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外源基因直接转移技术之评价
X

林良斌　官春云
(作物基因工程湖南省重点实验室, 湖南农业大学,中国长沙, 410128)

　　摘　要　外源基因直接转移技术有 PEG 法、电击法、基因枪法、微注射法、

脂质体法、生殖细胞转化法等. 本文对它们进行了比较分析,指出它们各自的优

缺点,并提出生殖细胞转化法是一种值得探索和应用的转化方法.
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Abstract　As for exogenous gene direct t ransferring techniques, there are PEG-mediated,

elect roporat ion, bio list ic, micr oinject ion, l iposome-mediated, r eproduct iv e-cell tr ansforma-

tion method, etc. Their advantages and disadvantag es w ere pointed out by comparat ive

analy ses, the repr oduct ive-cell t ransformat ion method which w as wo rthy of resear ching

and apply ing w as put forw ard.
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植物基因工程是近 20多年来随着 DNA 重组技术、基因遗传转化技术、植物组织培养

技术以及目的基因整合与表达检测技术的发展而发展起来的生物技术. 遗传转化技术是其

关键技术,经过10多年的不断创新和发展,植物遗传转化技术已取得了很大的进展.但目前

遗传转化技术仍是植物基因工程的瓶颈,阻碍着它的发展,主要是由于它们存在着这样或那

样的缺点,或是转化频率低,或是转化结果不稳定等.因此,对它们进行比较、分析、归纳等研

究,有助于它们在植物基因工程中的应用, 促进植物基因工程的发展.

综合分析国际文献报道,目前在植物基因工程中仍以农杆菌介导的外源基因间接转移

技术为主, 获得成功的例子居绝大多数,根癌农杆菌占 61% ,发根农杆菌占 18% ,两者几乎

占 80%
[ 1]
. 但农杆菌介导的外源基因转移技术也有其局限性, 即它对多数单子叶植物不敏
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感,因而受到宿主范围的限制, 特别是具有重要经济价值的禾谷类作物, 其高效转化迄今仍

是一个难点. 尽管近年来仍在不断探索,但还没有根本性突破. 即使是双子叶植物,它也受

供试植株基因型的影响. 与此同时, 一些以原生质体、胚性细胞、分生组织等为受体,借助化

学或物理手段直接导入外源基因的方法应运而生. 其中主要有 PEG(聚二乙醇)法、电击法、

基因枪法、微注射法、生殖细胞转化法、脂质体法等 10余种外源基因直接转移方法. 这些方

法的开发有效地弥补了前述的不足,特别是对禾谷类作物遗传改良技术的发展具有重大的

革新意义.

1　PEG 法

该方法系将原生质体悬浮于含有外源基因( DNA)的介质中, 用相对分子质量4 000～6 000的

PEG,在pH 8～9条件下促进对DNA 的摄取,从而使其转化. 最早由Kr ens等用它实现了烟草的

遗传转化. 它不需要特定的仪器设备,结果比较稳定,重复性好,转化频率可达10- 2 . 此法已在水稻、

玉米、小麦、油菜、烟草、番茄、马铃薯、拟南芥、诸葛菜[ 5]等植物上获得成功. 但影响其转化频率的因

素也很多, 如二价阳离子( Ca
2+
、Mg

2+
)、PEG 的最终浓度、外源 DNA 的浓度和构象, 加入DNA

和PEG 的次序等
[ 2～4] , 并且需要制备原生质体和建立原生质体再生系统. 这是此法的主要缺点.

2　电击法

该法是利用原生质体在高压脉冲作用下在质膜上形成可逆性瞬间通道,从而促进外源

DNA 的摄取. 此法的优点是操作简便,不受宿主限制,转化效率较高,重复性较好. 与 PEG

法相比,它运用较广泛, 既可以用于转化原生质体, 也可以用于转化胚性悬浮细胞以及具有

高度再生能力的组织和器官,不需要制备原生质体和建立原生质体再生系统.但它需要昂贵

的电击仪,易造成原生质体损伤,对有壁细胞或组织的转化效果较差. Fromm 等
[ 6]首先应用

电击法将 CAT 基因转移到了烟草、胡萝卜和玉米原生质体中, 并得到了表达. 自此先后在

水稻、马铃薯、番茄、甜菜、大豆、甘蔗、小麦、油菜等作物上获得成功
[ 1]
.

3　基因枪法

又称生物射弹法, 是由 Sanfo rd等于1987年创造发明的. 其基本原理是将DNA包裹于

微小的金属钨或金颗粒的表面,在高压下使金属颗粒喷射,高速穿透受体细胞或组织, 使外

源基因进入受体细胞的核中整合并表达.该法的优点是可以免去分离原生质体的麻烦,直接

转化植物各种外植体、愈伤组织以及胚性细胞系. 此法已在玉米、水稻、小麦、甘蔗、高梁、燕

麦、兰花、烟草、菜豆、云杉、杨树、拟南芥等植物上获得成功[ 7] . 但它的转化频率较低,并需要

昂贵的仪器, 转化成本较高.克服了这些不足之处,它将成为很有发展前景的遗传转化技术.

4　微注射法

该法是在模拟注射动物卵细胞的方法的基础上发展起来的一种植物遗传转化技术. 其
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优点是转化受体比较广泛, 可以是原生质体,也可以是细胞或多细胞的组织器官,它可以定

点、定量注入外源 DNA ,转化效率较高, 达 20%以上 [ 8] , 并且不需要特定的选择系统. 但这

一技术需要以精细的显微操作技术和细胞低密度培养技术为基础, 技术要求高, 工作效率

低,应用不多. 迄今,此法仅在油菜、番茄等少数植物上获得成功.

5　脂质体法

脂质体是由磷脂组成的膜状结构,将 DNA 分子包装在脂质体内, 当与原生质体共保温

时,通过两者之间膜结构的相互作用, 可以将 DNA 分子高效地导入到植物原生质体中去.

脂质体法最早应用于动物, 现已成为动物细胞转化最为有效的手段,最近几年才运用于植

物. 脂质体法介导外源 DNA 转化可免受细胞内核酸酶的降解作用, 同时还具有提高 DNA

局部浓度的效果, 使之转化频率较高,操作较为简便,对原生质体无毒害.其缺点是需要制备

原生质体和建立原生质体再生体系, 对于还没有建立原生质体再生体系的植物,运用脂质体

法进行转化受到了限制. 迄今, 此法仅在烟草、水稻中获得成功
[ 9]
.

6　激光微束法

激光微束可引起细胞可逆性穿孔,将外源DNA 导入到细胞中. 最先是Weber
[ 10]
运用激

光微束法于油菜的遗传转化, 近来王兰岚等 [ 11～12]运用激光微束法在小麦等作物上获得成

功,分子检测表明在一定能量状态的激光微束照射下, 能够将外源 DNA 分子导入到受体细

胞中,并稳定整合到受体基因组中并得到表达. 其优点是受体材料广泛, 不受植物种的限制,

对细胞损伤小,转化频率高,重复性好.但激光微束法需要改进的问题还很多,比如激光照射

时采用手动法费时且缓慢, 每小时只能照射 103个左右的细胞,并且只能照射到受体材料的

表层细胞, 只有那些表层细胞易于愈伤化且有较好分化潜力的材料才有可能获得相对较好

的结果, 这样就限制了它的使用范围. 正如瑞士学者Potrykus所评价的那样,激光微束法只

在那些不能使用基因枪及微注射法的特殊情况下,才可能显示出优越性.

7　生殖细胞转化法

Hess
[ 13]以人工培养萌发的花粉与外源 DNA 混合后授粉, 在获得的后代中发现了外源

基因的表达性状. De Wet [ 14]应用 Hess 技术获得玉米叶斑病抗性转移. Ohta[ 15]采用类似的

方法,在子代中得到较高频率的外源基因转移. 现在已有人用基因枪法、电击法等手段将外

源基因导入花粉, 再授粉获得转化的子代.

周光宇等 [ 16]分析了植物远缘杂交的成因,提出 DNA 片段杂交假设,认为在受精和胚发

育初期是植物接受远缘遗传物质的敏感时期. 并在此基础上设计了授粉后外源 DNA(基因)

导入植物的技术,即在植物授粉后通过花粉管通道或子房注射将外源 DNA(基因)引入胚

囊, 转化尚不具备正常细胞壁的卵、合子或早期胚胎细胞. 花粉管通道法最先应用于棉

花[ 17 ] ,随后在玉米 [ 18]、水稻[ 19]等农作物上获得成功. 但对于不同的植物,其具体的技术细则

却不同,应根据植物的花器结构以及授粉后受精的时间和过程来确定.我们用子房注射法将
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Bt 毒蛋白基因导入甘蓝型油菜, Southern 分子杂交表明目的基因已整合到油菜基因组中.

Pena等
[ 20]将外源基因注射到减数分裂后 14天的黑麦幼穗鞘腔里,从得到的种子中筛选出

了转化体,并提供了 Souther n杂交的证据.

生殖细胞转化技术可分为两类:即以雄配子体(花粉)为直接对象的花粉介导法和以雌

配子体(胚囊)为直接对象的子房受体法(包括花粉管通道法和子房注射法) . 它们具有如下

优点: 1)不需要昂贵的仪器设备,操作简便, 易于掌握; 2)不需要原生质体制备、细胞组织培

养和植株再生,避开了组织培养和植株再生过程中带来的遗传变异和优良农艺性状的丧失;

3)不易产生嵌合体; 4)不受供试植株基因型的影响; 5)转化频率较高,可达10
- 2
～10

- 1
,转化

结果稳定; 6)用来进行转化的DNA 可以是带有目的基因的重组DNA 或总体DNA . 特别是

对由许多基因控制的经济性状的改良,总体 DNA 导入就更显出其优越性; ( 7)研究直接与

大田实践相结合, 可加速科技成果的转化. 其缺点是得到的植株没有经过选择,进行分子检

测的工作量较大. 现在 PCR技术的发展能解决这个问题.

8　其它方法

除了上述几种主要外源基因直接转移方法外, 还有真空渗入法(负压法) [ 21]、低压脉冲

电泳法
[ 22]
、超声波转化法

[ 23]
、碳化硅纤维介导法

[ 24]
等. 这些方法只在少数几种植物上进行

了尝试,它的适用性有待于进一步研究.

综上所述,向植物导入外源基因的直接转移技术多种多样,各有利弊.面对种类繁多、性

状各异的植物,无需也不可能有统一的、普遍适用的外源基因直接转移技术. 但对于开花植

物,生殖细胞转化法似乎是一种更值得探索和应用的转化方法. 因为它具有许多优点,是其

它方法所不能比拟的, 其中最主要的是它不会带来遗传变异和优良农艺性状的丧失,不易产

生嵌合体,转化结果稳定,转化效率较高,可以用来改良多基因控制的经济性状,并且研究直

接与大田实践相结合, 可加速科技成果的转化等. 它是一种适合我国国情、有较好发展前景

的转化方法. 虽然现在还有许多人对它持否定的态度,但万变不离其宗,其原理与其它转化

方法一样,都是将外源 DNA 导入细胞,然后整合到细胞的基因组中. 我国在这方面的研究

居世界领先水平, 充分显示出其发展前景.
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