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普通小麦基因枪转化高效受体系统的建立
3

权军利 ,何玉科 ,陈耀锋 ,李春莲 ,郭东伟 ,韩德俊 ,余　玲
(西北农林科技大学 农学院 ,陕西 杨凌 712100)

[摘 　要 ] 　以小麦幼胚愈伤组织为转化受体 ,以植物表达载体质粒 p RO K2 为外源 DNA ,以蔗糖和甘露醇为渗

透剂 ,研究了愈伤组织生长状态、渗透剂种类及其处理时间和浓度对基因枪转化效率的影响。结果表明 ,在采用基因

枪轰击法对小麦幼胚愈伤组织进行转化的体系中 ,受体愈伤的最佳发育阶段为胚性启动前期 ;高渗处理可以使基因

枪转化频率得到明显提高 ,但处理时间过长对愈伤组织的增殖和分化又有明显的抑制作用 ,用蔗糖进行高渗处理对

愈伤组织生长及再生的抑制作用较用甘露醇弱 ;用 0. 6 mol/ L 蔗糖和 0. 5 mol/ L 甘露醇分别在轰击前 6 h 和轰击后

18 h 进行高渗处理转化效果均最佳。文章建立了高效蔗糖高渗基因枪转化受体系统。
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Establishment of efficient acceptor system for gene transformation by
micro2projectile bombardment in wheat

QUAN J un2li , H E Yu2ke ,C H EN Yao2feng ,L I Chun2lian , GUO Dong2wei ,

HAN De2jun , YU Ling
( College of A gronom y , N orthwest A & F Universit y , Yangling , S haanx i 712100 , China)

Abstact : An efficient acceptor system for gene t ransformation was established in callus of wheat imma2
t ure embryos by improving t he condition of osmotic t reatment before bombardment . In t his experiment ,

t he acceptors were f rom 3 wheat cultivars including Qianjinzao ,Xiaoyan 22 and 9848. Particle bombardment

was carried out by using p RO K2 containing t he N pt Ⅱgene and HA L 1 gene. The factors affecting the Bio2
listic t ransformation efficiency like p hysiological state and time of osmotic t reat ment wit h different o smosis

concent ration were studied. The result showed t hat osmotic t reat ment could enhance t he differentiation f re2
quency of bombarded calli . The callus before embryo switching on was optional . Sucrose as osmosis had less

inactive effect on the growth and regeneration of callus t han mannitol before bombardment . The callus t rea2
ted wit h 0. 6 mol/ L sucrose and 0. 5 mol/ L mannitol for 6 hours before bombardment or 18 hours after

bombardment could significantly achieve t he optional t ransformation efficency.

Key words : wheat ;callus ;acceptor system ; gene t ransformation ;particle bombardment ;osmotic t reat2
ment

　　成功的基因转化首先依赖于良好的植物受体系

统的建立。自从 Vasil 等[1 ] 首先应用基因枪法将

Gus/ Bar 基因导入小麦愈伤组织并获得世界上第 1

株转基因小麦以来 ,小麦转基因研究有了很大的发
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展。目前 ,基因枪法已成为小麦最为成熟且应用最

多的外源基因转化方法。但转化过程所涉及的因素

较多 ,如外植体的选择、植物表达载体的构建、制备

轰击用微弹的方法、轰击条件等 ,都会影响到基因枪

转化系统的转化效率 ,其中基因枪轰击时受体细胞

所处的生理状态 ,是决定植物细胞接受外源基因难

易程度和轰击后“转化”细胞再生频率的重要因素。

为了减少微弹轰击细胞后细胞质溶液由伤口外渗 ,

通常在轰击前将待轰击的外植体放在含有高浓度渗

透剂的培养基上 ,进行高渗透压预培养 ,使外植体细

胞处于适度的质壁分离状态 ,以提高转化效率[ 224 ] 。

为了探索植物细胞的这一最佳“感受态”,本研究以

大田农艺性状优良且组培特性较好的小麦品种为材

料 ,通过耐盐基因 H A L1 的转化 ,从轰击前受体的

外观生长状态和高渗处理所用的渗透剂种类、浓度

及其高渗处理时间等方面 ,对轰击后愈伤组织的再

生频率和转化效率进行了比较 ,旨在建立一个高效

的、不依赖供体植株基因型的普通小麦基因枪转化

受体系统。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

以小麦幼胚愈伤组织为基因枪轰击的受体材

料。小麦材料为西北农林科技大学细胞工程实验室

试验田种植的黄淮麦区 3 个优良小麦品种 (系) 小偃

22、千斤早和 9848。于小麦开花授粉后 2 周左右 ,

选取约 1. 0 mm 大小、半透明状未成熟胚作为起始

外植体。

携带 H A L1 基因的植物表达载体质粒为

p RO K2 ,标记基因为磷酸新霉素转移酶 ( N pt Ⅱ) 基

因 ,由中科院上海植物生理生化研究所何玉科老师

提供。

所用引物由上海生物工程技术服务有限公司合

成 ,序列如下 :

　　5′引物 ∶5′2GGTCTA GAA T GGA TTTCAAA2GA TTTA GGA TT GCA T G23′;

　　　　　　　　　B am H I

3′引物 ∶5′2CGGGA TCCTTTTTCAACTA TTCT GT GT T GA TT G23′。

　　　　　　　Kpn I

　　轰击用基因枪为 BIO2RAD 公司生产的 Biolis2
tic PDS21000/ He 型基因枪。

幼胚愈伤组织诱导培养基 : MS + 2 , 42D 2. 0

mg/ L + KT 0. 5 mg/ L + 蔗糖 30 g/ L + Ag 6. 0 g/ L

(p H5. 8) ;高渗培养基 :MS + 2 ,42D 2. 0 mg/ L + KT

0. 5 mg/ L + 蔗糖/ 甘露醇 + Ag 9. 0 g/ L (p H 5. 8) ;

恢复培养基 : ①MS + 2 , 42D 2. 0 mg/ L + KT 0. 5

mg/ L +蔗糖 30 g/ L + Ag 6. 0 g/ L (p H5. 8) , ②MS +

2 ,42D 2. 0 mg/ L + KT 0. 5 mg/ L + 蔗糖 60 g/ L +

Ag 6. 0 g/ L (p H5. 8) ;筛选培养基 :MS + 2 ,42D 1. 0

mg/ L + KT 0. 5 mg/ L + NAA 0. 01 mg/ L + 蔗糖 30

g/ L + Ag 6. 0 g/ L (p H5. 8) 。所有培养基均采用高

温高压灭菌 ,选择剂采用过滤灭菌 ,培养基冷却至

60 ℃左右时加入。

1. 2 　方 　法

1. 2. 1 　愈伤组织诱导 　幼嫩种子于超净工作台内

用体积分数 75 %的酒精表面消毒 30 s ,再用 1 g/ L

的升汞灭菌 8～10 min ,无菌水冲洗 3 次 ,轻轻剥取

幼胚 ,平面向上接种到幼胚愈伤组织诱导培养基上 ,

20 ℃下黑暗培养 ,观察愈伤组织形成速度及愈伤组

织质量。

1. 2. 2 　高渗处理对小麦愈伤组织生长的影响 　于

小麦愈伤组织胚性启动前期 ,取一批约 5. 0 mm 大

小、质地均匀的愈伤组织 ,分别在含 0. 4 mol/ L 蔗糖

和甘露醇的高渗培养基上进行高渗处理 ,以不经处

理的愈伤组织为对照 ,处理前称其鲜重 ,然后每隔 2

d 称量一次愈伤组织鲜重 ,计算愈伤组织鲜重增长

率。愈伤组织鲜重增长率/ % = 增加的愈伤组织的

鲜重 (g) / 高渗处理前愈伤组织的鲜重 (g) ×100 %。

1. 2. 3 　轰击受体材料的准备 　在直径 9 cm 的培养

皿上铺一薄层高渗培养基 ,将幼胚愈伤组织按顺序

紧密摆放于培养皿中央直径 3 cm 范围之内。

1. 2. 4 　基因枪转化 　参照朱建楚等[5 ] 介绍的方法

进行。轰击压力为 1 100 p si ,真空度为 3 733 Pa ,金

粉直径为 1. 0 μm ,轰击距离为 9 cm ,每枪用量为

250μg 金粉 + 0. 5μg 质粒 DNA。

1. 2. 5 　高渗预处理前愈伤组织的生长状态对基因

枪轰击后转化细胞再生频率的影响 　分别用 0. 4

mol/ L 的甘露醇和蔗糖在轰击前 6 h 和轰击后 18 h

对千斤早的幼胚愈伤组织进行高渗处理 ,并分别在

含 30 和 60 g/ L 蔗糖的小麦幼胚愈伤组织诱导培养

基上进行 14 d 的光恢复培养。

1. 2. 6 　高渗处理时控制渗透压的不同试剂及其浓

度对筛选分化频率及转化效率的影响 　渗透剂浓度

梯度分别设为 0. 0 , 0. 4 , 0. 5 , 0. 6 , 0. 7 和 0. 8

mol/ L ,共计转化幼胚愈伤组织 2 240 块 ,其中每种
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渗透剂在每个浓度上共轰击 3 枪 ,即千斤早、小偃

22 和 9848 各轰击 1 枪 ,不经渗透处理的对照轰击 1

枪。于轰击前 6 h 和轰击后 18 h 在含不同浓度渗透

剂的高渗培养基上处理 ,轰击后随机各取一半 ,分别

置于恢复培养基 ①和 ②上进行恢复培养 ,对恢复 14

d 后的愈伤组织用筛选培养基附加 100 mg/ L 卡那

霉素或 50 mg/ L G418 进行再生筛选 ,统计抗性植

株数 ,并提取获得的抗性植株叶片 DNA 进行 PCR

检测 ,计算转化效率。

1. 2. 7 　转化植株的 PCR 检测 　对筛选得到的抗性

再生植株 ,用 CTAB 法提取叶片基因组 DNA 进行

PCR 检测 ,以携带目的基因的质粒为阳性对照 ,以

灭菌双蒸水为阴性对照 ,扩增条件为 :94 ℃5 min ;

94 ℃45 s ,55 ℃45 s , 72 ℃90 s ,35 个循环 ;72 ℃

延伸 10 min。经 PCR 扩增后 ,将扩增产物在 10 g/ L

琼脂糖凝胶上进行电泳检测并照相。

2 　结果与分析

2. 1 　高渗处理对小麦愈伤组织生长的影响

图 1 表明 ,高渗处理的愈伤组织鲜重增长率明

显低于对照 ,说明高渗处理对小麦愈伤组织的生长

有明显的抑制作用 ;蔗糖对愈伤组织生长的抑制作

用较甘露醇弱 ,这可能是因为蔗糖除了为外植体提

供渗透压外 ,作为代谢的碳源还可以有效地促进细

胞分裂与生长 ,使细胞处于相对活跃的生理生化状

态。从图 1 还可以看出 ,未经处理的对照愈伤组织

鲜重增长速度很快 ,蔗糖高渗处理次之 ,而甘露醇处

理的愈伤组织增长速度则很平缓 ,至第 18 天时 ,愈

伤组织的增长速度达到最高 ,18 d 以后增长速度减

慢 ,这可能是由于培养基中的营养成分被消耗殆尽

并积累了一定有害成分的缘故。

图 1 　渗透剂及其处理时间对小麦愈伤组织生长量的影响

Fig. 1 　Effect s of hyperosmosis t reatment on the growth of wheat callus

　　研究中还发现 ,随着高渗培养时间的延长 ,愈伤

组织的分化能力也明显下降 ,甚至逐渐丧失了分化

能力 ,这些愈伤组织变得松软有韧性 ,呈水浸状 ,与

不能启动胚性的愈伤组织相似。

2. 2 　小麦愈伤组织生长状态对轰击后转化细胞再

生频率的影响

高渗处理前 ,小麦愈伤组织的生长状态直接影

响着基因枪转化效率的高低 ,不能启动再分化的愈

伤组织不宜作为基因枪转化的受体。本研究表明 ,

最佳基因导入的小麦愈伤组织状态为绿豆大小、刚

露绿点、结构致密的淡黄色愈伤 (图 2A ,2D) ,此时

的愈伤组织生长繁殖快 ,活力高 ,容易接受外源基

因 ,细胞的耐受性强 ,由于基因枪轰击的部位主要是

表层和亚表层细胞 ,因此 ,这种细胞是抵抗基因枪轰

击损伤的最佳受体。同时 ,这类愈伤组织受轰击后

恢复能力强 ,大部分都能再生并分化植株 (图 2B ,

2C ,2 E ,2F) 。而呈白色或青白色、透明水浸状且质

地松软的愈伤组织 (图 2B ,2C ,2 E ,2F 中箭头所指) ,

由于其本身分化能力较差 ,在接受基因枪轰击后 ,细

胞受损更加严重 ,难以恢复 ,生长增殖也受到抑制 ,

目的基因很难整合并通过植株再生得以表达。

在基因枪轰击转化试验中 ,从经渗透处理和恢

复培养后得到的绿色芽点的分化频率 (表 1) 还可以

看出 ,用同样浓度的渗透剂处理 ,蔗糖高渗后再在含

较低蔗糖浓度的恢复培养基上培养 14 d ,其胚性芽

点的分化频率明显高于用甘露醇渗透 ,说明甘露醇

渗透 (图 2B ,2C)对小麦愈伤组织生长及体胚发生的

抑制作用强于蔗糖渗透 (图 2 E ,2F) 。而且不论用甘

露醇还是用蔗糖进行高渗处理 ,恢复培养时在含 30

g/ L 蔗糖的培养基上 (图 2C ,2F)所获得的再生频率

远远高于 60 g/ L 蔗糖培养基 (图 2B ,2 E) 。
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图 2 　高渗预处理前愈伤组织的生长状态对基因枪轰击后转化细胞再生频率的影响

A. 0. 4 mol/ L 甘露醇高渗处理的小麦幼胚愈伤组织 ;B. 0. 4 mol/ L 甘露醇高渗处理、60 g/ L 蔗糖恢复培养 14 d 的愈伤组织 ;

C. 0. 4 mol/ L 甘露醇高渗处理、30 g/ L 蔗糖恢复培养 14 d 的愈伤组织 ;D. 0. 4 mol/ L 蔗糖高渗处理的小麦幼胚愈伤组织 ;

E. 0. 4 mol/ L 蔗糖高渗处理、60 g/ L 蔗糖恢复培养 14 d 的愈伤组织 ; F. 0. 4 mol/ L 蔗糖高渗处理、30 g/ L 蔗糖恢复

培养 14 d 的愈伤组织 ;箭头所指为未分化愈伤组织

Fig. 2 　Effect of the growth appearance of immature embryo calli before osmotic t reatment on regeneration frequency of

t ransformed cells by microprojectile bombardment

A. Growt h appearance of immat ure embryo callus t reated wit h 0. 4 mol/ L mannitol ;B. Callus cultured in medium wit h 60 g/ L sugar

after t reated wit h mannitol ;C. Callus cultured in medium wit h 30 g/ L sugar after t reated wit h mannitol ;D. Growt h appearance

of immature embryo callus after t reated wit h 0. 4 mol/ L sugar ; E. Callus cultured in medium wit h 60 g/ L sugar after t reated wit h sugar ;

F. Callus cultured in medium wit h 30 g/ L sugar after t reated wit h sugar ;pointed by arrows are undifferentiated callus

表 1 　渗透剂及恢复培养基种类对小麦轰击愈伤再生频率的影响

Table 1 　Effect of different osmosis and recovering medium on regenerated f requency of bombarded calli

渗透剂种类
Osmosis

恢复培养基种类
Recovering

medium

处理愈伤组织数
No. of t reat ment calli

分化芽点数
No. of regenerated buds

平均每个愈伤组织
上产生的绿芽数

No. of regenerated buds
per callus

蔗糖
Sucrose

①
②

112
104

1 075
338

9. 60
3. 25

甘露
Mannitol

①
②

90
115

648
130

7. 20
1. 13

2. 3 　渗透剂浓度对愈伤组织转化效率的影响

由表 2 可以看出 ,用蔗糖作为渗透剂 ,在蔗糖浓

度为 0. 6 mol/ L 时小麦筛选分化频率达到最高 ;而

用甘露醇作为渗透剂 ,在浓度为 0. 5 mol/ L 时小麦

筛选分化频率达到最高 ;而且二者的筛选分化频率

均明显高于未经渗透处理的对照 ,说明高渗处理能

够明显地提高抗性愈伤组织及抗性植株的获得率。

在一定浓度范围内 ,随着渗透剂浓度的增加 ,筛选分

化频率也随之提高 ,说明用较高浓度的渗透剂对受

体细胞进行短时间渗透处理 ,有利于外源基因在低

损伤情况下进入受体细胞内部 ,从而提高基因枪轰

击后小麦愈伤组织的增殖和分化能力 ,增加抗性愈

伤和抗性植株的分化比例。

　　由表 2 还可以看出 ,蔗糖浓度为 0. 7 mol/ L 时

的筛选分化频率明显高于 0. 5 mol/ L ,蔗糖浓度为

0. 8 mol/ L 时的筛选分化频率则与 0. 4 和 0. 5

mol/ L时无明显差别 ;甘露醇在浓度超过 0. 5 mol/ L

时 ,筛选分化频率也会缓慢降低 ,说明选择合适的渗

透剂浓度对于提高基因枪转化效率很有必要。

表 2 还表明 ,以蔗糖代替甘露醇来提供渗透压

进行基因枪转化 ,有利于分化频率的提高。尤其是

在浓度为 0. 4 mol/ L 时 ,二者筛选分化频率相差明

显 ,蔗糖为 6. 02 % ,而甘露醇只有 3. 41 %。这有可

能是因为在蔗糖浓度偏低的情况下 ,蔗糖除为外植

体提供渗透压以维持其生存与分化外 ,还可作为碳

源促进细胞的分裂与生长 ,增强转化细胞的分化能
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力。而 0. 5 mol/ L 恰恰是在轰击前 6 h 和轰击后 18

h 甘露醇发挥其最佳作用的浓度范围 ,所以蔗糖在

此浓度上的筛选分化频率要低一些。

表 2 　渗透剂种类及其浓度对基因枪轰击后小麦愈伤组织分化频率与转化效率的影响

Table 2 　Effect of concentration of osmosis on differentiation f requency and transformation efficiency of callus

渗透剂 Osmosis

种类
Types

浓度/
(mol ·L - 1)

Concent ration
of osmosis

轰击愈伤数
Total number

of bombarded calli

筛选分化数
Number of

differentiation
lant s after selection

分化频率/ %
Frequency of

differentiation

阳性株数
Number of positive

plant s

转化效率/ %
Transformation

efficiency

蔗糖
Sucrose

0. 0
0. 4
0. 5
0. 6
0. 7
0. 8

103
216
219
241
206
214

4
13
16
23
17
13

3. 88
6. 02
7. 31
9. 54
8. 25
6. 07

0
1
1
4
2
1

0. 00
0. 46
0. 46
1. 66
0. 97
0. 47

甘露醇
Mannitol

0. 0
0. 4
0. 5
0. 6
0. 7
0. 8

103
205
203
214
206
213

4
7

19
19
17
16

3. 88
3. 41
9. 36
8. 88
8. 25
7. 51

0
1
2
2
1
1

0. 00
0. 49
0. 99
0. 93
0. 49
0. 47

2. 4 　转化植株的 PCR 检测

对 4 株经移栽成活且长势良好的再生苗的

PCR 检测结果 (图 3) 表明 ,4 株苗均在 879 bp 处有

1 条与质粒 DNA 扩增产物一致的特异带 ,而对照植

株未能扩增出基因片段。初步表明目的基因已经整

合到小麦基因组中。

图 3 　转化植株的 PCR 检测结果

1. 阳性对照 ;2. 阴性对照 ;3～6. 转化植株 ;M. 分子量

Fig. 3 　PCR amplification pattern of t ransformed plant s

1. Positive cont rol ;2. Negative cont rol ;

3 - 6. Transformation plant s ;M. Marker

3 　讨　论

受体的生理因素主要是指受体细胞或组织的生

理状态。一般认为 ,生理活性高的组织或细胞 ,其

DNA 活跃 ,有利于外源 DNA 的摄入与整合 ,而受

体细胞 DNA 的活跃程度与渗透压的提供来源及其

浓度有关。选用再生能力强的外植体为转化受体 ,

在轰击前将受体预培养一段时间 ,使其处于高度的

生理活性状态 ,可明显提高转化效率。在基因枪转

化小麦的研究中 ,一般都是用扬花来确定幼胚接种

时间 ,以幼胚预培养时间来衡量并决定基因导入时

间[124 ,6 ] 。而作者的经验证明 ,用小麦幼胚诱导愈伤

组织时 ,幼胚的发育阶段及培养条件至关重要 ,幼胚

的最佳取材时期为大小约 1. 0 mm、盾片组织刚开

始积累淀粉且呈半透明状态时 ,这是诱导出高质量

愈伤组织进而完成体细胞胚胎发生和植株再生的最

关键因素。基因枪法导入基因的最佳小麦幼胚预培

养时间 ,因品种的培养特性不同而异 ,愈伤组织接受

外源基因的最佳状态为绿豆大小、刚露绿点、结构致

密且呈淡黄色 ,这是幼胚组织完全完成脱分化启动

再分化前细胞分裂最活跃的时期 ,是提高转化效率

的重要前提。

植物细胞壁是大分子物质胞间运输的主要屏

障 ,但近年来的研究表明 ,植物胚细胞的部分胞间连

丝束所在的区域形成 ,可让细胞器或大分子 (50 kb

以上)通过的胞间壁通道 ,其形成是生物体特定发育

时期的生理现象[7 ] 。因此 ,诱导出高质量的胚细胞

并在胚性时期进行基因导入 ,可以得到较高的转化

效率。向完整植物细胞直接转移基因存在的主要问

题是 ,细胞壁与质膜之间的紧密接触限制了 DNA

分子的通过 ,所以 ,为提高基因枪法转化效率 ,研究

者常对受体材料进行一定的高渗预处理和后处理。

渗透压的预处理能使细胞发生质壁分离 ,当金属微

粒穿入细胞时 ,发生质壁分离的原生质被挤出的可

能性减小 ,从而使细胞免受损伤[8 ] ;而后处理可能是

给受损细胞提供一个有利的细胞质膜修复环境。而

且在高渗处理的整个过程当中 ,由于渗透压的存在 ,

在轰击时没能直接进入细胞内的外源 DNA 分子 ,

就可能会通过质壁分离后所形成的胞间壁通道进入

更多细胞。但是 ,如果对各种渗透剂及其浓度和处

理时间把握不当 ,就不能使渗透剂充分发挥其有效

作用 ,甚至有可能使被轰击细胞发生不可逆的质壁

分离 ,从而不能恢复到正常的生长和分裂状态。
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渗透处理可以增强瞬间表达和稳定转化频率 ,

这在许多报道中已经得到证实[9211 ] ,但所用的渗透

剂种类、浓度及处理时间各有差异。有人提出 DNA

稳定的整合似乎发生在大部分含微弹并存活 48 h

的细胞中[12 ] ,因此 ,转化细胞的成活率就成为转化

成功与否的限制因素。本研究进一步表明 ,高渗处

理有利于转化细胞的修复和转化效率的提高 ,同时

在恢复培养阶段 ,较低蔗糖浓度更有利于渗透压完

全解除后细胞膨压的恢复和胚性细胞的分化。Uze

等[13 ]用 20 %的麦芽糖对小麦愈伤组织进行 4～6 h

高渗处理 ,并未观察到 Gus 基因瞬时表达频率的提

高 ,说明处理条件不合适。本试验比较了蔗糖和甘

露醇作为渗透剂在基因枪转化中的效果 ,初步确定

了 2 种渗透剂的最佳使用浓度和最佳处理时间 ,为

提高基因枪转化效率奠定了基础。

本研究建立了小麦基因枪转化高效受体系统 ,

并结合后续筛选程序获得了耐盐调控基因 H A L1

的转基因小麦植株 ,相关研究结果将另文报道。
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