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道筛选了丙型肝炎病毒核心蛋白 [ 17 )和炭瘟芽抱[ 18 )

等的适体。 我们目前也正致力于筛选能特异识别网

织红细胞的 DNA 适体，并拟将其以荧光标记后代

替抗 CD71 荧光抗体，用于网织红细胞的流式细胞

术检测相关研究。 从适体所具的优越性能，可以预

见适体完全可能代替抗体或与抗体互为补充地应用

于流式细胞术检测，适体筛选和适体在流式细胞术

检测中的应用研究是很有价值的研究方向。
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十字花科作物转基因研究进展 祷

李春)1顶 陈利萍H 张明方

(浙江大学园艺系杭州 310029) 

摘 要从转化受体、转化方法、转化频率、外源基因等方面对十字花科转基因研究进展进行

了综述。 并提出了当今十字花科转基因研究存在的问题。

十字花科( Crucij甘αce)植物包括许多重要的蔬

菜、花卉、油料和饲料等作物，在人民生活及农业生

产中有着重要的作用。 培育十字花科作物的优良品

种，满足社会生产和生活等各方面的需要，具有重大

的理论和实践意义。 迄今为止，利用常规育种技术

来改良十字花科作物品种虽然取得了一定的成

功[l] ，但同时还存在着选育年限过长、远缘杂交不

亲和以及有用亲本材料缺乏等问题，从而导致理想

品种选育困难。 植物转基因技术的兴起，为十字花

科作物品种的改良和培育提供了一条新途径。它作

为当代高效的育种辅助手段，解决了一些常规育种

难以解决的问题，并取得了一定的成效。 自 1985 年

仇ms[2 )获得了第一例十字花科转基因作物一一甘

蓝型油菜以来，十字花科植物转基因的研究引起了

世界上包括中国在内的很多国家的科学家的关注。

目前，利用十字花科植物的不同转化受体，通过直接

转化或间接转化等不同方式，已经得到了拟南芥、甘

蓝型油菜、花椰菜、大白菜、甘蓝、羽衣甘蓝、芜菁等

转基因植物。 同时，在转化受体、转化方法、不同外

源基因的导人以及转基因植物获得等方法研究上也

取得了重大进展。 现在已经获得的十字花科作物的

抗病、抗虫、高产优质等材料有几十余份，有的已经

进入田间试验。

本文将从以下几个方面对十字花科植物转基因

技术的研究进行简要综述，并对存在的问题及前景

进行讨论。

一、十字花科植物转基因研究进展

1.转化受体

幡基金项目 :浙江省自然科学基金(编号 :302340)和省

科技厅项目(编号 :2003C32038)资助。
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良好的植物受体系统的建立是成功实现基因转

化的首要条件之一。 良好的受体必须具有高效稳定

的再生能力、较高的遗传稳定性和稳定的外植体来

源，并且要具备对选择性抗生素敏感、对农杆菌或其

他转化方式敏感等特性。 十字花科植物的转化受体

主要是直接取自植物的组织块，包括元菌的下胚
轴[3 - 8 ] 、子叶柄[9 .10 ] 、子叶[ 11.12 ] 、根 [ 13 - 15 ] 、叶 [ 15 ] 等;

也有人以花茎[ 5 ] 、花药[ 16 ] 、小抱子[ 17-19 ] 、花梗[20 ]等

花器官组织作为转化受体。 下胚轴、子叶柄、子叶、

叶、根等具有再生能力强、取材方便、转化简便、快捷

等优点，曾被广泛利用。 然而，由于这些外植体是多

细胞结构，容易得到嵌合植株。 因此，人们开始采用

原生质体进行基因转化。 原生质体为单细胞结构，

作为基因转化的受体具有独特的优点[21 ] 。 现已从
拟南芥[22 ] 、甘蓝[比23 ] 、花椰菜[ 14.24 ] 、青花菜[25 ] 、芜

菁[26 ] 、甘蓝型油菜[26 ] 等的原生质体获得转基因植

株。 但是，由于原生质体再生体系的建立比较困难，

再生频率较低，它的应用也因此而受到了一定的限

制。 为了避免组织、器官再生体系建立的困难，人们

提出了用种子、完整植株等作为转化受体。 实验结

果表明，种子或完整植株也可以作为转化受体而获

得转基因植株，但转化频率非常低，并且需要大量的

种子或完整植株。 但是，该方法具有获得转基因植

株时间短、方法简单、成本低等优点。 然而不管是利

用植物的组织、器官和细胞，还是利用种子或完整植

株进行基因转化，得到的皆为二倍体植株，后代会发

生分离。 而利用单倍体的小抱子为外植体进行基因

转化，就可以获得纯合后代。 现已从大白菜、甘蓝型

油菜[ 17 . 18] 、芜菁[19] 等的小子包子获得转化植株或愈

伤组织。

2. 转化方法

基因导人植株的方法有载体介导基因转化法、

DNA直接导人法、种质系统介导基因转化法等。

(1)载体介导转化法 载体介导转化又称间

接转化法，该方法主要是利用农杆菌(根癌农杆菌和

发根农杆菌)作为介体进行转化。 由于十字花科植

物是农杆菌良好的宿主，所以，利用农杆菌作为十字

花科转化载体具有内在的优势。 载体介导基因转化

法作为最常用的基因转化方法，其转化受体广泛，转

化技术较成熟，尤其在十字花科植物上己取得很大

成功。 例如， 1997 年 Christ町等[27 ] 以甘蓝、花椰菜

等的子叶、叶柄为外植体，通过与根癌农杆菌共培养

进行乙烯形成酶反义基因的转化，最高转化频率可

达 15% 0 Cao 等[28 ] 以开花的小白菜完整植株为外

植体，利用根癌农杆菌真空渗透法进行 B缸基因的

转化，也得到了转化株，虽然转化率很低，但转化周

期短，成本低。

利用农杆菌进行基因转化，在十字花科不同的

作物间的转化效果是有很大的差异的，如 Pudde

phat[29 ]利用发根农杆菌转化系统对青花菜和花椰

菜进行遗传转化，结果发现花椰菜和青花菜的转化

能力有明显差异，花椰菜的转化频率达 27% ，而青

花菜只有 2.2% 。 此实验中，他们在悬浮培养发根

农杆菌的培养基中加人 2 ， 4-D 来提高毛根的出现

水平，并利用毛根为选择标记进行转化植株的筛选，

取代了标记基因的应用。 这是一种较新的方法。 但

它的广泛应用还有待于进一步研究。

现通过载体介导转化得到的十字花科蔬菜主要
有:拟南芥[ 2.且 14.22 ] 、菜毫[ 3 ] 、芥菜[ 5 ] 、甘蓝 [ 5 . 1 6] 、大

白菜[7.8.11.27 ] 、青花莱[ 9 . 16 ] 、甘蓝型油菜[ 12. 19 ] 、花椰

菜[ 16.27 ] 、羽衣甘蓝[ 16 ] 、芜菁甘蓝[30 ] 等 。 从这些研

究结果来看，农杆菌侵染外植体后，会大大降低外植

体的分化能力，从而影响了转化频率。 因此，人们又

希望通过直接转化的方法来获得转基因植株。

(2) DNA 直接导入转化 DNA 直接导人转

化就是不依赖农杆菌载体和其他生物媒体，将特殊

处理的裸露 DNA 直接导人植物体或离体组织、细

胞，实现基因转化的技术，也被称为元载体介导

DNA转化。 常用的 DNA直接转化的方法，根据其

原理可分为化学法和物理法两大类。 主要包括显微

注射法[ 18 ] 、基因 枪 法[ 19.31 ] 、 PEG (聚乙 二 醇)

法[22.23.30 ] 、激光穿刺法[32 ] 、电击法[26 ] 、脂质体法[33 ]

等 。 如 :1998 年， Fukuoka[ 32 ] 等利用基因枪技术对

甘蓝型油菜小子包子进行基因转化，当基因枪粒子重

150周， 穿透距离 6cm ， 轰击压力为 900 - 1300Psi 

时，取得了较好的转化效果。 但在其他作物上利用

基因枪法进行基因转化，总的来说转化率不高，遗传

稳定性差。 1991 年， Arundhati [ 23 ] 等利用 PEG 介导

法，以甘蓝下胚轴原生质体为外植体直接吸收含有

目的基因的质粒 DNA 获得转化株，结果原生质体

分化频率达 80 % ，转化频率达 33 % 0 Elizabeth[18] 

等利用微注射法把含有 目的基因的 DNA导人了甘

蓝型油菜的小子包子，发现虽然拷贝数较低(1 -20)但

仍得到了转化株。 Chen[ 19 ]等综合利用了基因枪和

DNA直接吸收的方法，先用基因枪向外植体中打入

DNA，再将外植体放人 DNA 溶液中进行直接吸收，

向油菜小抱子发育的胚胎的下胚轴导人外源 DNA。

结果该方法大大提高了转化频率，并获得了纯合的
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转化株。 Rouan[26]等利用电击法以芫菁、油菜的叶

肉、下胚轴以及子叶为外植体，也得到了转化株。 此

外，还有一些十字花科作物也通过直接转化法获得
转化株[ 10.24 .26] 。

与载体介导转化相比，本方法具有技术要求简

单、时间短、易得到转化体等多方面的优点。 目前，

上述几种 DNA直接导人的方法在十字花科植物上

都有成功的报道，但也存在转化率不高、后代遗传稳

定性差的问题。

(3) 种质系统介导转化法 种质系统介导基

因转化是借助生物体自身的种质细胞为媒体，特别

是植物的生殖系统的细胞(花粉、卵细胞、子房、幼胚

等)以及细胞的结构来实现转化之目的。 本方法主

要是通过向子房、幼穗及种胚注射外源 DNA 以获

得转基因植株。 种质系统介导基因转化的 DNA 可

以是裸露的，也可以是重组在质粒上的。 该方法不

需建立离体培养体系，更简便易行。 在十字花科作

物上，该方法也有过成功的报道。 1995 年， Lρ0]等
以甘蓝型油菜小抱子为外植体，通过基因枪法进行

基因转化，得到了转化株。 但是，此方法也同样存在

转化效率不高、遗传稳定性差等问题，而且对 DNA

如何通过多层细胞壁的阻碍而到达分生细胞尚缺乏

有力的证据。 此方法目前仍处于研究阶段。

3. 目的基因

随着转基因技术的日益完善和国际市场上转基

因产品的逐步商品化，转化的 目的基因越来越受到

人们的关注。近十年来，基因转化的目的主要有:对

受体植物进行遗传改良，选育抗病、抗虫、高产、优质

等符合育种目标的品种为生产实践服务;研究植物

基因调控机理，以及功能基因，充分发展植物分子遗

传学基础理论;研究元标记转基因技术系统，降低转

基因安全隐患，进一步促进转基因产品的商品化进

程。

从以上的目的出发，迄今为止向植物中导人的

目的基因主要有以下两类:

(1)改良植物遗传特异性的基因 在十字花

科基因转化中应用的改良植物遗传特异性的基因主

要有:抗虫基因 Bt. [3.町.9.20 ] 、 CpTI (虹豆膜蛋白酶

抑制剂)基因[65]; 抗病基因 : CP(外壳蛋白)基

因[10圳、抗菌肤基因[8];抗非生物胁迫基因:Bar(耐

除草剂 )[14.23.却]、AhproTI ( 脯氨酸转运蛋白基

因)[35];改善品质基因 :ACC反义合成酶基因[28 ] 、 乙

烯形成酶反义基因[到]。 另外，还有改变种子内储存

物质成分及含量的基因[5 . 12.16.17] 。以上这些改良

植物遗传特异性的基因都成功地在十字花科作物进

行了转化。 例如 :2001 年 ， ChO[7]等对大白菜下胚轴

进行 Bt. 基因转化，在对 6 个转化株系进行抗虫实

验时发现，其中有 4 个株系抗虫性可达 100% 。朱

常香等[ 10 ] 向甘蓝型油菜转 TuMV-CP 基因，结果对

照接种 20 天后感病，30 天后花叶严重皱缩畸形，而

转化株 45 天后才略有花叶，并且症状不随植株发育

而加重。

(2) 选择标记基因 在十字花科基因转化中

应用的选择标记基因主要有:新霉素磷酸转移酶

(Npt JI)基因(能使受体细胞获得对卡那霉素的抗

性) [11. 14.19.30 ] 、潮霉素磷酸转移酶(hpt) 基因(能使

受体获得对潮霉素的抗性)[36] 、 GUS(自-葡萄糖昔酸
酶) [23 .37]基因以及能使受体具有对双丙氨腾产生抗

性的 Bar 基因 [ 14.23.28] 。 这些选择标记基因的存在

对转基因植株的安全性问题的影响也有待于进一步

研究。

4. 最佳转化系统及最高转化频率

转化频率是评价各种作物转化技术成熟程度的

主要标志之一。 而转化频率的高低又依靠于转化体

系。 高效的再生体系，是转基因成功的前提之一。

由于不同作物的转化受体不同，转化频率也差异很

大，结果重复性差。 因此，在转基因前，人们往往投

入大量的时间来研究作物的高效再生体系。 2000

年 PiUS[ 38 ]经过研究建立了甘蓝以子叶为外植体的

高效转化体系，最高分化频率达 32% ，处于报道中

的中间水平。Arundhati 等[23]建立了甘蓝下胚轴原

生质体的高效再生体系，利用 6 天苗龄的无菌苗下

胚轴原生质体进行培养分化，发现最高分化率达

80% 。 也有人通过向培养基中加入其他利于分化的

物质提高分化频率。 如 :2000 年 ， Henzi 等[37] 向共

培养的培养基中加入了乙酷丁香酣和甘露碱，转化

频率明显提高，并发现加入 50μmollL乙酷丁香酣

和 10molIL 甘露碱时分化效果最好。 同时，作者还

对精氨酸对转化频率的影响进行了研究，结果发现

适当的精氨酸浓度可以提高转化频率 30 - 50 倍。

徐淑平等[39 ] 通过研究不同的激素配比、硝酸银浓

度、卡那霉素、头抱霉素、竣下青霉素处理和感染农

杆菌的浓度以及感染时间对青菜芽分化频率的影

响，建立了最佳的青菜再生体系，青菜无菌苗下胚轴

切段的芽分化频率达 65% ，子叶切块的芽分化率为

52%。但也有人报道乙酷丁香酣对分化的频率的作

用不明显，甚至有反作用。 如今，有些十字花科植物

的最高分化频率已达 100% ，一般都在 80% 以上。
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但是，仍有一些十字花科作物由于再生体系建立的

困难 ，很少有人进行转基因方面的研究，如萝卡等。

5 . 无选择标记基因转化

随着转基因植物环境释放种类增多，规模增大，

转基因植物释放后可能引起的种种问题成为人们关

注的热点。转基因植物释放后，可以通过花粉或种

子将导人的基因从基因修饰植物向非目标植物或杂

草扩散。 转基因植物食品的安全性问题主要包括有

元毒性物质及有无过敏性蛋白 。

食品安全性中的另一个重要问题是标记基因的

安全性评价。选择标记基因(报告基因)的表达产物

易检测，便于研究基因的表达过程，利于筛选转化细

胞、组织乃至植株，并对植物本身元特殊影响。 但

是，有些标记基因(如抗生素抗性基因、抗除草剂基

因等)的安全问题也引起了广泛重视。 近几年来，科

学工作者对无标记转基因技术进行了研究 ，并在一

些植物上取得了成功[40 ， 41 J 。 同时在十字花科植物

也取得了一定的研究进展。 如 :1991 年， Bl∞k[40J等

利用两个不同的农杆菌菌系(同时分别含有 bar 基

因和呼tII ， 印t 标记基因)一起与甘蓝型油菜下胚

轴外植体共培养，进行基因转化，转化效率比两农杆

菌菌系各自侵染明显提高。 但该结果是否与所用的

抗性标记有关有待于进一步研究。 Southern blot

ting 和遗传分析表明有 78% 的转化株的两个不同

T-DNA 整合到了同一个位点上。 1997 年 ， Neve 
等[41 J利用农杆菌 C58 菌系(双重载体，一个含有

呻tII ，一个含有 hpt 基因)与拟南芥叶盘和根进行

共转化。 结果 72% 的转化株中两个 T-DNA 以同

向或不同向连锁。 表明不同细菌的 T-DNA 通常整

合在向一个位点。

在十字花科植物中，元选择标记基因转化系统

的研究仍处于初级阶段，须进一步研究和应用。

二、转基因技术存在的问题

目前，基因转化存在主要存在转化效率低、遗传

稳定性差等问题;同时也存在转基因过程中还无法

预测基因的插入位点或做到基因的定点整合、外源

基因可插入植物基因组的非编码区、结构基因区或

调控区，易引起插人突变等问题，这也是科学家一直

要探索和研究的重要课题之一。 近年来，许多研究

者发现，转基因表达水平不稳定，原因主要是外源基

因插人容易导致基因沉默，表达水平明显下降，这也

成为植物遗传转化技术用于基础研究和应用研究的

严重障碍之一。 除此之外，人们对有可能出现的新

组合、新性状是否会影响人类健康和生物环境还缺

乏全面和清楚的认识，也不能完全精确地预测一个

外源基因在新的遗传背景中所产生的相互作用等问

题。
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基因回眸与展望

崔映宇

(中山大学生命科学学院广州 510275) 

摘 要 回顾基因由萌芽、产生到不断完善的过程，阐述其在不同历史时期的内涵与外延，结

合遗传学的发展谈人们对其认识的不断深化，并联系学科发展前沿和最新研究成果展望其发展趋

势。

基因是遗传学最基本的概念， 1909 年， Johann田1

W. L.首次提出，泛指控制生物性状、又按孟德尔规律

传递的遗传因子。 分子遗传学建立后，又被定义为

"具有特定遗传效应的 DNA片段"。 近一个世纪来，

随着技术进步和研究的深人，基因在内容和形式上不

断完善，尤其是人类基因组计划实施以来，又被赋予

新的内涵。 因此回顾其产生和发展的历史，把握其与

时俱进的脉络，并展望其前景颇有意义。

一、 萌芽

基因的产生和发展离不开生产实践。 19 世纪

中叶，孟德尔(Mendel G.)通过对豌豆杂交长达 8 年

的观察和总结，于 1865 年报告了其结果，翌年发表

了题为"植物杂交实验"的论文，首次提出遗传因子

控制生物性状假说，并揭示其传递规律一一孟德尔

定律[ 1 ] 。 他所指遗传因子，即基因的萌芽。

二、产 生

1900 年， H. de Vires、C. Correns 和 E . Tscher

mak Von 分别在月见草、玉米和豌豆的杂交实验中

证实孟德尔定律，标志着遗传学的诞生。 1906 年，

Bateson W. 正式提出"遗传学"概念。 1909 年， Jo
hannsen W. 用"基因"取代"遗传因子"，提出"基因

型"和"表现型"，强调表现型是基因型和环境相互作

用的结果[2] 。 这表明自"基因"问世起，人们就注意

从事物间的互作和联系来研究它。 此时，"基因"仅

是一个抽象的符号。

三、经典基因概念的确立[3]

基于杂交实验中遗传因子的行为与配子形成和

受精过程中染色体的行为完全平行， 1903 年， Sutton

W . 和Boveri T. 大胆假设，认为遗传因子位于染色

体上，催生了细胞遗传学( cytogenetics) 。

1910 年，Morgan T. H. 等发现控制果蝇白眼突

变性状的 w基因 X 连锁现象，提出"特定基因与特

定染色体上的特定位置相连锁"的观点，即"摩尔根

连锁规律"，证明"基因线性排列在染色体上，并占据

一定位置"，绘制出标示基因在染色体上位置的"染

色体图"，正式建立"染色体遗传理论"，细胞遗传学
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