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基因枪转化小麦愈伤组织的影响因素研究3 Ξ
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　　[摘　要 ]　以小麦愈伤组织为受体材料,用基因枪法将报告基因 GU S 和目的基因 P sag 122IP T 导入小麦中。

GU S 基因表达检测表明,金粉用量越高,转化频率越高; 质粒DNA 用量以 2. 0 Λgö枪最佳; 随着愈伤组织培养时间

的延长, GU S 基因瞬时表达呈明显下降趋势,至第 28天以后趋于稳定。另外, GU S 基因瞬时表达检测应在 24 h 内

进行。
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　　小麦是世界上最主要的粮食作物之一,培育小

麦优良品种是小麦稳产、高产的重要途径。自美国学

者V asil等[1 ]利用基因枪将GU S 和B a r 基因导入

小麦品种“Pavon”, 获得世界上第一例转基因小麦

植株以来,利用基因工程对小麦进行遗传改良的现

代小麦转基因技术得到了迅速发展[1～ 12 ]。基因枪转

化的应用使单子叶植物尤其是禾谷类作物的基因转

化研究有了突破性进展。在基因枪转化中,基因枪的

轰击参数,如微弹速度、射程、金粉用量、轰击次数、

真空度、质粒DNA 用量及受体材料的类型、生理状

态、接受和整合外源DNA 的能力等对小麦遗传转

化效率均有重要影响。本文以GU S 基因为报告基

因, 抑制叶片衰老基因 P sag 122ip t 为目的基因, 用

基因枪轰击小麦幼胚愈伤组织,通过对GU S 报告基

因的检测,研究了影响基因枪转化频率的几个主要

因素及基因枪轰击后愈伤组织继续培养过程中

GU S 基因的表达状况,旨在进一步提高利用基因枪

进行小麦遗传转化时的转化效率。

1　材料与方法

1. 1　试验材料与培养基

1. 1. 1　供试品种　供试品种为西北农林科技大学

细胞工程实验室培育的普通小麦新品系 9848。

1. 1. 2　转化载体　转化载体质粒是曹孟良[9 ]博士

构建的 PCM L A 3521, 含有潮霉素 (H ym grom icin )

抗性基因 H YGCR 7、卡那霉素 (kanm aycin)抗性基

因 K ancR 和报告基因GU S。其中GU S 基因编码区

有 1个能在植物中特异表达的内含子,使GU S 基因

不能在细菌中表达。抑制叶片衰老基因 P sag 122ip t

构建在载体 p cM A 3521 中, p cM A 3521 能在大肠杆

菌DH 5Α中扩增。
1. 1. 3　培养基　愈伤组织诱导培养基:M S+ 2, 42
D 2. 0 m göL + 蔗糖 30 göL + 琼脂 5. 5 göL , pH

5. 8。

高渗培养基:M S+ 2, 42D 2. 0 m göL + KT 0. 3

m göL + 蔗糖 30 göL + 甘露醇 0. 4 mo löL + 琼脂

5. 5 göL , pH 5. 8。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　质粒DNA 提取　按大肠杆菌质粒碱裂解

抽提法制备质粒DNA [13 ]。

1. 2. 2　愈伤组织诱导　取扬花后 14～ 16 d 的小麦

幼穗, 检测幼胚大小约 1. 0 mm 的籽粒, 体积分数

70%乙醇中漂洗 30 s,在体积分数 0. 1% H gC l中浸

泡消毒 10 m in 后,无菌水洗 5 次,于无菌条件下剥

取幼胚,接种于愈伤组织诱导培养基上,置 26 ℃下

散光培养。

1. 2. 3　金粉微弹制备　称取 12 m g 金粉, 用 500

ΛL 体积分数为 70%乙醇洗涤 2 次, 无菌水洗涤 1

次,体积分数 50%无菌甘油调节浓度至 40 ΛgöΛL ,

于 4 ℃保存备用。取金粉悬液 (40 ΛgöΛL ) 50 ΛL ,依
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次加入质粒 DNA ( 1 ΛgöΛL ) 10 ΛL , CaC l2 ( 2. 5

mo löL ) 50 ΛL , 0. 1 mo löL 亚精胺 (0. 1 mo löL ) 20

ΛL ,涡旋振荡 5 m in,室温下放置 20 m in, 3 000×g

离心 90 s,弃上清,加 600 ΛL 体积分数 70%乙醇洗

涤 2次,无水乙醇悬浮沉淀, 3 000×g 离心 90 s,弃

上清,再用无水乙醇悬浮并依次产生质量浓度分别

为 40, 30, 20 和 10 ΛgöΛL 的金粉微弹悬液,每种金

粉悬液均取 10 ΛL 至微弹载体,无菌条件下吹干。

1. 2. 4　基因枪转化　将培养 15～ 17 d 的小麦幼胚

愈伤组织转入高渗培养基处理 4～ 6 h 后, 用

PD S1000öH e 型基因枪轰击转化。金粉微粒直径为

1. 0 Λm ,轰击时氦气压力为 7. 689 M Pa, 轰击距离

为 9 cm。轰击后愈伤组织在高渗培养基上恢复培养

24 h 后转入愈伤组织诱导培养基, 在 26 ℃散光下

继续培养。

1. 2. 5　GU S 检测　将基因枪轰击后的小麦幼胚愈

伤组织,浸泡在X2GLU C 染色液 (安海龙等[8 ] )中,

于 37 ℃ 保温 20～ 24 h 后,在体积分数 70%乙醇中

浸泡 20 m in,体积分数 45%乙醇中浸泡 20 m in,在

体积分数 80%乙醇的 FAA 固定液中保存, N ikon

SM Z 1500实体显微镜观察照像。同时对固定保存

的小麦幼胚愈伤组织进行细胞学压片,M o tic 数字

显微照像系统观察照像。统计计算幼胚愈伤组织瞬

时表达率 (GU S
+ 幼胚愈伤组织数ö观察幼胚愈伤组

织总数×100% )和细胞瞬时表达率 (GU S
+ 细胞数ö

观察细胞总数×100% )。

2　结果与分析

2. 1　金粉用量对小麦幼胚愈伤组织和细胞瞬时表

达的影响

当质粒用量为 1. 0 Λgö枪时, 用不同用量金粉

对小麦愈伤组织进行轰击,其结果如图 1所示。由图

1可见,随金粉用量的增加,愈伤组织和细胞瞬时表

达率也逐渐增加。金粉用量为 100～ 300 Λgö枪时,

GU S 基因瞬时表达率基本呈线性对应关系; 继续增

加金粉用量, GU S 基因瞬时表达率增加较缓。对愈

伤组织表面的显微镜观察表明,随金粉用量的增加,

愈伤组织表面颜色逐渐加深。

图 1　金粉用量对GU S 瞬时表达的影响

- △- . 愈伤组织; - ○- . 细胞

F ig. 1　Effect of amount of go ld part icle

on GU S t ransien t exp ression

- △- . Callu; - ○- . Cell

图 2　质粒DNA 用量对GU S 瞬时表达的影响

- △- . 愈伤组织; - ○- . 细胞

F ig. 2　Effect of amount of DNA on

GU S t ransien t exp ression

- △- . Callu; - ○- . Cell

2. 2　质粒DNA 用量对GU S 基因瞬时表达的影响

当金粉用量为 150 Λgö枪时, 用不同用量的质

粒DNA 微弹轰击小麦愈伤组织, 其结果如图 2 所

示。由图 2可见,质粒DNA 用量影响GU S 基因的

瞬时表达率,当质粒DNA 用量为 0. 5～ 2. 0 Λgö枪
时,随质粒DNA 用量的增加, GU S 基因表达率呈缓

慢上升趋势;若继续增加质粒DNA 用量, GU S 基因

表达率又呈明显下降趋势。显微镜观察表明,随质粒

DNA 用量增加, GU S
+ 愈伤组织表面蓝色明显变

深,当质粒DNA 用量为 0. 5～ 2. 0 Λgö枪时, GU S
+

细胞随质粒DNA 用量的增加蓝色逐渐加深; 但在

质粒DNA 用量达 3. 0 Λgö枪时,细胞内出现数量不

等的蓝黑色小点,且蓝色明显变淡,这可能是金粉用

量过大出现了金粉微弹结块现象。在GU S 基因瞬时

表达中,蓝色深浅反映了GU S 基因表达量的多少,

蓝色越深,表明GU S 基因表达量越高。在质粒用量

为 2. 0 Λgö枪时, GU S
+ 愈伤组织表面和GU S

+ 细胞

表面蓝色均最深,说明GU S 基因表达量最高。

2. 3　愈伤组织培养时间对GU S 基因表达的影响

在质粒DNA 用量为 1. 0 Λgö枪, 金粉用量为

150 Λgö枪时, 分别对小麦组织在轰击后第 1, 2, 4,

8, 16, 28 天的愈伤组织进行组织化学检测, 结果如
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图 3所示。

图 3　基因枪轰击后愈伤组织培养

时间对GU S 表达的影响

- △- . 幼胚; - ○- . 细胞

F ig. 3　Effect of cu ltu re t im e on GU S

t ransien t exp ression after part icle bom bardm ent

- △- . Imm ature; - ○- . Cell

由图 3可见,在基因枪轰击后,对愈伤组织进行

继续培养, GU S
+ 愈伤组织瞬时表达率和其细胞瞬

时表达率均明显下降,但变化趋势不一致。在轰击后

1～ 4 d, GU S
+ 愈伤组织瞬时表达率的变化不十分明

显。但随后, GU S
+ 愈伤组织瞬时表达率开始明显下

降,至第 28天时为 16. 67%。GU S
+ 细胞数量在轰击

后第 1天就开始出现明显下降趋势,至第 8 天降至

13. 61% ; 随后逐渐稳定,至第 28天时降为 9. 05%。

显微镜观测表明,在基因轰击后 2 d 内, GU S
+ 细胞

大多具有完整细胞核且有一定形状,即为长度 50～

100 Λm 的椭圆形胚性细胞,但随时间的延长, GU S
+

细胞继续发育,大多形成无细胞核、无规则形状的巨

大细胞,且蓝色逐渐变淡直至消失。

3　结果与讨论

在基因枪转化过程中,转化频率是多个因素综

合作用的结果,金粉用量、质粒DNA 用量及每皿轰

击次数都是影响转化频率的重要因素。本试验用基

因枪以不同的金粉用量和质粒DNA 用量轰击小麦

愈伤组织,所得结果与A ltpeter 等[3 ]和安海龙等[8 ]

的结果基本一致。米庆莉等[10 ]认为,基因枪转化粳

稻,约每枪 125 Λg 金粉吸附 0. 25 Λg DNA , GU S 基

因的瞬时表达率最高; 增加或减少DNA 和金粉用

量,表达率又开始下降。刁现民等[11 ]用基因枪转化

谷子愈伤组织时发现,当每m g 钨粉的DNA 用量为

3 Λg时,表达数量最多。本试验研究发现,在一定范

围内,金粉和质粒DNA 用量的增加与GU S 基因瞬

时表达率的增加基本呈线性关系。当金粉用量和质

粒DNA 用量超过一定范围时, GU S 基因表达率会

出现明显下降趋势。这可能是因为金粉用量和质粒

DNA 用量过高,导致金粉微弹结块所致。在显微镜

下进行细胞检测,发现细胞中存在数量不等的较大

的深蓝色斑点,这正是金粉微弹结块现象的表现。在

基因枪转化中,金粉用量越大,对细胞的损伤也就越

大,这将直接影响胚性细胞的形成及分化。
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W ater level con tro l of L ongyangx ia reservo ir based

on B P at the end of year
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(Colleg e of W ater R esou rce and H y d roelectricity E ng ineering , X iπan U niversity of T echnology , X iπan, S haanx i 710048, Ch ina)

Abstract: T he L ongyangx ia reservo ir has been opera t ing at a low w ater level fo r a long t im e,w h ich has

affected the benefits of L ongyangx ia. In th is paper, the m ain facto rs rela ted to w ater level a t the end of year

of L ongyangx ia reservo ir are d iscu ssed by u sing regress m ethod. T he BP model is a lso in troduced fo r

con tro lling L ongyangx ia reservo ir w ater level. T he p redict ion resu lts are compared and analyzed betw een

regress model and BP model. R esu lts ind ica te that the BP model is mo re reasonab le and feasib le.

Key words: L ongyangx ia reservo ir; w ater level a t the end of year; back p ropagat ion netw o rk; w ater

level con tro l; regress analysis
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Facto rs of gene t ran sfo rm at ion affect ing w hea t ca llu s
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Abstract: T he p lam id p cM A 3521 con ta in ing bo th GU S gene and P sag 122IP T gene w as driven by

CAM V 35S p romo ter in to w heat ca llu s u sing ballist ic m ethod. Param eters affect ing tran sfo rm at ion

eff iciency w ere studied by GU S t ran sien t exp ression. T he resu lt show ed that it had a rem arkab le ro le in the

tran sfo rm at ion eff iciency at a rela t ively h igh go ld part icle amoun t per bom bardm en t and it w as best w hen

coated by 2. 0 Λg DNA. T he exp ression eff iciency of GU S gene reduced w ith the increase of callu s cu ltu re

t im e and rem ained stab le after 28 d. T he exam inat ion of GU S gene tran sien t exp ression shou ld be at 1 d and

the exam inat ion of GU S gene stab le exp ression shou ld be after 28 d.

Key words: t ran sgenet ic w heat; ba llist ic; w heat ca llu s (T riticum aestivum L. ) ; GU S gene; t ran sien t

exp ression
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