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基于ＧＵＳ基因瞬时表达优化云南杜鹃 （Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ
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摘要：本研究以云南杜鹃无菌叶片和愈伤组织为受体材料，运用正交试验设计，通过组织染色分析法研究

了预培养时间、菌液密度、侵染时间、共培养时间对农杆菌介导的 ＧＵＳ基因瞬时表达的影响。结果表明：
叶片是云南杜鹃较理想的遗传转化受体材料，无菌叶片预培养０ｄ，菌液ＯＤ６００值０５，侵染时间４０ｍｉｎ，共
培养５ｄ，ＧＵＳ基因瞬时表达率最高，平均表达率为７０％。试验结果为云南杜鹃遗传转化研究提供了快速可
靠的依据。
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　　鉴于在打破种间杂交障碍、定向选育新品种
上的优势，近年来基因工程技术已成为杜鹃花育

种的研究热点。ＰＡＶＩＮＧＥＲＯＶＡ等［１］、ＴＲＩＰＥＰＩ
等［２］、ＵＥＮＯ等［３］、ＭＥＲＴＥＮＳ等［４］在不同的转

化条件下，通过农杆菌介导，成功将报告基因转

入杜鹃花栽培品种，高文强等［５］也将逆向转运蛋

白基因ＡｔＮＨＸ１转入到映红杜鹃。
瞬时表达技术是在相对短的时间内将目标基

因转入靶细胞，在细胞内建立暂时高效的表达系

统，获得该目的基因短暂的高水平表达的技

术［６］。与稳定表达相比，首先，瞬时表达不需将

外源基因整合到受体植物染色体中，具有简单、

快速、周期短、准确的优点；其次，不受基因位

置效应和基因沉默的影响，表达效率较稳定，转

化率高；同时，瞬时表达不产生可遗传后代，生

物安全性高。因此，瞬时表达技术被广泛应用于

植物品种的改良和选育研究，为植物的遗传转化

提供快速可靠的依据［７］。

农杆菌介导的瞬时表达，已在许多植物中取

得了成功，如拟南芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）的叶
片［８］，百合 （Ｌｉｌｉｕｍ×ｆｏｒｍｏｌｏｎｇｉ）［９］、月季 （Ｒｏｓａ
ｈｙｂｒｉｄａ）的花瓣［１０］，半夏 （Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｕｂｅｒ）的无
菌叶片、叶柄和愈伤组织［１１］等。影响农杆菌瞬时

表达的因素主要有菌液密度、侵染时间、共培养

时间、受体基因型、生理状态等。吴英杰等［７］用

转入植物表达载体 ｐＢＩ１２１的根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５
转化烟草叶片，通过分析菌液密度、侵染时间、

共培养时间等条件对ＧＵＳ基因表达的影响，得到
了瞬时表达的最佳条件。刘栋等［１２］实验了基因

型、苗龄、共培养时间等条件对农杆菌介导的大

豆子叶节和胚尖２种转化方法的转化效率的影响，
以此来优化大豆转化条件。黄天带等［１３］探讨了基

因型对橡胶树胚状体遗传转化瞬时表达的影响，

其结果对利用胚状体为受体改良橡胶树优良无性

系奠定良好基础。从前人研究可以看出：不同基

因型、同一基因型不同材料类型，遗传转化条件

存在较大差异，针对具体种的不同材料类型的转

化方法都需进行相应的优化。

云南杜鹃 （Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｙｕｎｎａｎｅｎｓｅ）为杜
鹃花科杜鹃属灌木或小乔木，花淡红色或淡紫色，

叶有淡香，为云南的广布物种。其抗逆性强，具

有很强的适应性和较广的适应范围，是杜鹃花重

要的遗传育种材料［１４］。不同基因型杜鹃花的遗传

转化能力和遗传转化条件差异大，尤其野生种的

难度普遍大于栽培种，要想实现云南杜鹃在基因

工程中的有效利用，需建立高效的遗传转化体系。

汪玲敏等［１４］以云南杜鹃无菌叶片为材料，建立了

高效的植株再生体系，为其遗传转化奠定了基础。

基于瞬时表达技术的转化条件的优化，将为云南

杜鹃的遗传转化提供快速可靠的依据。

本研究以云南杜鹃无菌离体叶片和愈伤组织为

材料，以农杆菌介导转化，通过ＧＵＳ组织化学染色
评判其瞬时表达率，试验预培养时间、菌液密度、

侵染时间、共培养时间４个因子对瞬时表达率的影
响，为优化云南杜鹃的遗传转化条件提供科学依据。

１　材料与方法

１１　试验材料
１１１　植物材料

试验受体材料为云南杜鹃无菌苗上部的第１
轮幼嫩叶片及黄绿色愈伤组织，由云南省农科院

花卉研究所组织培养实验室参照汪玲敏等［１４］的方

法培养获得。

１１２　质粒和菌株
试验所用质粒为ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１２２０６ＰｇＦ３′５′

Ｈ（图１），农杆菌菌株为Ｃ５８ｃ１，由云南省农业科
学院花卉研究所马璐琳博士惠赠，并保存于云南省

农业科学院花卉研究所实验室。
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１２　试验方法
１２１　培养基与培养条件

预培养在ＷＰＭ＋２ｍｇ／ＬＺＴ＋００５ｍｇ／ＬＮＡＡ
固体培养基上进行，共培养在ＷＰＭ＋２ｍｇ／ＬＺＴ＋
００５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２０ｍｇ／ＬＡＳ固体培养基上进行，
糖３０ｇ／Ｌ，ｐＨ５４。

培养温度２５℃，光照时间 １２ｈ／ｄ光照，光
强度２０００～２５００ｌｘ，暗培养将培养皿置于盒子中
在相同条件下进行。

１２２转化方法
取云南杜鹃愈伤组织及无菌苗叶片，叶片背

面划３个伤口，分别进行预培养，之后将愈伤组

织及叶片分别放入准备好的农杆菌菌液中，室温

下置于１００ｒ／ｍｉｎ的摇床上侵染，完成后用无菌滤
纸吸干菌液，放入共培养基中暗培养，随后进行

ＧＵＳ基因瞬时表达检测。
１２３　侵染条件的优化

对预培养时间、菌液密度、侵染时间、共培

养时间４个影响转化效率的因子进行正交试验设
计，获得１６组参数组合 （表１）。按照１２２节
的方法，试验不同因素和水平条件下的侵染效果，

每个处理组合分别取１０个大小相近的叶片 （面

积约０４ｃｍ２）及１０个体积相近的愈伤组织 （体

积约０３ｃｍ３），重复３次。

表１　侵染条件试验因素及水平
Ｔａｂ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

水平

ｌｅｖｅｌ

因素 ｆａｃｔｏｒ
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

预培养时间／ｄ
ｐｒｅｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ

菌液ＯＤ６００值

ＯＤ６００ｖａｌｕｅｏｆＡｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ
侵染时间／ｍｉｎ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

共培养时间／ｄ
ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ

１ ０ ０３ ２０ ３

２ ３ ０５ ３０ ４

３ — ０７ ４０ ５

４ — ０９ ５０ ６

１２４　ＧＵＳ基因瞬时表达检测
共培养结束后，参照 ＪＥＦＦＥＲＳＯＮ［１５］的方法

进行ＧＵＳ组织化学染色。叶片和愈伤组织浸入Ｘ
Ｇｌｕｃ染色液中，３７℃过夜；第２天，弃染色液，
材料分别用 ７０％、８０％、９０％、１００％乙醇梯度
脱色，直到除去叶绿素，体视镜下观察染色形态

表现，并统计染色率和染色程度。

１２５　统计分析
采用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１８０软件进行正交试验设

计和方差分析。

２结果与分析

２１　ＧＵＳ组织化学染色的形态表现
对农杆菌侵染过的叶片和愈伤组织进行

ＧＵＳ组织化学染色，两者均有蓝斑产生，肉眼
可识别的蓝斑分为点状蓝斑和片状蓝斑。愈伤

组织上的主要为片状蓝斑，且有明显的深浅变

化；叶片上蓝斑主要出现在伤口处及叶片边

缘，有点状蓝斑，也有片状蓝斑，颜色均较

深。根据叶片上蓝斑面积 （图 ２），将染色程
度分为３个级别，其中 “＋＋＋”为 ＧＵＳ基因
瞬时表达程度最深，蓝斑面积大于 ０１５ｃｍ２，
“＋＋”为 ＧＵＳ基因瞬时表达程度次之，蓝斑
面积０１～０１５ｃｍ２； “＋”为 ＧＵＳ基因瞬时
表达程度最弱，蓝斑面积 ０～０１ｃｍ２。而愈伤
组织染色率和染色程度普遍较低，未进行分级

（图３）。
２２　不同侵染条件对云南杜鹃无菌叶片及愈伤组
织ＧＵＳ基因瞬时表达的影响
　　不同侵染条件下，云南杜鹃无菌叶片及愈伤
组织瞬时表达染色率结果见表２。分别进行预培
养时间、菌液ＯＤ６００值、侵染时间、共培养时间４
个因子对云南杜鹃无菌叶片和愈伤组织染色率影

响的方差分析，结果见表３～５。
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表２　云南杜鹃无菌叶片和愈伤组织染色率及染色级别
Ｔａｂ２　ＳｔａｉｎｉｎｇｒａｔｅａｎｄｇｒａｄｅｏｆｌｅａｖｅｓａｎｄｃａｌｌｉｏｆＲｙｕｎｎａｎｅｎｓｅ

序号

Ｎｏ．

因素

　　　　　　ｆａｃｔｏｒ　　　　　　

叶片染色率％

　　　ｓｔａｉｎｉｎｇｒａｔｅｏｆｌｅａｖｅｓ　　　

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
重复１

ｒｅｐｅａｔ１

重复２

ｒｅｐｅａｔ２

重复３

ｒｅｐｅａｔ３

叶片染色级别

ｓｔａｉｎｉｎｇ

ｇｒａｄｅｏｆｌｅａｖｅｓ

愈伤组织染色率％

ｓｔａｉｎｉｎｇｒａｔｅｏｆｃａｌｌｉ

重复１

ｒｅｐｅａｔ１

重复２

ｒｅｐｅａｔ２

重复３

ｒｅｐｅａｔ３

１ １ ２ １ ２ ２ ３ ３ ＋ ４ ５ ２
２ ２ ４ １ ４ ３ ２ １ ＋ １ ０ １
３ ２ ３ １ ３ １ ２ ０ ＋ ０ １ １
４ １ １ ３ ４ ７ ６ ６ ＋＋ ２ １ １
５ １ ４ ２ ２ ３ ２ ２ ＋ ０ ２ １
６ ２ ２ ４ １ １ １ ２ ＋ ２ １ ３
７ １ ３ ４ ４ １ ０ ２ ＋ １ ２ ２
８ １ ３ ２ １ ２ ３ １ ＋ １ ０ １
９ １ ２ ３ ３ ８ ６ ７ ＋＋＋ ５ ４ ４
１０ １ ４ ４ ３ １ ３ ５ ＋＋ ２ １ ４
１１ ２ ４ ３ １ ０ １ ２ ＋ ０ ２ ０
１２ １ １ １ １ ５ ４ ２ ＋＋ ２ ３ １
１３ ２ ３ ３ ２ ３ ２ ２ ＋ ０ ０ １
１４ ２ １ ４ ２ ０ １ ０ ＋ １ １ ２
１５ ２ ２ ２ ４ １ ０ ３ ＋ １ ２ １
１６ ２ １ ２ ３ ３ ２ ３ ＋ ０ １ ２
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表３　方差分析表
Ｔａｂ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

变异来源

ｓｏｕｒｃｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

平方和

　　ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ　　
　　自由度ｄｆ　　

均方

　　ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ　　
　　　　Ｆ　　　　 　　　　Ｐ　　　　

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

预培养时间

ｐｒｅｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ
４８０００ １５１８８ １ １ ４８０００ １５１８８ ３５７５８ １９７６０ ００００ ００００

菌液ＯＤ６００值

ＯＤ６００ｖａｌｕｅｏｆ

Ａｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ

２３０００ ２７８９６ ３ ３ ７６６７ ９２９９ ５７１１ １２０９８ ０００３ ００００

侵染时间

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ
４９８３３ ５２２９ ３ ３ １６６１１ １７４３ １２３７５ ２２６８ ００００ ００９７

共培养时间

ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ
１７５００ ５０６３ ３ ３ ５８３３ １６８８ ４３４６ ２１９６ ００１０ ０１０５

误差

ｅｒｒｏｒ
４９６６７ ２８４３８ ３７ ３７ １３４２ ０７６９

表４　单因素统计表
Ｔａｂ４　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｆｏｒｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒ

序号

Ｎｏ．

因素

ｆａｃｔｏｒ

水平

ｌｅｖｅｌ

均数

　　ｍｅａｎｖａｌｕｅ　　

标准误差

　ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ　

９５％置信区间 ９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ

　下限ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔ　　 　　 上限ｕｐｐｅｒｌｉｍｉｔ　　　

叶片ｌ

ｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

１ Ａ
１ ３５００ ２１２５

２ １５００ １０００
０２３６ ０１７９

３０２１ １７６２ ３９７９ ２４８８

１０２１ ０６３７ １９７９ １３６３

２ Ｂ

１ ３２５０ １４１７

２ ３０８３ ２８３３

３ １５８３ ０８３３

４ ２０８３ １１６７

０３３４ ０２５３

２５７２ ０９０４ ３９２８ １９２９

２４０６ ２３２１ ３７６１ ３３４６

０９０６ ０３２１ ２２６１ １３４６

１４０６ ０６５４ ２７６１ １６７９

３ Ｃ

１ ２３３３ １７５０

２ ２０８３ １０００

３ ４１６７ １６６７

４ １４１７ １８３３

０３３４ ０２５３

１６５６ １２３７ ３０１１ ２２６３

１４０６ ０４８７ ２７６１ １５１３

３４８９ １１５４ ４８４４ ２１７９

０７３９ １３２１ ２０９４ ２３４６

４ Ｄ

１ ２０００ １３３３

２ １９１７ １５８３

３ ３４１７ ２０８３

４ ２６６７ １２５０

０３３４ ０２５３

１３２２ ０８２１ ２６７８ １８４６

１２３９ １０７１ ２５９４ ２０９６

２７３９ １５７１ ４０９４ ２５９６

１９８９ ０７３７ ３３４４ １７６３
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表５　配对比较表
Ｔａｂ５　Ｐａｉｒｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

试验因素

ｆａｃｔｏｒ

均值最大的处理 （Ｉ）

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ

　ｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｍｅａｎ　

其余处理 （Ｊ）

　 ｏｔｈｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ　

均值差值 （Ｉ－Ｊ）

　ｄｅｖｉａｔｉｏｎｆｒｏｍｍｅａｎ　

标准误差

　ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ　 　　　　　Ｐ　　　　　

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

叶片

ｌｅａｖｅｓ

愈伤组织

ｃａｌｌｉ

Ａ １ １ ２ ２ ２０００ １１２ ０３３４ ０２５３ ００００ ００００

Ｂ

１ ２ ２ １ ０１６７ １４１

３ ３ １６６７ ２００

４ ４ １１６７ １６６
０４７３ ０３５８

０７２７ ００００

０００１ ００００

００１８ ００００

Ｃ

３ ４ １ １ １８３３ ００８３

２ ２ ２０８３ ０８３

４ ３ ２７５０ ０１６７

０４７３ ０３５８

００００ ０８１７

００００ ００２５

００００ ０６４４

Ｄ

３ ３ １ １ １４１７ ０７５

２ ２ １５００ ０５００

４ ４ ０７５０ ０８３
０４７３ ０３５８

０００５ ００４３

０００３ ０１７１

０１２１ ００２５

　　注：“”表示均值差值在００５水平上差异显著。

Ｎｏｔｅ：“”ｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｔ００５ｌｅｖｅｌ

　　对云南杜鹃无菌叶片染色数的方差分析结果可
以看出，预培养时间、菌液 ＯＤ６００值、侵染时间、
共培养时间对云南杜鹃无菌叶片染色数均有显著影

响 （Ｐ＜００５），且影响程度是预培养时间 ＞侵染
时间＞菌液ＯＤ６００值＞共培养时间 （表３）。表４显
示：Ａ１Ｂ１Ｃ３Ｄ３即预培养０ｄ，菌液ＯＤ６００值０３，侵
染时间４０ｍｉｎ，共培养５ｄ是侵染云南杜鹃无菌叶
片的最优组合。由表５可以看出：菌液 ＯＤ６００值各
水平中均数最大的Ｂ１ （０３）与Ｂ２ （０５）差异不
显著，但与Ｂ３ （０７）、Ｂ４ （０９）差异显著；共培
养时间各水平中均数最大的Ｄ３ （５ｄ）与Ｄ４ （６ｄ）
差异不显著，而与Ｄ１ （３ｄ）、Ｄ２ （４ｄ）差异显著。
可见，表２中得到的云南杜鹃无菌叶片侵染条件的
最优组合 Ａ１Ｂ２Ｃ３Ｄ３即预培养 ０ｄ，菌液 ＯＤ６００值
０５，侵染时间４０ｍｉｎ，共培养５ｄ，与方差分析结
果相符，平均染色率达７０％且染色程度最深。

愈伤组织染色数的方差分析结果可以看出：

预培养时间、菌液密度对云南杜鹃愈伤组织 ＧＵＳ
基因的瞬时表达率有显著影响 （Ｐ＜００５），且预
培养时间对云南杜鹃ＧＵＳ基因瞬时表达率的影响
大于菌液密度 （表３），侵染时间和共培养时间对
愈伤组织瞬时表达率并无显著影响。

表４显示：Ａ１Ｂ２Ｃ４Ｄ３即预培养 ０ｄ，菌液
ＯＤ６００值０５，侵染时间５０ｍｉｎ，共培养５ｄ是侵染
云南杜鹃愈伤组织的最优组合。由表５可以看出：

侵染时间各水平中均数最大的Ｃ４ （５０ｍｉｎ）与Ｃ１
（２０ｍｉｎ）、Ｃ３ （４０ｍｉｎ）差异不显著，但与 Ｃ２
（３０ｍｉｎ）差异显著；共培养时间各水平中均数最
大的Ｄ３ （５ｄ）与 Ｄ２ （４ｄ）差异不显著，而与
Ｄ１ （３ｄ）、Ｄ４ （６ｄ）差异显著。可见，表２中得
到的云南杜鹃无菌叶片侵染条件的最优组合

Ａ１Ｂ２Ｃ３Ｄ３即预培养０ｄ，菌液 ＯＤ６００值０５，侵染
时间４０ｍｉｎ，共培养５ｄ，与方差分析结果相符。

一般情况下，侵染时间对转化率是有影响的，

而方差分析结果显示：侵染时间对愈伤组织瞬时表

达率无显著影响，分析原因可能是对于云南杜鹃愈

伤组织来说，设计的最短侵染时间２０ｍｉｎ都超过了
其耐受能力，侵染不同时间的愈伤组织在共培养过

程中均表现不同程度的褐变，甚至死亡，故在试验

中４个侵染时间下瞬时表达率无显著差异。同时，
在实际转化过程中，共培养时间不宜过长，如过长

则农杆菌过度繁殖，导致后续筛选培养中脱菌、抑

菌困难，可选择４ｄ作为共培养时间。

３　讨论

本研究以云南杜鹃无菌叶片和愈伤组织为材

料，通过ＧＵＳ组织化学染色率来评价其瞬时表达
率，筛选出了云南杜鹃适宜的遗传转化受体材料

及其最佳侵染条件。高山杜鹃已有多例获得转基

因植株的报道［１－５］，然而不同基因型之间侵染条
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件差异大。本研究发现预培养时间对 ＧＵＳ基因的
瞬时表达率有显著影响，经预培养３ｄ的云南杜
鹃叶片及愈伤组织 ＧＵＳ基因的瞬时表达率均较
低。贾永芳等［１１］在农杆菌介导的半夏 ＧＵＳ基因
瞬时表达中也认为：只有不经过预培养的感染受

体能够检测到 ＧＵＳ基因染色瞬时表达。而高文
强［５］在农杆菌介导的映红杜鹃遗传转化体系的建

立中提出：预培养的过程是外植体伤口酚类物质

积累的过程，酚类物质的积累有利于活化 Ｖｉｒ基
因的表达，从而促进外源基因的整合，提高转化

效率，映红杜鹃预培养５ｄ，得到的抗性愈伤率最
高。本研究表明，不经过预培养具有新鲜伤口的

转化受体，利于农杆菌的侵入，得到高的瞬时表

达率，但瞬时表达率不能完全等同于实际转化率。

对于研究结果的差异，需再增加预培养的时间梯

度进一步验证不同预培养时间下的实际转化率。

影响农杆菌瞬时表达系统的因素主要有农杆

菌菌株、浓度、植株基因型、受体材料的生理状

态、农杆菌与受体材料的共培养时间等。本研究

中无菌叶片和愈伤组织两种受体材料相比较，愈

伤组织由于结构比较立体，表面积大，较难脱菌，

并且在菌液浸泡过程中，常会褐化、死亡，且

ＧＵＳ基因瞬时表达率低；而叶片易于脱菌，ＧＵＳ
基因瞬时表达率远高于愈伤组织，且直接分化不

定芽率高，所需时间短于愈伤组织，是云南杜鹃

理想的遗传转化受体材料。以叶片为受体材料进

行侵染，一方面可使叶片直接分化不定芽进行抗

性筛选，另一方面侵染后的叶片诱导愈伤组织，

再分化不定芽进行抗性筛选，提高抗性芽获得率。
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