
植物遗传资源学报 2012，13( 4) : 596-600
Journal of Plant Genetic Resources

转 bar 基因小麦和非转基因小麦抗除草剂

鉴定方法比较

李 欣，杜丽璞，殷桂香，徐惠君，林志珊，佘茂云，叶兴国
( 中国农业科学院作物科学研究所 /国家基因资源与遗传改良重大科学工程 /农业部作物遗传育种重点实验室，北京 100081)

摘要: 方便、快捷、准确地对转基因小麦中的 bar 基因进行检测，对于筛选纯合稳定转基因植株、获得无筛选标记转基因植

株、鉴定常规小麦品种和商品小麦中的 bar 基因成分等具有一定价值。本试验对叶片涂抹、植株喷洒、培养基添加除草剂 3 种

方法鉴定转 bar 基因小麦植株的效果进行了比较，表明 3 种方法都能很好鉴定转基因小麦中的 bar 基因，叶片涂抹 200mg /L
Liberty 鉴别的准确性高于 PCR 检测，植株喷洒 Basta 的适宜浓度为 100mg /L，喷洒 Liberty 的适宜浓度为 150mg /L，培养基添加

Bialaphos 的适宜浓度为 5 ～ 8mg /L。叶片涂抹和植株喷洒除草剂方法受环境条件影响较大，区别转基因植株和非转基因植株

的标准不够明确。相比之下，成熟胚离体培养除草剂筛选不受外界环境条件的影响，具有鉴定效果直观明了、操作简单、试验

周期短等优点，在检测小麦转入或飘入的 bar 基因方面具有潜在应用前景。
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Comparison of Different Methods for bar Gene Detection in Trangenic
or Non-transgenic Wheat Using Herbcide as Tool
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( Key Laboratory of Crop Genetic and Breeding，Ministry of Agriculture /National Key Facility of Crop Gene Resources and Genetic

Improvement / Institute of Crop Sciences，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081)

Abstract: It is very useful to detect bar gene in transgenic and non-transgenic wheat by a method with conven-
ience，swiftness，and reliability for the screening of stable transgenic lines，development of marker-free transgenic
plants，inspection of commercial wheat varieties and products． Three identification methods of leaf painting，plant
spraying，and mature embryos in vitro culture with the herbicides corresponding to bar gene were compared and eval-
uated in this study． Results indicated that transgenic or non-transgenic wheat plants and seeds with or without bar
gene could be distinguished well by the three methods mentioned above． Application of leaf painting with 200mg /L
Liberty for the confirmation of the herbicide transgenic plants was better than PCR analysis in accuracy． The optimal
concentrations for plant spraying were 100mg /L for Basta and 150mg /L for Liberty，and the available amount of Bi-
alaphos in medium for the intro mature embryos is 5-8 mg /L． However，the first two methods were influenced in
some extent by environmental conditions such as temperature，light，and nutrition in practice，which often led to an
unclear observation in symptom for detecting the bar plants． In comparison，mature embryo in vitro culture on the
medium with herbicide was less environment dependant，and showed some advantages including clear observation，

easy manipulation，and short time expense． Therefore，mature embryo in vitro culture identification was strongly sug-
gested to be used in the detection and inspection of bar gene in transgenic and commercial wheat．
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转化细胞的有效筛选是获得转基因植株的基

础，bar 基因作为转基因植物研究中广泛使用的筛

选标记具有独特优势，其编码产物膦丝菌素乙酰转

移酶可有效水解培养基中谷氨酰胺合成酶的竞争抑

制剂 PPT 及其类似物 Basta、Bialaphos、Liberty、Glu-
fosinate 等，使体内谷氨酰胺合成途径正常进行，从

而免除了体内氨离子积累对植物细胞的毒害［1］。
尽管编码新霉素磷酸转移酶、潮霉素磷酸转移酶、磷
酸甘露糖异构酶的 nptII、hpt 和 pmi 等也是植物遗传

转化中广泛应用的标记基因［2-7］，但小麦对卡那霉

素、潮霉素等抗生素具有较高的天然抗性［4-5］，构建

表达载体时利用 nptII、hpt 作为筛选标记难以获得

转基因植株。相反，利用 bar 基因作为筛选标记对

转化后的小麦外植体、愈伤组织和再生植株进行筛

选的效果比较理想，在基因枪介导和农杆菌介导的

小麦转基因研究中均获得了转基因植株，在所有筛

选标记中，转化效率最高［2，5，8-10］。
获得小 麦 抗 性 再 生 植 株 后，通 常 利 用 PCR、

Southern 等分子手段进一步对小麦转基因植株进行

鉴定、筛选和纯合［5-10］，但在规模化转基因小麦研究

中，对转基因植株全部进行分子检测具有工作量大、
耗时长、消耗大等缺点，其中，PCR 检测结果往往还

不够稳定，影响了鉴定阳性转基因植株的准确性。
所以，探索、优化一种利用除草剂对转 bar 基因后代

植株进行快速、简便、准确、直观鉴定的方法非常必

要。Zhang 等［11］、Xing 等［12］、Sato 等［13］、叶 兴 国

等［14］利用叶片涂抹 Liberty 除草剂对获得的转基因

大豆植株进行了初步筛选，然后利用 Southern 和

PCR 进行了确认，检测结果基本吻合。将叶片涂抹

Liberty 除草剂鉴定转基因大豆的方法引用到小麦

中，鉴 定 效 果 也 比 较 理 想［15］。周 淼 平 等［16］ 利 用

Basta 喷洒小麦 T0 植株，对存活植株进一步进行了

NH +
4 含量测定和 PCR 检测，认为 Basta 喷洒有较高

的准确性。尽管如此，目前还是缺乏一种快速、便

捷、稳定、准确、有效鉴定小麦 bar 基因的方法。本

研究拟对叶片涂抹、植株喷洒、培养基添加除草剂方

法鉴定转 bar 基因阳性小麦植株的效果进行比较，

分析不同方法的适用性，以确定最优方案，对小麦转

基因研究和功能基因组研究具有一定参考价值。

1 材料与方法

1． 1 小麦材料

本研究所用的转 GCE 基因小麦稳定株系 Wt29
由本课题组先前利用农杆菌转化法获得( 转化用表

达载体为携带 bar 基因的 pCAMBIA3301 ) ，已经过

Southern 杂交确认［15］; 小麦品种轮选 987 由中国农

业科学院作物科学研究所刘秉华研究员提供，扬麦

158 分由江苏省里下河地区农业科学研究所程顺和

研究员提供; 移栽成活的 T0 候选转 bar 基因小麦植

株由本课题组利用基因枪转化法获得( 转化用表达

载体为携带 bar 基因的 pAHC20) 。
1． 2 叶片涂抹除草剂

配制浓度 为 200mg /L 的 Liberty ( AgrEvo，美

国) 除草剂溶液，用棉签蘸取适量除草剂溶液涂抹

拔节期-开花期的小麦旗叶，在标记部位来回涂抹

5 ～ 6次，试验于 16: 00-17: 00 进行，5 ～ 7d 后调查涂

抹部位对除草剂的反应，确定抗性植株。
1． 3 植株喷洒除草剂

小麦分蘖期和孕穗期分别用微量喷雾器喷洒除草

剂，除草剂包括 Basta ( Bayer，法国) 和 Liberty，Basta
浓 度 设 置 80mg /L 和 100mg /L，Liberty 浓 度 设 置

100mg /L 和 150mg /L，试验在傍晚进行，同时设置对照，

每个处理喷洒 60 株，7 ～10d 后调查植株生长情况。
1． 4 成熟胚培养和除草剂筛选

小麦成熟种子用 70% 酒精灭菌 10min，25% 次

氯酸钠浸泡 25min，无菌水清洗 3 ～ 5 次，适量无菌

水浸泡过夜; 然后用 25%次氯酸钠灭菌 15min，无菌

水清洗 3 ～ 5 次，取出成熟胚接种在 1 /2MS 附加不

同浓度 Bialaphos( 0，3，5，8mg /L) ( Wako，日本) 固体

培养基( pH 5． 8) 上，25℃、光照条件下培养 7 ～ 10d，

调查成熟胚萌发和生长情况。
1． 5 基因组 DNA 提取和 PCR 检测

利用 SDS 法从移栽成活的 T0 候选转基因植株

叶片中提取基因组 DNA，根据 bar 基因序列设计引

物 进 行 PCR 检 测，上 游 引 物 序 列 为 5'-GCAC-
CATCGTCAACCACTA-3'，下游引物序列为 5'-TCAG-
CAGGTGGGTGTAGAG-3'( 北京奥科鼎盛生物科技

有限公司，中国) 。反应体系为 20μl，其中包括 1μl
基因组 DNA，0． 25mmol /L dNTP，10μl PCR buffer，
0. 5 U Taq( Tiangen，中国) ; 扩增体系为 94℃预变性

5min; 94℃ 30s，56℃ 30s，72℃ 30s，35 个循环; 72℃
10min; PCR 反应在 C-1000 Thermal Cycler 仪上进行

( Bio-Rad，美国) ，扩增片段长度为 270bp。

2 结果与分析

2． 1 转 bar 基因 T0小麦植株叶片涂抹除草剂鉴定

和 PCR 检测

孕穗期利用叶片涂抹 200mg /L 的 Liberty 除草剂
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对基因枪介导法转化轮选 987 小麦品种获得的 241
株 T0候选转基因植株进行了鉴定，并从这些候选转

基因植株中提取基因组 DNA，利用 PCR 检测进行了

验证。叶片涂抹除草剂结果表明，涂抹除草剂 5 ～ 7d
后绝大部分植株的涂抹部位表现为全部坏死，38 株

在涂抹部位没有坏死反应( 图 1-A) ，抗性植株百分率

为 15． 77% ; PCR 检测结果表明，62 株扩增出了 bar 基

因特异条带( 图 1-B) ，阳性植株百分率为 25． 73%，叶

片涂抹除草剂检测与 PCR 检测吻合率为 61． 29%，发

现前者比后者具有更高的检测准确性。

图 1 T0转 bar 基因植株叶片涂抹 Liberty 除草剂检测和 PCR 检测

Fig． 1 Leaf painting with Liberty and PCR test of transgenic T0 plants transformed bar gene
A: 叶片涂抹 200mg /L Liberty 除草剂检测( 水平箭头所指为抗性植株，垂直箭头所指为敏感植株) ;

B: PCR 检测( M: marker; 1: ddH2O; 2: 阴性对照; 3 ～ 13; 抗性再生植株; 14: 阳性对照)

A: leaf painting with 200mg /L Liberty ( resistant plant and sensitive plant pointed by horizontal and vertical arrows，respectively) ;

B: PCR test ( M: marker; 1: ddH2O; 2: wild type plant; 3-13: transgenic T0 plants; 14: positive control)

2． 2 转 bar 基因稳定小麦株系喷洒除草剂抗性

表现

以拔节期的扬麦 158 植株为材料，分别喷洒

Basta 和 Liberty 除 草 剂，喷 洒 7 ～ 10d 后，Basta
80mg /L 和 100mg /L 处理下分别有 54 株和 60 株表

现伤害症状，伤害率分别为 90% 和 100%，Liberty
100mg /L 和 150mg /L 处理下分别有 51 株和 60 株表

现伤害症状，伤害率分别为 85% 和 100% ( 图 2-A) 。

结果表明，Liberty 筛选抗性植株的效果与 Basta 相

当，适宜喷洒浓度分别为 150mg /L 和 100mg /L。
进一步以 Liberty 150mg /L 喷洒分蘖期转 bar 基

因稳定株系 Wt29 植株，以扬麦 158 为对照，喷洒后

10 ～ 14d 对照植株几乎全部死亡，Wt29 植株生长正

常，没有出现任何除草剂毒害症状( 图 2-B) ，表明

150mg /L Liberty 在苗期喷洒后筛选、鉴定抗除草剂

植株的效果更明显。

图 2 非转基因小麦植株和转 bar 基因小麦植株喷洒除草剂检测

Fig． 2 Plant spraying test with herbicide of non-transgenic and transgenic wheat plant with bar gene
A: 非转基因植株扬麦 158 拔节期喷洒不同种类和浓度除草剂( 1，4，7: 对照处理; 2: 80mg /L Basta; 3: 100mg /L Basta; 5: 100mg /L Liberty;

6: 150mg /L Liberty) ; B: 转基因植株分蘖期喷洒 150mg /L Liberty 除草剂( N: 非转基因植株扬麦 158; T: 转 bar 基因植株 Wt29)

A: non-transgenic plants of Yangmai158 at jointing stage sprayed with different herbicide in two dosages( 1，4，7: control Yangmai158; 2: 80mg /L Basta;

3: 100mg /L Basta; 5: 100mg /L Liberty; 6: 150mg /L Liberty) ; B: transgenic plants containing bar gene at tillering stage

sprayed with 150mg /L Liberty ( N: non-transgenic plants of Yangmai158; T: transgenic plants with bar gene，Wt29)
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2． 3 转 bar 基因稳定小麦株系成熟胚离体培养抗

除草剂评价

转 bar 基因稳定株系 Wt29 的成熟种子灭菌后，

将成熟胚接种在含 0、3、5、8mg /L Bialaphos 培养基上

培养，以轮选 987 成熟胚为对照，7d 后调查筛选效果，

Wt29 在不同浓度 Bialaphos 培养基上没有出现伤害

症状，根、芽生长正常( 图3) ; 对照在不含 Bialaphos 培

养基上生长正常，而在含 Bialaphos 培养基上根、芽生

长明显抑制( 图 3) ，表现为根系短小、上翘，芽粗短、
停顿、缺绿，在3mg /L Bialaphos 培养基上畸形苗的百

分率为 95%，在 5mg /L 和 8mg /L Bialaphos 培养基

上畸形苗的百分率均达到 100% ( 表 1) 。

图 3 转 bar 基因小麦材料和非转基因小麦材料成熟胚离体培养抗除草剂检测

Fig． 3 Growth status of the mature embryos of transgenic and non-transgenic wheat on
the medium with and without Bialaphos

A: Wt29 成熟胚在不含除草剂培养基上生长情况; B: Wt29 成熟胚在含 Bialaphos 5mg /L 培养基上生长情况;

C: 轮选 987 成熟胚在不含除草剂培养基上生长情况; D: 轮选 987 成熟胚在含 Bialaphos 5mg /L 培养基上生长情况

A: transgenic Wt29 on herbicide-free medium; B: transgenic Wt29 on the medium with Bialaphos 5mg /L;

C: non-transgenic Lunxuan987 on herbicide-free medium; D: transgenic Wt29 on the medium with Bialaphos 5mg /L

表 1 转 bar 基因小麦材料和非转基因小麦材料成熟胚在含除草剂培养基上鉴定情况

Table 1 Identification summary of the mature embryos of bar transgenic and non-transgenic wheat on the medium with and
without Bialaphos

Bialaphos

浓度( mg /L)

Bialaphos

concentration

转 bar 基因小麦( Wt29)

Transgenic wheat with bar ( Wt29)

非转基因小麦( 轮选 987)

Non-transgenic wheat ( Lunxuan987)

成熟胚数

Mature

embryos

tested

正常苗数

Normal

seedlings

( NS)

畸形苗数

Abnormal

seedlings

正常苗率( % )

Rate of NS
成熟胚数

Mature

embryos

tested

正常苗数

Normal

seedlings

畸形苗数

Abnormal

seedlings

正常苗率

( % )

Rate of NS

0 60 60 0 100 60 60 0 100

3 60 60 0 100 60 3 57 5

5 57 57 0 100 80 0 80 0

8 64 64 0 100 80 0 80 0

3 讨论

叶片涂抹除草剂、植株喷洒除草剂和成熟胚离

体培养除草剂筛选 3 种方法比较，叶片涂抹除草剂

和植株喷洒除草剂受环境条件( 温度、光照、风力、
降水、营养等) 和人为因素影响较大，生理性病害与

除草剂伤害不易区分，往往干扰了鉴定抗除草剂植

株的准确性。成熟胚离体培养除草剂筛选不受外界

环境条件的影响，鉴定效果直观明了，而且操作比较

简单，周期也比较短。但在从共转化法获得的转基

因分离后代群体中筛选无 bar 筛选标记转基因植株

方面，叶片涂抹除草剂筛选具有独特优势，除了在除

草剂涂抹部位表现症状外，其他部位不受毒害，候选

植株可以正常生长发育和结实，这在无 bar 基因筛

选标记转基因大豆培育中应用比较成功［11-14］。
转基因成分是目前进出口粮食、区域试验参试

品种的主要检测目标，bar 基因是主要检测对象之

一，成熟胚离体培养除草剂筛选试验周期短，不受小

麦生长季节和环境条件限制，可同时鉴定大量样品，

是检测转基因高代材料、商品小麦、常规方法衍生小
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麦品种中 bar 基因的有效、快捷方法，具有潜在的应

用前景。
除了 bar 基因外，在小麦遗传转化中利用的抗

除草剂基因还有 EPSPS( 5-烯醇丙酮酰草莽酸-3-磷
酸合 成 酶 基 因) ［1，17-19］、ALS ( 乙 酰 乳 酸 合 成 酶 基

因) ［1，20］等。EPSPS 基因编码的突变型 EPSP 酶对

草甘膦类除草剂( Glyphosate 或 Round up) 不敏感，

通过补偿被草甘膦破坏的植物内源 EPSP 酶而表现

抗性［1］。ALS 基因编码的突变型 ALS 酶对双草醚

类除草剂不敏感，通过补偿被双草醚破坏的植物内

源 ALS 酶而表现抗性［11-14］。利用 EPSPS、ALS 作为

筛选标记均有获得转基因小麦植株的报道［17-20］。
本研究针对转 bar 基因小麦植株建立的成熟胚离体

培养除草剂筛选方法对鉴定转 EPSPS、ALS 等抗除

草剂小麦具有借鉴价值。
在以 bar 基因作为筛选标记的小麦遗传转化研

究中，基因枪轰击或农杆菌侵染后通常用 Bialaphos
2 ～ 5mg /L 对转化的外植体进行筛选，获得抗性愈

伤组织和再生植株［10，21-23］。本研究结果表明，Biala-
phos 3mg /L 以下对小麦组织或器官没有明显筛选

结果，Bialaphos 适宜的筛选浓度应在 3mg /L 以上，

这与 Altpeter［9］等、Zhang 等［24］的观点一致，即在转

化体筛选中需提高 Bialaphos 等除草剂的用量，以及

时排除非转化细胞或愈伤组织，提高转化效率。
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