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基于抗草甘膦基因的棉花茎尖农杆菌介导转化方法的研究
欧 婷袁何秋伶袁陈进红袁祝水金 *

渊浙江大学农业与生物技术学院袁杭州 310058冤

摘要院以中棉所 49尧珂字棉 201和 YZ-1为受体材料袁通过对培养基草甘膦浓度尧农杆菌侵染时间和浓度尧共培
养时间以及恢复培养条件等因素的优化袁建立了基于抗草甘膦基因的棉花茎尖农杆菌转化技术体系袁并将抗
草甘膦基因渊 6冤导入 3个受体材料袁获得转基因抗草甘膦棉花植株遥 研究结果表明袁适合于棉花茎尖
农杆菌介导的草甘膦筛选浓度为 10 mg窑L-1曰 茎尖转化体系为农杆菌菌液 OD600为 0.9～ 1.0袁 侵染时间为 20

min袁共培养时间为 48 h袁选用 SH培养基并加入适量活性炭渊0.5 g窑L-1冤作为恢复培养基遥 用本研究创制的转化
技术体系袁转化处理 3个陆地棉受体 360个茎尖袁共获得 60株抗性再生植株袁经 PCR检测袁获得阳性抗性植
株 26株袁移栽成活 23株遥以茎尖外植体数计算袁本体系的转化成功率 6.4%遥该转化体系适合于转化抗草甘膦
基因或以抗草甘膦基因为筛选基因的外源基因袁具有转化频率高尧嵌合体少尧转化周期短等优点遥
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A genetic transformation system via cotton shoot tip- medium based on a glyphosate resistant gene was

established through the optimization of the glyphosate concentration during screening, infection period and infection concentra-

tion of the , period of co-culture with the , and the conditions of recover culture etc., used CCRI 49,

Coker 201, and YZ-1 as the materials, and their transgenic herbicide resistant cotton plants with 6 were obtained as

well. As the results showed that, the optimal glyphosate concentration for screening transgenic cotton shoot tips was 10 mg窑L-1,

the optimal density was 0.9-1.0 in OD600; the infection period was about 20 min; the co-culture period with

was 48 hours; and SH medium containing 0.5 g窑L-1 activated carbon was the best recovery medium for the trans-

genic shoot tip to grow. Using this transformation system, 60 glyphosate resistant plantlets were obtained from the 360 cotton

shoot tips of three upland cotton cultivar or germplasms. From them, 26 plantlets were transgenic according to the PCR products,

and 23 plants with the glyphosate resistant gene survived after transplanting. Based on explant numbers, the success rate of trans-

formation in this experiment was 6.4%. The presented transformation system is an excellent method to transform the glyphosate

gene, or an exogenous gene with glyphosate as a screening gene, with the advantages of high transformation rate, less chimera,

and short transformation period etc.
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棉花是重要的经济作物袁在我国国民经济发
展中占有重要的地位遥 自 1987年 Umbec等[1]首

次报道将 Ⅱ基因和 基因导入陆地棉品

种珂 201和珂 312以来袁棉花转基因技术飞速发
展遥 目前棉花转基因方法主要有农杆菌介导法[2-3]尧
基因枪法[4]及花粉管通道法[5-6]遥 农杆菌介导法具
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有转化效率高尧单拷贝尧稳定性好等特点袁被广泛
应用遥 但传统的农杆菌介导法受到棉花基因型限
制袁 仅有部分品种可以成功地获得再生植株袁且
培养程序较复杂尧再生周期较长遥 花粉管通道法袁
虽然不受基因型依赖袁操作方法简单袁但是其转
化机理研究尚未明确袁并受操作经验和生长季节
的限制遥 而基因枪法因转化率低尧多拷贝和嵌合
体比例高等原因在棉花上的成功应用报道较少遥
1988年袁Gould等[7]建立了农杆菌介导的茎尖转

化法袁打破了农杆菌介导遗传转化的受体基因型
限制袁缩短了植株再生周期袁而受到国内外很多
学者的青睐遥 然而袁该方法由于筛选剂效果等问
题而常出现转化效率低和嵌合体多等局限[8-10]遥
草甘膦 渊Glyphosate袁N-膦羧基甲基甘氨酸冤

是目前广泛应用的广谱性除草剂遥 美国孟山都公
司已从土壤微生物中克隆抗除草甘膦基因袁育成
的转基因抗草甘膦棉花品种于 1994年通过转基
因作物环境释放许可[11]袁国内浙江大学沈志成实
验室克隆的具有自主知识产权的自假单胞杆菌

的抗草甘膦的 6 基因 渊专利号 院
ZL2006100525734冤 为国内棉花转基因抗草甘膦
育种提供了研究基础遥 本研究拟利用该基因为目
标基因袁在已现有的棉花茎尖农杆菌介导遗传转
化方法[11]的基础上袁建立适合于抗草甘膦基因的
棉花茎尖农杆菌介导的遗传转化体系袁为棉花抗
草甘膦转种质的创制及以抗草甘膦基因为筛选

标记的棉花转基因转化提供技术平台遥

材料和方法

本试验于 2011－2012年在浙江大学农业与
生物技术学院浙江省作物种质资源重点实验室

进行遥
试验材料

本试验供试材料为陆地棉渊
L.)品种中棉所 49袁以及陆地棉种质系珂

字棉 201和 YZ-1遥 其中中棉所 49是目前推广面
积最大的非转基因品种袁 珂字棉 201和 YZ-1是
易再生的陆地棉种质系袁常用于体细胞培养遥

转化菌株及载体院根癌农杆
菌渊 冤LBA4404遥 Ti质粒
结构见图 1遥

乙酰丁香酮尧植物凝胶
渊Phytagel)尧植物生长调节剂渊购自生工生物工程
有限公司冤尧草甘膦渊购自 Sigma公司冤遥

PCR引物主要由生工生物工程有限公司合成遥
主要培养基为 MS 基本培养基和 B5 有机

物袁药品购自生工生物工程有限公司遥
试验方法

挑取单克隆于 5 mL
液体培养基中袁 置于摇床中 28 益袁230 r窑min-1过

夜袁吸取适量菌液于 50 mL培养基中培养至试验
所需菌液 OD值袁后离心袁弃上清液袁用等体积悬
浮液将农杆菌均匀悬浮袁 同时加入 200 滋mol乙
酰丁香酮渊Acetosyringone袁AS)袁混匀袁备用遥

培养基成分见表 1遥

CaMV35S院组成型启动子曰CsvMv promoter院组成型启动子曰1174AALdico院草甘膦抗性基因( 6)遥
CsvMv and CaMV35S: promoter; 1174AALdico: glyphosate-resistant gene, 6.

图 1 转化用的 Ti质粒载体结构图
Fig. 1 The structural map of vector used in transformation

表 1 试验所用的培养基

Table 1 The media used in the experiment

培养基种类 Medium 培养基配方 Prescription of the medium pH

无菌苗 Aseptic seedling MSB5 medium+30 g Sucrose+2.5 g Phytagel 5.8

共培养 Co-culture MSB5 medium+0.1 mg窑L-1IBA+200 滋mol AS+30 g Glucose+2.5 g Phytagel 5.4

筛选培养 Screening of culture MSB5 medium+0.1 mg窑L-1 IBA+200 mg窑L-1 cef+10 mg窑L-1 Glyphosate+30 g Glucose+2.5 g Phytagel 5.8

恢复培养 Recovery training SH medium+30 g Glucose+0.5 g窑L-1 Activated Carbon+3 g Phytagel 5.8

YEB 5 g Beef extract+1 g Yeast Extract+5 g Peptone+5 g Sucrose+0.5 g MgSO4窑H2O 7.0
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遥 取受体材料的棉子进行浓硫
酸脱绒和剥壳遥 剥壳后的棉仁在超净工作台上用
0.1%升汞消毒 5 min袁用无菌水清洗 3次袁加入适
量无菌水袁置摇床渊160 r窑min-1袁28 益冤24 h吸胀袁
置于无菌苗培养基上袁28 益下暗培养 7 d遥

配制不同草甘膦浓

度的筛选培养基袁培养基中的草甘膦浓度分别为
0 mg窑L-1尧5 mg窑L-1尧10 mg窑L-1尧15 mg窑L-1 和 20
mg窑L-1遥 取不同受体的无菌苗茎尖插入培养基进
行培养袁每个培养皿置 11个茎尖袁每个浓度 4次
重复袁28 益光照条件下培养 14 d遥

遥 渊1冤农杆菌菌液浓
度及侵染时间院 将准备好的茎尖切断分别用
OD600 值为 0.4～1.2 的农杆菌菌液进行梯度试
验袁侵染时间设为 20 min遥 侵染后的茎尖经共培
养后在草甘膦筛选培养基上培养 20 d后袁观察茎
尖生长情况遥

渊2冤共培养时间院将经过侵染的茎尖切断的
菌液吸干袁移入共培养基中袁分别在 28 益下黑暗
培养 36 h尧48 h尧60 h和 72 h袁 在筛选培养基上培
养 20 d后观察茎尖生长情况遥

渊3冤活性炭对成苗的影响院经过草甘膦筛选
后获得的茎尖再生植株分别移入加有 0.1 g窑L-1尧
0.5 g窑L-1尧1.0 g窑L-1和 2.0 g窑L-1活性炭的成苗培养

基上袁培养 20 d后观察根系和试验苗生长情况遥
遥 取生长良好的各受体

的棉花无菌苗袁在超净工作台上用解剖刀将其子
叶和下胚轴切除袁用解剖刀把茎尖轻轻划伤后将
其移至悬浮好的农杆菌菌液中袁 置于 28 益下尧
160 r窑min-1摇床侵染 20 min遥 用移液枪吸出剩余
农杆菌菌液后袁将侵染过的茎尖平铺于共培养培

养基上袁28 益下暗培养 48 h袁 再置于含头孢霉素
的草甘膦筛选培养基袁30 d后挑选长势较好的茎
尖移至恢复培养基中进行培养遥

遥 转化植株在恢复培养
生长至瓶口时袁取掉封口膜袁在培养箱中进行适
应锻炼 1～2 d遥 然后将再生苗放入清水中于 28
益尧光照条件下炼苗 2～4 d袁将其移入蛭石和营养
土渊1∶1冤中袁在培养箱中 28 益尧光照下培养 7 d袁
浇灌清水遥 待室外温度适宜后袁白天将再生苗搬
至室外袁遮阳曰晚上搬回培养箱中遥 反复锻炼 14 d
后袁可逐渐将再生苗移至室外袁待再生苗长势较
好时袁将其移至较大的花盆进行培养遥

遥取再生植株幼嫩叶
片袁采用十六烷基三甲基溴化铵渊CTAB冤法进行
植株总 DNA的提取袁 并利用目的基因特异性引
物进行扩增 遥 扩增引物为 院 P-F院GTCCCAC-
CGCTCCTCTTAGACAGACA; P-R院GGTGAGC-
GAAGAACTGAGGGTAGGAC遥 反应体系为 20
滋L体系袁包括 10伊buffer尧dNTP尧MgCl2尧P-F引物尧
P-R引物尧taq酶尧模板 DNA和 ddH2O遥 反应程序
为院95 益预变性 3 min袁94 益变性 30 s袁58 益退火
30 s袁72 益延伸 2 min曰循环 30次遥最后 72 益延伸
7 min袁4 益保存遥 PCR(Polymerase chain reaction)
扩增产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳袁 并在凝胶成
像系统中观察拍照遥

结果与分析
棉花茎尖对草甘膦的敏感性

棉花茎尖在不同浓度的草甘膦培养基上筛

选培养 14 d袁3个棉花受体材料茎尖对草甘膦的
敏感性基本相同渊图 2冤遥

A. 0 mg窑L-1草甘膦曰B. 5 mg窑L-1草甘膦曰C. 10 mg窑L-1草甘膦曰D. 15 mg窑L-1草甘膦曰E. 20 mg窑L-1草甘膦遥
A. 0 mg窑L-1 Glyphosate; B. 5 mg窑L-1 Glyphosate; C. 10 mg窑L-1 Glyphosate; D. 15 mg窑L-1 Glyphosate; E. 20 mg窑L-1

Glyphosate.

图 2 棉花茎尖对草甘膦敏感性

Fig. 2 Sensitivity of cotton shoot tips to glyphosate
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在不含草甘膦的培养基上袁 各材料的茎尖组
织生长良好袁生根和叶片生长正常渊图 2-A冤遥 随着
草甘膦浓度的提高袁 茎尖生长受到不同程度的抑
制袁草甘膦浓度为 5 mg窑L-1时袁各品种茎尖生长受
到较大抑制袁表现为其叶片再生缓慢袁根系发育较
差渊图 2-B冤曰当草甘膦浓度增至 10 mg窑L-1的时候袁
其茎秆虽然还呈绿色袁但棉花茎尖焦枯袁无叶片和
根系再生袁茎尖生长已经被完全抑制渊图 2-C冤曰当
草甘膦浓度增至 15 mg窑L-1时袁 茎秆呈灰白色袁棉
花茎尖全部枯死渊图 2-D冤曰草甘膦浓度增加到 20
mg窑L-1时袁茎尖培养 5 d即完全枯死渊图 2-E冤遥 研
究结果表明袁 供试材料之间对草甘膦的敏感性无
明显差异袁当草甘膦浓度为 10 mg窑L-1时袁所有材
料的茎尖生长被完全抑制遥因此袁棉花农杆菌茎尖
转化的草甘膦筛选浓度应为 10 mg窑L-1遥

转化和再生条件的优化

遥 农杆菌菌液
的侵染时间长短对于植株再生和转化有较大的

影响遥 外植体长时间浸泡在菌液中袁易造成缺氧袁
导致外植体后期再生困难等问题[12]遥因此袁本试验
选用的侵染时间为 20 min遥 同时袁为防止缺氧问
题袁在进行侵染时采用摇床进行辅助培养袁侵染
培养条件为 160 r窑min-1袁28 益遥 经草甘膦筛选袁发
现农杆菌菌液 OD600在 0.9～1.0是最适浓度遥 菌
液浓度 OD600小于 0.6或大于 1.2时的转化效率
较低遥

遥 Sunilkumar等[13]认为共培时

间在 2～3 d袁 如果低于 36 h则转化效率较低袁36
h可能是农杆菌侵入棉花细胞的临界时间遥 本试
验结果表明袁棉花农杆菌茎尖转化的共培养时间
48 h为宜遥 共培养时间少于 36 h或超过 60 h时袁
转化效率低袁且部分茎尖伤口处及下胚轴切口处
均呈深褐色袁茎尖长势较差遥

遥 成苗培养基中加入适量活性炭袁
可以有效地吸附离体茎尖生长过程中分泌的有

害物质袁减轻根系的褐化遥 试验结果表明袁加入
0.5 g窑L-1活性炭可以较好地减轻根系褐化袁 生根
正常遥 加 0.1 g窑L-1活性炭时袁虽生根量较多袁但是
由于吸附效果较差袁根部仍呈浅褐色遥 而当活性
碳浓度大于 2 g窑L-1时袁许多营养物质被活性炭所
吸附袁不能满足茎尖生长和再生的需要袁其根系

生长速度较慢遥
转基因棉花植株的获得

无菌条件下切除棉花无菌苗片子叶及下胚

轴袁再将茎尖组织划伤袁放入备好的重悬液中袁在
摇床上渊160 r窑min-1冤侵染 20 min袁平铺于培养基
中暗室培养 48 h后袁插入筛选培养基中进行筛选
培养 20 d即可明显看出转化效果渊图 3-C冤袁表现
为抗性植株生长情况较好袁叶片展开袁茎尖再生
出新的叶片袁根系再生和伸长正常曰非抗性植株
生长状况较差袁 顶端叶片停止生长或者生长缓
慢袁根系未再生或伸长较短袁颜色发黑袁然后停止
生长并死亡遥 本试验经过草甘膦的筛选袁共获得
60株抗性转化植株袁 其中受体为中棉所 49的为
24 株袁 受体为珂字棉 201 的为 18 株袁 受体为
YZ-1的有 18株遥 将抗性转化植株移入恢复培养
基中进行恢复培养袁20 d后袁 经 PCR扩增含有抗
草甘膦基因袁且生长状况较好的转化植株 26株袁
其中受体为中棉所 49的 9株袁受体为珂字棉 201
共 9株袁受体为 YZ-1的 8株遥 转基因幼苗表现
为叶片分生较多袁根系伸长良好遥 将抗性试管苗
的封口膜揭开渊图 3-E冤袁适应锻炼 1～ 2 d后袁再
将幼苗根部冲洗干净袁 移入清水中锻炼 3～ 4 d
渊图 3-F冤袁 然后将其移入营养土和蛭石 1∶ 1进
行混合的盆钵中渊图 3-G冤袁在培养箱中28 益光照
下培养 7 d袁浇灌清水遥 待室外温度适宜后袁白天
将再生苗搬至室外渊遮阴冤袁晚上搬回培养箱中遥
反复锻炼 14 d后袁可逐渐将再生苗移至室外遥 待
再生苗长势较好时袁将其移至较大的花盆进行培
养(图 3-H冤遥 共移栽 26株转化植株袁最终成活 23
株袁移栽成活率为 88.46%遥其中受体为中棉所 49
的为 9株袁受体为珂字棉 201的为 7株袁受体为
YZ-1的 7株袁移栽成活率分别为 100%尧77.8%和
87.5%遥

转化植株 PCR检测
经过草甘膦筛选出的 60株抗性植株进行总

DNA的提取后袁 对部分转化再生棉株进行特异
PCR扩增袁其中 26株出现目的基因条带渊680 bp袁
与质粒 DNA迁移片段相同 渊图 4冤袁 则为目的条
带冤遥 检测结果说明转化植株为阳性植株袁含有抗
草甘膦基因的 DNA序列遥
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A.共培养曰 B.草甘膦筛选曰 C.草甘膦初步筛选结果曰 D.恢复成苗曰 E.揭膜锻炼曰 F.清水锻炼曰G.移入花盆曰H.移入温

室曰I.转基因植株与对照遥
A. Co-culture; B. Glyphosate screening; C. Results of screening; D. Recovery cultivation; E. Adaptation culture without

cover; F. Seedling strengthen in water; G. Transplanting; H. In Greenhouse; I. CK and transgenic plants.

图 3 棉花农杆菌茎尖转化植株再生过程

Fig. 3 The procedure of genetic transformation via cotton shoot tip-agrobacterium medium

A B C

D E F

G H

I
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根据本试验结果袁侵染 20 min尧暗室共培养
48 h尧10 mg窑L-1的草甘膦筛选条件下袁 茎尖平均
再生率为 16.7%袁再生植株的阳性率为 43.3%袁
移栽成活率为 88.5%遥 以接种外植体渊茎尖冤数为

基数袁最终成苗的转化率为 6.4%渊表 2冤遥 受体品
种之间的转化率有一定的差异袁 但差异不显著遥
转化植株生长正常袁当年即能开花尧结铃和吐絮遥

讨论
草甘膦属于内吸传导型除草剂袁 它的致毒性

机理主要是竞争性抑制莽草酸途径中催化磷酸烯

醇式丙酮酸渊PEP冤和 3-磷酸莽草酸渊S3P冤合成 5-
烯醇式丙酮酸 -3-磷酸莽草酸 渊EPSP冤EPSP合成
酶[14-16]遥由于 EPSPS受抑制袁从而阻断了芳香族氨
基酸和一些芳香化合物的生物合成袁 影响植物细
胞分裂尧叶绿素合成尧蒸腾尧呼吸以及蛋白质等代
谢过程而导致植物死亡遥因此袁以抗草甘膦基因作
为筛选基因可直接在茎尖分化生长过程中以培养

基的形式进行筛选袁节省了大量人力物力袁减少了
假阳性和嵌合植株的产生袁提升了筛选效率遥本研
究以本校沈志成教授实验室克隆构建的具有自主

知识产权的抗草甘膦基因为筛选基因袁通过对培
养基草甘膦浓度的筛选袁 农杆菌侵染时间和浓
度尧 共培养时间和恢复培养条件等因素的优化袁
建立了基于抗草甘膦基因的棉花茎尖农杆菌转

化技术体系袁 以外植体为基数的转化成功率达
6.4%袁 并获得了 23株转 6基因的抗草
甘膦棉花植株遥 该法转化周期较短袁据统计从无
菌苗培养至获得再生试管苗的时间仅需 60 d左
右曰 将其移至温室后袁2个月左右即能开花袁2个
月后即可获得 T1代种子袁即年初开始转化袁当年
可获得 T1种子遥经该法获得的草甘膦抗性基因后
代植株除抗性外袁其生长状态尧生长周期尧株高及
结铃等田间农艺性状与对照受体材料相比袁均无
明显差异渊图 3-I冤袁说明该转化技术体系具有较好

M院标准 DNA分子曰CK为阴性对照曰质粒为阳性对照曰泳道 1～ 10分别为部分抗性植株 PCR结果遥
M: Standard DNA molecular; CK: Negative control; Plasmid: Positive control; 1～ 10: Transgenic plants.

图 4 部分转化植株的 PCR检测结果
Fig. 4 PCR result of some transgenic plants

表 2 棉花茎尖农杆菌介导法转化抗草甘膦基因的效果

Table 2 Results of transformation for - 6 via cotton shoot tip- medium

材料
Materials

移栽 Transplant
转化率

Transfor-
mation
rate/%

茎尖数
Shoot tip

No

再生数
Regenera-
tion No

再生苗数
Regenera-
tion plant

No

阳性植株
数 PCR(+)

No

移栽苗数
Transplant

No

成活苗数
Survived

No

成活率
Survive
rate / %

CCRI 49 120 24 24 9 9 9 100.0 7.5

Coker201 120 18 18 9 9 7 77.8 5.8

YZ-1 120 18 18 8 8 7 87.5 5.8

合计 Total 360 60 60 26 26 23 88.5 6.4

再生率
Regenera-
tion rate

/ %

20.0

15.0

15.0

16.7

筛选培养 Screening culture

阳性率
PCR(+)

/ %

37.5

50.0

44.4

43.3

PCR鉴测 PCR test

680 bp

质粒 M CK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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的实用价值袁 适宜于抗草甘膦基因及以抗草甘膦
基因为筛选基因的外源基因的转化遥
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