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(黑龙江省农业科学院大豆研究所 )

一个世纪来
,

基因转移一直在作物改良中起着极其重要的作用
,

为农业生产带来了巨

大的经济效益
。

一些有意义的农艺性状
,

如抗病
,

抗虫害和抗逆基因
、

已从非栽培植物转移

到某些作物 品种中
。

基因转移包括有性基因转移和无性基因转移
。

有性基因转移主要是

指通过杂交授粉等有性过程将某些基因转入受体中
,

达到改 良作物的 目的
。

这方面的研 究

已经取得了卓著的成效
。

无性基 因转移主要是指采用细胞工程
,

基因工程等现代生物技术

将单个 有用基因或基因群导人受体系统
,

产生新的品种或物种
。

这方面的研究已经取得或

将要取得令 人振奋的成就
。

本文主要介绍无性基 因转 移
。

它为作物改 良开辟新的途径
,

克

服常规育种难以解决的障碍
,

缩短植物育种进程
,

并提供 J
’ `

泛的基因源
,

丰富基因库
。

可 以

予料
、

现代植物基因操作技术和传统的植物育种方法结合应用必将大大加速作物改良的

深度和 )
’ `

度
。

由于植物细胞
,

器官和组织能在体外培养
,

通过无性方法在植物间进行基因转移已成

为可能
。

胚一直是 有性 杂交成功的中心点
,

也是遗传操作例子中的一个
。

当前
,

我们能从

无性组织和器官经过再生过程培养出完全分化了的植株
,

这就为无性基因转移提供了厂
`

阔的前景
。

再生的起始材料可以是一片小叶或茎块
,

也可是不同的未分化的细胞团
。

在玉

米
、

大豆等某些品种中
,

甚至可从单个体细胞再生成植株 36[ 〕。

目前在大豆上
,

通过成熟胚
、

幼胚
、

初生叶和原生质体都能高频率地再 生成植株 .z[
” 、 ’ 3 、 “ “〕 ,

为大豆的基因工程提供 了可

能性
。

无性基因转移法是近年来发展起来的新型技术
,

包括细胞融合法
,

以农杆菌为媒介的

基因转移法
,

D N A 直接摄取法
,

显微注射法及以病毒 为媒介的基因转移法
。

19 86 年
,

利用 D N A 基因重组转移获得 的植株第一次在大 田实验 中得到 了检验 〔’ “ 」,

因此
,

用无性基因转移法对农作 物进行改良已进入了初期阶段
。

目前
,

在水稻
、

玉米和大豆

等重要农作物中
,

基 因转移 已获得成功〔3 2
·

”〕 ,

经检测
,

一些外源抗性基因在再生植株中已

充分表达
。

一 细胞融合

6 0 年代发展了细胞除壁 方法
,

从而得到了原生质体
,

以来 自不同 品系的原生质体 在
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一定的化学方法处理或电流作用下可以融合在一起
,

应用这种方法可将原本不配对的不

同种的染色体融合到一个细胞中
,

或者
,

将一个种的染色体组与另一个种的细胞质液结合

起来
,

组成一个整体
,

产生体细胞杂种
,

这种体细胞杂种在体外培养
,

产生愈伤 组织
,

并再

生成植株
,

这样
,

两种不同来深的优良性状可集中到一个植株中
,

通过筛选
、

选择出具有优

良性状的植株
,

然后应用到农业生产中去
,

用这种方法可以解决有性杂交育种不能解决的

间题
.

细胞融合最大的潜力在于创造具有新的物种材料
,
一个种的细胞里含有另一个种的

染色体组 (棣转移 )
,

或者
,

两个种的细施质融合在一起(细胞质杂体 )
,

由子细胞质和细胞

核荃因的相互作用可以产生很有价值 的农艺性状
.

树如
,

雄性不育在农业生产上具有很

重要的意义
,

它即是由细胞核和线粒体相互作用产生的
,

而自然界中并不存在细胞质雄性

不育伽〕
.

因此
,

生物学家们可通过人工控制的方法将细胞核和细胞质基因组的作用结合

起来
,

创造这样的不育系
,

如在烟草
,

菊萄籽核与一种小萝 卜(枷户脚即 习时如绍 )融合中已获

得成功
。

二
.

宜接操作 D N人的基吸转移

直接将荃因从一个生物体转移到另一个生物体起始子 4。年代
。

在 19 7 3年体内基因

重组成功之前
,

对于在纽菌中通过有性因子 (质粒 )
,

病毒 (诱导雀菌体 )或 ND 人直接吸收

进行染色体片段或基因转移已有了较好的认识
,

以病毒为媒介的基因转移
, D N 人 的直接

摄取和显微注射法已成功地应用于动物细胞
,

同时
,

所有这些方法正用子植物操作
,

大量

试验显示出以细菌为媒介的 。以转移系统翁来是最适宜植物操作
。

这些技术具有 J
’ `

泛的优越性和适用性
,

并远远超出了植物育种和细胞融合的技能
。

因

为
, I )基因来深厂

’

泛
、

可以从植物
、

动物
、

细菌甚至病毒获得浮 )控制基因表达的 D N A 片段

经过修饰后在新的受体中具有适当
一

的功能
;
3) 转化时向

,

组织的特殊性和转移的基因表达

水平在转化过程中可得到人为的控制
; 朴新的工程基因的导入可能会导致植物内源基因

重新编制程序
,

同时扩大了作物改 良的变异源
,

并可通过操作控制基因表达
; 5 )化学合成

的 ND A 或自然界变异基因可充分被利用
。

1
.

以农杆菌为媒介的基因转移

以农杆菌为媒介的基因转移利用了农杆菌 (找俨砧翻脚俪 如昨司袖如 )侵染植物伤日的天

然本能 lz[ 〕 ,

将其质粒
` _

卜的某些基因 ( T一 D N A )转入植物受伤处的细胞染色体中
,

而产生冠

樱瘤 (cor
w 幼 ll)

,

这是因转化了的植株由于细菌基因的表达而影响植物激素的平衡而造

成的
,

农杆菌是生活在土壤中的一种植物病菌
,

这种病菌在高等植物中有很大范限的受体
,

包括双子叶植物
。

农杆菌舞有一个致瘤质粒 (孔一树~
,d)

,

在乳 质粒上
,

一段叫 T一 D N A

的基因片段在另一段
:

vlr 基因的作用下
,

具有转化的功能
.

如利用分子生物技术将 iT 质枚

上的 T 一。 N A 切割开来
,

除去上面的致瘤基因
,

重新组入新的外源基因
,

并插入选择标记

荃因
,

如抗卡那霉素基因或者 。。 墓因
,

再经过末端粘合
,

组成新的质粒
,

从而对植物组

织
、

器官或者细胭进行转化
,

并再生成植
.

株
.

因为卡那舞素抑侧正常植株的生长
,

而转化了

的植株在卡那霉素的存在
`

下能生长良好
,

通过卡那霉素的抑制作用而选择转化了的植株
.
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组人 T一 D N A的外源基因
,

可以是单一性状基因
,

也可是数量性状基因
。

如果此系统在一

定作物中建立起来
,

很多好的农艺性状都可集中到某一作物中
。

在很多实验室中
,

用 农杆菌工程菌株进行植物基因转化已是一种较为通用的方法
。

烟

草
、

西红柿和牵牛花等的植株转化已获得成功
。

在一些有重要价值的农作物中仍有一定的

难度
,

但已获得很多转化了的培养细胞 0tz 3
。

尹光初等娜 3已在大豆上为大豆遗传工程建立

了很好的受休系统
,

通过对大豆幼苗的致瘤实验
,

他们 已筛选出很多较好的受体植株
,

1 9 88 年
,

美国孟山多公司的研究人员用农杆菌作载体已获得转化 了的抗某种除草剂的

大豆植株川
。

虽然有报道说
,

农杆菌能将 T一 D N A 转入到单子叶植物受体 (芦笋 )
,

但还末

获得再生植株
。

因为农杆菌不能使单子叶植物 (如水稻
、

玉米
、

小麦 )产生冠樱瘤
,

在理论

上
,

单子叶植物不能作为农杆菌的受体
.

然而
, R团es 等脚〕在 1 9 8 8 年用玉米原生质体与重

组有 N’P T l 基因的农杆菌质粒 D N A 处理在一起
,

在外界电脉冲的作用下
,

玉米原生质体

被转化
,

并再生成植株
。

关于这些重要作物的基因转移的其它方法 目前正在研究中
。

2
,

农杆菌基因转移在农业上的应用

在过去的 4 年中
,

利用农杆菌转移一些有意义的农艺性状基因已获得很大的进展
,

包

括抗病
,

抗虫害和抗除草剂基因
,

当前
,

这是唯一在农业上得到应用的无性基因转移法
。

利用重组 D N A 改 良作物的早期目的之一就是操作细菌或植物基因
,

使作物对除草剂

具有安全内的忍耐性
。

一个成功的例子是
,

有人将一个有关的细菌基因转入植物
,

由于这

种基因的表达
,

产生一种补充植物体本身被除草剂抑制的酶
,

从而使植株提高对除草剂的

抗性〔` ’ 3
。

另外
,

我们可以设想操作植物基因本身
,

提高某些基因的表达水平
,

植物就会产

生大量的自身酶
,

使之在除草剂存在
一

「能成活下来 ;
另一方案是

,

操作植物使之表达分解

除草剂毒性的基因
。

目前
,

美国很多农药及种子公司对抗除草剂基因转移十分感兴趣
,

其

原因是
,

使用一定的除草剂
,

杀死野草而不使作物受害
,

既可节省劳力
,

又可增加产量
,

从

而使农药公司销售很多除草剂
,

种子公司能卖出专利种子
。

中国科学院遗传研究所和中国

农业科学院生物技术研究中心的一些研究人员也正在着手进行这方面的工作
。

将芽抱杆菌的昆虫致死蛋白基因组入到植物中已获得 令人满意的结果
,

当某种昆虫

吃这种植物的叶片时
,

植物组织中的微生物毒素会将昆虫杀死 , ’ 〕 。

这种蛋白质具
一

有待殊

的毒性
,

对哺乳动物
、

植物和很多种其它的昆虫无毒
。

多年来
,

从芽饱杆菌制得的干粉一直

得到 j
’ 一

泛的应形
。

严
沙
握为

现在
,

己将烟草花 r叶病毒外衣蛋白基因通过遗传工程方法组入植物基患组
f

{
, ,

.

透种基

在烟草和西红柿中的表达对于这种病毒的感染具有很强的抵抗力「’ 。〕。

虽热对仓种抗性

理了解得还不十分清楚
,

但我 们可用这种新颖的遗传途经来控制植物中病毒的影 响
。

因
,

到目前为止
,

还没有任何一种化学处理方法能控制病毒的感染
。

很多实验表明
,

以农杆 菌为媒介转移的基因具有稳定的遗传性
.

同时
,

受体植物品种

雳
产生新转入基因的表达性状外

,

其它性状无变化
。

有时
,

非期望的性状也可能发生
,

但可

过严格的基因转移和植株再生过程选择
,

从而清除这种不需要的性状
.

3
.

直接的基因转移

通过 O N人 的直接被摄取或显微注射
,

纯化的 D N A 可直接用来进行植物的荃因转移
。



74 大 豆 科 学 9 卷

D
A N的直接摄取涉及到生理生化反应使 D NA 移动到原生质体

。

显微注射是用显微移液

管机械性地将 D NA 植入细胞中
。

直接基因转移法不象农杆菌转移系统那样局限于受体范

围
,

但难于将靶细胞或组织再生成植株
。

植物原生质体可直接从培养基中摄取核昔酸
.

第一个成功的实验是
,

原生质体从培养

基中吸收了病毒 R N A s 。

外源 D N A 通过原生质体的吸收反应而插入植物染色体中
,

相对来

说
,

是极少发生的事件
,

但经过一定的处理
,

利用聚乙烯乙二醉 (PE G )和 电脉冲效应等
,

可

提高细胞膜的渗透性
,

将转化频率提高到一千个原生质体中有一个原生质体被转化嘟〕 。

如果将几种处理方法结合起来
,

就会使转化颇率增加到每百个原生质体中有一个被转化
[ 3 4 )

由于转化颇率近 1%
,

D N A 直接摄取法具有很大的吸引力
,

特别是那些不能被农杆菌

感染或转化频率很低的植物可用 D N A 直接吸收法而得到转化
。

到 目前为止
,

植物细胞或

组织直接吸收 D N A 转化的成功仅局限于原生质体
。

因此
,

D N A 直接吸收法在谷类上的应

川仍受到限制
,

因为大多数谷类作物的原生质体还不能再生成植株
。

但前景是光明的
,

因

为水稻原步质体 已能再生成植株
,

并 有报道说
,

通过电融合处理
,

外源基 因转入水 稻原生

质体
r

l
,

并已 抉得表达〔 ’ 6〕 ,

同时
,

也有其它几
`

处报道
,

玉米细胞系通过 D N A 直接吸收获得

i
`

转化
。

R川二 等〔” 〕利用玉米原生质体通过 电脉冲效应 已获得转化了的王米再生植株
。

1
.

显微注射

显微注射是近年发展的新方法
,

用显微吸移管在一定的压力 卜将 D N A 溶剂注入植物

原生质体中
,

成功的关键是注射时细胞的固定性和随后 的培养方法〔” 〕。

注射后的烟草原

生质体培养表明
,

外源 D N A 已插入受体植物 D N A 中
.

转化频率取决 于核内注射 ( 曰 % )或

细胞质内注射
。

另 一 例子是
一

阵稽的原生质体注射
,

转化颇率从 15 %到 2 6吓
,

取决于注射位

置
。

到 目前 为
_

l匕 显微注射转化法 只在原生质体 卜获得再生植株的成功
。

因为显微注射法是一种物理方法
,

目前虽然只在原生质体
_

卜取得成功
,

但将来可用整

体细胞作材料
,

用于所有的植物品 系中
。

5
.

以病毒为媒介的基因转移

动物中的病毒基因表达系统 已建立起来
,

并在实践及治疗
_

卜获得应用
。

植物病毒的基

因转移载体 已着手建立
。

虽然有的基因通过病毒作载体 已转入到植物中
,

但还未发现病毒

基因能稳定地插入植物染色体中
。

结果是工程病毒扩散于整体植株中
,

因为病毒基因的表

达有严格的要求
,

且病毒颗粒的包装需要特殊的载体
。

但最近的研究表明
,

用农杆菌运载

王米病毒进行病毒为媒介的基因转移是可能的〔’ 礴〕
。

此法在农业上的运用还 有很长的路要

走
。

植物遗传工程无论采取何种系统
,

都必须使外源基因组入受体细胞中
,

并使转化了的

细胞再生成植株
.

在 卜述 各种方法中
,

我们比较 了每种方法的捷径及所存在的问题
。

虽然

用农杆菌 iT 质粒作载体对受体细胞进行转化已取得了很大成就
,

但转化颇率低
,

有的转

化植株是嵌合体
,

同时
,

还没有一种更简便易行的方法对转化了的细胞进 行有效的选择
。

另外
,

农杆菌感染的受体范围也是 有限的
.

由于一些重要农作物的单细胞或原生质体仍不

能再生成植株或再生倾率很低
.

D N人 直接摄取法还不能在这些作物 卜运 用
,

虽然有的原
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生质体再生植株频率很高
,

但转化频率低
,

或者还没有筛选出正确的转化系统
。

对于细胞

融合来说
,

需要找出正确的选择系统
,

融合后的细胞还需进一步再生成植株
,

这方面在农

作物上的运用目前看来较难
。

尽管存在一些问题
,

但植物遗传工程近年发展迅速
,

有的己接近主产实际应用
。

近 ,

至 d年来
,

一些重要农作物如 小麦
、

水稻
、

玉米
、

大豆等的高频率再生获得成功
.

为农业遗

传工程奠定了基础
。

l乞)88 年
,

利用农杆菌系统 已成功地对大豆成熟胚细胞及玉米的原生

质体进行了转化以
” 2〕 ,

并获得了外源基因表达的再生植株
。

中国农业科学院生物技术研究

中心的杨乱等
,

已成功地在水稻中转化了苏云金芽抱杆菌的毒蛋白基 因
,

使转化的水稻对

虫害具有一定的抗性
。

我们相信
,

在不远的将来
,

植物遗传工程一定能在细胞和分子水平

上定向改造农作物
,

同时
,

我们需要重视植株再生和基因转移的遗传背景等基础理论方面

的研究
。

当今
,

中国农 业及世界农业面临着许多问题
,

诸如如何提高产量
,

进化品质
,

提高作物

的抗性等
。

如何加强中国农业的后劲
,

除政府正确的农业政策外
,

还应增加投资
,

开发和利

用植物现有资源
,

包括新技术的开发
,

以尽快提高加快作物改 良的进度
。
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花生 D N A
一

导入大豆引起性状变异简报

花生具有许多大豆所没有的优良性状
,

将其引入大显
,

对大豆的品种改 良很有意义
,

-(ll 目前国内外还没这 方而的成功报适
。

我 们自 ! )̀ 87 年开始研究利用大豆 自花授粉后的花

粉份通道导入花生 D N 人 技术
,

在 D
:

代获得多种类型的变 异
,

为大豆种质创新开辟了一条

新途径
,

现简报如 卜
:

实验 用花生品种
“

各花 刁号
”

作 D N A 供体提取全 D N A
,

以大豆品种 ( 系 ) “

鲁豆 布号
” 、

8 7 3 4 0 36 为 D N A 受体
,

利用液滴法和子房注射法导入花生 D N A
。

提取的 D N A 片段大小为

沁一 7 0 k b
,

浓度 30 0 一 50 011 8 / ln1
。

经过三年的研究
,

确 定了在本地区适宜的导入时吓小探索

出一套 以大豆为受体的外源 D N A 导入技术方法
。

三年共注射大豆子房 138 8 个
,

结荚 6 93

个
,

总结荚率 钓
.

93 %
,

用液滴法处理大豆子房 8 83 个
,

结荚 4 7 9 个
,

结荚率 54
.

25 %
。

经处理后获得的后代中
,

D ,

代末发现变异
,

D :

代出现多种类型的变异
,

其 中包括生长

及结英习性变异
` ’ ) 、

早熟性变 异
` 2 ’ 、

细小株型变异
` 3 , 、

粒色变异及感染花生焦叶病变异 “ ’ 。

焦叶病是 D N A 供体花生的 易发病害
,

但不能侵 害大豆
,

本实验却发现 了感染焦 叶病的大

豆变异株
。

目前我们已获得变异单株 38 个
,

变异株系 2 个
。
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