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基因枪介导超甜玉米幼胚转化研究

胡建广 !!"!李余良 !!"!祁喜涛 !!刘建华 "
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摘 要! 以超甜玉米自交系 /! 及其杂交种粤甜 + 号的幼胚为材料"通过优化基因枪转化条件"获得 !0 个可育

的转基因超甜玉米株系$ 研究结果显示"金粉直径%氦气压力和轰击距离等均影响基因枪的转化效率"用 !-" !1 金

粉"轰击距离为 !( 23"压力为 ! !"" 45 时"转化效率最高$
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玉米是世界上第三大粮食作物" 利用基因工程

对其实施基因改良具有重要意义$ 玉米生产上主要

使用杂交种" 因此建立玉米自交系的高效再生实验

条件和转基因方法" 可以显著缩短基因工程育种

年限$
超甜玉米是果蔬类特用玉米" 营养价值十分丰

富"主要在我国东南地区种植"面积超过 (" 万 F3("
并且每年以 +"X的速度快速增长$ 有关超甜玉米自

交系幼胚基因枪转基因研究还未见详细报道$ 本实

验以我们在生产中大面积推广的超甜玉米品种及其

亲本为材料"在建立了超甜玉米自交系 /! 及其杂交

种幼胚高效诱导愈伤组织和再生系统的基础上"优

化了基因枪转化条件" 通过基因枪直接转化幼胚的

方法"获得了可育的转基因甜玉米株系$
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! 材料与方法

<=< 植物材料

供试玉米品种!自交系 /! 和杂交种粤甜 + 号$
外植体!取授粉 % ] !! P 的果穗"幼胚长度为 !

] ( 33"苞叶外用 Y"X的酒精表面消毒"再用 ("X
次氯酸钠浸泡消毒 (" 3:;"无菌水冲洗 + 次"在无菌

条件下"用解剖镊子直接挑取幼胚$
<=> 培养基

诱导培养基’?^.!R& 大量元素%微量元素_‘# 维

生素_谷氨酰胺 +"" 3< a 1_水解酪蛋白 #"" 3< a 1_
脯 氨 酸 Y"" 3< a 1_蔗 糖 (" < a 1 _(>* $b ( 3< a 1 _
6<Rc+ %"" 3< a 1#继代培养基!?^_6‘6 +-" 3< a 1#分

化培养基!^/ 大量元素%微量元素_‘# 维生素_谷氨

酰 胺 +"" 3< a 1_水 解 酪 蛋 白 #"" 3< a 1_蔗 糖 (" < a
1_&$‘6 ( 3< a 1_R66 "-# 3< a 1# 生 根 培 养 基!! a (
^/_蔗糖 !" < a 1_?‘6 + 3< a 1 _R66 "-! 3< a 1$
<=? 质粒载体构建

本研究所用载体分别为 K62D!$b 和 KW1‘$5;D:$
d‘4e"其中 K62D!$b 质粒载体由美国康乃尔大学的
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吴瑞实验室构建!含有 !"#$ 基因!!"#$%&’()%*$+,
载体由本研究室构建" 它们的物理图谱分别为#
!-.(/%0#

1)’2333 $&453 64&3 6&.3 78&9
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!"# 基因枪转化

选取授粉后 > ? @A 2$长度在 @ ? B 44 的幼胚!
在轰击前 C ? D E 转移到高渗培养基F继代培养基附

加 AGC 4HI J # 甘露醇或山梨醇K上培养" 按照 ,IL’ 等

的方法制备金粉 F直径 /MA !4 或 @MN !4!$)H<O&2K
悬浮液P 将质粒包裹在金粉微载体后! 用 $)H<O&2
+06<@AAA J 5L 基因枪轰击经高渗处理的愈伤组织"
样品真空度 BD 4Q+&P 可裂膜压力分别 RAA$@ @AA 和

@ SDA +&!靶细胞与微载体距离为 N$R 或 @B .4" 轰击

@N E 后将幼胚转移到继代培养基上恢复生长 S 2"
!"$ %&’ 的组织化学染色

将基因枪轰击的幼胚!在 AMST的甲醛溶液中固

定 @ EU室温V!然后在 DA 44HI W ; 的磷酸缓冲液F!5XMAV
中冲洗 S 次!转入染色液F7<:IY!浓度 @ 4Z W4;V于 SX
[下染色 B ? @N E!在显微镜下观察幼胚上绿点的分

布与数量!拍照"
!"( 抗性愈伤组织的筛选和植株再生

将恢复生长的幼胚转移到附加 D 4Z J ; $&\(& 的

选 择 培 养 基 上 筛 选C ? D周! 然 后 转 移 到@A 4Z J ;
$&\(& 的选择培养基上继续筛选!每次继代均选择生

长良好的愈伤组织转入下一轮! 经过 S 轮筛选后!
抗性愈伤组织经 -$- 培养基诱导胚状体形成!S 周

后转入再生培养基诱导小苗" 培养条件为#温度 BN
? B>[!光照 @N E J 2!光强 @ DAA ? B AAA I]!愈伤 组

织先长出绿点!再长成小苗!将分化的小苗转移到

生根培养基中生根!经练苗后移栽花盆中!然后移

栽温室"
!") 转化体的分子检测

转基因植物在温室长至 > 片叶以后!剪取 S ? D
Z 新鲜叶片!用 6^-$ 法提取 0_-!用于 +‘O 检测"
根据 %&’ 基因序列设计的引物为#引物 @# D%<-^a
:-:‘‘‘-:--‘:-‘:‘<S%! 引物 B#D%<:-^ -:-
‘^‘ :^: ‘:: ‘-:<S%" 反应体系#总体积 DA !;!
其中 0_- 模板 AMAD !Z! 两种引物各 AMD !4HI W ;!
2_^+ 各 AMBD 44HI W ;!^&b 酶 @ c"扩增程序#RD[ D
4)’! 然后依次为 RC[ @ 4)’!NS[ @ 4)’!XB[ @ 4)’
Sd \!循环 SD 次!最后在 XB[保温 D 4)’"取样 @D !;
在 @MBT的琼脂糖凝胶上进行电泳U@e^-fV" +‘O 产

物 电 泳 后! 电 转 膜" %&’ 基 因 从 质 粒 !:;$<&’()<
*$+= 中用 +\(9 和 $&459 双酶切! 回收 DXA 8! 的

%&’ 基 因 0_- 片 段 ! 利 用 地 高 辛 进 行 引 物 标 记

UOg‘5f 公司V!参照试剂盒说明进行分子杂交"

B 研究结果

*"! 基因枪转化条件优化

以 !-.(@<0 质粒为转化载体! 依据金粉的直

径$氦气压力和轰击距离 S 个因素!设计了 N 组不同

的基因枪转化的实验条件U表 @V" 实验结果表明!在

单因子中!金粉直径为 @MA !4 和 @MN !4 的 :c6 瞬

间表达率分别为 NXMRT和 NCMRT! 转化效率比较接

近!均获得比较满意的结果"轰击时选择压力分别为

RAA$@ @AA 和 @ SDA +&" 以 @ @AA +& 为最佳!转化率

最高为 NXMRT&其次为 RAA +&!转化率为 N@MDT!压

力增加到 @ SDA +& 时!转化率降低为 D>MRT" 轰击距

离与金粉散面和冲击力相关! 本实验共比较 N$R 和

@B .4 这 S 个距离的转化效率"在轰击压力为 @ @AA
+&!金粉直径为 @MA !4 时!转化效率分别为 CDMNT$
NXMRT和 SXMXT!说明轰击距离的差异对转化效率影

响较大" 质粒 0_- 用量对转化也有一定影响!因

0_- 浓度过高!金粉容易结块!不易均匀散开!过低

则外源基因进入细胞的机会较少!影响转化频率"每

DA !; 金粉! 加入 @D !Z 的 0_- 可以取得较好效

果!综合以上 S 个因素!以金粉直径 @MA !4$轰击压

力 @ @AA +& 和 0_- 量 @D !Z W DA !; 金粉时!效果最

好U图 @V"
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!"! 抗性愈伤组织的筛选和植株再生

用基因枪将质粒 !"#$%&’()%*$+, 转化超甜玉

米幼胚!经过 - 轮筛选!其中第 . 轮于 /01条件下

暗培养 - 周!然后继代 / 次!每次 / 2 - 周" 在筛选

和继代过程中!大多数愈伤组织呈水浸状!然后褐化

和死亡" 只有少数愈伤组织经过 3 2 4 周的筛选!可

以继续分裂!经诱导再生植株"由于玉米胚性愈伤组

织不断向非胚性化转换! 有一部分转化的愈伤组织

失去了再生能力!所以!随着继代时间的延长!转化

频率越来越低" 本研究所采用的质粒较大!共转化 5
批次!轰击愈伤组织共计 -0- 个幼胚!再生苗 .6 个

株系!成苗率为 07.8左右" 再生植株移栽大田后可

以正常发育!但也有些植株发育出现异常!包括顶端

出现雌穗#雌雄花期不遇等!可以通过与其他植株杂

交!其后代的表现恢复正常"
!"# 转化植株的 $%& 检测与 $%&’()*+,-./

因质粒 !9#$%&’()%*$+, 的 *$+,:5%磷酸果糖

%/%激酶 ; 果糖%/!5%二磷酸酶< 基因为从玉米中克

隆!不易作检测的探针!筛选标记基因 !"# 与该基因

为同一载体!紧密连锁!所以!用 !"# 作探针进行转

基因植物的分子检测" 根据 !"# 基因的序列设计合

成引物! 对再生植株样品 =>? 进行特异性扩增!以

质粒为正对照!未转化植株 =>? 为负对照" 电泳结

果显示!3 株转基因植株中有 0 个扩增出与质粒大

小相同的条带" 为了进一步验证 +@A 扩增的产物是

否为 !"# 基因片段!排除假阳性" 将 +@A 产物电泳

转膜后进行 BCD(EFG’ 杂交! 以质粒 !"# 基因的回收

图 0 !"#$ 基因在玉米幼胚中的瞬间表达

@ 为质粒!H 为 =>? 分子量!. 2 5 为转基因株系

图 ! 转基因超甜玉米植株的 $%& 及 ()*+,-./ 结果

片段为探针" 杂交结果与扩增后直接照相结果完全

一致:图 /<"

- 讨 论

愈伤组织经转基因处理后需要经过至少 - 轮筛

选!时间为 6 2 ./ 周!经过长时间继代后!愈伤组织

的再分化能力明显下降! 对转基因效率的提高具有

重要的影响" 本实验采用幼胚作为基因枪转化的受

体材料!并成功获得转化植株"与愈伤组织作为转基

因手段相比!利用该转基因程序!虽然转基因筛选的

时间没有缩短! 但省去了从幼胚诱导形成愈伤组织

的时间!愈伤组织的继代时间至少减少一次!不仅缩

短了实验的周期! 而且也减少了因愈伤组织继代次

数过多对再分化能力的影响"
5%磷酸果糖%/%激酶 ; 果糖%/!5%二磷酸酶基因

在玉米未成熟种子中存在大量表达! 说明该基因可

能同样控制未成熟种子中淀粉的积累" 本研究将 5%
磷酸果糖%/%激酶 ; 果糖%/!5%二磷酸酶双功能酶基

因与玉米种子特异表达启动子 9ICJDI)’ 反向连接!
通过降低转基因植株种子中该基因的表达!研究 5%
磷酸果糖%/%激酶 ; 果糖%/!5%二磷酸酶基因与种子

淀粉积累的关系" 对转化反义基因的转基因纯系乳

熟期子粒的果糖%/!5%二磷酸含量测定表明!5%磷

酸果糖%/%激酶 ; 果糖%/!5%二磷酸酶基因在甜玉米

子粒的表达被抑制! 可以比较明显的影响子粒中果

糖%/!5%二磷酸含量! 并且反过来影响子粒中蔗糖

含量! 但变化幅度明显小于果糖%/!5%二磷酸含量

的变化幅度"
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