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　 　 摘要：基因枪转化是目前小麦遗传转化的主要技术之一，高效的基因枪转化系统对于转基因小麦新品种培育、候选基因

功能鉴定和功能基因组学研究具有重要意义。 本文综述了影响基因枪转化小麦效率的主要因素，包括基因型、外植体、植物

生长调节剂、轰击参数、筛选体系等，以期为进一步改进小麦基因枪转化技术，提高基因枪转化小麦的效率提供参考。
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小麦是世界上重要的粮食作物之一，分布范围

广，种植面积大，关系到经济和社会稳定发展。 因

此，培育具有高产、优质、抗病、抗逆等优良性状的小

麦品种具有重要意义。 在基因水平操控和定向改良

方面，转基因技术明显优于传统育种方式，是改良植

物抗病、抗虫、抗除草剂、抗旱等明显性状的一个有

力工具。 转基因技术也是鉴定候选目标基因功能的

重要手段，在模式植物拟南芥、烟草和水稻中已被广

泛运用。 由于未能完全突破 ＤＮＡ 转入和组织培养

的瓶颈，转基因技术还不能在小麦功能基因组学研

究中常规化应用。

基因枪和农杆菌介导法是目前用于小麦遗传转

化的两种主要技术。 农杆菌介导法虽然具有拷贝数

低、遗传稳定性好等优点，但是受宿主范围的限制，
只有少数几个基因型适于农杆菌转化。 而基因枪法

借助物理方式（粒子轰击），将载有目的基因的金

（钨）粉颗粒直接导入细胞，克服了外植体材料种

类、物种和基因型差异导致的影响。 同时，基因枪法

对载体的要求较低，通常也更有效率，因而使用最为

广泛。 自 １９９２ 年世界上首次报道利用基因枪转化

技术获得第一例转基因小麦植株至今［１］，基因枪法

介导的小麦遗传转化技术已日趋成熟，并已逐步实
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现了程序化，同时获得了一批性状明显改进的转基

因小麦新品系［２⁃４］。 但是，目前基因枪转化效率依

然偏低。 本文对影响基因枪转化小麦效率的主要因

素进行了比较、归纳，以期为进一步优化基因枪转化

小麦参数，提高基因枪转化小麦效率提供参考。

１　 组织培养环节

与其他谷类作物相同，小麦转化采用的外植体

是通过体细胞胚胎发生途径获得的转基因植株，因
此组织培养过程中的各个环节及参数都将影响最终

的转化效率。
１􀆰 １　 基因型及其外植体

基因枪技术对于基因型及其外植体的种类没有

要求，从被转化的细胞获得转基因植株主要取决于

被转化细胞在特定培养基上的全能性表现。 但是，
基因型和外植体种类影响形成胚性愈伤组织的能

力，从而在一定程度上决定了最终的转化效率。
研究表明，小麦基因型是影响组织培养植株再

生能力最关键的因素，甚至比其他已知的影响因素

更为重要，如外植体来源、生长环境、培养基组成等。
不同基因型因其产生胚性愈伤组织的能力以及在筛

选培养基上再生成苗的能力不同而影响转化效率。
小麦是多基因组植物，不同基因型形成体细胞胚胎

能力差别很大［５⁃１０］。 Ｓ． Ｔａｋｕｍｉ 等［１１］ 利用 ６ 个小麦

基因型进行了转化，发现 Ａｋａｄａｒｕｍａ 和 Ｎｏｒｉｎ １２ 转

化效率最高，分别为 １􀆰 ４％ 和 １􀆰 ７％ ，Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｐｒｉｎｇ
和 Ｈａｒｕｈｉｋａｒｉ 次之，Ｎｏｒｉｎ ６１ 和 Ｓｋｉｒｏｇａｎｅｋｏｍｕｇｉ 没

有获得转基因植株。 Ｂｏｂｗｈｉｔｅ 小麦品种因其易于组

织培养和转化，被广泛应用于基因枪转化［１２⁃２０］，Ａ．
Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｅｓｃｈｉ 等［１２］ 对 １２９ 个 Ｂｏｂｗｈｉｔｅ 姐妹系进行

了转化能力研究，其中 ８ 个品系的转化率达 ６０％以

上，综合比较了所有品系愈伤组织诱导率和分化率、
假阳性率以及生长周期等方面的差异，认为 Ｂｏｂ⁃
ｗｈｉｔｅ ＳＨ ９８２６ 是小麦转化的最适基因型。

小麦只有少数几种外植体组织适合组织培养植

株再生，包括幼胚（盾片） ［５⁃６，１１⁃２４］、幼穗［２１⁃２５］、成熟

胚［２６⁃２９］、花药［３０⁃３３］、叶基组织［３４⁃３５］ 等。 小麦成熟胚

不受季节、环境条件和植株发育状况等因素的限制，
但是植株再生率非常低，因而限制了成熟胚在小麦

遗传转化中的应用。 幼胚被认为是最理想，也是目

前应用最广泛的小麦转基因受体材料，盾片组织通

过其上皮和亚上皮组织的增生可产生胚性愈伤组

织，盾片及其产生的愈伤组织均易接受基因枪轰击

或农杆菌介导转入的外源 ＤＮＡ，愈伤组织诱导率和

植株再生率都比较高，目前获得转基因小麦植株的

报道基本以幼胚为受体。 此外，小麦幼穗的应用也

较广泛。 Ｆ． Ｄｅｌｐｏｒｔｅ 等［２６］ 利用成熟胚培养，建立了

一套有效的小麦再生系统。 Ｆ． Ａｌｔｐｅｔｅｒ 等［１４］、Ａ． Ｅ．
Ｂｌｅｃｈｌ 等［３６］、Ｆ． Ｂａｒｒｏ 等［３７］、Ｌ． Ｒｏｏｋｅ 等［３８］ 将编码

高分子量谷蛋白亚基 （ ＨＭＷ⁃ＧＳ， ｈｉｇｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ ｇｌｕｔｅｎｉｎ ｓｕｂｕｎｉｔｓ）的 １Ｄｘ５、１Ａｘ１、１Ｄｙ１０ 等基

因利用基因枪导入了小麦幼胚或幼穗，经过筛选和

再生获得了稳定表达的转基因植株； Ａ． Ａｎａｎｄ
等［３９］、Ｍ． Ｊａｎｎｉ 等［４０］、Ｍ． Ｆａｈｉｍ 等［４１］ 利用基因枪分

别将 ＦｓＴＲＩ１０１、几丁质酶、葡聚糖酶等基因转入幼

胚，获得的转基因小麦对赤霉病表现一定抗性。 Ｄ．
Ｐａｔｎａｉｋ 等［４２］成功将 ｂａｒ 基因通过基因枪导入成熟

胚愈伤组织，获得转基因植株。 Ｅ． Ａ． Ｂｒｉｓｉｂｅ 等［３０］

利用花药愈伤组织为受体，将 ｂａｒ、ｈｐｈ 基因转入了

小麦，亦获得了稳定表达外源基因的转基因植株。
１􀆰 ２　 外植体的生理状态

小麦受体材料所处的生长环境、发育阶段及其

生理状态影响外植体内的内源激素分配，这些内源

激素的水平和比例与体细胞胚胎发生密切相关，通
过影响植株再生频率影响基因枪转化效率。 Ｊ． Ｒ．
Ｈｅｓｓ 等［４３］揭示了小麦幼胚内激素的动态变化，随着

胚胎的生长将加速失去体细胞形成能力，而且内源

生长素和细胞分裂素的比例比其绝对含量可能更加

重要。 当胚胎处于低浓度的 ＩＡＡ 和 ＡＢＡ 或细胞分

裂素 时， 体 细 胞 形 成 能 力 延 长。 大 量 研 究 表

明［２２⁃２３］，小麦幼胚取材的最佳时期为开花后 １２ ～
１６ ｄ，且取自主穗的受体材料具有相对高的植株再

生率和转化率。 这可能是因为花后 １２ ～ １６ ｄ 的小

麦子粒正处于细胞分裂素、生长素和赤霉素剧烈变

化的时期，这些内源激素的比例影响幼胚细胞的分

裂周期、分化方向和 ＤＮＡ 复制水平，因而影响植株

再生率和转化率。 当主穗或整个植株开始衰老，一
些衰老相关信号激素的释放可能会阻止上述过程，
降低幼胚细胞脱分化形成胚性愈伤组织的能力。 在

幼胚发育的适宜时期，胚轴开始变得不透明，盾片呈

半透明状，直径 ０􀆰 ８ ～ １􀆰 ２ ｍｍ（不同基因型之间略有

不同），盾片组织过小或过大其再生率都会降低。
Ａ． Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｅｓｃｈｉ 等［４４］ 研究了小麦受体植株干

旱胁迫和高温胁迫后对转化效率的影响，证明转化

效率不仅与受体材料的基因型有关，还与受体材料

的生理状态有关，受体植株经过轻微的干燥胁迫

（干燥 １ ｄ，湿度为 ３０％ ～ ４０％ ）后有利于提高转化

效率，最高可达 ６􀆰 ４６％ 。 认为轻微高温或干旱胁迫

１５８
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促使幼胚细胞处于质壁分离的脱水状态，转到高渗

培养基上预培养时可以更快地适应培养环境，增加

了胚性愈伤组织的形成。 实际操作中，可以通过调

控植株生长的环境条件，使小麦幼胚处于适合再生

和转化的生理状态。
１􀆰 ３　 植物生长调节剂

生长素是诱导植物细胞脱分化产生胚性愈伤组

织必需的生长调节剂，小麦组织培养中促进胚胎发

生最常用的生长素是 ２，４⁃Ｄ，其浓度依小麦基因型

和外植体的不同而不同，一般低浓度促进愈伤组织

形成和胚胎再生，高浓度时抑制愈伤组织的形成，但
促进根的形成。 绝大多数研究表明［２２，４５⁃４７］，２，４⁃Ｄ
诱导小麦幼胚产生愈伤组织的最适浓度为 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ，
部分研究中使用 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ［４６，４８］，少数研究使用

１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ［４９］。 Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ 等［２３］、Ｆ． Ｂａｒｒｏ 等［５０］

对比了不同浓度 ２，４⁃Ｄ、Ｐｉｃｌｏｒａｍ 对小麦幼胚再生率

和转化率的影响，认为愈伤组织诱导培养基中加入

４ ｍｇ ／ Ｌ Ｐｉｃｌｏｒａｍ 有助于提高小麦幼胚再生率和转化

率。 通常，愈伤组织诱导培养基中加入 ２，４⁃Ｄ 会促

进内源乙烯的产生，后者抑制愈伤组织的形成和植

株再生，培养基中同时加入 １０ ｍｇ ／ Ｌ 硝酸银或硫代

硫酸银可抑制乙烯的活性，促进体细胞胚胎的

形成［５１⁃５２］。
小麦愈伤组织分化培养基中加入较高浓度的细

胞分裂素（如 ５ ｍｇ ／ Ｌ ｚｅａｔｉｎ 或 ２ ｍｇ ／ Ｌ ｋｉｎｔｉｎ），并搭

配低浓度的生长素（如 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ）和压

力诱导剂（如 ８ ｍｇ ／ Ｌ ＣｕＳＯ４），可一定程度提高植株

再生率［４８，５３］。 Ｖ． Ｓ． Ｆａｄｅｅｖ 等［５４］ 研究了不同植物激

素使用不同浓度对小麦幼胚愈伤组织分化和生根效

果的影响，认为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ 适合诱导根，玉米

素、激动素、ＢＡＰ、ＴＤＺ 适合诱导再生芽，细胞分裂素

间的作用没有显著差别［２２］。
此外，发现培养基中适宜浓度的铵离子和硝酸

根离子能促进植物体细胞胚胎的形成［５５⁃５９］，理由是

铵离子和硝酸根离子的比例可以改变外植体对生长

素的敏感度［５８］。 Ｍ． Ｓ． Ｇｒｅｅｒ 等［５９］ 在培养基中加入

高浓度的硝酸铵，可使小麦胚性愈伤形成率和分化

率提高了约 ２ 倍，改进了轰击后盾片再生植株的潜

力，基因枪转化效率提高了约 ７ 倍，但其效果在不同

基因型间存在明显差异。
１􀆰 ４　 预培养和高渗处理方式

对于基因枪转化中小麦幼胚预培养时间，国内

外的研究不尽相同。 梁辉等［６０］ 认为适宜的预培养

时间为 ３ ～ ４ ｄ，Ｊ． Ｔ． Ｗｅｅｋｓ 等［１３］ 预培养 ５ ｄ 进行轰

击，Ｆ． Ａｌｔｐｅｔｅｒ 等［１４］ 认为预培养 ５ ～ ７ ｄ 转化效果最

佳，Ｖ． Ｓ． Ｆａｄｅｅｖ 等［５４］ 认为预培养 １４ ｄ 适合基因枪

转化。 Ｓ． Ｔａｋｕｍｉ 等［６１］ 发现，小麦幼胚预培养 １ ～
９ ｄ进行基因枪转化后，对 ＧＵＳ 基因瞬时表达率没

有影响，但对稳定转化率产生极显著影响，认为预培

养 ５ ｄ 以上效果较好。
基因枪轰击前对预培养的小麦受体材料进行高

渗处理可以提高外源基因转化效率，这在许多报道

中已得到证实［２２，４５，６２⁃６４］，其原因可能在于高渗处理

使受体细胞发生可恢复性的质壁分离，易于外源

ＤＮＡ 进入细胞，减少微弹穿孔时的细胞质泄漏，减
少轰击对细胞的损伤，提高细胞的活性。 但是，不同

研究者进行高渗处理所用的渗透剂种类、浓度及处

理时间各有差异。 常用的渗透剂主要有甘露醇、山
梨醇、麦芽糖、蔗糖、 ＰＥＧ，或者几种渗透剂的组

合［１２，１４，２２，４４⁃４５，４８，６４⁃６６］，但以山梨醇、甘露醇、麦芽糖和

蔗糖最为常用。 Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ 等［２２，４５］ 分析了不同

浓度蔗糖、麦芽糖对小麦盾片或幼穗组织转化效果

的影响，发现用含 ９％ （０􀆰 ４８ ｍｏｌ ／ Ｌ） 蔗糖或 ９％
（０􀆰 ２７ ｍｏｌ ／ Ｌ）麦芽糖对即将转化的小麦盾片组织和

幼穗组织进行高渗处理，转化后小麦受体组织的体

细胞胚胎发生能力、植株再生能力、瞬时表达率和稳

定转化率均得以提高。
另 外， Ｊ． Ｔ． Ｗｅｅｋｓ 等［１３］、 Ａ． Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｅｓｃｈｉ

等［１２，４４］、Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ 等［２２，４５］ 将没有进行预培养

的小麦新鲜幼胚直接接种到含 １５０ ｇ ／ Ｌ 麦芽糖的高

渗培养基上，２３ ℃、黑暗条件下处理 ３６ ～ ４８ ｈ 后进

行基因枪转化，轰击后经愈伤组织诱导和分化，获得

了转基因植株。 Ｖ． Ｓ． Ｆａｄｅｅｖ 等［５４］ 将小麦幼胚接种

在诱导培养基上，于 ４ ℃下低温培养 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、
４ ｄ、５ ｄ、９ ｄ、１０ ｄ、１１ ｄ，发现低温处理 ２ ｄ 以上，幼
胚产生胚性愈伤组织的潜力显著提高，说明短时间

低温处理有利于胚性愈伤组织的诱导。

２　 基因枪转化参数

基因枪转化的基本原理是以高压氦气作为动力

由可裂膜（ｒｕｐｔｕｒｅ ｄｉｓｋ）控制释放，将携带质粒 ＤＮＡ
金粉微粒（ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｓ）的载体膜（ｍａｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ）加

速，载体膜被阻挡网（ ｓｔｏｐｐｉｎｇ ｓｃｒｅｅｎ）阻挡后，包裹

外源 ＤＮＡ 的金属子弹高速穿透细胞，将目标 ＤＮＡ
导入靶细胞（图 １）。 在利用基因枪转化植物细胞

时，需要根据物种和外植体优化两个方面的参数：
（１）子弹制备参数，包括金粉大小和用量、ＤＮＡ 用量

以及与金粉的比例、氯化钙和亚精胺的用量等；
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（２）轰击参数，主要包括轰击压力、距离等。 这些参

数均影响植物组织的受伤伤程度和再生效果、ＤＮＡ
转入状况以及最终的转化效率。

图 １　 基因枪转化植物细胞原理简图

Ｆｉｇ． １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ
ｐａｒｔｉｃｌｅ ｇｕｎ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍ

２􀆰 １　 子弹制备参数

２􀆰 １􀆰 １　 金粉大小和用量　 在子弹制备过程中使用

最广 泛 的 微 粒 是 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司 生 产 的 直 径 为

１􀆰 ０ μｍ 的金 粉 颗 粒 （ 表 １ ）。 但 Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ
等［２２］发现 ０􀆰 ６ μｍ 的金粉相比 １􀆰 ０ μｍ 的金粉，对植

物细胞的损伤程度小，轰击效果好。 认为 １􀆰 ０ μｍ
的金粉在子弹制作过程中更容易发生聚丛，对细胞

的机械损伤更大。 Ｊ． Ａ． Ｏ′Ｂｒｉｅｎ 等［６７］ 采用 ４０ ｎｍ 的

金粉颗粒轰击动物细胞，取得了与常规子弹相同的

转化效果，显著减少了基因枪轰击造成的组织损伤。
由此可见，在保证轰击效果的前提下尽量选用直径

较小的金粉颗粒，以减少对生物细胞的机械损伤。
关于单枪金粉用量的选择，在目前的报道中千

差万别（表 １）。 在最早利用基因枪转化小麦的研究

中，Ｊ． Ｔ． Ｗｅｅｋｓ 等［１３］使用的单枪金粉用量为 ５８３ μｇ，
Ｎ． Ｓ． Ｎｅｂｒａ 等［６８］ 用量为 ５００ μｇ。 安海龙等［６９］ 等认

为，在３０ ～５００ μｇ范围内金粉用量与 ＧＵＳ 蓝斑数间基

本呈线性关系，即金粉用量越高，ＧＵＳ 蓝斑数越多。
Ｍ． Ｓ． Ｇｒｅｅｒ 等［５９］发现，单枪金粉用量 １２５０ μｇ 相比

６２５ μｇ ＧＵＳ 基因瞬时表达率和稳定表达率均显著提

高。 Ｄ． Ｂｅｃｋｅｒ 等［７０］ 比较了单枪金粉用量 ２９􀆰 ２ μｇ
和 １１６􀆰 ６ μｇ 对小麦幼胚转化后 ＧＵＳ 瞬时表达率和

植株再生率的影响，发现瞬时表达率没有显著差异，
但植株再生率前者显著高于后者。 Ｆ． Ａｌｔｐｅｔｅｒ 等［１４］

比较了 ３０ μｇ ／枪和 １００ μｇ ／枪金粉用量对小麦幼胚

转化效果的影响，发现在瞬时表达方面（ＧＵＳ 蓝斑

数）１００ μｇ ／枪金粉用量比 ３０ μｇ ／枪金粉用量高约

５３％ ，但 １００ μｇ ／枪金粉用量影响植株再生，降低了

最终的转化率，认为 ３０ μｇ ／枪金粉用量比较合适。
Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ 等［２２］对基因枪轰击小麦幼胚的多个

参数进行了优化，认为单枪金粉用量以 ２９ ～ ２３５ μｇ
为宜，５９ μｇ ／枪最适，金粉量过低（如 １５ μｇ）时不能

为 ＤＮＡ 包裹提供足够的表面积，影响转化效率，但
金粉量过大会影响转化愈伤组织的再生。 然而，Ａ．
Ｐｅｒｌ 等［６４］采用 ２５０ μｇ ／枪的金粉用量，Ｊ． Ｐ． Ａ． Ｏｒｔｉｚ
等［６６］、傅荣昭等［７１］采用 ２００ μｇ ／枪的金粉用量，也
取得了较好的转化结果。 梁辉等［７２］ 对金粉和 ＤＮＡ
用量进行了梯度试验，认为 ２５０ μｇ 金粉 ／枪时 ＧＵＳ
基因瞬时表达率提高。 夏晓晖等［７３］ 发现，在 １００ ～
３００ μｇ 范围内，随着金粉用量的增加，转化幼胚中

ＧＵＳ 基因瞬时表达率亦逐步提高，但继续增加金粉

用量反而降低。 Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ 等［２２］ 的研究结果表

明，１２０ μｇ ／枪金粉的转化率略高于 ６０ μｇ ／枪金粉的

转化率，但差异并不显著。 所以，Ｃ． Ｔａｍáｓ⁃Ｎｙｉｔｒａｉ
等［２１］转化小麦也采用了 １２０ μｇ ／枪的金粉用量。

表 １　 基因枪转化小麦典型研究的主要技术参数

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｍａｉｎ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｙｐｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ
ｏｎ ｗｈｅａｔ ｂｉｏｌｉｓｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

金粉用量

（μｇ ／ 枪）
Ｇｏｌｄ ａｍｏｕｎｔ

ＤＮＡ 用量

（ｎｇ ／ 枪）
ＤＮＡ ａｍｏｕｎｔ

轰击压力

（ｐｓｉ）
Ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ

转化率

（％ ）
Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
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ＮＤ ＮＤ １３００ ９􀆰 ７０ ［８２］

ＮＤ：Ｎｏｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

２􀆰 １􀆰 ２　 ＤＮＡ 用量　 在基因枪转化体系中，ＤＮＡ 用

量是影响小麦幼胚转化效率的另一个关键因素。 不
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同研究者采用的 ＤＮＡ 用量差别很大，单枪 ＤＮＡ 用

量 ７３ ～ ７０００ ｎｇ（表 １）。 梁辉等［７２］ 对金粉和 ＤＮＡ
用量进行了梯度试验，认为 ＤＮＡ 用量 ５００ ｎｇ ／枪时

ＧＵＳ 基因瞬间表达率明显提高。 夏晓晖等［７３］ 发现，
在每枪金粉用量为 １５０ μｇ 的条件下，每枪 ＤＮＡ 用

量 ０􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０ μｇ 范围内，ＧＵＳ 表达值随 ＤＮＡ 用量的

增加逐渐升高，当用量为每枪 ３ μｇ 时 ＧＵＳ 表达值

反而下降。 Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ 等［２２］ 发现， ＤＮＡ 用量

１４７ ～ １１７６ ｎｇ ／枪时 ＧＵＳ 表达水平没有显著变化，认
为 ２９４ ｎｇ ／枪最为合适。

适宜的 ＤＮＡ 用量与小麦转化效率密切相关。
当金粉用量恒定的情况下，金粉所能附着的 ＤＮＡ 量

有限，过量时多余的 ＤＮＡ 不能稳定附着在金粉颗粒

上，导致金粉聚丛形成团块状。 这些团块状态的子

弹轰击时穿入细胞的效果较差，而且会大量杀伤细

胞。 因此，在避免子弹聚丛成团块状的同时，尽可能

增加 ＤＮＡ 用量有助于提高转化效率。
氯化钙和亚精胺是子弹制备过程中不可或缺的

成分，可协助 ＤＮＡ 附着在金粉颗粒上。 氯化钙的浓

度一般 ０􀆰 ２ ～ １􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ，超过 ２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＧＵＳ 瞬

时表达率明显 下 降。 亚 精 胺 的 浓 度 通 常 ８ ～
１６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，超过 ８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＧＵＳ 瞬时表达率明

显下降［２２］。 制备转化小麦幼胚子弹时大多使用的

标准用量为氯化钙 １ ｍｏｌ ／ Ｌ，亚精胺 １６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
２􀆰 ２　 轰击参数

目前，多利用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司的 ＰＤＳ⁃１０００ ／ Ｈｅ 基

因枪转化小麦，大部分参数按照使用说明的标准值

设置即可，如可裂膜与载体膜的间距多为 ２􀆰 ５ ｃｍ，
载体膜与阻挡网的间距多为 ０􀆰 ８ ｃｍ，真空度多采用

２７ ～ ２８ 英尺汞柱（９１􀆰 ４ ～ ９４􀆰 ８ ｋＰａ）等［１４，２２，６６］。
Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ 等［２２］ 的研究结果表明，轰击压

力 ６５０、９００ 和 １１００ ｐｓｉ 时没有显著差异，采用 １３００
或 １５５０ ｐｓｉ 时 ＧＵＳ 瞬时表达率下降。 ６５０ ｐｓｉ 相比

１５５０ ｐｓｉ，ＧＵＳ 表达蓝点数更均匀，对细胞的损伤程

度也较轻。 因此，建议采用 ６５０ ｐｓｉ 或 ９００ ｐｓｉ，轰击

强度不超过 １１００ ｐｓｉ。 闵东红等［７４］ 发现，６５０ ｐｓｉ 和
９００ ｐｓｉ 轰击压相比，对 ＧＵＳ 瞬时表达没有明显影

响，当用 １１００ ｐｓｉ 时 ＧＵＳ 瞬时表达率明显下降。 但

也有一些研究采用 １１００ ｐｓｉ 和 １３００ ｐｓｉ 轰击压力进

行小麦幼胚转化（表 １）。
在轰击距离方面，大部分报道采用 ５􀆰 ５ ｃｍ（样

品板位于基因枪样品室的第二隔层） ［１４，２２，６６］。 一般

认为，轰击距离增加会降低 ＧＵＳ 瞬时表达率，９ ｃｍ
轰击距离其 ＧＵＳ 基因瞬时表达量明显低于 ６ ｃｍ

的。 但 Ｋ． Ｖ． Ｉｎｄｒａ 等［７５］则认为，轰击距离 １２ ｃｍ 比

６ ｃｍ 或 ９ ｃｍ 时金粉分布更均匀，轰击效果更理想。

３　 筛选策略

３􀆰 １　 筛选标记基因和筛选剂选择

对转化后的小麦幼胚组织进行筛选主要利用

ｂａｒ、ｎｐｔＩＩ、ｈｐｔ 等筛选标记基因。 ｂａｒ 基因编码的草

丁膦乙酰转移酶基因赋予植物细胞对 ｂｉａｌａｐｈｏｓ 等

（活性成分为 ＰＰＴ）除草剂的抗性，ｎｐｔ Ⅱ或 ａｐｈＡ 基

因编码的新霉素磷酸转移酶基因使植物细胞获得对

氨基糖苷类抗生素如卡那霉素（ ｋａｎａｍｙｃｉｎ）、Ｇ４１８
（ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ）、巴龙霉素（ｐａｒｏｍｏｍｙｃｉｎ）的抗性，ｈｐｔ 基
因编码的潮霉素磷酸转移酶赋予植物细胞潮霉素（
ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ ）抗性。 Ｊ． Ｐ． Ａ． Ｏｒｔｉｚ 等［６６］比较了分别利

用 ｈｐｔ 和 ｂａｒ 作为筛选标记的筛选效果和转化效果，
发现利用 ｈｐｔ 基因时的转化率为 ５􀆰 ５％ ，利用 ｂａｒ 基
因时的转化率为 ２􀆰 ６％ ，认为 ｈｐｔ 基因效果好于 ｂａｒ
基因。 Ｂ． Ｗｉｔｒｚｅｎｓ 等［７６］ 比较了上述 ３ 种筛选标记

的转化效果，得出了相反结论，只从 ｂａｒ 基因和 ａｐｈＡ
基因作为筛选标记的转化试验中获得了稳定转化植

株，没有从 ｈｐｔ 基因的转化试验中获得转基因植株。
Ｎ． Ｓ． Ｎｅｈｒａ 等［６８］比较了 ｎｐｔ Ⅱ基因与 ｂａｒ 基因作为

筛选标记的转化效果， 前者转化率为 ０􀆰 ７％ ～
２􀆰 ５％ ，后者转化率为 ０􀆰 １％ ～ １􀆰 ５％ ，认为 ｎｐｔ Ⅱ基

因的筛选效果好于 ｂａｒ 基因。 Ｈ． Ｚｈｏｕ 等［６５］ 以草甘

膦抗性（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ ｔｏｌｅｒａｎｔ）基因 ＣＰ４ 和草甘膦氧化

还原酶（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ）编码基因 ＧＯＸ 作

为筛选标记，以 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 草甘膦作为筛选剂转化小

麦也获得了转基因植株。 本实验室［７７］ 也曾系统研

究了 ３ 种标记基因对应不同筛选剂筛选小麦转化细

胞的效果，表明 ｎｐｔ Ⅱ筛选标记利用 Ｇ４１８ 作为选择

剂效果最好，适宜用量为 ２５ ～ ５０ ｍｇ ／ Ｌ，而不能用卡

那霉素和新霉素进行筛选，原因是小麦细胞对这 ２
种抗生素具有很高的天然抗性；ｂａｒ 基因筛选标记

可以利用 ＰＰＴ、ｂｉａｌｏｐｈｏｓ、ｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ 等作为选择剂，
适宜用量为 ３ ～ ５ ｍｇ ／ Ｌ；ｈｐｔ 筛选标记对应潮霉素的

适宜用量为 ３０ ～ ５０ ｍｇ ／ Ｌ。 傅荣昭等［７１］ 指出，由于

受体品种和外植体类型不同，适宜的筛选剂也不尽

相同。
另外，有些报道采用磷酸甘露糖异构酶（ＰＭＩ，

ｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｎｏｓｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ）基因作为筛选标记［７８⁃８０］，
将转化后的小麦靶组织转移到以甘露糖作为唯一碳

源的培养基上进行筛选，认为甘露糖的适宜筛选浓

度为 ５ ～ １０ ｇ ／ Ｌ，转化体可以利用甘露糖作为碳源确
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保正常生长，非转化细胞饥饿致死。 其中，Ａ． Ｇａｄａ⁃
ｌｅｔａ 等［７９］比较了 ＰＭＩ 基因和 ｂａｒ 基因作为筛选标记

基因的筛选效率，前者的筛选效率高达 ９０􀆰 １％ （表
达筛选标记的植株数 ／再生植株数），远高于后者的

２６􀆰 ４％ 。 Ｔ． Ｏｇａｗａ 等［４８］ 以突变的水稻乙酰乳酸合

酶（ＡＬＳ，ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ）编码基因作为筛选标

记，以 ０􀆰 ２５ ～ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 双草醚（ＢＳ，ｂｉｓｐｙｒｉｂａｃ ｓｏｄｉ⁃
ｕｍ）作为筛选剂，转化小麦新鲜幼胚获得了转基因

植株，转化率为 ５􀆰 ６％ ～１６􀆰 ７％ 。
３􀆰 ２　 筛选强度及时间

筛选强度取决于选择剂浓度和筛选时间。 理论

上讲，理想的选择剂浓度及筛选时间应该能够使未

转化的组织或细胞全部致死，但就小麦而言，在致死

筛选强度下，抗性愈伤组织很难再生植株。 转化后

何时进行筛选应根据外植体类型和愈伤组织状态确

定，过早进行筛选，外源基因向基因组上的稳定整合

尚未完成；过迟进行筛选，未转化的细胞可能逃逸。
基因枪转化小麦的多数研究采用以预培养 ５ ～

７ ｄ 的幼胚愈伤组织作为受体材料［１１，１３⁃１４，３６⁃３９，７６，８１］，
轰击后的靶组织在不含筛选剂的培养基上恢复培养

１ ～ ２ 周，然后在含较低浓度筛选剂（如 ｂｉａｌｏｐｈｏｓ ２ ～
３ ｍｇ ／ Ｌ）的培养基上培养 ２ ～ ３ 周获得抗性愈伤组

织，最后在含较高浓度筛选剂（如 ｂｉａｌｏｐｈｏｓ ５ ｍｇ ／ Ｌ）
的培养基上分化植株。 这种筛选方式不能有效抑制

未转化细胞的生长，假阳性比例较高。 Ｊ． Ｔ． Ｗｅｅｋｓ
等［１３］以小麦新鲜幼胚为受体材料，基因枪转化后恢

复培养 １２ ～ １４ ｄ，然后转移到含高浓度 ＰＰＴ（５ ｍｇ ／ Ｌ）
的培养基上筛选转化体。 Ｓ． Ｒａｓｃｏ⁃Ｇａｕｎｔ 等［２２，４５］、
Ｔ． Ｏｇａｗａ 等［４８］以小麦新鲜幼胚为受体材料，基因枪

转化后不经过恢复培养，直接转移到含双草醚的培

养基上对转化细胞进行筛选。 Ｌ． Ｚｈａｎｇ 等［８１］ 将轰

击后的小麦愈伤组织（预培养 ５ ～ ７ ｄ）经过渗透处

理后，直接转移到含 ｂｉａｌｏｐｈｏｓ ５ ｍｇ ／ Ｌ 的高压筛选培

养基上进行筛选、分化、壮苗、生根，获得了 ９􀆰 ７％ 转

化率，有效抑制了假阳性植株的产生。 认为低浓度

筛选剂（ｂｉａｌｏｐｈｏｓ ２ ～ ３ ｍｇ ／ Ｌ）对小麦细胞不具有筛

选效果，转化后的小麦愈伤组织必须在高浓度筛选

剂（ｂｉａｌｏｐｈｏｓ ５ ｍｇ ／ Ｌ）进行长时间（２ ～ ３ 个月）筛

选，获得的抗性愈伤组织在筛选培养基上继代培养

１１ 个月之久仍然保持较好的再生潜力。

４　 思考与展望

迄今为止，利用基因枪介导法已经将多个外源

目标基因转入了小麦，基本建立了基因枪转化小麦

的技术体系［４，８２⁃８３］。 如本课题组以 Ｆ． Ａｌｔｐｅｔｅｒ 等［１４］

报道的转化程序为基础，将一些抗旱、抗病相关基因

转入了不同小麦品种［８４⁃８９］，培育了抗旱、抗病小麦

新种质，拓宽了基因枪转化小麦的受体基因型［８２］。
总体来说，基因枪转化小麦的效率还比较低（０ ～
５％ ） ［８２⁃８３］。 尽管在一些文献中报道，基因枪转化小

麦的效率达 ５％ ～ １６％ ［４８，６６，７８，８１］，甚至高达 ６０％ ～
７０％ ［１２］，但这些结果缺乏可重复性。 因此，需要进

一步优化基因枪转化小麦的影响因素，切实提高小

麦转化效率，促进小麦品种改良和功能基因组研究。
根据笔者的经验，再生能力强的小麦品种都可

利用基因枪进行转化，但转化效率高低与材料生理

状态、预培养时间、轰击参数和筛选程序等因素密切

相关。 多数报道中描述，小麦转化材料供体植株生

长的温度条件为 ２０ ～ ２２ ℃白天 ／ １５ ～ １８ ℃夜间，光
周期条件为 １４ ～ １６ ｈ 光照 ／ ８ ～ １０ ｈ 黑暗。 关于预

培养时间，多数研究对幼胚进行 ５ ～ ９ ｄ 预培养，少
数研究采用新鲜幼胚进行转化。 本课题组对新鲜幼

胚进行基因枪转化没有获得抗性愈伤组织以及转基

因植株，可能刚剥离的幼胚或盾片组织处于适应外

界环境的调整期，此时对其进行轰击，造成的伤害不

易恢复。 如果预培养时间过长，胚性愈伤组织或胚

状体已基本形成，获得嵌合体转基因植株的频率较

高或难以获得转基因植株。 小麦幼胚经过 ７ ｄ 预培

养，结构比较致密，盾片组织开始进入快速增殖期，
处于完成脱分化、启动再分化状态，细胞分裂活跃，
不仅对机械伤害有较强的耐受力，而且基因枪轰击

后恢复能力强，转化后立即进入细胞旺盛分裂及形

成胚状体时期，有利于外源基因整合及转化植株的

获得。 具体预培养时间应根据基因型和外植体类型

来确定。 金粉规格一般为直径 １􀆰 ０ μｍ，用量多数采

用 ６０ ～ １２０ μｇ ／枪， ＤＮＡ 用量大多采用 ０􀆰 ５ ～
１􀆰 ０ μｇ ／枪，轰击压力一般采用 ９００ ｐｓｉ 或 １１００ ｐｓｉ，
轰击距离一般为 ５􀆰 ５ ｃｍ。 单位面积上细胞接受的

金粉颗粒数增多，可提高 ＧＵＳ 瞬时表达率，但金粉

用量过多会导致细胞损伤程度加重，影响植株再生

及外源基因整合和表达。 因此，适当的金粉用量是

获得转化成功的关键因素之一。 一般来说，在避免

对细胞造成较大损伤的前提下，尽可能增加金粉用

量，有助于提高转化效率。
筛选标记的选用不仅关系到获得转基因植株的

效率，也关系到转基因材料的安全性评价和后续产

业化进程。 目前，小麦基因枪转化体系中大多以 ｂａｒ
基因作为筛选标记，ｂｉａｌｏｐｈｏｓ 作为筛选试剂。 来源
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于植物的 ＰＭＩ、ＡＬＳ 等筛选标记基因具有利用前景，
需要进一步研究。 无论采用哪种筛选标记，对转化

细胞进行及时、有效筛选是获得转基因植株的重要

环节。 多数研究采用 １ ～ ２ 周的恢复培养，然后加入

筛选剂，并逐步提高筛选压力［１３⁃１４，２２］。 一些研究者

主张转化后直接对耙标材料进行筛选［２２，４８，６０］，尽早

抑制非转化细胞生长，减少假阳性。 Ｌ． Ｚｈａｎｇ 等［８１］

对轰击后的小麦愈伤组织直接用高浓度 ｂｉａｌｏｐｈｏｓ
（５ ｍｇ ／ Ｌ）进行筛选，认为低浓度 ｂｉａｌｏｐｈｏｓ（２ ｍｇ ／ Ｌ）
没有筛选效果，不能获得阳性转基因植株。 但是，
Ａ． Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｅｓｃｈｉ 等［４４］ 基因枪转化后恢复培养 ２０ ｄ
用高浓度 ＰＰＴ（５ ｍｇ ／ Ｌ）进行筛选，Ａ． Ｇａｄａｌｅｔａ 等［４９］

轰击后恢复培养 ３ 周用中等浓度 ｂｉａｌｏｐｈｏｓ（３ ｍｇ ／ Ｌ）
进行筛选，Ｊ． Ｐ． Ａ． Ｏｒｔｉｚ 等［６６］转化后恢复培养 ２ ｄ 用

低浓度潮霉素（２５ ｍｇ ／ Ｌ）或 ｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ（１ ｍｇ ／ Ｌ）进
行筛选，也获得了转基因植株。 综合这些报道，笔者

认为转化后可省略恢复培养环节，直接用中等筛选

剂浓度进行筛选，然后根据材料长势情况提高或保

持筛选剂浓度，同时还应根据所用的小麦基因型确

定适宜的筛选剂用量。
在其他植物中，农杆菌转化效率显著高于基因

枪，原因在于农杆菌分泌到植物细胞中的毒性蛋白

ＶｉｒＤ、ＶｉｒＥ、ＶｉｒＦ、ＶｉｒＢ 等对同时进入植物细胞的 Ｔ⁃
ＤＮＡ 具有保护和核定位的作用［９０］。 Ｇ． Ｈａｎｓｅｎ
等［９１］根据农杆菌侵染后 Ｔ⁃ＤＮＡ 在植物细胞中转运

的原理，将农杆菌效应蛋白编码基因 ＶｉｒＤ２、ＶｉｒＥ２
构建到植物表达载体上，利用基因枪轰击植物细胞，
发现转化率有所提高，提出了 Ａｇｒｏｌｉｓｔｉｃ 转化技术。
为了进一步提高基因枪转化植物的效率，需要深入

研究基因枪轰击后外源 ＤＮＡ 在植物细胞中转运和

进入细胞核的机理。 本课题组结合农杆菌转化和基

因枪转化的优点，设想先用基因枪将线状 Ｔ⁃ＤＮＡ
（二侧含 ＬＢ 和 ＲＢ）转入小麦细胞，然后用农杆菌侵

染，向基因枪轰击的小麦细胞中分泌 Ｖｉｒ 效应蛋白，
保护基因枪轰入的 Ｔ⁃ＤＮＡ 在小麦细胞中的完整性，
协助 Ｔ⁃ＤＮＡ 在小麦细胞中的转运和整合，以此来提

高基因枪转化小麦的效率。
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ｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｚｅ （Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ． ） ａｎｄ ｗｈｅａｔ （ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ
Ｌ． ） ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｎｏｓｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ ｇｅｎｅ，ｐｍｉ，ａｓ ｔｈｅ ｓｅ⁃

ｌｅｃｔａｂｌｅ ｍａｒｋｅｒ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ，２００１，２０：４２９⁃４３６
［７９］ 　 Ｇａｄａｌｅｔａａ Ａ，Ｇｉａｎｃａｓｐｒｏａ Ａ，Ｂｌｅｃｈｌｂ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｎｏｓｅ

ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ｐｍｉ， ａｓ ａ ｓｅｌｅｃｔａｂｌｅ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｄｕｒｕｍ ｗｈｅａｔ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｒｅａｌ Ｓｃｉ，２００６，４３：３１⁃３７

［８０］ 　 Ｓｔｏｙｋｏｖａ Ｐ，Ｓｔｏｅｖａ⁃Ｐｏｐｏｖａ Ｐ． ＰＭＩ （ｍａｎＡ） ａｓ ａ ｎｏｎａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｓｅ⁃
ｌｅｃｔａｂｌｅ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｔｉｓｓ
Ｏｒｇ Ｃｕｌｔ，２０１１，１０５：１４１⁃１４８

［８１］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｌ，Ｒｙｂｃｚｙｎｓｋｉ Ｊ Ｊ， Ｌａｎｇｅｎｂｅｒｇ Ｗ Ｇ，ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｗｈｅａｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ： ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｃａｌｌｉ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｐｌａｎｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ，
２０００，１９：２４１⁃２５０

［８２］ 　 叶兴国，陈明，杜丽璞，等． 小麦转基因方法及其评述［ Ｊ］ ． 遗
传，２０１１，３３（５）：４２２⁃４３０

［８３］ 　 Ｌｉ Ｊ Ｒ，Ｙｅ Ｘ Ｇ，Ａｎ Ｂ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ：
ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｒｅｐ，
２０１２，６：１８３⁃１９３

［８４］ 　 Ｇａｏ Ｓ Ｑ，Ｃｈｅｎ Ｍ，Ｘｉａ Ｌ Ｑ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｔｔｏｎ （Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ）
ＤＲＥ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ， ＧｈＤＲＥＢ， ｃｏｎｆｅｒｓ ｅｎ⁃
ｈａｎｃｅｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｄｒｏｕｇｈｔ， ｈｉｇｈ ｓａｌｔ， ａｎｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｉｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｗｈｅａｔ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ，２００９，２８：３０１⁃３１１

［８５］ 　 张双喜，徐兆师，张改生，等． 转 Ｗ１６ 小麦抗旱新品系的创制
及抗旱生理机制分析 ［ Ｊ］ ． 中国农业科学，２０１１，４４ （２４）：
４９７１⁃４９７９

［８６］ 　 Ｒｏｎｇ Ｗ，Ｑｉ Ｌ，Ｗａｎｇ Ａ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＥＲＦ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ＴａＥＲＦ３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ
［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｊ，２０１３，ｄｏｉ：１０􀆰 １１１１ ／ ｐｂｉ􀆰 １２１５３

［８７］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｚ Ｙ，Ｌｉｕ Ｘ，Ｗａｎｇ Ｘ Ｄ，ｅｔ ａｌ． Ａｎ Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｗｈｅａｔ， ＴａＰＩＭＰ１，ｍｅｄｉａｔｅｓ ｈｏｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ
ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｅ⁃
ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］ ． Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌ，２０１２，１９６：１１５５⁃１１７０

［８８］ 　 Ｌｉ Ｚ，Ｚｈｏｕ Ｍ Ｐ，Ｚｈａｎｇ Ｚ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａ ｒａｄｉｓｈ ｄｅｆｅｎｓｉｎ
ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｗｈｅａｔ ｃｏｎｆｅｒｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａ⁃
ｍｉｎｅａｒｕｍ ａｎｄ Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｃｅｒｅａｌｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｆｕｎｃｔ Ｉｎｔｅｇｒ Ｇｅｎｏｍｉｃ，
２０１１，１１：６３⁃７０

［８９］ 　 Ｃｈｅｎ Ｍ，Ｓｕｎ Ｌ Ｙ，Ｗｕ Ｈ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｄｕｒａｂｌｅ ｆｉｅｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ
ｗｈｅａｔ ｙｅｌｌｏｗ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｗｈｅａｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃
ｓｅｎｓｅ ｖｉｒｕｓ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｇｅｎｅ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｊ，２０１３，ｄｏｉ：
１０􀆰 １１１１ ／ ｐｂｉ􀆰 １２１５１

［９０］ 　 Ｚｉｅｍｉｅｎｏｗｉｃｚ Ａ，Ｍｅｒｋｌｅ Ｔ，Ｓｃｈｏｕｍａｃｈｅｒ Ｆ，ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｏｒｔ ｏｆ Ａｇｒｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉｕｍ Ｔ⁃ＤＮＡ ｉｎｔｏ ｐｌａｎｔ ｎｕｃｌｅｉ：ｔｗｏ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＶｉｒＤ２ ａｎｄ
ＶｉｒＥ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ，２００１，１３：３６９⁃３８３

［９１］ 　 Ｈａｎｓｅｎ Ｇ，Ｃｈｉｌｔｏｎ Ｍ Ｄ． ″Ａｇｒｏｌｉｓｔｉｃ″ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌｓ：Ｉｎ⁃
ｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ⁃ｓｔｒａｎｄｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｉｎ ｐｌａｎｔａ［Ｊ］． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ
ＵＳＡ，１９９６，９３：１４９７８⁃１４９８３

８５８
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