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基因枪轰击成熟花粉粒转化玉米的研究
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摘 要! 研究了利用基因枪轰击花粉粒再授粉的基因转化途径"将豇豆胰蛋白酶抑制剂基因+!"#$)成功导入玉

米受体中$ 卡那霉素筛选结果表明"非转化植株经 ! """ /0 1 20 卡那霉素溶液处理后白化%死亡"余下大量健壮%可

育的抗性植株"转化率约 !,#%3$ 通过对抗性植株进行 456 和 456$789:;<=> 检测"初步确定 %"&$ 基因已导入玉米

基因组$ 饲虫实验结果表明"转化植株具有较强的抗虫性$
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玉米是一种重要的粮食和饲料作物"长期以来"
育种学家通过常规技术已培育出大量优良品种$ 利

用基因工程手段可以打破物种间和远缘杂交不亲和

性的限制和障碍"自从 !%@. 年花粉管通道技术开始

尝试并使用后" 人们发展了多种转化手段 ’朱生伟

等"("""#施中华等"!%%-]$ 例如!将外源 EJA 滴涂

在柱头断面上%人工培养的花粉粒与外源 EJA 溶液

混合后授粉% 将外源 EJA 注射入子房等 ’^<PP EH
!%-"#E< W<:H <: FS,!%-#]$也有人尝试用基因枪轰击%
电击%显微操作等手段先将外源基因导入花粉"再授

粉获得转化体"但未能取得完备的实验证据$我们通

过基因枪轰击成熟花粉粒再授粉的方法" 进行了大

量的转化实验"将抗虫的 !"&$ 基因导入玉米"为作

物育种提供了一种可重复性强%应用范围广%简单%
经济的转化体系$
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! 材料与方法

=>= 植物材料

本实验所用玉米自交系 *!-@%*!--%*!".%#!".
和 *!"* 由大连农科所提供$
=>? 质粒

供试质粒为 4A4!E$5VOC" 由中科院遗传所提

供$ 其中含有抗虫的豇豆胰蛋白酶抑制剂基因+!">
&$]的 完 整 片 段"其 启 动 子 为 来 源 于 水 稻 的 )<+1-!
基因"植物筛选标记为 J4O""细菌筛选标记为 YQ
和 P:=$
=>@ 转化操作

!"#"! 质粒 $%& 的提取和纯化’参照 ()*+),+- .’ /,
)0" !112!
!"#"2 基因枪轰击

+!]对玉米自交系雄穗套袋 (. ; 后"选取花粉丰

富的植株收集花粉" 均匀铺于直径为 * Y/ 的培养

皿中$
+(]洗涤钨粉$ 取 !"" >0 钨粉+直径为 !," //]溶
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于 ! "# 无水乙醇中! 在旋涡 振 荡 器 上 振 荡 ! $ %
"&’ 后离心尽量移去乙醇! 再用无菌水洗去残留乙

醇!加入 ( ") 无菌水重悬沉淀密闭储存于 *+"
,-.制备微弹 /01" 取微粒重悬液 23 !)!加入

23 !) 质粒 /01 ,4 !5 6!). 溶 液!23 !) 273 "89 6 )
:;:92 溶液!4< !) <74"89 6 ) 亚精胺! 充分振荡后室

温静置 4< "&’ 后!离心去上清液!加 =< !) 无水乙

醇重悬! 供 3 > = 次枪击用! 每次枪击加样 ? > 4<
!)"

,*.枪击" 取悬液 ? > 4< !) 滴于挡板凹槽中!用

无菌风吹至半干状态!倒悬于挡槽中!准备好发射装

置" 将样品放入样品室! 加阻挡网! 调节距离至 *
@"!引发火药弹射击" 视情况每个样品可射击 A > *
次!以提高导入率"
!"#"# 授粉

将枪击后的花粉立即对原株雌穗进行人工授

粉!再套袋以待结实"
!"# 筛选与鉴定

!"$"! 筛选

将处理当代的种子及对照种子浸于水中约 A >
3 B!使其萌发" 当种子刚刚开始萌发时!将其置于

4 <<< "5 C D5 的卡那霉素溶液中浸泡 2E F!然后单株

点播于营养钵中!对幼苗进行进一步的筛选!在叶片

背部中脉处用刀片割伤! 并粘上含卡那霉素溶液的

脱脂棉" 经过约 E< B 的筛选!将正常非白化的植株

移栽于试验田中!观察并统计出苗率"并在田间进行

饲虫试验!观察抗性植株的抗虫效果"
!"$"% &’( 检测

分别取抗性植株和对照植株的叶片! 采用氯

仿G异戊醇法提取植物 /01" 进行 H:I 扩增 ,引物

H4#3JGK1LK1LKKLK:L111KKLKLGAJ$ 引 物 H2#
MJG:LL1:L:1L:1L:LL:1L::GAJ.! 反应总体积为

3< !)!其中包括 4< 倍缓冲液!E 种 B0LH,每种各 <72
""89.!引物各 3< N"89!2<< ’5 基因组 /01!4 > A 单

位 L;O /01 聚合酶"在 HPG2E<< 扩增仪上经预变性

后! 以 QM+变性 A< R!3?+复性 =S R!T2+延伸 U< R
的条件扩增 A< 个循环! 最后再于 V2+继续延伸 4S
"&’" 取扩增产物于琼脂糖凝胶电泳检测!溴化乙锭

染色!紫外分析!照相"
!"$"# &’()*+,-./01 检测

,4.将 H:I 产物的电泳胶转入适当大小的干净

瓷盘中!作好标记!切去多余部分"
,2.在 碱 性 条 件 下 ,S7E "89 C ) 0;WX.!进 行 毛 细

管方式的吸印"以滤纸桥接触碱液!将电泳胶置于滤

纸桥上!上面覆以与电泳胶大小一致的尼龙膜%两张

定性滤纸及一叠裁好的吸水纸! 最后压上 MSS 5 以

上的重物" 注意不要倾斜及移动位置"
,A.中间换吸水纸 2 > A 次!吸印约 2S F"
,E.将 膜 置 于 杂 交 盒 中!加 入 煮 沸 的 洗 液 ,S74Y

ZZ:!S7M[Z/Z.2<< !) 振荡洗涤两次!每次 M "&’"
,M.加 入 预 杂 交 液 ,MYXZ\!/]’F;^B_J‘‘‘!:;^^&]^

/01!BBX%W.=3+振荡水浴 3 F"
,=.以 K&a@8\^9 公司的试剂盒标记探针!室温放

置 3 F"
,V.在杂交盒中!加入经碱变性的标记探针!=3+

振荡水浴约 4= F"
,?.洗膜后于暗室中压 b 光片" GVS+冰箱中放

置 3 > 2S F,视放射强度而定.后!洗片检查!分析"

2 结果与分析

$"! 卡那霉素对转化植株的筛选作用

为了确定适宜的转化子筛选的合适浓度! 我们

进行了卡那霉素浓度梯度对玉米正常种子的抑制实

验" 选取 3 个品种的萌发种子浸于含 S%2SS%*SS%
?SS%( SSS 和 ( 3SS "5 C D5 卡那霉素的溶液中 2* F!
然后单株点播于营养钵中!*S B 后观察幼苗的情况

,表 (." 结果表明!不同玉米品种的受抑程度虽不同!
但均对卡那霉素有一定的抗性" 由于所有的幼苗在

( SSS "5 C D5 的卡那霉素溶液处理后均不能成活!因

此选择 ( SSS "5 C D5 作为转化种子的选择压"

$"$ 抗性植株的筛选

选取 L( 代种子 ( 3VS 粒进行筛选处理!出现大

量死亡或白化现象" 经过约 *S B 的筛选!得到正常

选择压

,"5 C D5. -(?V -(?? -(S* 3(S* -(S-
S (SS (SS Q- (SS Q=

2SS ?- 3V =V ?S VS
*SS ?S 2- =S 3S 3S
?SS (V S S (S -

( SSS S S S - S
( 3SS S S S S S

注#各品种在每个选择压下均以 -S 粒种子作为实验材料"

各品种的出苗百分率,[.

表 ! 卡那霉素对玉米植株的抑制作用

处理种子 移栽出苗 移栽出苗 最终出苗 出苗率

总数,粒. 数,株. 率,[. 数,株. ,[.
-(?V 2?S (V =7SV - (7SV
-(?? *-S -2 V7** (3 -7*Q
-(S* -SS = 27SS ( S7--
3(S* (=S Q 37=2 - (7??
-(S- *SS (? *73S - S7V3
合计 ( 3VS ?2 3722 23 (73Q

品种代号

表 $ %! 代植株出苗情况
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非白化植株 !" 株!出苗率为 #$"%" 移栽入试验田后

仍有白化植株继续出现!& 周后再进行统计!余下健

壮可育的 ’( 代植株 )# 株!转化率为 ($#*%+表 ),"
!"# 饲虫试验结果

对转化植株进行了抽样抗虫性统计! 选取两个

品种的转化及对照植株各 (-- 株进行剖秆分析" 在

转化植株中发现 !( 条玉米螟!而在对照植株中则共

有 &(. 条玉米螟! 该结果初步证明转化植株具有较

强的抗虫性"
!"$ %&’ 及 %&’()*+,-./0 检测结果

当植株成熟时!在获得的 ’( 代植株中随机选取

)- 株抗性植株!分别提取 /01!进行了 234 检测!
有 ! 株显示阳性结果! 分别检测到 56- 78 的 !"#$
目标带! 而非转化处理的对照均无目标带显示 +图
(," 在 2349:;<=>?@A 检测中!经检测的 5 个植株均

显示出较强的杂交信号 +图 ),! 进一步证明了 234
扩增出的目标带是 %"&$ 目的基因片段"

5 结论与讨论

利用花粉管通道法能够将外源 /01 直接导入

到植物基因组中!产生变异后代!这一方法和结论已

经被很多实验证实" 通过对植物受精过程的研究发

现! 在受体组织中同时具备再生感受态和转化感受

态的细胞是转化成功的关键"当受精过程开始后!卵

B 为 !9/01 CDAE" F GH;4#IJ@K?@!3L 为非转化植株!
2 为质粒 /01!( M (( 为转化植株

图 1 %&’ 检测结果

B 为 !9/01 CDAE" F GH;4#IJ@K?@!2 为质粒 /01!
3L 为非转化植株!( M . 为转化植株

图 ! %&’()*+,-./0 检测结果

细胞发生急剧的脱分化过程#形成合子后!彻底消除

了以前的分化特性!变成核大$质浓和分裂活跃的细

胞!具有再生及转化感受态细胞的特点"亚显微结构

的观察揭示!在精子进入时!卵细胞的细胞壁还未形

成!一些壁物质分散地聚集在细胞膜的表面" 因此!
这些卵细胞类似未完全酶解的原生质体! 为外源基

因的进入提供了可能性" 邓德旺等采用激光共聚焦

显微技术验证了棉花花粉管通道转化的可行性!外

源 /01 以高亲合力荧光探针标记后导入授粉后的

子房! 通过 N?DHJ 共聚焦激光扫描显微镜观察到花

粉管从花柱进入中轴胎座时!需要经过一个折向!沿

着中轴座的外周向下生长! 在胚珠着生处再折向进

入珠孔"外源 /01 经过胎座上部分传输组织中的花

粉管外缝隙$胎座表面$珠孔$花粉管通道进入胚囊!
直接转化处于融合期无壁的生殖细胞而不是受精

卵" 黄国存等利用绿色荧光素酶基因进行的工作也

验证了花粉管通道是外源基因进入胚囊实现转化的

可能途径之一"
花粉管通道法由于不依赖于组织培养和再生植

株等体外培养过程!但是因转化效果不稳定$重现性

差等原因!至今没有得到广泛接受和应用"
粒子轰击为 /01 导入植物细胞的瞬时基因表

达和稳定转化研究提供了一种快速的方法" 但多数

利用粒子轰击的转化方法都需要建立受体植物离体

培养系统!给转化工作带来了很大的麻烦"我们首次

尝试把粒子轰击和花粉管通道的方法结合使用!从

而简化了操作程序!并提高了转化效率"本实验利用

了花粉是完整带壁细胞及短时间离体仍可存活的特

点! 用高速粒子将外源 /01 携带入花粉细胞中!再

经过植物的双受精过程!使外源 /01 整合并遗传给

后代"
花粉的活力高低是实验成败的关键" 为保持花

粉活力! 应尽量缩短花粉离体时间和减小轰击对花

粉的伤害"如有条件!应将基因枪安排在试验田附近

进行枪击" 自收集花粉至再授粉的时间应控制在 )
> 以内" 轰击次数与花粉受伤害程度直接相关!但增

加轰击次数会相应提高花粉接受外源 /01 的几率"
对轰击次数进行设定梯度的筛选! 我们认为每个样

品轰击 . M & 次为最佳"
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<D# 龚蓁蓁!沈蔚芳!周光宇!等 ( 授粉后 外 源 ’QW 导 入 植 物 技 术2
’QW 通过花粉管通道进入胚囊<=# ( 中国科学bde!BCDD!bZe"ZBB2
ZBI (

<C> ?0,19\:& )(‘%*% ,1/*&6%1 N%,703& 601 4;/*,& /*3 5%;; 5:;,:1%&<=>( ^-U/
]0:*3 X9N4R BCCER BSI[ BCD2GED(

<BE> 谢道昕!范云六!倪万潮!等 ( 苏云金杆 菌b!"#$%%&’ (&)$*+$,*’$’e
杀虫晶体蛋白基因导入棉花获得转基因植株<=> ( 中国科学!BCCB!
bIe""ZH2"H" (

<BB> 谢道昕!范云六!倪丕仲!等 ( 苏云金杆菌杀虫基因导入水稻栽

培品种中花 BB 获得转基因植株 <=> ( 中 国 科 学!BCCB!bDe"D"E2
D"I (

<BG> 邓德旺!郭三堆!杨志民 ( 棉花花粉管通道法转基因的分子细胞

学机理研究<=> ( 云南大学学报!BCCC!b"e"BGI2BGS (
<B"> 黄国存!董越梅!孙敬三 ( 以 ‘]? 为标记用花粉管通道途径导

入外源 ’QW<=> ( 科学通报!BCCD!I"bG"e"GS"B2GS"" (
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有效#在含 GRI2’ 的培养基中诱导出胚性细胞团!此

时是进行大量增殖和进行遗传转化的最佳时机!如

果在培养基中去除 GRI2’ 或降低细胞分裂素的含量

就能产生大量的胚状体! 胚状体进一步发育长大形

成一个独立的个体!最后形成一株完整的植株#虽然

此系统的胚胎发生频率较高!但还达不到完全同步!
待今后继续研究#

细胞分裂素同样在以器官发生途径形成不定芽

过程中是不可缺少的# DCEG$IBBG 在无分裂素的培

养基内诱导出的愈伤组织!分化能力很差!形成的芽

苗率极低!这对今后作为遗传转化系统是不利的#而

在加入分裂素的培养基内诱导出的 IBBG 愈伤组织

芽苗分化率高达 ZE(Ci!但分裂素浓度不宜过高!最

好控制在 E(" N. j O 之内# 而且再生途径并不是一成

不变的!在一定的条件下是可以相互逆转的!例如!
不同生理状态的幼胚再生途径就可能不一样! 而不

同大小的幼胚$不同的继代时间$不同的技术手法$
不同的培养条件等都会导致再生系统的改变# 我们

必须根据实验的不同要求!掌握好时机和条件!使之

向有利的再生系统转变#
本实验为玉米的遗传转化建立了良好的受体系

统! 我们正利用该系统进行东北玉米自交系的遗传

转化工作!已取得了高效的瞬时表达!其它工作还正

在进行中#

参考文献"

<B# 李世润!张举人!陈惠民 ( 玉米胚性愈伤组织诱导和植株再生的

研究<=# ( 山东大学学报!BCCE!GSbBe"BBZ2BGI (
<G# 周洪生 ( 甜玉米胚性愈伤组织诱导继代$植株再生的研究<=# ( 作

物学报!BCC"!BCbBe"SS2ZG (
<"# 谢友菊!陈 鹏!戴景瑞 ( 玉米体细胞胚状体诱导及植株再生的

研究<=# ( 遗传学报!BCDZ!B"bGe"BB"2BBC (
<I# 郭仲深!孔安慈!王玉英!等 ( 玉米花粉植株的诱导和雄核发育的

研究<=# ( 植物学报!BCHD!GEb"e"GEI2GED (
<S# 周俊彦 ( 植物体细胞在组织培养中产生的胚状体!(植物体细胞

的胚状体发生<=# ( 植物生理学报!BCDB!HbIe""DC2"CZ (
<Z# 周俊彦 ( 植物体细胞在组织培养中产生的胚状体k影响植物体细

胞的胚状体发生和发育的因素<=# ( 植物生理学报!BCDG!DbBe"CB2CC(
<H# 李 云!冯 慧!田砚亭 ( 葡萄再生系统研究进展<=# ( 生物技术通

报!GEEB!bGe"GD2"B (
<D# 裴新梧!王亚酸 ( 植物体细胞胚发生与作物育种<=# ( 生物技术通

报!GEEE!bSe"BS2BH (
<C# 袁 鹰!刘德璞!郑培和 ( 东北玉米自交系胚性愈伤组织的诱导

<=# ( 玉米科学!GEEB!Cb;e""H2"D (
<BE# d70lJ/*- X XR $/@3@* K h( ?;/*, ,;&&:% 5:;,:1%[ ,7%019 /*3 41/5,-5%R

V;&%+%1R WN&,%13/NR BCD"R CB(
<BB# K/,&:0\0 $R $-*/,/ h( QWW )*3:5%3 01./*0.%*%&-& /*3%NU190.%*8

%&-& -* 794050,9;& 5/;;:& 06 -.%"*&/ /,%.*+,*" O( =( VM4(R BCHCR "E[
"Z"2"HE(

<BI# O0J% hR L/9;01 h dR g9/* ?R %, /;( ?;/*, 1%.%*.1/,-0* +-/ 01./*.%*%8
&-&*3 %NU190.%*%&;& -* ,7% N/-*% -*U1%3 ;-*% dH"( ?;/*, X5-%*5%R
BCDSR IB[ BGS2B"G(

<BS# g*03%& ^ WR ‘1%%* ^ VR ?7-;-4& g O( ]/5,01& /66%5,-*. ,-&&:% 5:;,:1%
-*;,;/,-0* 610N N/-@% ,/&&%;&( ?;/*, X5-%*5%R BCDZR IZ[ GGS2G"G(

" 期 "B袁 鹰等"东北春玉米骨干自交系组织培养再生系统研究

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!




