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小麦基因枪高效转化体系的建立

魏松红1�张领兵2�张艳贞2�王　罡2�杨家书1
（1∙沈阳农业大学植保系�辽宁 沈阳110161；2∙解放军军需大学植物基因工程研究中心�吉林 长春130062）

摘　要：以小麦幼胚为基因枪转化受体�用含 GUS 和 bar 基因的质粒 pDM803对小麦幼胚进行
转化�并对幼胚大小、轰击距离、质粒和金粉用量等参数对 GUS 瞬时表达率及表达量的影响进行了
研究。幼胚以1∙0～1∙5mm 最为适宜�6cm 和9cm 各轰击一次、质粒0．5μg／枪及金粉300μg／枪�
GUS 瞬时表达率及表达量最高。通过对以上参数的优化�建立了一个高效的小麦基因枪转化体
系。
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小麦是重要的粮食作物之一�也是一直倍受人们关注的进行基因工程改良的重要作物。
自20世纪80年代以来�不论是在基因转化受体范围和转化方法�还是在目的基因的选择应
用以及转化效率的提高等方面�植物基因工程的研究取得了很大发展。小麦基因转化的研
究虽迟于水稻和玉米等单子叶植物�但近年来�已有报道将报告基因 GUS、筛选标记基因
bar、NPTⅡ、HPT、麦谷蛋白基因、雄性不育基因和几丁质酶基因等［1－5］分别导入小麦并获得
小麦转基因植株。在基因转化方法上�通过基因枪、农杆菌介导、花粉管通道、PEG介导、激
光微束介导和组织浸泡法等［6－9］都已获得成功�其中目前比较成熟、应用比较广泛的为基因
枪法。Vasil等［10］（1992）首先应用基因枪法将 GUS 和 bar 基因导入小麦愈伤组织中�获得了
世界上第一株转基因小麦�使重要粮食作物小麦的转基因研究向前迈出了一大步。对小麦
基因转化技术方面的改进以及影响因素的研究已有报道［11�12］�本文对小麦转化受体幼胚的
最佳大小范围以及适宜轰击距离、质粒、金粉用量等参数进行了研究�以期获得更为合理有
效的小麦基因转化体系。
1　材料与方法
1∙1　供试材料

供试品种为辽春10、铁春1和丰强3等春小麦品种。供试质粒为以 CaMV35S 为启动
子�带有 GUS 和 bar基因的 pDM803。
1∙2　试验方法
1∙2∙1　小麦幼胚愈伤的诱导与分化
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选取不同小麦品种辽春10、铁春1和丰强3开花后12～18d 未成熟子粒�经70％酒精
消毒1min�0∙1％升汞消毒10min�无菌水冲洗3次后剥取不同大小的幼胚�按＜1∙0mm、1．0
～1∙5mm、1．5～2∙0mm、＞2．0mm四个级别分别接于MS＋22�4-D＋0∙4IAA＋0∙2KT（单位
mg／L�以下同）愈伤诱导培养基上�25℃暗培养一周左右诱导愈伤组织�之后转入弱光条件
下培养形成绿芽�将绿芽接入 MS＋0∙2NAA＋0∙2KT＋0∙56-BA分化培养基上强光条件下
培养长出小麦苗。调查不同大小幼胚愈伤出现时间及愈伤诱导率与分化率。
1∙2∙2　微弹包装

按以下程序进行（参照基因枪说明微弹包装程序有改进）：①取50μL 金粉颗粒悬浮液
（两种浓度�分别为60mg／mL、30mg／mL）；②涡旋5min�使金粉充分悬浮；③加入5μL 质粒
（两种浓度�分别为1μg／μL、0∙5μg／μL）�涡旋；④加入50μL2∙5M CaCl2�涡旋；⑤加入20μL
0∙1M亚精胺�涡旋；⑥静置5min；⑦离心�3000r／min�2s；⑧加入140μL70％乙醇洗1次；
⑨加入48μL无水乙醇（5枪用量）。
1∙2∙3　基因枪轰击

将预培养2d的小麦幼胚转入含有0∙5M甘露醇的愈伤诱导培养基上�渗透处理6h�用
于基因枪（Bio-Rad公司生产的PDS1000／He型基因枪）轰击�轰击气体压力为1100Pa�真空
度为27inch Hg�阻挡网与轰击材料之间的距离为6cm和9cm�轰击后继续黑暗条件下渗透
处理18h�之后转入不含甘露醇的诱导培养基中暗培养。轰击2d 后进行 GUS 染色（参照
Jefferson R．A．1987方法）［13］。调查每个幼胚上的蓝点数�4℃保存�15d后重新调查蓝点数。
1∙2∙4　 抗性愈伤及植株的筛选

将转化的小麦幼胚暗培养一周后转入含5mg／L ppt 的诱导培养基中�将存活的愈伤转
入含2mg／L ppt 的分化培养基中�待存活的绿苗长至2～3cm时�转入不含 ppt 的1／2MS 生
根培养基中。调查存活愈伤数及存活苗数。
2　结果与分析
2∙1　 小麦不同品种、不同大小幼胚对愈伤诱导与分化的影响

表1　 小麦不同品种幼胚大小对愈伤诱导与分化的影响
品　种 幼胚大小（mm） 愈伤出现时间（d） 愈伤诱导率（％） 愈伤分化率（％）
辽春10 ＜1∙0 7 70∙8 40∙3

1∙0～1∙5 3 99∙2 70∙0
1∙5～2∙0 3 98∙3 62∙1
＞2∙0 5 89∙0 54∙5

铁春1 ＜1∙0 10 85∙3 37∙2
1∙0～1∙5 6 100∙0 53∙3
1∙5～2∙0 6 98∙8 49∙3
＞2∙0 7 93∙6 37∙5

丰强3 ＜1∙0 7 75∙0 34∙3
1∙0～1∙5 3 100∙0 50∙0
1∙5～2∙0 4 96∙5 36∙2
＞2∙0 5 93∙3 41∙1

　　结果如表1所示�不同大小幼胚对愈伤的出现时间、愈伤诱导率及分化率均有不同程度
的影响�幼胚＞1∙0mm能较快形成愈伤�愈伤诱导频率较高�其中1∙0～1∙5mm大小的幼胚
愈伤诱导频率最高达99％以上�分化频率也高于其它范围的幼胚。幼胚＜1∙0mm愈伤形成
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明显延迟3～4d�且愈伤诱导频率及分化频率明显下降。不同品种愈伤出现时间、愈伤诱导
频率及分化频率有差别。辽春10与丰强3的愈伤出现时间接近�铁春1愈伤形成较上述两
品种迟2～3d�愈伤分化频率以辽春10的较高。可见�1∙0～1∙5mm大小的幼胚为较适宜的
转化受体。
2∙2　轰击距离、质粒和金粉浓度对小麦幼胚基因枪转化瞬时表达的影响

表2　轰击距离、质粒和金粉浓度对小麦幼胚基因枪转化瞬时表达的影响

枪数／皿 轰击距离

（cm）
质粒浓度

（μg／枪）
金粉浓度

（μg／枪）
处理2d 处理15d

瞬时表达率
（％）

瞬时表达量
（个）

瞬时表达率
（％）

瞬时表达量
（个）

2 6＋9 0∙5 300 100 16∙0 100 39∙2
2 6＋9 1∙0 600 85 7∙9 85 18∙9
1 6 0∙5 300 75 11∙3 85 23∙5
1 6 1∙0 600 75 4∙8 75 15∙3
1 9 0∙5 300 40 0∙4 60 1∙8

　　注：瞬时表达率为有蓝点幼胚占染色幼胚百分率�瞬时表达量为每个幼胚平均蓝点数。

以小麦幼胚为材料进行基因枪转化（表2）�2d 后 GUS 染色结果（图1）表明每皿轰击2
枪（6cm和9cm各轰击一次）较轰击1枪的瞬时表达率高�最高可达100％�每个幼胚平均蓝
点数为16∙0个。轰击距离为6cm的瞬时表达率明显要好于9cm的�轰击距离为9cm的瞬
时表达率仅为40％�且表达量较少。质粒与金粉浓度分别为0∙5μg／枪和300μg／枪�较1
μg／枪和600μg／枪的瞬时表达率相近或略高�但表达量明显增加。研究还发现�轰击后2d
对幼胚进行 GUS 染色�4℃保存15d后�瞬时表达率基本一致�但表达量明显呈上升趋势。

图1　基因枪轰击小麦幼胚 GUS 染色结果
2∙3　不同小麦品种抗性愈伤及抗性植株的筛选
　　由表3可知�经5mg／L ppt 和2mg／L ppt 二次抗性筛选后�由于受 ppt 选择压力的影响�
存活的愈伤数及植株数明显低于最初接种的幼胚数。经二次抗性筛选后辽春10品种的再
生率为3∙3％�铁春1和丰强3品种的再生率分别为1∙3％和1∙4％。
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表3　不同小麦品种抗性愈伤及抗性植株的筛选
品　种

幼胚数
（个）

抗5mg／L ppt
存活愈伤数（块）

抗2mg／L ppt
存活植株数（株）

二次抗性筛选
后的再生率（％）

辽春10 582 83 19 3∙3
铁春1 372 28 5 1∙3
丰强3 288 30 4 1∙4

3　讨　论
辽春10、铁春1和丰强3均为东北地区品质较好、性状较优良的春小麦品种�但由于在

某些方面抗性（如抗白粉病和抗蚜虫等）较差�因此是作为基因转化的首选材料。本实验在
已筛选出愈伤诱导、分化、生根培养基的基础上�比较了不同大小的幼胚对愈伤形成、诱导率
和分化率的影响。结果表明：1∙0～1∙5mm 大小的幼胚愈伤出现早�诱导率和分化率较高。
另外研究表明�将分化出的绿芽转入含有0∙2％活性炭或1mg／L 多效唑的分化培养基上具
有明显壮苗作用。

应用基因枪法对小麦幼胚进行转化在小麦基因转化中目前应用比较普遍［2�4�14］�吴琴
生等［3］（1992）用基因枪法将 GUS 基因导入小麦成熟胚和悬浮细胞系的完整细胞�小麦幼胚
表面的蓝点最多达40～50个。本实验将带有 GUS 基因的 pDM803质粒进行转化�基因枪轰
击2d后GUS 染色幼胚表面蓝点数最多达53个�保存15d后蓝点数最多为91个�并认为轰
击距离以6cm 和9cm 各轰击一次�质粒和金粉浓度分别为0∙5μg／枪和300μg／枪较为合
适�瞬时表达率与表达量并不因金粉的浓度增加而增加�相反有降低的趋势�这可能与金粉
颗粒密度过高�受体材料细胞壁与膜损伤较大有关。每皿轰击2枪（6cm和9cm）的瞬时表
达率与表达量虽然较高�但由于金粉价格较昂贵�也可选择表达量与其接近的每皿轰击1枪
（6cm）的处理。此外�转化的瞬时表达率与表达量还与金粉的制备、微弹包装质量和基因枪
性能等因素有关。转化后进行抗性筛选�由于 ppt 浓度过高（大于10mg／L）严重影响愈伤的
分化率�所以实验中采用5mg／L ppt 进行抗性愈伤的筛选�用2mg／L ppt 进一步筛选抗性植
株�现已得到抗性植株。进一步在建立一套适宜的转化受体体系的前提下�逐渐优化影响基
因枪转化的各个因素�将获得更高的基因转化效率�以利于小麦外源基因导入及转基因小麦
植株的获得。
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Establishment of an Efficient Bombardment
Transformation System in Wheat
WEI Song-hong1�ZHANG Ling-bing2�et al．

（1∙The Department of Plant Protection in Shenyang Agriculture University�Shenyang110161�China；
2∙Research Center for Plant Genetic Engineering�The Quartermaster University of

PLA�Changchun130062�China）
Abstract：An efficient transformation system for wheat was established by improving transformation

conditions for the particle bombardment of immature embryos．Particle bombardment was carried out us-
ing pDM803containing the reporter geneβ-glucuronidase（GUS） and bar gene．Transformation parame-
ters�such as the size of immature embryos�the distance of bombardment�the amount of gold particles
and plasmid used per bombardment were analyzed．The immature embryo of1．0～1．5mm was opti-
mal．The transient expression of GUS reached the highest when the immature embryos were bombarded
twice at the distance of6cm and9cm�using300μg gold particles and0．5μg plasmid per bombard-
ment．

Key words：Wheat；Biolistic transformation；Immature embryos

玉米品种简介

吉单4011：由吉农公司北方农作物中心育成�2000年经吉林省农作物品种审定委员会审定通过。属晚
熟单交种�生育期130d�需≥10℃的活动积温2850℃左右。株高324cm�穗位高148cm�穗长23∙5cm�果穗
长筒形�14～16行�红轴�子粒黄色�呈马齿型�百粒重35∙3g�单穗粒重241g。植株半紧凑�叶片清秀�活秆
成熟�成熟时茎叶保绿度为58∙6％。含糖11∙7％�含粗蛋白5∙35％�粗脂肪3∙14％�较适合黄贮。高抗叶部
斑病和茎腐病�抗丝黑穗病�中抗玉米螟。

一般生产条件下�公顷保苗4∙5万～5∙0万株。追肥适当晚些进行�以控制前期生长过盛。平均公顷
产量10365kg�肥水条件好的地块达14500kg。

适于吉林省的辽源、四平、长春等晚熟区种植。

吉单522：由吉农公司北方农作物中心育成�2000年经吉林省农作物品种审定委员会审定通过。属中
熟单交种�生育期124d�需≥10℃的活动积温2450～2550℃。株高265cm�穗位高120cm�穗长21∙7cm�果
穗粗大、筒形�14～16行�红轴�子粒黄色�呈马齿型�百粒重37∙6g�单穗粒重210g。植株半收敛�叶片清
秀�透光性好�全株19片叶。含粗淀粉71∙08％�粗蛋白8∙53％�粗脂肪5∙51％。

叶鞘紫色�幼苗深绿�种子拱土能力强。秆强抗倒伏�耐密性强�无空秆�活秆成熟�后期脱水快。在人
工接种条件下�抗玉米大斑病�中抗丝黑穗病和茎腐病�抗玉米螟。

一般公顷保苗5∙0万～5∙5万株�高产田块可达6∙0万株�平均公顷产量7717∙6kg�比四早6增产
7∙9％。适于吉林省中熟区种植。
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