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[摘  要] 为探究不依赖组培的豌豆遗传转化方法,以中豌六号豌豆品种为材料,利用含不同发育调节因

子的载体,通过农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)直接注射递送法侵染植株,以PCR检测再生植株确认

阳性。结果表明：不同发育调节因子对再生和转化效率影响较大,AtGRF5和ZmWUS+ipt介导的再生效

率最高(均>50%),TaGRF4-OsGIF1介导的转化效率最高(29.9%)。农杆菌浓度也影响再生和转化效率,

OD600=0.8时两者均明显提升。本研究表明,基于发育调节因子的直接注射递送可有效介导豌豆的再生

和转化,可为豌豆功能基因的分子生物学研究提供参考。 
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[Abstract] To explore a genetic transformation method for Pisum sativum independent of tissue culture, the pea 

cultivar Zhongwan No. 6 was used as material. Using vectors containing different developmental regulators, 

plants were infected via direct delivery method by Agrobacterium tumefaciens, and PCR was employed to 

detect and confirm positive transformants among directly regenerated plants. Results showed that different 

developmental regulators significantly influenced regeneration and transformation efficiency in peas. The highest 

regeneration efficiency was achieved with AtGRF5 and ZmWUS+ipt, both exceeding 50%. Meanwhile, 

TaGRF4-OsGIF1 mediated the highest transformation efficiency, reaching up to 29.9%. Additionally, different 

concentrations of Agrobacterium also affected regeneration and transformation efficiency, with OD600 = 0.8 

showing significant improvements in both. Therefore, this study demonstrates that direct injection delivery 

based on developmental regulators can effectively mediate regeneration and transformation in peas, providing 

valuable support for molecular biological research on functional genes in peas. 
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1 引言 

豌豆(Pisum sativum L.)是为豆科(Leguminosae)蝶形花亚

科(Fabaceae)豌豆属(Pisum)一年生或越年生草本植物。豌豆是

世界第二大食用豆类,也是我国重要的食用豆类作物之一,主要

作为粮食和蔬菜食用[1]。豌豆作为豆科植物,能固氮培肥、改善

土壤结构,是优良前茬作物,兼具经济与生态价值,对保障国民

营养健康和耕地保护意义重大。同时,孟德尔以其为材料发现

遗传定律,使其成为遗传学经典模式作物,具有重要理论研究

价值[2]。 

随着基因编辑等新兴技术的发展以及豌豆基因组测序的完

成,豌豆的基因功能研究及现代分子育种将有望获得极大的发

展[3-6]。稳定高效的遗传转化体系是研究基础。自1990年建立农

杆菌介导体系以来,因依赖组织培养,存在再生效率低、基因型

依赖、周期长、转化率低等问题,至今未建立普适稳定体系,严

重制约豌豆分子育种研究[7]。 

近年研究表明,体细胞中表达发育调控因子(Developmenta

l Regulators,DRs),如WUS(WUSCHEL)、STM(SHOOT MERISTEMLE

SS)、MP(MONOPTEROS)和GRFs(GROWTH-REGULATING FACTORs)等,

可直接诱导分生组织再生[8]。例如,玉米Wus2(Wuschel2)和Bbm

(Baby Boom)转录因子的递送促进了体细胞胚产生,提高了难转

化自交系的转化效率[9]。Cody等[10]建立了一种直接递送(Direc

t Delivery)的植物转化的方法,该方法可以将DRs递送到土培

的植物,促进伤口部位新芽的形成。Lian等[11]成功利用该方法

发现发育调控因子PLT5提高了金鱼草(Antirrhinum majus)、甘
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蓝(Brassica rapa)及甜椒(Capsicum annum)等植物的转化效

率。豆科作物(包括豌豆)再生能力较差,该方法在豌豆中是否可

行尚不清楚。本研究利用农杆菌直接侵染去除分生组织的豌豆

幼苗,探究不同发育调控因子对其再生和转化效率的影响,以期

为豌豆基因编辑及分子生物学研究提供参考。 

2 材料与方法 

2.1实验材料 

供试的豌豆材料为中豌6号,采购自中国农业科学研究院。载

体pW501-pW506由北京大学现代农业研究院张华伟研究员惠赠,

具体质粒信息见表1[12]。农杆菌GV3101感受态细胞采购自碧云

天公司。 

表1 pW501-pW506质粒所含有的调控因子[12] 

质粒 调控因子

pW501

pW502 AtGRF5

pW503 TaGRF4-OsGIF1

pW504 ZmWUS

pW505 ZmWUS+ZmBBM

pW506 ZmWUS+ipt
 

2.2豌豆材料的培养 

将豌豆种子于室温条件下浸泡12小时后,平铺于塑料托盘

上,于25℃黑暗条件下催芽2天,种子发芽后,将发芽一致的幼苗

移栽至50孔穴盘中,每孔1株,然后放置于培养室进行培养(昼温

25℃/夜温20℃；光周期：光照16 h/黑暗8 h)。待幼苗生长大

约10天后进行注射,每次注射约50株,重复2次。 

2.3农杆菌转化及悬浮液的准备 

农杆菌转化采用冻融法：500 ng质粒加入50 μL感受态细

胞,液氮速冻5 min,37℃水浴5 min,冰浴5 min；加500 μL LB

培养基,28℃振荡3 h。取200 μL涂布于含Kan(50 μg·mL⁻¹)和

Rif(20 μg·mL⁻¹)的YEP固体培养基,28℃培养2天。菌落PCR鉴定

阳性克隆后,挑单菌落于5 mL含相同抗生素的液体YEP中,28℃

振荡过夜。按1∶100转接至50 mL含Kan、Rif及20 μmol·L⁻¹乙

酰丁香酮的液体YEP中,培养至OD₆₀₀=0.4～0.6。离心收集菌体,

用注射培养基(10 mM MgCl₂、10 mM MES、200 μM乙酰丁香酮)

重悬并调OD₆₀₀至0.2,28℃静置2 h后注射。 

2.4农杆菌注射 

使用手术刀片去除豌豆植株的所有顶端和腋端分生组

织。用注射器将约1 mL农杆菌悬浮液注入叶腋和伤口处的节点

组织,并以蘸菌液的脱脂棉球覆盖伤口保湿。植株暗培养2天

后,转入25℃、16 h光照/8 h黑暗的光周期下培养至再生。期

间每2-3天用刀片去除所有新生分生组织,但保留最初接种部

位的组织。 

2.5鉴定阳性植株 

对侵染处新生的幼芽叶片取样,采用CTAB法提取DNA。根据

载体中的DsRed基因序列设计引物DsRed-FP(5’GGCTCCAAGGTGT

ACGTGAAG-3’)和DsRed-RP(5’-TGTAGTCCTCGTTGTGGGAGG-3’),

进行PCR。PCR程序为：94℃预变性4 min,94℃变性30 s,55℃复

性30 s,72℃延伸30 s,重复34循环,72℃延伸5 min。利用琼

脂糖凝胶电泳对PCR产物进行检测,含有目的条带的即为阳性

植株。 

3 结果与分析 

3.1不同调控因子对豌豆再生效率的影响 

为研究不同调控因子对豌豆再生效率的影响,利用转化了

含不同调控因子质粒(表1)的农杆菌直接注射豌豆幼苗。结果

(表2)显示,OD600=0.2时,含空载体pW501的农杆菌再生效率为3

8.9%,说明豌豆自身具有较强再生能力。含pW502、pW504或pW5

06质粒可提高效率,分别达53.2%、44.3%、56.1%,其中pW506(Z

mWUS+ipt)最高。而含pW505(ZmWUS+ZmBBM)效率最低(34.4%),

低于空载体。表明不同调控因子作用各异,AtGRF5和ZmWUS+ipt

影响最大,效率均超50%。 

表2 不同调控因子对豌豆再生效率的影响 

接种农杆菌所含

质粒

农杆菌浓度

(OD600)
接种数/株 再生数/株 再生效率/%

pW501 0.2 81 31 38.9±10.0

pW502 0.2 79 42 53.2±0.9

pW503 0.2 75 27 37.4±11.1

pW504 0.2 75 30 44.3±21.3

pW505 0.2 80 28 34.4±18.7

pW506 0.2 85 48 56.1±8.6
 

3.2转基因阳性植株的鉴定 

再生芽出叶后,提取叶片DNA进行PCR检测,部分样品扩增出

425bp条带,表明转化成功(图1)。阳性植株统计(表3)显示,含

pW503质粒的农杆菌侵染后转化效率最高(29.9%),其他质粒处

理组阳性率约为10%。 

 

图1 转化阳性植株的PCR检测 

M：GeneRuler 1 kb Plus marker；W：模板为水的对照；C：

模板为未接种农杆菌的豌豆DNA的对照；P：模板为质粒对照；

1-14：不同的再生植株。 

3.3不同农杆菌浓度对豌豆再生和转化效率的影响 

为探究农杆菌浓度对豌豆再生和转化效率的影响,选用含

TaGRF4-OsGIF1的pW503载体,设置OD600=0.2和0.8两个浓度接
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种。结果(表4)显示,OD600=0.2时再生效率为31.8%,阳性转化效

率为24.5%；OD600=0.8时分别提升至43.1%和34.9%,增幅达35%

和42%。表明农杆菌浓度为0.8时可有效提升再生和转化效率。 

表3 转化阳性植株数统计 

接种农杆菌

所含质粒

农杆菌浓

度(OD600)

接种

数/株

再生

数/株
再生效率/%

阳性植株

数/株

阳性转化效率

/%

pW501 0.2 81 31 38.9±10.0 3 10.7±15.1b

pW502 0.2 79 42 53.2±0.9 3 7.2±10.1c

pW503 0.2 75 27 37.4±11.1 8 29.9±12.0a

pW504 0.2 75 30 44.3±21.3 4 12.5±17.7b

pW505 0.2 80 28 34.4±18.7 2 8.8±5.3c

pW506 0.2 85 48 56.1±8.6 3 6.1±1.5c
 

表4 不同农杆菌浓度对豌豆再生和转化效率的影响 

农杆菌浓

度(OD600)

接种农杆菌

所含质粒

接种

数/株

再生

数/株
再生效率/%

阳性植

株数/株

阳性转化效

率/%

0.2 pW503 135 43 31.8±6.1 11 24.5±9.4

0.8 pW503 140 61 43.1±14.3 23 34.9±11.6
 

4 结语 

植物的遗传转化一直是植物基因编辑和作物改良的瓶颈。目

前为止,仅有不到0.1%的植物能够实现稳定的遗传转化[13]。豌豆

转化难度大,开发高效便捷的转化方法对遗传改良和分子育种

意义重大。目前主要依赖组织培养,存在再生效率低、基因型依

赖性强、周期长、转化率低等问题[7]。本研究探究了一种直接

递送法介导的豌豆转化方法,从播种到植物的再生只需要40-50

天,大幅缩短了转化的时间。 

农杆菌介导转化是植物基因功能研究的主流手段,具有整

合稳定、拷贝数少、表达稳定、成本低、安全性高等优点,但长

期依赖组培技术。近年多种非组培活体转化技术发展迅速,如种

子介导法、花器官转化法、直接注射法、切割浸渍出芽法及病

毒递送法等,可实现对不同器官的直接转化[14]。拟南芥的花序

浸染法是目前应用最广泛的非组培依赖的转化方法之一。Cao

等[13]针对具备根出芽潜力的植物开发了一种切割-浸渍-出芽

法(CDB)的植物转化方法,在橡胶草Taraxacum koksaghyz、甘

薯、黄连木Pistacia chinensis、牛蒡Arctium lappa、桃Prunus 

persica和蒙古蒲公英Taraxacum mongolicum等植物中均得到

成功应用。Maher等[15]报道了一种直接将农杆菌悬液注入植物

茎秆、节间、花芽等组织中,实现了植株的再生和转化,该技术

也在烟草、三七Panax notoginseng、百合Lilium regale等植

物中均得到了成功应用。本研究利用直接递送法也成功实现了

豌豆植株的再生和转化,在没有发育调控因子的作用下,再生效

率为38.9%,转化效率可以达到10.7%。 

直接递送法存在物种局限性,不同植物再生能力差异显著,

如金鱼草与番茄中注射法再生芽效率偏低。植物细胞的命运可

由多种发育调控因子(DRs)决定并调控,例如WUSCHEL(WUS)、PL

ETHORAs(PLT)、生长素响应因子(ARF)、生长调节因子(GRF)、叶

状子叶基因(LEC1和LEC2)、BABY-BOOM(BBM)、侧器官边界域(L

BDs)、茎尖分生组织缺失因子(STM)以及增强茎尖再生因子(ES

R)等[11]。这些基因的表达与促进愈伤组织形成及植物再生密切

相关。研究者利用发育调控基因提升再生能力,显著提高了阳性

芽获得效率。研究表明,PLT5能明显提升金鱼草和番茄的活体转

化效率[11]。刘之洋等研究了Fast-Tracc方式在苦瓜转化中的应

用,结果表明发育调控因子TaGRF4-OsGIF1对苦瓜再生和转化效

率具有显著的提升作用[16]。本研究也发现,TaGRF4-OsGIF1对豌

豆的再生和转化效率同样具有显著的提升作用。 

本研究利用直接注射递送法,探究了不同发育调控因子对

豌豆再生和转化的影响,结果表明TaGRF4-OsGIF1可显著提升转

化效率。但研究存在不足：通过注射法获得的阳性植株可能存

在嵌合体,需通过种子收获验证其遗传稳定性。此外,后续将进

一步探究不同豌豆品种对转化效率的影响。 
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