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摘  要: 采用农杆菌菌株 GV3101 感染子叶期苜蓿体细胞胚来研究苜蓿次级体细胞胚的遗传转化方法。农杆菌

菌株 GV3101 双相载体 pCAMBIA2301，此双相载体具有 gus 报告基因和 nptⅡ抗卡那霉素筛选基因。感染的

子叶期苜蓿体细胞在 75 mg/L 卡那霉素筛选压下，经过一系列诱导培养，最终获得转基因植株。然后，通过

GUS 组织化学定位分析来检测转基因植株不同器官中的 GUS 表达，并进一步通过 PCR 和 Southern 杂交确定

转基因的稳定整合和转化率。结果表明转基因植株不同器官均有 GUS 表达，整合的 nptⅡ基因的拷贝数是 1~4，

获得的转基因植株的转化率是 65.82％。 
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Abstract:  We describe a genetic transformation method of secondary somatic embryogenesis in alfalfa through 
cotyledon-stage somatic embryos of alfalfa infected by Agrobacterium strain GV3101. The Agrobacterium strain GV3101 
contained binary vector pCAMBIA2301 that had gus gene as reporter and nptⅡ gene as selectable marker. The infected primary 
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embryos were induced through series of medium under 75 mg/L kanamycin selection. We obtained the transgenic alfalfa plants. 
Then, GUS expression in different tissue of transgenic alfalfa was tested by GUS histochemical analysis. Further, the stable 
integration and transformation efficiency were tested by polymerase chain reaction and Southern blotting hybridization. The result 
showed that GUS expression was different in different organs of transgenic alfalfa; the copy number of integrated nptⅡgene was 
from 1 to 4; the transformation efficiency via primary somatic embryogenesis was 65.82%. 

Keywords:  Agrobacterium tumefaciens, genetic transformation, alfalfa, secondary somatic embryos 

苜蓿 Medicago sativa L. 是世界上分布最广

泛的一种豆科多年生牧草，素有“牧草之王”的

美誉，是目前国内外最重要的豆科牧草[1]。苜蓿

在土壤保持和固氮方面也有重要的作用[2]。在过

去几年中，许多研究已经探讨了使用农杆菌的苜

蓿遗传转化[3-9]。但是，转化方法仍有很大的局

限性，比如转化效率低、基因型依赖性、转

化程序复杂和转化时间长、玻璃化植株比例

高 [3,5-7,9-11]。因此，优化转化方法有助于苜蓿转

基因的广泛应用。 

先前的研究已经探索了不同类型外植体能

提供苜蓿转化优化的可能性，也提供了多基因转

化到苜蓿植株的可行性。在裸子植物和一些谷

类作物中已经使用了体细胞胚的遗传转化方

法 [12-14]，结果表明，使用体细胞胚的转化方法具

有很大的优势，转化效率高、减少逃逸和转化程

序快[13,15-16]。苜蓿在体细胞胚再生研究中是模式

植物[17-19]。但是，很少有研究使用苜蓿体细胞胚

作为外植体进行遗传转化。Ninkovic 等[20]做了使

用体细胞胚的苜蓿转化研究，但是，在研究中没

有提供 Southern 杂交数据，不能从分子水平证实

使用体细胞胚进行苜蓿转化方法的可行性。 

本研究中，我们使用农杆菌介导的次级体细

胞胚的遗传转化方法，试验证明此方法速度快、

且简单易行，为多基因在同一受体的共转化实现

苜蓿优良性状改良提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  植物材料 

按照 Tian 等[21]的方法，使用叶柄外植体诱

导初级体细胞胚：选取生长 60~90 d 的野生型

苜蓿无菌苗的叶柄作为外植体，用解剖刀切成

8 mm 长的小段，置于 SH2K 愈伤诱导培养基

上，20 d 继代 1 次，形成的愈伤组织转到胚形

成培养基 BOi2Y 中 21 d 后，体细胞胚形成，

选取子叶期的初级体细胞胚用作外植体来诱导

次级体细胞胚。典型的初级体细胞胚如图 1A

所示。 

1.1.2  培养基 

SH2K 培养基：用于诱导愈伤组织。主要成

分见文献[22-23]：1 mg/L 2，4-D、0.2 mg/L Kinetin

生长调节剂，4.35 g/L 硫酸钾，288 mg/L 脯氨酸，

53 mg/L 硫代脯氨酸，200 mg/L 肌醇，30 g/L 蔗

糖，2.5 g/L 植物胶 (pH 5.8)。 

BOi2Y 培养基：用于诱导体细胞胚形成。

主要成分见文献 [24]： 0.2％酵母提取物，

100 mg/L 肌醇，30 g/L 蔗糖，2.5 g/L 的植物胶 

(pH 5.9)。 

MSO 培养基：用于诱导体细胞胚的萌发。

主要成分见文献[25]：4.3 g/L MS 盐，1 mg/L 氨

基乙酸，40 g/L 蔗糖，8 g/L 的琼脂 (pH 5.8)。 
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图 1  初级体细胞胚的诱导和次级体细胞胚的形成 
Fig. 1  Induction of primary somatic embryos (SE) and development of secondary SE. (A) Primary mid-cotyledonary 
stage SE used for explants. (B) Calli formed at the cut surface of the explants after 3 weeks of culture in SH2K medium. 
(C) Secondary SE formed after 4 weeks of culture in BOi2Y medium. (D) Globular embryos were observed in BOi2Y 
medium. (E) Heart embryos were observed in BOi2Y medium. (F) Torpedo embryos were observed in BOi2Ymedium. 
(G) Pre-cotyledon embryos were observed in MSO medium. (H) Embryos germination, root and leaf development.  

 
 

1/2 MSO 培养基：用于诱导植株的形成。主

要成分见文献[25]：2.65 g/L MS 盐，1 mg /L 氨

基乙酸，20 g/L 蔗糖，8 g/L 琼脂 (pH 5.8)。 

1.1.3  农杆菌菌株和质粒 
试验用农杆菌菌株为 GV3101[26]，表达载体

为 pCambia2301 (图 2)，pCambia2301 质粒由加

拿大南方作物与食品保护中心田立宁实验室提

供。其包含 β-葡萄糖苷酶报告基因 (gus) 和抗性

筛选标记新霉素磷酸转移酶基因 (nptⅡ)，这 2

个基因均受 CaMV 35s 启动子调控，其中 gus 基

因包含一个内含子，其可消除残余菌液中的 gus

基因表达行为。pCambia2301 载体通过电转化的

方法导入到农杆菌 GV3101 菌株 [27]。该载体

T-DNA 区域的结构见图 2。 

1.2  试验方法 
1.2.1  不同培养基对 N4.4.2 苜蓿次级体细胞胚形

成的影响 

SH2K[22-23]和 B5h[28]用于诱导来自初级体细

胞胚的胚性愈伤。初级体细胞胚放在愈伤诱导培

养基中，胚性愈伤组织形成，21 d 后在新的诱导

培养基中继代，形成好的愈伤组织转到胚形成培

养基 BOi2Y 中，14 d 后体细胞胚形成。 

1.2.2  不同苜蓿基因型对次级体细胞胚的影响 

N4.4.2、XAK-6A-10、F1-1 和 XAK-6A-7 四

个苜蓿基因型用于研究不同基因型对次级体细

胞胚的影响。 
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图 2  表达载体 pCambia2301 的 T-DNA 结构 
Fig. 2  Schematic representation of the T-DNA (5.3 kb) of pCambia2301.  
 
 
1.2.3  体细胞胚的遗传转化和植株的恢复 

选取子叶期的体细胞胚作为外植体，用解

剖刀切开，置于 SH2K 培养基上预培养 2 d。将

−20 ℃下保存的农杆菌在 LB 培养基上活化培养

1~2 d，达到对数生长期后，测定农杆菌菌液

OD600 为 0.5~1.0 时，用农杆菌侵染预培养的外植

体 4 min，用无菌滤纸吸去多余菌液，转移外植

体至含 20 μmol/L乙酰丁香酮的 SH2K培养基上，

共培养 2 d，预培养和乙酰丁香酮用于提高转化

效率[29]。随后，在含 75 mg/L 卡那霉素的 SH2K

愈伤形成培养基中培养，筛选抗性愈伤。继代培

养 2~3 次后，将生长旺盛、外观黄绿色、疏松的

抗性愈伤组织转移到含 75 mg/L 卡那霉素的

BOi2Y 胚形成培养基上，14 d 后，新鲜的胚状愈

伤组织上出现绿色芽点，30 d 后体细胞胚形成。

将再生的绿色体细胞胚转移到含 75 mg/L 卡那霉

素的 MSO[25]胚萌发培养基上进行培养，28 d 后

体细胞胚生根萌芽，根和叶形成。将形成的植株

再转到含有 75 mg/L 卡那霉素的 1/2 MSO 植株形

成培养基中培养，然后选择根系生长健壮、株高

约 10 cm的植株移栽于温室中或用于转基因体细

胞胚的诱导。所有的培养均在 25 ℃、24 h 光周

期、3 000 lx 光照条件下进行。每一步的转化培

养都是在 75 mg/L 的卡那霉素筛选压下进行。 

1.2.4  GUS 组织化学定位和荧光检测 

转化植株形成后，取苜蓿植株各组织，用于

GUS 组织定位分析和荧光定量检测分析[30]，通

过组织化学分析确定 GUS 表达的稳定性。将

植物组织浸没在含有 5-溴-4-氯-3-吲哚 β-D-葡

萄糖苷  (X-Gluc) 溶液的 2 mL Eppendorf 管

中，X-Gluc 溶液中含：0.5 mmol/L 铁氰化钾、

0.5 mmol/L 亚铁氰化钾、体积分数 0.3％ Triton 

X-100、1 g/L X-Gluc 和 50 mmol/L 磷酸盐缓冲液 

(pH 7.0)，37 ℃保温过夜。第 2 天将植物组织用

不同梯度的酒精脱色，在显微镜下观察组织染色

情况。 

1.2.5  转化植株的 PCR 检测 

从转化植株中，随机选择 11 个转基因株系，

按照 Lodhi 等[31]的方法，分别取幼嫩的植物叶片

0.5 g 提取基因组 DNA。 

采 用 PCR 扩 增 检 测 目 的 片 段 ， 以

pCAMBIA2301 载体上的 gus 和 npⅡ基因序列为

参考，设计二者的上、下游引物，其中 gus 正向

引物为 5′-CGTCCTGTAGAAACCCCAAC-3′，gus

反向引物为 5′-ATTGACCCACATTTGCCGT-3′，

npⅡ 正 向 引 物 为 5′-GAGGCTATTCGGC 
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TATGACTG-3′， nptⅡ反向引物为 5′-ATCGG 

GAGCGGCGATACCGTA-3′。gus 和 nptⅡ基因的

预期片段长度分别为 300 bp 和 700 bp，引物由

Invitrogen 公司合成。PCR 反应体系共 50 μL，包

括 100 ng DNA，200 μmol/L dNTPs，1 μmol/L 的

上、下引物，1 U Taq DNA 聚合酶，1.5 mmol/L 

MgCl2，5 μL 10×Taq DNA 聚合酶缓冲液。反应

程序为：95 ℃变性 5 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，30 个循环；72 ℃延

伸 5 min。取 5 μL 扩增产物于 1％琼脂糖凝胶中

进行电泳检测。 

Southern blotting 检测中，提取转基因苜蓿的

基因组 DNA，采用紫外分光光度法结合琼脂糖

凝胶电泳法测定 DNA纯度和浓度。将 10 μg DNA

样品以 T-DNA 中边界具有单切点的限制性内切

酶 EcoRⅠ进行酶切过夜，在 40 V 电压下，电泳

8~10 h，凝胶经变性与中和后，转膜和紫外交联

固定 DNA 之后与地高辛标记的 nptⅡ探针杂交，

杂交操作参照《分子克隆实验指南》[32]并稍加

改进。 

1.2.6  数据的统计分析 

试验数据处理采用 Excel 2003 软件，并使用

SAS 8.0 专业统计软件进行最小显著性检验 

(LSD，P≤0.05)，数据用“平均值±平均标准

误差”表示，各组均数比较采用单因素方差分

析  (One way Anova)。所有的试验数据至少重

复３次。 

2  结果与分析 

2.1  不同培养基对苜蓿次级体细胞胚的影响 
图１C是诱导的愈伤组织转移到无生长调节

剂的 BOi2Y 培养基后，形成的次级体细胞胚。

在愈伤诱导 SH2K 培养基中，次级体细胞胚的响

应率是 89.29％，而在 B5h 培养基的响应率是

63.32％ (表 1)。数据统计分析表明，体细胞胚在

不同培养基中存在显著差异，次级体细胞胚的响

应率在 SH2K 培养基中明显高于在 B5h 培养基

中。另外，对于响应的体细胞胚来说，在 SH2K

培养基中，每个初级体细胞胚诱导的次级体细胞

胚数目 7.00±0.94，而在 B5h 培养基中，每个初

级 体 细 胞 胚 诱 导 的 次 级 体 细 胞 胚 数 目 是

3.27±0.75，方差分析表明，在不同培养基中每个

初级体细胞胚诱导的次级体细胞胚存在显著差

异 (P<0.05) (表 1)。 

2.2  不同苜蓿基因型对次级体细胞胚的影响 
从 2.1 中得出 SH2K 培养基是苜蓿次级体细

胞培养最优化的培养基，因此，将 4 个苜蓿基

因型 N4.4.2、XAK-6A-10、F1-1 和 XAK-6A-7

的初级体细胞胚置于 SH2K 培养基中诱导次级

体细胞胚。100 mg 的胚性愈伤组织产生的体细

胞胚的数目，在 N4.4.2、XAK-6A-10、F1-1 中

没有差异，而 XAK-6A-7 最低。4 个基因型中，

初级体细胞胚产生的次级体细胞胚存在明显的

差异，基因型 N4.4.2 初级体细胞胚产生次级体

细胞胚的响应率为 89.29％，而 AK-6A-10、F1-1、

XAK-6A-7 三个基因型分别为 54.55％、38.18％、

38.10％，N4.4.2 与其余 3 个基因型之间有明显

的差异。不同基因型次级体细胞胚转化成植株

的转化效率也有显著性差异  (P<0.05)，N4.4.2

的转化效率为 (7.84±1.62) ％，显著高于其他 3

个基因型 (表 2)。 
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表 1  不同培养基对苜蓿基因型 N4.4.2 次级体细胞胚形成的影响 
Table 1  Effect of different media on the development of alfalfa N4.4.2 genetype secondary somatic embryos  

Medium No. of primary embryos Response ratio (%) No. of secondary embryos per primary somatic embryos

B5h 

SH2K 

90 

90 

63.32b 

89.29a 

3.27±0.75b 

7.00±0.94a 

Note: a, b in a column mean significant difference in different samples (P<0.05). 
 
 
表 2  不同苜蓿基因型对次级体细胞的的影响 
Table 2  Effect of different alfalfa genetype on the development of secondary somatic embryos 

Alfalfa genetype 
No. of somatic embryos per
100 mg fresh weight calli 

The percent of secondary embryos
from primary embryos (%) 

Conversion rate of plantlets from
secondary somatic embryos (%)

N4.4.2 

XAK-6A-10 

F1-1 

XAK-6A-7 

56 

55 

55 

21 

89.29a 

54.55b 

38.18b 

38.10b 

7.84 ±1.62a 

2.29±0.58b 

2.29±0.49b 

2.00±0.74b 

Note: a, b in a column mean significant difference in different samples (P<0.05). 
 
 

2.3  N4.4.2 次级体细胞胚的遗传转化和转化

植株的组织化学定位分析 
从 2.1 和 2.2 得出，SH2K 培养基是次级体细

胞胚优化培养基，N4.4.2 苜蓿基因型是最佳基因

型。因此，SH2K 培养基和Ｎ4.4.2 苜蓿的初级

体细胞胚用于苜蓿的遗传转化。用农杆菌侵染

Ｎ4.4.2 苜蓿的初级体细胞胚，在含有卡那霉素筛

选的 SH2K 培养基中连续继代 2~3 次后，在外植

体表面形成愈伤组织 (图 1B)。随后愈伤组织转

到胚形成培养基 BOi2Y 中，14 d 后次级体细胞

胚形成，不同时期的体细胞胚包括球形胚 (图

1D)、心形胚 (图 1E)、水雷胚 (图 1F)、子叶胚 (图

1G)。形成的体细胞胚转到植株形成培养基 MSO

中，20 d 后，次级体细胞胚萌发，胚轴、叶和根

延伸生长，转化苜蓿植株形成。随后，转化植株

移栽至温室 (图 3C)。通过组织化学定位分析不

同组织的 GUS 表达，愈伤组织 (图 3A)、体细胞

胚 (图 3B)、叶 (图 3D)、根 (图 3E)、花 (图 3F)

不同组织中均有 GUS 表达。在转化试验中，从

供试的 237 个来自不同初级体细胞胚中，获得了

36 个转基因株系，共 156 个转基因苜蓿植株。转

化效率是 65.82％ (表 3)。 

2.4  转化植株的PCR分析和Southern杂交分析 
用 PCR 方法检测转化和未转化苜蓿植株，

以转化植株和未转化植株叶片的 DNA 为模板，

使用 gus 和 nptII 基因的特异引物进行 PCR 扩增，

PCR 产物经 1％琼脂糖凝胶电泳检测可知，转化

苜蓿植株中分别可以检测到 300 bp 和 700 bp 的
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DNA 扩增片段，而未转化的野生型苜蓿植株中

没有 DNA 扩增片段 (图 4)。 

同时，提取转化植株叶片中的基因组 DNA，

用 EcoR Ⅰ酶酶切基因组 DNA。由于 EcoR Ⅰ

酶在T-DNA区有单一酶切位点，因此，用EcoR Ⅰ

酶酶切、nptⅡ基因作为探针杂交，每一个杂交带

可以看作独立整合位点[33]，转基因植株表现出不

同整合情况，整合 nptⅡ基因的不同拷贝数 1~4 

(图 5)，Southern 杂交证实了 nptⅡ基因已经整合

到植物基因组。 

 

 

 

图 3  转基因苜蓿的形成和 GUS 在不同转基因植物中的组织化学定位分析 
Fig. 3  Development of transgenic alfalfa plants and GUS expression in different tissue by histochemical analysis. (A) 
GUS expression in calli from primary somatic embryos infected by Agrobacterium strain GV3101. (B) GUS expression 
in secondary somatic embryos. (C) Transgenic alfalfa plant in greenhouse. (D) GUS expression in leaf from recovered 
transgenic alfalfa plants. (E) GUS expression in root from recovered transgenic alfalfa plants. (F) GUS expression in 
inflorescence from recovered transgenic alfalfa plants.  
 
 
表 3  N4.4.2 基因型苜蓿次级体细胞胚的遗传转化 
Table 3  Genetic transformation of alfalfa N4.4.2 genetype secondary somatic embryos 

Experiment No. of primary embryos used No. of transgenic alfalfa plantlets Transformation efficiency (%)

I 95 62 65.26 

II 46 29 63.04 

III 96 65 67.71 

Total 237 156 65.82 
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图 4  转化和未转化的苜蓿植株中 GUS 和 nptII 基因的 PCR 检测 
Fig. 4  PCR analysis of GUS and nptII gene in transformed and non-transformed alfalfa. M: Marker DNA; 1: 
non-transformed control plant; 2−12: transformed plants. 
 

 

图 5  Southern 杂交分析转基因植株 nptⅡ基因的拷贝数 
Fig. 5  Southern blotting analysis of transgenic plants to detect the copy number of npt  Ⅱ gene. M: molecular weight 
marker; 1–5: transgenic plants; 6: non-transgenic control plant. 
 

3  讨论 

优良品种选育是苜蓿优质饲草高产的基础，

随着基因工程技术的发展，转基因技术为苜蓿优

良品种选育开辟了一条新的途径。苜蓿的遗传转

化再生体系又是其转基因的重要前提与基础，它

的再生体系主要是通过体细胞胚的发生途径来

实现。该途径有很多优点，诸如体细胞胚具有在

实验室条件下容易获得，并且转化率较高；容易

得到大量的转化植株，便于后代的筛选。 

本研究参照 Tian 等[21]的方法，选择不同苜

蓿基因型和培养基，利用苜蓿初级体细胞胚为外

植体进行农杆菌介导的遗传转化，建立并优化了

农杆菌介导的紫花苜蓿遗传转化系统。研究表

明，从胚性愈伤组织到体细胞胚的形成通常需要

不同的培养基[34-35]。在本试验中，首先在含有生

长调节剂的 SH2K和 B5h培养基中诱导胚性愈伤

组织，然后，转移愈伤组织到无生长调节剂的胚

形成培养基 BOi2Y 中，诱导形成体细胞胚。在

这 2 种培养基中，我们观察到来自初级体细胞胚

形成的愈伤组织是非常快速的，大量的愈伤组织

的形成仅需要 7 d 时间。而来自叶柄、茎、叶外
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植体和别的类型的外植体愈伤组织的形成需要

20 d[21]。同时，在这 2 种培养基中，初级体细胞

胚在 SH2K 培养基中愈伤组织响应率是 89.29％，

诱导的体细胞胚的数目是 (7.00±0.94) 个，明显

优于 B5h 培养基。也就是说，单个初级体细胞胚

通过 SH2K培养基诱导次级体细胞胚数目达到了

7 个，在 B5h 培养基中诱导的次级体细胞胚的数

目只达到了 3 个。而且，在实验中还发现，来自

畸形的初级体细胞胚诱导形成的次级体细胞胚

是正常的。这说明初级体细胞胚作为外植体在

SH2K 培养基中大大提高了次级体细胞胚的诱导

频率。 

植物的基因型也是影响苜蓿遗传转化成功

与否的重要因素。在本试验中，4 个苜蓿基因型

N4.4.2、XAK-6A-10、F1-1 和 XAK-6A-7 置于优

化的 SH2K 培养基中诱导次级体细胞胚，结果表

明，N4.4.2 与其他 3 个苜蓿基因型诱导的次级体

细胞胚的响应率和次级体细胞胚转化成植株的

转化率存在显著差异，N4.4.2 是 4 个基因型中最

优化的基因型。因此，苜蓿农杆菌介导的遗传转

化应注意选择合适的基因型。这与先前的研究是

一致的[3,6,9-10]。 

N4.4.2 基因型和 SH2K 培养基是本研究的优

化基因型和培养基，用于农杆菌介导的遗传转

化。组织化学定位、PCR 和 Southern 杂交检测表

明，gus 基因已经整合入苜蓿基因组中并得到正

确的转录。从供试的 237 不同初级体细胞胚中，

共获得 36 个转基因株系，156 个转基因植株。转

化效率是 65.82％。次级体细胞胚的遗传转化方

法提高了苜蓿遗传转化效率。 

目前，大多数转化技术只是将单个目的基因

的转化用于植物的改良。但是，在植物体内，代

谢途径或数量性状的遗传修饰常常需要多个相

关基因协同表达，因此，将相关多基因转化到同

一植株中，就显得很有必要。本研究首次报道了

苜蓿次级体细胞胚的遗传转化。在今后的试验

中，我们试图转入抗旱基因获得转基因苜蓿植

株，随后诱导转基因苜蓿次级体细胞胚，将获得

的抗旱转基因苜蓿植株次级体细胞胚作为外植

体，转入抗寒基因，最终实现多基因的共转化苜

蓿植株，为苜蓿多基因共转化开辟途径。 

总之，在不同苜蓿品种中，初级体细胞胚能

有效诱导次级体细胞胚，并能通过次级体细胞胚

的遗传介导再生为转基因苜蓿植株。比较苜蓿植

株其他的器官做外植体的常规转化方法，这种新

的转化体系能缩短培养周期、提高诱导率。而且，

提供了一个快速导入多基因到苜蓿植株中的方

法。为苜蓿品质改进、分子生物学和基因组学的

研究提供理论依据，这种方法也适用于别的转化

方法效率低的一些苜蓿品种，拓宽了苜蓿遗传转

化方法。 
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