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以基因枪法转化日本结缕草获得转基因植株

齐春辉　韩烈保　梁小红　曾会明　刘　君
（北京林业大学草坪研究所�省部共建森林培育与保护教育部重点实验室）

摘要：将含有 DREB1A 和 gus 基因的双基因载体质粒包裹在金粉上�以基因枪轰击日本结缕草胚性愈伤组织�以
gus 基因的瞬时表达研究日本结缕草基因枪转化参数．结果表明�在1100psi 压力下6cm 的轰击距离、每皿轰击2
次的转化效果最好�而金粉和质粒用量对转化效率影响不显著；经过筛选和再生培养�检测到 gus 基因的稳定表
达�并获得日本结缕草潮霉素抗性株系�PCR--Southern杂交证实外源 DREB1A 基因已整合到日本结缕草基因组中．
关键词：日本结缕草�基因枪转化�转基因植株�DREB1A�gus 基因�正交设计
中图分类号：S688∙4　　文献标识码：A　　文章编号：1000--1522（2006）03--0071--05
QI Chun-hui；HAN Lie-bao；LIANG Xiao-hong；ZENG Hu-i ming；LIU Jun．Transgenic Zoysia japonica
plants obtained by biolistic bombardment transformation．Journal of Beijing Forestry University （2006）
28（3）71--75［Ch�21ref．］ Key Laboratory for Silviculture and Conservation�Ministry of Education�Institute
of Turfgrass Science�Beijing Forestry University�100083�P．R．China．

Embryogenic calli induced from zoysiagrass （ Zoysia japonica Steud．） seeds were bombarded with gold
particles coated with double-gene vector plasmid containing DREB1A and gus gene．Physical bombardment
parameters were evaluated by transient expression of gus gene�and the best result was obtained by a target
distance of6cm and twice bombardments under the pressure of 1100psi�while the concentration of gold
particle and plasmid had no significant effect on the transformation efficiency．Stable gus expression was
observed in hygromycin-resistant calli�while regenerants survived hygromycin selection and showed gus-
activity．PCR-Southern blot analysis further indicated that the foreign gene DREB1A had been integrated into
the genome of recovered zoysiagrass plants．
Key words　 Zoysia japonica�biolistic bombardment transformation�transgenic plants�DREB1A�gus gene�
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　　日本结缕草（Zoysia japonica Steud．）是当今世界
上公认的优良草坪草�也是我国草资源中的瑰宝�但
绿期短的缺点已经成为限制其大量应用的瓶颈．增
强日本结缕草耐低温、耐干旱及耐盐等抗逆性�延长
绿期�对于改变我国草坪草种主要依靠进口的现状
具有重要意义．由于植物抗逆性状本身的复杂性及
其与数量性状位点连锁关系的复杂性�采用传统的
育种方法获得优良品种已经十分困难［1］；现代生物
技术则以其育种周期短、目的性强的优点吸引了草
坪草育种学家．
DREB （ dehydration responsive element binding

protein）转录因子由逆境胁迫诱导产生后�可激活其
他多个依赖 DRE顺式元件的抗逆功能基因�增强植
株对多种逆境（旱、冻和盐）的抵抗性�从而使植株性
状获得综合改良［2--4］．至今已从拟南芥（Arabidopsis
thaliana） 中克隆到 5 个 DREB 转录因子———
DREB1A、DREB1B、DREB1C、DREB2A 和 DREB2B�按
照诱导条件�将 DREB家族分为两个亚家族：DREB1
和 DREB2［5］．其中�已利用基因转化技术将 DREB1A
基因转入拟南芥［5--6］、烟草（Nicociana tabacum） ［7］、水
稻（Oryza sativa） ［3］、小麦（Triticum aestivum） ［8--9］等植
物中�并提高了转基因植物的抗逆性．
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在日本结缕草组织培养方面�目前已有胚性愈
伤组织［10］、原生质体［11］及悬浮细胞［12］再生植株．在
外源基因转化方面�日本结缕草与禾谷类作物及冷
季型草坪草相比发展较迟缓�转化的也多为选择标
记基因和报告基因．Inocuma 人［13］应用 PEG 介导转
化法�将 pat 和 hph、gus 基因转入日本结缕草原生
质体�从而获得转基因植株；Chai 等人［14］以农杆菌
介导转化法�将 hpt 和 gus基因转入结缕草种子诱导
的胚性愈伤组织中�得到再生植株�并观测到 gus 基
因的表达．最近�Toyama 等人［15］以农杆菌介导转化
法实现 bar基因转化�从而获得抗除草剂双丙氨膦
（bialaphos）的日本结缕草转基因植株．然而日本结缕
草遗传转化体系还远远不能满足要求�而且缺乏系
统研究．本研究以 gus 基因的瞬时表达优化日本结
缕草基因枪转化体系�并以该方法进行 DREB1A 基
因的转化�以期获得日本结缕草新品系．
1　材料与方法
1∙1　试验材料

日本结缕草‘Zenith’品种种子由美国 TMI 公司
（Turf Merchants�Inc）提供�‘Liaoning’、‘Qingdao’品种
种子由北京市种子公司提供．
1∙2　试验方法
1∙2∙1　愈伤组织的诱导和继代

日本结缕草成熟种子以次氯酸钠溶液（北京化
工厂�＞5％活性氯�加入1～2滴吐温20）在磁力搅
拌器上消毒1h�无菌水冲洗3～5次�4℃下浸泡3
d�以无菌滤纸吸干多余水分后接种于愈伤组织诱导
培养基 IM上（MS＋2�4--D5mg/L ＋ KT0∙1mg/L）�
黑暗状态下28℃诱导愈伤．愈伤每月继代1次�继
代时挑选白或黄色、颗粒状愈伤组织转接到继代培
养基 SM（MS＋2�4--D2mg/L）上．
1∙2∙2　质　粒

植物表达载体 pCAMBIA1301包含 DREB1A 和
gus基因�分别由 ubi 及 CaMV35S 启动子驱动�筛选
基因为 hph�由35S 启动子调控（图1）．该表达载体
由作者所在实验室构建并保存．质粒提取及纯化后�
浓度调至1μg/μL．
1∙2∙3　基因枪转化

转化条件选用金粉和质粒用量、轰击距离和轰
击次数3个因素进行试验�每个因素2个水平�选用
L4（23）正交表安排试验�每处理3个重复．表头设计
及试验结果见表1．

转化前4h�将胚性愈伤组织转移到高渗透压培
养基OM（SM培养基附加甘露醇及山梨醇各0∙2mo/l
L）中心直径2∙5cm 范围内�每皿80～100块愈伤组

图1　DREB1A 与 gus 双基因表达载体
FIGURE1　Map of double gene vector containing DREB1A and gus gene
织．用Biolistic PDS--1000/He System （Bio--Rad公司）基
因枪进行转化．载体金粉直径1μm（Bio--Rad公司）�3
mg金粉经70％乙醇消毒后�悬浮于50μL 无菌50％
甘油中�依次加入1μg/μL DNA5μL�0∙1mo/l L 亚精
氨20μL及2∙5mo/l L CaCl250μL�混匀后离心�沉淀
重悬于48或96μL 无水乙醇�均匀滴加在8片或16
片载体膜上．可裂膜压力1100psi�靶材料至载体膜距
离为6cm或9cm�每皿轰击1次或2次．
1∙2∙4　转化体筛选及植株再生

转化后16h�将轰击过的愈伤组织转至无渗透
压的 SM培养基上�过渡培养5d 后�转入筛选培养
基HM（SM培养基添加50mg/L 潮霉素）�每月挑选
生长旺盛的愈伤组织继代到相同的培养基上．2个
月后�将潮霉素抗性愈伤组织转到 RM培养基上（1/
2MS＋ KT0∙2mg/L ＋潮霉素20mg/L）�诱导体胚发
生和植株再生．约1个月后�待小植株出现�将其转
入不含潮霉素的1/2MS 培养基中壮苗．根系强壮
后�炼苗3d�然后小心洗去植株根部琼脂�移栽入砂
（0∙25～0∙5mm）与草炭土的混合基质（混合比例
9∶1）中．　　　
1∙2∙5　 gus基因表达的检测

转化后40h�观测愈伤组织中 gus 基因的瞬时
表达�在 Olympus体视显微镜下观察染色情况；2个
月后�对潮霉素抗性愈伤组织进行组织化学染色�观
测 gus基因的稳定表达；对于潮霉素抗性植株�取其
根部进行组织化学染色．染色方法参考 Jefferson 等
人［16］的方法�以未转化愈伤或植株做对照．
1∙2∙6　抗性植株的分子检测

参考闫新甫［17］以 SDS 法从日本结缕草叶片中
少量提取植物基因组 DNA�以 DREB1A 基因 PCR扩
增引物用于抗性植株 PCR 检测及 Southern 分析�引
物序列如下：
5′＞ AAAGGATCCTTACCCGGGTTCTGATCAATGAACT

72 北　京　林　业　大　学　学　报 第28卷　



CATTTTCTG＜3′�
5′＞ AAAGGTACCAATCCCGGGGTTTTAATAACTCCAT
AACGATACG＜3′．
PCR反应体系为25μL：模板 DNA1μL�两种引

物混合物2μL�dNTP2μL�10×buffer2∙5μL�Taq酶
0∙5μL�ddH2O17μL．反应程序：94℃2min 预变性�
94℃30s 变性�55℃30s 退火�72℃45s 延伸�30次
循环�72℃10min．
PCR呈阳性的植株叶片 DNA 和未转化植株

DNA�PCR产物电泳后�以毛细管原理转移到尼龙膜
（Hybond--N＋）上�用 DREB1A 基因引物扩增质粒
pCAMBIA1301DNA 回收产物（约700bp）做探针�
Roche地高辛试剂盒做 PCR--Southern杂交．
2　结果与分析
2∙1　gus基因的瞬时表达及基因枪轰击参数的优化

日本结缕草胚性愈伤组织在 SM培养基上继代
20d后�在原来的愈伤组织旁边长出大量分散的、颗
粒状胚性愈伤组织�以同一个克隆（由同一种子诱导

的愈伤组织�命名为 Line3）的愈伤组织作为基因枪
转化的靶材料�轰击40h 后观测 gus 基因的瞬间表
达�统计并计算瞬时表达率�试验结果见表1．对试
验数据做反正弦变换后进行方差分析（表2）发现：A
因素2水平间差异不显著�B 因素和 C 因素差异均
显著（P＜0∙05）．A、B 两因素多重比较结果显示�B
因素第1水平显著好于第2水平�C 因素第2水平
显著好于第1水平．即轰击距离为6cm、轰击次数为
2次的条件下�愈伤的 gus 瞬时表达率最高�效果最
好（图2）．

图2　 gus 基因的瞬时表达
FIGURE2　Instantaneous expression of gus gene

表1　试验设计及结果
TABLE1　Orthogonal experimental design and results

试验号

因素 瞬时表达率/％
A（金粉＋DNA用量）/

μg
B（轰击距离）/

cm
C（轰击次数）/

次

重复

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 累计 均值

1 250＋0．5 6 1 25∙00 21∙84 51∙35 98∙19 32∙73
2 250＋0．5 9 2 23∙08 43∙14 20∙00 86∙22 28∙74
3 500＋1 6 2 70∙83 54∙29 100∙00 225∙12 75∙04
4 500＋1 9 1 9∙52 25∙00 24∙00 58∙52 19∙51

表2　试验结果方差分析表
TABLE2　Variance analysis of experimental results

变异来源 自由度 离差平方和 均方平方和 F值 F0∙05 F0∙01
区组 2 0∙1404 0∙0702 5∙9913∙7
处理 3 0∙8352 0∙2784

金粉＋DNA用量 1 0∙1320 0∙1320 2∙7777
轰击距离 1 0∙3952 0∙3952 8∙3161∗
轰击次数 1 0∙3081 0∙3081 6∙4837∗
机误 6 0∙2851 0∙0475
总计 11 1∙2607 0∙1146

2∙2　 gus基因稳定表达及抗性植株的获得
以日本结缕草‘Zenith’品种同一克隆（Line3）的

愈伤组织作为试验材料�在优化了基因枪转化体系
的基础上�选择（250＋0∙5）μg的金粉和质粒用量、6
cm的轰击距离轰击2次�转化日本结缕草‘Zenith’、
‘Liaoning’、‘Qingdao’3个品种经4h 渗透处理的胚
性愈伤组织．16h 后将轰击过的愈伤转至无渗透压
的SM培养基上�恢复培养5d 后�转至含50mg/L
潮霉素的 HM培养基上�每月继代1次�筛选2次．
抗性愈伤组织生长旺盛�非抗性愈伤组织生长明显

受抑制�甚至褐化．随机挑选筛选2个月后的抗性愈
伤组织化学染色�观测到 gus 基因的稳定表达（图
3）．将抗性愈伤组织转移到含20mg/L 潮霉素的 RM
培养基上�抗性胚性愈伤得以分化从而得到抗性植
株�取其根部进行组织化学染色�初步证明为转化植
株（图4、5）．日本结缕草的转化情况见表3．在已检
测的14个抗性株系中�PCR检测10株为阳性�PCR--
Southern杂交结果进一步证明全部为转基因植株．品
种‘Liaoning’转化效率最高（7∙62％）�‘Zenith’次之
（5∙6％）�而品种‘Qingdao’转化效率最低（2∙08％）．

表3　日本结缕草各品种基因枪转化实验结果
TABLE3　Genetic transformation results of different
zoysiagrass varieties by biolistic bombardment

品种
靶组织

块数

抗性愈

伤数

抗性愈

伤率/％
抗性株

系数

抗性植株

获得率/％
‘Zenith’ 162 46 28∙40 9 5∙6
‘Liaoning’ 105 33 31∙43 8 7∙62
‘Qingdao’ 96 24 25∙00 2 2∙08
注：抗性愈伤率＝抗性愈伤数/靶组织块数×100％；抗性植株获得率
＝抗性株系数/靶组织块数×100％．
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图3　愈伤组织中 gus 基因的稳定表达
FIGURE3　Stable expression of gus gene in callus

图4　 gus 基因在抗性植株根中的表达
FIGURE4　Gus activity in roots of

regenerated plants

图5　抗性植株
FIGURE5　Hygromycin-resistant plants

2∙3　抗性植株的分子检测
取抗性植株的叶片提取基因组 DNA�以

DREB1A 基因 PCR 扩增引物用于抗性植株及对照
植株的 PCR 检测�图6中的5株抗性植株中�4株
PCR扩增出与 DREB1A 扩增产物相同的约700bp
的片断�而未转化植株未扩增出相应的条带．以阳性
植株及对照植株 DNA PCR 产物电泳转膜后�用
DREB1A 基因引物扩增回收产物为探针�做 Southern
杂交�PCR 阳性植株全部出现杂交信号�证明
DREB1A 基因已整合入植物基因组 DNA中（图7）．

1～5∙转化植株　6∙未转化植株　7∙质粒　8∙分子量标准 DL2000
图6　抗性植株的 PCR分析

FIGURE6　PCR analysis of hygromycin-resistant plants

1∙阳性对照　2∙未转化植株　3～12∙抗性植株
图7　抗性植株的 PCR--Southern 杂交结果

FIGURE7　PCR-Southern blot analysis of putative transgenic plants

3　结论与讨论
1）利用 DREB1A 培育的转基因拟南芥、烟草及

小麦植株�其抗逆性都比野生型显著增强［5--9］．因此�
我们选用适于单子叶植物的 ubi 启动子驱动
DREB1A�将其与由35S 启动子调控的 gus 报告基因
共同构建于迄今转化效率最高的植物遗传转化载体

pCAMBIA上�并以适合草坪草的 hph 基因作为选择
标记基因�以此双基因载体转化日本结缕草．
2）影响基因枪转化频率的因素主要来自受体细

胞的内在因素和基因枪转化参数两个方面�其中获
得大量具有潜在分裂与再生能力的胚性细胞是取得

转化成功的关键［18］．日本结缕草胚性愈伤组织在继
代培养20d 后�在原愈伤旁边出现淡黄色、分散的

颗粒状愈伤组织�这种愈伤组织具高度胚性�再生能
力强�在继代25d 左右大量生长�细胞处于旺盛分
裂期．本研究中选用此时期的胚性愈伤组织作为转
化受体�易于引发细胞“感受态”；而且在基因枪转化
参数的优化试验中�选用同一克隆的胚性愈伤组织�
保证了优化试验材料的一致性．在轰击压力一定的
情况下�基因枪转化受轰击距离、轰击次数、金粉及
DNA用量等多个因素的综合影响�提高基因枪转化
效率的另一个重要方面则是要尽量减少轰击对材料

产生的物理损伤．轰击次数太多、金粉用量太大对受
体材料产生的机械损伤及震动伤害也会增大�而质
粒 DNA用量过多容易使金粉结块�既减少了轰击范
围�又增大了细胞受伤程度；但是如果这些参数都设
置的太小�通过基因枪轰击转入受体中的外源基因
也少�导致转化效率的降低．以前的研究往往只是对
单个因素的考察�本研究运用正交设计对日本结缕
草基因枪转化系统进行了优化�结果表明1100psi
压力下6cm的轰击距离、每皿轰击2次的转化效果
最好�而金粉和质粒用量对转化效率影响不显著�与
有些报道［18--19］结果不同．渗透处理使植物细胞处于
质壁分离的状态�细胞内渗透压增加�在细胞受伤后
其内含物不易流出�利于细胞的存活�从而提高植物
转化效率［20--21］．因此�在日本结缕草转化中�对受体
材料进行轰击前和轰击后的渗透处理�采用延迟筛
选的方式�使轰击后的材料在正常继代培养基上恢
复培养5d后再进行筛选．
3）虽然‘Zenith’品种转化效率较高�但抗性小�

植株在移至无筛选压的壮苗培养基上后�很大一部
分出现植株基部褐化�而整个植株慢慢枯萎死亡的
现象�在得到的9个抗性株系中�只有4个正常生长
并移栽到土壤中．分析原因�我们认为有以下几点可
能性：①基因型的差异：品种‘Zenith’与品种
‘Liaoning’、‘Qingdao’的植株相比较�在叶片质地上
更加纤细�观赏性更高�但抗性随之有所下降�可能
在愈伤组织经过基因枪轰击后植株再生的恢复上也

体现出相对较弱的品质；②插入突变：由于外源基因
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的插入�可能导致‘Zenith’部分再生植株中某种基本
功能基因的失活�影响了植株的生存能力；③
DREB1A的超表达：会产生转基因植物比野生型生
长缓慢、结实率低等农艺性状［5--6］．这可能是因为所
用的启动子是植物组成型强启动子�在驱动
DREB1A 转基因时�非胁迫条件下�即在植物不需要
的情况下�DREB1A 蛋白控制的胁迫诱导基因仍可
以超表达�这对转基因植物来说是一个很大的消耗�
甚至使植株的代谢大于合成�从而导致植株不能维
持正常的生存需要而死亡．
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