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摘要: 分子生物学与植物基因工程的迅速发展, 使得通过基因工程手段改良作物品质、改善作物耐

胁迫能力、提高作物产量成为培育作物新品种的一种有效手段。为此,综述了农杆菌介导遗传转化

的分子机制、标记基因的应用、作物转化研究进展和转基因应用前景。
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Abstract: It is an ef fect ive method to cultivate new cr ops in genetic eng ineering means w ith the

rapid development of mo lecular biolog y and plant gene eng ineer ing, w hich could improve crop

quality, crop yield and the capacity of str ess resistance. In this paper, the r esearch prog ress of

Ag robacter ium-mediated molecular mechanism, the applicat ion of tr ansgenic marker g enes, the de-

velopment of crop t ransformat ion and the prospect o f t ransgenic applicat ion w er e review ed.
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农作物在自然栽培条件下, 所处的生长环境变

化多端,人们通过栽培技术来调节其生长环境使之

适合作物生长的需求,但这种调节是有限度的,那些

难以控制的条件一旦超出农作物正常生长发育所能

忍受的范围,就构成了作物生长的 逆境 。逆境包

括病虫害等生物胁迫和低温、干旱、高盐等非生物胁

迫,致使植物受到伤害甚至死亡,严重影响了作物的

产量和品质。随着人们生活水平的提高, 仅靠传统

育种已难以在作物产量和品质方面满足人们的需

求,为提高作物的产量和品质,生物和非生物胁迫信

号传导中相关基因的研究以及品质基因和转基因研

究都得到了重视, 基因功能研究和转基因研究的开

展对改善作物的逆境胁迫耐受性和增加作物产量具

有非常重要的意义。农杆菌介导的遗传转化在植物

转基因研究中具有重要的应用价值, 为此,对其相关

研究进展进行综述。

1 农杆菌介导遗传转化的分子机制

农杆菌是普遍存在于土壤中的一种革兰氏阴性

细菌,它在自然条件下能趋化性地感染大多数双子

叶植物和部分单子叶植物的受伤部位, 是一种天然

的植物遗传转化载体。根癌农杆菌介导的基因转化
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过程中, T-DNA 的整合是关系到外源基因能否稳

定遗传的关键步骤。野生型的根癌农杆菌携带有与

生长素和细胞分裂素合成有关酶的基因, 可使转化

细胞形成肿瘤, 肿瘤性状是一种天然的选择标记, 但

利用这种农杆菌作为基因工程载体常使转化细胞丧

失分化能力,因此,目前在植物遗传转化中最常用的

载体是去除了 T-DNA 上的致瘤基因,同时保存了

转化所必需的 vir 区和完整 T-DNA 边界区域的 Ti

质粒。利用农杆菌的 Ti或 Ri质粒进行遗传转化

时,农杆菌通过侵染植物伤口进入细胞后,可以精确

地把左右 2个边界之间的 T-DNA 转移并稳定整合

到植物核基因组中,而且多数情况下以单拷贝形式

进行整合,因此,人们将目的基因插入到经过改造的

T-DNA 区, 借助农杆菌的感染实现外源基因向植

物细胞的转移与整合, 然后通过细胞和组织培养技

术,获得再生转基因植株
[ 1-4]
。农杆菌 Ti或 Ri质粒

已成为植物分子生物学中广泛应用的遗传转化载

体。

2 农杆菌介导转化的影响因素及常用

的标记基因

20世纪 70 年代中期, 农杆菌介导的植物转化

分子机制首次被阐明, 80年代,科学家已经开始利

用农杆菌天然侵染的性能转化植物, 90年代中期,

通过农杆菌转化得到的转基因植物在一些国家已经

常见。目前,尽管通过农杆菌转化得到的转基因植

物在农业上的重要物种中已经很常见, 但仍有很多

转化机制人们并不清楚[ 5-6] 。在遗传转化中,由于受

到多种遗传因子和外界因素的影响,导致转化效率

低,外源基因在受体植物中表达量低,甚至有基因沉

默等现象[ 7-9] 。为了提高转化效率,人们从受体基因

型、外植体、菌株、消毒时间、消毒方式、标记基因、激

素的种类和浓度、共培养条件、筛选剂、筛选时间及

筛选方式等方面对农杆菌介导遗传转化方法进行优

化,不同程度地提高了转化效率[ 10-16]。

在植物遗传转化中, 常用的抗生素抗性的选择

标记基因有:新霉素磷酸转移酶基因( np t Ⅱ)、潮霉

素磷酸转移酶基因( hp t )、氯霉素磷酸转移酶基因

( cat)、链霉素磷酸转移酶基因( sp t )等
[ 17-18]

。利用

除草剂抗性基因作为选择标记基因的有: ep sp s 基

因、bar 基因、gox 基因等, 其中应用最广泛的除草

剂类选择标记筛选体系是 bar 基因和草丁膦筛选体

系[ 19-20]。常用的化合物解毒酶选择标记基因有: 来

源于甜菜的碱醛脱氢酶( BADH)基因和植物体内叶

绿素生物合成途径中的谷氨酸-1-半醛转氨酶

( GSA-A T)基因。BADH 在植物中能催化有毒的

甜菜碱醛转变成无毒的甜菜碱; hemL 基因是一个

具有 3-氨基-2, 3-二氢苯甲酸 ( gabaculine) 抗性的

GSA-AT 突变基因, 可作为筛选标记基因, 细胞中

转入 hemL 基因后可以将有毒的 gabaculine 转化为

无毒的代谢物,这 2 个基因在转基因烟草中得到了

正确表达[ 21-22]。植物糖类代谢酶选择标记基因是近

几年发展的利用糖类作为筛选剂的筛选系统所用的

基因, 主要有:甘露糖磷酸异构酶基因 pmi、木糖异

构酶基因 xy lA 和核糖醇操纵子 r tl。pm i基因编码

的 6- 磷酸甘露糖转移酶可以催化 6- 磷酸甘露糖转

变为 6- 磷酸果糖, 转化细胞可以将 6- 磷酸甘露糖

进一步转化为 6- 磷酸果糖,并被植物细胞利用, 同

时在转化过程中产生的 AT P 可以为细胞正常生长

提供能量。来源于红色链霉菌和高温厌氧芽孢杆菌

的木糖异构酶基因 xy lA ,编码木糖异构酶, 催化 D-

木糖异构为 D-木酮糖, 许多植物细胞可利用D-木酮

糖作为主要碳源, 但不能利用 D-木糖, 在含 D-木糖

的筛选培养基上, 整合有外源 xy lA 基因的转化细

胞可以将D-木糖异构为 D-木酮糖,经磷酸戊糖途径

分解代谢,为转化细胞的生长提供条件。

3 作物转化研究

根癌农杆菌和发根农杆菌是在植物遗传转化中

最常用的 2种土壤农杆菌。Horsch 等[ 23] 首次使用

叶盘转化法获得转基因植物。Saini等 [ 24] 利用根癌

农杆菌介导黑绿豆转化, 结果 GUS 基因在 T 0 代

叶、根、花粉粒和 T 1 代种子中均能表达。液泡膜

H
+
-PPase ( AVP1)基因的超表达能显著提高转基

因植物的耐盐性和抗旱性[ 25-26] , 还可以促进植物根

系对 K + 吸收和有机酸释放, 使植株在低磷环境中

能正常生长
[ 27]
。王晓娇等

[ 28]
将拟南芥液泡膜 H

+
-

PPase基因利用农杆菌介导法转入甜菜, 获得转基

因植株。Zale等 [ 29] 将发育处于单核中晚期的小麦

花粉,利用农杆菌菌液蘸花侵染的方法进行转化,获

得了转基因植株。Hong 等
[ 30]
建立了大豆器官愈伤

组织转化体系,以去除腋芽的初生叶节或子叶节为

外植体,诱导器官产生愈伤组织,对愈伤组织进行侵

染从而获得转基因再生植株。Oltmanns 等
[ 31]
将

T-DNA同源重组到农杆菌染色体中,克服了载体骨

架、染色体片段被转移的缺点。农杆菌与受感染细

胞之间相互作用时, 受感染部位由于氧化作用发生

褐化,从而影响转化效率,在共培养培养基里添加半

胱氨酸、DT T 有助于提高转化效率[ 32] 。基因工程

育种是提高作物产量、改良作物品质的主要手段之
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一,转基因技术已在水稻、棉花、玉米、大豆和油菜等

作物上成功应用, 并赋予了作物本身所不具备的

抗性。

4 转基因技术的应用前景

利用转基因技术将具有优良性状的目的基因导

入植物受体细胞,目的基因在植物受体中表达,使得

目标植物的遗传性状得到改良, 从而达到快速培育

植物新品种的目的
[ 33]
。遗传转化是提高作物产量、

改良作物品质极为有效的途径。目前, 遗传转化技

术在小麦、水稻、玉米、大豆等重要农作物中已经得

到较为广泛的应用。但在转化过程中往往只有少数

植物细胞将外源 DNA 整合到受体植物基因组中,

由于大多数细胞并未发生转化, 因此标记基因被广

泛采用,其转化的结果是,标记基因也随目的基因在

转化体内表达并以孟德尔方式遗传,虽然尚无研究

表明选择标记基因会影响人类健康,但近年来由于

人们对转基因植物安全性存在质疑[ 34-35] , 转基因植

物在生产中的推广利用受到了限制。于是无标记基

因的转化技术、化合物解毒酶选择标记基因和植物

糖类代谢酶选择标记基因应运而生
[ 36-39]

, 由于这种

技术和选择基因的应用不会使植物产生抗生素和除

草剂抗性,不必担心因 基因逃逸 产生临床应用抗

生素失效或者产生 超级杂草 而造成环境污染、生

态平衡破坏等问题。随着研究的不断深入, 这种全

新的安全性转基因技术和安全标记基因将会在遗传

转化中得到更为广泛的应用。
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