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摘 要 本文结合反义 基因向番茄中的导入
,

就番茄外源基因转化系统建立中的几个间题做了研

究
。

结果表明
,

转基因番茄的组织培养比普通番茄更复杂和困难
,

需要对其培养基的激素配比做系统研究
,

以选择更适合的培养基 抗生素的使用要掌握好剂量
,

在番茄的子叶上以 为宜 叶盘法转化番茄

子叶时采用的菌液浓度及处理时间对转化也有很大的影响
,

以农杆菌过夜培养液用 液体培养基稀释

倍
、

浸泡时间为 为宜 转基因植株的鉴定可以从分子杂交及性状检测多方面进行
,

以保证鉴定结

果的准确性
。
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自从 年 等人应用农杆菌 质粒为载体第一次成功地将外源基因转入烟

草后
‘了 ,

以 质粒为载体的转化系统研究取得了很大的成绩
, “

叶盘法
”
技术的发明川

,

使植

物受体范围扩大到可以用整块的植物组织
,

并简化了实验步骤
,

提高了工作效率
。

番茄是典

型的双子叶植物
,

具有自花授粉
、

染色体图谱较清楚等优点
,

番茄外源基因转化系统的建立

对于研究水果蔬菜成熟衰老机制具有十分重要的意义
。

为此
,

我们结合乙烯缺陷型番茄的
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培育圈
,

建立了以农杆菌 质粒为载体的番茄外源基因转化系统
。

在系统的建立过程中有

许多关键环节需要细心把握
,

本文就转化系统建立中应注意的几个问题做一探讨
。

材料和方法
“

丽春
”

番茄种子消毒后暗培养
,

点播于 培养基上
,

经 一 后获得无

菌苗川
。

含有外源基因的 质粒转入农杆菌
,

在含卡那霉素 的 培养基里培育

农杆菌
,

最终使菌液 “ 。一 一
。

对番茄子叶用三种培养基 一 二进行培养
,

观察分化情况
,

选择较好的生芽培养基
,

培养

温度为 士
,

光照时间
,

光照强度
。

在生芽培养基中添加不同浓度的卡那霉素 。
, , , , , , ,

观察番茄子

叶对卡那霉素的抗性表现
。

植物 的提取
、

杂交
、

杂交参照《分子克隆实验指导户 〕
。

叶片和果实的乙烯用
一

气相色谱仪进行测定
。

色谱条件 检侧器
,

温度为

℃
一

填充柱
,

柱温
‘

载气为氮气
,

助燃气为空气
。

外标法测定
,

次重复
。

结果与分析

转基因番茄组织培养中的激素选择

将 龄的番茄子叶接种到添加不同种类和浓度的培养基上培养
,

观察愈伤组织和芽

的分化情况
。

由表 可 见 与 的组合比 与 的组合促进生芽的效果好
,

而 与

的组合与后者相当
。

第一种组合发芽率达到
,

较高的发芽效率为提高外源基因

的转化率打下基础
。

因此采用此培养基为生芽培养基
。

根的分化以采用 培养基添加

的效果好
。

表 不同激素种类及浓度对番茄叶盘分化的影响

培养基种类 培养的叶盘数 形成愈伤组织的外植体数 生芽外植体数 生芽百分率

︵兄︺﹃卜了八
︸一﹄﹄峨奋‘

。

十

抗生素浓度选择

为确保再生植株为转基因植株
,

在组织培养时添加抗生素或用其他方法将转化和未转

化的组织区分开来
,

而卡那霉素是常用的一种
。

为了弄清番茄子叶对卡那霉素的抗性
,

将未

转化的子叶接种到添加了不同浓度卡那霉素的培养基上 见表
‘

。

结果表明
,

不同浓度的卡

那霉素对番茄子叶叶盘分化有不同的抑制作用
,

随卡那霉素浓度的增加
,

愈伤组织分化率逐
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渐下降
。

培养 周后
,

卡那霉素为 的培养基上分化率只有
,

卡那霉素为

的培养基上叶盘萎缩变黄
,

已不再分化
,

所以选择 的卡那霉素浓度作为

选择未转化叶盘已是足够的
,

这与文献中 提到的浓度相符
。

表 不同卡那霉素浓度对番茄子叶叶盘芽分化的影响

卡那祥家浓度 培养叶盘个数 愈伤组织个数 分化率

。

。

任任连孟

介乙内舟

转化 , 液浓度的选择

由表 可见
,

使用不同的农杆菌菌液处理叶盘
,

对叶盘的分化有不同的影响
。

培养基

作稀释液浸泡叶盘
,

可使外植体愈伤能力增强
,

但进一步分化成芽的能力降低
,

并且芽的生

长势表现较弱
。

这可能是由于 培养基的存在使农杆菌继续生长
,

增大了感染机会
,

使叶

盘中被转化的细胞增多
,

而使愈伤组织个数增加
,

但过多的感染降低了芽的生长势
,

对进一

步分化不利
。

液体培养基作为稀释菌液
,

愈伤能力相对不高
,

但一旦生出芽体
,

芽的生长

健旺
,

且进一步形成根的能力较强
。

因此
,

我们选择农杆菌过夜培养液
。。 用

液体培养基稀释 倍为宜
,

浸泡外植体的时间为
。

表 不同农杆菌菌液浓度及处理 时间对转化叶盘分化的影响

处 理 周后生长情况 周后生长情况

液体培养基稀释 倍
浸

液体培养墓稀释 倍

浸 伪

液体培养基稀释 倍
浸

液体培养基稀释 倍
浸

个叶盘有 个形成愈伤组织 个叶盘分化发芽且生长势强

。个叶盘有 个形成愈伤组织 个叶盘分化发芽且生长势强

个叶盘有 个形成愈伤组织 个叶盘分化发芽且生长势弱

个叶盘有 个形成愈伤组织 个叶盘分化发芽且生长势较弱

转化系统中多因素最优组合对转化效果的影响

取农杆菌过夜培养液用 液体培养基稀释 倍
,

浸泡 龄的番茄子叶
,

吸干

菌液
,

叶背向下放在 固体培养基上暗培养 后
,

放在含有 卡那霉素的

上培养

可见
,

本转化系统中叶盘生芽的百分率为
,

在生根培养基上发芽成完整植株的
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多 〕

二是培养基成分比较复杂
。

转

基因植物的培养大多利用添加抗生

素来选择转化的和非转化的细胞
,

并且为了抑制农杆菌和其它杂菌的

生长添加一定量的抗生素
,

而抗生

素不耐热
,

所以在配置培养基时应

多加小心
。

三是转基因植株生长缓慢
、

分

表 转基因植株叶片和果实的乙烯释放量

材料 乙烯释放量加
· 一 , · 一 ,

抑制百分率

转基因叶盘

一

转基因果实

一

化率低 转化植物细胞存在一个外源基因插入其染色体的过程
,

使其分化启动时间比正常植

物组培细胞发育的启动时间滞后
。

另外由于农杆菌的感染和外源基因的导入
,

使伤 口增多
,

导致生长缓慢
。

②为了提高外源基因向植株的转化
,

应尽可能多地获得转基因植株
。

吕玉平把烟草花叶

病毒及黄瓜花叶病毒外壳蛋白基因双价载体转入番茄
,

在生根培养基上叶盘发育成完整植

株的频率只有
。

吴光把黄瓜花叶病毒外壳蛋白基因转入番茄
,

在生根培养基上获得的抗

性植株仅为
,

而谢小明转化番茄叶番至完整植株的效率也不足
。

本转化系统将转

化及叶盘分化过程中的各个因素分别研究并优化组合
,

获得了转化效率较高的转化系统
,

这

为将来其它外源基因向番茄的转化奠定了基础
。

③转化植株的鉴定方法有多种 , ’“〕
,

常用与目的基因一起转入植物体的某些基因的表

达来检测
,

如 基因
、

基因
、

基因等
。

分子杂交的方法更能确切地说明目的基

因是否转入与表达
。

杂交的结果说明 目的基因是否插入植物的染色体组 中

杂交的结果说明插入的 目的基因是否已顺利地转录产生 最终也是最为直

观的鉴定方法是观察植株的性状表现
,

如抗病性
、

抗虫性
、

抗衰老性
、

耐贮性等等
。
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