
植物基因工程研究始于 20世纪 70年代, 它
是将在体外定向重组的特定外源基因导入到受体

植物内, 并能够稳定遗传, 使其获得新的遗传性
状. 发展至今, 植物基因工程已成为植物遗传育
种以及质量性状改良的有效途径之一. 在这个过
程中, 用于遗传转化的方法很多, 但应用最多、最
广泛的是农杆菌介导法, 此方法具有效率高、成本
低、可转移较长基因片段等优点. 目前, 所得到转
基因植株中有 85%都是通过农杆菌介导法而得到
的. 但是, 农杆菌介导的植物遗传转化中转化率仍
然是一个需要解决的问题, 有一些理化和生理因
素影响着转化率和 T鄄DNA进入植物细胞, 主要有

菌株、质粒、组培环境、培养基、外植体类型以及植

物基因型等. 不同的植物, 有利于 T鄄DNA转移的
条件是不同的[1], 通过优化其中的某个或某些因素,
可以大大提高转化率. 本文就影响农杆菌介导遗
传转化的因素进行了分析, 以期为提高农杆菌介
导的植物转基因的转化率提供科学方法.
1 农杆菌的遗传转化机制

根癌农杆菌是一种革兰氏阴性土壤杆菌, 能
够诱导大部分双子叶植物及部分单子叶植物产生

冠瘿瘤, 其上的 Ti质粒决定着肿瘤的诱导产生,
天然的 Ti质粒上由 T鄄DNA区、毒性区(Virulence
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region, Vir 区 )、Con 区及 Ori 区四部分组成 . T鄄
DNA 区两端为 25 bp 的左右边界重复序列 . T鄄
DNA区内的生长素合成基因、细胞分裂素合成基
因和冠瘿碱合成基因, 对冠瘿瘤的形成起着关键
作用. 在转化的早期阶段会有大量的蛋白质参与,
涉及几个分子机制. 当植物受到伤害, 农杆菌与
植物细胞相互识别后, 诱导 Vir基因, Vir基因编
码的多肽类物质就会附着在 T鄄DNA 上, 促进 T鄄
DNA 的转移和整合进植物染色体中, 同时保护
DNA免受植物细胞中核酸酶的影响. T鄄DNA区在
Vir区蛋白的作用下, 分别在左右边界产生切口,
将 T鄄DNA插入到植物的染色体中. Vir区基因表
达产物对整个转化过程起决定性作用. 已发现有
10余种 Vir区的基因表达产物参与 T鄄DNA的转
移[2]. Ti质粒至少由 6个能被信号分子诱导的操
纵子组成, 这些信号分子主要是一些小的酚醛物
质、特定种类的单糖等[3]. 农杆菌介导的植物转化
以农杆菌与外植体相互识别和附着为开始, 以整
合入基因组中的 T鄄DNA得以表达为终止.
2 转化受体材料的影响

农杆菌介导的植物基因转化过程, 是农杆菌
和受体植物相互作用的过程 [4], 这就要求受体对
农杆菌的侵染比较敏感. 受体对转化的影响主要
体现在植物基因型、外植体类型及外植体的处理

等方面.
2.1 外植体类型对转化的影响

不同生理状况的外植体对农杆菌的敏感性不

同. 大豆较幼嫩的愈伤较长期培养的愈伤对农杆
菌敏感[5]. 这是因为一方面幼嫩的外植体具有较
强的细胞分化能力, 对于双子叶植物, 这种能力
对于 T鄄DNA转移和整合是必须的[6]; 另一方面, 外
植体的培养过程中会分泌一些抑制细胞分化的物

质, 并使细胞结构发生变化, 这些都不利于农杆
菌和植物细胞的相互作用. 外植体类型对转化的
影响也表现在器官的不同上. 当分别用鹰嘴豆的
胚轴、上胚轴和茎作为外植体进行转化时, 以上
胚轴的转化率最高[7]. 另外, 外植体年龄也影响着
农杆菌转化的成功与否. 一般认为, 幼嫩的生长
旺盛的组织对农杆菌更敏感, 被感染后, 伤口附
近的细胞较易脱分化形成较多的感受态细胞 [8].
在用意大利黑麦草的愈伤进行转化时, 9日龄的
愈伤表现了较高的转化率, 超过 9 d, 外植体在共
培养后就会褐化和死亡[9]. 而有些植物则表现出

与之不同的现象, 用 7~50 d 的愈伤作为外植体
时, 随着外植体年龄增长, GUS 基因的瞬时表达
量增加[10]. 在外植体的年龄方面, 同一植物的不同
品种对转化的影响仍有差异. 研究粳稻的遗传转
化时, 来自成熟胚的胚性愈伤因具有高的细胞分
化能力而被认为是农杆菌侵染时的最佳外植体[11].
而对于籼稻而言, 新分离的非成熟胚是转化时的
最佳外植体[12].也有人研究了外植体大小对转化效
率的影响 . 来自大豆非成熟胚的子叶节小于 4
mm时, 选择过程中没有或有很少的胚胎发生, 7~
8 mm的外植体与 5~6 mm的转化率最高, 当外植
体大于 9 mm时, 转化率最低, 这可能是因为来自
较大外植体的感受态细胞对农杆菌、2, 4鄄D 和选
择剂不敏感[13].
2.2 植物基因型对转化的影响

虽然通过农杆菌介导法得到了大量的转基因

植物, 但是农杆菌对不同基因型植物的侵染能力
不同. 不同物种的植物对农杆菌的敏感性不同,
甚至同类植物的不同品种之间差别也很大. 有的
物种(如烟草)转化效率可高达 90%, 而大多数物
种(特别是一些主要农作物品种)的转化效率还普
遍很低[14]. 基因型的特异性与植物细胞的生理特
性有关, 这包括细胞受伤后的生理反应、细胞内
源激素的浓度以及细胞结构等 [7]. 在谷类作物的
遗传转化中, 水稻的基因型依赖性最低, 目前为
止已成功得到了包括 Japonica、Indica 和 Javonica
水稻在内的超过 40个基因型的转化植株, 而在
其它主要的谷类作物中, 仅有少数典型基因型得
以成功转化[15]. 基因型的差别主要是因为植物体
内抑制系统的存在阻止了植物对农杆菌的感受.
如在玉米幼苗根部分泌的主要有机物质 MDIBOA
抑制剂, 尤其抑制 Vir基因的诱导表达[16], 而农杆
菌侵染这些不易转化的外植体的能力是由 VirA
决定的[17]. 植物感受到农杆菌和外源基因后, 就会
启动自身的防御系统阻止转化的进程和外源基因

的表达. 有研究表明, 拟南芥 cep1突变体因本身
表达与防御有关的基因, 对农杆菌的侵染较为顽
固[18]. 农杆菌侵染后, 参与 T鄄DNA整合的蛋白也影
响着转化的成功与否 . 如拟南芥 KU80 蛋白 ,
KU80突变体植株不宜于使 T鄄DNA整合进植物体
细胞, 而 KU80过表达植株对农杆菌的侵染较敏
感, 并使植物细胞保护 DNA 免受伤害的能力得
以增强[19]; 拟南芥 VIP1蛋白与寄主细胞的 H2A组
蛋白形成同聚物和相互作用的能力对肿瘤发生,
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以致稳定的基因转化是必须的[20].
2.3 外植体的处理对转化的影响

外植体的处理主要是指外植体的损伤处理、抗

氧化及干燥等方面的处理. 通常认为, 植物外植体
损伤处理后,可以提高转化效率. 这主要是因为外
植体受伤后, 可以使农杆菌更易于接近植物细胞,
或者是损伤刺激了诱导 Vir基因表达的酚类物质
(如乙酰丁香酮)的分泌[21],并使细胞的转化能力增强
[22].实际中,对外植体作损伤预处理时,不同植物的
外植体有不同的表现.人为制造伤口, 可以使豌豆
(Lathyrus sativus L. ) 的转化率达到 36%,而没有受
伤的外植体的转化率仅为 8%[23].有些植物受伤处理
及伤害诱导的细胞分裂不是转化所必需的 [24, 25],
未受伤的外植体转化率最高[26]. 超声波处理可使
受体材料表皮和深层造成微损伤. 当把鹰嘴豆的
外植体与农杆菌一起进行超声波处理后, 可以提
高转化率[27]. 氧化作用也影响植物的转化率. 当把
花生的胚轴在转化前用 PVP (减少酚类化合物的
氧化作用)和 1/2MSi(1/2MS 基本培养基中加入 1
g/L肌醇, 不加糖)(去除外植体受伤后分泌的酚类
化合物)溶液冲洗, 用 1/2MSi冲洗 1 h(分 3次, 每
次 20 min) 能提高转化率; 当冲洗时间再延长时,
转化率开始下降; 不用冲洗处理时, 得不到转化
植株[28]. 干燥和抗坏死处理影响 T鄄DNA的转移和
转化[29]. 在农杆菌侵染之前或侵染之后是否将外
植体进行干燥是影响谷类作物转化率的一个重要

因素[30].但是 Perl等的研究表明, 防止葡萄外植体
坏死的各种抗氧化剂对转化率没有影响[31].
3 外源因素对转化的影响

外源转化供体对植物转基因的影响主要体现

在: 农杆菌菌株类型、质粒载体类型、预培养和培
养基成份等方面.
3.1 菌株和质粒载体类型对转化的影响

农杆菌侵染植物外植体时, 农杆菌的吸附数
目与菌株类型有关, 同一菌株对不同种外植体的
侵染能力也不同. 农杆菌 EHA101较 C58能更好
地促进外源基因进入植物细胞[32]. LBA4404适于
豆科植物中的 Cajanus cajan[33]、Cicer arietinum[34, 35]、
Lathyrus sativus [36], 而 EHA105在印度黄檀(Dalber鄄
gia sissoo) [37]、大豆 (Glycine max) [38]和木豆 (Cajanus
cajan)[39]中的转化是有效的.在对花生和苹果的转化
中,菌株 EHA101较 C58更能促进基因的转化[40, 41].

载体质粒类型也对农杆菌介导的植物转化率

有影响. 以鹰嘴豆 ICCC37上胚轴为外植体, 分别
用载体质粒 pB1121、pHS102 和 pHs101 进行转
化, 其中以 pHS102 载体的转化率最高 , 其次是
pB1121和 pHs101[7]. 转化水稻时, pRKJ108较 pJ鄄
DW53 具有高的转化频率 [42], 这可能是因为 pR鄄
KJ108具有 MAR序列 (matrix attachment regions),
能够降低基因沉默和位置效应, 提高低拷贝转化
株的转化频率[43, 44].
3.2 预培养对转化的影响

预培养是指在对外植体进行侵染之前, 在含
有外源激素的、适合外植体再生的培养基上培养

一段时间. 预培养对遗传转化有以下几方面的作
用: 一是促进细胞分裂, 一般来说处于分裂状态
的细胞更容易整合外源 DNA, 因而有可能提高外
源基因的瞬时表达和转化率[45, 46], 同时可以减轻
农杆菌对外植体的伤害[47]; 另外还有利于侵染接
种的外植体与培养基平整接触, 以利于充分吸收
营养和提高筛选效率 [48, 49]. 不同植物对预培养的
反应不同. 预培养可以提高木豆的转化率[50]. 在花
生的遗传转化中, 外植体是否经过预培养对转化
没有影响[51]. 而有些植物进行转化时, 经过预培养
后, 转化率反而会下降, 不经预培养转化率最高
[52]. 这可能是由于经过预培养后, 损伤得以愈合,
而损伤诱导酚类物质(如: 乙酰丁香酮)的产生, 这
些信号分子可以诱导 Vir基因的表达和使 T鄄DNA
发生转移[6].
3.3 培养基成份对转化的影响

农杆菌介导的植物转基因还受激素、培养基

成份和培养条件的影响. 降低预培养基中钙的含
量可以促进农杆菌的侵染. Montoro 等的研究发
现, 橡胶树愈伤组织在无 CaCl2的培养基上预培
养一段时间后, 可以提高转化效率[53]. 在固体培养
阶段添加硝酸银以及用羧苄青霉素代替头孢噻肟

钠可以提高 Hi鄄II胚的转化率[54]. 再生培养基中附
加 AgNO3可促进芽原基的产生和伸长;没有 AgNO3
时, 芽原基逆向发育成非器官性的愈伤组织, 从
而难以分化成芽[55, 56]. 当把培养未成熟胚的 N6培
养基换成 MS 培养基时, 玉米自交系 B104、B114
和 Ky21的转化率都得到了提高[57]. 在共培养基中
加入半胱氨酸可以提高大豆子叶节的转化率 [58].
侵染培养基中添加表面活性剂(如: Tween鄄20、普
朗尼克酸 F鄄68) 有利于农杆菌吸附在外植体的表
面, 易于 T鄄DNA转移[59], 提高转化率. 培养基中激
素的种类和浓度也影响转化率. 在对大豆的遗传
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转化中, 毒莠定诱导的愈伤较用 2, 4鄄D诱导的愈
伤具有较高的 GUS瞬时表达率[10]. 用 2, 4鄄D诱导
愈伤或在共培养基中添加 2, 4鄄D能提高水稻和
小麦的转化率[1, 60]. 但也有研究表明, 共培养基中
因添加 2, 4鄄D降低了水稻中 GUS表达的比率[61].
对于培养基中激素的浓度而言, 高浓度激素诱导
的愈伤更易于被农杆菌侵染. 高浓度激素莠毒定
诱导的香蒲愈伤较低浓度诱导的愈伤具有高的

GUS表达率[10]. 选择培养基中加入 AgNO3可以提
高油菜的转化率[62].
4 结束语

农杆菌介导的植物转基因受多种因素的影

响, 想要建立一个高效的遗传转化体系, 需要针
对特定植物种类和特定组织, 从以上方面对各个
因素进行优化, 以使农杆菌介导的转化方法在更
多的植物中得以高效、成功地应用.
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