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摘要  分析了影响农杆菌介导杨树转化效率的因素 ,如植物基因型、农杆菌类型、菌液浓度、侵染时间、共培养时间、Vir 基因的活化、选
择标记基因等 , 同时指出转化受体也是影响转化效率的重要因素。
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Abstract  The factors influencing transformation efficiency were discussed ,such as different genotypes , Agrobacteriumstrai ns , Agrobacteriumconcentra-
tion , ti me of infection , ti me of co-culture , activation of Vir genes ,marker genes et al .And it was pointed out that gene transformationreceptor was also
ani mportant factor i nfluencing transformation efficiency .
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  杨树分布广, 适应性强 , 是具有重要经济价值的优良阔

叶树种。杨树基因组小( 约450 ～550 Mbp) , 与水稻类似仅为

拟南芥基因组( 120 Mbp) 的4 倍, 约为松属植物基因组( 20 000

Mbp) 的1/ 40。杨树生长快, 容易繁殖 , 易于基因工程操作, 被

认为是林木基因工程中的理想模式树种[ 1 - 4] 。目前, 在杨树

上应用的遗传转化方法主要有 DNA 直接转移法和农杆菌介

导法, 后者最为常用。农杆菌介导法是目前应用最广泛且结

果较为理想、技术较为成熟的一种基因转化方法。它具有操

作简便, 外源基因插入一般为单拷贝或低拷贝, 转移 DNA 片

段明确, 可转移大片段 DNA , 可直接用不同的植物组织进行

基因转移等优点。但农杆菌介导法与其他方法一样, 也存在

着转化效率偏低的问题。

郝贵霞等都对影响农杆菌介导的杨树基因转化效率的

主要因素进行了研究, 认为植物基因型、农杆菌类型、菌液浓

度、侵染时间、共培养时间、Vir 基因的活化、选择标记基因是

影响农杆菌介导的杨树基因转化效率的主要因素[ 5 - 6] 。该

文对影响农杆菌介导杨树基因转化效率的主要因素进行了

较为深入的分析, 指出除上述因素外, 转化受体也是影响转

化效率的主要因素。

1  农杆菌及其介导的遗传转化的原理

农杆菌为革兰氏阴性菌, 属于根瘤菌科土壤杆菌属。常

用于遗传转化的农杆菌有2 种类型: 根癌农杆菌和发根农杆

菌。前者含有Ti 质粒, 能诱导被侵染的植物细胞形成冠瘿瘤;

后者含有Ri 质粒, 能诱导被侵染的植物细胞产生毛发状根。

根癌农杆菌在植物基因转化中应用最早[ 7] 。根癌农杆

菌的Ti 质粒包括毒性区( Vir 区) 、结合区( Con 区) 、复制起始

区( Ori 区) 和T- DNA 区4 个部分, 其中与冠瘿瘤生成有关系

的是 Vir 区和T- DNA 区。Vir 区为30 kb , 该区段的基因能激

活T- DNA 转移, 使农杆菌表现出毒性。Vir 区与T- DNA 区在

质粒 DNA 上相邻 , 合起来约占Ti 质粒 DNA 的1/ 3 。T- DNA

区在农杆菌侵染植物时可以插入植物基因组中, 使其携带的
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基因在植物中表达。T- DNA 两端是25 bp 的重复序列, 是转

移识别的惟一信号, 分为左边界和右边界。两个边界序列之

间是生长素和细胞分裂素合成基因以及冠瘿碱合成基因。

2  影响农杆菌介导转化杨树的因素

2 .1 植株基因型 大量研究表明, 转化频率与植物基因型

有很大关系, 即使是同一来源的转化受体因基因型不同农杆

菌的转化率差异也很明显。如黑杨无性系Jean Pouret 比San

Giorgio 容易转化,Gus 阳性表达分别为38 .9 % 和26 .3 % [ 8] ;

毛新杨×毛白杨杂种转化率为2 .59 % , 毛白杨无性系1285 易

县雌株转化率是1 .22 % , 而毛白杨1319 雄株难以获得转化

芽, 转化频率仅为0 .34 % [ 9] ; 三倍体毛白杨的转化率高于毛

白杨的转化率[ 10] 。这可能是由于不同基因型外植体分化率

差异或不同基因型对侵染菌株的敏感度不同。

2 .2  农杆菌的类型 农杆菌载体转化是目前最成功的转化

系统。其缺点是宿主的局限性, 在同一植物上的不同菌株敏

感性也不同。因此, 选择受体植物敏感的菌株是成功转化的

重要因素。Confalonieri 等使用 AchS( 章鱼碱型) 、A281( 农杆

碱型) 、C58( 胭脂碱型) 3 种菌株转化黑杨叶片, 表明胭脂碱型

菌株C58 感染能力最强[ 11] 。这可能是由于 C58 对杂交杨的

侵染具有普遍性。很多研究者在杨树遗传转化中使用了C58

菌株[ 12 - 13] 。有的杨树对章鱼碱型菌株LBA4404 的敏感度也

较高, 因此LBA4404 也广泛应用于84K 杨[ 14] 、缘毛杨( Populus

cili at a Wall) [ 15] 、银腺杨[ 16] 等杨树的遗传转化中。Han 等研

究表明对于一些顽抗的毛白杨杂交种的转化 EHA105 菌株优

于C58 和LBA4404 菌株[ 17] 。Tzfiral 等在欧洲山杨转化中使用

了EHA105、AGLO、LBA4404 菌株, 认为EHA105 菌株易受卡那

霉素影响, 使得易于选择二元载体, 优于其他两种菌株[ 18] 。

2 .3 菌液浓度、侵染时间和共培养时间  适当的菌液浓度

和侵染时间是转化成功的关键。菌液浓度过大或侵染时间

过长容易使外植体褐化 , 导致死亡; 菌液浓度过小或侵染时

间过短, 则不利于转化。郝贵霞等以杂交杨( 毛新杨×毛白

杨) 为材料, 发现当菌液的 OD600 为0 .2 或0 .4 , 侵染时间10 ～

20 min 时 , 卡那抗性芽的产生频率较高; 当菌液浓度过高或

过低、侵染时间过长或过短时, 抗性芽的产生频率明显降低 ,

有时甚至无抗性芽产生[ 9] 。赵华燕等以三倍体毛白杨为材
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料, 表明当菌液浓度 OD600 值为0 .3 ～0 .5 , 侵染时间为15 ～20

min 时, 外植体转化频率最高[ 10] 。

研究表明 , 预培养有利于杨树的转化[ 11 ,19] 。饶红宇等农

杆菌介导将Bt 基因转入杨树NL-80106 , 发现预培养1 ～2 d 既

可提高抗性芽诱导率, 又能减少假阳性的产生[ 20] 。

此外, 共培养时间的长短直接影响目的基因的整合及转

化细胞的数量。若共培养时间过短, 则农杆菌不能充分侵染

切口细胞, 转化率低 ; 若共培养时间过长, 则农杆菌生长过

多, 会导致转化外植体死亡。樊军锋等研究表明, 共培养时

间应以培养皿中转化叶片与培养基接触处出现肉眼可见菌

落为宜[ 21] 。

2 .4 Vir 基因的活化  植物受伤细胞分泌的某些酚类化合

物可诱导农杆菌 Vir 区基因被激活和表达, 促进 T- DNA 转

移[ 22] 。目前发现有7 种酚类化合物与诱导 Vir 基因表达有

关, 其中AS( 乙酰丁香酮) 和 OH- AS( 羧基乙酰丁香酮) 最为有

效[ 23] 。为了提高某些杨树的转化率 , 在转化过程中往往加

入一定的酚类物质。转化杂交杨 NC-5331 时, 在经50 倍稀释

的菌液中加入25 和50 μmol/ L 乙酰丁香酮时转化频率分别

为51 % 和30 % , 显著高于不加乙酰丁香酮时转化频率[ 24] 。

OsNHX1 基因转化84K 杨时, 在共培养中添加乙酰丁香酮转

化率有明显提高[ 25] 。郝贵霞等研究表明 , 只有将pH 调至4 .8

～5 .0 , 加入200 μmol/ L 乙酰丁香酮时, 才能大大提高转化

率, 并且指出乙酰丁香酮的促进效果可能与菌株类型、植物

材料种类和共培养培养基的pH 值有关[ 9] 。

此外, 还有一些小分子量的糖类也有助于 Vir 基因的活

化。刘斌等研究表明,5 % 蔗糖附加定量的表面活性剂稀释

菌液, 附加的蔗糖可能起与乙酰丁香酮相同的作用, 稀释效

果优于单独用液体培养基[ 26] ; 将农杆菌侵染后的叶片不经

冲洗直接转到预先用5 % 蔗糖液浸湿的滤纸上过夜, 增加基

因转移的机会, 转基因频率有明显提高[ 26] 。其他研究者也

采用了该方法, 并且得到一致的结论[ 27 - 29] 。

2 .5 选择标记基因  在植物基因转化中, 外源基因稳定整

合的频率低。选择适当的筛选标记以准确、有效地区分转化

与非转化细胞, 产生选择压, 使未转化细胞不能生长 , 且不干

扰细胞的正常生长与植株再生是转化成功的重要环节之一。

常用的选择标记基因有新霉素磷酸转移酶基因( nptⅡ) 、潮霉

素磷酸转移酶基因( htp) 、二氢叶酸还原酶基因( dhfr) 等。在

植物基因转化中使用较为普遍的选择标记基因是新霉素磷

酸转移酶基因, 简称nptⅡ, 其编码蛋白可以抑制新霉素族的

氨基糖苷类菌素( 抗生素) 的活性, 如卡那霉素、新霉素

等[ 30] 。

在农杆菌介导的杨树转基因试验中, 多数将卡那霉素作

为转化后的愈伤组织和植株的选择[ 12 ,31 - 34] 。除抗生素可作

为抑制剂以外, 除草剂化合物也可以作为选择抑制剂。Mohri

等研究发现卡那霉素作为转基因杨树的选择时, 逃逸和嵌合

体组织和植株会经常出现[ 35] 。Confalonieri 等使用卡那霉素

作为转基因银白杨的筛选同时使用除草剂进行进一步的选

择, 从7 株卡那霉素抗性植株中得到4 株除草剂抗性植

株[ 33] 。Igasaki 等首次成功地使用除草剂在杨树转化中作为

直接选择, 没有得到逃逸植株和嵌合体转基因植株, 并且所

获得的转基因植株在形态上没有明显的异常[ 36] 。王树耀等

将OsNHX1 基因转化到84K 杨时, 选用除草剂抗性基因作为

筛选标记基因, 并认为它是一种理想的筛选标记基因[ 37] 。

2 .6 转化受体  转化受体也是一个重要的影响因素, 建立

一个好的受体系统是基因转化的先决条件。转化受体通常

来自于植物的原生质体和外植体组织。外植体组织包括子

叶、子叶柄、下胚轴、茎段。杨树的遗传转化中大多选用子

叶、茎段。大量的杨树转基因研究表明, 杨树叶片是最好的

受体材料[ 11 - 12 ,31] 。但是, 也有一些研究发现, 茎段的诱导率

高于叶片[ 33 ,38 - 39] 。因此, 植物转化中最适的受体材料随着

植物的种类不同而不同[ 36] 。

2 .7  其他因素  除上述因素外, 共培养温度、预培养时间、

培养基中附加的植物激素和抑菌抗生素成分等因素都对农

杆菌的转化效率有影响。王树耀等指出在用根癌农杆菌转

化植物细胞时, 常用头孢霉素和羧苄青霉素控制根癌农杆菌

的过量生长 , 而且两者除了抑制根癌农杆菌的生长外, 还影

响植物的生长发育[ 37] 。过量头孢霉素易引起伤口细胞褐

化、死亡 , 抑制芽的分化; 而羧苄青霉素则促进芽分化, 抑制

生根。因此, 在不同生育阶段应附加不同的抑菌剂。

3  小结

影响农杆菌转化杨树的因素很多。克服影响转化效率

的障碍因子 , 选择与农杆菌菌株相适应的基因型植株, 建立

高效的杨树转化再生体系, 仍是研究的重点。
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大于广西种植香稻的, 说明广西种植的香稻材料遗传基础较

为狭窄, 应引入更为丰富的遗传基础进行改良。广西种植的

香稻材料组内平均距离略大于广西有代表性的不香栽培稻

材料, 这可能是因为这些香稻材料来源较广, 遗传差异也较

大, 如有来自广东的, 还有来源不祥的台湾香稻等。

3  讨论

近年, 随着国内外对优质香稻米的消费需求量越来越

大, 香稻的研究及优质香稻的选育也越来越受到科学家的重

视。了解香稻亲本的特征特性及亲本间的亲缘关系, 选择合

适的供体亲本, 是选育优质香稻新品种的前提与基础。有研

究表明, 来自印度等南亚国家的香稻资源具有多样性[ 2 - 4] 。

在育种实践中 , 南亚香稻种质在表型特征特性上具有多样

性, 有长、中、短粒型 , 有红、白香米, 有红壳白米、红壳红米、

白壳红米等类型。该研究用SSR 标记从DNA 水平分析96 份

香稻材料和24 份不香的栽培稻的遗传基础, 以了解南亚香

稻与广西种植的香稻以及与不香的多类型种质的遗传差异 ,

为育种提供亲本选择的参考。

通过对16 对SSR 引物进行聚类, 发现78 份南亚香稻具

有丰富的多样性。73 .1 % 南亚香稻可以聚为一类, 与广西的

香稻种质明显地区分开来。这说明南亚香稻与广西香稻具

有丰富的地理远缘性和差异性, 为广西优质香稻的选育和改

良提供亲本选择。

比较南亚香稻和广西香稻、栽培稻品种间的遗传基础表

明, 广西种植的香稻及栽培稻的遗传距离均远小于南亚传统

或改良的香稻种质。这说明广西的香稻材料遗传差异小, 因

而在育种实践中应引入更多的优质香源及优质基因, 扩大香

稻品种材料的遗传基础。

为了比较香稻与不香栽培稻的遗传差异, 笔者选择了在

广西种植并且具有代表性的栽培稻, 包括早籼、晚籼、早粳

糯、晚粳、籼糯、粳糯、旱籼、旱粳糯等类型。聚类分析表明 ,

100 % 不香的栽培稻聚为一类 ; 只有3 份南亚香稻与这些不香

的栽培稻聚为一类, 占96 份香稻材料的3 .1 % , 而广西种植

的香稻与不香的栽培稻则可完全分类。这说明广西香稻与

不香稻种质的遗传基础也具有较大差异, 育种上可以把不香

品种中的优良基因如高产性状引入到香稻品种中 , 以扩大香

稻品种的遗传基础。这同时说明SSR 分子标记对不同来源

的水稻种质具有很好的区分度。由于SSR 标记既可以把香

型与非香型的水稻种质各自聚类 , 也可以把来源于不同地理

区域的种质分开, 说明应用SSR 分子标记分析种质的遗传差

异和遗传背景是可行的。
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