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根癌农杆菌介导法在禾本科植物遗传转化中的应用
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提要：在植物基因工程中，农杆菌质粒介导的遗传转化是比较完善与有效的基因转移方法，但在单子叶植物中应用较少。

文章介绍了农杆菌介导遗传转化技术在禾本科植物改良中的研究进展，并对此法的应用前景作了分析。
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自从 1983年Zambryski等以根癌农杆菌Ti质
粒为转化载体，将 T-DNA上的基因转入烟草细
胞，获得第一株转基因植物(转基因烟草)以来，
作物遗传转化的研究得到迅速发展。1 9 8 7 年
Grimsley等最早将玉米条纹病毒的cDNA通过根癌
农杆菌转入玉米，转化植株表现出感染症状；而

通过根癌农杆菌首次获得水稻和小麦转基因植株分

别在 1990年和 1991年。据统计，2006年全球转
基因作物种植面积比 2005年增加 13%，种植转基
因作物的农户数量首次超过 1 000万户，在种植
的转基因作物中，转基因玉米种植面积为252×105

hm2 (占全球转基因作物总种植面积的 25%，位居
第二)。在植物遗传转化中农杆菌介导法是首选的
方法之一。

1  根癌农杆菌介导的转化方法及其特点
1.1  根癌农杆菌介导的转化方法  最常用的根癌农
杆菌介导转化单子叶植物的方法是共培养法。此

法由Márton等于1979年首次报道，1985年Horsch
等建立了农杆菌叶盘共培养转化法，以后这一共

培养系统又广泛用于愈伤组织细胞、悬浮培养细

胞、茎切段、子叶切片、下胚轴切段等离体材

料的转化。共培养前农杆菌感染愈伤组织大致有

3种方式(易自力等 2001) ：(1)整块愈伤组织浸泡于
菌液中静置培养；(2)整块愈伤组织浸泡于菌液中
摇动培养；(3)菌液加在愈伤组织上。常用的是第
1种方法。载体法中新的转基因方法有：基于Ac/
Ds转座系统建立的转化载体；利用噬菌体 P1Cre-

lox位点的特异性重组系统；利用酵母线粒体 I-
Scel核酸内切酶特异性诱导植物DNA双链断开引
起的同源重组系统；利用双链细菌人造染色体载

体系统等，这些方法都可提高转化率和转基因位

点的质量(华志华和黄大年 1999)。
农杆菌转化的过程可以用图 1简单地说明。

1.2   农杆菌介导的遗传转化特点  农杆菌介导的转
化系统是模仿或称之为利用天然的转化载体系统，

成功率高，效果好。农杆菌转化系统是一种生物

转化系统，具有主动性，能选择性地转移 Ti 质
粒上以 2个 25 bp重复序列为两端的 T-DNA；在
VirD2的帮助下，它可以主动地插入到植物染色体

上。T-DNA上含有引导DNA转移和整合的序列，
以及能够被高等植物细胞转录系统识别的功能启动

子和转录信号，促使插入到T-DNA区的外源基因
能够随同T-DNA一道在植物细胞中表达。整合进
植物基因组中的T-DNA和插入其间的外源基因能
够在再生植株的各种组织器官中特异性表达，也

就是说可进行人为的控制。农杆菌 Ti质粒转化系
统转化的外源基因以单拷贝为多数，并且多数符

合孟德尔遗传规律，转基因植株能较好地为育种

提供中间选育材料(王关林和方宏筠 2002)。
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2  根癌农杆菌介导的遗传转化法在禾本科作物中
的应用

早期的禾本科植物农杆菌介导的遗传转化，

研究多用其幼胚评估不同条件下受农杆菌侵染的可

能性。随后人们用大量的实验测试不同谷类植物

的不同外植体对农杆菌侵染的反应能力，以期获

得稳定的转化细胞或植株。Grimsley等(1987)最
早将玉米条纹病毒的cDNA通过根癌农杆菌转入玉
米，转化植株表现出感染症状；Mooney等(1991)
采用根癌农杆菌感染小麦胚得到转化细胞；

Raineri等(1990)和Chan等(1992)用根癌农杆菌感染
未成熟胚得到少量的水稻转基因植株，这些研究

得到的转化频率很低，且没有足够的分子和遗传

证据，很少能为大家接受，但为禾谷类作物转基

因研究奠定了基础。直到 1993年这方面的研究才
取得了重大突破，Chan等(1993)以水稻开花授粉
后 10~12 d的幼胚为受体，经农杆菌感染后获得
转基因植株；Hiei等(1997)以水稻成熟胚愈伤组织
和未成熟幼胚为受体，获得较多有严格分子生物

学证据的转基因植株，并对农杆菌介导法转化水

稻的影响因素进行了详细研究，从而建立了一套

比较成熟的农杆菌转化水稻的技术体系。此后，

农杆菌介导法的转化范围又扩展到了许多重要的单

子叶植物。

水稻转基因大部分用农杆菌介导，至2007年
8月为止，国内用农杆菌介导的水稻转基因的文
献已经超过 200篇，而经过严格检测说明转化成
功的报道则比较少。农杆菌转化小麦取得了不小

的成就，已经成功转入小麦的目标基因有抗病性

基因、抗衰老基因、抗除草剂类基因、嵌合雄

性不育类基因、抗盐基因、胆碱脱氢酶基因、甜

菜碱醛脱氢酶和胆碱单加氧酶基因。禾本科中还

有许多种植物的农杆菌转化获得了成功(表 1)。
3  结语

农杆菌介导遗传转化技术已日臻成熟；但仍

有以下问题尚待解决。

3.1  植物受体因子与农杆菌间的作用机制  目前对
农杆菌介导转化的机制及分子调控研究比较深入，

图 1  农杆菌 T-DNA转化植物细胞过程(李卫等 2000)
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表 1  农杆菌介导禾本科植物的遗传转化

       作物种类                                             农杆菌菌株                               外源基因                                     参考文献

  水稻(Oryza sativa) A281 gus, nptll Chan等(1993)
LBA4404, EHA101 gus,  hpt  Hiei等(1994)
EHA101 gus, hpt Rashid等(1996)
LBA4404 gus, hpt Aldemita和 Hodges (1996)
EHA101 bar Park等(1996)
LBA4404, EHA105 Bt, gus, hpt Cheng等(1998)
LBA4404 BADH 卢德赵等(2003)
EHA105 IPT 许明等(2003)
EHA105 RCA 金松恒等(2004)
EHA105, pCAMBIA1300 Ac/Ds, gus 王爱民等(2005)
pCAMBIA1300 GS1,GS2 Sun等(2005)
LBA4404 ICE1, hpt 向殿军等(2007)
EHA105 AGP 吕桂兰等(2007)

小麦(Triticum aestivum) A281 gus Zaghmout和 Trolinder (1993)
AGL0 npt Xia等(1999)
LBA4404, EHA101 bar uidA Amoah等(2001)
EHA101 NptII, gus Zeng等(2001)
AGL0, AGL1 Pto134, pbgx1 Weir等(2001)
LBA440 pHK21, pHK22 Khanna和 Daggard (2003)
AGL1 pAL156 Wu等(2003)
EH105, AGL-1 pC3301, pDM805 王翠亭和卫志明(2003)
GV3101 NptII, gus 毕瑞明和王洪刚(2006)
LBA4404 pad Yan等(2006)
C58C1, EHA105, LBA4404 Ecppc, npt, gus 张彬等(2007)

玉米(Zea mays) C58*, A2034* 条纹病毒 DNA Grimsley等(1987)
EHA1 Gus, nptll Gould等(1991)
LBA4404 gus, bar lshida等(1996)
C58C, LBA4301 gus Shen等(1999)
LBA4404 Bt, hpt, sck, gus 伍晓丽等(2004)
C58 Gfp, nptll Sidorov等(2006)

燕麦(Avena sativa) C58* 条纹病毒 DNA Donson等(1988)
大麦(Hordeum vulgare) C58 Bar, gus Tingay等(1997)

C58 gus, nptll Cheng等(1997)
EHA105,PKYLX7 反义磷脂酶 Dγ 吕维涛等(2005)
AGL0 GFP Holme等(2006)
LBA4404 pUGAB7 Shrawat等(2007)

早熟禾(Poa pratensis) AGL1 Gus, CR Chai等(2003)
LBA4404 Bt 佘建明等(2005)

高羊茅(Festuca arundinacea) EHA105 CBF1 胡繁荣(2005b)
EHA105 Hpt, bar Hu等(2005)
AGL1, GV3101 AtNHX1 赵军胜等(2005)
C58C1 NptII, gus 王艳丽等(2007)

老芒麦(Elymus sibiricus) EHA105 ppIP 李达旭等(2006)
荞麦(Fagopyrum esculentum) B-256 Gus 陆小平和小岛峰雄(2003)
黑麦草(Loliumperenne) LBA4404 BADH 刘萍等(2005)

EHA101 NptII, gus Bajaj等(2006)
LBA4404 Hyg, gus 张振霞等(2007)
C58C1 NptII, gus 王艳丽等(2007)

谷子(Foxtail millet) LBA4404 Bt, Bar 王永芳等(2003)
LBA4404 PBI121 Liu等(2007)

狗牙根(Cynodon dactylon) EHA105 gus 胡繁荣(2005a)
LBA4404 Hyg, gus 张振霞(2005)

高粱(Sorghum bicolor) LBA4404 bar, gus Zhao等(2000)
EHA105 cryIAb 肖军等(2004)

甘蔗(Saccharum officenarum) C58C, Rif bar, nptll Enriquez-Obregon等(1998)
EHA105 TSase 王自章等(2003)
EHA105, LBA4404 GFP 罗敬萍等(2003)
LBA4404 cryIA 李瑞美等(2006)

结缕草(Zoysia sinica) EHA105 cryIAb 胡繁荣等(2003)

　　* 为天然农杆菌。
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但对有关植物因子的作用机制还知之甚少。农杆

菌介导单子叶植物遗传转化已具备了与双子叶植物

相似的农杆菌条件，但单子叶植物的转化相对要

困难得多，这可能不仅是农杆菌一方的问题，单

子叶植物本身也可能起关键作用，至于农杆菌和

这些植物之间的相互作用也值得考虑。拟南芥农

杆菌侵染突变体和酵母的成功转化( B a l l a s 和
Citovsky 1997；Bravo-Angel等 1999；Nam等 1999)
拟于借鉴。

3.2  转化范围  据统计已经被成功转化的单子叶植
物包括禾本科、石蒜科、百合科、鸢尾科、薯

蓣科等 8科 30多种单子叶植物(吴关庭 2004)，并
且大部分为禾本科植物，而单子叶植物大概有 4
万余种，转化成功的单子叶植物太少，而且单子

叶植物的转化有限。因此扩大其遗传转化范围可

能是今后这一领域研究的重点之一。

3.3  转化率  大多数单子叶植物的转化受其基因
型、外植体来源、组织培养难易程度等因素的影

响，比较难，以至在重要禾谷类作物中的应用受

到一定的限制。与双子叶植物相比，农杆菌转化

单子叶植物还存在较大差距，其中烟草、葡萄等

双子叶植物的转化效率高达 60%以上，而单子叶
植物中转化效率较高的禾本科植物还不到30% (蒋
玉宝和于元杰 2005；孟芮等 2006)。据统计，单
子叶植物用农杆菌转化获得成功的遗传转化率玉米

为 5%~30%、水稻为 29%、籼稻为 22%，接近
双子叶植物(任永霞等 2005)。
3.4  Ti载体容量  禾谷类作物的一些性状，如抗
逆、高产优质等是数量性状，或是与质量性状相

关的基因成簇排布，定位在片段范围较大 DNA
上。这些性状的改造需要一个能将大片段DNA导
入植物细胞并稳定表达的转化体系，但改造的 Ti
质粒是难以胜任的，因此研究携带大片段DNA的
双元细菌人工染色体(binary bacterial artificial
chromosome, BBAC)和具转化功能人工染色体
(transformation-competent artificial chromosome,
TAC)分别对烟草和拟南芥进行转化(Hamil ton
1997；Liu等 1999)，这对实现禾谷类作物中导入
大片段DNA并进行遗传改良来说是有意义的。

此外，农杆菌介导的遗传转化还有其他的不

足之处。如农杆菌感染过程中会对植物材料造成

损伤，T-DNA整合时边界可能会发生截断(Rashid

等 1996；Lee等 1999)，T-DNA以串连形式整合
(王关林和方宏筠 1998)，基因依赖性较高(Lee等
1999)，以及甲基化等原因会造成基因表达失活
(Kumpatla 等 1997；Kumpatla 和 Hall 1998；
Pawlowski和 Somers 1998)，而且转移 T-DNA区
的 2个基因未必共表达(Nam等 1999)等。至于转
基因作物及其产品的安全性，培育具有安全选择

标记或无选择标记的转基因植物(李晓兵等2003)，
农杆菌介导的遗传转化中转化效率的提高，植物

因子对其作用机制，大容量的可调控的表达载体

都值得探讨。
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