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卡那霉素在转基因小麦后代筛选中的应用研究
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摘　要: 从转基因小麦后代分离群体中选择含有外源基因的目标植株是培育转基因小麦的重要环节。用卡那

霉素筛选西农 1376和西农 2611小麦 ,结果表明 , 80 mg / L卡那霉素能有效抑制非转化小麦幼苗的正常生长 ;

小麦不同基因型对卡那霉素的敏感性稍有差异 ;经 PCR检测 , 80 mg /L卡那霉素筛选出抗性苗的阳性率达到

90%。
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Abstract: Selection target plant wi th foreign gene f rom transgenic wheat progeny is the key step to

w hea t t ransfo rmation. The selection ef fects to w hea t o f Xinong1376 and Xinong2611 w ith Kanamycin

w ere studied. The resul ts show ed that non-transfo rmation w hea t could be ref rained ef fectiv ely by

Kanamycin of 80 mg /L and there w as a lit t le di fference of di fferent wheat g eno type to Kanamycin . By

PCR analysis in the resistant seedling to Kanamycin o f 80 mg /L, the f requency of PCR positiv e

amounted to 90% .
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　　近年来 ,小麦基因工程研究进展较快 ,人们已

采用多种途径将一些外源目的基因导入普通小

麦 [1 ]。与常规品种相似 ,转基因小麦在有性世代传

递过程中也存在基因分离、基因丢失等。目前 ,通

常采用 β-葡萄糖苷酸酶 ( GUS)染色反应或 PCR-

Southern杂交法从转基因小麦后代群体中筛选

含有外源基因的转化植株 [2 ]。 但随着植物转化技

术的不断改进 ,转化效率的提高 ,转基因小麦的数

量、规模会相应增加 ,在庞大的转基因后代群体中

利用这 2种方法进行筛选会相当困难 ,在实践中

也不可行。因此 ,必须寻找一种新的筛选体系来替

代 GUS染色和 PCR-Southern杂交技术。

现阶段 ,在向小麦导入的许多目的基因中都

嵌合了新霉素磷酸转移酶基因 ( nptⅡ ) ,具有抗卡

那霉素的功能。利用合适浓度的卡那霉素处理转

基因小麦后代种子 ,有可能在浸种催芽期就筛选

出转基因植株 [3 ]。为此 ,本实验对卡那霉素不同处

理的筛选效果进行了研究 ,以期为卡那霉素在小

麦遗传转化中的应用提供参考。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

西农 1376、西农 2611和导入了抑制衰老基

因 PSAG12-IPT的 T1代西农 1376,其中 PSAG12 -IPT

基因携带卡那霉素选择标记基因。
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1. 2　卡那霉素有效筛选浓度试验

卡那霉素浓度设置为 0, 40 mg /L, 80 mg /L,

120 mg /L, 160 mg /L, 200 mg /L六个水平 ,重复

3次。 每个处理各取 50粒西农 1376和西农 2611

种子 ,分置 2个皿中 , 70%酒精表面消毒后 ,用

0. 15%氯化汞消毒 15～ 20 min,无菌水漂洗 4～ 5

次。在含不同浓度卡那霉素的筛选液 (筛选液为

1 /2 M S)中浸种 24 h后 ,发芽。 定期补充含相应

浓度卡那霉素的筛选液 , 28℃下每天光照 14～ 16

h,共培养 15 d。调查发芽率、成苗数、发根数、根

系长度、幼苗高度、白苗始发时期及白苗率等。

1. 3　 T1代西农 1376卡那霉素抗性苗的 PCR检

测

　　取 30粒已导入抑制衰老基因 PSAG12- IPT的

T1代西农 1376种子 ,消毒后 ,于适宜浓度的卡那

霉素筛选液中进行筛选 , 15 d后将抗性苗移入盆

栽 ,抽提 DNA进行 PCR检测。 PCR引物依据叶

片衰老启动子 PSAG12序列设计 ,引物序列为 PSAG12

- R: 5′TGGCTGAAGTGAT AACCGTC 3′,

PSAG12 - F: 5′GCAAAGAGACGAGGAAGAAA

3′,扩增片段长度为 526 bp。 PCR反应条件为:

94℃预变性 3 min→ 94℃ 1 min, 56℃ 1 min, 72℃

1. 5 min, 35个循环→ 72℃延伸 7 min, 4℃保存。

1. 4　试 剂

卡那霉素为 Sigma公司产品 ,其余为国产试

剂。

2　结果与分析

2. 1　西农 1376和西农 2611对卡那霉素的敏感

性

　　卡那霉素的毒性机理是与植物细胞器叶绿体

和线粒体的核糖体 30S亚基结合 ,从而阻止翻译

过程 ,干扰蛋白质合成 ,导致植物死亡 [4 ]。 由表 1

可见 ,卡那霉素对西农 1376和西农 2611的发芽

率无显著影响 ,对成苗数、幼苗高度则影响较大

(图 1) ,表现为随着卡那素浓度升高 ,成苗数、幼

苗高度降低 ,说明卡那霉素不影响种子萌发 ,却抑

制芽的生长 , 使其成苗频率降低 ,生长速度减慢。
表 1　卡那霉素对小麦种子生长发育的影响

Table 1　 Ef fects of Kanamycin on wheat seed growth

品　种
Variety

浓　度
/( mg· L- 1 )

Concent ration

发芽率 /%

Gemination rate

成苗数 /株

No. of

Seedling s

发根数 /条

No. of

roo ts

白苗始发日 /d

Whi te s eedling

s tarting time

15d白苗率 /%

White s eed ling

rate at 15d

西农 1376

Xinong 1376
0 91. 3 49. 0 6. 0

无白苗

　
0

40 90. 0 35. 3 6. 0 7 60. 7

80 91. 7 25. 3 5. 7 5 100

120 92. 3 20. 7 4. 3 4 100

160 89. 3 17. 3 4. 0 1 100

200 92. 0 16. 0 4. 0 1 100

西农 2611

Xinong 2611
0 90. 7 48. 3 6. 0

无白苗

　
0

40 91. 0 39. 7 6. 0 8 64. 0

80 90. 3 30. 0 6. 0 6 100

120 90. 3 26. 3 5. 7 4 100

160 92. 7 20. 7 4. 3 1 100

200 90. 0 15. 7 4. 0 1 100

图 1　卡那霉素对幼苗高度的影响

Fig. 1　 Ef fects of Kanamycin on seedling height
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　　卡那霉素对根的影响与对芽的影响相同。用

卡那霉素处理 ,西农 1376和西农 2611的根系长

度都短于 CK,生长速度较 CK减慢 ,表现趋势为

0> 40 mg /L> 80 mg /L> 120 mg /L> 160 mg /L

> 200 mg /L (图 2) ;当浓度达到 120 mg /L后 ,发

根数目减少。

图 2　卡那霉素对根系长度的影响

Fig. 2　 Effects of Kanamycin on root length

　　卡那霉素不同处理间幼苗白化现象差异较

大 , 40 mg /L卡那霉素处理 ,西农 1376在第 7

天、西农 2611在第 8天起出现白化苗 ,至培养结

束 ,白苗率仅为 60. 7%和 64. 0% ,若用其筛选转

基因后代 ,势必容易造成非转化株的大量逃逸 ;当

卡那霉素浓度达到 80 mg /L时 , 2个品种分别从

第 5天、第 6天起幼苗开始失绿 ,至处理结束 ,白

苗率均达到 100% ,表明卡那霉素浓度达到 80

mg /L时已能完全抑制西农 1376和西农 2611幼

苗的正常生长 ;而 160 mg /L和 200 mg /L处理 , 2

个品种幼苗初始就全部发生白化 (仅叶尖绿 )。 根

据筛选试剂选择应符合浓度低、经济安全原则 ,用

80 mg /L卡那霉素筛选西农 1376和西农 2611小

麦转基因后代 ,既能有效防止非转化株的逃逸现

象发生 ,同时又可以避免卡那霉素浓度过高对转

基因植株造成的伤害。

同时 ,从表 1看出 ,西农 1376和西农 2611对

卡那霉素的反应存在一定程度的基因型差异 ,其

中 ,西农 1376较西农 2611对卡那霉素敏感。

2. 2　 T1代西农 1376卡那霉素抗性苗的 PCR检

测

　　研究表明 ,采用 80 mg /L卡那霉素筛选 T1

代西农 1376种子 30粒 ,成苗 27株 ,其中 7株为

白化苗 , 20株为抗性苗 ,经 PCR检测 , 18株为携

带有目的基因片段的阳性单株 (图 1) ,用公式阳

性率 = PCR阳性株数 /抗性苗数× 100%计算得

卡那霉素筛选出抗性苗的阳性率达到 90% ;同时

观察到卡那霉素抗性苗的发根数、根系长度、幼苗

高度均与对照无显著差异 ,表明 80 mg /L卡那霉

素已能有效抑制西农 1376非转化体幼苗的生长 ,

用其对西农 1376小麦转基因后代进行筛选是完

全可行的。

1～ Ladd er DN A, 2～ 阳性对照 , 3～ 阴性对照 , 4～ 21为卡那霉素抗性苗

1～ Ladder DN A, 2～ Posit ive CK, 3～ Negat ive CK, 4～ 21～ Resis tan t seedlings to Kanam ycin

图 3　卡那霉素抗性苗 PCR扩增结果

Fig. 3　 The PCR result of resistant seedlings to Kanamycin

3　讨 论

卡那霉素对人畜和环境无害 ,且价格低廉 ,是

转基因植物研究中应用最广泛的筛选试剂。一些

研究认为 ,单子叶植物特别是一些重要的禾谷类

·19·3期　　　　　　　　　　　奚亚军等: 卡那霉素在转基因小麦后代筛选中的应用研究　　　　　　　　　　　　



作物如小麦、水稻、大麦、玉米等对卡那霉素具有

较高的天然抗性 ,卡那霉素对其选择无效 [5 ]。本研

究用卡那霉素筛选西农 1376和西农 2611种子 ,

结果表明 , 80 mg /L卡那霉素能有效抑制非转化

小麦幼苗的正常生长 , PCR检测 T1代西农 1376

卡那霉素抗性苗的结果证实 ,用 80 mg /L卡那霉

素对转基因小麦后代种子进行筛选具有可行性和

有效性。这一结果对花粉管通道法转基因小麦的

当代筛选也有借鉴意义。

西农 1376和西农 2611对卡那霉素的敏感性

存在一定程度的基因型差异 ,卡那霉素对其他材

料是否有同样影响 ,有待进一步研究。
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