
转基因技术是从分子水平上用人工方法，有目的

地将外源基因或DNA导入植物细胞内，使与染色体整

合、表达、遗传的综合生物技术[1]。自 20世纪 80年代

初科学家们首次利用土壤农杆菌（Agrobacterium
tumefaciens）将外源基因导入植物细胞并获得抗卡那

霉素的植株以来，已经发展出多种植物转基因技术[2]，

植物转基因的方法主要有农杆菌介导法、基因枪法、激

光法、花粉管通道法等[3]。在植物上转化成功的例子

中，80%是由农杆菌介导转化的[4]。自 1988年首例使

用农杆菌转化成功的转基因果树—核桃诞生以来[5],在

全世界果树研究者的努力下，已取得不小的成就，应用

此法在葡萄、欧洲李、苹果砧木M26、杏、草莓、柑橘等

树种上也相继得到了转基因植株。农杆菌介导法以其

简便、高效成为应用最广泛的转化方法[6]。

农杆菌是一种革兰氏阴性土壤杆菌。现已发现，

与植物基因转化有关的有两种类型：一为根癌农杆菌

(Agrobacterium tumefaciens )，它含有 Ti质粒,能诱导被

侵染的植物细胞形成肿瘤，即诱发冠瘿瘤；二为发根农
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Abstract: Agrobacterium-mediated method has broad application prospects in the genetic improvement of fruit
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杆菌(Agrobacterium riumrhizogenes )，它含有Ri质粒，能

够诱导被侵染的植物细胞产生毛发状根。Ti 质粒(包

括 Ri 质粒)上有一段转移 DNA(transferDNA，又称

T-DNA)，在农杆菌侵染植物时，这段DNA可以插入到

植物基因组中，使其携带的基因在植物中得以表达。

由于 T-DNA能够进行高频率的转移，而且 Ti 质粒和

Ri质粒上可插入大到 50 kb的外源基因。因此，农杆

菌介导法是利用根癌农杆菌和发根农杆菌将目的基因

导入植物细胞和组织，Ti质粒和Ri质粒就成为植物基

因转化的理想载体系统[7]。

1 果树农杆菌介导法转化的受体系统

目前，农杆菌介导法的受体系统有原生质体受体

系统，愈伤组织受体系统，直接分化芽受体系统，胚状

体受体系统等。

原生质体作为受体系统在柑橘中得到很多应用，

柑橘的原生质体分离及再生技术较其他物种成熟，柑

橘转基因研究最先以原生质体及胚性悬浮细胞为外植

体，用原生质体作外植体，可以避免转化嵌合体的出

现，从而简化随后的筛选步骤。

愈伤组织受体系统和直接分化芽受体系统在许多

果树中得到应用：在草莓遗传转化研究中，以草莓的叶

片、叶柄和愈伤组织等为外植体，经农杆菌浸染后，通

过抗生素筛选、器官发生获得再生植株 [8]。1990 年，

Nehra等[8]在建立草莓叶片直接高频再生体系的基础

上，以草莓品种‘Redcoat’的愈伤组织和叶盘为外植

体，用农杆菌介导法将gus和nptII基因导入草莓，分别

得到3%和6.5%的转化率。

关于直接分化芽受体系统，Mullins等、Berres等先

后以葡萄叶柄、叶片、茎段、茎尖碎片与农杆菌共培养，

再生的不定芽也均为嵌合体[9-10]。李秀梅等以金花梨

花后 65天的成熟胚子叶为外植体。研究了不同培养

基、BA浓度、暗培养条件及AgNO3浓度对子叶不定梢

再生的影响[11]。核果类最常用的外植体为叶片、未成

熟合子胚、体细胞胚、下胚轴和茎：Miguel等用离体培

养的叶片外植体为起始材料首次建立了表达 nptII和

gus基因的扁桃品种Boa Casta 转基因克隆[12]。Rugini

在苹果上发展了一种“双重再生体系”，以不定芽为外

植体，该技术已成功地用于樱桃品种Stella的转化[13]。

胚状体发生途径不仅使细胞与农杆菌充分接触，

产生大量的转化细胞,还能和抗生素更好地紧密接触,

减少逃脱筛选的细胞。迄今为止，转基因植物大多是

通过胚状体发生途径获得的。但胚状体的诱导比不定

芽的诱导困难。Tsvetkov I J等提出一种适合葡萄遗传

转化的方案：胚的诱导有两个外植体来源,一种是无籽

葡萄(Vitis vinifera L.)未成熟胚珠合子胚,一种是砧木品

种(Vitis rupestiscv Rupestris du Lot)的叶片组织[14]。

2 影响农杆菌转化频率的因素

常见的影响农杆菌转化频率的因素有三大类：侵

染力，抗生素，基因型。

2.1 侵染力

农杆菌作为植物转化的工具，长期以来人们在转

化过程中都将研究重点放在对农杆菌的选择和处理

上。农杆菌的侵染力取决于本身的特性及其受体植株

的敏感性。细菌的菌株对转化频率的影响很大。最常

用 的 致 瘤 农 杆 菌 菌 株 是 LBA4404，EHA105 和

EHA101，也常用 A208SE，A136，C58/Z707，最常用的

发根农杆菌菌株则是1855NCPPB 和 ATCC15834。共

培养的时间为 24~36 h，此后，须向再生培养基中加入

抗生素如羧苄青霉素以抑制细菌的生长。同一果树，

不同农杆菌对其的转化效率也不同。对于亚洲杜梨属

子叶为受体，Kaneyoshi等[15]，发现几种农杆菌对其的

侵染性不同，AKE10TC1的侵染力强于AKE10，而采

用Oct型（章鱼碱型）工程菌LBA4404则不能获得转基

因植株。张志宏对于苹果的研究发现，不同菌株对乔

纳金叶片的转化效率相差极显著，琥珀碱型菌株

EHA105 的转化率远高于章鱼碱型菌株LBA4404[16]。

2.2 抗生素

抗生素的浓度，种类对转化都会产生影响。常用

的卡那霉素，用量 50~100 μg/ml，因物种不同而异，卡

那霉素的浓度和加入时间须根据外植体和物种的不同

进行预先实验。研究表明，卡那霉素强烈抑制苹果叶

片再生，5 mg/L即完全抑制芽再生[17]。对于梨的转基

因研究中，新霉素磷酸转移酶(Npt)基因是梨遗传转化

中最常用的一种选择标记基因，在转化砧木品种

PS217时，潮霉素磷酸转移酶(hpt)基因比新霉素磷酸

转移酶基因更为有效[18]。

2.3 基因型

基因型是影响果树遗传转化率的重要因素，其特

异性一般认为与材料的生理状态有关，不同株系间进

行转化有差别，且同一属间差异也往往较大。转化细

胞能否高效再生是基因转化的主要障碍，受到所用组

织的很大影响。梨树转基因研究目前获得的转基因植

株中仅有欧洲梨及少量砧木品种，而砂梨、白梨、新疆

梨等东方梨系还未成功，且同一属间差异往往也大[18]：
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苹果中的M26，皇家嘎拉再生能力强于其他品种，因

此成为苹果基因转化的模式品种和类型[19]。

3 果树转基因植物的检测

通过农杆菌介导法转化后，先通过抗性筛选获

得抗性芽后生成植株，再对抗性植株进行检测，检测

阳性的植株才是真止的转基因植株。分别从整合、

转录、翻译水平检测外源基因的行为。常用的检测

方法有 GUS 活性检测，PCR 技术杂交检测，免疫学

检测。

3.1 GUS活性检测

GUS基因是研究外源基因瞬时表达转化试验中

的报告基因。GUS活性检测多采用组织化学染色法，

转化组织与对照组织相比呈可区分的蓝色。GUS活

性检测是柑橘转基因植株检测的一种常规方法，在柑

橘转基因植株鉴定中有着广泛应用[20]。

3.2 PCR技术

PCR技术是近几年发展起来的一种体外扩增特

异性DNA片段的技术，主要有常规定性PCR技术、多

重 PCR 技术 (MPCR)、PCR-GeneScan、实时荧光定量

PCR(RT-FPCR)、电 化 学 发 光 PCR (ECL—PCR)、

PCR-ELISA法。PCR已成功用于柑橘转基因植株的

检测[20]。根据植物表达载体上的已知序列，如gus基因

和卡那霉素抗性基因，以及插人到表达载体中的目的

基因设计合适的引物，通过PCR扩增验证这些已知序

列是否存在，为外源基因整合的检测提供了便利条件，

从而判断某植株是否是转基因植株。杨东燕[21]等采用

PCR技术，建立对抗环斑病毒转基因番木瓜 55—1进

行品系鉴定的检验方法。

3.3 杂交检测

外源基因导人植物后，转基因植株在 DNA，

RNA 及蛋白质水平上均与对照存在差异，这三种水

平的差异可分别通过 Southern杂交、Northern杂交和

Western杂交得到检测。通过 Southern杂交可以检测

基因是否整合，大多数转基因植株都采用 Southern

杂交这种方法检测。在柑橘，杏的转基因检测中得

到广泛应用 [22]。而通过Northern或Western杂交则可

以检测基因是否表达，Northern杂交于草莓中得到广

泛应用[22]。

3.4 免疫学检测

ELISA法原理是利用抗原和抗体的特异性结合。

酶联免疫法(ELISA)也是蛋白质水平的一种检测方法，

在柑橘转基因植株鉴定中也有应用[20]。

4 农杆菌介导法在果树中的应用

目前，梨的遗传转化普遍采用了农杆菌介导法（Ti

质粒法），Mourgues等首次通过农杆菌法成功地将gus

及 nptII基因导入康弗伦斯，并获得高达 42.7%的遗传

转化率[23]。此后，这种方法在梨转基因中得到了广泛

应用。目前康弗伦斯、帕西、杜康Doyenne du Comice、

Bourre Bosc 等西洋梨品种已成功实现转基因并获得

了转基因植株[24]。汤绍虎等[25]以‘雪青’梨叶片愈伤组

织为外植体，经根癌农杆菌介导将CaMV35S启动子

调控下的CrylAc基因导人‘雪青’梨。

草莓的基因转化重点应用了根癌农杆菌介导法，

在草莓转基因研究探索了以草莓的的叶片、叶柄和愈

伤组织等为外植体，经农杆菌浸染后，通过抗生素筛

选、器官发生获得再生植株，并提出许多重要方法与思

路。James等[26]利用双元Ti质粒载体pB1N6(含noslnpt
Ⅱ基因)和 pSSl(含 npt Wipt基因)转化草莓的叶片和叶

柄，获得了再生植株。E1-Mansouri I 等 [27]用农杆菌

LBA4404将含 noslnptⅡ基因导入草莓中，再生芽能在

含 25 mg/L Kan的生根培养基中生根，并成功移栽到

大田中。Mathews等[28]在前人研究的基础上，采用了

逐步提高筛选择压力和保持选择压力不变两种方法继

代转基因芽，经 gus组织染色、PCR和Southern检测表

明，逐步提高选择压力没有嵌合体的产生，为今后进行

转基因研究提供了一种新的思路。美国的Oosumi等[29]

用农杆菌介导法将潮霉素磷酸转移酶基因hpt导入草

莓，获得了 100%的转化率，为导入有经济价值的目的

基因奠定了坚实的基础。

在柑橘转基因上，Hidaka等[30]于1990年首次用农

杆菌介导的转化法获得了一株华盛顿脐橙的转基因

植株，以后农杆菌感染法在柑橘转基因中得到广泛应

用。Fisk 等成功地将gus基因导入里斯本和尤力克柠

檬，Wong等在柑橘中成功地反义导入ACC合成酶基

因[31]，华中农业大学邓秀新[32]小组成功地将新型的报

告基因—绿色荧光蛋白导入印度酸橘，并实现了柑少

籽转基因，美国研究者Costa等将类胡萝卜素合成基

因导入了葡萄柚。Gentile 等 [33]获得了 5 个转 rolA、
rolB、rolC组合基因系[31]。

1990年首例报道成功得到转基因葡萄再生植株[34]，

脱毒根癌农杆菌已成为在葡萄细胞中引入外源DNA

的最常用的方法之后，之后的研究使用了报告基因，在

葡萄的体细胞胚，愈伤组织和其他器官，转入目的基因

上不断取得进展。 Krastanova 等通过农杆菌系

刘松瑜等：农杆菌介导的果树转基因研究进展 ·· 181
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LBA4404 将 GFLV-FB 的 CP基因导入了沙地葡萄和

110Richter花粉的胚性愈伤组织和成熟胚的下胚轴碎

片中，得到再生植[35]。Yamamoto等把RCC2(属于Class

Ⅰ几丁质酶)通过农杆菌侵染引入葡萄(Vitis vinifera L.
cv Neo Muscut)的体胚,获得了 2株转化植株，提高了对

白粉病的抗性[36]。

5 果树农杆菌介导法转基因研究展望

传统的果树品种的改良工作主要是通过杂交育

种，这需要漫长的时间。通过农杆菌介导法转化得到

一些抗虫、抗逆、抗病毒、改良果实品质等转基因植株，

并通过组织培养、嫁接或其他无性繁殖方式大量繁殖，

可以稳定地保留该基因并缩短了育种年限，在果树的

应用中已取得很大的成绩，对果树育种具有重大的理

论意义和实践意义。

迄今为止，转基因植物大多是通过胚状体发生途

径获得的，但胚状体的诱导比不定芽的诱导困难。因

此，可研究采用其他受体系统如愈伤组织、直接分化芽

和原生质体受体系统，如受体系统用原生质体作外植

体，在柑橘中得到很多应用，可以避免转化嵌合体的出

现。另外，在提高农杆菌侵染力上，针对不同受体系统

研究选择适宜菌株，和合适浓度的抗生素，可提高转化

的效率。

综上所述，随着研究手段的不断更新和改进，以及

细胞生物学和分子生物学等理论与技术的发展，农杆

菌介导法作为转基因技术的一个重要部分，将在果树

抗虫、抗逆、抗病毒、改良果实品质等方面发挥更大的

作用。
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