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　　摘要：为分析转基因抗草甘膦棉花早代遗传情况，以花粉管通道法获得的 ２６个转 ５烯醇式丙酮酰莽草酸３磷酸

合酶基因（ＥＰＳＰＳ）抗草甘膦棉花转化事件为材料，以其背景亲本中棉所 ４９为对照，喷施草甘膦后对转基因棉 Ｔ１、Ｔ２
分离比例进行考察。Ｔ１田间抗性鉴定结果表明，经卡方检测 ２０个转化事件 Ｔ１分离符合 ３∶１的分离规律，即外源基

因插入 １个位点；６个转化事件不符合 １对基因的分离规律，出现了偏分离。Ｔ２田间抗性鉴定结果表明，通过花粉通

管法共获得 １５２个纯合株系，分别来源于 ２５个转化事件；对 Ｔ２不纯合株系继续进行分离比例的考察，发现来源于 １５

个转化事件的 ５７个株系符合 ３∶１的分离规律；此外卡方检测结果表明，每个转化事件都有不符合 ３∶１分离规律的株

系，且其中１０个转化事件没有符合３∶１分离规律的株系。表明通过花粉管通道法获得的转基因植株中外源基因的整

合和遗传均较复杂。
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　　棉花是我国主要的纤维和油料作物。花粉管通
道技术由于具有不需组织培养过程、不受品种基因

型控制、技术简单、转化速度快、育种周期短等优点，

是我国棉花上最常采用的遗传转化方法之一
［１］
。

我国应用花粉管通道技术将抗虫基因（苏云金芽孢

杆菌基因 Ｂｔ、豇豆胰蛋白酶抑制剂基因 ＣＰＴＩ、雪花
莲凝集素基因 ｓＧＮＡ、修饰豇豆胰蛋白酶抑制剂基因
ＳＣＫ等）［２－４］、品质改良基因（二脂酰甘油酰基转移
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酶基因 ＤＧＡＴ、蚕丝芯蛋白基因 ＦＩＢ和外源纤维素
合酶基因 ＡＣＳ等）［５－８］、抗病基因（几丁质酶基因
ＣＨＩ和葡萄糖氧化酶基因 ＧＬＵ等）［９－１０］、抗逆基因
（雪莲拟磷脂酰乙醇胺结合蛋白基因 ＰＥＢＰ、胆碱脱
氢酶基因 ＢＥＴＡ和突变的乙酰乳酸合成酶基因 ＡＬＳ
等）

［１１－１２］
和抗除草剂基因（５烯醇式丙酮酰莽草酸

３磷酸合酶基因 ＥＰＳＰＳ等）［１３］等多种功能基因及
其组合导入我国棉花主栽品种中，并选育成不同类

型的转基因抗虫、抗除草剂、抗病、抗逆和品质改良

的棉花种质系和品种，为我国转基因棉的产业化奠

定了基础。

草甘膦具有高效、低毒、无残留、廉价等优点，是

棉田化学除草的首选除草剂。由于自然界没有抗草

甘膦的棉花种质，因此，培育转基因抗草甘膦棉花品

种是棉田应用草甘膦化学除草的先决条件。目前，转

基因抗草甘膦作物仍未在我国得到商业化应用，浙江

大学从假单胞杆菌中克隆了抗草甘膦的 ＥＰＳＰＳＧ６
基因，并通过花粉管通道技术将该基因导入中棉所

４９中，创造了转基因抗草甘膦棉花种质，这为培育和
推广具有我国自主知识产权的抗草甘膦棉花品种创

造了条件。本研究以浙江大学通过花粉管通道法获

得的２６个转基因抗草甘膦棉花转化事件为材料，对
转 ＥＰＳＰＳ基因抗草甘膦棉花进行遗传分析，为抗草
甘膦棉花育种应用以及商业化生产提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　供试材料
Ｇ６１～Ｇ６２６是浙江大学通过花粉管通道技术

将其克隆的 ＥＰＳＰＳＧ６基因导入到中棉所 ４９中获
得的２６个转基因抗草甘膦棉花转化事件。９５％草
甘膦原药（粉剂）由浙江新安化工集团股份有限公

司生产。

１．２　抗草甘膦植株调查
将９５％草甘膦原药用水配置成 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ的

草甘膦溶液，于３叶期对转基因棉株进行喷施，１０ｄ
后进行抗性株调查。Ｔ１调查每个转化事件总株数
和正常苗株数。对 Ｔ１抗性株进行自交，单株收获；
第２年，于苗期对 Ｔ２植株喷施草甘膦，１０ｄ后调查
每个转化事件的总株系数和纯合株系数，不纯合株

系调查总株数和正常苗株数。

表 １　 Ｔ１转 ＥＰＳＰＳＧ６基因棉花田间鉴定结果

Ｔａｂ．１　ＦｉｅｌｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅＴ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｏｔｔｏｎｗｉｔｈＥＰＳＰＳＧ６

材料（转化事件）

Ｍａｔｅｒｉａｌ
（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｖｅｎｔ）

总株数

Ｔｏｔａｌ
ｐｌａｎｔｓｎｕｍｂｅｒ

正常苗株数

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｐｌａｎｔｓｎｕｍｂｅｒ

抗性株比例／％
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｌａｎｔｓ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

３∶１分离 Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅｆｏｒ

ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆ３∶１

Ｇ６１ ９８ ４４ ４４．９ ＜０．０１
Ｇ６２ ４１ ２７ ６５．９ ０．１８
Ｇ６３ １９ １４ ７３．７ ０．８９
Ｇ６４ １８ １２ ６６．７ ０．４１
Ｇ６５ ７１ ４９ ６９．０ ０．２４
Ｇ６６ １２ ９ ７５．０ １．００
Ｇ６７ ３３ ２３ ６９．７ ０．４８
Ｇ６８ １７ １４ ８２．４ ０．４８
Ｇ６９ ２２ １４ ６３．６ ０．２２
Ｇ６１０ ２７ ２１ ７７．８ ０．７４
Ｇ６１１ ７８ ５６ ７１．８ ０．５１
Ｇ６１２ ６４ ４９ ７６．６ ０．７７
Ｇ６１３ ８１ ６２ ７６．５ ０．７５
Ｇ６１４ ４６ ３０ ６５．２ ０．１３
Ｇ６１５ ２０ １１ ５５．０ ＜０．０５
Ｇ６１６ ２９ １５ ５１．７ ＜０．０１
Ｇ６１７ ２５ １５ ６０．０ ０．０８
Ｇ６１８ ６７ ４２ ６２．７ ＜０．０５
Ｇ６１９ ３４ ２３ ６７．６ ０．３２
Ｇ６２０ ２３ １５ ６５．２ ０．２８
Ｇ６２１ １４ ７ ５０．０ ＜０．０５
Ｇ６２２ ２５ １５ ６０．０ ０．０８
Ｇ６２３ ２６ １７ ６５．４ ０．２６
Ｇ６２４ ４１ ２６ ６３．４ ０．０９
Ｇ６２５ ３５ ２０ ５７．１ ＜０．０５
Ｇ６２６ ３４ ２１ ６１．８ ０．０７
中 ４９Ｚｈｏｎｇ４９ ２６ ０ ０
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１．３　统计分析
用 Ｅｘｃｅｌ２００７软件进行卡方检测（χ２）和 Ｐ值

计算。Ｐ值使用统计函数 ＣＨＩＤＩＳＴ进行计算。

２　结果与分析

２．１　Ｔ１转基因抗草甘膦棉花的遗传分析

由表１可知，对获得的２６个转基因抗草甘膦棉
花转化事件 Ｔ１进行抗性鉴定发现，抗性株比例为
４４．９％ ～８２．４％。其中，Ｇ６８的抗性株比例最高，
达到８２．４％；Ｇ６１抗性株比例最低，为 ４４．９％。经
卡方检测发现，２０个转化事件 Ｔ１分离符合 ３∶１的
分离规律（Ｐ＞０．０５），即外源基因插入 １个位点；６
个转化事件不符合 ３∶１的分离规律（Ｐ＜０．０５），偏
离孟德尔遗传规律，其原因还有待进一步分析。

２．２　Ｔ２转基因抗草甘膦棉花的遗传分析
由表２可见，对获得的２６个转基因抗草甘膦棉

花转化事件 Ｔ２进行抗性鉴定发现，纯合株系总数为
１５２，分别来自２５个转基因抗草甘膦棉花转化事件，
表明这些株系各自所对应的 Ｔ１单株为纯合单株。
除Ｇ６８所有１２个株系是不纯合株系和Ｇ６４所有９
个株系是纯合株系外，其余２４个转化事件均含有数
目不等的纯合株系和不纯合株系，说明这些转化事

件 Ｔ１单株基因型有杂合的也有显性纯合的。对 Ｔ２
不纯合株系继续进行分离比例的考察，发现来源于

１５个转化事件的 ５７个株系符合 ３∶１的分离规律。
此外，卡方检测结果表明，每个转化事件都有不符合

３∶１分离规律的株系，且 Ｇ６２、Ｇ６６、Ｇ６７、Ｇ６１１、
Ｇ６１９、Ｇ６２０、Ｇ６２２、Ｇ６２４、Ｇ６２５和 Ｇ６２６这 １０
个转化事件没有符合 ３∶１分离规律的株系。可见，
通过花粉管通道法获得的转基因植株中，外源基因

的整合和遗传均较复杂。

表 ２　Ｔ２转 ＥＰＳＰＳＧ６基因棉花田间鉴定结果

Ｔａｂ．２　ＦｉｅｌｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅＴ２ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｏｔｔｏｎｗｉｔｈＥＰＳＰＳＧ６

材料（转化事件）

Ｍａｔｅｒｉａｌ
（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｖｅｎｔ）

总株系数

Ｔｏｔａｌｌｉｎｅｓ
ｎｕｍｂｅｒ

纯合株系数

Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｌｉｎｅｓ
ｎｕｍｂｅｒ

不纯合株系

Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓｌｉｎｅｓ

符合 ３∶１株系数
Ｎｕｍｂｅｒｏｆｌｉｎｅｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｗｉｔｈｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ３∶１

不符合 ３∶１株系数
Ｎｕｍｂｅｒｏｆｌｉｎｅｓｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｗｉｔｈｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ３∶１

Ｇ６１ １４ ４ ６ ４
Ｇ６２ ６ ５ １
Ｇ６３ １３ １０ １ ２
Ｇ６４ ９ ９
Ｇ６５ １２ ８ １ ３
Ｇ６６ ８ ７ １
Ｇ６７ １２ １１ １
Ｇ６８ １２ ０ １０ ２
Ｇ６９ ９ ４ ４ １
Ｇ６１０ １１ ４ ２ ５
Ｇ６１１ １３ ９ ４
Ｇ６１２ １６ ９ ３ ４
Ｇ６１３ １７ ５ ６ ６
Ｇ６１４ １５ ２ ４ ９
Ｇ６１５ １１ ４ ３ ４
Ｇ６１６ １３ ５ ３ ５
Ｇ６１７ １４ ５ ４ ５
Ｇ６１８ １６ ７ ３ ６
Ｇ６１９ ６ ２ ４
Ｇ６２０ １１ ５ ６
Ｇ６２１ ７ ４ １ ２
Ｇ６２２ １１ ３ ８
Ｇ６２３ １３ ２ ６ ５
Ｇ６２４ １４ ７ ７
Ｇ６２５ １５ １２ ３
Ｇ６２６ １２ ９ ３
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３　结论与讨论

通过花粉管通道法获得的转基因植株，后代分

离中普遍存在显性个体明显低于孟德尔比例的现

象。马盾等
［１４］
研究表明，利用花粉管通道法获得的

转基因棉花，其 Ｔ１和 Ｔ２都有偏离孟德尔遗传的现

象；蒋玉蓉
［１５］
发现子房注射质粒 ＤＮＡ获得的转基

因后代，其抗性和非抗性株的分离不符合孟德尔遗

传规律；王守才
［１６］
研究发现，转基因植株虽在早代

有偏离孟德尔比例的现象，但三代以后趋于正常，并

且在群体中稳定下来。本研究通过对花粉管通道法

获得的转基因材料 Ｔ１和 Ｔ２遗传情况进行研究，发
现 Ｔ１和 Ｔ２两世代均有不符合孟德尔遗传规律的现
象，这与上述的研究结果一致，Ｔ３以上高世代的遗
传稳定性还有待于进一步试验验证。

花粉管通道技术目前已经在棉花、大豆、玉米、

小麦和水稻等 １０多种作物上得到成功应用［１７］
。

Ｚｈｏｕ等［１８］
认为，外源基因是通过花粉管通道进入

受精胚囊；邓德旺等
［１９］
认为，外源基因导入的途径

为花粉管外通道而非花粉管内通道，直接转化处于

融合期无壁的生殖细胞而不是受精卵；曾君祉等
［２０］

认为，受精前后的卵细胞类似未完全酶解的原生质

体，因此其转化机理应与原生质体的转化相似。对

于花粉管通道技术的机理目前尚未形成定论，花粉

管通道技术获得的转化植株早代的遗传不稳定性可

能与其转化机理有关，但外源基因的直接导入，如采

用基因枪法、ＰＥＧ法、花粉管通道法、超声波法等 １０
余种遗传转化方法，均易造成阳性株比例显著降低，

并产生偏离孟德尔遗传规律的现象，这或许与基因

的整合部位（细胞质还是细胞核）、染色体上的整合

位点、整合位点稳定性以及甲基化等造成外源基因

沉默和丢失有关。
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