
通过细胞击孔向植物导入外源基因

路线内，) -j.)、放三

( rl1 同科学院植物研究所 )

j ~Î 1 ~ 来 ， 植物;二 |习了[T}有了引人注目的发

)页 ， 也主要基于刊个口:日fl领战取得的成就， -

JZi基因币~ trt:j:;术的友辰， 使何有目的地拚按基

因川 t1 )}<:))可能， 从而且何 到大量 的克降

DNA; 二是基冈转移技术的改进和发展， 尤

其是近年发展‘妇来的细胞击孔导入外1r~\，遗传物

所·技术被 ìiEfl可是最有效的方法之一年 。

一、细胞击孔转移外源遗传物质技术的优

越性

向机物体内转移外引!;;t 遗传物质的方法，早

期是将种子1[[按罚玲在外泯iDNA i在 -液 rl一1 ，后

来 ~ý. m培养细胞为'主体。 由于 DNA 酒过 质膜

的机 ;::; 很旬 ， 再加! 之楝 DNA 转移到细胞后往

往会部分掠 i如俏，转化过 r;;非常低。 ι1日又创

立和发快了有载体的夕|、讲基因14移技术， 女11利

, 2. 基因转移效率需 由于细胞瞬间击孔 ，

尤其是电激击孔和基因枪喷射法可同时 起膜 _1::
的多个区域击孔，使外源基因同时由多个手L 'i岳

进入细胞，从而寻致高效的基因转移。

3. 无宿主限制 Ti 质位作h 载体是很有

效的，但由于根癌农杆菌仅对某些双手叶植物

敏感，对大多数单 :r 口十植物 ， 尤其是氓耍的禾

谷类作物不敏感， 使得 Ti 质粒作为载体的根

癌农杆菌转化作用很难应用于主要的禾科类作

物。 1日细胞击孔则不受物种限制，不论对双子

叶植物还是对'1'，1.子叶植物都是有效的。

4. 对曼体细胞正常的生命活动影响较小

常规夕|、源基因转移技术对受体~fl织戎细胞的生

命活动有较大的影响， 如 PEG 介 导 的植物原

生质体为:2体的基因转移，由于 PEG 对植 物

m Ti 质 吐 、 Ri 质 ， i:ìf~ 、 病毒 、 脂质体等作为载 原生质!体有较大的毒性，处理不当i i陀至会造成

休， 也有)丑化扮作为载体通过受稍作用进行基 原生质体的死亡，而电激主1: 因转移 Ii!I]没有此弊

11;1 衍，移以及 1'11 PEG 介导进行早i f:t1 育模转移。以 病。实验证明，电激击孔A，j 细胞的 li~_命活动所

上方法虽然对外轩、基因的手入都是成功的， f旦 造成的影响不但很小， 甚至 300 伏~ 500 伏电

钦本不高，而fI_ -)、 部介受到宿主细胞的种的限 压的瞬间脉冲反而能促进细胞分裂 、 剌激愈伤

制 ， 缺乏普遍应用的价值。 为了提高外源基因 组织生长和分化[1]。推测这是由于内源激素在

的转移频芳 ， 特别是解决禾谷类作物缺乏FE 当 们唁电场作用下的极性运输而造成的 。

的 基因载体问题， ;ì1J:往来发展 tJ~~ 利用细胞击孔: -2 5. 可作为受体的类型广泛 除民腔作立

直妆进 ; ~i }I! 日、!转移的和l 方法。 载体的根癌农杆菌转化外， 其他方注如 PEG

利用 fiJl胞击子[ 转移夕阳'R 2fí因目前常用的有 :0:*脂质体介导的基因转移等都需要ß1it:质休作

3 种技术 g 一是电激击孔技术， 二是基因枪啧 飞为受体。而利用细胞击孔，尤其是茬因枪啧射

射技术，二是激光微束细胞击孔技术。它们与 技术不仅可以在原些质休， .而且可以在单.细

传统的韭肉转移改术相比具有以下几个优点z 胞、· 细胞回| 甚至小组织块的水平上进行其因转

1 .操作简便 结个导入过皑白E在较短的 移，由这些珩养物说'导植株再(L比由原列二肢体

时间内 'f[.)走 ， 大大减轻了 由于实验操作而造成 诱导植株再生一般来说要容易得多。另外，激

I~(j对细胞的损伤 。 光微束可以在卑微水平上对原生质体、 收细胞
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常 1? 然 飞飞 1 Itll f[月 I!包 4: 物学列主: 7 

(或游离 :It 扮) 以及分 i 巧 的1;.1飞 :a::活细胞 1戏! 部的细

胞器进行实因转移川究。 尽管电激击孔'技术目

前仍多川、 EEi:/!:质体 :17 ' f 体， {@可望在! 可?细胞嗷

细胞回 、 ;在组织块， ?i~ 少芳:细胞闭戎I细识快的

表巨细胞进 i -j--操作。 .ll

.二 、 电散器周转移技术(Gene t ransfer by 

electroporation ) , 
i 

, 

Neuman 等于 J 9 '7 2 年1是现 电脉冲可 l以引

起小费泡眩jß透性的改变 (2 ) ， 19 77 年 Kimosita

等发现高压直流电脉冲引起经细;也洛血并'认为 1

与细胞击孔有关[3] ， 同年又报道:节如何控制人:‘

红血细胞膜上由 外围电场 适成斗的穿孔的共

』小[门，从而为电激县因转移T作奠宠于基础1"

我们知道细胞膜是细胞的外部肝障y也是阻止

外源基因进入细胆的主要障:1号。 J 由币细R~膜的

基本成分是陈脂双分子黑与 致使膜的导电性很J

楚，外加电j动的作用主要是 ÌJil'和钳胞膜ι l工 ， 而 i

对细胞质的影响很小，这样在适当强'度的外加

电均作用下， 细胞膜有 可能被击穿而不影响或

很少影响细胞质的生命活动/di明外外灿电场引 、

胆的膜穿孔是可逆的 ， E!P穿花:在一定时间内可

以自动修复 ， 这不但大!外源基因的‘导、入创造了

条件， 丁而且也保证了 ~!i~电激周细胞仍处于较正

常的J:l:::PH状态 。 电激i去基因转移的要点是z 植

物细胞经鸭解去盛获得 用Ij~质体; 将原生质体

和外惊呆阿混合 ， 宦 :-p电激仪的样品、小室中，

然后在一定的电压下进行短时间 (微秒至〉毫秒 )

直流电脉冲: 电激处理后的原生质休经静置和i

洗涤之后转移到培养基中 在行培养;然后对再

生的愈伤组织进行筛选并诱导转化体进行植株

分化。最后通过分子杂交妆术检测外源基因在

转化植f!i~巾的表达。过去各实验室多用自 ;~i~的

电激基因转移仪 _;11:'行现验，虽然所用技术参数

不好比较， 但影响 l电激基 !型转移的主要因素是:

_..-致的， 它们是: 电1场汤3虽度( 电压l句与i电极E距巨之

1:比4垃kω)入b、、 . )脉且脉〈冲宽度、V、s.f.脉冲吁小飞数、时E跤苦电

F吉离主骂{子强度、 l照l反豆~R ，t哇仨质体的热操渺舒f均走勾i挣擞顿挝1理罕审职r〈: 电电1 

激后后il原反生质体的静置时 !间商!等 。 !川"川! 吨叫i 

开始时电激基因转移主费1用于动物细胞和

酵母原主肢体[ 5 J 。 在植物方面， 1' 1 9~Q 年 Lang~

ridge 等用这种技术将 Ti '质性 DNA 导入 胡 萝

l、原生质休， 得到了糕党 的 袤达[叫 。 周年

Frbmm等将氯霉素乙眈转移酶(C AT) 毕因1同样

导λ胡萝卡原住质体， 得到了瞬间表达[ 7] 。 ，由

此电激菲两转移引起了研究者们极犬的兴趣、 v
开展了不少工作。 Riggs 等 [ 8)，成功 )1[! :阵卡那霉·

京抗性基因导入烟草原企质体井得到了'抗性植

十束。对于 1民癌农杆菌;不敏感的禾本科植物，利

用电激基因转移技术进行外源基l因的导入 也有

了突破性进展。1'9&6 年 Ou-lee 等人将携带者'

CAT. 珞因的质粒 DNA 导λ!根稻、 小麦?政t青梁i

的d原生质体，都得到了瞬间表这 ( 9) 0 FrolIÌm 

等 ( 1 0 ) 将带有卡那霉.京才亢性 基 因的质位 DNA

寻入玉米原生质体， 通过培养得到了抗卡那毒

素的愈伤组织，凉。用分子杂交证明外源基L因 ·巴

整合到宝l米染色体r上。 1987 年 Hauptmann 等将

CAT ，基因导入JL种双子叶植物(胡萝卡 、 犬画

等〉和几种单子时才直物(一粒小麦 、 象草1、"' ~存草‘

等 Y的原生质体， 得到了瞬间表达， 芽'指出这

种技术可以用于单子叶及‘双子叶植物基因功能4

的快速扑析(1 1) 0 1侃8 年 Rh0des 等利用电激基

因转秽技 术 将携带有新霉 萦 $磷酸转 移酶

(;N町 1I ) 辈 因的质 粒 DNA 导入了 由玉、 米

A 1 88 白交系的胚性细胞悬浮系来源刊原生质

体， 然后通J过看护培养使玉米原生质体再拉植

树已。 i回过分子'亲交证明由被转化的原生质体而

来的愈伤组织和再生植株中都有新霉素磷酸辑

移酶芳l; 因 l的存在，但转化植株没有得到j种子，31

他们认，为不育问题可能与悬 浮细胞泵，本身有

关( 1 2 )0 Kinya 等将整合有 氨 基糖苦磷I嗷 转4

移酶Jr~APH( 3(， ~ 1I- ，亦E!lhNPT 1I, ) 基因的质粒

DNA 通过电激基因转移技术号 入水桶?原4冉质

体， 转化的愈伤组织通过抗生素抗性选择后得

到了完整幢株， 并-llE 明完整的夕阳军基因组曰:被

整i合到再生植株的i号l~ i丑组 r. ， ~IJ到了tJ!L株水平

的外源基因活性表达 (1 3) 。 最近i2}怕ng"等将捕l

霉素磷酸转移酶基因整合到 !j{稻染色体上并在

植株永平得到表达， 1 他们发现在电激基1因持稳
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8 细胞生物学 杂 志 1990 年

前 l悔踉月二厉 i本置于 15 0C 点浴巾11撒 uff 钟 ， 然

)雨?古文礼川、 i-i'i r! 1 Î止千 r 10 炒 íll'lj川专拟处川11 ， " I J )(;)"t: 

Jj正 I言G~ ~;/;化 :fJít 二手中!. 1 5J，~附形成的必:目 lihjo

目前电激盘|左!转移的安{本主些是 l队仕于id贡

体~， 这就不同 避免j:ll~遇豆IJ原 !:t 质 体的再生问

;岖 ， 尽管近年来j京生质体培养工作有丁很丸的

突破，问另lJ ~是水稻 [1 0 1 、 ' 王咪 [16]、小发 [ 1 7 j 、 大

豆 [1'町等恼物的 IJ， ~ 4:10休培 jL 己得到丁再生梢

!队 ， 然而总的说来跟啡'质体培芥， 工作仍是困

难、 经杂的b 最近有人用带 Á!;r ~R1胞 fi二受体也行

电激梨j王l转移职1.t} ir \ ""- 定 的 处呆。 " l ~89、年

Hashimoto 和 Mbri ka wa ~~; 用电前0-~，r i:5! 转穆 加

术转化i了柑 ~!~2酵母细胞(1 9 ) 0 J'.986 i年他们报单1

r烟草游向日十肉细胞的电激、王辈的转移13函注;也

坐的J向海外被蛋白的免疫荧光测定和畸毒感染

试验证明，烟草花叶病毒 RNA :tII转化细、脑中

)英明j也得 3:.1] 表也[叫。 1 、 ' 19段7 年 Li.l)p$ey 等拙

。λT 一~I~ 因 ìilli1 FFl.激基因转移刁计民导入丁; ' i'i甘屎1

!鼠、生质体 ， 1 ，'，]1时也 呼入 了甜t菜悬浮卸I)lez 多iî衔'riJJ

瞬间表达[川 ] c ， 电激某因转移j ij 于 fii可陀细胞的

成功使人们很 自?然地联想到单倍体1 的花'粉(小

也子)可能记:一个凰头， HH' ~\]{的 ~Z仲δ'Mis.hra 驾

于 19♀ 7 年m 电脉冲处用花粉后使得 花扮被英

先萦二乙酸附染色的吁在度和J~裂:党的花粉ì{:击数

民下降。他们认/乙:这是 m于 电!你;中圳'起院ii1l透

甘I~' I~I号改变 ， {史荧光物质渗漏， 荧光物质的惨漏

是可!递的， 而且;f~1其他丙丁样「物具有 不!司'盹性

质。 l也脉 ìr~，引起花粉壁和1膜的通涩j~甚咱也改变1可

能会f岛生活的花粉吸盼一些大孙子物质， 目前

有关花粉 i毡敝基因转移的 '::1'. 作正1:'c Mishra 实l

验室展开 ( 22 ) 。 ', ý nl ) 1 

三、J 基因枪啧耐l技术 ( Gene;; ttan~fer by 

rñJcroprojection ) ，\，、监! /~I 

这种技术原理很简轧l'、实际上就强用被放

电而j加速的金属盼、拉:X~细胞 ff，孔。 其做法是首

先使鸪 、 合等金属j版 t在与外调 DNA 协液共同

{呆棍，使自 D肿-A!以附 有:合属颗校的 表在Î ，: 当 金

属颗粒被高 Ffî放 l 包而刀口 速后， 高速颗啦直接喷

射原生'质体、 e 单细胞或小组织块J 从而使细胞

击孔 ， t[\ ~~原遗传物质睛 '生!离颗hqft J .ì!! 入细胞内

沛. 1:斗二I .;j 二 ~G~ ltl枪 I IJ ,,'). 1I I! II J' I~~ t付 多个 'í~有夕 1， ìJ!;': 

DNrA I :I~Jμ 1)'- J二 川Í. " ， I左Ilrt H4;0 化放书 ! ! - 7;; 1 :iU MIj

J3_它的转化受体类 ~í'~) 、泛 ， 不 1rl llJ 以用于原生

质体、 1'(1. ~ f日陋，而且对于细胞川 、 组织jjL水平

时~$专化y:~具有其他方法不可比拟的优点。这种

方法能使细胞川、 组织J)è在 TIi Î !'I<.J多个细胞同时t

t~]; 以转化， 操作迅速、 简怡 ， 肉 rfïi具有广泛的

应用前景。已经证明在用基因枪喷射技术转化

的细胞 i ，k~ll织中外观基 |去!可 以得到瞬间或稳定

的表达。 ， Klein 的试验指出， 这种技术对于能

够币tH自才去的较小细胞能何3'i j后定的转化。 当

被 j~j]l a室的鸪微光川才11fi 积为 1 cm2 、 共 20 00 多个

细胞的'j.羊t葱组织块进行轰击时， 约有 90% 的

细胞同时被击孔，使表而吸附有烟草花叶病毒:

Rtl'A: 的鸽颗粒进入细胞， 并在受体细胞巾检

测到 ?病毒: RNA.的表达 [23 )。 他们还利用这种

快休、降 CAT 基因导入洋葱表皮组织， 川、被轰

击的表皮细纠、提取液中1世测 H-\ 很 高的 CAT 11'7 
HI~[23)~~ ， )9号 8 ，年 McCabe 等 J~i. 用外版 DNA 包被

的全做*~f.对大豆组织进们放电轰 ;t ， 约有 ， 2 % 
的被表了卡组织通过器宫发生途径而~!I: 了 他株，

而且在)丁斤得到的 R 0 ;> R 1 {-\ :jjl[ i" 1( 巾部检 i~!tj ~Ij 了

外括:基因的在达[μ] 。

九示、寸!

r 基因枪喷射投术在禾谷类作物传化上 也!吱茂

1阪￥咬;再lU延J GUS，司汩) 基 !白剧1京利，1 的 j质贡 1航fí功仿}斗立，ì:J所沂包被的 i鸪4微颗中半粒、J7轰f击片

玉米悬j浮孚 j埔古养物，使葡糖音酸雨 J，与 因在转'化细

胞巾得到表达。 :当 悬浮细胞用一层 i虑纸做支持

物时 ， 转化细胞的数目大约是无 ifit纸支荷 Il{] 30

倍 。 j;; rrj句特、化效率的因素还有微颗粒的喷射速

魔王 用'以轰击的.做祀的数量以放 CaC1 2 和亚情
氨的浓度[户]。他们认为 CaCl z 和 ~IE村氨影响到

外源 DNA和j敬颗粒的结合 。此外他11丁，还对 '玉米

胚切)牛表面的完1整细胞进行丁转化实验[25 ) 。

严; 1m，、激光微束基因转辖技术 (Gene trans

t~r þy l'àser JPicrobeam) 

激光是一种很强的相干 单 色 电磁射线。 细

胞膜~l系统或细胞内的某些结均由于能够吸收特
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第 12 卷第 1 期 鄂胞生物 芋 杂志 导

定波长的激光而招致某种程度的损伤。 '一定波

长的激光 ~k ~j聚，íV，后到达细胞膜平'面府其直径

大约只有 0.3一0 . 5μm，主种直径馆Ai但能量
很高的激光做束可引起膜的可逆性穿于U， 佳短

时|向闯h同j 内(妇于 l川O 秒 ) 又只; 可自划抖1修 多F{μ阴z犯叫8

等指出可 i以1利用激光的这种效应对细胞进行遗

传操作[阳z犯叫6]0 Tao 等首先利用激咙聚F焦眉的微束

对哺乳功抽细胞进行了 DN舍升'特化内辖!于护hhzυ川川7η飞]~，此
后 Weber 等对分离的叶绿体吉引| 入夕外卡源 DNA 甘也A 

获得了 j成戊功[川Z8叫8]飞。 由于普棋克光微柬的直r怪f径圭到f恨良小， 为

在显微水平对目 的细胞或细胞尹，均工半传操作
提供了方便。

Weber 等人利用激光微束战s术 l对t 原生质

体、 花粉以及主运整生活细胞刷的什绿卡飞进行操
作， 以导入荧光标 i己的大肠杆菌，的 pBR 322 质

粒 DN'A 。 通过荧光检测发现' DNA 分1另IJ 导入
巴，>

了原生肢体、 花粉扣i~'细胞内的叶i轿体;' 并证

明外游、 DNA 的导入是由于细胞壁、 花粉壁和

膜京统的阿 l'âJ 击孔而造成4的; 时于运押穿孔可

在 5 秒钟之内关闭 ， 外语这位必如JV) i5TE入细
胞或细胞缸， 而对细胞成细胞将本身损伤不

大。外源 DNA Á甘流入过程'1' ]"被细胞在低渗j在

液中保温处血!.IJÎ 促址，由于外源物质流入相对

高渗的泪 !;æ或细胞梅内部，细胞的体积失约增

大 20% [ Z9 ] 。

基因导入有关的操作。 Rosemarie 等利用激光

做束诱导 rlJ t'ry原生质体的iWlt 汗牛IJ 哺乳动物细胞

的融合， ιJj l 也融合相比只 u乙川人在于能在显微

镜下有选择性j也 i址 h"'[叫 。

有关影响激光微束基因转移效率的因素，

目前尚龙完整、 系统的..L作， 已知悬浮原竿原

体或细胞的介质的渗透压是影响基因导入的重

要因素，操作时原生质体或是:浮J细胞的低渗处4

理可促进外源基因的导入马 岛 tl1 

五、 对JL种细胞击孔基因转移技术的评价4

电激基因转移和基因，枪喷射基因持稳技$.

操作简单、 放卒 lU ， 而且7L;1!&主以 i!JIJ ， 既 1 1]"用

于转化双子叶植物， 又可用 于转 化单子叶植

物， 自 因此可屯i广泛地用来开展各种细胞的转化

研究:.!~ r，1刊!是用T植喝拉生肢体已被母明是行
之有效的。电激基因转移技术用于(fi;化带壁细

胞、 ‘、墨卤枪喷F才基因转移技术用于转化单细
胞飞 L细咆团或组织块可以避开原生质体培养繁

杂的实验操作。 另外应用电激或基因枪喷射技

术向-花粉内l导入外即遗传物质通过'正常的受精
作思奇可能得到转位的种子。俨 激光微柬基因转

移技术对于细胞器如线粒体、 _' 叶绿体的遗传操

作具潜精密宇日军向选择等特，号 ， 应用这种技术
开属纬校体、飞、 叶绿体的遗传工程以及细胞质遗

传的研究，将有可能对一些育种学家关心的重

要问越如细胞质雄性不育基'因的转移等提出有
效的解法途径。

综上所述，迅速发展的电激基因转移技术、 .
‘、【 l

基因抢喷射基因转移技术和激光;JE束基因转移

技7位是近年1来基因工程研究中的一大进步，虽

然1日 T飞质粒户载守的农杆菌转止 1目 ;周要较
昂贵的仪器和设备，但由于它为解决禾本科植

物缺是有效的转化体系展示了光明的前景而受

到了植物基因工程研究者'的重视，可以预料随

着这些技术的逐步完善和广泛应用 ， 基因工程

在粮食作物的改良上将发挥它应有的作用 。

摘 要

. 谷类摇勃的基因转移工作由于缺乏适当

的转化系统而进展缓慢， 近年来发展起来的电

激基因转移技术、 基因枪喷射基因转移技术和I

激光微柬基因转移技术为解决这一难题提供了

可 能， 并己利用 电激法成功地将外源基因转入

水稻有l玉米， 得到了转化植株ρ 木文扼要介绍

了上述几种外源基因转移新技术的基本原理、

操作要点及其在基因转移工作中 所取得的成

就1 、 并为汪耳种新技术在2基因转移特别是禾谷
类毡'物基国转移中的应用前景进行了评价。
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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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