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三、物理方法 

物理转化方法是基于许多物理因素 

对细胞膜的影响，或通过机械损伤直接 

将外源 DNA导入细胞。它不仅能够以原 

生质体为受体，还可以直接以植物细胞 

乃至组织、器官作为靶受体，因此比化学 

法更具有广泛性和实用性。常用的物理 

方法有电激法 、超声渡法、激光徽柬导入 

法、显微注射法、基因枪轰击法以及正在 

发展 中的低能离子柬介导法等。 

1．电激法 

、  电激法 (也称电击穿孔法)是 80年 

7 ’)代初发展起来的一种遗传转化技术，主 
要原理是利用高压电脉冲作用 ，在原生 

质体膜上 “电激穿孔 ，细胞膜上会出现 

短暂可逆性开放小孔，为外源物质提供 

了通道 ，藉此可以导入外源 DNA、RNA、 

蛋 白质、病毒颗粒等多种生物大分子以 

及棱苷酸和染料等多种小分子。此法在 

动物细胞中应用较早并取得很好效果。 

我国科学家李宝健等于 1985年首次将 

其应用于植物细胞的转化 ，现在这一方 

法已被广泛应用于各种单、双子叶植物 

中，特别是在禾谷类作物中更有发展潜 

力。电澈法除了同样具有 PEG原生质体 

转化的优点外 ，还具有操作简便 ，转化效 

率较高 ，特别适于瞬时表达的特点。缺点 

是造成原生质体的损伤，且仪器也较昂 

贵。近年来对电激法的应用又有新发展 ， 

通过电激法直接在带壁的植物组织和细 

胞上打孔 ，然后将外源基因直接导入植 

物细胞 ，现 已在水稻上 获得转 基因植 

株。使用该技术可以不制备原生质体，提 

高了植物细胞的存活率，而且简便易 

行。 

2 超声波法 

超声波法转基因的基本原理是利用 

低声强脉冲超声波的物理作用，击穿细 

胞膜造成通道，使外源 DNA进入细胞。 

此转化途径可以避免脉冲高电压对细胞 

的损伤作用，有利于原生质体存活，目前 

被认为是一种有潜力的转化途径。超声 

波所特有的机槭作用、热化作用和空化 

作 用、穿适力大、在液体和固体中传播时 

衰减小 、界面反射造成叶片组织受超声 

渡作用的面积较大等特点，可能是造成 
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高效短暂表达和稳定转化的重要原因， 

这些特点使超声波转化具有下列优点： 

操作简单，设备便宜，不受宿主范围限 

制，转化率高等。与其它直接转化方法相 

比具有更大的应用潜力，但该转化系统 

尚待进行更深入的研究，使之完善。 

3．激光嫩束导入法 

激光微柬照射是近代科学发展的新 

兴技术，并由此建立了澈光生物学。激光 

微柬法导入外蔼【DNA的基本原理 ，是利 

用激光微束精确的定向性和损伤小的特 

点，将激光引入光学显微镜聚焦成微米 

级的微速照射培养细胞后，在细胞膜上 

可形成能 自我愈台的小孔，使加入细胞 

培养基里的外源 DNA流入细胞 ，实现基 

因的转移。澈光导入法与其它转化系统 

相比具有以下特点：(1)操作简便 整个 

导入过程能在较短的时间内完成；(2)转 

移效率高。每分钟可操作 l03个细胞，比 

人工的显微注射法效率提高2O倍，出化 

学法提高多个数量级，但与电激法、基因 

枪轰击法相比转化效率还是低的，在稳 

定性、安全性等方面也较差；(3)无宿主 

限制 ，可适用于各种动植物；{4)对受体 

I细胞正常的生命活动影响小；(5)受体的 

、 ＼{ 旅 超 
类型广泛；(6)较常规的显微注射技术定 ’ 

位更准确，可进行细胞器的基因转化； 

(7)穿适力强，深度方向可作调整。 

4．显嫩注射技术 

显微注射法原理比较简明，是刺用 

显微注射仪或在显微镜下用特制 的超徽 

毛细臂 ，将少量的外源 DNA挂射到植物 

细胞或原生质体的细胞质或细胞棱 中。 

该技术在动物细胞或卵细胞的基因转化 

方面应用很多。植物细胞的显截注射近 

年来发展很快 ，已经成为当今一个重要 

的植物基因工程的新途径。已发展出一 

套完整的技术，在烟草、油菜、苜蓿等植 

物的原生质体转化率高达60％以上。缺 

点是操作麻烦，工作效率低，每一次只注 

射一个细胞 ，并依赖于原生质体或细胞 

的低密度培养技术 ，对操作人员的操作 

经验要求较高 ，转化过程中仍然有许多 

因素影响转化率，多数实验的表达频率 

稳定。 

j 5．基因枪轰击法 

基因枪法又称微弹轰击法，是用高 

速度的金属微粒将核酸分子引入活细胞 

中的一种遗传转化技术。它是继农杆苗 

介导转化法之后又一个最广泛应用的遗 

传转化技术 19：87年研制成功火药基因 

枪 。此后，研究人员从基因枪的转化效率 

和成本等方面考虑，又相继推出了放电 

基 因枪以及用其它动力驱动棱酸分子与 

金属微粒 的基 因棺。基 因棺技术的基本 

原理是利用火药爆炸、高压放电或高压 

气体作驱动力，将载有外源 DNA的钨 

(或金 )等金属颗粒加速，射击真空室中 

的靶细胞或组织 ，从而达到将外源 DNA 

分子导入靶细胞中的目的。基因枪转化 

技术将遗传转化技术推向了一个新高 

潮 ，它具有 的优点是：{1)无宿主限制 ， 

在许多农杆菌介导法难 以成功的单子叶 

禾本科农作物 中取得 了一系列突破性进 

展；(2)靶受体材料的类型广泛，PEG介 

导法、脂质体介导法、电激法等都需要 

原生质体作为受体材料，不易培养再生， 

培养周期长，对植物基因型依鞍性强，基 

因枪法可以选用易于再生的受体，绕过 

了原生质体再生的困难 ；{3)操作简便快 

速。基因枪转化技术也有其不足之处，与 
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植物组织与细胞培养技术的发展， 

已能使近千种植物的组织、细胞或原生 

质体，经过离体培养再生成完整植株。8o 

年代以来．大量的试验研究资料表明 ．由 

组织培养物再生出的植株中存在着广泛 

的变异 ，在甘蔗 、马铃薯 、水稻、小麦、大 

麦、大豆等重要经济作物中都观察到这 

种现象 ，这种组织培养再生植株中出现 

的变异被称为体细胞无性系变异。无性 

系变异是多种多样 的+在再生植株中可 

以找到常规诱变育种和杂交育种中所观 

察到的各种变异或重组类型，为育种家 

的选择提供了各种可能性 。近年来，体细 

胞无性系变异现象已用于多种植物的改 

良。发展成为一种细胞工程育种 的新方 

法——体细胞无性 系变异育种。这种育 

农杆菌舟导法相 比，无论是对于双子叶 

植物还是单子叶植物，基因枪转化技术 

的转化频率还很低 ．转化后外搞【DNA 

的结构变化复杂，拷贝数多，遗传稳定 

性较差 。 

6．低能离子束舟导法 

这种技术的原理是利用离子束对 

植物细胞壁的溅射和刻蚀作用．造成受 

体植物细胞表面可修复的损伤和穿孔， 

形成许多微通道，为外源基因进入细胞 

提供了路径；离子束带有正电荷．引起 

细胞膜透性和踌膜电场的改变，并在微 

通道内形成正电性．有利于吸引带负电 

的 DNA分子进入细胞；离子束对细胞 

内遗传物质造成可修复的损伤，增加了 

外源基因连 接到绑胞染 色体 中去的机 

率。离子束介导转基目的主要优点是以 

成熟胚为材料．不受季节限制．不需要 

复杂的原生质体培养技术；操作方便 ， 

可同时大批量处理；离子束具有高度集 

束性和方向性+能量和射程可控性强。 

缺点是转化效率较低．外源基因进入细 

胞不稳定性较高。 

些特点：(1)体细胞无性系变异育种可以 

在保持优良品种基本特性不变的情况下 

改进个别的农艺性状 ，实现 良种改 良的 

目标。(2)体细胞无性系变异具有稳定快 

的特点．使得体细胞无性系变异育种比 

常规育种时同短。(3)利用体细胞无性系 

变异现象可以在培养过程中加人选择压 

力 。筛选 出特定的细胞突变体及再生植 

株 ，这是细胞工程育种研究 中一个十分 

活跃 的领域。安徽省农科院园艺研究所 

的科研人员，在耐热乌菜新品种的选育 

过程中，利用体细胞无性系变异育种的 

这些特点 ，达到了预期 目标。 

二、耐热乌菜选育的主要程序 

1．鸟莱体细胞无性系的建立 

以乌蔫扰 良地方品种合肥黄心乌为 

材料 。种子消毒后播于 1／2MS培养基 

上 +生成无菌苗后切取无菌苗下胚轴置 

于含 2。4一D的培养基上诱导生成浅绿 

色盘伤组织。盘伤组织在不舍2，4一D的 

分化培养基上诱导生成芽丛 ，2周 左右 

继代培养一次 ，无根苗在古有 IAA的生 

根培养基中分化成完整植株。 

2．谤导和拜选鸟蕈耐热突变体 

下胚轴培养过程中，出现浅绿色禽 

伤组织即将其穆人温度为 30—32℃的 

培养环境中．很多盘伤组织一周内颜色 

发培，绿苗分化率很低。分化出的无根苗 

继续高温筛选 ，在 35—4d℃条件下．经 

不同时间的连续和同歌处理 +恢复至适 

宜培养温度26±2 。经高温诱导和筛 

选生成的无报苗诱导生根后．炼苗移栽， 

观察其性状+单株收获种子。其整个选育 

程序为 

台肥黄心乌—塞 兰粤璺 蠹伤组觐苎兰 伍 

分化庸无根苗苎兰苎!!§分化威试菅苗—_． 

移栽，获单株种子 苎璺苎曼曼苎 

— — 苎 E 耐热乌菜 

获耐热株系一 

将实验室筛选的耐热单株在田同进 

行连续鉴定和筛选，得刊4个典型株系+ 

生产用种为 4个株系姊妹系间杂交 ．有 

明显的杂交优势。表现为耐热 、生长快 、 

抗性强。夏秋反季节栽培能形成 棵菜”， 

而原亲本合肥黄心乌在高温下大批夭折 

死亡 。 

三、耐热乌菜选育的意义 

环境因子胁迫是造成蔬菜产量和品 

质下降的重要因素，其中以温度逆境的 

影响最大。由于近年来塑料大棚 、日光温 

室等保护地栽培生产的发展，冬季蔬菜 

的供需矛盾趋于缓和，高温胁迫对蔬菜 

生产的影响，造成蔬菜产量和品质下降 

愈加显著，从而使夏淡蔬菜供需矛盾 日 

益突出。鉴于上述情况．亚太地区的育种 

家率先开展耐热 白菜品种的选育 工作 ， 

取得了初步成效+选育了以 “夏阳”为代 

表的耐热大白菜系列品种。 

乌菜是不结球白菜类中的一个特殊 

品种群，为江淮地区的特产蔬菜，也是江 

淮地区冬春季的当家蔬菜。性喜玲凉．对 

温度较敏感 ．逼高温品质劣变生长受阻， 

从而限制了乌菜的种植季节和区域。随 

着人民生活水平的提高．人们对蔬菜提 

出了 周年生产 ，均衡供应 的需求 ，希望 

乌菜的种植区域更广泛．供瘟时同更长， 

为此我们通过定向诱导和筛选，经体细 

胞无性系变异途径选育了耐热乌菜新品 

种，该品种生长快+株型大、抗性强．脆提 

前至夏秋栽培，已于 1996年通过省品种 

审定委员会认定推广。 

安徽省农科院园艺研究所进行的此 

项研究系生物技术和常规育种相结合． 

为国内首例利用体细胞无性系变异定向 

选育的耐热蔬菜品种+不仅在理论研究 

上具有一定的学术价值．而且育成的品 

种对填补夏秋叶菜类蔬菜市场供应短缺 

具有实际意义。 
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