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利用花粉管通道法获得水稻变异材料
 

刘国权 , 孟昭河 , 刘永巍 , 孟巧霞

(黑龙江省农垦科学院水稻所生物技术实验室 , 佳木斯 154025)

摘要:1999年对水稻花粉管通道法转化外源总 DNA进行了初步研究 ,得到 563粒种子 ,2000 ～ 2001

年对后代材料进行了详细的观察和分析 。结果表明:应用这种方法转化外源总 DNA可以得到水稻变

异材料 ,是一条切实可行 、有效的方法。
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Obtained Mutative Materials of Oryza Sativa by Pollen-tube Pathway
LIU Guo-quan , MENGZhao-he , LIU Yong-wei , MENGQiao-xia

(Rice Research Institute of Land Reclamation Academy of Heilongjiang Province , Jiamusi 154025)

Abstract:Transferring exterior total DNA into rice by pollen-tube pathw ay in 1999 obtained 563 seeds.The

offspring materials were ebserved and analyzed in 2000-2001.The results demonstrated that it were able to

obtain mutative materials of rice by pollen-tube pathw ay.It is a effective and practicable method to create

mutative material of rice.
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　　花粉管通道法是由周光宇等(1978)建立并在长

期科学研究中发展起来的。利用花粉管通道法将外

源DNA导入受体的技术 ,称为“花粉管通道法”(pol-

len-tube pathw ay),其主要原理是授粉后使外源 DNA

能沿着花粉管通道渗入 ,经过珠心通道进入胚囊 ,转

化尚不具备正常细胞壁的卵 ,合子或早期胚胎细胞。

这一技术原理可以应用于任何开花植物。目前 ,通过

这一技术已培育出多种植物的新材料并已推广应用。

经过三年的试验观察和分析认为 ,通过这种方法可以

获得水稻变异材料 ,是一条切实可行的途径。

1　材料与方法
1.1　供试材料

1.1.1　受体水稻材料　垦鉴稻 3号 、垦 98-495 、垦

稻8号 、垦稻 7号 、垦鉴稻 6号 、垦 94-1043 、垦 98-

529 、垦 98-562 、垦 97-437 、垦 83-412 、垦稻 10号 、

空育131 、藤系 138、绥粳 3号 、延 106 、新越光 、富士

光 、星之梦等 ,由本所育种室提供。

1.1.2　供体材料　东农 415 、垦稻 10号 、世锦 、一目

惚 、新越光 、秋田小町 、菰 、L302(旱稻)、芦苇 、V 5 、稗草

等 ,由东北农业大学和黑龙江省农垦科学院水稻研究

所育种室提供。

1.2　试验方法

1.2.1　总 DNA的提取　参考《分子克隆实验指南》

和《精编分子生物学实验指南》。用液氮研磨成粉状 ,

加入 SDS 植物 DNA 提取液(100 mmol L Tris -Cl 、

pH8.0 ,EDTA 100 mmol L 、pH8.0 , 250 mmol L NaCl ,

100 mg L蛋白酶)65℃、水浴30 min ,用酚:氯仿:异戊

醇(25∶24∶1)抽提 2次 ,用乙醇或异丙醇沉淀 DNA ,用

70%的乙醇清洗 2 次 DNA ,然后融于 TE(Tris-Cl 、

EDTA 、pH8.0的缓冲液)中。

1.2.2　DNA 的检测和 DNA 浓度的测定　⑴用 1%

的琼脂糖凝胶电泳 ,5V cm 、120 min;⑵进行紫外检测

确保提取液中含有 DNA;⑶紫外分光光度计测定

OD260 、OD280 、OD230值 ,计算 DNA浓度和纯度 ,1.8≤
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OD260 OD280≤2.0;OD260 OD230 ≥2 即可达到试验要

求;⑷按要求稀释 DNA浓度使终浓度为 100 μg mL ,

贮藏于-4℃或-20℃冰箱中 。

1.2.3　总 DNA导入方法　试验在温室内进行。 ⑴

选取水稻开花盛期的稻穗;⑵在水稻开花时及时用镊

子剔除开过的和未开颖花;⑶在水稻开花后的1.5 ～ 3

h内 ,在内外颖交接处用镊子扒开 ,剪掉雌蕊的柱头

和花柱(但不能伤及子房);⑷注入 5 ～ 10μL 、100 μg 

mL、DNA ,合上内外颖;⑸套袋 ,放入含有水的脱脂棉

保湿 ,挂上标签 ,做好记录;⑹5 d后套袋 ,适时收获 ,

按组合分别保存。

1.3　田间观察

2000年和 2001年对试验材料进行田间观察 ,对

它们的出苗期 、抽穗期 、成熟期 、分蘖能力 、株高 、粒

型 、穗型等进行调查和记录 。田间管理与大田管理相

似 ,秋天收获时每株选取 3穗 ,供室内考种和下一年

继续试验。2001年对收获的 3穗进行播种 ,每穗种 1

行 ,行长12.5 m ,穴距 0.20 m ,行距 0.25 m ,每穴单

株 ,亲本为对照 。

2　结果与分析
1999年试验 49个组合 ,共计 2 103朵小花 ,收获

563颗水稻种子 ,成粒率为 26.77%。2000年将所得

到的种子继续在田间进行试验 ,得到 476株水稻 ,成

活率为 84.55%。2001年发现后代材料中在熟期 、穗

型 、粒型 、株高等性状均出现了变异 ,一共得到 132株

变异材料 ,变异率为4.8%。例如:在垦83-412 芦苇

的组合中发现 2株变异株 ,在穗型上发生了明显的变

异 ,由原来的紧穗型变为散穗型;在垦鉴稻 3号 L302

的组合中发现有1行多数植株发生了变异 ,植株变得

更高 、抗倒能力增强 、粒型变长从受体亲本长宽比1.8

增加到 2.1 、熟期变晚;在垦稻 9号 L302的组合中 ,

发现的变异株更为丰富 ,有的植株变矮 、有的熟期变

早等;在垦 95-295 芦苇的组合中 ,发现 1株变异株 ,

植株变高 ,穗变大;其他的组合也有一些变异株。这

种较高频率的变异 ,不会在自然条件下杂交产生 ,更

不会是由于机械人为等因素混杂造成 ,可以推断是由

于外源 DNA的参与引起的变异 。

3　讨论
3.1　花粉管通道法的科学性 。在花粉管通道法研究

之初 ,许多人对此提出疑问 ,认为花粉管通道法很难

找到分子生物学证据 。后来的许多试验证明了花粉

管通道法的可靠性和科学性。1979年周光宇等发表

的“远缘杂交的分子基础-DNA片段杂交假设的一

个论证”一文 ,为花粉管通道法导入外源 DNA的整合

奠定了理论基础。目前 ,这一方法在吉林省农科院 、

黑龙江省农科院 、黑龙江八一农垦大学等科研单位广

泛应用 ,并获得了许多水稻变异材料。

3.2　后代材料变异的随机性。根据花粉管通道法的

理论 ,总 DNA是随机进入的 ,进入之后 ,是通过 DNA

片段的交换或者插入很难做出判断和控制 ,产生的变

异材料具有很大的随机性 ,同时具有潜在的丰富性 、

多向性和不可预知性 ,存在变异率偏低 ,目的性不强

的缺点。如果在把总 DNA改为目的 DNA ,或者是某

些特定的 DNA 片段(如带有抗病基因的 DNA 片段

等)产生的后代材料会更加有利于对材料的选拔 ,也

更容易达到预期的目标 ,同时也有利于后代分子生物

学检测(如PCR检测 、southern bolt检测等)。

3.3　类似花粉管通道法的其他方法。例如:种子浸

泡法 、浸胚法 、胚囊 、子房注射法 、穗下节注射法等。

2000年 ,赵炳然 、袁隆平等对水稻孕穗期茎注射野生

稻 DNA变异株系进行了 RAPD分析 ,结果表明变异

株系中导入了野生稻 DNA。这些方法大同小异 ,同

花粉管通道法操作程序也基本相似 。首先提取外源

DNA ,然后进行 DNA的导入 ,最后对 DNA进行检测。

在科学研究的过程中 ,只有不断的探索研究 ,不断的

改进或改变试验方法 ,通过比较分析 ,才能找到更好

的方法 ,获得理想的育种材料和种质资源。花粉管通

道法是一种简单易行的方法 ,可打破生物物种之间生

殖隔离界限 ,拓宽水稻种质资源 ,如何高效的利用这

种方法 ,还需要进一步的研究。
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