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基因枪转化籼稻的影响因素
 

许新萍　卫剑文　 胡　明　李宝健
(中山大学生物工程研究中心 , 广州 510275)

摘　要　将含有 gusA基因的质粒 p Act1-D包裹在钨粉上轰击籼稻初生愈伤组织 , 通过检测

gus A基因在籼稻细胞中的瞬间表达情况 ,对影响基因枪法转化效率的因素进行了研究 .这些因

素包括微粒加速装置参数、 微粒参数、 生物参数及其它参数 . 实验表明 , 在合适的转化条件下 ,

籼稻品种青风占 12、 穗优占的最高转化效率分别为 439, 915蓝点 /皿 .
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籼稻和粳稻是水稻的 2个主要亚种 ,其中籼稻占水稻栽培品种的 80% ,为全世界 20亿

以上的人口提供了主食 . 自 1991年基因枪法转化水稻获得成功以来 ,不少实验室对水稻的

基因枪转化系统进行了改进
[ 1]
. 但是 , 与粳稻品种相比 ,籼稻品种的转化较为困难 ,转化频

率比较低 , 培养周期过长 , 绝大多数在生产上有应用价值的优良品种难以转化成功 . 本文

以广州地区推广的优良籼稻品种为转化材料 ,对影响基因枪法转化效率 ( Y )的主要因素进

行了分析 , 为建立高效的籼稻转化系统打下基础 .

1　材料与方法

1. 1　基因枪

本研究采用的 JQ-700型高速基因枪 (中科院生物物理所研制 ) 为火药爆发气体推进

式 , 可供选用的参数: 火药弹为绿弹、 蓝弹和红弹 , 其动力负荷依次增高 ; 火药套管长 15

mm, 25 mm, 35 mm , 其相应配套的加速管分别为 52 mm , 42 mm, 32 mm; 滤网为 40目、

80目及 100目 ; 空气压力 ( p) 为 0. 10～ 0. 01 M Pa, 连续可调 ; 靶距为 6 cm或 9 cm.

1. 2　植物材料

供试籼稻 (Oryza sativa L. ssp. indica Ka to )品种为青风占 12和穗优占 , 去壳的种子

消毒后 , 接种在 MS愈伤组织培养基上 . 在暗中诱导培养 2～ 14 d后 ,分离出盾片部位诱导

生长的愈伤组织作为靶样品 .

1. 3　质　粒

质粒 pAct1-D (由吴瑞教授赠送 )含有由水稻 Act-1启动子调控的 gusA基因 . 采用碱
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裂解法提取质粒 DNA, 并用 PEG法加以纯化 .

1. 4　包裹质粒 DNA的微粒的制备

按照 Sanfo rd等 [ 2]方法对钨粉进行处理 .微粒的包裹方法作了改进: 取 25μL钨粉悬浮

液 ( 60μg /μL)用超声波清洁机超声处理 3 s,然后在不断旋涡混匀情况下依次加入 1～ 7. 5

μL 1μg /μL质粒 DNA、 25μL 2. 5 mol /L CaCl2及 10μL 0. 1 mo l /L亚精氨 , 将该混合液

超声处理 3 s, 置于冰上 10 min, 脉冲离心 ( 1 000 r /min) , 吸去 50μL上清液 , 其余溶液

混匀后即可上样 , 每次用量为 1～ 7. 5μL, 注到塑料弹端部凹坑内 .

1. 5　基因枪转化

将愈伤组织置于含 MS愈伤组织培养基的培养皿中央约 1. 5 cm直径范围内 ,按照该基

因枪说明书所述程序对靶样品进行轰击 , 每皿样品轰击 1或 2次 , 每种参数重复试验 4皿

样品 . 在部分实验中 , 转化时将愈伤组织放在含 0. 5 mol /L渗压剂 (等量的甘露醇和山梨

醇 ) 的 MS愈伤组织培养基上培养 6 h .

1. 6　 GUS检测

经基因枪转化处理的愈伤组织暗培养 48 h后 ,按照 Jef ferson等 [3 ]方法进行组织化学染

色 . 在 Olympus解剖镜下观察和统计 gus A基因瞬间表达产物与底物 X-GLuc反应产生的

蓝点 , 每个蓝点作为 1个 “表达单位” , Y由每皿的蓝点数目代表
[4 ] .

2　结果与讨论

2. 1微粒加速装置参数对 Y的影响

2. 1. 1　火药弹动力负荷、 火药套管 /加速管长度　使用蓝弹或绿弹 , 15 mm火药套管 , 52

mm加速管时 , Y较高 . 而用红弹 , 15 mm火药套管 , 52 mm加速管时 , Y几乎为零 (表

1) . 火药弹动力负荷越高 , 火药弹至塑料弹的距离 (即火药套管长度 ) 越短 , 塑料弹加速

飞行距离 (即加速管长度 ) 越长 , 塑料弹能够达到的撞击挡板的速度就越高 , 因而微粒获

得的初速度也越高 ,越能有效地穿透细胞壁、 细胞膜 ,将外源基因导入细胞内 . 但同时 ,靶

样品受到的冲击波也越强 [2 ] , 越易引起严重的细胞损伤 , 反而降低了 Y .

表 1　火药弹、 火药套管 /加速管及滤网对籼稻 Y的影响 1)

　　 Tab. 1　 Effec t of pow er lo ad, distance from pow er source to macropro jectile / macropro jectile fligh t

distance and meshes on t ransformation efficiency o f indica rice　　蓝点数· 皿 - 1

火药弹
火药套管 /

加速管 ( mm)

滤网 (目 )

0 40 80 100 40+ 40 80+ 100

红弹 15 /52 - - 0± 0 1± 2 0± 0 0± 0

蓝弹
15 /52 49± 25 157± 47 38± 16 12± 5 55± 9 0± 0

25 /42 - - 2± 3 0± 0 - -

绿弹

15 /52 110± 41 216± 58 57± 11 2± 2 - 0± 0

25 /42 - 8± 3 - - - -

35 /32 - 0± 0 - - - -

　　 1)转化条件: 品种为青风占 12; p= 0. 01 M Pa;靶距为 6 cm; d-钨 = 0. 9μm;m ( DN A)∶ m (钨粉 ) = 1. 67

× 10- 3;上样量 2. 5μL;愈伤组织诱导时间 7 d,轰击 1次 ,无渗透压处理
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2. 1. 2　滤网孔数和层数　在挡板与靶样品间放置滤网 , 能够削弱冲击波 , 降低微粒速度 ,

并帮助微粒均匀分布 [2 ] . 从表 1可见 , 不加筛网时 , 可以得到的 Y为 49± 25 (蓝弹 )及 110

± 41 (绿弹 )蓝点 /皿 . 愈伤组织间蓝点数目相差较大 , 为 0～ 45个点 , 表明微粒分散性差 .

而且 , 强大的冲击波使靶样品陷入培养基内 . 1层 40目滤网可明显提高 Y , 每皿蓝点数目

增加为 157± 47 (蓝弹 )、 216± 58 (绿弹 ) , 蓝点分布也较均匀 . 随着滤网孔数和层数增加 ,

蓝弹及绿弹的 Y均逐渐降低 . 80目及 100目的 2层滤网使 3种火药弹的 Y都变为零 . 这是

由于微粒速度降低过多 , 而且轰击后残留在滤网上的微粒增多 .

2. 1. 3　空气压力　图 1a显示 Y随着 p的增高而不断提高 , 当 p < 0. 04 M Pa时 , Y迅速提

高 , p= 0. 01 M Pa时 , Y最高 . 微粒在惯性作用下作自由飞行运动 , 最后撞击靶样品 , 空

气阻力会使微粒的撞击速度大幅度降低 , 而且 , 空气能够传导冲击波 [2 ] . 因此 , 低 p可以

显著提高 Y值 .

图 1　 p ( a)、 微粒大小 ( b)、 m ( DNA ) ∶m (钨粉 ) ( c)、 上样量 ( d)

和愈伤组织生长期 ( e) 对籼稻 Y的影响 , 转化条件参见表 1, 2说明

Fig . 1　 Effect of a tmosphe ric pressure ( a) , par ticle size ( b) , DNA quantity ( c) , micr opro jectile

v o lume ( d) , and cell ag e ( e) on t ransfo rmation efficiency of indica rice

2. 1. 4　靶距　靶距由 6 cm增加到 9 cm时 , 每皿蓝点数由 231± 55变为 204± 32, Y降低

不明显 . 这是由于较长的靶距在降低微粒撞击速度的同时 ,也减少了冲击波对细胞的伤害 .

而且本实验使用的钨粉平均直径 (d-钨 ) 较大 ( 0. 9μm) 和 p低 ( 0. 01 M Pa) , 微粒惯性较

大而空气阻力极小 , 靶距对微粒撞击速度的影响不显著 . 因此 , Y变化不大 .

2. 2　微粒参数对 Y的影响

2. 2. 1　微粒大小　微粒大小影响微粒穿透特定类型细胞的细胞壁和细胞膜的能力 [5 ] .实验

表明 , 无论选用蓝弹或绿弹 , d-钨为 0. 9μm时对籼稻初生愈伤组织的细胞的 Y明显比其余

3种钨粉高 (图 1b) . d-钨增大 , 微粒穿透时对靶细胞的损伤加大 , 而 d-钨过小 , 微粒则不易

穿入细胞内 , 都会降低 Y .

2. 2. 2　微粒的包裹方法　钨粉悬浮液储藏一定时间后 ,钨粉会发生凝聚 ,使微粒体积变大 ,

增加对靶细胞损害 , 同时由于微粒总表面积变小 , 减少了 DNA的包裹量 . 因此 , 在包裹

90 中山大学学报 (自然科学版 ) 　　　　　　　　　　　　　第 37卷



DNA之前应该使钨粉重新分散 . 在包裹了 DNA之后 ,由于 DNA大分子之间的相互作用 ,

微粒更易凝聚 , 既对靶细胞有害 , 也不利于 DNA的导入
[4 ] . 本文对常用的微粒包裹方法 [2 ]

作了改进 , 在包裹 DNA前后用超声清洁机超声处理钨粉悬浮液 , 获得较好的分散钨粉效

果 , 使 Y由原方法的 60± 36蓝点 /皿提高到 145± 52蓝点 /皿 , 而且蓝点分布较均匀 .

2. 2. 3　m ( DN A)∶m (钨粉 )　由图 1c可见 ,随着 DNA与钨粉质量比 [m ( DN A)∶m (钨

粉 ) ]由 6. 7× 10- 4增加到 1. 67× 10- 3 , Y随之提高 .当 m ( DN A)∶m (钨粉 )为 3. 3× 10- 3时 ,

Y达到最高 .此后 m ( DN A)∶m (钨粉 )再增加 , Y反而降低 .因为 m ( DN A)∶m (钨粉 )高时 ,

会引起微粒的严重凝聚 , 而这种凝聚不易被超声或旋涡处理打散
[4 ]
.

2. 2. 4　上样量　随着上样量增加 ,靶细胞接受导入微粒的机会增多 , Y逐渐提高 (图 1d) .

上样量达到 5μL时 , Y最高 , 为 244± 81蓝点 /皿 . 上样量增加至 7. 5μL , Y迅速下降到

8± 5蓝点 /皿 , 在解剖镜下观察靶样品 , 发现中央几块愈伤组织表面布满黑色微粒 . 可见 ,

微粒过多会造成中央区域的靶细胞中弹数目过多而死亡 .

2. 3　生物参数对 Y的影响

2. 3. 1　愈伤组织的生长期　靶细胞的生理状态对外源基因的导入和表达有一定的影响
[ 5]
.

图 1e表明 , 4～ 8 d龄的籼稻初生愈伤组织的 Y较高 , 尤其是 4 d龄的愈伤组织 , 每皿蓝点

数高达 389± 63 . 8 d龄以后的愈伤组织 , Y迅速下降 . 12及 14 d龄的愈伤组织转化的蓝

点数为 0± 0. 年轻的、 分裂旺盛的细胞能够承受基因枪轰击并且易于接受转化
[6 ]
. 随着愈

伤组织培养时间的延长 , 细胞的活力和分裂能力开始下降 , Y也随之降低 .

2. 3. 2　籼稻品种　对 2个优良籼稻品种青风占 12和穗优占的 Y作了比较 ,发现穗优占的

Y ( 391± 106蓝点 /皿 ) 比青风占 12 ( 187± 48) 高 . 可见在相同转化条件下 , 不同基因型

的籼稻品种 , Y有所不同 . 这与 Aragao等
[ 4]
在菜豆转化实验中得到的结果一致 .

2. 3. 3　渗透压处理　表 2证实渗透压处理对提高籼稻初生愈伤组织的 Y有利 , 尤其是轰

击 2次时 , 效果比较明显 , 由 3± 2蓝点 /皿提高到 40± 16蓝点 /皿 . 靶细胞在渗压剂作用

下会向外渗水 , 使原生质体收缩 , 当它受轰击时 , 细胞质外渗和细胞破裂的情况就可以减

轻 . 轰击 2次时 , 细胞损伤较大 , 渗透压对靶细胞的保护作用就表现得比较明显 .

表 2　渗透压处理、 轰击次数对籼稻 Y的影响
1)

Tab. 2　 Effec t of o smo ticum and the number o f bombardments on

tr ansfo rma tion efficiency of indica rice

火药弹 滤网 (目 ) 渗透处理
Y (蓝点数 /皿 )

轰击 1次　　　　　轰击 2次

蓝弹

40 无 191± 53 -

40 有 253± 57 -

80 无 30± 21 4± 3

绿弹

40 无 195± 71 3± 2

40 有 242± 84 40± 16

80 无 56± 22 7± 5

　　　　 1) 15 mm火药套管 ; 52 mm加速管 ; 其余转化条件参见表 1说明

2. 4　其它参数

2. 4. 1　轰击次数　从表 2可以看出 , 无论使用蓝弹或绿弹 , 40目或 80目滤网 , 轰击次数

的增加均使 Y降低 . 理论上 , 多次轰击可以增加靶细胞被微粒击中的机会 , 一些作者的实
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验证明重复 2～ 3次轰击可以提高 Y
[6 ]
. 但是 , 本实验中 , 由于轰击 2次造成细胞损伤增加

反而降低了 Y , 与 Reggiardo等
[ 6]的实验结果相符 .

目前 ,籼稻基因枪转化的靶样品主要为幼胚和悬浮培养细胞 [1 ] .本文尝试了以籼稻初生

愈伤组织作为基因枪转化的靶样品 ,并摸索出较为合适的转化条件 ,即选用绿弹或蓝弹 , 15

mm火药套管 , 52 mm加速管 , 1层 40目滤网 , p= 0. 01 M Pa , 靶距 6 cm , d-钨= 0. 9μm,

m ( DN A)∶m (钨粉 )= 1. 67～ 3. 33× 10
- 3

, 2. 5～ 5μL的上样量 , 4～ 8 d龄愈伤组织 , 0. 5

mol / L的渗透压处理 , 轰击 1次 . 在上述条件下转化籼稻品种青风占 12及穗优占 , 最高 Y

分别可达到 439蓝点 /皿、 915蓝点 /皿 . 因此 , 初生愈伤组织作为靶样品在籼稻转化中具有

潜在的应用价值 .
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Factors Influencing Biolistic Transformation of Indica Rice

Xu X inping 　Wei J ianwen　 Hu Ming　 Li Baoj ian

Abstract　 Prima ry calli of indica rice w ere bomba rded wi th tung sten particles coated wi th

the plasmid pAct1-D containing gusA gene. Facto rs influencing biolistic t ransfo rmation ef-

ficiency w ere studied by detecting t ransient expression o f gusA gene in indica rice cells.

The factors included par ticle accelera to r parameters, microprojecti le parameters, bio logi-

cal parameters and o ther parameters. Under appropria te t ransfo rmation condition, the

highest transforma tion ef ficiency achieved is 439 and 915 blue spots per plate for indica rice

va riety Qing feng zhan 12 and Suiyouzhan, respectiv ely.

Keywords　 indica rice, micropro jectile bombardment , primary callus, β-g lucuronidase,

t ransforma tion ef ficiency
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