
植物生理学报  Plant Physiology Journal  2021, 57 (3): 723–726　　doi: 10.13592/j.cnki.ppj.2020.0564 723

收稿 2020-11-28　　修定 2021-01-27 
资助 上海市科技兴农项目[沪农科推字(2019)第1-8号]。

技术与方法  Techniques and Methods
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摘要: 以萱草品种‘斯特拉’成熟花粉为材料, 比较了不同电场强度和电击次数对花粉转化率的影响。结果

显示: 萱草花粉电击转化的最佳参数为1 kV·cm–1
、电击3次。
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Abstract: Different pulse field strength and number of pulses were used for electroporation transformation 
of mature pollens of daylily (Hemerocallis sp.) ‘Black Eyed Stella’ to obtain an optimal parameter. The re-
sults showed that the optimal parameter of daylily pollen electroporation was 1 kV·cm–1 with 3 pulses.
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植物转基因育种以其打破生殖隔离、育种方

向性强、缩短育种年限等诸多优势, 受到广泛关注。

萱草品种丰富、花色艳丽, 具有较好的绿化观赏价

值。然而, 通过多年种间杂交, 萱草多为杂合体, 遗传

背景较为复杂, 且为多年生单子叶植物, 因此萱草

遗传转化的研究较少(Rodriguez-Enriquez和Grant- 
Downton 2013; 金立敏等2012)。

目前, 萱草遗传转化的方法有基因枪法、花粉

管通道法和农杆菌介导法 (Aziz等2003; 郑楠等

2015)。笔者最近通过花粉管通道法获得了转基因

萱草(倪迪安等2020), 但该方法较适用于花器官较

大的植物品种, 且由于是在大田或温室操作, 受环

境因素影响较大, 转化效率低且遗传不稳定。农杆

菌介导法严重依赖组织培养技术, 受基因型的影

响比较大, 且农杆菌的天然寄主不是单子叶植物, 

因而农杆菌介导的萱草遗传转化比较困难, 需要

经过长周期且繁琐的组织培养植株再生阶段, 转
化效率较低。外植体的基因型、培养的时间和农

杆菌浸染浓度等均会影响农杆菌介导法的转化。

迄今为止, 仅有1例通过农杆菌感染及萱草愈伤组

织再生获得转基因植株的报道(王霞霞等2015)。
由于仪器和耗材都较为昂贵, 以胚性愈伤组织材

料, 通过基因枪法获得转基因萱草植株的报道也

仅有1例(Aziz等2003)。
电击法又称为电穿孔法或电激法, 电穿孔技

术被广泛应用于将外源大分子如DNA、蛋白质等

转入受体细胞中的遗传学和分子生物学研究中。
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电穿孔遗传转化技术操作简单快速、成本低, 常以

原生质体为受体。近年来, 陆续报道了电穿孔法运

用于植物组织细胞遗传转化的尝试 (张小红等

2013; 郑栋华等2019), 但目前尚无花粉电击转化法

应用于萱草的报道。包括花粉管通道、基因枪和

原生质体在内直接转化方法可能存在转基因后代

遗传不稳定等缺点, 限制了上述技术在常规遗传

转化中的应用, 目前一般仅应用于瞬时表达研究。

最近兴起的基因编辑技术, 不依赖于外源基因在

植物基因组的整合及其稳定遗传, 只要满足受体

细胞的基因组得到编辑的条件即可。因此在基因

编辑实验中采用花粉管通道、花粉电击等直接转

化技术, 可降低技术难度和克服对组织培养及基

因型的依赖。

本研究以萱草花粉为材料, 利用电击转化法

将含有35S:GUS融合基因的pBI21质粒导入萱草花

粉细胞中, 探索萱草花粉在不同条件下的萌发率

和转化率, 选择最优萱草花粉电击转化的参数, 为
基于萱草花粉电击转化的基因编辑提供参考。

1  材料与方法

1.1  材料

受体材料为萱草‘斯特拉’ (Hemerocallis sp. 
‘Black Eyed Stella’), 该品种为Roberson博士于1989
年通过杂交获得, 并登录美国萱草协会萱草品种

数据库 (https://www.daylilies.org/DaylilyDB/)。携带

卡那霉素抗性基因和35S:GUS融合基因的质粒

pBI121用于花粉电击转化。

1.2  花粉的收集与处理

参照张小红等(2013)的方法, 具体如下: 早上

7:30~8:30在试验田挑选受体萱草‘斯特拉’的成熟

花粉, 取出花丝, 将花粉放入1.5 mL离心管, 迅速

置于冰上。加入1 mL的PGM Buffer缓冲液(0.16 
mmol·L–1 H3BO3、1.27 mmol·L–1 CaCl2、1 mmol·L–1 
KNO3、20%蔗糖、35 mg·L–1赤霉素及4 mmol·L–1 
MES, pH 5.9), 缓慢地清洗花粉, 使萱草花粉与PGM 
Buffer充分混匀, 8 814.3×g, 离心1 min, 弃上清, 重复

此步骤一次。加入1 mL 20%蔗糖溶液, 8 814.3×g, 离
心1 min, 弃上清。再加入150 μL 20%蔗糖溶液, 
用移液枪吸打混匀, 得到花粉悬浮液。

1.3  电击参数 
用德国艾本德公司(Eppendorf)的多功能细胞

电穿孔仪(Multiporator, Eppendorf AG 22331 Ham-
burg), 将上述花粉溶液分别转入电击杯中(电击杯

需提前预冷 ), 分别以电场强度200、400、600、
800、1 000和1 200 V·cm–1电击2、3和5次, 脉冲时

间为80 μs。 
1.4  花粉管萌发

电击完成后, 将花粉溶液转移到1.5 mL管中, 
冰上静置30 min, 再置于28°C孵育3 h; 取少量花粉

溶液在显微镜下观察花粉萌发情况, 分别随机选

取3~5个视野的花粉细胞, 观察萱草花粉的萌发情

况, 统计花粉萌发率, 重复实验3次, 花粉萌发率为

萌发花粉孔的数量/花粉总数。

1.5  电击转化

在试验田收集受体萱草‘斯特拉’成熟的花粉, 
在制备好的花粉悬浮液(150 μL)中加入20 μL浓度

为1×10–3 mol·L–1 EGTA抑制核酸酶的活性, 再加入

50 μL浓度为5 μg·mL–1的含有35S:GUS融合基因的

质粒pBI121, 混匀后冰浴5 min。将花粉溶液移至2 
mm的电击杯中(电击杯需提前预冷), 电击处理参

数分别为200、400、600、800、1 000和1 200 V·cm–1, 
电击次数为2、3、5次。电击处理完毕后, 28°C孵
育3 h。将萌发完成后的花粉加入GUS染色液[50 
mmol·L–1磷酸盐缓冲液, pH 7.2; 0.1% Triton X-100, 
2 mmol·L–1 X-Gluc贮存液, 2 mmol·L–1 K3Fe(CN)6, 2 
mmol·L–1 K4Fe(CN)6, 10 mmol·L–1 EDTA], 37°C过

夜。用50%、60%、70%、80%和90%乙醇依次脱

水30 min, 在100%乙醇中放置1 h后进行复水, 再加

入适量透明缓冲液(透明液为水合三氯乙醛:水:甘
油=8:2:1) (赵林姝等2014), 对花粉进行透明处理, 
室温静置过夜。取少量花粉溶液在显微镜下观察

花粉转化情况, 统计花粉萌发率, 重复实验3次。花

粉转化效率为显色花粉数/花粉总数。

2  实验结果

2.1  电压强度和电击次数对萱草花粉萌发的影响  
萱草花粉在进行电击处理及培养后, 在显微

镜下可观察到已经伸长的花粉管(图1)。与对照相

比, 萱草花粉细胞在不同电压强度和电击次数处
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图1  萱草花粉离体萌发

Fig. 1  Daylily pollen germinates in vitro

UP: 未萌发花粉, PT: 花粉管。

图2  不同电场强度和电击次数下萱草花粉的萌发率

Fig. 2  Daylily pollen germination rate under different 
pulse field strength and number of pulses

对照: 冰上未电击。不同小写字母表示同一电场强度

不同电击次数之间差异显著(P<0.05)。下同。

理之后的萌发率有所下降(图2)。当电压强度不变

时, 电击次数分别为2、3和5次时, 花粉萌发率先升

高后下降, 其中, 电击3次时, 电压强度800 V·cm–1

的花粉萌发率最高, 为9%。当电击次数相等, 电压

强度低于800 V·cm–1时, 花粉萌发率逐渐升高, 而电

压强度高于800 V·cm–1时, 花粉萌发率开始下降。

2.2  电压强度和电击次数对萱草花粉转化率的影响

在电击溶液中加入含有35S:GUS融合基因的

质粒pBI121, 以200、400、600、800、1 000和1 200 
V·cm–1分别电击2、3、5次。GUS染色后, 在显微

镜下可观察到显色的花粉及花粉管, 表明GUS基

图3  转基因萱草花粉GUS染色

Fig. 3  GUS staining of transgenic daylily pollen

图4  不同电场强度和电击次数下萱草花粉的转化率

Fig. 4  Daylily pollen transformation rate under different
 pulse field strength and number of pulses

因在花粉中的表达(图3)。图4显示, 电击次数为2
和3次时, 电压强度为1 000 V·cm–1的花粉转化率最

高; 电击次数为5次时, 电压强度为400 V·cm–1的花

粉转化率最高, 但比电击次数为3次时最低的转化

率低。因此萱草花粉电击转化效率最高的参数为

电击3次、电场强度为1 000 V·cm–1。

3  讨论

花粉电击转化法操作简单便捷、成本较低, 省
去了复杂的组织培养过程, 克服了植物遗传转化

依赖于建立高效植物组织培养再生体系的瓶颈问

题。电击过程中产生的细胞膜损伤是可逆的, 对花

粉细胞的损害较小, 是一种将DNA导入植物细胞
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进行瞬时基因表达的可靠方法。

在电击转化前, 用缓冲液清洗花粉可以增加

花粉细胞的通透性(张小红等2013), 与制备用于电

击转化的感受态细菌的原理类似, 可提高外源基

因的转化效率。本研究使用的花粉萌发缓冲液是浓

度为20%的蔗糖溶液, 蔗糖既可以提供营养物质, 
也可以维持外界渗透压的稳定。萱草花粉的活力

对温度较为敏感, 早晨的活力最高(王婧等2019)。
因此收集萱草花粉的时间宜在早晨7:00~8:00之间, 
此时外界温度较低, 花粉活力较高。花粉的活力受

电压强度和电击次数影响较大, 当电压强度和电

击次数超过一定的值时, 对花粉细胞活力造成较

大的影响, 本研究结果也表明萱草花粉在电击处

理之后的萌发率有所下降。

电击转化效率受电压强度和电击次数影响较

大(张小娟和张荣光2011; 张小红等2013), 对于特

定的植物来说, 适合的电压强度和电击次数可获

得最高的转化效率。本实验对萱草花粉电击的电

压强度和电击次数进行了探索, 结果表明萱草花

粉的最适电击参数为1 000 V·cm–1, 电击3次。下一

步需进一步优化萱草花粉电击转化的各项参数以

进一步提高转化效率, 探索适合的授粉条件以获

得转基因植株及其在基因编辑中的应用。
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