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摘要：近年来纳米磁珠介导的遗传转化体系克服了传统转基因方法需组织培养再生的问题，能够缩短转基因植物培

育周期，适用范围广泛。目前狼尾草尚未建立纳米磁珠介导的转化体系，且现有遗传转化体系尚不成熟。为建立纳

米磁珠介导的狼尾草花粉转化体系，本研究以‘丽秋’狼尾草为材料，分析了‘丽秋’狼尾草花粉转染的最适温度和处

理时间、纳米磁珠负载能力、杂交授粉和转基因株系筛选等纳米磁珠介导转化的关键环节。结果表明：与 12、16 和

25 ℃处理相比，4 和 8 ℃下狼尾草花粉的活力较高。开孔转染时间 0. 5~2. 0 h 的花粉开孔率无显著差异，不同开孔

转染时间下的花粉活力无显著差异，故选择了 0. 5 h 为转染开孔时间。用转染后的花粉对‘丽秋’狼尾草进行授粉，

随机挑选了自然结实获得的 150 粒种子。播种后利用 80 mg·L-1潮霉素进行筛选，之后经 PCR 检测和 GFP 荧光蛋

白观察，获得了 7 株转基因植株。本研究建立了狼尾草纳米磁珠介导的花粉管通道转化法体系，5 个月左右可以获

得转基因苗，转化率达 4. 66%，为狼尾草遗传转化和分子改良提供了新的可行方案。
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Abstract： In recent years， nanoparticle-mediated gene transformation has overcome the problem of traditional 
transgenic methods that require tissue regeneration and culture.  This method shortens the cultivation cycle of 
transgenic plants， and has a wide range of applications.  No mature genetic transformation systems are available for 

the grass Pennisetum alopecuroides， so the aim of this study was to develop a nano-magnetic bead-mediated 
transformation system for this plant.  The P.  alopecuroides ‘Liqiu’ was used to optimize the key steps including 
transfection temperature and processing time， nanomagnetic bead loading capacity， and the hybridization and 
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screening of transgenic lines.  The results showed that the vitality of P.  alopecuroides pollen was higher after 
treatments at 4 and 8 °C than after treatments at 12， 16， and 25 °C.  There was no siginificant difference in the pollen 
opening rate between 0. 5 and 2 hours of transfection time， and pollen vitality was not affected by the duration of the 
transfection time.  Accordingly， 0. 5 hours was selected as the transfection time.  The transfected pollen was used to 
pollinate P.  alopecuroides ‘Liqiu’， and 150 seeds were randomly selected from the naturally obtained hybrid seeds.  
Transgenic seedlings were screened on medium containing 80 mg·L-1 hygromycin.  Subsequently， PCR detection 
and green fluorescent protein observation results confirmed that seven transgenic plants had been obtained.  In 
summary， a pollen tube channel transformation system based on DNA-coated nanomagnetic beads was established 
for P.  alopecuroides.  Our results show that transgenic seedlings can be generated within 5 months with a 
transformation rate of about 4. 66%.  This system represents a new solution for genetic transformation and molecular 
improvement of P.  alopecuroides in the future.
Key words： Pennisetum alopecuroides； magnetic nanoparticles； pollen pore； pollen magnetofection； transgenic plant

狼尾草（Pennisetum alopecuroides）是多年生禾本科狼尾草属植物，具有较强的抗逆性，是一种重要的观赏草、

生态草和饲草［1］。随着社会快速发展，现有的狼尾草品种已不能满足应用和生产需求，迫切需要培育更多新品

种［2］。目前国内外狼尾草育种受限于其异花授粉、倍性复杂等生物学特性以及缺乏稳定遗传转化体系，仍以常规

杂交、选择育种为主，基因工程育种在狼尾草上的应用尚不成熟［3-4］。加快建立和完善狼尾草遗传转化体系，培育

高观赏价值的狼尾草是当前狼尾草育种的重要目标。

遗传转化是植物基因工程育种的关键技术，传统的植物遗传转化方法包括根癌农杆菌介导法、基因枪法以及

电穿孔法等［5-8］。2002 年 Maram 等［9］通过基因枪法获得具有除草剂抗性基因的美洲狼尾草（P.  glaucum）。王凭

青等［10］将拟南芥（Arabidopsis thaliana）CBF1 转录因子通过农杆菌介导法转化杂交狼尾草叶片，成功获得转基因

再生植株。牟彤等［11］以狼尾草愈伤组织为受体，利用农杆菌介导法导入黑麦草（Lolium perenne）抗冻蛋白基因，

初步建立了狼尾草的遗传转化体系。但这些传统方法依旧具有局限性：例如基因枪法需要昂贵的设备和材料，

DNA 片段过大时易断裂［12］；农杆菌介导法转化效率低，需要有成熟的遗传转化体系，操作步骤繁琐。这些因素限

制了狼尾草基因工程育种的应用和发展［13-14］。因此急需一种不依赖组培体系、不受基因型限制的狼尾草高效

DNA 导入方法。

近年来随着纳米技术迅速发展，用于基因工程纳米技术的突破为植物的遗传转化提供了一种新的、更有利的

工具［15］。Chang 等［16］开发了功能化介孔二氧化硅纳米颗粒，将外源 DNA 递送到拟南芥根中。Susana 等［17］使用金

纳米颗粒功能化介孔二氧化硅纳米颗粒递送系统将蛋白质和质粒 DNA 共同递送至洋葱（Allium cepa）细胞。利

用磁性纳米载体运输外源基因，通过磁场作用进入和转化细胞的过程被定义为磁转染［18］。Wang 等［19］通过转染缓

冲液促进萌发孔开放，利用磁转染成功将抗草铵膦基因导入玉米（Zea mays）。Zhao 等［20］利用磁性纳米颗

粒作为基因载体，成功筛选到转融合抗虫基因的棉花（Gossypium hirsutum）。 Zhang 等［21］在百合（Lilium 
spp.）上建立了一种涉及花粉磁转染的新型瞬时转化方法，并评估了磁转染花粉在不同种质中的外源基因

表达。纳米技术在以上这些物种上的成功应用，为加快基因工程育种提供了新工具。但目前为止，未见

有狼尾草上应用的案例报道。

本实验室培育了‘丽秋’狼尾草，构建了全基因组草图，并解析了落粒的分子机制，筛选关键基因，为分子改良

育种提供了参考［22-23］。为开发高效遗传转化体系加快育种速度，本研究对狼尾草花粉转染的最适温度、处理时

间、纳米磁珠负载能力、杂交授粉和转基因株系筛选等关键环节进行了系统分析，旨在狼尾草上建立纳米磁珠介

导的花粉管通道转化体系，以期为狼尾草基因工程育种提供支撑。
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1　材料与方法

1. 1　试验材料

植 物 材 料 为‘ 丽 秋 ’狼 尾 草（国 S-BV-PA-007-2021），种 植 于 国 家 精 准 农 业 研 究 基 地 。 磁 板

MagnetiFACTOR-96 板（9008-96），Fe3O4 纳米磁珠 PolyMAG-1000（9003），购于德国 Chemicell GmbH 公司。选

用质粒为 pMDC85-GFP（本实验室保存）。潮霉素（31282-04-9），赤霉素（77-06-5），购自西格玛奥德里奇（上海）

贸易有限公司。内切酶 Xho I（1635），购自宝日医生物技术（北京）有限公司。2×Taq Master Mix（Dye Plus）
（P112-01），购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。蔗糖、硼酸、氯化钙、硝酸钾、硝酸钙、硫酸镁、硫酸锰和赤霉

素等为分析纯。花粉收集的牛皮纸袋、尼龙布、吸水纸、玉米淀粉、筛子（2 mm）等为实验室常规耗材。

1. 2　狼尾草花粉观察

收集当天散粉的狼尾草花粉，过筛。取花粉置于液体离体培养基（50 g·L-1蔗糖+80 mg·L-1硼酸+40 mg·
L-1氯化钙）中培养，使用 BX53 生物显微镜（奥林巴斯，日本）和 Pharos G2 台式扫描电镜（飞纳，荷兰）观察花粉的

形态。取花粉置于开孔转染液（0. 5 mol·L-1 蔗糖，1 mmol·L-1 硼酸，1 mmol·L-1 硝酸钾，1 mmol·L-1 硝酸钙，1 
mmol·L-1硫酸锰，1 mmol·L-1硫酸镁和 0. 1 mmol·L-1赤霉素）中培养 10 min，干燥后在台式扫描电镜下观察经过

处理和未处理的花粉形态。

1. 3　纳米磁珠负载保护能力分析

为探究磁性纳米载体对 DNA 的负载能力，以磁性纳米颗粒 PolyMAG-100 作为基因载体，以 pMDC85-GFP
质粒构建纳米载体-基因复合物，构建不同质量比的纳米载体-基因复合物。按 DNA∶MNP 分别为 1∶2、1∶4、
1∶10、1∶20、1∶50、1∶100 的质量比，将纳米载体-基因复合物在室温下静置 30 min，其中 DNA 的量固定为 1 μg。
将纯质粒 DNA 和复合物通过琼脂糖凝胶电泳阻滞实验分析磁性纳米颗粒 PolyMAG-100 与 DNA 的结合能力。

酶切后电泳实验的样品同上述条件制备，质粒 DNA、MNP、MNP/DNA 复合物样品分别用 1 μL 的 Xho I 在 37 ℃
酶切 16 h。
1. 4　花粉最适转染条件优化

1. 4. 1　温度对花粉萌发率的影响　  以‘丽秋’狼尾草作为试验材料，使用半透明透气袋对处于抽穗期的狼尾草

幼穗进行套袋隔离，当穗子成熟散粉后，收集花粉。将花粉在液体离体培养基中于 4、8、12、16 ℃和室温（room 
temperature，RT）下暗培养 3 h，在 BX53 生物显微镜下观察花粉状态。使用细胞计数板计数，统计萌发率并使用

SPSS 18. 0 软件统计结果，采用单因素方差分析（Duncan），确定最适的花粉转染温度。

1. 4. 2　转染时间对花粉开孔率的影响　  对采集的‘丽秋’狼尾草新鲜花粉过筛，将质粒 DNA 和磁性纳米磁珠

以最适比例在室温下静置 30 min 后加入花粉转染液中。称取 1 g 花粉使其充分浸没在 4 mL 花粉转染液中，设置

0. 5、1、2、5 h 共 4 个不同的转染时间。磁性纳米磁珠吸附质粒 DNA，在磁场的作用下经花粉孔导入花粉。对经过

不同时间转染后的花粉进行干燥处理后，在 Pharos G2 台式扫描电镜（飞纳，荷兰）下观察花粉，研究其形态结构，

探索在不同转染条件下花粉的开孔率和活力。采用 SPSS 18. 0 软件进行单因素方差分析（Duncan），确定适宜的

开孔时间。

1. 5　田间狼尾草纳米磁珠转化

2023 年 4-6 月，在国家精准农业研究基地进行育苗。在 6-11 月，首先对抽穗期的狼尾草幼穗进行套袋处

理，防止其他花粉污染。在晴朗的上午 9：00-12：00 收集‘丽秋’狼尾草新鲜花粉，称取过筛花粉约 1 g，小心转移

至离心管中，再加入 4 mL 含有磁珠-DNA 混合物的花粉转染培养液充分浸没。将其置于磁板上按照最适温度

和开孔时间进行花粉的磁转染，每隔 15 min 轻柔摇晃离心管使花粉转染培养液充分浸没花粉。对经过磁转化后

的花粉进行干燥，取 0. 03 mm 尼龙布均匀平铺，在下面垫 8~10 层吸水滤纸，将磁转化后的花粉转移至尼龙布上

吸干水分。取干燥后的花粉，选择套袋隔离的花序，对雌蕊柱头露头 1~4 mm 而雄蕊还未露出外稃的花序进行授

粉，对授粉后的花序依旧进行套袋隔离防止污染。等到散粉完成、柱头无活力后，更换袋子为网兜，等待种子

成熟。
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1. 6　阳性植株的检测

穗子成熟后采收种子于常温保存。为建立‘丽秋’狼尾草的潮霉素抗性筛选体系，配制了浓度分别为 0、60、
70、80 mg·L-1潮霉素的 1/2 MS 培养基（2. 2 g·L-1 Murashige & Skoog Basal Salt Mixture，30 g·L-1 蔗糖，6 g·L-1 
Phytagel，pH=5. 7）。对未进行磁转染的‘丽秋’狼尾草种子进行消毒，将其接种到不同工作浓度的潮霉素培养基

中，观察幼苗根系的发育状况，筛选潮霉素最适工作浓度。之后对转染 pMDC85-GFP 质粒的种子进行筛选。

筛选根系生长良好的幼苗移入盆中，对成活的幼苗提取 DNA，并根据潮霉素抗性基因序列设计引物（HYG-F：

5′-CTTCTGCGGGCGATTTGTGT-3′，HYG-R：5′-GGCCGTGGTTGGCTTGTATG-3′）进 行 PCR 鉴 定 。

进一步利用 LEICA-SP8 激光共聚焦显微镜（莱卡，德国）观察 GFP 荧光蛋白的发光情况，进一步筛选转基因

株系。

1. 7　数据处理

采用 Excel 2019 整理数据并作图，采用 SPSS 26. 0 对各指标进行单因素方差分析和 Duncan 多重比较

（P<0. 05）。

2　结果与分析

2. 1　‘丽秋’狼尾草花粉萌发孔观察

为了研究‘丽秋’狼尾草是否适用于纳米磁珠介导花粉的转化方法，首先对‘丽秋’狼尾草花穗和花粉形态进

行观察。‘丽秋’狼尾草为圆锥花序，主轴密生柔毛，具有刚毛。花期主要集中在 6-10 月，开花过程由雌蕊柱头露

出，雄蕊扬花散粉和扬花后雄蕊退化这 3 个主要时期组成（图 1），每个时期大概持续 1~3 d。由于其独特的开花

习性，在‘丽秋’狼尾草雌蕊露出而雄蕊未散粉时，可以先于其自身花粉对雌蕊进行人工授粉，获得杂交种子。

取盛花期相应花序上的成熟‘丽秋’狼尾草花粉颗粒，在光学显微镜和电子扫描镜下进行花粉粒形态与外壁

纹饰的观察。结果发现，花粉粒形态近球形，具孔盖，花粉粒大小在 45 μm 左右，粒壁 2 层（图 2A）。扫描电镜下花

粉粒形态有皱褶、穿孔，花粉粒外壁为细小颗粒状纹饰，由细小颗粒组成的块状纹饰形状不一，大小较为一致，块

间裂隙明显（图 2B）。

对搜集到的 4 ℃保存的花粉过筛，取新鲜干净的花粉 1 g 放入 4 mL 花粉开孔培养液中培养 10 min。将未经

过花粉开孔液的花粉和经过处理后干燥的花粉置于扫描电镜下观察花粉形态，可以看到经过 10 min 培养后，‘丽

秋’狼尾草花粉萌发孔打开，方便外源物质进入（图 2C，D）。

2. 2　纳米磁珠负载检测

由于凝胶阻滞，MNP/DNA 复合物停留在点样孔中，泳道中没有条带出现；而随着 MNP 的量不断减少，未形

图 1　‘丽秋’狼尾草开花过程

Fig. 1　The flowering process of P.  alopecuroides ‘Liqiu’
A： 雌蕊柱头露出 Pistil stigma exposed； B： 雄蕊扬花散粉 Stamens bloom and disperse powder； C： 扬花后雄蕊退化 Stamen degeneration after 
flowering.
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成 MNP/DNA 复合物的过量 DNA 逐渐显示迁移条带，在 1∶20、1∶50 及 1∶100 的泳道中出现了明显的带移。磁性

纳米颗粒除了具有良好的 DNA 负载结合能力，还能保护 DNA 免受酶的降解。对 MNP/DNA 复合物用限制性内

切酶 Xho I 在 37 ℃酶切 16 h 后，进行琼脂糖凝胶电泳。结果显示 MNP/DNA 复合物能有效抵抗核酸酶的消化作

用，质量比分别为 1∶2、1∶4、1∶10 的 MNP/DNA 复合物（绿色）仍然停留在点样孔中，泳道中没有酶切的弥散条带

出现（图 3）；相对应的，随着 MNP 的量不断减少，在 1∶20、1∶50 及 1∶100 的泳道中，过量的 DNA 随电场迁移，并被

限制性内切酶 Xho I切开形成一条线性质粒条带。

2. 3　温度和转染时间对转染效率的影响

花粉转染温度筛选结果发现，当转染温度在 4 和 8 ℃时花粉的萌发率较大，且 4、8 ℃下进行转染的花粉萌发

率和常温下未进行转染的花粉萌发率之间没有显著差异（P>0. 05）；而 12 和 16 ℃下的萌发率较低（图 4）。与在

室温（RT）下进行磁转染相比，在低温下进行磁转染对花粉活力的影响较低。

将质粒 DNA 和磁性纳米磁珠以最适比例 4∶1 在 25 ℃下静置 30 min，使纳米磁珠可以充分地结合质粒 DNA，

之后将其加入 8 ℃预冷的花粉转染液中。在 0. 5、1、2、5 h 转染时间下，通过电子显微镜观察到花粉的开孔状态

（图 5A），5 h 处理后花粉的开孔率最大，可以达到 48. 6%。0. 5 h 处理后花粉的开孔率为 27. 9%，与 1、2 h 的开孔

率没有显著差异（P>0. 05，图 5B）。花粉转染时间对活力的影响没有显著性差异（图 5C）。在选择最适开孔时间

时，本研究综合考虑了‘丽秋’狼尾草花粉活力和开孔率等因素，选择了 0. 5 h 作为开孔液转染时间。

2. 4　阳性植株的鉴定

通过不同浓度的潮霉素对‘丽秋’狼尾草种子进行筛选，可以看到在浓度为 80 mg·L-1的潮霉素培养基中，大

部分种子生根困难或者生根后根尖发育不良，逐渐黄化。用 80 mg·L-1的潮霉素对转染了 pMDC85-GFP 质粒的

‘丽秋’狼尾草种子随机选取 150 粒进行筛选，有 13 株植株成活，对这 13 株幼苗提取 DNA，在潮霉素抗性基因序

列上进行引物设计，PCR 扩增检测，PCR 鉴定的程序按照诺唯赞 2×Taq Master Mix（Dye Plus）试剂说明书进行，

PCR 反应程序为 95 ℃ 15 s；60 ℃ 15 s；72 ℃ 30 s；30 个循环；72 ℃，5 min。PCR 反应结束后用 1% 琼脂糖凝胶电

泳检测，结果发现 7 株中可以扩增出清晰的目的条带，且 PCR 测序结果正确，证明得到 7 株阳性植株（图 6）。

图 2　‘丽秋’狼尾草花粉形态观察

Fig. 2　Pollen morphology observation of P.  alopecuroides ‘Liqiu’
A： 光学显微镜下花粉形态特征 Pollen was observed under orthostatic optical microscope； B： 扫描电镜下花粉形态观察 Pollen was observed under 
scanning electron microscope （SEM）； C： 未经过花粉开孔液处理的花粉孔状态 Pollen pore status that has not been treated with pollen pore-opening 
solution； D： 经过花粉开孔液处理的花粉孔状态 Pollen pore status that has been treated with pollen pore-opening solution.
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图 3　纳米磁珠对质粒 DNA的负载和保护能力

Fig. 3　The loading and protective capabilities of magnetic nanoparticles for plasmid DNA
A： MNP/DNA 复合物的琼脂糖凝胶电泳分析 Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA and MNPs/DNA； B： MNP/ DNA 复合物酶切产物的琼

脂糖凝胶电泳分析 Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA and MNPs/DNA complexes digested with Xho Ⅰ； M： Trans 15K DNA Marker.

图 4　‘丽秋’狼尾草转染的最适温度

Fig. 4　Optimal temperature for transfection of P.  alopecuroides ‘Liqiu’
A： 转染缓冲液预处理后，将花粉粒转入发芽液中，在室温下培养 3 h After pretreatment with transfection buffer， pollen grains were transferred into 
germinating media and incubated 3 h under RT （直立光学显微镜下观察花粉萌发情况 Pollen germination was observed under orthostatic optical 
microscope）； B： 未经预处理或在指定温度下预处理的花粉发芽情况 Germination of pollen without pretreatment with transfection or pretreated under 
indicated temperatures； RT： 室 温 Room temperature； 不 同 小 写 字 母 表 示 在 P<0.05 水 平 上 差 异 显 著 ，下 同 Different lowercase letters indicate 
significant differences at P<0.05 level， the same below.
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2. 5　转基因株系荧光蛋白观测

GFP 蛋白的荧光较为稳定，受外界的影响较小，检测十分方便且伤害小，因此本研究选用携带 GFP 标签的

图 5　‘丽秋’狼尾草开孔转染的最适时间

Fig. 5　Optimal time for transfection of P.  alopecuroides ‘Liqiu’
A： 8 ℃下不同时间转染缓冲液预处理的花粉电镜图像 Scanning electron microscope （SEM） images of pollen pretreated with transfection buffer at 8 ℃ 
for different times； B： 不同转染时间的狼尾草花粉开孔率 Pollen opening rate after pretreatment in transfection buffer at different times； C： 不同转染时

间的狼尾草花粉活力 Pollen viability after pretreatment in transfection buffer at different times.

图 6　阳性植株验证

Fig. 6　Verification of positive plants
A： 潮霉素筛选‘丽秋’狼尾草转染的种子 Hygromycin screening seeds transfected with P. alopecuroides ‘Liqiu’； B： 阳性植物 PCR 检测结果 PCR test 
results of positive plants； C： DNAMAN 比 对 结 果 DNAMAN comparison results； M： Trans2K® Plus Ⅱ DNA Marker； WT：未 转 染 植 株 Non-

transfected plant.
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pMDC85-GFP 质粒。烟草瞬时表达结果发现，该质粒的荧光主要分布在细胞膜上（图 7）。对上一步获得的阳性

植株取根尖部位，进行压片。在激光共聚焦显微镜下进行观察，发现转染了 pMDC85-GFP 质粒的植株在共聚焦

显微镜下细胞膜显示出绿色的荧光（图 8）。结合 PCR 检测和 GFP 荧光蛋白观察结果，证明得到了 7 株阳性植株，

转化率可达 4. 66%（7/150）。综上所述，通过花粉磁转染（图 9），报告基因被有效地传递到‘丽秋’狼尾草中，成功

表达了该蛋白。

3　讨论

研究表明，磁性纳米载体 MNPs 可以吸附外源 DNA 并形成稳定的 MNPs/DNA 复合物，受体细胞通过胞吞

可以吸收外源 DNA，并表现出较为理想的转化效率［24］。花粉磁转染的方式已在玉米［19］、棉花［20］、百合［21］、黄瓜

（Cucumis sativus）［25］等经济作物上得到验证。‘丽秋’狼尾草观赏效果好，花期早且持续时间长，并完成了全基因组

测序［22］。因此，本研究利用‘丽秋’狼尾草开展纳米磁珠介导的花粉管通道转化法体系研究。

花粉萌发时，花粉内壁从萌发孔向外突出，形成花粉管。萌发孔的形状、结构、数目和大小随植物种类不同而

异，是鉴别植物的依据［26-27］。双子叶植物花粉最典型的萌发孔由在花粉表面等距平行排列的 3 个花粉沟组成；而

单子叶植物具有在远端分布的单个萌发孔［28］。开放的花粉孔是应用花粉磁转染的前提，在利用温室培养的百合、

高粱（Sorghum bicolor）和玉米进行花粉转染时，由于孔被壁材料或盖膜覆盖，阻止了外来 DNA 的进入［29］。‘丽秋’

图 7　pMDC85-GFP亚细胞定位结果

Fig. 7　Subcellular localization of pMDC85-GFP

图 8　激光共聚焦显微镜下的阳性植株根尖

Fig. 8　The roots of positive transgenic plants under confocal microscope
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狼尾草具有单子叶植物典型的单萌发孔，花粉粒形态为近球形，在正常情况下，‘丽秋’狼尾草的萌发孔关闭，外源

物质无法进入。通过花粉转染液处理后，花粉孔的孔盖打开，方便纳米磁珠在磁场的作用下通过花粉孔携带质粒

DNA 进入花粉。

保证花粉的活力是提高花粉转染率的前提。不同植物的花粉具有不同的特性，温度、湿度、光照等都会影响

花粉活性［30］。1998 年，李要民等［31］发现与玉米、水稻（Oryza sativa）花粉相比，狼尾草花粉最耐贮藏，且低温高湿

对禾本科花粉贮藏最为有利。本研究通过花粉离体培养来确认花粉转染的最适温度，确保花粉在转染过程中能

保持较强的活力，提高转染成功率。花粉经过开孔转染液处理之后，打开萌发孔方便外源物质进入，开孔率在一

定程度上也影响着外源质粒进入花粉的概率。当花粉孔打开时，转染效率提高，从而消除了外源 DNA 进入细胞

壁的障碍［19］。玉米经过转染液处理后开孔率提高，成功转入目的基因的花粉粒数也得到提高。对于棉花的开放

花粉孔，无需开孔液的诱导，也能观察到磁珠转染进入花粉。‘丽秋’狼尾草在开孔液的诱导下，产生开放的萌发孔

方便纳米磁珠携带外源基因进入花粉粒。在开孔时间的选择上，本研究设立不同的处理时间来观察花粉的开孔

率，选择 30 min 的开孔转染时间以保证花粉的活力和较好的开孔率。

纳米基因载体 MNPs 对质粒 DNA 的负载保护能力试验表明，MNPs 与 DNA 在质量比为 1∶10 至 1∶2 时可以

稳定结合，并且 MNPs能够保护 DNA 免受酶的降解，这有助于纳米磁珠保护并负载质粒 DNA 进入花粉粒。作为

一种理想的基因载体，纳米磁珠 PolyMAG1000 通过静电相互作用与带负电的 DNA 结合，游离的小分子 DNA 能

够穿透琼脂糖凝胶孔隙，从负极向正极方向游动；而纳米磁珠由于其粒径较大，不能通过孔隙，在电泳过程中则被

阻滞在点样孔中［20］。不同的纳米磁珠最适负载比例也有差别，这可能与质粒的大小、结合液的 pH 以及修饰基团

有关［32-34］。关于 MNPs 能够保护 DNA 免受酶的消化作用，有研究认为是纳米材料在空间上妨碍了消化酶、Mg2+

与 DNA 的结合，从而阻碍 DNA 消化酶的作用［35］。也有研究认为纳米颗粒所带的正电荷基团，使得 Mg2+与

DNA/纳米颗粒互斥，以及 DNA 与纳米颗粒的结合可能导致了 DNA 结构上的变异，从而保护了 DNA 免受酶切

影响［36］。

潮霉素 B 相较于其他抗生素类和除草剂类筛选剂具有筛选时间短和假阳性率低等优点［37］。抗性基因表达产

物是一个蛋白激酶，通过磷酸化潮霉素 B 使其丧失活性，通过潮霉素 B 对转基因生物进行筛选已经在实验室被广

泛选用［38-39］。潮霉素 B 对植物的生长发育有显著的毒性作用，不同的植物具有不同的潮霉素敏感性［40］。本研究

在培养基中添加不同浓度的潮霉素 B 作为筛选压，结果发现在潮霉素 B 浓度为 80 mg·L-1的条件下，大部分幼苗

图 9　利用纳米磁珠负载 DNA转染‘丽秋’狼尾草花粉的步骤

Fig. 9　Steps in P.  alopecuroides ‘Liqiu’ pollen transfection using DNA-coated magnetic nanoparticles
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根尖表现出褐化、长势变弱、根停止生长、侧根发生受到抑制、生长明显缓慢停滞、存活率逐渐下降。GFP 蛋白性

质极其稳定，对细胞无毒性，耐受高温处理，在紫外光或蓝光下激发，即可发出绿色荧光［41］。在 GFP 应用中，由于

其可以与蛋白质的 N 端或 C 端结合，使基因可视化表达，同时也被用于转基因的遗传和跟踪［42］。在 pMDC85-

GFP 质粒中带有 GFP 标签，通过激光共聚焦显微镜观察存活植株的根尖，成功转入质粒的植株在质膜上显示出

绿色荧光，证明 pMDC85-GFP 质粒成功转入。

4　结论

本研究对狼尾草基于纳米磁珠介导的花粉管通道转化法的纳米磁珠负载能力、开孔时间和温度进行了系统

筛选。纳米磁珠保护 DNA 免受酶的降解，其与 DNA 在质量比为 1∶4 时最佳，可负载 DNA 进入花粉孔。不同温

度和开孔时间会对狼尾草花粉的萌发率和开孔时间产生影响，在转染温度为 8 ℃、开孔时间为 30 min 时，‘丽秋’

狼尾草能够保持较好的花粉活力，且能获得较大的开孔率。经过 80 mg·L-1潮霉素浓度培养基的初筛，对成活幼

苗进行 PCR 检测和激光共聚焦显微镜观察，最后从随机选取的 150 粒种子中鉴定到 7 株阳性植株，转化率达到

4. 66%（7/150）。本研究将纳米磁转染与花粉介导法相结合，建立了狼尾草的纳米磁珠转化体系，填补了狼尾草

纳米磁珠介导的花粉管通道转化法研究的空缺，为后续研究工作中利用转基因和基因编辑技术开展基因工程育

种提供了基础。
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