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摘要:抗寒基因工程的发展为防治园艺植物冻害提供了一条新途径。为此 ,综述了近年来国内外

园艺植物抗寒基因工程的研究进展 ,概述了常用的抗寒基因 ,特别是抗寒基因在园艺植物转化上的

方法和成效 ,并对发展前景阐述了观点和看法 。
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Abstract:The development of cold-resistance genetic engineering of plants had pro vided a new w ay

to prevent f rom freezing for ho rticul ture plants.In this paper , the recent research prog ress of

cold-resistance genetic engineering of horticulture plants w as reviewed , and the common cold-resistance

genes , especially the methods and results of the transformation cold-resistance genes on ho rticulture

plants w ere out lined , and some view s w ere presented.
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　　园艺植物是一类供人们食用或观赏的植物。其

生长状况与外界环境的变化密切相关。低温是影响

其生存及分布的一个重要的环境因子。在栽培条件

下 ,园艺植物的产量和品质与温度有着更为密切的联

系。因此 ,提高其对恶劣环境胁迫的忍受能力有着十

分重要的现实价值和意义[ 1] 。目前 ,人们开始逐步探

索利用基因工程手段进行植物抗寒育种和有关生理

研究
[ 2]
,并且利用基因工程提高园艺植物抗寒性

[ 3]
。

主要开展了两方面的研究内容:一方面是从植物或植

物以外更广泛的物种范围获取“抗寒”基因转入园艺

植物 ,来打破遗传中抗寒种质资源缺乏的限制;另一

方面是利用外界的刺激来诱导自身的抗寒蛋白或基

因来发挥作用[ 4] 。另外 ,亦克隆了一些植物自身的抗

寒基因 。为此 ,综述了近年来国内外园艺植物抗寒基

因工程的研究进展 。

1　抗寒功能基因的研究

1.1　抗冻蛋白基因及其转基因园艺植物

自从北极鱼抗冻蛋白(Antifreeze proteins ,AFPs)

基因(AFP)被揭示以后 ,人们就尝试用转鱼类 AFP

的方法来提高作物的抗冻性
[ 5-8]

。早在 1998年 ,英国

York大学已经研究了胡萝卜AFP基因 ,标志着第一

个植物AFP基因的发现 。近年来我国用 PCR的方法

克隆了胡萝卜AFP基因 ,构建了表达载体 ,为进一步

转化番茄 、甜椒等作物奠定了试验基础
[ 9]
。1992年以

来 ,该类基因已在东黑麦 、油菜 、烟草 、玉米和番茄等
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作物中表达。在香蕉抗寒基因的研究中 ,通过农杆菌

介导法已经成功将AFP基因转入胚型悬浮细胞系中 ,

现已经获得转基因植株 ,并且检测呈阳性
[ 10]

。另外 ,

通过氮离子注射技术在杏茎段中转入了AFP基因 ,研

究结果表明 ,抗寒生理指标与氮离子束浓度有关 。但

转基因植株能否表现抗性 ,还需利用 PCR及 South-

ern进一步检测
[ 11]

。

1.2　抗渗透胁迫相关基因及其转基因园艺植物

1.2.1　COR基因　低温诱导蛋白是植物在低温作用

下 ,由于基因表达的改变而诱发合成的蛋白质。研究

证明 ,导入冷诱导基因确实具有提高植物抗寒性的功

能。运用 RT-PCR 、RACE技术从不结球白菜中获得

1个抗寒相关基因 ,命名为 BrCOR14 ,为研究COR基

因在植物发育代谢中的功能提供帮助
[ 12]

。另外 ,试

验也表明了 2个 CBF/DREB1 基因与抗寒性存在着

联系[ 13] 。另外 ,在大白菜中克隆了低温诱导基因

COR30
[ 14]

,并且分析了其转录与表达。通过研究枣树

分生组织特异基因从侧面揭示其抗寒原理[ 15] 。通过

农杆菌介导将 RD29 A-COR15a 导入番茄 ,最终进行

PCR检测 ,能扩增出预期的目的条带 ,初步证实目的

基因已整合到番茄染色体基因组中
[ 16]

。在柑橘的研

究上 ,将筛选到的差异表达 cDNA 构建差减文库 ,获

得了一个首次在柑橘上发现的 、特有的 、编码冷相关

COR413蛋白基因的 EST 序列 ,为探明柑橘抗寒的分

子机制提供理论依据。

1.2.2　LEA 蛋白基因　LEA 蛋白即胚胎发生后期

富集的蛋白质。是在种子成熟和发育阶段合成的一

种蛋白质。1999年 ,齐眉等克隆了胡萝卜LEA基因

的 cDNA片段 ,并且通过改变蔗糖的浓度 ,可使体细

胞胚重现天然种子休眠与萌发的整个过程[ 17] 。之

后 ,刘一鸣等又克隆了胡萝卜 DcLE A1 基因 ,并从侧

面反应了其可以缓解细胞水分胁迫
[ 18]

。另外 ,在甘

蔗中 ,已经完成了胚胎晚期丰富蛋白基因(LEA)

cDNA的克隆。研究发现:此基因在抗旱和抗盐机制

中发挥着重要的作用。但是否具有抗寒能力 ,还有待

进一步的研究[ 19] 。

1.2.3　脂肪酸去饱和酶基因及其转基因植物　很多

研究表明 ,低温冻害导致生物膜的透性改变。低温引

起膜脂的物相发生变化 ,使膜脂由正常的液晶态变为

凝胶态 ,如果在低温下能保持膜脂的液晶状态 ,则植

物的抗冻性提高;而增加膜脂中不饱和脂肪酸的比例

即可维持膜的液晶状态 ,防止膜类固化 ,即能提高抗

寒性[ 20-21] 。目前 ,园艺植物中有关此基因的报道还比

较少。

1.2.4　CBF基因及其转基因植物　在苹果嘎啦试管

苗中转入CBF抗寒基因 ,获得了带有目的基因的转基

因植株 ,发现其在低温胁迫时体内的脯氨酸含量与普

通植株有差异
[ 22]

。利用花粉管通道法和农杆菌介导

法 ,已经获得了携带有 CBF3 目的基因的植株 ,明确

了外援 CBFs基因与苹果抗寒的相关性[ 23] 。通过根

癌农杆菌介导法已经成功将 CBF1 基因转入草莓中 ,

并且在后期利用 PCR手段 ,扩增出了含有目的基因

的阳性片段。这也标志着已经成功获得了草莓的抗

寒性植株。但是其在大田生产中是否具有抗寒性还

有待进一步研究
[ 24]

。此外 ,通过农杆菌介导将 CBF1

基因转入龙牙蕉和贡蕉两者的胚型悬浮细胞中 ,最终

产生了抗寒植株[ 25] 。百子莲及狗牙根中亦转入了

AtCBF基因 ,但是在后期的 PCR扩增阶段没有检测

到携带目的基因的片段 ,后续工作有待进一步深入研

究[ 26] 。在番茄的新品种培育中 ,通过农杆菌介导将

CBF3 基因转入番茄外植体 ,如子叶 、叶片 、茎段以及

下胚轴中 ,最终获得转基因植株。然而 ,其在大田中

的抗寒性表现有待进一步的研究和检测[ 16] 。

2　抗寒基因的启动子类型

2.1　组成型启动子

2个组成型启动子 CaMV P35S 启动子(又名可

变启动子[ 26-28])和 CBF1-PRO启动子 ,均是 CBF1 的

启动子 。该转录因子在植物耐逆性的综合改良中具

有广泛的应用前景和极大的利用价值[ 29] 。

2.2　组织特异性启动子

组织特异性启动子也称之为器官特异性启动

子
[ 30]

。烟草花粉绒毡层细胞启动子 pTA 29 ,豌豆豆

清蛋白(leguimin)基因启动子均可在转化植物种子中

特异性表达 ,马铃薯块茎储藏蛋白(patatin)基因启动

子在块茎中优势表达
[ 31]

。

2.3　诱导型启动子

Atrd29A 基因受低温诱导
[ 32]

。通过 GUS 活性

组织染色分析发现 , Atrd29 A 是低温诱导启动子[ 33] 。

黄瓜采用COR15a 基因并用 RD29A作为启动子转移

基因 ,可以获得新品种
[ 34-35]

。研究表明 , 该基因的表

达明显提高了植物细胞对低温条件的抵抗能力[ 36] 。

另外 ,还有mwcs120启动子也是逆境诱导启动子[ 37] 。

综上所述 ,抗寒基因工程多采用 CaMV35s组成型强

启动子来启动外源基因的表达 ,虽在逆境下能较好地

提高植物抗寒水平 。但在非逆境下 ,这种不必要的高

表达也给植物带来许多负面效应[ 38] 。园艺植物抗寒

基因的转移在某些植物上已经获得了一定的成

效[ 39-40] ,而在有些植物上只是刚刚起步 ,它们在转化

方法 、外植体类型 、目的基因 、转化成效上面均有自己

·26· 　　　　　　　　　　　　　河南农业科学　　　　　　　　　　　　　　　　　第 40 卷　



的特点(表 1)。另外 ,有些抗寒基因还处于克隆和检 测阶段 ,有些已经应用在植物上面(表2)。

表 1　抗寒基因在园艺植物上的应用

园艺植物种类 转化方法 外植体类型 目的基因 转化成效 参考文献

樱桃 农杆菌介导法 叶片 抗冻蛋白(AF P) 获得转基因植株 刘庆忠等[ 42]

杏 氮离子注入 茎段 AFP 获得嫁接成活植株 王华等[ 1]

香蕉 农杆菌介导法 胚性细胞悬浮系 pB I121-AFP 获得转基因再生植株 徐春香等[ 10]

香蕉 农杆菌介导法 胚性细胞悬浮系 CBF 获得转基因植株 黄学林等[ 25]

苹果 根癌农杆菌介导法 白化茎段 CBF 获得转基因植株 杜国强等[ 22]

草莓 根癌农杆菌介导法 叶片 CBF1 获得转基因植株 金万梅等[ 24]

苹果 花粉管通道法、农杆菌介导法 组培苗幼嫩叶片 CBF3 获得抗寒再生植株 杜国强等[ 23]

番茄 农杆菌介导法 子叶 、下胚轴 、茎段 、叶片等 COR 、CBF 获得转基因植株 张兴国等[ 16]

番茄 农杆菌介导法 叶片 、茎段 果聚糖和酶sacB基因 获得转基因植株电导率增加 王关林等[ 28]

甘蓝型油菜 农杆菌介导法 子叶和下胚轴 F AD8 获得转化成功抗寒植株 赵德刚等[ 20]

百子莲 农杆菌介导法 胚性愈伤组织 CBF 获得植株,未检测到目的基因 刘群录等[ 26]

狗牙根 农杆菌介导法 胚性愈伤组织 CBF 获得植株,未检测到目的基因 刘群录等[ 26]

表 2　抗寒基因的克隆与表达

园艺植物种类
克隆基因片段

及材料

与其相似的

抗寒基因
成效 参考文献

不结球白菜 BrCOR14 基因,叶片 COR基因
氨基酸序列与油菜 、拟南芥 、荠菜编码的氨基酸序列

有极高的同源性
蒋芳玲等[ 12]

油菜 BnCOR14 基因 ,幼叶 COR基因
克隆了BnCOR14 基因 ,并且发现其具有典型的 LEA 蛋白序列

特征 ,表明其可能在油菜抵抗冷胁迫的过程中具有重要的作用
开国银等[ 15]

白菜 COR30 基因,叶片
具有 LEA蛋白家

族第二亚类特征

克隆了COR30 基因 ,发现其具有脱水蛋白序列特征 ,
表明其在逆境中有联系

卢泳全等[ 14]

胡萝卜 胡萝卜AF P ,幼叶 AF P基因 克隆了 AFP基因,并构建了植物表达载体 尹明安等[ 9]

胡萝卜
DcLEA1 基因,愈伤组织
诱导形成的体细胞胚

LE A基因
克隆了DcLE A基因 ,并且分析了其结构与表达特征

推测其在逆境胁迫中发挥作用
刘一鸣等[ 18]

胡萝卜
悬浮体细胞胚,

LE A基因 cDNA片段
LEA 基因

克隆了LEA基因 cDNA片段 ,并且可使体细胞胚胎
重现天然种子休眠与萌发的过程

齐眉等[ 17]

甘蔗 芽S c-LEA基因 LE A基因
完成了LE Ac基因的全长克隆 ,

并且推测其在抗旱和抗盐机制中发挥作用
刘金仙等[ 19]

　　目前我国园艺植物转基因事业有了长足发展 ,并

且逐步建立了转基因的发展模式:利用外源目的基

因 ,将其转入园艺植物 ,最终获得表达 ,从而提高园艺

植物抗寒能力 ,最终促进了生产发展[ 43-44] 。但这些研

究工作刚刚起步 ,果树抗寒基因的转移研究较大田作

物和蔬菜相对落后;而观赏园艺植物在抗寒研究方面

也比较少[ 45-46] 。借鉴其他植物在抗寒研究方面取得

的最新进展 ,将其用于园艺植物的抗寒研究 ,将有效

地提高其转化的速度和效率。总之 ,园艺植物抗寒基

因转化研究已经取得了一定的成果 ,随着研究手段逐

步地发展和更新 ,其将在园艺植物抗寒和品种改良等

方面发挥更大的作用
[ 47]

。
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