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　　摘要：由于缺乏有效稳定的遗传转化体系，导致基因编辑技术在绿豆中的应用受到极大限制，也使绿豆基因功能
研究受到极大阻碍。因此，建立一套基于发根农杆菌的操作简便、快速且高效的绿豆嵌合植株转化技术，可以为绿豆

基因功能研究提供技术支撑。首先在 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体骨架中插入 １个绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＦＰ）表达框用于阳性发状根的快速筛选，然后将含有靶标基因 ｇＲＮＡ的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９质粒导入发根农杆菌 Ｋ５９９。
菌液注射侵染绿豆幼苗植株下胚轴，评价Ｋ５９９在绿豆中诱导发状根发生及 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在绿豆转基因发状根
组织中的效率。结果显示，Ｋ５９９菌液侵染种植７ｄ的绿豆幼苗植株并在保湿条件下培养３周可在侵染点诱导发状根
产生，此嵌合植株在切除原生根后可在霍格兰培养液中正常生长且培养１周后即可用于后续检测。用ＧＦＰ筛选的结
果显示，阳性发状根占比约为（５７．８±１０．０）％。随机选择１５个荧光检测阳性的转基因发状根组织，利用测序检测靶
位点的编辑效果，结果显示有１０个靶位点的序列发生了突变，突变比例达到６７％，其中碱基缺失突变９个，碱基转换
突变１个。由本研究结果可知，利用该方法可以在无菌组织培养的条件下于４周内获得目的基因编辑的转基因组织，
极大地便利了绿豆分子水平上的功能研究，也为其他尚缺乏稳定遗传转化体系的作物进行基因功能研究提供了参考。
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　　绿豆是我国传统的杂粮作物，其种子含有丰富
的人体易消化蛋白、纤维、维生素 Ｂ和多种矿物微
量元素等营养成分，同时还具有清热解毒、消炎杀

菌等药理作用，是一种备受消费者喜欢的药食同源

类食用豆类作物［１－２］。绿豆由于其生育期短（６０～
７５ｄ）、抗逆性强及共生固氮的能力，是轮作和救灾
备荒的优良作物。近年来，随着我国农业供给侧结

构调整和人民生活水平的不断提高，绿豆在满足人

们日益增长的健康多元化饮食的需求及精准扶贫、

产业结构调整、乡村振兴中发挥着重要作用。

基于序列特异性核酸酶的基因组编辑技术在

过去１０年内发展迅速，并彻底改变了生命科学研究

的各个领域［３］。与早期开发的锌指核酸酶（ＺＦＮｓ）
技术和类转录因子效应物核酸酶（ＴＡＬＥＮｓ）技术相
比，规律成簇的间隔短回文重复相关蛋白技术

（ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９）利用１个向导 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ）对靶基
因位点进行特异性识别，并在Ｃａｓ９蛋白作用下对靶
点ＤＮＡ进行切割，断裂的 ＤＮＡ双链通过非同源末
端连接、同源重组方式进行修饰，在此过程中实现

对靶点序列的编辑［４］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统由于载
体构建简单、编辑效率高等优点，已被作为一种便

捷有效的工具而广泛应用，目前在几十种模式植物

和作物中的应用均有相关报道［５－７］。在豆科植物

中，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统已经成功用于百脉根、大豆、
苜蓿、豇豆的基因编辑［８－１１］。但在绿豆中，ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９介导的基因编辑目前尚没有相关报道。

目前，主流方案是利用农杆菌将包含 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９元件的质粒通过遗传转化的方法导入宿主细
胞［３］。虽然已有研究发现，用绿豆的初生叶片、下

胚轴等作为外植体成功获得了转基因株系，并对侵

染条件、培养基激素配方进行了积极探索［１２－１４］，但

是这些报道的方法仍存在效率低、可重复性差的问

题，绿豆的遗传转化在国内尚没有成功的报道。由

此可见，缺乏成熟高效的遗传转化方法是限制

—８４— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１０期



ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术在绿豆中应用的关键限
制因素。

为了建立一套快速便捷的绿豆基因编辑技术

体系，本研究拟探索发根农杆菌介导的嵌合植株转

化技术在绿豆中的适用性，并对 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
在转基因发状根组织中的编辑效率进行评价，从而

为绿豆基因功能研究提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
苏绿１号绿豆种植在装有蛭石和营养土混合物

（体积比为２∶１）的小花盆中，浇水后放置在温室中
培养，培养条件设置为光—暗周期１６ｈ—８ｈ，温度
为２６℃。种植第３天浇水，培养７ｄ待真叶刚刚展
开时用于农杆菌侵染。

本氏烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）育苗后移栽
到上述同样营养土中，并在相同条件下培养５～６周
用于外源基因的瞬时表达。试验材料在 ２０２１年
３—７月分批播种于江苏省农业科学院植物智能生
长室内。

１．２　载体构建
利用在线软件 ＣＲＩＳＰＲ（ｈｔｔｐ：／／ｃｒｉｓｐｏｒ．ｔｅｆｏｒ．

ｎｅｔ／ｃｒｉｓｐｏｒ．ｐｙ）在Ｖｒａｄｉ０３ｇ０１２４０基因第１个外显子
区域选择ｇＲＮＡ。首先将 ｇＲＮＡ及其反向互补序列
分别融合在引物 Ｕ６－ｇＲＮＡ－Ｆ、Ｕ６－ｇＲＮＡ－Ｒ的
５′端，并在引物ｐＳＣＭ－Ｕ６－Ｆ、ｐＳＣＭ－Ｕ６－Ｒ的５′
端分别融合质粒ｐＳＣＮｃｏⅠ上游、ＸｂａⅠ下游同源序
列。然后以 ｐＧｍＵ６质粒为模板，用 ｐＳＣ－Ｕ６－Ｆ／
Ｕ６－ｇＲＮＡ－Ｒ、Ｕ６－ｇＲＮＡ－Ｆ／ｐＳＣ－Ｕ６－Ｒ２对引
物搭配扩增，获得大小分别为５００、２００ｂｐ的片段，
最后利用诺维赞多片段重组试剂盒将片段与

ＮｃｏⅠ、ＸｂａⅠ 双酶切线性化的 ｐＳＣ质粒重组，获得
载体 ｐＳＣ－ｇＲＮＡ。为便于阳性发状根的筛选，以
ｐＢＩＮ－ＧＦＰ４载体为模板，用引物 ＧＦＰ－Ｆ／ＧＦＰ－Ｒ
扩增包含 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子、绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）阅读框、终止子的完整表达
框，并通过同源重组的方法分别插入ｐＳＣ－ｇＲＮＡ的
ＢｓｔＥⅡ位点处，至此完成载体 ｐＳＣ－ＧＦＰ－ｇＲＮＡ、
ｐＳＣ－ＧＦＰ的构建，其中 ｐＳＣ－ＧＦＰ作为空载体对
照。载体构建过程中所用的引物序列见表１。

表１　本研究所用引物

用途 名称 引物序列（５′→３′）

载体构建 ｐＳＣ－Ｕ６－Ｆ ｇｇｇａｔｃｔｔｔｃａｃｔｇｇｃｃａｔｇｇＧＧＡＡＴＴＧＴＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴ

ｐＳＣ－Ｕ６－Ｒ ｔｇｇｔａｔｃａｇａｇｃｃａｔｔｃｔａｇａＣＣＡＴＧＡＡＴＡＧＧＴＣＴＡＴＧＡＣＣＡＡＡＡＣＴ

载体构建 Ｕ６－ｇＲＮＡ－Ｆ ｇｃｔａａｇｇｃｔｔｇｇａｃｔｃｃｃｔｇｇＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧ

Ｕ６－ｇＲＮＡ－Ｒ ｃｃａｇｇｇａｇｔｃｃａａｇｃｃｔｔａｇｃＡＡＴＣＣＡＴＡＴＧＴＴＴＴＣＣＴＧＧＧＡＣ

载体构建 ＧＦＰ－Ｆ ｔｇｔｇｔｔａａａｔｇｃｔｇｃｇｇｔｇａｃｃＧＴＣＡＡＣＡＴＧＧＴＧＧＡＧＣＡＣＧＡＣ

ＧＦＰ－Ｒ ｇｇｇｇａａａｔｔｃｇａｇｃｔｇｇｔｃａｃｃＧＴＣＡＣＴＧＧＡＴＴＴＴＧＧＴＴＴＴＡＧＧＡＡＴ

ＰＣＲ验证 ｐＳＣ－ｓｅｑ－Ｆ ＧＡＧＴＴＡＧＣＴＣＡＣＴＣＡＴＴＡＧＧＣ

ｐＳＣ－ｓｅｑ－Ｒ ＧＡＴＡＧＡＧＧＴＡＣＧＣＴＡＣＴＡＴＡＣ

基因编辑检测 Ｔｅｓｔ－Ｆ ＧＧＣＧＴＡＡＡＧＧＧＡＧＴＧＡＧＴ

Ｔｅｓｔ－Ｒ ＣＴＧＧＡＧＧＣＴＴＡＧＣＡＧＧＡＴ

１．３　绿豆发状根的转化
将质粒 ｐＳＣ－ＧＦＰ－ｇＲＮＡ、ｐＳＣ－ＧＦＰ通过冻

融法转入发根农杆菌 Ｋ５９９感受态细胞中，利用引
物ｐＳＣ－ｓｅｑ－Ｆ／ＲＰＣＲ扩增验证阳性克隆。将阳
性克隆在含有５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的 ＬＢ液体培养基
中于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养３６ｈ；待菌液浑浊后，吸
取２００μＬ菌液均匀涂布在加有卡那霉素的 ＬＢ平
板上并在２８℃培养箱中过夜培养；第２天用涂布棒
收集菌体至１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２溶液（含有４０ｍｇ／Ｌ
乙酰丁香酮）中，并调节Ｄ６００ｎｍ至０．５～０．６。

绿豆幼苗培养７ｄ时，待真叶完全展开后用于

发根农杆菌侵染。首先用手术刀在子叶节处往下

划１个长约１ｃｍ的伤口，然后用移液器往伤口处滴
加适量侵染菌液。将侵染处理完毕的植株放置于

用透明塑料布做成的密封罩中，并保持罩内湿度在

９０％以上。每日检查罩内湿度情况直至发状根长出
２～５ｃｍ，从侵染伤口处往下约１ｃｍ处用剪刀将植
株茎剪断，将剪下的植株放置于霍格兰营养液中继

续培养。此时得到的嵌合植株由非转基因的茎、叶

片及含有部分转基因发状根组织组成。待根长至

５～７ｃｍ时，在宏观荧光变倍显微镜下进行荧光筛
选，并用镊子小心去除无 ＧＦＰ的根，然后将此嵌合
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植株放回培养基中继续培养用于后续试验。

１．４　ＤＮＡ的提取和编辑位点的序列分析
利用基因组提取试剂盒［天根生化科技（北京）

有限公司］提取转ｐＳＣ－ＧＦＰ－ｇＲＮＡ质粒发状根组
织的基因组。用特异性引物 Ｔｅｓｔ－Ｆ／Ｒ扩增包含
ｇＲＮＡ在内的附近基因组片段，将获得的片段电泳
验证后送擎科生物技术有限公司进行测序。获得

相应序列后利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行多序列比对并利
用ＧｅｎｅＤｏｃ进行可视化处理。
１．５　烟草叶片的瞬时表达和荧光观察

将质粒 ｐＳＣ－ＧＦＰ－ｇＲＮＡ、ｐＳＣ－ＧＦＰ通过冻
融法转入根癌农杆菌 ＧＶ３１０１感受态细胞中，经菌
落ＰＣＲ验证后在含有５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、３０ｍｇ／Ｌ
利福平的液体ＬＢ培养基中于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件
下培养４８ｈ；在４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集菌体，用
１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２溶液（含有４０ｍｇ／Ｌ乙酰丁香酮）

清洗３遍后调节Ｄ６００ｎｍ至０．５～０．６。用１ｍＬ注射
器将侵染液注射进烟草叶片中，将处理过的植物放

回培养室继续培养４８ｈ后用于荧光观察。切取注
射区域烟草叶片置于共聚焦显微镜下，在 ４８８ｎｍ
波长激发光下观察荧光并拍照。

２　结果与分析

２．１　ＧＦＰ标记的绿豆基因 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体的
构建

用在线软件ＣＲＩＳＰＲ在Ｖｒａｄｉ０３ｇ０１２４０基因第１
个外显子区域 ４９～６８个核苷酸处设计 ｇＲＮＡ（图
１－Ａ），将ｇＲＮＡ片段插入载体ｐＳＣ－ＩＡＡ１４上并进
一步完成ｐＳＣ－ＧＦＰ－ＩＡＡ１４载体的构建，此载体由
大豆ＧｍＵ６启动子驱动ｇＲＮＡ表达，同时含有１个由
大豆ＧｍＵｂｉ３启动子驱动的ｄｐＣａｓ９表达框及用于荧
光筛选的ＣａＭＶ－３５Ｓ驱动的ＧＦＰ表达框（图１－Ｂ）。

　　为了验证插入ＣＲＩＳＰＲ载体中的ＧＦＰ表达框是
否能够正常表达，用烟草瞬时表达系统对 ＧＦＰ信号
进行检测。结果显示，将 ｐＳＣ－ＧＦＰ－ｇＲＮＡ、ｐＳＣ－
ＧＦＰ在烟草叶片中瞬时表达后，均能够观察到强烈
的荧光信号（图２），说明改造的载体中的 ＧＦＰ能够
在植物体内正常表达。

２．２　绿豆嵌合植株的获得
从图３－Ａ至图３－Ｉ可以看出，用含有 ｐＳＣ－

ＧＦＰ－ｇＲＮＡ载体的发根农杆菌 Ｋ５９９在绿豆幼苗
子叶节处进行侵染，结果显示，诱导产生了发状根

组织。保湿处理１周后，侵染点组织变得明显膨大
（图３－Ｅ）；保湿处理２周后，侵染位点继续膨大并
形成瘤状的愈伤组织（图３－Ｆ）；保湿处理３周后，
侵染点处陆续有发整根形成（图３－Ｇ）；待大部分
根长至２～５ｃｍ时，从侵染伤口处往下约１ｃｍ处用
剪刀将植株茎剪断，剪下的植株置于霍格兰营养液 中继续培养（图３－Ｈ）。待根长至５～７ｃｍ时（图
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３－Ｉ），在宏观荧光变倍显微镜下进行荧光筛选，并
用镊子小心去除无ＧＦＰ的根（图４）。经统计，发出
绿色荧光的发状根比例约为（５７．８±１０．０）％，然后

将处理完毕的植株放回培养基中继续培养，进行进

一步的检测，此植株具有野生型的茎、叶器官，发状

根组织为转基因部分。

２．３　转基因发状根组织基因编辑效果检测
为了检测获得的嵌合植株发状根组织中

Ｖｒａｄｉ０３ｇ０１２４０基因是否被成功编辑。随机选择１５
个荧光检测阳性的转化 ｐＳＣ－ＧＦＰ－ｇＲＮＡ发状根
组织提取基因组ＤＮＡ。用特异性引物Ｔｅｓｔ－Ｆ／Ｒ扩
增ｇＲＮＡ附近序列，结果显示，对照和敲除的转基因
组织均扩增出了符合预期大小为７０６ｂｐ的条带（图
５）。对条带进行测序的结果显示，１５个独立的转基
因事件中，有１０个 ｇＲＮＡ附近序列发生了突变，突
变比例约为６７％（图６）。突变类型表现如下：小片
段的碱基缺失９个，占突变总数的９０％；碱基转换

突变１个，占突变总数的１０％。以上结果表明，本
研究中使用的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统可以对绿豆基因
进行有效的编辑，创制多样性的突变类型。

３　讨论与结论

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术是目前应用广泛的
基因编辑技术，为基因功能研究和作物改良提供了

大量突变材料［１５－１７］。本研究在前人基础上，将应用

于大豆基因编辑的遗传转化载体进行了进一步优

化［１８］，添加了ＧＦＰ筛选标记，以便后续的阳性转基
因材料筛选鉴定。本研究以绿豆 Ｖｒａｄｉ０３ｇ０１２４０基
因为目的基因进行基因编辑载体的构建，通过对荧

光筛选过的发状根组织进行测序分析，发现

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑的效率达到６７％，其中９０％
的靶标基因ｇＲＮＡ区域发生了缺失突变。本研究结
果充分证明了该ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在绿豆发状根
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系统中的适用性。

基于发根农杆菌介导的根毛转化体系目前已

被广泛用于难以转化或尚缺乏有效稳定转化技术

手段的植物进行基因功能验证［１９］。发根农杆菌

Ｋ５９９介导的发状根转化技术在豆科作物大豆、菜
豆、豇豆中都得到了成功的利用［１１，２０－２１］。发状根瞬

时转化技术能够对候选基因进行快速的功能验证，

本系统在４周内即可获得用于试验的转基因材料，
而且荧光筛选结果表明阳性转基因发状根比例达

到５０％以上。稳定转化虽然具有更加稳定的遗传
背景和一致的表型，但往往需要一年甚至更久才能

拿到转基因材料，尤其目前绿豆尚缺乏行之有效的

稳定转化技术体系。本研究证明了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统能够在绿豆体内进行有效的基因编辑，创制大

量的目的基因突变类型，发状根转化技术目前可作

为研究绿豆基因功能的一个优异替代方案。本研

究的方案能够大大提高绿豆根系发育、根瘤形成、

盐碱非生物胁迫以及根部病虫害等相关分子机制

研究的速度和质量。
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方光远１，谈福利１，张智敏１，单星月１，袁光苏１，王喜国２，陈俊红１，胡志华１，蒋加进１，戴鼎震１

（１．金陵科技学院动物科学与食品工程学院，江苏南京２１００３８；２．乾元浩生物股份有限公司南京生物药厂，江苏南京 ２１００１２）

　　摘要：为研究２０日龄左右仔猪腹泻发病机理，检测仔猪腹泻大肠杆菌耐药性和超广谱β－内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）基因
种类，分析仔猪腹泻大肠杆菌耐药特性，为兽医临床更好地预防控制仔猪腹泻大肠杆菌病提供参考，从腹泻发病仔猪

粪便中分离出３４株致病性仔猪腹泻大肠杆菌，用１０种头孢类抗生素药敏纸片对其进行药物敏感试验，并设计针对
ＥＳＢＬｓ基因ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－２、ＣＴＸ－Ｍ－８、ＣＴＸ－Ｍ－９的特异性引物，检测３４株仔猪腹泻大肠杆
菌ＥＳＢＬｓ基因ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－２、ＣＴＸ－Ｍ－８、ＣＴＸ－Ｍ－９存在情况。药敏试验结果表明，３４株仔
猪腹泻大肠杆菌对１０种头孢类抗生素的敏感度不同，其中，对头孢唑啉、头孢噻吩、头孢呋辛的耐药率为６８％、６５％
和５６％，敏感率为２９％、１５％和３５％；对头孢哌酮、氨曲南的耐药率为１５％、９％，敏感率为７０％、７９％。ＥＳＢＬｓ基因检
测结果表明，３４株仔猪腹泻大肠杆菌全部检测到 ＴＥＭ耐药基因，检出率为１００％；检测到１株细菌具有 ＣＴＸ－Ｍ－９
耐药基因，检出率为２．８％。由于该养猪场分离出的仔猪腹泻大肠杆菌对头孢类抗生素普遍耐药，并且全部检测出
ＥＳＢＬｓ的ＴＥＭ基因，因此建议对养猪场的头孢类抗生素使用应定期进行耐药性检测和合理规范使用。
　　关键词：仔猪腹泻大肠杆菌；耐药性；超广谱β－内酰胺酶基因；检测与分析
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　　大肠杆菌对头孢菌素产生耐药性的主要机理
是产生超广谱 β－内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍ
β－ｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）。ＥＳＢＬｓ是通过质粒介导使
细菌对第３、４代头孢菌素（主要包含头孢曲松、头
孢噻肟、头孢他啶和头孢吡肟等）及单环类内酰胺

抗生素氨曲南和青霉素类抗生素产生耐药的一组

酶［１－２］。自从１９世纪８０年代欧洲国家发现并报道
了第１例产ＥＳＢＬｓ菌株后，目前已发现由质粒介导
的 ＥＳＢＬｓ基 因 亚 型 ２００ 多 种，其 中，ＴＥＭ
（Ｔｅｍｏｎｉｅｒａ）、ＳＨＶ（Ｓｕｌｐｈａｄｒｙｌｖａｒｉａｂｌｅ）和 ＣＴＸ－Ｍ
（Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ）基因型非常普遍［２－３］。根据基因同源

性的差异把ＥＳＢＬｓ分成三大类：ＴＥＭ型、ＳＨＶ型、非
ＴＥＭ非ＳＨＶ型，其中，ＴＥＭ型和 ＳＨＶ型占大多数。
最近，伴随ＣＴＸ－Ｍ型不断增加，且本来属于２ｄ亚
类β－内酰胺酶 ＯＸＡ型中又出现了多种 ＥＳＢＬｓ，所

以又把ＥＳＢＬｓ分类为ＴＥＭ型、ＳＨＶ型、ＣＴＸ－Ｍ型、
ＯＸＡ型、其他５种类型［４－５］。ＥＳＢＬｓ最常见的基因
型是ＴＥＭ，至今已有１６８种，全球广泛分布。目前，
我国滥用抗生素现象非常普遍，对超广谱 β－内酰
胺酶的研究较晚，抗生素产生耐药性的现象比较普

遍。本试验通过检测仔猪腹泻大肠杆菌超广谱

β－内酰胺酶基因型种类，分析仔猪腹泻大肠杆菌
的耐药机理，为兽医临床提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
试验时间：２０２１年 １２月 １０日至 ２０２２年 ４月

１０日；地点：金陵科技学院动物科学与食品工程学
院兽医微生物实验室。

１．１．１　病料　南京某养猪场 ３４份仔猪腹泻
粪便［３］。

１．１．２　菌株　３４份腹泻仔猪粪便进行细菌分离培
养获得 ３４株细菌，经鉴定均为仔猪腹泻大肠杆
菌［３］，冻干保存备用。

１．１．３　试剂　琼脂糖、２×ＴａｑＰＣＲｍｉｘ、ＤＬ２０００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等购自南京擎科生物有限公司；普通营
养琼脂平板、ＳＳ琼脂平板、普通营养肉汤等自行配制。

—３５—江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１０期


