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利用基因枪法将玉米矮花叶病毒外壳
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摘 要! 利用基因枪法将玉米矮花叶病毒外壳蛋白基因导入玉米优良自交系 !,$#%% 红&!,$#%% 白幼胚诱导的
愈伤组织’转化的愈伤组织在 ./0102345 浓度为 , 67 8 9&!" 679&# 67 8 9 的筛选压下经过三次抗性筛选后’分别再生
出可育植株 !( 株和 & 株( :;< 检测结果表明 !,$#%% 红和 !,$#%% 白分别有 !" 株和 ) 株为阳性’说明 ;: 基因已导
入到玉米自交系中)
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玉米矮花叶病是世界上玉米产区普遍发生的玉

米病毒性病害)该病毒于 !%&(年在美国俄亥俄州最
早发现#!%&#年定名为玉米矮花叶病毒*60/OK XJ0W^
6450/Q ]/WY5E Z[Z\%) Z[Z\是无包膜的单链 <H@
病毒#属于马铃薯 d病毒科+马铃薯 d病毒属)该病
毒可由汁液摩擦接种& 种子带毒传播’ 在自然条件
下’主要由蚜虫传染’属非持久型) 其寄主范围十分
广泛’能侵染 (""多种栽培作物和杂草)
玉米矮花叶病也是影响我国玉米生产的主要病

害之一) 目前主要通过农业措施*如选择品种&调整
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播期&清除杂草和拔除病株等%和化学药剂来防治玉
米矮花叶病的发生’但是不能从根本上解决 Z[Z\
对玉米生产所带来的严重危害’ 抗病品种的培育是
防治 Z[Z\病害发生的有效途径)在抗病毒病品种
培育方面’ 除了利用品种资源的抗性基因进行品种
改良外e!’(f’病毒基因组研究所取得的成果也使病毒
基因工程技术成为培育抗病毒病农作物品种的有效

方法e) g ?f) 病毒外壳蛋白*;40V :W4VK/DE ;:%基因在植
物抗病毒基因工程中研究较早’!%,& 年 :4JK11$@1a
MK1 等首次报道了抗马铃薯 d 病毒科的 LZ\RL4a
M0QQ4 Z450/Q \/WY5T的转外壳蛋白基因的烟草)此后’
在水稻&玉米&苜蓿&番茄和马铃薯等许多作物上的
研究结果表明外壳蛋白基因介导抗性对许多病毒都

是有效的) 本实验是将 Z[Z\ ;:基因导入玉米优
良自交系中)
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!"#!$$%退火 &’ (!)*+延伸 , !"#!循环 &- 次")*%
延伸 ,- !"#!.+保存#
用 /0/ 法提取转基因玉米叶片的总 012 作为

模板进行 345 反应! 扩增产物在 ’67829:;(< 凝胶
上电泳后在紫外灯下检测#

* 结果与讨论
!"# $%&’((红!#%&’((白幼胚愈伤组织的诱导

在愈伤组织诱导过程中! 观察到幼胚大小对愈
伤诱导的效果影响很大# 所接幼胚大于 * !!时!极
易分化生根长芽!影响出愈"小于 , !! 的幼胚!长
势非常慢!但不易生根长芽"而 , = * !! 的幼胚的
出愈率较高# 我们取 , = * !!的幼胚进行愈伤组织
的诱导! 统计了供试两个自交系 > 型$>> 型和 >>> 型
愈伤组织诱导率# 有些幼胚上既有 > 型愈伤组织又
有 >>型愈伤组织!统计时归为 >> 型愈伤组织# 结果
表明供试的两个自交系具有较高的胚性愈伤组织诱

导率%表 ,&#
!)! 抗性愈伤组织的筛选

未转化的 >> 型愈伤组织在继代培养基上进行
三次继代培养!在继代过程中正常生长!没出现褐化
现象# 未转化和转化的>>型愈伤组织在含有7 !9 ? @
33A 的 B"CDCEF;( 选择培养基上进行第一次筛选培
养过程中! 部分愈伤组织出现褐化甚至变黑而停止
生长!至第一次继代结束时!未转化和转化的愈伤组
织的成活率介于 &78 = $*8之间# 成活的愈伤组织
在含有 ,’ !9 G @ 33A 的 B"CDCEF;( 选择培养基上进
行第二次筛选! 至结束时未转化的愈伤组织不能成
活而转化的愈伤组织的成活率为 ,-8 = ,78# 成活
的愈伤组织继续在含有 $ !9 G @ 33A 的 B"CDCEF;( 选
择培养基上进行第三次筛选! 至结束时愈伤组织几

8

愈伤组织的 第一次筛选 第二次筛选 第三次筛选

转化与否 7 !9 G @ 33A ,- !9 G @ 33A $ !9 G @ 33A
,7H$II 红 转化 &7 ,7 II
,7J$II 白 ., ,- I7
,7J$II 红 未转化 $* - J
,7J$II 白 .) - J

自交系

培养基上愈伤组织的成活率

表 ! 在附加不同浓度 *+,-,./01 选择

, 材料与方法
$"$ 供试材料
玉米优良自交系 ,7J$II 红$,7J$II 白由四川

农业大学玉米研究所提供# 质粒 EB34.)JKC: 由北
京农业生物技术中心张晓东博士提供# 用该质粒构
建了基因枪方法转化的表达质粒 E&$/LEBC:! 将我
们分离的 M0MN 43 基因%O<#BC#P CLL<((";# #Q!R
K<:S 2T$.’I7I&正向置于 &$/ 启动子下%图 ,&#

$"! 试验方法
!"#"! 玉米幼胚的接种 取授粉后 7 = ,& U$ 幼胚
大小为 , = * !! 的玉米果穗!去苞叶后在 )’V的酒
精中浸泡 $ !"#!取出后用手术刀削去种皮!用镊子
挑出幼胚!接种于诱导培养基上#
!"#"# 培养基 基本培养基’1W大量$B$微量$5AX
有机$T< 盐$脯氨酸 WI’ !9 G @$水解酪蛋白 *’’ !9 G
@$肌醇 ,’’ !9 G @$蔗糖 &’ 9 G @$植物凝胶 *YW 9 G @ 或
琼脂粉 W !9 G @"愈伤组织诱导及继代培养基’基本
培养基附加 *Z.J0 * !9 G @ 或 0"LC!KC &Y& !9 G @ 和
,- !9 G @ 291[&"选择培养基’愈伤组织诱导或继代
培养基附加不同浓度 B"CDCEF;( \表 *] 和 ,- !9 ? @
291[&"胚状体诱导培养基’基本培养基附加不同浓
度 ^A\表 &]"分化培养基’同基本培养基"生根壮苗
培养基’基本培养基附加 , !9 ? @的 122#
!"#"$ 基因枪转化及抗性愈伤组织的筛选 玉米幼
胚转化前的高渗处理按文献 _7‘进行!转化方法见文
献_I‘# 轰击后的愈伤组织转至附加 B"CDCEF;( 的选择
培养基上进行三次选择培养!每次 &周#
!"#"% 植株的再生及移栽 抗性愈伤组织在附加不
同浓度 ^A 的胚状体诱导培养基上培养一周后!转
移至分化培养基进行绿苗分化# 分化的绿苗长出主
茎后!将其移至生根壮苗培养基上生根壮苗#待幼苗
长出 * 片新叶$& = . 条主根后! 移至装有营养土
%* G &蛭石a, G &腐殖质&的小花盆中# 当幼苗在小花
盆中长出 , = *片新叶!带土移栽到大田#
!"#"& 转化再生植株的 ’() 检测 设计的 345 引
物可特异扩增含有 M0MN 43 基因的插入片段
-YI*^K的目的序列# 引物序列如下’
上游引物’$b 2AOA4O22O22O2AO4O44AO &b
下游引物’$b A424424O2O24A4O42O424 &b
345 反应条件’I.c预变性 . !"#"I.c变性 ,

&$/ >#d:;# BC: 1;( &$/ >#d:;# 43 1;(

图 $ .2’34.*,5

>型愈伤组 >>型愈伤组 >>>型 愈伤组
自交系 织诱导率 织诱导率 织诱导率

\个] \V] \V] \V]
,7J$II 红 &-- $$ .$ -
,7J$II 白 &-- $7 .- *

接种幼胚数

表 $ $%&’(( 红和 $%&’(( 白幼胚愈伤组织的诱导频率
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乎均能成活!表 !"# 从这一结果来看$转化的愈伤组
织在含有 " # $% &’ ( ) **+ 的 ,-./.0123 选择培养
基上进行二次筛选继代培养后$ 成活的愈伤组织可
进行植株再生#
!"# 植株再生与移栽
抗性愈伤组织在添加不同浓度 4+ 的胚状体诱

导培养基上进行胚状体诱导培养$ 一周以后进行愈
伤分化# 观察到在胚状体诱导培养基中不同浓度的
4+ 对愈伤组织的分化率和丛生苗所占分化苗的比
率产生明显的影响!表 5"# 在培养基中未加 4+ 时$
分化率最低%而且持续时间较长$但丛生苗所占比率
也最低&当添加 4+的浓度提高到 $67 &’ ( ) 时$分化
率大大提高$$"8799 红和 :"8799 白分别达到 9";
和 97<$但是丛生苗也大量出现&当达到 !=> &’ ? )
时$两个材料分化率都为 :>><$所分化植株也全部
为丛生苗# 当丛生苗数过多时$ 所生长的幼苗较弱
小#这种苗虽然在壮苗生根培养过程中能存活下来$
但因长势较差$在炼苗期及田间的存活率较低#我们
将经过炼苗后存活的 @9株转化再生苗移栽于大田$
有 :" 株成活并结实$其中 :"A799 红 :! 株$:"A799
白 B株!表 C"#

!"$ 转化再生植株的 %&’检测
按照设计的 *DE 引物$以质粒 FGH%未转化植

株的 FGH%转化植株的 FGH 为模板进行 *DE 扩增
!图 !"$ 结果表明 :"8799 红转化植株的 :> 个株系
为阳性$:"8799 白转化植株的 5 个株系为阳性# 我
们正在对 *DE 阳性反应的转化再生植株进行
I2JK1LMN杂交和抗病性鉴定#
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q 括号内数据为丛生苗所占比率b;h

4+ 浓度b&’ ? )h
材料名称

分化率./0和丛生苗所占比率.10的影响
表 # 附加不同浓度的 23 对诱导胚状体后绿苗

轰击的 抗性愈 分化的再 练苗成活的 移栽成活 结实的

皿数 伤块数 生苗数 再生苗数 的植株数 植株数

:"8799红 :7 5!> !>B C7 :! :!
:"8799白 :> !97 :"> 5C B B

自交系

表 $ 抗性愈伤组织的分化及植株再生

>=9!4^

:= T.MkLM\ [LNQEJ/LM+T :k^ FGH /.WWLM
!= 质粒 057IQ0,.M 5= 未转化植株
C r B6 转化再生植株

图 ! 45)677 红部分转化再生植株的 %&’ 检测
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