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植物细胞的转化系统·

俞新大

〈南开大学生物系〉

植物细胞转化系统在体细胞遗传学、 分子

遗传学及遗传工程研究中已有许多应用 ， 然而

植物细胞转化的概念至今尚无严格定义。众所

周知，"转化" (transformation)-词最初是用来

描述细菌系统中 由 外部提供的裸露 DNA 转移

遗传信息的过程。当 D町 等(197 3 )报道细菌基

因通过噬菌体转入植物细胞并且表达时，他们

采用了一个新词"转入" (transgenosis)来说明 其

结果[1 ] 。但是， 这个词的含义和必要性并不完

全清楚。八十年代以来， 在植物细胞遗传操作

实验中仍广泛采用 "转化"一词来描述植物细胞

对于外源遗传物质的摄取、整合及表达的过程。

供体不但是分离的 DNA， 甚至可以是完整的

细菌、 球质体、 质粒、 病毒、 细胞核、 染色体

或用脂质体作载体等等。可见转化的含义已大

大超越了原先的概念。本文就目前植物细胞转

化系统的研究方法、 技术特点及其进展作一论

述。

一、整体和离休组织水平的冠蟆性转化

虽然早期有许多转化研究，但植物细胞转

化现象的真正确立是从冠瘦瘤的研究开始突破

的。七十年代中期，人们弄清了冠瘦转化的实

质是由根癌农杆菌(Agrobacteriurn turne fαciens) 

的诱瘤质粒(tumour-inducing plasmid) 引起的 ，

简称 Ti 质粒。 该质粒 的一个片段 T-DNA 能

插入植物细胞核 DNA 中并共价结合， 由于转

移 DNA 的作用 ， 转化的植物细胞能在无激素

培养基上持续生长， 并合成)类正常植物所没

有的冠瘦碱(opines) 。 由于冠瘦的形成过程包

括遗传信息从细菌转移到植物细胞并且表达，

因此它是一种天然转化系统。

利用农忏菌的 基因转 移能力 ， Murai 等

(1 98 3)用菜豆蛋白基因和脑脂碱合成酶基因启

动子组建的嵌合基因 Ti 质粒农杆菌感 染向日

葵幼苗茎部和离休的茎切段， 结果外源基因能

在植物细胞中整合，并在转化的细胞中检测到

菜豆蛋白 [ 2 ] 。蒋兴部等(1 985)用农杆菌诱发栽培

大豆获得转化的大豆细胞系，并证实 T-DNA能

在大豆细胞系中表达和传递[3] 。 Deak 等 (1986)

用茵宿幼苗茎切段和l农杆菌过夜培养物共培养

三天， 然后在选择性培养基上培养， 结果在 切

断处长出许多绿芽， 产生转化再生植物的频率

较高， 分子杂交表明，外源卡那霉素抗性结构

基因能稳定地转移整合不1]表达[4 ]。根癌农杆菌

也能转化某些单子叶植物， 直接在石刁柏的茎

切段上接种农杆菌可诱导瘤状物， 该组织能在

无激素培养基上生长， 并检测到 T-DNA 和编

码的冠瘦碱[6] 。

许多植物的叶片具有再生植株的能力， 因

此离体叶圆片转化法受到人们的重视。 McCor­

mick 等 (1986)将番茄叶片小块漫入 农杆菌培

养液中，温和振荡，使叶块边缘都被感染。经培

养后产生愈伤组织并分化出大量小 植物， T-

' 周之杭副教搜热情指导， 特此致谢。
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DNA 能以单拷贝或多拷贝插入植物核 DNA

中 ， 并以孟德尔法则传递( 6 )。叶片转化法把转

化、筛边和植株再生等几个步骤综合为一个简

单而有效的过程" 是研究外源基因在植物细胞

中表达的有用工具。

二、原生质体再生细胞和农杆菌共培养转化

共培 养 转化系统 (ω-cultivation) 是由

Marton 等 (1 979)建立的[汀 ，目前已成为植物细

胞转化最常用的方法。先将分离的原生质体在

含有激素的培养基上生长三天， 然后把细胞壁

局部再生的原生质体与农杆菌共培养 32 小时。

植物细胞的生理状态是十分重要的，必须采用

已经开始了细胞壁的合成， 但还未经细胞分裂

的原生质体作为受体。贾敬芬等 (1983)用共培

养方法转化矮牵牛单倍体和二倍体植物原生质

体培养物， 结果单倍体和二倍体的转化率分别

为 9 . 2 和 1 6 . 6(每 10 5 原生质体) ， 植物倍数性

或许对转化有一定的效应( 8 ) 。 用原生质体再生

细胞与带有 Ri 质粒的发根农杆菌 (Agrobαc­

teriunt rhizogenes)共培养也能转化。卫志明等

(1986) 以预培养三天的龙葵叶肉细胞原生质体

为受体 ， 与细菌在 26 0C下共培养 36-48 小时，

结果在无激素培养基上获得大量转化愈伤组织

并长出许多发拟， 这种发根的切段极易诱导愈

伤组织并分化出小植物， 它们均含有 T-DNA

编码的冠瘦碱。由于用发根农杆菌转化的频率

高， 对受体细胞的毒性比 Ti 质粒要 小，而且

由 Ri 质粒转化的植物细 胞容易形成形 态上正

常的植株， 可望受到人们更多的重视[ 9) 。总之，

离体的共培养转化系统具有以下几个优点 :(1)

成百万个单细胞可以与大量的细菌相接触，因

此有较高的频率选择转化子; (2) 完全在实验

条件下进行， 重复性好l (3) 方法简单，无需

从农杆菌中分离质粒 DNA。

三、原生质体与 Ti 质植转化系统

该系统是用农杆菌中分离的 Ti 质粒 DNA

转化植物原生质体。 Davey 等 (1980) 以矮牵牛

悬浮培养细胞的原生质体为 受 体，将 4 X 106 

原生质体与 10 微克质粒 DNA 混合 ， 同时加入

多聚一L一鸟氨酸促使转化，用无激 素培养基选

择转化子。 结果在转化的组织中检测到冠瘦碱

的酶活性[1 0 ] 。 KEens 等 (1982)从烟草无茵茵分

离原生质体，在 PEG 和小牛胸腺 DNA协助下

用 Ti 质校 DNA 转化， 不但在转化组织中检测

到冠瘦碱酶活性， 而且证明 T一DNA 能稳定地

整合进植物基因组中 [11) 。这些成功的实验开创

了用裸露 DNA 直接转化植物原生质体的新局

面 ， 为后来的直接基因转移打下了基础。

囚、原生质体和农忏菌球质体转化系统

用 j容菌酶处理农杆菌 可 得球质体(sphero­

plasts ) 0 Hasezawa 等 (1981 )最 早将球质体在

PEG 作用下转化悬浮培 养的长春花(Vinca

rosea) 细胞的原生质体[ 1 2 ) 。 电镜观察表明 ， 由

于植物原生质体的内吞作用摄入 了细 菌球质

体。 对于球质体进入细胞后的详细过程尚不清

楚， 人们推测可能在进入细胞后几小时内降解

掉， 接着球质体 的遗传物质就释放到 细胞质

中[ 13) 。 球质体的作用与脂质体作为基因转移

的载体有相似之处， 不过脂质体难以包装象 Ti

质拉那样的大分子， 因此球质体是优良的天然

包装体。此外， 球质体的转化作用是借助于受

体细胞的内吞或融合作用发生的， 它避开了农

杆菌只感染转化双子叶植物的局限性， 从而扩

大了受体的范围 。 新近， Baba 等 (1 986)用球质

体转化水稻原生质体成功[l4] ， 可 以预料 ， 在转

化禾本科作物细胞原生质体方面， 球质体可发

挥重要作用。

五、脂质体{乍载体的转化系统

脂质体是用磷脂或胆固醇与卵磷脂制成的

小囊， 它能将 DNA 包装在里面， 通过植物原

生质体的吞噬或融合作用把内含物转入受体细

胞。 脂质体具有制备方便、 比较稳定、 对受体

细胞毒性小等优点， 但在包装时要对样品作温

和处理， 有可能导致 DNA 断裂， 同时在包装
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大分子时也有一定困难。

Deshayes 等(1985)用脂质体包装带有卡那

霉素抗性嵌合基 因的大肠杆菌质粒，用 PEG

诱导脂质体与烟草原生质体融合。结果从转化

细胞获得再生植株，转化再生植物的叶肉原生

质体仍能在高浓度的卡那霉素培养基上生长，

而野生型的在低浓度时就杀死。在转化植物中

检测到转移基因的酶活性及 DNA 序列。 转化

植物所结种子也不同于野生型，前者能在卡那

霉素培养基上正常萌发生长。在转化植物自 交

和与野生型互交所得种子的萌发幼苗中，其抗

性和敏感性表型的比例为 3 :1 和 1: 1, 说明抗

性因子是以显性单因子核基因传递的[ 15) 。

六、直接基因转移 (direct gene transfer) 

这里所指的直接基因转移是指非借助于农

杆菌及 Ti 质粒特异性转化能力的直接 DNA 转

化。 Paszkowski 等 (1984)将外源氨基糖音磷酸

转移酶[APH( 3') 1I ] 基因的蛋白质编码区与花

椰菜花叶病毒基因 班的表达信号相连接，组建

成能在植物细胞中表达并带有抗性标志的嵌合

基因质粒。转化时，将 2 X 106 原生质体与质

粒 DNA 混合， 在 PEG 和小 牛胸腺 DNA 协助

下温育 30 分钟。得到如下结果: (1)转化细

胞系及其再生植株具有卡那霉素抗性表型 ;(2)

该基因的 DNA 序列整合进植物基 因组; (3) 

转化细胞系 、 再生植株及后代中均具有导入基

因的酶活性， 并以孟德尔比例传递[16 ， 17) 。

直接基因转移法打开了禾本科植物细胞转

化的禁区， Potrykus 等 (1 985)首次用选择性标

记的嵌合基因质粒 DNA 转化意大利黑麦草原

生质体，外源基因能稳定地整合进黑麦草基因

组并表达[ 1 8 ) 。后来相继有人在栽培一粒小麦和

水稻原生质体转化中成功。直接基因转移不仅

扩大了受体的范围，对建立植物遗传工程实验

体系具有重要意义， 还可以将非选择性的目的

基因通过与选择性标记基因共转化而导入植物

基因组，从而简化筛选非选择性标记基因转化

细胞的程序。

值得重视的是，在直接基因转移中电激法

(e1ectroporation) 已显示威力。 Fromm 等 (1 985)

首次用该法将外源基因导入胡萝卡、烟草和玉

米的原生质体中。供体是由氯霉素乙耽转移酶

基因和 Nos 起动区或 CaMV 起动区组建 的嵌

合基因质粒 DNA ，用电泳冲处理含有原生质体

及质粒 DNA 的缓冲液， 结果 80-100%的原

生质体能存活，外源基因能稳定整合和表

达[ IQ)。电激法还能将 Ti 质粒 DNA 导入植物

原生质体。其原理是原生质体经电脉冲剌激后，

在膜上打开许多小孔，促使吸附到膜上的 DNA

进入原生质体。该法具有操作方便 、 对受体细

胞毒性小、转化率高等优点。

七、 CaMV 作载体的转化系统

花椰菜花叶病毒(简称 CaMV)是由双链环

状 DNA 分子组成的植物病毒， 它是研究外源

基因在植物细胞中表达的有用载体。由于

CaMV 基因组小，插入外源 基因易引起感染能

力的损失， Paszkowski 等 (1 986) 将 外源 APH

(3勺 E 的基因替代感染区基因班的部位， 组建

成具有选择性标记基因但无感染能力的杂种

CaMV ， 用它转化蕉苦 的原生质体，获得了稳

定的转化细胞系，外源基因能整合进植物基因

组，并检测到 APH( 3') JI 特异性酶。值得指出

的是，由于该杂种 CaMV 已失去感染能力 ，只

有当它在野生型 CaMV DNA 的协助下才能发

挥转化功能，可能是经野生型感染的受体应急

细胞对外源 DNA 比较容易摄取和整合的原
因(20) 。

八、微注射法(microinjection)

这是利用显微注射仪将外源 DNA 直接注

入受体的细胞质或细胞核。虽然每次只能注射

少量细胞，但转化成功率高， 还可省去选择性

标记的麻烦。 一般用原生质体作微注处理， 注

射前必须将其固定位置。可以将原生质体先附

着到用多聚一L一赖氨酸处理的玻片上再行注射。

也可以将原生质体埋入半固体的琼)j旨糖1敬滴中
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除了上述各种转化系统外， 用 已转化的冠

瘟瘤细胞原生质体与正常的原生质体融合也能

实现 T一DNA 的转移， 并 得到属 问体细胞杂

种[ 24 ] 。 这是一种借助细胞融合技术的转化系

统。

九、小 结

综上所述，我们可以用下图简要表示植物

细胞的各种转化系统。 图中明显可见植物原生

质体作为转化受体的重要地位。研究各种转化

系统的重要目的之一是为植物遗传工程建立实

验体系，因此， 进一步发展和完善重要作物的

原生质体培养技术是十分必要的。另一方面，

由于目前引入的外源基因大部分没有经济意

义，仅仅有利于转化细胞的筛选手口检测，因此

加强对重要经济性状基因遗传背景和分子生物

士t
'巳』、

步也
刀之

3吨
寸』物第 9 卷第 3 期 细胞

(5-15 个原生质体/微升) ， 注射后可将此微滴

一起作饲养层 培养[ 2 1 ] 。 最 近， Crossway 等

(1986)将外源质粒 DNA 注入烟草原生质体，

先用固定管吸住单个原生质体， 再由微注管将

DNA 注入受体的细胞核或细胞质中，采用微悬

滴方法培养， 结果核内注射和胞质内注射的转

化率分别为 14 %和 6%[叫。

微注射法应用于胚组织可能更 有应用价

值。 周光宇等建立了用注射法将外源 DNA 导

入植物胚组织中去的技术[叫。先后将外源海岛

棉 DNA导入陆地棉和中棉得到变异的后代，还

将抗枯萎病棉 DNA 导入感病但高产的优质棉

品种中。这一技术系利用棉花自花受粉 24 小时

后， 将外源 DNA 注入子房中轴的胎座位置，

使 DNA 可能沿着已形成的 花粉管通道进入胚

囊， 从而转化受精卵或胚细胞。
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植物细胞'曹化系统示慧图

统用于遗传工程尚需解决的问题。学研究也势在必行。 只有这几方面的技术和知

识达到统一和完善， 植物细胞转化系统才能更

好地在遗传工程研究中发挥重要作用。 献
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本文系统地论述了目前植物细胞各种转化

系统的技术特点、 基本原理和研究进展，对植

物细胞转化概念的广泛含义进行了初步的讨

论， 文中指出了转化系统对植物细胞分子遗传

学及遗传工程的重要意义，最后指出了转化系
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胶休金标记技术

夏诗茂洪涛

(中国预防医学科学院病毒学研究所 北京)

凌古争萍

(中国药品生物制品检定所北京)

1962 年 ， Feldherr 和 Marshall [1]第一次介

绍了胶体金可作为一种在电子显微镜 (以下简

称电镜〉下 示 踪的标志 (tra臼) 0 1971 年，

Faulk[ 2 ， 3]首先将胶体金作为一种特异的标记物

(marker )应用于电镜研究中。近十年来 ， 肢体

金标记技术不仅越来越广泛地应用于透射电镜

中研究各种生物大分子的定位、 定性、 形态发

生、 抗原特性等， 而且同样可用于扫描电镜和

光学显微镜方面。

一、原理与特点

氯化金在还原剂作用下(也可用其它方法〉

聚合形成特定大小的金颗粒，彼此因静电作用

相互排斥使其保持一个较稳定的肢体状态， 故

称作胶体金(colloidal gold)。肢体金颗粒表表

能结合多种生物大分子 〈如免疫球蛋白、葡

萄球菌A蛋白、植物凝血素、刀 豆球蛋白 A

等 ) [4 .5 ]。因此可利用肢体 金 的这些物理学特

性(特定大小和形状 、 高电子密度、 颜色反应

等)和活化后不同的生 物 学特点， 在细胞生物

学领域内开展多方面的标记研究工作。而且 i亥

方法具有如下许多优越性 g

1. 肢体金为颗粒性标记物 ， 因此具有精确

的定位能力，标记后不影响对细胞超微结构的

分辨。

2. 具有高电子密度，电镜下很容易观察

和辨认。与铁蛋白标记物相比，后者密度相对

较低，其核心在电镜下易与其它重金属染 料

(如铅、铀等)的污染颗粒相混淆。

3. 活化后的肢体金颗粒在细胞上 的非特

异性吸附较低。

4. 金颗粒的高电子密度使其具有很好的
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