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　　[摘　要 ]　为了通过对影响超甜玉米再生因素的研究,建立超甜玉米转基因再生技术体系,获得抗虫资源。以

超甜玉米幼胚为愈伤组织诱导外植体,利用基因枪法将苏云金杆菌杀虫蛋白基因转化胚性愈伤组织,通过优化再

生和生根培养条件建立了稳定、高效的超甜玉米转基因再生成株体系。结果表明,随着愈伤组织继代时间的延长,

再生成苗率降低,再生成苗越难; 除草剂Basta 对愈伤组织筛选的最适质量浓度为 8 m göL ,愈伤组织预分化的最适

培养基为M S+ 40 göL 蔗糖+ 20 göL 甘露醇+ 5. 0 m göL ABA ,最适的再生培养基为M S+ 20 göL 蔗糖+ 2. 0 m göL
62BA + 0. 1 m göL NAA ,生根培养基为 1ö2 M S+ 0. 1 m göL NAA ,对生根不好的小苗附加 0. 1 m göL NAA + 2. 0

m göL IBA 或 0. 2 m göL NAA + 3. 0 m göL IBA 可以促进生根,生根率达 93%以上。对部分再生转化植株进行 PCR

分析,部分植株能够扩增出 426 bp 片段,与阳性对照大小相同。试验结果初步证明B t基因已经导入到玉米植株中。
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Abstract: To estab lish regen ra t ion techn ique system fo r gene tran sfo rm at ion in supersw eet co rn, and to

ob ta in germp lasm resou rces fo r in sect resistance, the facto rs influencing p lan t regenera t ion w ere studied.

T he calli, derived from imm atu re em b ryo s, of the supersw eet co rn inb red line w as tran sfo rm ed w ith the

p lasm id DNA con ta in ing B t gene via the part icle bom bardm en t2m ediated m ethod. T h rough op t im izing re2
genera t ion and roo t ing condit ion s in supersw eet co rn imm atu re em b ryo cu ltu re, a stab le, h igh ly eff icien t

p lan t po st2t ran sfo rm at ion regenera t ing system has been estab lished. T he resu lts show ed that ca lli lo st their

regenera t ing ab ility after long2term subcu ltu res. T he op t im al m ass concen tra t ion of herb icide Basta w as 8

m göL to imm atu re em b ryo calli select ion; the com b inat ion of M S+ 40 göL sucro se+ 20 göL m ann ito l+ 5. 0

m göL ABA w as the op t im al m edium fo r p re2differen t ia t ion of calli; the m edium of M S+ 20 göL sucro se+

2. 0 m göL 62BA + 0. 1 m göL NAA w as the best fo r d ifferen t ia t ion and regenera t ion; the m edium fo r roo t ing

w as 1ö2 M S+ 0. 1 m göL NAA , and the roo t ing ra te w as increased to above 93% w hen the m edium of 1ö2

M S+ 0. 1 m göL NAA + 2. 0 m göL IBA o r 1ö2M S+ 0. 2 m göL NAA + 3. 0 m göL IBA w as supp lied. Genom 2
ic PCR analysis of the T 0 ind ividuals demon stra ted that som e seedlings cou ld amp lify 426 bp fragm en t and

show ed the sam e size in comparison w ith the po st ive check. T he resu lts confirm ed that B t gene has been in2
tegra ted in to the genom es of p lan ts.
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　　超甜玉米属甜质玉米 (Z ea m ay s L. Sacchara ta

stu rt)类型, 享有蔬菜、水果玉米之称, 已经成为当

今世界重要的栽培作物之一。全世界甜玉米年种植

面积达 120多万 hm 2,鲜玉米果穗及其制品是美国、

日本、西欧以及东南亚一些国家和地区的重要消费

食品之一。华南是我国超甜玉米主产区,超甜玉米已

成为广东的特色和优势作物[1 ]。但玉米螟对超甜玉

米危害极为严重,导致其产量和品质下降,目前生产

上利用的超甜玉米品种普遍表现抗性不强,特别是

甜度高、食味好的优质品种抗虫能力更差,而超甜玉

米本身缺少有效的抗虫基因资源,难以通过常规育

种在短期内获得抗性品种,因此利用植物转基因技

术培育抗虫品种, 是当前超甜玉米育种的重要方

向[224 ]。虽然玉米组织培养技术已取得了很好的突

破,幼胚、幼胚诱导的愈伤组织、分生组织等受体材

料被作为基因瞬时表达和稳定转化的外植体,但多

数玉米自交系或品种的愈伤组织在离体培养时分化

再生频率很低,制约了玉米转基因研究[527 ]。超甜玉

米胚乳糖分含量高,胚生活力弱,对其组培特性还不

完全清楚,而且通过组培进行转基因的研究报道也

不多。本文以超甜玉米幼胚为材料,对影响超甜玉米

的再生因素进行了研究,建立了稳定高效的再生体

系,为进一步开展超甜玉米抗虫基因工程育种提供

试验条件和技术平台。

1　材料与方法

1. 1　供试材料与培养基

　　供试的超甜玉米自交系 1132,由广东省农业科

学院作物研究所提供。重组质粒pFW Z16,携带苏云

金杆菌杀虫蛋白基因 (Bacillu s thu ringicn sis, B t)和

1个选择标记基因 bar,由A ct1和CaM v35S启动子

驱动,长度为 9 kb,由美国康乃尔大学构建,广东省

农业科学院作物研究所玉米室保存 (图 1)。

图 1　重组质粒 pFW Z16表达载体图

F ig. 1　Construction of p lan t exp ression vecto r pFW Z16

　　愈伤组织诱导培养基: N 6+ 300 m göL 谷氨酰
胺+ 500 m göL 水解酪蛋白+ 700 m göL 脯氨酸+ 9

m göL A gNO 3 + 20 göL 蔗糖+ 2. 0 m göL 2, 42D +

2. 7 göL 植物凝胶, pH 5. 8; 愈伤组织继代培养基:

诱导培养基+ 2. 0 m göL ABA , pH 5. 8; 高渗培养

基: 诱导培养基+ 2. 0 m göL ABA + 甘露醇 0. 2

mo löL + 山梨醇 0. 2 mo löL , pH 5. 8。

1. 2　胚性愈伤组织诱导

超甜玉米自交系 1132 播种于广东省农业科学

院作物研究所大丰试验基地,人工套袋自交,取授粉

9～ 11 d 的幼果穗,用体积分数 70%酒精表面消毒,

无菌水漂洗 1次,再用体积分数 15%次氯酸钠溶液

浸泡 20～ 25 m in 后,无菌水冲洗 3～ 4次。小心挑出

幼胚, 接种于诱导培养基上, 26 ℃暗培养 3～ 4 周

后,挑取色泽淡黄、致密、颗粒状、干燥的胚性愈伤组

织为转化受体或转接于继代培养基上培养。

1. 3　基因枪转化

基因枪轰击前 4～ 6 h, 选生长发育旺盛、色泽

良好并已夹碎至 2～ 3 mm 的胚性愈伤组织,转移到

含高渗培养基 6 cm 培养皿中。按照K lein 等[8 ]的方

法制备金粉悬浮液 (金粉直径 1. 0 Λm 或 1. 6 Λm ,质

粒DNA 1 ΛgöΛL )。采用PD S21000öH e型基因枪,将

包裹质粒DNA 的金粉微粒装载就绪,把有胚性愈伤

组织的培养皿放入基因枪样品室,样品真空度 8. 799

M Pa,靶细胞与微粒载体距离为 9 cm ,每皿轰击 1～ 2

次。轰击后的胚性愈伤组织培养16～ 18 h后转移到继

代培养基上,在 26 ℃黑暗条件下恢复培养 3 d。

1. 4　再生体系优化

1. 4. 1　除草剂Basta 抗性筛选　在继代培养基中

分别附加不同质量浓度的除草剂Basta (2, 5, 8, 10,

15 m göL ) ,筛选玉米愈伤组织对除草剂Basta 的适

宜抗性质量浓度。26 ℃暗培养 2周,观察愈伤组织

生长情况,每 2～ 3周转移 1次,共筛选 3次,每次均

挑选生长良好的抗性愈伤组织进行下一轮筛选。

1. 4. 2　愈伤组织预分化培养　将抗性愈伤组织转

入预分化培养基进行预分化培养。预分化培养基为,
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M S 基本培养基附加不同质量浓度的蔗糖 (20, 40

göL ) , 甘露醇 (0, 20 göL ) , ABA (3. 0, 5. 0 m göL ) ,

加入植物凝胶 2. 7 göL ,调 pH 值为5. 8。26 ℃暗培

养 10 d 左右,观察愈伤组织生长状况,统计愈伤组

织胚性保持率。

1. 4. 3　植株分化再生　将获得的良好状态的愈伤

组织转入分化培养基进行芽的诱导。分化培养基为

M S 基本培养基附加不同质量浓度的蔗糖 (20, 40,

60 göL ) , 62BA (2. 0, 3. 0 m göL ) , NAA (0. 1, 0. 2

m göL ) ,加入植物凝胶 2. 7 göL ,调pH 值为 5. 8。在

26 ℃,光照 16 h 条件下培养。2周后观察记录芽及

再生苗的生长情况。

1. 4. 4　植株生根培养与移栽　当植株诱导出小苗

后转入生根培养基。生根培养基为 1ö2 M S附加不

同质量浓度的NAA (0. 1, 0. 2 m göL ) , IBA (0, 2. 0,

3. 0 m göL ) , 加入植物凝胶 2. 7 göL , 调 pH 值为

5. 8。在 26 ℃,光照 16 höd 条件下培养。2周后观察

统计根的生长情况。当发育成 5～ 8 cm 的完整小苗

后经炼苗选生长健壮的植株移栽到花盆中 (基质为

栽培花卉的有机土) , 2 周左右后将植株移栽到田

间。

1. 5　转化植株 PCR 分析

将基因枪轰击获得的超甜玉米再生植株经生

根、壮苗、炼苗后移栽至大田中,剪取成株期叶片,采

用CTAB 法[9 ]提取总DNA 进行 PCR 扩增。PCR 扩

增引物: 依据质粒表达载体中CaM v35S 启动子序

列设计。P235S 的序列: 5′2GCA A T G GAA TCC

GA G GA G23′, P235A S 的序列: 5′2CA C A T G A GC

GAA AA C CTA TA G G23′。PCR 反应体系: 模板

DNA 50～ 100 ng, 10×Buffer 2. 0 ΛL , 2 mmo löL
dN T P 1. 0 ΛL , 5 mmo löL P rim er2S 2. 0 ΛL , 5

mmo löL P rim er2A S 2. 0 ΛL , 25 mmo löL M gC l2 1. 6

ΛL , T aq 酶 (5 U öΛL ) 0. 2 ΛL ,加 ddH 2O 至 20 ΛL。

反应条件: 94 ℃预变性 4 m in; 94 ℃ 1 m in, 60 ℃ 1

m in, 72 ℃ 1 m in, 30个循环; 72 ℃延伸 10 m in, 4 ℃

保存。电泳检测。

2　结果与分析

2. 1　超甜玉米稳定高效再生体系的建立

2. 1. 1　愈伤组织继代时间对植株再生的影响　玉

米愈伤组织再生植株主要依赖于基因型,但其继代

时间与植株再生也存在很大关系。从表 1可以看出,

继代时间在 50 d 以内,愈伤组织分化再生能力强,

再生成苗率高达 28%以上;而 72 d 时再生成苗率只

有 6. 67% ; 至 90 d 时仅为 2. 27% ,继代 90 d 后,愈

伤组织失去分化能力,分化绿芽数减少,并且几乎不

能再生成苗,即使有极少数可以成苗,也是难以生根

的畸形苗。结果表明,随着愈伤组织继代时间的延

长,再生成苗率明显降低,再生成苗越难。所以要获

得转基因植株,必须缩短愈伤组织继代时间,长期继

代不利于植株再生。

表 1　愈伤组织继代时间对超甜玉米植株再生的影响
T able 1　Effect of subcu ltu re t im e of callus on regenerat ion

继代时间öd
Subcu ltu re tim e

接种愈伤组织数
N o. of callus

分化绿芽数
N o. of regenerated

shoo t

再生成苗数
N o. of p lan ts
regeneration

再生成苗率ö%
Regeneration

percen tage

20 53 46 16 30. 19
32 110 78 31 28. 18
50 96 69 27 28. 13
72 45 20 3 6. 67
90 44 11 1 2. 27

120 44 5 0 0
150 30 5 13 3. 33

　　注: 3 表示畸形苗。N o te: 3 m ean abno rm al p lan tlet.

2. 1. 2　除草剂Basta 抗性筛选结果　适宜的除草

剂抗性质量浓度,可以有效地筛选到可能含有外源

目的基因的转化体,在遗传转化中是必不可少的环

节。试验观察结果表明,附加 2 m göL 除草剂Basta

的选择培养基上愈伤组织生长状况良好; 附加 5

m göL 除草剂Basta 的处理愈伤组织生长缓慢,出现

部分褐化现象, 愈伤组织存活率为 28% ; 附加 8

m göL除草剂Basta 的处理, 愈伤组织褐化加重, 有

效抑制了愈伤组织的生长,愈伤组织存活率低,仅为

13% ; 附加 10 m göL 以上除草剂Basta 的处理,所有

愈伤组织褐化死亡。因此,将 8 m göL 除草剂Basta

作为转化后愈伤组织抗性筛选的质量浓度。

2. 1. 3　预分化对愈伤组织状态的影响　基因枪转

化后经 3 轮的除草剂Basta 抗性筛选,选择后的抗

性愈伤组织可以直接分化再生。为了使抗性愈伤组

织保持良好的胚性状态并提高分化再生率,有必要
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增加一轮预分化环节。从表 2可以看出,不加甘露醇

时愈伤组织胚性保持率最低,表现为愈伤组织状态

差,呈水浸状;附加 20 göL 甘露醇时,愈伤组织胚性

保持率显著提高; ABA 质量浓度从 3. 0 m göL 增加

到 5. 0 m göL 时, 胚性保持率可提高 16. 45%～

23. 97%。在 5个处理中, 40 göL 蔗糖+ 20 göL 甘露
醇+ 5. 0 m göL ABA 组合的胚性保持率达 100% ,

愈伤组织状态良好、疏松,呈颗粒状,为最佳组合。
表 2　预分化对超甜玉米愈伤组织状态的影响

T able 2　Effect of p re2differen tia t ion on callus sta te

蔗糖ö(g·L - 1)
Sucro se

甘露醇ö(g·L - 1)
M ann ito l

ABA ö
(m g·L - 1)

接种愈伤组织数
N o. of callus

incubated

胚性保持率ö%
Em bryogen ic m ain tenance

percen tage

40 20 5. 0 51 100. 00
20 20 5. 0 51 62. 75
20 20 3. 0 49 38. 78
20 0 5. 0 49 22. 45
20 0 3. 0 50 6. 00

2. 1. 4　蔗糖和激素配比对愈伤组织分化再生的影

响　愈伤组织分化再生受许多因素的影响,其中培

养基中蔗糖质量浓度和激素种类及其配比是很重要

的影响因素。表 3结果表明,当蔗糖质量浓度为 20

göL 时, 愈伤组织平均分化率和再生率最高; 62BA

和NAA 质量浓度组合为 2. 0 m göL + 0. 1 m göL

时, 愈伤组织分化率较高。在所有 6 个处理中, 20

göL蔗糖+ 2. 0 m göL 62BA + 0. 1 m göL NAA 组合

显著促进了愈伤组织分化和植株再生,分化率和再

生率最高,分别为 81. 13%和 35. 85%。因此,本试验

筛选到的稳定、高效的再生培养基为:M S+ 20 göL
蔗糖+ 2. 0 m göL 62BA + 0. 1 m göL NAA。

表 3　蔗糖和激素配比对超甜玉米愈伤组织分化再生的影响
T able 3　Effect of com bination of sugar and ho rmone on callus differen tia t ion

蔗糖ö
(g·L - 1)
Sucro se

62BA ö
(m g·L - 1)

NAA ö
(m g·L - 1)

接种愈伤组织数
N o. of callus

incubated

分化绿芽数
N o. of

regenerated
shoo t

再生苗数
N o. p lan ts
regneration

分化率ö%
D ifferen tiation

percen tage

再生率ö%
Regeneration

percen tage

20 3. 0 0. 2 57 35 13 61. 40 22. 81
20 2. 0 0. 1 53 43 19 81. 13 35. 85
40 3. 0 0. 2 66 38 9 57. 58 13. 64
40 2. 0 0. 1 58 34 10 58. 62 17. 24
60 3. 0 0. 2 58 22 7 37. 93 12. 07
60 2. 0 0. 1 56 29 4 51. 79 7. 14

2. 1. 5　再生植株生根培养与移栽　将 2～ 3 cm 的

再生小苗转入生根培养基 (1ö2 M S + 0. 1 m göL
NAA )中,再生苗的生根率达到 57. 72%。对生根不

好的小苗, 将其转移至附加 0. 1 m göL NAA + 2. 0

m göL IBA 的培养基中,生根率提高到 93. 96% ,形

成的根较粗,根数较多;对很难生根的小苗转移至附

加 0. 2 m göL NAA + 3. 0 m göL IBA 的培养基中,

生根率达到 98. 66% ,但畸形苗明显增加 (图 2)。

图 2　不同激素配比对再生苗生根的影响
A. 1ö2 M S+ 0. 1 m göL NAA 培养基中生根不好的植株;B. 1ö2 M S+ 0. 1 m göL NAA + 2. 0 m göL IBA 培养基中的生根情况;

C. 1ö2 M S+ 0. 2 m göL NAA + 3. 0 m göL IBA 培养基中的生根情况

F ig. 2　Effect of ho rmone in m edium on roo ting
A. N o2roo ting p lan ts in 1ö2 M S m edium con tain ing 0. 1 m göL NAA ; B. Roo ting p lan ts in 1ö2 M S m edium con tain ing
0. 1 m göL NAA + 2. 0 m göL IBA ; C. Roo ting p lan ts in 1ö2 M S m edium con tain ing 0. 2 m göL NAA + 3. 0 m göL IBA
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　　小苗经历 2 周左右形成发达的根系,用清水洗

掉粘附在根系上的培养基,将其移栽到盛有营养土

的花盆中生长,在生长期间补充水分及 1ö10的M S

液体培养基,散射光下练苗 2周后移栽至大田,成活

128株。

2. 2　再生转化植株 PCR 分析

对再生植株进行 PCR 分析,部分单株能够扩增

出和阳性对照大小相同的目的片段, 大小为 426

bp , 初步证明B t 基因已经导入到超甜玉米植株中

(图 3)。

图 3　T 0植株 PCR 分析

M. DNA 分子量标准ΚöH indË ; P. 质粒 pFW Z16;

N. 未转化植株; 1～ 10. T 0植株

F ig. 3　PCR analysis of T 0 p lan ts

M. L adder DNA ; P. Po sit ive check; N. N egative check;

1- 10. T 0 p lan ts

3　结论与讨论

基因枪转化后愈伤组织能否分化、再生、成株,

直至最后移栽成活,直接关系到遗传转化的成败。研

究认为,愈伤组织长期继代后细胞无性变异增加,再

生能力下降或再生植株发育畸形[10211 ]。再生植株发

生途径有器官发生和胚状体发生两种形式,由胚状

体发生途径得到的再生植株往往发育正常,无性变

异少。本研究结果表明,在超甜玉米组织培养过程中

愈伤组织长期继代后再生成苗率降低,易产生畸形

苗。

在预分化培养中,最佳质量浓度组合为 40 göL
蔗糖+ 20 göL 甘露醇+ 5. 0 m göL ABA 时,愈伤组

织保持良好的胚性状态,胚性保持率达 100%。这是

由于蔗糖和甘露醇质量浓度的增加提高了培养基的

渗透压,促使愈伤组织产生胁迫应答恢复活力,而高

质量浓度的ABA 可明显改善愈伤组织生长状态,

使愈伤组织结构致密,胚性形成和保持能力提高。

外源激素在玉米愈伤组织芽尖分化、再生以及

生根壮苗过程中具有十分重要的作用[12213 ]。低质量

浓度的蔗糖配合 2. 0 m göL 62BA 和 0. 1 m göL

NAA ,有利于愈伤组织分化和植株再生。在生根培

养中, NAA 质量浓度为 0. 1 m göL 时, 再生苗可以

生根,不易产生大量的畸形苗;对生根不好或难以生

根的再生苗附加 0. 1 m göL NAA + 2. 0 m göL IBA

或 0. 2 m göL NAA + 3. 0 m göL IBA ,能够促进生根

和根系生长。

本试验对愈伤组织再生、生根培养和移栽等条

件进行了优化,建立了稳定、高效的超甜玉米转基因

再生体系:以幼胚为外植体诱导愈伤组织,在遗传转

化后,经 3轮抗性筛选转入预分化培养基进行分化

再生、生根培养、移栽成株, PCR 初步检测目的基因

已整合到再生植株中。
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