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‘伏令夏橙’原位转化体系的建立及优化 
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摘  要：以‘伏令夏橙’实生苗为材料进行原位转化体系建立及优化。首先，研究侵染部位对原位

转化效率的影响：使用带有 PBI121 载体的农杆菌分别侵染 5 周龄‘伏令夏橙’实生苗上胚轴切口、顶芽

切口（保留/去除真叶）2 次，共培养 3 d 后进行抗性筛选及暗处理，7 周后提取叶片 DNA 用于转基因植

株 PCR 鉴定；之后，以上胚轴切口作为侵染部位进一步研究苗龄对原位转化效率的影响。研究结果表明，

5 周龄上胚轴切口再生率为 93.10%，转化率为 20.68%；保留/去除真叶后侵染顶芽时，再生率分别为 81.74%

和 94.55%，转化率分别为 19.09%和 17.82%；4 周龄和 6 周龄上胚轴切口再生率为 94.59%和 91.50%，转

化率为 25.42%和 19.36%。可见利用农杆菌介导的遗传转化法原位转化 4 周龄‘伏令夏橙’的上胚轴切口

可获得较高的转化效率。原位转化操作简单、周期短、转化率高，在甜橙遗传育种研究中具有重要的应

用价值。 
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Establishment and Optimization of Valencia Sweet Orange in planta 
Transformation System 

XIE Xingnan*，YANG Li*，LIU Fan，TIAN Na，CHE Jingru，JIN Sanpeng，ZHANG Yongyan**，and 

CHENG Chunzhen** 

（Institute of Horticultural Biotechnology，College of Horticulture，Fujian Agriculture and Forestry University，Fuzhou 
350002，China） 

Abstract：By using the Valencia sweet orange（Citrus sinensis‘Valencia’）seedlings as plant 

materials，the in planta transformation system was established and optimized. The influence of infection 

sites on in planta transformation efficiency was firstly investigated. Agrobacterium carrying the PBI121 

vector was used to infect the epicotyl incision or apical bud incision（with/without true leaves）of the 

5-week-old Valencia sweet orange seedling for 2 times. After three days’ co-culture，resistance screening 

and dark treatments were performed. Seven weeks later，leaf DNA of the candidate transgenic plants was 

isolated and was used as template for PCR detection to calculate the transformation rate. The effect of 

different seedling ages on the in planta transformation efficiency was further studied by using the epicotyl  
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incision as the infection site. Results showed that the regeneration rate of 5-week-old seedling epicotyl 

incision was 93.10%，and the transformation rate was 20.68%. The apical bud regeneration rate for 

with/without true leaf was 81.74% or 94.55%，and the transformation rate was 19.09% or 17.82%. The 

regeneration rates of 4- and 6-week-old Valencia sweet orange seedling epicotyl incisions were 94.59% 

and 91.50%，respectively，and the transformation rates were 25.42% and 19.36%，respectively. By 

infecting the epicotyl incision of 4-week-old Valencia sweet orange seedlings ， high in planta 

transformation rate could be obtained. The in planta transformation method is easier to be applied，less 

time consuming and more efficient. Thus，it is of great potential to be applied in sweet orange genetic 

breeding. 

Keywords：orange；in planta transformation；seedling age；explant；transformation efficiency 

 

目前甜橙遗传转化大多依赖组织培养，对无菌环境和无菌操作技术要求较高，且存在再生率低、

转化周期长等问题。建立一种不依赖组织培养的遗传转化体系是解决上述问题的有效途径。原位转

化法是一种操作简单、转化率高、周期短、高效率的非组织培养的遗传转化方式（Supartana et al.，

2005），在拟南芥（Jiang et al.，2014）、白菜（Zhong et al.，2016）、小麦（Jones et al.，2005）、

麻风树（Jaganath et al.，2014）、大豆（Li et al.，2017；Chen et al.，2018）、番茄（Shah et al.，2015）

等植物上都已成功应用。在柑橘上，洪勇等（2000）利用农杆菌侵染锦橙、新会橙、沙田柚的试管

实生苗上胚轴切口获得了转基因枝条；He 等（2011）使用农杆菌侵染微嫁接于试管实生苗上的成年

态锦橙再生枝条切口，获得了转基因枝条；在之前的研究中，Zhang 等（2017）以 3 ~ 4 周龄沙田柚

实生苗为材料，建立了沙田柚原位转化体系并获得了转基因枝条，但发现使用卡那霉素作为筛选剂

时转化率偏低。 

本研究中以‘伏令夏橙’实生苗为材料，在沙田柚原位转化体系基础上，对操作进行了简化和

改良，研究了不同侵染部位、不同苗龄对甜橙遗传转化效率的影响。使用枪头倒置侵染替代 Parafilm

包裹成漏斗状侵染伤口，简化了操作，同时为了提高转化效率，将侵染次数增至 2 次（Zhang et al.，

2006）。 

1  材料与方法 

1.1  材料及处理 

试验在福建农林大学园艺植物生物工程研究所进行。‘伏令夏橙’（Citrus sinensis‘Valencia’）

种子由广西农业科学院园艺研究所提供。携带有 PBI121（Endo et al.，2016）载体的农杆菌 EHA105

菌株由广东省农业科学院果树研究所提供。于 2018 年 5—6 月选取饱满完好种子播种于塑料花盆，

放于温室中。选择播种 4 ~ 6 周的幼苗用于原位转化研究（播种 3 周后萌发数量较少且植株相对较

小不易操作）。于 2018 年 8—9 月提取 DNA 用于 PCR 检测。 

1.2  根癌农杆菌侵染液制备 

将农杆菌在含有 50 mg · L-1 Kan 的 LB 培养基上划线，28 ℃暗培养 2 d 后挑取单菌落在新的选

择培养基上涂板，继续 28 ℃暗培养 2 d 后使用 MS 液体培养基洗下菌落并调整 OD600 为 0.5 ~ 1.0，
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加入终浓度为 100 μmol · L-1 的乙酰丁香酮（AS），于 28 ℃，200 r · min-1 条件下振荡培养 30 min

后用于侵染。 

1.3  原位转化 

1.3.1  上胚轴切口的原位转化 

将 5 周龄‘伏令夏橙’实生幼苗于真叶着生部位切断，将吸有侵染液的枪头倒扣于切口使切口

浸没于侵染液中。侵染 45 min 后用 Parafilm 薄膜包被切口保湿，以黑色塑料膜覆盖后进行共培养。

为提高转化效率，共培养 3 d 后揭开黑膜，去除 Parafilm 薄膜，进行二次侵染。3 d 后再次揭开黑膜、

去除 Parafilm 薄膜，用 50 mg · L-1 Kan 溶液轻擦切口 2 ~ 3 次，使之覆有明显的抗生素溶液。参照

Marutani-Hert 等（2012）的方法用 Parafilm 薄膜包被切口后暗处理以促进切口再生，2 周后揭去黑

膜，自然光照条件下培养。 

1.3.2  顶芽切口的原位转化 

切除 5 周龄‘伏令夏橙’实生幼苗顶芽后分为两组，一组去除真叶，一组保留真叶。去除真叶

组以吸有侵染液的枪头倒扣于顶芽切口进行侵染；保留真叶组，将吸有侵染液的脱脂棉包覆于切口

进行侵染和共培养。其余步骤同上胚轴切口的转化。具体步骤见图 1。 

1.3.3  不同苗龄上胚轴切口原位转化 

进一步以 4 周龄和 6 周龄‘伏令夏橙’实生苗为材料，以上胚轴切口为侵染部位进行原位转化，

每组至少重复 5 次。具体步骤同上。 

1.4  植株再生率计算 

筛选培养 7 周后，大部分再生枝条已长有 4 ~ 5 片叶，此时统计植株再生率。部分植株可以形

成 2 个或以上再生枝条，统计单芽率和多芽率。再生率（%）= 再生植株数/总植株数 × 100；单芽

率（%）= 再生 1 个芽的植株数/总再生植株数 × 100；多芽率（%）=（再生 ≥ 2 个芽的植株数）/

总再生植株数 × 100。 

1.5  转基因植株检测 

取叶片置于 2 mL 离心管中，加入适量液氮，使用液氮预冷的末端烧平的 1 mL 枪头研磨叶片，

采用 CTAB 法提取叶片 DNA（Fallah et al.，2017）。以 GUS-F/GUS-R 为引物（GUS-F：

CCCGGCAATAACATACGGCGTG；GUS-R：GTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTG）进行 PCR。25 

μL PCR 扩增体系含：2× Taq PCR Mix 12.5 μL，引物各 1 μL，叶片基因组 DNA 1 μL，ddH2O 9.5 μL。

PCR 反应条件为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，38 个循环；72 ℃延

伸 5 min。取 7 μL PCR 产物在 1.5%的琼脂糖凝胶中电泳检测。根据电泳检测情况，统计转基因植株

转化率。转化率（%）= 转基因枝条数/总植株数 × 100。 

采用 Trizol 法提取 PCR 检测为阳性的植株叶片总 RNA，使用 TaKaRa 公司反转录试剂盒反转录

合成 cDNA 用于实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测转基因植株中 GUS 基因的表达情况。GUS 基

因定量引物为 Real-GUS-F：TACCGTACCTCGCATTACCC；Real-GUS-R：CTGTAAGTGCGCTTGCT 

GAG（马岩岩 等，2014）；内参基因Actin引物序列Actin-F：CCAAGCA GCATGAAGATCAA；Actin-R：

ATCTGCTGGAAGGTGCTGAG（刘美雅，2011）。qRT-PCR 反应在 LightCycler® 480 上进行，20 µL

体系包含 10 µL 2 × SYBR Green qPCR Mix，各 0.8 µL 正、反向引物（10 μmol · L-1），1 µL cDNA 和
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7.4 µL ddH2O。PCR 反应程序为 95 ℃变性 2 min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 15 s；45 个循环。

每个样品重复 4 次。使用 2-∆∆CT法计算基因相对表达情况（Zhang et al.，2017）。 

1.6  不同部位、苗龄的再生率及转化率分析 

运用 SPSS21.0 软件对不同部位、不同苗龄的再生率、单芽率、多芽率、转化率及转基因植株叶

片中 GUS 基因相对表达量进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同侵染部位切口再生 

以 5 周龄实生苗为材料，分别研究了原位转化后上胚轴切口和顶芽切口再生情况（图 1）。筛

选培养 1 周，上胚轴切口（图 1，F1、F2）、去除真叶的顶芽切口（图 1，F’）及保留真叶的顶芽

切口（图 1，F’’）均能形成再生芽。2 周后再生芽逐步长大（图 1，G1、G2、G’、G’’）。筛选培养

7 周时统计发现，去除真叶的顶芽切口、保留真叶的顶芽切口和上胚轴切口再生率分别为 94.55%、

81.74%和 93.10%，同时还发现，侵染植株可以形成多于 2 个（含 2 个）的芽，不同部位侵染处理多

芽率无显著差异（表 1）。 
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图 1 ‘伏令夏橙’实生苗原位转化流程图 

A：实生苗；B：于真叶着生处去顶；B’：去顶芽和真叶；B’’去顶芽留真叶；C：上胚轴切口侵染；C’：去真叶侵染顶芽切口；C’’：留真

叶侵染顶芽切口；D：上胚轴切口 Kan 筛选；D’：去真叶顶芽切口 Kan 筛选；D’’：留真叶顶芽切口 Kan 筛选；E：暗处理；F1：上胚轴切

口处形成愈伤；F2：上胚轴切口处形成芽；F’：顶芽切口再生芽；F’’：顶芽切口再生腋芽；G：筛选培养 2 周后切口再生芽长大形成枝条

（G1：由愈伤形成的再生枝条；G2：由芽长大形成的再生枝条；G’：去除真叶的顶芽切口再生芽长大形成枝条；G’’：保留真叶的顶芽切

口再生腋芽长大形成枝条）；H：筛选培养 4 周后的再生枝条（H1：器官发生型再生枝条；H2：器官型再生枝条； 

H’：顶芽切口再生枝条；H’’：顶芽切口侧面再生枝条）；I：筛选培养 7 周后的再生枝条 

（I1：器官发生型；I2：器官型；I’和 I’’：顶芽切口再生枝条）。 

Fig. 1  Procedures of the Agrobacterium-medicated Valencia orange in planta transformation 

A：Seedlings；B：Decapitated seedlings；B’：Removal of the apical bud and true leaves；B’’：Remove the apical bud but keep the true leaves；

C：Agrobacteria infection on the epicotyl incision；C’：Agrobacteria infection on the apical incision without true leaves；C’’：Agrobacteria infection 

on the apical incision with true leaves；D：Kan screening on the epicotyl incision；D’：Kan screening on the apical incision without true leaves；D’’：

Kan screening on the apical incision with true leaves；E：Dark incubation；F1：Callus formed on the epicotyl incision；F2：Regenerated bud from 

epicotyl incision；F’：Regenerated bud from the apical bud incision；F’’：Regenerated axillary buds；G：Sprouted shoots from buds at 2 weeks after 

screening culture［G1：Sprouted shoot from callus；G2：Epicotyl incision sprouted shoot from bud；G’：Apical bud（without true leaf）incision 

sprouted shoot from bud；G’’：Apical bud（with true leaf）incision Sprouted shoot from axillary buds］；H：Regenerated shoots at 4 weeks after 

screening culture（H1：Organogenesis type shoot；H2：Organ type shoot；H’：Regenerated shoots from the apical bud incision；H’’：Regenerated 

shoot from the apical bud incision side）；I：Regenerated shoots at 7 weeks after screening culture（I1：Organogenesis type； 

I2：Organ type；I’ and I’’：Regenerated shoots from the apical bud incision）. 

 
表 1 ‘伏令夏橙’实生苗不同部位的再生率、单芽率、多芽率和转化率 

Table 1  Rates of regeneration，single bud，multiple buds and transformation of different Valencia orange infection sites  

侵染部位 
Infection site 

再生率/% 
Regeneration rate 

单芽率/% 
Single bud rate 

多芽率/% 
Multiple buds rate 

转化率/% 
Transformation rate 

上胚轴 Epicotyl 93.10 ± 2.01 a 72.42 ± 0.54 a 27.58 ± 0.54 a 20.68 ± 5.72 a 
顶芽切口（保留真叶） 
Apical bud incision（with true leaf） 

81.74 ± 10.07 a 78.71 ± 6.74 a 21.29 ± 6.74 a 19.09 ± 9.11 a 

顶芽切口（去除真叶） 
Apical bud incision（without true leaf） 

94.55 ± 6.40 a 78.88 ± 7.82 a 21.12 ± 7.82 a 17.82 ± 12.19 a 

注：同一列中不同字母表示差异显著（P < 0.05）。下同。 

Note：Different letters in the same column mean significant difference（P < 0.05）. The same below. 

 

2.2  转基因再生枝条鉴定 

筛选培养 7 周后，大部分再生枝条长出 4 ~ 5 片叶。取 1 ~ 2 片叶以 CTAB 法提取 DNA，以

GUS-F/GUS-R 为引物进行 PCR 扩增。PCR 检测结果显示第 1、3、5、6、8、10、12、15 号样品呈

PCR 阳性（图 2），说明载体片段已成功转入部分‘伏令夏橙’。 

 

 
图 2  部分再生枝条 PCR 产物检测结果 

M：Marker；CK：非转基因对照；1 ~ 23：待检测再生枝条；箭头所指为目的条带。 

Fig. 2  Electrophoresis detection results of PCR products of the regenerated shoots 

M：Marker；CK：Non-transgenic seedling；1–23：Regenerated shoots after in planta transformation；The arrow heads to the target band. 
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利用 qRT-PCR 检测了转基因叶片中 GUS 基因的表达情况，发现 GUS 基因在非转基因植株（对

照）中无表达，在转基因植株中的表达量差异较大（图 3）。 

 

 

图 3  部分转基因‘伏令夏橙’叶片中 GUS 基因的表达 

不同大写字母表示差异极显著（P < 0.01）。 

Fig. 3  The expression of GUS in leaves of some transgenic Valencia orange 

Different capital letters upon column indicated significant difference at 0.01 level. 

2.3  不同侵染部位的再生及转化  

检测结果显示：以顶芽切口为侵染部位时，保留或去除真叶均能得到转基因再生枝条（图 4，A、

B）；部分上胚轴切口形成的两个再生枝条均为转基因阳性如 5 号和 6 号转基因植株（图 4，C）；

部分上胚轴切口侧面再生枝条和上胚轴切口下端再生枝条经 PCR 鉴定也为阳性（图 4，D、E）。通

过统计发现：以 5 周龄‘伏令夏橙’幼苗为材料，以上胚轴切口、保留真叶的顶芽切口和去除真叶

的顶芽切口作为侵染部位时的平均转化率分别为 20.68%、19.09%和 17.82%（表 1）。 

 

 
图 4  不同部位的转基因再生枝条 

A：留真叶的顶芽切口处再生；B：去除真叶的顶芽切口处再生；C：同一上胚轴切口再生两个枝条； 

D：上胚轴切口侧面再生；E：上胚轴切口下侧再生。 

Fig. 4  Some regenerated transgenic shoots after in planta transformation 

A：Regenerated shoot from the apical bud incision with true leaves；B：Regenerated shoots from the apical bud incision without true leaves； 

C：Two transgenic shoots regenerated from the same incision；D：Shoot regenerated from the side of epicotyl incision； 

E：Regenerated shoot below the epicotyl incision. 
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2.3  不同苗龄的再生及转化 

以 4 周龄和 6 周龄‘伏令夏橙’为材料，采用上胚轴切口作为侵染部位，研究了苗龄对原位转

化再生和转化的影响。筛选培养 1 周后，可在切口处观察到愈伤组织、从切口处直接再生的芽和由

愈伤组织再生的多个芽。筛选培养 2 周后，均可形成再生枝条。结合 5 周龄实生苗上胚轴切口的再

生及转化情况，发现不同苗龄实生苗再生率和转化率差异不显著，4 周龄实生苗多芽率 高，为

32.37%（表 2）。 

 
表 2 ‘伏令夏橙’实生苗不同苗龄上胚轴的再生率、单芽率、多芽率和转化率 

Table 2  Rates of regeneration，single bud，multiple buds and transformation of different Valencia sweet orange seedling ages 

苗龄 
Seedling age 

再生率 
Regeneration rate 

单芽率 
Single bud rate 

多芽率 
Multiple buds rate 

转化率 
Transformation rate 

4 94.59 ± 3.28 a 67.63 ± 7.21 a 32.37 ± 7.21 b 25.42 ± 7.25 a 
5 93.10 ± 2.01 a 72.42 ± 0.54 a 27.58 ± 0.54 b 20.68 ± 5.72 a 
6 91.50 ± 5.19 a 86.76 ± 10.08 b 13.24 ± 10.08 a 19.36 ± 4.47 a 

3  讨论 

本研究中将沙田柚原位转化方法（Zhang et al.，2017）应用于‘伏令夏橙’，并对部分操作进

行了简化。以枪头倒扣的方式进行农杆菌侵染，相比于沙田柚原位转化法中使用 Parafilm 将切口包

裹成漏斗状然后向漏斗中加入农杆菌进行侵染，该操作更为简便。 

植物不同部位的再生能力差异较大，因此研究侵染部位对原位转化效率的影响。以 5 周龄‘伏

令夏橙’实生苗为材料研究了侵染部位对植株再生率和转化率的影响，发现以不同侵染部位进行原

位转化时的再生率和转化率差异不显著。但以上胚轴切口作为侵染部位操作更方便，因此确定上胚

轴切口为原位转化的 佳侵染部位。 

苗龄对转化率影响显著（Rai et al.，2012）。沙田柚原位转化研究中所用沙田柚实生苗苗龄为

3 ~ 4 周，由于‘伏令夏橙’植株长势较沙田柚慢，本研究中对 4 周龄、5 周龄和 6 周龄‘伏令夏橙’

实生苗的原位转化效率进行了比较，发现再生率和转化率差异不显著。 

筛选标记基因对转化率有很大的影响（Tabatabaei et al.，2018）。沙田柚原位转化时使用除草

剂和潮霉素作为筛选剂转化率均接近 20%，而使用卡那霉素时转化率仅约为 3%（Zhang et al.，2017）。

卡那霉素是 为常用的转基因筛选剂之一（Nagashima & Koiwa，2017），使用卡那霉素作为筛选剂

进行原位转化时效率低是亟需解决的问题。鉴于多次侵染可以提高植物遗传转化效率（Zhang et al.，

2006），本研究中采用了二次侵染，发现以卡那霉素为筛选剂进行甜橙原位转化时也可以得到 20%

左右的转化率。 

综上可以看出，‘伏令夏橙’ 优原位转化体系为：（1）农杆菌侵染液的制备：使用 MS 液体培

养基将新鲜活化的农杆菌从培养基上洗下，调整 OD600 为 0.5 ~ 1.0，加入 100 μmol · L-1 AS 振荡培

养 30 min 后用于侵染（Zhang et al.，2017）；（2）农杆菌侵染：将 4 周龄实生苗去顶，用吸有农

杆菌侵染液的枪头倒扣于上胚轴切口，使切口浸于侵染液中，45 min 后将枪头取下；（3）共培养：

使用 Parafilm 薄膜包被切口，使用黑色塑料膜覆盖后暗培养 3 d 后去除 Parafilm 薄膜进行二次侵染，

之后取下枪头，再次用 Parafilm 薄膜包被后暗培养 3 d；（4）筛选培养：去除 Parafilm 薄膜，使用

50 mg · L-1 抗生素溶液轻擦切口 2 ~ 3 次，切口处留有抗生素溶液后再次用 Parafilm 包被；（5）暗培

%
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养：使用黑色塑料膜覆盖植株，暗培养 2 周后揭除，之后正常光照培养；（6）转基因植株鉴定：使

用 PCR 检测再生植株‘转基因’转化情况，使用 qRT-PCR 分析转基因表达情况。 

使用本方法进行‘伏令夏橙’遗传转化，仅需 3 ~ 4 个月便可获得转基因植株，且转化效率较

高，比依赖组培的遗传转化更为简单、高效。今后还可对以下几个方面进行优化：（1）在侵染液中

添加氨基酸类物质及植物生长调节剂（Li et al.，2017；Chen et al.，2018），进一步提高转化效率；

（2）以成年树嫩枝扦插扩繁后再进行原位转化以解决实生苗遗传背景差异较大和童期问题；（3）选

用更高效的筛选剂，如 Basta（Kapildev et al.，2016）或潮霉素（Mayavan et al.，2015）等；（4）可

对再生枝条进行抗生素处理（Acanda et al.，2017），仅对处理后叶片仍为绿色的再生枝条进行转基

因验证，进而提高筛选效率，降低筛选工作量及成本。 

CRISPR/Cas9 这一精确的基因修饰和基因功能鉴定工具在柑橘中的成功应用为柑橘基因功能研

究提供了更精确、更高效的方法（Jia et al.，2017；Peng et al.，2017；Zhang et al.，2017；Zhu et al.，

2019），预期基于原位转化的 CRISPR/Cas9 编辑育种将在柑橘基因功能研究和遗传育种过程中发挥

重要作用。 
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