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因型要选择最佳的处理组合。

植物激素种类和基因型对马铃薯外植体植株的再生有一

定的影响，从试验结果可以看出：不同基因型外植体的平均分

化率差距很大，变化范围为１６．８９％ ～２８．２２％，这说明在选
择转化受体时应该考虑高再生率的基因型。同一基因型的外

植体在不同的激素作用下分化率也有差别，配方为 ＭＳ＋
１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１ｍｇ／ＬＺＴ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ的培养基分化诱
导率较高，而配方为ＭＳ＋１．７５ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ的培养
基分化诱导率较低。

本试验建立了一套较完整的关于青海省主栽马铃薯品种

的组培快繁体系，以期有助于这些品种的大规模推广种植。
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明：用５０００ｍｇ／Ｌ草甘膦叶片喷雾和用７０ｍｇ／Ｌ草甘膦叶片离体培养可快速准确地鉴定是否转入除草剂基因。
　　关键词：转基因玉米；抗除草剂；草甘膦；鉴定方法
　　中图分类号：Ｓ５１３．０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０４－００５４－０３

收稿日期：２０１３－０８－１５
基金项目：吉林省财政厅育种项目。

作者简介：王　莹 （１９８２—），女，吉林长春人，硕士，讲师，从事生物
技术方向研究。Ｔｅｌ：（０４３１）８４６０２４６１；Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｒａｍｍｙ１９８１＠
１６３．ｃｏｍ。
通信作者：袁　英，硕士，研究员，从事作物遗传转化研究。Ｔｅｌ：
（０４３１）８７０６３０９８；Ｅ－ｍａｉｌ：３２８５４０８５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　随着转基因作物商业化生产的发展，转基因作物种植面
积从１９９６年的１７０万ｈｍ２增加到２０１２年的１．７亿ｈｍ２，增长
了９９倍，这是前所未有的突破，其中抗除草剂作物种植面积
最大［１］。在植物转基因研究过程中，通常采用选择性标记基

因提高筛选效率，而除草剂基因是较常用的筛选标记基因，而

５－烯醇丙酮莽草酸－３－磷酸合酶（ＥＰＳＰＳ）基因最常用。目
前，国际上种植面积最大的抗除草剂转基因玉米是转 ＥＰＳＰＳ
基因抗农达除草剂玉米［２］。近几年，国内对抗除草剂转基因

玉米和抗除草剂筛选方法的研究也取得了很大的成功［３－１１］。

在转基因研究和安全评价等过程中对转基因植株的鉴定是必

不可少的环节［１２］，传统上初步鉴定转基因的方法是利用聚合

酶链反应（ＰＣＲ）鉴定目的基因ＤＮＡ片段是否存在；但是ＰＣＲ

方法步骤繁琐，做大量鉴定运用时有一定的局限性。利用筛

选标记基因的农艺性状，建立快速有效的非生物鉴定方法非

常必要。本研究以抗除草剂转基因玉米为研究材料，通过叶

片喷雾、叶片离体培养方法建立抗除草剂转基因玉米快速的

鉴定方法，并探索出可以有效区分转化和非转化植株的筛选

剂浓度。本研究建立的２种检测方法既可用于转基因植株当
代的检测筛选，又可用于转基因后代植株的大规模检测，大大

减少了转基因后代培养和进一步鉴定的工作量。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　本研究所用的植株材料列于表１。
１．１．２　试剂　４１％ 草甘膦异丙胺盐水剂，由美国孟山都公
司生产；６－苄氨基嘌呤 （６－ＢＡ），购于 Ｓｉｇｍａ公司；国产琼
脂，由上海鼎国生物技术有限公司提供；ＥＰＳＰＳ试纸条购于美
国恩沃劳格公司。

１．１．３　筛选培养基（液）的制备　叶片喷雾液：５０ｍＬ灭菌水
中加入１滴吐温２０，再加入不同浓度的除草剂。离体培养筛
选培养基：０．７％琼脂、１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，煮沸使琼脂溶解，冷却
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表１　植物材料及来源

材料名称 来源 筛选标记基因 目的基因性状

吉８５３ＥＰＳ 转基因获得 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ 抗除草剂草甘膦

ＭＯ１７ＥＰＳ 转基因获得 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ 抗除草剂草甘膦

吉８５３ＣＫ 转基因受体品种 无 无

ＭＯ１７ＣＫ 转基因受体品种 无 无

至５５℃后加入不同浓度的除草剂，制成固体培养平板。
１．２　方法
１．２．１　叶片喷雾法筛选转基因植株　将 ０、１０００、３０００、
５０００、７０００ｍｇ／Ｌ草甘膦溶液均匀地喷洒在４叶期转基因玉
米和对照材料的叶片表面，直到叶片滴水为止，８～１０ｄ后
观察。

１．２．２　叶片离体培养法筛选转基因植株　剪取４叶期新长出
５ｄ左右的新鲜绿色叶片（两端均留有切口），长度约为１ｃｍ，
平贴在含有０、１０、３０、５０、７０、９０ｍｇ／Ｌ草甘膦固体培养基上（完
全接触培养基），２５℃，１６ｈ光照／８ｈ培养２～１０ｄ，观察。
１．２．３　转基因植株试纸条检测　试纸条快速检测法：取稍许
长度约为１ｃｍ的叶片，放入１．５ｍＬ的离心管中，用研磨棒将
叶片研碎，加入 ０．５ｍＬ提取液，搅拌均匀，将试纸条按规定

的方向插入混合液中，５ｍｉｎ后观察结果。若试纸条出现２条
带，就表明该植株是阳性植株；若出现１条带，说明是阴性植
株；如果没有带，表明操作有误［１６］。

２　结果与分析

２．１　叶片喷洒除草剂法鉴定转基因植株
植物叶片喷洒除草剂后，野生型植物叶片会发生枯萎，而

抗除草剂转基因植物则正常生长，说明该方法可用于鉴定含

抗除草剂基因的转基因植株。

含 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因的玉米 Ｍｏ１７ＥＰＳ和吉８５３ＥＰＳ对
除草剂草甘膦具有抗性。草甘膦喷洒的浓度梯度试验结果表

明，喷洒草甘膦即可在较短的时间内显著区分玉米 Ｍｏ１７和
吉８５３植株是否含有 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因。喷洒草甘膦 ８～
１０ｄ后，当草甘膦浓度大于５０００ｍｇ／Ｌ时，野生型玉米叶片
植株整株枯萎死亡，有明显中毒症状，而含ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ转基
因玉米没有任何枯萎症状（图１），表明用该浓度的除草剂草
甘膦喷洒玉米叶片可快速区分转基因玉米是否携带

ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因。并且含ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ转基因玉米在高浓
度草甘膦下依然能正常生长，表现出对草甘膦良好的耐受性。

２．２　叶片离体培养法鉴定转基因植株
用含除草剂的水溶液浸泡植株叶片，可简便地鉴定转基

因植株。但由于植株叶片有较大的表面张力，影响了筛选剂

与叶片的接触。而在琼脂培养基上，叶片可以完全接触含有

筛选剂的培养基，因此配置了含不同浓度除草剂的琼脂培养

基用于叶片抗性筛选剂的鉴定。由于培养基中不含糖分，可

有效地避免离体叶片上滋生细菌和真菌。为了保持叶片的鲜

绿，笔者还在培养基中加入了１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。

随着草甘膦浓度的增加，野生型植株叶片逐渐出现褐色

现象。对于玉米材料吉８５３而言，当培养基中草甘膦浓度大
于５０ｍｇ／Ｌ时，野生型叶片全部褐化；而对于 Ｍｏ１７而言，培
养基中草甘膦浓度大于７０ｍｇ／Ｌ时，野生型叶片大部分褐化。
而转基因材料植株叶片没有明显的褐化症状，保持鲜绿色

（图２）。因此，含有７０ｍｇ／Ｌ草甘膦的固体培养平板即可快
速鉴定玉米植株是否携带ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因。
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２．３　转基因植株分子检测
使用试纸条检测方法对玉米吉８５３和 Ｍｏ１７叶片进行检

测，结果如图３所示。吉８５３ＥＰＳ和Ｍｏ１７ＥＰＳ等２种转基因
植株叶片进试纸条检测均为阳性，吉８５３ＣＫ和Ｍｏ１７ＣＫ等２

种非转基因植株叶片试纸条检测均为阴性。这一结果与本研

究检测ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ基因的２种方法（叶片喷雾和叶片离体
培养法）的结果一致。

３　结论与讨论

随着转基因玉米种植面积的日益扩大，建立标准的转基

因检测方法十分必要，通常采取基因水平检测法和蛋白水平

检测法［１３］，但是都费时费力，在大规模、快速检测时有一定的

局限性。本研究以抗除草剂转基因玉米为研究材料，建立叶

片喷雾法和叶片离体培养法２种快速的鉴定抗除草剂转基因
玉米方法。与传统的分子检测方法相比，这２种方法方便易
行、成本低、误差小，可明显地减少转基因植株后续检测的工

作量，在植物转基因领域及转基因安全检测工作中具有很好

的应用前景。

叶片喷雾法及离体叶片培养法既可用于转基因植株当代

的检测，又可用于转基因植株后代的检测。草甘膦是目前世

界上使用量最大的农药，抗草甘膦转基因作物是世界上种植

面积最广的转基因作物［１４］。５０００ｍｇ／Ｌ草甘膦溶液叶片喷
雾可以快速杀死非转基因玉米植株，而 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ转基因
玉米在草甘膦浓度达到７０００ｍｇ／Ｌ时仍能正常生长；采用离
体叶片培养法，７０ｍｇ／Ｌ草甘膦浓度可以有效将ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ
转基因玉米与非转基因玉米区分开来。草甘膦药效快，土壤

中可快速降解，不仅广泛用于农业生产，同时在植物转基因研

究中也十分重要。采用合适浓度直接喷雾或者叶片离体培养

可以有效区分转化和非转化植株。由于除草剂的来源和不同

作物叶片对除草剂的吸收不同，采用叶片喷雾法检测抗除草

剂转基因水稻和大豆时分别需要３００、１３５ｍｇ／Ｌ草铵膦［１２］。

借鉴离体叶片鉴定转基因植物水稻的经验［１５］，培养基中含有

７０ｍｇ／Ｌ草甘膦可有效区分是否为抗除草剂转基因玉米。这
些不仅说明叶片喷雾法及叶片离体培养法可有效鉴定转基因

材料，也说明ＥＰＳＰＳ基因在玉米中表达后的确能够提高玉米
对草甘膦的抗性。这些不仅说明叶片喷雾法及叶片离体培养

法可有效地鉴定转基因材料，也说明 ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ这个基因
在玉米中表达后的确能够提高玉米对草甘膦的抗性。对采用

这２种检测方法获得的转基因植株采用试纸条检测，结果
１００％吻合。

本研究表明，经过适宜筛选压力可有效区分转基因植株

和非转基因，而且方法简单、快速、准确，特别适合于转基因后

代植株的大规模筛选。该方法也有不足之处，如较老叶片对

筛选剂反应不灵敏，易造成结果误判，应选取幼嫩叶片进行试

验。在实际应用中，还应根据基因来源、筛选剂来源及植物材

料不同探索适合的浓度。该方法对以除草剂为筛选标记的转

基因检测是有效可行的，尤其在大规模的转基因后代检测中

具有一定的实用价值，为今后转基因作物育种筛选提供了技

术支撑。
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