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遗传转化是植物功能基因组研究和分子育种

的核心工作之一，发展高效、安全的新型遗传转化

方法，一直是基因工程、分子生物学和遗传育种等

领域的研究热点之一［1］。传统的植物遗传转化方

法，主要通过根癌农杆菌侵染、基因枪轰击和病毒

侵染等转化方法获得转基因植株。目前已经广泛应

纳米载体介导的植物遗传转化研究现状和前景 
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摘 要 ： 高效遗传转化技术是植物重要性状功能基因鉴定的前提和转基因育种的基础。随着纳米生物技术的发展，以纳米

载体介导的植物转基因技术已显示出巨大的应用潜力。综述了国内外应用于植物纳米载体的类型、与外源基因的结合方式以及传

输细胞的原理，重点阐述了影响纳米基因载体性能与转化效率的重要因素，以及纳米载体介导外源基因转化植物细胞的方法，分

析了纳米载体介导法与其他转基因方法的特点和优势，并提出纳米载体介导的转化技术应加强稳定遗传转化、基因编辑与植物原

位转化等方面探索研究，旨为植物遗传转化技术和方法提供新的思路。
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Abstract: Efficient genetic transformation technology is the prerequisite for the identification of functional genes for important traits in 

plants and the basis for transgenic breeding.With the development of nanotechnology，the genetic transformation technology of plant based on 

gene vector constructed by nano particle has shown great application potential. The type and properties of nano particle applied in gene vector of 

plant，its combination way with DNA and the basic principle of gene transfection technology were reviewed. In the meanwhile，the important 

factors that affect the performance and transformation efficiency of nano-gene vector，as well as the transformation methods by which nano-gene 

vectors mediate exogenous genes into plant cells，were expounded emphatically. The advantages of nano-gene vectors were analyzed compared 

with that of other vectors. Further researches are needed to improve the stable genetic transformation，gene editing and in planta transformation 

with nano-gene vector，which will provide new ideas for plant genetic transformation technology and methods.
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用于拟南芥、烟草等模式植物和一二年生草本植物

或园艺植物。但对于木本植物或顽拗型基因型的植

物来说，仍存在遗传转化技术难题，获得转基因植

株仍非常困难。例如，林木转基因研究主要集中于

杨树（Populus tremula × Palba.）［2］、火炬松（Pinus 
taeda）［3］、刺槐（Robinia pseudoacacia）［4］、白云杉

（Picea glauca）［5］、白桦（Betula platyphylla）［6］、落

叶松（Larix gmelinii）［7］等 20 多个树种。大多数林

木中克隆的功能基因只能转化到拟南芥和烟草等模

式植株中进行分析验证，从而严重限制了植物分子

育种以及基因功能的有效研究。

随着纳米技术的发展，纳米粒子作为基因载体

已广泛应用于动物细胞、医学领域和基因治疗等领

域［8-10］。因纳米载体具有大比表面积可高效负载基

因、生物兼容性强可保护负载基因、毒性小安全性

高等特点［11-12］。2007 年，Torney 等［13］首次利用介

孔氧化硅纳米载体装载基因转化烟草细胞并获得成

功，实现了纳米载体介导基因在植物细胞的转化，

并逐渐发展成为一类具有创新性的高效植物转基因

技术［14-15］。本研究根据纳米粒子特性介绍已应用于

植物遗传转化的纳米基因载体类型、与外源基因的

结合方式及传输细胞的原理，并重点介绍影响纳米

载体性能的因素以及转化植物的方法，分析了与早

前转基因方法的区别和优势，并对纳米载体介导外

源基因转化存在的问题和发展前景进行了探讨，期

望为植物遗传转化技术和方法提供新的思路。

1 纳米基因载体

纳米基因载体是一类由生物兼容性性材料通过

分子自组装的方法制备而成，用于运载基因的纳米

微囊或纳米粒子的总称［16］。通过纳米载体表面修饰

相应基团，使其以物理或化学亲和作用包裹或吸附

外源 DNA 等核酸分子，从而形成纳米基因载体复合

物，通过化学键或静电吸附作用与细胞表面受体结

合，利用细胞胞吞作用实现基因的靶向运输［17］。

1.1 纳米基因载体的分类

纳米基因载体从形态特征上分为纳米粒、纳米

球、纳米囊、纳米孔及纳米片层等多种形态 ；从材

料来源可以分为无机物纳米材料、天然高分子纳米

材料和有机合成高分子纳米材料等［18］（图 1）。

目前应用于植物遗传转化的纳米基因载体以无

机物纳米材料为主（表 1），包括以四氧化三铁（Fe3O4）

构 建 的 磁 性 纳 米 粒 子（Magnetic nanoparticles，

MNP），以二氧化硅骨架构成的介孔二氧化硅纳米

载 体（Mesoporous silica nanoparticles，MSNs）， 以

碳原子构成的单壁碳纳米管（Single-walled carbon 
nanotubes，SWCNTs）和多壁碳纳米管（Multiwalled 
carbon nanotubes，MWCNTs）等纳米材料构成的纳

米载体。无机物纳米材料制作简单，可在水溶液中

通过共沉淀或氧化共沉淀制备，合成重复性好，并

根据反应条件调节纳米颗粒的粒径大小、形状和组

成 ；且无机纳米材料作为基因载体具有生物亲和性

好、免疫排斥反应低、降解后毒副反应小，可有效

保护核酸免受核酸酶的降解等优势［19-20］。

其次以壳聚糖（Chitosan，CHS）、淀粉（Starch 
nanopaticls，StNP） 和 细 胞 穿 膜 肽（Cell penetrating 
peptides，CPPs） 的 天 然 高 分 子 材 料 制 备 的 纳 米

载 体， 以 及 由 磷 酸 钙（Calcium phosphate，CaP）、

甲 基 丙 烯 酸 二 甲 氨 基 乙 酯（Dimethylaminoethyl 
methacrylate，DMAEM）聚合物、聚酰胺型树枝状

聚 合 物（Polyamidoamine，PAMAM）、 多 聚 赖 氨 酸

（Poly-l-lysine，PLL）、聚乙烯亚胺（Polyethylenimine，

PEI）等人工合成的高分子材料作为植物基因载体也

有少量应用［21］。天然高分子有机纳米材料来源容易，

具有无毒抗菌、生物相容性好及生物易降解等特点；

合成的高分子有机纳米材料合成制备相对容易，可

规模化生产，具有良好的分散性、易于表面修饰、

穿透膜能力强等优势。

1.2 纳米基因载体与DNA等核酸的结合方式

纳米粒子的小尺寸效应，大比表面积效应以及

表面较强的物理化学活性使其能够负载多种不同类

型的核酸分子，如 DNA、siRNA、miRNA、dsRNA、

蛋白和核糖核蛋白（Ribonucleoprotein，RNP）等［22］。

无机类纳米粒子可以直接结合 DNA 等核酸分子，但

由于负载效率低，需要对其化学结构进行阳离子聚

合物或氨基硅烷化修饰，才能有效吸附与运输核酸

分子。例如，介孔二氧化硅纳米载体是在多孔硅纳

米颗粒或者壳 - 核型中空二氧化硅表面经过表面氨

基化，通过化学偶联作用与核酸分子形成纳米载体
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基因复合物［23］；磁性纳米载体可以通过表面改性与

多种功能基团修饰，如 -NH2、-CHO、-COOH 和 -OH

等，使纳米载体能够通过静电作用、化学偶联作用、

配体反应等物理或化学亲和方式负载结合核酸分 
子［24-25］。而有机高分子形成的纳米粒子，由于其

表面负载氨基而带正电荷，可以直接与带负电荷的

DNA 等核酸分子通过静电吸附作用结合，使核酸分

子由蓬松与分散状态浓缩至纳米颗粒中，形成体积

小、形状规则的纳米基因载体复合物［26-27］。

1.3 纳米基因载体复合物传输细胞的原理

目前，纳米作为基因载体传输细胞的原理研究

还相对较少。纳米载体基因复合物主要通过 3 种途

径穿越植物细胞壁屏障 ：（1）通过一定的外力在细

胞上形成可逆的瞬间通道，使纳米载体基因复合物

直接进入细胞内部［13，28］；（2）利用纳米粒子的功能

修饰，如利用带阳离子肽聚合物的修饰，与细胞壁

上受体的相互作用来扩大细胞壁的孔径以提高纳米

粒子的摄入［29］；（3）纳米载体基因复合物利用细胞

壁的孔隙直接通过细胞壁，如花粉粒的花粉孔、叶

片气孔保卫细胞孔隙［30］。

跨越细胞壁后，纳米载体基因复合物主要是通

过细胞的胞吞作用进入细胞。纳米载体基因复合物

表面多余的电荷使其以被动的形式快速黏附在细胞

膜表面，继而通过细胞的胞吞作用或摄取作用进入

细胞［31］。细胞膜内陷形成内含体包裹纳米载体基因

复合物，并被细胞内的溶酶体吞噬［32］。在溶酶体

内，纳米载体上的阳离子基团不断置换质子，抑制

pH 降低，使质子不断泵入溶酶体，导致溶酶体裂解，

最终纳米载体基因复合物通过质子 - 海绵效应的过

程逃逸出溶酶体，释放在细胞胞浆内［33］。但也有研

究认为，一些纳米粒子，如 LDHs 负载外源基因通

过非胞吞作用进入细胞，典型的内吞抑制剂和低温

孵育不能阻止 LDHs 的内吞，LDHs 是直接跨越细胞

膜进入细胞内，这种特性可能拓宽其在多种植物中

的应用［34］。

从溶酶体释放的纳米载体基因复合物扩散到核

膜表面，有两种情况从核孔进入细胞核，一种是纳

米载体与核酸分子在细胞核外解离，核酸分子单独

进入细胞核 ；另一种是纳米载体基因复合物进入细

胞核，在细胞核内部解离，核酸分子与植物细胞的

基因发生重组［35-37］；然而对于纳米载体介导的外源

基因进入核细胞与染色体的整合情况，如外源基因

的拷贝数与整合位点等方面研究仍不清楚，是否类

似于根癌农杆菌介导的 T-DNA 与染色体基因组的整

Bio-inspired ：生物分子纳米粒子 ；Carbon-based NPs ：以碳原子为单元的纳米粒子 ；Silicon-based NPs ：以硅为单元的纳米粒子 ；

Polymeric NPs ：聚合物纳米粒子 ；Metalic/Magnetic NPs ：磁性纳米粒子

图 1 应用于植物或动物外源基因转化的常见纳米粒子（引自［41］）
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表 1 介导植物遗传转化的纳米载体类型、特性、功能修饰、转入植物细胞途径及基因表达情况

纳米载体

类型

纳米粒子 纳米粒子

特性

功能修饰 转入植物

细胞途径

转基因植株

（组织或细胞）

转入基因 转基因植株

表达特性

参考

文献

无机物纳

米材料

四氧化三铁

（Fe3O4）

超顺磁性，外加磁场

条件靶向性强

PEI 修饰 外加磁场

作用

棉花（Gossypium 

hirsutum）花粉

BtΔα·Cpti

基因

稳定性表达，通

过杂交获得抗虫

转基因棉花

［25］

未经修饰 悬浮细胞电击穿

孔后直接转化

水稻悬浮细胞（Oryza 

sativa）

GFP 质粒 瞬时表达 ［56］

PEI 修饰 外加磁场作用 拟南芥（A. thaliana）原

生质体

GFP 质粒 瞬时表达 ［62］

磁性金纳米粒

子（GNP）

超顺磁性，外加磁场

条件靶向性强

异硫氰酸荧光素

修饰（FITC）

超声波作用 油菜悬浮细胞和原生质

体（Brassica napus var.Jec 

Neaf ）

GUS 质粒 稳定表达 ［63］

介孔二氧化硅

（MSN）

比表面积大，比孔容

大，介孔孔径可调节

金纳米粒子包裹 基因枪 烟草（N. tabacum L.）子

叶、玉米（Zea. mays）

未成熟胚

GFP 蛋白 稳定表达 ［13］

金纳米粒子覆盖 基因枪 洋葱（Allium cepa）表皮

细胞

GFP 蛋白和

mCherry 蛋白

瞬时表达 ［64］

金纳米粒子覆盖 基因枪 玉米（Z. mays）胚 DsRed2 质粒

和 Loxp 蛋白

瞬时表达 ［65］

TMAPS 等有机物

修饰

直接浸染 拟南芥（A. thaliana）根 mCherry 质粒 46.5% 瞬时表达 ［66］

单壁碳纳米管

（SWNT）

高深径比，可塑性和

生物兼容性强

有机物修饰 叶片组培孵育 烟草（N. tabacum L.）叶

子

nptⅡ 基因 与组培培养结合

获得了转 nptⅡ

基因植株，转化

率 6%

［67］

纯化单壁碳纳米

管

直接叶片浸染 烟草（N. tabacum L.）、

芥菜（Eruca sativa）、小

麦（Triticum aestivum）、

棉花（G. hirsutum）

GFP-siRNA 实现在非模式植

物基因的转录后

沉默，瞬时沉默

率 95% ；

［58］

羧化壳聚糖（CS）

等有机物的修饰

直接叶片浸染 芥菜（E. sativa）、豆瓣

菜（Nasturtium officinale）、

烟草（N. tabacum L.）、

菠菜（Spinacia oleracea）

YFP 质粒 实现外源基因转

化叶绿体质体基

因组的 瞬时 

表达

［49］

聚乙烯亚胺（PEI）

功能修饰

直接叶片浸染 烟草（N. tabacum L.）、

棉花（G.hirsutum）、小麦

（T. aestivum）、芥菜（E. 

sativa）、

GFP 质粒 实现多种非模式

植物瞬时转染

［37，

59］

层状双氢氧化

物（LDH-NS）

典型的层状结构，一

般为六角形纳米片，

厚度 0.5-.0nm，

粒径 30-60 nm

片层间为阴离子

乳酸修饰

叶面喷洒 拟南芥（A. thaliana）和

烟草（N. tabacum L.）

dsRNA 使 PMMoV 和

CMV 同源基因

沉默，延长植物

抗虫效果

［61］

碳纳米点（CD） 类圆球形，<10

nm 粒子

聚乙二醇（PEG）

功能修饰

叶面喷洒 小麦（T. estivum） GFP、Cas9

和 gRNA

SPO11 基因编

辑，实现了作物

的基因编辑

［30］

ZnS 量子点 粒径小仅 3-5 nm 多聚赖氨酸（poly-

L-lysine）修饰

超声波处理 烟草（N. tabacum L.）悬

浮细胞

GUS 质粒 GUS 基因稳定 

表达

［68］
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纳米载体

类型

纳米粒子 纳米粒子

特性

功能修饰 转入植物

细胞途径

转基因植株

（组织或细胞）

转入基因 转基因植株

表达特性

参考

文献

天然高分

子有机物

淀粉纳米粒子

（StNP）

50-100nm，生物降

解与生物相容性好

多聚赖氨酸（poly-

L-lysine）修饰

超声波处理悬浮

细胞后转染

盾叶薯蓣（Dioscrea 

zigiberensis）悬浮细胞

GFP 质粒 瞬时表达和稳定

表达

［47］

多聚赖氨酸（poly-

L-lysine）和水溶性

量子点 CdSe）

超声波处理悬浮

细胞后转染

麻枫树（J. curcas）悬浮

细胞

GFP 质粒 瞬时表达 ［69］

多聚赖氨酸（poly-

L-lysine）和水溶性

量子点 CdSe）

与愈伤组织共孵

育

麻枫树（Jatropha curcas）

愈伤组织

GFP 质粒 稳定表达 ［70］

壳聚糖（CS） 需要化学或生物学修

饰提高在溶液中的稳

定性

未修饰 共孵育 拟南芥（A. thaliana）原

生质体

GFP 质粒 瞬时表达 ［71］

细胞穿膜肽

（CPPs）

由 10-30 个氨基酸组

成的短肽，有较强的

跨膜转运能力

聚阳离子和细胞

穿膜肽融合

叶片浸染 烟草（N. tabacum L.）和

拟南芥（A. thaliana）叶

片

GFP 和荧光

素酶基因

瞬时表达 ［29］

聚阳离子和细胞

穿膜肽融合

叶片浸染 拟南芥（A. thaliana）叶

片

CHS siRNA YFP 和 CHS 瞬

时沉默，抑制低

温条件下叶花青

素合成

［72］

线粒体靶向肽和

细胞穿膜肽融合

叶片浸染 拟南芥（A. thaliana）叶

片

GFP 质粒 GFP 在表皮细胞

的线粒体中表达

［73］

人工合成

高分子有

机物

甲基丙烯酸二

甲氨基乙酯

（DMAEM）聚

合物

分支带正电荷，与

DNA 以静电作用结

合

未修饰 PEG 转化 烟草（N. tabacum L.）

和角齿藓（Ceratodon 

purpureus）原生质体

YFP 和 GFP

质粒

瞬时表达和稳定

表达

［54］

磷酸钙纳米粒

子（CaPNPs）

20-50 nm，钙离子

的渗透不平衡使负

载 DNA 逃逸内含体，

通过核孔。

未修饰 胚轴组培转染 芥菜（Brassica juncea L.）

胚轴外植体培养物

GUS 质粒 80.7% 稳定转化 ［74］

阳离子荧光纳

米粒子

水溶性并含有荧光发

色团

未修饰 幼苗根浸染 拟南芥（A. thaliana）根

和幼苗

dsRNA SAM 基因沉默

表现型发生改变

［75］

荧光共轭聚合

物纳米粒子

水溶液稳定悬浮 未修饰 浸染 烟草（N. tabacum L.）原

生质体

SiRNA 抑制 CesA-1 基

因表达，丧失细

胞壁再生能力

［76］

表 1 续表

合机理，目前还未见报道。

2 影响纳米基因载体性能的重要因素

纳米载体的粒径、形状、表面电荷、修饰的功

能基团以及细胞内部环境等都会影响其负载外源基

因、细胞摄入和基因表达效率的重要因素［38-39］。

2.1 纳米载体粒径

纳米载体的粒径是影响外源基因转化效率的重

要因素。不同于动物，植物具有细胞壁这一天然屏

障，纳米载体负载外源基因转化细胞核或原生质体

需要通过细胞壁和质膜等屏障。植物细胞壁排除外

源物的极限为 5-20 nm［40］，植物细胞、细胞核或细

胞膜的限制范围为 300-500 nm，阻止较大的外源分

子进入［41］。纳米粒子是一类一维粒径至少小于 100 
nm 的物质，然而研究表明纳米粒径在 20-100 nm 范

围内，具有较强的穿透性，既有利于纳米粒子携带

外源基因，经细胞摄取而进入细胞内部，又不因过

小而被过滤清除掉［42］。

2.2 纳米载体结构

纳米载体结构不同，负载外源基因的形式不同。

如球状纳米载体，外源基因一般负载在表面 ；多孔

纳米载体，外源基因多数负载在其孔内 ；层状纳米

颗粒，外源基因负载在其片层内等。目前，不同类
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型的纳米负载外源基因的效果，以及外源基因传输

细胞与转化效率未见系统的比较。但有研究发现，

以 siRNA 作为外源基因，不同纳米结构形成的纳米

载体复合物转入细胞的效率与细胞内基因沉默的效

果相关，siRNA 负载在三维结构纳米载体中，能够

使内源基因在转录水平和蛋白水平都沉默。但是负

载在一维结构纳米载体中，只会使其在蛋白水平上

发生沉默而在转录水平却得到了提高，说明纳米不

同结构转入外源基因的原理可能不同［43］。

2.3 纳米载体表面修饰

纳米粒子富有活性的化学结构可以直接结合核

酸分子，也可以通过不同基团修饰后再结合核酸分

子，形成纳米载体 - 基因复合物［44］。纳米粒子经亲

水性物质（如聚乙烯醇、聚乙烯亚胺、多聚赖氨酸等）

表面修饰后，可以提高其在分散体中稳定性，增加

与细胞膜的结合力［37，45-46］；经过糖类物质（如壳 
聚糖、环糊精等）修饰的纳米粒子，能增加纳米载

体对基因的负载量，增加复合物电位值 Zeta，提高

穿越细胞膜等生物屏障能力，并且提高转基因的靶

向性［47-48］。例如，以羧基化壳聚糖负载的 CSCOV-
SWNTs 负载外源基因进行烟草植物细胞转化，与其

他修饰 SWNTs 相比，CSCOV-SWNTs 不仅具有更多可

用的壳聚糖链负载基因，而且 CSCOV-SWNTs 具有更

高 的 C-C 共 价 键（~88 kcal/mol）， 电 位 Zeta（37.6 
mV）明显高于其他修饰，可以安全地携带外源基因

通过生物屏障和细胞膜，进入细胞核内部，提高转

化效率［49］。另外，纳米粒子在经表面活性剂（如

葡聚糖、聚山梨脂和胆固醇等）修饰后，也可以保

护外源分子免受降解，提高细胞对纳米载体摄取 
效率［50］。

2.4 环境条件

尽管大多数纳米粒子与外源基因结合方式比较

温和，在室温条件下（25-35℃）孵育 15-30 min 即

可结合形成纳米载体基因复合物［24，49，51］。但研究

发现，纳米载体基因复合物转染效率是与其浓度、

共孵育温度、时间及 pH 相关。在一定范围内增加

纳米载体基因复合物浓度，延长与悬浮细胞的共培

养时间，都可以有效增加外源分子在植物细胞的转

染效率 ；植物细胞摄取纳米载体依赖一定温度条

件，研究发现在 4℃条件下共培养，即使共孵育时

间延长 24 h 细胞内部也没有纳米粒子负载的荧光信

号［52］；另外，利用植物细胞内不同结构的 pH 差异

可以实现靶向转基因，植物细胞质 pH 值在 5.5 左

右，而叶绿体的 pH 在 8.0 左右［53］，研究发现以壳

聚糖修饰的单壁碳纳米管设计为在细胞外弱酸条件，

pDNA 可以与单壁碳纳米管紧密结合，而在叶绿体

弱碱环境中，pDNA-SWNT 的结合能力明显减弱，可

以使 pDNA 在叶绿体中有效释放，从而实现纳米载

体负载外源基因在叶绿体质体的靶向转基因［49］。因

此，如何通过利用植物细胞不同结构的 pH 差异设

计纳米载体，实现靶向转基因是今后重要研究方向。

3 纳米载体 - 基因复合物的在植物细胞中的
转化方法

目前利用纳米粒子形成的纳米载体 - 基因复合

物，通过磁转染、PEG 转染等外力以及直接转化的

方式，将外源基因转入玉米胚［13］、盾叶薯蓣愈伤组

织悬浮液［46］、芥菜、烟草原生质体或叶子［54］和拟

南芥根［26，55］等多种植物组织或器官（表 1）。

3.1 借助外力转化方法

借助合适的载体和外力可以提高纳米载体 - 基

因复合物进入细胞核的数量［14］，易形成稳定的植物

遗传转化（表 1）。Torney 等［13］4 位博士利用蜂窝

状介孔二氧化硅纳米粒子为载体，利用基因枪方法

将外源基因转入植物细胞中，并在细胞中适当的时

间和地点释放，成功获得了转基因植株。利用电击

法直接在植物细胞壁上穿孔，Fe3O4 磁性纳米粒子负

载 DNA 导入水稻悬浮细胞，该方法既保护了 DNA

分子免受电击、酶解的破坏，又提高了植物细胞的

存活率［56］。Zhao 等［25］利用 Fe3O4 磁性纳米颗粒的

超顺磁性，在磁场的定向驱动作用下，纳米载体复

合物通过花粉孔将外源 BtΔα·Cpti 基因转入棉花花

粉，而花粉生活力没有改变，并通过杂交授粉获得

转基因棉花。以多聚赖氨酸修饰的淀粉纳米粒子作

为基因载体，将外源基因通过超声波介导法转入盾

叶薯蓣细胞，实现基因的遗传转化［57］。

3.2 直接转化方法

研究表明纳米载体携带外源基因也可直接转化

植物细胞。其中以碳原子构成的单壁碳纳米管、多
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壁碳纳米管、碳纳米点等作为纳米载体已经成为实

现完整植株遗传转化的热门材料，转化方法简便，

转化效率高，但多以瞬时转化为主。例如，利用壳

聚糖修饰的单壁碳纳米管（CSCOV-SWNT）为载体，

以叶片注射的方式将外源基因转入烟草、芥菜等植

物叶绿体质体基因组［49］。siRNA 可以通过单壁碳

纳米管载体有效地转化到烟草叶子，沉默外源基因

的效率达 95%，并且研究发现基因沉默效率取决于

纳米基因载体复合物颗粒的大小，性状、紧实度及

siRNA 负载的位点［58］。美国加州大学伯克利分校通

过制备聚乙烯亚胺功能化的单壁碳纳米管（SWNT-
PEI），通过叶片直接浸染可以瞬时转化完整烟草植

株，从单壁碳纳米管功能修饰到转基因表达只需 
5 d［37，59］。英国布里斯托大学的 Whitney 团队利用

合成的碳纳米点材料（Carbon dots，CD）包被含有

Cas9 和 gRNA 的质粒，通过直接喷洒叶片实现了

SPO11 基因的编辑［60］。此外，多层双金属氧化物也

是近年来发展的直接植物细胞转化的重要载体［34］。

Bao 等［55］ 用 LDHs 负 载 荧 光 分 子、 小 片 段 双 链

DNA，通过浸染方式成功转入拟南芥根表皮、叶肉

表皮细胞及烟草悬浮细胞。Mitter 等［61］利用 LDHs

纳米材料负载植物抗病毒干扰 RNA，通过叶面喷洒

实现了在植物叶面的长效递送。

4 纳米载体介导的植物遗传转化的技术优势

传统的植物遗传转化方法主要为农杆菌侵染法、

基因枪法和病毒载体介导法。自 1983 年获得第 1 例

以农杆菌介导的转基因烟草以来，植物转基因技术

迅猛发展，目前已经有百余种转基因植株问世，其

中 80% 是以农杆菌介导法转化植株。但由于农杆菌

转化过程中受到基因型和宿主范围限制、组培再生

以及转化感受态细胞不一致等问题，使许多植物，

尤其是多年生林木树种的遗传转化受到限制［77］。基

因枪转化法虽然不受植物物种限制，但需要昂贵的

专用设备，而且高轰击压力易造成组织损坏［78］，需

要提供一定量的外源基因才达到预期的转基因效率，

研究报道以 SWNT 作为载体介导植物遗传转化所用

pDNA 只有 20 ng，而基因枪转化则需要 5 μg［79］。病

毒载体介导法虽转染效率高、应用范围广，但更适

宜于基因敲除、基因沉默等反向遗传学研究，属于

瞬时表达技术，受宿主载体的局限性明显［80］。

纳米载体介导的转基因技术，是一项纳米技术

与生物技术交叉融合的新型转化技术［17，81］。纳米

载体介导转基因技术具有明显的优势 ：（1）纳米载

体体积小，大比表面积，易于化学基团的功能修饰，

可以高效负载外源基因，提高转化效率 ；（2）纳米

粒子的结构特性能够保护负载基因免受 DNase Ⅰ酶

解，保证外源基因在细胞内的稳定转化 ；（3）纳米

载体利用纳米粒子小体积效应、可调节的物理和化

学特性使其通过植物细胞壁的屏障进入细胞内部，

基本不受植物基因型和宿主范围限制 ；（4）纳米载

体介导外源基因转化，反应条件温和，操作简单，

转化所需时间短，对植物生长发育无影响 ；（5）纳

米材料种类多样，粒径大小和结构类型易于变化、

易于不同功能基团和荧光标记修饰，可形成多种不

同类型的纳米载体用于植物遗传转化。

5 纳米粒子介导的植物遗传转化面对的问题
和应用前景

5.1 瞬时转化与稳定表达

尽管目前报道的以纳米载体介导的转基因技术，

可以实现外源基因在叶片或叶肉细胞等部位的表达，

但研究多以 GFP、GUS 或 RNAi 片段为外源基因的

瞬时转化为主，如何将纳米载体介导的转基因进一

步应用于植物，获得转基因植株，需要进一步扩大

目的基因，优化转化方法、扩大转化受体细胞或组

织的筛选，从而实现功能基因高效稳定转化获得转

基因植株，建立纳米载体介导的简单、快捷、高效

稳定的植物遗传转化体系。

5.2 纳米载体介导的基因编辑技术

锌指核酸酶（Zinc fingernucleases）和 CRISPR-
associated protein 9（Cas9）目前已经成为重要的基

因编辑工具，尤其是 CRISPR-Cas9 已经在水稻、番茄、

高粱、小麦和棉花成功实现性状改变［82］。CRISPR-
Cas9 基因编辑的全方位和易操作性使其成为研究

植物基因型 - 表现型对应关系的重要工具。然而

CRISPR-Cas9 基因编辑也面临着遗传转化中植物细

胞壁屏障转化受体的限制［83］，尽管有少量研究报道

可以通过基因枪转入原生质体和体胚［84-85］。目前已

经实现碳纳米点载体介导的植物体内的瞬时基因编
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辑，为纳米载体与基因组编辑工具结合起来提供一

个良好的机会［37］。今后应利用纳米载体介导的瞬时

转化，实现基因的瞬时沉默或增强基因表达，进一

步开展植物发育研究与重要基因功能鉴定 ；另一方

面应探索纳米载体介导的稳定、靶向性的基因编辑

技术体系，实现植物品种改良。

5.3 纳米载体介导的植物原位转基因方法的探索

植物原位转化方法是一种不需要植物组织或细

胞培养手段，而使植物在活体（in vivo）而非离体（in 
vitro）状态下的转化，能够避免植物组织培养产生

的无性系变异和部分植株基因型难于进行组织培养

的优点［86］。纳米粒子具有大比表面积、体积小、穿

透性强的特性，通过注射、喷施及浸染等方式已实

现了外源基因在完整植株叶片的转染，如何利用纳

米粒子特性，进一步发展纳米载体介导的植物原位

转基因技术，一方面发展不依赖组培再生的转基因

技术，突破顽拗型植物基因型或种类的遗传转化技

术难题 ；另一方面以纳米载体介导不同株龄植株的

遗传转化，根据时空需要进行基因表达调控研究可

能将是林业发展的又一种重要方向。
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