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摘要 : 利用花粉管通道法将编码麦谷蛋 白 H MW一 G S I D x 和 I D y 10 基 因导入 了小麦
,

经杭 P P T

筛选
、

P C R 检测和 HM W一 G S 组成分析 等
,

选 出 了高产优质的转基因品 系 21 K 86 7
。

此外还讨论

了提高花粉 管通道法导入 目的基因的遗传转化率和转基因 系性状多样性等问题
。
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小麦是我省重要 的粮食作物之一
,

对国家的粮

食安全和人们的膳食需求都具有重要作用
。

小麦主

栽品种品质较差
,

是小麦生产经济效益下滑的主要

原因
。

改 良小麦品质已成为提高小麦市场竞争力和

经济效益的重要措施
。

大量 的研究表明
,

小麦高分

子量麦谷蛋白亚基 ( H M W一 G )S 组成与小麦品质关

系密切
,

其中 I D xs 和 I D y lo 亚基对品质的贡献率

最高 l[ 一幻
。

麦谷蛋 白 H MW 一 G S 是 由相应 的编码

基因控制的
,

为此将编码优质 H M W一 G S S + 10 的

基因导人小麦
,

并成功地完成遗传转化
,

对小麦的品

质改良将具有重要意义
。

张晓东等人圈利用基因枪

法将麦谷蛋 白 H M W一 G S S+ 10 基 因导人小麦
,

获

得了转基因植株
。

由于基因枪法介导成本较高
,

传

化率较低
,

在实际应用上有一定 困难
,

本试验利用花

粉管通道法将编码麦谷蛋白 H M W一 G S S + 10 基

因与除草剂 B as at 抗性的 B a :
基 因重组质粒导人小

麦
,

以获得转基因小麦植株
,

进而选育出优质的小麦

新品系
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

龙辐 10 号 (麦谷蛋 白 H MW 一 G S 组成为 1
,

7

+ 8
,

2 + 1 2 )
、

龙辐 9 2K 8 0 9 (麦谷蛋白 H MW一 G S 组

,曳稿 11期
:

2 0 0 2一 0 7一 16

碘金项 目
:

国家转基 因植物研究和产业化专项一转基因抗病优质春小麦新 品系选育与示范
。

熟一作者简介
:

王广金 ( 1 9 6 2一 )
,

男
,

黑龙江省海伦市人
,

研究员
,

在读博士
,

从事小麦诱变与生物技术育种研究
。



2 黑 龙 江 农 业 科 学 6期

成为 1
,

7 + 9
,

2 + 1 2 )
、

新克早 9 号 (麦谷蛋白 H M W

一 G S 组成为 l , 7十 9
,

2 + 12 )
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 质粒构建 质粒 P B A R G U S 用 H in d m 酶

切
,

K l e n o w 酶补平 Zh P ( d G
,

dA )
,

回收 2
.

o k b 片段
,

该 片 段 含 C a M V 35 S 启 动 子 十 A D H I 内 含 子

( 0
.

5苏k b ) + b a r
基因十 N O S 3

’

终止子 ( 0
.

2 6 k b )
,

插人

P B C乏4 经 X b
a l 酶切并补平 Z b p ( d c 、

d T ) 的位点
,

获

得正 向
、

反 向插 人 的重 组质 粒 P B P C 3 0 f ( 1 1k b ) 和

P B P C 3 O r 。

1
.

2
.

2 辐射处理与花粉管通道介 导 试材进行盆

栽
,

常规管理
,

抽穗期用 5 00 R ad 的 下射线照射
。

植

株开花 30 一 45 m in 后剪去柱头
,

用滴人法导人重组

质粒 P B P C 30
。

调查结实率和子粒发育情况
。

1
.

2
.

3 抗除 草剂 的 浓度 筛选 分别将供试 品种

(系 ) 的 1 0 0 粒种子浸在 P P T 浓度 为 1 0
、

1 5
、

2 0
、

2 5

m g / L 的溶液中
,

经 s h 后捞 出做发芽试验
,

以确定

抗性的筛选浓度
。

然后将导人获得 的 0D 种子在一

定浓度的 P P T 溶液中浸泡 s h
,

捞 出后做发芽试验
,

根据发芽情况进行抗性筛选
。

1
.

2
.

4 P C R 检 测 常用法 提取麦 苗 的总 D N A
。

B a r
基 因引物

:

引物 1 : 5
`

一 C C A T C G T C A A C C A C
-

T A C A T C G A G 一 3
’

; 引 物 2 : 5
`

一 C T A A A G T C
-

C A G C T G C C A G A A A公一 3
` 。

以提取 的总 D N A 为

模板
,

加 上 B a r
基 因引 物

、

反应 缓 冲液
、

d N T P 和

T a g 酶后
,

进行 P C R 扩增
。

将扩增产物在 1%琼脂

糖凝胶电泳上电泳
,

E B 染色并照相
。 ,

1
.

2
.

5 麦谷蛋 白 H MW 一 G S S十 10 检侧 用 S D S

一 P A G E 法测定子粒的麦谷蛋白 H M W一 G S 组成
,

检测其中的 5 + 10 亚基
。

1
.

2
.

6 转基因品系的农 艺性状与产量鉴定 将转

基因品系纳人 品系 的产 量鉴 定试验
; 小 区面积 6

m
Z ,

3 次重复
,

保苗数 6 00 万株 / hm
“ ,

正常管理
。

调

查生育状况
,

实收计产
,

并进行考种
。

1
,

2
.

7 子粒品质分析 按 照相应的国内和国际标

准
,

测定入选品系及其受体子粒的蛋白质含量
、

湿面

筋含 量
、

Z e le n y 沉降值和面 团形 成 时间及稳定 时

间等
。

2 结果与分析
2

.

1 导入后代的结实率和变异

受体经低剂量 丫射线照射后
,

通过花粉管通道

导人编码 H M W一 G S S十 10 基 因的 D
。

代结实率

(见表 1 )
。

由表 1 看出
,

受体经 下射线照射后 D
。

代的结实

表 I 0D 代的结实率

材料与处理 导人小花数 (个 ) 结实数 (个 ) 结实率 (% )

龙辐麦 1 0 号 9 0 3 1 3 4
.

4

了龙辐麦 10 号 1 4 3 3 1 2 1
.

7

龙辐 9 2 K 80 9 3 0 6 8 1 2 6
.

5

7 龙辐 9 2 K 8 0 9 3 6 2 6 4 1 7
.

7

新克早 9 号 3 5 2 9 2 2 6
.

1

y 新克早 9 号 3 6 8 7 3 1 9
.

8

率皆低于不照射对照
。

D 。

代结 实率在不同受体上

还存在差异
,

其中龙辐麦 10 号的结实率最高
。

调查

还发现
,

经花粉管通道导人质粒后
,

0D 代种子都较

瘦批
,

说明导人质粒会影响胚乳的正常发育
。

D
l

代

植株一般与受体无明显差异
,

只是龙辐 92 K 809 导

人的 D
l

代中出现了顶芒株
,

其顶芒株率为 9
.

1%
,

其它性状均无 变化
。

在顶芒株 的 D
:

代群体中
,

出

现了无芒
、

有芒
、

顶芒和短芒等分离
,

其比率分别为

6 3
.

7%
、

0
.

5写
、

1 4
.

7 %和 2 0
.

1 %
。

调查还发现
,

受

体经 y 射线照射后的导人后 代和未照射 的导人后

代
,

其植株长相基本相同
,

表明低剂量 下射线照射并

未引起后代的变异
。

2
.

2 抗除草剂抗性筛选

供试品种 (系 )龙辐麦 10 号
、

龙辐 92 K 8 09 与新

克旱 9 号经浓度为 10 ~ 15 m g / L 的 P P T 溶液处理

后
,

其发芽势
、

发芽率和幼芽生长状况与水浸对照无

明显差别
; P P T 溶液浓度 为 20 m g / L 时

,

供试品种

(系 ) 的发芽势和发芽率明显降低
,

幼芽变褐
,

溶液浓

度为 25 m g / L 时
,

所有供试品种 ( 系 ) 基本都不发

芽
。

因此
,

将 P P T 溶液浓度 25 m g / L 定为导人后

代的除草剂抗性筛选浓度
。

经导人获得的 5 8 60 粒 D
。

种子在 25 m g / L 浓

度的 P P T 溶液中进 行 了抗性筛选
,

共得到 3 82 个

D ,

代单株
。

2
.

3 P C R 检测

除草剂 P P T 筛选 出的 38 2 个单株
,

经 P C R 检

测共获得 5 个阳性株 (见 图 )
,

其中 4一 5 为编码 5 +

10 亚基基因导人新克旱 9 号的后代
,

6~ 7 为编码 5

十 10 亚基基因导人龙辐麦 10 号 的后代
,

8 为编码 5

十 1。 亚基基 因导人龙辐 92 K 8 09 的后代
。

2
.

4 麦谷蛋白 H M W一 G S 检测

P CR 阳性株的种子经 S D S一 P A G E 电泳检测
,

发现有 3 个株系的 H MW一 G S 中含有 5十 10 亚基
。

将含有 5十 10 亚基 的株系南繁加代
,

并在 田间进行

农艺性状和抗病性等综合表现选择
,

最后从 5 十 10
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导人新克早 9号的后代中决选出高产抗病的新 品系

2 I K8 67
。

图 P C R检测结果

注
:

1为 M a rk e r邝 为阴性对 照 ; 3为 阳性对 照 雌 ~5为编码

H M W一 G S S +0 1基因导人新克早 9号的后代汤一 7为编

码 H M W一 G S S +0 1基因导人龙辐麦 0 1号的后代
;8 为编

码 H M W一 G S S + 10 基 因导人龙辐 92 K8 0 9的后代
。

2
.

5转基因品系的农艺性状和产最

转基因 2 lK8 67的主要生物学特性为
:

苗葡伏
,

发育缓慢
,

叶片较 窄
,

植 株较繁茂
,

株 高 1 10 。 m 左

右
,

秆较强
,

抗倒伏
,

生长整齐
,

无芒
,

黄壳
,

红粒
,

千

粒重 34 9 左右
,

晚熟
,

生育 日数 90 d 左右
,

秆锈免

疫
,

高抗叶锈
,

抗根腐病
、

白粉病
,

赤霉病轻
。

谷麦蛋

白 H MW一 G S 组成为 1 , 7 + 9 , 5 + 1 0
。

2 1 K 8 6 7 的

产量鉴定与考种结果 (见表 2 )
。

由表 2 可知
,

转基因系 21 K 8 67 较受体新克早 9

号晚熟 4 d
,

植株高 6
.

6 。 m
,

除千粒重外
,

穗长等产

量性 状 也 较 新克 旱 9 号 有 不 同 程 度 的 改 善
。

2 1 K 8 6 7 的容 重 较 9 2 K 8 0 9 提 高 4 2 9
,

产 量 增 加

3
.

2%
。

转基因系 21 K 8 67 较受体新克旱 9 号增产

的主要原因是穗粒数的增加
。

2
.

6 转基因品系的品质

转基因系 21 K 8 67 及其受体新克旱 9 号 的品质

分析结果 (见表 3 )
。

由表 3 的结果看 出
,

转基 因系龙辐 92 K 8 67 的

主要品质性状均较受体新克旱 9 号有不同程度的提

高
,

其中沉降值增 加 8
.

9 m L ,

稳 定 时间增 加 1
.

3

m i n ;延伸性增加 1
.

4 。 m
,

面积增加 5
.

1 c m
, 。

一般

认为
,

沉降值
、

稳定时间
、

面积等指标主要反映面筋

表 2 转基因系 21 K 8 67 主要农艺性状与产盆

材料
生育 日数

( d )

株高

( e m )

穗长

( e m )

主穗小穗数

(个 )

千粒重

( g )

容重

( g / L )

产量

( k g / h m Z )

增产

(写 )

2 I K 8 6 7 9 4

新克旱 9 号 90

1 1 1
.

2

9 4
.

6

9
。

4

8
.

4

1 7

1 6
.

3 3
。

8

3 4
.

1

7 9 4

7 5 2

5 5 1 6
.

7 3
.

5 3 4 5
.

8

质量
,

而麦谷蛋白 H MW一 G S I D xs 和 I D y 10 又与

面筋 质 量 有 关
。

因此 可 以 认 为
,

转 基 因 系龙 辐

92 K 86 7 的品质改 良是 由于转化 编码 H MW一 G S S

十 1 0 的基因造成的
。

表 3 转基因系 l2 K 8 67 以及受体的品质分析结果

材料
粗蛋白

(% )

湿面筋

(% )

沉降值

( m L )

吸水率

(% )

形成时间

( m in )

稳定时间

( m i n )
评价值

最大阻力

( E
.

U )

延伸性

( e m )

面积

(
e m Z )

龙辐 9 2 K 8 6 7

新克早 9 号

1 4
.

3 2

1 4
。

0 1

2 4
.

8

2 5
.

6

4 9
。

4

4 0
.

5

6 1
.

8

6 2
.

8

2
.

4 3 5 3 30 1 3
.

8

1
.

1 3 2 3 38 1 2
.

4

5 8
。

9

5 3
.

8

3 讨论
,

3
.

1 利用花粉管通道法将编码麦谷蛋 白 H M W 一

G S S + 10 的基因导人小麦
,

完成了 目的基因的遗传

转化
,

获得 了品质好的转基因系 21 K 8 6 7
,

可 见通过

花粉管通道 实现 目的基 因介 导和遗传转化是可 能

的
。

但该 法 的遗传转 化率 较低
,

在本试验 中若 以

P C R 阳性株为转化标准计
,

转化率仅为 0
.

08 %
。

造

成这种情况的原因
,

我们认为主要是授粉时因气温

等环境条件影响花粉管通道形成的时间不易掌握 以

及操作技术不熟造成的
。

以前 的研究证 明
,

导人前

用低剂量的 y 射线照射受体
,

可以导致受体 D N A 的

无规则合成
,

提高外源 D N A 的整合率困
。

由此可以

认为
,

导人前受体进行低剂量 下射线照射
,

控制授粉

条件
、

正确掌握花粉管通道的形成时间
,

改进操作技

术可以提高花粉管通道法的遗传转化率
。

3
.

2 转基因后代不仅表达 目的基因的特性
,

还出现

了一些新 的性状
。

转基因后代 的性状 多样化
,

可能

是由于插人 D N A 片段的位置效应和基因的互作造
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摘要
: 光合细菌作为生物肥料使用

,

不仅可 以使辣椒
、

番茄的产童分别提高 13
.

5写
、

12 %
,

而且可以

改善作物的 品质
。

提高作物叶绿素含圣
、

维生素 c 的含童
,

降低蔬莱中亚峭酸盐的含 1
,

延 长作物

的保存期
。 `
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目前
,

蔬菜生产 已成为农业的一项主要产业
,

而 起癌变
。

针对这种情况
,

我们进行了光合细菌肥料

且随着生活水平的提高
,

使人们对蔬菜的要求不仅 的研究
。

这种生物肥喷施于蔬菜上
,

光合细菌可利

局限于数量和品种
,

更注重质量
。

尤其连续多年种 用小分子有机物合成作物所需的养分
,

并产生促生

植蔬菜的老菜地和保护地
,

由于为了增产大量施用 长因子
,

激活植 物细胞的活性
,

提高光合作 用的能

化肥
,

引起蔬菜硝酸盐含量过高
,

人体摄人过多的硝 力
,

增加产量
。

另外这种肥料可降低蔬菜中的硝酸

酸盐会产生大量亚硝胺
,

破坏血液吸氧能力
,

还能引 盐含量
,

增加叶绿素
、

维生素 C 含量
,

从而提高产品
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。

这种性状的多样性现象对育种是有利的
, ,

人

们在获得目的性状的同时
,

可 以得到各种变异
,

大大

增加了选择机遇
。

3
.

3 本研究获得了转基因品系
,

使受体的品质性状

也得到改善
。

但转基 因后代 D N A 分子生物学方面

的检测 尚不完善
,

有关 S ou t he
r
等检测工作还正在

进行 中
。
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