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摘要：为培育优质高产的玉米植株，本研究利用农杆菌介导法，对 ＨｉⅡ玉米幼胚抗草甘膦基因的遗传转化进

行研究，将抗草甘膦基因犈狆狊狆狊转入 ＨｉⅡ玉米幼胚，通过大量幼胚转化、共培养及其分化筛选，获得具有抗

草甘膦抗性的玉米植株。计算转化率，研究外源基因在后代的遗传表达及抗性情况，并分析在农杆菌介导玉

米幼胚的遗传转化中影响转化效率的主要因素。结果表明：玉米幼胚大小在１．５～１．８ｍｍ时侵染效果最好，

并成功获得了９株具有草甘膦抗性的阳性转化植株，经田间初测所获得的转基因植株具有草甘膦抗性。
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　　玉米（犣犲犪犿犪狔狊）为一年生禾本科草本植物，

是我国重要的粮食作物和饲料来源之一［１］。而杂

草是影响玉米产量的最主要因素，杂草会使玉米

植株的新陈代谢受到抑制，纤维素、碳水化合物、

蛋白质和脂肪等物质积累减少，导致玉米的品质

及产量急剧下降［２］。目前，大多使用除草剂进行

化学除草，虽然可在一定程度上控制杂草的危害，

但对玉米的生长发育以及粮食作物的安全性都造

成了巨大危害。常规的玉米育种方法已难以满足

并解决育种过程中存在的这类问题。近年来，随

着分子生物学的不断发展，在玉米育种中可利用

转基因技术使玉米的遗传性状得到改良［３］。因

此，利用基因工程技术培育抗草甘膦的转基因玉

米是目前解决杂草危害问题的一种高效率、低成

本的有效途径。

抗草甘膦基因（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅ），

是存在于自然界某些细菌、真菌及植物中的拮抗

除草剂草甘膦的基因，其编码抗草甘膦酶５烯醇

式丙酮酰莽草酸３磷酸合成酶，通过该酶的作用

可阻断草甘膦对生物合成途径的干扰，利用基因

工程手段，将抗草甘膦的犈狆狊狆狊基因转入玉米幼

胚内，培育出抗草甘膦玉米植株，成功表达的玉米

植株具有对农药草甘膦的天然抗性，对于控制杂

草、提高作物产量以及提高生产效率等方面有着

重要意义［４７］。本研究利用农杆菌介导法，对 Ｈｉ

Ⅱ玉米中抗草甘膦基因的遗传转化进行研究，为

培育高产优质的转基因玉米提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　玉米材料　选取授粉后７～１６ｄ的优良

再生系玉米 ＨｉⅡ（主要取决于幼胚大小，通常选

取的时间集中在授粉后９～１２ｄ）。

１．１．２　供试菌株　供试菌株为含有抗草甘膦基

因的ＥＨＡ１０５菌株，由黑龙江省农业科学院齐齐

哈尔分院提供。

１．１．３　试剂及培养基　培养基共９种，分别为

ＹＥＰ培养基、Ｉｎｆ培养基、Ａ 培养基、Ｈ 培养基、

ＮＳ１培养基、ＮＳ２培养基、Ｆ培养基、ＧＦ培养基、

Ｒ培养基。培养基配方（详见附表，扫描正文前的

ＯＳＩＤ码）中所用试剂及草甘膦药剂均购于国药

集团化学试剂有限公司。

１．２　方法

１．２．１　农杆菌的活化与继代　－８０℃冰箱取出

甘油菌，吸取５０～１００μＬ菌液滴于培养基上，放

置在１９℃培养箱暗培养１～３ｄ，用无菌涂布棒蘸

取上步骤培养好的菌，均匀地涂布于新培养基上，

放置在１９℃培养箱培养１～３ｄ，每天重复此步

骤，直到该菌转化完成［８］。

１．２．２　幼穗的消毒　快速去净玉米幼穗的苞叶

花丝，用７５％的酒精冲洗１次，加入７％的次氯酸

钠灭菌，滴吐温２０（１滴·Ｌ１），盖好桶盖放置于转

速１２０～１３５ｒ·ｍｉｎ
１的摇床上，２０ｍｉｎ后取下，每

次至少用２Ｌ灭菌水清洗，清洗２次。

１．２．３　悬浮液和侵染液的制备　将垂悬液中加

８３
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入ＡＳ和Ｎ６，分装在２ｍＬ离心管中。再取一个

三角瓶配制菌液，菌液＝悬浮液＋菌，反复吸打混

匀，将ＥＨＡ１０５的菌液浓度调至ＯＤ５５０＝０．３５，即

为侵染液。

１．２．４　剥取幼胚侵染与共培养　分离幼胚并挑

选完整的幼胚放入悬浮液中，每管１００～１１０个，

浸泡于悬浮液的幼胚在２ｈ内完成侵染。

用垂悬液漂洗幼胚直至悬浮液澄清，加入侵

染液，轻柔反复颠倒２０次，暗处侵染５ｍｉｎ后，倒

侵染液于滤纸上充分吸干菌液，完整幼胚转移至

共培养基Ａ上，鼓面朝上，平面朝下，间距均匀摆

放，１管１皿，于２０℃培养箱，暗培养３ｄ。

１．２．５　恢复培养　将在Ａ培养基中共培养３ｄ

后的非乳白瘫软的完整幼胚转移至恢复培养基

Ｈ上，鼓面朝上，平面朝下，间距均匀，每皿摆放

８０～１００个，于２５～２８℃培养箱，暗培养７ｄ。

１．２．６　筛选培养　半筛培养：将在 Ｈ 培养基中

恢复培养的所有幼胚用镊子掐去芽后转移至半筛

培养基ＮＳ１上，鼓面朝上，平面朝下，间距均匀，

每皿摆放５０个，于２８℃培养箱暗培养１０～１４ｄ。

筛选培养：将培养基ＮＳ１中的全部培养物转

移至筛选培养基 ＮＳ２上，幼胚平面朝下，间距均

匀，每皿摆放３０个，放置于２８℃培养箱，暗培养

１０～１４ｄ，一般这轮培养即可开始长出抗性愈伤

组织，本轮循环往复，直到长出抗性愈伤组织。

将大于黄豆粒大小的抗性愈伤组织与其余组

织分离开，抗性愈伤组织继续筛选培养，培养１０～

１４ｄ，如此循环往复，当其直径达到２～４ｃｍ时进

入暗分化培养，抗性愈伤组织较大而该轮不进入

暗分化时，可将其分解成直径为１ｃｍ的组织块继

续筛选培养［９］。

１．２．７　分化　暗分化：将抗性愈伤组织均匀分布

于暗分化培养基Ｆ上，置于２５℃，暗培养１０～

２１ｄ，直到大部分“小白”产生。

光分化：将“小白”挑入光分化培养基ＧＦ中

培养，置于２５℃培养箱，强光照培养至半数以上

再生苗顶盖时进入壮苗生根［１０］。

１．２．８　壮苗生根　挑选生长正常强壮的再生苗，

将其转移至壮苗生根培养基Ｒ，置于２５℃培养

箱，强光照培养至分化出３～４条根系，即可移栽

至温室［１１］。

１．２．９　转基因再生苗的ＰＣＲ检测　用ＣＴＡＢ

法提取幼苗 ＤＮＡ，所用引物 ＥＰＡＦ：ＣＧＣＧ

ＧＣＡＡＡＴＣＣＴＣＴＣＴＴＴＣ；ＥＰＡＲ：ＧＡＣＴＴＣＡＧ

ＧＧＴＴＣＧＡＣＡＣＧ，ＰＣＲ反应体系为：９８℃预变性

５ｍｉｎ，９８℃变性４５ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，３０个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。

２　结果与分析
２．１　幼胚大小对侵染成活率的影响

抗草甘膦基因的诱导活化和ＴＤＮＡ的转移

整合与受体的生理状态密切相关，不同大小的幼

胚进行农杆菌侵染后，愈伤组织诱导数及愈伤筛

选存活数存在很大差异。根据幼胚侵染结果分析

表明，当幼胚大小为１．５ｍｍ以下时，共培养后幼

胚的存活率仅为３７％。而当幼胚大小在１．５～

１．８ｍｍ时，侵染效果最好且侵染后的存活率最

高，共培养后幼胚的存活率可高达８３．３％。但当

幼胚大小大于１．８ｍｍ时，农杆菌侵染幼胚的成

活率显著下降，幼胚侵染存活率为５６．７％（表１）。

综上，农杆菌侵染幼胚的成活率与其自身的大小

密切相关，故在挑选幼胚时应选取大小１．５～

１．８ｍｍ的幼胚进行侵染，以保证侵染成功且幼胚

不死亡，从而使得后续试验能有效进行。

表１　幼胚大小对侵染成活率的影响

幼胚大小／ｍｍ 平均总侵染数
平均成功侵

染幼胚数

平均侵染

成活率／％

＜１．５ ２３００ ８５０ ３７．０ａ

１．５～１．８ ２５９０ ２１６０ ８３．３ｃ

＞１．８ ２２５０ １２７５ ５６．７ｂ

　　注：成活率数据后的小写字母表示差异显著性（犘＜０．０５）。

２．２　幼胚各阶段生长情况

用垂悬液漂洗几次幼胚，直到悬浮液澄清，用

移液枪吸走垂悬液弃于废液缸，加入侵染液，轻柔

反复颠倒２０次，置于暗处侵染。结果表明，侵染

的最适时间为５ｍｉｎ，时间过短会使农杆菌并未

成功侵入幼胚；时间过长则会使幼胚死亡，因此，

侵染时要进行严格定时，准确掌握侵染时间。

将侵染后的完整幼胚转移至共培养基 Ａ上

进行共培养，每皿１００～１１０个。结果表明，侵染

后共培养的幼胚在培养基中生长，幼胚变大，且部

分组织破损的幼胚死亡，表明只有完整无损的幼

胚才能成功被侵染且培养长大（图１Ａ）。

将在Ａ培养基中共培养３ｄ后的非乳白瘫软

的完整幼胚转移至恢复培养基 Ｈ 上，每皿摆放

８０～１００个。结果表明，恢复培养后的幼胚生长

速度变快，幼胚变大，鼓面更鼓甚至出现弯曲，幼

胚生长状况良好，死亡现象明显减少（图１Ｂ）。

９３
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将在 Ｈ 培养基中恢复培养的所有幼胚用镊

子掐去芽后转移至半筛培养基 ＮＳ１上，鼓面朝

上，平面朝下，间距均匀，每皿摆放５０个。结果表

明，筛选培养时部分幼胚有出芽现象，转移时进行

掐芽有助于愈伤组织的形成（图１Ｃ）。

将抗性愈伤组织松散的间距均匀地分布于暗

分化培养基Ｆ上，每皿不要摆放太多太密，用医

用胶布封皿。结果表明，分化培养后抗性愈伤生

长成再生苗，培养初期再生苗较小，待半数以上出

现再生苗时，再生苗长至顶盖，此时则可挑选长势

好的再生苗进行壮苗生根（图１Ｄ）。

挑选生长正常强壮的再生苗进行修剪，根部

的根和愈伤组织要求全部切除干净，但不能伤到

再生苗的根和茎，然后将其转移至壮苗生根培养

基Ｒ，生根罐内放同一转化事件的３～５棵再生

苗。结果表明，每个再生苗在Ｒ培养基上长势良

好，培养基底端可观察到生根现象，且叶变大变

宽（图１Ｅ），待根系生长健壮后移栽至室外。

图１　幼胚各阶段生长情况

２．３　转基因再生苗ＰＣＲ检测

对在室外移栽成活的再生苗进行ＰＣＲ检测，

电泳结果表明，有９株再生苗扩增出的特异性条

带与阳性对照一致（图２），表明抗草甘膦基因

犈狆狊狆狊已成功转入 ＨｉⅡ玉米幼胚。并在田间用

草甘膦药剂检测，发现转基因植株与对照相比受

药害症状减轻，初步检测结果表明所获得的转基

因植株具有一定的草甘膦抗性。

１．１ｋｂＭａｒｋｅｒ；２．ＣＫ＋质粒载体；３～５、７、８．转基因

再生苗；６．ＣＫ非转基因玉米。

图２　部分转基因再生苗的ＰＣＲ检测结果

３　讨论
农杆菌是一种天然的植物病原菌，被广泛运

用于植物的遗传转化研究中，并且得到了非常有

效的转化结果［１２］。目前，应用于玉米遗传转化的

方法有许多种，但大多数方法均是通过对受体材

料进行机械损伤来使外源基因整合到受体材料

中，但机械损伤容易产生嵌合体，所要得到的后代

目的性状表达率不高，极易沉默或者丢失［１３］。而

农杆菌介导的玉米遗传则是通过自然途径来进行

转化，没有对受体材料进行损伤，同时不易发生变

异情况，成本较低且具有较高的转化率，并能获得

单拷贝或低拷贝的转基因后代，因此，农杆菌介导

法近年来被广泛运用于玉米的遗传转化，是一种

极为有效的遗传转化方法［１４］。ＨｉⅡ是目前转基

因玉米应用得比较多的一个玉米杂交材料，它能

够很快获得Ⅱ型胚性愈伤组织，平均转化率可达

４０％，愈伤组织诱导率高且在整个培育过程中很

０４
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少死亡，但只有具有抗性的愈伤组织才能形成胚

性愈伤，进而转入再生培养阶段［１５］。因此，ＨｉⅡ

现在已经作为一种典型的转化受体材料广泛运

用［１６］。本试验中以 ＨｉⅡ作为受体材料，得到了

９株具有草甘膦抗性的阳性转化植株。

在农杆菌介导的遗传转化中，农杆菌的接种

浓度、共培养的持续时间等条件是影响遗传转化

效率的关键因素。有研究表明农杆菌介导玉米遗

传转化的最佳共培养持续时间为３ｄ
［１７］。本研究

侵染结束于共培养基中培养３ｄ后的幼胚，可观

察到幼胚长大，鼓面更鼓，有些幼胚出现泛白或瘫

软现象，分析其原因可能是试验过程中对胚造成

伤害导致幼胚在侵染过程中出现死亡现象。共培

养结束转移至恢复培养基时筛选掉死亡幼胚，恢

复培养７ｄ后，幼胚在之前的基础上继续生长，此

时幼胚死亡现象已明显减少，并经过几轮反复筛

选培养后出现可用于后续试验的愈伤组织。

Ｔａａｋ等
［１８］也通过优化农杆菌介导的遗传转化体

系，得到了更稳定的转基因植物。另外，植物幼胚

的大小也是影响转化效率的重要因素［１９］。本研

究玉米幼胚大小在１．５～１．８ｍｍ时，侵染后的存

活率最高。当幼胚大小为１．５ｍｍ以下时，幼胚

可能由于过小而在剥取和侵染过程中容易造成机

械损伤，幼胚本身结构被破坏，因此共培养后存活

率较低；当幼胚大小大于１．８ｍｍ时，幼胚过大可

能使脱分化时间较长导致愈伤诱导率不高，其生

理状态不处于最佳感受态，不易被农杆菌侵染从

而导致抗性筛选率下降。这与韩平安等［２０］研究

结果类似，玉米幼胚大小在１．５～２．０ｍｍ时遗传

转化效率最高。为了进一步探究玉米更高效的遗

传转化体系，后续试验将对不同基因型的玉米材

料进行遗传转化研究。

４　结论
本研究以ＨｉⅡ玉米作为受体材料，通过分析

在农杆菌介导玉米幼胚的遗传转化中影响转化效

率的主要因素，发现幼胚大小在１．５～１．８ｍｍ时

侵染效果最好，并将抗草甘膦基因导入了良性再

生体系ＨｉⅡ玉米的幼胚组织中，成功获得了９株

具有草甘膦抗性的阳性转化植株，为研究转基因

玉米的优质培育奠定基础。
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