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摘要 为建立农杆菌介导的高效小麦遗传转化体系,分析比较了不同小麦栽培品种、不同培养处理条件下

的愈伤诱导、分化及转化效率。结果表明:2个长江中下游主推小麦品种扬麦158和华麦13的幼胚愈伤诱导没

有差异,但扬麦158形成的胚性愈伤多、分化率及转化率高于华麦13,是优良的农杆菌介导的遗传转化受体基因

型。预培养20d的愈伤转化率最高,高渗处理可进一步提高转化率。获得的T0、T1代转基因植株,经PCR分析

鉴定,表明外源基因已经整合到小麦基因组中。
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  根癌农杆菌介导的植物遗传转化,是基于能实

现DNA转移和整合的天然系统发展而来的技术,
具有可转移大片段DNA、基因插入拷贝数低、发生

转基因沉默相对较少、外源基因在后代不易丢失、操
作简单、成本低等优点。这一方法已成为大多数植

物遗传转化的首选方法,在已获得的约200种转基

因植物中,约80%是由农杆菌介导完成的[1]。
小麦的农杆菌转化始于 Hess等[2]对小麦进行

的转化试验。随后,Mooney等[3]也做了有益尝试,
但均未能获得转基因植株。直到1997年,Cheng
等[4]将带有gus和nptⅡ基因的C58农杆菌菌株转

化春小麦幼胚、预培养的幼胚以及胚性愈伤组织,才
成功获得了转基因植株。

在中国,Xia等[5]获得了农杆菌介导的转nptⅡ
基因的小麦植株。随后,王永勤等[6]、叶兴国等[7]、

Uzé等[8]、Amoah 等[9]、Khanna 等[10]、Przetak-
iewice等[11]对影响小麦农杆菌转化效率的因素进

行了研究。但在小麦转化中,仍以基因枪为主,农杆

菌介导的小麦转化较少。本文对影响小麦农杆菌转

化效率的几个重要因素进行了研究,旨在进一步优

化该转化体系。

ACE-D2基因是将抗真菌蛋白基因与镰刀菌特

异抗体基因融合在一起,经表达后的融合蛋白基因,
可以发挥抗真菌蛋白和抗体的双重功能,能更加有

效地抑制赤霉病菌。Peschen等[12]将抗真菌-镰刀

菌特异性单链抗体融合基因转化拟南芥,证明融合

基因比单独抗菌肽基因有更高的抗菌效果。Li
等[13]将抗病基因 AG-镰刀菌特异性单链抗体融合

基因转化小麦Bobwhite,得到的转基因植株对赤霉

病的抗性与抗病品种苏麦3号相当。本研究将

ACE-D2融合基因通过农杆菌介导法转入长江流域

推广小麦品种,对于培育抗病优良小麦新品种具有

重要意义。

1 材料与方法

1.1 试验材料

小麦品种扬麦158、华 麦13,质 粒 pTRAkc-
BAR-ACED2和根癌农杆菌(Agrobacteiumtume-
faciens)GV3101,由笔者所在的实验室提供。质粒

中的抗除草剂基因bar和ACE-D2融合基因,均由

Ubiquitin启动子驱动。
1.2 方 法

1)培养基成分。诱导培养基含 MS基本培养

基[14](无 MS有机),B5有机,肌醇100mg/L,脯氨
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酸 200 mg/L,水 解 酪 蛋 白 300 mg/L,2,4-D
2mg/L,麦芽糖30g/L,琼脂7g/L;浸染培养基、
分化筛选培养基、生根筛选培养基及生根壮苗培养

基参照文献[2-3]的方法。

2)愈伤诱导。选取小麦开花后12~15d、体被

白色绒毛的幼嫩颖果,用70%乙醇表面消毒30s,
然后用无菌水冲洗1次,随后用0.1% HgCl2灭菌

5min,再用无菌水冲洗3~5次,每次2min。用解

剖针剥取直径为0.5~1.0mm的小麦幼胚,盾片向

上放置在诱导培养基上,25℃、黑暗条件下诱导愈

伤10~20d。

3)农杆菌菌液的准备。将含转化质粒的农杆菌

GV3101菌液按1∶50的比例接种到 YEB液体培

养基,于28℃、200r/min振荡,待培养至D600nm=
0.6~0.8时,离心(4500r/min,10min)收集菌体,
以浸染培养基重悬菌体至D600nm=0.6~0.8,用于

小麦转化。

4)农杆菌介导的转化及转基因材料筛选。以农

杆菌菌液浸染愈伤组织,其间用超声波处理30s,浸
染30min。取出浸染的愈伤组织在无菌滤纸上吸

干表层菌液,于23℃、黑暗下干燥共培养3d。再将

愈伤转至恢复培养基中,25℃条件下暗培养2~3
周。在含5mg/LPPT的分化筛选培养基中筛选2
轮,每轮2周;将分化出的绿苗转移至含4mg/L
PPT的生根筛选培养基中筛选2~3轮,每轮2周。
再将抗性苗转至不含筛选压的生根壮苗培养基中,
培养2~3周。从分化阶段开始均在25℃、光照条

件下培养。将长出健壮根的绿苗在4℃条件下春化

2周、室温下炼苗5d后移栽至土壤中,16h/8h
(光/暗)、19℃条件下培养。

5)植株再生及鉴定。当移栽至土壤中的小麦植

株生长至4~5片叶时,将200mg/LPPT水溶液分

别涂抹在对照和转化植株的最上面一片叶上,1周

后观 察 结 果。用 CTAB 法 提 取 小 麦 叶 片 总

DNA[15],用于转化植株的PCR鉴定。用引物P5
(5′-CATCTCTGTATATGCATCAG-3′)和P6(5′-
CGGTAGTTCTACTTCTGTTC-3′)扩增启动子基

因,可扩增出495bp的条带;用引物P9(5′-ACTC-
CATGGCACAGAACATATGCCCAAGGG-3′)和

P10(5′-TCAATCACGTGCGGCCGCGTTAATC-
CTGCCGCATTGAATT-3′)扩 增 ACE-D2 基 因,

目的条带为308bp。PCR 程序为:95℃ 5min;

94℃50s,58℃50s,72℃1min,35个循环;72℃
10min;10℃10min。

将幼胚接种到愈伤诱导培养基上,暗培养2周

后统计不同小麦基因型的愈伤诱导率和发芽率。愈

伤组织经农杆菌浸染后进入分化阶段时,经分化筛

选2周后统计分化率。再生植株经PCR鉴定后统

计转化率。

2 结果与分析

2.1 小麦转化植株的筛选

选取小麦开花后12~15d的幼嫩颖果,经灭菌

后剥下直径为0.5~1.0mm、呈半透明状的小麦幼

胚(图1-A),盾片向上接种在诱导培养基上。在诱

导培养基上培养14d后,部分愈伤颜色淡黄色,质
地较密,为胚性愈伤组织(图1-B)。愈伤经农杆菌

浸染30min后,于23℃、黑暗条件下干燥共培养

3d,再经恢复培养后转到分化筛选培养基。分化筛

选21d后,大部分愈伤未分化,只有再生能力强的

愈伤分化出绿芽(图1-C)。将再生的幼苗转到生根

筛选培养基上,筛选2轮后,少部分幼苗抗性较强

(图1-D)。将抗性幼苗转至无筛选压的壮苗培养基

中,培养21d后生根良好(图1-E)。壮苗培养后的

植株经春化后移栽到温室,成活的植株能正常抽穗

(图1-F)。
2.2 小麦基因型对转化效率的影响

不同小麦基因型的愈伤形成和分化能力存在差

异,同时,对农杆菌浸染的敏感性也不同,从而导致

转化效率的差异。本研究对长江流域推广的小麦栽

培品种扬麦158、华麦13在愈伤诱导率、分化率及

转化效率等方面进行了比较。如表1所述,2个小

麦基因型的幼胚愈伤诱导率都在90%以上,没有显

著差异。但扬麦158诱导的愈伤生长较为整齐,且
大多数为淡黄色致密状的胚性愈伤,而华麦13多为

白色或灰白色愈伤,水渍状。同时,华麦13比扬麦

158更易在愈伤诱导阶段就萌发出芽,不利于愈伤

的生长。在分化率和转化率上,扬麦158优于华麦

13。因此,扬麦158比华麦13更适宜作为遗传转化

的受体基因型,随后的优化条件分析均以扬麦158
为材料。
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图1 扬麦158愈伤诱导(A、B)、农杆菌转化(C)及植株再生(D~F)

Fig.1 Callusinduction(A、B)ofYangmai158,Agrobacterium-mediatedtransformation(C)andplantregeneration(D-F)

表1 不同小麦基因型的愈伤诱导率、分化率及转化率比较

Table1 Comparisonofcallusinduction,regenerationandtransformationefficiencyofdifferentwheatgenotypes %

小麦基因型

Wheatgenotype
愈伤诱导率

Callusinductionefficiency
发芽率

Germinationefficiency
分化率

Regenerationefficiency
转化率

Transformationefficiency
扬麦158Yangmai158 99.73 15.49 30.94 2.33
华麦13Huamai13 95.78 27.99 11.49 0.44

2.3 愈伤预培养时间对转化效率的影响

比较扬麦158预培养3、10、20及30d的愈伤

转化率,结果表明(表2),预培养20d的愈伤组织用

于转化的效率(2.48%)最高,预培养10d的转化率

(1.95%)紧随其后。而预培养30d的愈伤,由于在

转化时体积较大,转到分化筛选培养基后大量非转

化细胞由于交叉保护而使非转化子继续分化,从而

导致大量假阳性苗的逃逸,增加了工作量,所以在

122株再生苗中仅5株为PCR阳性;预培养3d的

材料,转化率最低。

表2 扬麦158不同预培养时间愈伤转化率的比较

Table2 ComparisonoftransformationefficiencyofYangmai158callipreculturedfordifferentdays

愈伤预培养天数/d
Calluspreculturedays

转化愈伤数

No.oftransformedcalli
再生苗数

No.ofregeneratedplants
PCR阳性苗数

No.ofpositivePCRplants
转化率/%

Transformationefficiency
3 606 31 5 0.83
10 359 44 7 1.95
20 483 48 12 2.48
30 320 122 5 1.56

2.4 高渗处理对转化的影响

进一步选择扬麦158品种、预培养20d的愈伤

组织为外植体,在农杆菌浸染前将部分愈伤置于含

0.4mol/L甘露醇的 MS培养基上高渗处理6h。
结果如图2所示,高渗处理的转化率高于未进行高

渗处理的愈伤,说明在小麦农杆菌介导的遗传转化

中,高渗处理能提高转化效率。

2.5 PPT 抗性检测及 PCR 鉴定

以未转化的植株作为对照,对种植于温室的T0
代再生植株和 T1代转基因植株的叶片涂抹200
mg/LPPT进行抗性检测。转基因小麦植株表现出

较强的除草剂抗性。
提取小麦再生植株的基因组DNA,首先以启动

子引物P5和P6(图2-A)进行扩增,筛选阳性转基
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因植株,然后再用ACE-D2基因特异引物进一步验

证。结果表明,ACE-D2基因也已整合到了小麦的

基因组中(图2-B)。对部分 PCR 阳性植株进行

Southern杂交分析,证实目的基因已整合。

 A:启动子P5和P6引物PCR扩增的产物PCRproductsamplifiedwithpromoterprimersP5/P6;B:ACE-D2P9和P10引物PCR扩

增的产物PCRproductsamplifiedwithACE-D2primersP9/P10;1:没有模板DNA的对照ControlwithoutDNAtemplate;2:未转化

植株DNA为模板的对照 ControlwithDNAfromnontransgenicplantsastemplate;A-3~9:不同转基因植株 Differenttransgenic

plants;B-3~7:不同转基因植株 Differenttransgenicplants;M.分子量标记 Marker.

图2 扬麦158T0代转基因植株的PCR鉴定

Fig.2 PCRidentificationofYangmai158transgenicplantsofT0generation

3 讨 论

基因型依赖性是限制小麦遗传转化的关键因素

之一。不同的小麦基因型具有不同的愈伤形成能力

及分化再生能力,直接影响转化效率。Xia等[5]对7
种小麦基因型进行了转化,仅B137、99P、Jinan177
得到了转基因植株。目前,在小麦农杆菌介导的遗

传转化中,多为模式品种和少数组培特性较好的品

种,而这些品种大多农艺性状较差,难以在生产中大

面积推广。而本研究的品种为长江流域推广的栽培

品种,具有产量高、品质优等特点,对其进行转基因

研究更具有实际应用意义。本研究发现扬麦158胚

性愈伤组织的诱导能力和分化能力较好,转化效率

也较高,是优良的转化受体基因型。
外植体的生理状态对农杆菌浸染起着至关重要

的作用,而外植体的生理状态除了与外植体的类型

有关外,还与外植体的预培养时间紧密相关。本研

究结果表明,扬麦158预培养10d以上的幼胚愈伤

组织转化率高于预培养3d的幼胚愈伤,这与 Uzé
等[8]的结果一致,且愈伤预培养20d时得到的转化

效率最高;本研究预培养50d以上的愈伤未得到

PCR阳性植株,这与Xia等[5]的报道不同,可能与

所选用的小麦基因型不同有关。
在小麦遗传转化中,对高渗处理的作用看法不

一,这可能与使用的基因型和高渗处理的条件不同

有关。Uzé等[8]用20%的麦芽糖对小麦愈伤组织

进行4~6h高渗预处理后并没有提高Gus基因瞬

时表达频率;王永勤等[6]在农杆菌浸染前用0.4
mol/L的甘露醇对部分幼胚及其愈伤组织进行高

渗预处理12h,能较显著地提高抗性愈伤的频率;
梁雪莲等[16]发现8%蔗糖、3%葡萄糖处理后的愈

伤组织的绿色芽点发生率、愈伤成活率及成苗率均

高于低糖处理。本研究在农杆菌浸染前将愈伤组织

在含0.4mol/L甘露醇的培养基上预处理6h,使
转化效率提高了0.44%。因此,高渗处理能促进农

杆菌的转化,但对于使用何种渗透剂以及处理多长

时间最为有效,还有待进一步的研究。上述研究结

果为进一步开展以小麦幼胚愈伤组织为外植体的农

杆菌介导的遗传转化提供了资料。
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Abstract TodevelopanefficienttransformationsystemforwheatmediatedbyAgrobacteriumtu-
mefaciens,comparativeanalysesofcallusinduction,regenerationandtransformationefficiencywerecar-
riedoutbyusingdifferentelitewheatcultivarsanddifferentcultureandinductionconditions.There-
sultsindicatedthattwowheatelitecultivars,Yangmai158andHuamai13,showednodifferenceincallus
induction,butYangmai158formedmoreembryogeniccalliandhadahigherefficiencyofregeneration
andtransformation.Yangmai158isagoodwheatgenotypeusedforAgrobacterium-mediatedtransfor-
mation.Furthermore,differentpre-culturedurationtimeswerecomparedandtheresultsshowedthat20
daysforthepre-culturegaverisetothehighesttransformationefficiency.Withthemethodestablishedin
thisstudy,transgenicT0andT1wheatlinesweregeneratedandidentifiedbyPCRanalysis.Theseresults
provideusefulinformationforAgrobacterium-mediatedtransformationofelitewheatcultivars.

Keywords wheat;Agrobacteriumtumefaciens;immatureembryo;herbicide;transformationsystem
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