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农杆菌介导的油菜遗传转化研究进展
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摘 要 〕 综述了农杆菌介导的油菜等芸墓属植物高效转化体系建立的影响因素
,

总结 了基因工程在改 良油

菜等芸夔属植物性状中的最新研究进展
,

评述了植物
, , , 川 “ 转化法在油菜中的应用

。

关键词口 油菜 农杆菌介导 、 训 转化

红中图分类号 魂 盯文献标识码 」 「文章编号 」
一 一 。。 一

油菜是世界 四大油料作物之一
,

属 十字花科
。 芸墓属

,

主要包括甘蓝型油

菜
、

芥菜型油菜 ’ 和 白菜型油

菜 个栽培种
。

随着生物技术的发展
,

将 目

标基因直接导入油菜以改良其生物性状已成为当前

油菜育种研究的热点
。

芸苔属植物遗传转化的主要

方法有农杆菌介导法
、

电激法
、

基因枪法
、

激光微束

穿刺法等
,

由于对农杆菌的敏感性
,

农杆菌介导法已

成为油菜等芸墓属植物基因转化中最常用的方法
。

迄今为止
,

已先后在甘蓝型油菜
、

白菜型油菜
、

芥菜
、

花椰菜
、

芜著等作物上
,

实现 了报告基因
、

抗除草剂

基因
、

抗虫基因
、

抗病基因
、

雄性不育基因
、

改良油酷

成分和蛋白组分基因等的遗传转化
。

本文就农杆菌

介导的油菜等芸墓属植物遗传转化的有关问题
,

以

及其在改 良应用中所取得的研究进展作一综述
。

高效转化体系建立的影响因素

在农杆菌介导的油菜遗传转化过程中
,

外植体
、

农杆菌
、

培养条件和选择方法等因素对转化效果具

有重要影响
。

外植体的再生能力
,

特别是被农杆菌侵染后的

分化和再生能力对转化效率具有重要影响
。

油菜转

化效率具有极强的基因型依赖性 犷一
,

且同一基因

型不同外植体类型也有一定差异
。

研究发现
,

不同基

因型间不仅再生能力有很大差异
,

而且农杆菌的敏

感性以及对选择剂的抗性都存在差异
。

目前
,

油菜的

转化多是在甘蓝型油菜中进行的
,

这与甘蓝型油菜

的组培特性和再生能力优于其他类型油菜有关
。

在

甘蓝型油菜转化体系研究中
,

春油菜品种较易获得

转化植株
,

已转化成功的油菜都集中在少数几个基

因型中七一
。

芸蔓属植物的下胚轴
、

子叶
、

真叶
、

子叶柄
、

花

药
、

茎段等外植体均可再生
。

在油菜转化中
,

最常采

用 的 外 植 体 为 下 胚 轴 和 子 叶 带 柄
。

等匡研究发现
,

甘蓝型油菜子叶柄末端切

口处的薄壁细胞不但再生能力强
,

而 且容易被农杆

菌感染和转化
。

笔者在甘蓝型油菜转化中发现
,

下胚

轴比子叶柄更容易被农杆菌侵染致死 未发表
。

这

可能与二者对农杆菌的敏感性差异有关
,

也可能与

两种外植体的培养方式有关
。

子叶被农杆菌侵染后
,

一般是将子叶柄切 口端向下插人培养基中
,

由于外

植体创伤面是在抗生素 竣节青霉素或头抱霉素 保

护下
,

农杆菌很难在外植体上继续增殖
,

外植体上转

化细胞有机会实现再生 而以下胚轴切段 具有两个

创伤面 为外植体时
,

由于侵染后下胚轴切段平放于

培养基上
,

或一端插人培养基中
,

外植体总有部分创

伤面得不到抗生素的保护
,

这为农杆菌继续增殖提

供了条件
,

最终整个外植体被农杆菌包围
、

覆盖而死

亡 因此
,

在有些基因型中
,

虽然下胚轴比子叶具有

高的再生频率
,

但其转化效率并不高
。

外植体所处的发育时期及生理状态对转化效果

的影响很大
。

苗龄是影响外植体生理状态的重要因

素
,

石淑稳等比研究表明
,

甘蓝型油菜 苗龄的子

叶于含 。 一
一 , 一

和
一

的培养基上预培养 后
,

再转到分化培养基上培

养
,

不定芽再生率可提高 一
。

甘蓝型油菜

一 一
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子叶和下胚轴外植体在含有
, 一

的培养基中预

培养
,

可使切 口 处细胞处 于分裂活跃状

态
,

有利于外源 的整合 二 研究表明仁
‘ , ,

一 〕,

对不同基因型和外植体种类
,

诱
一

导其达到最佳转化

生理状态所需的培养条件有一定差异
。

等困研究认为
,

植物离体组织再生能力受

多基因控制
,

离体组织可 以通过改变培养条件来提

高其器官发生或胚胎发生能力
。

基因型和外植体类

型的差异要求必需优化与之匹配的培养条件
,

这主

要包括最佳的激素配 比和使用适当浓度的硝酸银
。

研究表明困
,

植物离体组织培养 一 可产生大

量乙烯
。

乙烯大量积累
,

一方面抑制生长素的运输
,

使外植体组织和细胞发育畸形
,

抑制植物离体组织

不定芽器官发生和体胚发生无法正常分化
,

甚至坏

死侧 另一方面可加速农杆菌繁殖叫
。

应用乙烯作用

抑制剂 可明显促进器官发生和胚胎发生
,

促进芽原基的产生和伸长
,

提高外植体不定芽分化

频率比
“ , ‘皿。 特别是在农杆菌转化过程中

,

可

以减轻外植体在农杆菌侵染后的腐烂与褐化仁 习
。

等困还研究了
。

对芥菜叶盘外植体再生

过程中基因表达的影响
,

结果表明
,

外植体在含有
、

的培养基上生长 时
,

与未加 的

对照相 比基因表达有较大差异
。

在分离的优先表达

的 个 中
,

是与乙烯或其他胁迫响应有

关的基因
,

其中有 个基因在有或无 诱导

的离体组织中的表达不同
。

表明
。

诱导了芥

菜离体细胞中与再生有关基因的表达
。

农杆菌介导的芸蔓属植物 ’

转化

建立在组织培养技术基础二的农杆菌介导转化

法
,

虽然在多种植物转基因研究中取得了一定进展
,

但仍存在较多问题 转化体的再生能力和转化效率

有较强的基因型依赖性 可再生细胞和转化感受态

细胞部位不一致而产生
“

逃逸体
” 、 “

嵌合体
”

外植体

被农杆菌侵染后产生过敏性反应
,

导致感染部位褐

化和坏死等 外植体细胞脱分化和再分化中产生的

体细胞变异
,

以及转基因植株的育性降低或丧失等
。

因此
,

寻求不依赖于组织培养的
、

经济可行的转化方

法
,

是许多从事基因工程研究人员共同追求的 目标
。

等
『 ’‘,

发明了 。 转化法 整体转

化或原位转化
,

即在活体上 叨洲 转化外源基

因
。

其方法是
,

将拟南芥生成的初生花序打掉以促进

次生花序发生
,

用根癌农杆菌通过真空渗人拟南芥

花警
,

几天后重新用农杆菌在真空下浸泡
,

使之后的

花正常发育结实 每枝经过处理的植株可 以获得

的转基因种子
。

等
’‘

简化了浸染方法
,

用表面活性物质 使转化效率略有提高
。

等
’习用农杆菌液浸染拟南芥花序

代替了真空浸染
,

获得了与真空浸染 方法

相当的转化效率
。

由于 动 方法避开了植物组

织培养
,

简化了转化程序
,

减少了再生过程中细胞的

突变
,

同时降低了对宿主植物的依赖性
,

因而被广泛

应用于拟南芥研究中
。

油菜等芸蔓属植物与拟南芥

同属十字花科
,

因此人们期望用 方法进行

油菜等芸蔓属植 物 的转化
。

等 〕在 白菜
‘
一

。 , ,

金万梅等江
‘ 〕在芥菜 召 ,

,

等象
’‘〕在甘蓝型油菜中分别应用 动 方法均获

得了转基因后代 徐光硕等纽
‘ 〕应用 动 方法分

别将含有
, 一

和 基因的质粒
、

和 导入不同甘蓝型油菜品种中
,

平均转化效率达 左右
,

各甘蓝型油菜品种间的

转化效率无明显差异
。

因此
,

方法 以其方

便
、

快速且无须组织培养等显著特点
,

在油菜转基因

研究中正在受到关注
,

并已经初步应用
。

应用基因工程改良油菜等芸蔓属植

物的性状

自 年 等首次利用农杆菌介导法获

得转基因油菜以来
,

油菜转基因研究与开发 已在油

菜多个性状改良上取得了突破性进展 表
。

抗除

草剂和雄性不育转基因油菜已有多个品种大规模投

入商业生产
,

且 已选育出抗虫和品质改良转基因油

菜品种
。

由于抗病
、

抗盐机制的复杂性和多基因控

制
,

油菜抗病原真菌和细菌病害及抗盐转基因研究

仍处于探索阶段
。

存在问题及展望

农杆菌介导法是油菜等芸蔓属作物基因转化的

主要方式
,

其转化体系虽渐成熟
,

但转化效率仍然不

高
,

且具有强烈的基因型依赖性
。

特别是对当前生产

上应用的主栽品种
,

尚未建立稳定高效的遗传转化

程序
。

利用组织化学和分子生物学等多种手段探索

农杆菌与植物细胞互作
,

以及植物转化细胞再生的

分子机制
,

研究农杆菌侵染和转化具有较强再生能

力的植物细胞 或转化细胞实现再生
,

以便从根本上

提高油菜的转化效率
。

目前
,

油菜转化主要以器官发

生方式产生不定芽而实现再生
。

由于转化细胞与再



西北农 林科技 大学学报 ’ 然 科学版 第 卷

生细 胞 有 可能 不 一 致

,

因 而容 易 产 生嵌 合 体 的转 化 多 技术 问 题需 要 解 决

,

如

,

筛选 对 油菜 花 序敏 感 的 农

植株

,

自交 几代 后

,

外 源 基因 可 能消 失

。

如 何 使转 化 杆 菌 菌株

,

确 定 油 菜花 序 整 体转 化 的 最 佳发 育 时 期

细胞 以 体 胚发 生 再 生方 式 实 现再 生

,

对 油 菜 高效 转 和 侵 染方 法

,

优 化 转化 籽 粒 的筛 选 方 法 以及 转 化 体

化体 系 的建 立 也是 非 常 重要 的

。

不 依 赖于 植 物组 织 大 田 移栽 等

。

如 果 ,,

“

转 化 法能 够 有效 地 应用

培 养技 术 的 勿
“

转 化 方 法 已经 被 广 泛应 用 于 于 油菜
,

必 将 使 油菜 转 基因 的 方法 得 到简 化
,

从 而加

拟南 芥 植物
,

但 该 方 法若 要 应用 于 油菜 转 化
,

还有 许 速 基因 工 程技 术 在 油菜 改 良中 应 用的 进 程
。

表 应 用基因 工程改 良芸, 属 植物性 状的研 究概况
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