
第 25 卷第 1 期 细胞生物学杂志 29 

参考 文献

[ 1] Nagata 忌 ， 1997 ， Cell ,88(3) :355 - 365. 

[ 2] Green DR. et 乱 ， 1995 ， Nature Reviews Molecular Cell 

Biol鸣y ， 2001 ， 2(12) :917 - 924. 

[ 3] Smyth MJ. et al. , 1995 , lmmunology Trx!ay , 16 (4): 

202-206. 

[ 4] Griffithτ'S. et al. ,1995, ~记。阳 ， 270 : 1189 - 1192. 

[ 5] Stuart PM. et al . , 1997 ,Jounzal of αinical lnvestiga­

tio咽， 99(3) :396 -402. 

[6] Bellgrau D.et al . ,1995 ,Nature ,377:630-632 . 

[ 7] Li XK. et al. , 1998 , Transplanωtion ， 66(11): 1416-

1423. 

[ 8 ] Sw四son KM. et al . , 1998 , Trans，灿ntation ， 65 (2): 

155-160. 

[ 9] Ke B. et al. , 2000 , Transplantation , 69 (8): 1690 -

1694. 

[10] Schmid RA. et al. ， 20∞ ， Transplant lnternational , 13 

曰:白24-328.

[11] SataM . eta上 ， 2001 ， J . lmmunol. ,166:6964-6971. 

[12] Toumeur L. et 址 ， 2001 ， Jounzal of lmmunology , 167 

(3): 1338 - 1346. 

[13] Henry T . et al. ,1996, Science ,273: 109 一 112.

[14] Hahne M. et al. , 1996，街ience ， 274 (5291): 1363 -

1366. 

[15] saas P. et al. , 1997 ,Journal of Ginical lnvestigation , 
99(6) :1173 - 1178. 

[16] Seino K. et al . ,1998 ,J . lmmunol. ,161:4484 - 44部 .

[17] Kh缸A. et al. ,1998 , Cell. Immullol. ,189 :85 - 91. 

[18] Arai H. et al. ， 1997 ，陆ture Med . ,3:843 - 848. 

[19] Kang SM. et al. , 1997 , Nature Medicine ,3 (7): 738-

743 . 

[20] Allison J. et al. ,1997 , Proc. Natl Acad. 臼 . USA ,94 : 

3943 - 3947. 

[21] Takeuchi T . et 乱 ， 1999 ， Journal of lmmuno，问0'， 162

(1) :518 - 522. 

[22] Seino K. et al . , 1997, Nature Medicine , 3 (2 ) : 165-

170. 

[23] B∞nocore S. et al. , 2∞2 ， T ransplantation , 73 ( S1 ) : 

S27-30. 

[24] Shimizu M. et al. , 2ω1 ， Cellular lmmunology , 207 

(1) :41-48. 

[25] Tada Y. et al. ， 2悦， lnternational Journal of Molecu­

!arMedici时，9(3) :281 -285. 

[26] SchaubFj.etal. ， 2∞0 ， Nature Medici肘 ， 6(7):790-

796. 

[27] Chio CC. et al. ， 2∞1 ， British Journal of Canc，矿， 85

(8): 1185 -1192. 

[28] Kurooka M. et al . ， 2∞2 ，CaηC矿 Rωearch ,62(5): 1261 

-1265 . 

[29] David P. et al. ,2000 ,Journal ofαinical lnvestigation , 

105: 1199 一 1208.

[30] Q'Connell j. et al. .2oo1,Nature Med . ,7 :271-274. 

[31] Chen jj . et al. ,1998 , sc由悦， 282:1714 - 1717. 

[32] Fergt皿n TA. et al. ， ( Lippin∞u ， Williams & Wilkins, 
Philadelphia, 2001) , in 也rnt町， s Irnmurω，logic D时岱es

Vol. II(eds Austen ,A. & Cantor ,H. )673 - 676. 

葫芦科作物转基因研究进展

于天祥张明方

(浙江大学园艺系杭州 310029)

葫芦科作物是重要的世界性经济作物，品种丰

富 ，种类繁多，在蔬菜作物中占有极重要位置。 其果

实中含有丰富的碳水化合物、矿物质和抗坏血酸。

葫芦科作物中的西瓜、甜瓜果实中还富含陈化酶，能

帮助分解食物中的蛋白质，深受人们喜爱。 西瓜、甜

瓜均被列入世界十大水果之列，我国的栽培面积和

总产量均占世界的 1/2 左右。 葫芦科作物的遗传改

良被世界各国所重视。 迄今为止，利用转基因技术

已经培育出抗病、抗逆、延迟成熟和高品质的葫芦科

作物品种，本文就转基因葫芦科作物的研究进展及

其发展方向作一简要综述。

一、转基因体系的建立

通过有效的方法将外源基因导人植株是转基因

技术的关键。葫芦科作物的子叶外植体具有高效的

转化再生频率，广泛用于转基因再生体系。常用的

外源基因导人方法主要有农杆菌介导法[J] 、花粉管

通道法[2] 、 DNA 浸胚法[3] 和基因枪法[4] ，其中农杆

E-mail:中- 归@sina . com

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



30 细胞生物学杂志 2003 年

菌介导法是葫芦科作物最常用的基因导人方法。

在葫芦科作物转基因植株的筛选中，新霉素转

磷酸酶(N盯11)基因和ß-葡萄糖昔酸酶(GUS)分别

为常用的选择基因和报告基因，相继用农杆菌介导

法建立了甜瓜[5] 、西瓜[6] 和黄瓜[7] 等的高效转化体

系。萤火虫荧光素可以在光照下发出荧光，将荧光

素酶基因作为报告基因导人植株可对转基因植株进

行监测。 1996 年， Sapountzakis 等[8] 将萤火虫荧光

素酶基因转人黄瓜，代替常规的 GUS基因进行转化

植株的筛选。

二、抗病转基因研究

1.抗病毒转基因研究

葫芦科作物病毒病是世界性的病害，凡种植地

区几乎都有发生，严重影响了葫芦科作物的产量和

品质。常见病害有黄瓜花叶病毒( Cucumber Mosaic 

Virus , CMV) ，西瓜花叶病毒( Watermelon Mosaic 

Virus , WMV) ，南瓜花叶病毒 (Squash Mosaic 机zr­

us ，SqMV) ，西葫芦花叶病毒 (Zucchini Yellω Mo-

. saic Virus , ZYMV) 等。 其中最严重的是 CMV ，

SqMV 和 CMV-2。 他们单独或者混合侵染给葫芦

科作物生产带来严重威胁。 传统的育种方式对抗病

基因的筛选监测非常困难 ， 同时通过常规育种育成

的抗病品种，根据基因对基因假说，病毒又要不断分

化出新的株系，要不断育出新的品种增加对病毒的

抗性;并且常规育种周期长，难度大，获得的性状不

易稳定[9] 。 通过基因工程育种创造新种质为这些问

题的解决提供了一条新的途径，成为葫芦科作物品

种改良的前沿生物技术。目前，人们已将许多种来

自病毒本身的基因导入植物，获得了抗病毒的工程

植物。 如外壳蛋白 ( CP)基因 ，病毒 RNA 基因和病

毒核酸等。

利用病毒本身的一些基因或经过改造的基因导

人植物，可获得抗病毒的转基因植株。最早获得成

功的例子是使用病毒外壳蛋白 (CP)基因[川，又称为

外壳蛋白介导保护(∞at protein-mediated protectin , 

CPMP)。病毒 RNA进行复制要脱去本身的外壳蛋

白，通过导人的 CP 基因在植株内表达，干扰病毒的

正常增殖而达到抗病目的[ 11] 。 将病毒 CP 的 cDNA

片段导人植物基因组成为基因工程产生病毒抗性品

种的常用方法。

1990 年， Slightcxn 等[川将 α1V CP 编码基因导

人黄瓜，转化的黄瓜植株对α机7高抗，并可遗传。导
人病毒α编码基因的黄瓜[乱 13] 、南瓜[4.川8] 、西瓜[4] 、

甜瓜[4 . 队 16]植株，在相应病毒侵染下都表现出不同程

度的抗性。 1995 年，Grorge 等[ω] 将 WMV 和2YMV

的 CP基因整合到一个质粒载体，分别导人南瓜和甜

瓜，转化的南瓜和甜瓜植株对相应的病毒都有抗性，

经济产量显著高于对照。 1995 年， Tri∞，Ii 等[ 17] 获得

了抗2YMV、CMV 和 WMV 三种病毒的南瓜品种;

1997 年， Fuchs 等[却]获得了抗2YMV、αW 和 WMV

三种病毒的甜瓜品种。

导人核酸酶基因可以将人侵的病毒核酸降解，

从而达到抗病毒效果。将核酸酶基因导人植物获得

对病毒抗性的品种为瓜类作物抗病毒基因工程提供

了一条新的选择途径。 1999 年， Huttr町等[21] 分别

将 ZYMV 和 WMV-2 多聚核酶基因导人甜瓜，转化

植株分别对 ZYMV 和 WMV-2 病毒产生高抗性。

大田试验结果表明，抗 WMV-2 甜瓜植株的后代在

大田试验中对 WMV-2 表现为免疫[22] 。

2. 抗真菌转基因研究

西瓜枯萎病是由尖抱镰刀菌西瓜专化型

(Fusarium oxysporm f. sp. ni7.后um (E. f. Smith) 

Synder et Hansen)引起的土传毁灭性病害，世界各

地均有发生。辄瓜适应性广，对西瓜枯萎病免疫。

将辄瓜的 DNA 导人西瓜，有可能获得高抗西瓜枯

萎病或具特异性状的新材料 ， 1997 年，肖光辉等[3]

采用 DNA 浸胚法，将外源辄瓜 DNA 导人西瓜，变

异株的生长势明显增强，主要表现为叶片增大，叶色

加深，叶柄增长，主蔓增长，节间长度增加。 E丑植株

叶部病害较轻，元枯萎病;而对照西瓜叶部病害较

重。

1998 年，Chen-Shaw Chen 等[2]通过花粉管途径

将抗镰刀枯萎病基因导入西瓜。 从南瓜叶子中提取

了对枯萎病抗性的总 DNA，携同花椰菜花叶病毒

CaMV35S启动子与 GUS 基因注射导人西瓜 F1 代

杂种的胚珠，通过人工授粉获得转基因杂种。 转化

植株表现出枯萎病抗性，用 RAPD 分析，检测出和

南瓜相同的特异扩增条带。

几丁质酶(Chitinase)可以有效的保护作物免受

真菌性病害侵染。灰霉病是黄瓜栽培中的主要病

害， 1996 年， Racharjo 等[刀]用农杆菌介导法将水稻

几丁质酶 cDNA(RCα)转人黄瓜。 Northern 杂交

试验表明，rcc2基因可以在黄瓜中正常表达，转化植

株对灰霉病表现出高抗性。 对抗性黄瓜株系进行杂

交试验，在后代中呈现出 3 : 1 的分离比例，表明灰

霉病抗性性状受一对显性基因控制，可以在黄瓜后

代中稳定遗传[别 。
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1999 年， Szwacka 等[剖用农杆菌介导法将甜蛋

白基因 thaumatin II cDNA 导人黄瓜 ，蛋白质杂交

结果表明 ， thaumatin II 可以在黄瓜叶子和果实中

正常转录，霜霉病接种试验结果显示转化黄瓜植株

能够抑制霉菌在植株体内的扩散，对霜霉病表现出
较高的抗性[药]。

三、耐逆境转基因研究

酵母菌 hlaI 基因具有较高的盐抗性，可以在高

浓度 NaCl 下生长。 1992 ，Seηano 等[♂] 用农杆菌介

导法将 hLaI 基因转人甜瓜。 Southem 杂交和

northem 杂交试验结果表明 ， hlaI 基因转入甜瓜基

因组，并能正常转录。在 10g . 1"1 NaCl 培养基下，转

入 hlaI 基因甜瓜在离体培养状态有 15% -20% 的

茎尖端可以正常生根，而未转人对照只有 2%可以

正常生根，导入的 hlaI 基因对 NaCl 产生较高抗性。

转入 hlal 基因的西瓜[却]在离体培养状态也对 NaCl

产生较高抗性。

1993 年， Kodama 等[却]用基因枪法将发根基因

rol 导人黄瓜，由uthem 杂交结果表明 rol 基因整合

到黄瓜的基因组，转化的黄瓜植株生根能力明显增

强，在离体培养状态，不使用激素就可以正常生根 ，

提高了黄瓜逆境生存能力。

细胞膜是冷冻伤害的原初部位，而冷冻低温引

起的氧自由基积累引发膜脂过氧化是导致细胞膜伤

害的主要原因，植物本身也有分解氧自由基的解毒

体系一一抗氧化酶系统，因而植物抗冻力与其对氧

自由基的清除力密切相关[到]0 1994 年， Ohkawa

等[3 1]通过基因枪法将抗坏血酸氧化酶基因导入黄

瓜，GUS监测结果显示抗坏血酸氧化酶基因导人黄

瓜，转化黄瓜植株抗寒能力显著增强。

四、延熟转基因研究

葫芦科作物果实的成熟过程属于呼吸跃变型，

成熟过程快，容易过熟而变质。 目前在用基因转化

技术抑制细胞壁的降解和乙烯的合成以延迟瓜类的

成熟，防止其腐烂方面取得较好的效果，反义mR­

NA技术在抑制乙烯合成，延长果实的储藏和保鲜

研究中取得了成功。用农杆菌将反义 Aα 氧化酶

基因导人植株，表达反义 ACC 氧化酶的西瓜[32] 、甜

瓜[圳等，果皮色素含量、细胞壁降解酶的活性明显

降低，在空气中放置不能正常成熟，不出现呼吸高

峰，只有经过乙烯或丙烯处理才能表现出正常果实

的颜色、风味。

五、品质转基因研究

1.果实特异调控基因工程

外源基因在转化植物中的定向 、高效特异表达，

一直是基因工程研究的热点和难点。 随着分子生物

学研究的深入，利用基因工程手段定向控制果实的

发育、改良果实的品质成为可能。 1997 年， Shetty 
等[34]将烟草发病机理相关基因扩臼的启动子序列

融合 gus 基因导人甜瓜 ， gus 基因在甜瓜果实中正

常表达，并且水杨酸处理可以增强 ρrLa 启动子的表

达。 在环境胁迫条件下或者用水杨酸处理可以利用

户la 启动子序列驱动目的基因在甜瓜果实中特异

表达。 为通过基因工程改良甜瓜食品加工相关的性

状和用甜瓜生产食品工业相关的特异蛋白提供了潜

在的可能。

2. 果实甜昧晶质基因工程

目前人们对食品饮料中低热量的甜味剂的要求

不断提高。 甜蛋白是一种高甜度、低热量，又不易为

细菌所利用的特殊蛋白质，并且还是一种味觉增进

剂，因此是一种很有发展前途的食品添加剂，具有很

高的经济价值。

1999 年，Sawacka 等[25]通过农杆菌介导法将甜

蛋白 thaumatin II 基因 cDNA 导入黄瓜，在转化黄

瓜植株的果实中 thaumatin 基因得到表达，并且可

以品尝出甜味。

六、葫芦科作物基因转化的前景

转基因作物存在着潜在的安全性问题。 抗病毒

转基因植物的风险来源于病毒的基因与侵染转基因

植物的另一病毒基因组可能相互作用，主要包括重

组、异源包壳和协生作用[35] 。 转基因植物还存在着

食品安全性问题，包括毒性、过敏性以及抗生素标记

的安全性等问题。 2001 年， R臼d-J 等[36] 用甘露糖，

6磷酸异构酶(PMI)基因取代常规的 nptII 作为一

种有效的选择标记。 PMI 可以促进果糖-6-磷酸和

甘露糖-6-磷酸的可逆转换。不含有这种酶的植物

细胞在用甘露糖作为碳源的培养基上不能生存。 表

达的 PMI 蛋白可以完全为哺育动物的胃液和肠液

消化，完全没有毒性。 PMI 作为一种新型的选择标

记，在瓜类的基因转化中将有广泛的应用前景。

抗病毒基因工程在植物基因工程中一枝独秀，

其应用前景十分引人瞩目。运用 CPMP 策略成功

得到不同程度的抗病毒葫芦科作物品种，但是随着

本领域研究的深入，多项数据表明，转基因植物的抗
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性主要取决于 RNA 的表达程度，而不是 CP 基因在

植物体内的积累[37.38) 0 CP 高表达的植株并不一定

对该病毒高抗，但是 CP低表达的植株一定低抗[37] ，

RNA介导的保护而非 CPl\伊的机理更有说服力。

与 CPMP相比 ， RNA介导的抗性具有高抗或免疫、

抗病持久和生物安全性高的特点[11] ，而在葫芦科作

物中却鲜见报道。 RNA介导的抗性作为一种新的

抗病策略，具有潜在的应用价值。葫芦科作物枯萎

病是一种毁灭性的病害，而相应的抗源却非常稀少，

在生产上造成了巨大的经济损失。通过基因工程产

生抗枯萎病的品种将成为今后葫芦科作物转基因研

究的热点。

葫芦科作物的基因转化研究与生产正在蓬勃发

展， 1994 年，美国转基因抗病南瓜通过了农业部食

品安全性检验[别;同年日本的一个转 CMV-CP 的
甜瓜通过了日本农林部和渔业部的安全性检验闸 ，

并用于商业化生产。随着转基因技术的深入发展和

转基因植物的安全性进一步得到保障，葫芦科作物

基因转化工作必将得到飞速的发展。
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