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摘　 要: 茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｏ. Ｋｕｎｔｚｅ)是全球重要的非酒精饮料之一ꎬ 随着遗传转化技术的不断发展以

及人们对高抗性和高品质型品种的需求ꎬ 通过遗传转化进行茶树定向改良越来越受到学者们的关注ꎮ 本文在回

顾和总结茶树各遗传转化方法的特点和研究现状的基础上ꎬ 重点讨论和概述了当前茶树遗传转化技术存在的主

要问题以及影响茶树外植体遗传转化的主要因素ꎬ 并对“从活体植株上重新诱导分生组织”技术在茶遗传转化中

的应用前景进行了展望ꎮ
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　 　 茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｏ. Ｋｕｎｔｚｅ)为山茶

科山茶属多年生灌木或乔木ꎬ 是世界上重要的饮料

作物之一ꎬ 也是我国重要的木本经济作物ꎬ 在我国

国民经济中占有重要地位ꎮ
茶树品种是茶产业中最重要的生产资料之一ꎬ

它不但影响茶叶质量、 品质和茶树抗性ꎬ 而且还与

新产品开发和技术革新有关[１]ꎮ 自 ２０ 世纪 ６０ 年

代以来ꎬ 茶树育种一直是中国茶树研究工作的重

点[２]ꎮ 目前ꎬ 常规系统选育和杂交育种仍然是茶

树育种的主要途径[３]ꎮ 但由于茶树在遗传组成上
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高度异质杂合ꎬ 具有生长周期长、 自交不亲和等特

性ꎬ 致使常规育种进程受限ꎬ 茶树育种工作难以实

现突破性的进展[４]ꎮ
近年来ꎬ 随着现代分子生物学技术的发展ꎬ

植物遗传转化技术作为一种植物定向改良和分子

育种的有效途径ꎬ 已被广泛应用于作物的品种改

良ꎮ 目前ꎬ 茶树遗传转化体系构建研究已取得一

定进展ꎬ 但仍然存在遗传转化效率低、 重复性差

以及离体再生困难等问题ꎮ 本文主要总结了茶树

遗传转化的方法及其研究进展ꎬ 讨论了茶树遗传

转化研究现存的主要问题以及影响转化效果的主

要因素ꎬ 以期为优化茶树遗传转化体系和茶树分

子育种研究提供参考ꎮ

１　 茶树遗传转化方法研究进展

常规的植物遗传转化方法主要有农杆菌介导的

遗传转化、 直接遗传转化(如: 基因枪法、 聚乙二

醇(ＰＥＧ)介导法等)和种质系统转化(如: 花粉管

通道法、 生殖细胞浸泡法等)３ 大类[５]ꎮ 目前ꎬ 在

茶树相关研究中多以农杆菌介导法和基因枪法为

主ꎬ 且以农杆菌介导的遗传转化方法最为常用ꎮ
１􀆰 １　 农杆菌介导的茶树外植体遗传转化

农杆菌是一种革兰氏阴性土壤杆菌ꎬ 常用于植

物转基因遗传转化研究的有两种ꎬ 分别为: 根癌农

杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ)和发根农杆菌

(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ)ꎬ 前者体内含有肿瘤

诱导质粒(Ｔｉ)ꎬ 而后者体内含有根诱导质粒(Ｒｉ)ꎬ
且两种质粒上均含有可转移 ＤＮＡ 区(Ｔ￣ＤＮＡ 区)和
致病区(Ｖｉｒ 区) [６]ꎬ 在自然情况下ꎬ 两种农杆菌通

过侵染植物ꎬ 可导致外植体分别产生冠瘿瘤和毛状

根[７]ꎮ 农杆菌介导的遗传转化能够自然的实现

Ｔ￣ＤＮＡ向宿主植物细胞的转移和整合ꎬ 因此被认为

是自然界存在的一个天然的遗传转化系统[８]ꎮ 目

前ꎬ 学者们以农杆菌为转化载体先后开展了茶树外

植体遗传转化体系的构建和优化研究ꎬ 并取得了一

定的进展(表 １)ꎮ

表 １　 农杆菌介导的茶树外植体遗传转化相关研究
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｅｘｐｌａｎｔｓ

农杆菌菌株
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｔｒａｉｎ

外植体
Ｅｘｐｌａｎｔ

载体
Ｖｅｃｔｏｒ

转化结果
Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 成熟种胚的子叶ꎻ胚芽、胚轴和
胚根分别诱导形成的愈伤组织

ｐＶＷ４３２ 获得了抗性愈伤组织 [９]

根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 叶盘 ｐＢＩ１２１ 获得了抗性愈伤组织 [１０]
根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４、ＥＨＡ１０５ꎻ
发根农杆菌 ｐＲｉ１５８３４

叶盘、无菌苗基部或从叶片及
茎端形成的愈伤组织

含有 Ｂｔ 基因的 ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１
重组质粒

获得了 ＧＵＳ 瞬时表达 [１１]

根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４、ｐＧＶ３８５０、
ＥＨＡ１０５ 幼叶叶盘 ｐＢＩ１２１、ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１ 获得了 ＧＵＳ 瞬时表达 [１２]

根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４、ＥＨＡ１０５ 去胚子叶的体细胞胚 ｐ３５ＳＧＵＳＩＮＴ 获得了转基因茶苗 [１３]

根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５ 叶盘 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１、ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１ 获得了具有 ＧＵＳ 蓝斑的
愈伤

[１４]

根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５ 茎节组培诱导的第 １ 片叶子 ｐ３５ＳＧＵＳＩＮＴ 获得了具有 ＧＵＳ 蓝斑的
叶片

[１５]

根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５ 组培苗叶片 重组 ＲＮＡｉ 载体 ｐＣ１３０１￣ＴＣＳ 获得了 ＧＵＳ 瞬时表达 [１６]
根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５ 幼嫩茎段诱导的愈伤组织 ｐＣＡＭＢＩＡ３５Ｓ: ＋ＧＵＳ 获得了抗性愈伤组织 [１７]

根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５ 无菌苗叶片
重组 ＲＮＡｉ 载体 ｐＣＡＭ￣ＲＮＡｉ￣
ＧＳ 获得了抗性愈伤组织 [１８]

根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 子叶诱导形成的体细胞胚 ｐＣＡＭＢＩＡ ２３０１、ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ 获得了再生抗性嫩梢 [１９]
根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５ 带有绿色胚芽的子叶愈伤组织 ＰＳ１ａＧ￣３ 获得了转基因植株 [３]
根癌农杆菌 ＧＶ３１０１ 体胚 ｐＣＸ￣ＧＵＳ￣Ｐ 　 　 　 　 — [２０]
根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 子叶诱导形成的体细胞胚 ｐＢＩ１２１￣Ｇｌｕ 获得了再生抗性嫩梢 [２１]

根癌农杆菌 ＧＶ３１０１ 叶片、茎段、愈伤组织和子叶诱
导形成的体细胞胚

ｐＹＬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９Ｐ３５Ｓ￣Ｈ 获得茶树阳性体细胞胚 [２２]

根癌农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 子叶诱导形成的体细胞胚 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１￣Ｃｈｉ、ｐＢＩ１２１￣Ｄｅｆ 获得了再生抗性嫩梢 [２３]

发根农杆菌 ＬＢＡ９４０２、Ａ４Ｔ 无菌苗叶片 　 　 　 　 　 — 叶片在强侵染条件下有根
突或根毛出现

[２４]

７４４　 第 ４ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 焦小雨等: 茶树遗传转化研究进展

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn



　 续表 １

农杆菌菌株
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｔｒａｉｎ

外植体
Ｅｘｐｌａｎｔ

载体
Ｖｅｃｔｏｒ

转化结果
Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

发根农杆菌 １５８３４、９４０２、１６０１、
Ａ４ 春梢嫩叶 　 　 　 　 　 — 诱导产生了毛状根 [２５]

发根农杆菌 ９４０２、１５８３４、１０００、
１０２５、１６０１

无菌苗完整叶片和无叶茎段ꎻ
具有叶片的茎段、子叶片、根段

　 　 　 　 　 — 感染 １０２５ 菌种的‘大红’
茎段诱导获得了毛状根

[２６]

发根农杆菌 １５８３４、ＬＢＡ９０２
无菌苗的茎段和叶片ꎻ愈伤组
织ꎻ子叶胚性愈伤组织、扦插苗
顶端叶片和茎段

ｐＣＡＭＢＩＡ２３０１￣Ｂｔ 获得了具有 ＧＵＳ 蓝斑和
转入 Ｂｔ 基因的毛状根

[２７]

发根农杆菌 １５８３４、ＬＢＡ９４０２ 组培苗茎段和叶片 　 　 　 　 　 — 诱导产生了毛状根 [２８]
发根农杆菌 ＭＴＣＣ ５３２ 无菌叶片 　 　 　 　 　 — 诱导产生了毛状根 [２９]

发根农杆菌 ＬＢＡ９４０２ 组培苗的嫩叶 ｐＡＲＴ２７ 和 ｐＢＩ１２１ 获得了具有 ＧＵＳ 蓝斑和
转入 ｎｐｔＩＩ 基因的毛状根

[３０]

发根农杆菌 １５８３４ 和 Ｋ５９９ꎻ根癌
农杆菌 ＧＶ３１０１

茶树幼苗的叶、茎、子叶或下胚
轴切段

根癌农杆菌中含有 ｐＢＩ１２１
探究儿茶素对茶树农杆菌
遗传转化的影响ꎬ诱导产
生了毛状根

[３１]

发根农杆菌 １５８３４ 子叶的愈伤组织 ｐＢＩ１２１
探究培养基添加物对茶树
发根农杆菌遗传转化的影
响ꎬ诱导产生了毛状根

[３２]

　 　 注: “—”表示无外源转化载体ꎮ
Ｎｏｔｅ: “—” ｍｅａｎｓ ｎｏ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ.

１􀆰 １􀆰 １　 根癌农杆菌介导的茶树外植体遗传转化

自 ２０ 世纪 ８０ 年代初研究人员成功利用根癌

农杆菌将外源基因导入植物细胞并获得抗性植株以

来[３３ꎬ３４]ꎬ 根癌农杆菌介导的遗传转化被广泛应用

于植物转基因领域ꎮ １９９４ 年ꎬ 张学文等[９] 在根癌

农杆菌转化茶树方面进行了尝试ꎬ 以‘福鼎大白

茶’种胚各部分诱导形成的愈伤组织为外植体与根

癌农杆菌进行共培养ꎬ 最终获得了约 ５％的抗性愈

伤组织ꎮ 此后ꎬ 其他研究人员在根癌农杆菌介导茶

树外植体遗传转化方面也进行了一些研究[１０－１２]ꎬ
但皆只获得抗性愈伤组织或限定在瞬时表达ꎬ 并未

获得完整的茶树转基因植株ꎮ 直到 ２００１ 年底ꎬ
Ｍｏｎｄａｌ 等[１３]以 １５ ｄ 茶树幼苗去胚子叶节段诱导

的体细胞胚为外植体ꎬ 两种携带 ｐ３５ＳＧＵＳＩＮＴ 双

元载体的根癌农杆菌(ＬＢＡ４４０４ 和 ＥＨＡ１０５)为侵

染菌株ꎬ 通过综合利用根癌农杆菌介导的遗传转化

和植物显微嫁接技术ꎬ 最终获得了转基因茶苗ꎬ 为

构建完整转基因茶树植株提供了新的思路ꎮ 但根癌

农杆菌介导茶树外植体遗传转化效果受到多种因素

的限制ꎬ 为提高转化效率ꎬ 对转化体系进行不断优

化[１５－１７ꎬ ２０ꎬ ２２]一直都是学者们关注的重点ꎮ 目前ꎬ
在已有报道中通过转化获得 ＧＵＳ 瞬时表达和抗

性愈伤的较多ꎬ 但运用组织培养技术从转化的外

植体再生诱导出抗性嫩梢或转基因植株的成功案

例却很少ꎮ 近年来ꎬ 除 Ｍｏｎｄａｌ 等[１３]外ꎬ 仅 Ｓｉｎｇｈ
等[１９ꎬ ２１ꎬ ２３]和 Ｌｖ 等[３] 相继以茶树子叶诱导的体细

胞胚或愈伤组织作为外植体ꎬ 采用根癌农杆菌介导

的遗传转化获得了再生抗性嫩梢ꎬ 但报道中的总转

化再生效率很低ꎬ 仅 ３％左右ꎮ 目前ꎬ 相较于其他

植物ꎬ 茶树在转化技术上仍然存在较大难度ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 发根农杆菌介导的茶树外植体遗传转化

发根农杆菌含 Ｒｉ 质粒ꎬ 可诱导植物或外植体

产生分支呈毛状的不定根ꎬ 故又称毛状根、 发状

根ꎬ 简称毛根或发根[３５]ꎮ 毛状根的诱发从本质上

说是发根农杆菌侵染整株植物或植株某一器官、 组

织(包括愈伤组织)、 单个细胞甚至原生质体所产

生的一种病理现象[３６]ꎮ 与天然植物根相比ꎬ 这些

毛状根通常表现出生长快速、 向地性丧失、 激素自

主性以及遗传和生物合成稳定等特点[３０]ꎮ 因此ꎬ
常被应用于植物次生代谢产物有效成分提取及离体

扩大培养的研究ꎮ 此外ꎬ 由于发根农杆菌诱导的毛

状根多为单细胞起源ꎬ 遗传相对稳定[３７] 且容易再

生出芽[２７]ꎬ 可为阳性转化子的筛选以及再生获得

转基因植株提供方便ꎬ 使得发根农杆菌在植物转基

因工程方面的应用也越来越受到关注ꎮ 目前ꎬ 发根

农杆菌介导的遗传转化也已被成功应用于甜橙

(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｏｓｂｅｃｋ) [３８]、 苹果砧木山

定子(Ｍａｌｕｓ ｂａｃｃａｔａ (Ｌ.) Ｂｏｒｋｈ) [３９]等木本植物ꎮ
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而在茶树中ꎬ 毛状根的诱导培养和遗传转化研

究大约开始于 ２０ 世纪 ９０ 年代ꎮ 在研究初期ꎬ 奚

彪等[２４]和高秀清等[２５]利用发根农杆菌成功诱导出

了茶树毛状根ꎬ 但其毛状根诱导率低、 重复性差ꎬ
且缺乏相应的分子检测验证ꎮ 因此ꎬ 为初步构建发

根农杆菌介导的茶树毛状根诱导体系ꎬ 彭正云

等[２６]以 ３ 个茶树品种的不同部位、 器官为材料ꎬ
对发根农杆菌转化茶树及毛状根增殖的条件进行了

探讨ꎬ 发现将 １ / ２ ＭＳ 培养基的 ＮＨ＋
４ 含量减至 １ / ８

时ꎬ 毛状根生长快ꎬ 分枝多ꎬ 采用低盐浓度和添加

一定量生长素的培养基更有宜于茶树毛状根的诱导

和增殖ꎮ 同年ꎬ 张广辉等[２７] 对影响发根农杆菌转

化茶树的各种因素ꎬ 包括培养基种类、 外植体种

类、 苗龄、 侵染时间等进行了系统的研究ꎬ 构建了

诱导频率最高达 ３０％以上的毛状根诱导体系ꎬ 并

应用此诱导体系将 Ｂｔ 基因转入茶树毛状根中ꎬ 通

过 ＰＣＲ 和 ＧＵＳ 组织化学染色实验证实外源基因已

插入基因组 ＤＮＡ 中并获得表达ꎮ 此后ꎬ Ｎｅｅｌａｋｓｈｉ
等[３０]利用携有两种常见标记基因(ｎｐｔⅡ和 ｇｕｓ)表
达载体的发根农杆菌 ＬＢＡ９４０２ 侵染茶树叶片ꎬ 也

成功获得了具有标记基因表达的阳性毛状根ꎬ 但整

体的诱导转化效率仅有 １％左右ꎮ 目前发根农杆菌

介导茶树遗传转化的相关报道大都仍处于采用 ｇｕｓ
等标记基因进行转化技术研究的“试转化”阶段ꎬ
很少涉及功能目标基因的转移以及茶树毛状根再生

成苗研究ꎮ
１􀆰 ２　 基因枪法介导的茶外植体遗传转化

基因枪法又叫生物弹枪法ꎬ 是一种直接基因转

化技术ꎬ 其原理是利用高压作用ꎬ 将包裹外源

ＤＮＡ 的微粒高速射入受体细胞或组织内ꎬ 外源

ＤＮＡ 在进入受体细胞后整合入受体基因组并得到

表达ꎬ 最终实现基因转化[５]ꎮ 相比农杆菌介导法ꎬ
基因枪法不受受体基因型的限制ꎬ 载体质粒构建较

为简单ꎬ 且可将含有不同目标基因的多个质粒共同

导入受体细胞ꎬ 实现多价转化[８]ꎮ 因此ꎬ 基因枪

法被广泛应用于植物遗传转化ꎬ 特别是一些对农杆

菌不敏感的物种和基因型ꎮ 但基因枪法也存在例如

实验重复性差、 成本较高ꎬ 导入的外源基因易出现

多拷贝ꎬ 从而引起外源基因在转化体中“沉默”等

局限性ꎮ
目前ꎬ 在仅有的几例基因枪介导的茶树遗传转

化报道中ꎬ 除了探究影响基因枪转化效率的因素ꎬ
优化相应转化体系外[１４]ꎬ 吴姗等[４０]还尝试将农杆

菌侵染和基因枪轰击两种转化技术结合起来ꎬ 发现

基因枪结合农杆菌的转化方法比单独使用两种方法

更有助于提高茶树转化的效率ꎮ 但上述报道也皆只

停留在转化后抗性愈伤组织筛选和 ＧＵＳ 瞬时表达

的阶段ꎬ 并未获得转基因植株[１４ꎬ ４０]ꎮ 直到 ２０１１
年ꎬ 印度学者 Ｍｏｈａｎｐｕｒｉａ 等[４１] 利用基因枪法将

咖啡碱合成酶基因(Ｃａｆｆｅｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅꎬ ＣＳ)
的 ＲＮＡｉ 载体(ｐＦＧＣ１００８￣ＣＳ)导入茶树体细胞胚ꎬ
经潮霉素抗性筛选、 ＰＣＲ 分子验证和诱导阳性体

细胞胚再生芽ꎬ 最终获得了 ＣＳ 基因表达和咖啡因

含量均显著降低的转基因茶苗ꎮ 而同研究小组的

Ｓａｉｎｉ 等[４２]在 ２０１２ 年同样利用基因枪法成功地将

烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.)渗透蛋白基因(Ｏｓ￣
ｍｏｔｉｎ)导入茶树体细胞胚ꎬ 获得的转基因株系表现

出比对照植株更强的耐 ＮａＣｌ 胁迫和干旱胁迫的能

力[４３]ꎮ 除 了 以 茶 树 体 胚 为 外 植 体 外ꎬ Ｓａｎｄａｌ
等[４４]采用基因枪法ꎬ 以茶树离体腋芽发育形成的

嫩叶为外植体也获得了完整的转基因茶苗ꎮ 虽然在

被轰击的 ５００ 片嫩叶中只有 ２１７ 个(４３􀆰４％)产生

抗性愈伤ꎬ 且最终仅有 １５ 个再生成芽ꎬ 总体的再

生效率很低ꎬ 但该研究为从叶片为外植体开发优良

转基因茶树提供了新的可行的方法ꎬ 进一步推进了

基因枪转化技术在茶树遗传转化上的应用ꎮ 此外ꎬ
值得注意的是ꎬ 该研究还综合评价了转基因茶苗在

温室条件下 ４ 年的生长和繁殖性能ꎬ 发现转基因茶

苗除苗高明显低于对照外ꎬ 在表型上均与未轰击的

对照茶树相似ꎬ 但生殖行为上ꎬ 转基因茶苗明显受

到抑制ꎬ 其花芽和花容易脱落ꎬ 落果以及空种子发

生率更高ꎬ 转基因茶树种子的活力和发芽率也明显

低于对照ꎮ 虽然转基因茶树的生殖行为受到一定影

响ꎬ 但这种生殖行为受抑制的表现对于转基因生物

安全方面是有益的ꎬ 可减少转基因漂移的机率ꎬ 降

低可能引发的生态风险[４４]ꎮ
１􀆰 ３　 茶树非组织培养遗传转化方法

目前ꎬ 植物遗传转化所采用的受体系统ꎬ 大都

依赖于细胞组织培养技术才能获得转基因植株[４５]ꎮ
但对于茶树等木本植物来说ꎬ 采用组织培养进行遗

传转化并实现植株再生需要相当长的周期ꎬ 且实际

操作过程中也存在种种困难ꎮ 因此ꎬ 近年来随着原

位转化( ｉｎ￣ｐｌａｎｔａ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ)技术在植物遗传

转化研究中的广泛应用ꎬ 茶树非组织培养遗传转化

技术的研究也逐渐活跃起来ꎮ 常见的非组织培养遗

传转化技术有: 花粉管通道法、 活体组织浸染法
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等ꎬ 其特点在于不需要组织或细胞培养手段ꎬ 而达

到植物或组织在活体( ｉｎ￣ｖｉｖｏ)而非离体( ｉｎ￣ｖｉｔｒｏ)
状态下的转化ꎮ

其中ꎬ 花粉管通道法将基因工程和常规育种结

合起来ꎬ 操作简便、 直接[４６]ꎬ 目前在茶树中已有

少量研究报道ꎮ 例如李玲玲等[４６] 运用花粉管通道

法将茶树咖啡碱合成酶 ｄｓＲＮＡ 表达载体(ｄｓＴＣＳ)
导入茶花子房中ꎬ 转化后获得的茶树植株叶片的咖

啡碱含量均低于对照组植株叶片ꎬ 说明花粉管通道

法导入的 ｄｓＴＣＳ 对咖啡碱的合成起到了部分的抑

制作用ꎮ 但花粉管通道法的转化操作也可能会对茶

树的结实率和茶籽的生长发育造成一定的负面影

响ꎮ 成杨等[４７ꎬ ４８]连续 ３ 年开展的双价抗虫基因(Ｂｔ
和 Ｃｐｔｉ)转化实验结果显示ꎬ 实验组 ３ 年平均结实

率为 １６􀆰２５％ꎬ 对比 ２０１２ 和 ２０１３ 年实验数据ꎬ 进

行了转化操作的茶籽出苗率仅为普通茶籽的一半左

右ꎮ 若使用花粉管通道法进行茶树遗传转化ꎬ 须通

过扩大实验样本数量来提高获得阳性样本的数量ꎮ
此外ꎬ 茶树极长的结实周期在一定程度上也限制了

应用该方法进行茶树基因功能分析和转基因育种的

速度ꎮ
因而ꎬ 为避免茶树离体组织遗传转化所面临的

诸多问题和挑战ꎬ 寻求更简便、 快速和高效的茶树

遗传转化方法ꎮ ２０１０ 年ꎬ 印度学者 Ｍｏｈａｎｐｕｒｉａ
等[４９]用携带有 ＣＳ 基因 ＲＮＡｉ 载体 (ｐＦＧＣ１００８￣
ＣＳ)的根癌农杆菌侵染 １ 个月大的茶树实生苗根

系ꎬ 最终在转化的 ５０ 个茶苗中ꎬ 获得了 ７ 株阳性

植株ꎬ 并通过实验发现干涉效应(抑制咖啡因和可

可碱的生物合成)不仅表现在阳性植株的根中ꎬ 也

表现在远端未转化的叶中ꎬ 说明干涉效应能够从

茶树根部转移到其它部位ꎬ 阳性株系叶中咖啡碱

合成酶基因转录表达以及咖啡因和可可碱含量的

显著降低证明了开发农杆菌介导茶树根原位转化

方法用于基因沉默或表达研究的可行性ꎮ 而相类

似的沉默信号在细胞间的扩散现象早前在其他植

物中也已被观察到[５０ꎬ ５１] ꎮ 近年来ꎬ 茶树非组培

遗传转化方法也在不断被优化和改进ꎮ ２０１８ 年ꎬ
Ａｌａｇａｒｓａｍｙ 等[５２]报道构建了茶树幼苗活体发根农

杆菌转化体系ꎬ 该体系获得的转基因毛状根诱导率

高达 ８８􀆰３％ꎬ 相比之前的研究报道[４９]ꎬ 其转化效

率显著提高ꎮ 运用这种复合系统(转化植株具有转

基因根和野生型芽)ꎬ 无需改变芽的遗传背景ꎬ 可

以在完整植株的背景下“从根上”进行根冠相互作

用研究、 基因功能验证和作物性状改良ꎬ 大大节约

了实验周期ꎬ 简化了实验步骤ꎬ 也为茶树生物学和

生物技术研究ꎬ 特别是根系生物学和基因表达调控

研究提供了一种实用、 便捷的替代方法ꎮ

２　 茶树外植体遗传转化存在的主要问题

茶树对农杆菌不敏感ꎬ 转化效率偏低是农杆菌

介导茶树外植体遗传转化的主要难题之一ꎮ 茶树是

一种富含多酚类物质的多年生木本植物ꎬ 早期毛黎

清等[５３] 研究发现儿茶素 ( ＴＣ８０) 对发根农杆菌

Ｒ１０００ 的生长具有明显的抑制作用ꎮ 随后ꎬ Ｓｏｎｇ
等[３１]的研究结果也证实茶叶提取物中的儿茶素类

物质是影响农杆菌生长和植物转化的关键化学成

分ꎮ 茶树多酚类物质一方面作为抑菌剂ꎬ 会杀死农

杆菌ꎬ 抑制其生长和活性ꎬ 进而直接影响转化率ꎻ
另一方面作为蛋白质的抑制剂ꎬ 还能拮抗农杆菌致

病基因(Ｖｉｒ)的蛋白质产物ꎬ 阻塞农杆菌的 Ｔ￣ＤＮＡ
向茶树细胞运转的通道ꎬ 从而间接影响农杆菌介导

的茶树遗传转化效率[５４]ꎮ 因此ꎬ 介于茶多酚的抑

菌作用ꎬ Ｍｏｎｄａｌ 等[１３] 建议将通常大多数农作物

２~３ ｄ的共培养时间在茶树上延长至 ５~６ ｄꎬ 使农

杆菌在共培养阶段充分生长和侵染茶树外植体ꎬ 以

提高转化效率ꎮ 但值得注意的是ꎬ 茶树多酚类物质

除了具有强烈的杀菌作用外ꎬ 其氧化形成的醌对植

物组织和农杆菌具有很强的毒性ꎬ 易使外植体褐

化、 坏死ꎬ 失去感受性[６]ꎮ Ｓｏｎｇ 等[３１] 在利用根

癌农杆菌 ＧＶ３１０１ 对茶树不同外植体进行瞬时转化

研究时也发现ꎬ 被侵染伤口处组织出现明显的褐

化ꎬ 且仅含少量儿茶素的茶树愈伤组织 ＧＵＳ 瞬时

表达染色率与富含儿茶素的茶树叶片组织的瞬时表

达染色率是相当的ꎬ 并没有出现儿茶素含量很低时

转化效率增加的趋势ꎬ 说明除儿茶素外ꎬ 外植体褐

化、 坏死等其它因子也极大影响着遗传转化效果ꎮ
农杆菌介导茶树外植体的遗传转化效率低ꎬ 很大程

度上是由于茶多酚的抑菌作用和茶树外植体细胞的

感受状态(褐变程度)共同影响的结果[３１]ꎮ 共培养

时间过长容易引起外植体褐变ꎬ 危害外植体材料ꎬ
因此与 Ｍｏｎｄａｌ 等[１３] 看法不同的是ꎬ Ｌｖ 等[３] 的研

究认为共培养 ３ ｄ 最有利于提高根癌农杆菌

ＥＨＡ１０５ 介导茶树子叶愈伤组织的转化效率ꎮ
此外ꎬ 茶树外植体再生获得完整植株较为困难

是茶树遗传转化体系面临的另一主要问题ꎮ 理论

上ꎬ 任何活的含完整细胞核的植物细胞都具有全能
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性ꎬ 只要条件适宜ꎬ 均能再生成完整的植株[５５]ꎮ
但木本植物的再生能力往往不如草本植物ꎬ 且不同

外植体的分化再生能力和对农杆菌的敏感性因外植

体类型、 生长状态和植株品种基因型等因素会表现

出较大差异ꎮ 目前ꎬ 茶树的离体再生难度较大ꎬ 特

别是器官发生途径的植株再生ꎮ 另外ꎬ 茶树原生质

体分离和再生相关研究基础薄弱ꎬ 而一些 ＤＮＡ 直

接基因转移方法(如: ＰＥＧ 介导法和电激法等)多
以原生质体为转化受体ꎬ 要求高效的原生质体再生

频率ꎮ 这使得茶树转化方法也多以农杆菌介导愈伤

组织为主ꎬ 较为单一ꎮ 目前ꎬ 通过组培技术实现植

株高效再生依旧是茶树等木本植物需突破的重要技

术瓶颈ꎮ

３　 影响茶树外植体遗传转化的主要因素

３􀆰 １　 外植体的选择

良好的受体系统是建立稳定高效的茶树遗传转

化体系的基础ꎮ 而在进行转化之前ꎬ 根据目的和需

求选择适宜的外植体是受体系统建立的关键ꎮ
目前ꎬ 胚性培养物 (如: 体胚、 胚性愈伤组

织)是茶树遗传转化研究中使用频率较高的外植

体ꎬ 其转化和再生效果也要优于其他茶树外植体ꎮ
研究表明ꎬ 体细胞胚发生多是单细胞来源[５６]ꎬ 遗

传特性相对稳定ꎮ 在遗传转化过程中胚性细胞能与

农杆菌和抗生素紧密接触ꎬ 既提高了转化效率和筛

选效率ꎬ 也减少了不定芽再生途径所诱导出的嵌合

体的出现ꎬ 被认为是理想的遗传转化受体[５７]ꎮ 不

过ꎬ 除茶籽(子叶和子叶柄等)外ꎬ 茶树其他器官

不易诱导产生体胚[２２ꎬ ５８]ꎬ 且发育过程中常伴有畸

形胚出现[５９]ꎮ 目前茶树中几例成功获得再生抗性

嫩梢[１９ꎬ ２１ꎬ ２３]或转基因植株[１３]的报道也基本都是利

用茶树子叶诱导的体细胞胚为外植体ꎮ 以此为外植

体具有一定优势ꎬ 但也存在遗传背景与母体之间差

异较大[６０]以及体胚诱导培养和遗传转化耗时长等

缺点ꎮ 因此ꎬ 在需要进一步定向改良选定的品种并

希望保留其原有优良特性的情况下ꎬ 采用茶树营养

器官来源的外植体要优于茶树子叶ꎮ 茶树叶片、 茎

段及各营养器官诱导的愈伤组织也常被用于茶树遗

传转化研究ꎮ 但相比子叶诱导的体细胞胚ꎬ 茶树营

养器官发生途径的植株再生更为困难ꎮ 目前ꎬ 仅

Ｓａｎｄａｌ 等[４４] 采用基因枪法ꎬ 从被轰击的茶树嫩叶

中再生出少量转基因茶苗ꎮ 茶树营养器官来源的外

植体在遗传转化中多运用于瞬时表达验证ꎮ 此外ꎬ

虽然有研究指出毛状根容易再生出芽[２７]ꎬ 且其再

生植株通常根系发达ꎬ 移栽较易成活[３８]ꎬ 利用发

根农杆菌介导茶树遗传转化取得成功的可能性更

大ꎮ 但目前在茶树中ꎬ 相关研究报道多仅获得转基

因毛状根ꎬ 尚未有转基因毛状根再生获得转基因植

株的报道ꎮ
３􀆰 ２　 培养条件

共培养是农杆菌介导茶树外植体遗传转化的关

键环节ꎮ 除共培养时间的影响外ꎬ 基础培养基的选

择以及外源物的添加对遗传转化效果也具有重要

影响ꎮ
ＭＳ 培养基是茶树组织培养中常用的基础培养

基ꎬ 具有无机盐含量高、 微量元素全等特点ꎮ 但

ＭＳ 培养基中过高浓度的无机盐会增加多酚类物质

的产生ꎬ 使外植体褐变加重[６１]ꎮ 研究发现ꎬ 适度

减少 ＭＳ 培养基中无机盐的含量ꎬ 可以有效降低组

织褐变的程度[１１ꎬ６１]ꎬ 且采用低盐浓度的 ＭＳ 培养

基也有利于茶树毛状根的诱导和增殖[２６]ꎮ ＭＳ 培

养基虽为茶树遗传转化中应用最多的基础培养基ꎬ
但 ＭＳ 培养基的培养效果并不十分稳定ꎮ 例如

Ｚｈａｎｇ 等[２８]研究发现ꎬ 毛状根和愈伤组织仅在含

１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＳ 的 ＹＭＢ 共培养基培养的外植体上

诱导产生ꎬ 而培养在相同水平 ＡＳ 的 ＭＳ 或 ＭＳＯＨ
共培养基的外植体均未诱导产生毛状根和愈伤组

织ꎮ 此外ꎬ 茶离体培养中培养基的选择也并非仅限

于 ＭＳ 培养基ꎮ 研究发现ꎬ 相较于 ＭＳ 培养基ꎬ 茶

树子叶在含有较低铵盐的 Ｂ５ 培养基上更容易诱导

产生体胚[６２]ꎮ 另外ꎬ 改良的 ＥＲ 培养基也可诱导

获得优质的茶树子叶愈伤组织ꎬ 但 ＹＥＢ 培养基作

为共培养的转化效果更佳ꎬ 其茶树子叶愈伤组织最

高转化率相比 ＥＲ 培养基提高了 １５􀆰９％[３]ꎮ
此外ꎬ 为克服儿茶素等多酚类物质对茶树遗传

转化的抑制作用ꎬ 在基础培养基中添加适量的外源

添加物可促进转化效率的提高ꎮ Ｓａｎｄａｌ 等[１５] 研究

发现ꎬ 高压灭菌的 Ｌ￣谷氨酰胺可促进根癌农杆菌

对茶树外植体的感染ꎮ Ｌ￣谷氨酰胺经高压灭菌后化

学结构会发生变化ꎬ 其化学修饰形成的主要化合物

α￣氨基戊二酰亚胺虽不具有任何致病基因(ｖｉｒ)诱

导特性ꎬ 但可减轻多酚类物质的抑菌作用ꎬ 且不影

响农杆菌致病基因(ｖｉｒ)的表达ꎬ 在提高农杆菌介

导茶树等“顽固性农作物”的遗传转化效率方面具

有显著效果[６３]ꎮ 另外ꎬ 有研究表明在共培养基中

添加过滤除菌的 Ｌ￣谷氨酰胺和 Ｌ￣谷氨酸也可以防
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止外植体的组织褐变和坏死ꎬ 促进根癌农杆菌侵染

外植体ꎻ 而常用的聚乙烯吡咯烷酮(ＰＶＰ)、 木炭等

多酚吸附剂以及半胱氨酸、 抗坏血酸等抗氧化剂虽

然在一定程度上能够促进根癌农杆菌的生长ꎬ 但并

不足以解决农杆菌转化效率低的问题[６４]ꎮ Ｒａｎａ
等[３２]在探究不同组合的抗氧化剂和吸附剂对发根

农杆菌介导茶树遗传转化的影响时发现ꎬ 在培养基

中添加 ０􀆰１ ｇ / Ｌ Ｌ￣谷氨酰胺和 ５ ｇ / Ｌ 交联聚乙烯吡

咯烷酮(ＰＶＰＰ)有助于提高毛状根的生成效率ꎬ 而

在此基础上补充 ０􀆰１５ ｇ / Ｌ 的二硫苏糖醇(ＤＴＴ)则
会对控制褐变、 致病基因(ｖｉｒ)表达水平以及毛根

的生成产生负面影响ꎮ 乙酰丁香酮(ＡＳ)作为农杆

菌致病基因(ｖｉｒ)的常见激活诱导剂ꎬ 被广泛用于

农杆菌介导的植物遗传转化ꎮ 但在茶树相关报道

中ꎬ ＡＳ 的作用效果并不一致ꎬ 有报道称茶树自身

就含大量酚类物质ꎬ 添加 ＡＳ 无助于提高转化效

率[１３]ꎻ 相反ꎬ 也有研究表明添加一定浓度的 ＡＳ
有利于促进茶树的遗传转化[１７ꎬ １９ꎬ ２９]ꎮ 例如近期 Ｌｖ
等[３]的研究表明添加 １５０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＳ 对茶树子叶

愈伤组织的转化最有利ꎬ 但过高浓度的 ＡＳ 会对外

植体产生毒性ꎬ 降低转化效率ꎮ Ｒａｎａ 等[３２]的研究

结果也表明 ＡＳ 对控制农杆菌介导茶树遗传转化过

程中外植体的褐变具有负面影响ꎬ 因此考虑到 ＡＳ
对 ｖｉｒ 基因表达的诱导作用ꎬ Ｒａｎａ 等[３２] 建议在农

杆菌侵染愈伤组织之前用含 １５０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＳ 的培

养基对农杆菌进行预处理ꎬ 而不是将 ＡＳ 添加到共

培养的培养基中ꎮ 此外ꎬ Ａｌａｇａｒｓａｍｙ 等[６５]近期的

研究发现ꎬ 应用 ２ μｍｏｌ / Ｌ 多酚合成途径中苯丙氨

酸解氨酶 ( ＰＡＬ) 抑制剂———２￣氨基吲哚￣２￣膦酸

(２￣ａｍｉｎｏｉｎｄａｎｅ￣２￣ｐｈｏｓｐｈｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＡＩＰ)ꎬ 能显

著降低茶树愈伤组织中表没食子儿茶素(ＥＧＣ)的

丰度ꎬ 进而抑制茶树愈伤组织褐变ꎬ 且通过混合使

用 ６￣苄氨基嘌呤(ＢＡＰ)和噻苯隆(ＴＤＺ)等植物生

长调节剂、 椰乳(ＣＭ)以及 Ｌ￣谷氨酰胺ꎬ 可有效增

进愈伤组织的诱导和生长ꎮ
３􀆰 ３　 抑菌剂和筛选剂的使用

在茶树的遗传转化过程中ꎬ 使用抑菌剂和筛选

剂可分别抑制农杆菌过度生长和筛选抗性组织ꎮ 但

培养基中任何物质的改变在一定程度上都会影响外

植体的生理状态[６６]ꎬ 因此ꎬ 抑菌剂和筛选剂的选

择需在有效抑制农杆菌生长和筛选抗性组织的同

时ꎬ 尽可能最小程度的影响茶树组织生长ꎮ
头孢霉素类和羧苄青霉素是目前茶树遗传转化

体系中常用的抑菌剂ꎮ 早期ꎬ Ｍｏｎｄａｌ 等[１３]的研究

表明单独使用 ４００ μｇ / ｍＬ 的头孢氨苄(Ｃｅｐｈａｌｅ￣
ｘｉｎꎬ Ｃｅｐ)以及混合使用各 ２５０ μｇ / ｍＬ 的羧苄青霉

素(Ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎꎬ Ｃａｒ) 和头孢噻肟 (Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅꎬ
Ｃｅｆ)均可有效控制农杆菌(ＥＨＡ１０５ 和 ＬＢＡ４４０４)
的过度生长ꎬ 且对体细胞胚生长和器官发生的副作

用很小ꎮ 但之后的研究发现ꎬ 相比头孢噻肟钠和羧

苄青霉素ꎬ 特美汀(Ｔｉｍｅｎｔｉｎꎬ Ｔｉｍ)不仅抑菌效果

更好ꎬ 对茶树外植体的负面作用更小[６６]ꎬ 在茶树

体胚的增殖[２０]和消除茶树叶片内生菌[６５] 方面也表

现出一定的积极效应ꎮ 因此ꎬ 作为抑菌剂ꎬ 特美汀

在茶树遗传转化体系中具有巨大的潜力ꎮ 另外ꎬ 有

研究发现协同使用不同种类抗生素对根癌农杆菌

(ＧＶ３１０１)的抑制效果要优于使用单一抗生素[２０]ꎬ
根据不同农杆菌选择适合的抗生素并交替使用ꎬ 能

有效降低农杆菌抗药现象的发生[５]ꎮ
与抑菌剂不同的是ꎬ 筛选剂则要根据导入表达

载体的标记基因的不同选择相应的抗生素ꎮ 目前茶

树遗传转化中常用的主要有卡那霉素(Ｋａｎａｍｙｃｉｎꎬ
Ｋａｎ)和潮霉素(Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎꎬ Ｈｙｇ)等ꎮ 有研究指

出ꎬ ５０ ｍｇ / Ｌ Ｋａｎ 是较为适宜的筛选浓度ꎬ 但

Ｋａｎ 对茶树愈伤组织不敏感ꎬ 其抑制作用会随茶树

愈伤组织形成大大减小[１２]ꎮ 相比之下ꎬ Ｈｙｇ 作为

茶树愈伤组织筛选剂的效果要明显优于 Ｋａｎ[１１ꎬ １２]ꎮ
而为减少假阳性现象ꎬ Ｍｏｎｄａｌ 等[１３]尝试在筛选后

期将 Ｋａｎ 浓度从 ５０ μｇ / ｍＬ 提高到 ７５ μｇ / ｍＬꎬ 但

实验的效果并不明显ꎮ 虽然提高筛选试剂浓度产生

的选择压力会更明显致使未转化的外植体生长发育

不良并最终死亡ꎬ 但死亡或垂死的细胞也将抑制邻

近的细胞并阻碍已转化细胞的生长[３]ꎮ 因此ꎬ 筛

选剂浓度的选择需在筛选效果和植物再生之间取得

平衡ꎮ 另外ꎬ Ｌｖ 等[３] 研究发现ꎬ 将茶树子叶愈伤

组织延迟选择培养 ３ ｄꎬ 子叶愈伤组织 ＧＵＳ 瞬时

表达率相比对照提高了 ６􀆰６％ꎬ 适当的延迟选择培

养可使已转化细胞产生抗性ꎬ 从而间接提高遗传转

化和再生效率ꎬ 但延迟选择的时间不易过长ꎬ 时间

过长会使未转化的细胞迅速增殖并且在数量上优于

转化的细胞ꎬ 从而抑制转化细胞的正常增殖ꎮ
３􀆰 ４　 植物生长调节剂的使用

植物生长调节剂是茶树组织培养中不可缺少的

组成部分ꎬ 使用不同种类、 质量浓度和配比的生长

调节剂对茶树组织形成、 发育及器官分化等都有很

大的影响ꎮ 而由于不同品种和不同器官的内源激素
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水平不同ꎬ 对外源生长调节物质的敏感度也不

同[６７]ꎬ 使得研究各外植体再生各阶段所需生长调

节剂的种类、 浓度及其配比问题也变的更加复杂ꎮ
就目前几例成功获得再生植株的茶树遗传转化报道

来看ꎬ 虽然在茶树再生体系建立过程中生长调节剂

种类和浓度的选择上各研究存在一定差异ꎬ 但大多

都是以一种生长素搭配一种细胞分裂素的组成方式

配比添加入培养基[３ꎬ １３ꎬ １９ꎬ ２１ꎬ ２３ꎬ ４１ꎬ ４２]ꎬ 少数只添加

单一激素[４４]ꎮ 不过目前茶树根芽分化的必要条件

并不十分清楚ꎬ 还需后期更加系统和全面的研究ꎬ
以掌握各生长调节剂种类及配比对茶树再生及遗传

转化各个过程中所起的作用ꎬ 从而有针对性地选择

利用ꎬ 并不断扩大体系所适用的品种ꎮ

４　 茶树遗传转化的发展前景和展望

随着转基因技术的提高和发展ꎬ 遗传转化已成

为植物分子生物学和功能基因组学研究中不可缺少

的工具ꎮ 经过学者们多年的探索ꎬ 茶树遗传转化相

关研究已取得了一些进展ꎬ 但相比其他作物ꎬ 茶树

在遗传转化方面的研究起步较晚ꎬ 取得的成效有

限ꎬ 还存在许多问题有待研究和解决ꎮ 目前ꎬ 建立

一个高效稳定的茶树遗传转化体系ꎬ 是实现茶树转

基因和基因编辑等分子育种技术的首要条件ꎮ 而今

后ꎬ 在不断完善茶树外植体遗传转化和组织培养方

法的同时ꎬ 其他林木植物的成功方法以及一些新的

技术或可尝试应用于茶树中ꎬ 促进茶树遗传转化技

术的进步和多元发展ꎮ 例如ꎬ 近期美国明尼苏达大

学报道了在植物中同时表达植物分生组织发育调控

因子(Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓꎬ ＤＲｓ)和基因编

辑元件ꎬ 通过重新诱导分生组织ꎬ 不经过组织培养

便能从活体植株上获得可以稳定遗传的转基因和基

因编辑的芽[６８]ꎮ 该技术为茶树遗传转化研究提供

了新的思路和方向ꎬ 若能将其成功应用于茶树中ꎬ
则有望解决组织培养带来的离体再生困难的问题ꎬ
从而推动茶树分子育种的研究和进一步发展ꎮ

基因遗传转化技术为茶树育种提供了广阔的应

用前景ꎬ 使茶树品种按生产和市场的需求进行定向

改良(例如将抗病虫、 抗寒、 抗旱等基因导入茶树

中提高茶树抗性等)成为可能ꎮ 但基因遗传转化技

术是一把双刃剑ꎬ 在带来效益的同时ꎬ 也潜藏着威

胁生态环境安全的可能性ꎮ 近年来ꎬ 随着转基因技

术的广泛应用和发展ꎬ 转基因作物的生物安全性也

越来越受到人们的重视和关注ꎮ 其中ꎬ 筛选标记基

因和载体骨架序列是影响转基因作物安全性评价的

重要因素[４５]ꎮ 因此ꎬ 考虑到转基因作物及其产品

的安全性问题ꎬ 培育具有安全选择标记或无选择标

记的转基因茶树ꎬ 降低安全风险也是今后茶树转基

因遗传育种研究需不断奋斗的目标ꎮ
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