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农杆菌子房注射法对金钗石斛的活体转化研究

刘其府１，２，董　会１，３，曾宋君１，陈之林４，吴坤林１，张建霞１，段　俊１

（１中国科学院 华南植物园，华南农业植物遗传育种重点实验室，广东 广州 ５１０６５０；２中国科学院大学，北京 １０００４９；
３华南农业大学 生命科学学院，广东 广州 ５１０６４２；４贵州园艺研究所，贵州 贵阳 ５５０００６）

摘要：对金钗石斛Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅ进行人工自花授粉，在授粉之后１０、２０、３０、４０、４５、５０和６０ｄ分别将工程化根癌
农杆菌ＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓＥＨＡ１０５（ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１）直接注射入子房内部．１５０ｄ后，金钗石斛蒴果成熟，摘取
果实，进行种子β葡萄糖苷酸酶（ＧＵＳ）染色、无菌播种、潮霉素筛选以及ＰＣＲ检测试验．结果表明：子房注射对果实
发育具有较大影响，在授粉后１０～３０ｄ进行子房注射后，果实脱落；在授粉后４５ｄ进行子房注射，成熟果实注射部
位的种子ＧＵＳ染色率最高，可达１８％；无菌播种之后，经潮霉素筛选，获得１１株幼苗，每株植株均表现出ＧＵＳ染色
反应；随机挑选４株幼苗进行ＰＣＲ检测，发现均能扩增出预期条带，说明外源基因已经整合到植株基因组内．农杆
菌子房注射法在兰科植物转基因的成功应用，可以为兰科植物育种提供一种简单高效的方法．
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　　金钗石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅ为兰科 Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ
石斛属植物，分布于我国和东南亚等地，其花色艳

丽，花姿优美，清香优雅，是著名的观赏花卉［１］．以其
为直接亲本在英国皇家园艺学会登录的杂交种有

１０９个［２］．同时，金钗石斛又是珍贵药用植物，其化学
成分有生物碱、酚类和多糖等，具有抗肿瘤、抗衰老、

增强机体免疫力、抗白内障和抗菌等作用［３］．
农杆菌介导转化方法目前已经广泛应用在双子

叶植物和水稻、小麦、玉米等一些单子叶植物上［４５］，

这些转化大多建立在成功的转化体系上．但兰科植
物和其他的单子叶植物一样，受伤后不能产生酚类

物质而不易感染农杆菌［４］，同时，大部分兰科植物离

体诱导愈伤组织有一定难度，难以建立有效的转化

体系，限制了农杆菌介导转化方法在兰科植物上的

广泛应用．花粉管通道法已成功用于玉米、小麦、甜
瓜、棉花和黄瓜等农作物的转基因育种工作［６８］．将
此方法应用到兰科植物目前还鲜见报道，主要原因

可能是兰科植物从授粉到受精一般需要数十天的时

间，质粒通过花粉管通道从柱头至子房时间太长，易

降解．本研究采用工程化农杆菌直接注射金钗石斛
子房，对其进行遗传转化，结合了花粉管通道法操作

简单和农杆菌转化过程机理明确的优点，既不依赖

于建立有效的遗传转化体系，同时又利用了农杆菌

对植物侵染的高效性优势，不失为兰科植物转基因

育种的有效方法．

１　材料与方法

１．１　材料
根癌农杆菌 ＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓＥＨＡ１０５，

含有携带β－葡萄糖苷酸酶（ＧＵＳ）基因（ＧＵＳ）和潮
霉素抗性基因（ｈｐｔ）的质粒ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１．

金钗石斛种植于中国科学院华南植物园温室大

棚．
１．２　菌液的准备

挑选农杆菌菌株 ＥＨＡ１０５（ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１）单菌
落于含５０ｍｇ·Ｌ－１卡那霉素、５０ｍｇ·Ｌ－１硫酸链霉
素的ＹＭ液体培养基中，２８℃条件下．１２０ｒ·ｍｉｎ－１振
荡培养至 Ｄ６００ｎｍ达到０４～０６，取１５ｍＬ菌液４０００

ｒ·ｍｉｎ－１离心，去上清液，然后用 １０ｍＬＡＡＭ＋２００
μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＳ活化培养基悬浮，１２０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培
养１ｈ后可应用于子房注射［１０］．

１．３　子房注射方法
在温室中对金钗石斛进行人工自花授粉，分别

在授粉后的１０、２０、３０、４０、４５、５０和６０ｄ进行子房注
射，每次注射２５ｍＬ菌液，每个处理５次重复，菌液
现配现用．注射时，选择发育较好的子房，利用微量
注射器在垂直于子房长度的方向将活化的农杆菌溶

液注射子房内部．注射后对金钗石斛蒴果挂牌，待授
粉后１５０ｄ摘取果实并进行无菌播种．设人工自花授
粉后未注射菌液的５个果实为对照．
１．４　种子ＧＵＳ组织化学检测和无菌播种

由于ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１中含有ＧＵＳ基因，采用ＧＵＳ
组织化学检测，方法参照文献［９］，操作时，采集授粉
１５０ｄ的成熟金钗石斛果实，先用体积分数为７５％的
乙醇擦洗果荚，然后放入质量浓度为１ｇ·Ｌ－１的升
汞中浸泡消毒，１０ｍｉｎ后取出果荚，用无菌水冲洗３
次，再用消毒后的手术刀将果荚剖开，取出注射部分

的种子，一部分浸入适量的 ＧＵＳ染液，３７℃暗处保
温６ｈ后进行乙醇脱色，观察并拍照［９］，另一部分用

于无菌播种．播种时，先将种子放入灭菌的三角瓶内，
加质量浓度为６ｇ·Ｌ－１的次氯酸钠浸泡２０ｍｉｎ，用无
菌水冲洗３次，过滤后将种子播于本实验室发明的
Ｎ１６花宝培养基（花宝 １号 １５ｇ·Ｌ－１＋蛋白胨
２ｇ·Ｌ－１＋活性炭１５ｇ·Ｌ－１＋Ｂ５培养基的维生素＋
萘乙酸 １．０ｍｇ·Ｌ－１＋蔗糖１５ｇ·Ｌ－１＋椰子汁５０
ｍＬ·Ｌ－１）［１２］，放于温度 ２８℃，光照强度 １６００～
２０００ｌｘ的培养室进行培养，每天光照１６ｈ．每个果
实播３瓶．每瓶约３００粒种子．
１．５　原球茎的抗性筛选

将种子萌发４５ｄ后形成的原球茎转接至含潮霉
素３０ｍｇ·Ｌ－１的选择培养基上培养，１５ｄ后将存活
的原球茎转接至潮霉素质量浓度为４０ｍｇ·Ｌ－１的培
养基上继续培养，１５ｄ后再将存活的原球茎转接至
潮霉素质量浓度为５０ｍｇ·Ｌ－１的培养基上培养，再
过１５ｄ将存活的原球茎转至无潮霉素的 Ｎ１６培养
基上培养［１０］．
１．６　幼苗ＧＵＳ组织化学染色

对获得的１１株抗性植株进行ＧＵＳ染色，方法同
种子ＧＵＳ组织化学检测．
１．７　抗性植株的ＰＣＲ检测

采用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法分别提
取抗性株和对照植株基因组 ＤＮＡ，以 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１
质粒为阳性对照，对照植株为阴性对照［１０］．根据 ｈｐｔ
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基因设计引物：ＨＰＴＬ，５′ＧＡＴＧＴＴＧＧＣＧＡＣＣＴＣＧ
ＴＡＴＴ３′；ＨＰＴＲ， ５′ＧＴＧＣＴＴＧＡＣＡＴＴＧＧＧＧＡＧＴＴ
３′［１０］．２０μＬ体系：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２μＬ；ｄＮＴＰｓ０２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１；引物浓度 ０５μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｔａｑ酶 ０２
μＬ；模板１５０ｎｇ；加水至２０μＬ．反应条件：９４℃预变
性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３２个
循环；７２℃ １０ｍｉｎ，４℃保存．产物经８ｇ·Ｌ－１琼脂
糖凝胶电泳检测，于ＵＶＰ凝胶成像系统观察并拍照．

２　结果与分析
２．１　子房注射转化情况

本试验共注射金钗石斛子房３５个，得到成熟果
荚１０个．授粉后１０、２０和３０ｄ进行注射的果实均败
育，未得到成熟果实．授粉后４０、４５、５０和６０ｄ获得
的果实数分别为２、２、３和３个．
２．２　种子ＧＵＳ组织化学染色

对种子ＧＵＳ染色检测发现，４０、４５、５０和６０ｄ处
理的果实注射部位的种子均有种子染上蓝色，而以

４５ｄ处理的果实注射部位种子染色率最高，可达
１８％（表１，图１ｃ、１ｄ），而４０、５０和６０ｄ处理的种子
染色率相对较低．

表１　种子ＧＵＳ染色及原球茎潮霉素筛选结果
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＵＳａｓｓａｙｏｆｓｅｅｄｓａｎｄｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

ｔ授粉后／

ｄ

种子ＧＵＳ
染色率／％

获得原球

茎数

经抗性筛选后

的原球茎数

抗性

幼苗数

４０ ３ ５ ３ １
４５ １８ ６ ５ ２
５０ １３ ３５ ８ ４
６０ １０ ５４ ７ ４

２．３　无菌播种
采用 Ｎ１６固体培养基无菌播种培养，只对果皮

消毒金钗石斛种子的污染率为０，种子的萌发率高，
可达８５％．对注射过工程农杆菌的果实仅对果皮进
行消毒后，采用注射部位的种子培养时，１００％的种
子被污染．在对注射过工程农杆菌的果实经消毒后
再对种子进行消毒后播种，仍有７０％ ～８０％的种子
染菌，而对照的果荚同样处理染菌率仅为５％．

采用注射部位的种子在 Ｎ１６固体培养基上培
养，４５ｄ后形成原球茎，由于污染高，授粉后４０、４５、
５０和６０ｄ的果实播种后分别只得到５、９、３５、５４个
原球茎，大部分萌发的原球茎因污染而死亡．

－为阴性对照，＋为阳性对照，１～４为抗性植株，Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００．

ａ：开花的金钗石斛植株；ｂ：金钗石斛成熟果实；ｃ、ｄ：经ＧＵＳ染色呈蓝色的种子；ｅ：经潮霉素筛选的原球茎，存活者呈绿色；ｆ：经３次更新培养基

获得的抗性原球茎；ｇ：对照原球茎经ＧＵＳ染色，均没有蓝色出现；ｈ：抗性原球茎经ＧＵＳ染色，均呈现蓝色；ｉ：幼苗阴性对照；ｊ：幼苗ＧＵＳ染色呈

现蓝色；ｋ：ＰＣＲ检测．

图１　农杆菌子房注射法对金钗石斛的活体转化
Ｆｉｇ．１　ＩｎｐｌａｎｔａｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅｂｙｏｖａｒｙｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
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２．４　原球茎潮霉素筛选结果
将萌发获得的原球茎依次转入含 ３０、４０和 ５０

ｍｇ·Ｌ－１潮霉素的选择培养基上各培养１５ｄ进行抗
性筛选，共计培养４５ｄ后，授粉后４０、４５、５０和６０ｄ
获得的抗性原球茎数分别为３、５、８、７个，除各取２
个进行ＧＵＳ组织化学染色外，其余均转入无潮霉素
的Ｎ１６培养基上培养，４０ｄ后能形成完整植株．
２．５　原球茎和幼苗的ＧＵＳ组织化学染色

对经过抗性筛选的原球茎切片进行 ＧＵＳ染色，
均可呈现蓝色，如图１ｈ．而４个注射时期获得的原
球茎各取２个共８个进行的ＧＵＳ检测结果全部为阳
性．其余除４个死亡外，１１个发育成１１株植株，随
机取４株经ＧＵＳ组织化学染色，整株各个部位均呈
现蓝色，特别是幼叶和根部染色最深，说明这些部位

代谢比较活跃（图１ｉ）．
２．６　转化植株分子检测

随机挑选４株经潮霉素筛选之后生长良好的植
株，提取基因组，进行 ＰＣＲ检测，抗性植株均可获得
与阳性对照相同的条带，而对照植株没有该条带（图

１ｊ）．抗性植株扩增出目的条带说明外源基因已经整
合到植株基因组内．

３　讨论与结论
目前，兰科植物转化体系通常采用农杆菌介导

法和基因枪方法，这２种方法操作复杂，而且转化效
率较低，仅在石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ、蝴蝶兰 Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ、
文心兰Ｏｎｃｉｄｉｕｍ等少数几个属的物种中有成功报
道，但是在相关报道中转化效率普遍较低［１３２０］．农杆
菌子房注射法和在拟南芥转基因中常用的 ｉｎｐｌａｎｔａ
方法原理相同，结合了子房注射法和农杆菌介导法

的优点，具有操作简单、不需要复杂的实验技术即能

获得转化植物的特点［２１２３］，但彭珍子等［２３］报道，棉

花一般在２４ｄ内完成受精，授粉之后２４ｈ时处理达
到最高的转化效率．在用农杆菌进行活体转化时，要
考虑农杆菌进入子房内部的时间，即生殖细胞处于

较高的感受态，也要考虑农杆菌能进入胚囊中且不

对受精作用产生影响．
兰花的种子无胚乳，自然条件下萌发率很低，种

苗生产常采用无菌播种，而兰科植物相对于其他植

物的最大优点在于兰科植物种子数量巨大，一般一

个果荚中种子数量在数万至数十万个以上，应用农

杆菌子房注射法进行活体遗传转化时，即使转化效

率较低，也能获得较多的转化植株．但兰科植物从授
粉到受精过程一般需要几十天，因此该种方法的转

化效率对处理时间比较敏感．由于金钗石斛从授粉
至受精的时间现在还没有确定，本试验选用了较大

的时间跨度（１０～６０ｄ）进行子房注射．在授粉后
１０～３０ｄ注射时不能得到发育良好的成熟果实的原
因可能是授粉后子房发育初期生存力较弱，需要一

个较稳定的环境生长，此时进行子房注射易对果实

发育造成较大伤害，最后导致果实败育脱落，而过了

这段较敏感的时期，对子房进行注射能得到成熟果

实．试验中在授粉之后４５ｄ时达到最高的转化效率，
可能是因为此时大、小孢子发育成熟，即将发生或已

经发生精卵融合，合子处于较高的感受态，容易接受

外来遗传物质．
农杆菌子房注射法所得到的兰花种子无菌播种

时需要采用双重消毒处理，若种子消毒不彻底，后期

污染率较高，难以获得原球茎；若消毒方式太过强

烈，有可能伤害种子并导致种子萌发率降低．本试验
中，由于对消毒方法未进行系统的研究，获得无菌的

抗性植株的比例较低．以后的试验中，需在播种培养
基中加上广谱抗生素，频繁更换培养基等方法来控

制污染，以提高种子的萌发率．
据相关报道，兰花受精过程发生在授粉之后

３０～７０ｄ［２４］，而本试验４５ｄ的处理取得了最高的转
化效率，说明子房注射农杆菌法的原理和花粉管通

道转化法在原理上有一致性，即主要是在受精前后，

生殖细胞或者受精卵没有细胞壁或者细胞壁比较薄

弱，处于较为敏感的感受态，较容易被转化．处理时
间较早容易导致胚珠发育败育，而处理时间较晚，胚

珠珠孔已经闭合，外源物质很难进入到胚珠内部．
另外，通过对抗性植株的ＰＣＲ检测，结果均呈阳

性，说明外源基因已经整合到基因组内，证明农杆菌

子房注射法能应用于兰科植物转基因育种中，至于

是否能稳定遗传尚需进一步验证．
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