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摘  要：综述开展甘蔗基因工程育种工作 20多年来，从最初的利用农杆菌介导法研究抗除草剂和抗虫转基因成

功，到目前高转化效率的转基因方法应用过程中取得的成果，分析影响农杆菌转化甘蔗的关键因素，并对农杆菌

介导的甘蔗遗传转化研究前景作了展望。 
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Abstract: A study of sugarcane genetic engineering breeding has been made over the past twenty years, from the first 
primary success of herbicide resistant and insecticide resistance gene engineering of sugarcane using Agrobacterium- 
mediated approach to the use of high transgenic efficiency of sugarcane. All of these studies obtained a lot of 
achievements. This paper aims to analyse the impact factors of sugarcane transformation by Agrobacterium tumefaciens, 
as well as the prospect of this research. 
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自 1983 年获得第 1 例农杆菌介导的转基因烟

草以来，农杆菌介导的植物遗传转化已经成为目前

应用最广泛的一种遗传转化方法，约 80%的转基因

植物是通过农杆菌介导法获得的。甘蔗是禾本科单

子叶植物，由于单子叶植物并不是农杆菌的天然寄

主，而禾本科作物一直被认为是难以应用农杆菌介

导转化的物种[1]，因此农杆菌介导的甘蔗遗传转化

研究曾一度落后。目前农杆菌介导的水稻转基因研

究技术已经非常成熟[2]，农杆菌介导的甘蔗遗传转

化研究也早在 1998 年成功地获得了转基因植株并

进行了田间试验[3]，甘蔗的基因工程研究已取得了

较大的突破，现将农杆菌介导的甘蔗遗传转化研究

进展综述如下。 

1  农杆菌介导甘蔗遗传转化研究进展 

甘蔗(Saccharum officinarum L.)是远缘杂交种，

品种间的染色体复杂多样，常见异倍体[4−5]，其基因

组复杂、基因库狭窄[6]，导致甘蔗的育种周期较长。

利用基因工程方法培育甘蔗新品种，能实现甘蔗优

良品种的定向改良。甘蔗的基因工程育种在最近的

10多年有了突破性进展[3,7−17]。Bower 和 Birch 1992

年建立了基因枪法介导的甘蔗遗传转化体系[9]。 

Chen 等[18]1987 年首次以原生质体为受体，开始甘
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蔗的遗传转化研究。Birch 和Maretzki 1993年采用

农杆菌介导的方法对甘蔗进行遗传转化[19]，应用基

因诱导剂试图增强农杆菌的浸染能力。1994年Chen 

等尝试以甘蔗品种 F164 为材料，用原生质体再生

的细胞、非形态适应的细胞悬浮培养物、绿色分生

组织和幼叶外植体等作为受体，通过根癌农杆菌株

系 ACH5(章鱼碱型 )、T37(烟脂碱型 )和工程菌

LBA4404-BIN6(携带双元载体)转化受体材料，但均

未能成功[20]。陈如凯等[21]应用甘蔗品系福农 86-17

的幼叶切段为受体，采用 NPT 基因、抗菌肽 D 基

因和工程菌 LBA4404 共培养法转化甘蔗，得到抗

卡那霉素的愈伤组织，但在选择分化培养基上未分

化出苗。 

在一些禾本科植物农杆菌浸染转化方法取得进

展的基础上，Arencibia 等[22]针对存在的问题，采用

相应技术初步建立起了农杆菌介导甘蔗遗传转化体

系，选用双元载体 pMON18365 导入 LBA 4404 和

EHA101 菌株，与栽培种 Ja60-5 甘蔗悬浮培养愈伤

组织共培养，获得 GUS及 Southern检测阳性植株，

其转化频率达 10−3~10−1。而 Enriquez-obregon 等[3]

采用农杆菌介导法，将携带 bar基因的 C58C1菌株

感染甘蔗分生组织切片愈伤组织，获得了抗除草剂

的转基因甘蔗植株，通过摸索共培养和分化条件，

在商业栽培种 Ja60-5中获得了近 35%的转化效率，

其研究结果表明，防止细胞对农杆菌过敏致死是获

得高转化效率的关键。Arencibia 等[22]发现，有毒

杆菌会诱导甘蔗细胞的器官和胚胎的形成，因此共

培养也是增强 T−DNA 插入植物基因组的关键步

骤。Elliott等[23]将带有荧光蛋白(GFP)基因的 AGLO

菌株转化甘蔗胚性愈伤组织，获得了转 GFP 基因

的甘蔗植株，他们应用 GFP 筛选转化细胞，可剔

除高比例的非转化外植物体及细胞系，在转基因组

织再生前就可大量选择。甘蔗转基因植株的获得进

一步证明了农杆菌可以把 T-DNA 转移到单子叶植

物细胞中。但农杆菌浸染甘蔗的转化效率不高成为

该转化方法研究中的重大阻碍，其部分原因是没有

应用选择标记基因去除非转基因甘蔗植株，导致转

化效率低的同时大大增加了检测的工作量。

Manickavasagam等[14]以甘蔗的腋芽作为靶组织，以

抗除草剂基因 BASTA作为筛选的标记基因，利用超

毒农杆菌菌株 EHA105 和 LBA4404 分别对 2 个印

度甘蔗栽培种 Co92061和 Co671进行遗传转化，当

外植体悬浮在农杆菌菌液中经真空渗透压(40.5 kPa)

处理，应用 5.0 mg/L的 PPT对转化甘蔗进行有效的

筛选，并在大田中以 60 g/L草丁膦喷洒，选择其中

没有任何受害特征的转化甘蔗作进一步的分子鉴

定，获得了接近 50%的转化率。王自章等[24−25]采用

农杆菌介导法获得了转海藻糖合酶基因的甘蔗植

株，且增强了转基因甘蔗的抗渗透胁迫能力。罗敬

萍等[26]对农杆菌介导的甘蔗基因转化技术包括使

用的菌种、最适宜浸染的菌液浓度、愈伤组织龄期、

AS 活化时间及使用浓度等作了优化，建立起有效

的农杆菌介导甘蔗遗传转化体系，农杆菌介导的甘

蔗遗传转化方法已日渐成熟。于兰等 [27]提出与

Manickavasagam相似的方法，即利用真空泵对甘蔗

心叶愈伤组织施加一定的负压，可提高农杆菌介导

的遗传转化效率。顾丽红等[28]将含有经过修饰的烟

草Ⅰ型几丁质酶基因和Ⅰ类 β-1，3-葡萄糖酶基因的

双价植物表达载体 pCG-Ⅱ在农杆菌介导下转化甘

蔗优良品种 ROC10和 ROC22，获得了高转化效率

的转基因甘蔗植株，且对甘蔗黑穗病具有抗性。

Wang 等[29]通过农杆菌介导法，将 ACO反义基因遗

传转化甘蔗良种 ROC22，获得了 PCR 阳性甘蔗植

株。农杆菌介导甘蔗遗传转化体系的建立及后续的

研究表明，防止农杆菌对细胞的过度浸染和使用有

活力的再生能力较强的愈伤组织、选择合适的筛选

标记是获得高转化效率的关键。 

2  影响农杆菌转化甘蔗的关键因素 

2.1  转化受体 

农杆菌转化受到甘蔗受体品种的遗传背景和生

理状态的影响。目前，应用于甘蔗转基因的材料一

般是栽培种，不同的甘蔗栽培品种之间存在着明显

的差异，这些差异表现在愈伤组织的诱导、分化能

力、对农杆菌浸染和对筛选剂的敏感性等方面。 

基因转化的发生在分裂的一个较短的时期内，

只有处于细胞分裂的 S 期(DNA 合成期)细胞才具有
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外源基因的转化能力，幼嫩组织或愈伤组织受到创

伤时，受体材料将处于转化的敏感期。在甘蔗的组

织快繁研究中，一般直接取甘蔗的顶端分生组织和

腋芽诱导愈伤组织分化成芽[30]，也有利用成熟叶片

作为快繁材料的[31−32]。成功应用于甘蔗转基因研究

的有甘蔗幼嫩顶端分生组织和侧芽诱导胚性愈伤作

为受体材料[33]，也有应用活跃增殖的悬浮细胞系作

为受体材料的[34]，但其诱导成苗较难，易产生变异。

Priya等认为，采用农杆菌介导法转化单子叶植物，

选择处于适宜生理状态的组织十分重要，Smith 和 

Hood [35]认为，处于适宜生理状态的受体材料能够产

生 Vir 基因活化分子，内源激素的浓度适宜，细胞

分裂旺盛，DNA大量合成，利于 T-DNA的整合。 

2.2  Vir 基因诱导物 

农杆菌在浸染双子叶植物时，双子叶植物本身

会因植物细胞受伤而分泌起诱导作用的酚类化合

物，如乙酰丁香酮(As)和羟基乙酰丁香酮等，但甘

蔗、水稻和小麦等单子叶植物中缺少足量的 Vir 基

因诱导物。早期，人们多采用伤害处理[36−38]，但伤

害处理对甘蔗并不适用，因为甘蔗的受伤部位容易

产生木质化或硬化而不发生细胞分裂现象，严重影

响愈伤组织分化，使其诱导分化率大大降低。

Raineri 等[36]利用乙酰丁香酮预处理过的农杆菌来

感染受伤的水稻盾片，获得了转化的愈伤组织。随

着酚类诱导物的广泛使用，采用农杆菌转化禾本科

植物的研究取得了可喜的进展[39−42]。As 被认为是

至今发现的调节 Vir 基因表达效果最好的信号分

子，研究表明，在甘蔗转化过程中加入乙酰丁香酮

可以大大的提高其转化效率。 

2.3  农杆菌菌株及载体系统 

Enriquez等[3]利用 C58C1农杆菌菌株，成功地

将含有 Ti衍生质粒 pGV2260 的双元表达载体 pGT 

GUSBAR转入到甘蔗中；Mulleegadoo 和 Dookun- 

saumtally[43]利用分别含有 pTO134的AGLO菌株和

含有 pBI121 的 LBA4404 菌株对甘蔗栽培种

M292/70进行遗传转化，均获得转基因植株。目前

用于甘蔗转化的菌株有 EHA101、EHA105、A281、

AGLO 等。Manickavasagam 等 [14]应用含有质粒

pGA492的 LBA4404和 EHA105的 2个菌株对甘蔗

栽培种 Co92061 和 Co671 进行遗传转化的比较,结

果表明，EHA105 菌种转化效率较 LBA4404 高。

Zhangsun等[44]利用携带有 1个二元载体的EHA105、

A281 和 LBA4404 农杆菌菌种进行转化效率的比较

试验，发现 EHA105和 A281成功地获得转基因甘

蔗，且 EHA105 获得了较好的转化效果。EHA105

成为目前报道转化甘蔗的较为理想的菌株。 

2.4  培养基与激素 

Priya等认为，在农杆菌介导的转化过程中，合

适的培养条件和培养基成分是影响甘蔗遗传转化

效率的一个重要因素[45]。甘蔗材料在创伤处分泌的

大量酚类物质，被氧化后对甘蔗本身存在毒性，致

使甘蔗材料严重褐化而无法诱导出愈伤组织。

Manickavasagam等[14]应用甘蔗的腋芽作为转化材

料，以含有3.0 mg/L 6-BA的 MS液体培养基作为

诱导培养基，在恒温25 ℃、16 h 、15 µmol/(m2·s)

的光照下培养，3周后，于含有 2.0 mg/L 6-BA、

1.0 mg/L KT、0.5 mg/L NAA的MS液体再生培养

基中诱导出幼芽作为转化的材料，共培养时在 MS

固体培养基中加入50 µmol/L的 As，转化后的再生

幼芽于0.5 mg/L NAA和5.0 mg/L PPT固体培养基中

进行筛选，可获得高转化效率。顾丽红等[28]采用含

有1 mg/L 2,4-D的MS作为胚性愈伤组织的诱导培

养基，在含有150 µmol/L As 的MR液体培养基中

浸染30 min，并于100 µmol/L As的MR固体培养基

共培养，4 d后，在1 mg/L 6-BA和0.5 mg/L KT的

MS 分化培养基中进行筛选并诱导愈伤组织分化出

芽，也获得了较高的转化效率。共培养阶段使用的

培养基对农杆菌介导的甘蔗遗传转化效率的影响

很大，有研究表明，获得 Gus高效稳定表达的甘蔗

愈伤组织的共培养条件，不适合于愈伤组织的分

化，甚至无法获得转化苗[45]。一般认为，转化用培

养基及愈伤组织共培养用培养基以 pH5.2~5.3为宜，

非转化培养基则以 pH5.8为宜。低温有利于诱导 Vir

基因的表达，农杆菌在浸染后的共培养, 应低温恒

温培养，以22 ℃为宜。 
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2.5  载体上的部分功能元件 

在载体的构建中增加一些与高效表达相关的

调控序列、合适的启动子和增强子序列、正确切割

和加工序列以及 PolyA序列等，都能提高目的基因

的表达。Liu D等[46]应用 2个农杆菌菌种 LBA4404

和 AGL1介导甘蔗的遗传转化，研究水稻多聚泛素

化启动子 RUBQ2融合 GUS报告基因的瞬时表达，

发现在愈伤组织中的表达比玉米 Ubi-1 启动子的表

达量高，通过基因枪法瞬时表达研究 3个启动子的

表达量，发现水稻 RUBQ2 启动子的表达量十分稳

定，是玉米 Ubi-1 启动子表达量的 1.6 倍，而在同

样的条件下，花椰菜花叶病毒 CaMV 35S启动子没

有检测到 GUS 基因的表达，认为水稻多聚泛素化

启动子 RUBQ2 在未来甘蔗基因工程研究中将起重

要作用。 

在甘蔗的遗传转化体系中，通常只有一小部分

甘蔗细胞接受了外源 DNA，其中的很少部分细胞可

能融合了外源基因，而外源基因能够表达的则是更

少数的细胞，所以在甘蔗转化过程中，必须建立能

够抑制非转化细胞的生长而对转化细胞影响不大

的选择系统。目前的转基因研究中构建植物表达载

体时，都会插入一些筛选标记，新霉素磷酸转移酶

基因(NptⅡ)可以氨基糖苷类抗生素(G418)进行筛

选，这是较早使用的筛选标记。由于甘蔗对 Km筛

选压有较高天然抗性(可高达 350 mg/L)，且在 Km

压力下易产生白化苗，不利于正常转化植株的获

得。而来自吸水链霉菌的 bar基因、潮霉素磷酸转

移酶基因(hyg)则以其具有一定的实用性或高效性

被广泛使用，研究表明，甘蔗对 PPT敏感，临界致

死浓度较低(4 mg/L)，因此 bar 基因被认为是较为

理想的选择标记[47]。通过这些筛选标记去除大部分

的非转基因植株，可大大提高转化效率。近年来，

这些标记基因的安全性问题受到关注，糖类分解代

谢酶基因[48]作为一个安全的标记基因也受到青睐。

另外，在遗传转化中应用的能有效介导外源基因与

核基质结合而加强或稳定外源基因表达的 Mar 基

因，在甘蔗的遗传转化研究中同样具有很大的应用

潜力。 

3  前景与展望 

甘蔗的遗传转化方法以基因枪法介导的研究

起步较早[9]，且应用较多，但农杆菌介导的遗传转

化方法能获得更稳定的基因表达和导入较少的基

因拷贝数，从而可以减少基因沉默[49]。农杆菌介导

的遗传转化，在提高转化效率和功能基因的开发方

面还需更加深入的研究，如何通过多个基因的同步

转化调节甘蔗中的整个糖转运与糖贮存通道或贮

存方式、增加蔗糖从源到库的运输量[50]、提高库的

蔗糖积累能力[51]以及将甘蔗茎中的部分淀粉转变

成蔗糖的形式贮存，从而在整体上提高甘蔗的含糖

量，是目前研究的重点与难点所在。另外，如何消

除抗生素标记基因也将是目前和今后转基因安全

性研究的一个重要突破点。 

转基因甘蔗的研究都还处在初步阶段，能推广

并应用于生产的转基因甘蔗品种尚未见报道，也没

有一种能够做到将外源基因定点定量地导入甘蔗

受体并能够达到稳定遗传和高效表达的转基因方

法，甘蔗的遗传背景复杂性、染色体数量较多以及

育种周期长等仍严重影响转基因技术在甘蔗研究

上的推广与应用。 
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