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小麦遗传转化中潮霉素适宜筛选浓度的研究
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　　[摘　要 ]　研究了潮霉素不同质量浓度对西农 1376 和京花 1 号小麦愈伤组织及种子的筛选效果。结果表明,

潮霉素对小麦愈伤组织的适宜筛选质量浓度为 110 m göL , 对转基因小麦后代种子筛选以 140 m göL 较为适宜; 不

同基因型材料对潮霉素的敏感性存在一定差异。
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　　在植物基因工程研究中, 快速、有效地从大量转

化群体 (包括愈伤组织和种子等)筛选到含有外源目

的基因的转化体是成功获得转基因植株的关键。目

前, 转化体的筛选包括利用抗生素筛选、除草剂筛选

和 Β2葡萄糖苷酸酶 (GU S) 染色反应筛选 3 种方法,

其中以抗生素筛选应用较多[1, 2 ]。在抗生素筛选中,

通常采用卡那霉素作为筛选剂, 但由于单子叶植物

特别是一些重要的禾谷类植物如小麦、水稻、玉米、

大麦等对卡那霉素具有较高的天然抗性, 使其应用

受到了限制[3 ]。目前, 潮霉素以其选择效率高、副作

用小在水稻[4, 5 ]、玉米[6 ]等作物上得到了广泛应用。

近几年, 虽已有研究者在小麦转化实践中尝试用潮

霉素作为筛选剂, 但由于其对筛选剂量等缺乏系统

研究, 迄今成功的报道并不多[7 ]。为此, 本试验对潮

霉素不同浓度筛选效果进行了研究, 以期为潮霉素

在小麦遗传转化中的应用提供参考。

1　材料与方法

1. 1　小麦材料

　　供试品种为西农 1376、京花 1 号和导入了叶片

衰老抑制基因 PSA G122IPT 的 T 1 代西农 1376, 其中

PSA G122IPT 基因携带潮霉素选择标记基因。

1. 2　小麦愈伤组织的准备

取授粉 14～ 16 d 的未成熟种子, 用体积分数

70% 的酒精表面消毒, 并于体积分数 0. 15% 的升汞

中灭菌 15～ 20 m in 后, 无菌水冲洗 4～ 5 次, 在超净

工作台上剥取幼胚, 接种于诱导培养基M SD (M S+

CH 500 m göL + P ro line 500 m göL + Gln tam in 500

m göL + 2, 42D 2 m göL + 质量分数 3% Sucro se+ 质

量分数 0. 3% Phytagel, pH 5. 9) , 23 ℃, 暗培养 3～

4 周。转接于继代培养基 M SD T (M S + CH 500

m göL + P ro line 500 m göL + Gln tam in 500 m göL +

2, 42D 1 m göL + KT 0. 5 m göL + 质量分数 3%

Sucro se+ 质量分数 0. 3% Phytagel, pH 5. 9) 中, 暗

培养 2～ 4 周, 继代 2～ 3 次。

1. 3　小麦种子的准备

取成熟饱满的小麦种子, 体积分数 70% 的酒精

表面消毒后, 用体积分数 0. 15% 的升汞灭菌 20

m in, 无菌水冲洗 4～ 5 次。

1. 4　小麦愈伤组织对潮霉素的敏感性试验

潮霉素质量浓度设置为 50, 80, 110, 140 m göL

4 个水平, 其培养基为继代培养基M ST , 每个处理

接入 50 个长势旺盛的胚性愈伤组织, 重复 3 次, 23

℃暗培养 2 周, 观察愈伤组织生长情况。

1. 5　小麦种子对潮霉素的敏感性试验

潮霉素质量浓度为 0, 50, 80, 110, 140 m göL 5

个水平, 重复 3 次。每处理取 50 粒小麦种子置于含

不同质量浓度潮霉素的筛选液 (1ö2M S)中浸种 24 h

后, 发芽。定期补充含相应质量浓度潮霉素的筛选

液, 28 ℃, 光照 16 höd, 共培养 15 d 后调查发芽率
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(第 3 天)、发根数、根系长度、幼苗高度、叶色变化

等。

1. 6　T 1 代西农 1376 潮霉素抗性苗的 PCR 检测

1) 随机取 10 粒已导入叶片衰老抑制基因

PSA G122IPT 的 T 1 代西农 1376 种子, 消毒后, 于适宜

质量浓度的潮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。

2) PCR 检测。PCR 引物: 依据叶片衰老启动子

PSA G12 设 计 引 物 序 列。 PSA G122R 的 序 列 为: 5′

T GGCT GAA GT GA TAA CCGTC 3′, PSA G122F 的序

列为: 5′GCAAA GA GA CGA GGAA GAAA 3′。扩

增片段长度为 526 bp。

PCR 反应条件: 94 ℃预变性 3 m in →94 ℃

1 m in, 56 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1. 5 m in, 35 个循环→72

℃延伸 7 m in, 4 ℃保存。

1. 7　试剂

2, 42D、KT、CH、P ro line、Glu tam in、潮霉素等为

Sigm a 公司产品, 其余为国产试剂。

2　结果与分析

2. 1　小麦愈伤组织对潮霉素的敏感性

　　潮霉素的毒性机理是干扰植物细胞叶绿体和线

粒体中的核糖体与延长因子 EF22 的结合, 从而抑

制肽链的延长[8 ]。从表 1 可以看出, 140 m göL 潮霉

素处理造成西农 1376 和京花 1 号小麦愈伤组织迅

速死亡, 而细胞在死亡过程中会分泌大量的有毒次

生代谢物质, 用 140 m göL 潮霉素筛选转化细胞, 将

影响转化细胞的正常生长, 使转化效率下降。50 和

80 m göL 潮霉素处理不能有效抑制愈伤组织的生

长, 若用于抗性组织的筛选, 容易造成大量非转化体

的逃逸。而 110 m göL 潮霉素处理既能有效抑制愈

伤组织的生长, 又不至于造成细胞迅速死亡, 是西农

1376 和京花 1 号小麦愈伤组织比较理想的筛选浓

度。

表 1　潮霉素对小麦愈伤组织的影响

T able 1　Effects of H ygrom ycin on w heat calli

品种
V ariety

潮霉素质量浓度ö
(m g·L )

Concen tration

愈伤组织数
N o. of calli

存活数
N o. of su rvivo rs

愈伤颜色
Calli co lo r

愈伤状态
Calli status

西农 1376
X inong 1376 50 50 50. 0 黄色

Yellow
继续生长

Continuously grow ing

80 50 47. 3 部分褐色
Part b row n

部分停止生长
Partly stop grow ing

110 50 42. 0 褐色
B row n

停止生长
Stop grow ing

140 50 0 黑褐色
B lack2brow n

死亡
D ied

京花 1 号
J inghua 1 50 50 50. 0 黄色

Yellow
继续生长

Continuously grow ing

80 50 34. 3 部分褐色
Part b row n

部分停止生长
Partly stop grow ing

110 50 10. 7 褐色
B row n

停止生长
Stop grow ing

140 50 0 黑褐色
B lack2brow n

死亡
D ied

　　表 1 结果同时显示, 西农 1376 和京花 1 号愈伤

组织对潮霉素的反应存在一定差异。 80 和

110 m göL 潮霉素筛选, 结果均为西农 1376 愈伤组

织的存活率高于京花 1 号, 表明小麦愈伤组织对潮

霉素的敏感性存在基因型差异。

2. 2　小麦种子对潮霉素的敏感性

由表 2 可见, 西农 1376 和京花 1 号的发芽率、

发根数、根系长度、幼苗高度均与潮霉素质量浓度呈

负相关, 随着潮霉素质量浓度的增高而逐渐降低, 其

中京花 1 号下降更为显著。

经潮霉素处理后, 西农 1376 和京花 1 号的幼苗

叶色均有变化, 随着潮霉素质量浓度的升高叶色由

绿色向黄色逐渐递变。当潮霉素质量浓度达到 140

m göL 时, 两个品种幼苗的叶片失绿, 难以进行正常

的光合作用, 导致生长停止, 直至最后萎焉死亡。从

潮霉素用作小麦遗传转化的筛选剂角度考虑, 140

m göL 潮霉素能有效抑制西农 1376 和京花 1 号非

转化株的生长, 是对其筛选的适宜质量浓度。同时,

表 2 结果也显示, 两个品种种子对潮霉素的反应存

在基因型差异, 其中京花 1 号较西农 1376 敏感。
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表 2　潮霉素对小麦种子的影响

T able 2　Effects of hygrom ycin on w heat seed

品种
V ariety

潮霉素质量
浓度ö(m g·L - 1)

Concen2
tration

发芽率ö%
Germ ina2
t ion rate

发根数
N o. of roo ts

根系长度öcm
Roo t
length

幼苗高度öcm
Seedling
heigh t

叶色
L eaf
co lo r

幼苗状态
Seedling

status

西农 1376
X inong 1376 0 92. 3 6. 0 5. 9 19. 3 绿色

Green
生长正常
N o rm al

50 90. 0 5. 7 4. 2 17. 7 绿色
Green

生长正常
N o rm al

80 84. 0 5. 7 3. 7 15. 1 绿色
Green

生长正常
N o rm al

110 74. 7 4. 3 2. 8 13. 4 部分黄色
Part yellow

部分萎焉
Partly w ithered

140 61. 3 3. 7 2. 0 8. 7 黄色
Yellow

萎焉
W ithered

京花 1 号
J inghua 1 0 94. 0 6. 0 6. 7 24. 7 绿色

Green
生长正常
N o rm al

50 89. 3 6. 0 5. 1 21. 3 绿色
Green

生长正常
N o rm al

80 80. 7 4. 3 3. 7 14. 2 个别黄色
Few yellow

个别萎焉
Few w ithered

110 67. 3 3. 3 2. 4 12. 5 大部黄色
M o st yellow

大部萎焉
M o st w ithered

140 54. 3 3. 0 1. 3 9. 1 黄色
Yellow

萎焉
W ithered

2. 3　T 1 代西农 1376 潮霉素抗性苗的 PCR 检测

采用 140 m göL 潮霉素筛选 T 1 代西农 1376 种

子, 获得 8 株抗性苗 (表 3) , 经 PCR 检测, 其中 7 株

为携带目的基因片段的阳性单株 (图 1) , 潮霉素筛

选出抗性苗的 PCR 阳性率达到 87. 5%。同时观察

到潮霉素抗性苗的根系长度、发根数、幼苗高度等与

对照均无显著差异, 表明用 140 m göL 潮霉素对西

农 1376 进行筛选是完全可行的。
表 3　潮霉素筛选结果

T able 3　Selection resu lts w ith hygrom ycin

潮霉素
质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration

T 1 代种子数
N o. T 1 seeds

发芽数
N o. of germ ination

抗性苗数
N o. of resistan t

PCR 阳性株数
N o. of PCR po sit ive

PCR 阳性率ö%
Po sitive rate

140 10 10 8 7 87. 5

图 1　潮霉素抗性苗的 PCR 扩增结果

1. L adder DNA ; 2. 阳性对照; 3. 阴性对照;

4～ 10. 潮霉素抗性苗

F ig. 1　T he PCR resu lt of resistan t

seedlings to hygrom ycin

1. L adder DNA ; 2. Po sit ive CK; 3. N egative CK;

4～ 10. Resistan t seedlings to hygrom ycin

3　结论与讨论

1) 在以组织培养为基础的小麦遗传转化体系

中, 对抗性愈伤组织的筛选是一个重要环节。如何确

定筛选试剂的使用质量浓度, 至今尚无一个明确标

准, 实践中一般使用的筛选试剂剂量能有效抑制非

转化细胞的生长, 而转化细胞生长不受限制。本研究

据此确定了潮霉素筛选西农 1376 和京花 1 号愈伤

组织使用的质量浓度, 结果表明: 潮霉素对小麦抗性

愈伤组织的适宜筛选质量浓度为 110 m göL。
2) 转基因小麦与常规品种相似, 在有性世代也

会发生基因分离。研究表明: 140 m göL 潮霉素能有

效抑制西农 1376 和京花 1 号非转化株的正常生长,

是小麦种子筛选的适宜质量浓度。PCR 检测 T 1 代

西农 1376 潮霉素抗性苗的结果证实, 用 140 m göL
潮霉素对转基因后代进行筛选具有可行性和有效

性。这一结果也可用于花粉管通道法转基因小麦的

当代筛选。
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3) 西农 1376 和京花 1 号愈伤组织及种子对潮

霉素的敏感性存在一定程度的基因型差异, 潮霉素

对其他材料是否有同样的影响, 还有待于进一步研

究和试验。
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Study on the op t im al m ass concen tra t ion of
hygrom ycin in w hea t t ran sfo rm at ion
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Abstract: T he select ion effects on the w heat imm atu re em b ryo calli and the seed of X inong 1376 and
J inghua 1 w ith differen t m ass concen tra t ion of hygrom ycin w ere studied. T he resu lts show ed that the
op t im al m ass concen tra t ion of hygrom ycin w as 110 m göL to w heat imm atu re em b ryo calli select ion and 140
m göL to w heat seed. T here w as a lit t le d ifference of d ifferen t w heat geno type to hygrom ycin.

Key words: w heat; genet ic t ran sfo rm at ion; hygrom ycin
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