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农杆菌及基因枪在禾谷类作物

遗传转化中的应用

李葱芬 张晓明 宋凤斌 李毅申

�吉林农业大学生物技术研究所
，

长春 �������

提 要 目前
，

外源基因导人植物细胞的方法有多种
，

常用的有农杆菌法和基因枪法
。

本文

对农杆菌转化禾谷类作物的基本原理及最新动态作了简明扼要的概述
，

同时对基因枪类型
、

原理

及使用方面也作了简要的介绍
。
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禾谷类作物是世界上最重要的作物种群
，

在世界经济乃至人类生存等方面 占据着极其

重要的地位
。

因此
，

对禾谷类作物进行遗传改良一直是生物学家极为关注的焦点
。

近 �� 年

来
，

生物技术的 日新月异
，

植物基因工程的飞速发展
，

也推动 了禾谷类作物进行遗传转化的

进程
。

到 目前为止
，

已建立起多种外源基因导人受体细胞的方法
。

根据是否采用基因载体

为介导
，

可归纳为两类
�
一是农杆菌介导的遗传转化

，

包括根瘤农杆菌介导和发根农杆菌介

导的遗传转化 �二是直接的基因导人
，

包括化学共培养法������助几 等
，

�����
、

子房注射法

��
��� ����等

，
�����

、

种胚吸收 ���法�肠���
�
等

，
����

，
�����

、

花粉管通道法�切
。
阴���

，

��������������
，
�����

、

碳化硅纤维法��
�������等

，
����

，
�����

、

组织电击法��
’
������� �����

�� ���� 等
，
�����和基因枪法��

��
而�� 等

，
�������

��� 等
，
�������������

等
，
�������州��等

，

�������� 等
，
�����

。

其中基因枪法是最引人注目和有效的方法
。

而农杆菌在单子叶植物
，

尤其在禾谷类作物的转化上已显示出广阔的前景
。

以下主要介绍农杆菌介导的遗传转化和

基因枪的遗传转化
。

� 农杆菌介导的遗传转化方法

农杆菌介导的植物遗传转化方法具有简单易行
、

不需昂贵的设备
、

费用低
、

转化频率较

高以及拷贝数少等优点
，

一直是双子叶植物遗传转化的首选方法
。

近几年来
，

农杆菌遗传转

化在单子叶植物
，

尤其是在禾谷类作物上已取得了突破性进展
，

因而倍受世界各国科学工作

者的广泛关注
。

根瘤农杆菌�乃脚石配
化�����

�期衫��记。 �为一种革兰氏阴性的土壤杆菌
，

于 ����年被发

现
。

植物被农杆菌侵染后
，

形成冠瘦瘤�
�

� 列��
，

冠瘦瘤细胞可产生正常细胞所不能产生

的冠樱碱�叩���
�
�

，

被农杆菌作为碳源利用
。
���� 年

，

人们在农杆菌中发现一种环形的 �� 质

粒�� ������
，

该质粒含有一段 �
一

���和
���基因

。
������������� ����包含有生长素基因

和细胞分裂素基因
，

它可插人植物基因组
，

引起细胞特性的变化
。

此后
，

人们试图利用这种
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天然的遗传转化体系
，

将外源基因转至植物细胞
，

并利用植物细胞的全能性
，

经过细胞或组

织培养
，

由一个转化细胞再生成植株
。
���区大小为 �� ��

，

分 ��� �
、
�

、
�

、
�

、
�

、

�
、
� �个操纵

子
，

共 �� 个基因
，

起共同调控作用���
一 �����������

，

总称调控子���������
，

它们与 �
一

��� 的加

工和转移有关
。

根瘤农杆菌侵染双子叶植物细胞
，

大体包括两个连续的过程
。

首先是农杆菌通过植物

伤 口和宿主细胞接触
，

并有效地附着
、

结合到宿主细胞上 �然后受伤的植物细胞通过分泌或

释放一种可扩散的诱导物
，

活化农杆菌的
���基因

，

诱导其顺次表达
，

进而实现对 � 一 ��� 的

酶切
、

环化
、

运载
，

并插人宿主细胞的基因组中
。

通常认为
，

多数单子叶植物对农杆菌不甚敏

感
，

其中重要原因之一
，

可能是在这类作物中缺乏与农杆菌 ���基因活化诱导有关的那种可

扩散性物质
，

或其含量不足
。
�������等������首先证明双子叶模式植物烟草中所含的

���诱

导物质是 乙酞丁香酮类物质
。
������ 等������进一步用 ��������

融合基因系统检测 了 �� 多

种酚类物质
，

发现 �种�儿茶酚
、

没食子酸
、

焦性没食子酸
、

对轻基苯 甲酸
、

原儿茶酚
、

间二经

基苯甲酸和香草醛 �可 以诱导农杆菌
��� 基 因的活化

，

并确定 了最佳浓度范 围
。
�

� 等

������证明禾谷类作物幼苗浸出液不能诱导 �一 ��� 的酶切环化
，

进而推断禾谷类作物中

缺少能诱导
��� 基因活化的可扩散性物质

。

近些年来 已有一些利用农杆菌转化禾谷类作物

的报道��心
���等

，
�����������

�
等

，
��������� 等

，
�������

��等
，
������������ 等

，
�����������

等
，

�����
，

多数研究者认为
，

加人 ���区活化物质有助于农杆菌的转化
。

��������� 等������首次以玉米为材料
，

用农杆菌将玉米条纹病毒的
���� 导人玉米植株

中 ������等������用玉米芽尖的分生组织与农杆菌共培养
，

得到 了几株转化植株 ����� 等

������用含有 ����帅�质粒的根瘤农杆菌与水稻芽尖分生组织
、

悬浮系
、

幼胚盾片 以及愈伤

组织等共培养
，

得到 了转化的再生植株 ������� 等������ 以玉米 ���� 幼胚为材料
，

将含有

帅����
� 、
������

�
基因的农杆菌与幼胚共培养

，

得到正常可育的转化植株
，

转化频率为 �� �

���
�

� 基因枪的遗传转化方法

�� 年代中
、

末期
，

由于基 因枪 的发 明
，

使植物转基 因技术进 人一个新 的阶段
。

心���

������
、
�������� ������及 �����

����
�����等的先驱工作

，

使基因枪导人技术逐渐发展并 日臻

成熟起来
。

�� 年代以来
，

玉米
、

水稻
、

小麦
、

大麦等禾谷类作物的基因转化已有成功的报道
。

基因枪法主要的优点是外源基因可以直接进人致密的可再生的细胞团中
，

只需要 良好的组

织培养技术
，

而不必经过复杂的原生质体的制备和培养阶段
，

减少了由于原生质体长期继代

培养
，

造成再生植株的变异
。

另一个优点是扩大了受体组织或器官的范围
，

无明显的宿主限

制
，

再生频率较高的组织或器官都可以用基因枪
，

如胚性细胞悬浮系����
��卫��
等

，

���� �������
一 �

���� 等
，
���� ���� 等

，
�����阮�

��
等

，
�����

、

愈伤组织 �����
�
��� �����

�

����� �����等
，

�����
、

未成 熟胚 �����
���� 等

，
���������

�
等

，
�������

��� 等
，
�������� ��� 此���� ����

，

�����
、

分生组织�������等
，
����������

�
等

，
�����

、

花粉���
���等

，
������������� 等

，
�����

、

小

胞子胚��二�
���� �������� ���玫����

，
�����及幼穗��

����� ���饭
� ，
�����等

，

为植物的基因

转化工作提供了一套更为简化的手段
。

另外
，

基因枪转化技术还被应用于现代分子生物学

的许多领域
，

如植物基因的转化和调控
、

基因导人植物细胞器等方面
。

基因枪法是利用火药爆炸
、

高压放电或高压气体作为驱动力
，

加速金属粒子�微弹�使其
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进人带壁细胞的一种方法
。

在此过程中
，

质粒 ���首先沉淀在微弹�钨粉
、

金粉等�表面�通

常以氯化钙
、

亚精胺作为沉淀剂来促进 ���与微弹结合�
，

通过动力
，

将包被微粒上的 ���
分子

，

直接导人靶细胞 中
，

其中一部分基因整合到植物染色体中
，

就可得到稳定的转化体
。

根据基因枪不同的动力系统
，

可将它们分为三类
�
第一类为火药式基因枪

，

它是最先出现的

一种基因枪
，

由美国康奈尔大学��
���五〕记 等

，
�����设计制造

，
���� 年美国杜邦公司推出的

���
一

�以刃 系统
、

国产 ��
一

��� 型基因枪�中国科学院生物物理研究所研制�均属于这种类型
。

结合有 ��� 的金属微粒被称之为微载体���
�

���面
��
�或微弹

，

携带载有微弹的尼龙或塑料

弹头被称之为载体�������
�������或微弹载体

。

这种基因枪是利用弹膛中火药爆炸产生的动

力
，

驱动载有微弹的微弹载体高速运动����
一 ��� 而

�
�

，

当微弹载体抵达弹膛时被带有穿孔

的挡板所拦截
，

而微弹由于惯性作用继续高速运动并击中靶细胞
。

这种基因枪 自使用以来
，

已取得洋葱表皮细胞转化成功
，

这一技术很快又被用于烟草
、

水稻
、

玉米和小麦等多种植物
，

并得到瞬间或稳定表达
。

第二类为放电式基因枪�������
�

��������
田笔��

。

它的工作原理是通

过高压放电引起水滴气化产生的冲力
，

驱动微弹载体连同微弹加速运动
，

使其行驶一定距离

后消匕单载体被阻挡网挡住
，

而微弹则穿过阻挡网继续向前运动
，

轰击真空中的靶细胞或组

织
。

���� 年 �������� 等用它转化了大豆愈伤组织
，

并得到 了再生的转基因植株
。
���� 年他

们又得到转化的釉稻和粳稻植株
。

第三类为气动式基因枪
。

气动式基因枪 中具有代表性的

是 ���一

��� 公司出售的 ���
一

�以�〕��� 气动式基因枪
，

它也是 由美国康奈尔大学 �翻而�� 等人

������在火药式基因枪的基础上设计的
。

气动式基因枪的动力来源是高度压缩的氦气
、

氮

气或其它气体的爆炸性释放
，

作为微弹加速动力
。

���
一

�������� 利用 由不同厚度的聚苯均

四甲酞亚胺��
������薄膜制成的可裂圆片�������� �����来调控氦气压力����

一 ����几��
。

当氦气压力达到可裂圆片的临界承受压力时
，

可裂圆片破裂并产生强烈的气流
，

使微弹载体

��� 或 �
�

���
�厚的聚苯均四甲酞亚胺膜�携带微弹高速运动

，

遇到刚性的阻挡网
，

微弹

载体被阻遏
，

而微弹利用惯性继续向前高速运动
，

轰击靶细胞或组织
。
���一 ���刃��� 基因

枪已将抗虫基因��

������
等

，
�����������等

，
��������

�

咖
�等

，
�����和抗病毒基因��毗�

等
， 】��� ������ 等

，
�����导人玉米中去

，

在改进植物育性
、

加强植物营养等方面的研究工作

正在进行中
。

总之
，

随着生物技术的不断完善和蓬勃发展
，

转基因技术也朝着高效
、

重复性高
、

简单
、

快速
、

适用性广等方向发展
。

有理由相信
，

今后会有更简便易行的外源基因导人方法发展和

完善起来
。
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