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摘 要 对基因枪法获得的明恢 "!转修饰的 0*2!30基因当代植株进行花药培养，共接种花药 $5%%枚，获得 "0份
花培植株，其中双倍体植株 #0份，单倍体植株 #%份。I3J结果表明含有 0*2!30基因的植株 22份，花培植株群体中
转基因与非转基因植株的比值为 $K!（22L$"）。进一步结合 M(-EA;ND O)(E和 <PQM6分析，于花培植株当代筛选到转基
因纯合株系 05份。外源蛋白表达量上，花药来源于同一克隆的 RS系的不同植株之间基本一致，最高的 3N.!6F含
量达 %T$2U。田间抗虫性试验表明，经花药培养纯合获得的部分转基因纯合系植株对二化螟（!"#,( &)44*%&&+,#&）表
现出高抗，而且主要农艺性状保持不变。以上结果表明水稻花药培养可以加速转基因的纯合与育种利用。
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近年来，植物基因工程在作物遗传育种中得到

了广泛应用并迅速发展成为现代农业生物技术产

业，转基因作物的推广面积逐年增加［!］。水稻转基

因研究也取得较大进展，通过基因枪或农杆菌介导

获得的抗病、抗虫、抗逆和品质改良的转基因水稻部

分已进入育种利用阶段［$ W #］。但是，不论何种转化

方法其初始转化体往往是杂合体且常常为多拷贝整

合，因而需要多次自交加代并严格筛选才能获得外

源基因纯合的转基因植株，不利于转基因材料的育

种应用。杂交水稻为中国粮食生产作出了重要贡

献，但由于质源的相对单一，病虫害的危害已经成为

其主要生产制约因子之一［2］。笔者所在实验室通过

协作率先培育出抗螟虫转基因杂交稻特优科丰 !号
和特优科丰 $号（已获得国家 "50 中试项目资助），
大田抗虫性试验连续 0年表现良好。$%%!年 "月在
福建省福州抗虫转基因水稻培育现场会上得到专家

一致好评。转基因育种实践过程中注意到，早代实

现目标基因的快速纯合是获得可资育种利用的转基

因株系的重要保障。为此，我们通过花药培养对基

因枪法获得的转修饰 0*2!30 基因杂交籼稻优良恢
复系明恢 "!进行纯合，并对获得的转基因纯合植株
进行了外源基因的表达分析和抗虫性鉴定。

! 材料和方法

!%! 材料
!%!%! 花药供体植株：基因枪法获得的籼稻（5*26+
&+/#7+ P &)8&4 * #$9#0+）明恢 "!转修饰 0*2!30 基因当
代植株中（转修饰 0*2!30 基因明恢 "! 转基因植株
的获得过程另文发表）农艺性状基本未变，并经 I3J
和 <PQM6检测为阳性的 0个克隆（!、"、#）为花药
培养供体植株。 0*2!30 基因由加拿大渥太华大学
Q * 6)E(G>>N 教授惠赠，我们所作的修饰是在 0*2!30
基因 2X端添加内质网定位的前导信号肽序列 M?CD>)
H;HE?Y;（M），0X端添加内质网滞留信号序列 ZR<P。
植物选择标记基因 "4/ 编码潮霉素抗性，目的基因
由 )8#!启动子控制，转基因植株产生的 3N.!63毒
蛋白可富集于内质网及衍生自内质网的蛋白体上，

并赋予转基因植株对二化螟（!"#,( &)44*%&&+,#&）等鳞



翅目害虫的抗性。图 !为转基因结构简图。

图 ! 植物表达载体结构简图
"#$%! &#’$(’) *+ ,-’./ 01,(022#*. 304/*(

!"!"# 酶和生化试剂：限制酶购自华美公司。放射
性同位素!5678 9:;8购自亚辉生物工程公司。其它
试剂为国产或进口分析纯试剂。

!"# 方法
!"#"! 转基因植株的花药培养：花药愈伤诱导和分
化培养基用 <=6［>］，主要操作过程：事先用 ?7 5=? 染
色，镜检花粉并确定取材时的幼穗形态。傍晚剪取

穗子置 @ A !BC低温处理 D A !B9即可剥取幼穗，饱
和次氯酸钠 6BE（! F!）消毒后取出花药接种到 <=6
愈伤诱导培养基上，每皿 GB A @B个花药，用 ,’(’+#-)
封口，黑暗处培养（7D H !C）；约 ! 个月后可将小颗
粒愈伤转入分化培养基上进行光照培养分化苗（光

周期 !>FGI），苗高约 D4)时练苗移栽［D，G］。
!"#"# 8:J和 <*K/I0(.检测：水稻基因组 &LM提取
参照 <’)N(**O等的方法［@］进行。"#$!%" 基因扩增引
物（8M）：PQ ;R: MRM RMR :;; :MR MRM R;R 6Q，
（8S）：PQ M:M ::: ;RM ::; MR; ;RM R: 6Q，扩增的
目的片段 DT6 N,。PB"U反应体系中加入 P"U缓冲
液、两个引物各 !"U（终浓度为 PB,)*-FU），质粒
&LM模板及样品模板（7"U V 7BB,)*-FU），!"U 9L;8
（终浓度 7BB")*-FU）、!"U ;’W 酶（7K），用无菌的双
蒸水补足体积，最后在反应体系上覆盖一层液体石

蜡（基因公司生产的 8:J仪 XY58;: !BB可不加矿物
油）。8:J反应条件为：@PC预变性 T)#.，一次循环
为 @PC变性 !)#.，P>C退火 !)#.，D7C延伸 7)#.，
6P个循环结束后，D7C延伸 !B)#.。8:J 产物用
!ZPE M$’(*20电泳，溴化乙锭染色后用凝胶成像系
统扫描存盘。<*K/I0(.分析时，用 :;MS法［@］提取转
基因花培水稻植株基因组 &LM，取 !B"$ 的 &LM用
&"’J#酶切。酶切的 &LM用 BZGE的琼脂糖凝胶
电泳。采用碱法转移至 [\N*.9 L]（M)0(2I’)）尼龙
膜。预杂交，杂交按照 <’)N(**O等方法［@］。探针标
记依随机引物标记试剂盒进行（S*I(#.$0( X’..I0(5
#)）。杂交膜用 <<:，<&<洗去背景后，压 ^5光片（"K5
_#）放射自显影后观察。
!"#"$ :(\!M4毒蛋白的 ‘U?<M分析：分蘖盛期取待
检测水稻植株（8:J阳性的 &[植株）的第二伸展叶

提取可溶性总蛋白，每样品 6 次重复。:(\!M45
‘U?<M检测采用试剂盒，试剂盒由北京大学生态教
研室许崇仁教授提供，操作过程和 :(\!M4蛋白含量
计算参见文献［!B］，用 :(\!M4蛋白含量（)$FU）占可
溶性总蛋白含量（)$FU）的百分数，衡量 :(\!M4蛋白
在转化植株中的表达水平。

!"#"% 抗虫性分析：田间自然感虫，分株系于蜡熟
期调查感虫株数和感虫蘖数，以实生种子苗为同步

对照，计算感虫株率和感虫蘖率进行抗虫性评价，同

一 &[系所有单株均无感虫分蘖时视为抗虫株系。

# 结 果

#"! 花培植株的获得
花药培养共接种 6B 皿约 7>BB 个花药，来自 6

个克隆（#、$、%），每克隆 !B 皿。图版# 5’N4 示
花药培养过程：6B 9后可见从逐渐变褐的花药上长
出紧密的鲜黄色愈伤，有时 !个花药可长出 T个愈
伤团，从形态发生来看源于不同的花粉粒（图版#5
N），这种情况是不多见的。共获得 !@ 丛 G6 株绿苗
（克隆# G丛共 67株，克隆$ >丛共 7P株，克隆% P
丛 7>株，花培结果见表 !，自然加倍的花粉植株 T6
株，单倍体植株 TB株，自然加倍率为 P!ZGE。按克
隆计算，纯合效率为 !BBE（6 个克隆均获得加倍的
纯系）。移栽成活后按丛（&[克隆）分株系种植，田
间观察注意到花培纯系不同 &[克隆之间，植株的
倍性和结实率有差异，同一 &[克隆内不同植株之
间比较一致。

#"# 花培植株的分子验证
依据植株形态可以直接区分单倍体和二倍体水

稻植株，单倍体植株株高变矮，叶片变窄，穗子和颖

花变小而且不育。对 G6株花培植株分二倍体植株
（共 T6 株）和单倍植株（TB 株）进行 "#$!%" 基因的
8:J扩增（表 !，图版#59）。6> 株二倍体植株和 !@
株单倍体植株及阳性质粒扩增出 "#$!%" 基因的目
的带；而非转化对照、D 株二倍体植株和 7! 株单倍
体植株无扩增带。花培植株群体中转基因与非转基

因植株的比值为 7 a!（PPF7G）。
选取加倍二倍体 8:J 阳性植株进行 <*K/I0(.

N-*/分析，非转化植株为对照，转基因植株总 &LM不
酶切或经 &"’J#单酶解后电泳，转移至 [\N*.9 L]

膜上。用双酶切中间质粒获得长约 !ZGPON 的
"#$!%"基因编码区作探针，!567 8 9:;8 标记后与膜
杂交。转基因植株 &"’J #单酶切的泳道共 T条带
暗示至少 T个拷贝；阳性对照在 !ZGPON处有一条杂
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交带，非转化对照无杂交信号，表明 !"#!$! 基因已 经整合到基因组中（图版!"#）。

表 ! 明恢 "!转修饰 !"#!$! 基因植株的花药培养及 #$%检测
&’()* ! +,-.*/ 01)-1/* 23 -.* 425636*5 !"#!$!7-/’,89*,60 /60* :6,9.16 "! ’,5 -.*6/ #$% 5*-*0-62,

$%&’()#’*+ ,*’# -’./#% *’0+12&.#3
（40）

52&’.2#. %#)#’#%&.*0’

52&’.（620’#）

!"#!$!"567 08 /&920*3 92&’.(
（’）

50(*.*:#（4#)&.*:#）

!"#!$!"567 08 301;2# /&920*3 92&’.(
（<’）

50(*.*:#（4#)&.*:#）

! =>> ?<（@） !?（A） !!（A）

" @B> <B（C） <（C） !A（?）

# @B> <C（B） A（!!） !!（>）

$0.&2 <C>> @?（!=） A> A?

;<= %"#!$! 毒蛋白在转基因花培纯合系中的表达
花培纯合后的二倍体 567 阳性植株的 D,EF-

检测表明（图版!"8）：来自 ? 个克隆的转基因花培
纯系均有 %"#!$! 毒蛋白表达，同一克隆来源不同花
培植株之间 %"#!$! 毒蛋白的含量基本一致，如克隆
E来源的 GH克隆系!"! I A，克隆 EE来源的 GH克隆
系!"! I ?，克隆#来源的 GH克隆系#"! I ?，其相
应的 6%J!-+毒蛋白含量分别接近各个 GH克隆系
植株毒蛋白含量的平均值 >K<BL、>K!<L和 >K>BL。
不同来源克隆间 GH植株毒蛋白表达量差异较大，
克隆!是克隆#的 B倍以上，克隆!的 %"#!$! 毒蛋
白占可溶性总蛋白含量的 >K<BL。

;<> 转基因花培纯合植株的抗虫性
567和 D,EF- 分析均为阳性的 !> 个 GH 克隆

系共 ?C个单株，以及非转化对照植株的田间自然感
虫性观察（当年恰逢螟虫大发生）表明，转基因 GH
植株与非转化水稻植株田间对二化螟的抗虫性差异

明显（表 <）。大多数转 !"#!$! 基因花培纯合植株表
现出很好的抗虫性，最好的纯合株系，其感虫株率和

感虫蘖率均为 >；而非转化对照则高感螟虫，感虫株
率 !>>L，感虫蘖率 M?KAL（明恢 @!较感螟虫）。而
%"#!$! 毒蛋白表达量较低的转基因纯系，其相应的
抗虫性也低，如 GH系#。这些结果与供体花药植
株的抗虫性是一致的。

表 ; 转修饰 !"#!$! 基因水稻明恢 "! ?@系对二化螟的田间抗性
&’()* ; A-/6B*5 8-*4 (2/*/（%&’() *+,,"-**.(’*）7%*868-’,0* 23 -.* 425636*5 !"#!$!7-/’,89*,60 /60* :6,9.16 "! ?@ )6,*8 ’- 36*)5 -/6’)8

GH +20’#( 52&’.（.*22#%） FN 92&’.（.*22#%） FN 92&’. 9#%+#’. FN .*22#% 9#%+#’. 7#(*(.&’+# #:&21&.*0’

!"! A（MA） >（>） > > H7

!"< <（?<） >（>） > > H7

!"? ?（?>） >（>） > > H7

!"A <（<!） >（>） > > H7

""! B（AA） !（=） <> <K> O7

""< B（M>） !（!?） <> !K@ O7

""? A（A!） !（@） <B !K= O7

#"! A（M<） A（A<） !>> B@K? F

#"< A（AB） A（<M） !>> C>K> F

#"? ?（?C） ?（<!） !>> B@K? F

6P B（CA） B（AM） !>> M?KA F

F"F1(+#9.*;2#；H7"/*)/2J %#(*(.&’.；O7"O*332# %#(*(.&’.；6P"6/#+Q

= 讨 论
转基因植株的纯合是育种利用的基础，而其纯

合速度则直接影响到育成品种的价值。水稻花药培

养是细胞工程育种的重要途径［@］，同时也是转基因

技术应用于水稻育种的重要补充。本研究初步建立

了转基因水稻花药培养纯合体系，我们以转基因当

代植株为花药培养供体，当年获得 @? 株花培植株

AAA 生 物 工 程 学 报 !@卷



（绿苗），通过分子标记辅助选择于转基因第二代即

实现目的基因纯合，而且农艺性状基本保持不变，

!"纯合系内不同植株 #$%&’(毒蛋白含量以及对二
化螟的抗性基本一致。本研究获得的明恢 )& 转基
因 !"植株，其外源基因已经表达并表现出好的抗
虫性，转基因的遗传稳定性研究和育种利用正在进

行中。

花药培养在没有选择标记辅助的情况下可以实

现转基因的纯合。出于食品安全性考虑，转基因后

代消除筛选标记基因的研究已经越来越受到重视，

根据所用植物选择标记通过抗生素筛选纯合目标基

因的途径不再可取［&&］。水稻花药培养过程中，有时

同一个花药不同花粉粒均有胚性愈伤发生（一个花

药可长出 *个愈伤块，见图版!+,）。花粉粒来源的
愈伤可以分化出完整植株（药隔来源的愈伤不能分

化出完整植株），花粉植株自然加倍率 -./ 0
1./［)］，有利于加速繁殖转基因植株。一旦获得转
基因水稻的 !"植株，借助 2#3筛选即可获得没有
选择标记基因但目标基因纯合的转基因植株。在培

育无选择标记基因抗虫水稻的研究方面，我们也正

在进行水稻花药培养纯合转基因的工作。

获得转基因 !"植株的另一途径是直接转化单
倍体愈伤。烟草上有过研究报道但转化频率极低，

基因枪法转化烟草花药的总转化频率大约为

&.4 5［&6］。水稻组织培养最早成功于花药培养［&7］，主

要是因为花药培养所得愈伤生长迅速而且胚性好，

这种愈伤作为转基因受体易于获得愈伤转化体。我

国水稻花药培养无论在理论上还是育种利用上都成

绩斐然，实际操作中，诱导水稻花药获得愈伤后，较

短时间内即转入再分化阶段常能获得较高比例的绿

苗率；花药愈伤继代时间一长往往容易产生白化苗

或者难以分化［1 0 )］。笔者曾利用滇型杂交稻恢复系

南 68花培后代 "&*的花药愈伤为受体进行遗传转
化，获得 *.多个抗性克隆，分化出的潮霉素抗性白
化苗生长旺盛，但没有得到绿苗（未发表资料），可能

是愈伤继代时间长的原因。!9::9 等［&*］曾用花粉来
源的愈伤，进行原生质体培养，用 2;<法获得过抗
除草剂的转基因籼稻植株。陈东方曾提到，他所在

实验室用根癌土壤杆菌 ! = "#$%&’()*%&+ 介导进行大
麦遗传转化时，花药培养来源的愈伤易于成功（私人

通讯）。如何将水稻花药培养直接应用于水稻转基

因值得进一步研究。
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