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抗氧化剂在清除活性氧及提高农杆菌

介导转化效率中的应用
钟宣伯  何梦迪  周启政  汪桂凤  唐桂香*

(浙江大学农业与生物技术学院作物科学研究所, 杭州 310058)

摘要      组织细胞褐变坏死、芽逃离和转化顽拗是影响农杆菌介导转化效率的三大因素, 研
究表明, 这些因素均与活性氧(reactive oxygen species, ROS)产生有关, 过量ROS会影响植物细胞的

全能性。添加抗氧化剂不仅可以减少农杆菌介导转化过程中外植体褐变坏死, 而且可以增强农杆

菌活力, 促进外植体生长, 增强农杆菌介导转化效率。该文综述了农杆菌介导转化过程中活性氧的

产生及其对转化效率的影响, 尤其是新型抗氧化剂硫辛酸在提高农杆菌介导转化效率中的作用。
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The Application of Antioxidant on Removing Reactive Oxygen Species and 
Enhancing Agrobacterium tumefaciens Mediated Transformation Efficiency

Zhong Xuanbo, He Mengdi, Zhou Qizheng, Wang Guifeng, Tang Guixiang*
(College of Agriculture and Biotechnology, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

Abstract       The browning and necrosis of plant cell and tissues, shoot escape and recalcitrant are three major 
factors to influence transformation efficiency in the Agrobacterium-mediated transformation process in many plant 
species. Recent studies had shown that these phenomena were closely related to reactive oxygen species (ROS). Ex-
cessive ROS could affect the plant cell totipotency. Addition antioxidants in the tissue culture media could reduce the 
explant tissue and cells necrosis during Agrobacterium-mediated transformation process, improve the Agrobacterium 
vitality and promote the explant tissue and cells regeneration. This paper reviewed the ROS production during Agro-
bacterium-mediated transformation and its effect on the transformation efficiency, especially the role of new type of 
antioxidant―lipoic acid to enhance transformation efficiency during Agrobacterium-mediated transformation.
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农杆菌介导的转基因方法具有低拷贝、低成本

和大片段DNA重组率高等优点。因此, 自Zambryski
等[1]利用农杆菌介导法获得转基因烟草以来, 农杆

菌被广泛地应用于作物改良和基因功能研究。然而, 
农杆菌介导转化过程及植物组织培养过程会出现外

植体靶组织细胞褐化、坏死现象。采用新霉素磷酸

转移酶 (neomycin phosphotransferase II, NPTII)基因

作为筛选标记, 易出现大量非转基因苗再生, 即“芽
逃离(shoot escape)”现象[2]。此外, 转化过程中还存

在“再生顽拗(recalcitrance)”, 即外植体再生和农杆

菌介导转化极依赖于基因型, 某些植物特定基因型

难以再生, 且转化细胞难以分化[3]。组织细胞褐化、

芽逃离和再生顽拗是限制农杆菌介导转化效率的三

大因素, 其中组织细胞褐化甚至坏死已成为影响农
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杆菌介导转化效率的主要因素。从表面上看, 组织

细胞坏死或褐变、芽逃离和再生顽拗之间没有本质

的联系, 但实际上这三种现象的产生均与农杆菌介

导转化过程中产生ROS有关。

1   ROS的产生及对组织细胞褐化、芽逃

离和再生顽拗的影响
ROS是比O2活性更强的含氧分子, 植物中主要

的ROS有单线态氧(1O2)、超氧阴离子(O2
–)、过氧化

氢(H2O2)、羟自由基(OH·)等, 其中O2
–和H2O2是细胞

内主要的ROS。在光照下, 绿色植物ROS主要的产生

部位是叶绿体和过氧化物酶体; 而在暗环境下, 主要

的产生部位则是线粒体、质膜和液泡膜, 位于膜上的

NADPH氧化酶(NOX)催化大量ROS产生[4-5]。在有氧

条件下, 电子或能量的传递过程不可避免地会将电子

或能量泄漏到分子氧(O2), 使之形成ROS; 另外, 多种

酶促反应的初级产物或副产物也为ROS。ROS的快速

变化是植物遭受逆境反应的最早症状, 植物可通过一

系列酶促或非酶促反应来降低ROS引起细胞损伤的

可能性, 使整个植物或组织或特定的亚细胞室内ROS
回到稳态[6]。低浓度ROS可作为信号分子参与植物生

长发育和逆境胁迫调控, 而当ROS浓度超出细胞防御

机制范围时, 细胞处于氧化胁迫状态, 则会引发各类

生物分子包括蛋白质、脂肪以及核酸的损伤, 并诱导

细胞自噬损伤细胞功能, 最终导致细胞、组织坏死[7]。

组织细胞褐化与细胞程序性死亡(programmed 
cell death, PCD)或细胞坏死有关(图1)。农杆菌介导

基因转化在本质上是病原物侵染植物组织或细胞

的过程, 当植物受到病原物侵染会快速产生大量的

ROS[8], 这是植物抑制病原物侵染的一种防御机制[9]。

低浓度ROS在外植体细胞与农杆菌间起信号传导作

用, 而高浓度ROS则会抑制或杀死农杆菌并使外植

体细胞发生过敏反应(hypersensitive response, HR), 
进而诱导PCD或细胞坏死, 最终表现为组织细胞褐

化。一般情况下, 植物致病菌含有与植物产生过敏

反应相关的hrp(hypersensitive reaction and pathoge-
nicity)基因[10], 与农杆菌介导有关的过敏反应和组织

细胞褐化坏死最早在葡萄中发现[11], 但坏死和过敏

反应蔓延到非侵染点较慢。有研究表明, 这种由过敏

反应引起的PCD可能受植物细胞自噬调控[12], 而NOX
参与病原体侵染初始阶段自噬激活[13], 表明细胞自

噬可能减少ROS的产生, 从而将PCD信号限制在侵

染点, 阻止病原菌进一步侵染。拟南芥中编码锌指

蛋白LSD1的基因是与细胞程序性死亡相关最早被

克隆的基因, 它通过对超氧化物的调控, 反向调节细

胞程序死亡[14-15]。LSD1还能与AtMC1的类LSD1锌
指结构N末端互作, 具有调控AtMC1促进细胞凋亡

的作用[16]。拟南芥叶绿体蛋白EXECUTER1在EX-
ECUTER2的作用下活性发生改变并调节酶促脂质

过氧化, 进而激活超氧阴离子诱导PCD, 将胁迫信号

从质体传递到细胞核[17]。其他重要的胁迫信号传导

还包括丝裂原活化蛋白激酶(MAPKs), 其信号网络

参与H2O2传导的PCD[18]。已有的研究表明, H2O2参

与MAPK级联MEKK1-MKK1/MKK2-MPK4诱导病

图1   农杆菌介导转化过程中ROS的产生及调控作用

Fig.1   The ROS production and regulation in Agrobacterium-mediated transformation process 
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原相关分子模式的免疫反应, H2O2激活MEKK1基因

且参与诱导MPK4基因表达, mekk1、mkk1/2和mpk4
突变体均表现出自身免疫激活和细胞死亡的表型, 
但机制尚不明确, MEKK1也直接与WRKY53转录因

子互作激活PCD[19]。MAPK级联反应产生的H2O2可

特异性诱导紫花苜蓿OMTK1表达, 激活下游MMK3
参与PCD[20]。烟草中也存在由水杨酸和类似级联反

应激活的PCD[21]。最近在酵母和植物中均发现, 拟
南芥BCL2基因受H2O2诱导并且能刺激PCD[22]。杆

状病毒抗凋亡基因p35和iap在玉米胚性愈伤组织中

表达, 可减轻胚性愈伤组织与农杆菌共培养3天后的

细胞死亡和组织褐化[23-24]。

芽逃离普遍发生在NPTII基因作为筛选标记的

转化体系且在大多数植物中均有发生。100 mg/L的
卡那霉素能对双子叶植物转化细胞起到筛选作用; 
而单子叶植物特别是禾谷类作物对卡那霉素的天然

抗性相对较高, 如玉米在200 mg/L的筛选压力下才

能得到转化植株[25]。对十字花科植物进行农杆菌介

导转化, 采用卡那霉素筛选时芽逃离发生频率高, 在
花椰菜转化体系中芽逃离可高达95%, 在甘蓝型油

菜中也可达到70%左右[2]。发生芽逃离的机理目前

仍有待于进一步研究, 有可能与高浓度ROS抑制转

化细胞的再生而促进非转化细胞再生有关。

研究表明, 转化顽拗与ROS和自由基产生与类

型有关[26-28]。转化顽拗基因型马铃薯、葡萄及水稻

等植物的愈伤组织表现为含有较高浓度的内源ROS
和自由基[26], 高浓度内源ROS和自由基会导致脂质

过氧化程度的增加并影响植物组织培养外植体的再

生能力[27]。愈伤组织的分化再生受到不同内源ROS
的调控, 相对较高浓度的H2O2能促进草莓愈伤组织

形成拟分生组织及芽原基, 而O2–则抑制愈伤组织再

生。研究表明, 低再生率的草莓愈伤组织中含有高

浓度O2–, 低浓度H2O2并具有较低的超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)活性; 而高再生率的草

莓愈伤组织则有相对5~9倍H2O2含量并具有更高的

抗氧化酶活性, 在再生培养基中添加SOD抑制剂会

导致高再生率草莓愈伤组织再生率降低[28]。 

2   抗氧化剂及在农杆菌介导转化体系中

的应用
2.1   农杆菌介导转化中常用抗氧化剂

在农杆菌介导转化过程中常通过利用吸附剂、

增加筛选压、干燥处理和抗氧化剂等[29]来克服转化

障碍提高农杆菌介导的转化效率。吸附剂、增加筛

选压和干燥处理在减轻组织细胞褐化、降低芽逃离

和促进转化细胞分化再生中有一定效果, 但对提高

农杆菌介导转化效率的效果不明显, 而多种抗氧化

剂的组合使用是目前农杆菌介导转化中提高转化效

率的主要辅助策略。抗氧化剂是一类当其浓度低于

氧化底物时仍然可以延迟或抑制底物氧化反应的物

质, 氧化底物包括蛋白质、脂肪、碳水化合物和核酸。

测定化合物中抗氧化的能力有很多标准, 包括还原能

力、自由基清除能力、脂质的氧化降解能力、金属

鳌合活性及与其他抗氧化剂的相互作用[30], 另外还包

括吸收和生物利用率等。抗氧化剂的主要作用是消

除活性氧和自由基, 抑制活性氧的生成, 螯合金属离

子, 同时作用于细胞信号传导和基因表达[31]。在农

杆菌介导转化的外植体预处理、共培养、芽诱导和

芽伸长等各阶段, 培养基中加入抗氧化剂—去除

活性氧的非酶类清除剂, 能有效减轻蛋白质、脂肪、

碳水化合物和核酸的氧化, 减少植物组织细胞褐化

坏死, 有利于转化后组织的再生[32]。常用的抗氧化

剂包括抗坏血酸(ascorbic acid, AsA)、半胱氨酸(cys-
teine, Cys)、二硫苏糖醇(dithiothreitol, DTT)、交联

聚乙烯吡咯烷酮(polyvinylpolypyrrolidone, PVPP)、
亚硒酸盐(selenite)、谷胱甘肽(glutathione, GSH)、
生育酚(α-tocopherol)和硝酸银(silver nitrate, AgNO3)
等, 这些抗氧化剂针对不同植物的抗氧化效果都存

在差异, 主要原因是其化学性质、抗氧化原理的差

异(表1)。
2.2   抗氧化剂对单、双子叶植物转化效率的影响

抗氧化剂已经广泛应用于单子叶和双子叶植

物的农杆菌介导转化体系中, 对解决转化过程中组

织细胞褐化坏死、芽逃离、再生顽拗等起重要作用。

不同抗氧化剂的选择和搭配对改善外植体的生理表

现不同, 但合理适度地使用抗氧化剂能显著提高农

杆菌介导转化效率。抗氧化剂对单、双子叶植物农

杆菌介导转化的影响, 可根据生理功能把抗氧化剂

划分为两大类: 第一类抗氧化剂能够减少外植体组

织细胞褐化坏死, 促进细胞分化和组织再生, 如抗坏

血酸、半胱氨酸、二硫苏糖醇(DTT)、交联聚乙烯

吡咯烷酮(PVPP); 第二类抗氧化剂能提高外植体存

活率, 减少外植体玻璃化并提高转化效率, 如谷胱甘

肽、亚硒酸盐和生育酚等。
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在单子叶植物农杆菌介导转化过程中, 常用的

抗氧化剂有抗坏血酸、半胱氨酸、硝酸银、DDT、
PVPP等。水稻在不加抗氧化剂的情况下每个外植体

约有80%的区域坏死, 但在含有20 mg/L AsA、40 mg/L 
Cys、 5 mg/L AgNO3的液体培养基中黑暗培养6 h后, 
平均每个外植体仅有6%的区域坏死, 同时抗氧化剂

的使用将水稻的转化效率由17%提高到30%[39]; Yer-
zhebayeva等[40]在春小麦花药培养中发现, 培养基中添

加2~8 mg/L的抗坏血酸有利于增强胚状体发生和再

生能力; 王秀红等[41]比较了农杆菌介导转化玉米培养

基中添加不同浓度AgNO3对愈伤组织诱导及愈伤组

织质量的影响, 表明5 mg/L AgNO3能显著减缓细胞

中褐变物质的分泌, 对诱导胚性愈伤组织及改善愈

伤组织生活力效果最好; 玉米共培养培养基加入Cys
能使GUS阳性率从17%提高到56%, 并且稳定提高

转化效率从0.2%~6.2%[42]; MES(2-morpholinoethane-
sulfonic acid)、L-Cys和DTT处理可以使大蒜根愈伤

组织农杆菌介导转化效率提高至10.6%[43]; Meziani
等[44]在椰枣器官再生中发现, 添加1.5 g/L PVPP可抑

制外植体的褐化增加器官发生频率。

在双子叶植物农杆菌介导转化过程中, 除单

子叶植物中常用的抗氧化剂外, 谷胱甘肽、亚硒酸

盐、生育酚等也适用于双子叶植物。花生农杆菌

介导转化共培养基中加入100 mg/L GSH、50 mg/L
维生素E和20 mg/L亚硒酸钠等, 不仅能限制外植体

伤口处H2O2的产生和丙二醛(MDA)的形成, 而且还

能提高SOD和过氧化氢酶等抗氧化酶的活性, 并能

使转化效率分别从3.9%提高到14.6%及10.3%提高到

12.4%[37]。黄秋葵(Abelmoschus esculentus L.)属于锦

葵科植物, 离体条件下子叶和下胚轴外植体易褐化, 
很难再生。Irshad等[45]在愈伤组织诱导培养基中添

加200 mg/L活性炭、10 mg/L柠檬酸和10 mg/L抗
坏血酸, 有效改善了黄秋葵下胚轴和子叶外植体褐

化问题。Irshad等[46]进一步研究认为, 培养基中添

加15 mg/L AsA有助于控制黄秋葵子叶外植体酚类

产物的释放, 使外植体健康无褐化利于再生。茶树

中含有大量茶多酚及多酚氧化物, 不易于农杆菌介导

的转化。Rana等[47]在对茶树组织发根农杆菌转化过

程中, 共培养培养基和再生培养基中加入0.1 g/L的谷氨

酰胺和5 g/L的PVPP, 可以显著改善外植体褐化并提高

毛状根的发生效率。Das等[48]在培养基中添加1% PVPP
和2 mg/L DTT, 抑制了农杆菌介导葡萄叶的褐化和坏死; 
Olhoft等[49]通过在共培养培养基中加400 mg/L的Cys
使农杆菌介导的大豆子叶节外植体存活率由37%
提高到了91%, 而转化效率也从0.9%提高到2.1%。

Zeng等[50]也得到了相似结果, 但转化效率从0.2%提

高到5.9%。此外, 在筛选培养基中加入GSH, 可以减

少蓝蓟属植物外植体玻璃化, 提高外植体的再生能

力, 使农杆菌介导的转化效率从13%提高到45%[51]。

2.3   新型抗氧化剂硫辛酸在农杆菌介导转化体系

中的应用

硫辛酸(lipoic acid, LA)亦称α-硫辛酸(LA), 其
化学成分为1,2-二硫戊环三戊酸, 不同于其他非酶

类抗氧化剂, LA是一种在植物和动物及原核生物中

表1   农杆菌介导转化中常用的抗氧化剂

Table 1   Antioxidants used in Agrobacterium-mediated transformation
抗氧化剂 
Antioxidant

抗氧化原理 
The principle of antioxidant

参考文献

Reference

Ascorbic acid Reductant; reacting with ROS; reduce the internal oxidation of plant cells [33]

Dithiothreitol Reductant; reacting with ROS; protecting the reducing radical groups of enzyme [34]

Silver nitrate Strong reductant; reacting with ROS; reduce the internal oxidation of plant cells [35]

Cysteine Containing active sulfydryl (-SH); combined with free radicals in plants to di-
rectly reduce free radicals into acidic substances

[33]

Glutathione Containing active sulfydryl (-SH); combined with free radicals in plants to di-
rectly reduce free radicals into acidic substances; participating in a variety of 
metabolic processes; promoting cell division

[36]

Selenite Important component of activity center of glutathione peroxidase; preventing 
lipid peroxidation caused by free radicals

[37]

Polyvinylpolypyrrolidone Chelating phenolic substances produced in injured tissues to precipitates [38]

α-tocopherol Metabolite of vitamin E; effectively blocking the chain of free radical reaction [37]
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广泛存在的辅酶, 参与多种多酶复合物的形成[52], 
早在1951年由Reed[53]和他的同事从猪肝中分离出

来。实际上, 早在20世纪30年代, 马铃薯就因含有

LA而被作为对一些细菌生长必需的生长因子来使

用。LA被誉为“万能抗氧剂”, 是已知天然抗氧剂中

效果最强的抗氧化剂[54], 它有二种主要形式, 一种

是氧化型α-硫辛酸(LA), 另一种是还原型二氢硫辛

酸(DHLA)。LA参与丙酮酸脱氢酶、α-酮戊二酸脱

氢酶、支链酮酸脱氢酶、甘氨酸脱羧化酶等复合

体的形成, 在能量和物质代谢中起重要作用, 通过

代谢作用清除大部分ROS, 并催化其他抗氧化剂如

Vc、Vb等再循环, 促进调控正常生长代谢基因的表

达[52]。

LA和DHLA在细胞内相互协调和转换在清除

活性氧中起重要作用[55], 目前已在单子叶和双子叶

植物中得到广泛应用。Dan等[56]发现, 在以大豆、西

红柿、小麦、马铃薯、棉花等为外植体的农杆菌介

导转化体系中添加LA能显著增加转基因苗的诱导

率从而提高转化效率, 甚至是对于一些再生顽扭基

因型的外植体LA也能起到提高农杆菌介导转化效

率的作用; 而在最佳状况下筛选, 芽逃离的频率也大

幅下降, 其中大豆从92%减少到72%, 马铃薯从50%
减少到16%; 伴随着转化效率的提高和芽逃离的减

少, 转化马铃薯组织存活率提高了两倍, 转基因芽的

数量也提高了四倍。Dan等[57]认为, 农杆菌介导转化

过程中最大的障碍在于农杆菌转化细胞的死亡(the 
death of Agrobacterium-transformed cells, DATC), 
DATC限制了转基因植株的产生, 而DATC主要与氧

爆反应和H2O2产生有关。在对番茄的农杆菌介导

转化实验中发现, 农杆菌极显著增加了H2O2响应转

录因子WRKY75和SOD的表达, 添加4.4 mol/L H2O2

极显著增加WRKY75和2-半胱氨酸过氧化物酶的表

达, 降低SOD的表达。添加50 µmol/L LA可显著减少

H2O2的累积和DATC, 而增加半胱氨酸过氧化物酶的

表达, 降低WRKY75和SOD的表达[56]。墨西哥酸橙

被认为是农杆菌介导转化顽拗型品种, Dutt等[58]以

墨西哥酸橙的上胚轴为外植体, 在共培养基中加入

50 μmol/L LA, 不仅提高上胚轴外植体愈伤组织诱导

率, 同时也提高了墨西哥酸橙的农杆菌介导转化效率。

杨晓凤等[59]在共培养培养基中添加0.12 mmol/L LA, 
显著降低了根癌农杆菌转化大豆子叶节外植体的褐

变率, 提升了GUS瞬时转化效率以及转化效率, 个别

基因型转化效率甚至可达14.2%。Belide等[60]在高粱

基因枪转化研究中发现, 培养基中添加1 mg/L LA增

加了胚性愈伤组织诱导率和芽增殖和再生能力, 同
时也增加了转化效率, 这可能与LA增加了胚性愈伤

组织细胞抗氧化能力有关。这些研究表明, 农杆菌

介导转化体系中LA不仅能清除ROS, 还促进了外植

体细胞的代谢和分化, 显著解决了组织细胞褐化坏

死、芽逃离和再生顽拗等问题。

3   结论与展望
农杆菌介导转化法已经成为目前植物基因工

程中研究基因功能和获得转基因植物的最常用手

段, 已大量应用于大豆、棉花、马铃薯、番茄、小麦、

玉米和水稻等重要作物的研究。而外植体在与农

杆菌共培养时由于农杆菌的侵染发生应激性防御

反应, 产生大量ROS。这些ROS一方面抑制了农杆

菌活性, 阻止其进一步侵染外植体, 另一方面外植

体由于受到氧化胁迫发生局部的褐化坏死, 并可能

引发大量芽逃离、离体顽拗等现象, 严重限制了农

杆菌介导转化的效率。抗氧化剂能够有效地清除

外植体内ROS, 减轻氧化胁迫, 并促进外植体生长、

分化。 近年来对转化体系中抗氧化剂的研究与合

理应用也在极大程度上改善了转化效率低的问题, 
稳定提高了农杆菌介导转化的效率, 然而ROS影响

转化效率的具体机制还不明确。随着技术的发展, 
为了解ROS、抗氧化剂在农杆菌侵染外植体时的作

用, 有学者将生物信息学应用于这方面的研究, 并
从转录组的角度明确了农杆菌介导转化过程与外植

体激素代谢、防御反应、细胞生物合成、核酸代谢

等多个代谢途径有关[61]。进一步明确植物与农杆菌

之间互作机制以及ROS在其中的作用能够为有效提

高农杆菌介导基因转化的效率提供理论基础。

农杆菌诱导的防御反应、ROS产生、转化细

胞死亡是影响农杆菌介导转化效率的主要因素。了

解农杆菌诱导植物组织坏死和抗氧化剂提高植物转

化效率的机制有助于提高农杆菌介导的转化效率。

ROS是否是引起转化细胞及组织褐变和坏死的关

键？抗氧化剂能否直接或间接通过调节NADPH氧

化酶等抗氧化酶的基因表达来清除或减少ROS？哪

些基因可调节ROS的产生或者激活其他代谢途径从

而影响转化细胞的再生？这些问题还将有待于进一

步的研究。
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