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化体系的提供了前提条件。Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓｅｎ等
［５］利

用基因枪法转化短柄草，获得了转基因植株，平均

转化率为５．３％。Ｏｌｓｅｎ等
［８］首次将黑麦草和拟

南芥的开花抑制蛋白基因ＬｐＴＦＬ１、ＴＦＬ１转入

短柄草基因型ＢＤＲ０１７（４ｎ）和ＢＤＲ０１８（２ｎ）中，使

转基因植株的抽穗期延迟达１０周。但基因枪转

化后存在基因整合复杂，拷贝数多，易缺失，遗传

稳定性不高以及基因沉默等问题［９］，而农杆菌转

化法操作容易、成本低、单拷贝整合率高，而且外

源基因在转基因植株后代中比较稳定，因此农杆

菌介导法为短柄草遗传转化开辟了一条新途径。

Ｖｏｇｅｌ等
［３］首次利用农杆菌转化短柄草１４

个基因型，其中有１０个获得了转基因植株，转化

效率为０．４％～１５％。Ｐｏｃｕｒａｒ等
［１０］利用农杆菌

转化二倍体短柄草ＢＤＲ０１８的愈伤组织，通过优

化预培养时间等条件得到较高的转化效率。

Ｐｈｉｌｉｐｐｅ等
［１１］以短柄草Ｂｄ２１作为外植体，农杆

菌介导转化后，１７％的胚性愈伤组织可以产生转

基因植株。

小麦为异源六倍体，基因组庞大，转化效率

低，这些特征使其在研究上极其复杂，而短柄草与

小麦、大麦和燕麦等重要经济作物同属于早熟禾

亚科，且与小麦一样具有二倍体、四倍体和六倍

体［１，２，５，７］。另外Ｄｒａｐｅｒ等
［１］研究证明，小麦锈病

和白粉病以及水稻稻瘟病等都可以侵染某些短柄

草，进一步体现了其作为模式植物研究小麦与其

病原物互作及相关功能基因的价值。农杆菌介导

的部分短柄草遗传转化国外已有报道，但转化效

率存在较大差异，而国内关于这方面的报道较少，

目前没有关于短柄草ＡＢＲ６遗传转化方面的研

究。本试验利用二倍体短柄草ＡＢＲ６为材料，在

前期高效再生体系的基础上［１２］，通过优化诱导培

养基类型、潮霉素筛选浓度、农杆菌侵染浓度等参

数来建立稳定高效的遗传转化体系，旨在为小麦

等禾谷类作物功能基因组研究和品质改良提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

二倍体短柄草 ＡＢＲ６的种子由美国普渡大

学许金荣教授馈赠。

１．２　菌株及植物表达载体

根癌农杆菌（犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊）菌

株ＡＧＬ１由美国普渡大学许金荣教授提供，植物

表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２来自西北农林科技大

学植物与病原互作实验室，其包含潮霉素（Ｈｙ

ｇｒｏｍｙｃｉｎ，Ｈｐｔ）基 因、ｍＧＦＰ５ 基 因、双

ＣａＭＶ３５Ｓ启动子（图１）。

图１　狆犆犃犕犅犐犃１３０２表达载体

犉犻犵．１　犃犾犻狀犲犪狉犿犪狆狅犳狋犺犲犜犇犖犃狉犲犵犻狅狀狅犳狆犆犃犕犅犐犃１３０２

１．３　培养基的选择

选取开花后１４ｄ的 ＡＢＲ６种子，先用添加

０．１％ｔｒｉｔｏｎＸ１００的２％（ｗ／ｖ）次氯酸钠消毒处

理３～４ｍｉｎ，再用无菌水清洗３次，然后用镊子

挑取种子内未成熟的胚（图２Ａ），接种到添加０．６

ｍｇ·Ｌ
－１ＣｕＳＯ４、２．５ｍｇ·Ｌ

－１２，４Ｄ
［７］、３０ｇ·

Ｌ－１麦芽糖和７．０ｇ·Ｌ
－１琼脂的五种不同培养基

（具体见表１）中，ｐＨ值５．８，于２４±２℃暗培养下

诱导愈伤组织，３０ｄ后统计胚性愈伤组织诱

导率。

１．４　潮霉素筛选浓度的选择

将胚性愈伤组织转移到含有０、１０、２０、４０、６０

ｍｇ·Ｌ
－１潮霉素的培养基上，分别于１５ｄ和３０ｄ

后统计胚性愈伤组织生长状况。

１．５　根癌农杆菌侵染愈伤组织的浓度

用 ＭＧ／Ｌ液体培养基培养含有双元载体的

农杆菌菌株，离心收集菌体重悬至ＬＳ培养基中，

分别用犗犇６００为０．４、０．６、１．２的农杆菌菌液侵染

胚性愈伤组织，经相同条件的共培养、筛选和分化

生根后，统计各浓度下的转化频率。

１．６　转基因植株犇犖犃提取及犘犆犚检测

取不少于１００ｍｇ对照植株及转基因植株叶

片，经液氮充分研磨后用快速植物基因组试剂盒

提取ＤＮＡ。ＰＣＲ引物根据潮霉素磷酸转移酶基

因序列设计。引物序列为，Ｓ：５′ＴＡＧＧＡＧＧＧＣ

ＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣ３；ＡＳ：５′ＴＡＣＡＣＡＧＣＣＡ

ＴＣＧＧＴＣＣＡＧＡ３′。

反应体系为２．５μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ，２．０μＬ

２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＭｇＣｌ２，０．４μＬ１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１
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ｄＮＴＰ，０．３μＬＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，０．５μＬ１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１引物，１．０μＬＤＮＡ模板补水至总体

积２５μＬ。反应程序为９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，

５４℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ，

４℃保存。反应结束后ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电

泳检测确认扩增产物。

１．７　犿犌犉犘５
的荧光显微镜观察

将ＰＣＲ 扩增出条带的转化植株叶片切成

１ｃｍ左右的小块，制成玻片后在荧光显微镜下观

察是否有绿色荧光蛋白表达。

２　结果与分析

２．１　不同诱导培养基上愈伤组织的出愈率

将未成熟胚接种于５种诱导培养基上，２周

后可形成愈伤组织，３０ｄ后致密的淡黄色胚性愈

伤组织大量形成（图２Ｂ）。

　　表１结果表明，虽然未成熟胚在５种培养基

上都能诱导出愈伤组织，但诱导频率不同，且差异

显著，说明培养基对愈伤组织出愈率有一定的影

响。未成熟胚在ＬＳ培养基上的出愈率最高，为

７６．２７％，显著高于其它诱导培养基，是转化前预

培养的最佳培养基。

２．２　不同潮霉素浓度对胚性愈伤组织的影响

潮霉素（Ｈｐｔ）是农杆菌介导禾谷类作物遗传

转化中最常用的筛选剂之一［１３］。潮霉素浓度过

高容易引起胚性愈伤组织褐化死亡，过低容易产

生过多假阳性植株，不利于筛选。因此，筛选合适

的潮霉素筛选浓度对遗传转化具有重要作用。

表２结果表明，当 Ｈｐｔ浓度为１０ｍｇ·Ｌ
－１

时，胚性愈伤组织在３０ｄ后仍有高达７５％成活

率，存活的胚性愈伤组织能继续生长；浓度为２０

ｍｇ·Ｌ
－１时，胚性愈伤组织开始大量死亡，３０ｄ后

成活率降到４４％；当 Ｈｐｔ浓度达到６０ｍｇ·Ｌ
－１

时，胚性愈伤组织３～５ｄ开始逐渐褐化，最终死

亡（图２Ｃ和２Ｄ）；当浓度为４０ｍｇ·Ｌ
－１时，胚

性愈伤组织生长受到强烈抑制，绝大多数在１５ｄ

时就出现褐化死亡，只有不到１０％愈伤组织可以

存活，３０ｄ时几乎所有胚性愈伤组织死亡。因

此，本实验确定以４０ｍｇ·Ｌ
－１作为 Ｈｐｔ筛选的

浓度。

表１　犃犅犚６在５种不同培养基上的诱导率

犜犪犫犾犲１　犐狀犱狌犮狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳犲犿犫狉狔狅犵犲狀犻犮犮犪犾犾犻狅犳犃犅犚６犻狀犳犻狏犲狋狔狆犲狊狅犳犮狌犾狋狌狉犲犿犲犱犻狌犿

培养基种类

Ｔｙｐｅｏｆｍｅｄｉｕｍ

外植体数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｅｘｐｌａｎｔｓ

愈伤组织出愈率／％
ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＣａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

胚性愈伤组织诱导率／％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｉｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ＭＳ ９０ ６９．６７ｃ ６２．３３ｂ

ＬＳ ９０ ８７．０１ａ ７６．２７ａ

Ｂ５ ９０ ７７．００ｂ ６５．４１ｂ

Ｎ６ ９０ ５７．３４ｄ ５１．２３ｃ

ＭＢ ９０ ７１．３３ｂｃ ６１．０７ｂ

　　同一列数字后的不同小写字母表示差异显著。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｍｅａｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔ０．０５ｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

表２　不同潮霉素浓度对胚性愈伤组织的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犺狔犵狉狅犿狔犮犻狀犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅狀犲犿犫狉狔狅犵犲狀犻犮犮犪犾犾狌狊

胚性愈伤组织数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｕｓ

Ｈｐｔ浓度／
（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｈｐｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

胚性愈伤组织成活率／％
Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｕｓ

培养１５ｄ　１５ｄａｙｓｃｕｌｔｕｒｅ 培养３０ｄ　３０ｄａｙｓｃｕｌｔｕｒｅ

１００ ０ ９８ ９８

１００ １０ ８３ ７５

１００ ２０ ６４ ４４

１００ ４０ ７ １

１００ ６０ ０ ０

２．３　根癌农杆菌侵染浓度对转化效率的影响

农杆菌浓度是短柄草转化的关键因素之一。

本实验（表３）表明，在犗犇６００为０．４～０．６之间，均

可以获得转基因植株（图２Ｅ和２Ｆ），但当农杆
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菌犗犇６００＝０．６时，转基因频率最高，是短柄草转

化的最佳浓度。而在犗犇６００为１．２时，共培养后，

由于带菌量过大，使得大量胚性愈伤组织出现褐

化现象，丧失再生能力，因此很难获得转化植株。

表３　不同农杆菌浓度下犃犅犚６的转化频率

犜犪犫犾犲３　犜狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀犳狉犲狇狌犲狀犮狔狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

侵染浓度

Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／犗犇６００

胚性愈伤组织数

Ｎｏ．ｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｕｓ

抗性愈伤组织数

Ｎｏ．ｏｆ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔｃａｌｌｕｓ

抗性绿苗数

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｇｒｅｅｎｓｈｏｏｔｓ

抗性植株数

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｐｌａｎｔｓ

Ｔ０代ＰＣＲ阳性植株数

ＰＣＲｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｎｔｓ
ｏｆＴ０ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

０．４ １００ ２３ １０ ５ ２

０．６ １００ ３１ ８ ７ ５

　　Ａ：短柄草未成熟胚；Ｂ：胚性愈伤组织；Ｃ和Ｄ：筛选过程中褐化的胚性愈伤组织；Ｅ和Ｆ：再生的转基因植株。

Ａ：ｉｍｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｏｆＢ．ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ；Ｂ：Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｕｓ；ＣａｎｄＤ：Ｂｒｏｗｎｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｕｓ；ＥａｎｄＦ：Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎ

ｉｃｐｌａｎｔｓ

图２　转化短柄草的获得过程

犉犻犵．２　犜犺犲狆狉狅犮犲狊狊狅犳狆狉狅犱狌犮犻狀犵狋狉犪狀狊犵犲狀狋犻犮犅狉犪犮犺狔狆狅犱犻狌犿犱犻狊狋犪犮犺狔狅狀

　　　　１：ＭａｒｋＤＬ２０００；２：野生型植株；３～９：转基因植株；１０：

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２质粒

１：ＭａｒｋＤＬ２０００；２：Ｗｉｌｄｔｙｐｅｐｌａｎｔ；３～９：ｔｒａｎｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ；

１０：ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２ｐｌａｓｍｉｄ

图３　犎狆狋抗性植株的犘犆犚检测

犉犻犵．３　犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犎狆狋狉犲狊犻狊狋犪狀狋狆犾犪狀狋狊

２．４　转基因植株犘犆犚检测结果

将获得的１２株具有潮霉素抗性的再生植株

分单株提取 ＤＮＡ，并进行ＰＣＲ检测。结果（图

３）发现，其中７株能特异性地扩增出８４５ｂｐ左右

的条带（图３中箭头所示），与质粒ＤＮＡ扩增出

　　Ａ：阴性对照；Ｂ：ｍＧＦＰ５表达 Ａ：Ｎａｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＧＦＰ５

图４　转化植株绿色荧光蛋白检测

犉犻犵．４　犿犌犉犘５
犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犵犲狀狋犻犮

犅狉犪犮犺狔狆狅犱犻狌犿犱犻狊狋犪犮犺狔狅狀

的条带完全相同。因此初步证明这７株 ＡＢＲ短

柄草为潮霉素磷酸转移酶基因的转化植株。

２．５　犿犌犉犘５
的荧光显微镜观察结果

ｍＧＦＰ５是野生型绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）经改

造后的一个变种。ｍＧＦＰ５消除了ＧＦＰ基因中

的隐蔽性内含子 Ｖ１６３Ａ、Ｉ１６７Ｔ、Ｓ１７５Ｇ
［１４］，可以
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避免植物细胞的错误剪接。本实验以未转化植株

作为对照（图４Ａ），将７株ＰＣＲ呈阳性短柄草Ｔ１

代的幼叶，制片后在荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ

５１）波长为３９５ｎｍ下观察，发现转基因植株沿着

叶脉两侧有绿色荧光蛋白表达（图４Ｂ），而对照

没有观察到绿色荧光蛋白表达，再次证实上述植

株确为转基因植株。

　　通过 ｍＧＦＰ５
与 Ｈｐｔ的双检测充分证实了

上述植株为转基因植株。

３　讨 论

新型模式植物短柄草的出现，克服了水稻基

因组与小麦基因组遗传距离较远缘［１５］及生活特

性差异较大的困难。但农杆菌介导短柄草的遗传

转化主要集中在对Ｂｄ２１的研究上
［１６］，而不同基

因型对遗传转化的敏感性相差巨大，转化条件和

转化频率也存在差异。因此建立高效稳定的短柄

草ＡＢＲ６遗传转化体系具有重要意义。

Ｈｉｅｉ等
［１７］在水稻和玉米遗传转化研究中认

为，培养基组分、农杆菌浓度、筛选标记、载体种类

和基因型等是限制农杆菌介导的单子叶植物转化

效率的多重因素。胚性愈伤组织的质量是农杆菌

转化成功的前提，禾谷类作物玉米、小麦和水稻的

愈伤组织除了受基因型和幼胚等多种因素制约

外，培养基是影响愈伤组织诱导的另一重要因素。

Ｈｉｅｉ等
［１８］研究还发现，培养基的种类影响了活性

细胞的分化速度，影响愈伤组织的诱导率。Ｉｓｈｉ

ｄａ等
［１８］报道，用ＬＳ和 Ｎ６培养基在玉米未成熟

胚转化过程中未得到转基因植株。Ｆｒｙ等
［１９］认

为，减少接种和共培养培养基中的盐离子浓度对

于油菜的转化是至关重要的。Ｃｈｅｎｇ等
［１４］研究

发现，盐离子浓度减少的培养基增加了农杆菌介

导的小麦和玉米转化过程中的 ＴＤＮＡ的转移。

１／１０ＭＳ培养基使ＧＵＳ瞬时表达增加了１０倍以

上，进一步证明培养基对转化效率具有重要的影

响作用。Ｖｏｇｅｌ等
［３］也用ＬＳ培养基作为转化前

的预培养基。Ｐｈｉｌｉｐｐｅ等
［１２］则认为，ＭＳ改进型

培养基 ＭＳＢ３是Ｂｄ２１转化的最佳预培养基。本

试验在不添加任何植物生长调节剂下，发现ＡＢＲ

６在 ＬＳ培养基上产生的胚性愈伤组织高达

７６．２７％，明显高于在其它培养基上的诱导率，是

转化前最佳预培养基，与Ｖｏｇｅｌ等的结果一致。

Ｈｐｔ是农杆菌转化和基因枪转化中最常用的

筛选剂。转化后的植物细胞具备了潮霉素磷酸转

移酶活性，可以承受一定潮霉素浓度，对胚性愈伤

组织转化后生长和分化影响较小，而未转化的植

株在此浓度下很快褐化死亡。潮霉素以其筛选时

间短、效果显著、假阳性低、基因差异小等优点在

玉米和小麦等作物上得到广泛的应用［２０２３］，是单

子叶植物较为理想的筛选剂。通常情况下，筛选

剂浓度应略低于植物组织全部死亡时的浓度，这

样才能高效的进行转化筛选。本试验发现，４０

ｍｇ·Ｌ
－１潮霉素是筛选的最佳浓度，转化的胚性

愈伤组织褐化率达到６０％以上，起到了较好的筛

选效果。

Ｃｈｅｎｇ等
［１３］研究发现，农杆菌侵染小麦外植

体的浓度不同，ＧＵＳ瞬时表达和转化频率也不尽

相同。农杆菌浓度过低则 ＧＵＳ表达量下降，过

高则对愈伤组织伤害较大。Ｃｈｅｎｇ等
［１５］研究证

明，在不同组织的小麦外植体遗传转化过程中，较

高浓度的农杆菌确实可以增加 ＧＵＳ瞬时表达，

但这与高频转化效率无直接联系。过高或过低农

杆菌的浓度都会降低转化频率，过低侵染的效率

较低；而过高造成共培养后带菌量过大，使得大量

胚性愈伤组织出现褐化死亡。因此，合适的农杆

菌浓度才是高效转化体系的关键所在。本试验发

现，农杆菌浓度在犗犇６００＝０．６时其转化效率最高

（可达５％），与Ｖｏｇｅｌ等
［３］的实验结果一致。

本实验以二倍体短柄草ＡＢＲ６为材料，通过

优化诱导培养基类型、筛选剂浓度、农杆菌浓度等

参数，明确了ＬＳ培养基是ＡＢＲ６胚性愈伤组织

的最佳预培养基，最佳 Ｈｐｔ筛选浓度是４０ｍｇ·

Ｌ－１，农杆菌浓度在犗犇６００＝０．６时，转化效率最

高，为５％。转基因植株通过ＰＣＲ检测和绿色荧

光蛋白检测，证实了转基因植株获得成功，成功建

立了农杆菌介导的短柄草遗传高效转化体系，这

为小麦的功能基因和小麦与病原互作的研究以及

小麦品种改良奠定了实验基础。
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