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摘  要: ⽟⽶遗传转化严重依赖于受体基因型, ⽬前绝⼤部分商业化⽟⽶⻣⼲⾃交系的遗传转化仍然⼗分困难。

Baby boom (Bbm)和 Wuschel2 (Wus2)是植物⼲细胞发育中的 2个关键基因, 调节这 2个基因的时空表达可以有效提⾼

植物遗传转化效率。本研究以多个我国⽟⽶⻣⼲⾃交系为受体材料开展转化效率测试, 发现虽然 Bbm 和 Wus2 的超

表达可以显著提⾼转化效率, 但对⽟⽶的⽣⻓发育具有不利影响。本研究开发了⼀种新型辅助转化技术, 在辅助载体

中加⼊致死基因表达元件, 并调节 2 个基因的时空表达。结果表明该辅助载体和⽬标载体混合转化时, 不但可以在

T0代成功获得不含 Bbm和 Wus2辅助载体的正常⽣⻓发育的优质转化苗, 还显著提⾼转化效率(平均达 19.5%)。本研

究成功建⽴和完善了⼀套不依赖基因型的⾼效⽟⽶遗传转化体系, 为提⾼⽣物育种效率和精准改良提供了有⼒⽀持。 
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Abstract: The reliance on receptor genotype of genetic transformation made it difficult for the transformation of commercial 
maize lines. Expression regulation of two important genes in plant stem cell development, Baby boom (Bbm) and Wuschel2 
(Wus2), was revealed to significantly improve transformation efficiency. Several Chinese core maize inbred lines were used as 
receptor materials to test the transformation efficiency. Although the overexpression of Bbm and Wus2 could significantly improve 
the transformation efficiency, it had a negative impact on the growth and development of T0 plants. Here, a new assisted transfor-
mation technology was developed, in which a lethal gene element was added to the assist vector and the spatial expression of the 
two genes were regulated. The results revealed that the hybrid transformation of the assist vector and the target vector could not 
only successfully obtain high-quality transformation seedlings without Bbm and Wus2 assist vector in T0 generation, but also sig-
nificantly improve the transformation efficiency with an average 19.5%. The application of this improved genotype-independent 
genetic transformation system promises maize precise improvement with higher efficiency. 
Keywords: maize; genetic transformation; Baby boom; Wuschel2; assist vector 
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⽟⽶(Zea mays L.)是我国种植⾯积最⼤、产量最
⾼的粮⻝作物 , 同时也是全球重要的饲料作物和
经济作物。20 世纪 80 年代以前 , 通过有性杂交实
现基因重组的常规育种是⽟⽶品种选育的主要⼿

段 [1]。随着分⼦育种技术的快速发展, 转基因技术
逐渐⼴泛应⽤于⽟⽶的遗传改良, 并展现出了巨⼤
的市场价值[2]。⾃ 1995年世界上第⼀例抗⾍抗除草
剂⽟⽶ Bt176获得商业化许可后, 截⽌到 2019年全
球转基因⽟⽶累计种植⾯积已达到 7.5×108 hm2 
(ISAAA, 2019) [3]。 

遗传转化技术是转基因⽟⽶产品研发的核⼼环

节, ⾃ 1986年以来国内外多个研究团队针对⽟⽶遗
传转化技术开展了多项研究。Fromm 等[4]率先采⽤

电击法将抗除草剂 pat 基因转⼊⽟⽶原⽣质体, 但
并未得到⽟⽶再⽣植株; Rhodes 等[5]同样⽤电击法

将 NPT II基因转⼊⽟⽶原⽣质体, 并通过抗性筛选
和分化再⽣得到带有卡那霉素抗性的转基因植株 , 
但该植株没有结实; 随后 Shillito 等[6]成功地从⽟⽶

原⽣质体再⽣出可育的转基因植株。电击法虽然操

作简便, 但转化效率低, 较难获得稳定遗传后代。随
着技术的不断进步, 基因枪法[7]、农杆菌介导法[8]、

花粉管通道法[9]和 PEG 介导法[10]等多种技术均在

⽟⽶遗传转化中获得成功。1989年, Klein等[7]⾸次

采⽤基因枪法转化⽟⽶, 将 gus和 CAT基因转⼊到
⽟⽶悬浮细胞系中 ; Gordon-Kamm 等 [11]⽤基因枪

法转⼊ gus 和 pat 基因, 并获得可正常结实的转基
因⽟⽶植株。基因枪法虽有受体⼴泛、转化效率⾼

的优点 , 但实际应⽤中仍存在外源基因多拷⻉、
DNA断裂等问题。1991年, Gould等[8]⽤根瘤农杆

菌与⽟⽶茎尖共培养得到了转基因⽟⽶, 但转化效
率很低; 1996 年, Ishida 等[12]⽤含超双元载体的农

杆菌侵染⽟⽶⾃交系 A188 的幼胚, 并优化菌株、
菌液浓度等条件, 转化效率可⾼达 30%, 被认为是
⽟⽶农杆菌介导遗传转化技术发展的重要⾥程碑。

相⽐基因型, 农杆菌介导法插⼊的外源基因⼤多数
是单拷⻉, 遗传稳定性好, 且所需的仪器设备简单, 
操作易⾏, 成本低。作为物美价廉的技术, 农杆菌
介导法已成为⽬前⽟⽶转基因研究中应⽤最为⼴

泛的遗传转化技术。 
⽟⽶是单⼦叶植物, 并不是农杆菌的天然宿主, 

农杆菌介导的⽟⽶遗传转化⼀直存在转化效率低的

问题[13]。影响⽟⽶转化效率的因素有很多, 如农杆
菌菌株、受体材料、培养基成分和筛选⽅式等。受

体基因型不同, 农杆菌介导的转化效率也不同, ⽬
前绝⼤部分⽟⽶基因型的转化效率都不⾼。⽟⽶中

常⽤的受体材料有⾃交系 A188、杂交种 HiII 
(A188×B73)等, 它们的转化效率要明显⾼于普通材
料, 原因在于⼤多数⽟⽶⾃交系诱导产⽣的是难以
转化的 Type I型愈伤组织, ⽽A188等受体材料可以
产⽣ Type II型愈伤组织[14]。Type II型愈伤组织是胚
性愈伤组织, 具有分化胚状体的能⼒并且可以⻓期
继代[15]。这种受体基因型依赖的问题在⼀定程度上

限制了⽟⽶转基因技术的应⽤进程。 
Baby boom (Bbm)和 Wuschel2 (Wus2)是植物⼲

细胞发育中的关键调控因⼦ [16-17]。Bbm 编码⼀个
AP2/ERF 转录因⼦, 在维持⼲细胞不分化状态中发
挥重要作⽤; Wus2 编码同源异型结构域蛋⽩, 能使
周围的细胞具有⼲细胞特征。2016 年, 杜邦先锋联
合巴斯夫和陶⽒益农公司研究发现超表达 Bbm 和
Wus2这 2个基因可以将转化效率从 2%提⾼到 25%~ 
50% [18]。2017年, 美国密苏⾥⼤学和罗德岛⼤学合
作, 在低转化效率的常规材料 B73 中同时超表达这
2个基因, 成功将 B73的转化效率提⾼到 15% [19]。

2018 年, 杜邦先锋公司分别⽤ Zm-PLTPpro 和 Zm- 
Axig1pro启动⼦驱动 Bbm和Wus2的表达, 使⽟⽶幼
胚可不经过愈伤诱导阶段直接被转化并⻓成植株 , 
将愈伤转化后分化成苗的时间缩短⾄ 1 个⽉[20]。这

种启动⼦和再⽣基因的有效组合为解决受体基因型

依赖和再⽣困难的问题提供了⼀条新的途径。 
虽然国际上已经证实超表达 Bbm 和 Wus2 可以

提⾼⽟⽶转化效率, 但实际应⽤时仍存在很多技术
难点。为了进⼀步探索 Bbm 和 Wus2 在辅助⽟⽶遗
传转化中的应⽤价值, 实现我国⽟⽶⻣⼲⾃交系的
稳定遗传转化, 本研究构建了多个 Bbm和 Wus2超表
达辅助载体, 在我国⽟⽶⻣⼲⾃交系的背景下开展
了辅助转化效率测试, 建⽴了⼀套不依赖基因型的
⾼效⽟⽶遗传转化体系, 助⼒未来⽟⽶的精准育种。 

1  ᴤ᭭Ϣᮍ⊩ 

1.1  材料 
1.1.1  植物材料     ⽟⽶常⽤转化受体材料为
KN5585[21]和 B104, 我国⽟⽶⻣⼲⾃交系郑单 958
⺟本(郑 58)、翔⽟ 998⽗本(X923-1)、IL3、IL4、京
科 968⺟本(京 724)和糯⽟⽶⾃交系 IN12等共 6个。 
1.1.2  载体和菌株     所⽤载体主要是 Bbm 和

Wus2 超表达辅助载体和⽬标载体(Waxy 基因敲除载
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体)。农杆菌选⽤的是根癌农杆菌 EHA105, 农杆菌
OD600值为 0.3。 
1.2  ⽅法 
1.2.1  幼胚剥取和侵染    以授粉后 10 d的幼穗为
受体材料, ⼈⼯分离 1.5~1.8 mm的幼胚。将剥取的
幼胚放⼊含有 1.8 mL悬浮液的 2 mL塑料离⼼管中, 
吸去悬浮液, 余下幼胚在管中继续加⼊ 1.0 mL农杆
菌悬浮液, 放置 5 min。载体混合转化的⽐例 Bbm和
Wus2的超表达辅助载体∶ ⽬标载体为 1∶ 10。 
1.2.2  共培养和筛选培养    将离⼼管中的幼胚悬
浮后倒⼊共培养基上, 并⽤移液器吸去表⾯多余的
农杆菌菌液, 于 23℃⿊暗共培养 1~2 d。将幼胚转
移到休息培养基中, 于 28℃⿊暗培养 7 d 后, 放⾄
含 10 mg L–1草丁膦的筛选培养基上, 开始筛选培
养 2~3周, ⻓出⼩芽。培养基成分组成参考已发表
⽂献[22], 并做适当的修改。 
1.2.3  分化成苗     将⼩芽转移⾄⽆激素的 MS0
培养基中, 25℃, 80 μmol m–2 s–1, 光照培养 2周。再
将⽣出的⼩苗转移⾄⽣根培养基上, 25℃, 80 μmol 
m–2 s–1, 光照培养直到⽣根。将⼩苗转⼊⼩盆中⽣⻓, 
⼀定⽣⻓阶段后移栽于温室。 
1.2.4  转基因植株鉴定     取叶⽚提取 DNA, 使
⽤载体特异性引物进⾏ PCR 检测 , 包括 Bar 阳性
检测 (BAR4-F: 5'-GCGGTCTGCACCATCGTCAA-3'; 
BAR4-R: 5'-AGATCTCGGTGACGGGCAGGAC-3')和
Bbm/Wus2 元件检测(3369-F1: 5'-TGCTCAGATGGG 
GTACGAGA-3'; 3369-R1: 5'-CAGACACGAGAGG 
TTGCAGA-3'), 鉴定转基因植株。不含 Bbm和 Wus2
超表达辅助载体但含⽬标载体的阳性苗认为是优质

转化苗, 统计优质转化苗数量, 分别计算分离率(优
质转化苗 /阳性苗)和优质转化率(优质转化苗 /起始
胚数量)。 

2  㒧ᵰϢߚᵤ 

2.1  不同类型的 Bbm和Wus2的超表达辅助载体
和 Waxy基因敲除载体构建 

本研究设计并构建了 3 种 Bbm 和 Wus2 的超表
达辅助载体和 1种⽟⽶Waxy基因(Zm00001d045462)
双靶敲除载体(图 1): (1) pWMDR001, Bbm和 Wus2
的超表达元件与⽟⽶ Waxy 基因敲除元件的整合载
体。分别⽤ Zm-PLTPpro和 Zm-Axig1pro启动⼦驱动
Bbm 和 Wus2 的表达, 基因敲除关键元件 Cas9 由⽟
⽶ ZmUbi 启动⼦驱动表达 , sgRNA (sgRNA1: 
5'-CGGCATCTACAGGGACGCAAAGG-3'; sgRNA2: 
5'-CCGTCTTCGTTCTCCATGCTCGT-3')由⽟⽶ ZmU6
启动⼦表达, 并连有 Bar 表达盒; (2) pWMDR002, 
独⽴的Bbm和Wus2的超表达辅助载体, 仅含有Bbm
和 Wus2的超表达元件, 不含有筛选标记或其他元件; 
(3) pWMDR003, 在独⽴的 Bbm和 Wus2的超表达辅
助载体中加⼊致死基因表达元件。⽤绿⾊组织特异

性表达的 Photosystem II 10 kD启动⼦驱动解淀粉芽
孢杆菌 Barnase基因的表达, Barnase编码⼀种胞外
核糖核酸酶, 具有强烈的毒性, 可以导致细胞的死
亡[23]; (4) p193412, 含有 Cas9和 sgRNA等编辑元件
以及Bar表达盒, ⽤于与 pWMDR002或 pWMDR003
混合转化。 

2.2  Bbm 和 Wus2 超表达元件和 Waxy 基因敲除
元件整合辅助载体的直接转化 

为了测试 Bbm 和 Wus2 的超表达对⽟⽶⻣⼲⾃
交系转化效率的影响, 本研究⾸先测试了整合辅助
载体 pWMDR001的辅助效果。在郑 58等 5个⻣⼲
⾃交系中均可以观察到侵染后的愈伤组织上由于

Bbm和 Wus2的超表达引起的胚状凸起。⼀般转化后
3 d左右就有明显的突起(图 2-A), 7 d后就可以观察 

 
 1  䕙ࡽ䕑体基因ᭆ䰸䕑体⼎ᛣ 
Fig. 1  Schematic diagram for assist vectors and gene-targeting vectors 
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到明显成簇的胚状体(图 2-B)。侵染后的愈伤组织可
⻅丰富的胚状凸起(图 2-C), 并成功在培养基上分化
成苗(图 2-D)。转化效率在不同⾃交系之间存在差异, 
从 6.0%~24.0%不等, 平均可达 14.0% (表 1)。Bbm
和 Wus2 的超表达同时也显著提⾼了⽟⽶常规转化
受体材料KN5585和 B104的转化效率, 从均值 7.8%
提⾼到 18.0%。然⽽⼀些⻣⼲⾃交系的 T0代转化植

株表现异常, 如 IL3 的 T0植株的雄穗部分表现为雌

穗性状(图 2-E), ⽐例达到 80.0%以上, 推测是 Bbm
或 Wus2 的泄露表达造成的不利农艺性状。与含有
Bbm和 Wus2超表达元件的辅助载体 pWMDR001相
⽐, 采⽤不含 Bbm 和 Wus2 元件的载体 p193412 进
⾏遗传转化测试时, 仅有 KN5585和 B104可以产⽣
阳性苗, 转化效率分别为 10.5%和 5.0%, 其中异常 

单株⽐较少(约 20.0%), 这是组织培养的正常现象, 
⽽其他 5个⽟⽶⻣⼲⾃交系均未获得阳性苗。 
2.3  独⽴的 Bbm 和 Wus2 超表达辅助载体和
Waxy基因敲除载体的混合转化 

虽然超表达 Bbm 和 Wus2 可以显著提⾼⽟⽶遗
传转化效率, 但是本研究发现其产⽣的后代⽟⽶植
株存在发育障碍等不利农艺性状, 限制了该技术的
推⼴应⽤。为解决上述问题, 本研究⾸先尝试独⽴
构建 Bbm和Wus2超表达辅助载体和Waxy基因敲除
载体的混合转化, 期望可以获得不含 Bbm 和 Wus2
超表达元件的转基因植株。在郑 58、KN5585和 B104
背景下混合转化后发现, T0 代确有分离现象, 可以
得到不含 Bbm和 Wus2超表达元件的转基因植株(部
分示例如图 3-A; 样品 3、样品 9), 即优质转化苗。 

 
 2  䚥 58 的ᛜӸ䇅ᇐ(A~C)ǃᛜӸߚ化(D) IL3 T0 ỡ᷾ᓖᐌ㸼型(E) 
Fig. 2  Generation (A–C) and differentiation (D) of callus in Zheng 58 and abnormal phenotype of T0 plant in IL3 (E) 
红⾊箭头所示为异常的雄穗。The red arrow refers to an abnormal maize tassel. 

 
㸼 1  玉米偼ᑆ㞾Ѹ系ᐌ㾘ফ体ᴤ᭭Ё pWMDR001  p193412 䕑体的转化效⥛ 
Table 1  Transformation efficiency of pWMDR001 and p193412 in maize elite inbred and receptor lines 

试验编号 
Test ID 

⽟⽶⾃交系 
Maize inbred line 

载体 
Vector name 

起始胚数量 
No. of embryos

转化阳性苗数量 
No. of positive transgenic seedlings 

转化效率 
Transformation frequency (%)

1 郑 58 Zheng 58 pWMDR001 100 24 24.0 
2 X923-1 pWMDR001 50 3 6.0 
3 IL3 pWMDR001 50 5 10.0 
4 IL4 pWMDR001 50 9 18.0 
5 京 724 Jing 724 pWMDR001 50 6 12.0 
6 KN5585 pWMDR001 50 9 18.0 
7 B104 pWMDR001 100 18 18.0 
8 郑 58 Zheng 58 p193412 200 0 0 
9 X923-1 p193412 100 0 0 

10 IL3 p193412 100 0 0 
11 IL4 p193412 100 0 0 
12 京 724 Jing 724 p193412 100 0 0 
13 KN5585 p193412 200 21 10.5 
14 B104 p193412 100 5 5.0 
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通过测序发现优质转化苗中的 Waxy 基因得到了编
辑(图 3-C), 且编辑类型丰富, 有 2 个靶标之间的⼤
⽚段缺失, 也有单个靶标上的单碱基插⼊等。然⽽
这种⽅法的优质转化苗分离率和优质转化效率都较

低, 均值分别为 22.2%和 4.7% (表 2), 不适于⾼通量
的⽟⽶转化苗⽣产。 
2.4  致死基因表达元件的辅助载体能显著提⾼
优质转化效率 

虽然独⽴构建辅助载体并混合转化的⽅法可以

有效解决 Bbm和 Wus2超表达产⽣不利性状的问题, 
但是⽬标载体稳定转化的有效获得率仍然很低。为

了进⼀步提⾼优质转化苗的分离率和优质转化效率, 
本研究在 Bbm 和 Wus2 超表达载体上加⼊致死基因
表达元件, 使得含有 Bbm 和 Wus2 超表达载体的愈
伤不能分化成苗。与Waxy基因敲除载体混合转化后, 
优质转化苗分离率显著升⾼(图 3-B), 样品 1、4、5、
6、8、9、10, 平均可达 89.2%。优质转化效率平均
达到 19.5%, 是第 2组载体转化效率的 4.1倍(表 3)。 

 
 3  ⏋ড়转化ৢ的基因型ߚ⾏Ẕ⌟(A, B) Waxy基因㓪䕥ᚙމ(C) 
Fig. 3  Genotype identification after mixture transformation (A, B) and sequencing results for Waxy mutants (C) 
M: DL2000 marker; P: 阳性对照; N: 阴性对照。 
M: DL2000 marker; P: the positive control; N: the negative control. 
 
㸼 2  3 ⾡玉米ᴤ᭭Ё pWMDR002 基因㓪䕥䕑体⏋转的转化效⥛ 
Table 2  Transformation efficiency by mixing pWMDR002 and gene editing vector in three maize lines 

试验编号 
Test ID 

⽟⽶⾃交系 
Maize  

inbred line 

起始胚数量 
No. of  

embryos 

转化阳性苗数量 
No. of positive  

transgenic seedlings

优质转化苗数量 
No. of high-quality 

transformed  
seedlings 

优质转化苗分离率 
Separation rate of 

high-quality transformed 
seedling (%) 

优质转化效率 
High-quality  

transformation  
frequency (%) 

1 郑 58 Zheng 58 313 24 8 33.3 2.6 
2 郑 58 Zheng 58 535 107 2 1.9 0.4 
3 郑 58 Zheng 58 828 129 56 43.4 6.8 
4 郑 58 Zheng 58 446 103 14 13.6 3.1 
5 KN5585 210 40 5 12.5 2.4 
6 KN5585 256 65 18 27.7 7.0 
7 KN5585 260 51 16 31.4 6.2 
8 B104 189 59 13 22.0 6.9 
9 B104 242 70 11 15.7 4.5 

10 B104 150 48 10 20.8 6.7 
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3  䅼䆎 

尽管近些年⽟⽶的遗传转化技术取得了较⼤的

进步, 但仍存在着基因型依赖、转化效率不⾼等问
题, 是⽟⽶⽣物育种应⽤的限制因素之⼀。Bbm 和
Wus2 的发现和应⽤为解决⽟⽶受体基因型依赖的
问题提供了契机。Bbm属于 AP2/ERF家族转录因⼦, 
AP2/ERF 蛋⽩在⽣⻓发育相关的转录调控和对环境
的应激反应中起着重要作⽤[24]。有研究表明 BBM
可通过 LEC1-ABI3-FUS3-LEC2 调控途径来诱导拟
南芥胚状体的发⽣[25], BBM、LEC1和 LEC2这类转
录因⼦是植物细胞多能性的主要调节因⼦, 在没有
外源激素刺激下超表达其中任何⼀个基因都可以诱

导胚状体的发⽣。Wus2 是⼀种植物中特有的 WOX 

转录因⼦, 这⼀类转录因⼦在植物的胚胎形成、⼲
细胞维持和器官形成等关键发育过程中发挥着重要

功能[26]。WUS和 CLV (CLAVATA)构成的负反馈调节
环调控着植物⼲细胞的增殖与分化[27]。WUS促进⼲
细胞的维持, CLV则促进⼲细胞的分化。本研究利⽤
Bbm 和 Wus2 的超表达在多个我国⽟⽶⻣⼲⾃交系
中实现遗传转化, 并通过加⼊致死基因表达元件和
载体混合转化解决 Bbm 和 Wus2 超表达对⽟⽶⽣⻓
发育的不利影响, 平均转化效率可达 19.5%, 是⽬
前⽟⽶常⽤转化受体 KN5585 和 B104 的转化效率
(7.8%)的 2.5倍。然⽽, 不同材料背景和不同实验组
之间的转化效率还不稳定, 如郑 58背景的 2组实验, 
转化效率分别是 8.0%和 24.0%, 差距较⼤, 因此还
需继续优化以建⽴更加⾼效且稳定的转化体系。 

 
㸼 3  4 Ͼ玉米㞾Ѹ系Ё pWMDR003 基因㓪䕥䕑体⏋ড়转化的转化效⥛ 
Table 3  Transformation efficiency by mixing pWMDR003 and gene editing vector in four maize inbred lines 

试验编号 
Test ID 

⽟⽶⾃交系 
Maize inbred 

line 

起始胚数量

No. of 
embryos 

转化阳性苗数量

No. of positive 
transgenic  
seedlings 

优质转化苗数量

No. of 
high-quality 
transformed 

seedlings 

优质转化苗分离率

Separation rate of 
high-quality  
transformed  
seedling (%) 

优质转化效率 
High-quality 

transformation 
frequency (%) 

平均优质转化效率

Average 
high-quality  

transformation 
frequency (%) 

1 B104 430 133 123 92.5  28.6  

2 B104 100 39 39 100.0  39.0  

3 B104 150 45 38 84.4  25.3  

31.0 

4 郑 58  
Zheng 58 

160 18 14 77.8  8.8  

5 郑 58  
Zheng 58 

200 56 48 85.7  24.0  

16.4 

6 京 724  
Jing 724 

50 6 5 83.3  10.0  

7 京 724  
Jing 724 

100 15 13 86.7  13.0  

11.5 

8 糯 IN12  
Nuo IN12 

50 7 7 100.0 14.0 

9 糯 IN12  
Nuo IN12 

200 27 25 92.6 12.5 

13.3 

 
4  㒧䆎 

在 Bbm 和 Wus2 的超表达辅助载体中加⼊致死
基因表达元件, 与基因敲除载体混合转化后, 可以
分离得到不含 Bbm 和 Wus2 超表达元件并正常⽣⻓
的优质转化苗。该⽟⽶遗传转化体系可以解决⽟⽶

受体基因型依赖的问题, 依托未⽶⽣物科技(江苏)
有限公司已经建⽴了⾼通量的⽟⽶转化平台, 可以
实现每年 5 万个⽟⽶事件的转化, 能服务未来⽟⽶
⽣物育种的需要。 
�

㟈䇶��感谢未米生物科技有限公司的大力支持; 感

谢吉林省鸿翔种业有限公司提供翔玉 998 父本

(X923-1), 北京市农林科学院赵久然老师提供郑单

958 母本(郑 58)和京科 968 母本(京 724), 湖北康农

种业股份有限公司提供糯玉米自交系 IN12。 
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