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摘要：农杆菌介导法是目前遗传转化应用最广泛的技术手段之一。本文主要从农杆菌菌株、外植体类型、预

培养时间、侵染过程、共培养条件以及抗性细胞的筛选等方面综述了影响针叶树转化效率的因素，为针叶树

的遗传转化及遗传育种研究提供参考。
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　　针叶树是指树叶细长如针的树种，在世界分

布范围广，多数种类在各地林区组成针叶林或针、

阔叶混交林。因具有很高的经济价值而被广泛种

植，是重要的造林树种［１］。农杆菌介导的遗传化

是一种被广泛使用的研究工具，通过农杆菌在侵

染植物将目的基因或 ＤＮＡ 随 Ｔｉ（Ｔｕｍｏｒｉｎｄｕ

ｃｉｎｇ）质粒或Ｒｉ（Ｒｏｏｔｉｎｄｕｃｉｎｇ）质粒插入并整合

到植物基因组中，使外源基因在植物基因组中遗

传和表达［２］。遗传转化技术打破了常规育种的界

限，可以更多、更快、更好地创造新品种、新类型和

新种质，达到植物定向改良的目的。植物遗传转

化最早发生在２０世纪８０年代，目前获得大约５０

多个物种，共１２０多种转基因植物
［３］，如香蕉［４］、

苹果［５］、木瓜［６］、杨树［７］、松树［８］等木本植物。其

中针叶树由于其组织再生缓慢、对抗生素敏感、转

化体系不完善等原因，其转化难度较大［９］。自

１９３４年，Ｓｍｉｔｈ
［１０］发现根癌农杆菌能侵染针叶树

以来，目前也有针叶树种获得了转基因植株，如殳

晓强［１１］以马尾松成熟合子胚为外植体将ＲＣＡ小

同工型基因导入受体细胞，提高了马尾松光合生

产力。张利［９］以白皮松成熟胚合子胚子叶为

外植体，转入抗盐基因ＳＯＳ１和ＮＨＸ１，使白皮松

植株获得抗盐耐碱能力。证明利用农杆菌转化法

获得转基因针叶树种是可行的。本文将依据现有

研究报道，对影响针叶树种遗传转化的因素进行

综述。

１　针叶树遗传转化农杆菌菌株的选择
用于植物遗传转化农杆菌的菌株分为３种类

型，即章鱼碱型、胭脂碱型和农杆碱型（琥珀碱

型），其代 表 菌 株 分 别 为 ＬＢＡ４４０４、ＧＶ３１０１、

ＥＨＡ１０１／ＥＨＡ１０５
［１２］。章鱼碱型菌株转化困难，

不易脱菌；胭脂碱型生长迅速，容易操作；农杆碱

型与胭脂碱型相似［１３］。不同的农杆菌菌株对针

叶树种遗传转化影响非常显著，也与针叶树的种

类有关。Ｈｕｍａｒａ等
［１４］和Ｌóｐｅｚ等

［１５］分别以意

大利伞松成熟合子胚的子叶和黑云杉子叶为受体

材料，利用犌犝犛 基因瞬时表达，研究发现菌株

ＥＨＡ１０５转化效果明显优于菌株ＬＢＡ４４０４和菌

株ＧＶ３８５０。而在白云杉胚性组织的遗传转化

中，只有菌株ＥＨＡ１０５转化成功，而ＬＢＡ４４０４和

ＧＶ３１０１都没有得到转基因植株
［１６］。Ｔａｎｇ等

［８］

以火炬松成熟合子胚为材料，利用菌株ＬＢＡ４４０４

成功获得了转 犕狋犾犇 和犌狌狋犇 基因的抗盐植株。

利用菌株 ＧＶ３１０１对油松愈伤组织进行瞬时侵

染，其转化率高达７０．１％
［１７］。由此可见，不同针

叶树遗传转化，其菌株的选择几乎没有规律可循，

受针叶树种的影响较大。

２　针叶树遗传转化外植体的选择
外植体是影响植物遗传转化的重要因素，植

物的细胞、组织、器官或原生质体均可作为遗传转

化的受体材料。常用的外植体一般包括根、茎、叶

片、茎尖生长点、下胚轴、体细胞胚、幼胚、成熟胚

等［１１］。由于针叶树再生体系的建立比较困难，适

合针叶树遗传转化的外植体非常有限。目前成熟

的和未成熟的合子胚、体细胞胚、幼苗（种子实生

苗，组培的再生苗）、茎尖分生组织、子叶都作为遗

传转化的受体材料获得了成功转化。其中合子胚
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和体细胞胚是最适于诱导胚性愈伤组织。例如马

尾松［１８］、斜松［１９］、火炬松［２０］等都是利用成熟的合

子胚获得了较好的遗传转化效果；思茅松［２１］、日

本柳杉［２２］等以再生的体细胞胚为外植体，成功进

行了遗传转化；也有以子叶为外植体进行遗传转

化的，如意大利伞松［１４］、黑云杉［１５］、白皮松［９］、辐

射松［２３］等；另外白云杉［１６］旺盛分裂的胚性悬浮

组织也是良好的遗传转化材料，还有火炬松茎尖

分生组织［２４］、长白落叶松的幼苗［２５］等也成功获

得了瞬时转化。

３　农杆菌介导针叶树遗传转化的预培养
时间

　　外植体在侵染农杆菌之前，需要在诱导培养

基或分化培养基中预培养一定时间，期间可产生

酚类物质，对农杆菌的犞犻狉基因有激活作用，有利

于ＴＤＮＡ转移、插入和整合
［２６］。一般来说利用

农杆菌转化针叶树种的预培养时间多数以３～７ｄ

为宜。张利［９］比较了不同预培养时间对白皮松子

叶抗性芽产生的影响，发现预培养３～７ｄ时，抗

性芽产生的频率从４％增加到８％。马尾松初生

茎顶组织预培养时间从０～１ｄ上升到３～７ｄ时，

抗性芽产生的频率从６．３％增加到２２．０％
［２７２８］。

在建立杉木茎段转化体系时，预培养１～３ｄ为最

适时间［２９］。在白松成熟合子胚［３０］和马尾松合子

胚［２１］的转化试验中，预培养时间为３ｄ时均可成

功获得转化植株。而 Ｍａｌｅｋｉ等
［１８］发现马尾松合

子胚预培养７ｄ转化效率最高。Ｇｒａｎｔ等
［２３］发现

预培养４ｄ的辐射松子叶细胞分裂水平达到最

高，有利于农杆菌转化。对于黑云杉子叶来说，预

培养７ｄ瞬时转化的效率明显提高
［２８］。

４　农杆菌介导针叶树遗传转化的侵染
过程

　　在农杆菌侵染的过程中菌液浓度、侵染时间、

添加剂、超声处理等也是影响针叶树种遗传转化

效率的关键因素。

４．１　菌液浓度和时间

在植物遗传转化试验中，侵染时间和侵染浓

度的最佳组合是针叶树种转基因成功的重要因素

之一。针叶树种用于侵染的菌液浓度，用ＯＤ值

表示一般在０．３～０．８。当细菌溶液浓度过低时，

农杆菌在共培养时增殖缓慢，则转化几率较小；反

之，当菌液浓度过高，外植体在共培养时周围农杆

菌过度增殖，外植体则会受毒害而死亡［２９］。同时

侵染时间也影响 ＴＤＮＡ的转移，从而影响遗传

转化效率。根据针叶树种的外植体种类和生理状

态，侵染时间大多数在３０ｍｉｎ以内。张利
［９］在白

皮松遗传转化中使用的菌液为ＯＤ６００＝０．４，感染

３０ｍｉｎ的组合得到了最佳的转化效果。采用

ＯＤ６００＝０．４，侵染时间１０ｍｉｎ的组合在落叶松胚

性愈伤组织的转化中获得较好的效果［３０］。意大

利伞松子叶瞬时转化实验，ＯＤ６００＝０．８，侵染

３０ｍｉｎ，效果最佳
［１４］。王静［３１］发现在菌液浓度

ＯＤ６００＝０．４、侵染时间２０ｍｉｎ有利于提高ＴＤＮＡ

的转移效率，抗性愈伤组织诱导率最高。而杉木

遗传转化研究中，使用ＯＤ６００＝０．１～０．４，侵染时

间为１０～１５ｍｉｎ的组合获得抗性芽最多
［３２］。许

想平等［３３］在曼地亚红豆杉细胞遗传转化实验中，

侵染时间为２５ｍｉｎ，ＯＤ６００＝０．６。白晓明
［３４］采用

ＯＤ６００＝０．６，侵染２０ｍｉｎ的组合成功获得长白落

叶松抗性愈伤组织。还有试验表明，在火炬松成

熟合子胚的转化中，用低质量浓度的菌液（ＯＤ６００＝

０．２）侵染５～２０ｍｉｎ不能检测到犌犝犛基因的瞬

时表达，即使侵染时间达到３０ｍｉｎ，瞬时表达率

只有６．７％；而ＯＤ６００＝０．８时，侵染１５～３０ｍｉｎ，

瞬时表达率能达到７０％左右
［３５］。另外，对农杆菌

进行预处理也可提高针叶树种遗传转化效率，如

将农杆菌悬浮液在４℃下冷处理５ｈ可获得较高

马尾松合子胚的转化率［１８］。

４．２　添加剂

在农杆菌介导的植物材料转化过程中，侵染

液中添加一些诱导剂可活化农杆菌 Ｖｉｒ区基因，

可有效促进 ＴＤＮＡ 的转移
［３］，如乙酰丁香酮

（Ａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ，ＡＳ）、松柏醇（Ｃｏｎｉｆｅｒｙｌａｌｃｏ

ｈｏｌ，ＣＡ）等。针叶树的遗传转化过程中也同样需

要添加这几种物质。不同受体材料的ＡＳ的添加

量也不相同。挪威云杉和火炬松遗传转化中，侵

染悬浮液中使用的ＡＳ浓度也为５０μｍｏｌ·Ｌ
１［３６］。

殳晓强［１１］在马尾松成熟合子胚遗传转化体系研

究中，侵染液中加１００μｍｏｌ·Ｌ
１的 ＡＳ更有利于

转化。在意大利伞遗传转化实验中，ＡＳ浓度为

１５０μｍｏｌ·Ｌ
１时转化效率可达７０％以上

［１４］。在

白皮 松 成 熟 胚［９］转 化 中，在 侵 染 液 中 添 加

１００μｍｏｌ·Ｌ
１，ＡＳ转化效率最高。

Ｔｗｅｅｎ２０是一种表面活性剂，可以提高细胞

膜的通透性，加快 ＴＤＮＡ的转移速度。多种植

物在侵染液中添加Ｔｗｅｅｎ２０极大提高了遗传转

化效率，例如在玉米愈伤组织的转化侵染液中添

７３１
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加０．１％和０．０１％Ｔｗｅｅｎ２０，可以将犌犝犛表达

率分别提高１．６和１．４倍
［３７］。刘志学等［３８］在农

杆菌菌液和水稻材料的混合物中加入０．１％

Ｔｗｅｅｎ２０并进行负压处理，水稻愈伤组织存活率

提高了８．７８倍。在针叶树种的遗传转化中使用

Ｔｗｅｅｎ２０也有同样的效果，例如在落叶松愈伤组

织侵染液中添加０．１％Ｔｗｅｅｎ２０的表面活性剂，

可以极大提高转化率［３１］。

４．３　超声处理

研究还表明超声波介导法有利于针叶树种进

行遗传转化［３９］。农杆菌侵染外植体时，超声波可

以破坏植物细胞壁，将ＤＮＡ或核酸转移到细胞

中，提高遗传转化能力［４０］。超声辅助农杆菌介导

法是由１９９７年首次应用的，Ｔｒｉｃｋ等
［４１］报道，用

超声处理辅助农杆菌转化中，绿豆原生质体的瞬

时表达水平得到显著提高。意大利伞松转化实验

中根癌农杆菌联合超声的方法产生了２８％犌犝犛

阳性植株［１４］。２００３年在火炬松成熟合子胚转化

试验中，利用超声处理外植体能显著提高农杆菌

介导的基因转移效率［２０］。２００７年东方白松合子

胚超声４５ｓ后获得了９５％的犌犝犛 瞬时表达

频率［４２］。

５　农杆菌介导针叶遗传转化的共培养
条件

　　侵染后的外植体需要在固体培养基上进行共

培养，外植体细胞分裂和生长，附着在外植体上的

农杆菌也随之增殖生长，并将ＴＤＮＡ转移到植

物受体细胞进行遗传整合，达到转化的目的。绝

大多数植物遗传转化共培养的时间在 ２～

３ｄ
［４３４５］，针叶树共培养的时间也类似。例如在杂

种冷杉胚性组织细胞系［４６］和白云杉胚性组织［１６］

遗传转化中，共培养时间为４８ｈ。长白落叶松愈

伤组织共培养４８ｈ，成功获得抗性愈伤组织
［３４］。

马尾松成熟合子胚共培养时间为７２ｈ
［１１，１８］。在

意大利伞松转化试验中，使用７２和４８ｈ的共培

养时间，转移效率提高了１５倍
［１４］。也存在特殊

的情况，例如马尾松初生茎顶组织共培养５～６ｄ

转化效率最高，适合杉木茎段的共培养时间为４～

５ｄ
［２７］。

与侵染过程类似，在共培养基中添加一些物

质可以提高转化效率，通常添加 ＡＳ。例如在共

培养基里中加入５０μｍｏｌ·Ｌ
１的 ＡＳ可提高白云

杉转化效率［１６，４７］，８０μｍｏｌ·Ｌ
１的ＡＳ可以提高杉

木转化率［３２］。利用农杆菌介导的展叶松犌犝犛基

因转化中，添加了１００μｍｏｌ·Ｌ
１的 ＡＳ

［４８］。在白

皮松成熟胚［１１］和长白落叶松体细胞胚［１３］转化

中，在侵染液和共培养基中同时使用１００μｍｏｌ·Ｌ
１

的ＡＳ转化效率最高。杂交落叶松共培养基中加

入ＣＡ可以提高转化率
［４７］。Ｅｌｌｉｓ等

［４９］对杂种落

叶松进行转化，也证明共培养基中添加１００μｍｏｌ·Ｌ
１

的ＣＡ能提高农杆菌对针叶树的转化效率。王

静［３１］研究表明在侵染液中和共培养基中添加

１００μｍｏｌ·Ｌ
１的ＡＳ或１００μｍｏｌ·Ｌ

１的ＣＡ对落

叶松愈伤组织的转化有诱导效应，同时添加

５０μｍｏｌ·Ｌ
１的ＡＳ和５０μｍｏｌ·Ｌ

１的ＣＡ效果最

好，抗性愈伤率提高为对照的２倍。

也有报道显示共培养基中添加冈田酸和三氟

拉嗪也能提高植物的遗传转化效率。在东方白松

共培养过程中添加２μｍｏｌ·Ｌ
１冈田酸，抗性愈伤

组织率提高了３．５倍，添加１５０μｍｏｌ·Ｌ
１三氟拉

嗪抗性愈伤组织率提高了２．５倍
［４２］。

在共培养过程中添加一些抗氧化剂，例如

ＡｇＮＯ３、半胱氨酸（ＣＹＳ）、抗坏血酸（ＶＣ）、二硫

苏糖醇（ＤＤＴ）、硫代硫酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）、聚乙烯吡

咯烷等，可以抑制植物细胞的过氧化物酶（ＰＯＤ）

和多酚氧化酶（ＰＰＯ酶）的活性，减少组织褐化，

提高转化率［５０］。例如在大豆子叶节转化的共培养

基中添加２０ｍｇ·Ｌ
１硝酸银来降低外植体褐化程度

从而提高转化率［５１］。在共培养基中添加８００ｍｇ·Ｌ
１

半胱氨酸后，侵染后的小麦幼胚没有出现组织坏

死和细胞凋亡，且添加了半胱氨酸后转化效率相

对较高［５２］。在共培养基中加入１ｍｍｏｌ·Ｌ１的硫

代硫酸钠能有效防止大豆子叶节褐化，提高丛生

芽率［５３］。在针叶树种目前还未有相关报道，可考

虑在今后的针叶树遗传转化中添加抗氧化剂来提

高转化效率。

６　农杆菌介导针叶树遗传转化的抗性细
胞筛选培养

６．１　外植体脱菌

共培养后为除去附着于外植体上的农杆菌，

通常使用抗生素对农杆菌生长进行抑制，以达到

脱菌的效果。目前常用的抗生素有羧苄青霉

素（Ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ，Ｃａｒｂ）、头孢霉素（Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ，

Ｃｅｆ）和特美汀（Ｔｉｍｅｎｔｉｎ，Ｔｉｍ），其除菌的效果与

菌株有关。

王静［３１］研究发现，使用５００ｍｇ·Ｌ
１Ｃａｒｂ洗

涤共培养后的落叶松愈伤组织并在培养基中添加
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Ｃａｒｂ可抑制农杆菌ＥＨＡ１０５生长，并且Ｃａｒｂ的

抑菌效果明显优于Ｃｅｆ或Ｃｅｆ与Ｃａｒｂ的组合
［３１］。

思茅松成熟胚的遗传转化中，使用８００ｍｇ·Ｌ
１的

Ｃａｒｂ作为抑菌剂，明显抑制农杆菌Ｃ５８活性
［５４］。

朱彩虹［３０］发现Ｃａｒｂ对落叶松胚性愈伤组织有毒

害作用，使用３００ｍｇ·Ｌ
１的Ｃｅｆ可有效抑制农杆

菌ＧＶ３１０１的生长，并能够促进细胞生长。长白

落叶松体细胞胚［１３］转化试验用 Ｃｅｆ对农杆菌

ＧＶ３１０１进行脱菌。马尾松成熟合子胚转化试验

中使用Ｃｅｆ抑制农杆菌ＥＨＡ１０５效果也较为理

想［１１］。海岸松体细胞胚遗传转化中在选择培养

基中添加５００ｍｇ·Ｌ
１的Ｃｅｆ来抑制农杆菌生长取

得了较好效果［５５］。斜松成熟合子胚转化试验

使用５００ ｍｇ·Ｌ
１ 的 Ｔｉｍ 可以有效抑制农杆

菌（ＧＶ３１０１、ＥＨＡ１０５、ＬＢＡ４４０４）的活性
［１９］。

此外，由于针叶树种的外植体通常较脆弱，脱

菌过程中减少对受体材料的伤害也是非常重要

的。在落叶松胚性愈伤组织转化中选用添加

Ｃａｒｂ的０．１％甘露醇溶液代替无菌水或液体培养

基作为脱菌液可维持一定的渗透压，减少脱菌液

对落叶松愈伤组织的伤害［３１］。

６．２　抗性细胞的筛选

６．２．１　延迟筛选　由于针叶树种的外植体通常

对抗生素更为敏感，适当延迟筛选，更有利于抗性

组织的获得。长白落叶松愈伤组织共培养后在不

添加的抗生素培养基中恢培养７ｄ再进行筛选，

转化效率明显提高［４６］。马尾松茎顶组织恢复培

养５～６ｄ，茎段恢复培养６～７ｄ转化效果最

好［２７］。长白落叶松体细胞胚恢复培养３～７ｄ后

进行筛选，可获得更多抗性组织［１３］。杉木侵染后

延迟３ｄ进行筛选，转化效果最佳
［３２］。在挪威云

杉和火炬松胚性悬浮细胞转化实验中，共培养后

至少要经过７ｄ的时间进行筛选才可获得抗性组

织［３６］。朱彩虹［３０］研究了农杆菌介导的日本落叶

松胚性细胞遗传转化，恢复培养７ｄ后，在含

５ｍｇ·Ｌ
１Ｈｙｇ的固体培养基上多次筛选，最终共

获得５４个抗性细胞系。使用５００ｍｇ·Ｌ
１Ｃａｒｂ洗

涤后在无选择压的培养基上恢复培养７ｄ再筛

选，并不断降低Ｃａｒｂ使用浓度，筛选２次可明显

降低抗生素对胚性细胞和体细胞胚诱导及分化的

抑制，有利于胚性愈伤组织较快地恢复生长［３１］。

６．２．２　筛选剂　筛选抗性细胞也是遗传转化过

程中的重要环节，针叶树种遗传转化过程中常用

的筛选剂主要有两种：卡那霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ，

Ｋａｎ）和潮霉素（Ｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｏｕｓ，Ｈｙｇ），这两者均

严重阻碍植物生长和发育。

６．２．３　浓度　不同植物对不同抗生素的敏感性

不同，在转化前需要去测试不同外植体的敏感程

度，确定适宜的选择压。被子植物在进行遗传转化

时常用的Ｋａｎ浓度通常在４０～１５０ｍｇ·Ｌ
１［５６５８］，有

的甚至达到５００ｍｇ·Ｌ
１［５９］。Ｈｙｇ浓度多数在５～

５０ｍｇ·Ｌ
１［５６５７］。西瓜子叶节不定芽分化的 Ｈｙｇ

筛选浓度为１０ｍｇ·Ｌ
１［４４］。而裸子植物尤其是针

叶树遗传转化选择的 Ｋａｎ和 Ｈｙｇ浓度相对较

低，Ｋａｎ浓度多数在１０～５０ｍｇ·Ｌ
１。Ｈｙｇ浓度

大多在１～５ｍｇ·Ｌ
１。张利［９］在白皮松转化中确

定１０ｍｇ·Ｌ
１Ｋａｎ对细胞生长起到抑制作用。在

海岸 松［５５］和 火 炬 松［３５］的 转 化 研 究 中，选 择

１５ｍｇ·Ｌ
１Ｋａｎ来筛转基因材料。马尾松合子胚

转化实验中选择的Ｋａｎ浓度为５０ｍｇ·Ｌ
１［１１］。白

云杉胚性组织遗传转化研究中，使用２５ｍｇ·Ｌ
１的

Ｋａｎ筛选４２ｄ获得抗性组织
［１６］。杉木转化实验

中选择６ｍｇ·Ｌ
１的Ｋａｎ进行筛选

［３２］。李哲馨［６０］

在落叶松胚性细胞的转化中选择的 Ｈｙｇ浓度为

５ｍｇ·Ｌ
１，落叶松体细胞胚的转化中同样采

用５ｍｇ·Ｌ
１［６１］。

６．２．４　筛选强度　有研究发现使用Ｋａｎ筛选抗

性组织假阳性高达９０％，而使用 Ｈｙｇ筛选获得

的抗性组织均为阳性［６２］。同样在落叶松的抗性

组织筛选中，Ｈｙｇ效果优于 Ｋａｎ，使用浓度为

４ｍｇ·Ｌ
１［１３］。朱彩虹［３０］使用 Ｈｙｇ筛选得到的抗

性组织均为阳性转化体。Ｈｙｇ在低浓度下短时

间内就可以起到明显抑制作用，因此筛选效果比

较好，但毒害作用比 Ｋａｎ更强烈和迅速，因此需

要根据材料选择合适的抗生素。

７　结语
针叶树在林木经济中占有非常重要的地位，

对其进行遗传转化是进行新材料创作及获取转基

因新品种的重要手段。影响农杆菌介导的针叶树

种遗传转化体系的影响因素有很多，对不同的针

叶树种中不同材料遗传转化体系的构建，需要充

分考虑各影响因素的作用，系统研究、优化、筛选

适宜的农杆菌介导遗传转化条件。虽然随着实验

技术和研究方法的持续更新和改善，农杆菌介导

的遗传转化在针叶树种上取得了一定成果，但与

其他被子植物的研究相比，还存在转化树种种类

有限、转化效率普遍不高等问题，有待进一步深入

研究。
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