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摘 要
:
目前基因工程蓬勃发展

,

转基因的方法也越来越多
,

超声波作为一种新兴的转基因方法开始被应用于科研
工作

,

文章主要阐述了超声法转基因的机理
、

步骤
、

影响因素
、

存在问题及应用前景
。
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1 引 言

早在 18 94 年人们就发现了空化现象
,

英 国的

R ay lei gh 勋爵经过仔细研究于 19 17 年发表了题为

《液体中球形空穴崩溃时产生 的压力》的著名论文
,

为以后的空化理论研究奠定了基础川
。

自 80 年代

以来超声技术在生物工程方面开始受到重视
,

90 年

代随着基因工程的进一步发展
,

超声在这一领域中

独特的作用被人们发现
,

尤其是在把外源基因导人

受体细胞这一基因工程中的关键技术方面
。

目前
,

转基因的方法有近 10 种圈
,

可大致分为

3 类
:
一是生物方法如农杆菌 Ti 或 Ri 质粒载体法

、

病毒载体法
,

二是化学方法如磷酸钙沉淀吸收法
、

多

聚物介导法
、

脂质体载体法
,

三是物理方法如显微注

射法
、

基因枪喷射法
、

微光束法
、

粒子轰击法
、

电击法

等
。

但这些方法有些操作烦琐
,

机制复杂
,

有些虽操

作简单但需要昂贵复杂的仪器
,

有些则转化率很低
,

重复性差
,

对基因型的依赖性强
,

而化学方法则多具

有化学毒性
,

容易破坏细胞
,

因此有的细胞不能用此

类方法进行基因转移
,

超声法转基因则具有诸多优

点
,

能较好地克服转基因过程中所遇到的问题
,

因此

为人们所逐渐认同
。
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2 超声作用机制

超声与媒质的相互作用可分为热机制
、

机械机

制和空化机制
。

空化现象是超声的主要作用方式
,

也是被大量应用的主要方面
。

根据空化泡的变化
,

空化现象可分为瞬态空化和稳态空化
。

瞬态空化一

般在较大声强处理下
,

一个周期内完成
。

空化泡在

负压作用下迅速增大
,

而在正压作用下则迅速收缩

至崩溃
,

在崩溃瞬间泡内 5 000 K 高温和上千个 at m

的高压可产生巨大的冲击波或射流破坏空化泡周围

的大分子物质
。

而稳态空化则常常表现为在多个周

期内的非线性振荡
,

可引起空化泡周围物质的较剧

烈的流动
,

稳态气泡可以经过几个振荡周期转向瞬

间空化
,

也可以继续增长直到逸出水面
。

3 超声在基因转移 中的应 用

3
.

1 发展近况

自从 19 90 年许宁等利用超声波首次将外源基

因导人小麦幼穗愈伤组织获得 G L〕S 基因的短暂表

达之后
,

超声法转基因已取得了许多成果
。

在对烟

草和甜菜原生质体的转化圈
、

玉米和小麦幼胚的转

化 [4, 5〕
、

玉米愈伤组织的转化 [ 6〕
、

酵母原生质体的转

化 [ 7〕及烟草叶片的转化〔”]上均获得 了较高的短暂

表达频率
,

甚至在动物细胞如对 CH O 细胞的转化

也获得了 2
.

8 X 10
’“转化率f9]

。
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3
.

2 操作步骤

高效超声法基因导人方法的大体步骤为
:

(l) 受体材料(组织
、

细胞或原生质体 )的制备 ;

外源质粒 D N A 的制取

(2 ) 配适宜的缓冲液

(3) 将外源质粒 D N A
、

预处理过 的受体材料分

别加人缓冲液中并迅速混匀

(4 ) 将超声探头置 于缓冲液中
,

开启超声波调

控各项参数

(5) 转化材料的培养并检查转化率

3
.

3 影响因素

(1) 连续型和脉冲型的超声波对转基因的影响

效果是不一致的
。

许宁在诱导小麦幼胚基因转移的

实验中发现
,

用声强 0
.

SW /c 时的超声 处理相同时

间
,

连续型 比脉冲型转化率低
,

而在用声强 1
.

0w /

c

时 的超声处理相同时间的条件下
,

连续型超声则

杀死了全部的幼胚
,

因此证明了脉冲型超声更适合

于基因转移 [‘“〕
。

脉冲宽度对转化率的高低也有很

大影响
,

许宁在 CH 〔) 细胞导人 Ca lce in 的实验中发

现
,

占空 比 5 : 1 作用时间 120
5
时基 因导人率 为

79 %
,

而占空 比 5 : 4 作用 时间 1 2 0 5
时导人率则为

4 3 % ;J oe rs bo 在转化甜菜原生质体时发现
,

在 4 5W
、

脉冲宽度为 68Om S 一 80Om S
时转化率最高可达 14 %

一 1 8 %
,

同时发现在 45 W 时
,

随着脉冲宽度增大
,

受

体细胞成活率显著下降
。

(2) 超声声强和处理时间是决定转化效果的最

关键的两个参数
,

许多实验均证明了这一点
。

超声

可降低受体细胞成活率
,

当其它条件不变时
,

声强逐

渐增大
,

受体细胞成活率则明显下降
。

同样
,

超声也

可降解外源 I〕N A
,

但由于外源 D N A 体积较小等特

点
,

在相同声强强度条件下
,

受体细胞比外源 1〕N A

更易受到破坏
。

超声声强对转化率的影响则稍微复

杂
,

随声强由弱增强
,

转化率也逐渐提高
,

当声强进

一步提高引起受体细胞和外源 D N A 大量降解时
,

转化率也急剧下降
。

作用时间对基因转移的调控主

要表现在对受体细胞的成活率的影响
。

随处理时间

的延长
,

受体细胞成活率逐渐下降
,

在其他条件适宜

的情况下
,

通常因超声处理较短时间 (几 mi n)
,

基因

的转化率即可达到最大值
。

Joe rs bo 和 B ru n st edt 在

甜菜和烟草原生质体转化
,

许宁在小麦幼胚组织转

化
,

张宏在玉米愈伤组织转化等许多实验中均证明

了这一规律
。

各项调控参数对转化效果的影响并不是一致

的
,

因此要获得较好的转化效果需要协调各项参数
,

保证受体细胞有较高的成活率和较高的转化率
。

李

重九[ “ 〕在超声法转染烟草花叶病毒的研究中发现
,

O
.

SW /c 时 超声波处理 10 m in 一 20m in
,

细胞有较高

的成活率和转化率
,

增大声强和延长处理时间均能

引起细胞存活率的明显下降
,

超过一定限度时
,

细胞

的转化率和成活率则急剧下降
。

分析原因可能是超

声波在细胞表面瞬间造成微伤
,

使病毒粒子进人细

胞
,

当超声强度适当时
,

这些伤口较小
,

可 以被生物

体 自己修复
,

当超声能量过强
,

细胞本身就会受到损

伤以至逐渐衰亡
,

过强的超声也会使病毒粒子部分

断裂
,

影响转染率
。

(3) 外源质粒 D N A 的浓度对转化率有较大的

影响
。

Jo e rsbo
在烟草转化中证明

,

在 30W
,

5 7 0 m s

脉冲超声波处理下
,

随着质粒 1〕NA 浓度的增大

(0陀/m l一 1 1 0胖g /rn 1)
,

CA I
,

基因活性也增高(O% -

2
.

0 % )
。

李重九在烟草花叶病毒转染的实验中也发

现
,

随着 T M V 浓度的增加转染率提高
。

其原因可

能是外源 D N A 浓度增加使 T M V 进人细胞的机会

增多
,

因此转化的几率就会提高
。

(4) 缓冲液的组成对基因转移有很大的影响
,

准确地说
,

每种材料都有合适 自己的最佳缓冲液
,

因

此适宜的缓冲液对获得较好的转化效果是非常重要

的
。

李重九在转染烟草花叶病毒实验中发现
,

多聚

鸟昔酸可减弱植物细胞表面的负电荷
,

使之易与带

负电荷的 T M V 接触
,

增加转染率
,

还发现由于受体

细胞的最适 pH 值为 5
.

2
,

病毒粒子在 PH7
.

O 左右

稳定
,

当 pH 值接近 5
.

2 时
,

转化效果最好
。

Joe r

sbo
在转导 C A

p

l
、

基 因时发现
,

缓冲液 中蔗糖浓度对

CA I
、

基 因 的转 化 率 有 较 大 的影 响
。

Cl a rk 和

H ill l9 7O年发现哺乳动物细胞死亡与自由基的生成

密切联系
,

而自由基清除剂则可提高转化效率
。

章

力建在烟草叶片转化中发现缓冲液中加人 5 % 的

D MS(〕可提高短暂表达的效果
,

20 % 的 D M S( 〕则明

显地损伤叶片
。

(5) 超声的热机制在有些长时间转基因过程中

也是不可忽视的
。

章力建用超声波处理烟草叶片发

现 1
.

Ow /c 时 和 2
.

Ow /c 时 的超声处理 30 m in 能导

致缓冲液温度分别上升 17 ℃ 和 28 ℃
,

叶片组织有大

量损伤
,

而在短时间低声强处理条件下
,

超声产热一

般不会引起明显损害
。

4 超声法转基因机制

目前
,

较一致的观点认为空化作用在转基因中

起主要作用
,

当空化泡在崩溃的瞬间
,

其内部的高温
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高压能在空化泡表面产生强大的射流和冲击波
,

甚

至电离效应和发光
,

导致空化泡周围细胞的细胞壁

和质膜被击穿
,

造成质膜的可逆透性或非可逆透性

的改变
,

使细胞内外物质发生交换
,

外源 D N A 顺着

小孔 进 人 受体细胞从而 发生转化 现象
。

以aP
-

m an 197 4 年发现超声处理鼠胸腺细胞可使其原生质

膜产生亚致死的改变
,

造成细胞内大量钾离子流失
。

19 8 0 年 Z i
mm

e

rm
a n
等证明了 6 0M Pa 一 10 0 M l

)a
的

高压足以击破人体细胞的细胞膜
。

张宏等在扫描电

子显微镜下观察到
,

经超声处理的玉米愈伤组织的

条状突起细胞壁上有很多的小孔
。

19 9 1 年 Joe r由。 根据 2 1
~

e

二
a n 19 7 4 年提出的

电
一

机械模型提出了另一种观点即
“

声孔效应
” ,

其认

为
:
在超声达到一定强度下

,

膜内的流体静压力可诱

导细胞膜的机械破裂
。

这两种观点并不矛盾
,

很可能是从不同方面对

转基因机制进行的阐述
。

缓冲液浓度
,

因此前期处理工作量大
,

这是限制超声

法转基因被广泛应用的主要原因
。

另外
,

超声法转

基因的准确机制还有待进一步证实
。

最近 T 八ck 等将超声技术与农杆菌转化法相结

合
,

建立 了 S AA厂r转化技术
,

使 G U S 基因的平均短

暂表达频率提高 100 一 1400 倍〔‘2
,

’3 〕
,

这为超声用于

转基因又开辟 了一条新的途径
。

目前已经证实了双频
、

三频超声辐照能易于在

液体内形成更多的空化核提高空化产率
,

因此我们

可将其用于基因转移
,

提高转化率
。

相信随着人们对超声法转基因的进一步探索
,

大量经验的积累
,

这些问题将会逐渐被解决
,

超声法

转基因也将会更广泛地应用于这一领域
。

5 优 点

超声法转基 因与其他转基因技术相 比具有
:
设

备简单
,

操作方便
,

易于实现连续化
、

自动化
,

样品处

理量大
,

成本低
,

转化率高等优点
。

Joe rs bo 和 Br un
-

st ed t证明在甜菜原生质体转化中用超声法 比电击

法转化率高 7 一巧 倍
,

并发现在超声处理甜菜 1 小

时后其转化现象才逐渐消失
,

这使得外源 D N A 有

足够的时间进人受体细胞
。

超声法转基因不受宿主

基因的限制
,

而且可将外源基因直接导人带壁 的植

物细胞
,

甚至植物体的组织块中
,

可望解决单子叶植

物特别是禾本科植物基因转移所遇到的困难
,

而且

通过组织培养生成植株比原生质体培养要容易得

多
,

也可大大缩短转基 因植物再生所需要 的时间
。

章力建等对烟草叶片进行超声处理后发现
,

G U S 基

因的短暂表达率高达 80 %
,

叶片组织的转化面积达

60 % 一 7 0 %
。

对小麦愈伤组织处理后发现 G LJS 基

因的短暂表达率达 30 %
,

转化面积达 20 % 一 25 %
。

超声波可直接用于带壁细胞
,

使细胞的代谢更接近

于 自然状态
,

在通过病毒粒子转染的实验中还可使

病毒的侵染和增殖更趋于一致
,

便于进行病生理和

药生理学的研究
。

6 存在 问题及发展前景

当然超声转基因也有不足之处
,

由于 目前超声

转基因应用不多
,

经验积累较少
,

所以需要通过大量

的预备实验进行总结论证来选择适当的超声参数和
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