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　 　 摘要:　 为了能够快速高效地筛选出转化的油菜植株ꎬ采用农杆菌介导的转基因技术将含有绿色荧光蛋白

(ＧＦＰ)的激活标签载体转化到甘蓝型油菜中ꎬ对得到的 Ｔ１代油菜种子进行萌发ꎬ长出约 ３ ｍｍ 胚芽后ꎬ通过直接观

察绿色荧光的筛选方法得到转基因植株ꎮ 筛选出的植株经 ＰＣＲ 验证ꎬ阳性率高达 ７５.３７％ꎮ 该筛选方法具有用时

短、效率高、易操作等优点ꎬ适用于甘蓝型油菜转化植株的筛选工作ꎮ
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　 　 甘蓝型油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)在全球范围内

被广泛种植ꎬ是中国以及世界上最重要的油料作物

之一[１￣７]ꎮ 中国油菜种植面积占世界油菜种植总面

积的 ３０％ 左右ꎬ菜籽油占中国食用油市场的 ４０％
以上[８]ꎮ 中国是全球植物油消费大国ꎬ植物油供给

长期处于紧缺状态ꎬ国内油料作物只能提供油料消

费总量的 ４２％ 左右ꎬ大概 ５８％ 需要依赖国外进

口[９]ꎮ 这种国内生产供给不足、过度依赖进口的局

面ꎬ对国内的食品安全构成了严重威胁ꎮ 因此ꎬ研究

与油菜产量、品质及抗性相关的基因功能对于油菜

２８９



的育种和生产极其重要ꎮ 而油菜的遗传转化以及转

化后代的高通量筛选是基因功能研究的重要方法之

一ꎮ 功能清楚的基因ꎬ也可以转化油菜直接应用于

生产ꎮ
目前ꎬ人们主要通过标记基因、报告基因和荧

光蛋白筛选法从大量 Ｔ１ 代植株中获得转基因植

株ꎮ 油菜中较常用的筛选标记基因有新霉素磷酸

转移酶基因 (ＮＰＴＩＩ 基因ꎬ介导对卡那霉素的抗

性)、潮霉素磷酸转移酶基因(介导对潮霉素的抗

性)、二氢叶酸还原酶基因(介导对氨基蝶呤的抗

性 )、 ＢＡＲ 基 因 ( 介 导 对 除 草 剂 Ｂａｓｔａ 的 抗

性[１０￣１２] )ꎮ 但利用抗生素筛选转化株有其局限性ꎬ
例如不同转化株对抗生素浓度要求不同ꎬ在田间

筛选时要等到植株长到一定大小ꎬ外界因素不可

控性ꎬ组培筛选时需要无菌控制等ꎮ 近年来ꎬ基因

编辑技术 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统因其操作简单、编辑

效率高而广泛应用于功能基因的研究及品种改

良[１３] ꎮ 该系统在拟南芥、水稻等植物的定点编辑

中已得到应用[１４￣１６] ꎮ 通过这种技术筛选标记基因

在转化成功后就要被除去掉ꎬ此后只能用 ＰＣＲ 方

法筛选ꎮ 而荧光蛋白作为一种标记[１７￣１９] ꎬ可以克

服抗生素标记的缺点ꎮ 通过荧光蛋白标记筛选转

化体ꎬ能够大大减少筛选时间和工作量ꎮ Ｓｔｕｉｔｊｅ 等

将荧光蛋白作为拟南芥转化植株的筛选标记ꎬ并
成功地在大量 Ｔ１代种子中挑出转化种子ꎬ但是在

油菜上进行的相同试验没有成功ꎬ由于油菜种子

种皮较厚ꎬ影响荧光成像ꎬ导致筛选失败[２０] ꎮ
本研究用含有 ＧＦＰ 的激活标签载体转化甘蓝

型油菜ꎬ将得到的 Ｔ１代油菜种子萌发后再利用荧光

蛋白标记进行转化植株的筛选以消除种皮的影响ꎬ
并用 ＰＣＲ 方法对筛选结果进行验证ꎬ探索快速高效

的油菜转基因植株筛选方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 油菜品种和试剂等

油菜品种为中双 １１ 号ꎮ ６￣苄氨基腺嘌呤(６￣
ＢＡ)、Ｓｉｌｗｅｔ Ｌ￣７７ 表面活性剂和乙酰丁香酮(ＡＳ)购
自北京拜尔迪生物技术有限公司ꎬＰｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 酶和

ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购自宝生物工程(大连)有限公司ꎬ其余

试剂均为国产分析纯ꎮ 含有激活标签载体 ｐＣＢ２６０
(标记基因为 ＧＦＰ 和 ＢＡＲ 基因ꎬ图 １) 的农杆菌

ＧＶ３１０１ 取自本实验室ꎮ

图 １　 激活标签载体 ｐＣＢ２６０ 结构图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｍａｐ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣＢ２６０

１.２　 农杆菌浸花法转化甘蓝型油菜

取甘油冷冻保存的含有激活标签载体的农杆菌

接种至 ５ ｍｌ ＬＢ 液体培养基中ꎬ ２８ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ摇
床培养过夜ꎬ再全部转入 ２５０􀆰 ０ ｍｌ ＬＢ 液体培养基

中继续培养ꎮ 直到农杆菌培养液 ＯＤ６６０ ＝ ２.０ 左右时

停止ꎬ并向培养基中加入 ２５０􀆰 ０ μｌ Ｓｉｌｗｅｔ Ｌ￣７７ 原液、
２􀆰 ５ μｌ ２００􀆰 ０ μｇ / Ｌ ６￣ＢＡ 和 ２５０􀆰 ０ μｌ ８ ｇ / Ｌ ＡＳꎮ

在油菜大田中ꎬ当群体中大部分植株出现花蕾

时ꎬ用添加了 Ｓｉｌｗｅｔ Ｌ￣７７、６￣ＢＡ 和 ＡＳ 的农杆菌悬浮

液直接浸染油菜花序ꎮ 浸花前首先剪去已经开花的

花蕾ꎬ然后再进行浸花ꎮ 将枝条弯曲ꎬ 使整个花序

浸泡在盛有农杆菌悬浮液的塑料杯中 ５ ｍｉｎ 左右ꎬ
摇动塑料杯以确保所有花蕾都被浸染ꎬ用羊皮纸袋

将浸过的花序完整地套住ꎮ 浸染过的花序每隔 １ ｄ
再重复浸染 １ 次ꎬ 共 ３ 次ꎮ 开花期结束后取下羊皮

纸袋ꎮ 种子成熟后收获种子ꎬ 晒干ꎬ脱粒储藏ꎮ
１.３　 转化体的荧光筛选

在直径 １５０ ｍｍ 的培养皿中放入等面积的滤

纸ꎬ用自来水将滤纸完全润湿ꎮ 取１ ０００ 粒经农杆

菌转化后的 Ｔ１代种子均匀地散布在滤纸上面ꎬ室温

下放置１２~ ２４ ｈꎬ当种芽长约 ３ ｍｍ 时进行荧光筛

选ꎮ 用 Ｔａｎｏｎ 全自动化学发光 /荧光图像分析系统
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对种子进行荧光和白光拍摄ꎬ参照两张照片挑选出

带有荧光的种子并种植在营养土中ꎬ放入培养箱中

培养ꎮ
１.４　 荧光筛选结果的 ＰＣＲ 验证

提取植株叶片总 ＤＮＡꎬ作为模板ꎮ 根据 Ｂａｒ 基
因表达序列设计并合成引物 Ｂａｒ￣Ｆ:５′￣ＣＴＧＡＡＧＴＣ￣
ＣＡＧＣＴＧＣＣＡＧＡＡＡ￣３′ 和 Ｂａｒ￣Ｒ: ５′￣ＣＴＧＣＡＣ￣
ＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＣＡＣＴＡ￣３′ꎮ ＰＣＲ 反应总体积为 ２０􀆰 ０
μｌꎬ 其中模板 １􀆰 ０ μｌꎬ引物 Ｆ / Ｒ(５ μｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ０
μｌꎬ２×Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序:
９４ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５８ ℃ １ ｍｉｎꎬ ７２ ℃ ４０ ｓꎬ
３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ 通过凝胶

电泳检测 ＰＣＲ 扩增片段ꎮ

２　 结 果

２.１　 荧光筛选法获得的转化种子

通过农杆菌浸花法将激活标签载体 ｐＣＢ２６０ 转

入到油菜中ꎬ获得 Ｔ１代种子ꎮ 将 Ｔ１代种子萌发后再

通过 Ｔａｎｏｎ 全自动化学发光 /荧光图像分析系统观

察并筛选转化种子(图 ２)ꎮ 每培养皿挑选出 ６ 粒左

右带有荧光的种子ꎬ２４ 皿总共挑选出 １４４ 粒种子ꎮ
后期培养过程中有 １０ 粒种子没有成活ꎬ最后得到

１３４ 株植株ꎮ

图 ２　 甘蓝型油菜转化植株种子荧光筛选

Ｆｉｇ.２ 　 Ｓｅｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

２.２　 荧光筛选结果的 ＰＣＲ 验证

为了进一步验证荧光筛选的转化种子的真假ꎬ
将筛选出的种子种在营养土中并放在培养箱中培

养ꎬ提取幼苗真叶 ＤＮＡꎮ 以提取的叶片总 ＤＮＡ 为

模板ꎬ扩增 ＢＡＲ 基因中 ４４４ ｂｐ 的片段ꎮ 电泳检测扩

增片段ꎬ 可以看到各转化植株有与质粒对照相同的

条带(图 ３)ꎮ 在荧光筛选法获得的 １３４ 株转化植株

中ꎬ ＰＣＲ 阳性植株有 １０１ 株ꎬ 阳性率 ７５􀆰 ３７％ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~１９:荧光筛选法获得的植株ꎻ２０:阳性对照(质粒)ꎻ２１:阴性对照(野生型)ꎻ２２:空白对照(水)ꎮ
图 ３　 甘蓝型油菜转化植株的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｂ. ｎａｐｕｓ

３　 讨 论

转基因植株的高通量快速筛选ꎬ对突变体的产

生及功能基因研究特别重要ꎮ 特别是对于油菜ꎬ随
着农杆菌浸花法(Ｆｌｏｒａｌ￣ｄｉｐ) [２１￣２３] 的广泛应用ꎬ大批

量转化种子更需要早期、快速、高效鉴别筛选ꎮ ＧＦＰ

蛋白基因作为报告基因已应用于检测植物转化体并

成功用于筛选拟南芥转化种子[２０]ꎬ但少见于筛选油

菜转化体ꎮ 由于油菜种子的种皮较厚ꎬ无法观察到

绿色荧光ꎬ所以本试验将油菜种子萌发ꎬ消除种皮的

影响ꎬ结果表明是可以实现绿色荧光筛选的ꎬ通过

ＰＣＲ 鉴定验证发现筛选出的带有荧光的种子有
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７５􀆰 ３７％是阳性的ꎮ 本方法与抗生素筛选方法相比

有操作简单、省时、效率高、不需要无菌条件等优点ꎬ
是高效快速筛选转化油菜的新方法ꎮ 但也有不足的

地方ꎬ由于绿色荧光蛋白需要短波长的紫光激发ꎬ产
生短波长的绿光ꎬ激发和接受都需要专用设备ꎮ 有

研究结果表明ꎬ在亚麻芥中用红色荧光蛋白作为筛

选标记时ꎬ不需要借助仪器ꎬ只需要绿光 ＬＥＤ 手电

筒和一副红色镜片的太阳眼镜就可以对干燥种子进

行筛选[２４]ꎬ这种筛选方法更加快速简便ꎮ 所以我们

将继续对油菜转基因植株的筛选方法进行改进ꎮ
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５８９陈　 盛等:一种快速高效筛选甘蓝型油菜转化植株的方法




