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发根农杆菌介导的尾巨桉遗传转化体系的建立
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摘 要 发根农杆菌（Agrobacterium rhizogenes）的建立对植物功能基因的验证具有重要意义，为了在桉树（Euca⁃

lyptus）中建立发根农杆菌介导的遗传转化体系，本研究以不同的发根农杆菌菌株侵染尾巨桉（Eucalyptus uro⁃

phylla × E. grandis）的叶片和茎段，确定合适的农杆菌菌株和外植体类型，在此基础上开展农杆菌浓度、侵染时

间对毛状根诱导的影响。结果表明：采用发根农杆菌菌株MSU440，以叶片为外植体进行发根诱导，最高获得了

81.0%的毛状根诱导率，毛状根平均根长达到 3.23 cm。在发根农杆菌浓度为OD600=0.3、侵染时间为 30 min时，

共培养 48 h后经过 20 mg·L-1卡那霉素筛选培养，通过PCR分子鉴定和GUS染色证实外源基因稳定地整合在桉

树毛状根基因组中，转化率达 20.2%。初步建立了发根农杆菌介导的桉树遗传转化体系，为桉树基因功能鉴定

和进一步的转基因育种奠定基础。
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Establishment of Agrobacterium rhizogenes-mediated Genetic
Transformation System of Eucalyptus urophylla × E. grandis
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Abstract Agrobacterium rhizogenes-mediated genetic transformation system plays an important role in the
identification of functional genes. To establish Agrobacterium rhizogenes-mediated genetic transformation system
in Eucalyptus，the different strains infected the leaves and stems of Eucalyptus urophylla × E. grandis were used
to select the appropriate A. rhizogenes strains and explant types，and the effects of Agrobacterium concentration
and infection time on hairy root induction were explored. The results showed that MSU440 was the optimal
A. rhizogenes strain and leaves was the preferred explants for hairy root induction. The highest hairy root
induction rate reached 81.0% with the average root length of hairy roots was 3.23 cm. The leaves were infected
by MSU440 which grown to a bacterial density of 0.3（OD600）for 30 min，then they were co-cultured for 48h andtransferred the selection medium supplemented with 20 mg·L-1 Kanamycin. The exogenous genes were stably
integrated in the genome of Eucalyptus hair roots which confirmed by PCR analyses and GUS staining，and the
transformation efficiency reached 20.2%. In our study，an A. rhizogenes-mediated genetic transformation system
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of Eucalyptus was preliminarily established，which laid a foundation for gene function identification and further
transgenic breeding of Eucalyptus.
Key words Eucalyptus；Agrobacterium rhizogenes；hairy root；transgene；transformation

桉树（Eucalyptus spp.）是桃金娘科（Myrtaceae）
桉属（Eucalyptus）的总称，原产澳大利亚及其附近

岛屿。由于桉树具有速生丰产、材质优良、适应性

广等优良特性，因此广泛种植于热带和亚热带地

区，是世界四大速生造林树种之一，也是我国华南

地区主要造林树种之一［1］。尾巨桉（Eucalyptus
urophylla × E. grandis）是尾叶桉（E. urophylla）与巨

桉（E. grandis）的杂交种，具有明显的杂种优势，其

树干通直均匀、轮伐周期短以及出材率高，是我国

桉树人工林的主栽品种。

近年来，植物基因工程技术在林木育种中被

广泛应用，弥补了常规育种周期长、定向改良难以

控制、远缘杂交或物种间杂交几乎难以实现的不

足。目前，不同桉树品种已成功建立了农杆菌

（Agrobacterium）介导的遗传转化体系，如赤桉（E.
camaldulensis）［2］、蓝桉（E. globulus）［3］、尾叶桉［4］等。

部分研究获得了与开花［5］、材性［6］、抗性［7］等相关的

转基因株系并进行了田间试验。尽管如此，以根

癌农杆菌（Agrobacterium tumefaciens）介导法进行

桉树遗传转化存在着转化效率低、稳定性差、转化

系统冗长耗时等问题，难以建立快速、高效的根癌

农杆菌介导的遗传转化体系，严重影响了桉树的

进一步遗传改良和基因功能鉴定的进一步发展。

而发根农杆菌（A. rhizogenes）介导的遗传转化可以

从外植体组织中快速、高效地诱导出大量的毛状

根。诱导的转基因毛状根可以用来开展体内基因

功能表征的研究，如亚细胞定位/双分子荧光互补

以及特定基因的功能鉴定［8-9］。另外，这种转基因

体系也可以与常规基因工程方法，如过表达、基因

沉默、基因编辑工具 CRISPR/Cas9等技术相结

合［10-11］。此外，通过载体优化以及激素配比等方法

在棉花（Gossypium hirsutum）［12］、蒺藜苜蓿（Medica⁃
go truncatula）［13］等植物中进行转基因毛状根的不

定芽诱导，从获得的转基因组织中直接再生出完

整的转基因植株，这为发根农杆菌转化体系的应

用进一步拓宽了范围。

关于发根农杆菌介导的桉树毛状根转化体系

仅少量报道［9，14］，且由于不同的桉树种和无性系遗

传背景不一致，导致遗传方法也有所差异，而对于

我国华南地区广泛种植的栽培品种尾巨桉的遗传

转化体系国内未见报道。因此，建立一个高效稳

定的发根农杆菌介导的尾巨桉遗传转化体系进一

步开展桉树木质素合成、次生代谢产物合成等相

关基因功能的鉴定显得尤为重要。在本研究中，

以华南地区广泛种植的尾巨桉优良无性系

DH3229为外植体材料，通过筛选外植体和农杆菌

菌株等重要因素开展毛状根诱导，以期建立发根

农杆菌介导的尾巨桉遗传转化体系，为今后开展

桉树特定基因功能的鉴定和桉树的遗传改良奠定

基础。

1 材料与方法

1. 1 材料材料

1. 1. 1 植物材料植物材料

以尾巨桉（Eucalyptus urophylla×E. grandis）优

良无性系DH3229的无菌苗为材料，在添加0.5 mg·L-1
6-苄氨基嘌呤（6-BA）和0.1 mg·L-1 α-萘乙酸（NAA）
的MS基本培养基中继代培养 20~25 d，培养条件

为光照时间 16 h·d-1，光照强度 100 μmol·m-2·s-1，
培养温度（25±2）℃。分别选取生长健壮，高度超

过 2 cm的芽苗上的叶片和茎段为外植体材料，其

中叶片选取完全舒展的叶片，茎段选取茎部节间，

切除两端腋芽。试验所用材料由中国林业科学研

究院热带林业研究所保存培养。

1. 1. 2 试剂与培养基试剂与培养基

卡那霉素（Kanamycin，KM）、链霉素（Strepto⁃
mycin，Strep）、头孢噻肟钠（Cefotaxime sodium，Cef）
和 Wood Plant Medium（WPM）均购自 Duchefa公
司，GUS染色试剂盒购自北京华越洋生物技术有

限公司，发根农杆菌感受态细胞均购自上海唯地

生物技术有限公司，植物表达载体 pBI121为本实

验室保存，该载体含有 35 S启动子，NOS终止子，

NPTⅡ基因（卡那霉素抗性基因）和 GUS基因（编

码 β-葡萄糖醛酸苷酶基因）。发根农杆菌的培养

采用TY培养基（3 g·L-1酵母提取物+5 g·L-1蛋白胨+
10 μmol·L-1氯化钙，pH7.0），悬浮液（WPM+30 g·L-1
蔗糖），共培养基（WPM+30 g·L-1蔗糖+6 g·L-1琼脂），毛

状根诱导培养基（WPM+30 g·L-1蔗糖+2.5 mg·L-1
聚乙烯吡咯烷酮 PVP10+2 g·L-1交联聚乙烯吡咯

烷酮 PVPP+0.8 g·L-1水解酪蛋白+200 mg·L-1 Cef+
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6 g·L-1琼脂），悬浮液和培养基 pH值调整到 5.8，然
后高温高压灭菌备用。

1. 2 方法方法

1. 2. 1 菌株的选择和活化菌株的选择和活化

选取 ArA4、Ar1193、K599、MSU440、ArQual共
5种野生型发根农杆菌菌株进行测试。取保存的

发根农杆菌菌液，划平板后挑取单菌落，分别接种

至加有不同抗生素的 TY液体培养基中（见表 1）。

在28 ℃，200 r·min-1的恒温摇床中培养过夜，4 000×g
离心 10 min收集菌液，弃上清，加入等体积的悬浮

液，待侵染。

1. 2. 2 毛状根的诱导毛状根的诱导

取培养 20~25 d的增殖苗叶片和茎段为外植

体，在外植体表面轻轻划 1~2道伤口，置于含有农

杆菌的悬浮液中 30 min，每隔 5 min震荡一次。然

后取出侵染后的外植体，使用无菌滤纸吸干表面

菌液，放置于共培养培养基上暗培 3 d，培养温度

为（25±2）℃。随后将外植体转移到毛状根诱导培

养基中，在光照时间为 16 h·d-1，光照强度 100
μmol·m-2·s-1，以及培养温度为（25±2）℃的条件下

培养 2~3个星期，统计毛状根诱导率，计算公式

如下：

诱导率=产生毛状根的外植体数量/总外植体

数量×100%
1. 2. 3 农杆菌的制备农杆菌的制备

采用电转法将 pBI121质粒转入发根农杆菌

MSU440的感受态细胞中，加入 600 μL无抗生素

的 TY培养基，28 ℃恒温，200 r·min-1振荡培养 2~3
h，然后 4 000×g离心 1 min收集菌液，留取 100 μL
上清轻轻吹打混匀后涂布于附加有 50 mg·L-1卡那

霉素及 50 mg·L-1链霉素的 TY固体培养基，28 ℃
倒置培养 2~3 d，挑取单克隆进行PCR鉴定获得阳

性克隆，摇菌后保存备用。

1. 2. 4 遗传转化体系的优化遗传转化体系的优化

将携带有质粒 pBI121的发根农杆菌MSU440
摇菌培养，待菌液浓度分别为 OD600=0.1、0.3、0.5、
0.7、0.9时对叶片进行侵染，经过共培养和筛选培

养后，3个星期后诱导出毛状根，然后取出毛状根

进行GUS染色分析。每个处理 5个重复，每个重

复 20~25个外植体。将携带有质粒 pBI121的发根

农杆菌 MSU440摇菌培养，待菌液浓度分别为

OD600=0.3时分别侵染叶片 10、30、50、70、90 min，
经过共培养和筛选培养后，3个星期后诱导出毛状

根，然后取出毛状根进行GUS染色分析。每个处

理5个重复，每个重复20~25个外植体。

1. 2. 5 抗生素浓度的确定抗生素浓度的确定

在毛状根诱导培养基中分别加入 100、200、
300、400、500 mg·L-1的Cef，3个星期后统计叶片毛

状根诱导率和毛状根根长，确定抑菌剂对毛状根

诱导的影响。每个处理 5个重复，每个重复 20~25
个外植体。在毛状根诱导培养基中分别加入 0、
10、15、20、25、30 mg·L-1的KM，3个星期后统计叶

片毛状根诱导率和毛状根根长，确定合适的筛选

浓度。每个处理 5个重复，每个重复 20~25个外

植体。

1. 2. 6 转基因毛状根的检测转基因毛状根的检测

将获得的所有毛状根置于加有 5-溴-4-氯-3-
吲哚-β-D-葡萄糖苷酸（X-gluc）染液的离心管中，

37 ℃避光保温 12~24 h，观察显色反应，统计染色

率。以野生型菌株MSU440侵染的毛状根作为阴

性对照，并计算阳性转化率，计算公式如下：

阳性转化率=染上蓝色毛状根数量/染色总数

量×100%
选取抗性平板上的毛状根，采用CTAB法提取

毛状根DNA，利用特异性引物 rola基因和 rolb基因

确定诱导出来的根是否为毛状根，使用 GUS基因

和NPTⅡ基因引物进行PCR检测确定报告基因是

否稳定整合到毛状根中（见表2）。

1. 3 数据统计分析数据统计分析

采用 Excel进行相关试验的数据记录以及柱

状图的绘制，采用 SPSS分析软件进行单方差分析

（ANOVA）和Duncan多重比较（P=0.05），其中所有

百分数要先经平方根反正弦化处理再进行数据

分析。

表1 发根农杆菌类型及抗性

Table 1 A. rhizogenes strain and antibiotics

菌株
Agrobacterium

strain

ArA4

MSU440

Ar1193

ArQual

K599

冠瘿碱类型
Crown gallin type

农杆碱型 Agropine

农杆碱型 Agropine

农杆碱型 Agropine

农杆碱型 Agropine

黄瓜碱型 Cucumopine

抗性
Resistance

卡那霉素 Kanamycin

链霉素 Streptomycin

链霉素 Streptomycin

链霉素 Streptomycin

链霉素 Streptomycin
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2 结果与分析

2. 1 不同菌株和外植体对桉树毛状根诱导的不同菌株和外植体对桉树毛状根诱导的

影响影响

不同的发根农杆菌菌株对植物毛状根的诱导

能力存在差异。本研究中共选取 5种不同类型的

发根农杆菌包括ArA4、Ar1193、K599、MSU440、Ar⁃
Qual（见表 1），分别以叶片和茎段为外植体进行试

验。如图 1所示，不同发根农杆菌菌株对桉树毛状

根 的 诱 导 呈 现 出 明 显 的 差 异 ，其 中 ArA4 和

MSU440菌株可以诱导出大量的毛状根（见图 1：
D，E），而K599几乎没有毛状根。与茎段相比，叶

片为外植体材料时能够获得更高的毛状根诱导。

进一步统计分析发现，以叶片为外植体时MSU440
和 ArA4 毛 状 根 诱 导 率 较 高 分 别 为 81.0% 和

79.1%。与叶片略微不同，以茎段为外植体，ArA4
诱导率最高，为 59.2%，其次是MSU440，诱导率为

25.4%（见图 2A）。通过对毛状根根长的测定，发

现 Ar1193诱导的毛状根平均长度最长，为 5.23
cm，其次是MSU440和 ArA4分别为 3.23、3.20 cm
（见图 2B）。综合毛状根诱导率、毛状根根长和形

态的比较分析，在后期的试验中，采用发根农杆菌

MSU440为侵染菌株，以叶片为受体材料，进行进

一步转化体系的优化。

2. 2 毛状根诱导和转化体系的优化毛状根诱导和转化体系的优化

农杆菌的菌液浓度在一定的程度上能影响发

根农杆菌的侵染效率。结果如图 3A~E所示，菌液

浓度显著影响了毛状根的诱导率和转化率。菌液

浓度在OD600=0.1~0.9范围内毛状根诱导率及阳性

转化率都呈现出先上升后下降的趋势（见图 4A）。

当 OD600 为 0.3时，毛状根诱导率达到峰值，为

24.6%，显著高于其他处理；其毛状根阳性转化率

在 OD600 为 0.3 时也达到了峰值，其阳性率为

20.5%，与其他处理组也存在着显著性差异。与

MSU440野生型农杆菌相比，含有质粒的农杆菌其

毛状根诱导率大大下降，这可能与外源基因的插

入以及诱导培养基中抗生素的加入有关。因此，

综合毛状根诱导率以及阳性毛状根诱导率比较分

析，选取OD600为0.3为最佳侵染浓度。

同时开展了不同侵染时间对毛状根诱导率和

转化率的影响研究，结果如图 3F~J所示。结果表

明在一定的侵染时间范围内，毛状根诱导率和阳

表2 引物列表

Table 2 Primer sequence

引物名称
Primer name

rola-F

rola-R

rolb-F

rolb-R

GUS-F

GUS-R

NPTⅡ-F

NPTⅡ-R

引物序列
Primer sequence（5′—3′）

AGCGTTCGGACAGCCACCA

GGCGTGGAAATGAATCGAAGAC

GCTCTTGCAGTGCTAGATTT

GAAGGTGCAAGCTACCTCTC

ACTCAGCAAGCGCACTTACAGG

TCCATACCTGTTCACCGACGAC

ATTGAACAAGATGGATTGCACGCA

GAGCGGCGATACCGTAAAGCA

产物长度
Product length /bp

519

423

496

742

图1 不同发根农杆菌诱导的毛状根

A~F分别为对照、Ar1193、ArQual、ArA4、MSU440、K599，受体材料为叶片；G~L分别为对照、Ar1193、ArQual、ArA4、MSU440、K599，受体材

料为茎段

Fig.1 Hairy roots induced by different A. rhizogenes
A-F represent control，Ar1193，ArQual，ArA4，MSU440，K599，respectively，the leaves were used as receptor material；G-L represent control，
Ar1193，ArQual，ArA4，MSU440，K599，respectively，the stem segments were used as receptor material
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性转化率呈现出先升高后降低的趋势（见图 4B）。

当侵染时间为 30 min时毛状根诱导率最高，为

23.2%，且与其他处理相比存在着显著的差异性。

与毛状根诱导率相似，对毛状根阳性转化率的统

计结果分析发现侵染 30 min时毛状根阳性转化率

也达到了峰值，为 20.2%，且与其他处理相比存在

着显著的差异性。因此，综合毛状根诱导率和阳

性毛状根诱导率比较分析，发现侵染 30 min可达

到最佳的遗传转化效果，选定为最佳侵染时间。

2. 3 抗生素对毛状根诱导的影响抗生素对毛状根诱导的影响

为了抑制农杆菌的生长需加入适量的抑菌生

长素，同时抑菌剂的添加可能会对毛状根的诱导

和生长产生影响，为了确定抑菌抗生素是否对毛

状根的生长造成影响。本研究中，在诱导培养基

中添加不同质量浓度的 Cef进行确定合适的抑菌

剂浓度。结果表明：在一定的质量浓度范围内，不

同质量浓度的 Cef对尾巨桉叶片毛状根诱导率和

毛状根根长的影响差异不显著（见图 5）。在添加

量为 200 mg·L-1时，培养基中的农杆菌在一定时间

范围内基本受到抑制。综合毛状根诱导率及表型

和经济效益考虑，确定最适的Cef抑菌浓度为 200
mg·L-1。

在此基础上，将桉树叶片分别接种于含有不

同卡那霉素浓度的毛状根诱导培养基中，以确定

合适的KM筛选压。结果表明，KM浓度显著影响

了毛状根的诱导率和毛状根根长（见图 6）。与对

照相比，随着卡那霉素浓度增加，毛状根生长明显

受到抑制，且毛状根长度明显变短，当浓度为 20
mg·L-1时，毛状根生长完全被抑制。因此，20 mg·L-1
卡那霉素浓度为筛选转基因毛状根的最适浓度。

2. 4 转基因毛状根的获得与鉴定转基因毛状根的获得与鉴定

在建立起的毛状根诱导和转化体系的基础

上，通过抗生素筛选后获得大量的毛状根，为进一

步验证GUS等外源基因是否整合到发根农杆菌诱

图3 菌液浓度和侵染时间对转基因毛状根诱导率的影响

A~E分别为农杆菌菌液吸光值OD600为0.1、0.3、0.5、0.7、0.9；F~J分别为侵染时间10、30、50、70、90 min
Fig.3 Effects of bacterial concentration and infection time on the induction rate of transgenic hairy roots

A-E represent the Agrobacterium concentration，which OD600 reaches 0.1，0.3，0.5，0.7 and 0.9 respectively；F-J represent the infection time of 10，
30，50，70 and 90 min，respectively

图2 不同菌株和外植体对毛状根的影响

Fig.2 Effectsofdifferentstrainsandexplantsonhairyroots
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导形成的桉树毛状根基因组中，选取卡那霉素抗

性平板上生长的毛状根，进行GUS组织化学染色

（见图 7A）。另外提取抗性板上的毛状根基因组

DNA，并利用特异性引物 PCR（见表 2）分别检测

rola、rolb、NPTⅡ和GUS基因。由图 7B、C可知，ro⁃
la和 rolb基因已经整合到桉树毛状根中。进一步

采用NPTⅡ和GUS基因检测表明外源的GUS基因

已稳定整合到毛状根的基因组中。经卡那霉素筛

选后获得了 23.2%的毛状根诱导率，其中 87.1%发

生了显色反应，转化率为20.2%。

3 讨论

由于发根农杆菌介导的遗传转化体系具有便

利性和高效性，目前在多种植物中开展应用，尤其

是在缺乏高效稳定遗传转化体系的非模式物种以

及生长周期较长，转化困难的木本植物中，已有不

少报道。例如Meng等［9］在木豆（Cajanus cajan）中

利用发根农杆菌诱导的转基因毛状根作为试验材

图4 菌液浓度和侵染时间对转基因毛状根诱导率的影响

Fig.4 Effects of bacterial concentration and infection
time on the induction rate of transgenic hairy roots

图5 Cef质量浓度对毛状根诱导率（A）和毛状根根长（B）的影响

Fig.5 Effect of cefotaxime sodium concentration on
inducing rate（A）and length of hairy roots（B）

图6 卡那霉素对毛状根诱导率（A）和毛状根根长（B）的影响

Fig.6 Effect of kanamycin concentration on inducing
rate（A）and length of hairy roots（B）

517



42卷植 物 研 究

料，采用双分子荧光互补分析验证 CBLs与 CIPKs
相互作用。Plasencia等［8］在巨桉中利用发根农杆

菌A4RS诱导巨桉生成毛状根对木质素生物合成

的基因CCR1进行功能分析。由此可见，利用发根

农杆菌介导的遗传转化系统为基因功能的鉴定提

供了一条新途径。

发根农杆菌介导的遗传转化体系的建立受许

多因素的影响，包括菌株类型、外植体类型、菌液

浓度和侵染时间等。发根农杆菌侵染植物的受伤

部位后，会将其Ri质粒的T-DNA区的DNA片段插

入并整合至宿主细胞的基因组，因此，不同Ri质粒

类型的发根农杆菌具有不同的致根能力。本研究

中无论以桉树叶片还是茎段为外植体时，黄瓜碱

型 K599菌株无法诱导其毛状根形成，这与Meng
等［9］发现K599广泛适用于多种植物的结果有所不

同，可能是由于不同物种之间的差异。而另外4种
农杆碱型菌株均有一定的诱导毛状根的能力，其

中MSU440诱导毛状根的能力高于其他 3种农杆

碱型菌株，且毛状根生长粗壮、状态较好，是开展

尾巨桉发根农杆菌转化的首选菌株。肖璇［15］在建

立甜橙（Citrus sinensis）的遗传转化体系中表明

MSU440诱导的毛状根效果最好，其毛状根转化效

率高达 68.3%。Gharari等［16］使用MSU440对黄芩

（Scutellaria bornmuelleri）的茎段外植体进行注射

时发现其转化频率可达 100%，与本研究采用的菌

株一致。

外植体类型是毛状根遗传转化过程中的一大

重要因素。本研究选用叶片和茎段作为外植体材

料，尽管不同农杆菌菌株在毛状根诱导率上存在

一定的差异，但是不管使用哪种菌株都是叶片较

茎段更为敏感，诱导率较高。与之相似，刘雪羽

等［17］在建立发根农杆菌介导光皮桦（Betula lumi⁃
nifera）的遗传转化体系中表明，叶片作为外植体

能够获得较高的转化效率，其转化率为 36.4%，高

于茎段和种子苗下胚轴。赖家业等［18］在建立的根

癌农杆菌介导的尾巨桉遗传转化体系中发现，茎

段诱导的愈伤组织质量较高，可再分化出不定芽，

并保持较高的分化率。主要原因可能是由于不同

品种之间的差异，也有可能是根癌农杆菌与发根

农杆菌对外植体的敏感程度不同造成的。

另外菌液浓度和侵染时间也是影响转化效率

的重要因素。本研究结果表明在菌液OD600为 0.3、

图7 桉树毛状根的诱导过程简易图以及转基因毛状根的GUS组织化学染色分析（A）和PCR分子鉴定（B~C）
A.1~2为阴性对照；3~5为阳性毛状根；图B~C中 1，5为阳性对照，2，6为阴性对照（野生型菌株侵染得到的毛状根），3，7为 ddH2O（阴性对

照），4，8为抗性板上诱导的毛状根；B.分别检测 rola，rolb；C.分别检测NPTⅡ，GUS

Fig.7 Chart of Eucalyptus hairy root and GUS histochemical staining analysis（A）and molecular analysis of hairy roots
（B~C）

A.1-2 are negative controls；3-5 are positive hairy roots；In figures B and C，1，5 are positive controls，2，6 are negative controls（hairy roots infected
by wild-type strains），3，7 are ddH2O（negative control），4，8 are hairy roots induced on the resistant plate；B detects rola and rolb genes respective⁃
ly；C detects NPTⅡ and GUS genes respectively
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侵染时间为 30 min，以及叶片为外植体时毛状根

的诱导率及转化率最高，这与刘思巧［19］在研究发

根农杆菌介导银杏（Ginkgo biloba）毛状根培养中

得出的结论相似。丁雪［20］在建立银中杨（Populus
alba × P.berolinensis）的遗传转化体系中也表明最

佳侵染时间为 30 min，其转化效率达到了 57.0%。

主要原因可能是菌液浓度过低或侵染时间过短时

农杆菌可能无法大量吸附于外植体细胞壁，从而

导致外源基因无法整合到植物中。而当农杆菌菌

液浓度过高或侵染时间较长时，大量农杆菌附着

于外植体表面，共培养过程中农杆菌大量繁殖导

致后期脱菌困难，引起植物褐化死亡，导致毛状根

诱导率及转化率均降低。

获得KM的最适筛选压是植物遗传转化过程

中十分关键的步骤，是获得转基因毛状根的重要

因素。本试验中以无性系尾巨桉DH3229的叶片

作为外植体，在KM浓度为 20 mg·L-1时，毛状根生

长完全被抑制。这与周利建等［21］在建立根癌农杆

菌介导的巨尾桉遗传转化体系过程中的研究结果

相同。根据其他研究者的试验结果可知不同品系

的桉树筛选压大小会有较大差别。Mullin等［22］在

研究赤桉的报告中表明，9 mg·L-1的KM能抑制未

转化外植体再生出植株，10 mg·L-1的KM能抑制根

的生长。而蓝桉具有较高的KM抗性，愈伤组织在

KM浓度75~100 mg·L-1时仍然有植株再生［23］。

4 结论

本研究以尾巨桉优良无性系DH3229为外植

体材料，分别优化了发根农杆菌菌株、外植体材料

以及菌液浓度等因素，并通过 GUS染色分析和

PCR分子检测证实该体系可以稳定获得转基因毛

状根，其转化效率为 20.2%。但是诱导率和转化率

都有待进一步提高，可以从其他因素来进一步完

善遗传转化体系，例如酚类物质乙酰丁香酮的添

加以及基本培养基的选择等。本研究建立的转基

因毛状根体系为今后尾巨桉优良无性系DH3229
优良基因的挖掘奠定基础。同时，也为后续利用

毛状根诱导完整的转基因再生植株提供稳定的

材料。
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