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　　摘要 :为建立简易的不依赖组织培养和抗性筛选的小麦转基因技术 ,以小麦品种石 4185为对象 ,以 gus和 badh/

bar为外源基因 ,围绕适于基因枪转化的种子芽生长点受体的制备、基因枪轰击参数的优化等开展了试验 ,建立了“用

解剖刀去除种子根、用镊子把芽鞘掰去、用镊尖扫去包盖生长点的未展开叶、将带生长点的部分与胚乳分离”为特点

的受体制备方法 ;确定 1 100 Psi + 9 cm为最佳轰击参数组合。对轰击后的小麦芽生长点 (70个×3批)进行 gus基因

瞬时表达检测 ,以受体数统计时 ,转化率为 2219 %～3517 % ;以生长点数统计时 ,转化率为 517 %～816 %。用含 badh/

bar的 pABH9质粒转化 1 000个受体 ,发育成了 802个 T0植株 ,对 T0植株所结种子长成的穗行喷 200 mg/ kg的 PPT进

行抗性筛选 ,获得了 105个抗性株 ,究其来源为 42个 T0 株 ,由此计算抗性率为 512 %。用 PCR检测 T1 植株 ,6个呈阳

性。初步建立了基因枪法转化小麦种子芽生长点的技术。
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Abstract :In order to set up a simple and easy method for genetic transformation of wheat ,which do not depend on

tissue culture and resistance selection ,experiments of target2preparation of shoot apical point of buds for particle delivery

and parameter2optimization of bombardment were conducted with a cultivar of Shi4185 as a recipient , and with gus ,

badh/ bar as foreign genes. A suitable way was successfully founded to prepare shoot apical point targets from germinated

seeds of wheat to bombardment ,and the optimum parameters combination was determined as 1 100 Psi + 9 cm. Statistics of

gus detection of transient expression with 70×3 batches indicated that 2219 % - 3517 % of targets and 5. 7 % - 8. 6 %

of shoot apical points were transformed. With the bombardment of pABH9 containing badh/ bar , 802/ 1 000 targets devel2
oped to normal plants. 105 resistant T1 plants were obtained by spraying PPT of 200 ppm to the seedlings of seeds corre2
sponding to 42 T0 plants with a resistance rate of 5. 2 %. PCR analysis showed that 6 T1 plants were positive. Preliminari2
ly ,the technique to transform shoot apical point of wheat buds by particle bombardment was established.
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　　近十几年来 ,小麦的转基因研究虽然取得了许

多重要进展[1 - 4 ] ,但依然存在着很多问题[5 ]。发展

建立简易实用的转基因技术仍然是小麦转基因研究

的重要课题。植物芽生长点是形成地上器官的原始

细胞群 ,以期为转化受体是发展转基因技术的一条

重要途径。早在 1988年McCabe等[6 ]就用基因枪法
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转化大豆茎尖获得了转基因植株。Schrammeijer

等[7 ]在向日葵、Gould 等[8 ]在棉花、Weeks 等[9 ]在苜

蓿等双子叶植物上 ,用农杆菌介导法转化茎尖获得

了转基因植株。1991 年 Gould 等[10 ]用玉米茎尖与

农杆菌共培养 ,获得了转化植株及后代。1993 年

Bilang等[11 ]用微靶基因枪轰击小麦、水稻、高粱的裸

露生长点 ,1994年赵天永等[12 ]用基因枪轰击玉米、

小麦茎尖分生组织 ,1996年杜立群等[13 ]用基因枪轰

击了小麦幼苗的茎尖生长点 ,进行了转基因的尝试。

2005年 Razzaq等[14 ]开展了用玻璃纤维制成的微型

刷处理小麦茎尖生长点进行农杆菌介导转化的研

究。2006年 Zhao等[15 ]、2007年梁欣欣等[16 ]也以不

同方式开展了用农杆菌介导转化小麦茎尖生长点的

研究。本研究以转化小麦种子芽生长点为核心 ,探

索了适于基因枪转化的生长点受体的制备和基因枪

轰击参数的优化。

1　材料和方法

1. 1　受体的制备

以小麦推广品种石 4185为对象 ,选取饱满整齐

的种子 ,常温下用水浸泡 12 h ,70 %酒精处理 30 s、

0. 1 %升汞消毒 12 min ,无菌水冲洗 4～5 遍。然后

将种子摆放在高压灭菌过的带有两层滤纸的培养皿

中 ,加适量无菌水 ,25℃弱光或暗培养条件下萌发 2

～3 d。待种子芽长到 0. 5～1. 5 cm时 ,无菌操作去

除种子根 ,并以三种不同的方法去除芽鞘 (包括叶

片)暴露生长点 : (A)以芽鞘与基部间形成的凹槽为

基准 ,从凹陷处水平切除胚芽鞘和叶片 ; (B)以与盾

片顶端相齐为基准 ,水平切除胚芽鞘和叶片 ; (C)用

镊子掰除胚芽鞘和叶片 ,并用镊尖将覆盖生长点的

未伸展小叶扫除。

每种方法各处理 200 个。将去掉芽鞘、叶片和

种子根的胚连同盾片从胚乳上取下制成圆囤状的适

于接受基因枪轰击的受体。将受体均分为两组 :一

组在体式镜下检查生长点的暴露情况、受害情况 ,统

计 3种处理中生长点的完好率、损伤率及未伸展微

型小叶的覆盖率 ;另一组以生长点朝上的方向摆放

于 PM培养基 (河北省农林科学院遗传生理研究所

植物转基因中心提供)上 ,25℃光照条件下培养 ,测

定不同处理的生长点发育成苗的情况 ,调查统计成

苗率。

1. 2　质粒

质粒 pABH9由中国科学院遗传与发育生物学

研究所陈受宜等提供 ,质粒 pUbiGus由河北省农林

科学院遗传生理研究所植物转基因中心提供 (图

1) ,均保存在 DH5a 菌株中 ,采用碱法提取、PEG法

纯化。

图 1　pABH9和 pUbiGus质粒结构简图

Fig. 1　Diagram of pABH9 and pUbiGus

1. 3　基因枪轰击参数的选择与确定

1. 3. 1　轰击参数的选择试验 　将固体 PM培养基

倒入培养皿内 ,待凝固后按基因枪的使用方法用不

带基因的直径为 1. 0μm的金粉进行模拟轰击。设

置 5种轰击力和轰击距离组合 :900 Psi + 6 cm ,1 100

Psi + 6 cm ,1 100 Psi + 9 cm ,1 350 Psi + 6 cm ,1 350 Psi

+ 9 cm。观察轰击后的金粉打入培养基的情况及分

布的情况 ,评价不同参数组合的轰击效果 ,选出适宜

的组合。

1. 3. 2　轰击参数的确定试验 　轰击前 4 h ,将制备

好的受体按生长点向上方向 ,摆放于铺有高渗 PM

固体培养基 (附加山梨醇和甘露醇各 0. 15 mol/ L)的

培养皿中央直径为 2. 5 cm的圆形范围内 (图 22A) ,

放入 4℃冰箱中备用。根据“轰击参数选择试验”结

果 ,以 gus为报告基因 ,对受体进行 1 100 Psi + 6 cm、

1 100 Psi + 9 cm两种组合的轰击 ,每皿放置生长点

受体 70个 ,3 次重复。轰击后的受体置于 4℃冰箱

24 h (对损伤细胞进行修复) ,再于 25℃条件下培养 1

d。然后将转化处理后的受体浸入 X2gluc溶液 ,37℃

保温过夜 ,无水乙醇脱色 ,于体式镜下调查生长点被

转化的情况 ,并统计结果。对照为未进行轰击的同

样的受体。

1. 4　目标基因( BADH)转化处理

将制备好的受体按图 22A的式样摆放于高渗 PM

固体培养基上 ,每皿摆放 80个左右。根据“轰击参数

确定试验”结果 ,选用 1 100 Psi + 9 cm组合进行 badh

( + bar)轰击转化 ,共轰击 5皿 1 000个受体。轰击后

的受体在 4℃冰箱中放置 24 h后 ,转到正常的 PM培

养基上于 25℃光照条件下恢复培养 10 d ,再于 8℃条

件下绿体春化 25～30 d ,然后移栽于温室。

1. 5　T0植株所结种子的抗除草剂筛选与 PCR检测

对由转化处理后的受体发育成的植株 ( T0)在当

代不进行任何检测 ,而是按单株收获种子 ,分别种成

株行 ,对 T1 一叶一心期的幼苗进行 200 mg/ kg PPT

喷雾处理 ,10 d后调查受害状况。对于具有PPT抗

性的植株 , 按柴建芳等[17 ]报道的方法提取基因组

DNA , 用外源 BADH基因的 PCR 引物进行分子检

测。
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上游引物 : 5’2ATTGGCATCTGTGACTTG23’

下游引物 : 5’2CACTCGCTTGACTCCTC23’

两引物的可扩增长度为 833 bp。扩增条件为 :

94℃5 min ; 94℃45 s , 54℃45 s , 72℃1 min , 35

个循环后再接 72℃延伸 10 min。

2　结果与分析

2. 1　三种暴露生长点方法的效果

将萌发出芽的小麦种子 , 按三种暴露生长点的

方法进行处理 , 制备成适于轰击转化的生长点受

体 , 各取其中的 100个于体式镜下进行检查 , 测定

不同方法处理对生长点的暴露效果和伤害情况 , 另

100个按生长点朝上的方向放到 PM 培养基上于

25℃光照条件下培养 7 d , 测定不同处理方法的成

苗率。结果表明 : A方法可较大限度地防止未伸展

叶片对生长点的遮盖 , 但对生长点的破坏率较高 ,

影响成苗率。B方法对生长点的伤害率虽比较低 ,

但生长点裸露的效果不好 , 不利于基因枪转化 (未

伸展叶的覆盖会阻挡微弹对生长点的转化) 。C方

法既可以比较好地暴露生长点又可有效地避免对生

长点的伤害 , 明显地比上述两种处理效果都好。此

法中掰芽的做法 , 操作简便、人为差异小 , 增强了

操作的稳定性。调查结果详见表 1。

表 1　不同方法制备生长点受体的效果比较

Tab. 1　Comparison of different methods

to expose meristem %

制备方法
Treatments

完好生长点率
Normality rate

受害生长点率
Damaged rate

叶片覆盖生长点率
Harbouring rate

成苗率
Seedling rate

A 69 19 12 78
B 51 8 41 89
C 70 11 19 86

2. 2　基因枪轰击参数的选择与确定

2. 2. 1　不同轰击力及轰击距离的作用效果　用基

因枪轰击 PM固体培养基的轰击参数选择试验表

明 ,轰击力对颗粒分布的均匀性及射入深度有较大

影响。采用 900 Psi的轰击强度 ,金粉颗粒粉分布的

均匀性虽比较好 ,但射入靶体的深度比较浅 ,即使与

6 cm的轰击距离结合 ,多数金粉也仍停留在琼脂培

养基的表面。采用 1 100 Psi 的轰击强度 ,不仅金粉

颗粒粉分布的均匀性较好 ,射入靶体的深度也比较

合适。1 100 Psi + 6 cm、1 100 Psi + 9 cm 两种组合 ,

都表现出了较好的效果。而采用 1 350 Psi 的轰击

强度 ,常导致微弹打偏 ,且使金粉颗粒分布得很不均

匀 ,每次都将琼脂培养基打飞。用 1 350 Psi 的强度

轰击时 ,两种距离相比 ,6 cm打飞得较重 ,9 cm打偏

得较重。从轰击结果来看 ,轰击力是控制打入深度

的主要因素 ,轰击距离则对打入深度和轰击准确性

都有一定影响 ,但对轰击准确性的影响更重。详细

结果见表 2。
表 2　不同轰击力和轰击距离组合后的预试验效果

Tab. 2　Effects of different distance and pressure for bombardment

处理组合
Treatments

轰击效果描述
Results of bombardment

900 Psi + 6 cm 颗粒分布均匀 ,轰击深度较浅 ,轰击颗粒基本附于培养基表面
1 100 Psi + 6 cm 颗粒分布均匀 ,培养基上可见弹坑
1 100 Psi + 9 cm 颗粒分布均匀 ,培养基上可见弹坑
1 350 Psi + 6 cm 颗粒分布不均匀 ,大多集中嵌入培养基中 ;轰击位置偏离中心 ;培养基飞溅严重
1 350 Psi + 9 cm 颗粒分布不均匀 ,集中嵌入培养基中 ,轰击位置严重偏离中心 ;培养基的飞溅程度较 6 cm稍轻

表 3　gus瞬时表达检测不同轰击参数组合的转化效果

Tab. 3　Effects of different bombardment according to gus transient expression

处理
Treatments

调查项目
Items

重复Ⅰ
RepeatⅠ

重复Ⅱ
RepeatⅡ

重复Ⅲ
RepeatⅢ

总和 Total
(平均 Average)

1 100 Psi + 6 cm 轰击受体数 70 70 70 210

总转化数 17 10 11 38

转化率/ % 24. 3 14. 3 15. 7 18. 1

生长点转化数 4 4 3 11

转化率/ % 5. 7 5. 7 4. 3 5. 2

1 100 Psi + 9 cm 轰击受体数 70 70 70 210

总转化数 25 16 17 58

转化率/ % 35. 7 22. 9 24. 3 27. 6

生长点转化数 6 4 5 15

转化率/ % 8. 6 5. 7 7. 1 7. 1

2. 2. 2　轰击参数确定试验的结果　根据轰击参数

选择试验结果 ,选择 1 100 Psi的轰击力和 6 cm、9 cm

的轰击距离 ,以 gus为报告基因进行轰击转化 ,然后

用组织化学法进行瞬时表达检测。轰击 2 d后 ,将

全部被轰击的生长点进行 X2gluc 检测 ,1 100 Psi + 6

cm处理的 210 个受体中 ,共有 38 个受体呈现了蓝
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色反应 ,其中有 11个蓝色斑点出现在生长点上 ,而

1 100 Psi + 9 cm处理的 210 个受体中 ,共有 58 个受

体呈现了蓝色反应 ,其中有 15个蓝色斑点出现在生

长点上。结果详见表 3、图 2。20 个未进行轰击的

对照受体均无蓝色反应。比较 1 100 Psi + 9 cm、

1 100 Psi + 6 cm两种处理的差异 ,前者的总转化率

及生长点转化率均表现较高。故本研究认为 :基因

枪转化小麦种子芽生长点的适宜轰击参数为 1 100

Psi + 9 cm。

2. 3　BADH基因的导入与检测

选用 1100 Psi + 9 cm轰击参数组合 ,以 badh/

bar为目的基因进行小麦种子萌芽生长点的基因枪

转化 ,每皿放置受体 80个左右 ,共进行 5批次、1 000

个受体的轰击 ,经 PM培养基上培养成苗、绿体春

化 ,移栽成活了 802个植株 (图 2) 。

　　对由 T0 植株所结种子长成的一叶一心幼苗

(T1)进行 200 mg/ kg PPT喷雾处理 ,获得了 105 个

PPT抗性植株。这 105个抗性植株 ,来源于 42个 T0

单株。用 BADH基因的引物对抗性株进行 PCR检

测 ,有 6 株为阳性 ,来自于 2 个 T0 单株 ,转化率为

0125 %。详见表 4、图 3。

A.制备好的小麦芽生长点受体 ;B.小麦芽生长点受体的体式镜观
察 ;C.基因枪转化后的 gus 基因瞬时表达组织化学检测 ;D.转化处
理受体发育成的植株及生长状况。
A. The trimmed shoot tips of wheat buds for bombardment ;B. The metistem of
wheat seeds buds stereoscope ;C. Transient expression of gus in the shoot tip ;
D. T0 plants in greenhouse.

图 2　制备好的小麦种子生长点受体及转化后的

组织化学检测

Fig. 2　The trimmed shoot tip of wheat seeds for bomband2
ment and the chemical detection of transgenic tissue

表 4　转基因 T1麦苗的 PPT抗性及 PCR鉴定结果

Tab. 4　Results of PPT resistance selection and PCR detection

批次
Batches

处理的
受体数/个

No. of
targets

T0株数
No. of

T02plants

PPT抗性
PPT resistance

T1抗性株数
No. of resistant

T12plants

对应 T0的株数
No. of

corresponding
T02plants

T0抗性株率/ %
Percentage of

resistant
corresponding

T02plants

PCR阳性株数
PCR positive plants

阳性株数
PCR positive

T12plants

对应 T0株数
No of

corresponding
T02plants

1 230 195 20 8 4. 10 0 0

2 220 176 17 6 3. 40 0 0

3 222 178 25 15 8. 43 5 1 3

4 113 91 16 6 6. 59 0 0

5 215 162 27 7 4. 32 1 1 #

合计 Total 1 000 802 105 42 5. 23 6 2

　注 : 3 .穗粒数为 35 ; # .穗粒数为 15。

　Note : 3 . The grain number of an ear 35 ; # . The grain number of an ear is 15.

图 3　T1植株的 BADH扩增结果

Fig. 3　PCR detection of BADH gene in the

transgenic T1 generation

3　讨论

3. 1　利用芽生长点做转化受体的优点与长处

以组织和细胞培养为基础的遗传转化 ,受基因

型影响较大 ,组织培养的难易程度决定着转基因的

成败。这使得目前的小麦转基因工作主要集中在易

于组织培养与再生、但农艺性状和品质性状较差的

春性品种 Bobwhite、Pavon 等少数基因型中[18 ]。另

外 ,通过组织或细胞培养获得的植株发生无性系变

异的几率较大 ,其中很多变异往往是人们不期望的。

还有 ,利用组织和细胞培养系统进行转化 ,必须借助

抗性筛选才能获得转化子 ,而此后专门用于抗性筛

选的基因便成为不再需要的东西。这种抗性基因的

存在不仅会影响进一步的转基因工作 ,还会降低转

基因作物的安全性[19 - 23 ]。因此 ,寻找不依赖于植

物组织培养的转化方法 ,多年来一直是植物转基因

研究的一个重点。花粉管通道法、子房注射法等 ,虽

可不依赖组织培养 ,并在小麦的遗传转化中取得了

一定的成功[24 - 26 ]。然而利用该系统转化小麦受季

节限制太强 ,只能在短暂的开花期内进行。

利用植物芽生长点为受体 ,则具有以下优点 :①
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不经过组织培养 ,可直接发育成植株 ,无因组织培养

导致的体细胞无性系变异 ,能较好地保持受体植物

的遗传特性。②对离体培养的条件要求不高、时间

短、操作简便 ,取材上不受季节限制。③不存在组织

培养中的基因型限制问题。④结种子比较容易 ,可

直接对转化处理受体发育成株后所结种子的植株进

行检测 ,不再依赖抗性筛选。

在以芽生长点为受体进行基因枪转化时 ,应注

意以下问题 : ①制备的芽生长点受体应易于成苗。

②制备的芽生长点受体 ,其受面面积应尽可能地小 ,

以减少非生长点部分的比重。这样即利于尽可能多

地摆放受体 ,又可使有效的轰击面相对增大 ,可提高

轰击转化的效率、节约成本。

用基因枪转化小麦的芽生长点虽然是一种很好

的构思 ,但多年来如何制备出符合上述要求的适于

基因枪转化的生长点受体一直困扰着大家。本研究

通过刀切、镊子掰等探索了这方面的问题 ,较好地克

服了这一困难。特别是用镊子掰芽、扫叶的做法 ,既

保证了生长点的暴露 ,又不构成大的伤害 ,所建立的

芽生长点受体制备技术 ,显示了稳定、简易、可操作

性强等特点。按照此种做法虽然去掉了种子根和胚

乳 ,但成苗率依然相当高。

3. 2　关于形成嵌合体的问题

由于种子芽生长点的发育方向已非常确定 ,主要

是形成植株的地上部分 ,因此位于芽生长点的细胞基

本上无有从单细胞发育成植株的机会 ,而是走协同发

育的途径 ,故用芽生长点做受体必然会出现嵌合体现

象 ,这就需从转化受体发育成的植株所结的种子中寻

找转化植株 ,而不必对当代植株做过多的鉴定。在本

研究中 ,从 1 000个用基因枪转化过的小麦种子芽生

长点受体中获得了 802个 T0植株 ,对由 T0植株所结

种子形成的穗行 (T1植株)进行喷 PPT筛选鉴定 ,得到

了 105个抗性植株。这些植株来自于 42个 T0单株。

进一步对这些抗性株进行 PCR检测 ,只有 6株是阳性

的。此 6个 PCR阳性植株 ,来自于 2个穗粒数较多的

T0单株 ,其中一株结了 35粒 ,出了 5个阳性植株 ,另

一株结了 15粒 ,出了 1个阳性株。其他未获得阳性

植株的个体 ,多为只结了 4～5粒的 T0植株。这表明

转化事件可能发生在不同的籽粒间 ,转化后的生长点

及由其发育成的麦穗是嵌合体 ,粒数越多才越有获得

转化个体的机会。由此可见 ,进行生长点转化时 ,对

由生长点发育成的植株 ,应通过人工措施促其长出大

穗 ,以便使被转化的部位尽可能多地通过发育成籽粒

而表现出来。另外 ,用生长点做转化受体时 ,应选用

尽可能早的时期的芽生长点 ,越是早期的生长点细胞

数越少 ,这样即使是形成了嵌合体 ,被转化的部分也

会相对提高。
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