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遗传转化以其将外源基因主动导入、定向改

造植物的优点，可解决常规育种中存在的一些难

题，它打破物种间遗传交流的限制，给作物育种

领域注入了新的活力。迄今为止，世界范围内培

育成功的转基因植物大约有 200 余种，其中，棉

花、大豆、玉米、油菜、马铃薯等作物的一些

转基因品种已在生产中大面积推广应用， 产生了

良好的经济效益和社会效益。小麦的遗传转化起

步较晚，近几年进展较快，在提高小麦产量、改

善品质、增加抗逆性和雄性不育中，展示出良好

的应用前景。本文就小麦遗传转化作介绍，并对

此前景作了展望。

1  小麦的遗传转化

1.1  原生质体转化  在小麦遗传转化研究早期阶段，

转化多以原生质体为受体进行，依赖于小麦原生

质体的植株再生。原生质体再生植株最早是在20

世纪70年代在烟草中获得的，后来这项技术逐渐

扩展应用于禾谷类作物。Harris等(1988)首次建立

起小麦品种‘Chris’花药愈伤组织的悬浮系，从

具有高度分化能力的悬浮细胞游离原生质体中，

获得小麦原生质体再生植株。此后，又从不同小

麦品种中相继得到原生质体再生植株或胚状体，

为小麦的原生质体转化打下了基础。

聚乙二醇诱导(PEG-induced)的小麦原生质体

遗传转化，是通过多聚分子 PEG (原生质体融合

的化学媒介剂)在二价阳离子的作用下与裸露的

DNA 形成共沉淀，诱导外源 DNA 进入原生质体，

进行遗传转化。Lorz等(1985)用 PEG法将新霉素

磷酸转移酶(neomycin phosphotransferase，NPTII)

基因转入小麦原生质体，获得具有外源基因

(NPTII)活性的抗性细胞克隆。郭光沁等(1993)用

分别带有葡糖苷酸酶(b-glucuronidase，GUS)基因

和潮霉素磷酸转移酶(hygromycin phosphotransferase，

HPT)基因的 pBI221 及 pBI222 作为载体，将小麦

品种‘济南 177’的原生质体悬浮在转化介质中

进行转化，筛选后得到抗性体细胞胚和小块愈伤

组织，进而获得转基因植株。Southern杂交结果

表明，HPT 已稳定整合进转化小麦的基因组中，

转化频率达到2×10-5~3×10-5。

电激介导(electroporation-mediated)的小麦原生

质体遗传转化，是由 P E G 直接导入法发展而来

的。电激介导转化是借助高强度电脉冲作用，使

原生体质膜产生瞬时可逆穿孔(直径约4 nm)，导

致 DNA 分子穿过小孔进入原生质体。电激转化首

先在烟草上获得成功，随后在谷类作物的转化上

也取得了进展。Zhou等(1993)用含有草丁膦乙酰

转移酶(phosphinothricin acetyl transferase)基因(Bar)

的质粒 pBARGUS，电激介导转化小麦花药愈伤组

织悬浮系的原生质体，获得 5 块具有草丁膦抗性
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的转化愈伤组织。He等(1994)通过电激介导获得

抗除草剂的绿色转基因植株，但这些植株不能结

籽。此项技术用于小麦其它受体进行遗传转化也

获得成功。柯遐义等( 1 9 9 7 ) 以春小麦品种

‘T200 3’的幼胚为受体，应用电激转化将 Bar

转入小麦基因组中，扩大了电激转化小麦的受体

材料范围。Sorokin等(2000)则以小麦成熟胚和小

孢子为受体，将NPTII和 gus电激导入小麦细胞，

获得可育的转基因小麦。电激法方便有效，可用

于原生质体转化，也可用于完整细胞转化，并特

别适用于瞬时表达的研究(王丽萍和赵洁 2003)。

梁辉等(2005)用改良的环形电极，将Bar和gus导

入完整的小麦幼胚组织中，经PCR和 Southern杂

交分析，外源基因已稳定整合到小麦基因组中，

转化频率提高到7.5%，高于相同处理条件下基因

枪法的转化频率(4.2%)。

脂质体介导(liposome-mediated)的原生质体转

化，是用包装有 DNA 的脂质体与原生质体共保温

方法，通过二者脂膜动态结合，外源 D N A 释放

到原生质体中来实现转化的。这种方法最初应用

于动物细胞，随后移用于植物原生质体转化。朱

祯等(1993)用含 HPT的大肠杆菌质粒pCGN1055转

化小麦原生质体，筛选后的抗性克隆占有的比例

为 3.8%，转入分化培养基后获得再生白化苗。

以原生质体作为外源基因的受体，有其不可

替代的优点：(1)原生质体没有细胞壁，可接纳较

大片段的 DNA，甚至细胞器；(2)能一次接受较

大量的DNA；(3)原生质体为完全分散游离的单细

胞群体，可以避免产生基因转化的嵌合体；(4)能

提供大量一致的靶细胞用于DNA导入；(5)无宿主

限制；(6)操作简便等。用于原生质体转化的方法

很多，其中脂质体介导转化具有较大的潜力，由

于脂质分子的介入，外源 DNA 导入原生质体的频

率可大大提高。但原生质体转化在小麦中的应

用，至今还不够理想。原因是此方法需要以原生

质体培养为基础，而小麦原生质体的分离和培养

难度大，周期长，培养过程中体细胞突变率高，

再生植株能力低，即使获得再生植株，也往往不

育。同时，从原生质体转化得到的转基因植株，

普遍存在着结实率低，外源 D N A 拷贝数高、片

段化、基因重排以及基因表达沉默等问题。这些

不利因素制约了小麦原生质体遗传转化的发展，

此种小麦转化系统远未达到预期目的。

1.2  基因枪轰击法遗传转化  基因枪轰击(micropro-

jectile bombardment, particle bombardment or

biolisties)是将外源基因在Ca2+或亚精胺等作用下吸

附在重金属金或钨粒子表面(直径1 mm左右)，制

成 DNA 微弹后，用基因枪将微弹高速射入植物受

体细胞，释放出的 DNA 分子随机整合到植物基因

组中，从而实现遗传转化。

1992 年，Vasil 等采用基因枪转化法，首次

获得了用gus和Bar转化的抗除草剂Basta的小麦可

育转基因植株，从而开创了转基因小麦研究的先

河。他们得到的 T0、T1、T2 代植株均具有 Basta

抗性，分子杂交进一步验证外源基因得到整合，

并且Bar在转化植株后代中的基因分离符合孟德尔

遗传规律。1993 年，Vasil 等再次应用此方法转

化小麦幼胚，并对转化和组织培养条件进行优

化，在短期内得到了可育的转基因植株，转化频

率为 1.0%，于是他们认为，基因枪转化是一种

快速的遗传转化方法。王小军等(1996)用基因枪

将含有CaMV 35S启动子的腈水解酶(nitrilase)基因

Bxn 和筛选标记基因 NPTII 导入小麦幼胚后，以

抗性鉴定和Southern杂交分析证明，获得的确是

转基因植株，且自交可育，转化频率为 1 . 9 %。

在随后的几年中，人们又相继以小麦的幼胚、幼

穗、盾片以及来源于他们的胚性愈伤组织等为靶

组织，用基因枪将具有抗除草剂(Ortiz 等 1996;

Permingeat等2003)、抗病(Chen等1998; Bieri等

2000)、抗虫(Altpeter等1999; Stoger等1999)、抗

逆(郭北海等2000)、优质(Blechl和Anderson 1996;

Barro等1997)、人工雄性不育(傅荣昭等1997)等

性状的目的基因导入小麦，转化效率最高可达

5.5% (Ortiz等1996)，由此小麦基因工程研究进

入了一个新的阶段。

基因枪轰击转化与原生质体转化相比，是一

种新的变革。基因枪法可以直接轰击那些已完成

形态分化的组织或器官，受体范围扩大至完整细

胞，来源广泛，胚性愈伤组织、幼胚、成熟胚

盾片、茎尖分生组织、幼穗等都可以，这就避

免了原生质体培养与再生的障碍，从而摆脱了受

体专一性要求，提高了转化效率，加快了育种速



植物生理学通讯  第42卷 第3期，2006年6月 575

度；基因枪轰击转化得到的大多数转基因植株表

型正常，同时还保持了高度的可育性。目前，基

因枪轰击转化是小麦遗传转化中应用最多的方法。

基因枪轰击转化体系的建立，推动和促进了

小麦遗传转化的研究和小麦基因工程的发展。但

这是一种机械和随机过程，受诸多因素影响，如

基因枪的种类(涉及轰击时的气压、距离、速度

等)、所用的金属粒子种类、DNA 沉淀辅助剂及

DN A 的纯度、质粒 DN A 和金属粒子之比、每枪

粒子用量等，重复性差，且对处理的植物材料有

一定程度的伤害，也存在着转化效率不高、转化

片段较小(<30 kb)、转化后产生嵌合体、多基因

拷贝整合、基因沉默、外源基因在后代中容易丢

失(Alvarez等2000; Rooke等2003)以及仪器设备耗

材价格昂贵等缺点，因而其应用受到限制。

1.3  农杆菌介导的遗传转化  在植物基因工程的发

展中，研究和应用比较清楚和成功的是根癌农杆

菌(Agrobacterium tumefaciens)介导的遗传转化。

它是利用农杆菌Ti质粒(包括Ri质粒)上有一段转

移DNA (T-DNA 区)和毒性区(Vir 区)的特性，农

杆菌侵染植物时，T-DNA 在 Vir 区的基因产物帮

助下插入到植物基因组中，其携带的基因可在植

物基因组中整合和表达。大多数单子叶植物不是

农杆菌的天然宿主，单子叶植物的农杆菌介导转

化存在许多困难。农杆菌介导的单子叶植物转化

最早是在石刁柏中获得成功的，之后，相继在水

稻、玉米、大麦、甘蔗等重要经济作物中获得

了农杆菌介导的转基因植株。

农杆菌介导的小麦遗传转化一直是世界上研

究此项问题中的一道难题。20 世纪 90 年代初，

Hess等(1990)、Mooney等(1991)曾对农杆菌介导

转化小麦的可行性进行过尝试性研究，但未能获

得转基因植株。1997 年，Cheng 等用此方法获得

了有分子生物学证据的小麦转基因植株，Xia 等

(1999)也报道用农杆菌介导获得了转基因小麦。

随后，人们又对影响农杆菌介导小麦遗传转化的

因素作了深入广泛的研究，此方法的转化效率不

断提高。小麦基因型、外植体源、预培养时间、

侵染和共培养时间、乙酰丁香酮、农杆菌菌株、

载体以及筛选剂等都影响转化率。K h a n n a 和

Daggard (2003)报道，载体结构直接影响转化效

率，具有双 Vir 区基因的载体，转化效率明显高

于仅有一个Vir区基因的载体，并且再生培养基中

加入0.1 mol·L-1的亚精胺可促进农杆菌侵染后的愈

伤组织恢复，转化率达到 3.9%；35% 的转基因

植株为单拷贝插入，大多数转基因植株符合孟德

尔遗传规律。Hu等(2003)以预培养4 d的小麦幼

胚为外植体，用农杆菌CP4 (aroA:CP4)，以草甘

膦为筛选剂，获得了 4.4% 的转化率，46% 的转

基因植株符合孟德尔遗传规律，67% 为单位点、

单拷贝插入。此外，人们用同样的转化方法相继

又得到一些小麦转基因植株(Amoah等2000; 薛哲

勇等2004; 秦余香等2004)。

农杆菌介导的遗传转化，用的是一种能够实

现DNA转移和整合的天然系统。此方法自1983年

问世以来，因其具有转基因低拷贝、遗传稳定

(Khanna和Daggard 2003)、能够转化相对较大片

段DNA (Hamilton等1996; Liu等1999)以及成本低

廉等优点，受到人们的极大关注。在已获得的约

200 种转基因植物中，约 80% 是由此菌介导完成

的(王关林和方宏筠2002)，农杆菌介导转化已成

为大多数植物遗传转化的首选方法。在小麦的农

杆菌介导转化中，目前仍存在受基因型限制、对

组织培养技术依赖性强、转化频率不高以及起始

外植体单一等问题。但随着该转化体系的不断发

展完善，以及与其他一些转化方法的联合使用，

农杆菌介导转化技术将会在小麦遗传转化中发挥更

大的作用。

1.4  花粉管通道介导的遗传转化  用花粉管通道进

行遗传转化，是根据植物远缘杂交理论(周光宇等

1979)创建的，近年来，在农业分子育种中的应

用越来越多。用花粉管通道转化植物的工作主要

集中在我国，其理论基础是认为植物中存在染色

体水平以下的 DNA 片段杂交。外源 DNA 片段在

授粉后通过花粉管通道进入胚囊而整合到受精卵基

因组中，然后自然发育成种子。花粉管通道法转

化植物，早期主要采用提取供体总 DNA 后进行转

化。这种方法简单易行，但转化后代性状变异复

杂，给筛选工作带来困难；同时，转化体只是

根据表型变异情况给予确认，供体基因在转化体

中的检测和鉴定较难，缺少必要的分子生物学证

据，因而此转化方法存在很大争议。1 9 8 8 年，
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Luo 和 Wu 用花粉管通道法将含报告基因的质粒

DNA 转入水稻，Southern 杂交和酶学测定表明，

外源基因在水稻转基因植株中已整合并表达，从

而使花粉管通道法的转化工作像其他直接转化法一

样，完全按照转基因技术的操作进行，打消了人

们对此转化方法的疑虑。

1993年，曾君祉等将含报告基因gus的质粒

pBI121 用花粉管途径转化普通小麦，在结实的

106 粒种子中，经点杂交和 Southern 杂交鉴定，

以及组织化学检测，证实 gus 已整合到小麦基因

组中，并能在植物体中表达；他们的后续研究结

果表明，转基因植株后代连续 4 代的外源基因稳

定遗传，遗传规律与其他转化方法——农杆菌介

导转化和基因枪转化所得到的结果相似。不同学

者将不同物种的总 DNA 导入小麦，得到不同的小

麦变异株系和新品系，从而丰富了小麦育种材料

(王立新等2001; 赵宝存等2004); 另外，还有人又

将一些外源基因通过花粉管途径导入小麦，也获

得了一批有分子生物学证据的小麦转基因植株(刘

志方等2001; 侯文胜等2003; 黄益洪等2004)。

用花粉管通道法进行转化，与其他转化方法

相比，有诸多优点：(1)可直接获得转化种子，无

需经过组织培养过程；(2)取材方便，操作简单，

实验成本低廉，能直接在大田工作，更适合较大

规模的转化；(3)避免了转基因植株嵌合体和体细

胞畸变等问题，也减少了基因型的影响；(4)每年

可获得大批转化种子，用于转基因后代的遗传学

研究和育种，可为这些工作提供一定数量的群

体。此方法已成功地应用于我国抗虫棉的育种，

在小麦的遗传转化中也有很大的应用潜力。但此

方法也存在易受环境条件影响、重复性差、经验

性强、转基因植株后代情况复杂、外源基因整合

机制不清楚等缺点，这些都有待进一步优化和完

善。

1.5  离子束介导的遗传转化  低能离子在生命科学

中的应用，最先是在我国兴起的。离子束介导转

化是 20 世纪 80 年代末提出的一种新的转基因方

法，是我国拥有自主知识产权的一项高新技术。

离子注入技术已应用于生物改良、生命起源和进

化以及环境辐射生物学效应等多个理论和应用研究

领域。其中，在植物遗传转化、创造新种质资

源中的成果尤为突出，并且用离子束介导转化已

获得了高蛋白和抗病的小麦、高光效水稻以及棉

花新品系等。

离子束介导转化是用低能离子束注入植物组

织后，对植物细胞产生刻蚀，受刻蚀后的细胞壁

产生局部穿孔，细胞膜透性发生变化，从而可为

外源 D N A 进入细胞提供多个可自动修复的微通

道。另外，带正电的离子在微通道内积累，则

有助于带负电的外源 D N A 进入细胞。同时，离

子注入对靶细胞 DNA 造成一定损伤，由损伤诱导

的修复作用可为外源 DNA 在受体基因组上的整合

和重组提供便利条件(Yu 等 1993)。2000 年，吴

丽芳等以携带报告基因gus和潮霉素抗性基因hyg

(R)的质粒为供体，进行了离子束介导小麦遗传转

化的研究，他们获得的分子生物学证据表明，外

源基因已整合到小麦基因组中，从而首次证明离

子束介导小麦遗传转化的可行性。苏明杰等

(2003)用离子注入法，将大豆总DNA 导入‘新麦

9 号’籽粒种胚的结果表明，处理后当代后熟植

株籽粒中蛋白质含量发生明显变化，得到了一批

高蛋白的变异材料，说明用离子束介导法可对小

麦种子进行直接转化。苌收伟等(2004)用低能离

子束将大豆总 DNA 分别导入 2 个小麦品种‘中育

5 号’和‘淮阴 962 8’中，也获得一些高蛋白

株系。这样，用这一新的技术可得到一些小麦转

基因植株或变异株系，从而大大丰富了小麦育种

资 源 。

离子束介导技术转移活性裸露的 D N A 大分

子，可获得带有目的性状的转化后代，这可能是

未来远缘物种间遗传物质交流的一种简便、有效

的方法，但还待进一步完善。离子注入装置需要

在真空下进行，而真空的脱水作用和真空会导致

伤害，引起细胞或组织存活率降低，从而影响转

化效率。

1.6 其它方法的遗传转化  碳化硅纤维介导转化

(Serik等 1996)、农杆菌处理花器官转化(何道一

等2003)和整体转化(王宏芝等2004)等转化方法在

小麦的遗传转化中也有一定的应用。

2  展望

从转化策略来说，有三点：一是建立小麦基

因靶位操作体系，二是构建大片段 DNA 转入小麦
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细胞并稳定表达的体系，三是无筛选标记的小麦

遗传转化。在植物体内引入某些 D N A 序列，然

后通过同源重组向植物基因组的特定位点导入目的

基因，这方面的工作在拟南芥( V e r g u n s t 等

1998)、烟草(Bayer和Hess 2005)中已经开展，而

小麦的基因靶位操作体系有待建立。向小麦体内

转入大片段 DNA，可能会成为小麦分子育种中的

一个新方向。小麦的一些重要经济性状，如高

产、优质、抗病、抗虫、抗逆等，常常是由

多基因控制的数量性状，这些基因成簇排布，定

位在较大 DNA 片段甚至不同的染色体上。这些性

状的改造需要一个能将大片段 DNA 转入植物细胞

并稳定表达的体系。双元细菌人工染色体(BiBAC,

能够携带150 kb的基因片段) (Hamilton 1997)和具

转化功能的人工染色体(TAC, 能够携带40~80 kb

的DNA片段) (Liu等1999)的构建，对突破常规植

物基因工程中外源基因片段的限制(小于30 kb)很

重要。目前，大片段 D N A 导入的研究还仅限于

烟草(Hamilton等1996)、拟南芥(Liu等1999)等少

数几种植物，若能够实现向小麦等禾谷类作物中

转入大片段 DNA，则将对这些重要粮食作物的遗

传改良产生深远的影响。

从转化技术来说，小麦转化技术已形成了以

基因枪转化为主，花粉管通道转化次之，其它转

化技术均有进展的状况。利用基因枪转化虽然能

很方便地获得小麦转化体，但对大片段 DNA 的转

化却显得无能为力。随着农杆菌转化体系的不断

完善以及一些新思路的提出，采用农杆菌介导转

化与其他转化技术相结合的方法，将会促进农杆

菌介导转化在小麦遗传转化中发挥更大的作用。

农杆菌与细菌人工染色体的联合应用( L i u 等

1999)，可赋予其转化大片段 DNA 的功能，因而

将能够改良小麦的一些数量性状；采用农杆菌T-

DNA 转移和整合原理与基因枪技术相结合创建的

“农杆枪法”(agrolistic) (Hansen等1996)，可将

virD1、virD2基因连同T-DNA上的目的基因一同

打入植物细胞，这种技术集中了农杆菌转化中精

确切割转移和低拷贝整合等特性以及基因枪法中无

宿主范围限制的优点，是一种有发展前途的新思

路；超声波辅助农杆菌介导法(sonication-assisted

Agrobacterium-mediated trasformation, SAAT) (邱

树毅等1999), 可通过超声波在受体细胞上产生微

孔来帮助农杆菌附着和 T-DNA 转移；还有农杆菌

与病毒结合的农感染(agroinfection)法，此方法由

农杆菌介导病毒基因转移，但并不引起病毒在植

物基因组中整合(李桂兰2004); 更有农杆菌整株感

染(Clough等1998)等转化技术对小麦的遗传转化

也将有很大的帮助。

总之，在今后一段时间内，小麦基因靶位操

作体系的建立，离体再生技术的完善，无筛选标

记的小麦遗传转化，各种转化方法综合应用以建

立一个较理想的转化体系，以及将大片段 DNA 导

入小麦的研究，都将是今后小麦遗传转化研究中

的几个重要方面。

尽管小麦已可以成功转化，获得了一批转基

因小麦，并在小麦遗传改良中展示出良好的应用

前景，但与其它作物相比，仍存在较大差距。迄

今，尚无转基因小麦在生产中试种，小麦遗传转

化技术还不能作为一项常规技术而普遍应用，其

在育种中的应用也才刚刚起步。相信随着分子生

物学研究的进展和小麦转化技术的日臻完善，今

后将会发现更多的优良基因并转移到小麦中，从

而丰富小麦的基因库，转基因小麦不久也定会走

向生产应用。
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