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摘要: 本研究以玉米(Zea mays)为材料, 通过农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)介导的茎尖转化法将对除草剂2,4-二氯苯氧

乙酸(2,4-D)降解的TfdA基因转入玉米, 筛选出对除草剂2,4-D具有高抗性的转基因玉米植株。研究表明, 喷施20 g·L-1
的

2,4-D溶液7 d后, 91%的野生型玉米植株出现根和茎肿胀畸形且横向生长、叶片枯黄脱落等现象, 而转基因植株生长良好, 
未出现明显的受害症状。随2,4-D处理时间的推移, 转基因和非转基因玉米植株的叶绿素含量均逐渐下降, 但后者的降幅

极显著高于前者。二氨基联苯胺(DAB)染色后发现, 经2,4-D处理的野生型植株叶片H2O2积累显著高于转基因植株, 且前者

的丙二醛(MDA)含量也显著高于后者, 分别为3.34和2.08 μmol·g-1 (蛋白)。在2,4-D处理3 d后, 转基因植株的超氧化物歧化

酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和过氧化物酶(POD)活性峰值分别为34.88、4.10和31.56 U·mg-1 (蛋白), 是其野生型的1.65、
1.4和1.7倍(差异极显著)。综上结果表明, 转TfdA基因玉米显著提高了对除草剂2,4-D的抗性。
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玉米(Zea mays)是重要的饲料和粮食作物, 在
国民经济中占有重要地位(Khoury等2014)。田间

杂草是导致玉米产量降低的主要因素之一, 据报

道, 我国有近1/2的玉米种植田受到不同程度的杂

草危害, 重者可引起玉米减产30%~50% (廖华刚和

韩昌志2011)。如今通过化学除草剂来控制杂草成

为现代化农业不可缺少的一部分, 常用于田间除

草的化学试剂主要包括酰胺类、三氮苯类、磺酰

脲类、苯氧羧酸类等4类(胡景平等2013), 由于化

学除草剂的施用较人工除草省时省力、见效快、

效果好且劳动生产率高, 已逐渐成为玉米田杂草

防除、提高玉米产量的重要措施之一 (靳彩霞 
2010)。其中, 苯氧羧酸类化学除草剂以价格低

廉、除草效率高、除草谱广且无残留等优点, 被广

泛应用于麦田、稻田、玉米田等(张玉聚等2003)。
2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 
2,4-D)是典型的苯氧羧酸类除草剂, 低浓度时可促

进植物生长, 高浓度时发挥除草作用, 使杂草的茎

部组织增加核酸和蛋白质的合成, 成熟细胞恢复

分裂能力, 造成生长异常而导致杂草死亡(苏少泉

等2013)。然而, 该除草剂若使用不当也会对非靶

标的玉米植株产生药害, 发生在新叶及生长点, 轻
则影响植株的生长, 重则导致产量损失, 甚至绝产

(Grossmann 2009)。有针对性地喷施植物生长调节

剂, 利用锌、铁、钼等微肥和叶面肥, 以及运用杂

交育种方法可以减轻2,4-D对植物的药害(韩金伟

等2011), 但利用转基因手段对玉米品种进行性状

改良培育抗除草剂玉米材料才是有效的解决途径

(李余良和胡建广2006)。现已分离到降解2,4-D的

基因有TfdA、spdA (Wright等2015)。本实验室前

期从施用除草剂2,4-D的土壤中分离筛选出22株对

2,4-D降解能力较强的贪铜菌属Cupriavidus camp-
inensis BJ71菌株, 并克隆得到了2,4-D降解基因

TfdA (Han等2015), 该基因能通过表达2,4-D降解酶

使烟草(Nicotiana tabacum)和黑麦草(Lolium perenne)
具有2,4-D抗性(数据未发表)。本研究利用本实验

室前期研究克隆获得的来源于细菌C. campinensis 
BJ71菌株的2,4-D降解基因TfdA (NCBI登记号: 
KJ028765), 构建含有Ubi-Gus::bar-Nos和Act1-TfdA- 
Nos表达元件的单子叶表达载体pGM626-LF-TfdA
对玉米进行遗传转化, 以期获得并创制对除草剂

2,4-D抗性增强的玉米新种质。

材料与方法

1  实验材料

野生型玉米(Zea mays L.)品种为‘丰111’, 由本

实验室保存。根癌农杆菌(Agrobacterium tumefa-
ciens) EHA105由山地植物资源保护与种质创新

省部共建教育部重点实验室保存并提供。质粒
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pGM626-LF-TfdA含有Ubi-Gus::bar-Nos和Act1-Tf-
dA- Nos表达元件(图1), 由本实验室构建。植物

DNA提取试剂盒购于天根生化科技有限公司, 质粒

提取试剂盒购于Omega公司, TfdA检测引物由Invit-
rogen公司合成, 超氧化物歧化酶(superoxide dis-
mutase, SOD)、过氧化物酶(proxidase, POD)、过

氧化氢酶(catalase, CAT)和丙二醛(malondialde-
hyde, MDA)测定试剂盒购自南京建成生物工程研

基因, 可通过GUS染色筛选阳性植株。待侵染种

子萌发至三至五叶期时, 剪取植株的幼嫩叶片细

丝于GUS染液后置于真空干燥器内真空渗透10 
min, 放置于37°C恒温培养箱中过夜, 经无水乙醇

进行脱色处理后, 再观察叶片颜色。

参照TIANGEN公司Plant DNA Kit说明提取

GUS染色阳性的玉米植株的总基因组, 利用特异

性引物TfdA-F/TfdA-R进行PCR扩增, 引物为TfdA-F: 
5′-AAGTACGCCGAACTGGCCGACATCT-3′; TfdA-R: 
5′-TTGCGGGACTCTAATCATAAAAACC-3′; 预期

扩增产物大小为801 bp。PCR扩增体系(20 μL): 10.0 
μL Premix Taq (Ex Taq Version 2.0 plus dye)、1.0 
μL 10 μmol·L-1特异性引物TfdA-F/TfdA-R、1.0 μL 
Template DNA、7.0 μL ddH2O。具体扩增条件为

94°C预变性3 min; 94°C 45 s; 42°C 50 s, 72°C 1 
min, 循环35次; 72°C延伸5 min。反应结束后, 取5 
µL扩增产物在1.2%琼脂糖凝胶中电泳, 用凝胶成

像仪检测结果。

2.2.2  转基因植株筛选

选取四叶期的转基因玉米植株, 剪取植株相

同叶位的叶片放于附有滤纸的白磁盘中, 下端用

棉花覆盖保湿。参考李翠翠等(2015)的方法, 用10 
g·L-1的2,4-D溶液均匀涂抹于叶片表面, 5 d后观察

并记录叶片的情况。

2.3  转TfdA基因玉米的2,4-D抗性分析

选取同一生长条件下长势相同的三至五叶期

的野生型玉米幼苗180株(每30株为一组), 每组分

别喷施5、10、15、18、20、22 g·L-1 6个不同浓度

的2,4-D溶液30 mL。7 d后统计结果, 以植株根、

茎肿胀畸形, 横向生长, 叶片枯黄脱落作为判断受

害标准。

受害率=   受害株数  
×100%

                   总株数 
将生长条件、长势相同的三至五叶期转基因

和野生型植株各30株种植于相同条件下的花盆中, 
以适宜浓度的2,4-D溶液30 mL进行喷施, 7 d后观

察并记录转基因植株和野生型植株的生长情况。

所有实验均重复3次, 清水对照。数据用Excel和
SPSS 22.0进行处理和分析。

2.4  转TfdA基因玉米植株的生理生化特性分析

选取生长良好、长势一致的三至五叶期的转

图1  pGM626-LF-TfdA表达载体

Fig.1  pGM626-LF-TfdA expression vector

究所。

2  实验方法

2.1  玉米茎尖转化方法 
参考本实验室前期玉米遗传转化方法挑选子

粒饱满、大小一致的玉米品种‘丰111’种子, 播在

装有珍珠岩的塑料盘中催苗萌发, 待种子胚芽萌

至1~3 cm长时, 用刀片在玉米茎尖生长点处斜切, 
去掉胚芽鞘, 暴露出茎尖生长点备用。参考农杆

菌活化的过程, 将含有目的表达载体pGM626-LF-
TfdA的工程农杆菌活化培养至OD600为1.2时备用。

将暴露出茎尖的玉米植株分别浸入农杆菌重悬液

中, 在50.65 kPa真空渗透压下侵染10 min, 结束后用

滤纸吸去多余的重悬液, 播于盛有营养土的花盆

中, 将茎尖暴露在土壤表面, 置于28°C培养。

2.2  转基因玉米植株鉴定与筛选

2.2.1  转基因植株鉴定

目的表达载体pGM626-LF-TfdA含有Gus报告
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基因玉米和野生型玉米植株, 每株喷施0.5 mL适宜

浓度的2,4-D溶液, 测定喷施前和喷施1、3、5、7 
d后叶绿素和MDA含量, 以及CAT、SOD、POD活

性。叶绿素含量测定参照Arnon法; MDA含量以及

SOD、CAT、POD活性测定参照试剂盒操作说明

书进行; 2,4-D喷施2 d后, 对玉米植株叶片产生的

H2O2进行检测, 参考Daudi和O’Brien (2012)二氨基

联苯胺(3,3′-diaminobenzidine, DAB)染色的方法。

所有实验均重复3次, 数据分别用Excel和SPSS 22.0

进行处理和分析。

实验结果

1  转基因植株的鉴定和筛选

对进行遗传转化得到的174株玉米植株进行

GUS组织化学染色分析, 结果显示43株植株叶片

呈现阳性(图2-A), 对阳性植株进行PCR扩增验证, 
电泳结果显示, 扩增出大小约为801 bp的目的条带, 

而野生型植株未能扩增出该目的条带(图2-B), 证
明2,4-D降解基因TfdA已经成功整合到受体植

物中。

经过2,4-D涂抹试验, 5 d后观察到野生型叶片

大面积变黄, 而转基因叶片变黄范围小于野生型叶

片。其中一部分叶片对2,4-D具有高抗性, 只有一

小部分变黄(图2-C)。选取对2,4-D具有高抗性植

株移栽, 常规水肥管理, 用于后述的研究。

2  转TfdA基因玉米的2,4-D抗性

用5 g·L-1 2,4-D处理转TfdA玉米7 d后, 植株生

长正常几乎不受影响; 当浓度为15 g·L-1时, 55.67%
植株叶片呈杯状, 发育迟缓, 茎杆扭曲; 20 g·L-1时, 
92%的植株叶片枯萎, 根、茎肿胀畸形, 受害严重; 
22 g·L-1时植株几乎全部受害死亡。

根据SPSS分析及最小显著差数(least signifi-
cant difference, LSD)法多重比较, 2,4-D浓度为5~20 
g·L-1时, 各浓度梯度的受害率差异显著; 20 g·L-1时

图2  转基因玉米叶片的GUS组织化学染色及PCR鉴定

Fig.2  GUS histochemical staining and PCR analysis for transgenic maize leaves
A: 玉米叶片GUS组织化学染色; B: TfdA基因PCR鉴定; C: 转TfdA基因玉米的2,4-D抗性。WT: 野生型植株; TP: 转基因株系(TP1: 低抗

转基因株系; TP3: 高抗转基因株系); M: DL2000 marker; P: pGM626-LF-TfdA质粒; 对照: H2O。
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受害率为92%, 增加至22 g·L-1时受害率为97.3%, 
两浓度间没有显著差异。综上, 选择对植株有显

著受害影响的2,4-D最小浓度20 g·L-1作为转基因植

株是否具有抗性的受害筛选浓度(表1)。
用筛选浓度20 g·L-1的2,4-D溶液处理7 d后, 野

生型玉米植株根、茎肿胀畸形, 横向生长, 叶片枯

黄脱落, 受害率为91% (图3-A和C), 而对照的野生

型玉米生长良好(图3-E)。转基因玉米小部分生长

受抑制, 大部分不受影响, 仍生长良好, 受害率比

野生型植株少64% (图3-B和D), 与对照组生长差异

不大(图3-F)。TfdA基因在玉米中的表达显著提高

了转TfdA基因玉米对除草剂2,4-D的抗性。

3  转TfdA基因玉米的理化指标分析抗性

3.1  2,4-D对转基因玉米叶绿素含量的影响

表1  不同浓度2,4-D对玉米植株的伤害

Table 1  Damage to maize plants with different  
concentrations of 2,4-D

      2,4-D浓度/g·L-1	    受害率/%

  5	 16.67±3.51e

10	 34.00±3.46d

15	 55.67±5.13c

18	 79.67±3.51b

20	 92.00±1.73a

22	 97.33±2.31a

　　表中数据表示为平均值±标准差, n=3; 受害率数据用不同小写

字母标识表示差异显著(P<0.05)。

图3  转TfdA基因玉米的2,4-D抗性分析

Fig.3  Analysis of 2,4-D resistance in TfdA-contained maizes
WT: 野生型植株; TP: 转基因植株; 图4~6同比。

叶绿素含量测定表明, 在正常生长条件下(28°C), 
野生型和转基因叶片叶绿素含量分别为1.790和
1.751 mg·g-1 (FW), 转基因植株叶片叶绿素含量比
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野生型低2.179%。随着2,4-D处理时间的延长, 野
生型植株的叶绿素含量下降了7.23%, 是转基因植

株的2.35倍, 差异极显著(图4)。
3.2  2,4-D对转基因玉米叶片产生H2O2的影响

DAB染色结果显示, 2,4-D处理前, 转基因和

野生型叶片都没有出现褐色沉积; 经过2,4-D处理

后, 野生型叶片比转基因叶片出现了更多的褐色

沉积, 这些褐色沉积就是DAB与H2O2产生处发生

反应形成的, 初步检测出野生型植株中H2O2的聚

集情况明显比转基因植株多(图5-A)。

图5  2,4-D对转基因玉米叶片产生H2O2的影响

Fig.5  Effect of 2,4-D on accumulation of H2O2 in transgenic maize

在2,4-D处理下, MDA含量呈先上升后缓慢下

降的趋势, 1 d后, 各株系MDA含量均增加, 野生型

MDA含量为3.34 μmol·g-1 (蛋白), 明显高于转基因

株系的2.08 μmol·g-1 (蛋白), 是转基因株系的1.6
倍。3~5 d后, MDA含量逐渐减少, 野生型植株的

MDA含量显著高于转基因植株(图5-B), 说明2,4-D
对玉米植株MDA含量影响是一个持续积累的过

程, MDA含量高代表膜脂过氧化程度深。

3.3  2,4-D对转TfdA基因玉米抗氧化能力的影响

研究结果显示, 2,4-D处理后, 植株叶片中CAT
活性发生变化。1 d时, 野生型和转基因植株的

CAT活性均上升, 但转基因植株上升的CAT活性是

野生型的2.6倍。3 d后, 野生型植株的CAT活性下

降, 但转基因的CAT活性仍上升达到峰值, 是野生

型CAT峰值的1.4倍。在处理期间, 转基因株系的

CAT活性均极显著高于野生型 (图6-A)。随着2,4-D
处理时间的延长, 植株叶片中SOD活性呈先下降

后上升再下降的趋势。野生型SOD的下降幅度明

显大于转基因株系, 转基因植株在处理3 d时出现

峰值, 而野生型推迟在5 d时出现峰值, 且其峰值要

明显低于转基因植株, 转基因植株的最高SOD活

性为野生型植株的1.65倍。2,4-D处理后, 同期转

TfdA基因玉米的SOD活性均极显著高于野生型(图
6-B)。野生型植株的POD活性随2,4-D处理时间的

延长不断下降, 而转基因植株的POD活性先下降, 
3 d时反而显著上升达到峰值31.56 U·mg-1 (蛋白), 
是野生型的1.7倍。各处理阶段转基因植株的POD
活性均极显著高于野生型植株(图6-C)。以上结果

说明了TfdA基因在玉米植株中的表达可以提高其

抗氧化的能力, 减少除草剂对玉米植株的影响。

讨　　论

在玉米田中施用2,4-D灭除杂草时, 可能会对

玉米产生药害, 轻则使植株叶片变窄、皱褶、卷

曲, 心叶扭曲呈鞭状倒向一侧, 变硬呈葱状, 不展

开, 不抽雌雄穗, 重则导致植株死亡, 严重影响玉

米的正常生长和产量。实验室前期研究的来源于

C. campinensis BJ71菌株的TfdA基因对2,4-D具有

较强的降解能力, 单子叶植物玉米能以茎尖为受

体进行外源基因的遗传转化(安立昆和赵德刚2014), 

图4  2,4-D对转基因玉米叶绿素含量的影响

Fig.4  Effect of 2,4-D on chlorophyll content  
of transgenic maize 
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为玉米转化TfdA基因提供了理论依据。

本研究以玉米茎尖为转化受体, 通过农杆菌

介导的遗传转化, 首次将降解除草剂2,4-D的TfdA
基因转入玉米植株体内, 得到的转TfdA基因玉米对

除草剂2,4-D的抗性高于野生型, 表明TfdA基因可

以提高玉米植株对除草剂2,4-D的抗性。2,4-D这

类激素型除草剂喷施后, 被植物体的根、茎、叶

吸收, 并由木质部或韧皮部向上或向下传导, 抑制

分生组织的分化, 促使杂草茎部组织核酸和蛋白

质的合成增加, 植株伸长生长停止, 或产生横向生

长, 导致根、茎肿胀, 堵塞输导组织, 破坏其自身

天然激素水平的平衡, 使植物畸形发育, 产生生理

紊乱, 影响植株的正常生长(Shin和Jung 2006)。
有资料报道, 2,4-D破坏了叶片内叶绿素含量

(Ralph 2000)。叶绿素含量测定表明, 随着2,4-D处

理时间的延长, 野生型植株的叶绿素含量的降幅

极显著高于转基因植株。H2O2含量的增加和叶绿

素的丢失紧密相关。DAB染色后发现, 经过2,4-D
处理, 初步检测出野生型植株中H2O2的聚集情况明

图6  2,4-D处理条件下玉米CAT、SOD和POD活性变化

Fig.6  Changes of enzyme activities in maize plants treated by 2,4-D

显多于转基因植株。在非生物胁迫引起的逆境条

件下, 细胞的活性氧代谢失调, 积累至超过膜伤害

临界值, 导致膜脂过氧化作用增加。MDA是膜脂

过氧化的主要产物之一, 具有很强的细胞毒性, 对
膜和细胞中许多功能分子如蛋白质、核酸、酶等

均有很强的破坏作用, 并能引起生物膜的结构损伤

(李明和王根轩2002; 陈少裕1989)。在2,4-D处理

条件下转TfdA基因玉米的MDA含量明显低于野生

型植株, 说明转基因玉米可能通过某种途径快速

消除氧化物质的产生而使细胞膜得以较好保护。

大量研究指出, 当植物处于逆境时, 植物体内

源保护酶系可以有效地清除O2̄
·和H2O2等活性氧, 

使植物减轻或免受伤害。在保护酶系中, SOD活性

能维持自由基产生, 降低膜脂过氧化(江福英等

2002)。和野生型植株相比, 转基因植株SOD峰值

出现早、含量高、降幅低, 使转基因玉米对除草

剂2,4-D表现出更强的适应性。而CAT、POD等保

护酶与SOD的协调作用可进一步将H2O2转变为

H2O, 使细胞内形成防御毒害的保护机制, 活性氧
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维持在较低的水平(Fridovich 1995)。本研究中CAT、
POD活性都随时间的延长发生变化。转基因植株

CAT活性达到峰值时野生型对照却开始下降; POD
活性在处理期间变化波动大, 呈现下降后上升再

下降的趋势。王鑫等(2008)发现罂粟(Papaver 
somniferum)植株体内保护酶系统随2,4-D处理时间

的延长发生变化, POD活性在处理期间内变化波动

较大; SOD呈现先降低后升高的趋势, 第3天活性

最低。此结论与本研究结果一致。

转TfdA基因玉米在2,4-D胁迫下通过降低H2O2

的积累和MDA的含量, 提高自身抗氧化酶系(CAT、
SOD、POD)活性以增强其对除草剂2,4-D的抗性, 
为抗除草剂玉米新品种的培育提供理论参考。
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Improvement of 2,4-D resistance by introduction of TfdA gene via genetic 
transformation in Zae mays 
WANG Bi-Wei1,*, QIN Li-Jun1,*, ZHAO De-Gang1,2,**

1The Key Laboratory of Plant Resources Conservation and Germplasm Innovation in Mountainous Region (Ministry of Educa-
tion), Institute of Agro-Bio-Engineering/College of Life Sciences, Guizhou University, Guiyang 550025, China; 2Guizhou Academy 
of Agricultural Sciences, Guiyang 550006, China

Abstract: In this study, the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)-degradating gene TfdA was intro-
duced into Zea mays via the Agrobacterium tumefaciens-mediated stem-tip transformation and 2,4-D-resistance 
maize plants were identified. After spraying 20 g·L-1 2,4-D solution for 2 days, we found that 91% of wild-type 
maize plants developed damage symptoms of root and stem swelling deformities, lateral growth, leaf yellow-
ing, etc., while the transgenic plants grew well with little symptoms. Over time, the chlorophyll content in both 
transgenic and non-transgenic maize plants began to decrease gradually after 2,4-D treatment, but the decreas-
ing amplitude of chlorophyll content in the latter was highly significantly higher than that in the former. After 
2,4-D treatment, the results of the H2O2-staining by diaminobenzidine (DAB) and malonaldehyde (MDA) con-
tents detection showed that there were highly significantly higher H2O2 accumulation and MDA content in the 
leaves of wild-type plants compared to those in transgenic maize plants. The MDA contents in non-transgenic 
and transgenic plants were 2.09 and 3.34 μmol·g-1 (protein), respectively. At 3 days after 2,4-D treatment, the 
maximum of enzyme activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POD) in trans-
genic maize plants were 34.88, 4.10 and 31.56 U·mg-1 (protein), respectively, which were 1.65, 1.4 and 1.7 
folds higher than these in wild-type ones. In summary, the introduction of TfdA gene improves 2,4-D resistance 
in transgenic maize plants significantly.
Key words: Zea mays; 2,4-D; TfdA gene; herbicide
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