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花粉管通道导入外源 DNA 方法的研究
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　　摘　要:在总结前人研究的基础上 ,认为花粉管通道法导入外源 DNA 的方法可分为花粉粒

携带法 、子房注射法和柱头切除法。3种导入外源基因的方法已在植物转基因育种研究中被广泛

运用。在实际运用中应针对某一特定的受体植物 ,根据受体植物的雌蕊结构特点选择合适的导

入外源基因的方法 ,可提高花粉管通道法的转化效果和转化率。
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　　外源基因通过植物开花受精过程中形成的花粉管
外通道导入胚珠转化受精的卵细胞 ,进而与受体细胞的

基因组整合 ,随着受精卵的发育可以成为转基因新个
体 ,这一技术称为花粉管通道法[ 1] 。该技术由我国生物
化学家周光宇[ 2]创立 ,并经过许多研究者的共同努力发

展起来的一种不依赖于组织培养的转基因技术 ,给那些
植株再生有难度或组织培养体系还未建立的植物转基

因育种带来了希望 ,即使对那些具有完善组织培养体系

的物种 ,花粉管通道法也会大大降低其转基因育种的成
本和操作难度 ,使植物的转基因育种更接近于生产化。

1981年首次利用该法成功培育出抗枯萎病棉花新品

种[ 3] 后 ,迅速在小麦 、水稻 、大豆 、玉米 、烟草等重要农作
物育种方面展开了广泛研究 ,转化率也由原来的10-2 ～

10
-1[ 4]
提高到现在 1%～ 16%

[ 5]
。

有关花粉管通道法的概念、范畴及归属问题 ,在目
前的研究报道中不完全一致。王关林和方宏筠[ 6] 在《植

物基因工程原理与技术》一书中指出 ,花粉管通道法 、浸
泡种胚转化法和子房注射法统称植物种质系统转化 ,其
中花粉管通道法具体分为柱头涂抹法 、柱头切除法 、花

粉粒携带法。试验证明 ,子房注射法导入的外源 DNA

是通过珠心通道进入植物胚囊的[ 7] ,这条通道是花粉管

进入胚囊时形成的 ,属于花粉管通道。因此常利芳等
[ 8]

把子房注射法归属于花粉管通道法是合理的 ,还把花粉
管通道法范围扩大 ,认为花粉管通道法就是种质系统转

化法 ,包括柱头滴加法(包括柱头涂抹法和柱头切除
法)、子房注射法 、花粉粒携带法、穗茎注射法和种胚浸
泡转化法。后来 ,放射自显影技术显示穗茎注射法的外

源DNA 是通过维管束的导管进入水稻花器的
[ 9]
,电镜

下观察发现种胚浸泡转化法外源 DNA进入胚囊的途径

可能是浸泡后细胞壁上形成各种类型的孔洞 、细胞壁变

薄形成的胞间通道
[ 10]
,因此 ,穗茎注射法和种胚浸泡转

化法应与花粉管通道法并列 ,属于种质系统转化。

目前文献报道对花粉粒携带法 、柱头涂抹法 、柱头
切除法、柱头滴加法 、子房注射法的提法并不一致 ,例如

不同的文献报道将切除柱头后滴加 DNA溶液描述为柱

头涂抹法 、柱头切除法和柱头滴加法。严格讲 ,柱头涂

抹法是在授粉前用外源 DNA溶液涂抹柱头 ,应属于花
粉粒携带法的范畴;而柱头切除法和柱头滴加法实际是

对同一种操作的不同描述。因此 ,认为将花粉管通道法
导入外源 DNA的方法分为花粉粒携带法 、子房注射法
和柱头切除法比较妥当。

1　花粉粒携带法
花粉粒携带法是直接用供体 DNA溶液或花粉匀浆

处理受体的花粉或柱头的转化方法。在花粉管通道法
创立之前 ,一些国外学者就已经展开了此方面研究。

1975年 ,Pandey[ 11]将烟草供体品种的花粉用射线杀死后

与受体品种新鲜花粉混合后授粉 ,得到了具有供体花色

性状的后代 ,指出经照射杀死的花粉其遗传物质可不经
过配子融合而转化受体基因组。这是花粉管通道法最

初的萌芽。1980年 ,Hess
[ 12]
用在外源DNA溶液中浸泡

过的矮牵牛花粉进行授粉 ,结果得到了花色变异的矮牵

牛。De Wet[ 13]采用此技术使玉米叶斑病抗性基因的转

移获得成功。1986年 ,Ohta
[ 14]
在美国科学院报上报道

应用外源 DNA与玉米花粉混合授粉 ,得到较高转化率

的转基因后代。我国科学家也利用该法获得了转基因
高蛋白水稻[ 15] 、小麦改良新品系[ 16] 和花色变异的仙

客来[ 17] 。
在利用花粉粒携带法成功获得具有供体性状后代

的同时 ,人们就开始思考其转化机理。最早的推断是外
源遗传物质可能被萌发的花粉或花粉管吸收 ,借助花粉

管内通道进入子房参与受精。然而 ,花粉粒和花粉管都
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具有完整的细胞质膜结构 ,供体 DNA片段要想进入花

粉管内 ,要么以自由扩散的方式透过细胞质膜 ,要么以

主动吸收的方式进行跨膜运输。DNA片段是极性大分

子 ,不可能以自由扩散的方式透过细胞质膜 ,目前也没
有发现花粉管细胞质膜上转运 DNA的载体蛋白或通道

蛋白的存在。供体DNA片段是否会通过细胞内吞作用

被吸收进入花粉管 ,理论上讲 ,花粉是植物的生殖单位 ,

如果在萌发过程中随意地通过内吞作用吸收其它物质 ,
也就失去了遗传的真正意义。目前也没有关于花粉粒
或花粉管通过内吞作用吸收外界物质的报道。

2　柱头切除法
柱头切除法是在受体授粉后的一定时间切除柱头 、

将供体 DNA溶液滴加在花柱切面上导入外源 DNA的

方法。对于花柱较长的植物 ,切除花柱会缩短外源DNA

进入子房的距离 ,提高转化率。因为在花粉管生长过程

中 ,花粉管和花柱不断向外分泌核酸酶
[ 18]
,外源 DNA经

过花柱的长度越长 ,被分解的数量越多 ,进入胚囊机会
就越少。因此柱头切除法适用于花柱较长 、花朵较大的

植物。聊城大学生命科学学院实验室用柱头切除法转
化紫薇 ,当花粉管到达子房后 ,在离子房大约 2 ～ 3 mm

处切除花柱 ,不但不影响紫薇的结实率 ,而且处理后得
到的果实比对照的还要大[ 19] 。这对植物转基因育种非
常重要 ,因为只有在保证结实率的基础上关注转化率才

会更有意义。为了提高转化率 ,李玲玲等
[ 20]
在切除柱头

时使刀片与花柱的夹角保持大约为 45°角以增加 DNA

溶液与花柱切面的接触面积;还有的在花柱切除后重复
滴加外源 DNA溶液[ 21-22] 增加外源 DNA的总量。冀俊
丽等[ 23]作了更新颖的创新 ,用常规方法切除小麦柱头

后 ,又经过5 min的负压处理 ,使小麦的花粉管通道法转
化率由原来的 3%～ 6%提高到 14.1%。但是奚亚军等

人
[ 24]
用不同浓度外源 DNA滴加到小麦花柱切面 ,结果

显示外源 DNA浓度越高则结实率越低。说明靠增加外
源DNA浓度来提高花柱切面 DNA的施加量以提高转

化率要慎重考虑。
柱头切除法主要解决了花柱较长受体在柱头滴加

DNA溶液后到达胚囊几率小的缺陷 ,进而大大提高了
花粉管通道法的转化率。然而 ,邸宏等[ 25] 将长达十几厘

米的玉米花丝从末端剪去 2 ～ 3 cm ,然后将花丝切面完

全浸入薄膜袋中的 DNA 溶液 ,成功获得了转化株。这
个试验说明缩短外源DNA进入胚囊的距离并不是提高

柱头切除法转化率的唯一方法 ,增加接触时间使更多的

DNA也能达到满意效果。
理论上讲 ,柱头切除法对于花柱较长 、花朵较大的

植物操作比较容易 ,而对于花朵小 、花柱又短的植物操
作起来往往有些困难。虽然目前也有小麦[ 22-23] 、水
稻[ 26-27] 柱头切除法转基因的成功报道 ,但是在研究过程

中出现一些问题 ,例如胡文明等[ 22]发现在后代变异小麦

中 ,D0代种子发芽率低 ,平均株高也低于对照。原因可

能是由于小麦花朵小 ,柱头切除时可能对花器官造成伤
害大所致。因此在对小麦这类小花朵植物进行操作时 ,

应尽量避免损伤花器官。

3　子房注射法
子房注射法是用微注射器将少量(根据子房的大小

而定)外源DNA 溶液直接注射到子房 ,又叫子房微注射
法。这种方法具有外源 DNA进入胚囊的距离短 、受体

子房内具有更高浓度的外源DNA 、对注射时间要求比较
宽范 、对子房较大花朵操作比较容易等优点。许多试验

证实 ,子房注射法优于柱头切除法。曹德菊等
[ 28]
将除草

剂基因导入红麻的试验证明 ,子房注射法的结实率高于
柱头切除法;梁明山等[ 29] 分别用花粉粒携带法 、柱头切

除法和子房注射法转化油菜 ,结果只有子房注射法得到
了具有供体性状并优于受体的转化株;侯丽霞等[ 30]用微

量注射法和柱头切除法转化甜瓜均得到转化株 ,但子房
注射的转化率高。李远新等[ 31]在转化黄瓜时发现 ,虽然
花粉粒携带法和柱头切除法有较高的坐果率 ,但子房注

射法的转化率最高;吴中心等
[ 32]
研究发现子房注射法转

化烟草获得的转化后代抗赤星病能力远远超过柱头切

除法。
子房注射法之所以比其它 2种方法具有更高的转

化率 ,因为该方法导入外源基因的数量多于其它花粉管

通道法 ,这一点被杨书华等
[ 33]
的试验所证实。它们用放

射自显影技术研究花粉管通道法导入标记 DNA在棉花

胚珠内的分布 ,结果显示 ,子房注射法 DNA在胚珠内的

放射性活度高于柱头切除法 ,说明子房注射法外源DNA

进入胚珠的数量多 ,不仅为花粉管通道法转化棉花选择

外源 DNA导入方法提供试验依据 ,也为其它植物转化
提供有价值的参考。

子房是植物的受精场所 ,当花粉管到达子房后 ,助
细胞的信号作用诱导花粉管向着胚囊方向生长;进入胚
囊后 ,花粉管首先在退化的助细胞中释放 2个联结的姊

妹精细胞 ,之后便分离
[ 34]
;分离的 2个精细胞分别与中

央细胞和卵细胞进行倾向受精[ 35] 。这些精准事件的发

生要求子房内必须有一个非常稳定的内环境 ,任何外界
物质的介入或对子房的损伤都会直接或间接影响受精

作用 ,最终影响结实率或导致畸形果实增加。在受精前

后向子房注射外源 DNA溶液 ,或多或少地会影响受精
和坐果率[ 36-37] 。因为子房注射法首先会损伤子房壁 ,如

果针头进入过深 ,还会伤及子房内部的胎座 、胚珠甚至
胚囊等结构 ,这些机械损伤会直接影响受精作用;其次 ,
注入 DNA溶液的浓度和纯度可能会改变受体植物子房

内固有的受精环境 ,这还需要进一步研究。
花粉管通道技术适用于任何开花植物。如何选择

合适的导入外源基因的方法是花粉管通道法转化的关

键。不同的开花植物 ,其花器的结构特点各异。进行花
粉管通道法转化时尤其要考虑花柱长度和子房大小。

一般来说 ,子房较大的植物首先要考虑子房注射法 ,花
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柱较长的植物首先要考虑柱头切除法 ,那么对于花柱较
短、子房又小的植物 ,花粉粒携带法应该是比较合理的

选择。当然 ,选择理想的导入外源 DNA 方法还要从时

间出发 ,放射自显影技术能够快速 、准确地检测不同导
入方法到达胚囊的 DNA 数量 ,统计不同方法的坐果率

和转化率会如实地反映出3种方法的转化效果。
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Study on Techniques of Introduction of Exogenous DNA into Plants via Pollen Tube Pathway

CHEN Yan

(College of Life Sciences , Liaocheng University , Liaocheng , Shandong 252059)

Abstract:The pollen-mediated int roduction , which int roduced exogenous DNA to acceptors by the treatment of the pollen

grains or the stigma of acceptor with the donor DNA or the donor pollen grains , was studied earlier.The stigma exci-

sion-mediated introduction was a method of addition of exogenous DNA to the excided style of the acceptor plants.The

direct injection of exogenous DNA into ovary of acceptor via a microinjector was called ovary injection-mediated introduc-

tion , also called ovary microinjection-mediated introduction.All these three method of introduction of exogenous DNA

into acceptors have been universal in plant genetic t ransformation.An optimal method obtained by studying the st ructure

of the pistil of the acceptor could make higher transgenic transformation rate and more efficient transformations.

Keywords:pollen-tube pathway;exogenous DNA;pollen-mediated introduction;stigma excision-mediated introduc-
tion;ovary injection-mediated introduction
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