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摘要　　根据苯胺蓝荧光法观察和混合花粉蒙导授粉的结实情况 , 并结合授粉后代植株的分子鉴

定 , 研究了蒙导授粉条件下甘蓝型抗草甘磷油菜 Q3 与遏蓝菜(Thlaspi arvense L.)、 荠菜

[ Capsel la bursa-pastoris (L. )Medic] 、 碎米荠(Cardam ine hirsuta L. )、 风花菜[ Rorip pa palus-

tris (L.)Besse r] 4种十字花科野生杂草间的基因流. 结果表明 , 当遏蓝菜 、 荠菜 、 碎米荠 、 风花

菜分别授以混合花粉(杂草花粉与 Q3花粉)蒙导后 , 与各自的自交组合相比 , 混合花粉在受体植物

柱头上的萌发表现出花粉粒大量黏合 、 萌发快 、 伸进花柱与子房的花粉管数量多等特点. 各蒙导

组合于授粉后 24 —48 h 均可观察到一部分花粉管已经通过珠孔进入胚珠 , 但所有蒙导授粉后代植

株抗草甘膦基因的 PCR检测均表现阴性. 上述研究结果进一步说明了遏蓝菜 、 荠菜 、 碎米荠 、风

花菜(作母本)与 Q3杂交高度不亲和 , Q3的抗除草剂基因不能通过基因流转移到这 4种杂草中.
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　　近年来 , 转基因生物技术得到了迅猛发展 , 并

被应用于农作物品种改良等许多领域
[ 1]

. 但是 , 转

基因作物在给人类带来巨大的经济效益和社会效益

的同时 , 也带来了一系列的生物安全问题 , 其中比

较令人关注的是外源基因通过花粉漂流逃逸到与转

基因作物有亲缘关系的植物上 , 从而对生态环境造

成一定的危害[ 2—6] . 因此 , 对转基因作物与近缘植

物间的基因流风险进行研究具有特别重要的科学意

义.

油菜是世界四大油料作物之一 , 属十字花科

(Cruciferae)芸薹属(Brassica)作物. 油菜田杂草种

类繁多 , 其中遏蓝菜(Thlaspi arvense L.)、 荠菜

(Capsel la bursa-pastoris (L. ) Medic)、 碎米荠

(Cardam ine hirsuta L. )、 风花菜(Rorippa palus-

tris (L.)Besser)等是常见的十字花科野生杂草
[ 7 , 8]

.

这些杂草与油菜一样 , 都是异花授粉或常异花授粉

植物 , 花粉传播方式以风媒和虫媒为主. 因此 , 外

源基因在这些植物间转移的可能性较大 , 必须引起

足够的重视. 国际上关于转基因油菜与近缘植物间

基因流的报道较多 , 但目前主要集中在油菜与芜菁

(B rassica rapa L. )
[ 9—11]

、 萝卜 (Raphanus ra-

phanistrum L.)、 野芥(S inapis arvensis L. )和白芥

(S inapis alba L. )等植物间[ 12—15] , 而对于转基因油

菜与遏蓝菜 、荠菜 、 碎米荠 、 风花菜等上述杂草间

基因流的研究则很少见.

我们前期的研究结果表明 , 遏蓝菜 、荠菜 、碎

米荠 、 风花菜(作母本)与甘蓝型抗草甘膦油菜 Q3

(作父本)人工杂交不亲和 , 花粉管生长受阻 , 分别

停滞在杂草的柱头表面或花柱上部 1 /3 处 , 说明

Q3的抗除草剂基因难以通过基因流转移到这 4种
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杂草中
[ 16 , 17]

. 但是 , 由于杂草与油菜伴生生长 , 空

气中一定弥漫着杂草和油菜的混合花粉 , 因此从理

论上讲 , 转基因油菜的花粉有可能在杂草花粉的蒙

导作用下(一种利用花粉与柱头相互识别机制的混

合花粉授粉法 , 方法是授不亲和花粉的同时 , 混合

一些亲和的花粉 , 亲和的花粉可使柱头不能识别不

亲和的花粉
[ 18 , 19]

)于杂草柱头表面萌发伸出花粉管 ,

并进一步伸长进入杂草的子房与胚珠 , 从而发生外

源基因的转移 , 而相关的研究国内外尚无报道.

本实验通过荧光显微镜观察以及混合花粉蒙导

授粉的方法 , 并结合授粉后代的分子鉴定 , 研究了

蒙导授粉条件下甘蓝型抗草甘膦油菜 Q 3与上述 4

种十字花科野生杂草间的基因流 , 以期为转抗除草

剂基因油菜的生态安全性评价提供科学依据.

1　材料与方法

1. 1　供试材料

花粉供体材料为江苏省农业科学院从加拿大引

进的转抗草甘磷基因油菜品种 “Q uest” (Brassica

napus L.)的高世代品系 Q3 , 该品系具有 GOX 和

CP4-EPSPS 双价抗草甘膦除草剂基因
[ 20]

. 花粉受

体材料选用遏蓝菜(Thlaspi arvense L. )、 荠菜

[ Capsel la bursa-pastoris (L. ) Medic] 、 碎米荠

(Cardam ine hirsuta L.)和风花菜[ Rorip pa palus-

tris (L.) Besser] 4种十字花科野生杂草. 筛选抗性

植株的除草剂为美国 Monsanto 公司生产的 Round-

up
TM
, 有效成分为 41%的草甘磷(Glyphosate).

1. 2　混合花粉在受体植物柱头上萌发的观察

2003年秋将花粉供体植物与受体植物播种于扬

州大学温室内 , 其中受体材料种植于 50 cm ×45 cm

盆钵内 , 播种前按照浦惠明等的方法用 GA 3 进行破

眠[ 21] . 受体植物花期人工去雄 , 去雄前用酒精棉球

擦拭花蕾 , 去雄后立即套袋 , 次日授以各自的花粉

与 Q3 花粉的混合花粉(两者比例约 1∶1)进行蒙

导 , 套袋挂牌;并另外配置自交组合作对照. 于授

粉后 0. 5 , 2 , 4 , 8 , 12 , 18 , 24 和 48 h 分别取各

组合的雌蕊 20—25个 , 立即浸泡在 FAA(70%乙醇

90mL , 冰醋酸 5 mL 和福尔马林 5 mL)固定液中 ,

4 ℃条件下保存. 用苯胺蓝荧光法运用 Leica DMLB

荧光显微镜于 355—425 nm 波长的紫外光下观察混

合花粉在母本柱头上的萌发生长情况
[ 22]

.

1. 3　蒙导授粉结实情况观察

遏蓝菜 、荠菜 、 碎米荠和风花菜 4种受体植物

人工去雄后 , 授以各自花粉与 Q3 花粉的混合花粉

进行蒙导. 各组合授粉花蕾数为 100—200 个 , 授

粉后立即套袋挂牌 , 并观察角果的生长和结实情

况.

1. 4　蒙导授粉后代植株抗草甘磷基因的 PCR检测

2004年春将混合花粉蒙导授粉后结实的种子收

获 , 并于秋季播种. 幼苗 3叶期对所有蒙导后代植

株挂牌标记并进行抗草甘磷基因的 PCR 检测. 用

于 PCR测试的 CP4 和GOX 基因的引物序列由上海

申能博彩生物科技有限公司合成 , 引物序列见表

1[ 20] . 总 DNA的提取用 SDS 法[ 23] , PCR反应体系

为:0. 2 mmol /L dN TPs , 2 mmol /L MgCl2 , 1U

Taq聚合酶 , 1×缓冲液 , 引物 0. 1μmo l/L , 模板

DNA40 ng , 反应体积为 20 μL. 扩增反应于 M J

PTC-200梯度 PCR仪上进行 , PCR 循环程序为:

95 ℃预变性 4m in;94℃变性 1min , 59℃退火 40s ,

72 ℃延伸 40 s , 共 30个循环;72 ℃延伸10min. 扩

增产物在 1. 5%琼脂糖凝胶上电泳 , 并在 Genege-

nius凝胶图像分析仪上观察照相. 幼苗 4 —5叶期按

最适喷施浓度每公顷喷施 0. 2%有效浓度的草甘膦

750 kg[ 24] , 15d后观察存活苗数.

表 1　PCR检测的引物序列

被检测

基因
引物序列

预计扩增片

段长度(bp)

GOX
P1:5′CTCTTG TT TCGTCG TT TCA TC 3′

P2:5′GAAACCCA TCCACT TGGAG TA 3′
450

CP4
P1:5′CCATCCTCT ACTGCT T TCCC 3′

P2:5′G TCTCACCT TCATCGCCATC 3′
398

2　结果与分析

2. 1　混合花粉在受体柱头上的萌发情况

2. 1. 1　花粉粒在柱头表面的黏合　荧光显微镜观

察结果表明 , 风花菜授混合花粉蒙导后 2h , 花粉粒

即大量与柱头黏合 , 平均达 111. 2 个 , 有些花粉粒

已经开始萌发(图 1(a));风花菜自交后 2 h , 黏合

的花粉粒仅有 26. 3 个 , 未见有萌发的花粉粒(图
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1(b)).风花菜蒙导授粉后4 —48 h , 柱头上黏合的花

粉粒数量达 115. 3—133. 4个 , 而自交授粉 4—48 h

后 , 柱头上黏合的花粉粒数仅为 31. 2—47. 5个.

混合花粉在遏蓝菜 、 荠菜 、 碎米荠柱头上的黏

合情况与在风花菜柱头上一样 , 黏合在柱头上的花

粉粒数量也均比相应的自交组合多 , 花粉萌发快

(表 2).

表 2　不同授粉方式柱头上黏合的花粉粒数目

组合
授粉后时间 /h

0. 5 2 4 8 12 18 24 48

遏蓝菜蒙导授粉 5. 2 34. 5 39. 8 53. 3 58. 6 65. 2 66. 3 65. 1

遏蓝菜自交授粉 0. 3 15. 2 23. 4 40. 3 43. 7 48. 3 50. 2 48. 2

荠菜蒙导授粉 15. 4 21. 8 49. 1 57. 3 57. 8 66. 0 69. 2 67. 5

荠菜自交授粉 0 2. 5 5. 4 15. 2 30. 4 35. 2 37. 8 34. 1

碎米荠蒙导授粉 4. 5 12. 9 24. 8 35. 2 46. 8 65. 2 64. 9 63. 5

碎米荠自交授粉 0 1. 9 7. 6 16. 5 23. 9 33. 8 35. 4 34. 2

风花菜蒙导授粉 25. 8 111. 2 115. 3 118. 0 125. 3 128. 2 132. 2 133. 4

风花菜自交授粉 0. 8 26. 3 31. 2 33. 1 36. 0 37. 2 47. 1 47. 5

2. 1. 2　进入花柱与子房的花粉管数目　混合花粉

蒙导授粉后进入受体植物花柱与子房的花粉管数目

列于表 3和表 4. 从中可以看出 , 当遏蓝菜 、 荠菜 、

碎米荠和风花菜 4种杂草授以混合花粉蒙导后 2—

48 h , 伸进花柱与子房的花粉管数目均比自交授粉

后相应时间的数目多. 如:风花菜蒙导授粉后 4 h ,

有 13. 6条花粉管伸进花柱 , 其中 3. 2 条伸入子房

(图 1(c));而自交后 4 h 则未见有花粉管伸进花柱

和子房(图 1(d));碎米荠蒙导授粉后 18 h进入子房

的花粉管数目达 34. 5 条 , 而自交授粉 18 h后进入

子房的花粉管数目仅 10. 1 条(图 1(e)). 此外 , 各

蒙导组合于授粉后 24 —48 h均可观察到一部分花粉

管已经通过珠孔进入胚珠(图 1(f)).

表 3　不同授粉方式伸入花柱的花粉管数

组合
授粉后时间 /h

0. 5 2 4 8 12 18 24 48

遏蓝菜蒙导授粉 0 9. 7 20. 1 23. 2 25. 9 32. 5 38. 5 37. 1

遏蓝菜自交授粉 0 1. 5 9. 1 12. 3 18. 2 24. 1 28. 2 30. 0

荠菜蒙导授粉 0 14. 5 40. 8 43. 5 47. 5 53. 0 55. 5 51. 6

荠菜自交授粉 0 0 0 0. 5 23. 8 25. 9 28. 0 24. 1

碎米荠蒙导授粉 0 0 7. 2 15. 2 33. 5 45. 2 47. 9 48. 6

碎米荠自交授粉 0 0 0 4. 2 11. 6 23. 4 25. 6 26. 9

风花菜蒙导授粉 0 0 13. 6 26. 2 32. 8 34. 2 36. 1 34. 8

风花菜自交授粉 0 0 0 17. 5 19. 4 22. 1 26. 2 26. 1

表 4　不同授粉方式伸入子房的花粉管数

组合
授粉后时间 /h

0. 5 2 4 8 12 18 24 48

遏蓝菜蒙导授粉 0 0 9. 5 16. 7 18. 8 26. 5 30. 2 29. 1

遏蓝菜自交授粉 0 0 0. 2 0. 8 5. 8 14. 3 17. 2 20. 8

荠菜蒙导授粉 0 9. 3 22. 1 28. 0 35. 5 38. 4 41. 2 42. 0

荠菜自交授粉 0 0 0 0 13. 5 17. 0 19. 5 17. 2

碎米荠蒙导授粉 0 0 0 2. 1 14. 3 34. 5 36. 8 35. 1

碎米荠自交授粉 0 0 0 0 2. 6 10. 1 12. 5 16. 9

风花菜蒙导授粉 0 0 3. 2 6. 8 9. 2 11. 2 16. 5 24. 5

风花菜自交授粉 0 0 0 0 3. 1 4. 6 11. 1 15. 8
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图 1　蒙导授粉后不同时期用脱色苯胺

蓝染色的柱头荧光显微照片

(a)风花菜蒙导授粉 2h后的柱头部分 , 示花粉粒大量与柱头黏合;

(b) 风花菜自交 2h后的柱头部分 , 示花粉粒少量黏合;(c)风花

菜蒙导授粉 4h后的柱头部分 , 箭头示一部分花粉管伸进花柱与子

房;(d)风花菜自交授粉 4h 后的花柱部分 , 示无花粉管伸进花柱

与子房;(e) 碎米荠蒙导授粉后 18 h , 示伸进子房的大量花粉管;

(f)风花菜蒙导授粉后 48h的子房部分 , 箭头示一部分花粉管通过

珠孔进入胚珠. PG , 花粉粒;SP , 柱头乳突;

S ty , 花柱;PT , 花粉管;Ovu , 胚珠

　　从上面的实验结果可以看出 , 当遏蓝菜 、 荠

菜 、 碎米荠和风花菜授以混合花粉蒙导后 , 与各自

的自交组合相比 , 混合花粉在受体植物柱头上的萌

发表现出花粉粒大量黏合 、 萌发快 、 伸进花柱与子

房的花粉管数量多等特点. 但由于荧光显微镜观察

的局限性 , 在此并不能区分那些进入胚珠并最终完

成受精的花粉管究竟是杂草还是转基因油菜 Q3 的 ,

因此还应由下面的研究结果来进一步区分和证明.

2. 2　蒙导授粉结实情况

4种杂草植物授以混合花粉(各自花粉与 Q3 花

粉)蒙导后的结实情况列于表 5. 从表 5 可以看出 ,

遏蓝菜 、 荠菜 、 碎米荠和风花菜 4种杂草授以混合

花粉蒙导后 , 结角率达 40. 51%—63. 50%, 每角结

籽 3. 03 —4. 04粒 , 与各自的杂交组合相比(结角率

仅为 3. 03%—10. 50%, 结籽数为 0
[ 16 , 17]

), 均有明

显提高.

表 5　混合花粉蒙导授粉结实情况

杂草名称 授粉花蕾数 结角数 结角率 /% 结籽数 每角粒数

遏蓝菜 200 127 63. 50 407 3. 20

荠菜 195 79 40. 51 283 3. 58

碎米荠 115 59 51. 30 179 3. 03

风花菜 150 73 48. 67 295 4. 04

2. 3　蒙导授粉后代植株抗草甘膦基因的检测

蒙导授粉后代植株抗草甘膦基因的 PCR检测

结果表明(图 2(a), (b)), 所有 293 株遏蓝菜蒙导

后代 、 204株荠菜蒙导后代 、 109株碎米荠蒙导后

代以及 185株风花菜蒙导后代植株均未检测出特异

扩增带 , 喷施草甘膦后 , 无存活苗. 这与我们对蒙

导授粉条件下抗除草剂油菜 Q3与诸葛菜(Orycho-

phragmus v iolaceus L. )、 播娘蒿(Descurainia so-

phia L.)2种十字花科杂草间的基因流研究结果相

同
[ 25 , 26]

. 可见这些杂草植物的柱头具有选择性 , 即

使授以混合花粉进行蒙导处理 , 仍然优先选择自花

花粉参加受精.

图 2　蒙导授粉后代 CP4 基因(a)和

GOX(b)基因的 PCR检测图谱

M , DNA 分子量标准;1 , 遏蓝菜蒙导后代植株;2 , 播娘蒿蒙导

后代植株;3 , 荠菜蒙导后代植株;4 , 碎米荠蒙导后代植株;

5 , 诸葛菜蒙导后代植株;6 , 风花菜蒙导后代植株;7 , Q3

上述结果表明遏蓝菜 、 荠菜 、 碎米荠 、 风花菜

(作母本)与 Q3(作父本)杂交高度不亲和 , 即使授

以混合花粉进行蒙导授粉 , 也难以打破它们之间的

生殖隔离 , 进一步说明了 Q3 的抗除草剂基因不能

通过基因流转移到这 4种杂草中.

3　讨论

外源抗除草剂基因能否通过基因流转移到与转

基因油菜伴生的杂草中 , 从而形成 “超级杂草” ,

关键取决于转基因油菜与这些杂草间的杂交亲和
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性
[ 25 , 26]

. 但是当油菜与属间植物发生远缘杂交时往

往表现出不亲和性 , 这种不亲和性决定于花粉壁中

蛋白质与柱头乳突细胞表面的蛋白质表膜之间的拒

绝反应
[ 18]
, 结果导致花粉萌发或花粉管生长在雌蕊

一定部位被抑制 , 或配子之间不可交配[ 19 , 27 , 28] . 在

前期的研究中我们运用荧光显微镜观察了转抗草甘

膦基因油菜 Q3(B. napus L. )的花粉在遏蓝菜 、 荠

菜 、 碎米荠和风花菜柱头上的萌发情况 , 结果表明

上述 4种杂草与 Q 3杂交不亲和 , 花粉管生长受阻 ,

分别停滞在杂草的柱头表面或花柱上部 1 /3处 , 说

明 Q3的抗除草剂基因难以通过基因流转移到这 4

种杂草中[ 16 , 17] .

不亲和的花粉用亲和的花粉壁蛋白去 “蒙骗” ,

使柱头接受 , 这在一些植物的试验中是成功的. 为

了克服自交或杂交不亲和性的障碍 , 人们不断进行

试验 , 用混合花粉授粉方法有可能使不亲和性在一

定程度上得以克服. 方法是授不亲和花粉的同时 ,

混合一些杀死的亲和的花粉(但以不破坏花粉壁蛋

白为原则). 亲和的花粉可使柱头不能识别不亲和

的花粉 , 被称为蒙导花粉或识别花粉. 亲和的花粉

所起的蒙导作用的实质 , 是由于柱头通过花粉壁中

的蛋白来识别花粉的
[ 18 , 19]

.

遏蓝菜 、荠菜 、 碎米荠 、 风花菜 4种杂草是我

国油菜田间常见的十字花科野生杂草 , 且都是异花

授粉或常异花授粉植物. 由于这些杂草与油菜相伴

生长 , 因此空气中一定弥漫着杂草和油菜的混合花

粉. 根据蒙导作用的实质 , 当杂草与油菜的混合花

粉落到杂草柱头上时 , 亲和的杂草花粉壁蛋白(虽

然杂草花粉没有被杀死)有可能使柱头不能识别不

亲和的转基因油菜的花粉 , 从而导致抗除草剂基因

向这些杂草的转移. 因此 , 在实验中我们模拟 “自

然条件” 将这 4种杂草分别授以各自花粉(亲和的)

与 Q3花粉(不亲和的)的混合花粉进行蒙导 , 荧光

显微镜观察发现各蒙导组合于授粉后 24 —48 h均可

观察到一部分花粉管已经通过珠孔进入胚珠 , 但所

有蒙导后代植株抗除草剂基因 PCR检测的结果却

均表现阴性 , 这与蒙导授粉条件下 Q3 与诸葛菜

(O. v iolaceus L. )、 播娘蒿(D. sophia L. )2种十字

花科杂草间的基因流研究结果相同[ 25 , 26] . 这些结果

说明上述杂草与 Q3 杂交高度不亲和 , 即使授以混

合花粉蒙导 , 仍然优先选择自花花粉进行受精 , 同

时也进一步说明了 Q3的抗除草剂基因不能通过基

因流向它们发生转移.

本实验中的蒙导花粉未能打破转基因油菜与杂

草间的生殖隔离 , 这可能与它们之间的亲缘关系较

远有关;但却促进了花粉的萌发 、加快了花粉的萌

发进程. Villar 等认为在一定条件下 , 蒙导花粉不

仅可提供识别物质 , 还可提供花粉生长促进物质 、

促进果实发育[ 29] .

本研究中我们为了模拟 “自然条件” , 所采用

的蒙导花粉是杂草与转基因油菜 Q3 的混合花粉 ,

而并没有将其中的杂草花粉杀死 , 因此在荧光显微

镜观察混合花粉于母本柱头上的萌发过程中 , 我们

并不能区分这些花粉究竟属于何种植物 , 若要探明

蒙导条件下转基因油菜花粉在杂草柱头上的萌发情

况 , 则必须采用一定的方法(如紫外灯照射 、 反复

冻融等)将杂草花粉杀死(但要注意不能影响花粉壁

容纳的蛋白)来制备蒙导花粉 , 这还有待进一步研

究.

目前 , 全球种植转基因油菜的面积已占油菜总

面积的 18%, 且均为抗除草剂油菜品种[ 1] . 我国虽

然还没有转基因油菜的商业化种植 , 但油菜的转基

因研究相当活跃;同时 , 我国是油菜生产大国 , 油

菜田间的十字花科杂草种类繁多 、 分布范围广 , 且

危害严重. 本实验仅对转基因油菜与其中几种杂草

间的基因流进行了研究 , 而对于转基因油菜与其他

十字花科野生杂草间的基因流风险(尤其是蒙导授

粉条件下)等问题尚需进一步研究.
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