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玉米愈伤组织的遗传转化和对草丁膦

抗性及植株再生的研究
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摘 要! 以玉米自交系 /%((#0( 和 1%% 的胚性愈伤组织为材料"通过愈伤组织对草丁膦的敏感性实验"确定愈
伤组织适宜选择压" 并探讨了不同激素对愈伤组织分化的影响" 用带有质粒 023456789:3;:+#<9:=>? 的根癌农杆菌
@38))") 转化玉米愈伤组织"0AB 检测证明"目的基因已整合到玉米基因组中$
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除草剂草丁膦 ,3><;>. 的有效成分 9Q6<9QLG6$
;Q?LXLG,00U.是 @$谷氨酸的结构类似物"在植物细胞
内与 @$谷氨酸竞争谷氨酰胺合成酶,2C."导致 J1)

无法与 @$谷氨酸结合形成谷氨酰胺"游离 J1)的积

累最终使植物细胞的生长受到抑制或死亡a!b$ =>? 基
因编码 00U 的乙酰转移酶"它的表达可使植物细胞
解除 00U的毒性$ 因此 =>? 基因的转化体对草丁膦
有明显的抗性$ 近年来"=>? 基因作为选择标记基因
被广泛地应用于植物的遗传转化中$ 本实验采用农
杆菌介导法将带有 =>? 标记基因的 3; 抗虫基因转
入玉米自交系 /%((&0(和 1%%的胚性愈伤组织"通
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过愈伤组织对草丁膦的敏感性实验" 初步确定了筛
选 =>? 基因玉米愈伤组织的有效选择压" 并探讨了
不同激素对愈伤组织分化的影响$0AB 检测证明"3;
杀虫蛋白基因已整合到再生玉米植株中$

! 材料与方法
=>= 植物材料
玉米自交系!/%((&1%%和 0($
外植体!取授粉 !" d !) Z 的雌幼穗"无菌条件

下挑取 !:" d (:" VV的未成熟胚H盾片朝上接种于诱
导培养基上"(&e暗培养 + d ) 周产生!型初始愈伤
组织"每隔 (" Z 继代 ! 次"继代 ! d ( 次后即产生稳
定的"型愈伤组织"取继代 ( d + 次的"型愈伤组织
作为农杆菌转化的受体材料$
=>? 质粒和菌株
农杆菌菌株!根癌农杆菌,3(./;6:,#.%5= ,5=#<

06:%#’*.菌株 @38))")$
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质粒 !!"#$%&’(!)#*)+,-.)/01 由中国农科院生
物技术中心构建"该质粒 2345( 区包含新霉素磷酸
转移酶基因67.*!8#!!2乙酰转移酶基因6/018和苏云
金芽孢杆菌杀虫蛋白基因6#*8$
!"# 培养基
愈伤组织诱导培养基!9: 改良培养基 ; <=>34

< ?@ A B$
愈伤组织继代培养基!9: 改良培养基 ; <=>34

C ?@ A B$
选择继代培养基!9: 改良培养基 ; 头孢霉素

<,D ?@ A B ;羧卞青霉素 <DD ?@ A B ; !!2 C E F ?@ A B$
分化培养基!9: 改良培养基 ; F3#( C ?@ A B ;

G2 < ?@ A B$
生根培养基!C A < 9: 改良培养基 ; 5(( C ?@ A B

; 活性炭 D), ?@ A B$ 上述培养基中均附加蔗糖 +H"
琼脂粉 D)IH".J,)I$
!"$ 愈伤组织选择压的确定
将胚性愈伤组织转移到分别加有 D"C"<">"F"

I"CD"C<"CF 和 <D ?@ A B #0-*0 除草剂的筛选继代培
养基上"C 个月后观察愈伤组织褐变及增重情况"统
计愈伤组织存活率$ 再将存活的愈伤组织继续转入
分化培养基"C 个月后统计愈伤组织分化率"根据愈
伤组织存活率和分化率" 确定愈伤组织最适宜的选
择压$
!"% 不同激素对愈伤组织再生分化的研究
本实验在以 9: 改良培养基为分化基本培养基

的基础上"以 F3#(%$#(#G2三种外源激素设置不同
组合"+D K 后统计愈伤组织在不同外源激素组合分
化培养基上的出苗率" 确定不同激素对玉米愈伤组
织再生分化的影响&
!"& 农杆菌转化
从新鲜平板中挑取农杆菌 B#(>>D> 单菌落"接

种于含有 ,D ?@ A B L?MN# 液体培养基中"<IO"<DD
1 A ?P7 振荡培养至对数生长期 Q4FDD 值达到 D), 左
右R<S&菌液在 + ,DD E > DDD 1 A ?P7%>O下离心 CD ?P7"
收集菌体" 再将农杆菌重新悬浮于感染培养基中至
Q4FDD值在 D)>左右备用&将继代 < E +次的!型愈
伤组织放入 ,D ?B 重悬后的菌液中浸泡 <, E +D
?P7"每隔 , ?P7 振荡一次"倒掉菌液"将外植体放入
铺有无菌滤纸的培养皿中" 吸干愈伤组织表面多余
的菌液"然后转入共培养培养基6附加 <DD "@ A B (-8
中"<IO黑暗条件下共培养 + K& 用无菌水漂洗愈伤
组织表面的农杆菌"转接于含有适宜 !!2 的杀菌筛
选培养基"+ 周后在相同培养基上继代 C 次"再在去

掉头孢霉素和羧卞青霉素的培养基上继代 C 次"筛
选 +次后的愈伤组织转至分化培养基" 分化出的苗
转入生根培养基R+S&
!"’ ()*检测
取抗性植株的叶片按照 T2(#R>S方法提取植物

基因组 45(& !TU 检测 V 引物 !C ,W3TT(2(T((
T2"T22"("2((TTT("(("22"3+W" 引物 !< ,W3
"""TTT"T2"((2TT((T2""("(""T3+W" 反应
体积 <, "B& 扩增反应参数!X>O变性 > ?P7"X>O C
?P7",,O C ?P7"Y<O C ?P7"+< 个循环’Y<O延伸 CD
?P7&扩增产物于 C)DH的琼脂糖凝胶电泳"溴化乙锭
染色"紫外透射仪分析&

< 结果与分析
+"! 愈伤组织筛选压的确定
将 JXX 的胚性愈伤组织转接于不同浓度的含

!!2 的筛选继代培养基上"C 个月后观察愈伤组织
褐变及增重情况"统计结果见表 C和表 <&

试验结果表明" 在加有 #0-*0 除草剂的培养基
上"未转化的愈伤组织生长速率明显下降"随着除草
剂浓度的升高"愈伤组织褐变率也相应增高"并且大
多数愈伤组织直接变褐死亡" 存活愈伤组织生长缓
慢"部分丧失胚性&由表 C可确定"#0-*0除草剂浓度

!!2 浓度 褐变率 出苗数 出苗率

6?@ A B8 6H8 6株8 6H8

D Y, + >)D +> >,)+
C Y, CY <<)Y <D <F)Y
< Y, ++ >>)D CC C>)Y
> Y, ,C FI)D C+ CY)+
F Y, >, FD)D + >)D
I Y, ,X YI)Y C C)+

CD Y, YC X>)Y D D)D
C< Y, Y, CDD)D D D)D
CF Y, Y, CDD)D D D)D
<D Y, Y, CDD)D D D)D

褐变愈伤组

织块数6块8
愈伤组织

块数6块8

表 ! ,-- 愈伤组织对 ./01/ 除草剂的敏感性

#0-*0浓度 初始愈伤 继代培养后

6?@ A B8 质量6@8 愈伤质量6@8

D D),+I C >)+XC I Y)CF
C D)F<+ C <)IY< , +)FC
< D),FY < C)>FI D C),X
> D),XI I C)CDF > D)I,
F D),<+ C C)CFC Y C)<<
I D)IDY Y C)>,< X D)ID
CD D)YIY > C)+X< > D)YY
C< D)FXY + C)CCX F D)FC
CF D)F+Y > D)XFI Y D),<
<D D),IY > D)X+< C D),X

增重指数

表 + ./01/ 除草剂浓度对玉米愈伤组织重量增长的影响
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为 !" #$ % &时!褐变死亡率为 ’()*+!是较为合适的
筛选浓度" 但由于 ,,- 浓度高于 . #$ % & 时对玉米
愈伤组织的分化具有明显的抑制作用! 所以该实验
确定 ,,-筛选浓度为 ! #$ % &# / #$ % &# . #$ % &的梯
度筛选" 试验中还发现! 不同生理状态下的愈伤组
织!对 01231 除草剂的敏感性也不同!生长状态较好

时!耐受性较强!反之较弱"
!"! 不同激素对玉米愈伤组织再生分化的研究
将 ,4 的胚性愈伤组织分别接种于含有 .506#

706#8- 三种不同外源激素组合的分化培养基上!
在 /" 9后统计愈伤组织出苗率:表 /;"

愈伤组织块数 愈伤组织出苗数 愈伤组织出苗率

:块; :株; :<;

! => ? .@06 ! #$ % & ." 44 /.)*
" => ? .@06 ! #$ % & ? 706 ")( #$ % & ." 4" //)/
# => ? .@06 ! #$ % & ? 8- ! #$ % & ." !A 4A)"
$ => ? .@06 ! #$ % & ? 8- 4 #$ % & ." /4 A/)/
% => ? 706 ")A #$ % & ." ( .)*
& => ? 706 ! #$ % & ." ( .)*
’ => ? 8- ! #$ % & ." !B /")"
( => ? 8- 4 #$ % & ." !" !.)*
) => ? 706 ")A #$ % & ? 8- ! #$ % & ." 4* (A)"

激 素 组 合

表 # 不同激素组合对玉米愈伤组织再生分化的影响

实验结果表明! 在组合$的分化培养基中出苗
率最高!且苗较壮!生根培养时根系较好!易成活$组
合!#"#’#)的分化出苗率也较高!但多为丛生
苗!继代培养时根系生长较差!不易成活$组合%#&
中仅添加 706 时!发现愈伤组织不易变绿!且分化
率极低"
!"# 抗性植株的 $%&检测

以 C-60 法提取的再生植株叶片总 DE6 为模
板进行 ,CF 扩增! 扩增产物的电泳分析结果表明!
各转基因植株间的 ,CF 产物电泳条带强度有一定
差异! 但所有转基因植株均能扩增出一条约 ’"" GH
的特异带! 与阳性质粒作模板 ,CF 扩增带大小相
同!而非转基因的对照植株则无此特异带!初步证明
03杀虫蛋白基因已整合进再生玉米植株中" 目前已
检测转基因植株 !!’ 株! 其中 ,CF 阳性植株为 *

株!,CF转化率为 A)’<:图 !;"

/ 讨 论
本研究中!通过统计 I’’ 胚性愈伤组织在不同

浓度的含 ,,- 的筛选培养基上褐变及增重情况!确
定 ,,- 浓度为 ! #$ % &#/ #$ % &#. #$ % & 的梯度筛选
为适宜的筛选浓度" 同时实验还探讨了不同激素对
愈伤组织再生分化的影响! 结果表明!=> ? .506 !
#$ % & ? 8- 4 #$ % &的分化培养基中愈伤组织出苗率
最高!且苗较壮!生根培养时根系较好!易成活"实验
中成功获得了玉米自交系 *’44#,4 和 I’’ 的抗性
愈伤组织!并获得了再生植株" ,CF 检测初步证明
03 杀虫蛋白基因已整合到玉米植株中" 但是!由于
玉米遗传转化受基因型影响较大! 本实验仅针对以
上 /种基因型进行研究! 对于其它玉米自交系的转
化还需进一步的探索" 另外! 由于实验中没有得到
F!代种子!因此!没有进一步研究 03 基因的遗传规
律和后代植株的转基因拷贝数"
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