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摘 要：本研究旨在通过根癌农杆菌介导法将ACO基因转入亚洲百合植株中，为植物抗衰老提供理论依据和

技术基础。以亚洲百合‘精粹’无菌苗离体小鳞片为外植体，利用农杆菌介导法将携带有抗衰老基因AGO的RNAi

载体转化到百合中．观测分析影响百合遗传转化的因素。结果表明：在遗传转化过程中，预培养3 d后，在茵液和共

培养基中均添加25 mg／L乙酰丁香酮，将OD600=0．8的根癌农杆菌侵染小鳞片8 min，再共培养3 d。有利于获得最

高遗传转化效率，抗性植株经PCR检测部分呈现阳性，初步证明ACO基因已经导入到百合基因组中。

关键词：农杆菌介导；ACO基因；RNAi表达载体；抗衰老；百合

中图分类号：Q789 文献标识码：A 文章编号：1000．7601(2012)02-0088—05

利用基因工程技术延迟植物衰老、提高植物产

量的研究已在水稻、烟草、番茄、油菜、菊花、香石竹、

非洲菊、月季、百合等植物中获得成功⋯。目前，对

于百合遗传转化的研究，国内外均有成功的转化报

道。Cohen等【2 J证实了百合可被农杆菌某些株系感

染，是农杆菌潜在寄主之一。Hoshi等¨J利用携带双

元载体农杆菌EHAl01、PIGl21 Hm转化百合花丝诱

导的愈伤组织得到转化植株，并通过了GUS组织化

学检测和反义PCR检测。近年来，国内在百合遗传

转化的研究中也取得了一定的进展，唐东芹等HJ以

百合花丝诱导的胚性愈伤组织为受体，利用根癌农

杆菌介导法将pBIXPTA基因导入百合，经组织化学

法和PCR分子检测获得部分转基因植株。徐碧玉

等【5 J利用农杆菌介导法对铁炮百合进行了遗传转

化，通过PCR扩增和Southern杂交手段证实获得了

转基因植株。王爱菊等⋯6通过根癌农杆菌介导的遗

传转化方法，建立了凝望星空百合(Lilium‘Star Gaz．

er’)愈伤组织和西伯利亚百合(Lilium‘Siberia’)叶片

的遗传转化体系。陈莉等【7J以麝香百合(‘white ele—

gance’)叶片为外植体，通过根癌农杆菌介导法，将

外源MnSOD基因转入麝香百合，获得PCR阳性植

株。张建鑫等[8]以东方百合‘索邦’(Lilium oriental

‘Sorbon，le’)无菌苗鳞茎、鳞片叶及愈伤组织为外植

体，通过EHAl05和GV3101两种根癌农杆菌菌株介

导，将ACO反义基因导入东方百合“索邦”。师守国

等[91以兰州百合试管苗鳞片叶为受体，通过基因枪

转化法将脱氢抗坏血酸还原酶(DHAR)基因转入兰

州百合，并通过GUS染色、PCR扩增和Southern杂交

等技术手段证明获得了转基因植株。

目前对百合遗传转化的研究主要集中在麝香百

合和东方百合等其他杂种系上，而对亚洲百合遗传

转化的研究报道较少，且迄今为止采用RNAi载体

转化百合并建立遗传转化体系的报道不多[10|。本

实验室已成功地从百合基因组中克隆到抗衰老的

ACC氧化酶(ACO)基因，并构建成RNAi植物表达载

体。本研究旨在通过根癌农杆菌介导法将ACO基

因转入亚洲百合植株中，为培育百合抗衰老品种提

供理论依据和技术基础。

l 材 料

1．1植物材料

选用亚洲百合‘精粹’无菌苗离体小鳞片作为基

因转化的受体材料。

1．2菌株和质粒

根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)菌株

EHAl05，由美国农业部西弗吉尼亚州Appalachinn果

树实验站刘宗让博士惠赠，转化所用RNAi植物表

达载体由本实验室徐伟荣博士构建，该载体插入了

克隆自百合体内的ACO基因片段。启动子为

CaMV35S，驱动卡那霉素(Km)的NPTlI选择标记基

因，植物干扰表达载体图谱如图l。
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图1 RNAi载体构建及ihpRNA形成示意图

Fig．1 Schematic diagram of RNAi vector and ihpRNA

1．3主要试剂

激素、抗生索、工具酶等购自西安沃尔森生物工

程公司，用于PCR检测的引物由上海生物工程有限

公司合成。

2方 法

2．1 根癌农杆菌的活化与培养

1)用接种环挑取少许菌液，在附加有Kan 50

mg／L、链霉素25 mg／L、利福平50 mg／L的固体LB培

养基平板上划线，用封口膜封口后将平板倒置于

28。C恒温培养箱中，培养2 d后便可看到有单菌落

长出，将长出单菌落的平板放置于4。C冰箱内保存。

2)从平板上挑取单菌落，接种到20 mL附加

Kan 50 mg／L、链霉素25 mg／L、利福平50 mg／L的液

体LB培养基中。在恒温摇床上，28。C 200 rpm振荡

培养过夜。

3)24 h左右，当农杆菌处于旺盛生长对数期

时，离心回收菌体，用Ms液体培养基重悬至OD600

为0．8(含25 mg／L AS)备用。

2．2农杆菌介导的遗传转化

将无菌苗离体小鳞片，预培养3。7 d。用浓度

为OD600=0．8的根癌农杆菌EHAl05菌液侵染预培

养后的外植体，以未侵染的外植体做对照。侵染时

间为6—15 min。侵染后，用无菌滤纸将外植体周围

的菌液吸干，转接到分化培养基上，黑暗条件下共培

养3 d。然后，将共培养的小鳞片转接到添加有115

mg／L的kan(kanamycin)和300 mg／L Cb的筛选培养

基；筛选培养30 d后，小鳞片的转化细胞即可分化

出抗性不定芽，抗性芽因其体内含有lvptⅡ抗性基

因，因此，能在含有卡那霉素的培养基上生长，而未

转化的细胞则会逐渐死亡。将这些抗性材料转入不

含Cb抑菌抗生素的继代培养基上继续选择培养。

当抗性植株长至1．5 em左右时，转入添加有相同

kan浓度的MS生根培养基上进行生根培养。

2．3百合遗传转化

1)预培养。切取无菌苗小鳞片，一部分接种在

分化培养基上进行预培养，分别预培养3、5、7 d后

进行侵染，一部分不经过预培养逐渐进行侵染，统计

预培养时间对转化效率的影响。

2)农杆菌菌液浓度。制备好的菌液用MS液体

培养基活化培养并使菌液的OD600值分别为：0．3、

0．6、0．8、I．0，将预培养后的材料在菌液中浸泡8

min，在此期间，并不时地振荡使菌液与外植体充分

接触，然后取出材料用无菌滤纸吸干表面上的菌液，

置于共培养基上，培养3 d。

3)侵染时间。将预培养3 d的材料放入到活化

的农杆菌菌液中，其OD600=0．8左右，不时振荡，分

别侵染6、8、10、15 min后取出外植体，用无菌滤纸吸

干多余的菌液，转入共培养基中暗培养3 d后，在选

择培养30 d左右，统计不定芽分化率。

4)乙酰丁香酮(AS)处理方式。处理工为菌液

中加AS而共培养基中不加AS；处理Ⅱ为菌液中不

加AS而共培养基中加AS；处理Ⅲ为菌液和共培养

基中均加AS。AS处理的浓度均为25 mg／L。

2．4转基因植株的PCR鉴定

剪取kan抗性植株幼嫩叶片，采用改良CTAB
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(eetyl trimethyl ammonium bromide)方法⋯l提取基因

组DNA并作为模板。根据载体中的基因序列，设计

一对特异引物，上游引物：57一CGTAAGGGA’rGACG．

CACAAT一3’和下游引物：5’一GAGGTYGATAAC．

GATGGAGTGATG一3’，PCR扩增的目的片断长度为

560 bp。以质粒DNA作阳性对照，未转化再生植株

的DNA作阴性对照，PCR反应采用25弘l体系，转基

因百合基因组DNA(模板)1“l，反应缓冲液10×

Buffer(含MgCl2)2．5 m，2 pl dNTP，两个引物各1弘l，

0．3出TaqDNA polymerase，17．2 ttl ddH20。94℃预变

性10 min，然后94℃变性l min，59℃退火1 min，72℃

延伸1 min，循环34次后再72℃总延伸10 rain，最后

4。C保存。取样8弘l扩增产物在含溴化乙锭的l％

琼脂糖凝胶上进行电泳检测。紫外荧光下观察记录

结果，照相。

3结果与分析

3．1 影响农杆菌介导百合遗传转化效率的因素

3．1．1 预培养时间对百合转化的影响 预培养时

问是影响植物基因转化效率的重要因素之一，预培

养使植物组织代谢活跃，可以促进细胞分裂，利于T

—DNA的转移和整合，因而可以提高转化率。在外

植体进行转化之前，先将其放在不含卡那霉素的分

化培养基上，预培养0、3、5、7 d，比较他们在分化率

上的差异。从表l可知，随着预培养时间的延长，小

鳞片的分化率呈先升后降趋势，预培养3 d分化率

达到25．4％的峰值，随后开始下降，因此在转化过

程中，预培养3 d时间最有利于百合转化。

表1预培养时间对小鳞片抗性芽分化的影响

Table 1 The effect of different preculeure time on

inducing kanamycin·resistant buds from L／／ium

3．1．2 不同茵液浓度对转化植株再生的影响 适

宜的农杆菌菌液浓度在转化中占有很重要的位置，

菌液浓度的大小也因不同植物具有差异性，一般认

为菌液浓度OD锄在0．5一1．0时较易侵染。从表2

中可知，在不同菌液浓度的几个组合中，以OD600值

为0．8菌液(AS 25 mg／L)侵染8 min的外植体再生

率最高。菌液浓度过低使细菌细胞数量不足导致转

化率降低；浓度过高，农杆菌生长过度会导致转化受

体死亡，且死菌数目随之增多而造成菌活力不足，也

会导致转化效率降低。OD600=0．8左右时侵染效果

最好，小鳞片分化率达11．3％。

表2农杆菌菌液浓度对小鳞片抗侄芽分化的影响

Table 2 The effect of agrobaeterial concentration on

inducing kanamycin-resistant buds from Lilium

3．1．3 乙酰丁香酮(AS)处理对转化植株再生的影

响酚类化合物可以促进农杆菌对植物细胞的附

着。也可激活农杆菌质粒上的所基因活化和表达，

提高转化率。因此，通过乙酰丁香酮(AS)添加对比

实验。证明了AS是农杆菌介导单子叶植物遗传转

化过程中不可缺少的物质。本试验比较了3种不同

AS处理方式对转化的影响研究，在上述不同菌液浓

度比较试验的基础上，用OD600值为0．8的菌液，浸

染外植体8 min。结果表明(见表3)，在共培养基和

菌液中同时加入25 mg／L AS，浸染不同外植体得到

的抗性芽分化率最高。试验还发现，在菌液中是否

加入As处理(Ⅱ和Ⅲ比较)的差别不是很大，而在

共培养基中加入AS(Ⅱ和Ⅲ)与不加AS(I)比较，

转化率有所提高，这表明农杆菌与外植体共培养是

整个转化过程中非常重要的时期。

衷3 As不同处理对小鳞片分化率的影响

仙le 3 n地effect of different treatments of AS on the differentiation

of adventitious buds from the scales of lily

注：I．菌液中加入AS；II．共培养基中加入AS；Ⅲ．菌液和共培

养基中均加人AS。

No{es：I．Active bacterial suspension with AS；11．Co-cuhure medi．

um with AS；珊．Active bacterial suspension and Co-euhure II*dillm with

^S．
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3．1．4侵染时间对抗性芽分化的影响 掌握外植

体在菌液中的侵染时间，有利于减轻细菌对植物细

胞的毒害作用。侵染时间过短，农杆菌未能附着在

伤口表面，达不到侵染的目的，侵染时间过长．植物

材料常因农杆菌毒害缺氧而软腐。本实验分别采用

618、10、15 min对外植体进行侵染，结果表明(见表

4)，侵染8．10 min时．不同外植体分化率较高，随着

侵染时间的延长抗性芽分化率降低。可能是由于浓

度过高使得外植体被繁殖的农杆菌菌丝包裹，从而

使外植体褐化死亡。因此，在以后的程序化转化过

程中侵染时间采用8—10 min。

裹4侵染时间对百台小鳞片抗性芽分化的影响

Table 4 Efiect of difierent inoculation time on

inducing kanamycin-resistant buds from L／／／um

3．2转化植株的检测

以质粒作阳性对照，以非转基因植株作阴性对

照，进行PCR扩增，结果表明(图2)，有7株特异性

扩增出了约560 bp的片段，另外l株转化植株未扩

增任何条带，在2个对照的泳道上没有该特征带，初

步证明有7株ACO基因已经整合到百合基因组中。

注：M：DL2000分子量标记；P：阳性对照：c：阴性对照；I一8：转

化植株。

Notes：M：DL2‰rker；P：Positive c帅t耐；C：Negative control；l

一8：Tr帅genic t,l舳t

图2转基因檀株PcR检测

Fig．2 PCR assay of transformed plants

4讨论

在植物基因工程研究中，目前普遍认为农杆菌

介导的遗传转化是较为理想的一种途径，并在许多

植物中获得了成功。近年来，利用农杆菌将外源基

因导人单子叶植物，在方法上和实际应用效果上都

取得了突破性进展。本试验中，百合鳞茎预培养3

d，抗性芽分化率达到25．4％的峰值，随着预培养时

问延长，分化率逐渐下降，且随着时间延长，伤口处

愈伤组织形成已启动反而影响农杆菌的浸染，会致

使转化率下降。不进行预培养外植体的死亡褐化率

高，并且侵染后农杆菌不易去除，这主要是农杆菌侵

染后造成外植体伤口褐化，使切割处细胞死亡不能

再生成植株所致。综合分析确定预培养时间为3 d，

这与王凯等”23研究结果相似。遗传转化过程中，预

培养3 d后，在菌液和共培养基中均添加25 mg／L乙

酰丁香酮，将OD600=0．8的根癌农杆菌侵染小鳞片

8 min，再共培养3 d，有利于获得最高遗传转化效

率，与赵欢蕊等'13j在Ms重悬液和共培养基中均添

加20mg／L乙酰丁香酮，OD600=0．8的根癌农杆菌

侵染小鳞片30 min效果最佳有所区别，这可能是由

于百合品种不同导致的差异。

近年来在植物抗衰老基因工程研究中多采用反

义基因技术18‘“““，但该技术存在区段效应、剂量

效应等缺点。RNA干扰(RNA interference，RNAi)是

近几年发现和发展起来的一门新必的转录水平上的

基因阻断技术，是一种序列特异性的转录后基因沉

默。它可能是生物体的一种进化保守机制，同时也

可能成为特异性沉默内源基因和基因功能分析的一

个新工具”⋯。

RNAi具有很高的特异性，能够非常特异地只降

解与之序列相应的内源基因的mRNA。陈银华

等[”1通过农杆菌介导的遗传转化法比较3种不同

结构的外源ACO基因导人番茄对乙烯生成速率的

影响．结果表明，3种载体中，RNAi对内源ACO基因

表达抑制作用最明显。此技术曾在花椰菜上取得完

全抑制内源表达的转化植株””。

本研究采用亚洲百合‘精粹’无菌苗小鳞片为转

化受体材料，EHAl05为转化的农杆菌菌株，NPTll

基因为筛选标记基因，百合抗衰老基因ACC氧化酶

(AGO)为目的基因，将含有ACO基因的RNA干扰

植物表达载体以根癌农杆菌介导的方法导入亚洲百

合‘精粹’，通过Fan抗性筛选，获得200株抗性株

系，对其中50株Kan抗性株系进行PCR检测，发现

7株为阳性，初步证明外源ACO基因已经整合到百

合基因组中，为解决百合等乙烯敏感型花卉采后贮

藏及瓶插期间的叶片花朵早衰提供一条有效的育种

途径。
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Agrobacterium-mediated transformation of RNAi vector with

‘ACO gene on anti·aging of lily

LI Xiao．1in91，LIU Ya—li2，HUA Zhi—mil

(1．Department of Biomedical Engineering，shangluo Univ日sity，Stmngluo，SManxi 726000，China；

2．College ofHorticulture，Northwest A&F University。Yangling，Shaanxi 712100，Ch／na)

Abstract：With the scale of asiatic lily as explants，the RNAi vector with ACO anti-asing gene Was transferred into

lily with Agrobacterium·mediated transformation to study the factors which affected the transformation and to provide theo·

retical and technical basis for anti-ging of plants．The results showed that the highest transformation efficiency wag ob-

tained through the following transformation procedure：after precuhure for 3 d，25 mg／L acetosyringone(AS)Wag added

to Agrobaeterium and CO—euhivation medium respectively．the explants were inoculated for 8min with diluted OD600 2 0．8

recombinant Agrobacterium tumefaeien culture liquid，and then co-cultivated for 3 d．PCR detection showed that 80nle

resistant plants were positive，which indicated preliminarily that the ACO gene Was integrated into the genome of trans—

genie plants．

Keywords：Agrobacterium·mediated；ACO gene；RNAi expression vector；anti-aging；lily
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