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电场法介导植物基因的直接转移

? 张 认 谦

(兰州大学坐物系细胞研究室)

植物基因工程 的目的 是 将外 源基 因或

DNA 片段日!入植物细胞， 使之发生持化， ‘ 获
得具有各种优良特性和抗性的裁型植物。达此

目标的方法主要是以载体为媒介的基因转移却

直接基因转移。

农杆菌的 Ti 质粒和 Ri 质控以及植物句毒

被认为是目前较为理想的载体: ， 付 j:f二取得 了了一些

进展[1]。但j豆些载体均具有→寇的寄生Wl国，

其中最有希望的 Ti 废粒 hl因恨癌农忏菌的寄

主范围曲限制 ， 而本铠应用于与人类关系密切

的禾谷类!植物， 病毒的寄主范围则更狭窄。 相

反￥直接基因转移法不需要生物载体，可普遍

应用于每一种植物， 因而在近几年得到了较快

的发展" 主要有化学诱导法 (PEG、 高 钙 高

p坏，或多聚 鸟氨酸处理 〉和物理法 n在微注射

法L 激光法 、 电场法 )等。 本文主妥刘近几年迅
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速发展起来的电场法介导的基回直接转移你_Lf

概述。 . -1 I v'l 

川!IOC)f飞'~

…、方法简介

电场法 (electropora tion, 译名有{电操作、

电激 、 电脉冲刺激、电场转移t基因洁、电扬法

等)是通过电脉冲处理将外源基因导λ 细胞的

方法。它的基本原理是z 夕h鼎的高电压短脉冲

可以改变细胞质膜的结构，使i膜t"生可逆性的

孔隙或"孔洞"， 从而增加了膜对一定大小『的分1

子 (包括 DNA )的通透性， -' 创造了外源物质进俨

入细胞的通路。 它起初用于将外源 DNA 转入

哺乳动物的培养细胞，后柬被l用1于诱导植拗原

生质体的融合， 现在已被用来将'RN ;'\ 、 D~A

及病毒引λ植物原生质J休，使旦发生转化。

电叹!泣的主要步骤是H 将制备好闹原生质i

体同基因物质混合后， 加到两们电极i之间的微

室里， 然后在一定的电压下桂行短时收u ~四ec

msec ) 的交流或直流电脉冲 ， .处理盾的原生质体

转到培养基中进行正常培养， 选择转化体并进

行分析。用于电脉冲的仪器开始主要是自制(电1.

泳仪改建〉的，现在已有南业 化仪器供使用 b I j 

最近 Hibi 等人 (2 ) 构 1建工一个具流协装置

的电操作仪 (Continous flow ,electl\o• manipU7 

lato时， 它由样品室、装有电极的流动处理l室ιν

细胞收集室、 蠕动泵、脉j白先生器等构愤~!I由'1

于可以连续操作，因此莉进行大量的原生质体

融合或转染处理。他们用此装i置!进;"fj! 7i咱月廖"

卡、烟草 、 虹豆的原生质体融;合与TM;V:-;;~NA

(烟草花叶病毒 RNA)的转挠， 结果表明每分

钟可处理 1 06 个原生质体， 2时H4üï

ml 的原生质体悬浮液，其融右率为 -1 0% ，转染

率为 95% ， 这样在 ] 分钟内就可得到 19咐惧、

核体或 106 个被转染的原生质体d 效率之高使

其j也方法望尘莫及。

二、 电场诱导的 DNA 转移

通过电脉冲将外源‘DN统号 I入植物原生质
休始于 1985 年 ， 首先在烟草、胡萝 |、手阪E米

原生质体中取得了初步结果[ 3 J。将胡萝 卡原生

质体?与质粒IpCaMVCAT 或 pNOSCAT (1 0 μgj 

ml)酌，台后进行电脉冲处理(200 V、 1 00 msec) , 

然后在不同的培养时间里检测转移的标记基因

的瞬时表边。 实验表明， 在处理后的 3 """"'96' 

小时内均可测到U CAT(氯霉素乙酷转移酶)的

活性， 24-48 小时活性最高。 用同样 方诠转

化烟草和玉米原生质体，也检测到了转移基因

的瞬时表达。

BekkaoUi'等J 4J 用电场法将 pBI22 1 和 pC~'

aMVCN 弓 |入了木本植物白云杉原生质体中 ， 并

分析了外。源基因 CAT 和 B-GUS ( 自一葡萄糖昔

酶)在原生质体中的瞬时表达。 通过电场法使》

荧光素酶(lticiferase)基因在玉米原生质 体中也

得到了清达I 5 1 。 '

电:l:Jj跑不1仅可用于研究单 J 双子叶植物原

生质体中基因的转移和瞬时表达，还可产生稳

定的转化体b

Langridge 等18! 将胡，萝 |、原生质体与 Ti 质

粒ìPTiC 5'8 { 1，0 μg/ml)混合， 并加只-小牛胸腺

DNA(cDNA , 50 吨/ml ) ， 在 40 V 下进行 6 个

电脉冲， " 以渤萦f自主性选择传化细 胞。 45 天

后得到了转化胚，这些胆发育成为畸形瘤， 能

给1{.七有限的根部口 苗， "瘤中有 1因脂~成 ( nopa Iine)

的合成。 用标记『的，pTiC 58 ，的 T一DNA 作为探

针选仔的分手杂交证明.， T-DNA 整合到了转

化细胞附 DNA 中， 转化率为 1. 6X I0 2 转化体

/10~ 体细胞'胚)!Îgp~iC 58 DNA。 实验还表明 ，

电场处理不影响胡萝卡原生质体形成胚和再生

植株的能力。

. Fromm 等 [ 7 ] ， 用玉米原生质体做了进一步

雨交在了他们政来自带应早 TT\ " 陆道主壁
· 酸转移E尊基因 (NPT一 直)与花椰 菜花 叶 病 毒

(CaMV)的. 35 S 启动子组成的嵌合基因作为标

记基因 ;1 '与脑脂碱合j茹酶基因等一起构成复合

载炜、κaMí可{NEO， ý通过电脉冲引入玉米原生

质，体占 在含卡那霉素 的 培养基上选择转化细

胞。 结操队处理的 2 不.1 06 个原生质体。中得到

了l ~6] 个抗卡那霉素的愈伤组织。对这些愈伤
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组织进行了 NPT- lI 活性分析和 ，DNA柑号~ tlj勤j

分析，表明在处理店 24 胁时就J呵相原3生质体、中

测到1 NPT- ]l 的活性 ，抗性愈仿组织的 D'N'A ! Iijnr, 

有 1 k!b 的 NPT- lI 基因 j吁 iTL 在检.削l阳也叶飞转、

化体中，每 i、王f1 倍体盐'因主tl'm含有'1 ~ 5.'个拷』

贝的 CaMVNEO，这说明 pCalMVNEO 'm页 )协角

已整合主1] 了玉米细胞的染色体中户转移基因2在

玉米细胞中得到了表达电 1 .I r l ,1" r'￥、，\

Rhoωde臼s [刊川8叫]及其 !罔司事 们用 j股页粒~pDP 23 
pMR 1川( 均含有 NP盯T-一 lI ' 基基I因因因因i和丰和口 C臼aM:司陌5问i咯咄3甜5 8可瑭言功

子)转化来自 J玉{米胚 i性生悬浮细皑的hE原;丑{坐‘愤质体 f结呻

合斗孟看虽雪.护拮养J技支才术飞得至型到IJ了 3刊g 棵基i哇咽应因l 转 ，{陀伫的再生、

植4树林斗米tL。t 对抗性王愈忠~、 f伤妇组织 、 再J生植梢、的酶活性t分'

析以及 DNA 杂交实验证 tj):jt." 夕卡源基 因塾合到'

了植物的基因组中， 每个基因组堕估计有少予「

5 小拷贝的 NPT- lI 基因。 ' 达些转化植株自均生

快发育到成熟，但花粉败育L ， 他们认为应肿l可

育性可能与细胞系本身培养已超过两佯，;有哎o

电场法的另一个重大突破是将wrl1泉毡因导

入了水稻:原生质体中 ， 得到τ基因转化附加军奋
再生植株La] 。 a · 1 骂飞 , d. r) J t1U 

，[除玉米 、 水稻外， 1重禾4K'润 的在他植物rt，þJ-~

也进行了电场法价导的基因直接转移的研知γ1

日orn 等[10] 用电场法和 PEG 法 将质粒 pGlll、-

709 引入普通甲粤菜 (o)"ch祉d igl1l;l&，S)原也质体 ，湾问

果经两种方法均将到了抗Hygromycin~ 的胚性?

愈伤组织， 并再生了 90 棵形态 j.&'常的转化「植 l

株 ， 经分析证明 ， 夕外←闷#源京基，因因\'APH1tV 基础 〈告练支 飞

糖昔磷酸转转-移酶J基主因〉确巳整合到了植

色体中 ， 他们没有比较两种方法 的怜他埠。 ;

发主11'， 电j纠去处理的原生质、体，， 1 甲~ (;;A:r 渡性;可

子 PEG 处理的。 ，口‘. ''Ì (! .1,:)) 

。ueæche 等 [1 2 ] 通过电脉' ì中将惯:粒 pABDI .r

5 1人油菜原韭质体， }}J丛注A、" 4 、x 1 0俨吼斗句嚼军

得到了 2剖1 个抗卡另那Is每素.的克，1隆哇 手和和|口1两棵 l表犁正壶， 1

茸常if.的转化柏才扣树株株乡升珠朱~卡{己-己 X茨对对飞才才J'其 中的一棵(伊Pg 20)， 进行王丑j血1; ; 

印迹王分J~析J汗;土与J后代遗 f传专特征 的 汾析， . ì 证明在

PG 汩的基因组t.P存在若 páBDI' 顺序 与 ;二整

的 NPT一 直嵌台基因 ， 从强度 'I 'f 知为 1 COPy/ 

geneome。 后代分析表明， 卡刀1\每 ::-L 1/C t1 ~ ('1:: 
1. ‘.. • 

为一. /卡显性的直德尔遗传特征传 t，'r [ ),-;. ,[ \.:。来

自 EG 2 ，0'， 的原生质休克1管时卡到1莓京的 3元 1尘 tl;

对用高 100 倍，: b ~' 他们指出， 在油菜的!反!l:)贸体

转缸中，通过农杆菌的得到的是农且不正常、

可商1尘下降的转化植株z 用显微注射法将 Ti

质粒v注λ原、生质体或础 CMV 直接转化原生质

体" 、均未得到再生?植株。而电场法介导的基因

转移成功地再坐了最型正常、 可育的再生植

株， 这耳ffr是作物改进所需要的。

r ~ l' 此外， 、 用 pHP 2,3 4专化甜菜j展生Jvl休 ， 也 '

得主~了稳定转化的愈伤组织[ 1 3J 。 国

在电场法中， 最重要的影响|旦去;是 i也 l 正与

脉}冲 fl ij:阅。 Bates 等 ( 1 ~] 刘胡 I罗|、原生质{水平11炯

草原生飞质体访日IJ 进行 了低也压长脉冲与同电压

挝脉冲的处理。当‘胡萝 卡原生质体与 pCaMVC

Nr-f在 250 :Vjcrh 下进行 8一50 . msec 的单脉 ìl.!l

n ，:l'~ CA'f 活 Hl:一直，很低， 在 750 V /cm 下单脉崎

ìlJI ρ 8 msec i1才 CAT i剧创业达到I了挝 l函 ， 1i.J.lr:íj IH

也拌随着原生质体生活力的下降。他们认为 ，

也许!在低电压长脉冲下原生肢体形成的肢 :fL

大沪 i [约而使坐活方下~等A 用商v也 )1二 但i M, ì111‘ 

(2β0'0 '\{ýcm"'l' ， 250 1 . 仙sec)处理'烟草原生肢体:与

pI\10Nt20 0 的混合物1， 白"~IJ ，~[抗卡那莓剖18，愈

'臼组组和~53 棵再生植帐。DN A 顺序分析表明 ，

质啦~DNA 整合'到'~烟草细胞盐因兰li巾，整合

是、随机的i)'l 寻寻化体中;自各种类型的整 ff，年O!:i

F宜、 .QNA 的重排，也有多个J考奥1'1;; 月E植 DNA、。

端共多巧宵F 对'1圳、表型jL '!;n"的转化值

株的后代吩析表明， 古亢i尘我也型的遗传遵守孟德

尔汹nlj1， 1 鸟， ,1 

斗 !在电)玉与!除 ìl书时 r~IJ 外: ， 1京韭质体的大小、

培养基组介、 外源 DNA 的形式与浓度对转 i七
结果也有影响 [4 ， 1 3 ， 14 ， 1 8 ， 20] 。

γl 、 乓、 RN冬与病毒的转移

l 电脉冲i诱号的 RNA 与病#转移的，三体系
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t?c (J :.I r: !l 1 J(J _ 质体。 RNA 主要来自 CMV 与

TM飞 机如果的浏定于段元兔!拉:提光怯。
Okada 事[1 51将烟 î~ ," .v.i n.C.~ i ;l:;q啊。的原战

质体 1] CMV-RNr\.戎 l1MV-RNA -，坠 ;(:!: 0 OC 

下3tt 行交出电脉7咐:埠'( ibot fjJi ji d则，
培养 24 ，小时后进行恻)定 ，， 1 结果有 80% 的烟草

培养细胞的原 斤1质 体被 TMV-RNA 挠 CMV

RNA 侵染，. 4 似的'用白[' r均比生崩Zi被 TMV
-RNA 侵班 ， 65%的 Vincu rosea 培养 细胞的

原传民休被 TMV-RNA 侵染i J飞， 'L) 

Nishiguchi 等 [ 1 ß 1 阻盲流Utti1 点理; 也
可使 4 6% 的烟草原生质体被.CMV-RNA.侵染 ，

51%的原生质体被 TMV-RNA-侵梁。 飞条件是=
t 尸 !1 f' fV i U1 切

5二10kVj cm 的场强 ， 90μsec 腆冲， 1川Oμ陆gjm削nl 1址l 

的 ‘RNA，气\. ， 原生质体悬j浮孚于于' 1协0.5如1M脏j 毒#带才:jr' 露醇中。

{但旦时币在:币莉扣扣问阳阳]刊忏{f川、}陈|

体， 如果延长脉 ìlll 时 间 (0. 67kV fcm , 100 msec) , 

就可使 80-90%的原生质体被病Y莓颗粒侵

染 [ 17] 。 这表明电脉JT造成功联:同足i以便 TMV

颗机(300 x 18 nm ) 进入原生质{朵。

对水稻原生质J体!险。进行了 电i转'染的研

究 [1 8 ]。将 T血YRNA料MV一时A :与水稻J~
!I气 J页休1月合后进行 也 )H~ ì巾， 在最适条件 下

(1 250 V jcm ) ， ‘ 有 65% 的原生质体哥被 CMV

RNA 但= !~~ ~ 1，且不能被 TMV-RNA ~宴'染。如果
，.何11 . j 10 .. 

将两种 RNA 与水稻原生质体起处骋， 则可

使 15% 的)京生质体被 τMV哺.NA， l传染，同时

这11 t: J川二所休也被 Chfv7RNA 续到飞 CMY 在
月v仨质体巾τr f与手足复制 ， 而î TMV 则 需要手E

CMγ 的帮助下才=能复制。' 此实'验接明水稻原

生质体也是 CMV {137个莞、主系统， ' 这 在!?人前
还不被人们所知。吾来，电场j去也可用来进行

病毒在2俗 、 夕l、源慕因表起的英剧!研究J I 
、., 

飞

四、电融合

才在物FjfλF}页体的融合可产片对科:与不对称

的体细胞杂种和胞质杂种， 在基因转移方面具

有-íJ:: 的潜力。 近年来，用电场?去诱导原生质

体融合也取得了很大进展。

叶飞 Zim!DeFma智ln[19.] 从双向电泳收集细胞的现

象中得到启示， 采用两个电剌激过程来诱导原

型惯称、剧色飞 首·先用交流 电进行双向电泳，使

原生1质体在:电极间最密接触排歹Ij成珠链 ， 喂♀后

给以 i部电压直流1号脉冲 ， 但!互相接触的膜瞬间

1被击，破:随着质院结核川台迅速恢复 ， 原生质体

;r司形戒嵌合院而克成融合。

" ~empe4aar( '210] 用大麦 、 小麦 、 芦花烟 草 、

:花叶，曼陀罗if 蚕豆 " t白菜等的I寄:王i二质体进行了

电融合实验\， 结果表明， 来 自不同种、 不同组

铲J的原如质仲在电场中均可高频卒的融合，融

告J产物的l吐气衍且不受电场处理的黑响，异核体

经，墙养<iÜJ分棋彬成克隆。 \ I 

, ，'jI SP袖genbë'rg [2 1] 将来自油菜原生质体的核

与胞质休同完整的原生质体一起进行不同组合

的电融合，;'丁子门各种融、丢产物， 有细胞重组
的t核一胞质梢。而 ， 攒转移的(核一原生质体) 、 细

胞器转移的(胞质体一原生质体)， 各种产物!经

培者都形戒了愈伤组织。

永稻原生质体与野生种原 生质 体用 PEG

法不能诱 导融合， 而用电融合却得到了水稻句

4 个野生手中 (0. officinaUs, 0 eichingeri , 
o brachyanthα， 0 perrieri) 分别融 合后所产

榈义

生的 163 块愈伤组织和 250 棵杂种植树;。通过

核型、响工酶及形态特征的分析证实了它们的

杂利性现 培 技得tÚ'Í了水稻与. 0 eicl'!}ng~ri 杂种

植桥的后代， 另外两种杂种植株 (水稻 +0.

Of}品问兑水码片 o 阳阳仰rr仰r
力的d在 ;栋剧陈剧[巧3T沪2叫] ~.\ &U扒.寸1 

Yang 等 [ 23] 将水稻雄性不育系 的飞原 生质
,) \可 υ^') .• lrir(v~ ! 

体导可育系的原主En贡体进行电融合， 、 得到了 7

个胞质』在种植株，; I Toriyamà[ 24] 从加稻不同品

种的花药愈伤组织的原生质体电融合中得到了

3 :不已在棒、 di个三;主体杂种植株， 其中的二
倍体植株结了种子 ， 其后代的分 肉比同于有性

杂交的杂种。另外， 从水稻与科届 (barnyarg

rass) 的原生质体电融合中也 得到了杂种 植

株(2 5] 。

通过电融合得到杂种植株的还有2 粉兰烟
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草+郎民烟草 、 马铃薯 午 S phurejQ ~ 茄子+

喀西茄、 茄子 +水茄[叫 。 -~ ! 

此外， 还尝试了用电脉冲刺激将 TMVL.

RNA 引入烟草 细胞和对烟草花粉进行电场处

理.的研究[肌叫。

总之，电场法作为基因直接转移法具有简

便、 高效、迅速、 适用广泛的优点二恕管人例

对 电脉冲处理、 对细胞生长和发育的影响还知

之不多 ， 在小麦原生质1体前基因转1移申:只检测

IJIJ 丁很低的 CAT 活性[ ze]，但电场法在王来t_. i

水稻、油菜、 胡萝 卡 等作物上取得的结果坯是

令人鼓舞的。相信随着分子生物学的发展及某·

对电场法生物机制的了解和技术的完善j 必定

会在植物基因的直接转移上取得更大的'进展。

'1,' 

摘 L 要 I 可

本文简述了近几年迅速发展的电杨转移基

因法。 通过一系列实验结果说明该法具有简

便、 高效 、 普遍适用的特点，有可能在悻物的

基因转移上做出贡献。另外还涉及了植物原生

质体的电融合。 ‘" 
飞 1 、，
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