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提　要　 外源 DNA直接导入植物的技术理论基础来源于国内广泛的远缘杂交科学实验活
动�由生物化学家周光宇先生提出 DNA片段杂交假说�根据假说�确立了通过花粉管通道导入外源
DNA的技术。国内将此技术广泛应用于农业育种�从抗病、抗虫、抗盐、品质、光合效率等多个方
面�在棉花、水稻、小麦、大豆、高粱、豇豆、白菜、茄子、黄瓜、烟草、油菜以及林木等40多种植物上获
得理想育种效果�有5种作物培育出14个品种。并介绍了外源 DNA 导入技术的内涵和理论研究
的几个方面。
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外源 DNA直接导入植物的技术研究开始于70年代中期。70年代初�基因工程技术的
出现�使从事生物化学和分子生物学的科技工作者很自然地提出了植物基因工程的课题。
我国学者周光宇先生在对吉林省李贞生培育的玉米稻进行调查分析后�从分子遗传学角度�
提出了 DNA片段杂交的假说�随后与江苏农科院黄骏麒等在棉花上�和中国农科院陈善葆
等在水稻上设计模拟了远缘杂交进行 DNA导入植物的花粉管通道路线�确定了具体的外源
DNA导入技术�开始了大田农作物育种应用工作。
1　 外源 DNA直接导入植物的技术
1∙1　 理论基础

我国从50年代开始广泛进行远缘杂交的科学实验�许多杂交后代表型表现为母本型
的�只有少数性状发生变异。李贞生的玉米稻在光学显微镜下进行的染色体组型分析证明�
染色体数目、形态等都与母本相同�但植株高大、穗大、耐旱、耐寒、高产�而且这些性状可以
遗传。而高粱稻、甘蔗稻、芦苇稻等也都表现出类似的变异。如何解释这些结果和评价这些
远缘杂交的实践工作？理论界存在着激烈的学术之争�其焦点是算不算杂种。周光宇从分
子生物学角度认为�这是 DNA片段杂交的结果。虽然远缘亲本间的染色体结构从整体上说
是不亲和的�但部分基因间的结构可能保持着一定的亲和性。当远缘花粉基因组进入受体
后�被分解成片段�而大部分片段又被分解�只有极少数参与受体基因组�在子代中表现出典
型和非典型的遗传变异。非典型变异可能是外源 DNA加入了受体性状的基因表达调控�影
响了基因表达的体系�使子代出现差异。由于是 DNA片段的插入�所以在染色体水平是观
察不到的�子代性状的变异是少数的�而大部分是受体的性状。这就是当时对远缘杂交变异
现象的 DNA片段杂交假说。这个假说成为开展 DNA直接导入植物研究的理论依据。
1∙2　 花粉管通道技术
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如何人为地将外源 DNA直接导入植物？经过一段探索之后�主要集中于授粉受精过程
的利用。1980年 Hess报道�利用萌发的花粉吸收种内或种间 DNA�导入矮牵牛中�获得来自
外源DNA的花色变异子代。Dewet 应用Hess的技术于玉米叶斑病抗性的转移。1986年Ohta
报道�用外源 DNA与玉米花粉授粉�得到当代高频率的胚乳基因转移。周光宇设计了自花
授粉后外源 DNA导入植物的技术－－－花粉管通道技术�即将供体总 DNA（不小于106～107

道尔顿）片段�在受体自花授粉后一定时期�使其沿着花粉管的通道进入胚囊�转化受精卵或
其前后的细胞（由于这时期的胚囊细胞壁不完整�DNA容易渗入）。之后�陆续与邵启全、张
光程和黄骏麒在棉花上对导入方法确定了细节�与段晓岚和陈善葆在水稻上确定了细则�使
棉花和水稻的导入效果达到了具有农业育种的实用程度�转化成株率达10－1～10－2。继棉
花、水稻、小麦之后�刘德璞、雷勃钧也先后在大豆上确立了具体操作技术�获得了变异后代。
从1988年以后�花粉管通道技术在多种植物上开始了研究和应用工作。

花粉管通道技术不仅在农业育种上得到育种工作者的青睐�而且在最近几年也得到了
基因工程工作者的关注。他们在采用了原生质体融合、基因枪、电激法等技术之后�开始对
花粉管通道技术有了兴趣�并实际进行了重组基因的成功转移�得到了高频率的转化结果。
1∙3　 外源 DNA导入技术的发展

80年代以来�福建农学院陈应峰和朱秀英等应用浸渍培养导入外源 DNA的方法�成功
地将小牛胸腺 DNA导入水稻�获得变异植株。湖南农学院万文举等用浸胚法将玉米 DNA
导入水稻�培育出高产优质水稻新品系。山东农业大学于元杰等以外源 DNA浸渍小麦种子
和幼苗�引起后代性状变异。北京大学生物系何笃修等利用干种子吸胀法�将含有小鼠金属
硫蛋白－1（MT－1）的 cDNA重组分子导入酸浆�获得的转基因酸浆�对镉的耐受力较受体对
照提高约1倍。经分析�MT－1的 cDNA已整合至受体的各个组织部位的细胞�包括分生组
织细胞�并有表达。

把花粉管通道技术和 DNA浸渍技术对比一下�可将 DNA导入技术分为两类：根据受体
细胞的不同�分为以胚细胞为受体的和以生长点分生细胞为受体的外源 DNA导入技术。前
者是将外源 DNA导入种胚发育成种子�然后从种子长成转化植株；而后者是用种子吸收
DNA�种胚直接发育成植株�可以在当代即表现出外源 DNA导入的影响�但影响的遗传结果
要在结实以后。
2　 外源 DNA导入技术的应用－－－农业分子育种

分子育种是继自然选择、杂交育种、远缘杂交之后�建立在 DNA分子操作基础上的又一
新的育种途径。自国内用外源总 DNA导入技术培育出抗枯萎病棉花和水稻新品系�国外应
用基因工程育出抗除草剂和抗虫烟草开始�标志着农业分子育种已进入实施阶段。基因工
程技术需要精良的设备和人员�因而广泛应用还受到限制；而外源总 DNA导入的花粉管通
道技术自创立以来�已在国内40家以上的实验室进行了多种植物的广泛应用�并获得了生
产上推广的农作物品种和品系。江苏省农业科学院的黄骏麒等用耐黄矮病海岛棉 DNA导
入抗枯萎病陆地棉�选育出既耐黄矮病又抗枯萎病的新品种3118棉�大田增产15％�已大面
积推广。广西省农科院季道远等将药用野生稻 DNA 导入栽培稻�选育的糯稻精 D1号�耐
旱、耐瘠、抗早衰、产量高�也大面积推广。中国农科院陈善葆、段晓岚等以玉米、高粱、大米
草、水稻等 DNA导入水稻�获得一批供体性状转移的后代�有的可作为育种的新种质�有的
直接用于生产。据粗略统计�已在棉花、水稻、小麦、高粱、大豆、豇豆、蚕豆、白菜、茄子、黄
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瓜、烟草、油菜、马铃薯、甘蔗以及林木等40多种植物上用此技术育种获得了理想结果�已报
道有5种作物培育出14个品种。

目前�利用外源 DNA直接导入技术进行分子育种已扩展至各个方面：
①抗病
江苏农科院培育的3118棉。中国农科院成卓敏将大麦的抗黄矮病基因导入小麦得到

抗黄矮病小麦。河北农科院阎新甫将抗白粉病的二棱大麦 DNA导入小麦得到高抗白粉病
小麦。笔者用抗 SMV抗源材料 DNA导入吉林20、21等得到抗 SMV的大豆品系。

②抗虫
中国农科院和江苏农科院将苏云金农杆菌的毒蛋白基因用花粉管通道技术导入棉花�

得到抗棉蛉虫棉花。山东农业大学将罗布麻 DNA导入陆地棉鲁棉6号�得到农艺性状优良
又抗棉蛉虫的92-15品系。笔者近年用皂角、鹰咀豆以及老的农家品种的 DNA导入现推广
品种吉林30、吉林27和吉林20�得到抗食心虫和耐蚜虫的品系。

③抗盐和抗逆境
海南大学林栖凤等将海边盐生的小乔木红树的总 DNA导入普通豇豆得到耐盐的豇豆�

与对照比�在1∙0％的盐度下�耐盐后代完成了整个生活周期�而对照只活了17d。山东农业
大学将罗布麻 DNA导入陆地棉获得抗盐碱的3个新种质系�抗盐性比鲁棉6号提高近2
倍。新疆石河子农学院生物技术中心�将新疆盐湖水中分离出的高耐盐细菌和重盐碱土中
生长的耐盐植物碱毛草、芦苇的 DNA导入小麦�得到耐盐小麦。黑龙江农科院以碱蓬草为
供体�向水稻导入 DNA�得到耐盐比较强的水稻。

④品质
湖南溆浦农业科学研究所将无芥酸的油菜DNA导入含芥酸45％以上的油菜�得到芥酸

含量降至0∙14％的油菜�而且油酸提高3倍�亚油酸提高0∙5倍。江西省农科院将豌豆DNA
导入小麦�豌豆50kd球蛋白得以表达。兰州大学和甘肃农科院合作进行高粱 DNA导入小
麦的研究�高粱的蛋白组分在小麦中出现。吉林省农科院和黑龙江农科院将高蛋白的野生
大豆 DNA导入栽培大豆�变异后代蛋白质含量比受体提高4～6个百分点。

⑤光合效率
湖南农业大学利用浸胚法将玉米 DNA 导入水稻�得到 GER－1品系�通过对其进行生

理生态研究�探明其光合效率高、物质生产源充足、库容量大、物资转运通畅、分配合理的高
产形成内在机理�经初步分析�可能是改变了原亲本的光合碳化途径�即表现了 C4功能。甘
肃农科院通过导入高粱 DNA至小麦得到一白粒新品系�叶功能期较受体延长1周�产量性
状得到很大提高�淀粉含量明显提高。在1991年成熟期持续高温干旱�1992年多雨低温的
不利条件下�仍能保持子粒饱满�实现高产。据分析�可能是高粱 C4功能导入 C3小麦中得
以表达�此结论正在深入地从分子水平加以验证。
3　 基础理论探讨

外源 DNA直接导入植物的技术开展20余年来�取得了瞩目的成就�但也确实历尽艰难
困苦。由于此项研究以实践和应用为先导�可用性使众多从事农业育种的人士致力于此技
术的研究与实践�但在理论界却存在争论�特别是最初的岁月�否定的意见占主导位置�即便
是现在也还是存在怀疑态度�将此技术称之为“模糊导入”�意思是理论上还是不明的。为
此�从事此项研究的工作者们在应用研究的同时�也在努力从理论上进行深入的探讨。
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3∙1　 有关花粉管通道
花粉管通道技术是外源 DNA 导入技术的最早的最成功的技术。外源 DNA 要导入植

物�首先要解决途径问题�这个问题涉及的技术也是基因工程技术中的必要技术环节。花粉
管通道技术的关键在于花粉管通道途径�这个途径如何形成与外源 DNA如何通过此途径进
入受体？中国科学院上海生化所与江苏农业科学院用缺口翻译法3H标记棉花DNA分子（50
kb）�于棉花自花授粉后24h从子房颈部注入�经过30min到8h之间分别取样�冷冻切片�
放射自显影�观察 DNA运动过程。结果表明�30min后可见胚囊已有3H－DNA进入�2～4h
之间有80％以上的胚囊均有3H－DNA。除从珠孔到胚囊之间的花粉管通道外�珠心的任何
其他部位均无显影斑点�进入胚囊的花粉管内亦无同位素。还观察到珠孔在花粉管到达之
前是关闭的�花粉管长至胚珠时�珠孔开放。实验表明花粉管珠心通道是 DNA从珠孔到达
胚囊的途径。为了进一步证明此通道可作为转基因的通道�翁建等用 MP1质粒与受体重复
顺序重组导入棉胚中�取成熟种子 DNA经 Sau3A酶切�以 MP1为探针�从 Southern Blot 分子
杂交证明�MP1整合进入了棉花基因组中�从分子水平验证了外源 DNA 导入的花粉管通道
技术。
3∙2　 有关 DNA重组

在水稻的试验上�中国科学院生化研究所与中国农科院作物所用有卡那霉素抗性基因
并可在植物中能表达的质粒 PNE105与受体的重复顺序重组后导入水稻�后代出现了比受
体明显提高耐性的植株�并测出了卡那霉素磷酸转移酶活力和Southern Blot 图片上的卡那霉
素基因杂交带。在这个试验中�为了使重组分子在受体中更容易整合�在卡那霉素抗性基因
重组分子的设计上分别插入了5种水稻重复顺序�组建不同的质粒导入受体水稻。结果所
有带重复顺序的重组分子导入后�子代均不同程度地对卡那霉素具有抗性�其中 PRR23重
复顺序重组分子的种苗在卡那霉素培养基上生长完全正常。试验表现出具重复顺序的卡那
霉素抗性基因的整合最强�说明受体同源顺序可以帮助重组分子基因的整合。

这个试验说明外源 DNA只要具有与受体的同源性�就有与受体基因组整合的可能。而
在生物进化过程中�相当多的重复顺序是很保守的�这种保守性为远缘供体 DNA能插入受
体基因组提供了机会。

对于应用供体总 DNA导入获得的变异后代�想知道是什么 DNA（基因）�如何与受体基
因组整合�一直无法在分子水平验证。近几年�新的分子生物学技术－－－RAPD 技术的出
现�为此提供了方便。黑龙江农科院已用此技术分析了通过外源 DNA导入引起的大豆变异
后代�找到了不存在于受体而存在于供体的 DNA片段。RAPD技术在外源 DNA导入结果的
分析上�不仅可追踪导入片段�更有意义的是有可能从供体 DNA导入培育的优良品系中识
别和分离出导入的有效外源 DNA�进而应用基因工程技术广泛组建有效重组分子�扩大基
因工程育种的范围。可见�外源 DNA直接导入植物的技术已开始和基因工程连接�必将使
分子育种工作推向新的阶段。
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（责任编辑：张　瑛）

（上接第13页）
标准计算的�有一定科学性。从耗油看�以连耕区公顷耗油60∙75kg为100％�耙茬区耗油
为36∙75kg（60∙49％）�留茬区耗油为30∙75kg（50∙61％）。从机耕费看�以连耕区公顷收费
81元为100％�耙茬区费用为54∙75元（67∙59％）�留茬区费用为47∙25元（58∙33％）�经济效
益显著。

目前我省玉米产量为7500kg／h㎡�若按前述增产4％～5％计算�每公顷可增产300～
375kg。我省黑土地区玉米种植面积约200万 h㎡�可增产6～7∙5亿 kg。按每公斤玉米0∙6
元计算�农民可多获利3∙6～4∙5亿元。按每公顷节油24～30kg计算�可节约油料4∙8～6万
t。按每公顷节约机耕费27～33元计算�可节约机耕费5400～6600万元�还可节约农机具
投入量50％�提高农机具利用率50％。社会经济效益十分显著。
3　小　结

耙茬少耕法与留茬少耕法经过6～7年试验�在黑土上有明显增产趋势。在河淤土上的
增产效果虽不如黑土显著�其社会经济效益是十分明显的。

少耕法可节约大量能源和机耕费�减少农机具的投放量和提高利用率�社会经济效益十
分显著。

少耕法的耕层较紧实、地温较高、水分较多�有利于作物生长。少耕法有促进土壤团粒
结构形成和保持地力的作用�为我省农业持续发展提供了科学依据。少耕法的有效年限还
有很大潜力�有关问题还待继续试验探讨。

（责任编辑：任　禾）
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