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　　摘要：农杆菌介导的浸花法（ｆｌｏｒａｌ－ｄｉｐ）是一种简便、快速、高效、重复性好、稳定性高的非组织培养的遗传转化
法，在拟南芥中已得到了广泛的应用，但由于诸多因素的影响，其在油菜中的转化效率受到了很大的制约。以甘蓝型

油菜为研究对象，通过对雌蕊柱头开裂时间的研究，发现即将开放的１０～１５个花苞的柱头是裂开的，此时最有利于农
杆菌进入子房室完成转化。对这部分花蕾进行浸花法转化，得到的Ｔ１代种子发芽后通过除草剂筛选获得抗性转基因

植株，进一步对这些植株进行ＰＣＲ验证，其阳性率高达７２．７％。该研究能进一步提高农杆菌转化效率，实现甘蓝型油
菜更有效的遗传转化。
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　　油菜是四大油料作物之一，位居全球五大经济作物之列，
是食用植物油和蛋白的重要来源。在油菜的遗传转化研究

中，科研人员越来越青睐应用基因工程改良油菜品种，随着转

基因技术的发展，用于外源基因的遗传转化方法越来越多，大

体可分成２类：一类是农杆菌介导的遗传转化法；另一类是外
源基因直接导入法，如基因枪法、聚乙二醇（ＰＥＧ）介导法、电
击法、激光微束穿刺法、显微注射法和花粉管通道法等［１－５］。

其中农杆菌介导法在油菜的遗传转化中运用得最多。１９８５
年，Ｈｏｒｓｃｈ首次利用根癌农杆菌介导法获得转基因甘蓝型油
菜［６］。农杆菌介导的浸花法转化是由真空渗透（ｖａｃｕｕｍ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｐｌａｎｔａ）转化法［７－８］简化而来的［９－１０］，只需将植株

的花序浸泡在农杆菌转化液中几分钟，然后等种子成熟后即

可通过筛选得到转基因的种子［１１］。付绍红等在对甘蓝型油

菜进行浸花法转化后，通过 ＧＵＳ（－葡萄糖苷酸酶）和 ＧＦＰ
（绿色荧光蛋白）报告基因的瞬时表达检测发现，在转化植株

未受伤的叶片表面、子房表皮、蜜腺、柱头均检测到ＧＵＳ活性
或ＧＦＰ蛋白表达［１２］。这说明农杆菌有可能通过以上部位进

入受体植株细胞完成转化过程。之前的研究表明，农杆菌介

导的浸花法转化主要侵染的是雌蕊而不是雄蕊，雌蕊中的胚

珠是转化的靶细胞［１３］。之前的研究发现，拟南芥的子房室不

总是关闭，卵细胞发育突出，会延伸成瓶状结构并在顶部开

口，花发育后期子房室顶部闭合。转化一般在花开放前 ５～
１０ｄ进行，此时雌蕊开放，农杆菌得以进入子房并将Ｔ－ＤＮＡ

转移到卵细胞［１４］。油菜的发育与拟南芥类似，胚珠在最初发

育阶段，先形成１个细胞环，进而形成１个顶端开口的瓶状结
构，结构的顶端约在开花前３ｄ形成柱头，随后顶端开口闭
合，在此之前转化都有可能发生［１５］。花开放后短时间内即完

成授粉受精过程且柱头顶端已经闭合，此时的雌蕊已不适合

进行转化。因此，利用农杆菌介导的浸花法进行转化时往往

选择未开放的花蕾。本研究中，笔者通过对未开放花的雌蕊

柱头开裂时间的研究，探究了农杆菌进入雌蕊子房室的最佳

时间，从而能进一步提高农杆菌转化效率，实现甘蓝型油菜更

有效的遗传转化。

１　材料与方法

１．１　材料
以甘蓝型油菜中双１１为研究材料，材料由笔者所在实验

室提供。含有携带Ｂａｒ基因的质粒的农杆菌，菌种由笔者所
在实验室提供。试验时间：２０１８年４月；试验地点：江苏大学
生命科学研究院油菜试验田。

１．２　方法
１．２．１　雌蕊的固定及观察　取正常生长的油菜开花期待开
放的花蕾，从靠近已开放花朵的第１个花蕾开始，由下至顶端
依次取样并编号，将未开放的第１个花蕾命名为０１号，第２
个花蕾命名为０２号，依次往上取样（对应的雄蕊编号分别为
Ｃ０１、Ｃ０２……）。将花萼、花瓣及雄蕊去除，测量雌蕊长度并
记录，然后将雌蕊置于福尔马林 －醋酸 －乙醇（ＦＡＡ）固定液
中［１６］，于４℃固定２４ｈ。固定好后用扫描电镜观察柱头开口
时间的差异情况。

１．２．２　农杆菌介导的浸花法转化油菜　将含有携带 Ｂａｒ基
因的质粒的农杆菌通过浸花法转化甘蓝型油菜中双１１。浸
花前将已开放的花剪掉，保留１０～１５个待开放的花蕾用于浸
花，将其余幼嫩的花蕾剪掉。将携带转化载体的农杆菌接种

于２５０ｍＬＬＢ培养基中摇菌培养至Ｄ６００ｎｍ为０．８～１．０左右，
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离心后用２５０ｍＬＭＳ液体培养基重悬，并加入乙酰丁香酮、
６－苄氨基腺嘌呤（６－ＢＡ）及ＳｉｌｗｅｔＬ－７７。将花蕾浸入农杆
菌悬浮液中浸泡５ｍｉｎ，浸花完成后套上羊皮纸带，花期结束
后摘掉纸袋。待种子成熟后收获、储存［１７］。

１．２．３　阳性转化株的筛选　用于转化的载体上携带有１个
抗除草剂的筛选标记基因Ｂａｒ，如图１所示，因而可以利用除
草剂进行转基因植株的筛选。将浸花后收获的 Ｔ１代油菜种
子播种于托盘中，待幼苗长出１张真叶时通过喷洒除草剂筛
选出阳性的转化株［１８］。提取除草剂筛选后存活下来的油菜

幼苗叶片基因组进行ＰＣＲ验证，ＰＣＲ扩增片段位置如图１所
示，ＰＣＲ扩增的引物序列如下：

Ｂａｒ－Ｆ：５′－ＣＴＧＡＡＧＴＣＣＡＧＣＴＧＣＣＡＧＡＡＡ－３′；
Ｂａｒ－Ｒ：５′－ＣＴＧＣＡＣＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＣＡＣＴＡ－３′。

２　结果与分析

２．１　柱头开裂情况观察
　　利用扫描电镜对 ＦＡＡ固定的甘蓝型油菜雌蕊柱头进行
观察，发现并不是所有未开放花蕾的雌蕊柱头都是开口的，如

图２所示，在所有扫描的雌蕊柱头中，只有编号靠前的１０个
左右的柱头是开口的，即最接近开放的１０朵左右的花蕾柱头
是开口的，这一部分花蕾在进行农杆菌浸花时，农杆菌最有可

能通过柱头上的开口进入子房内部，进而完成转化。

　　如图３所示，通过对雌蕊长度的测量，可以发现柱头开口
的这一部分（Ｃ０１～Ｃ１２）雌蕊较其他雌蕊长度略长，发育较
早，距离开花的时间也相对较短，便于进行转化。

２．２　阳性转化株的筛选
对浸花法转化得到的油菜种子萌发后的幼苗喷洒除草剂

处理，部分油菜幼苗存活了下来，如图４所示。由于进行转化
的载体上含有除草剂抗性基因 Ｂａｒ，其转基因植株对除草剂
具有一定程度的抗性。因此这部分存活下来的油菜幼苗很有
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可能是转化成功的转基因植株。

２．３　阳性转化株的分子鉴定
提取存活油菜幼苗的叶片基因组，ＰＣＲ扩增 Ｂａｒ基因

（图１）中４４４ｂｐ的片段，由此来进一步验证存活的幼苗是否
为转基因植株。如图５所示，存活植株中有很大一部分都扩
增出了与质粒对照相同大小的条带，说明这部分植株确实为

转基因植株，存活植株的阳性率约为 ７２．７％。以上结果表
明，对柱头开口时间的正确把握，对于提高油菜遗传转化效率

具有重要作用。

３　讨论

随着甘蓝型油菜研究的不断深入，建立一种高效、便捷的

油菜遗传转化体系是非常有必要的。农杆菌介导的浸花法是

一种简便、快速、高效、重复性好、稳定性高的非组织培养的遗

传转化法，对于甘蓝型油菜的研究具有重要意义，已经应用到

了油菜的遗传转化中［１９－２２］，但在实际应用中存在的各种因素

导致油菜转化效率非常低。本试验通过扫描电镜，对油菜雌

蕊柱头的开口时间进行了观察，发现并不是所有未开放花蕾

的雌蕊柱头都是开口的，只有最接近开放的１０～１５个的花蕾
柱头是开口的。这一部分花蕾在进行农杆菌浸染时，由于雌

蕊顶端有开口，便于农杆菌进入子房内部，进而完成转化。对

浸花法获得的油菜种子萌发后的幼苗进行除草剂筛选及ＰＣＲ
鉴定，发现存活下来的油菜幼苗为转基因植株的比例达到

７２．７％，这一结果也证实了该方法的可靠性，即通过正确把握
油菜雌蕊的开口时间，选择最恰当的油菜花蕾进行浸花转化，

将会大大提高油菜的遗传转化效率，对甘蓝型油菜的研究具

有重要意义。
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Ｆｌｏｗｅｒｂｕｄｄｉｐｐｉｎｇｏｒｖａｃｕｕｍ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ－ｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｏｆ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＲｕｓｓｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００９，５６（４）：５６０－５６８．

［１５］ＢｅｃｈｔｏｌｄＮ，ＪａｕｄｅａｕＢ，ＪｏｌｉｖｅｔＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍａｔｅｒｎａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｓｅｔｉｓｔｈｅｔａｒｇｅｔｏｆｔｈｅＴ－ＤＮＡｉｎｔｈｅｉｎｐｌａｎｔａｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０００，１５５（４）：１８７５－１８８７．

［１６］许晨光，刘泽涛，苑少华，等．不同固定液对小麦花粉母细胞微
丝骨架荧光标记的效果［Ｊ］．作物杂志，２０１２（４）：１３－１６，１６１．

［１７］陈　盛，王宁宁，王玉康，等．一种快速高效筛选甘蓝型油菜转
化植株的方法［Ｊ］．江苏农业学报，２０１７，３３（５）：９８２－９８５．

［１８］陈　盛．激活标签法构建油菜突变体库及油菜ＢｎＬＡＣＳ９基因的
功能研究［Ｍ］．镇江：江苏大学，２０１７．

［１９］贺热情．油菜突变体库构建与激素反应基因克隆分析［Ｍ］．长
沙：湖南大学，２００９．

［２０］张经军．甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）ＷＲＩ１同源基因克隆及功
能初步分析［Ｍ］．石家庄：河北师范大学，２００７．

［２１］赵小英，唐冬英，黄星群，等．油菜突变体库构建与激素反应基
因克隆分析［Ｊ］．湖南大学学报（自然科学版），２００９，３６（９）：
６７－７２．　

［２２］朱福各．油菜长链脂酰 ＣｏＡ合成酶基因的克隆与功能鉴定
［Ｍ］．镇江：江苏大学，２０１０．
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