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摘 要! 利用基因枪法将 -. 基因导入玉米优良自交系 #"! 和 /!!!& 轰击后的幼胚转至附加 -01213456 浓度为

!" 78 9 : 的选择培养基上进行愈伤组织的诱导$继代筛选 ( 轮$每轮 ( 周& 得到的抗性愈伤组织在不含 -01213456 的

分化培养基上进行绿苗分化$#"! 获得了 ’" 株转化再生植株$/!!! 获得了 !" 株转化再生植株$;/< 鉴定结果表明

-. 基因已整合到玉米自交系 #"! 和 /!!! 的基因组中&

关键词! 玉米优良自交系%基因枪%-. 基因
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玉米螟分布较广$ 它严重危害着玉米的产量和

质量&在玉米虫害的综合防治中$利用基因工程手段

培育抗虫玉米取得了一系列的进展& -. 毒蛋白基因

来源于苏云金芽孢杆菌’<")#99.’ -*.(#,8#%,’#’(] 它

编码的 -. 毒蛋白是苏云金芽孢杆菌在芽孢形成过

程中产生的结晶蛋白$具有特异性的杀虫活性$其杀

虫机制是使取食昆虫中肠膜穿孔$ 致使昆虫停止取

食$最后导致死亡& !%%" 年孟山都公司和山迪卡公

司用基因枪法获得了正常结实的抗虫转基因玉米$
!%%& 年转基因抗虫玉米在美国首次商业化种植& 我

国的抗虫转基因玉米进展也较大$但作为受体的玉
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作者简介! 张红梅)!%&&K($硕士$山西省农科院玉米研究所助理研

究员$主要从事玉米基因工程研究&
基金项目! 北京市自然科学基金项目"#""!""!(和北京市高技术基

金项目"%#(,#"!""(资助&

米 材 料 仍 局 限 于 少 数 易 于 遗 传 转 化 的 材 料 $如

>!!,*-)( 及其衍生系等 ^! _ #‘$将这些转化后的材料

用于生产$实际上还必须经过若干代的回交转育$与

此同时也会带入一些不需要的或不良的基因& 如果

将目的基因导入目前应用于生产的优良自交系中$
使其成为新系直接在生产上利用$ 将会加快改良玉

米品种的步伐^!" _ !!‘& 本试验是将抗鳞翅目昆虫基因

Ba\/TL!> 导入目前生产上常用 的 北 京 早 熟 玉 米

自交系 #"! 和 /!!! 中&

! 材料与方法

8D8 供试材料

玉米自交系 #"!*/!!! 种子由北京市农林科学

院作物所提供& 质粒 3\B!#"图 !(由中国农业大学

生物技术国家重点实验室提供&
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!"# 试验方法

!"#"! 玉米幼胚的组织培养 取授粉后 ! " #$ % 的

玉米果穗!去苞叶后在 &’(的酒精中浸泡 ) *+,!取

出后用手术刀削去种皮!取出幼胚!接种于诱导培养

基上"
!"#"# 培养基 基本培养基# -. 大量$/) 微量$-.

有机$01 盐$脯氨酸 .2’ *3 4 5$水解酪蛋白 6’’ *3 4
5$肌醇 7’’ *3 4 5$蔗糖 $’ 3 4 5$植物凝胶 68. 3 4 5"愈

伤组织诱导及继代培养基# 基本培养基附加 69:;<
6 *3 4 5 或 <+=>*?> $8$ *3 4 5"选择培养基#愈伤组织

诱导或继代培养基附加不同浓度 /+>@>ABCD %表 6&"
分 化 培 养 基# 同 基 本 培 养 基" 生 根 壮 苗 培 养 基#
7 4 6EF 全量附加蔗糖 6’ 3 4 5!其它同基本培养基"
!"#"$ 基因枪转化及抗性愈伤组织的筛选 玉米幼

胚转化前的高渗处理按文献 G$H进行!转化方法见文

献I&H" 轰击后的幼胚转至附加 /+>@>ABCD 的选择培养

基上继代筛选 $ 轮!每轮 $ 周"每次淘汰褐化的愈伤

组织!选择色泽正常$生长良好的愈伤组织进行继代

筛选"
!"#"% 植株的再生及移栽 将抗性愈伤组织转移至

分化培养基上! 分化苗长出主茎后将其移至生根壮

苗培养基上’待幼苗长出 6 片新叶!$ J : 条主根后!
移至装有营养土%6 4 $ 蛭石K7 4 $ 腐殖质&的小花盆

中’当幼苗在小花盆中又长出 7 J 6 片新叶时!可带

土移栽到温室或大田中"
!"#"& ’() 检测 LMN 引物设计在 /O 基因编码区

内!可特意扩增出 /O 基因 ’P2 Q? 的目标序列" 引物

序列#
上游引物# )RSSS MMM SMT MUU TMM UUM

TSS USU SSM $R
下游引物# )RMMU TUM UUM TSM TTS UST

UUM MMU SUU STT S$R
LMN反应条件为# 2:V预变性: *+,’2:W7 *+,!

))W$’ D!&6W7 *+,! 循环 $’ 次’&6W延伸 7’ *+,!
:W保存"

用 F<F 法提取转基因玉米叶片总 <-U 作为模

板进行 LMN 反应! 扩增产物在 ’8!(U3XCD1 凝胶上

电泳并在紫外光下检测"

6 结果与讨论

#"! 玉米优良自交系 $%! 和 &!!! 幼胚愈伤组织

的诱导及其影响因子

$)F U%B7 Y,OXC, ?>X ,CD Z?+ S0E MX[@U ,CD

图 ! ’()!$ 质粒

取授粉后 !$2$7’$77$76 和 7$ % 的幼胚! 观察

幼胚的大小及其对愈伤组织诱导的影响" 授粉后 !$
2 % 的雌穗!幼胚的大小肉眼还难以分辩"授粉后 7’
J 7: % 的雌穗!授粉日期相同而取材日期不同!幼胚

的大小有差异!取材日期相差 7 天!幼胚大小则相差

约 7 **’如果授粉日期不同!即使幼胚生长了相同

的天数!幼胚的大小也不同"这些观察结果表明授粉

后气温的高低对玉米幼胚生长速度有一定影响" 根

据幼胚的大小将其分成小于 7 **$7 J 6 ** 和大于

6 ** 三类!接种于诱导培养基上进行愈伤组织的诱

导" 结果表明小于 7 ** 幼胚的诱导率只有 $’(!其

产生的愈伤组织也较小!不易生长起来’大于 6 **
幼胚的胚芽鞘和胚根极易萌发而影响出愈! 其诱导

率是 :!(’7 J 6 ** 的幼胚!胚芽生长缓慢细弱!一

定时间后就自行萎缩’ 其愈伤组织是从整个盾片开

始发生的!呈黄色颗粒状!表面较干燥!所形成的愈

伤组织多为 YY 型!诱导率均在 2’(以上" 因此!胚龄

以幼胚的大小为确定指标较为合适"
在实验中! 我们采用了两种附加不同激素的诱

导培养基!一种是附加 6\:;<!另一种是附加 <+=>*]
?1X!二者在诱导 7 J 6 ** 幼胚产生愈伤组织的频率

上无显著差异! 在诱导的愈伤组织质量方面有差异

%表 7&" )’7 在附加 69:!< 的培养基上诱导的愈伤

组织呈黄色光滑$ 略带水渍状! 胚芽粗短’ 在附加

<+=>*?1X 的培养基上!诱导的愈伤组织则表面呈黄

色皱褶$干燥!胚芽相对较细长呈螺旋状" 而 M777
在两种培养基上诱导的愈伤组织表面都呈白色皱褶

状!同时伴有分化出的细长卷曲叶子’ 在继代中将

69:;< 提高至 68) *3 4 5!<+=>*?> 提高至 : *3 4 5!愈

伤组织的状态无明显变化" 这一结果表明基因型不

同对这两种激素的反应不同"

#"# 抗性愈伤组织的筛选

轰击后的幼胚在选择培养基上进行愈伤组织的

诱导!在选择培养基中附加的 /+>@>ABCD 浓度较高的

情况下!诱导出的愈伤组织最初只表现为生长缓慢!
当继代筛选达到 . 周时! 表现为大部分愈伤组织明

愈伤组织诱导 !型愈伤组织 愈伤组织的

频率^(_ 频率^‘a 长 4 宽^=*a
)’77a 7)$ 278! :787 78’! 4 ’8&&$
)’76a 7’& 278) 7$8! ’82) 4 ’8&$
M7777a 7:7 2&8$ :!8) 787! 4 ’8!.
M7776a 7.7 2!86 :&8$ 787& 4 ’8!$

6a 表示幼胚在附加 6\:;< 的培养基上

7a 表示幼胚在附加 <+=>*?> 的培养基上’

幼胚^个a基因型

表 ! $%! 和 &!!! 幼胚愈伤组织诱导频率
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显褐化死亡! 少量愈伤组织存活或在褐化愈伤组织

上长出少量呈鲜亮的黄色或白色的愈伤组织" 在附

加 !"#$#%&’( 浓度不同的培养基中!得到抗性愈伤组

织的频率也不同#表 )$%在附加 *"#$#%&’( 浓度为 +
,- . / 的选择培养基上!未转化的幼胚愈伤组织的诱

导频率为 012左右! 而转化的幼胚达 312以上&在

附加 !"4$4%&’( 浓度为 51 ,- 6 / 的 选 择 培 养 基 上!
7555’815 未转化的幼胚愈伤组织的诱导频率分别

为 9:;2和 ;<=2! 而转化的幼胚仍分别达 5><?@和

;5<=2 " 由 此 可 见 ! 随 着 选 择 培 养 基 中 附 加

!"4$4%&’( 浓度的提高!转化和未转化的幼胚愈伤组

织的诱导率都降低! 而且 7555 比 015 降低的程度

更大" 这也说明不同基因型对筛选浓度的反应在一

定程度上存在差异"

!"# 再生植株的获得

在附加 A ,- B C D"4$4%&’( 选择培养基上得到的

抗性愈伤组织接种在附加 > ,- B C D"4$4%&’( 的分化

培养基上!未得到再生植株" 但是!在附加 51 ,- B C
选 择 培 养 基 上 的 抗 性 愈 伤 组 织 接 种 在 不 含

D"4$4%&’( 的分化培养基上!815 得到了 91 株再生植

株!E555 得到了 51 株再生植株(表 ;$% 这种差异是

否是 D"4$4%&’( 对绿苗分化存在抑制作用所造成的!
还有待于扩大实验规模进一步验证%815 和 E555 的

再生苗经炼苗后移栽到大田!分别成活 9 和 F 株%

,- B C

1 9 > + ? 51 58 91
8155G F= 511 ??<8 =F<> 89<5 ;5<= 9;<9 5?<F
8159G 511 511 =1<1 81<F 81<1 ;<= H H
E5555G 5II 5II ?0<9 =;<? >?<= 5><? H H
E5559G 5II 5II =0<9 09<= 09<= 9<; H H

9G 表示未经转化的玉米基因型材料

5G 表示经基因枪转化的玉米基因型材料

抗性愈伤组织的频率J@G
基因型

的选择培养基上获得抗性愈伤组织的频率$%&
表 ! ’() 和 *))) 在附加不同浓度 +,-.-/012

基因型 幼胚J个G 抗性幼胚J个G

0I5 ?0I 9=I

E555 05F ==

移栽成活的植株

9

F 05I

99I

结实株系分化出的再生植株系

=

5;

分化出再生植株

的幼胚J个G

的频率!分化再生植株的结果

表 # ’() 和 *))) 获得抗性幼胚愈伤组织

!"3 转化植株的 4*5 检测

按照设计的 KEL 引物序列!以质粒 MNO’未转

化植株的 PNO’转化植株的 PNO 为模板进行扩增!
结果表明! 优良自交系 8I5 转化植株的 9 个株系均

为阳性&E555 转化植株的 F 个株系的 KEL 检测结

果!? 株呈阳性反应!5 株为阴性(图 9$% 我们正在对

KEL 阳性反应的转基因植株及其后代进行 Q’RS&TUV
杂交和抗虫性鉴定%
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s)!PoO(k"V^" ~{b’L#& Ew~)质粒PoO&

Ewh
5)8I5未转化植株& Ewh

9)E555未转化植株&

5h9)8I5转化再生植株& ;h55)E555转化再生植株%

图! 9(植株的4*5检测

张红梅等)利用基因枪法将 DS 基因导入玉米优良自交系
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