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　　摘要：通过花粉管通道将高丹草总ＤＮＡ导入玉米自交系，获得遗传改变的突变体。突变体第１代穗柄明显增长，
结实双穗，第２代长穗柄性状消失，双穗性状保持，第３代双穗性状保持，株高发生分化。经纯化选择，获得遗传稳定
的饲草玉米种质新材料，株高增高，叶片变细长，双穗发育良好，饲用品质改善，全株干物质含量提高。
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　　草牧业是农业的重要组成部分，是一个国家农
业现代化水平的重要标志。欧美发达国家畜牧产

值的６０％以上由饲草转化而来，美国饲料蛋白的
５０％以上来自饲草［１］。任继周院士指出，制约我国

草业发展的瓶颈是品种问题。优良种质资源匮乏

是制约我国饲草品种选育的重要因素之一。草料

是草食牲畜的必需饲料组分，过量使用粮食饲养，

不仅增加草食牲畜的养殖成本，而且会造成草食牲

畜免疫力降低，增加发病机会。玉米是重要的粮食

和饲料作物，２０１５年中央一号文件提出“粮改饲”工
程，青贮玉米是工程推荐的首选草种。

利用花粉管通道转导外源 ＤＮＡ是我国科学家
首创的植物转基因技术，１９８１年首次利用该技术培
育出抗枯萎病的棉花新品种［２］。随后，众多科学家

以不同植物为对象进行了大量研究，取得一批重要

成果［３］。祁永红等将大豆ＤＮＡ导入玉米自交系，获
得具有广泛变异的不同类型［４］。张秀君等将含高

赖氨酸蛋白质基因的 ｃＤＮＡ导入玉米，使籽粒干物
质中赖氨酸含量提高１８．７５％［５］。孙学辉等将高赖

氨酸基因导入玉米自交系，获得种子中粗蛋白含量

１１．０５％、赖氨酸含量提高１６．００％的转化植株［６］。

王丰等将稗草总 ＤＮＡ和玉米总 ＤＮＡ导入水稻，获
得抗稻瘟病转化植株［７］。王罡等将 Ｂｔ抗虫毒蛋白
基因转导到玉米自交系，获得玉米抗虫育种优良抗

源［８］。曹阳等研究获得抗虫转基因高粱［９］。侯文

胜等成功将人工合成的雪花莲凝聚素基因 ｓｇｎａ导
入优良小麦品系［１０］。乐锦华等将广谱抗真菌的菜

豆基因与烟草基因导入棉花育成抗枯萎病、耐黄萎

病的抗病新品系［１１］。张茂银等将新疆大赖草 ＤＮＡ
导入普通春小麦获得大穗、多粒、晚熟变异株［１２］。

邹冬生等将玉米 ＤＮＡ导入水稻，获得单穗总粒数、
千粒质量显著增加的超质量类型［１３］。李建粤等将

大豆总ＤＮＡ导入水稻，提高了稻米的蛋白质含量和
总氨基酸、赖氨酸含量［１４］。

本研究采用花粉管通道技术将植株分蘖力强、

产草量高的乐食高丹草总ＤＮＡ导入玉米自交系，以
期获得在营养体生物产量、品质、抗性、再生性等方

面有所突破的饲草玉米新种质，丰富饲草玉米育种

的亲本选择。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验草种为乐食高丹草，市售；自４６玉米自交

系由四川省农业科学院牧业研究中心提供。

１．２　试验方法
１．２．１　试验地概况　试验地位于四川省南充市顺
庆区潆溪镇（１０６°１２′Ｅ，３１°０６′Ｎ），海拔高度为
３０５ｍ，年日照时数为１０６２ｈ；年均气温为１７．６℃，
极端最低温度为 －２．８℃，极端最高温度为
４２．１℃，１０℃以上年积温为５２０６．９℃，平均气温
１０℃以上的天数为２３２ｄ；无霜期为３０７ｄ；年降水
量为１０６０ｍｍ。紫色土壤，０～２０ｃｍ耕作层土壤
ｐＨ值为 ７．９４，有机质含量为 ４２．８ｇ／ｋｇ，含全氮
５．１ｇ／ｋｇ、硝 态 氮 １７８．８２ ｍｇ／ｋｇ、速 效 钾

１６３．６６ｍｇ／ｋｇ、有效磷 １１．９６ｍｇ／ｋｇ。
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１．２．２　植物基因组ＤＮＡ提取　乐食高丹草种子用
培养箱２５℃催芽，剪取幼苗幼嫩茎叶，用天根生化
科技（北京）有限公司的 ＤＰ３０５型试剂盒提取基因
组总ＤＮＡ；核酸测定仪ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测定浓度，内
切酶ＨｉｎｄⅢ、ＢａｍＨⅠ２０℃酶解 ８ｈ，用柠檬酸钠
（ＳＳＣ）缓冲液稀释至３００μｇ／ｍＬ，４℃保存备用。
１．２．３　外源 ＤＮＡ转导入玉米自交系　２０１４年 ４
月９日，田间种植自 ４６玉米自交系，穴播，行距
１００ｃｍ、株距４０ｃｍ，苗高１５ｃｍ时间苗，每穴留壮苗
１株。开花前夕用硫酸纸袋分别套住雌花和雄花，
避免田间自然传粉污染。每天观察开花进度，雌花

盛开时人工收集花粉自交授粉，然后继续套袋保

护。人工授粉 １５～２４ｈ后，剪去距穗轴顶部 １～
２ｃｍ以上的苞叶和花丝，用移液器将乐食高丹草
ＤＮＡ溶液滴在花丝剪口处，每穗３００μＬ。继续套袋
保护直至玉米成熟，单穗收种。

１．２．４　种植调查　转基因处理玉米单穗收种，翌年
按穗行播种，同时播种未处理的自 ４６自交系作对
照，全生育期观察比较生长发育情况，发掘性状变

异株。变异后代隔离种植，调查其生物学性状、农

艺学性状及遗传分化情况。转化第１代只发现１株
变异株，作单株调查；其他各代均分别测定５个单株
计算算术平均值。叶长、叶宽测量自上而下第７张
叶；株高、叶长、叶宽、穗位、穗长、穗围粗用卷尺测

量；茎粗用游标卡尺在基部第２茎节“十”字方向测
量２次；全株干物质含量测定在籽粒１／２乳线期收
割（留茬高度为５ｃｍ），１０５℃杀青３０ｍｉｎ后６５℃
烘干测定。

１．２．５　数据处理　采用 Ｅｘｃｅｌ２００７进行数据统计
分析。

２　结果与分析

２．１　乐食高丹草基因组ＤＮＡ提取
经检测，所提取的 ＤＮＡ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为

１．８３，满足试验要求。
２．２　变异材料发掘

经种植观察，处理材料第１代和对照在种子出
苗率、生长发育速度、株高、茎粗、株型、叶片大小、

叶色、穗位等指标均未发现明显变异。在处理材料

的０８穗行发现１株变异（命名为４６优），单株结实
双穗，穗柄明显增长，穗柄长２６ｃｍ（图１）；籽粒变
大，百粒质量增加，约为 ３８ｇ，与对照相比增加约
３３．３３％（表１）。

表１　转基因变异株第１代果穗变异性状

材料
穗柄长

（ｃｍ）
穗长

（ｃｍ）
穗围粗

（ｃｍ）
穗行数

（行）

行粒数

（粒）

秃尖长

（ｃｍ）
百粒质量

（ｇ）

变异株穗１ ２６．０ ２２．１ １８．３ １６ ４２ ２．１ ３８．１

变异株穗２ ２６．０ １６．２ １７．４ １６ ３０ ３．２ ３７．９

对照 ４．６ １７．６ １７．８ １６ ３４ ２．５ ２８．５

２．３　变异材料继代
变异株的双穗虽然在穗长和行粒数方面存在

差异，但双穗一大一小是普通双包玉米常见的现

象，因此将２个长柄果穗混合脱粒，合并为一个样本
作进一步的继代繁育及遗传分化研究。

同期种植变异材料 ４６优和对照自 ４６。自 ４６
保持自交系固有的短穗柄特性；绝大多数为单穗植

株，双穗植株仅占３．８２％。变异材料４６优的长穗
柄性状完全消失，双穗性状出现分化，少数植株保

持双穗，多数植株恢复为单穗。选取双穗发育良好

的５个单株果穗混合收种继代研究。后代中长穗柄
性状依然没有出现，双穗性状保持，株高出现分化。

分别选取最高株和最矮株各５株混合收种建立小
系，分别命名为４６优高和４６优矮。继代繁育４６优
高和４６优矮，对株高和双穗性状进行纯化选择，至
第５代时性状基本稳定，得到２个变异材料。
２．４　变异材料基本性状

同期种植４６优高、４６优矮和自４６，比较它们的
基本农艺性状和生物学特性。４６优矮保持双穗特
性，其余各项性状指标接近自４６自交系；４６优高保持
双穗特性，株高极显著增高，茎秆变细，叶形变细长，

穗位变高，果穗变大，植株干物质含量增高（表２）。

３　讨论与结论

３．１　种质资源创新助力饲草新品种选育
随着畜牧业的迅猛发展，人畜共粮、粮饲共享
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表２　变异新材料基本农艺性状

材料
株高

（ｃｍ）
叶片数

（张）

叶长

（ｃｍ）
叶宽

（ｃｍ）
穗数

（穗）

主穗位

（ｃｍ）
穗长

（ｃｍ）
穗围粗

（ｃｍ）
茎粗

（ｃｍ×ｃｍ）
全株干物质

含量（％）

４６优高 １９７ １４ ９６．７ １１．２ ２ ９５ ２５．５ ２０．１ ２．２２×２．４２ ２７．０４

４６优矮 １６５ １４ ８０．５ １３．５ ２ ８５ １９．２ １８．４ ２．３５×２．８３ ２６．５１
自４６ １５８ １４ ７９．６ １３．４ １ ８３ １７．６ １７．８ ２．４１×２．５３ ２４．５３

　　注：、表示在０．０１、０．０５水平上差异显著。

的模式已不能满足现代畜牧业发展的要求，必须大

力发展草食畜牧业［１５］。当前制约我国草业发展的

瓶颈是品种问题。种质资源是农牧业品种创新的

物质基础，是国际公认的战略资源。水稻育种的２
次革命性变革（矮化育种和杂种优势利用）均是以

特异种质资源的发现和利用为前提的。矮化育种

成功于矮秆野生水稻资源的发掘和利用；杂种优势

的利用归功于雄性不育细胞质源的发现和利用［７］。

发掘现有种质资源库中的优良基因和创造自然界

不存在的新基因是资源创新工作的两大根本任务。

饲草作物种类繁多，饲草种质资源研究基础薄弱，

核心骨干亲本缺乏，严重制约了我国突破性饲草品

种的育成推广。过度依赖进口品种的局面必须尽

快打破，迫切需要大力加强饲草资源创新和育种工

作，育成有自主知识产权的主推品种，牢牢掌握我

国饲料安全的主动权。

３．２　花粉管通道转基因技术的特点及其实践意义
３．２．１　花粉管通道转基因技术原理　植物授粉后，
花粉萌发，形成一条贯穿花柱的花粉管通道，将雄胚

子送入胚珠完成授精作用。授粉后一定时间内，花粉

管通道并不及时闭塞，外源ＤＮＡ片段就能沿着花粉
管通道渗入细胞胚囊［１６］。植物在双受精完成后一定

时间内，受精卵细胞尚不具备完整的细胞壁和核膜系

统，细胞内外物质交流频繁，此时进入胚囊的外源

ＤＮＡ片段就有可能进入受精卵细胞，被整合到受体
植物基因组中［１７］。邓德旺等利用激光共聚焦显微技

术确定了外源ＤＮＡ进入胚囊的途径是花粉管外通道
而不是花粉管内通道，即外源ＤＮＡ沿传输组织束与
花粉管间的间隙而非花粉管内腔通道进入胚囊［１８］。

影响ＤＮＡ导入效率的因素包括供体ＤＮＡ的片段大
小、纯度、浓度以及ＤＮＡ载体缓冲液ｐＨ值和导入时
期等。转化后代性状变异广泛、类型丰富，涉及作物

的各类数量性状和质量性状，包括植株形态、生长发

育、生理生化、抗性、产量、品质等诸多方面。

３．２．２　花粉管通道转基因技术的特点　植物转基
因方法很多，如基因枪法、超声波法、激光转化法、

农杆菌介导法、花粉管通道法等。其中应用最广的

是农杆菌介导法和基因枪法；花粉管通道法因其独

一无二的优势，已被众多学者采用。花粉管通道法

具有设备要求低、操作简便、适用范围广等特点。

只要能进行常规的ＤＮＡ提取及纯化即可，不需要复
杂昂贵的仪器设备支撑；不需要组织培养和诱导再

生植株，直接获得转基因植株，可直接针对目标性

状的表现型进行鉴定，操作简便；可用于任何开花

植物，进行任何物种甚至人工合成的基因转移转

化；一般不会形成嵌合体，变异性状稳定较快，一般

筛选到遗传稳定品系只需３～４代。花粉管通道转
基因技术的局限之处在于，一是受植物花期限制，

操作者需对受体植物开花受精的时间过程准确掌

握，方能使受体在最佳感受态时接受外源ＤＮＡ完成
转化。二是导入的一般都是外源总 ＤＮＡ，其与受体
基因组随机整合，缺乏有效的目标控制，常给受体

植物带来一些不希望的连锁累赘性状，增加后期纯

化选择的工作量［１９－２０］。

３．２．３　花粉管通道转基因技术的实践意义　转基
因育种已然成为当前新法育种的主流技术之一，但

除为数不多的重点实验室可以深入开展转基因基

础研究和精准操作的分子育种外，绝大部分生产一

线的作物育种家能够采用的还是投入节省、操作简

便的技术方案，花粉管通道转基因技术就是其中重

要的一种。一线育种家是各类作物新品种选育的

绝对主体，迫切需要数量众多、类型丰富、特色鲜明

的育种素材，种质资源创新是其重要工作内容。花

粉管通道转基因技术能跨越天然物种屏障，把来自

其他生物的基因转导到与其毫无亲缘关系的受体

植物中，获得所需的理想性状，培育出高产、优质、

多抗的作物新品种［２１］。就饲草育种而言，饲料作物

种类繁多，目前对其遗传背景的了解非常有限，目

标基因的分离鉴定存在很大困难；同时，为了避免

研究与应用的脱节，从现行遗传育种的应用角度考

虑，花粉管通道直接转外源ＤＮＡ法是饲草转基因育
种的重要手段［２２］。
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３．３　玉米花粉管通道转基因技术关键
花粉管通道形成是作物授精结实的前提，不同

作物从授粉到花粉管通道贯通所需时间是不同的。

水稻所需时间较短，授粉后１．５～２．０ｈ即可形成；
番茄需要２４～２８ｈ；棉花需要２４ｈ左右［７，１８］。玉米

授精结实时间主要集中在授粉后１５～２２ｈ，且结实
顺序为先中部，后下部，再上部［２３－２４］。试验表明，玉

米自交授粉后２２ｈ左右导入外源ＤＮＡ所产生的变
异率最高。玉米雌花花丝较长，剪去过长的花丝可

以缩短外援ＤＮＡ穿越的路径，有利于更多 ＤＮＡ及
时到达胚囊，提高转化效率；一般以距离穗轴顶部

１～２ ｃｍ 剪 去 花 丝 为 宜［２５］。ＤＮＡ 浓 度 以
３００μｇ／ｍＬ为宜；配制ＤＮＡ溶液的溶剂以中性柠檬
酸钠（ＳＳＣ）缓冲液为好。
３．４　研究成果的实践意义

本研究采用花粉管通道技术，突破种属限制，

将同科异属的高丹草ＤＮＡ转导入玉米自交系中，获
得了株高增高、叶形变得细长、双穗性状突出、干物

质含量提高的饲草玉米新种质，增加了饲草玉米育

种的素材选择。植株形态的改变表明的确有外源

基因整合到受体基因组中，引发了可稳定遗传的变

异；双穗发育良好，增加了玉米籽粒在收获物种的

比例，饲用品质提高。但研究还只是初步的，新材料

的生理生化变异及转化基因的分子检测尚待深入进

行，新材料的育种价值更需试验验证。本研究的重要

实践意义不在于获得了１份突变新材料，更在于将花
粉管通道转基因技术引入饲草育种研究中，为饲草种

质资源创新增添了一条行之有效的新途径。

３．５　结论
饲草核心骨干种质资源匮乏及优良品种不足

严重制约我国畜牧业的发展。对广大一线育种工

作者而言，花粉管通道转基因技术是创新种质资源

的一种有效手段，已在其他作物育种中广泛应用，

取得可喜成绩，但在饲草育种上几乎还是空白。本

研究成功将高丹草ＤＮＡ转导到饲草玉米中，获得有
益突变新材料，展现了花粉管通道转基因技术在饲

草种质资源创新中的可行性，为创制出量多质优的

饲草种质新资源提供参考。
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