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摘要:综述了黄瓜转基因研究所取得的进展,从黄瓜再生体系的建立, 遗传转化方法及其影响因素等方面进行了评述,

并对黄瓜转基因的不足及今后研究的重点进行了讨论.
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  黄瓜 (Cucum is sativus L. )是葫芦科黄瓜属的园艺

植物, 在世界范围内栽培面积很大,长久以来育种学家

对黄瓜进行了深入研究与广泛的遗传改良,但由于具

有优良性状的育种材料的缺乏, 通过常规的育种手段

来获得理想的黄瓜品种相对比较困难. 随着生物技术

的发展及其在农业领域的广泛应用, 基因克隆与遗传

转化技术的逐渐成熟,尤其是遗传转化技术的发展与

应用, 一定程度上打破了生物间的生殖隔离,使植物育

种更具有目的性和针对性, 同样也为黄瓜育种提供了

新的技术,推动了黄瓜育种的进程.值得指出的是黄瓜

具有可以生食的特点,在转基因植物基因工程疫苗方

面展示了其诱人的开发价值, 利用黄瓜作为生物反应

器生产植物疫苗、医药成分等研究逐渐成为黄瓜基因

工程研究的一个热点.近年来, 黄瓜的遗传转化研究取

得了长足的发展 (表 1) ,但从相关报道看转化频率均

达不到理想水平,本文就相关因素做一综述,以加快和

推动该技术在黄瓜育种中的应用.

1 再生体系

高效、稳定的再生体系是大部分遗传转化技术的

基础 (如农杆菌介导法、基因枪转化法等 ) . 一般认为

葫芦科植物组织培养难度较大, 黄瓜组织培养开始得

比较早,但高频再生体系并不成熟.一个适合转化的再

生体系应具有外植体来源充足、再生苗遗传稳定、再生

能力强、对农杆菌或其它转化方式敏感、具有适中的抗

生素敏感性等特点.在黄瓜再生体系的建立中,研究者

们对基因型、激素组合、外植体类型、苗龄等因素做了

大量研究.

1. 1 基因型对再生的影响

Todd
[ 29]
等测试了 85个基因型的子叶外植体在

MS附加 1. 0 mg /L BA + 1. 0mg /L NAA培养基上的

不定芽发生情况,仅有 28个基因型的子叶外植体有不

定芽发生,最高的不定芽发生率为 53%. Sarmento
[ 2 ]
等

应用 3676和 3672两种雌性系黄瓜研究黄瓜的转化,

发现基因型间再生差别很大从而也影响了转化频率.

赵秀娟
[ 30]
用 10份黄瓜材料为研究对象, 发现基因型

间的再生能力差别较大,低的不定芽再生率只有 10%

的,高的可达 80%.杜胜利
[ 31]
用 12个黄瓜材料做研究

也发现基因型间差异显著, 最高的芽再生率可达

73%,最低的芽诱导率只有 25%. 可见黄瓜基因型对

再生的影响非常显著,选择适当的基因型对遗传转化

研究的顺利进行相当重要.

1. 2 激素组合

MS基本培养基中添加的外源激素对黄瓜不定芽

的诱导和生长起着重要的作用.基因型不同,对激素种

类和相互配比的要求也不尽相同.从相关的报道看,黄

瓜的组织培养中常用的激素是 6-BA 和 NAA. 张承

妹
[ 32]
认为 NAA诱导的愈伤组织比 2、4-D诱导的易于

分化,认为添加适量的 GA3有利于芽的分化,在 MS附

加 BA 2. 0 mg /L + NAA 0. 3mg /L + GA3 0. 25mg /L

的培养基中芽分化率可达 64% . 梅茜
[ 33 ]
认为 BA与

ABA组合使用可以明显提高黄瓜不定芽诱导率. 赵

隽
[ 34]
利用激素 TDZ ( Thidiazuron)从子叶节上诱导出

再生芽,认为它的效果优于 6-BA. 范爱丽
[ 35]
等采用农

城 3号,西农 58和长春密刺 3个黄瓜品种的子叶节为

外植 体, 优化 了 TDZ 和 IBA 的 配 合浓 度, 在

0. 005mg /L TDZ + 0. 05 mg /L IBA时不定芽的诱导

率达到 93. 3%. 新型细胞分裂素 TDZ在木本植物中

应用较多, 在研究一些再生频率不高的黄瓜基因型中
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表 1 黄瓜的遗传转化研究进展

Tab. 1 The development o f genetic transform a tion o f the cucumber

转入方法 外源基因 转化结果 参考文献

根癌农杆菌 Np tÒ 得到抗性植株 Chee等 [ 1]

根癌农杆菌 Np tÒ 得到转化植株 Sa rm ento[2]等

根癌农杆菌 GusNp tÒ 得到转化植株 N ish ibayashi[ 3]等

根癌农杆菌 Gus CMV-0 cp 得到转化植株 N ish ibayashi[ 4]等

根癌农杆菌 chiNp tÒ 得到转化植株 Rahar jo[5]等

根癌农杆菌 thaum atin II 得到转化植株 Szw acka[6]等

根癌农杆菌 chiNp tÒ 得到转化植株 Tabe i[ 7]等

根癌农杆菌 GusNp tÒ 得到转化植株 Vasudevan[ 8]等

根癌农杆菌 SODÑ 得到转化植株 Lee[ 9]等

根癌农杆菌 Np tÒ CMV-0 cp 得到转化植株 王惠中 [ 10]等

发根农杆菌 Np tÒ 得到抗性植株 T ru lson[ 11]等

发根农杆菌 Np tÒ 得到毛状根 施和平 [ 12-13]等

发根农杆菌 GusNp tÒ 得到转化植株 冯斌 [ 14]等

根癌农杆菌 Bar 得到转化植株 陈峥 [ 15]等、金红 [ 16]等

根癌农杆菌 ABPÑ 得到转化植株 白吉刚 [ 17-18]等

根癌农杆菌 DREB 1A 得到 PCR检测阳性植株 纪巍 [ 19]等

根癌农杆菌 EQKAM 得到抗性植株 魏爱民 [ 20]等

根癌农杆菌 ACS 1 得到转化植株 李泠 [ 21]等

根癌农杆菌 MADS-box 得到转化植株 赖来 [ 22]等

花粉管通道 黄瓜 DNA 得到变异植株 董伟 [ 23-24]等

花粉管通道 黄瓜 DNA 选育出新品系 邓立平 [ 25]等

花粉管通道 菠萝 DNA T1代有变异植株 陈秀蕙 [ 26]等

花粉管通道 Gus Gus表达 李远新 [ 27]等

floral dip法 GAD-GLP-1 得到转化植株 王翠艳 [ 28]等

可以考虑使用具有强大细胞分裂素活性的 TDZ.

1. 3 外植体类型与苗龄

组织培养中外植体对不定芽的再生影响很大, 在

黄瓜组织培养中研究人员使用的外植体类型很多. 见

于报道的有子叶、下胚轴、原生质体、真叶、花药、未受

精的子房等.大多数的研究者认为子叶是黄瓜组织培

养最好的外植体
[ 25, 31, 36 ]

,子叶作为外植体的芽再生率

高.杜胜利
[ 31 ]
用真叶、子叶、下胚轴为外植体, 在研究

中发现不剥种皮的黄瓜播种后 3~ 4 d苗龄的子叶芽

分化率高,随着天数的增加不定芽分化率下降,下胚轴

的芽再生能力明显偏低,在幼嫩的真叶上未见芽分化.

何晓明
[ 37]
分别用子叶和下胚轴培养, 芽的分化能力差

别很大,认为外植体对芽的再生影响很大. 梅茜
[ 33]
认

为用剥去种皮 2 d苗龄的子叶做外植体, 再生芽的分

化率高达 51%以上,随着苗龄的增加芽再生率逐渐下

降.最近的一些研究则认为,对于不定芽直接器官发生

而言,子叶节是诱导率最高的外植体
[ 34-35, 38-39 ]

,子叶节

是指带部分下胚轴的子叶, 候爱菊
[ 38]
用黄瓜 /长春密

刺 05 d苗龄的子叶节作为外植体, 芽诱导率高达

93. 2%, 利用子叶节作为再生外植体的研究尽管采用

的激素种类和激素配比不尽相同, 但不定芽的诱导率

均达到 93%以上. 对苗龄的选择上,一般认为采用萌

发后 3~ 4 d左右的外植体有利于不定芽的再生,苗龄

过长不利于再生.

原生质体是基因直接导入细胞内的理想受体, 利

用黄瓜原生质体作为转化受体是很好的选择, 但前提
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是原生质体要有较高的再生率, 前人在黄瓜原生质体

的分离和再生中做了相应的研究, 分别用黄瓜的子

叶
[ 40-42 ]

、真叶
[ 43]
、下胚轴

[ 44 ]
酶解得到的原生质体培

养,通过各种途径获得再生植株, 但再生率都很低.

2003年郭德章
[ 42]
等人用翠秀黄瓜子叶酶解后的原生

质体培养,在最优培养基中芽再生率只有 10% , 且发

现再生的植株多为多倍体. 从上述报道看用黄瓜原生

质体作遗传转化受体还需要对原生质体再生体系做深

入研究,解决再生率偏低的困难后才可能得到应用.

1. 4 AgNO3对黄瓜再生的影响

在很多作物中都有培养基中添加适量 AgNO3促

进再生的报道,组织培养过程中外植体切块产生的乙

烯导致离体组织培养芽的畸形生长及抑制芽的再生,

一般认为 Ag
+
是乙烯合成的抑制剂, Ag

+
的添加使乙

烯产生的绝对数量减少. 也有人认为 Ag
+
能竞争性结

合于细胞膜的乙烯受体,阻断了乙烯的信号传递通路,

从而使乙烯活性降低,并不是减少了乙烯的合成量.曹

利仙
[ 45]
在 A gNO3对黄瓜离体子叶芽再生影响实验中

发现, 在优化培养基中添加适量 AgNO 3能显著促进芽

的再生,在培养的前 3 d乙烯释放量增加, 3 d后释放

量迅速降低.梅茜
[ 33]
等研究认为在培养基中添加 2. 0

mg /L AgNO 3可以促进黄瓜不定芽的再生, 比对照的

芽诱导率高出一倍, 李泠
[ 33]
和赖来

[ 33]
等的报道也表

明黄瓜再生和筛选培养基中合适浓度 AgNO3的添加

有效的促进抗性芽再生.可见在黄瓜转化中合适浓度

的 A gNO3能够促进抗性芽的发生, 但对不同的黄瓜基

因型 AgNO3的最适宜浓度不尽相同,需要针对基因型

做进一步研究.

2 黄瓜遗传转化技术的研究

现在应用于植物间基因转移的方法主要有农杆菌

介导法、基因枪法、显微注射法、花粉管通道法、电击穿

孔转化法、病毒介导转化法等. 相对众多基因转化技术

而言, 农杆菌介导法具有简单易行、成本低廉、操作简

单、转化效率高、应用植物材料范围广泛等特点, 成为

植物间遗传转化最常用的工具之一. 黄瓜遗传转化的

相关报道多以采用农杆菌介导的遗传转化为主, 分述

如下:

2. 1 农杆菌介导的遗传转化

自 1983年首次获得转基因烟草以来, 至今已经获

得近 200种转基因作物,其中 80%以上是利用农杆菌

介导转化获得的.农杆菌对宿主细胞基因转移功能是

通过利用 T i( tumor induc ing)质粒 (根癌农杆菌中 )或

R i( root induc ing)质粒 (发根农杆菌中 )为基因载体,将

外源基因整合到植物染色体 DNA上的.在农杆菌介导

的黄瓜遗传转化中,影响转化的因素很多,植株再生频

率、农杆菌的类型、菌株类型、质粒载体的类型、细菌浓

度、感染时间、共培养时间及温度、酚类物质的分泌、筛

选抗生素类型等均会影响黄瓜的转化再生.

2. 1. 1 发根农杆菌对黄瓜的转化
发根农杆菌浸染植物后, 能使植物转化细胞分化

成毛状根,然后通过对毛状根的培养再生转基因植株.

由于发根农杆菌侵染后长出的毛状根的再生频率较

低,限制了该方法的广泛应用. 但它有一个优点, 即通

常认为一个毛状根是单个转化细胞分化而来, 一些研

究者应用它对黄瓜遗传转化进行了研究. T rulson
[ 11 ]
等

应用发根农杆菌将 Np t Ò 基因转入黄瓜, 并从毛状根
中再生卡那霉素抗性植株.施和平

[ 12-13]
等应用发根农

杆菌转化黄瓜的研究表明: 发根农杆菌菌株 R100和

R1601转化黄瓜子叶, 子叶毛状根发生有极性现象, 都

在形态学下端发根,采用子叶预培养 1 d,侵染 20m in,

共培养 2 d,并且加入 5. 0mg /L的 NAA能促进毛状根

的发生,发根农杆菌培养时添加 20 Lmo l/L的乙酰丁

香酮提高了发根农杆菌 R1601对黄瓜子叶的致根能

力,在产生的毛状根中都检测到农杆碱和甘露碱的合

成.冯斌
[ 14]
等报道采用子叶和下胚轴为转化受体, 预

培养 2 d, 浸染 5m in, 认为添加适量的生长素有利于转

化毛状根的产生, 且毛状根在分化培养基即 MS添加

BA 2. 0 mg /L、NAA 0. 2 mg /L中分化出转基因植株,

只是分化率很低,只有 1. 5%, 转基因植株中检测到了

Gus基因的表达.

2. 1. 2 根癌农杆菌对黄瓜的转化

根癌农杆菌介导的转化技术在黄瓜的转基因研究

应用中最为广泛, Chee
[ 1]
利用子叶为转化受体将 Gus

基因导入黄瓜,获得了卡那霉素抗性植株. Sarm ento
[ 2]

等以黄瓜叶柄和叶片作为转化受体, LBA4404为转化

菌株,将 NPT Ò 基因成功导入黄瓜,并认为农杆菌浸染

5 m in,添加 20 Lmol/L的乙酰丁香酮 ( Acetosy ringone,

AS) ,烟草悬浮剂看护共培养 48 h,能显著提高抗性愈

伤的比例. 1996年 N ish ibayash i
[ 3]
等建立了农杆菌介导

的黄瓜下胚轴转化再生体系, 他们的研究结果表明使

用 AS、共培养 5 d,可提高转化效率, 筛选抗生素使用

30 mg /L潮霉素 B比用 50 mg /L卡那霉素效果好, 检

验结果表明整合入黄瓜基因组的 Gus基因高效表达.

同年他们
[ 4 ]
利用该转化体系将黄瓜花叶病毒 ( Cu-

cumberM osa ic V irus, CMV )外壳蛋白基因转入黄瓜,

获得的转基因黄瓜增强了对 CMV的抗性. R aharjo
[ 5]

等使用叶柄作为转化受体比较了 3种 T i质粒 ( a su-
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perv iru lent leuc inop ine type, an octopine type and a nop-

aline type)对黄瓜转化的影响,结果表明 leucinop ine型

转化效率最高, 经 Southern和W estern杂交证明装载

在 T i质粒上的来源于矮牵牛的酸性几丁质酶基因已

整合入黄瓜基因组中并得到表达. Szw acka
[ 6]
等将

thaumatin基因转入黄瓜, 且对其后代的遗传分离规律

进行研究,认为该基因的分离符合孟德尔自由分离规

律. 1998年 T abe i
[ 7]
等利用幼嫩子叶作为转化受体, 农

杆菌浸染 10 m in, 共培养 3 d后转入 MS附加 2 mg /L

BA、1 mg /L ABA、200 mg /L C laforan、25 mg /L卡那霉

素选择培养基中,结果表明水稻几丁质酶基因转入了

黄瓜, 获得的转基因植株对灰霉病的抗性增强. V a-

sudevan
[ 8 ]
等研究了 EHA 105和 LBA 4404两个菌株对

黄瓜的转化效率的影响,结果表明 EHA 105的效果比

LBA 4404好, 5 d苗龄的子叶、3 d的共培养有利于转

化再生,且添加 20~ 50 Lmo l/L的 AS能提高转化效

率. Lee
[ 9]
等将木薯的超氧化物岐化酶基因 ( Superox ide

dismutase, SOD )转入黄瓜, 期望利用黄瓜作为生物反

应器,产生抗衰老的 SOD,其 southern杂交表明外源基

因正常转录, SOD活性检测表明从转基因植株上收获

的黄瓜果实中的 SOD活性是未转基因黄瓜的 3倍.

国内对黄瓜转基因研究开始的较晚但进展很快.

王惠中
[ 10]
等利用津研 4号的子叶为外植体, 将 CMV

外壳蛋白基因转入黄瓜,获得转基因植株,并研究了预

培养有无、加入 AS、共培养天数等对黄瓜转化再生的

影响, 认为经过预培养 2 d、加入 AS和共培养 3 d能明

显提高黄瓜的转化率.陈峥
[ 15 ]
,金红

[ 16 ]
等在实验中用

不同的黄瓜材料研究黄瓜转化体系也得到相似的结

果.白吉刚
[ 17, 18]

利用农杆菌介导将生长素受体 ) 生长

素结合蛋白 ( Aux in-b ind ing protein 1, ABP1)基因转入

黄瓜,转基因植株经过 Southern和 Northern杂交检验,

表明 ABP1基因整合入黄瓜基因组并正常转录, 转基

因黄瓜对生长素的敏感性增强,单性结实能力提高.纪

巍等
[ 19]
采用该研究组建立的黄瓜子叶节高频再生体

系
[ 38]
,利用农杆菌介导法分别将受干旱、高盐、低温等

胁迫信号诱导的 rd29A启动子和组成性表达的 35S启

动子驱动的 DREB1A基因转入 /长春密刺0黄瓜中, 分

别获得 PCR检测阳性株为 33株和 13株, 而且观察到

对于 DREB基因用 rd29A启动子驱动得到的植株性状

表现更好. 魏爱民
[ 20]
等利用农杆菌介导法将抗虫基

因转入黄瓜高代自交系 M1中,探讨了子叶外植体切

割块的大小、乙酰丁香酮的加入及筛选方式对抗性

芽产生的影响, 他们认为大的子叶块有利于抗性芽

再生,在菌液和共培养培养基中添加 AS和共培养后

延迟 7 d转入筛选培养基筛选培养均更好的促进抗性

芽的再生. 2007年来自同一个课题组的李泠
[ 21]
和赖

来
[ 22]
等分别报道了 ACC合酶 ( ACS1)基因和参与花

器官发育调控的 MADS-box基因对黄瓜的遗传转化获

得转基因植株的结果,他们采用的再生培养基均为 BA

和 ABA组合,其中附加 2mg /L的 AgNO3,筛选采用草

丁膦 ( Phosphinothric in) ,均得到经过 PCR检测阳性的

转基因植株.

2. 2 其它转化方法

一些研究者采用了花粉管通道技术对黄瓜转化进

行了研究. 董伟
[ 23-24]
等利用花粉管通道技术将 /长春

密刺0的绿皮基因 (W )导入地方品种 /大白黄瓜 0中.

邓立平
[ 25]
等用花粉管通道将抗霜霉病的野生黄瓜

DNA转入到感病黄瓜品种中, 从变异植株中选出抗病

品系.陈秀蕙
[ 26]
等用该技术将菠萝的 DNA转入黄瓜,

在 T1代群体中观察到了与亲本不同的植株. 李远

新
[ 27]
等研究了导入方法、菌液浓度、导入时间等因素

对外源基因转化率的影响, 成功地将 Gus基因转入黄

瓜.在模式植物拟南芥中使用的 floral d ip法也有在黄

瓜中应用的报道,王翠艳
[ 28]
等利用该方法将由人工启

动子 G10-90驱动的糖尿病治疗相关融合基因 GAD-

GLP-1转化黄瓜,种子成熟后用卡那霉素筛选, 得到了

PCR和 Southern bo lt检测阳性的植株, 转化率可以达

到 0. 6%左右. 但因为黄瓜生产周期较长, 无论花粉管

通道技术还是 floral d ip法均要得到黄瓜种子后,利用

抗生素对种子进行筛选或从种子长出的植株性状进行

鉴别是否有外源基因的转入,所需要的时间比较长,并

不适合大规模的黄瓜基因转化.

3 存在问题及展望

黄瓜转基因研究已经取得了很大进展,显示了该

技术在黄瓜品种改良中的广阔前景, 但从上述报道中

知道黄瓜转化仍然存在几个亟待解决的问题: 1)高效

遗传转化体系尚不完善,转化受体的范围较窄,大多局

限在子叶和或子叶节等.基因型间转化频率差别较大,

尤其是一些农艺性状优良的基因型因再生频率较低,

影响了遗传转化工作的开展. 2)基因来源较窄, 尤其

有良好经济性状的基因,如与抗虫、抗病、高产、品质改

良有关的性状基因还很少. 3)转入的外源基因表达量

低,转化工作目前关注的重点是基因是否导入和基因

能否表达上,对影响外源基因在转基因黄瓜中高效表

达的因素研究还较少.今后应加大对优良性状基因的

研究力度,加强对高效转化体系的研究,尤其是对一些

具有优良性状的黄瓜品种, 充分利用黄瓜可以生食的

特点,将黄瓜当作人类植物疫苗的生物反应器,利用果
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实特异启动子,将一些关系人类健康的抗原蛋白基因

导入到黄瓜中去,实现在果实中的特异高效表达,使人

通过生食黄瓜而获得相应的免疫. 随着转基因技术的

深入发展和转基因植物的安全性进一步得到保障 (如

M arker-free技术在植物转化中的应用 ) ,黄瓜基因转化

技术必将更好的弥补传统育种的不足, 加快黄瓜品种

改良的进程.
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