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抗除草剂基因导入培矮 64S实现杂交水稻制种机械化的 

初步研究 
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Primary Study on M echanization of Seed Production of Hybrid Rice by Inducing Bar Gene／o 

Pei al 64S 

F Ya ping．ZH。Zheng ge-X【̂ 1'Han．HL Guo cheng-SI ttua mir．-Y L：Yong hong·Sut,"Zong—xiu 

Ke
．

y Laboratory如 R“ B l' -3IeM,n e 0f．4KJ．Luhure，i ．R L h “ L himz；'v'atiot~al Rhe Re．~earchI懈t l “ 

Abstract：Using a high ellicient ricet ransforH]RTion⋯ t m mediated bvAgroba~terium ，“ P r ，Bar genewasintro— 

duced into a photoperiod temperature sensiti~'e genetic male sleriie hne Pel’ai fi4S． The transgeni~p]anls shewed the resis 

tance to herbicide Basra PCR and S。Li Lhem blot a I fc indirat tha1 Bar gene s inserted in genomic DNA of Pei ai 64S． 

Simu~adon。n seed production of)iybrld rite u sing I ransgenh Pei ai h{S {er~ale pa~ent also in succes~{ul This resuh 

proved the feasibilily。 mechaniza~ion t。produce hyb rid rice seeds via gene ttansformation l'he prob Lems。n practical utiliza— 

tion of this protocol are discussed 

Key~ords；hybr d rice． ll ra {er chanlzation；hy13 rid eed produclion 

摘 要：和用农杆菌介导的岛魏遗传转化拄术 ．成功地将 Bar甚固转^两系杂交稻的 守系培矮 64S 转基因植株具有明 

显的i{aala抗性 ．分子樵剩进一步 1：叫B 基因已整台到水稻染乜体 一 模拟制种的厩功．表明机械化制备杂交水稻种子是可 

行的。L十论了实现机械他制备杂交水 种子所需解决的各种同题= 
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我国杂交水稻 的研究为世人所瞩 目．包括美国 

在 内的稻米种植 国纷纷 f进这一技术，然而尽管杂 

交水稻的产量有 口皆碑 ．但 劳动密集 型的制种技术 

却使殴美发达国家望而却步。目前我国局边国家所 

种植的杂交水稻 ，基本上是通过边境贸易从 中国进 

口实现的。显然，简化制种技术 ．并最终实现制种的 

机械化 ，是杂交水稻真正走向世界的关键。 

近年来植物生物技术的飞速发展，尤其是转基 

因技术的日趋成熟，为杂交水稻的新发展提供 r机 

遇 黄大年等把抗除草剂基因导^水稻的恢复系 ． 

以期提高大田种植杂交水稻纯度。为探索杂交水稻 

机械化制种的道路，我们设想把抗除草剂基因导入 

水稻的不育系。本文报道的是初步结果．并就深入研 

究、实现机械化制备杂交水稻种子所需解决的各种 

问题进行丁讨论 

1 材料与方法 

1．1 材料 

光温敏核不育系培矮 64S种子由育成单位湖南 

杂 交 水 稻 研 究 中 心 提 供。根 癌 农 杆 菌 

(Agrobczcterium tttzytefaf s)菌株 EHA105和质粒 

pCAMBIA1 304由澳大利亚Jefferson博士提供。质 

粒 pCAMBIA1 304的 T—DNA区含有 Bar基 因(对 

除草剂 PPT有抗性)和潮霉素抗性基 因 Hyg 。质 

粒 pCAMBIA1 304经冻融法导八农杆菌 EHA105 
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1．2 方 法 

1 2．1 转基因植株 的获得和增殖 

培矮 64S的成熟种子剥去颖壳，用 2．5 次氯 

酸钠表面灭菌 2 h后，无菌水冲洗 3次，接种。基因 

转化的方法参见刘巧泉等 ，但基本培养基为MS。 

从获得的转基因试管苗中选 1株按孙宗修等 的方 

法进行离体快速繁殖 当达到足够数量(约 1000 

株)时，试管苗转到含(1／2)N 大量元素的无激素 

培养基上令其生根。当试管苗长到约8 cm高并有发 

达的根 系时，即可移栽人土 

1．2．2 转基因植株对 Basta的抗性 实验 

移栽人土的转基因小苗在 3叶期时涂 Bas ra～． 

以检测 Bar基因的表达情况 。 

1．2．3 转基因植株的分子生物学检测 

1．2．3．1 植株总 DNA 的提取 

按卢扬江等 ：的方法提取叶片DNA，取幼叶 j 

g左 右，在液 氮抟 冻 的条件 下 磨碎 ．加 20 mI 经 

65 c预热的抽提缓冲液，于 6j c预热 4O min．加入 

等体积的氯仿 舁戊醇于 60 r／min振荡 20 min， 

3500 r／min离心 1 5 min．取上清液 ．加 0．8～1．0倍 

体积的异丙醇，钩出DNA沉淀。加TE溶解，RNA 

酶消化 ，再用 醋 酸钠 、1O0 玲 乙醇纯 化 制备 的 

DNA样品用于Southern blotting和PCR分析 

1．2．3．2 PcR扩增 

引物 P1：5’一GATAAAACGGTCGGTAACGG 

TCG 3’．P2：5’GATGCATGGGCTGTTTGCTGT— 

CG一3’(由上海生物工程公 司台成 ，反应系统按 

Carl等 加人 。扩增 条件 为 94 C．3 min{94 C，1 

rain；58 C．30 s；72 C，1．5 min；共 35个循环 72 C 

下延伸 10 min，扩增反应在 PERKIN EI MER 9600 

PCR仪上进行，扩增产物通过 O．8 琼脂糖凝胶电 

泳检测。 

1．2．3．3 Southern blotting分析 

(1)酶解、转膜 。植株 DNA经 EcoR I限制性 

内切酶完全酶解 ，0．8 琼脂糖凝胶 23 V电压条件 

下电泳 20 h，0．5 t~g／mL溴化乙锭染色后，紫外光 

下检测酶切效果，然后 再用毛细管转移法将胶 中的 

DNA片段转移至尼龙膜上 。 

(2)DNA探针标记。DNA探针用直接核酸标 

记法(英国 Amersham 公司生产 ，ECL检测系统 )进 

行标记 取所需标记的探针(10 ng／儿 )，沸水中变性 

5 min，冰浴 5 min．然后加入与探针等体积的 DNA 

标记试剂(辣根过氧化物酶聚合体)及戊二醛溶液， 

37 c下保温 10 min，放于冰上待用。 

(3)杂交和洗膜。首先把经 Southern转移的膜 

置于含有 NaC1(0．5 tool／L)和封闭试剂(5％)的杂 

交液(英国 Amersham公司生产)中，42C预杂交 1 

h。加人 已标记好的探针 ．混匀，42 C下杂交过夜 

杂交膜用洗液 1(尿素 5 mol／I⋯0 5XSSC，pH 

7．0，9．4 SDS)于 42C下洗涤 2次，每次 10min． 

再用洗液 2(2×SSC)室温下洗涤2次，每次 5 min 

(4)杂交信号 的检 测 等体积 检测试 剂 l 

(H O!)和检测试 剂 2(鲁米诺及增强剂)(英 国 

Amersham公司生产 )混合 ，倒于膜上 ，反应 1 min。 

x光片上曝光 0．5～2．0 h，常规方法冲片 

1．4 机械化期种的模拟实验 

经快速繁殖获得的大批转基因试管苗(不育系) 

与恢复系隔行相邻种植 为确保花期相遇．采用了5 

个恢复系 ，每一小 区有转 基因苗 150株，恢 复系 90 

株．常规管理。选恢复系与不育系同期抽穗的小区． 

每天赶花粉 1次 授粉 l0 d后喷洒 0 1 的 Basta， 

5 d后检查喷 Basra的效果。 

2 结果与分析 

2．I 转基因植株的获得和快速增殖 

以光温敏不育系培矮 64S的成熟胚为受体，进 

行农杆菌介导的 Bar基因的遗传转化 ．从约 1O0个 

抗性愈伤中获得了 4个再生植株 

从 4株转基因植株中任选 1株转到液体的快繁 

培养基上 ，以 70 r／min的速度振荡培养 ，每 14 d更 

换一次培养基，同时把新的分蘖切下继续增殖，经多 

次增殖，获得试管苗925丛(每丛均有若干分蘖)．于 

1999年 5月初移栽入土。另 3株直接转人土中 ，其 

中 1株未能成活。 

2．2 转基因植株对 Basta的抗性 

3株成活的转基因小 苗涂 Basta后 ，均 表现出 

对Basta明显的抗性。而原始供体培矮 64S的叶片 

涂 Basta后迅速枯黄死亡 。 

2．3 转基因植株的分子生物学检测 

2 3．1 PCR 分析 

PCR扩增结果表明，3株转基因植株均能扩出 

900 bp的 DNA片段 ，而从对照植株抽 提的总 DNA 

却不能扩出该片段(图 1) 

2．3．2 Southern blotting分析 
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改善米质已成为可能 最近黄大年等又将抗除草剂 

基因导入杂交水稻的恢复系，成功地提高了杂交水 

稻的纯度 。本研究把抗除草剂基因导入杂交水稻的 

不育系．并成功地进行了模拟制种 这一切表明生物 

技术与常规技术相结合，可以提高常规制种的效率． 

并解决某些常规制种很难解决的问题，应用前景十 

分广阔 

杂交水稻的制种程序复杂而严格，不育系和恢 

复系需要分别播种、移栽．尤其需要分别仔细收割． 

才能防止机械混杂 ，所有这些都要耗费大量人工 由 

于制种田要 比普通 田多花数倍的人工．因此杂交稻 

的种子价格也数倍于常规种子 随着我国经济的发 

展，青壮年外出务工 ，农村劳动力的结构发生 了变 

化，妇女与老年劳力的比例迅速提高．变农业生产由 

繁重复杂为轻便简单的呼声日益高涨．抛秧、机插与 

农事集约化等形式深受农民欢迎生动地说明了这是 

大势所趋 所以改变杂交水稻的制种技术并最终实 

现机械化生产不但 可使杂交水稻真正走出国fI．而 

且也是国内水稻生产的必然之路 。基因工程为此提 

供了一种手段，我们把抗除草 0基因导入了不育系． 

以普通恢复系作父本 ，在扬花 l0 d后 喷洒除草剂 ． 

转 Bar基因的不育系对除草荆表现抗性而正常生 

长，并向子房提供足够的营养使之发育成饱满的杂 

交稻种子。恢复系植株虽能自花传粉、受精、灌浆．但 

终因植株被除草剂杀死而不能正常结实 。即使恢复 

系基部长出个别新的分蘖并抽穗开花，但发育进程 

毕竟推迟了 l0余天，收割时还没有正常结实．很容 

易被扬弃，从而较好地解决了杂交稻制种 田收获的 

机械化问题 当然 ，模拟制种并不表示机械化制种已 

经成功、如前所述、父母本的全生育期、花期调节，减 

少授粉障碍以及外源基因的安全性等特殊问题都需 

要一一解决。仅机械化收割这一问题，也还有喷除草 

剂的最适时期 最佳浓度、适宜次数等技术环节需要 

进一步探索。所有这些只有与育种学家的紧密合作． 

才能共同探讨出解决的方法。 
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