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近年来，植物基因工程技术取得了重要进展，
在农作物品种改良和育种方面发挥着越来越重要的
作用。目前植物遗传转化所采用的受体系统，大都
依赖于细胞组织培养技术才能获得转基因
植株，周期长并存在一定的局限性。因而，一些非
组培的转化方法近年来迅速发展起来［ 1］，萌动种胚
法就是其中一种。刚刚萌动的种胚是最理想的感
受态之一［ 2～3］，如果在种子吸胀过程中，辅以划胚
处理，从而使细菌有更多的机会进入萌发胚，使
整个胚萌动与发育这个细胞生长分化极其活跃的
过程（2～3 d）均在菌液中进行，萌发胚的生长点将
极易被转化［ 4］。萌动种胚法主要利用种子萌动时
细胞分裂加快、生活力旺盛、具最佳感受态的特
点，一方面靠吸胀作用吸入外源 DNA，另一方面
辅助划胚露出生长点，在AS（乙酰丁香酮）作用下，

通过活体农杆菌对伤口的侵袭作用，从而形成转
化分生组织及新的生长点，分化出转化苗。AS是
一种酚类化合物，可诱发农杆菌内 Ti 或 Ri 质粒
DNA上 Vir区基因的活化和高效表达，现已被广
泛应用于农杆菌介导的遗传转化中［ 5］。孙毅等发
明了农杆菌介导植物萌发种子基因转化方法，已
申报中国、美国、加拿大和欧洲发明专利［ 6］。梁
雪莲对玉米的试验证实，此种转化方法既省去繁
琐漫长的组培过程，又可获得高于基因枪 10倍以
上的转化率［ 7］。该方法在玉米上已试验成功，棉
花上还没有相关报道。鉴于目前棉花转化困难的
最主要原因是难以组培和基因型依赖性强，我们
拟利用非组培途径萌动种胚法转化棉花，采用棉
花和玉米作为试验材料，试图取得在棉花遗传转
化上的突破。
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摘要：采用农杆菌介导植物萌发种子基因转化方法，在棉花和玉米上转化外源目的基因，进行非组培转化
法的探索。结果表明，针刺对棉花和玉米种子的萌发没有影响，但对 2种作物的出苗率有明显抑制作用。转化过
程中，棉花的共培养时间不宜超过 24 h，玉米不宜超过 48 h。经大田筛选及 PCR检测，棉花未获得转化植株，
玉米获得转化植株共 7株，转化率达 0.14%，其中加入 AS（乙酰丁香酮）的处理获得 6株，不加 AS处理获得 1
株。
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Exploration of the Non-tissue Culture Methods By Agrobacterium-mediated in
Cotton and Corn

LIU Xin-xing，LUO Jun-jie，CHEN Yu-liang，CHEN Zi-xuan，PEI Huai-di，LI Zhong-wang
（Institute of Biotechnology，Gansu Academy of Agriculture Sciences，Lanzhou Gansu 730070，China）

Abstract：We use a new genetic transformation method by agrobacterium-mediated in germinating embryo of cotton and corn
intentioned with Sunyi，to explorated and researched of non-tissue culture transformation. The results shows that the acupuncture has
no effect on cotton and corn seed germination，but the germination rate was significantly inhibited in two crops. In transformation
process，the co-cultivation time in cotton should not exceed a total of 24 hours，corn should not exceed 48 hours；After field
screening and PCR testing，the cotton have not got transformed plants，the corn obtained seven and the conversion rate was 1.4%，in
which have six under added AS（acetosyringone）treatment，have one without AS treatment.

Key words：Non-tissue culture；Agrobacterium-mediation；Conversion rate；Cotton；Corn

农杆菌介导棉花和玉米非组培转化方法探索
刘新星，罗俊杰，陈玉梁，陈子萱，裴怀弟，李忠旺
（甘肃省农业科学院生物技术研究所，甘肃 兰州 730070）
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1 材料与方法
1.1 供试材料及预处理

1.1.1 供试材料 指示棉花品种为陇绿棉 3 号，
玉米品种为陇单 023，均由甘肃省农业科学院作物
研究所提供。根癌农杆菌为 LBA4404，所用的植
物表达载体为 PBI121。
1.1.2 材料预处理 精选经硫酸脱绒后的棉花种
子，先用 70%乙醇涮洗 30 s，再用 30%过氧化氢浸
泡 3 h，后用无菌水冲洗 5～8遍，在无菌水中浸泡
12～16 h催芽至种子露白，于超净工作台中剥去种
皮。用无菌针灸用针在种子胚芽生长点刺 2～3下，
备用。挑选籽粒饱满的玉米种子，先用 70%乙醇浸
泡 3 min，再用 1 g/kg升汞消毒 10 min，后用无菌水
冲洗 3～5次，在无菌水中浸泡 5～6 h，于超净台里
用无菌针灸用针在胚芽刺 2～3下，备用。
1.1.3 菌液准备 将储存在 -70℃冰箱的原始菌
液，在含有相应抗生素的 YEB平板上进行画线培
养，28℃黑暗培养 2 d。挑取平板上的单菌落加入
含有相应抗生素的 5 mL YEB 液体培养基中，在
220 r/min，28℃的恒温摇床上振荡培养至对数生
长期。将菌体按 1∶50的比例进行二次活化，活
化好的菌液离心后用 MSB液体重悬菌体，作为共
培养液备用。棉花选用卡那霉素为抗性筛选基因
的菌液进行介导，玉米选用 Basta除草剂为抗性筛
选基因的菌液进行介导。
1.2 PCR分子检测
采集抗性植株和未转化植株的新鲜叶片，棉花

采用本实验室改良的方法提取基因组 DNA［8］，玉米
使用试剂盒提取基因组 DNA，进行 PCR鉴定。
1.3 实验设计

1.3.1 针刺与菌液共培养对种子萌发和出苗的影
响 取未预处理和经过预处理的棉花种子和玉米
种子各 100粒，每处理分别置于有菌液的培养皿
中黑暗培养，第 3天统计发芽数。后将发芽的种
子播种于含有蛭石的营养钵中，14 d后统计出苗
数。
1.3.2 共培养时间对种子萌发的影响 选取经过
预处理的棉花和玉米种子各 150粒，每处理 50粒
种子，分别放入相应制备好的共培养液中进行培
养，在摇床 110 r/min下共培养 24、36、48 h。然
后用无菌水反复冲洗残留菌液，置于铺有无菌滤
纸的培养皿内进行催芽，统计分析共培养时间对
种子萌发的影响。
1.3.3 AS（乙酰丁香酮）对转化率的影响 共设 2
个处理，处理 1 在配制好的菌液中加入 200
滋mol/L AS，处理 2不加 AS，2次重复。将经过预

处理的玉米、棉花种子各 1 000粒按实验设计放置
于相应菌液中，在摇床 110 r/min下玉米培养 48 h、
棉花培养 24 h，然后用无菌水反复冲洗残留菌液，
置于铺有无菌滤纸的培养皿内进行催芽，待芽长
1～2 cm时播种于温室营养钵内，钵内为浇有营养
液的蛭石。在温室内生长至 3～5片叶时进行抗生
素涂抹。棉花用 3 000 mg/L的卡那霉素筛选，玉
米用 0.2% Basta除草剂进行筛选。统计加入 AS对
棉花和玉米转化率的影响。
1.3.4 棉花鉴定抗性植株的筛选时期 将经过预
处理的棉花种子在制备好的共培养液中进行培养，
在摇床 110 r/min 下培养 24 h，卡那霉素设 0、
100、200、300、400、500 mg/L 6个浓度处理，按
设计在 MS培养基中分别加入相应浓度的卡那霉
素，每处理接种 50粒棉花种子于黑暗培养，2次
重复，7 d后统计发芽率。
2 结果与分析
2.1 针刺与菌液共培养对种子萌发和出苗的影响

针刺对种子的胚有伤害作用，因而影响到种子
的萌发和出苗率，不同作物种子受针刺后表现也不
同。从表 1可以看出，针刺与菌液共培养对 2种作
物种子的萌发影响不大，对 2种作物的出苗率有明
显抑制作用。其中玉米的出苗率为 23%，棉花出苗
率略低，为 17%，均较正常种子菌液培养降低 72
百分点。观察发现，针刺与菌液共培养对棉花幼苗
的后期生长有明显的影响，表现为幼苗子叶发黄发
枯，新叶生长缓慢，植株生长停滞或逐渐死亡，能
够正常生长至 3～5片叶的幼苗仅占 6%。

2.2 共培养时间对种子萌发的影响

观察表明，棉花种子与菌液共培养时间不宜超
过 24 h，共培养时间为 48、60 h处理的种子全部返
菌霉变，不能萌发。玉米种子与菌液共培养时间不
宜超过 48 h，共培养时间为 60 h时，种子感菌不易
控制，导致种子霉烂死亡。过长时间与菌液共培养
会使种子腐烂发霉而不能萌发出苗，这是因为液体
中菌体太多，需氧量增大，种子萌发所需的关键要
素氧气供应不足。
2.3 AS（乙酰丁香酮）对转化率的影响
实验结果（表2）表明，在菌液中加入 200 滋mol/L

AS，可以显著提高转化率，得到更多的抗性植株。
棉花中加 AS处理下获得 5株抗性植株，不加 AS

处理
种子数（粒） 发芽数（个） 出苗率（%）
棉花 玉米 棉花 玉米 棉花 玉米

正常种子+菌液 100 100 89 97 89 95
针刺种子+菌液 100 100 87 92 17 23

表 1 针刺与菌液共培养对种子发芽数和出苗数的影响
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处理下未获得抗性植株。玉米中加入 AS的处理比
不加 AS处理获得的抗性植株数提高 3倍。

2.4 棉花鉴定抗性植株的筛选时期

从表 3看出，加入不同浓度卡那霉素，棉花
种子的发芽率与对照相比无明显差异，均能正常
萌发出苗。这与王成杰在小麦非组培转化中的结
果一致［ 9］，说明棉花种子与小麦种子一样，在含
有抗性筛选素的平板上萌发差异不明显，达不到
筛选目的。因此，棉花只能在萌发后苗期及其它
生育期进行抗性植株筛选。

2.5 转化植株检测

共转化棉花萌动胚 3 000 个，获得抗性植株
17株，经 PCR检测未得到阳性植株。共转化玉米
萌动胚 5 000个，获得抗性植株 30株，根据 PCR
检测结果（图1）获得 7株阳性植株，其中添加 200
滋mol/L AS处理下获得 6株，未添加 AS处理下获
得 1株，转化率共计 0.14%。

3 小结与讨论
1）实验结果表明，针刺对棉花和玉米种子的萌发
基本没有影响，但对 2种作物的出苗率有明显抑
制作用。转化过程中，与菌液共培养的时间因作
物品种而异，棉花共培养时间不宜超过 24 h，玉

米则不宜超过 48 h，时间太短使转化效率降低，
过长种子易腐烂，移栽后很难成活。经大田筛选
及 PCR检测，棉花未获得转化植株，玉米获得转
化植株共 7株，转化率达 0.14%，其中加入AS（乙
酰丁香酮）的处理下获得 6株，不加 AS处理下获
得 1株。此方法操作性强，大大优于愈伤转化，
不依赖组培技术，结果稳定，很值得推广。
2）作物种子吸水后，胚内的酶活动加强，呼吸作
用骤然上升，糖类、蛋白质以及核酸的合成和转
变也迅速地进行。这时的萌动种胚对外界因子的
反应十分敏感，胚性细胞开始处于分裂状态，子
叶对胚芽的包裹不再严密。此时利用高活力的农
杆菌感染处理萌动种胚并进而与之共培养，有利
于对种胚生长点的转化，因为宿主细胞 DNA的合
成和分裂是农杆菌成功转化的一个重要因素。此
外萌动种胚的微伤处理不仅利于细菌附着和进入
宿主细胞，而且 AS可诱导 Ti质粒 VIR区基因活
化［ 10］。
3）应用农杆菌转化萌动种胚时，划胚技术和工具
是关键，需要一定的熟练程度，这样才不至于严
重影响划胚种子的萌发和出苗［ 11］。针刺的深度对
转化也有很大影响，过深会使胚丧失活性，而过
浅则减少农杆菌感染的机会。不同的种子形状、
胚的不同位置、种皮厚薄都影响划胚操作，这些
因素的优化还有待进一步试验。
4）虽然这种转化方法具有省时、省工和效率较高
等优点，但也存在一些问题。这种方法的转化植
株可能是嵌合体，会不会稳定的进行遗传，需要
进一步研究。同时这种方法的转化效率相对较低，
本研究中棉花没有获得转化植株也表明该方法可
能不适用于部分植物，需要继续研究影响转化的
因素，提高转化效率［ 12］。总之，高的转化率得益
于农杆菌生物转化、AS的诱导及萌动种胚感受态
三者综合作用的结果。
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处理

棉花 玉米

种子数
（粒）

抗性
植株数
（株）

转化率
（%）

种子数
（粒）

抗性
植株数
（株）

转化率
（%）

200 umol/L AS 1 000 5 0.5 1 000 9 0.9
不加 AS 1 000 0 0 1 000 3 0.3

卡那霉素浓度
（mg/L）

发芽率
（%）

0 91
100 92
200 90
300 94
400 91
500 92

表2 添加AS（乙酰丁香酮）处理的种子转化率

表 3 不同浓度卡那霉素培养上棉花种子的发芽率

M为Marker 2000；+为阳性对照；-为阴性对照；1，2，3，5，

8，9，13和15为未转化玉米植株；4，6，7，10，11，12和14

为转基因玉米植株。

图 1 转基因玉米植株 PCR检测

M + - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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摘要：研究了 41豫草甘膦异丙胺盐水剂对 5个玉米品种种子萌发的影响。结果表明， 0.5、0.9 mL/L两个浓度
41%草甘膦异丙胺盐水剂对玉米种子萌发均有抑制作用。供试玉米品种种子虽然对低浓度的草甘膦具有一定的耐性，
但发芽率和发芽势均不同程度的降低。中单 18对草甘膦的耐受性较差。
关键词：玉米种子；41豫草甘膦异丙胺盐水剂；发芽率；发芽势
中图分类号：S513 文献标识码：A 文章编号：1001-1463（2014）11-0014-03
doi：10.3969/j.issn.1001-1463.2014.11.005

草甘膦对不同玉米品种种子萌发特性的影响

除草剂是利用杂草和作物对除草剂的敏感性
不同，在一定剂量下有选择性地杀死杂草［ 1］。不
同作物对除草剂的敏感性不同，同种作物不同品
种在不同条件下对同种除草剂的敏感性也存在差
异［ 2］。在实际生产中，除草剂的选择、使用剂量
的不当及环境因素均会对作物造成不同程度的药
害，会对当季或下茬敏感作物生长造成影响［ 3～4］。
41％草甘膦异丙胺盐水剂是非选择性内吸传导型
有机磷除草剂，除草性能优异，极易被植物叶片
吸收并传导至植物全身，对一年生及多年生杂草
都有很高的活性。我国是全球第二大玉米生产国，
玉米产量占世界 20％［ 5］，近年来，随着玉米面积
扩大，使用化学除草面积也逐年加大。为明确
41％草甘膦异丙胺盐水剂对玉米种子的安全性，
我们研究了草甘膦胁迫下玉米种子的萌发特性。
1 材料与方法
1.1 材料

供试的玉米品种 5个，分别为沈单 16号、丰
玉 4号、中单 9号、中单 18、浚单 20，均由甘肃
省农业科学院土壤肥料与节水农业研究所提供。除

草剂为 41％草甘膦异丙胺盐水剂（以下简称草甘
膦），由山东胜邦绿野化学有限公司生产并提供。
1.2 试验方法
试验在甘肃省农业科学院土壤肥料与节水农

业研究所实验室进行。设玉米品种为 A处理， A1

为沈单 16号，A2为丰玉 4号，A3为中单 9号，A4

为中单 18，A5为浚单 20；药液草甘膦浓度为 B处
理，B0 为常温蒸馏水（CK），B1 为草甘膦浓度 0.5
mL/L，B2为草甘膦浓度 0.9 mL/L。挑选大小均一、
健康饱满的玉米种子，浸于 0.5、0.9 mL/L的草甘
膦药液中，以常温蒸馏水浸种为对照，浸种液与
种子的比例均为 5∶1，浸种时间均为 24 h。试验
随机区组设计，3次重复，每重复 20粒种子。经
浸种的种子用清水冲洗 3～5次后，放入铺设滤纸
的培养皿中进行标准发芽试验，及时添加水分和
药剂，保持滤纸湿润。每天定时观察，按照国际
种子协会（ISTA）规定的发芽标准，观察发芽时间，
并记录发芽数，分别于第 4天、第 6天和第 10天
统计发芽势和发芽率，计算发芽指数。利用 Excel
软件对试验数据进行处理。

李伟绮，赵建华，孙建好
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