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RITFEN FREEEE AR

2|

1 SEE

ASCE T ARFFE N SR FEACBOR B s M R BT Brss, BRI, )
Qe & BEFAL. ARETR. R, B A5 AR
ASCAEE AT R A FARTEB AL H AL 3R A IR

2 MEMsIAxH

TN HSCA A B P 2 E s S AR R | R T A RRAR SCA e AN T 2 ) 2 L R A H IR 51 S A
A% H A B I RRASE F T A S ASvE H AR5 SO, o S CERFREITE eS80 EH A
A

GB/T 19495.7  BEREDR = A eloRE RO R 5 v

3 AIBMZEX

NHNARTE I E SE FH T A3
3.1

KITFHEMNS  agrobacterium mediation

I FH e o 5l A (1) 22 TR P PR R R, RSB 058 35 R] [ L A 4 L ) B 2% R R 5 P 2
RIHEA .
3.2

I=EEE1L  genetic transfofnation.

[F) 5 B8 YR 1) 25 DN A\ CSURE AT L (A RDNAD  # SR BN TR S4B HR I, I8 25181
IKFT7 T () 2 DR 7% i R

4 JRIE

AT B PR 5 S AT R R G 1 IR = A Fe A I A AL, P A I O L AT
1, i R IRE T SR A . DIRRIES BT IR D S A RE, M AR 1 A TR B
RiJF KL ([ T-DNA R #6129 B & B AE 2L I AL Re e, SEIEARAE T WA 32 400 J5 RIS 5 20 7 B0
AAT R IV K, (2 T-DNASE S H (95 K HE AR IEA0 I B & BRI AL, (AR TESRAG B PEIR

5 REMARK

51 {4

HLF KT (F§£0.0001 g+ 0.01 mg) « @iF TAEG . 7M. MwEEaRMd. BIRIRIKFE (-80°C) .
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52 H&R
Bl FARII. B TWEIEAR. 8. S0E . BRI, B

6 ik

6.1 BRAESIEME, FEHT oh AU BRI 9 70 M Al ik Gr AN 2K K B R 7K o BT iR PR B KA AR
(1L el /AMAFR (10 mL) 7% Jm e i K g Ja A8, AN EL e B K i (1 alGRE . 0.22 pm 855 8
B -

6.2 Wil AHERET. PRERBEE-LUKARRAREE. WERR S, KSR K SRS . TR, PUK
i R BB — KB IR A LKBRIEREE . /K G SALH . TR, WL, —IKEHMRM. RIS,
LN O =0 thIRAR G A . ShIRME I . MR H&MR. . HaEm. Y. 2, 4-D.
WEh®R . MR . NKERMEE. R RRER. LAPUER. b TR, Ak, KA. 4+
WRE . BEHER . R, ek, AT BREAK. H &=

7 EHE

7.1 MSIEFE
MSHEFREE R WKL, INZARKERZETL, FTTpH=5.856"55:90.

=1 MS EFEMY

5%z WwEW FRBOREE/ (g/L) g SR
T FR4 38
B it BRI Kt R 3.8/7.4
KEITUE B 20
TR 3.40
FoIKE S — K& EALES 6.6/8.8
g 3.1
STEREHRL V7K AR R4/ — K B FR 4 11.50/8.45
LIKBRER B 43
LR TR INIKEE AL 0.050 1000
LK R4 0.050
2015 BEEIT
T b 1.66
TIKEHRN 0.50
TR IR P4k 2.78
B RER 100
WG 2018 5l 3.73
SRR 1.0
ShERIL NS B 0.1
BSE Y JRER 0.1 100
HE®R 2.0
JillNiES 10.0
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7.2 EHEEERE
Bgr: V2KRETTER 15 gHENE, 2.6 glEEtke, MaAMKESEELL, M 1ipH=6.00~6.10.
7.3 HIEFIEFE

s MSE:FREE. 0.1 mg2, 4-D. 0.1 mglizsh & . 1.65 ghiifiREz . 1.0g/5 /KA & ALEE. 30 g% HE
2.6 gIVIHRERS, INZA/KERZETL, P HpH=5.85~5.95,

7.4 AGERIFESEFE

Bgr: MSE:FE%E. 0.1 mg2, 4-D. 0.1 mgliahz . 1.65 gl 1.0g/ /KA AEL. 30 &M
2.6 ghEWIlEiE, INZRMKERELL, W1pH=5.85~5.95. K& 5 IN50 mghifR KA K. 400 mgkHl

7.5 MRERSLERE

B MSERFRIE. 0.5 mgMIW TR 0.15 mgiiahz . 1.9 g . A0 gF &M% 0.5 g RA&MEI%
30 gHI A M 2.6 glEMEEE, AWK ERZELL, WHpH=5.90~5.95

7.6 HERBEFE
Bgr: 12MS$EFREE 15 gHIE S 2.6 glEVIBEEL, IAROKER 1L, W TpH=5.90~5.95,
7.7 YEP BE{fiEHE

Ay 5 g/FPIRE . 10 gFERHZEY). 5 SN, 10 gB BN 50 mgRI4EF 50 mehi iR+ A%
K, MEMBKERZLL, TpH=6.50~7.00,

7.8 YEP i&iIFIEFE

BAy: 5 IR E . 10 gl BHEIAD o5 ¢F A, 50 mgRI4EF. 50 mghifR KA 2, MK
ERZELL, W TipH=6.50~7.00-

7.9 REGEFE
e 5 gl PRy SgE . 0.1 g b/KAIREREE . 0.25 gl 8. S gH & EE. 1.0 gH &,
TNFREACE R 21 1, W FipH=5.80~5.85.

8 FTHEHEIESF

8.1 M
8. 1.1 WORMMRAEM T2 £ KR, HlEEmRIN X RIMEG, HEB T /RGFRIRERLHE .
b1

8.1.2 {EEE TAEG b, BREFFRLfg R R, RIBRRAEF R, B2 KEFEFMT, H0.1%%
7RI 8 min~ 10 min.

8.1.3 FHLH/KBIFRIMENRIRE, B KW EMMTET 56 LH R RN (BN
FOMETL S Ki~6 FifpT) , MAEEFRFES, 1E26°C~28 °C NIEHEFE, fFfe K.

8.2 HEIEF
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IRl d~2 dJadEATERET, KA K M IAARSE AN TE T B IR R, £E26 °C~28 °CRI R, Wi S
F5d~6d, frghi PR KE6 cm~7 cm, BIAEATRATH RS,

9 RIEFIE

9.1 MEARIRVKAE R E A A B R PR W, R IRAE S MNP E (YR B i ik i iy
SR R B ¥ YEP [EfARE R 5AR ERIZER 7%, THRIGIRM 26 °C~28 °C%& M M 7% 2 d~3 d.
9.2 PRk IES] YEP AR A, 26 °C~28 °C% M T, ¥ 12h~16h.

9.3 BHEBBANBELE T, 4°CE&MHT, 6000 rpm, B0 5 min~8 min, FIf EiEW, R,
9.4 HRPEMRIFRIEEZHEAE, £ 0D600 EHZE 0.5~1.0, 4 °CHRIFEHH .

10 ERHAL

10.1 TER TR LLIE

P8BS T8 2 4l w1 W S AR AR 3 %% 1.0 em, - TR TR T IR D3/%0.5, cmi<= 0.8 em T B, R U1 B
RA7E 2 o
10.2 RIFERF

10. 2.1 HURMEERE R TRIGER R, 26 °CA282CK T, B TRIKIEZGIEWL.
10.2.2 ¥UIBEBEEFEm T, FAAEGE AR EE WSS min~8 min, HARIERESHIR G5,
10.2.3 RSB TR IB, FEE BRI RE R, ERFR IR T

10.3 HiIEF

FEUIBCRIRS TA, B Re 3 A R IRAR I SL s 7R 55 95 38 b, A3 BN WA a8 N % fih 1) C B 4k . 7
REFRAh20 °C~22 °CkF T, HEEE 7236 M-48 ho

10.4 EBEEF

i TEEACKH NIRRT 18, FCE IR R K Sy, ¥ IR 2 51650 mg/LEER K&
.\ 400 mg/Lk TR PR @G A LUE S HE IR b, BUE MR YR 55 B Ak P AR 2 T A 7 o i DR AT
XN [ BT 7, EEE RAA26°C~28 °C4E T, 16 Wt lE/8 hitg 15 9%, R385 B 1500 Lx~2000 Lx,
20 d~30 d4kfRE; R -1k

10.5 SHIFES

10.5. 1.1 {EMIE TAES, FEETHCT W5 P i B is 19R 2 a3 i 4 21

10.5.1.2 FrAGHLAKERFERD, BEEGAL TR P4l 1%,

10.5.1.3 4§28 d Bk . ANKBLIR IR @AY, HEEEGHSUMR TR, 75 26°C~
28 °C, JGMESRE BN 1500 Lx~2000 Lx, 16 h JGlE/8 h BEE 7244 E T, #BHAT4RCIE 77,

11 HERIEH

B EGHLR S BT R B ARE TR, BT AR SR AE N AR 7R N SRR, 85984
1725 °C~28 °C, JGEHESEEE BN 1500 Lx~2000 Lx, 16 hyaHE/8 hifg%3520 d~30 d.
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12 BEBH

12.1 1&HE

TR TR E O, #4626 °C~28 °C, JGMREEZ 5 A1500 Lx~3000 Lx, 16 h)t:[#/8 hitk £ 7= 5614
N, 2 d~3d.

12.2 ZERABER

12. 2.1 EFEWRAEKEE YT, HIER KR E RS FRE, K 7d 54, & 2d~3d #—RK.
12.2.2 Bk T E s, MERE R RIE, EMBK, MWHSE M 7d~14d.

13 BrERERN

13.1 PCR #/ t&4&:m

13.1.1 % GB/T 19495.7 KR E X G ie AT #iE, SR A PCR ARG /5 v B84 T H A 2L RIS
13.1.2 fFEAMAHEKE 7 7 ~8 Fite, B2 B ~3 A H-F U K 44, DNAS 6 H 1) 5& K317 PCR §14,
P st g R KA, Ui H A5 R R N AL R e

13.2 IEZIMERM

13.2.1 M — WL IR IR VA TR B A T A ZARP Al Fr s 10 d SR LSRRI 25 0L o
13.2.2 W HEARFEIERINRAE K2 i DR 2R TR AR T2 45 24 35 S N, e 5 DR R AE AR (S A
W U R A R 2, (E DR IR AR AT . U 3 PR e AR AE AR AR T D 3Rk




	目  次
	前  言
	农杆菌介导棉花遗传转化技术规程
	1 范围
	2 规范性引用文件
	3 术语和定义
	4 原理
	5 设备和用具
	5.1 仪器
	5.2 用具

	6 试剂
	6.1 除非另有规定，在分析中仅使用确认为分析纯的试剂和蒸馏水或无菌水。所有试剂溶液宜大体积（1 L）配制、
	6.2 试剂：硝酸钾、硫酸镁或七水合硫酸镁、磷酸二氢钾、无水氯化钙或二水合氯化钙、硼酸、四水硫酸锰或一水硫酸

	7 培养基
	7.1 MS培养基
	7.2 无菌苗培养基
	7.3 共培养培养基
	7.4 愈伤组织诱导培养基
	7.5 愈伤组织分化培养基
	7.6 生根培养基
	7.7 YEP固体培养基
	7.8 YEP液体培养基
	7.9 侵染液培养基

	8 无菌苗培养
	8.1 种子处理
	8.1.1 收获的棉花种子经轧花脱去长绒，用适量硫酸脱去表面短绒后，用去离子水洗净表面硫酸残留，将种子晾干。
	8.1.2 在超净工作台上，挑选籽粒健康饱满的种子，剥除坚硬种皮，移至灭菌的培养瓶中，用0.1%氯化汞浸泡8 m
	8.1.3 使用无菌水洗净表面氯化汞残留，将灭菌后的种子置于含有无菌苗培养基的培养瓶中（每个培养瓶宜放5粒～6粒

	8.2 幼苗培养

	9 侵染液制备
	9.1 从超低温冰箱中取出带有目的基因的农杆菌菌液，将菌液在含相应抗生素（根据构建的载体所带的抗性基因选择）
	9.2 挑选单菌落到YEP液体培养基中，26 ℃～28 ℃条件下，扩繁12 h～16 h。
	9.3 将菌液移入离心管中，4 ℃条件下，6000 rpm，离心5 min～8 min，倒掉上清液，收集菌体
	9.4 用侵染液培养基重悬菌体，使OD600值至0.5～1.0，4 ℃保存备用。

	10 遗传转化
	10.1 下胚轴预处理
	10.2 农杆菌浸染
	10.2.1 取农杆菌菌液溶解于侵染液培养基中，26 ℃～28 ℃条件下，置于摇床振荡活化。
	10.2.2 将切段移至培养瓶中，用处理后的农杆菌菌液侵染5 min～8 min，期间轻微晃动使侵染均匀。
	10.2.3 侵染后用镊子取出切段，用无菌滤纸吸掉多余菌液，在培养皿中晾干。

	10.3 共培养
	10.4 选择培养
	10.5 分化诱导
	10.5.1.1 在超净工作台，用镊子取下胚轴两端疏松的淡黄或白色愈伤组织。
	10.5.1.2 待愈伤组织长至指甲盖大小，移至愈伤组织分化培养基上继续诱导培养。
	10.5.1.3 每28 d挑选淡黄色、小米粒状的胚性愈伤组织，转接至愈伤组织分化培养基上，在26 ℃～28 ℃，光照


	11 生根培养
	12 炼苗移栽
	12.1 炼苗
	12.2 室内移栽
	12.2.1 选择根系生长健壮的幼苗，用无菌水洗净附着的培养基，水培7 d左右，每2 d～3 d换一次水。
	12.2.2 将幼苗移栽于营养钵中，放在温室中培养，定期浇水，遮阴缓苗7 d～14 d。


	13 目的基因检测
	13.1 PCR扩增检测
	13.1.1 按GB/T 19495.7的规定对幼苗进行抽样，采用PCR检测方法对幼苗进行目标基因检测。
	13.1.2 待转化苗长出7片～8片叶时，取2片～3片叶提取基因组DNA，对目的基因进行PCR扩增，扩增结果有目的

	13.2 抗生素抗性检测
	13.2.1 使用一定浓度的卡那霉素溶液或其他抗生素涂抹棉花叶片，10 d后观察棉花的药害情况。
	13.2.2 对照非转基因棉花的老叶出现退绿、新叶萎缩畸形等药害反应，转基因棉花植株仅有个别新生叶片出现轻度萎缩的




