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摘 要：为提高农杆菌介导的甜橙遗传转化效率，以埃及糖橙实生苗上胚轴节间茎段为外植体，对实生苗生长过

程中的光照条件和农杆菌侵染时的共培养条件进行优化，并将无核基因转入糖橙中。结果表明，暗培养 20 d后光

照 10 d实生苗外植体的再生率和转化率均较高；乙酰丁香酮(AS)浓度是影响转化效率的主要因素，共培养基中加

入质量浓度 20 mg/L 的 AS、共培养温度控制在 19 ℃、共培养基 pH为 5.4~5.7时最有利于转化，经 GUS染色分

析，最高 GUS阳性率可达 29.4%；经 PCR进一步分析，可以初步确证外源基因已经整合到糖橙基因组中。 
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Abstract: To increase the genetic transformation efficiency of sweet orange infected by Agrobacterium, an explant 
derived from internode stem segments of sucarri orange seedling was adopted to optimize light regimes and 
co-cultivation condition for the growth. Meantime, seedless gene was transferred to succari orange. The results revealed 
that explant from seedling had higher regeneration and transformation rate under the condition of cultured 20 d in 
darkness first and then exposed 10 d in lighting environment. Acetosyringone (AS) concentration was a key factor 
impacting transformation rate, and the optimal performance of transformation was under 20 mg/L concentration of 
co-cultivated medium with a temperature 19 ℃ and pH 5.4–5.7. The positive rate could reach 29.4% through the 
analysis of GUS staining, which were further proved by PCR analysis that the foreign gene was indeed integrated into the 
host genome.  
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转基因技术是柑橘遗传改良的重要辅助手段。

提高甜橙转基因效率已成为近年研究的重点，且多

数报道以 GUS阳性率和 PCR阳性率作为衡量其转
化效率的指标[1−3]。因为 GUS染色及 PCR检测均存
在假阳性，所以实际的转化效率(成活的转基因苗/
农杆菌侵染的外植体茎段)并不高，大多在 5%以下，

且品种间的差异很大。 
提高甜橙转化效率的研究主要集中在对外植

体基因型及外植体类型、共培养条件[2]、不定芽的

筛选条件[3]等影响因素上。笔者所在实验室曾针对

上述因素对湖南省内部分甜橙品种遗传转化效率

的提高进行了研究，确定了适宜的苗龄、侵染程序、



 
 

372                     湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hnndxb.com                    2013年 8月 

再生培养基及筛选条件[4−6]。为进一步提高甜橙的

遗传转化效率，笔者在上述研究[4−6]的基础上，以

湖南引进品种埃及糖橙(Citrus.sinennsis Osbeck cv. 
Succari)为试验材料，对外植体实生苗生长过程中的
光照条件和共培养过程中的培养温度、培养基中乙

酰丁香酮(AS)浓度、共培养基 pH 值等 4 个因素进
行研究，以优化糖橙的遗传转化体系。 

1 材料和方法 

1.1 材 料 

1.1.1 植物材料 

将埃及糖橙种子去外种皮后，在超净工作台上

用 75%的乙醇和 1% 的 NaClO 溶液消毒，将种胚
播种于MS培养基上，(26±2) ℃培养。选择 30 d苗

龄的粗约 1.5~2.0 mm的糖橙实生苗，将其上胚轴斜
切成长约 1 cm的节间茎段用于再生和遗传转化。 

1.1.2 农杆菌菌株及载体 

农 杆 菌 EHA105 包 含 载 体 pCambia−Pnos− 
PNN−iaaM−Barnase(以下简称C−D)。此载体由美国
康涅狄格大学李义教授提供。载体T−DNA区段(图1，
图片彩版见封三)中包含花粉特异启动子pAB5驱动
的雄性不育基因Barnase和果实特异启动子AGL5驱
动的色氨酸加氧酶基因iaaM、标记基因NPTⅡ、报
告基因GUSPlus。GUSPlus中插入了来自植物基因的
内含子，使GUSPlus基因不能在农杆菌中表达。另外，
由Nos启动子驱动的基因只在植物的维管组织中表
达。 

 
图 1 载体 C−D 的 T−DNA 区域 

Fig.1 Diagram of T−DNA region of C−D vector 

1.2 方 法 

1.2.1 外植体遗传转化条件的确定 

在柑橘实生苗的遗传转化中，实生苗通常在黑暗

条件下培养 20~60 d后再进行 16 h/8 h光暗培养[7]，因

此，将本研究中糖橙实生苗生长过程中的光照模式设

置为 4种处理：T1，仅光照 30 d；T2，暗培养 20 d后
光照培养 10 d；T3，暗培养 20 d后光照培养 10 d；T4，

暗培养 30 d。采取 16 h/8 h光暗周期培养方式。每处
理重复 3次。 
农杆菌 vir基因的诱导、T−DNA的组装与转运

通常在 AS质量浓度 10~40 mg/L[8]、温度 19~25 ℃、
pH值 5.0~5.6时的效率最高[9]，因此，在确定实生

苗生长期的最佳光照模式后，针对转化过程中的共

培养温度(19、22、25、28 )℃ 、共培养基 pH值(4.8、
5.1、5.4、5.7)、共培养基 AS质量浓度(0、10、20、
40 mg/L )进行 3因素 4水平正交试验，以 GUS阳
性率为考察指标，得出较佳的共培养条件。 

1.2.2 不定芽再生培养条件 

将未用农杆菌侵染的节间茎段放入 MS+3 mg/L 
6−BA(灭菌前 pH为 5.7)培养基中暗培养 3 d后，转

移到MS+1 mg/L 6−BA(灭菌前 pH为 5.7)培养基中，
温度(26±2) ℃，16 h/8 h光暗周期下培养。 

1.2.3 糖橙的遗传转化程序 

将农杆菌用含 25 mg/L Rif和 100 mg/L Kan的
YEB液体培养基 28 ℃、200 r/min摇至菌液OD600 nm

为 0.5~1.0，室温 6 000 r/min离心 15 min后去上清
液，用MS+3 mg/L 6−BA+ 20 mg/L AS液体培养基
重悬，调整菌液 OD600 nm至 0.7。外植体经农杆菌液
侵染 15 min后转入共培养基中培养。在研究实生苗
光照模式阶段所用的共培养培养基为 MS+3 mg/L 
6−BA(灭菌前 pH为 5.7)；在研究共培养条件阶段则
将外植体分别放入正交试验设计的各培养基中。共

培养 3 d 后将外植体转入筛选培养基(MS+1 mg/L 
6−BA+ 75 mg/L Kan + 500 mg/L Cef，灭菌前 pH为
5.7)中，16 h/8 h光暗周期培养，每 15 d更换 1次培
养基。 

1.2.4 组织化学法检测及 PCR 分子检测 

对含 pBI121 载体和 C−D 载体的农杆菌进行
GUS染色。取 0.8 mL菌液室温 6 000 r/min离心 15 
min 后去上清液，用 GUS 染色液重悬菌体后，于
37 ℃恒温培养箱中处理 12 h。待抗性芽长出 2~3片

NPTⅡ GUSPlus iaaM BarnaseNos NosPnos Nos pAB5 Nos AGL Pnos 
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完全展开叶后切取部分叶片和部分茎段，进行 GUS
染色。染色时将组织浸泡在染色液中，放入 37 ℃
恒温培养箱中处理 12 h，之后用 75%的乙醇脱色，
在体式显微镜下观察染色结果。 

PCR 检测参照 Chen 等[10]的方法，采用改良

CTAB 法提取 GUS 阳性植株和野生型的植株叶片
总 DNA，以 C−D质粒为对照，采用琼脂糖凝胶电
泳方法将植物基因组 DNA与质粒 DNA分离，并回
收植物基因组 DNA。以 500 ng回收后的 DNA为模
板进行PCR检测。GUSPlus的检测引物为 pGUSP−F 
(5′−CCACTGAACACGTATCTCTACC−3′)和 pGUSP− 
R(5′−GCCATCG AA GTACCATCC−3′)；另外一对引
物正向和反向序列分别位于 pAB5 启动子和
Barnase基因中，序列为 pP5Barn−F(5′− ACAGAAA 
AAGCCCATTGG−3′)和 pP5Barn−R(5′−AGTCGCTT 
GAGTAAAGAATCC−3′)。 

1.2.5 数据统计及分析 

再生及遗传转化试验，均在外植体培养 45 d后
统计不定芽再生率(再生茎段数/总节间茎段数)、再
生系数(不定芽总数/再生茎段数)和 GUS 阳性率
(GUS阳性芽总数/总节间茎段数)。计算芽总数时仅
对茎高 0.5 cm以上的芽进行统计。采用 SPSS软件
进行方差分析，用 Ducan’s 新复极差法(P≤0.05)对

差异显著的数据进行多重比较。 

2 结果与分析 

2.1 GUS 染色结果及繁殖的抗性芽 

由于 pBI121载体中包含的 GUS基因没有插入
内含子，因此可在含有该载体的农杆菌中检测到

GUS 活性，而在含 C−D 载体的农杆菌中没有检测
到 GUS 活性(图 2−A，图片彩版见封三)，表明
GUSPlus基因不能在农杆菌中表达。C−D载体中所
用的 Nos启动子是一种维管组织特异启动子，仅在
根、茎、叶脉中起作用。由糖橙抗性芽叶片及茎横

切面 GUS染色结果(图 2−B、C，图片彩版见封三)
可见，在主叶脉和茎的横切面上均检测到了 GUS
活性，但在叶肉中未能检测到，表明 GUSplus基因
和 Nos 启动子的结合能够排除由农杆菌引起的
GUS假阳性，GUS阳性芽即可认定为转基因植株。
为了对 GUS阳性芽进行快速繁殖，以 14 d苗龄的
枳橙实生苗为砧木，对 GUS阳性芽(图 2−D，图片
彩版见封三)进行试管嫁接。待嫁接苗生长至 2~3
片叶(图 2−E)后，选择一年生酸橙砧木，将试管嫁
接苗进行温室二次嫁接。二次嫁接约 45 d后，嫁接
苗即可生长出足够的用于分子检测的叶片(图 2−F)。 

 

    

   
A中左为含 pBI121载体的农杆菌，右为含 C−D载体的农杆菌；B中上为非转基因叶片(对照)，下为转基因叶片；C中上为非转基

因茎段横切面(对照)，下为转基因植株茎段横切面；D为抗性芽；E为试管嫁接的 GUS阳性芽；F为温室二次嫁接的 GUS阳性芽。 

图 2 GUS 染色结果及繁殖的抗性芽 
Fig. 2 GUS staining results and the breeding shoots with resistance  

 

2.2 实生苗生长过程中适宜的光照模式 

表 1结果表明，T3、T4处理的实生苗不定芽再

生率均达 100%，显著高于另外 2 个处理；农杆菌
侵染处理后，T3处理实生苗的再生能力仍然是 4种

A B C 

F ED
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光照模式处理中最强的，其 GUS 阳性率也最高，
因此，T3处理最有利于提高糖橙实生苗的遗传转化

效率； T4处理实生苗的再生能力虽强，但其 GUS
阳性在 4 

表 1 不同光照处理下外植体的再生率和转化率 
Table 1 Regeneration and transformation rate of the explant 

in different light conditions  

不定芽再生率/%  不定芽再生系数 
处理 无农杆菌 

侵染 
农杆菌 
侵染 

 
无农杆菌 
侵染 

农杆菌 
侵染 

GUS 
阳性率/%

T1 (73.4±1.0)b (12.2±1.3)ab  3.1±0.2 1.7±0.3 (3.2±0.5)a 

T2 (60.6±1.3)c (6.6±2.2)b  3.0±0.4 1.1±0.7 (1.4±1.0)ab

T3 100a (16.8±2.1)a  2.6±0.3 1.3±0.6 (3.5±0.2)a 

T4 (99.7±0.3)a (13.9±3.1)a  3.6±0.9 1.5±0.3 (1.0±0.3)b

个处理中是最低的；T1处理实生苗不定芽的再生率

虽低，但其 GUS 阳性率较高。可见，再生率与转
化率之间无必然联系。由于 T1处理实生苗上胚轴长

度仅 1~2 cm，获得节间茎段困难，而 T3处理实生

苗上胚轴长 8~12 cm，因此，T3处理的实生苗更适

合于遗传转化。 

2.3 共培养条件的优化结果 

由表 2中极差 R可知，AS浓度是影响 GUS阳
性率的主要因素，pH 值是影响抗性芽再生率的主
要因素。AS质量浓度为 20 mg/L、温度 19 ℃、pH
值为 5.7时是最佳共培养条件组合。 

表 2 共培养条件优化的正交试验结果 
Table 2 Results of orthogonal optimizational experiment of co−cultured conditions  

处理编号 A(共培养基 pH) 
B(AS质量浓度/

(mg·L−1) 
C(共培养温度/℃) D(空白列) GUS阳性率/% 抗性芽再生率/%

 1 4.8 0 19 1 15.16 19.47 
 2 4.8 10 22 2 4.24 18.78 
 3 4.8 20 25 3 9.84 29.56 
 4 4.8 40 28 4 4.10 27.71 
 5 5.1 0 22 3 2.31 37.11 
 6 5.1 10 19 4 11.90 23.58 
 7 5.1 20 28 1 8.54 39.21 
 8 5.1 40 25 2 10.97 43.90 
 9 5.4 0 25 4 5.93 33.06 
10 5.4 10 28 3 10.69 42.81 
11 5.4 20 19 2 19.09 38.26 
12 5.4 40 22 1 12.88 27.92 
13 5.7 0 28 2 0.00 48.06 
14 5.7 10 25 1 9.70 37.53 
15 5.7 20 22 4 29.38 41.26 
16 5.7 40 19 3 14.51 36.71 
GUS阳性率 K1 8.33 5.85 15.16 11.57  
 K2 8.42 9.13 12.20 8.57  
 K3 12.14 16.71 9.11 9.34  
 K4 13.40 10.61 5.83 12.82  
 R 5.06 10.86 9.33 4.25  
抗性芽再生率 K1 23.88 34.42 29.50 31.03  
 K2 35.95 30.67 31.27 37.25  
 K3 35.51 37.07 36.01 36.55  
 K4 40.89 34.06 39.45 31.40  
 R 17.01 6.40 9.94 6.22  

 
表 2结果表明，随温度升高，GUS阳性率下降，

28 ℃时最低。不定芽再生率对温度的反应恰好相
反，随温度的上升，不定芽再生率逐渐升高，表明

再生率与转化率之间不存在必然联系。 

表 2 结果表明，共培养基 pH 为 4.8~5.7 时对
GUS阳性率无显著影响，但对抗性芽再生率影响显
著；pH为 5.7时抗性芽再生率最高。结合 GUS阳
性率及抗性芽再生率结果分析可知，共培养基 pH
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值为 5.4~5.7时均适宜糖橙的转化。 
由表 3可知，共培养温度、AS 浓度对 GUS 阳

性率的影响显著， AS质量浓度为20 mg/L时的GUS

阳性率显著高于其他浓度处理。AS浓度对不定芽再
生无显著影响，表明 AS 浓度只与农杆菌附着和
T−DNA转运相关，而与细胞的再生无直接联系。 

表 3 正交试验的方差分析结果 
Table 3 Variance analysis of orthogonal experiment 

变异来源 因变量 SS df s2 F F0.05 

pH值 GUS阳性率 0.017  3 0.006 1.899 3.05 

 抗性芽再生率 0.125  3 0.042 5.515* 3.05 

AS质量浓度 GUS阳性率 0.050  3 0.017 5.762* 3.05 

 抗性芽再生率 0.017  3 0.006 0.733 3.05 

温度 GUS阳性率 0.038  3 0.013 4.339* 3.05 

 抗性芽再生率 0.050  3 0.017 2.179 3.05 

试验误差 GUS阳性率 0.064 22 0.003   

 抗性芽再生率 0.167 22 0.008   

总变异 GUS阳性率 0.523 32    

 抗性芽再生率 4.064 32    
 

以最佳正交组合进行验证试验，所得抗性芽的

再生率为(31±1.3)%，再生系数为(1.5±0.3)，GUS阳

性率为(29.4±3.1)%，表明在经正交试验优化的共培

养条件下，糖橙的实生苗 GUS阳性率。 

2.4 PCR 检测结果 

图 3结果表明，琼脂糖凝胶电泳可将植物 DNA

与质粒 DNA分离，因此，抗性植株 DNA经回收后

能去除质粒 DNA。图 4结果表明，6个样品中 4个

可以扩增出目的条带。以上结果初步表明，外源基

因已整合到糖橙基因组中。由于部分植株过小，不

能提取到足够的 DNA 用于回收检测，所以，最终

转化效率未能计算出来。 

 
M  DNA Marker；P 质粒 C−D；1~8为 GUS阳性苗 DNA(方

框内为准备回收的 DNA)。 

图 3 糖橙基因组 DNA 与质粒 C−D 电泳图谱 
Fig. 3 Gel electrophoresis gene of succari orange DNA and C−D plasmid 

 

 
+  以 C−D质粒为 PCR模板；CK  以未转基因的甜橙 DNA为 PCR模板；—  以清水为 PCR模板；

M DNA Marker；1~6 为样品编号。 

图 4 GUS 阳性芽 PCR 检测电泳图谱 
Fig.4 PCR results of positive shoots in GUS staining 

3 结论与讨论 

本研究结果表明，在实生苗生长过程中，暗培

养可以促进上胚轴伸长，从而获得足够的外植体材

料，而光照培养是遗传转化效率提高的必要条件；

在共培养基中添加 AS 及在较低温度下进行共培

养，可以显著提高农杆菌的侵染效率。本研究中以

暗培养 20 d后光照培养 10 d的实生苗上胚轴节间
茎段为外植体，在添加 20 mg/L AS的共培养基(pH
为 5.7)中 19 ℃培养时可获得较高的 GUS 阳性率
(29.4%)。 

M   P    1   2    3   4    5   6   7    8

质粒 DNA
5 kb

+   1    2   3    4   5    6   CK  —  M    +  1    2    3   4    5   6   CK  — 

696 kb
545 kb
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光照会降低细胞的再分化能力，因此未光照的植

物细胞在离体条件下更易分化。本研究中光照培养 30 
d实生苗的再生率低而转化率高，表明再分化能力低
的细胞耐农杆菌和抗生素伤害的能力更强。 
酚类化合物能诱导农杆菌吸附植物细胞。本研

究中添加 AS 可显著提高糖橙实生苗的转化效率，
这与枳橙遗传转化时的结果 (在共培养基中加入 18 
mg/L AS获得的 GUS阳性率比不加入 AS的高出 1
倍)[11]相似，而粗柠檬转化的研究结果(需要添加 36 
mg/L AS 才可获得较高的转化率)[12]表明受体材料

的基因型不同，需添加的 AS浓度也不同。 
关于烟草在 15~29 ℃的转化效率研究结果[13]

表明，在 22 ℃烟草能够获得较高的 GUS阳性率。
Su等[14]的研究结果表明，20 ℃的共培养温度不仅
能显著提高烟草的 GUS 阳性率，而且能提高愈伤
组织生长量。本研究结果与上述研究结果相似，糖

橙在共培养温度 19 ℃时可获得较高的转化效率。 
pH 对农杆菌 vir 区的活化有显著影响。pH 为

4.8更适于甘薯的转化[15]。较低的 pH更适于毛白杨
的遗传转化[16]。本研究中共培养基 pH对糖橙转化
效率的影响无统计学意义，说明 pH 对转化效率的
影响具有品种特异性。 
转基因植株一般必须采用 Southern 杂交。

Southern 杂交操作复杂，耗时长，如能以常规方法
得到相同结果将会给转基因研究带来极大便利。

Chen 等[10]采取在报告基因中插入内含子、使用组

织特异启动子、分离 T−DNA质粒、设计特异的 PCR
引物等手段来排除农杆菌对检测的干扰。本研究参

考以上研究方法，目前已检测到部分转基因植株。 
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