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摘要 MicroTom 番茄(Solanum lycopersicum cv. ‘MicroTom’)是一种矮化模式植物, 因其具

有较短的生命周期和清晰的遗传背景而广泛应用于植物基因功能研究。传统基于组培的

MicroTom 番茄遗传转化技术存在效率低、转化周期长及操作复杂等缺陷, 限制了该体系的

应用。该研究以 2 周龄 MicroTom 实生苗为材料, 在切除顶端子叶与真叶后, 用根癌农杆菌

(Agrobacterium tumefaciens)菌液浸润下胚轴切口并诱导再生芽, 成功构建了一套高效的

MicroTom 番茄非组培遗传转化体系。结果显示, 切口处再生芽阳性率为 28.6%, 4–5 个月即

可收获 T0代番茄种子, T1代植株中外源基因表达比例达 73.5%。与传统组培遗传转化体系

相比, 该 MicroTom 番茄非组培转化体系转化效率显著提高, 转化时间短且操作流程简捷, 

为番茄果实性状基因功能解析提供了高效的技术平台, 同时对加快番茄分子育种进程具有

重要实践意义。 
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自 Barton 等(1983)首次利用根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)介导法获得转基

因烟草(Nicotiana tabacum)以来, 遗传转化技术已广泛应用于作物种质改良、药物研发、工

业原料生产及植物生长发育调控和代谢途径解析等领域 (Bailey-Serres et al., 2019; 

Anjanappa and Gruissem, 2021; Chu and Agapito-Tenfen, 2022; Fan et al., 2025)。常用

的植物遗传转化方法主要包括根癌(发根)农杆菌介导的载体转化系统、化学或物理方法介导

的直接转化系统及以花粉管通道法为代表的种质转化系统(李君等, 2011; Anjanappa and 

Gruissem, 2021; Chu and Agapito-Tenfen, 2022; 胡丹玲和孙永伟, 2024; Cao et al., 2025)。

其中农杆菌介导的遗传转化法因操作简单、成本低且转化效率高而应用最为广泛。 

目前大部分植物的遗传转化依赖组织培养技术, 通过将外源基因导入受体细胞, 诱导

含外源基因的细胞形成分生组织, 进而再分化形成再生苗。但这种遗传转化方法对无菌环境

和无菌操作技术要求较高, 且存在抗性植株再生和鉴定困难、转化效率低及操作周期长等问

题(张庆祝和韩天富, 2004; Lu et al., 2024)。此外, 在组培过程中由于使用高浓度的植物生

长调节剂, 再生或转基因植株容易发生未知的基因组改变(Phillips et al., 1994)。这使得传统

组织培养体系在遗传转化过程中存在非目标性状突变的缺陷, 进而成为制约植物遗传转化

效率与转化株系稳定性的关键因素。 

近年来, 科研人员开发出多种无需组织培养操作, 即可获得稳定遗传的转基因和基因

编辑植物(Belanger et al., 2024; Wu et al., 2024)。其中, 应用较为广泛的转化方法是花粉管

介导的遗传转化法、病毒侵染法及纳米材料递送技术等(Belanger et al., 2024), 但这些方法

仍存在物种适用性有限及转化效率不稳定等缺点。开发不依赖组织培养的快速高效遗传转化

体系, 不仅是植物遗传转化的必然趋势, 也为作物分子育种和基因功能研究提供有力的方

法保障。 

番茄(Solanum lycopersicum)因具有独特的风味和高营养价值而成为全球种植面积最
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广泛的园艺作物之一, 也是人类膳食的重要来源(Li et al., 2020; Lu and Zhu, 2022)。

MicroTom 是一种微型矮化番茄品种, 具有生命周期短、遗传背景清晰、转化效率高等特点, 

是研究基因功能的模式番茄品种之一, 被广泛应用于果实发育调控、次生代谢物积累及植物

-微生物互作机制等研究(Dan et al., 2007; 刘小花等, 2008; Li et al., 2020; Xue et al., 2023)。

此外, MicroTom 植株矮小, 适合高密度种植, 能够显著提高单位面积的空间利用效率。 

传统的 MicroTom 番茄遗传转化主要包括种子(芽和叶等)外植体消毒、在无菌条件下诱

导种子萌发或再生外植体、新生子叶或外植体预培养、与农杆菌共培养、筛选培养(长芽)、

生根及移栽等过程(Dan et al., 2006; Cruz-Mendivil et al., 2011; Guo et al., 2012; Khuong 

et al., 2013; Toth et al., 2022; Ahmed et al., 2023)。整个遗传转化过程复杂繁琐且需无菌操

作, 转化周期相对较长。本研究以番茄 MicroTom 种子萌发的幼苗为材料, 通过根癌农杆菌

介导, 建立了快速、高效且稳定的非组培遗传转化体系, 以期为开展果实性状相关的基因功

能研究和加快遗传育种进程奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及培养 

植物材料 MicroTom 番茄(Solanum lycopersicum cv. ‘MicroTom’)种子由本实验室保存。遗

传转化所用的根癌农杆菌菌株为 GV3101, 过表达载体为 pCY-H05251, 载体 T-DNA 区段

如图 1 所示。T-DNA 区域携带潮霉素 B 磷酸转移酶(Hygromycin B phosphotransferase, 

HygR)抗性基因 , 以及融合增强型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein, 

EGFP)报告基因的蓝莓 VcDAD2 基因。 

将 MicroTom 种子置于带滤纸的培养皿中, 加适量自来水润湿滤纸(图 2A), 置于黑暗条

件下培养至胚根萌发。将胚根萌发后的种子(图 2B)移栽至装有混合基质(泥炭土:蛭石:珍珠岩

=3:1:1, v/v/v)的小钵中, 放入光照培养箱培养, 培养条件为光周期为 16 小时光照/8 小时黑

暗, 温度(22±1)°C, 相对湿度为 70%。 

 

图 1  VcDAD2-EGFP 基因过表达载体 T-DNA 区示意图 

Figure 1  Schematic diagram of the T-DNA region of the binary vector pCY-H05251-VcDAD2-EGFP 

1.2  试剂与耗材 

实验所用试剂十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、三(羟甲基)氨基甲烷

(Tris)、乙二胺四乙酸(EDTA)、表面活性剂 Silwet L-77、潮霉素 B (hygromycin B, Hyg)、卡

那霉素(kanamycin, Kan)、利福平(Rifampicin, Rif)和 MS 培养基购自北京酷来搏有限公司。

蛋白胨、酵母提取物和乙酰丁香酮购自杭州昊鑫生物科技有限公司。2×TaqMaster Mix、反

转录试剂盒 HiScript III 1st Strand cDNA Synthesis Kit (+gDNA wiper)和实时荧光定量 PCR 

(qRT-PCR)试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司。蔗糖、氯化钠、乙酸钠、乙酸钾和三

氯甲烷等购自国药集团化学试剂有限公司。滤纸和无菌注射器等购自金华医药有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  根癌农杆菌侵染液制备 

将携带VcDAD2-EGFP过表达载体的根癌农杆菌GV3101 在含有 25 mg∙L–1 Rif和 50 mg∙L–

1 Kan 的 YEP 固体培养基上划线, 倒置并于 28°C 恒温暗培养 2 天。挑取单菌落接种于含相

应抗生素的 YEP 液体培养基中, 于 28°C 下 200 r∙min–1振荡培养 12 小时, 再次按 1:100 比

例扩摇菌液 8–10 小时。离心后收集得到的菌体用 MS 液体培养基(含 30 g∙L–1 蔗糖、300 



µmol∙L–1乙酰丁香酮和 0.5‰ Silwet L-77)重悬, 并调节菌液 OD600值为 0.6, 暗处静置 2 小

时备用。 

1.3.2  非组培遗传转化操作流程 

将 MicroTom 实生苗培养至 2 片真叶展开(2 周龄, 图 2C), 使用洁净刀片在子叶下方 0.5 cm

处水平切断, 保留基质上方 1.0–1.5 cm 下胚轴(图 2D)。将切断处理后的下胚轴置于光照培

养箱中预培养 2 天。随后将短截尖部的 200 μL 移液枪吸头轻柔套接于下胚轴(图 2E), 用 1 

mL 无菌注射器吸取根癌农杆菌侵染液, 从枪头尖端缓速注入菌液, 使菌液充分浸润切口断

面 10 分钟(图 2F)。侵染处理后的下胚轴转入黑暗条件下共培养 2 天(图 2G)。为提高转化效

率, 共培养 2 天后, 再次用侵染液浸润切口断面。再次共培养 3 天后, 将幼苗移入透明罩内, 

置于光照培养箱中培养, 每日定时喷雾保湿(图 2H)。 

第2次农杆菌菌液侵染处理约45天后, 统计下胚轴芽再生情况。当芽体长度大于0.5 cm

时判定为有效再生芽。对产生多个分枝的植株进行多芽率统计。 

再生率=(再生芽数/总处理植株数)×100%; 

多芽率=(再生≥2 个芽的植株数/总再生芽数)×100%。 

1.3.3  PCR 扩增鉴定 

利用 CTAB 法(熊发前等, 2019)提取番茄叶片基因组 DNA, 以外源 VcDAD2 基因特异引物

(VcDAD2-F: 5'-ATGGGTCAGCCCCTACTGGA-3'; VcDAD2-R: 5'-CCGTGGAAGGTGTC 

GCCGTA-3'; 预期扩增长度798 bp)进行PCR扩增鉴定; 通过扩增农杆菌染色体ChvA基因

(Chromosomal virulence gene, Genbank No: AM24198.1) (ChvA-F: 5'-TCCATCAGCAAC 

GTGTCGGTGCT-3'; ChvA-R: 5'-GTGGAAAGGCGGTGAGCGATGAT-3'; 预期扩增长度

898 bp)片段检测阳性植株农杆菌残留污染情况。PCR 反应总体积 10 μL, 包含 5 μL 

2×TaqMaster Mix, 10 µmol∙L–1上下游引物各 0.5 μL, 200 ng gDNA 模板, 用 ddH2O 补足至

终体积。PCR 反应程序: 95°C 预变性 4 分钟; 95°C 变性 30 秒, 62/60°C 退火 30 秒, 72°C 延

伸 60 秒, 35 个循环; 72°C 终延伸 10 分钟。取 5 μL 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测, 根

据目的条带确认阳性植株及根癌农杆菌在植株上的污染情况。 

转化率=(VcDAD2 基因扩增呈阳性植株数/总再生植株数)×100%; 

农杆菌残留率=(ChvA 片段扩增呈阳性植株数/总再生植株数)×100%。 

1.3.4  实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)鉴定外源基因相对表达水平 

利用改良CTAB 法(余柯达等, 2016)提取番茄叶片总RNA, 使用反转录试剂盒合成 cDNA 一

链, 应用 qRT-PCR 技术检测外源基因 VcDAD2 的相对表达水平。VcDAD2 基因定量引物为

VcDAD2-RT-F: 5'-GGCGGAACACGGTGGAGATGCT-3'; VcDAD2-RT-R: 5'-ACCGTGGA 

AGGTGTCGCCGTAG-3', 以SlActin 基因为内参(SlActin-RT-F: 5'-TGGCTCCAAGCAGCA 

TGAAA-3'; SlActin-RT-R: 5'-TGTGCTGAGGGATGCAAGAATG-3')。qRT-PCR 反应体系总

体积 10 μL, 包含 5 μL 2×qPCR Master Mix, 10 µmol∙L–1上下游引物各 0.5 μL, 200 ng 

cDNA 模板, 用 ddH2O 补足至终体积。qRT-PCR 反应程序: 95°C 预变性 4 分钟; 95°C 变性

30秒, 60°C退火30秒, 72°C延伸 20秒, 40个循环。每个样品设置 4个技术重复。采用2-ΔΔCT

法(Livak and Schmittgen, 2001)计算外源基因相对表达水平。 

1.3.5  EGFP 荧光可视化 

取 T1代转基因植株幼根或叶组织, 以野生型非转基因植株为阴性对照。样品经 PBS 缓冲液

清洗后置于载玻片上, 使用激光扫描共聚焦显微镜(LSM880, Zeiss, 德国)检测 EGFP 荧光

信号。激发光波长设为 488 nm, 发射光波长为 509 nm, 并使用 ZEN 软件采集图像。 

T1代植株 EGFP 荧光阳性率=(显示 EGFP 荧光信号的植株数/检测植株数)×100%。 



1.3.6  数据处理与分析 

所有实验数据均包含3次以上生物学重复, 数据表示为平均值±标准差。数据分析使用SPSS 

Statistics 21.0 软件, 并用 OriginPro 2022 软件绘图。组间差异显著性分析采用双尾独立样

本 t 检验, 差异显著性判定标准为*表示 P<0.05, **表示 P<0.01。 

2  结果与分析 

2.1  非组培侵染法转化 MicroTom 番茄操作流程 

当 MicroTom 番茄幼苗长出 2 片真叶时(图 2C), 选择下胚轴直径大于 1.5 mm 的幼苗进行去

顶处理(图 2D), 预培养 2 天后应用根癌农杆菌菌液侵染下胚轴(图 2F)。为提高转化效率, 本

研究用根癌农杆菌重复侵染下胚轴 1 次。侵染处理后, 将下胚轴置于透明罩中维持空气湿度, 

促进愈伤组织形成和芽再生(图 2H)。侵染后 10–14 天, 下胚轴切口处开始膨大, 形成愈伤组

织团(图 2I, J)。20 天后, 愈伤组织处萌发再生芽(图 2K–P)。 

 

图 2 MicroTom 番茄非组培快速遗传转化流程 

(A) 播种; (B) 播种 3 天后种子萌发, 胚根突破种皮; (C) 移栽后 14 天的幼苗; (D) 去除幼苗顶端子叶和真

叶, 保留基质上方 1.0–1.5 cm 下胚轴; (E) 向下胚轴套接移液枪头; (F) 通过移液枪头, 根癌农杆菌菌液侵

染下胚轴 10 分钟; (G) 共培养(暗处理); (H) 透明罩保湿; (I) 侵染 10 天后, 下胚轴切口处膨大; (J) 侵染 14

天后, 切口处开始形成愈伤组织团; (K) 侵染 20 天后, 愈伤组织团分化出再生芽; (L) 侵染 24 天后, 1 个或

多个芽再生; (M) 侵染 35天的幼苗; (N) 侵染60天的幼苗; (O) 再生的冗余芽; (P) 去除非转基因芽; (Q) 阳

性植株开花。Bars=1 cm 

Figure 2  in planta rapid and stable genetic transformation procedures for MicroTom tomato 

(A) Sowing; (B) Seeds germination at 3 d after sowing, with radicle emergence from seed coats; (C) 

Seedlings at 14 d after transplanting; (D) Removal of apical cotyledons and true leaves, retaining 1.0–1.5 



cm of hypocotyls; (E) Hypocotyls with pipette tips; (F) Hypocotyls inoculation via pipette tips using 

Agrobacterium tumefaciens suspension for 10 min; (G) Co-cultivation (dark incubation); (H) Humidity 

maintenance under a transparent cover; (I) Hypocotyl swelling at 10 days post inoculation (dpi); (J) 

Callus information at 14 dpi; (K) Shoot differentiation from callus at 20 dpi; (L) Shoot regeneration at 24 

dpi; (M) Shoot growth at 35 dpi; (N) Shoot growth at 60 dpi; (O) Adventitious shoot regeneration; (P) 

Removal of non-transgenic shoots; (Q) Flowering of positive lines. Bars=1 cm 

应用上述方法, 发现约 88%的 MicroTom 下胚轴可再生幼芽(表 1)。值得注意的是, 58.2%

的再生位点呈现多芽现象(图 2L–P), 这与 Yang 等(2024)报道的番茄创伤细胞多能性激活机

制相吻合。为加速阳性再生芽的生长, 可在侵染处理 45 天左右去除愈伤组织部位冗余的非

转基因再生芽或枝条(图 2N–P), 确保转化植株在侵染 90 天左右进入花期(图 2Q)。鉴于

MicroTom 番茄自交结实率偏低, 为确保收获足量种子, 可对转化植株进行人工授粉。转化

后约 4–5 个月即可收获 T0代种子。 

表 1  MicroTom 番茄非组培遗传转化效率评价 

Table 1  Efficiency evaluation of in planta genetic transformation in MicroTom tomato 

Indicators Numbers of positive 
plants/total plants  

Frequency (%) 

Regeneration efficiency of T0-generation plants# 91/104 87.6±4.0 
Multiple bud rate T0-generation plants# 53/91 58.2±4.3 
Transformation efficiency T0-generation plants# 51/178 28.6±3.2 
Residual rate of A. tumefaciens in T0-generation plants# 41/60 68.3±7.6 
EGFP fluorescence rate of T1-generation plants 54/74 73.5±6.3 
# 实验数据根癌农杆菌侵染后试验第 45 天统计。 
# Data were collected at 45 days post inoculation. 

2.2  转基因 MicroTom 番茄的筛选与鉴定 

采用外源 VcDAD2 基因特异性引物对 T0代再生芽或枝条进行 PCR 鉴定, 琼脂糖凝胶电泳

结果显示 178 株样品中有 51 株再生芽在预期位置(798 bp)出现特异性条带, 阳性率达 28.6% 

(表 1), 而野生型植株及阴性对照均未检测到相应条带(图 3A), 初步证实外源基因 VcDAD2

已整合至 MicroTom 基因组中。同时剔除未显示目标条带的幼芽(图 2P)。 

在根癌农杆菌介导的植物遗传转化过程中, 菌体侵染后将仍持续附着于外植体表面, 

单纯依赖外源基因/抗性基因扩增鉴定时易产生假阳性信号, 这种滞留现象将影响转基因材

料的评估及筛选(Yang et al., 2013)。为此, 本研究同时检测了 T0代阳性再生芽或枝条上农

杆菌染色体 ChvA 基因片段, 结果发现约 68%的再生芽呈现 ChvA 基因阳性信号, 表明这些

再生芽上均有农杆菌残留污染(表 1; 图 3B)。同时, 所有被检 T1代株系均未扩增出 ChvA 片

段, 表明根癌农杆菌不会发生传代污染。 

Belanger 等(2024)报道采用非组培遗传转化方法获得的转化植株多为嵌合体, 需进一

步筛选和鉴定以获得纯合株系。将 PCR 鉴定呈阳性的独立株系种子置于含 25 mg∙L–1 潮霉

素溶液的双层滤纸培养皿上, 25°C 暗培养 4–5 天后统计萌发率。通过抗性筛选, 发现 38.2% 

–60.6%的T0代种子耐受抗生素筛选并萌发(表 2), 萌发比例不符合孟德尔遗传规律, 表明应

用该遗传转化方法获得的转化植株中存在一定比例的嵌合体。为提高筛选效率并有效非转化

植株, 在幼苗移栽前可连续喷施抗生素溶液进行二次筛选。 

此外, 为验证转基因植株的遗传稳定性, 采用激光共聚焦显微镜观察来源于同一 T0代

株系后代的根尖组织。结果显示, 73.5%的 T1代植株呈现 EGFP 报告蛋白的特异性绿色荧光

信号(表 1; 图 3C)。进一步通过 qRT-PCR 检测 T1代植株叶片中 VcDAD2 基因的表达水平, 

发现外源基因表达量较野生型高 5–27 倍(图 3D)。 

上述结果表明, 本研究建立的非组培遗传转化法可实现外源基因的表达, 其 T0代阳性

转化率(28.6%)和 T1代遗传稳定性(73.5%)均显著高于已有 MicroTom 番茄遗传转化体系。 

 



 

图 3 基于非组培遗传转化法的 MicroTom 番茄转基因植株筛选与验证 

(A) T0 代转基因再生芽中外源 VcDAD2 基因扩增; (B) T0 代转基因再生芽中农杆菌 ChvA 基因片段扩增(M: 

DL2000 DNA marker; WT: 野生型; P: 含 VcDAD2-EGFP 过表达载体质粒 DNA 的根癌农杆菌, 阳性对照; 

N: 阴性对照; 1–15: 独立的 T0代转基因再生芽); (C) T1 代转基因植株根尖融合 EGFP 荧光检测, Bars=20 

μm; (D) T1 代转基因株系外源 VcDAD2 基因相对表达水平检测(OE1–OE8: 独立的 VcDAD2-EGFP 过表达

T1 代株系; t 检验统计分析, ** P<0.01)。 

Figure 3  Screening and verification of transgenic MicroTom tomato plants generated by in planta stable 

genetic transformation 
(A) Genotypic identification of independent T0-generation VcDAD2-EGFP-overexpressing shoots by 
amplifying foreign VcDAD2 gene; (B) Identification of A. tumefaciens residues in T0-generation shoots by 
amplifying ChvA fragment (M: DL2000 DNA marker; WT: Wild type; P: Positive control; N: Negative 
control; 1–15: Independent T0-generation shoots); (C) Fluorescence signals of fused EGFP reporter in 
T1-generation transgenic roots. Bars=20 μm; (D) Quantitative analysis of exogenous VcDAD2 expression 

levels in T1-generation transgenic leaves by qRT-PCR (OE1–OE8: Independent transgenic lines in 
T1-generation. The statistical significance was calculated by t test, ** P<0.01). 

 

表 2  ‘MicroTom’番茄 T0 代种子筛选及萌发率统计 

Table 2  Seed germination and screening of independent transgenic ‘MicroTom’ tomato lines in 

T0-generation 

independent line Number of germinated seeds/total seeds Germination rate (%) 

WT 0/32 0 
#1 30/50 60.6±4.9 
#2 23/43 53.5±3.6 

#3 24/52 46.1±3.4 
#4 20/35 57.6±10.5 
#5 19/50 38.2±5.3 

WT: 野生型种子; #1–5: 独立的 T0 代株系种子。 

WT: seeds of wild type; #1–5: seeds of independent transgenic lines in T0-generation. 
 

3  讨论 

番茄是经济价值和营养价值均较高的园艺作物, 同时也是用于研究基因功能的一种模式植

物。自 McCormick 等(1986)首次报道番茄遗传转化体系以来, 其转化技术和体系不断得到

改进和完善。目前应用于番茄遗传转化的方法主要包括农杆菌介导法、花粉管通道法、基因
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枪法、激光法、电击法、微注射法以及聚乙二醇(PEG)法等(Yasmeen et al., 2009; 郑立峰, 

2020)。其中技术最为成熟的是根癌农杆菌介导的 MicroTom 遗传转化体系, 其应用也最为

广泛, 但需依赖组织培养体系进行抗性再生芽的筛选, 存在以下技术瓶颈: (1) 在共培养和

筛选培养阶段, 农杆菌生长速率显著快于外植体细胞分裂速率, 导致农杆菌污染或杀死外

植体; (2) 经抗生素筛选后, 外植体容易发生褐化且抗性芽再生困难, 转化效率低; (3) 操作

周期长, 传统组培体系需 4–6 个月(Sun et al., 2006; Arias-G and Uribe, 2025)获得抗性芽, 

且操作人员需具备较熟练的技术。上述限制促使非组培转化技术成为近年来遗传转化研究的

热点, 目前已在 139 种植物中成功应用(Belanger et al., 2024)。因此, 建立快速、高效且稳

定的 MicroTom 非组培遗传转化体系, 对开展植物基因功能研究和分子育种具有重要意义。 

植物受到损伤后, 会启动受伤部位的再生机制以修复受损组织, 甚至再生新器官乃至

整个植株(Mei et al., 2024)。番茄植株具有较强的再生能力。Yang 等(2024)发现切除番茄幼

苗顶端后, 切口处能够形成愈伤组织, 继而分化形成再生芽, 表明通过非组培侵染法也可能

获得番茄转化植株。本研究采用非组培遗传转化方式获得转化植株, 下胚轴再生率约为 88%。

然而, 由于未经抗生素筛选, 再生芽可能由转基因细胞和非转基因细胞混合发育而成, 获得

的再生植株是嵌合体的概率较大(Belanger et al., 2024), 后续仍需对其进行筛选。 

图 4 应用非组织培养与组织培养方法转化 MicroTom 操作流程比较 

Figure 4 Comparison of genetic transformation procedures for MicroTom by in planta and tissue culture 

methods  

 

本研究基于植物创伤介导的体细胞重编辑机制, 成功建立了 MicroTom 番茄非组培遗传

转化体系。该体系采用 2 周龄幼苗作为转化受体, 通过切除顶端子叶与真叶产生伤口, 利用

根癌农杆菌侵染液直接侵染伤口, 结合创伤诱导的细胞重编程特性获取转化株系。经 PCR

检测, T0代植株外源基因整合阳性率为 28.6%; 通过抗生素筛选结合 EGFP 报告系统, T1代

植株目的基因稳定表达率达 73.5%; 整个转化周期仅需 3–4 个月(图 4)。与基于组织培养的

非组培转化 MicroTom 流程 组培转化 MicroTom 流程 

3 w / 2 w 

11 w / 17 w 

种子用自来水冲洗超过 12 h 

种子消毒和萌发 

外植体(叶盘)准备 

农杆菌侵染 8 min 
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抗性芽筛选 

生根诱导 

阳性植株 

共培养 2 d 

预培养 2 d 
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幼苗移栽 

子叶和真叶切除 

农杆菌侵染 10 min 

农杆菌二次侵染 

分化培养 
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阳性植株 

3 d 

种子萌发 

10-14 d 

预培养 2 d 
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共培养 3 d 

45 d 

15 d 



遗传转化体系相比, 本研究建立的 MicroTom 番茄非组培遗传转化体系操作简单、转化效率

高、转化周期显著缩短, 且对专业设备和操作人员依赖度低。该技术体系不仅为番茄果实性

状基因功能解析提供高效的技术平台, 对加快番茄分子育种进程也具有重要的实践意义。 
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Abstract MicroTom tomato (Solanum lycopersicum cv. ‘MicroTom’) is widely used for 
functional characterization due to its short life cycle and clear genetic background. 
However, the traditional genetic transformation system of MicroTom based on tissue 
culture is constrained by low efficiency, long transformation period and complex operation. 
Based on the somatic cell reprogramming mechanism triggered by wound signaling, this 
study established an efficient and rapid in planta genetic transformation system for 
MicroTom tomato. Wound hypocotyl were created by removing apical cotyledons and true 
leaves from two-week-old seedlings, followed by direct inoculation with Agrobacterium 
tumefaciens carrying binary vector pCY-H05251-VcDAD2-EGFP (enhanced green 
fluorescent protein) to induce shoot regeneration. Results showed that a 28.6% 
PCR-based positive efficiency of regenerated shoots in the T0 generation, with seeds 
derived within 4–5 months post inoculation. Antibiotic and fluorescence screening 
revealed approximate 73.5% lines in the T1-generation expressed the fused EGFP protein. 
Compared to conventional tissue culture-dependent transformation systems, this protocol 
enhanced transformation efficiency, shortened transformation period, and simplified 
sterile operational procedures. The in planta genetic transformation system provides a 
robust platform for functional genomics studies, and significantly lowers technical barriers 
in tomato genetic breeding. 
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