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‘京枣 39’愈伤组织遗传转化体系构建
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摘要:【目的】以‘京枣 39’愈伤组织为外植体进行遗传转化，建立枣树愈伤组织遗传转化体系，优化阳性植株鉴定方法。

【方法】本研究以‘京枣 39’愈伤组织为转化材料，利用含有报告基因 eYGFPuv 的改造载体，并通过根癌农杆菌介导方法转

化，探究预培养时间、农杆菌菌液浓度、侵染时间、乙酰丁香酮浓度、共培养时间对转化率的影响，建立愈伤组织遗传转

化体系并优化阳性植株鉴定方法。【结果】（1）卡那霉素对愈伤组织的最小致死质量浓度为 30 mg/L。（2）遗传转化最佳处

理条件为预培养时间为 4 d，菌液 OD600 为 0.6，侵染时间 20 min，乙酰丁香酮浓度 100 μmol/L，共培养时间为 4 d；

（3）阳性愈伤组织在 365 nm紫外光下呈现明亮的荧光绿色，平均转化率达 21.2%。【结论】经对比试验，成功建立了‘京枣

39’愈伤组织遗传转化体系，为加速枣遗传转化提供了新的方法。
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Construction of genetic transformation system of ‘Jingzao 39’ callus
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Abstract: [Objective] This  paper  aims  to  establish  a  genetic  transformation  system  of  jujube  callus  and
optimize the identification method for selecting positive plants using the callus of ‘Jingzao 39’ as explants.
[Method]  Using  ‘Jingzao  39’  callus  as  plant  material,  the  modified  vector  containing  the  reporter  gene
eYGFPuv  was  transformed  by  agrobacterium  tumefaciens  mediated  method,  genetic  transformation  was
performed  by  agrobacterium  tumefaciens  mediated  method,  the  effects  of  pre-culture  time,  agrobacterium
concentration,  infection  time,  acetosyringone  (AS)  mass  concentration  and  co-culture  time  on  genetic
transformation of ‘Jingzao 39’ were investigated to establish a genetic transformation system of jujube callus
and  optimize  the  identification  method  for  selecting  positive  plants.  [Result]  (1)  The  minimum  lethal
concentration  of  kanamycin  on  callus  was  30  mg/L.  (2)The  optimal  treatment  conditions  of  genetic
transformation  included  that  pre-culture  time  was  4  d,  bacterial  solution  concentration  OD600  was  0.6,
infection time was 20 min, AS mass concentration was 100 μmol/L, co-culture time was 4 d. (3) The positive
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callus group showed bright fluorescent green under 365 nm ultraviolet light and the transformation rate was
averaged  21.2%.  [Conclusion]  Through  comparative  experiments,  the  ‘Jingzao  39’  callus  genetic
transformation system is successfully established, which provides a new method for accelerating the genetic
transformation of jujube.
Key words: Ziziphus jujuba ‘Jingzao 39’; callus; genetic transformation; eYGFPuv

枣（Ziziphus jujuba）为鼠李科（Rhamnaceae）枣属

（Ziziphus）植物，是我国重要的经济树种[1]。枣树具

有悠久的栽培历史，而目前生产上存在品种较单一

的问题，迫切需要选育多样性的品种满足消费者的

需求。枣树具有胚败育率高[2]、花小且去雄困难[3]、

落花落果严重等问题，影响了枣的育种进程。随着

生物技术的不断发展，植物基因工程技术正在成为

现代植物品种改良的有效手段。然而，枣基因组杂

合度较高、遗传转化率很低等问题阻碍了枣分子育

种研究进展[4]。

以茎尖、叶片、嫩梢和下胚轴等器官为材料，通

过根癌农杆菌介导法，成功获得了转基因植株[4−6]，

但试验耗时长、转化率低，尚不能满足解析枣树基因

功能和分子育种的需要。愈伤组织具有外植体来源

容易、易扩繁等优点 [7]，李亚梅等 [8]建立了酸枣（Z.
jujuba var. spinosa）愈伤组织诱导和转化体系，但酸

枣作为材料在果实等重要性状研究上存在不足，因

此，建立以栽培枣品种为试材的转化体系具有重要

意义。‘京枣 39’（Z. jujuba ‘Jingzao 39’）是优良鲜食

大枣品种，具有较高的育种价值[9]，通过对沧县枣树

国家良种基地 216份枣种质的叶片再生率的对比筛

选，发现 ‘京枣 39’不定芽再分化率最高[10]，具有果

实较大、果形整齐、早熟高产优质等特性，并且其适

应性及抗虫、抗病能力强[9]，是理想的转化体系材料。

Tong等[11]通过‘京枣 39’愈伤组织遗传转化，得到了

过表达 ZjHXK5和 ZjHXK6 ‘京枣 39’愈伤组织。

植物遗传转化中，假阳性是经常需要克服的问

题[12]。eYGFPuv蛋白在 365 nm紫外光下，可在活体

植物中观察到绿色荧光[13]，因此可以用于转基因研

究中筛选转化系；且 eYGFPuv可作为选择标记，通

过实时成像进行体内转化子的选择，而不需要破坏

性采样，节省了时间和成本[14]。本研究以‘京枣 39’愈
伤组织为材料，对可能影响枣树愈伤组织遗传转化

率的几个因素进行探究，建立了根癌农杆菌介导的

‘京枣 39’愈伤遗传转化体系，并证实了报告基因

eYGFPuv 可应用于枣树遗传转化，使阳性转基因植

株的鉴定更方便快捷，将为枣树基因工程育种提供

重要技术支撑。 

1   材料与方法
 

1.1    植物材料

转化受体材料来自北京林业大学林木遗传育种

全国重点实验室保存的‘京枣 39’愈伤组织。 

1.2    农杆菌菌株与载体

采用的农杆菌菌株为实验室保存的 GV3101，表
达载体为 pYBA1132（图 1），并对其进行改造。

eYGFPuv （Genbank:LC217533.1）是一种 CpYGFP衍

生物，在不可见的紫外光激发下显示出明亮的荧光[14]。

我们合成了 eYGFPuv 基因序列，利用双酶切，将表

达载体 pYBA1132中的 eYGFP 序列替换。 

1.3    试验方法 

1.3.1    愈伤组织的扩繁

将愈伤切成 0.5 cm3 的块状，接入诱导培养基

中，每个培养瓶接种 5个愈伤。将培养瓶置于组织

培养间进行培养，培养条件为光照强度 1 500 lx，温
度 24 ~ 26 ℃，光照周期为 16 h/8 h（光照/黑暗）。 

1.3.2    卡那霉素（Kana）选择压

为了筛选利于愈伤组织存活和分化的最适

Kana浓度，将预培养 4 d后的野生愈伤组织接种到

含有 0、10、20和 30 mg/L Kana的愈伤分化培养基

中进行培养，每处理各水平外植体 30个，每次处理

重复 3次。培养温度 26 ℃，光强 1 500 lx，20 d后统

 

LB T-DNA repeat
RB T-DNA repeatNOS promoter NOS terminator

NeoR/KanR eYGFPuv pBBR1 Rep

2 000 4 000

MCS

CaMV 35S promoter

NOS promoter. NOS 启动子；NOS terminator. NOS 终止子；CaMV 35S promoter. 花椰菜花叶病毒 35S 启动子；T-DNA repeat. T-DNA 重复序

列；NeoR/KanR. 新霉素/卡那霉素抗性基因；pBBR1 rep. 编码 rep蛋白；MCS. 多克隆位点。

图 1    pYBA-1132-eYGFPuv质粒图谱

Fig. 1    pYBA-1132-eYGFPuv plastic profile
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计愈伤组织存活率。 

1.3.3    不同浓度农杆菌菌液的制备

取 5 uL 50% 甘油保存的农杆菌菌液，在含有

25 mg/L Kana和 20 mg/L利福平（RIF）的 LB固体培

养基上进行平板划线，28 ℃ 暗培养 2 d。
在 2 mL离心管中加入 500 uL液体 LB，加入

0.5 uL Kana（50 mg/L），0.5 uL RIF （50 mg/L），加入

挑出的单菌落，置于 28 ℃、200 r/min的摇床上进行

活化，暗培养至生长对数期（12 ~ 16 h）。
将以上培养好的 500  uL的农杆菌菌液，加

入 10  mL液体 LB、 10  uL  Kana（50  mg/L）， 10  uL
RIF（50 mg/L），置于 50 mL离心管中，置于 28 ℃、
200 r/min的 摇床上进行二次活化，过夜（12 ~ 16 h）。

准备已灭菌的锥形瓶或组培瓶，加入 40 ~ 50 mL
液体 LB，吸取 2 mL培养好的农杆菌菌液，调整初

始菌液 OD600 =  0.1，置于 28 ℃，200 r/min的摇床

上，振荡培养至 OD600 = 0.4、0.6、0.8，用于后续侵染

实验。 

1.3.4    愈伤组织的预培养

取生长周期为 3 ~ 4周的、生长状态良好的‘京
枣 39’愈伤组织，将愈伤切成 0.5 cm3 的小块，置于预

培养培养基（MS + 1 mg/L TDZ + 0.3 mg/L NAA）中
黑暗培养，温度 24 ~ 26 ℃，预培养时间设置为 4 d、
6 d、8 d。每个处理接种 30个外植体，3组重复。统

计愈伤组织存活率。 

1.3.5    外植体的侵染和共培养

将预培养 4 d后的愈伤组织分别置于 OD600 =
0.4、0.6、0.8的农杆菌菌液中进行侵染，菌液中加入

100 μmol/L乙酰丁香酮（AS），侵染时间为 20 min，
转入共培养培养基（MS + 1 mg/L TDZ + 0.3 mg/L
NAA）4 d后，将叶片转移至筛选分化培养基上进行

筛选培养。每个浓度接种 30块愈伤外植体，3组重

复，统计愈伤组织转化率。

将预培养 4 d后的愈伤组织置于 OD600 值为

0.6的农杆菌菌液中进行侵染，分别在菌液中加入

0 μmol/L、100 μmol/L、200 μmol/L AS，侵染时间为

20 min，共培养 4 d后将叶片转移至筛选分化培养基

上进行筛选培养，每个处理接种 30块愈伤外植体，

3组重复，统计愈伤组织转化率。

将预培养 4 d后的外植体材料置于 OD600 值为

0.6的农杆菌菌液中进行侵染，菌液中加入 100 μmol/L
AS，侵染时间为 10、20、30 min。侵染完成后用灭菌

水对愈伤进行清洗，共培养 4 d后将叶片转移至筛

选分化培养基上进行筛选培养，每个处理接种 30块
愈伤外植体，3组重复，统计愈伤组织转化率。将预

培养 4 d后的外植体材料置于 OD600 值为 0.6的农

杆菌菌液中进行侵染，菌液中加入 100 μmol/L AS，
侵染时间为 20 min，分别共培养 2、4、6 d后，将叶片

转移到筛选分化培养基上进行筛选培养。每个处理

接种 30个外植体，3组重复，统计愈伤组织转化率。 

1.3.6    转化愈伤组织的鉴定

用 365 nm的紫外灯照射愈伤组织，呈现绿色荧

光表示转化成功，呈现红光或者蓝光表示未转化

成功。

将生长状态良好的转化成功的‘京枣 39’愈伤组织

45 ℃ 下烘干 2 h，研磨成粉末状后，使用天根生化科

技公司的植物基因组 DNA提取试剂盒 （DP305）
提取‘京枣 39’愈伤组织的总 DNA，进行 PCR扩增，

扩增片段大小为 230 bp左右，正向引物为载体 35S
启动子序列末端区域 20 bp（5′-GACGCACAATCC
CACTATCC-3′），反向引物为 eYGFPuv序列前段区

域 19  bp（5 ′ -TGCCGTGGATCCGGGACTC-3 ′ ）。扩

增体系为：PCR Mix 20 μL、 DNA 1 μL、上游和下游

引物各 1 μL、 dd H2O 7 μL、Mix酶 10 μL。PCR扩

增条件如下：预变性 95 ℃ 5 min；变性 94 ℃ 30 s，退
火 59 ℃ 30 s，延伸 72 ℃ 40 s，循环数为 35；72 ℃
10 min，4 ℃ 保存。反应结束后，用 1% 琼脂糖凝胶

电泳进行检测，用紫外凝胶成像仪进行拍照。 

1.4    数据统计与分析

数据均采用 Excel  2016进行记录处理。通过

SPSS 22.0软件利用单因素 ANOVA检验（P < 0.05，
Duncan’s test）进行差异显著性分析。 

2   结果与分析
 

2.1    卡那霉素质量浓度临界值的确定

图 2显示：培养基中不含 Kana时，野生型愈伤

组织存活率可达到 100%；含 Kana 10 mg/L时，野生

型愈伤组织存活率较高；含 Kana 20 mg/L时，野生
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图 2    不同质量浓度 Kana对‘京枣 39’愈伤组织存活率的影响

Fig. 2    Effects of different mass concentrations of Kana on survival
rate of ‘Jingzao 39’ callus
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型愈伤组织开始死亡；在质量浓度为 30 mg/L时，野

生型愈伤组织大部分死亡。故在 Kana 10 mg/L时，

基本可抑制愈伤组织的生长和增殖，同时外植体存

活率较高，因此以 10 mg/L Kana作为转基因‘京枣

39’愈伤组织的筛选质量浓度。 

2.2    最佳预培养时间的确定

方差分析结果（图 3a）显示：预培养 4、6、8 d对
应的转化率没有显著差异。综合试验时间长短考

虑，选择最短时间（4 d）为最佳预培养时间。 

2.3    农杆菌液浓度及侵染时间的确定

农杆菌菌液浓度和侵染时间是转化体系中影响

转化率的重要因素。对平均转化率进行方差分析，

发现农杆菌 OD600 的不同取值、不同侵染时间对转

化率影响存在差异。其中，OD600 为 0.6时，转化率

显著高于 0.4和 0.8（图 3b）。在侵染时间对转化率的

影响研究中发现，侵染 20  min效果转化率最高，

显著高于侵染 10 min和 30 min，而侵染 10 min和
30 min之间差异不显著（图 3c）。选择农杆菌菌液浓

度 OD600 为 0.6和侵染时间为 20 min为优化条件。 

2.4    乙酰丁香酮浓度的确定

乙酰丁香酮（AS）对农杆菌 Vir区基因的活化

具有重要作用，Vir区基因的活化直接通过调控

T－DNA的转移来提高农杆菌对植物的转化率，而

T－DNA的转移发生在共培养时期。在共培养时，

在培养基中添加 AS，愈伤组织转化率提高，当 AS

的浓度为 100 μmol/L时，其转化率最高为 32%，显著

高于 200 μmol/L的转化率，因而选择 AS 100 μmol/L
为优化的浓度（图 3d）。 

2.5    共培养时间的确定

合适的共培养时间对转化率有很大的影响。共

培养 4 d时愈伤组织的平均转化率最高，显著高于 2 d
和 6 d共培养时间下的转化率，故共培养时间 4 d确
认为最优的共培养条件（图 3e）。 

2.6    转化植株的鉴定 

2.6.1    转化植株紫外灯照射荧光检测

在正常光下，肉眼无法识别野生型愈伤组织

（图 4a）和转基因愈伤组织（图 4d）；在 365  nm紫

外光下，未转化成功的野生型愈伤叶绿素含量高

的区域呈现红色 ,叶绿素含量低的区域呈现蓝色

（图 4b、 c），转化成功的愈伤组织呈现荧光绿色

（图 4e、f）。 

2.6.2    转化植株 PCR 检测

本研究共试验处理 1  080块愈伤组织，得到

230块呈绿色荧光的愈伤组织。抽取 7个绿色荧光

的愈伤组织，提取其 DNA作为模板，以农杆菌质粒

作为阳性对照，水为空白对照，以未进行遗传转化的

‘京枣 39’愈伤的 DNA为阴性对照，进行 PCR扩

增。图 5显示：转化植株 （4 ~ 10）DNA扩增出与目

的基因（230 bp）大小一致的条带，证明 eYGFPuv 已
经整合到‘京枣 39’愈伤组织基因组中。 
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图 3    不同因素对转化率的影响

Fig. 3    Effects of different factors on transformation rate
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3   讨　　论

本研究用‘京枣 39’愈伤组织作外植体，与农杆

菌共培养，研究了转化过程中影响转化的各种因素，

得到了适合 ‘京枣 39’愈伤组织遗传转化的条件，

初步实现了农杆菌介导的‘京枣 39’愈伤组织遗传转

化，平均转化率达 21.2%，约是以前报道的木枣（Z.
jujuba  ‘Muzao’）[15]和 骏 枣 （Z.  jujube  ‘JunZao’）[16]

愈伤转化率的 2.1倍和 3.4倍。转基因植株通常采

用 PCR扩增检测鉴定，尚秉众等 [17]侵染木枣叶块

600片，放入暗箱进行暗培养 3 d，再移到光下进行

培养；4周后分化出愈伤组织及逐渐分化成苗后进

行 PCR鉴定，共耗时 6周方可进行阳性鉴定，本研

究引入了含有报告基因 eYGFPuv 的改良载体，可在

愈伤阶段进行 PCR鉴定，实现了阳性植株的早期筛

选，缩短了试验时间。

在遗传转化过程中，合适的选择压可以抑制未

转化成功的植物生长，同时利于转化成功的植物生

长与发育；过高浓度的筛选抗生素导致植物细胞的

损伤，浓度过低则无法有效的筛选转化细胞[18]，故遗

传转化体系构建中选择压的确定需根据具体情况

而定。刘闵豪等[19]在杜仲（Eucommia ulmoides）叶片

愈伤组织的遗传转化体系构建中发现，卡那霉素

质量浓度为 70 mg/L时，能够导致不含 Kana抗性的

野生型愈伤组织死亡，从而筛选出有 Kana抗性的抗

性愈伤组织。武小娟等 [20]以紫色马铃薯（Solanum
tuberosum）‘华颂 66号’无菌组培苗茎段为外植体，

得到植株再生及生根的抗生素最适筛选 Kana质量

浓度为 75 mg/L。
植物愈伤组织诱导材料来源广、增殖快，是离体

培养和生物技术研究的良好材料，但受农杆菌浓度、

侵染时间和共培养时间等因素影响，愈伤组织转化

率较低[18]。本研究表明，当农杆菌菌液浓度高且愈

伤组织侵染时间较长时，接触农杆菌面积大，导致愈

伤褐化甚至死亡，未感染农杆菌的愈伤生长停滞。

感染活性高的菌株处于对数生长期时，菌液 OD600

在 0.3 ~ 0.8之间；如以甜橙（Citrus sinensis）愈伤组

织为受体进行遗传转化，侵染时间为 15 ~ 20 min，农
杆菌菌液 OD600 为 0.8时，其遗传转化率最高；当农

杆菌 OD600 为 1.2时，约 50% 的外植体感染了农杆

菌后褐化死亡，这可能与高浓度的农杆菌对愈伤的

毒害作用有关[21]，与本实验结果一致。
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a ~ c.野生型‘京枣 39’愈伤；d ~ f.转化成功的‘京枣 39’愈伤。a−c, wild type ‘Jingzao 39’ callus; d−f, successfully transformed ‘Jingzao 39’ callus.

图 4    部分转 eYGFPuv 基因愈伤组织紫外灯检测结果

Fig. 4    Results of UV lamp detection of partial callus transfected with eYGFPuv gene

 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

230 bp

M为 Marker dl 2000；1为野生型的‘京枣 39’愈伤组织 DNA，为阴

性对照；2为水，为空白对照；3为质粒菌液，为阳性对照；4 ~ 10为
呈现荧光的‘京枣 39’愈伤组织。M is Marker dl 2000; 1 is wild type
‘Jingzao 39’ callus DNA, which is negative control; 2 is water, which
is blank control; 3 is plasmid bacterial liquid, which is positive control;
4−10  are  the  DNA  of  ‘Jingzao  39’  callus  confirmed  with  green
fluorescent.

图 5    呈现绿色荧光的愈伤组织 PCR检测结果

Fig. 5    PCR detection results of callus showing green fluorescent
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GFP在紫外线下呈现绿色荧光，因此可以作为

筛选转基因植物的体内标记物，目前被广泛应用于

细胞生物学[22]。本研究表明，用紫外光照射转基因

愈伤组织，愈伤组织激发绿色荧光，照射野生型愈伤

则呈现红光或者蓝光，这与前人研究一致。eYGFPuv
在紫外线下表现出自发的绿色荧光，且 eYGFPuv的
绿色荧光在 365 nm的不可见区域明显盖过叶绿体

的天然红色荧光，并且没有表现出叠加的黄色[13]，这

也在转化成功的矮牵牛（Petunia）中观察到 [22]。Fan
等[23]研究发现，eYGFPuv蛋白在两种草本植物和两

种木本植物中也表现出明亮的绿色荧光。此外，他

们还发现 eYGFPuv蛋白在 365 nm紫外光下呈现的

绿色荧光在很长一段时间内保持稳定、不降解，并且

对植物的生长发育没有不利影响。eYGFPuv蛋白的

荧光可以在活体植物中直接观察到，因此可以作为

转基因研究中筛选转化系的标记。

本研究使用表达载体 pYBA-1132-eYGFPuv空
载进行遗传转化体系的探索，最高转化率达 32%，
但空载转化率与携带不同目的基因的载体转化率可

能会存在差异，因此，后续可以根据携带不同基因的

材料进行遗传转化体系的优化。本研究通过对预培

养时间、农杆菌浓度、AS浓度、侵染时间和共培养

时间等影响枣愈伤组织遗传转化的因素进行探索，

建立了一个较为完善的‘京枣 39’愈伤组织遗传转

化体系，同时也为阳性植株的早期筛选提供了新的

方法。
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