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摘要：【目的】为更好地研究石榴的基因功能，以白花玉石籽石榴为试材，构建出一种农杆菌介导的石榴遗

传转化体系。【方法】在已有的石榴组织培养体系的基础上，通过筛选不同外植体和优化激素组合，获得石

榴最佳再分化途径；探究农杆菌介导法中抗生素浓度、预培养时间、菌液浓度、侵染时间和抑菌剂浸洗时间

对白花玉石籽石榴遗传转化效率的影响。【结果】终质量浓度为 0.22 mg·L-1 6-BA和 0.60 mg·L-1 IBA的WPM

培养基能显著提高石榴外植体的再分化，其中嫩茎分化率达 96.30%±5.20%；50 mg·L-1卡那霉素和 200 mg·L-1

特美汀是筛选抗性芽的最佳浓度；白花玉石籽石榴遗传转化的最适组合为：预培养 3 d、菌液 OD600=0.8、侵

染 10 min、200 mg·L-1特美汀浸洗 15 min。最后，通过检测 GFP荧光，验证上述遗传转化体系所获得的植株，

阳性率为 26.00%。【结论】本研究成功建立了农杆菌介导的白花玉石籽石榴嫩茎遗传转化体系，为石榴基因

功能验证提供有力的技术支持。
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Abstract:【Objective】Pomegranate is favored among consumers because of its high economic,

nutritional and medicinal value. The rapid development of molecular biology has made genetic

transformation an important means for obtainment of excellent new germplasm of crops and for gene

function verification, as well as an effective supplement to traditional breeding. At present, the

genetic transformation system of pomegranate is incomplete, resulting in gene function research and

molecular breeding of pomegranate is lagged compared with other fruit trees. This experiment aims

to build a stable and efficient genetic transformation system of ‘Baihuayushizi’ pomegranate, with a

view to providing satisfactory technical support for gene function verification of pomegranate and

the improvement of its germplasm resources. 【 Methods 】 In this study, sterile seedlings of
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Baihuayushizi pomegranate were used. On the basis of the tissue culture system in the early stage,

the redifferentiation system of pomegranate and the concentration of kanamycin and timentin for

screening was screened, followed by a discussion on the related influencing factors of genetic

transformation such as pre-culture time, concentration of agrobacterium, infection time, and socking

time of antibacterial agents. Finally, the optimal genetic transformation system of Baihuayushizi

pomegranate mediated by agrobacterium was established.【Results】The addition of 0.22 mg·L-1

6-BA and 0.60 mg·L-1 IBA to the WPM medium significantly improves the redifferentiation of

pomegranate implants, which is manifested as higher differentiation rate of leaves and tender stems

compared to other treatment portfolios. The differentiation rates were 83.93%±2.52% and

96.30%±5.20%, respectively, the differentiation rate of tender stems increased by 14.74% compared

with that of leaves. In addition, tender stems with a high differentiation rate were used as the

receptor, and both induction rate and differentiation rate were significantly higher than other

treatment without addition of kanamycin. When kanamycin was 50 mg·L-1, the induction rate of the

callus of tender stem was reduced from 80.00% to 56.67%, and the differentiation of adventitious

buds was as weak as only 8.33%±0.02%. When kanamycin was >60 mg·L-1, the callus induced by

tender stem was severely browned or even died with a differentiation rate of 0, which indicates that

this concentration is not suitable for screening pomegranate seedlings transformed from tender stems.

When timentin was used as the antibacterial agent, if the concentration was 50 mg·L-1, the

differentiation rate of tender stems was the highest at 67.22%±0.03%, but the contamination rate of

the implant was also significantly higher than that of other treatment groups. When the concentration

of timentin was increased to 200 mg·L-1, while the growth of agrobacterium was basically inhibited,

the differentiation rate of tender stems and buds could reach more than 50%. Although 250~300

mg·L-1 timentin completely inhibited the growth of agrobacterium, the excessively high

concentration was also had a certain inhibitory effect on the growth of implants, and the

differentiation rate was less than 50%. In addition, the study on the four important factors of

agrobacterium-mediated genetic transformation of pomegranate has showed that the transformation

rate varies greatly among different treatment portfolios, and their effect on the genetic

transformation rate is manifested as follows: pre-culture time>concentration of

agrobacterium>infection time>socking time of antibacterial agents. Further single-factor analysis of

variance showed that the genetic transformation rate with pre-culture of 3 d was the highest at

19.33%, which was significantly higher than that of other treatment portfolios. When concentration

of agrobacterium OD600=0.7, the transformation rate was 12.17%, which was not much different

from that when OD600=0.6 and 0.8 but was significantly different from that when OD600=0.5. The

genetic conversion rate with 10 min infection and 15 min immersion in antibacterial agent was

higher than that of other treatments.【Conclusion】The addition of 0.22 mg·L-1 6-BA and 0.60 mg·L-1

IBA to the WPM medium significantly improves the redifferentiation of pomegranate implants, with

a differentiation rate of tender stems of 96.30%±5.20%. 50 mg·L-1 kanamycin and 200 mg·L-1

timentin are optimal for screening resistant bud. Pre-culture of 3 d, concentration of agrobacterium



OD600=0.8, 10 min infection time, and 15 min immersion in 200 mg·L-1 timentin are the most

suitable portfolio for genetic transformation of pomegranate. GFP fluorescence detection was

performed for verification on the plants obtained under the above-mentioned genetic transformation

system, and the positive plant acquisition rate was 26.00%. In this study, genetic transformation

system of tender stems agrobacterium-mediated pomegranate stems is successfully established,

laying the foundation for verifying pomegranate gene function.
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石榴（Punica granatum L.）是千屈菜科（Pomegranate）石榴属（Punica L.）植物，具有

较高营养、经济和医药价值的水果[1]。2021年我国石榴栽培面积（约 8.67万 hm2）和产量（约

130万 t）稳居世界首位[2]。目前，石榴产业在全球经济市场中逐渐兴起[3]，因经济效益显著，

已成为助力我国乡村振兴的特色产业[4]。然而石榴产业发展仍然存在效率低、品质劣等问题[5]。

目前关于石榴基因功能的研究局限于异源表达，包括拟南芥（Arabidopsis thaliana）[6]、番茄

（Solanum lycopersiconMill）[7]等植物，这在一定程度上导致石榴的基因功能研究和分子育种

进度相对落后，致使石榴产业高质量发展缓慢[8]。因此，建立白花玉石籽石榴遗传转化体系有

助于了解石榴基因功能，并为后续石榴遗传改良奠定基础[9]。

目前，由农杆菌介导的遗传转化较为常用，已在柑橘（Citrus reticulata Blanco）[10]、苹果

（Malus pumilaMill）[11]和梨（Pisum salivum）[12]等果树中得到运用[13-14]。但是，该方法在石

榴中的报道相对缺乏。赵玉洁[15]以石榴胚培苗的子叶、叶片、上下胚轴为外植体，经共培养

后，GUS瞬时表达率约 70.00%，建立了突尼斯软子石榴遗传转化体系；刘真真[16]利用胚培苗

的子叶和叶片为外植体，优化了突尼斯软籽和豫大籽石榴遗传转化体系，成功获得 5 株抗性

芽嫁接苗；吴亚君[17]和 Verma等[18]均以胚培养苗为试材，初步建立了石榴遗传转化体系。因

石榴许多品种为杂合体，种子的遗传背景不清晰，其有性后代会出现性状分离等现象，对基

因功能验证等相关研究有较大影响。因此，石榴遗传转化技术虽已开展了一些研究，但大多

以胚培苗为试材，无法更高效的为后续石榴基因功能验证及育种提供技术支持；同时石榴品

种不同其培养基、激素浓度等存在差异，导致建立的遗传转化体系适用于所有石榴品种相对

困难。针对上述现象，刘真真等[19]认为，建立高效稳定的再生体系是石榴遗传转化体系建立

的首要条件。

综上所述，目前尚未见关于以茎尖为试材，建立白花玉石籽石榴遗传转化体系的相关研

究。开展农杆菌介导的白花玉石籽石榴遗传转化技术，不仅可以解决多种问题，包括遗传转

化外植体材料要求多、遗传背景不清晰、转化困难等，也能够为石榴的基因功能研究提供良

好的技术支持。因此，本研究以白花玉石籽石榴茎尖脱毒获得的无菌苗为试材，拟在已建立

的组织培养体系的基础上[20]，通过优化石榴再分化体系、筛选卡那霉素（kanamycin，Kan）

和特美汀（timentin，TMT）浓度及并对预培养时间、菌液浓度、侵染时间、抑菌剂浸洗时间

等影响遗传转化的相关因素进行了探讨，以期建立稳定的石榴遗传转化体系，为后续石榴的



基因功能验证和种质资源改良提供良好的技术支撑。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 植物材料 白花玉石籽石榴材料由安徽省怀远县中以农业科技有限公司种质圃提供，茎

尖脱毒苗的获得参考 Qian等[20]方法。继代培养 2次后，用于本试验。

1.1.2 载体构建、农杆菌的获得及菌液制备 植物表达载体 pRI101-35S::GFP受赠于南京农业

大学，载体图谱如图 1 所示，带有卡那霉素抗性标签。利用同源重组的方法[21]将目的基因

PgCYP85A1 与 表 达 载 体 连 接 ， 获 得 重 组 质 粒 。 采 用 冻 融 法 [22] 将 重 组 质 粒

pRI101-35S::PgCYP85A1-GFP转具有 Ach5型背景的农杆菌感受态细胞 LBA4404（购自 Takara

（日本）公司）。农杆菌侵染液制备参考王民炎等[23]方法，待菌液 OD600为 0.5~0.8时，3 000

r·min-1、28 ℃条件下离心 5 min，收集菌体，用等体积的侵染液（WPM+30 g蔗糖+0.22 mg·L-1

6-BA+0.60 mg·L-1 IBA+0.1 mol·L-1乙酰丁香酮（Acetosyringone，AS）重悬菌体，室温孵育 2 h

备用。

图 1 pRI101-GFP载体结构示意图
Fig.1 Schematic diagram of pRI101-GFP carrier structure

1.2 试验方法

1.2.1 不同浓度的激素组合对石榴外植体再分化的影响 以无菌苗叶片和嫩茎作为外植体，分

别接种于含不同激素组合的WPM 培养基中（表 1）。外植体接种程序为：叶片剪成 0.50 cm

×0.50 cm 的小块，背面划口后接种于培养基上；嫩茎去除生长点后剪成 0.50 cm小节，接种

于培养基上。其中每个外植体为 1次试验重复，共计进行 12次重复。每一激素浓度和外植体

的组合为 1个试验组，共进行 48组平行试验。培养 35 d后观察记录并计算分化率。

分化率/%=分化出芽的外植体数/接种外植体数×100。



表 1 不同激素浓度组合对外植体分化率的影响

Table 1 Effects of different hormone concentration combinations on the differentiation rate
of explants

处理组合

Treated

combination

植物激素浓度

Plant hormone

concentration/(mg·L-1)

外植体

Explant

处理组合

Treated

combination

植物激素浓度

Plant hormone

concentration/(mg·L-1)

外植体

Explant

6-BA IBA 6-BA IBA

T1 0.18 0.40

叶片

Leaves

T25 0.18 0.40

嫩茎

Tender stems

T2 0.18 0.50 T26 0.18 0.50

T3 0.18 0.60 T27 0.18 0.60

T4 0.18 0.70 T28 0.18 0.70

T5 0.19 0.40 T29 0.19 0.40

T6 0.19 0.50 T30 0.19 0.50

T7 0.19 0.60 T31 0.19 0.60

T8 0.19 0.70 T32 0.19 0.70

T9 0.20 0.40 T33 0.20 0.40

T10 0.20 0.50 T34 0.20 0.50

T11 0.20 0.60 T35 0.20 0.60

T12 0.20 0.70 T36 0.20 0.70

T13 0.21 0.40 T37 0.21 0.40

T14 0.21 0.50 T38 0.21 0.50

T15 0.21 0.60 T39 0.21 0.60

T16 0.21 0.70 T40 0.21 0.70

T17 0.22 0.40 T41 0.22 0.40

T18 0.22 0.50 T42 0.22 0.50

T19 0.22 0.60 T43 0.22 0.60

T20 0.22 0.70 T44 0.22 0.70

T21 0.23 0.40 T45 0.23 0.40

T22 0.23 0.50 T46 0.23 0.50

T23 0.23 0.60 T47 0.23 0.60

T24 0.23 0.70 T48 0.23 0.70

1.2.2 Kan浓度的筛选 以 1.2.1节获得的分化率高的植物组织为外植体（下同）。将未经农杆

菌侵染的石榴外植体分别接种于含 0、30、40、50、60和 70 mg·L-1 Kan的分化培养基（1.2.1

节筛选的最佳激素浓度组合，下同）中，每个浓度处理接种 60个外植体，其中 10个外植体/

皿，重复 3次。35 d后统计不同处理中外植体分化率。

1.2.3 TMT浓度的筛选 将用农杆菌侵染（OD600=0.6~0.8）后的外植体接种至含 50、100、150、

200、250、300 mg·L-1共 6个质量浓度梯度 TMT的分化培养基中，每个浓度处理接种 60个外

植体，其中 10个外植体/皿。3次重复。35 d后统计外植体分化率及污染率，确定适宜的 TMT

浓度。



污染率/%=污染的外植体数/接种外植体数×100。

1.2.4不同遗传转化因子对农杆菌介导的白花玉石籽石榴遗传转化效率的影响 根据遗传转化

的基本步骤[24-25]，为了筛选白花玉石籽石榴遗传转化 4个转化因子的最佳水平，设置了预培养

时间（A）梯度为 1、2、3、4 d；设置农杆菌菌液 OD600（B）梯度为 0.5、0.6、0.7、0.8，将

预培养的外植体放入不同浓度的侵染液中；设置侵染时间（C）为 5、10、15、20 min，在不

同浓度的农杆菌侵染液中侵染固定时间；设置抑菌剂浸洗时间（D）梯度为 15、20、25、30 min，

将共培养结束后的外植体放入添加了 200 mg·L-1 TMT的无菌水中浸洗。按照 L16（45）进行四

因素四水平的正交试验设计，共 16个处理组合（表 2），每个处理组合均接种 50个外植体，

每组设 3次重复。

表 2 正交试验方案

Table 2 Orthogonal test design

处理组合

Treatment

combination

预培养时间（A）

Pre-culture time/d

菌液浓度（B）

Concentration of

agrobacterium

侵染时间（C）

Infection time/min

抑菌剂浸洗时间（D）

Soaking time of antibacterial

agents/min

1 1（1） 1（0.5） 1（5） 1（15）

2 1（1） 2（0.6） 2（10） 2（20）

3 1（1） 3（0.7） 3（15） 3（25）

4 1（1） 4（0.8） 4（20） 4（30）

5 2（2） 1（0.5） 2（10） 3（25）

6 2（2） 2（0.6） 1（5） 4（30）

7 2（2） 3（0.7） 4（20） 1（15）

8 2（2） 4（0.8） 3（15） 2（20）

9 3（3） 1（0.5） 3（15） 4（30）

10 3（3） 2（0.6） 4（20） 3（25）

11 3（3） 3（0.7） 1（5） 2（20）

12 3（3） 4（0.8） 2（10） 1（15）

13 4（4） 1（0.5） 4（20） 2（20）

14 4（4） 2（0.6） 3（15） 1（15）

15 4（4） 3（0.7） 2（10） 4（30）

16 4（4） 4（0.8） 1（5） 3（25）

1.2.5转基因植株的鉴定 培养 35 d后，待抗性芽长到 2~3 cm时，切下芽点置于生根培养基

中（添加 0.8 mg·L-1 IBA和 1.2.3、1.2.4节中最适 Kan、TMT浓度）培养成苗。将生根培养 35

d的抗性植株与未转化的植株，利用倒置荧光显微镜（Thermo Fisher Scientific，美国）观察根

系 GFP荧光，统计并记录荧光苗率。

荧光苗率/%=荧光苗数量/接种外植体数×100。



1.3 数据分析

采用 Excel 2019录入和整理数据，数据的统计与分析采用 SPSS 18.0软件进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 不同激素组合和外植体对石榴再生途径优化的影响

将石榴无菌苗叶片和嫩茎接种到含不同激素组合的WPM 培养基，培养 35 d后进行观察

和数据统计。由表 3可知，添加不同浓度 6-BA均可诱导嫩茎分化出芽，分化率呈先上升后下

降的趋势。当添加 0.22 mg·L-1 6-BA时，叶片和嫩茎的分化效果较好，与添加 0.50、0.60、0.70

mg·L-1 IBA配比组合后显著高于添加 0.40 mg·L-1 IBA 的激素组合；其中，IBA 为 0.60 mg·L-1

时，叶片和嫩茎的分化率最高，分别为 83.93%和 96.30%，嫩茎分化率较叶片提高了 14.74%

（图 2）。综合分析可得，石榴再生体系中不定芽分化最适外植体为嫩茎，分化培养基的最佳

激素配比组合为 0.22 mg·L-1 6-BA和 0.60 mg·L-1 IBA。



表 3 不同激素组合对外植体分化率的影响

Table 3 Effects of different hormone combinations on the differentiation rate of explants

外植体
Explant

处理组合
Treatment combination

叶片培养分化率
Differentiation rate of leaf/%

外植体
Explant

处理组合
Treatment combination

嫩茎培养分化率
Differentiation rate of tender stems/%

叶片
Leaves

T1 42.53±2.13 fg

嫩茎
Tender stems

T25 50.00±4.58 fg
T2 29.13±0.97 ij T26 37.10±13.91 gh
T3 50.50±7.01 de T27 48.10±13.94 fg
T4 38.83±2.43 g T28 44.40±0.00 fg
T5 36.97±1.10 gh T29 40.70±5.15 fgh
T6 44.40±3.47 efg T30 48.10±5.32 fg
T7 75.43±2.26 bc T31 86.83±2.53 abc
T8 29.67±0.97 ij T32 37.00±5.17 gf
T9 19.03±4.27 k T33 25.90±5.18 h
T10 31.23±4.28 hi T34 37.00±5.22 gh
T11 78.67±1.02 ab T35 92.60±5.20 ab
T12 69.13±8.46 c T36 77.80±9.13 c
T13 49.10±4.31 def T37 74.10±5.21 d
T14 69.20±1.04 c T38 66.70±9.12 de
T15 79.93±4.09 ab T39 85.20±2.58 abc
T16 77.23±3.71 ab T40 85.20±13.78 abc
T17 48.97±1.21 def T41 55.60±9.14 ef
T18 73.67±2.24 bc T42 87.10±2.64 abc
T19 83.93±2.52 a T43 96.30±5.20 a
T20 80.73±1.03 ab T44 88.90±0.00 abc
T21 51.90±2.62 d T45 57.40±6.90 ef
T22 37.73±4.78 gh T46 48.10±10.50 fg
T23 22.77±2.11 jk T47 25.90±5.23 h
T24 19.43±1.14 k T48 24.10±6.91 h

注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。下同。

Note: Different small letters indicate significant differences among treatments (p<0.05). The same below.



A.叶片分化的不定芽；B.嫩茎分化的不定芽。标尺=1 cm。下同。

A. Adventitious buds differentiated from leaves; B. Adventitious buds differentiated from tender stems. Bar=1 cm. The

same below.

图 2 不同外植体愈伤组织分化

Fig.2 Different explants callus differentiation

2.2不同浓度 Kan对石榴嫩茎分化的影响

将石榴无菌苗嫩茎（去生长点，不包含芽原基部分）接种到含不同浓度 Kan 的分化培养基中培养

35 d。表 4和图 3结果显示：不添加 Kan时愈伤组织分化的不定芽生长状况最佳，分别表现在嫩茎诱导

的愈伤组织为嫩绿色，不定芽的分化率达到 88.33%±0.03%，显著高于其他处理组合，分化能力旺盛；

随着 Kan浓度的增加，石榴嫩茎愈伤组织诱导率及分化率逐渐下降；当 Kan质量浓度为 50 mg·L-1时，

嫩茎愈伤组织诱导率由 80.00%降至 56.67%，且愈伤组织出现黄化现象，不定芽分化能力较弱；当 Kan

质量浓度增加至 60~70 mg·L-1时，对外植体毒害作用逐渐加重，表现为石榴嫩茎愈伤组织诱导率低至

30%以下，愈伤组织褐化严重甚至死亡，分化率为 0%。因此，采用 50 mg·L-1 Kan作为石榴嫩茎愈伤组

织分化的临界浓度进行转化苗的筛选。

表 4 不同 Kan浓度处理下外植体诱导率及分化率分析

Table4 Analysis of explants induction and differentiation rate under different Kan concentration

treatments

Kan浓度

Kan concentration/(mg·L-1)

接种数

Number of explants/n

诱导率

Inducing rate/%

分化率

Differentiation rate/%

0 60 96.67±0.04 a 88.33±0.03 a

30 60 81.66±0.02 b 41.66±0.02 b

40 60 80.00±0.00 b 23.33±0.02 c

50 60 56.67±0.06 c 8.33±0.02 d

60 60 23.33±0.02 d 0.00±0.00 e

70 60 3.33±0.00 e 0.00±0.00 e



A.0 mg·L-1Kan；B.30 mg·L-1 Kan；C.40 mg·L-1 Kan；D.50 mg·L-1 Kan；E.60 mg·L-1 Kan；F.70 mg·L-1 Kan。

图 3 不同 Kan浓度对外植体分化的影响

Fig.3 Effects of different Kan concentration on explants differentiation
2.3不同浓度 TMT对石榴嫩茎分化的影响

将农杆菌菌液侵染后的嫩茎接种于含不同 TMT 浓度的分化培养基 35 d 后发现：不同浓度的 TMT

均能够较好抑制农杆菌生长，但随着 TMT浓度的增加，石榴嫩茎分化率和污染率呈逐渐下降的趋势。

在 50 mg·L-1 TMT 处理下，嫩茎分化率最高为 67.22%±0.03%，但外植体污染率显著高于其他处理组；

当 TMT质量浓度增加至 200 mg·L-1时，在基本抑制农杆菌生长的同时，嫩茎不定芽分化率能达到 50%

以上；250~300 mg·L-1 TMT虽完全抑制了农杆菌的生长，但外植体分化率逐渐降低，表明 TMT浓度过

高会对芽点的生长造成一定的影响。因此综合考虑，选取 200 mg·L-1 TMT作为遗传转化的抑菌浓度。

表 5 不同 TMT浓度处理下外植体污染率及分化率分析

Table 5 Analysis of explants contamination and differentiation rate under different TMT

concentration treatments

TMT 浓度

TMT concentration/(mg·L-1)

接种数

Number of explants/n

污染率

Contamination rate/%

分化率

Differentiation rate/%

50 60 28.89±0.02 a 67.22±0.03 a

100 60 20.00±0.02 b 58.33±0.05 b

150 60 16.67±0.02 bc 54.44±0.02 b

200 60 12.22±0.02 c 52.78±0.03 b

250 60 0.00±0.00 d 41.67±0.02 c

300 60 0.00±0.00 d 36.67±0.04 c



2.4农杆菌介导石榴遗传转化条件的影响

方差分析结果表明，4个转化因子中预培养时间和菌液浓度对转化率有极显著影响，而侵染时间和

抑菌剂浸洗时间的影响不显著（表 6）。通过正交试验结果直观分析（表 7），在 16组不同水平处理的

转化因子组合试验中组合间差异显著：各处理组合转化率差异较大，极差结果看出预培养时间＞菌液浓

度＞侵染时间＞抑菌剂浸洗时间。比较均值发现转化率随着预培养时间和菌液浓度的增加呈“S形”曲

线上升（预培养时间的转化率均值依次为：9.67%、2.50%、19.33%、3.33%；菌液浓度的转化率均值依

次为 5.00%、7.83%、12.17%、9.83%），预培养时间 3 d和菌液 OD600=0.7时的转化率达到了最高值。

侵染时间和抑菌剂浸洗时间对转化率虽没有显著影响，但侵染 10 min和抑菌剂浸洗 15 min的转化率均

值高于其他处理水平。进一步的单因素方差分析和多重比较可知（表 8），不同预培养时间的转化率具

有显著差异，预培养 3 d的转化率与预培养 1 d、2 d 和 4 d 的转化率之间有显著性差异，预培养 1 d的

转化率与预培养 4 d的转化率之间没有显著差异；不同菌液浓度水平下 OD600=0.7的转化率与 OD600=0.6

和 0.8的转化率间差异不显著，与 OD600=0.5之间差异显著；侵染时间和抑菌剂浸洗时间各水平间差异

不显著。综合各因子试验结果得到农杆菌介导石榴嫩茎遗传转化的最佳转化因子组合是 A3B4C2D1（组

合 12），即预培养 3 d、菌液 OD600=0.8、侵染时间 10 min和抑菌剂浸洗时间 15 min为白花玉石籽石榴

遗传转化体系建立的最佳条件组合（图 4）。

表 6 4个转化因子组合转化率的方差分析

Table 6 Analysis of variance for conversion rate of four conversion factor combinations

注：**表示在 0.01水平上差异显著。

Note: **indicates a significant difference at the 0.01 level.

变异来源 Source of variation SS df MS F F0.05 F0.01

A 22 3 7.25 88.77** 3.29 5.42

B 3 3 1.11 13.59**

C 1 3 0.26 3.17

D 0 3 0.04 0.50

区组（Block） 0 2 0.04 0.50 4.54 8.68

试验误差（Test error） 1 15 0.08

总变异（Total variance） 31 29



表 7 4个转化因子组合正交试验分析

Table 7 Orthogonal test analysis of four transformation factors combination

处理组合

Treatment

combination

因素

Factor
接种数

Number of

explants/n

转化率

Transformation rate/%
A B C D

1 1（1） 1（0.5） 1（5） 1（15） 50 1.33 fg

2 1（1） 2（0.6） 2（10） 2（20） 50 7.33 d

3 1（1） 3（0.7） 3（15） 3（25） 50 16.67 c

4 1（1） 4（0.8） 4（20） 4（30） 50 13.33 c

5 2（2） 1（0.5） 2（10） 3（25） 50 2.00 efg

6 2（2） 2（0.6） 1（5） 4（30） 50 3.33 efg

7 2（2） 3（0.7） 4（20） 1（15） 50 4.67 def

8 2（2） 4（0.8） 3（15） 2（20） 50 0.00 g

9 3（3） 1（0.5） 3（15） 4（30） 50 14.00 c

10 3（3） 2（0.6） 4（20） 3（25） 50 15.33 c

11 3（3） 3（0.7） 1（5） 2（20） 50 22.00 b

12 3（3） 4（0.8） 2（10） 1（15） 50 26.00 a

13 4（4） 1（0.5） 4（20） 2（20） 50 2.67 efg

14 4（4） 2（0.6） 3（15） 1（15） 50 5.33 de

15 4（4） 3（0.7） 2（10） 4（30） 50 5.33 de

16 4（4） 4（0.8） 1（5） 3（25） 50 0.00 g

x̄1 9.67 5.00 6.67 9.33

x̄2 2.50 7.83 10.17 8.00

x̄3 19.33 12.17 9.00 8.50

x̄4 3.33 9.83 9.00 9.00

R 16.83 7.17 3.50 1.33



表 8 4个转化因子转化率的方差分析

Table 8 Analysis of variance for conversion rate of four transformation factors

转化因子

Transformation factors

遗传转化率均值

Mean genetic transformation rate/%

预培养时间

Pre-culture time/d

1 9.67 b

2 2.50 c

3 19.33 a

4 3.33 bc

菌液浓度

Concentration of

agrobacterium

0.5 5.00 b

0.6 7.83 ab

0.7 12.17 a

0.8 9.83 ab

侵染时间

Infection time/min

5 6.67 a

10 10.17 a

15 9.00 a

20 9.00 a

抑菌剂浸洗时间

Soaking time of antibacterial

agents/min

15 9.33 a

20 8.00 a

25 8.50 a

30 9.00 a

A.预培养 3 d；B.农杆菌侵染嫩茎；C.分化培养 10 d；D.愈伤组织表面出现芽点；E.不定芽形成植株；F.转移到生根培

养基的再生苗；G,H.炼苗与移栽。

A.Pre culture for 3 d; B.Agrobacterium infection of tender stems; C.Selective culture for 10 d; D.Bud points appeared on



the surface of callus; E.Adventitious buds form plants; F.Regenerated seedlings transferred to rooting medium;

G,H.Hardening and transplanting.

图 4 白花玉石籽石榴遗传转化流程

Fig.4 The genetic transformation process of Baihuayushizi pomegranate

2.5 石榴转基因植株的鉴定

通过荧光显微镜能够在特定波长的蓝色激发光源下，观察到 GFP在细胞中绿色荧光的表达情况。

本试验取筛选后的石榴健康植株根系为样本进行荧光显微镜检测（图 5）。经过统计，最优体系条件下，

接种 50株外植体，获得荧光苗 13株，可知其转化效率为 26.00%。

综上所述，所取样本的植株根系能检测到绿色荧光，即外源基因已被整合到石榴基因组中，且有较

高效、稳定的表达，其转化率可达 26.00%。

标尺=100 μm。Bar=100 μm.

图 5 GFP在转基因植株根系中的表达

Fig.5 The expression of GFP in the roots of transgenic plants

3 讨论

高效遗传转化体系是进行基因功能验证最直接、最广泛的方法。目前，石榴遗传转化体系的研究存

在不同品种差异较大、外植体遗传背景不清晰、转化率低等问题，其根本原因是石榴组织培养技术体系

建立的不完全。建立稳定、高效的再生体系，是遗传转化的关键环节[26]。通常石榴组织培养体系建立

不完全会出现材料褐化[27]和再生率低[28]等问题。本研究以此为切入点，在已克服外植体褐化问题，建

立石榴组织培养体系的基础上，优化外植体再生途径；进行筛选剂、抑菌剂的浓度确定；最后通过探究

预培养时间、菌液浓度、侵染时间等影响白花玉石籽石榴遗传转化的重要因子，得到遗传转化率为

26.00%。研究表明，红腺忍冬（Lonicera hypoglaucaMiq.）[29]遗传转化率最高为 8.56%；甜瓜（Cucumis



melo L.）[30]则仅为 6.70%；通过对柑橘[31]遗传转化体系进行优化，其转化率为 13.00%~36.00%。白城小

黑杨（Populus simonii×P. nigra ‘Baicheng’）[32]、万寿菊（Tagetes erecta）[33]等植物转化效率均低于 5.00%。

因此，本研究建立了相对完善的白花玉石籽石榴遗传转化体系，为后续石榴基因功能及调控研究、分子

育种等方向提供坚实的技术支撑。

不定芽的发生方式一般可以分为 2 种，即直接发生型和间接发生型[34]。直接发生型具有操作过程

简化且能够缩短育种周期。在研究白术（Atractylodes macrocephala）胚轴和胚根直接分化不定芽的再生

体系的过程中，梁玉玲等[35]发现采用间接发生型的方式获得植株，极容易出现褐变、体细胞变异等情

况，这与朱雅静等[36]对紫果西番莲（Passiflora edulis）子叶再生体系的建立结果相似，最终均采用了直

接发生型的方式获得不定芽。因此，本研究通过对石榴再生途径的优化，获得石榴最佳直接发生型的不

定芽诱导途径，在一定程度上避免了遗传转化过程中嵌合体的出现，提高了遗传转化率。本研究采用嫩

茎和叶片为外植体进行不定芽分化发现，嫩茎分化率显著高于叶片，分化率达 96.30%±5.20%。因此，

选用嫩茎为白花玉石籽石榴遗传转化体系的受体材料，为成功建立遗传转化体系奠定了基础。

遗传转化过程中，需要两种类型的抗生素，分别为转化受体材料的筛选剂及抑制农杆菌生长的抑菌

剂。因此，选择适宜的抗生素种类及浓度是遗传转化体系建立的重要环节[37]。Kan作为遗传转化中广泛

使用的抗生素，其浓度会对遗传转化效率产生关键影响。研究发现，添加 50 mg·L-1 Kan的筛选效果较

好，能稳定的进行石榴遗传转化，大岩桐（Sinningia speciosa Benth）[38]和甜椒（Capsicum annuum）[39]

遗传转化相关因素优化均证明 50 mg·L-1 Kan可提高遗传转化效率。在抑制农杆菌生长中，周赓等[40]关

于黄瓜（Cucumis sativus L.）对不同浓度 TMT 的抑菌作用研究表明，共培养后用脱菌处理可显著抑制

农杆菌的生长。本研究也发现，适宜的抑菌剂浓度有助于在植物分化和抑制农杆菌生长中找到平衡，从

而成功建立遗传转化体系。

预培养时间[41]、农杆菌浓度与侵染时间[42]及抑菌剂浸洗时间[43]是遗传转化研究中讨论较多的影响

因素。一般来讲，预培养时间过短，细胞未进入最佳分化阶段，外源基因的整合较少；时间过长，外植

体伤口会产生保护层，阻碍农杆菌与分裂细胞的接触。本研究以石榴嫩茎为受体材料，发现遗传转化过

程中预培养 3 d时转化率最高。本研究结果和赵玉洁[15]以突尼斯软子石榴子叶和叶片为受体材料建立遗

传转化体系得到的预培养时间一致；唐伶俐等[30]以甜瓜子叶为受体材料进行遗传转化研究中，表明子

叶进行 3 d预培养可明显提高转化率，这说明不同植物材料对预培养时间的要求基本一致。合适的菌液

浓度和最佳的侵染时间有利于提高转化效率，如果农杆菌菌液浓度过低或侵染时间过短，导致侵染后受

体内农杆菌含量过低，转化效果不理想；反之，会使农杆菌过量生长，不利于受体材料的恢复及脱菌困

难。本研究发现嫩茎侵染条件为菌液 OD600=0.8、侵染时间为 10 min，与李跃霞[44]以实生苗叶片为受体

材料进行遗传转化得到的最佳侵染时间相同，但菌液浓度差异较大，原因可能是进行遗传转化的石榴品

种不同、受体材料不同或受体材料来源不同造成结果有差异；郭利军等[45]以菠萝[Ananas comosus (L.)

Merr.]愈伤组织为受体材料进行遗传转化时侵染时间差异较大，分析其原因可能是外植体不同造成结果

有差异，愈伤组织作为外植体较难受到农杆菌的侵染，而导致试验结果有较大差异。研究发现，选择培

养前受体材料在抗生素中的浸洗时间对植物生长分化也有不同的影响，通过前期试验发现 200 mg·L-1

TMT对农杆菌的抑制作用比较明显，对受体材料的转化率影响较小。但共培养后植株会染菌，因此对



受体材料表面的农杆菌进行浸洗，能够避免因农杆菌脱菌困难造成遗传转化率低等问题，郭红艳等[43]

结果同样表明适宜的 TMT溶液浸洗时间能抑制农杆菌的生长，是外植体转化的关键，这一结论与本研

究结果相似。

4 结论

本研究以白花玉石籽石榴无菌苗为材料，对石榴再生体系中的外植体类型和激素组合进行了再优化，

筛选了适宜石榴嫩茎分化的 Kan、TMT浓度，并探究了影响农杆菌介导的白花玉石籽石榴嫩茎遗传转

化因子。结果表明，WPM培养基中加入 0.22 mg·L-1 6-BA和 0.60 mg·L-1 IBA能显著提高石榴外植体的

再分化，分化率达 96.00%以上；以分化率高的石榴嫩茎为受体材料，50 mg·L-1 Kan、200 mg·L-1 TMT

为筛选抗性芽的最佳浓度。白花玉石籽石榴嫩茎最适的遗传转化步骤为：（1）石榴嫩茎预培养 3 d后，

置于菌液 OD600=0.8中侵染 10 min，侵染后用无菌滤纸吸干菌液，接种于添加 0.1 mol·L-1AS的分化培

养基，于（25±2）℃条件下暗培养 2 d；（2）暗培养后，将嫩茎放入添加 200 mg·L-1 TMT的无菌水中

浸洗，浸洗后使用无菌滤纸吸干多余水分，接种于含添加 50 mg·L-1 Kan、200 mg·L-1 TMT 的分化培养

基中进行培养；（3）培养 35 d后，待抗性芽长到 2~3 cm时，切下芽点置于生根培养基中（WPM+0.8 mg·L-1

IBA+50 mg·L-1 Kan+200 mg·L-1 TMT）培养成苗。通过以上方法获得的植株通过 GFP荧光检测，阳性植

株获得率为 26.00%。综上所述，本研究成功建立了以嫩茎为受体材料的白花玉石籽石榴遗传转化体系，

为石榴基因功能验证和种质资源改良提供技术支撑和理论依据。
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