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摘要 植物高效稳定的遗传转化体系是基因功能解析和分子育种的重要技术支撑，然而组织培养体系不完

善严重阻碍其在诸多植物尤其作物中的应用。为了解决上述问题，近年来建立了不少高效的非组培遗传转化体

系。本文着重综述农杆菌介导的非组培遗传转化体系，包括花器官侵染法、切-浸-芽（cut-dip-budding，CDB）递

送法、依赖再生活力的活体注射递送法（regenerative activity-dependent in planta injection delivery，RAPID）、种子

侵染法、发育调控基因（development regulatory，DR）辅助转化法和病毒递送法在植物中的应用现状、转化效率影

响因素和基因编辑应用；总结了不依赖农杆菌的花粉管通道法、粒子轰击法和纳米递送法在植物中的应用，旨在

为更多物种建立高效、简便、基因型不依赖的非组培遗传转化体系提供参考，助力植物功能基因研究和分子育种

实践。

关键词 植物遗传转化； 非组培； 农杆菌； 基因编辑； 基因型不依赖

中图分类号 S⁃1  文献标识码 A  文章编号 1000-2421（2025）02-0228-15

高效稳定的植物遗传转化体系是解析基因功

能、定向改良植物性状的重要工具和关键手段［1-2］。

常规杂交育种存在生殖隔离、育种周期长等障碍，而

利用基于植物遗传转化的基因编辑技术，可以定向

操作基因，改良性状，有效规避上述问题，加速育种

进程［3-4］。现有的植物遗传转化方法包括农杆菌介

导法［4］、花器官侵染法［4］、病毒载体传递法［5-8］、粒子

轰击法［1］、花粉管通道法［1］、纳米传递法等［9］。其中，

农杆菌介导的遗传转化由于效率高、拷贝数低、可靠

性高，应用最广泛［4］。用于植物遗传转化的农杆菌主

要有根癌农杆菌和发根农杆菌2种类型，分别含有Ti
质粒和 Ri质粒，其上有一段 T-DNA，农杆菌通过侵

染植物伤口进入细胞后，将T-DNA插入到植物基因

组，2 类农杆菌诱导的器官类型不同，其中发根农杆

菌主要诱导再生阳性根，而根癌农杆菌诱导再生阳

性芽［10］。由于植物细胞具有多能性和全能性，多种

细胞具备发育成各种器官和完整植株的潜能［11］。传

统的农杆菌介导的植物遗传转化的受体材料多为离

体植物组织，包括无菌种子、幼胚、叶片、上胚轴、下

胚轴、愈伤组织等［1］。然而该方法受多种因素限制，

首先需要建立高效稳定的离体再生体系，其次该方

法对植物基因型也有一定的偏好性，且转化细胞培

养过程昂贵、复杂、持续时间长、转化效率低。目前

在 37万个植物物种中，仅 0.1%建立了稳定的遗传转

化体系，大量植物仍未建立组培条件下根癌农杆菌

介导的遗传转化体系［12］。拟南芥利用浸花法进行稳

定的遗传转化，有效避免了繁琐的组培过程，为非组

培遗传转化提供了重要参考［13］。早期发现在非组培

条件下利用发根农杆菌悬浮液注射菜豆叶结节处，

可以形成大量的毛状根，转化效率高达 70%~90%，

该方法为发根农杆菌介导遗传转化提供了重要参

考［14］。近年随着基因编辑技术快速发展，利用遗传

转化和基因编辑技术创制优良新种质取得了显著成

效［15］。虽然植物细胞具有多能性和全能性，但并非

所有细胞都能再生，生殖器官或分生组织由于细胞

分化程度低而具有较强再生能力［16-17］。非组培条件

下生长的植物，其腋芽分生组织、茎分生组织都具有

强再生能力，可作为遗传转化的受体材料。近年非

组培遗传转化方法不断被建立和优化［4］。本文总结

了近年来建立的非组培遗传转化体系及其在植物基
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因编辑中的应用，并展望非组培遗传转化的发展趋

势，旨在为更多物种建立高效、简便、基因型不依赖

的非组培遗传转化体系提供参考。

1　农杆菌介导的非组培遗传转化

体系

农杆菌介导的非组培遗传转化主要借助植物有

性和无性繁殖方式，利用植物自身再生能力，获得转

基因再生器官或再生植株，其遗传转化效率高，在植

物中应用广泛［4］。目前常用的农杆菌介导的非组培

遗传转化主要包括：花器官侵染法、切-浸-芽（cut-
dip-budding，CDB）递送法、依赖再生活力的活体注

射递送法（regenerative activity-dependent in planta in⁃
jection delivery，RAPID）、种子侵染法、发育调控基因

（development regulatory，DR）辅助转化法和病毒递

送法。

1.1　花器官侵染法

花器官侵染法最早在拟南芥中建立，其做法是

将开花早期的拟南芥花序浸泡在农杆菌菌液中，并

进行真空渗透处理，农杆菌进入子房将携带目的基

因的T-DNA插入卵细胞基因组，借助有性生殖方式

直接获得转基因种子（图1A）。该方法无需组织培养

和再生步骤，操作简单，周期短［13］。在拟南芥中利用

该方法创制了大量（>2 万）T-DNA 插入系，构建了

多个突变体库，突变位点几乎覆盖拟南芥基因组中

的全部基因，为正向遗传学研究和基因功能互补验

证提供了可靠材料［18-19］。我国研究人员利用喷雾法

代替花序浸泡，成功创制了 2万个独立转化株系，构

建了携带激活标签的功能获得型拟南芥突变体

库［20］。喷雾法代替浸花法，为大规模转化提供了便

利，且转化效率相当［21］。花序侵染法除应用于十字

花科植物北方小油菜［22］、甘蓝型油菜［23-24］、萝卜［25］、

芥菜［26］、白菜［27］和盐芥［28］外，也被应用于重要的农

作物小麦［29-30］和大豆［31］，以及经济作物苜蓿［32］等。

尽管浸花法遗传转化体系已在多个物种中被建立，

但由于其转化效率较低，普遍在 0.01%~4% 之

间［18-32］（表 1），且受植物发育时期影响较大，多数植

物以初花期最佳，转基因后代需自交筛选获得纯合

体，耗时较长，因此该方法适用于生长周期短且自交

亲和植物。花器官侵染法除花序外，花药、花粉、花

梗和柱头也被用作农杆菌介导遗传转化的外植体。

报春花以花梗作为外植体进行遗传转化，由于活体

再生能力差，仍需通过组织培养途径获得转基因再

生植株［33］。农杆菌介导的花器官浸染法目前仍是拟

南芥遗传转化应用最广泛的方法，该方法为非组培

遗传转化提供了重要借鉴，为后期非组培遗传转化

的快速发展奠定了基础。

1.2　切-浸-芽递送法

花器官侵染法在外植体选择上具有一定的局限

性，研究人员开发了以植物营养器官为外植体的普

适性更广的遗传转化方法，称为切-浸-芽（CDB）递

送法［12］，该方法主要是借助于植物无性繁殖方式进

行遗传转化。CDB 递送法最早在橡胶草中建立，该

方法主要包括 4 步：切取根段-蘸菌-诱导生根-根诱

导生芽，最终获得完整的转基因植株（图 1B）［12］。橡

胶草的根具有芽原基，当根系与母体分离后，芽原基

分化形成不定芽伸出地面形成完整植株。利用根进

行无性繁殖的草本植物绣球小冠花、块根植物甘薯

和木本植物臭椿、辽东楤木和臭茉莉等均能通过

CDB 法获得转基因植株［12］。CDB 转化效率虽在不

同物种中存在较大差异，但在多个物种中均表现出

极高的转化效率，再生阳性根的效率普遍在 10%~
90%之间，再生阳性芽的效率在 2%~80%（表 1），相

较于浸花法提高 10倍左右，为高通量遗传转化提供

了有利的技术保障［12］。CDB 方式包括 4 个步骤，周

期约为 14周，耗时相对较长，为了进一步缩短转化周

期，研究者开发了更加简便的 3步侵染法，称为极简

切-浸-芽系统（extremely simplified cut-dip-budding，
ES-CDB）（图 1C），该方法直接以橡胶草的根作为外

植体，蘸取固体培养基中的发根农杆菌，放在湿润的

蛭石上直接诱导不定芽，省略了诱导毛状根的步骤，

将遗传转化周期缩短至 2周左右，ES-CDS相较于传

统CDB，更加简便且快速［34］。CDB在多个具有无性

繁殖能力的物种中也得到了应用，包括药用植株荆

芥、地黄、丹参和蒙古蒲公英［35］，以及多肉植物双子

叶长寿花、玉树和单子叶虎尾兰［36］。自然界中有许

多植物可利用根进行无性繁殖，特别是具有根蘖繁

殖能力的植物，例如菊科植物和木本植物尤为普遍，

包括紫茎泽兰、万寿菊、杨树、枣树等，尽管这些植物

都已建立了遗传转化体系，但均需要经历组织培养

过程，且部分物种存在转化效率低的问题［37-41］，因此

有必要建立 CBD递送法，简化操作、提高效率、缩短

周期。

发根农杆菌介导的 CDB 遗传转化系统，具有操

作简便、转化效率高的特点，在无性繁殖能力弱或不

具有根蘖繁殖能力的植物中得到了广泛的应用，如
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木本果树柑橘［42-44］、桃［45］、杜梨［46］、茶树［47］以及十字

花科的大白菜［48］等，这些植物通过CDB递送法获得

了阳性根，但由于其根系难再生芽，无法获得完整的

转基因再生植株，严重阻碍了其在分子育种中的应

用。但对于根系生物学特性的研究，由于其不必获

得完整的再生转基因植株，利用发根农杆菌介导的

遗传转化，可在短时间内获得大量的转基因阳性根，

可应用于研究根系的抗寒、抗旱等抗逆相关性状［44］。

在麻风树和柑橘中也利用类似于CDB的方法进行遗

传转化，通过去除地上部顶端分生组织，在伤口处蘸

取菌液，诱导分生组织再生阳性芽，待阳性芽长大后

观察地上部表型，该方法也被称为植物原位转化法

（图 1D）；可有效规避根再生芽的过程，比较适用于无

根蘖繁殖能力且仅需观察地上部性状的木本果树

等［49-51］。CDB相比于浸花法，可以选择根段、茎和叶

片等多种营养器官作为外植体，不经历有性生殖过

程，后代无需多代自交，具有应用范围广、周期短、操

作简便等特点；特别是针对难转化的多年生木本植

株具有极大的应用潜力，且利用发根农杆菌介导的

遗传转化，再生根或再生芽来源于单细胞，有效避免

了转基因嵌合现象。

1.3　依赖再生力的活体注射递送法

依赖再生力的活体注射递送法（RAPID）也属于

植物原位转化的一种，主要依赖于植物细胞本身的

再生能力，该方法根据植物分生组织再生能力强的

特点，在去除原有分生组织基础上，利用注射器将农

杆菌递送至分生组织周围，获得转基因阳性芽或阳

性根［52］。注射侵染后的茎切面观察发现新生组织

A：花器官侵染法 Floral dipping method；B：切-浸-芽（CDB）递送法Cut-dip-budding （CDB） delivery method；C：极简切-浸-芽递送法Ex⁃
tremely simplified cut-dip-budding delivery method；D：切-浸-芽-原位转化法Cut-dip-bud-in situ delivery method；E：依赖再生活力的活体注

射递送法 Regenerative activity-dependent in planta injection delivery method；F：种子侵染法 Seed inoculation method. 红色表示阳性再生器

官或植株。Red indicates a positive regenerating organ or plant.
图1 农杆菌介导的非组培遗传转化流程图

Fig. 1 Flow chart of non-tissue culture genetic transformation mediated by Agrobacterium
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（转基因阳性芽或阳性根）起始于韧皮部的分生组

织［53］。该方法与CDB方法类似，借助于植物无性繁

殖方式，诱导转基因阳性芽或阳性根形成完整的转

基因植株［12， 53］。在甘薯中，通过茎节的上端或下端

注射根癌农杆菌，直至菌液从其他针孔或切口处流

出，以保证农杆菌被递送至韧皮部，韧皮部的分生组

织被感染后再生阳性根或阳性芽，切取再生阳性根

或芽，利用茎扦插或块根无性繁殖方式获得再生植

株（图 1E）［53］。该方法在甘薯 6种不同基因型品种中

都具有较高的转化效率（12.5%~37.5%）（表 1），表

现出基因型不依赖潜力。该方法在马铃薯、月桂草、

三七和百合等多种植物均成功获得了转基因植

株［53-54］。在烟草、金鱼草和番茄中，注射农杆菌进行

侵染，再生阳性芽效率较低，利用Wuschel（WUS）或

PLETHORAs（PLT5）等发育调控基因协助转化，可

显著提高获得转基因阳性芽的效率［52，55］。在甘薯中

比较 RAPID 与传统的组培遗传转化方法，发现

RAPID 转化周期仅需 3~10 周，组培方法需 24~40
周，转化周期至少缩短 75%；RAPID 转化效率为

28%~40%，组培方法则为 0.004%~0.2%，转化效

率至少提高 100倍；可见，RAPID相比组培方法更简

便和高效。相较于 CDB只是将农杆菌涂在伤口处，

RAPID的农杆菌在后续共培养过程中再递送至分生

组织，且利用注射器施加外压将菌液直接递送至植

物分生组织，侵染效果更佳。

1.4　种子侵染法

基因型依赖是植物遗传转化应用于分子育种的

主要障碍，尽管在许多物种中已建立了稳定的遗传

转化体系，但仅在少数基因型中适用，打破基因型依

赖是遗传转化广泛应用于分子育种的前提［56］。植物

种子中的胚包含有初生分生组织，具有发育成完整

植株的能力，常作为遗传转化的受体材料［4］。以萌发

种子作外植体的非组培遗传转化方法最早在拟南芥

中建立，将萌发的拟南芥种子与农杆菌菌液共同浸

泡 24 h，将侵染后的种子转移到湿润的蛭石进行培

养，可获得转基因植株并收获转基因种子，该方法操

作简便且有效避免了漫长的组织培养过程，但其转

化效率最高仅有 0.32%，显著低于拟南芥浸花法

（4%），未成为拟南芥遗传转化的主流方法［57］。但该

方法相较于花器官侵染法不受花发育时期的影响，

相较于切-浸-芽方法可应用于再生能力弱的植物。

对于大多数通过种子繁殖的植物特别是农作物和经

济作物，种子作为遗传转化外植体可以实现大规模

侵染（一次可侵染几千到几万颗种子）［57］，方便构建

突变体库，创制大量转基因新种质，培育优良新品

种。在菌液浸泡种子时，利用超声波和真空渗透处

理可有效提高种子的转化效率，在花生［58］、大豆［59］、

棉花［60］和柑橘［44］等植物中都有应用，且都表现出不

受基因型限制的潜力（图 1F）。以花生萌发后的半种

子（胚和一半胚乳）作为外植体，通过超声处理和真

空渗透法结合，显著提高转化效率至 31.3%~38.6%
（表 1），相较于早期拟南芥种子侵染法效率提高 100
倍左右，且该方法对花生 5种基因型均适用，不受基

因型限制［58］。利用该方法在 50 多个品质优良的商

业化大豆品种中进行转化，均获得转基因再生植株，

转化效率可达 30%左右（表 1），充分表明该方法在大

豆中不受基因型依赖，可用于遗传改良［59］。在柠檬、

枳壳、甜橙和柚子 4个不同基因型的柑橘中，以萌发

的种子作为外植体，利用发根农杆菌进行侵染，并抽

真空 10 min，可获得转基因阳性根，转化效率均高于

50%，其中柠檬和柚子的转化效率高达 90% 以上［44］

（表 1）。该遗传转化方法在多个物种中都表现出转

化效率高和基因型不依赖的特性，被命名为不依赖

基因型的转化方法（GIFT）。然而该方法并非适用

于所有的物种，例如在单子叶植物玉米［61］、高粱［62］，

以及果树葡萄［63］中利用未成熟的胚或败育的胚作为

外植体，在无外界辅助条件下，仍难获得高效的转化

效率。此外，对于高度杂合的植物，后代会出现性状

分离，所以不同转基因植株之间的性状分离会影响

转基因植物表型分析的准确性。尽管 GIFT 存在一

些弊端，但由于其具有操作简便，转化外植体基数

大，不受再生能力和基因型限制等优势，在植物遗传

改良和分子育种中具有广泛的应用前景。

1.5　发育调控（DR）基因辅助转化法

尽管依靠植物无性繁殖的特点和自身的强再生

能力，在多个物种中建立了非组培遗传转化体系，但

自然界仍有许多植物由于再生能力弱，而无法建立

高效的非组培遗传转化体系。植物发育调控基因辅

助转化，可以打破基因型限制，显著提高了植物的再

生能力和转化效率［55-56，64］。利用发育相关基因辅助

转化，许多难转化的单子叶植物或基因型建立了高

效稳定的转化体系，例如高粱、水稻和玉米等［64］。随

后，大量发育调控基因被报道可以提高转化效率，包

括Baby boom （BBM）［64］、WUS［64］、WUSCHEL RE⁃
LATED HOMEOBOX 5（WOX5）［65］、PTL［55］、iso⁃
pentenyl transferase（ipt）［52］、WOUND INDUCED 
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DEDIFFERENTIATION 1 （WIND1）［55］ 、EN⁃
HANCED SHOOT REGENERATION （ESR1）、

growth regulator factor⁃GRF interacting protein （GRF
⁃GIF）［56，61］等。在难转化的玉米自交系中过量表达

ZmBBM 和 ZmWUS，成功获得了转基因再生植株，

转化效率超 40%［64］。在单子叶植株高粱未成熟胚、

甘蔗愈伤组织和水稻愈伤组织中异源表达 ZmBBM
和 ZmWUS，也可以提高转化效率［64］。 BBM 和

WUS单独或同时过表达，已被广泛应用在多个物种

中以提高转化效率，例如果树葡萄［63］和禾本科植物

画眉草、柳枝稷、美洲千尾草、狐尾草、先锋春小麦、

黑麦、大麦等［66］。过量表达 WOX5可以显著提高苹

果和猕猴桃遗传转化再生效率和转化效率［65］。然

而，持续过表达 BBM 和 WUS2 会产生叶片扭曲、降

低育性等影响植物正常发育的不利性状［67-68］。为解

决以上问题，可通过切除辅助转化的发育相关基因

或将辅助转化的基因和转化的目标基因分别插入不

同载体，筛选获得目标转化基因却不携带辅助转化

子的转基因植株［67］，但以上方法均存在一定随机性

和工作量大等问题。而GRF-GIF嵌合基因或GRF5
在促进遗传转化的同时不会使植物发育异常，在多

个物种中被报道，包括小麦［69］、柑橘［69］、大麻［70］、高

粱［62］、大豆［71］，且 BBM-GRF-GIF（BGG）组合在提

高玉米转化效率的同时也未引起发育异常［72］。因

此，GRF-GIF嵌合基因具备辅助难转化植物遗传转

化的优良属性。以上研究多在组培条件下促进转化

效率的提升。在非组培条件下，将 WUS2 与细胞分

裂素生物合成基因异戊烯基转移酶（ipt）组合，即过

量表达 Wus2-ipt 组合显著提高烟草再生芽能力［52］

（表 1）；在金鱼草和番茄中，利用农杆菌在茎尖分生

组织处注射携带 PLT5、WIND1 和 ESR1 基因的过

量表达载体，显著促进了伤口部位愈伤组织形成和

芽再生［55］。PTL5在组培条件下促进甘蓝的再生和

遗传转化，以及甜椒体胚的形成，表明发育调控因子

在组培和非组培的应用具有普适性［55］（表 1），其他发

育调控相关基因也可尝试应用于提高非组培遗传转

化效率。

1.6　病毒递送法

病毒递送法是基于 RNA 病毒防御机制开发出

来的病毒诱导的基因沉默（virus induced gene silenc⁃
ing， VIGS），通过将目的基因序列重组至病毒载体，

递送至植物组织，引起植物内源同源 mRNA 降解或

表观修饰，诱导植物内源基因沉默，引起表型变化［6］。

VIGS无需组培操作，可以使用幼苗、叶片、果实等作

为受体材料，通过农杆菌携带病毒载体进入植物组

织和细胞并瞬时表达，在植物中被广泛应用于基因

功能瞬时验证［73-74］。辣椒、桃等转基因顽拗植物目

前尚未构建出农杆菌介导的稳定转化体系以获得转

基因再生植株，常采用 VIGS 系统验证基因功

能［73，75］。对于童期长的果树，研究调控果实品质基

因的功能也常采用 VIGS瞬时验证方法［76］。病毒递

送效率明显高于传统质粒，但大多数病毒无法感染

生殖细胞或分生组织，因而无法稳定遗传给后代，仅

用于瞬时表达研究。将 FT（flowering locus T）基因

融 合 至 烟 草 脆 裂 病 毒 载 体（tobacco rattle virus，
TRV）或棉花叶皱病毒（cotton leaf crumple virus， 
CLCrV），可以引导病毒 RNA 载体移动至顶端分生

组织和花器官，可利用病毒递送法无需经过组织培

育即可获得转基因苗［5，77］。病毒递送相较于双元载

体，其递送效率更高，不产生外源基因插入，利用FT
基因辅助转化能产生可遗传变异，有潜力用于创制

非转基因可稳定遗传的基因编辑植株。

2　农杆菌介导非组培遗传转化的影

响因素

农杆菌介导的非组培遗传转化具有操作简便、

周期短、效率高等特点，已被广泛应用于基因功能验

证和分子育种［12］。然而，目前仍有许多物种未建立

农杆菌介导的非组培遗传转化体系，或转化效率较

低。农杆菌介导非组培遗传转化体系能否成功主要

受外植体、农杆菌、侵染方式和筛选方法等多种因素

影响。了解农杆菌介导的非组培遗传转化的影响因

素，将为更多物种建立高效非组培遗传转化体系提

供参考。

2.1　外植体类型与状态

非组培遗传转化使用的外植体类型分为生殖器

官和营养器官 2种，其中花器官侵染法是利用生殖器

官并借助有性生殖过程完成转化，种子侵染法是利

用生殖器官但借助发育过程完成转化，而 CDB、

RAPID和病毒递送都是利用营养器官并借助无性繁

殖过程完成转化。用于非组培遗传转化的外植体种

类广泛，包括种子、根、茎（叶芽分生组织和茎基部）、

叶、花和果实等，一般选择植物再生能力强的器官或

部位作为外植体进行农杆菌侵染。浸花法以花器官

作为外植体进行农杆菌侵染，在十字花科植物尤其

拟南芥中应用较多，转化效率 0.1%~4%。以种子作
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为外植体，多选用萌发的种子，并使用超声波和真空

渗透处理，转化效率在 30%以上［78］。利用根作为外

植体通常使用具有根蘖繁殖能力的植物［12］。茎是非

组培条件遗传转化应用最广泛的外植体之一，利用

顶芽、腋芽分生组织和茎基部的再生能力获得转化

植株。大豆［59］和马鞭草［79］通过顶芽侵染，金鱼草和

番茄通过腋芽注射均获得转基因阳性芽［55］，甘薯［53］

和金鱼草［53］通过腋芽注射获得转基因阳性根。农杆

菌侵染茎基部后诱导获得阳性毛状根或不定芽应用

最广泛，在多种一年生草本和多年生木本植物中被

应用［12，42，46，48］。利用 VIGS 进行瞬时转化也常使用

叶片作为外植体，但由于多数叶片分化程度高，再生

能力差，难以通过非组培途径获得再生芽或根［73］。

但多肉植物叶片具有强再生能力，自然条件下可进

行插叶繁殖，由此建立了以叶片作为外植体的多肉

植物非组培遗传转化体系［36］。外植体类型的选择，

主要依据植物繁殖方式，选择分化程度低，再生能力

强的器官或组织作为非组培遗传转化的受体材料。

对于以有性繁殖为主的粮食作物或经济作物可选择

花器官或种子作为外植体，对于以营养繁殖为主的

多年生木本或草本植物则可选择根、茎和叶片等营

养器官作为外植体。

表1　农杆菌介导的非组培遗传转化效率

Table 1　Efficiency of Agrobacterium-mediated non-tissue culture genetic transformation systems

方法

Methods

花器官侵染法

Floral dipping method

切-浸-芽递送法

Cut-dip-budding 
delivery method

极简切-浸-芽法

Extremely simplified 
cut-dip-budding 
delivery method

切-浸-芽-原位转化法

Cut-dip-bud-
in situ delivery method

依赖再生力的活体注射递送法

Regenerative activity⁃
dependent in planta injection

 delivery method

种子侵染法

Seed inoculation method

发育调控基因辅助转化法

Developmental regulation gene
 assisted transformation method

物种

Species

拟南芥 Arabidopsis thaliana

北方小油菜 Brassia campestris

甘蓝型油菜 Brassica napus

萝卜 Raphanus sativus

芥菜 Brassica juncea

白菜 Brassica rapa pekinensis

盐芥 Eutrema salsugineum

橡胶草 Taraxacum kok‒saghyz

甘薯 Ipomoea batatas

臭椿 Ailanthus altissima

辽东楤木 Aralia elats

臭茉莉 Clerodendrum chinense

橡胶草 Taraxacum kok‒saghyz

地黄 Rehmannia glutinosa

丹参 Salvia miltiorrhiza

远志 Polygala tenuifolia

柚子 Citrus maxima

甜橙 Citrus sinensis

甘薯 Ipomoea batatas

马铃薯 Solanum tuberosum

厚藤 Ipomoea pes‒caprae

花生 Arachis hypogaea

大豆 Glycine max

甜橙 Citrus sinensis

枳 Poncirus trifoliata

柠檬 Citrus limon

柚子 Citrus grandis

烟草 Nicotiana tabacum

金鱼草 Antirrhinum majus

番茄 Solanum lycopersicum

侵染部位

Infection site

花 Flower
花 Flower
花 Flower
花 Flower
花 Flower
花 Flower
花 Flower

根 Root
幼苗茎基部 Base of seedling stem
幼苗茎基部 Base of seedling stem
幼苗茎基部 Base of seedling stem
幼苗茎基部 Base of seedling stem

根 Root
根 Root
叶柄 Petiole
叶柄 Petiole

顶芽 Apical bud

顶芽 Apical bud

幼苗茎基部 Base of seedling stem

幼苗茎基部 Base of seedling stem

幼苗茎基部 Base of seedling stem

种子 Seed
种子 Seed
种子 Seed
种子 Seed
种子 Seed
种子 Seed
腋芽 Axillary bud
腋芽伤口 Wound of axillary bud
腋芽伤口 Wound of axillary bud

转化效率/%
Transformation efficiency

0.5~3.0
0.01

1.0~3.0
1.4

0.4~2.3
0.1
1.0

40.0~50.0
20.0~30.0

39.1
2.0

47.6

15.4~25.0
11.8~20.0

6.42
2.94

20.41

9.1~17.8

12.5~37.5

10.0~40.0

20.0~30.0

31.3~38.6
2.0~29.2

52.3
73.8
91.6
90.5
26.3

8.3~9.3
10.0~16.6
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外植体的生长状态和发育阶段也对转化效率具

有重要影响，一般情况下随着植物年龄的增强，植物

分裂能力降低，分化程度升高，再生能力发生不可逆

减弱，尽管一些外源的刺激或处理可以使植物表现

出幼龄期表型，但难以恢复到幼龄期状态［80］。幼嫩

材料具有较好的再生效果，能显著提高植物的再生

率。然而幼嫩植物本身对逆境抵抗能力差，因此过

于幼嫩的植物受到农杆菌侵染，容易褐化或死亡。

因此，选择幼嫩且生活力强的外植作为受体材料尤

为重要。例如橡胶草选择播种后 3周左右幼苗，甘薯

选择块根定植15 d的茎作为遗传转化外植体［12］。

2.2　菌株类型

植物遗传转化常见的农杆菌类型主要包括根癌

农杆菌和发根农杆菌，其中根癌农杆菌有 GV3101、
EHA105、EHA101、AGL1 和 LBA4404 菌株，发根农

杆菌有 K599、C85C1、MSU440、Ar. A4、Ar. Qual 和
Ar.1193菌株。这些菌株在基因型上存在一定差异，

对不同物种具有一定的偏好性，侵染效率也有较大

差异。甘薯 RAPID 方法中使用 4 种根癌农杆菌

GV3101、EHA105、EHA101、AGL1 和 1 种发根农杆

菌 K599 分别注射至甘薯茎分生组织，比较发现

AGL1 菌株转化效率最高可达 28%，K599 转化效率

小于 2%［53］。而采用CDB方法进行的遗传转化都使

用 K599 菌株［12， 35］，在甘薯中转化效率均在 90% 以

上，最高可达 100%［81］。甘薯RAPID法和CDB法均

使用了 K599 菌株，但转化效率却相差极大，表明对

于同一个物种，侵染方式和外植体不同，菌株侵染效

果也可能存在差异［12，35，53］。目前非组培条件下常用

的菌株为K599发根农杆菌菌株，该菌株宿主范围较

广、转化效率高。

2.3　菌液浓度和侵染时间

农杆菌菌液浓度过高或侵染时间过长，都会引

起细菌过度生长，导致外植体坏死、转化效率降低，

但侵染浓度过低或时间过短又会使外植体与农杆菌

接触不充分，导致侵染效果变差，因此选择合适的侵

染浓度和时间很重要。当菌液悬浮液 OD600 nm值为

0.5时，对甘薯的侵染效果最好，转化效率为 25%，而

当 OD600 nm值为 0.01 时，侵染效果不佳，未获得转基

因阳性根［53］。一般情况下侵染液OD600 nm值为 0.6~
1.0时，侵染效果最佳。侵染时间过长不仅会使农杆

菌在外植体中过度残留，也会对植物组织造成损伤，

引起细胞坏死；但侵染时间过短，则会导致农杆菌与

植物组织接触不完全，转化效率过低。最佳侵染时

间因外植体的类型不同而有所差异，例如柳树叶片

外植体的侵染时间为 10~20 min 时，阳性率最高为

41.3%~44.4%，茎段的侵染时间大多在 10~30 min；
芽苗侵染 15 min；种子侵染 30 min 效果较好［82］。侵

染时间与外植体类型和外植体状态有关，但一般侵

染时间在 10~30 min时，阳性率较高，且不易造成组

织坏死。

2.4　侵染方式

常见的侵染方式包括浸泡、真空渗透、注射、超

声损伤和蘸菌法等。以甘薯茎做为外植体，分别尝

试浸泡、真空渗透、注射多种方式进行非组培遗传转

化，仅注射法获得转基因阳性根［53］。在传统的组培

遗传转化中，浸泡法应用最广泛，将外植体浸泡在农

杆菌悬浮液中，操作简便。但该方法侵染时间较长，

菌液进入植物细胞效率较低，而且外植体长时间浸

泡在农杆菌悬浮液中，容易造成细胞渗透压失衡，出

现组织坏死［52］。为促使菌液进入植物细胞，常采取 2
种策略，一是通过真空渗透和注射施加外部压力，在

杜梨、柑橘和甘薯等植物中使用［46，52-53］，二是通过超

声波处理给植物制造微小伤口，在大豆、棉花和百合

中使用［58-60］。蘸菌法主要利用发根和根癌农杆菌可

以在土壤中生存的特点，外植体蘸菌后插入基质，待

阳性转化根长出［12，35-36，48］。在实际转化过程中，可以

使用单一的侵染方式或采用多种方式结合，减少对

植物损伤的同时提高转化效率［36］。使用 CDB 遗传

转化法，外植体蘸菌处理后插入潮湿的蛭石，每个外

植体再浇灌3~5 mL菌液，提高转化效率［12］。

2.5　筛选方式

转基因阳性组织或器官的筛选方式主要包括抗

性基因和可视化基因筛选，常用的抗性基因包括卡

那霉素、潮霉素和抗除草剂基因［83］等；常用的可视化

基因主要包括葡萄糖苷酶基因 GUS、荧光素酶报告

基因（LUC）、荧光蛋白基因（GFP、RFP、mCherry）和

甜菜碱合成酶基因 Ruby 等［12，52-53］。在大豆非组培

遗传转化过程利用乙酰乳酸合成酶基因（ALS）或 5-
烯醇丙酮莽草酸-3-磷酸合酶基因（EPSPS）作为筛

选基因，通过喷施除草剂进行抗性筛选［59］。尽管抗

生素在一定程度上能抑制非阳性组织生长，但抗生

素浓度过低对阳性组织筛选效果差，浓度过高抑制

植物生长，因此利用抗性基因进行阳性筛选，必须先

明确抗生素筛选浓度，且避免出现假阳性现象。为

了解决这一问题，可视化报告基因被广泛应用于植

物遗传转化筛查。在甘薯中携带GUS基因的转基因
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阳性根被染成明显的蓝色［53］，在拟南芥和烟草中携

带 LUC基因的叶片使用化学试剂涂抹，在化学发光

仪下有明显的信号，但GUS染色或LUC处理后植物

组织无法继续生长；转而选择绿色荧光蛋白（GFP）、

红 色 荧 光 蛋 白（RFP 或 mCherry）作 为 报 告 基

因［35，54］，在相应激发光下，可以看到明显的绿色荧光

或红色荧光，该筛选方法对植物组织无损伤，且可以

及时去除非阳性组织，避免与阳性组织竞争营养，促

进阳性组织生长；且便于统计转化效率和筛选阳性

组织，目前大多数载体都会插入 GFP、RFP 或

mCherry 报告基因，用于转基因筛选；该方法在杜

梨［46］、大白菜［48］、长寿花、玉树以及单子叶虎尾兰［36］

和棉花［60］等多个物种中得到应用。荧光蛋白做报告

基因需荧光灯设备辅助筛选，且有些植物存在自发

荧光，干扰实验结果。甜菜碱合成酶基因（Ruby）可

以合成颜色紫红色的甜菜碱，在遗传转化中用作报

告基因，在转化成功的组织或器官表现出肉眼可见

的紫红色，该报告基因相比于荧光蛋白，无需荧光灯

照射，观察起来更加方便，在甘薯［12，53］、金鱼草［55］和

番茄［55］等多个物种被用于构建高效遗传转化体系。

利用可视化报告基因筛选遗传转化阳性组织、器官

和植株更为简单高效，在植物非组培遗传转化中被

大量应用。

3　农杆菌介导的非组培遗传转化在

基因编辑中的应用

基因编辑技术在植物中快速发展，高效简便的

农杆菌介导的非组培遗传转化被广泛应用于基因编

辑［12，52-53，59］。植物缺失八氢番茄红素脱氢酶基因

（phytoene desaturase， PDS），表现明显的白化表型，

因此在基因编辑体系建立时常采用该基因作为靶基

因设计 guide RNA（gRNA）；通过观察植物白化现

象，分析基因编辑效果，进而构建和优化植物基因编

辑体系。携带PDS基因 gRNA的编辑载体通过农杆

菌介导的高效非组培遗传转化体系CDB、RAPID和

GIFT 进行转化，都获得了白化芽或白化苗，且编辑

效率可在 T1代中稳定遗传，表明这些高效遗传转化

体系能与基因编辑结合创制稳定遗传的新种

质［12，52-53，59］。在菊花中将CDB非组培遗传转化与表

观基因编辑 CRISPR/dCas9 结合，表观调控花青素

合成关键基因CmMYB6的启动子，实现对菊花花色

深浅双向调控［84］。发育调控基因也被应用于提高基

因编辑效率，将 WUS2-ipt 构建至携带 PDS 基因

gRNA 的 CRISPR-Cas9 载体，侵染烟草叶芽分生组

织，再生白化芽，且基因编辑效果能传递给下一

代［52］。GRF-GIF 嵌合基因过量表达不引起发育异

常表型，在遗传转化中被广泛用于提高转化效率。

在组培条件下 GRF-GIF 嵌合基因也被重组至基因

编辑载体，提高转化效率和编辑效率。大麻［70］、西

瓜［83］、玉米自交系［72］、高粱［62］和大豆［71］等植物均已

通过该方法获得了基因编辑植株。过表达不引起发

育异常的发育调控基因 GRF-GIF 有望被应用到更

多的植物物种或基因型中，为基因编辑精准创制新

种质提供技术支持。

病毒载体递送基因编辑组件获得非转基因的基

因编辑植株称为病毒诱导的基因组编辑（virus-in⁃
duced genome editing，VIGE）。植物病毒载体具有递

送效率高、寄主范围广等特点，利用病毒诱导基因沉

默在植物基因功能验证中被广泛应用［74］。传统的病

毒载体可以递送小的核酸元件，通常在 1 kb以内，而

CRISPR-Cas9 骨架大约 4 kb，超过了其容量限制。

针对该问题，首先创制出 Cas9 转基因植物，再将

gRNA重组至病毒载体，递送至Cas9转基因植物，进

而获得基因编辑植株［5-6，85］。然而，对于遗传转化效

率低的植物，难以创制Cas9转基因植物，利用病毒载

体直接递送整个 CRISPR-Cas 组件可以有效避免外

源基因插入，创制非转基因的基因编辑植株，因此挖

掘和开发大容量病毒载体是将病毒载体广泛应用于

基因编辑的关键。目前开发的具有较大转运容量的

病毒载体有马铃薯 X 病毒（PVX）、大麦黄条纹花叶

病毒（BYSMV）、苦苣菜黄网病毒（SYNV）和番茄斑

萎病毒（TSWV）等［86-87］。PVX 是一种弯曲棒状病

毒，利用农杆菌介导法将插入 CRISPR-Cas9组件的

PVX 接种烟草叶片，通过组织培养获得的再生芽

60%具有编辑效果［88］。SYNV和BYSMV属于植物

负链 RNA病毒，相较正链 RNA病毒与 DNA病毒具

有更强大的承载能力和基因稳定性。在烟草中利用

SYNV 和 BYSMV 携带 CRISPR-Cas9 相关组件，实

现了烟草基因组编辑［9］。TSWV也是天然的大容量

病毒载体，其宿主范围广，多达 1 000多个，在难转化

植物辣椒中利用 TSWA 载体携带 CRISPR-Cas9 组

件，转化辣椒组培苗，获得的再生植株 77.9%具有可

遗传突变［8，86］。由于病毒载体难以进入分生组织，目

前用病毒载体递送CRISPR-Cas9等基因编辑组件多

通过组培途径再生基因编辑植株，鉴于FT基因可协

助病毒载体移动至分生组织［5］，利用FT基因辅助转
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化结合大容量病毒载体递送，可以创制非组培、可稳

定遗传、非转基因的基因编辑种质。

4　其他非组培遗传转化方法

4.1　花粉管通道法

花粉管通道法主要是利用植物授粉完成后形成

花粉管，外源DNA或外源基因顺着花粉管进入不具

有细胞壁或细胞壁不完整的胚囊，整合到卵细胞、合

子或早期胚胎的转化方式［89］。1983年花粉管通道法

首先在棉花中建立［89］，由于该方法无需建立组培体

系且不依赖基因型，在许多物种中被广泛应用，包括

草本植物小麦［90-91］和玉米［92］以及木本植物月季［93］、

石榴［93］和茶树［94］等。花粉管通道法导入外源 DNA
的方式主要分为 3种，花粉粒携带法、子房注射法和

柱头切除法［95］。棉花中主要以子房注射法为主［96］，

利用花粉管通道法已培育了大量转基因棉花新品

种［97］。水稻花粉管通道法起步较早，早在 1985年利

用该方法获得具有紫色颖壳的转基因水稻［98］。目前

该方法在水稻遗传改良中已应用 40多年，成功培育

出多个具有早熟、晚熟、优质和抗性优良的水稻新品

系和新品种。小麦利用花粉管通道法获得了抗虫、

叶片衰老延缓和品质改良的转基因材料［99-100］。在玉

米自交系中通过花粉管通道法转化 EPSPS基因，成

功创制耐草甘膦玉米新种质，转化效率为 1.03%［92］。

花粉管通道法虽然在多个物种中用于遗传育种，但

要求的条件相对严苛，重复性差、效率低，且结果受

环境因子影响明显。

4.2　粒子轰击法

粒子轰击又称基因枪，其原理主要是利用高速

气体冲击波将表面吸附包含目的基因 DNA 序列的

金粉或钨粉进行射击，使其穿透细胞壁和细胞膜到

达细胞核，最终整合至基因组，完成转基因。粒子轰

击不受基因型限制，适用的物种范围更广泛，尤其被

广泛应用于难转化的禾本作物水稻［101］、小麦［102］、玉

米［103］、高粱［104］和甘蔗［105］等的遗传改良。粒子轰击

介导的遗传转化，常使用愈伤组织、未成熟的胚作为

受体材料，通过组织培养过程获得转基因再生植株，

在大麦中利用非组培条件下的种子作为外植体进行

基因瞬时表达分析［106］，但利用粒子轰击进行非组培

条件下的稳定遗传转化鲜有报道。利用粒子轰击递

送基因编辑CRISPR/ Cpf1或ZFNs骨架至植物组织

中已在水稻［101］和大豆［107］中被报道。尽管粒子轰击

具有不受基因型依赖、操作简便等优点，但是其仍存

在一些缺点，如设备昂贵导致转化成本高、轰击随机

性强使转化效率低、且容易对植物组织造成损伤，这

些因素都限制了粒子轰击在植物遗传转化中的广泛

应用。

4.3　纳米递送法

纳米颗粒在无外力的情况下能穿透植物细胞

壁，使其成为外源分子递送的理想材料。纳米材料

递送外源分子或者核酸无需外力作用，只需要简单

的注射或者喷洒即可实现纳米基因载体的递送和表

达，且不受物种限制。近年尝试将纳米材料应用于

植物遗传转化领域，在烟草、棉花、水稻等植物中作

为核酸载体得以应用［108］。纳米材料递送外源核酸

分子进入植物细胞，不像农杆菌介导一般整合到基

因组上遗传给后代，所以常用于瞬时表达荧光蛋白

进行亚细胞定位［109］或者递送小干扰 RNA（small in⁃
terfering RNA，siRNA）［110］、RNA 干扰（RNA inter⁃
ference，RNAi）［7］和双链 RNA（double strand RNA，

dsRNA）［111］等非编码 RNA 进行转录后基因沉默。

利用纳米材料递送CRISPR-Cas基因编辑载体，可在

无外源基因插入的情况下，在基因组上进行基因编

辑等修饰，并使基因编辑效果稳定遗传给后代，是创

制非转基因基因编辑材料的有效手段。在动物细胞

中，通过脂质纳米颗粒递送稳定的 CRISPR-Cas9核

糖核蛋白对肺和肝脏组织中致病的 SFTPC 基因进

行编辑，编辑效率高达 19%［112］。利用纳米材料递送

CRISPR-Cas 组件在植物基因工程领域具有广泛的

应用前景。

5　总结与展望

高效稳定的遗传转化和基因编辑技术是分子设

计育种的关键，尽管目前已建立了多个高效的非组

培遗传转化体系，且在基因编辑中得到应用，但这些

方法仍未在多种植物中推广。限制植物遗传转化成

功的关键原因有植物再生能力差、递送效率低和农

杆菌不敏感等问题。结合目前已有的非组培遗传转

化体系，对植物未来选择合适的遗传转化方式进行

展望。

针对植物再生能力差的问题，植物细胞都具有

发育成完整植株的潜能，但随着植物年龄的增长和

分化程度提高，再生能力不断减弱。植物分生组织

中存在着分生干细胞，这些细胞分化程度低，再生能

力强，在遗传转化过程中应充分利用植株分生组织

再生能力强这一特点，设计转化方法，例如选择包含

236



第 2 期 冯梦琦 等：植物非组培遗传转化体系及其应用

分生组织的茎尖作为外植体，或者利用注射器、真空

渗透等方式，将农杆菌渗透至分生组织，以提高转化

效率；针对无性繁殖能力强的植物，依据其无性繁殖

规律，选择茎基部或根作为受体材料，可以显著提高

转化效率。当这 2种方式都无法提高转化效率时，可

借助发育相关基因辅助遗传转化，特别是持续过量

表达不会引起发育缺陷的 GRF-GIF 嵌合基因。不

同植物发育调控基因促进转化的效果并不一样，可

以通过尝试使用多种发育调控基因或组合成不同的

嵌合序列进行辅助转化。

针对递送效率低的问题，在植物遗传转化中常

使用的质粒是由双链DNA形成的环状双元载体，大

小在 1 000 kb 左右，其递送片段的效果远低于 RNA
病毒载体，因此选择大容量病毒载体携带基因编辑

组件进入植物细胞进行编辑，可有效解决编辑效果

差的问题。针对阳性筛选的问题，利用可视化的阳

性植物筛选标记例如GFP荧光标记或Ruby等，可以

在无损情况下，无需复杂仪器，无损观察转基因效

果，便于早期筛选转基因阳性组织。针对农杆菌不

敏感型植物，可结合纳米材料递送法和粒子轰击法

进行基因型不依赖的遗传转化。综上，通过强再生

能力外植体选择、发育基因辅助、病毒载体、可视化

筛选编辑、粒子轰击和纳米材料递送等方式，可以有

效解决遗传转化困难的问题。未来将高效转基因技

术与基因编辑结合，在植物中实现精准分子设计

育种。
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Genetic transformation system of plants with non-tissue 
culture and its application

FENG Mengqi1,WANG Ruoyu1,SIMA Lu1,JIANG Nan2,ZHAI Xiaoqiao3,ZHAO Zhenli1,FAN Guoqiang1
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3.Henan Academy of Forestry Sciences， Zhengzhou 450002， China

Abstract The efficient and stable genetic transformation system of plants is an important technical 
support for the analysis of gene function and molecular breeding. However， the imperfect tissue culture sys⁃
tem seriously hinders its application in many plants， especially in crops. In recent years， many efficient ge⁃
netic transformation systems of plants with non-tissue culture have been established to solve the problems 
mentioned above. This article focuses on the genetic transformation system of plants with non-tissue culture 
mediated by Agrobacterium tumefaciens in terms of the current status of application， factors affecting trans⁃
formation efficiency， and applications of gene editing with flower organ infection， cut-dip-budding （CDB） 
delivery， regenerative activity dependent in plant injection delivery （RAPID）， seed inoculation， develop⁃
ment regulatory （DR） assisted transformation， and virus delivery in plants. The application of pollen tube 
channel method， particle bombardment method and nano delivery method in plants independent of Agrobac⁃
terium tumefaciens was summarized. It will provide reference for establishing efficient， simple and geno⁃
type-independent genetic transformation system with non-tissue culture in more species and assisting the 
studies on plant functional genes and the practices of molecular breeding.

Keywords genetic transformation system of plant； non-tissue culture； Agrobacterium； gene editing；
genotype independent
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