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　　摘要：以番茄自交系ＡＣ＋＋和番茄母本材料１４４８的子叶为外植体，采用农杆菌介导的方式接种于含有不同浓度
玉米素（ＺＴ）、吲哚－３－乙酸（ＩＡＡ）和硝酸银（ＡｇＮＯ３）的ＭＳ培养基上，以筛选适合番茄自交系ＡＣ＋＋和１４４８的最佳

遗传转化体系。结果显示，诱导愈伤组织及不定芽分化的最适培养基为 ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＺＴ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋３ｍｇ／Ｌ
ＡｇＮＯ３；诱导生根的最适培养基为１／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ。
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　　番茄（ＬｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍＭｉｌｌ．）作为具备良好加工特
性的蔬菜，其普及性广，口感好，营养丰富，是植物口服疫苗的

理想载体［１－２］。目前，利用转基因植物生产口服疫苗愈加受

到重视［３－４］。番茄作为生物反应器来生产可食性疫苗具有较

好的应用前景，因此选择较好的番茄遗传转化材料和优化番

茄的遗传转化体系显得极为重要。

影响番茄遗传转化的因素有很多，大量研究表明，目前已

开发出比较成熟的番茄遗传转化体系。但是不同基因型的番

茄品种在相同的转化条件下，其转化率差异较大［５］。在番茄

遗传转化研究中应用得比较多的番茄品种为中蔬４号。葛艳
辉等的研究表明，使用中蔬４号作为番茄遗传转化研究的品
种，其转化率可以高达５１．４０％，而在相同的体系下，Ｔ０３的转
化率仅为２８．１７％［６－８］。以上研究结果表明，对于不同基因

型的番茄，其最适的遗传转化体系不同，因此需要对不同基因

型的番茄筛选出其最适合的遗传转化体系。

本试验采用转化效率比较高的番茄自交系 ＡＣ＋＋和
１４４８作为遗传转化材料，通过农杆菌介导的方式，采用正交

试验设计，筛选出适合这２个品种的最佳遗传转化体系，并确
定２种番茄材料中的最佳转化材料，为后续利用基因工程技
术生产番茄口服疫苗提供试验材料并奠定试验基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试番茄材料为番茄自交系 ＡＣ＋＋和笔者所在实验室

保存的母本材料１４４８，分别由西南大学园艺园林学院和云南
农业大学园林园艺学院提供。

试验所用菌种（含有 ＩＧＦ－１基因的 ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１－
ＩＧＦ－１载体）由笔者所在实验室保存。
１．２　试验时间和地点

本试验于２０１７年６月至２０１７年１２月进行，整个试验过
程均在云南农业大学园林园艺学院蔬菜分子生物学实验室

完成。

１．３　试验方法
１．３．１　无菌苗的获取　挑选饱满的番茄种子，加入洗洁精进
行搓洗（尽量去除其表面抑制种子发芽的物质和种子表面的

小茸毛），将种子清洗干净。在超净工作台上完成以下操作。

（１）种子的消毒处理。首先用７５％乙醇消毒３０ｓ，然后快速
用无菌水清洗３次，之后加入饱和磷酸钠溶液消毒２０ｍｉｎ，再
用无菌水清洗种子３次，其间不断搅拌；加入有效浓度为２％
的次氯酸钠消毒１０ｍｉｎ，其间稍作摇晃，用无菌水清洗５～７
次，每次洗２ｍｉｎ。（２）种子消毒后的处理。将消毒的种子用
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无菌吸水纸吸干水分，然后将种子接种在１／２ＭＳ培养基中，
每瓶接５～６粒种子。将培养基置于光照培养箱中培养，光—
暗周期为１６ｈ—８ｈ，光—暗温度周期为２６℃—１８℃，光照度
为１５００～２０００ｌｘ，培养１０～１５ｄ左右获得无菌番茄植株。
１．３．２　农杆菌浸染番茄叶片　（１）选取培养７ｄ的番茄叶
片，切成大小约为０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的小块，将叶片块接种于
如表 １所示筛选好的固体培养基中，在黑暗条件下预培养
２４～３６ｈ。（２）将含有载体的农杆菌接种于含有５００μｇ／Ｌ链
霉素（Ｓｍ）、５０μｇ／Ｌ利福平（Ｒｉｆ）、５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素（Ｋａｎ）的
液态酵母甘露醇培养基（ＹＥＢ）中，２８℃黑暗培养２ｄ。（３）取
５００μＬ复壮后的农杆菌加入液体 ＹＥＢ培养基（含有
５００μｇ／ＬＳｍ，５０μｇ／ＬＲｉｆ，５０ｍｇ／ＬＫａｎ）中，过夜培养１６ｈ，
至Ｄ６００ｎｍ为０．５左右。（４）在室温条件下于６０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，用等体积的 ＹＥＢ重悬菌体；在室温条件下于
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，收集农杆菌，用５０μＬＭＳ
液体培养基重悬，作为浸染液。（５）将预培养的外植体浸泡
在重悬的浸染液中１０ｍｉｎ，其间振荡，之后用滤纸吸去叶片上
多余的菌液，放回原固体培养基内进行共培养。每个处理接

种１０瓶，每个处理重复３次，每瓶接种６个叶片块。（６）共培
养２ｄ后转接到相应的抗性培养基上，于光—暗周期为１６ｈ
（２６℃）—８ｈ（１８℃）的光照培养箱中培养。２周更换１次培
养基，直到愈伤组织生成。

１．３．３　诱导愈伤组织和不定芽的培养基筛选　本试验采用
３因素３水平，对番茄外植体叶片诱导愈伤组织和不定芽的
培养基进行Ｌ９（３

４）正交设计，以确定诱导愈伤组织和芽分化

的最佳激素组合。具体试验设计组合见表１。

表１　建立番茄高频再生体系的正交设计

处理编号
硝酸银（ＡｇＮＯ３）
浓度（ｍｇ／Ｌ）

吲哚－３－乙酸（ＩＡＡ）
浓度（ｍｇ／Ｌ）

玉米素（ＺＴ）
浓度（ｍｇ／Ｌ）

１ １ ０．５ １．５０
２ １ １．０ １．７５
３ １ ２．０ ２．００
４ ２ ０．５ １．７５
５ ２ １．０ ２．００
６ ２ ２．０ １．５０
７ ３ ０．５ ２．００
８ ３ １．０ １．５０
９ ３ ２．０ １．７５

　　注：基本培养基为ＭＳ，ｐＨ值＝７。

　　本试验以愈伤组织形成率（即出愈率，％）和不定芽分化
率（％）来评价外植体的再生能力。接种２１ｄ后统计愈伤组
织数及形成率，４２ｄ后统计出芽数及不定芽分化率，从而筛
选出最适的诱导愈伤组织的培养基激素浓度。

愈伤组织形成率＝形成愈伤组织的外植体数／接种的总
外植体数×１００％；

不定芽分化率 ＝分化的不定芽数／接种的总外植体
数×１００％。
１．３．４　不同培养基配方诱导番茄生根的试验　当不定芽长
至３～４ｃｍ左右时，切取生长健壮的不定芽，分别插入含有
０．２、０．３、０．４ｍｇ／ＬＩＡＡ的 ＭＳ生根培养基中，每个处理接种
１５株，诱导生根。１周后统计不同处理的生根数及生根率，并

筛选出最适培养基。

生根率＝生根的不定芽数／接种的总不定芽数×１００％。

２　结果与分析

２．１　番茄自交系ＡＣ＋＋的遗传转化结果及分析
２．１．１　番茄自交系ＡＣ＋＋的遗传转化结果　番茄叶片经过
培养后，所有处理组合均有愈伤组织及再生芽生成，且不同处

理组合形成愈伤组织和再生芽的情况不同。由表２可见，叶
片的出愈率在２３．６８％～９７．６７％之间，以处理７组合的出愈
率最高；芽的平均分化率在５．５６％ ～８６．０５％之间，以处理１
组合的芽平均分化率最低，而处理７组合的芽平均分化率最
高。因此，以处理７组合作为诱导愈伤组织和芽分化的最佳
处理组合，具体培养基配比为ＭＳ＋３ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ＋２．００ｍｇ／ＬＺＴ。

表２　不同处理组合对番茄自交系ＡＣ＋＋遗传转化效率的影响

处理编号
平均外植体数

（个）

出愈率

（％）
平均芽分化率

（％）

１ ３６ ３３．３３ ５．５６
２ ４０ ７７．５０ ２０．００
３ ４２ ３３．３３ ３０．９５
４ ３８ ２３．６８ １０．５３
５ ３９ ８７．１８ ５１．２８
６ ４０ ８７．５０ ６７．５０
７ ４３ ９７．６７ ８６．０５
８ ３８ ８９．４７ ５０．００
９ ４０ ５０．００ ２５．００

２．１．２　不同激素浓度对番茄自交系ＡＣ＋＋生根的影响　挑
选分化效果较好的番茄苗转入生根培养基中，用不同浓度的

ＩＡＡ对分化芽进行处理，随时观察其生根动态。试验结果表
明，接种约４～５ｄ便可见根从小苗基部分化出来，１０ｄ左右
瓶中的小苗长出１～２ｃｍ的白色须根。通过实际的试验观察
和表３的结果可以看出，番茄苗生根较为容易，一般 １／２ＭＳ
培养基都能获得很好的效果，但是根较细长，长出的植株较

弱。对同一时期的生根情况进行比较可知，１／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ诱导生根的生根率最高，达到１００．００％，并且每个不定
芽发生的不定根数量较多，根系粗壮，适于后期移栽工作。因

此，选用１／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ作为最佳生根培养基。

表３　不同浓度的ＩＡＡ对诱导番茄自交系ＡＣ＋＋生根的影响

处理

编号

ＩＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

接种数

（株）

生根外

植体数

（株）

生根率

（％） 根形态

１ ０．２ １５ １３ ８６．６７ 根较粗壮，但须根较少
２ ０．３ １５ １５ １００．００ 根较粗壮，植株粗壮　
３ ０．４ １５ ８ ５３．３３ 根较细，植株生长较弱

２．１．３　番茄自交系ＡＣ＋＋的遗传转化结果分析　由表４可
以看出，平均出愈外植体数以处理７最高，达到４２个，经计
算，其出愈率达到９７．６７％；进一步分析表明，处理７与处理
５、６、８之间的出愈外植体数差异相对不明显。
　　由表５可以看出，ＡＣ＋＋番茄外植体的芽分化结果表现
为处理７的分化出芽外植体数最多，平均为３７个，经计算芽
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表４　番茄自交系ＡＣ＋＋的出愈外植体数

处理编号
平均出愈外植体数

（个）

１ １２
２ ３１
３ １４
４ ９
５ ３４
６ ３５
７ ４２
８ ３４
９ ２０

表５　ＡＣ＋＋番茄外植体芽分化结果的方差分析

处理编号
平均分化出芽外植体数

（个）

１ ２
２ ８
３ １３
４ ４
５ ２０
６ ２７
７ ３７
８ １９
９ １０

分化率为８６．０５％；处理７与其他处理间差异明显，处理６与
处理７、５之间的芽分化结果差异明显。
２．２　番茄母本材料１４４８的遗传转化结果及分析
２．２．１　１４４８番茄的遗传转化结果　由表６可见，对番茄母
本材料１４４８的外植体进行遗传转化后，所有处理组合均有愈
伤组织产生，不同处理组合的出愈情况不同，其中以处理７的
外植体出愈数最多，为３２个，其出愈率为７３．０８％，出愈率最
低的为处理１，仅为１４．２９％。１４４８番茄材料的芽分化率最
高可达６９．２３％，其最适的芽分化与愈伤诱导培养基组合为
ＭＳ＋３ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋２．００ｍｇ／ＬＺＴ。

表６　不同处理组合对番茄母本材料１４４８遗传转化效率的影响

处理编号
外植体数

（个）

出愈率

（％）
芽分化率

（％）

１ ３７ １３．５１ ２．７０
２ ４０ ４０．００ ５．００
３ ４２ １９．０５ ５．００
４ ３８ ３９．４７ １８．４３
５ ３９ ４６．１５ ２５．６４
６ ４０ ５０．００ ３５．００
７ ４３ ７４．４２ ６９．７７
８ ３８ ６０．５３ ３４．２１
９ ４０ ４０．００ １７．５０

２．２．２　不同激素浓度对番茄母本材料１４４８生根的影响　挑
选分化效果较好的番茄苗，转入含有不同 ＩＡＡ浓度的生根培
养基中，通过试验观察和表７的结果可以看出，番茄苗生根较
为容易，不添加激素的１／２ＭＳ培养基也可生根，但是根较细。
对同一时期进行比较可知，用１／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ培养基

诱导生根，其生根率最高，根系粗壮，生根率达到１００．００％。
因此，以１／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ作为最佳生根培养基。

表７　不同浓度的ＩＡＡ对诱导１４４８番茄生根的影响

处理
ＩＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

接种数

（株）

生根外

植体数

（个）

生根率

（％） 根形态

１ ０．２ １５ １０ ６６．６７ 根较粗壮，须根少

２ ０．３ １５ １５ １００．００ 根较粗壮，须根多

３ ０．４ １５ ７ ４６．６７ 根较细，须根少　

２．２．３　番茄母本材料１４４８的遗传转化结果分析　对番茄母
本材料１４４８外植体在不同处理下的出愈结果进行分析，表８
结果显示，出愈效果最好的为处理７，与其他处理之间的差异
明显，处理３和处理４间的出愈外植体数差异明显。

表８　番茄母本材料１４４８的出愈外植体数

处理编号
平均出愈外植体数

（个）

１ ５
２ １６
３ ８
４ １５
５ １８
６ ２０
７ ３２
８ ２３
９ １６

　　如表９所示，出愈数最高的处理组合７，其分化出芽外植
体数也最多。处理７与其他处理组合之间的芽分化数差异明
显，此外，处理４、９和处理１、２、３之间差异明显。

表９　番茄母本材料１４４８的芽分化结果

处理编号
平均分化出芽外植体数

（个）

１ １
２ ２
３ ２
４ ７
５ １０
６ １４
７ ３０
８ １３
９ ７

２．３　不同基因型番茄材料遗传转化结果的对比
由图１、图２可以看出，２个基因型番茄材料的出愈率、芽

分化率最高的均为处理７，对于 ＡＣ＋＋番茄材料，最优处理
组合的出愈率为９６．９２％，芽分化率为８６．１５％。对于１４４８
材料，最优处理组合的出愈率和芽分化率明显低于ＡＣ＋＋材
料。由图１、图２还可以看出，在使用处理组合４诱导愈伤组
织以及诱导芽分化时，１４４８材料的出愈率和芽分化率要高于
ＡＣ＋＋，但是处理４不是２个材料中的最优处理组合。综合
对２个基因型番茄材料的遗传转化结果的对比得出，番茄自
交系ＡＣ＋＋为最佳遗传转化材料。
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３　讨论

３．１　不同基因型番茄材料对植株再生效率的影响
由本研究结果得出，植物的基因型不同，对培养条件的反

应不同，植物的再生效率（即出愈数）具有显著差异。本试验

得出的结论与前人的研究结果一致。孙靖棣等选用５种不同
基因型的番茄材料进行再生体系调控研究，结果表明，不同基

因型番茄的再生体系受不同激素配比的调控差异显著［９］。

裴华丽等以特大瑞光、菜都９８２Ｆ１和菜都六号３种番茄为试
验材料进行的研究结果表明，３种材料的分化率差异较
大［１０］。韦鹏霄等选用４种番茄材料进行诱导花药愈伤组织
试验，结果得出，不同基因型番茄花药对激素的敏感性

不同［１１］。

本试验结果表明，番茄自交系ＡＣ＋＋的平均分化率最高
可达到８６．１５％，比他人研究得出的其他品种的分化效率高。
比如常用的番茄遗传转化材料中蔬４号，陈珍等筛选得出该
基因型的遗传体系转化效率仅为５１．４％［７］。

３．２　不同激素处理组合对外植体愈伤组织和再生芽形成以
及根生长的影响

番茄外植体分化愈伤组织和芽的能力取决于培养基中细

胞分裂素和生长素的种类和浓度比例。番茄组培中常用的细

胞分裂素为６－苄氨基腺嘌呤（６－ＢＡ）和 ＺＴ，而张艳芳等的
研究则以６－ＢＡ和 ＩＡＡ２种激素进行搭配组合，筛选毛粉
８０２的最佳培养体系，结果显示，２种激素的作用相同，但不同
基因型的番茄应该选择其最适合的激素［１２－１３］。本试验采用

ＺＴ结合ＩＡＡ、ＡｇＮＯ３进行激素配比，筛选出适合诱导愈伤组
织和再生芽的体系为 ＭＳ＋２．００ｍｇ／ＬＺＴ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋
３ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３，培养基中添加的ＩＡＡ浓度要比前人所用的浓
度高。例如，王傲雪等以宇番一号和０９４９－４６为试验材料，

筛选出诱导子叶出芽的最佳激素组合中的 ＩＡＡ浓度为
０．２ｍｇ／Ｌ［１４］。这种情况可能是由不同基因型的番茄的内源
激素差异所造成的。

植物根系生长的强弱直接关系到植株的生长状况［１５］。

本研究中诱导生根的最适宜培养基为 １／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ。研究表明，不添加激素的培养基也可以生根，但其根系
生长较弱。陈火英等用不同浓度的 α－萘乙酸（ＮＡＡ）、ＩＡＡ、
吲哚丁酸（ＩＢＡ）、二氯苯氧乙酸（２，４－Ｄ）进行生根培养试
验，结果发现，番茄的内源生长素浓度较高，添加生长素对不

定芽发根有一定的作用，若不添加生长素也极易发根［１６］。

本试验对２个番茄品种的最佳遗传转化体系进行了筛
选，分别得到最佳的遗传转化体系，并对２个材料的遗传转化
结果进行了对比，得出番茄自交系ＡＣ＋＋材料的转化效率要
比１４４８材料的高。研究结果为后续研究口服疫苗提供了试
验材料，并奠定了试验基础。

参考文献：

［１］郑　卿，郭书巧，葛才林，等．转基因番茄口服疫苗的研究进展
［Ｊ］．中国医药生物技术，２０１０，５（１）：５７－６０．

［２］余云舟，王　罡，金宁一，等．农杆菌介导ｇａｇ基因和ｇｐ１２０基因
转化番茄的初步研究［Ｊ］．吉林农业大学学报，２００３，２５（４）：
３７４－３７７．　

［３］ＫｏｐｒｏｗｓｋｉＨ，ＹｕｓｉｂｏｖＶ．Ｔｈｅｇｒｅｅｎｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎ：ｐｌａｎｔｓａｓｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，２００１，１９（１７／１８／１９）：２７３５－２７４１．

［４］ＤａｎｉｅｌｌＨ，ＳｔｒｅａｔｆｉｅｌｄＳＪ，ＷｙｃｏｆｆＫ．Ｍｅｄｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｆａｒｍｉｎｇ：
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓａｎｄｅｄｉｂｌｅｖａｃｃｉｎｅｓｉｎ
ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００１，６（５）：２１９－２２６．

［５］ＳｈａｒｍａＭＫ，ＳｏｌａｎｋｅＡＵ，ＪａｎｉＤ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｍｐｌｅａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ－ｍｅｄｉａｔｅｄｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｏｍａｔｏ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００９，３４（３）：４２３－４３３．

［６］葛艳辉，赵俊英，崔继哲．番茄遗传转化体系的建立［Ｊ］．吉林工
程技术师范学院学报（自然科学版），２００７，２３（６）：５６－５８．

［７］陈　珍，朱　诚．农杆菌介导的番茄遗传转化体系优化研究［Ｊ］．
浙江大学学报（农业与生命科学版），２００８，３４（６）：６１５－６２０．

［８］姜娜娜，赵传志，赵光敬，等．番茄果实特异性启动子的克隆与遗
传转化研究［Ｊ］．生物技术通报，２０１２（１）：７４－７８．

［９］孙靖棣，未晓巍，蔡　蕊，等．激素配比对不同基因型番茄再生体
系的调控［Ｊ］．北方园艺，２０１２（５）：１１５－１１８．

［１０］裴华丽，李美芹，刘永光，等．不同基因型番茄高效组培再生体
系的建立［Ｊ］．北方园艺，２０１３（３）：１１９－１２１．

［１１］韦鹏霄，张　例，王茂昌，等．不同激素组合对番茄温敏核不育
系及其杂交组合花药愈伤组织诱导效应［Ｊ］．南方农业学报，
２０１１，４２（７）：７００－７０４．

［１２］张艳芳，霍秀文，苏彩霞，等．番茄遗传转化体系的建立［Ｊ］．中
国农学通报，２００８，２４（３）：５８－６１．

［１３］赵明珠，张美萍．不同番茄品种再生体系的比较［Ｊ］．北方园
艺，２０１１（９）：１２７－１２９．

［１４］王傲雪，赵　越，陈秀玲，等．不同激素组合对番茄芽分化率的
影响［Ｊ］．东北农业大学学报，２０１３，４４（７）：８５－９０．

［１５］姜丽娜，齐冰玉，徐光武，等．水氮对根箱种植冬小麦根系生长
及产量的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１４）：４２－４５．

［１６］陈火英，张建华，钟建江，等．番茄下胚轴离体培养植株再生及其组
织学观察［Ｊ］．西北植物学报，２０００，２０（５）：７５９－７６５，图版Ⅰ－Ⅱ．

—９９—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第９期


