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抗除草剂基因基因枪法转化粳稻的研究
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摘 要：优化了粳稻的组织培养体系；通过 ,-. 基因的瞬间表达研究，明确了以 /01 金弹到靶细胞距
离为 2 34，轰击 ( 次时，5/6"$$$ 7 89 基因枪法转化水稻胚性愈伤组织的效率最高。应用基因枪法将抗除草
剂基因 !:;<+转入吉林省主栽的水稻品种长白 % 号中，获得了可育的转基因水稻植株。经过 ,-. 基因的组织
化学分析，5=> 和 6?-@A9<B 杂交检测，证明抗除草剂基因已整合到水稻基因组中得以表达，使水稻产生对
除草剂的抗性。转基因水稻中发现一例基因沉默现象。
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随着生物技术研究的深入和发展，水稻转基因技术已成为除常规育种技术之外的重要辅助育种

手段之一，并取得了可喜的成绩。"2%% 年以后，水稻转基因研究得到了突飞猛进的发展。不仅获得了
大量稳定遗传的转基因植株，提高了转化效率，同时也推动了其他单子叶植物基因转化体系的研究，

使水稻成为单子叶植物基因表达调控研究的模式植物。科学家们已将转基因技术同水稻常规育种手

段结合起来，将有益农艺性状基因导入水稻基因组中，如抗虫基因［"，(］、抗病基因［)，C］、抗除草剂基因
［’］、提高光合效率 D*E及品质改良基因［&，%］等，并培育出一些转基因新品系，有的已进入大田释放阶段 D2E。

本文应用基因枪法将抗除草剂基因 !:;<+导入吉林省主栽水稻品种长白 % 号中，获得了除草剂抗
性转基因水稻植株。

! 材料与方法
!,! 质粒、植物材料及培养基

F/G%$)，含抗除草剂基因!:;<+，以 -:H 为启动子，报告基因 ,-.，以 <:3. 为启动子。质粒框图结构
如下：<:3.I,-.I-:HI:;<IB?.
吉林省地方粳稻!J;F?BH3;+品种长白 % 号、丰优 )$& 和超产 ( 号。
基本培养基：0GK!0* 大量元素，G6 微量元素及铁盐，K’ 有机成分 +、脯氨酸 ’$$ 4L 7 M、谷氨酰氨

(’$ 4L 7 M、水解酪蛋白 )$$ 4L 7 M、蔗糖 )$ L 7 M 和琼脂粉 % L 7 M，F8 ’#%。
愈伤组织诱导基本培养基：基本培养基附加 (#CI/ ( 4L 7 M；愈伤组织继代培养基附加 NO $#’

4L 7 M、011 " 4L 7 M 和 (PCI/ ( 4L 7 M；愈伤组织分化培养基 NO ( 4L 7 M、011 $#( 4L 7 M 和 *IK1 $#’
4L 7 M。
!,( 吉林省主栽水稻品种再生培养体系的优化
将去掉颖壳消毒过的水稻种子接种在诱导培养基上，&Q"$ R 后去掉芽鞘继续诱导。(’Q)$ R 从盾

片上长出愈伤组织，从中挑选浅黄、颗粒状、质地紧密的愈伤组织继代培养。配制 0GKI" 和 0GKI(
两种继代培养基。0GKI" 激素成分为 (PCI/ ( 4L 7 M，0GKI( 激素成分为 (PCI/ " 4L 7 M、011 " 4L 7 M、
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!" #$% &’ ( )。愈伤组织分化前进行 *+ , 干燥处理。
!"# 基因枪法转化参数的优化
采用 -./*### ( 0123456789:型基因枪，应用 ;<= 基因的瞬间表达，以 .>? 金弹到靶细胞为 +、@

和 *A B& 及轰击 *、A 和 C 次的不同组合处理优化基因枪法转化胚性愈伤组织的各种参数。转化方法
参照文献DEF。
!"$ %&’ 基因的组织化学分析
轰击后的愈伤组织用 ;<= 染色液浸泡过夜，显微镜下观察。转基因植株的叶片经 ;<= 染色液浸泡

过夜后，用固定液 2乙醇 G乙酸HCG*:固定，I#J乙醇脱色。;<= 染色液的组成：#$* &5K 的磷酸盐缓冲液
2L0 I$#:、% &&5K 铁氰化钾、% &&5K 亚铁氰化钾、*$# &&5K M."?、#$*J"N4O5P6*## 和 #$*J的 %6溴6Q6
氯6C6吲哚6葡糖苷酸2R6;K<B:。
!"( 转基因水稻植株的 )*’+* 除草剂抗性鉴定
转基因植株叶片用含 --" A## &’ ( ) 的 38=O8 除草剂涂布，C 9 后观察叶片生长情况。

!", 转基因植株的 -./、01&+2345 杂交分析
以 S8N 基因序列设计引物。引物 *：%T;U?;;??UU;U?;;?;";;?CT，引物 A：%T?"U"U;;"V

;?U;;;U?;;?UCT。A% !) 反应体系。扩增条件：预变性 @QW C &4P。变性温度为 @QW * &4P；退火温
度 +*W * &4P；延伸温度为 IAW +# =，循环 C% 次，最后在 IAW下补齐 *# &4P。*$AJ琼脂糖凝胶电泳。
/5<O,1NP 杂交应用 MU) 试剂盒，应用 L.XE#C 质粒中 S8N 基因序列的 -U7 扩增产物为探针。

! 结果与讨论
6"! 吉林省主栽水稻品种再生培养体系的优化
!"#"# 继代培养基不同激素对水稻愈伤组织分化的影响
由吉 E@6Q% 和超产 A 号诱导出的愈伤组织经

过含不同的激素培养基继代培养 C 次 2每 A 周继
代一次 :后，移至同一种分化培养基上，经 Q 周的
分化培养后，按能够分化成水稻植株的愈伤组织

块数占接种愈伤组织块数的比率，分别统计愈伤

组织的分化频率2表 *:。
从表 * 看出，E@6Q% 和超产 A 号的愈伤组织在

激素仅为 AYQ6. 的培养基上长期继代，分化频率
只有 ++$IJ和 QE$AJ。愈伤组织生长较快、松软，降低了分化能力；而降低 AYQ6. 浓度，配合使用 >??
及少量 !"，可以改进愈伤组织的质量，提高分化能力，两者的分化频率分别达到 EE$AJ和 EA$*J，将
愈伤组织的分化频率提高了 A#JZCQJ。
!"#"! 干燥处理对水稻愈伤组织分化能力的影响
由吉 E@6Q%、超产 A 号和丰优 C#I 三个基因型

诱导出的愈伤组织在分化培养前进行 *+ , 的脱
水干燥处理，然后转至分化培养基上进行分化培

养，先暗培养 * 周，然后光照培养，Q 周后统计分
化频率。结果表明，干燥处理对水稻愈伤组织分化

频率具有较大的影响，能显著提高水稻愈伤组织

的分化频率2图 *:。
干燥处理可以促进体细胞胚的发育。[,8P’2*@@+:等报道了用简单的脱水处理法促进粳稻愈伤组

织的再生，他们认为，干燥处理在一定时间内造成了水分含量降低，引起细胞生理生化上的变化，这

些变化可能正是植株再生所需要的。上述结论在本试验中也得到了证实。C 个品种经干燥处理的愈伤
组织的分化率分别达到 EA$@J、E%$IJ和 Q%$IJ，而未经干燥处理的只有 %*$QJ、QE$%J和 A%$*J，C 个

表 !继代培养基对愈伤组织分化能力的影响

品 种 培养基
接种愈伤

组织块数

分化愈伤

组织块数

愈伤组织分

化频率2J:

E@6Q% >X36* IA QE ++$I
E@6Q% >X36A +E +# EE$A
超产 A 号 >X36* %E AE QE$A
超产 A 号 >X36A EQ +@ EA$*

注：>X36* 为 >X3 培养基，附加激素 A &’ ( ) 的 AYQ6.，>X36A 为
>X3培养基，附加激素 AYQ6.、>??、!"分别为 *、*和 #$% &’ ( )。
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图 ! 干燥处理对水稻愈伤组织分化频率的影响
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基因型再生频率分别提高了 !"#$、!%#& 和 &’#( 个百分点 )图 "*。实验中发现干燥处理时间达到 !( +
后，愈伤组织会因为脱水过多而枯萎，失去正常的分化能力，降低了分化频率)只有 !,*。
!"! 基因枪转化参数的优化
基因枪的轰击参数，如粒子速度、入射密度、阻挡板至样品室高度和轰击次数等均影响转化效率。

选用 ""’’-./ 的可裂膜和水稻长白 0 号的胚性愈伤组织，应用 12. 基因的瞬时表达进行基因枪法转
化水稻的优化试验。轰击 ! 3 后观察愈伤组织上的蓝点数。
结果表明，在 456 金弹到受体的距离为 ( 78、轰击次数为 "、& 和 ! 次时，12. 基因瞬间表达频率

分别为 0(#$,、9’#9,和 9’#’,。! 种处理，随着轰击次数增多，12. 基因的瞬间表达效率而提高，但结
果相差不大；在 9 78 处时，轰击 " 次、& 次和 ! 次的
转化效率分别为 !’#(,、00#&,和 9$#0,。以轰击 !
次效率最高；在 "& 78 处时，转化效率明显降低。在
距离相同时，随着轰击次数增多，转化效率提高。实

验中，阴性对照均未出现蓝点。同时观察到在 ( 78
处近距离轰击，456 金弹对转化的受体细胞造成了
破坏，并且强大的气流常使愈伤组织块四处飞散。

同时枪击次数的增多，加大了转化的成本，而转化

效率并未显著提高。综合各影响因素，确定在 9 78
处，轰击次数 & 次为最佳转化条件)图 &*。
!"# 转基因水稻植株的获得
转化后的愈伤组织在不含选择剂的培养基上恢复生长 " 周，然后转入含 ::; "’ 8< = > 的筛选培

养基，每 "$ 3 继代 " 次。继代 &?! 次后非转化细胞褐化死亡，最后抗性愈伤组织经 12. 染色，整块变
成蓝色。将剩下的抗性愈伤组织转入含 " 8< = > ::; 的分化培养基，在 &0@光照条件下分化培养。A
周后得到转基因水稻植株，在 " = &BC 培养基上进行生根培养，待转基因植株生长健壮后，经炼苗移栽
温室。共得到 $ 个转基因水稻植株，获得的当代转基因水稻植株结实率很低。
!"$ 转基因水稻植株 %&’ 基因的组织化学分析

$ 个转基因植株经 12. 基因的组织化学分析，有 ! 株转化植株的叶片变为蓝色，为 12. 染色阳
性，分别为 4’D"，4’D&，4’D!。而对照植株叶片和另两个转基因植株 4’DA 和 4’D$ 为白色。
!"( 转基因水稻植株 )*’+* 除草剂抗性鉴定结果
经除草剂叶片涂布试验，4’D"，4’D&，4’D! ! 个转基因水稻植株叶片仍为绿色，表现对 EF.GF 除

草剂有抗性。说明在阳性转基因植株中抗除草剂基因整合到水稻基因组中得以表达，使转基因水稻植

株产生除草剂抗性。而未经转化的对照植株和 12. 检测为阴性的两个转基因植株)4’DA 和 4’D$*叶片
枯黄，表现对 EF.GF 除草剂敏感。
!", 转基因水稻植株 -./ 检测结果
以未转化植株 456 为对照进行 HFI 基因扩

增。:JK 检测结果表明，4’D"，4’D&，4’D! 和 4’D$
转基因植株中检测到与质粒相同的 HFI 基因目标
带，证明转化植株基因组 456 中含有 HFI 基因片
段。而阴性对照与 4’DA 中没有出现目标片段，说
明 4’DA 为假阳性转基因植株)图 !*。
!"0 转基因水稻植株 12&+3456 杂交检测结果
提取转基因水稻植株和对照水稻品种长白 0

号基因组 456，以质粒 -4B0’! 为对照，进行琼
脂糖凝胶电泳，以 HFI 基因的 :JK 扩增产物为探
针进行 CL2G+MIN 杂交检测。结果表明，4’D"，4’D&，

 
F：BFIOMI H：质粒 -4B0’! 7：7O 3：4’D"

M：4’D& P：4’D! <：4’DA +：4’D$

图 # 转 7*5 基因水稻植株 -./ 检测
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图 ! 不同基因枪转化参数对 %&’ 基因瞬间表达的影响
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!"#$ 和 !"#% 植株出现与探针 !&’ 的杂交带，呈
阳性。而对照为阴性，无杂交带出现。经 ()* 与
+,-./012 杂交检测，转基因植株 !"#% 虽为阳性，
但其植株叶片对除草剂敏感，3-4 的组织化学分
析也呈阴性反应。说明转基因植株 !"#%，虽然外
源基因片段已插入水稻基因组中，但并没有表达，

可能产生基因沉默现象。杂交结果见图 5。
目前多个实验室将 671 基因用做选择标记

基因。研究中发现，在转基因愈伤组织的分化阶

段，如果 ((8 浓度过高时，对转基因植株的生根
过程产生不利影响。由于除草剂的长期胁迫，植株

的叶片卷曲，根的基部产生块状突出，出现明显的水稻除草剂中毒症状。本研究中发现一例产生基因

沉默现象的转基因水稻植株。转基因植物中外源基因的沉默现象对转基因植物的应用是一个不利因

素，今后如何避免外源基因的沉默现象是植株基因工程值得深入研究的课题。

参考文献：

9:; <-=>?,., @A 0. 7BC D240E. 104>4.72. 1>E0 F02017.0G HI >2.1,G-E.>,2 ,J 7 ?,G>J>0G !#02G,.,K>2 F020 ,J 67E>BB-4 ./-1>2F>024>4C 6>, L 80E/2,B,FI
:MM$A N::OP ::%:#::%%C

9Q; D1>0 RA 0. 7B C 81724F02>E 1>E0 04.7HB>4/0G ., 0KS1044 E,12 EI4.7.>2 0K/>H>.4 4.1,2F >2/>H>.,1I 7E.>T>.I 7F7>24. >240E. F-. S1,.0>27404C (B72.
U,B0E-B71 6>,B,FIA :MMVA N$"OP :5M#:%WC

9$; @7I7X7Y7 8A 0. 7BC 3020.>E7BBI 02F>20010G 1>E0 104>4.72. ., 1>E0 4.1>S0 T>1-4A 72 >240E.#.1724?>..0G T>1-4C (1,EC &7.BC ’E7GC +E>C Z+’A :MMQA
N[MOP M[V%#M[VMC

95; 8- \C 81724F02>E 1>E0 T71>0.I “D*WQ”Y>./ ]7Q: >4 104>4.72. ., H7E.01>7BC 8/0,1 ’SSB 3020. :MM[A NMWOP $:#$VC
9% 黄大年，等 C 用抗除草剂基因快速检测和提高杂交稻纯度的新技术 9\; C 科学通报，:MM[，5$N:O：VW#W" C
9V; U7.4-,X7 UA 0. 7BC 8/0 S1,?,.014 ,J .Y, E71H,KIB7404 >2 7 )5 SB72. N?7>^0O G>10E. E0BB#4S0E>J>EA B>F/.#10F-B7.0E 0KS1044>,2 >2 7 )$ SB72.

N1>E0OC 8/0 (B72. \-,127BA :MM5A VN$OP $::#$:MC
9W; +/>?7G7 @A 0. 7BC ’2.>40240 10F-B7.>,2 ,J ./0 1>E0 Y7KI F020 0KS1044>,2 -4>2F 7()*#7?SB>J>0G J17F?02. ,J ./0 1>E0 F02,?0 10G-E04 ./0

7?IB,40 E,2.02. >2 F17>2 4.71E/C 8/0,1C ’SSBC 3020.C :MM$A [VP VV%#VWQC
9[; _,X,> +A 0. 7BC D2.1,G-E.>,2 ,J ./0 E!&’ J,1 ’17H>G,S4>4 FBIE01,B#$$S/,4S/7.0 7EIB.1724J01740N3(’8O E,2J014 -247.-17.>,2 ,J J7..I 7E>G4 72G

E/>BB>2F .,B0172E0 ,J S/,.,4I2./04>4 ,2 1>E0C U,B0E-B71 6100G>2FA :MM[A N5OP QVM#QW%C
9M; 舒庆尧，等 C 转基因水稻‘克螟稻‘选育 9\; C 浙江农业大学学报，:MM[，Q5NVO：%WM#%[" C

!"#$%&’"(#)*’$ ’& +,"-*.*/, 0,%*%)#$) 1,$, )’ 0*., 2*# 3*’4*%)*. 5,)6’/
a’&3 \>2F#I-A 0. 7BC

N!"##$%$ "& ’(&$ )*($+*$ , -$(.(+% /"012# 3+(4$05(67, -$(.(+% :""[WA% )/>27O
7-%)"#.)P ’ /01H>E>G0 F020NH71O Y74 G0B>T010G >2., 7 E,??01E>7B 1>E0 T71>0.I “)/72FH7> [” E-B.>T7.0G

>2 \>B>2 S1,T>2E0 T>7 H>,B>4.>E ?0./,GC <>T0 J01.>B0 .1724F02>E 1>E0 SB72.4 Y010 ,H.7>20GC (717?0.014 ,J 3020
3-2N(!+#:""" L @0O .1724J,1?7.>,2 ,J E7BB-4 G01>T0G J1,? ?7.-10 0?H1I, ,J \7S,2>E7 1>E0 T71>0.I Y010 ,S.>b
?>^0G HI 3-4 F020 .1724E>02. 0KS1044>,2C a/02 ./0 G>4.72E0 H0.Y002 !&’#F,BG S0BB0. 72G ./0 .71F0. E0BB4
Y74 M E?A H,?H71G J,1 Q .>?04A ./0 .1724J,1?7.>,2 0JJ>E>02EI Y74 ./0 />F/04.C D. Y74 G0?,24.17.0G ./7. H71
F020 /7G H002 >2401.0G >2., 1>E0 F02,?0 HI ()* 72G +,-./012 /IH1>G>^7.>,2C 8/100 .1724F02>E 1>E0 SB72.4
N!"#:A !"#Q 72G !"#$O 4/,Y0G /01H>E>G0 104>4.72E0C 3020 4>B02E0 Y74 ,H401T0G >2 ,20 .1724F02>E 1>E0 SB72.
N!"#%OC

8,9 :’"/%P *>E0c 3020 .1724J,1?7.>,2c @01H>E>G0 104>4.72.c 6>,B>4.>E

 

7：质粒 H：!"#: E：!"#Q G：!"#$ 0：!"#%

图 ; 转 -#"基因水稻 <’=)6,"$ 杂交检测

V $" 卷吉 林 农 业 科 学


