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摘　要:以质粒 pSG516 (ipt)为目的基因 , pHQ9 (hpt和gus)为选择 标记基因进行共转化 , 以 PSD-1000-

氦气基因枪介导 , 将 ipt 、hpt 和gus基因转化到籼型不育系中 A 的核 DNA 中 , 得到了 98 个潮霉素抗性再生植株

系。经过 GUS 基因组织化学染色检测 、 PCR检测以及 Southern blot杂交分析 , 证实了叶片衰老抑制基因 PSAG12-ipt

已经整合到水稻基因组中。
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　　在水稻育种生产中存在着杂交稻籽粒充实度

不高 、结实率不稳的现象 , 这主要是由于叶片早衰

引起 。解决这个问题的常规方法通常是利用喷施外

源激素来改善叶片的早衰性 , 但往往会受到生产成

本和基因资源的制约 。于是通过基因工程来解决水

稻早衰问题就成了当前工作的重点 。水稻的抗衰老

遗传工程始于编码细胞分裂素合成酶 (异戊烯基转

移酶 IPT)的 ipt 基因的分离
[ 1]
, 之后 Gan and

Amasino
[ 2]
将高度衰老特异性启动子PSAG12与 ipt编码

序列融合设计了自我调控衰老抑制系统 PSAG12-ipt 。

利用此系统不少研究者转化了农作物 、 花卉 、 水

果 、蔬菜及某些物种
[ 3-6]

, 一定程度上延缓了叶片

的衰老 , 提高了作物产量 , 延长了花卉的保鲜期 、

蔬菜和水果的贮藏期等。

籼型不育系中 A 是华南植物研究所遗传室培

育出的新品种 , 具有外观品质优 、 高抗稻瘟病 、 中

抗白枯叶病 、分蘖力强 、 配合力高等优点 , 本文通

过基因枪将 ipt基因转入中A , 旨在通过它与其他

恢复系配组 , 筛选得到具有抗早衰功能的组合 , 从

而解决杂交稻结实率不稳 、籽粒充实度低的问题 。

1　材料与方法

1.1　植物材料

供试水稻 Oryza sativa L.品种 —中A是华南地

区的优质籼型不育系 , 由中国科学院华南植物研究

所提供 。挑取成熟种子盾片长出的胚性愈伤组织

(2 ～ 3mm , 继代不多于 3次), 用于基因枪的转化。

1.2　质　粒

质粒 pHQ9 , pSG516 由中国科学院华南植物研

究所遗传室提供。

1.3　植株再生

在选择条件下经过一系列选择后 , 挑选发育良

好具胚性结构的抗性愈伤组织用于植株再生。为了

提高抗性愈伤组织的分化率 , 可先将它们作干燥处

理 , 即置于灭菌的干滤纸上黑暗处理 24 ～ 48 h , 然

后再转入分化培养基 , 在光照条件下进行分化培

养 。

1.4　GUS 基因组织化学的生物鉴定

将T0代转化植株的叶片 、根等器官浸泡于 X

-Gluc染色液 37 ℃温育过夜 , 进行GUS 组织化学

染色
[ 7]
。

1.5　PCR检测和Southern blot分析

参考 Murry 和 Thompson
[ 8]
方法从水稻叶片提取

基因组 DNA 。检测筛选标记基因 hpt 所用的扩增引

物为5′-TCTGCGGGCGATTTGTGTAC-3′

和 5′-TATGCGCGATTGCTGATCC-3′,

扩增片段长度为 484 bp , 包含 hpt 基因的部分编码

序列;检测目的基因 ipt所用的引物为

5′_CCAACGGCGGGCTTATTCTT_3′

及 5′_ATTCCGAACGGATGACCTTC_3′,

扩增片段长度为 450 bp , 包含 ipt 基因的部分编码

序列 。按 PCR试剂盒 (华美生物工程公司)说明
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书进行 PCR扩增反应。参照 Sambrook等
[ 9]
方法进

行Southern blot分析 , 以 0.7 kb ipt基因编码区片段

作为探针 , 采用随机引物法进行标记。

2　结果与分析

2.1　潮霉素抗性植株的获得

将成熟种子诱导得到的愈伤组织继代培养 1 ～

3次后 , 挑选直径 2 ～ 3 mm的颗粒状胚性愈伤组织

作为轰击受体材料 , 以 hpt基因作为筛选基因与 ipt

基因 、 gus基因进行共转化。在 30 mg L 潮霉素培

养基上 , 转化和非转化愈伤组织均有增殖没有明显

差异 , 当转到 50 mg L 潮霉素培养基上培养 2 ～ 3周

后 , 转化组会出现少部分生长旺盛 、结构紧密的抗

性愈伤组织 (图 1:a), 而对照组的生长则明显受

到抑制。将抗性愈伤组织转到含 50 mg L潮霉素的

分化培养基上 , 部分抗性愈伤组织会继续增殖并分

化出绿苗 (图 1:b)。将绿苗转至 1 2MS 培养基 2

～ 3周后长出发达的根系 , 此时植株可移栽入土 。

图 1　籼稻不育系中 A的转化和再生

Fig.1　Transformation and regeneration of Zhong A

a:在继代筛选培养基上筛选抗性愈伤组织;

b:抗性愈伤组织在分化筛选培养基上分化成苗

经过潮霉素从继代到分化的筛选之后 , 得到

一批转化再生植株。由表 1可见 , 继代 1 ～ 2 次的

愈伤组织 , 抗性愈伤组织形成率由 33.9%升高为

47.3%, 相应抗性植株系获得率也呈上升趋势;然

而当继代次数继续增加时 , 抗性愈伤组织形成率与

抗性植株系获得率均有所下降 。

表 1　基因枪法转化中 A愈伤组织的实验结果
1)

Tab.1　The results of transformation of calli in

Zhong A by particle bombardment

继代

次数

靶愈伤

组织数

抗性愈伤

组织数

抗性愈

伤率 %

抗性植

株系数

抗性植株系

获得率 %

1 62 21 33.9 14 22.6

2 74 35 47.3 21 28.2

3 56 18 32.1 11 19.6

1)抗性植株系指由同一块抗性愈伤组织再生的抗性植株;

抗性植株系获得率=抗性植株系数 靶愈伤组织数×100%

2.2　潮霉素抗性植株的分子检测

首先对潮霉素抗性植株进行 Gus基因组织化学

染色检测 , 将待测植株叶片用梯度酒精脱色后 , 装

入 1.5 mL的 Eppendorf管 , 加入适量的GUS 染色液

(X_Gluc 45 mg , Chloramphenicol 5 mg , 0.1 mol L

NaH2PO4 25 mL , Triton_100 0.5 mL , φ =10%

Methanol 10 mL;加水至50 mL), 于 37.0 ℃保温过

夜.从图中可以看出转入 Gus基因的植株叶片呈蓝

色 (图 2)。

图 2　中 A抗性植株叶片与对照的 GUS 染色分析

Fig.2　GUS analysis of leaves from resistant

plants and controls of Zhong A

a:抗性植株叶片;b:对照

将 46个抗性愈伤系分化出的再生植株分别提

取基因组 DNA , 然后对其中的 98 株植株进行 hpt

和 ipt基因的 PCR分析 , 扩增产物经电泳检测 , 其

中 98株有 hpt基因阳性扩增带 , 46株有 ipt基因阳

性扩增带 (部分结果见图 3:a , b), 中 A 的共转

化频率 , 为 46.9%。

上述46株经 PCR检测有 ipt 基因阳性扩增带

的植株叶片提取 DNA , 用限制性内切酶 Hind Ⅲ酶

切过夜后 , 进行 Southern 杂交 。结果显示 , 46 株

PCR阳性转基因植株均为 Southern杂交阳性 , 且多

数植株为多拷贝。说明在基因枪介导的转化中 , ipt

基因一般是多拷贝地整合进水稻的基因组中 , 拷贝

数至少 2个以上 (部分结果见图 3:c)。
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2.3　转化植株(R0)农艺性状的表现

对当代转化植株的一些重要农艺性状进行考

种 , 结果见表 2 , 转化植株的千粒质量明显高于对

照;转基因株系中 1 、中 3的单株有效穗数明显高

于对照 , 而中2与对照无明显差异;转基因植株的

株高比对照有所降低 , 其中株系中 1的株高明显低

于对照;转基因植株的分蘖数 、 穗长 、单株总粒数

与对照无明显差异 。

图 3　中 A转基因植株的 PCR鉴定和 Southern分子检测

Fig.3　PCR and Southern blot analy sis of transgenic plants of Zhong A

a:转基因植株 hpt基因的PCR分析

1:200 bp DNA ladder;2:阳性对照 (hpt);3:阴性对照 (未转化植株);4-8:转基因植株

b:转基因植株 ipt 基因的 PCR分析

1:200 bp DNA ladder;2:阳性对照 (ipt);3:阴性对照 (未转化植株);4-8:转基因植株

c:转基因植株 ipt 基因的 Southern blot分析

1:Hind Ⅲ酶切的 pSG516;2-6:Hind Ⅲ酶切的转化植株基因组 DNA;7:Hind Ⅲ酶切的未转化植株基因组 DNA

表 2　转基因植株 (R0)的一些重要农艺性状
1)

Tab.2　Partial important agronomic traits of transgenic plants(R0)

株系 株高 cm 分蘖数 穗长 cm 单株有效穗数 单株总粒数 千粒质量 g

中 1 60.80±3.23b 20.33±2.08a 17.73±1.96a 18.69±1.28a 2036±23.14a 23.46±0.85a

中 2 64.32±1.49ab 22.67±1.53a 18.67±2.08a 17.67±1.01ab 2029±26.47a 23.78±1.22a

中 3 64.29±2.30ab 19.92±0.72a 17.50±2.18a 18.79±1.09a 2047±25.36a 23.76±1.01a

对照 68.83±1.43a 18.36±3.01a 17.83±2.52a 15.48±1.35b 2031±14.93a 20.37±1.19b

　　1) a、 b 表示多重比较中α=0.05 的差异显著。

3　讨　论

在水稻的遗传转化研究中 , 粳稻的遗传转化已

取得了很大的成功 , 并进入了实质性的遗传性状改

良阶段
[ 10]
。然而籼稻转化成功的例子还较少

[ 3]
,

这主要是因为籼稻的基因型变化大 , 较复杂 , 难以

建立一套高效的再生和转化系统 , 而且在遗传转化

中受体材料要经历一个较长时间的筛选继代过程 。

在此过程中 , 籼稻的愈伤组织容易褐化而失去生活

力。本研究比较了继代次数不同的愈伤组织的转化

效率 , 发现经短期继代培养形成的愈伤组织作为靶

材料 , 可以获得较高的转化效率 , 并且从接种到获

得转化植株仅需 3个月左右 。

最初的遗传转化多数为单质粒载体的转化 , 即

目的基因与选择标记基因在同一载体质粒上 。目前

越来越多的学者将目的基因与选择标记基因构建于

2个或更多质粒载体上进行共转化 。共转化的优点

在于后代分离中能将无生产价值的标记基因分离出

去 , 因为当需要转入新的外源基因时必须使用另外

的标记基因 , 尽管当前使用的标记基因可以满足多

重转化 , 但更需要的是导入优良性状基因 , 而不是

标记基因;另外各种标记基因的安全性也值得考

虑
[ 11]
。本研究运用基因枪法将 2个质粒载体上的 3

个不同基因(gus 、hpt 、ipt)转入籼稻不育系中 A ,

获得了较高的共转化频率 , 46.9%。不仅省略了将

标记基因和目的基因构建在同一载体上的步骤 , 简

化了将目的基因导入水稻的途径;而且符合基因工

程育种中提高转基因植株生物安全性的要求 , 在后

代中可以筛选得到仅含目的基因 ipt 的株系。

水稻籽粒2 3以上的干物质是开花后通过光合
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作用形成的 , 由于水稻叶片衰老导致光合作用下

降 , 因此水稻在生育期内叶片衰老快慢会直接影响

其产量
[ 12]
。本研究对转 PSAG12-ipt基因植株的一些农

艺性状进行了考种 , 结果表明叶片衰老抑制基因

PSAG12-ipt转入水稻确实延缓了叶片衰老 , 增长了叶

片利用光能的时间 , 使之积累了大量的光合产物 ,

表现在农艺性状上是明显提高了单株有效穗数 、 千

粒重;同时还发现转基因植株的株高较对照有所降

低 , 这可能是细胞分裂素含量的增加导致植株形态

发生变化 , 表现为株高变矮;也可能是外源基因的

导入方式 (尤其是基因枪)对受体材料造成一定程

度的伤害 , 进而影响了后期的生长发育 , 因为在很

多不同目的基因的转化中 , 转化植株的株高都有不

同程度的降低。
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Studies of the Leaf_specific Senescence_inhibitor Gene(PSAG12-ipt)

Introduced into Zhong A(Cytoplasmic Male Sterile Indica)
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Abstract:pSG516 (ipt)and pHQ9 (hpt and gus)were co_transferred into Zhong A(cytoplasmic male sterile indica)

genomic DNA by the particle bombardment of Biolistic PSD_1000 He Particle Delivery System (BIO_RAD)with the

plasmid DNA mixed to Gold Particle.Ninety_eight independent lines were obtained by selecting for hygromycin

resistance.Results of GUS , PCR and Southern blot demonstrated that the leaf_specific senescence_inhibitor gene

(PSAG12-ipt)has been integrated into rice genome.
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sterile indica)
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