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摘 要 高粱是世界上仅次于小麦、水稻、玉米和大麦的重要作物之一，虽然高粱基因组已经完成了测序，

但是针对高粱测序品种 BTx623，高效、稳定的遗传转化和再生体系的缺乏，阻碍了高粱遗传育种和功能基因

组研究发展。本研究以高粱基因组测序品种 BTx623幼胚为外植体材料，利用农杆菌介导的方法以抗草铵膦

的 Bar基因为筛选标记进行高粱遗传转化。通过筛选愈伤组织对不同浓度草铵膦的适应性，确定了高粱品种

BTx623遗传转化中合适的草铵膦浓度为 2.5 mg/L，并以 BTx623幼胚为外植体转化材料，通过农杆菌遗传

转化方法，获得了抗性愈伤组织。并通过在分化培养中添加浓度为 0.006 7 mg/L的 ZNC，建立了高粱品种

BTx623的植株再生体系，获得了再生植株。因此，本研究成功获得了抗性愈伤组织和再生植株，建立了高粱

品种 BTx623遗传转化及再生体系，对高粱功能基因组研究和遗传育种技术发展具有重要意义。
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Abstract Sorghum is one of th e world's important crops after wheat, rice, maize, and barley. Although the

sorghum genome had been sequenced, the lack of efficient and stable genetic transformation and regeneration

system for the sorghum sequencing variety BTx623, it hinders sorghum genetic breeding and functional genome

research. In this study, the immature embryos of sorghum genome-sequencing variety BTx623 was used as the

explants material, and the bar gene resistant to phosphoglyphosate was used as the screening marker for sorghum

genetic transformation by Agrobacterium-mediated method. By screening the adaptability of callus to different

concentrations of phosphoglyphosate, the appropriate concentration of phosphoglyphosate in the genetic

transformation of sorghum variety BTx623 was determined to be 2.5 mg/L, and BTx623 immature embryo was

used as explants to obtain resistant callus. Callus regeneration was obtained by adding ZNC with concentration of

0.006 7 mg/L in differentiation culture. Therefore, this study successfully obtained resistant callus and regenerating

plants, and established a genetic transformation and regeneration system of sorghum variety BTx623, which is of great
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significance to the research of functional sorghum genome and the development of genetic breeding technology.

Keywords Sorghum bicolor; BTx623, Immature embryo, Agrobacterium-transformation, Regeneration system

高粱(Sorghum bicolor)是继小麦(Triticum aestivum)、

水稻(Oryza sativa)、玉米(Zea mays)和大麦(Hordeum

vulgare)之后的全球第五大谷类作物，并且作为 C4

植物具有很强的光合作用效率和抗逆能力，广泛种

植于全球六个大洲(Liu and Godwin, 2012)。高粱既是

一种优质的饲料作物，也是重要的能源植物，种植面

积广且用途广泛，因此高粱的遗传改良具有重要的

意义(段霞飞等, 2018)。

近年来，随着国内外基因工程技术的成熟及科

技的发展，高粱的遗传转化方法也在不断地改良和

优化，转化成功率也在不断提高。在高粱的遗传转化

主要有电激法、花粉管道法、基因枪法和农杆菌介导

四种方法(邵玉涛等, 2015)。其中农杆菌介导法利用

农杆菌天然的侵染过程将外源基因导入植物细胞，

具有操作简单和费用低等诸多优点，使其成为植物转

化最广泛的方法(彭祥, 2018)。早在 1994年，Godwin

等第一次成功利用农杆菌介导法，以高粱愈伤组织

为材料获得了遗传转化植株(Godwin and Chikwamba,

1994)。Zhao等利用幼胚作为受体材料，采用农杆菌

介导法也成功获得高粱转化植株，平均转化效率达

到 2.1% (Zhao et al., 2000)。随后，陆续有人利用该方

法也获得了高粱遗传转化植株，但转化率及再生率

均较低(朱莉等, 2011)。尽管从第一个研究转基因高

粱的工作到现在已经开展二十多年，但高粱的转化

成功率仍然远远低于水稻的 50~90% (Hiei and Ko-

mari, 2008)，玉米的 50% (Ishida et al., 2007)和大麦

14.8% (Ibrahim et al., 2010)。就组织培养和遗传转化

而言，高粱已被广泛视为遗传转化和再生较困难的

作物(Grootboom et al., 2010)。

影响高粱转化的因素众多，除了农杆菌菌株、培

养基、外植体类型和菌液浓度外，另一个主要因素是

高粱的基因型(张明洲, 2002)。已经报道可用农杆菌

介导法转化的高粱品种基因型包括：P898012、Pio-

neer 8505、PHI391、Sensako 85/1191、Tx430等，其中，

研究主要集中在 P898012 和 Tx430 这两个品种中

(Hiei et al., 2014;邵玉涛等, 2015)。同时，高粱通过愈

伤组织再生成完整植株比较困难，成为了高粱遗传

转化的技术瓶颈(Liu et al., 2015;彭祥, 2018)。研究发

现，高粱未成熟胚的愈伤组织诱导和植株再生的成功

率差异很大，尤其取决于植物基因型(Do and Zhang,

2015)。因此，即使采用相同的培养和转化条件，不同

基因型的转化效率和再生效率也不同(Do and Zhang,

2015)。虽然高粱品种 BTx623已经完成了基因组测序，

为高粱基因功能的研究提供了帮助 (Paterson et al.,

2009)。但目前对 BTx623的遗传转化和再生体系的

研究仍然较少，GirijaShankar 等利用基因枪法轰击

BTx623的茎尖获得遗传转化植株，Kimberly等通过

转入胚胎发育相关的 Baby Boom和 Wuschel2基因

可以促进该品种的再生，但其载体构建及遗传转化

操作复杂，同时遗传转化率较低，限制了该技术的大

规模应用(GirijaShankar et al., 2005; Nelson-Vasilchik

et al., 2018)。由于目前高粱基因组序列主要是来自于

BTx623，因此缺乏有效的 BTx623遗传转化及再生体

系，将阻碍高粱基因工程和基因功能组研究的发展。

植物再生体系的建立是利用植物愈伤组织获得

遗传转化植株的必要条件。在高梁组织培养中，植物

激素、培养基成份和培养过程中酚类物质积累等因

素对愈伤组织的诱导率和继代存活率都有很大的影

响(张明洲, 2002; Polumahanthi et al., 2015)。智能聪

(Zhinengcong, ZNC) 是一种宛氏拟青霉菌株 (Pae-

cilomyces variotii)的提取物，也是一种高效的植物免

疫诱抗剂，能够通过激活植物体内分子免疫系统并

调节植物的新陈代谢，从而增强植物抗病和抗逆能

力(邱德文等, 2014)。研究表明低浓度的 ZNC能够促

进水稻、玉米等作物植物根系的伸长和生物量的积

累，ZNC在促进植物生长方面与生长素或其类似物

具有相似的功能(Lu et al., 2019)。但目前，ZNC在高

粱中的应用研究还未见报道。

本研究以测序品种高粱品种 BTx623幼胚为外

植体材料，通过农杆菌介导法将抗草铵膦的 bar基因

导入高粱品种 BTx623基因组中，并通过筛选获得了

BTx623遗传转化抗性愈伤。通过在再生过程添加

ZNC促进其愈伤组织的再生，获得了高粱愈伤组织

再生植株，初步建立了高粱品种 BTx623的遗传转化

和再生体系，为高粱基因功能组和遗传育种工作的

开展奠定基础。

1结果与分析

1.1愈伤组织对不同浓度草铵膦的适应性

由于 Bar基因对草铵膦具有良好的抗性，但目

前 BTx623幼胚诱导的愈伤组织对草铵膦的适应浓

度尚不清楚。为了确定转化后草铵膦筛选所需的浓度，
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对其进行不同浓度草铵膦的敏感性试验。三次试验

结果表明(表 1)：经过 14 d的培养，当草铵膦浓度为

0时，愈伤组织均能存活；草铵膦浓度为 0.5 mg/L和

1.5 mg/L时的存活率分别为(40.00依5.44)%和(13.99依

5.03)%，当草铵膦浓度大于 2.5 mg/L时，愈伤组织均

不能正常生长。愈伤组织在不同浓度的草铵膦中生

长受到明显抑制，随着草铵膦浓度增大，愈伤组织褐

化死亡，存活率逐渐变小。当草铵膦浓度为 2.5 mg/L

和 5 mg/L时，愈伤组织不生长或在 5 d左右就全部

停止生长并褐化死亡，而在浓度为 0.5 mg/L或者

1.5 mg/L的时候虽然有少量愈伤存活，但愈伤多为水

渍状，质量差。因此在转化筛选过程中选择 1.5 mg/L

的草铵膦作为初筛浓度，选择 2.5 mg/L的草铵膦作

为复筛的最终浓度。

1.2农杆菌介导转化及抗性愈伤获得

探清高粱愈伤组织对草铵膦的筛选浓度以后，

为了建立 BTx623遗传转化体系，将处理好的高粱

BTx623 幼胚用带有 bar 基因的农杆菌 AGL1-pE-

GAD浸染液浸染(图 1)。在浸染液中添加表面活性剂

Silwet L-77 和 L- 谷氨酰胺(L-Glutamine, L-Gln)以

及共培养时添加硝酸银提高转化率。

经过在共培养 3 d (图 1d,图 1e)和静息培养 10 d

(图 1f,图 1g)之后，总共获得了 1 827个愈伤组织，幼

胚的平均诱导率达(96.04依0.53)%。将幼胚诱导的愈伤

组织转移到筛选培养基中，在草铵膦浓度为 1.5 mg/L

的筛选培养基培养 2周进行初筛，然后转移到草铵

膦浓度为 2.5 mg/L的筛选培养基中培养 2周进行复

筛。通过三次试验最终共获得 36个抗性愈伤，平均

转化率为 1.94依0.33% (图 1i,表 2)。提取抗性愈伤的

DNA进行 PCR阳性检测(图 2)，发现抗性愈伤 PCR

扩增条带和阳性对照相一致，而阴性对照未扩增出

条带，表明转化成功，证明所获抗性愈伤为阳性转

化愈伤。

1.3抗性愈伤分化及 BTx623愈伤再生

抗性愈伤的再生是遗传转化的关键步骤，为了

探索高粱品种 BTx623愈伤组织再生体系，将获得的

BTx623抗性愈伤接种在分化培养基上，经过 2周的

培养，在分化过程中，愈伤组织周围随着培养时间的

延长会分泌出酚类物质，使培养基变为褐色，而且愈

伤组织表面会长出很多丛状根，未能获得再生植株。

由于植物免疫诱抗剂 ZNC在水稻和玉米中具有促

进生长和生物量积累及促进吸收营养物质的作用，

因此推测 ZNC可能会对高粱抗性愈伤的生长和再

图 1幼胚的浸染转化和筛选

注: a:未成熟种子; b,c :幼胚; d:浸染 0天; e: 共培养 3天; f:

静息 5天; g:静息 10天; h:筛选 4周; i:抗性愈伤

Figure 1 Infection transformation and screening of immature em-

bryos

Note: a: Immature seeds; b, c: Immature embryos; d:0 days of im-

pregnation; e: Co-cultivate for 3 days; f: Resting for 5 days G:

Resting for 10 days; H: Screening for 4 weeks; I: Resistant callus

图 2 BTx623抗性愈伤的 PCR阳性检测

注: M: DL2 000 marker; BTx:抗性愈伤 DNA; PC:阳性对照;

NC:阴性对照

Figure 2 Positive amplification of BTx623 resistant callus

Note: M: DL2 000 marker; BTx: BTx623 resistant callus DNA;

PC: as a positive control; NC: as a negative control

生有促进作用。首先通过在分化培养基中添加不同

浓度的 ZNC，以观察 ZNC对 BTx623愈伤组织生长

和再生的影响。结果表明，在未添加 ZNC的培养基

中 BTx623愈伤组织产生较多丛生根(图 3A)；随着

培养基中 ZNC浓度的增加，丛状根的产生明显减

少，而在 ZNC浓度为 0.006 7 mg/L、0.01 mg/L和 0.02

mg/L的培养基中，有明显的绿色芽点产生(图 3A)。但在

ZNC 浓度为 0.01 mg/L和 0.02 mg/L的再生培养基

上，愈伤组织绿色芽点会逐渐褐化并死亡。因此，本

研究选择在 ZNC浓度为 0.0 067 mg/L的再生培养基

中继续再生培养。将愈伤组织放在 ZNC 浓度为

0.006 7 mg/L的再生培养基中，经过 21 d的光照培

养，最终获得了再生植株(图 3B)。
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本研究首先通过高粱品种 BTx623抗性愈伤对

不同浓度草铵膦的适应性试验，得到草铵膦浓度为

2.5 mg/L作为最佳筛选浓度。然后，通过农杆菌介导

转化的方法成功获得了 BTx623的抗性愈伤，且在再

生培养基中添加 ZNC成功获得了愈伤再生转化植

株。通过本研究基本建立了高粱品种 BTx623的遗传

转化再生体系，为高粱遗传育种和功能基因组学研

究提供了技术支持。

由于高粱具有较强的基因型依赖，不同是基因

型具有不同的遗传转化体系。目前，由于 Tx430和

P898012具有较好的再生能力，因此也是主要的高粱

遗传转化材料，而其他品种的遗传转化及再生较为

困难(Do and Zhang, 2015)。由于基因型不同于 Tx430

等其他基因型的高粱，使得传统的转化及再生方法

表 1草铵膦的杀伤性试验

Table 1 Lethal test of phosphoglyphosate

草铵膦浓度(mg/L)

Concentration of glyphosate (mg/L)

0.0

0.5

1.5

2.5

5.0

接种数

Number of Inoculation

46

45

42

36

41

存活数

Number of survivors

46

18

6

0

0

存活率(%)

Survival rate (%)

100.00依0.00

40.00依5.44

13.99依5.03

0.00依0.00

0.00依0.00

表 2 BTx623的诱导率和转化率

Table 2 Induction rate and transgenic rate of BTx623

批次

Batch

1

2

3

接种数

Number of Inoculation

704

557

642

总愈伤数

Number of callus

671

536

620

抗性愈伤数

Number of resistant callus

15

8

13

诱导率

Inductionrate

95.31%

96.23%

96.57%

转化率

Transformation rate

2.24%

1.49%

2.10%

图 3 BTx623再生体系建立

注: A:不同浓度 ZNC对高粱愈伤的影响; B:高粱 BTx623再

生植株的获得

Figure 3 Establishment of BTx623 regeneration system

Note: A: Effects of different concentrations of ZNC on sorghum

callus; B: Obtain of regenerated sorghum BTx623 plant

并不完全适用于 BTx623。高粱转化中农杆菌侵染引

起的植物坏死是一种普遍现象，通常控制的方法是

调整侵染时间、农杆菌浓度等方法。在本研究中，通

过在转化过程中添加 L- 半胱氨酸 (L-Cys)、L- 谷氨

酰胺(L-Gln)以及硝酸银，能够提高外植体抗氧化能

力，促进农杆菌转化，并减少农杆菌引起的植物组织

坏死。在愈伤培养及再生阶段，使用聚乙烯吡咯烷酮

(PVP)代替交联聚乙烯吡咯烷酮(PVPP)同样达到了

防止褐化的效果，PVP相比于 PVPP更易溶于水，而

且用量更少(Do et al., 2016)。而在共培养时，加入维

生素 C不但能抗氧化减少植物损失，还有助于减少褐

化。之前的研究中，高粱品种 BTx623未见有成熟遗

传转化体系的建立，在本研究中，高粱品种 BTx623

获得了(1.94依0.33)%的转化率。本研究的结果，也为高

粱其他基因型遗传转化体系的建立提供了新的思路。

在本研究中，当没有添加 ZNC时，高粱 BTx623

愈伤组织无法获得再生植株，愈伤组织周围长出许

多丛状根，其随着培养时间的延长，最终也未见有胚

性芽产生，说明愈伤组织可能缺乏分化及再生能力。

而添加了 ZNC的培养基，高粱愈伤组织周围丛状根

明显减少，并产生了绿色的芽点，说明 ZNC很可能

促进了高粱 BTx623抗性愈伤的胚性分化，为其再生

提供了可能。植物免疫诱抗剂宛氏拟青霉提物 ZNC

有着类似生长素的作用，本研究中 ZNC的有效浓度

为 0.006 7 mg/L，远低于生长素或其类似物的有效浓

度(1~2 mg/L)。由于 ZNC是一种混合物，因此推测高

粱 BTx623的分化与再生，很可能是由 ZNC中多种
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物质共同作用的结果，促进高粱 BTx623的生长和分

化(Lu et al., 2019)。因此，通过添加细菌或真菌的代

谢产物和提取物，打破常规激素的限制，将可能是未

来植物遗传转化和组织培养的新思路和新尝试。

3材料与方法

3.1试验材料

本试验所用高粱 BTx623种子来源于三峡大学

生物技术研究中心，并种植于三峡大学试验田，待其

开花前进行套袋，选取开花后 14 d的未成熟种子作

为试验材料。试验农杆菌菌株为 AGL1，所用质粒为

pEGAD (报告基因为 GFP,筛选基因为 bar)，均由三

峡大学生物技术研究中心提供。

3.2高粱未成熟种子处理

先将取下的高粱未成熟种子用自来水浸泡

20 min (加入几滴洗洁精)，流水冲洗 30 min，然后转

入无菌超净工作台，先用 75%的酒精灭菌 5 min，无

菌水洗涤 2次；0.1%升汞 (含 0.1%吐温 -20) 除菌

30 min，无菌水洗涤 3 次，无菌水洗涤 3 次(每次

5 min左右) (图 1a)。

3.3高粱愈伤的不同浓度草铵膦适应性试验

在超净工作台内，将处理后的未成熟种子放在

无菌滤纸上，用灭过菌的镊子和解剖针取出高粱幼

胚(图 1b,图 1c)，盾片朝上放入诱导培养基中(图 1c)

诱导 14 d。将诱导出的愈伤组织接种到含不同浓度

草铵膦的培养基上，25℃黑暗条件下培养 14 d，观察

纪录愈伤组织的生长情况。

3.4农杆菌的准备

取构建好的农杆菌AGL1-pEGAD (已于 -80℃保

存)在含利福平与卡那霉素各 50 mg/L的固体 LB培

养基平板上划线，于 28℃烘箱中培养两天，挑单菌落

于 LB液体培养基(含利福平与卡那霉素各 50 mg/L),

进行摇床培养(100 r/min, 28℃)，培养 8 h左右待其生

长至 OD600=0.4~0.7，4℃，5 000 r/min离心五分钟，弃

上清收集菌体，然后用 5 mL浸染培养基重新悬浮菌

体，之后转入 50 mL的浸染培养基中重新培养至

OD600=0.5用于浸染。

3.5农杆菌浸染尧共培养和静息除菌

在超净工作台内，将处理的未成熟种子放在无

菌滤纸上，用灭过菌的镊子和解剖针取出高粱幼胚

(图 1b,图 1c)。将高粱幼胚置于装有液体培养基的 50

mL EP管中，43℃水浴 3 min，25℃放置 2 min，接着

加入菌液浸染 10 min。取出幼胚，用灭菌的滤纸吸干

表面液体，将其盾片朝上放入共培养培养基中(图 1c,图

1d)。25℃黑暗条件下培养 3 d (图 1e)。共培养完后，将

幼胚从共培养基中取出, 然后用添加头孢的无菌水，震

荡清洗 3~5次，用无菌滤纸吸干水分再将其置于静息

培养基中，25℃黑暗条件下培养 10 d (图 1f,图 1g)。

3.6筛选和分化再生

取出共培养之后的幼胚，将其置于筛选培养基

上，25℃黑暗条件下培养 14 d。然后在高浓度草铵膦

筛选培养基上培养 14 d (图 1h)。筛选步骤完成后，将

获得的 BTx623抗性愈伤接种在继代培养基上。经过

14 d培养后，取部分抗性愈伤接种到生芽培养基上

进行分化培养，在温度为 25℃，光照:黑暗 =16:8 h条

件下再培养 14 d左右。当芽萌发且长至三片叶或四

片叶时，将其移入到生根培养基中进行生根培养，生

长条件与生芽相同。

3.7培养基配方和计算公式

培养基配方在前人研究基础上稍加改变(Do et al.,

2016)，在愈伤再生阶段的生芽培养基中添加 ZNC以

促进愈伤再生(表 3)。

B5有机(1000X)：肌醇：100 mg/mL；烟酸(b3):1.0

mg/mL；盐酸吡哆(b6):1.0 mg/mL；盐酸硫胺素 (b1):

10.0 mg/mL。

静息培养基需加入头孢 200 mg/L，筛选培养基

和再生培养基用于筛选时需加入草铵膦(2.5mg/L)。

计算公式为：

诱导率=(诱导出愈伤数/接种外植体数)伊100%

抗性率=(抗性愈伤数/诱导出愈伤数)伊100%
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