超过１．５时，对小麦种子萌发
和幼苗生长发育产生了较为严重的伤害作用，小麦种子发芽

率显著降低，幼苗出现生长减慢、停止甚至出现白化、最终死

亡的现象［１５］。他们认为从获得转基因植株的规模方面考虑，

农杆菌菌液Ｄ６００ｎｍ不超过１．５，这与本研究结果是一致的。
目前，依赖于组织培养的农杆菌介导的遗传转化仍然是

甘蓝转基因研究的主要手段。但是这种方法操作繁琐，需要

高频率的再生系统，特别是组织培养要求无菌，而农杆菌本身

又是一种细菌，这增加了无菌操作的难度。因此，探索一种简

单、快捷、高效的遗传转化方法势在必行。种子浸泡法是最近

诞生的一种用于植物转化的方法，已经取得了一定的成功。

本研究证实采用农杆菌浸种甘蓝也可以实现基因的转移，虽

然转化率仅为２．３３％，但今后深入研究将有助于获得转化率
更高的转基因转化体系。
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