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植 物 基 因 工 程 进 展

程 玉 忠
（山东农业大学农学系，泰安,271018)

70年代末，科学家通过分子生物学的研究证实，

根癌农杆菌 (Agrobacterium tume}aciens)侵染了双
子叶植物之后，能把它的质粒 (Tumor inducing pla-

smid，简称Ti质粒）上的一段 DNA (Transfer DNA,

简称T -DNA)插入到植物染色体中，使植物产生冠

廖瘤(crown gall), T-DNA在冠瘦瘤细胞内能稳定

地遗传‘16,16,18,73,357。由此，人们设想用Ti质粒作为载
体把目的基因转移到要改良的植物中去。1983年 Fra-

ley等人〔”’首次用Ti质粒作为载体把细菌的卡那霉素

抗性基因插人到矮牵牛细胞中并成功表达。 1985年

H orscht's3发明了植物组织的叶圆盘 （leaf disc）转

化法，这一方法简便易行，大大提高了植物遗传转化的

效率。此后，植物基因工程迅速发展，在提高农作物产

量和抗逆能力、改进作物品质等领域展示了诱人的前

景。

植物基因工程的工作内容大致包括：目的基因的

分离、植物基因工程载体的构建、植物细胞的遗传转

化、转化细胞的筛选和组织培养几个方面。本文讨论

植物基因工程在上述几个方面的重要研究进展和在作

物育种上取得的最新成就。

目的基因的分离

开展植物基因工程工作，首先要获得一些用来转

化植物的基因，即目的基因。一般获取目的基因的

方法是先建立植物的基因文库。基因文库有两种，即

基因组文库 （genomic library）和cDNA文库 （cDNA

library)．构建基因组文库常用的方法是，先提纯植物

的 DNA，再用限制性内切酶消化成具有一定长 度的

DNA片段，然后与又噬菌体 DNA载体（或其他载体）

连接，经体外包装，成为基因组文库。构建 。DNA文
库的一般方法是，提纯植 物 的 mRNA，反 转录成

cDNA，把 “DNA与质粒载体连接后转化大肠杆菌，
就构成了植物的 。DNA文库。有了基因文库之后，就

可以用适当的探针，通过分子杂交从基因文库中分离

出目的基因来。这种方法应用较早，已经很成熟了。

近几年在抗病毒的植物基因工程中，则是把植物病毒

的基因组 RNA反转录，直接得到目的基因〔川。

迅速发展起来的多聚酶链式反应（polymerase

chain reaction,简称 PCR）技术能把单个目的基 因

大量扩增，供基因工程工作使用。这种方法的原理是：

先使一个基因的5’端与另一个基因的 31端都具有顺序

相同的一段DNA序列，然后经变性退火，使这两个不

同基因的两条链的同源部分配对，再用 DNA多聚酶

补成双链，然后用 PCR扩增，这种方法称为重叠寡聚

核昔酸法‘4‘’。它为大量获取目的基因提供了方便。
目前国际上已经分离出来可供植物基因工程使用

的目的基因已超过 80个。 这些目的基因的表达产物

有的能抵抗病害、虫害或除草剂，有的则能提高植物中

蛋白质或必需氨基酸的含量‘”。大部分目的基因是从
植物中分离出来的，有的则是来自动物或微生物，例如

从荧火虫中得到荧光酶基因〔川，从苏云金杆中得到抗

虫基因‘，，’。

把目的基因与合适的启动子连接后，即可导人受

体植物中去。目前植物基因工程中使用最多、作用最

强的一个启动子是花椰菜花叶病毒（CaMv）的”“启

动子【”’，另一个常用的启动子是从Ti质粒的胭脂碱

合酶 (nopaline synthase,简称Nos）基因中分离出

来的No，启动子〔”’。

植物基因工程载体的构建

有了目的基因，接着便是把目的基因引入受体植

物中去，这一步工作大部分是用改造的Ti质粒作为载

体完成的。野生型Ti质粒太大（约 200k6)，很难进行

遗传操作，并且它使被转化的植物组织长成瘤，因此它
不能直接作为载体使用。针对这些问题，人们对野生

型Ti质粒进行改造，去除了Ti质粒上 T-DNA区段

的致瘤基因，换上选择基因（如 No‘基因，卡那霉素抗

性基因等），构建了许多植物基因工程载体，如 pGV

3850, Bin19等等，克服了野生型Ti质粒的缺点11,31
这些载体都是在1985年之前构建的。

植物遗传转化方法

植物细胞、组织的遗传转化方法，从外源 DNA供
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体角度看，一种是用改造的Ti质粒或其他载体挠带

DNA转化植物，称“载体法，’； 另一种则是把裸露的

DNA直接导入受体植物，称为 “DNA直接导入法”，

又叫“非载体法”0

（一）载体法

目前主要是用改造的Ti质粒作载体转化植物，采

用的方法是 Horsch 198，年发明的叶圆盘转 化法。

把带有新鲜伤口的植物叶圆盘（或其他组织）在带有目

的基因的根癌农杆菌菌液中浸泡几分钟，即可使 T-

DNA和目的基因进入植物细胞，目的基因就能整合到

植物染色体上，实现了植物的遗传转化。这种方法的

优点是：第一，方法成熟，简单易行，转化的成功率比

较高；第二，要改造的植物性状很明确，就是目的基因

所控制的性状。大部分的植物遗传转化工作都是用此

法完成的，但由于根癌农杆菌主要侵染双子叶植物，而

对于农业上具有重要经济价值的单子叶植物，如玉米、

小麦、水稻等却很难侵染，就使该法的应用范围受到一

定限制。

载体法中还有其他一些方法，如用脂质体和

came作为载体转化植物等等，但这些方法还不成熟，

应用得也很少。

（二）DNA直接导人法

其中 PEG转化法和 DNA直接注射法应用较

早，已有一些成功转化植物的事例131,!,597。近几年发

展了下面两种具有巨大发展潜力的 DNA直接导人法。

I．电击穿孔法 （electroporation） 其原理是把

植物细胞去掉细胞壁之后，放到外源DNA的溶液中，

然后把这种含有植物原生质体的 DNA溶液放在电场

中，在电场中瞬间通过一个很高的电压，把值物原生质

体的细胞膜打穿，外源 DNA就能通过穿孔进入细胞

内部，并能整合到植物染色体上。这种方法始于1985
年【101，至今已用它转化了许多植物，其优点是既可用

于双子叶植物，又可用于单子叶植物。因此它在主要

农作物改良方面是一个很有发展前途的方法。 1988
年Rhodes等人〔41’利用此法把NPT II（新霉素磷酸

转移酶）基因转移到玉米染色体上，NPT II基因在成
熟的玉米植株中稳定表达。

2·微弹射击法（microprojectile bombardment)
这种方法是把直径 1-4jLm的钨粉 （或金粉）在供 体

DNA溶液中浸泡，然后用粒子枪以400米／秒的速度

把这些微粒打入植物细胞或组织，微粒穿透细胞壁和

细胞膜。微粒上吸附的DNA可以整合到植物染色体
上。这种方法是 1987年发展起来的，至今用此法已转

化了洋葱表皮组织和玉米盾片组织以及烟草、水稻、小

麦、大豆细胞等〔as,ss,z1,3n,ss1。这种方法有两个突出的

优点：第一，它既适用于双子叶植物，又适用于单子叶

植物；第二，用它转化的是完整的植物细胞或组织，转

化体容易再生植株。这种方法在改造主要农作物方面

展示了广阔的前景。

转化细胞的筛选和组织培养

植物细胞或组织经过遗传转化之后，就需要把转
化了的细胞同未转化的细胞区分开，把转化的细胞途

行组织培养，再生出植株。

双子叶植物用叶圆盘法转化后，把表面多余的根

癌农杆菌吸去，放在含有梭茉青霉素和卡那霉素的培

养基上培养，矮卡青霉素能杀死残留的根癌农杆菌，卡

那霉素能杀死未转化的植物细胞。经过一段时间的培

养之后，被转化的植物细胞长出愈伤组织，再经过诱导

就能从愈伤组织中分化出有根茎叶的植株〔’‘’。 这样

得到的一棵植株叫转基因植物 （transgenic plant）又

叫基因工程植物。对于单子叶植物目前的转化方法多

是用 DNA直接导入法，所用组织培养方法仍然是把

转化后的细胞或组织在适当的培养基 上培养 出植

株〔4170
当转化细胞或组织形成愈伤组织或长成植株 后，

如何鉴定外源基因的存在呢？这可用直接鉴定法和间

接鉴定法进行鉴定。直接鉴定法多是用目的基因作为

探针，与转化体DNA进行分子杂交 （Southern blot),
以确定转化体中有无目的基因。 间接鉴定的方法 比

较多，常用的方法是对 Ti质粒上 No，基因的最终产

物— 胭脂碱进行检测〔”。许多植物基因工程载体上

都有 No y基因，它和目的基因一同被转进植物染色

体。No、基因表达产物是胭脂碱合酶，胭脂碱合酶的

催化产物是胭脂碱。因此，只要在愈伤组织或再生的

植株中检侧到胭脂碱，就间接证明了目的基因进人了

植物染色体。另一种间接鉴定法是报道基因（reporter

gene）法。 用的较多的报道基因是 CAT （氯霉素乙

酸转移酶）基因和 GUS (,B-葡糖营酸酶）基因【‘4，”1。

其中 GUS基因是 1987年开始使用的，由于灵敏度高

而且具有广泛适用性，目前已广泛用于植物遗传转化。

特别是 GUS基因的短期表达，可用来快速确定和优

化各种影响转化效率的因素。

植物基因工程在育种上的进展

在最近短短的四五年之内，植物基因工程在植物

育种上取得了巨大进展，获得了一批抗病、抗虫、抗
除草剂和改进作物品质的转基因植物。这些植物有的

已进人了大田试验阶段，预计在1995-1997年这些转
基因植物都会逐步投产川。

（一）培育抗病毒植物的基因工程

植物病毒为害使农业生产遭受很大损失，一直没

有很好的防治措施。利用植物基因工程防治病瀑在以

下几个方面获得了令人瞩目的成就。



1．向植物转移病毒的外壳蛋白基因防治病毒

这方面的工作首先是由Beachy研究小组于1986年

完成的‘”’。他们把烟草花叶病毒（TMT) U：株系的

RNA中编码外壳蛋白（coat protein，简称 CP）的部

分反转录成 cDNA，把 cDNA插入到带有 CaMV35s

启动子的中间载体中，然后把这一中间载体引入根癌

衣杆菌，再用这种根癌农杆菌叶圆盘法转化烟草。再生

的烟草（转基因烟草）高水平地表达了 TMV的 CP基

因，当用TMV的U：株病毒侵染时，这些转基因烟草

表现出明显的抗病性，症状的出现被延迟，有的植株甚

至不发病。进一步的研究表明，这种转基因烟草对U,

外的其它TMV烈性株也表现明显的抗性〔’‘，。 继烟

草花叶病毒的外壳蛋白基因工程成功之后，现在已有

黄瓜花叶病毒 （CMV),首信花叶病毒 (ALM V )、马

铃薯X病毒 (PVX),马铃薯Y病毒 (PVY)、烟草脆

裂病毒 （TRV）的外壳蛋白基因分别在烟草、番茄和

马铃薯中表达‘37,45}43}34>17}111O
2．利用植物病毒的卫星 RNA基因工程防治病毒

卫星 RNA (satellite RNA）是存在于某些RNA病毒

内的小片段 RNA，它与病毒基因组 RNA没有同源

性，它能够修饰病毒病症的发展。1986年英国Bauloco.

mbe等人把黄瓜花叶病 毒的 卫星 RNA反转 录成

cDNA，用改造的Ti质粒把该 ‘DNA导入烟草 基 因

组中，得到了抗CMV的转基因烟草【‘”。1987年澳
大利亚学者用相似的方法得到 了抗 烟草 环斑病 毒

(TobRV）的转基因烟草〔，，’。当病毒侵染这些转基因

植物时，植物开始产生卫星 RNA，从而干扰了病毒基

因组 RNA的复制，使植物表现了抵抗相应病毒的能

力【”’。
3．利用反义 RNA 防治病毒 这种方法是把

病毒的基因组反向结合在启动子上，当把这种基因组

引入植物细胞后，细胞内编码出反义 RNA (antisense

RNA)，当外源病毒 RNA侵入该种植物细胞时，就和

细胞内的反义 RNA 形成互补双链 RNA，使病毒基

因组无法复制，从而减轻了病毒为害〔‘’，’2，柑’。

1988年中国科学院微 生物所 利 用 CMV卫 星

RNA-1的基因工程，获得了抗 CMV的转基因烟

草〔‘，。1989年北京大学生物系完成了 CMV的CP

基因克隆，序列测定和转化栽培烟草品种的工作【”。

（二）抗虫植物基因工程进展

农业上防治害虫的主要措施是农药杀虫，这种方

法不但危害人畜，而且污染环境。现在植物基因工程

使植物自身获得抗虫能力，避免了上述问题。

苏云金杆菌 (Bacillus thuringiensis Berliner)
细胞内有一种b内毒素，它能杀死鳞翅目昆虫。1987

年比利时学者把苏云金杆菌的占内毒素基因通过根癌

衣杆菌的Ti质粒转移到烟草中井得到表达，转基因烟

草能杀死鳞翅目害虫，例如烟草角虫在这种烟草上一

天即停食，三天内死亡。6内毒素基因在转基因烟草

中稳定表达和遗传14,1。 同年美国和瑞士用相似的方

法获得了抗虫的番茄和马铃薯〔”。

同样是在 19吕7年，英国把就豆编码胰蛋白酶抑制

剂的基因引人了烟草，烟草具备了制造胰蛋白酶抑制

剂的能力。当昆虫吃了这种烟草之后，虫体消化道内

的胰蛋白酶活性受到抑制，蛋白在消化道内不能降解，

害虫因得不到必需的营养而死去。这种方法可以防治

各种害虫对植物的侵害。

1988年中国农科院生物技术中心把6内毒素基

因转移到水稻和油菜原生质体中并得到了转基因水稻

植株191，但并未表达。

（三）抗除草剂的植物基因工程
用除草剂可以大大减轻人工除草的劳动，但各种

除草剂（如草甘磷，阿特拉津和磷酸麦黄酮类除 草剂

等）又不同程度地损害农作物。随着除草剂的广泛使

用，人们越来越迫切地希望作物具有抵抗除草剂的能

力。植物基因工程使这一愿望变成了现实。

磷酸麦黄酮是除草剂的有效成分，是谷氨酸的类

似物，可阻断谷胺酸胺合成酶的正常作用，从而阻断了

氨基酸的生物合成，并使梳物细胞内游离氨迅速积累，

导致植物死亡。有人从链霉菌属的一个菌株中发现了

一种乙酸转移酶基因，它的作用是将磷酸麦黄酮乙酞

化，使之丧失作用1441,, 1987年比利时 Montagu研究

小组把这个乙酸转移酶基因接上 CaMV的 35S启动

一子，用根癌农杆菌把它转移进了烟草、番茄和马铃薯，

成功地培育出完全抗除草剂的植物。这些转基因植物

对于 10倍于大田喷洒剂量的磷酸麦黄酮类除草剂表

现出稳定抗性，而且乙酸转移酶基因由于插人了植物

染色体而表现稳定遗传〔‘”。另外还有抗草甘麟的转

基因碧冬茄和抗氯化硫磺的转基因烟草分别于1986

年和1988年建成“3,2410

1989年我国刘博林等人“。’把带有龙葵阿特拉津
抗性基因的载体 pSB 131通过子房注射的方法导人 了

大豆叶绿体基因组中，得到了抗阿特拉津的转基因大

豆，其抗性能遗传给后代。

（四）改进作物品质的植物基因工程
在植物基因工程发展的初期，人们就期望着利用

它改进作物品质。以往的植物基因工程工作在这方面

虽然做了大量尝试，也曾经把菜豆种子蛋白基因、玉米

醇溶蛋白基因、大豆贮藏蛋白基因等转入受体植物，但

离上述目标还有一定距离。 1988年美国一家公司在

改进番茄品质方面获得了成功〔”’。众所周知，当番茄

成熟时，自身就开始合成多聚半乳糖醛酸酶，这种酶把

细胞壁分解，使番茄变软。为了解决这个问题，科学家

们把编码这个酶的基因反向接在启动子上，构成反义



基因，再用Ti质粒将其导人番茄中，得到转基因的番

茄。 反义基因在细胞内合成反义 RNA，当番茄正常
的多聚半乳塘醛酸酶基因转录 出 mRNA时，反义

RNA与 mRNA互补结合，使 mRNA失去活性，不能

产生多聚半乳塘醛酸酶，番茄不再变软，可长期保存。

总之，近年来植物基因工程的发展日新月异，新的

目的基因不断被克隆分离出来，新的植物遗传转化方

法不断产生，出现了电击穿孔法和微弹射击法等具有

广泛适用性的遗传转化方法，转化细胞的筛选、组织培

养和鉴定手段也越来越简便有效，使得植物基因工程

能改良的作物种类和作物性状越来越多。通过和其他

育种手段相结合，植物基因工程一定会在不久的将来

倍育出一批高产、优质、抗逆性强的作物新品种。
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（上接第44贞）

也是一份植物遗传学工作者感兴趣的月刊。 《微生物

学文摘》(Microbiology Abstracts)的B辑 （细菌学）

和C辑（藻类学、真菌学和原生动物）都有一部份遗传

学的内容。《病毒学文摘＞＞(Virology Abstracts）每年
也有 100。条左右遗传学的内容，约占总数 10 Vo 0《生

化文摘》(Biochemistry Abstracts）分三部分，其中第

二部分是分子遗传学工作者感兴趣的核酸部分。生态

遗传学的文献可以在《生态学文摘》(Ecology Abstra-
Cts）或 《昆虫学文摘＞＞(Entomology Abstracts）中找

到。同样，＜＜免疫学文摘;(Immunology Abstracts）和＜＜动
物行为文摘》(Animal Behaviour Abstracts）分别刊有

免疫遗传学和动物行为遗传学方面的参考文献。遗传

工作者往往可以从这些文摘中了解有关的专业期刊o

参 考 文 献

［1] 孙勇如等编：1989。遗传学手册，湖南科学技术出版

社，第607-637页。
【2〕 复旦大学生物系遗传教研组、遗传研究所编译：1979,

遗传学词典，科学出版社，III-IV页。
[31 张冬生等编：1989。植物体细胞遗传学，复旦大学出

版社，1-2（前言）。
［4］ Davies, J.: 1982. Nature, 299(7): 493-496.
［5] Wyatt, H. V.: 1987. In: Information Sources in

the Life Sciences,Butterwonth &Co.(Publishers)
Ltd., 12- 13.


