
黑龙江农业科学２０１０（４）：３～４
ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ ! !

外源ＤＮＡ导入技术在作物育种中的应用与验证
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摘要：主要介绍了外源ＤＮＡ导入技术的方式、应用实例及导入植株后的可行性验证方法。
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　　外源ＤＮＡ导入技术是分子育种的一个常用

手段，以其简便、快捷的特点逐渐被育种者广泛应

用。外源ＤＮＡ导入技术打破物种界限，可以解

决常规育种难以克服的困难，也可以将分子育种

与常规育种结合起来，缩短育种时间，培育出符合

需要的新品种。

１　外源ＤＮＡ导入方式
随着基因工程研究的不断深入，外源 ＤＮＡ

导入受体细胞的方法越来越多，在单、双子叶植物

中均取得了很大的进展。其中最常用的技术是花

粉管通道法，该方法因其操作简单和适用于多种

单、双子叶植物以及育种时间短等特点，在植物遗

传转化研究和作物育种上有重要的应用价值。该

技术在我国应用最广泛，它能较为明显地扩大作

物的变异范围，在作物育种上取得了良好的效果。

此外，还有穗茎注射法、花粉转化法、幼胚浸

泡法、茎端枪击法（粒子枪法）、ＤＮＡ注射幼胚法、

ＤＮＡ浸泡愈伤组织或胚状体等方法
［１］。不同的

方法各有其优点，利用这些方法已获得了水稻、小

麦、棉花、大豆、玉米、高粱、烟草［２］等几十种转基

因植株。

２　外源ＤＮＡ导入技术在作物育种中的应用
祈永红［３］利用花粉管通道法将大豆ＤＮＡ直

接导入自交授粉后的玉米自交系中，试验结果表

明，玉米自交授粉后２２ｈ导入外源ＤＮＡ所产生

的变异率最高，其变异性状较丰富，既具有供体性

状的类型，也有新产生的类型，且多数性状在Ｄ４

代即能稳定。试验表明，通过高蛋白材料 ＤＮＡ

的导入可以改良受体的品质。李岩等［４］将玉米自

交系丹３４０、巴西抗病杂交种ＤＮＡ分别导入到自

交系７９２２和Ｅ２８中，获得株高、穗位高显著降低

的改良自交系；将大豆ＤＮＡ导入玉米自交系黄

４２８，选育出干物质明显增加的改良自交系。

李希臣等［５］将早熟大豆绥农８号导入黑农

２６，获得了稳定早熟的转化后代Ｄ９２１０７２、Ｄ９２

１０３５。江巨鳌等
［６］应用“改良浸种法”将玉米、西

洋参ＤＮＡ导入大豆，结果表明，该导入方法可降

低导入当代种子发芽率、出苗率，导入后代在生育

期、株高、单株结荚数、百粒重、节数、种脐色、蛋白

质和异黄酮含量等性状上产生广泛变异，且许多

变异性状在早世代就能迅速稳定遗传，并进一步

探讨了这些性状的变异特点。同时，为了提高育

种效率，提出了导入后代的选择方法。

王永斌等［７］以Ｃ４ 植物光合速率高、根系发

达、抗逆性强的玉米黑３０１为供体，高产水稻品种

龙梗４号为受体，将供体总ＤＮＡ采用花粉管通

道技术直接导入受体，获得在光合特性上产生变

异的２种后代类型，并从中选出多个优良品系。

倪建福等［８］利用花粉管通道法将具有高光合

效率的Ｃ４ 植物高粱的ＤＮＡ导入普通小麦陇春

１３，成功的选育出了高产、抗逆、耐盐碱小麦新品

系８９１２２，较原受体增产２１．０６％，在盐碱地比当

地主栽品种 Ｖ２６增产１０．５％，比原受体增产

２２．５％，同时８９１２２的光合效率明显提高。

王黎明等［９］利用花粉管通道导入技术，将不

能进行常规有性杂交的生育期长、茎秆多汁、含糖

量高的热带高粱总ＤＮＡ导入到黑龙江省当地高

粱品种中，７．９％的导入后代茎秆含糖量有所

提高。

闫春吟［１０］等利用外源ＤＮＡ导入生物技术，

并结合病圃连续定向培育，获得的棉花新品系

９５５６２、９５４８１，经大面积重病地试验示范，不仅

对棉花枯萎病表现出良好的抗（耐）性，尚兼有丰
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产、优质性。进而验证了该技术用于棉花抗病育

种的可行性。

３　外源ＤＮＡ直接导人植物的分子验证
对外源ＤＮＡ整合到植株的验证一般采用形

态学观察、ＲＡＰＤ分析、ＰＣＲ及Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检

测以及生化分析等方法。

３．１　形态学观察

祈永红［３］经过连续５代的观察发现，大豆

ＤＮＡ的导入引起的变异株性状在后代遗传表现

非常复杂，变异性状主要表现在株型、株高、生育

期、果穗轴色等，其中有单一性状的变异，也有多

性状的同时变异，变异后代性状有恢复正常的，有

稳定的，还有继续分离的，大多数性状Ｄ４ 代即稳

定，唯有果穗轴色的分离较复杂，Ｄ５ 代才稳定下

来。从Ｄ３ 代的分离比例，粉∶红∶白为９．０∶

４．６∶３．０来看，控制玉米果穗轴色的基因遗传很

可能为隐性上位遗传。

３．２　ＲＡＰＤ分析

王永斌等［７］对通过花粉管通道技术将玉米

ＤＮＡ导入水稻所获得的水稻后代进行了ＲＡＰＤ

分析，结果表明，从６０个引物中找到１２个引物检

测出ＤＮＡ的多态性，证明外源ＤＮＡ导入受体后

引起后代基因组的显著变异。

倪建福等［８］通过ＲＡＰＤ鉴定表明，利用花粉

管通道法将具有高光合效率的 Ｃ４ 植物高粱的

ＤＮＡ导入普通小麦陇春１３，高粱基因组部分片

断已经整合到了小麦染色体中。

３．３　ＰＣＲ检测及Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交

周思军等［１１］采用农杆菌介导的大豆子叶节

转化系统成功地将犅狋基因导入大豆。从发芽５～

７ｄ的大豆无菌苗切取子叶节外植体，经过培养

基培养后，７０ｄ左右生根，生根后的再生植株移

入盆中，所有植株均能正常开花结荚。在移栽成

活的８株Ｔ０ 植株中有７株ＰＣＲ检测呈阳性反

应，在７个Ｔ１ 株系中有４个株系存在ＰＣＲ阳性

植株。对４个Ｔ１ 代株系内的阳性植株的叶片提

取ＤＮＡ，用地高辛标记的 犅狋基因探针进行

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析，结果表明４个株系均呈现阳

性，证明犅狋基因已整合到受体大豆的基因组内并

能传递给后代。

３．４　同工酶分析

同工酶是基因表达的产物，同工酶有差异，说

明相应的基因结构和功能有所不同。同工酶作为

一种生化标记正在应用于作物育种领域。同工酶

分析技术具有简便、经济、快速、准确等优点，对导

入后代进行同工酶酶谱分析，可以从生化角度证

明外源ＤＮＡ片段被整合到受体基因组中，为农

业分子育种提供理论依据。

王黎明等［９］将热带高粱总ＤＮＡ导入到黑龙

江省当地高粱品种中，７．９％的导入后代的茎秆含

糖量有所提高。通过对部分导入后代的过氧化物

酶及酯酶同工酶分析结果表明，外源ＤＮＡ片段

已整合到受体基因中，并得到表达。此项技术可

作为甜高粱常规育种的一个辅助手段。

卢翠华等［１２］报道了利用花粉管通道技术，将

芸豆、玉米的总ＤＮＡ导入大豆的试验结果及采

用不连续双垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳法，对其

导入后代进行过氧化物酶及多酚氧化酶的酶谱分

析。结果表明，远缘材料的外源总ＤＮＡ导入大

豆，其后代发生明显变异，过氧化物酶和多酚氧化

酶酶谱发生了变化，说明了外源遗传物质已转移

到大豆基因组中，并且得到表达。

外源ＤＮＡ直接导入技术，克服了常规育种

的一些障碍，缩短了育种时间，能发挥广大育种工

作者的积极性。这一技术在育种实践中的广泛应

用，为高层次基因工程的发展打下坚实的基础。
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植物异源单体附加系鉴定方法研究

马　兰
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摘要：植物异源单体附加系是利用外源基因进行品种改良和基因组研究的重要材料。综合阐明了形态标记、

细胞学标记、生化标记、分子标记和原位杂交技术在鉴定植物异源单体附加系中的作用，并对各种技术的优

缺点进行了综合比较。

关键词：植物异源单体附加系；形态标记；细胞学标记；生化标记；分子标记；原位杂交

中图分类号：Ｑ９４３　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１００２２７６７（２０１０）０４０００５０２

收稿日期：２０１００１２５
作者简介：马兰（１９８０），女，黑龙江省五常市人，硕士，研究

实习 员，从 事 作 物 育 种 研 究。Ｅｍａｉｌ：ｍａｌａｎ０４２９９９＠

１６３．ｃｏｍ。

　　植物异源单体附加系（ＭｏｎｏｓｏｍｉｃＡｌｉｅｎＡｄ

ｄｉｔｉｏｎＬｉｎｅｓ，ＭＡＡＬｓ）是通过物种间杂交及回交

等手段，将２个亲缘关系较远物种中一物种的１

条染色体附加到另一物种中而形成的。人们最早

发现 ＭＡＡＬｓ是在１９２４年，Ｌｅｉｇｈｔｙ等
［１］通过小

麦与黑麦的远缘杂交获得了带有毛颈的小麦黑

麦５Ｒ异附加系。目前，已在马铃薯、水稻、甜菜、

番茄、大葱、小麦和燕麦等作物中创建了整套的

ＭＡＡＬｓ。随着ＭＡＡＬｓ种类和数量的不断增加，

如何对 ＭＡＡＬｓ进行准确鉴定就显得十分重要。

ＭＡＡＬｓ的鉴定主要是确定外源染色体的存在，

可通过形态标记、细胞学标记、生化标记、分子标

记和原位杂交等方法对外源染色体进行追踪。

１　形态标记
外源染色体的存在，使得 ＭＡＡＬｓ表现出与

整倍体不同的形态特征。形态标记可以利用与外

源遗传物质相关的植株外部形态特征，如株高、穗

重等对外源遗传物质进行鉴定。该方法简便、直

观、可靠，能够筛选出涉及不同外源染色体的异附

加植株，一直是外源染色体鉴定的初步手段和首

要依据。但是形态标记又具有数目有限、多态性

差、受季节及环境的影响大等缺点。因此，多与其

它标记共同使用。周仲华等［２］以叶片形态为标

记，与分子检测相结合，成功鉴定了索马里棉单体

附加系。

２　细胞学标记
细胞学标记通常包括有核型分析和带型分析

２种，是染色体鉴定的传统方法。核型分析通过

对根尖体细胞染色体计数、形态特征观察和花粉

母细胞减数分裂中期Ⅰ染色体配对行为分析等，

研究供试材料的染色体数目和结构变异，实现对

外源染色体的初步鉴定。王长有等［３］利用染色体

计数成功区分了普通小麦与披碱草衍生后代中的

ＭＡＡＬｓ。刘炜等
［４］通过花粉母细胞减数分裂观

察，对大白菜甘蓝异附加系染色体数目进行鉴

定。随着流式细胞仪的诞生，在染色体大小和碱

基比例适当的情况下，可运用流式细胞技术识别

外源染色体。然而染色体核型分析却无法确定附

加的染色体具体为哪一条。
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染色体分带技术则能
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