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摘 要: 综述了近 20 年来国内外在草莓抗病虫、耐盐碱、抗冻、品质特性、耐贮运性、抗除草剂基因工程的研究概况

与进展 , 对当前草莓基因工程育种工作中存在的问题进行了探讨 , 对其发展前景进行了展望 , 指出了多基因转化和

利用转录因子、小 RNA 等调控基因进行转化这 2 个发展方向并提出了把草莓作为果树基因组学研究的模式植物之

一的观点。决定草莓品质( 风味、香气和颜色) 的物质多是萜类和黄酮类次生代谢物质 , 这说明今后我国开展草莓次

生代谢基因工程对其品质改良的重要性。
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Advances in research on strawberry genetic engineer ing
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Abstract: The advances in research on strawberry genetic engineerings, including pests and diseases resistance, salt

tolerance, herbicide resistance, hardiness, fruit quality and storability are reviewed. The problems and future perspectives

for strawberry genetic engineering are discussed. Opinions such as multigene transformation and genetic engineering with

transcription factors and microRNA genes are put forward for strawberry molecular breeding. Suggestion about using

strawberry as a model plant for genomics research in fruit crops is also given. Because the flavour, fragrance and colour of

strawbeery are mostly determined by terpenoids and flavonoids, it is very important to work on quality improvement of

strawberry by genetic engineering of its secondary metabolism.
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草莓(Fragaria ×anannassa Duch.)属蔷薇科草莓

属多年生草本植物, 同时亦是一种经济价值较高的

园艺作物。 草莓的栽培品种和类型繁多, 目前全世

界有 2 000 多个品种, 已成为世界广泛栽培的经济

作物之一。我国对草莓育种工作的研究起步较晚, 过

去草莓的改良多采用常规杂交技术, 取得了一定的

效果, 产量和品质得到了一定的提高和改善, 但培育

抗病菌、耐贮运、抗除草剂、风味好的草莓新品种, 常

规的育种手段仍然很难实现。当前生产上应用的草

莓栽培品种的遗传背景狭窄, 类型较单一, 造成对病

虫害和逆境抗性的减弱。由于大多草莓具高杂合性

和多倍性的特点, 种间或种内杂交难以获得杂种。即

使获得杂种 , 种子往往败育 , 生活力低 , 导致育种工

作量大、效率较低。借助基因工程手段可以改良草莓

品种 , 缩短育种周期 , 提高育种效率 ; 通过转入优良

植物源目的基因, 可克服远缘杂交不亲和性, 实现草

莓遗传性状的定向改良, 提高育种效率, 缩短育种年

限; 转基因技术还可在分子水平上将微生物甚至动

物的基因转移至草莓中, 打破物种间的障碍, 丰富性

状基因资源 , 扩展遗传改良范围。自 1988 年 Mc-

Granahan 等[1]首次利用核桃体胚成功获得抗卡那霉

素的转基因植株以来 , 人们相继在苹果、草莓、桃、

杏、香蕉、葡萄、树莓、柑橘、樱桃、猕猴桃等果树上获

得了转基因植株, 其中草莓是第 3 个获得转基因植

株的果树。草莓是无性繁殖的, 一旦目的基因如所期

望在转基因植株中表达, 就可以通过组织培养、匍匐

茎等无性繁殖方式来大量扩繁。可以说, 基因工程为

草莓育种开辟了新的途径, 有着重要的理论和实践

意义。近 20 年来, 国内外在草莓抗病虫、耐盐碱、抗

冻、改善品质、耐贮运、抗除草剂等基因工程研究取
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得了一些进展。本文简要综述草莓基因工程的这些

研究进展, 指出了当前草莓基因工程育种工作中存

在的问题和发展方向, 并对其发展前景进行展望, 供

我国进一步开展草莓基因工程研究的科学工作者参

考。

1 草莓基因工程研究进展

草莓的基因工程遗传转化研究始于 20 世纪 80

年代末。随着离体再生技术的日益成熟和克隆外源

目的基因数量的增多 , 用转基因技术来快速改良现

有草莓品种就成为可能。1989 年, Nehra 等[2]建立了

草莓叶片直接高频率诱导不定芽的再生体系。随后,

James 等[3]和 Nehra 等[4- 5]于 1990 年利用草莓的叶片

或愈伤组织为材料, 成功获得了农杆菌介导的草莓

基因转化植株。迄今, 人们已将多种有价值的外源目

的基因导入到草莓植株中。

1.1 草莓抗病虫基因工程

草莓抗病、抗虫等生物逆境胁迫的基因工程主

要包括抗病毒、真菌和害虫这 3 个方面。在草莓产

区 , 主要存在有草莓斑驳病毒(SMV)、草莓镶脉病毒

(SVBV)、草莓皱缩病毒 (SCV)、草莓轻型黄边病毒

(SMYEV)这 4 种专一性病毒。他们在我国草莓产区

都有发生, 可使草莓产量的损失超过 30%。Tzane-

takis 等[6]在草莓中首次发现了环斑病毒。目前通常

采用昆虫防治、切断病毒传播途径或采用栽培脱毒

苗等方式来减轻病毒对草莓的危害。利用基因工程

技术, 培育抗病毒的新品种, 是解决草莓病毒危害的

有效措施。抗病毒基因有外壳蛋白(CP)基因、复制酶

基因、卫星 RNA、反义 RNA 等 , 其中比较成熟的途

径是利用病毒 CP 基因。Finsta 等[7]将草莓轻型黄边

伴随病毒外壳蛋白导入到草莓中, 获得了病毒抗性

较强的植株。草莓抗真菌基因主要有 β- 1, 3- 葡聚糖

酶、多聚半乳糖醛酸酶、几丁质酶和蛋白 酶 抑 制 剂

基 因 Cyf1 等 [8]。Khan 等 [9]发 现 编 码 β- 1, 3- 葡聚

糖酶基因是一个多基因家族 , RT- PCR 分析发现 β-

1, 3- 葡聚糖酶在草莓叶片中表达。Shi 等[10]发现草莓

β- 1, 3- 葡聚糖酶基因 FaBG2- 3 和 FaBG2- 1 存在表

达差别的现象 , 前者比后者至少高 100 倍。Mehli

等 [11]发现草莓多聚半乳糖醛酸酶 ( PG) 基因受真菌

的诱导。Martinelli 等[12]对利用基因工程技术来获得

抗真菌的草莓植株进行了研究。Vellicce 等[13]发现转

几丁质酶基因 ch5B 的草莓对灰霉菌表现出很强的

抗性, 但炭疽病菌的抗性没有增强 。因此, 有关草莓

抗真菌病基因工程方面的研究有待于今后继续深

入。

抗虫基因在草莓上的转化研究主要集中在蛋白

酶抑制剂(PI)和 苏 云 金 杀 虫 晶 体 蛋 白(ICPs)的 基 因

上。Graham 等[14]将豇豆蛋白酶抑制剂( CpTI) 基因导

入草莓中, 成功地获得了转基因植株。

1.2 草莓抗低温和耐盐碱的基因工程

草莓与低温和盐碱等非生物逆境胁迫有关的基

因主要有磷酸酯酶基因、蛋白激酶基因、14- 3- 3 蛋

白基因[15]、脱水基因、胚胎晚期丰富蛋白基因和一些

转 录 因 子 。 Houde 等 [16] 人 将 小 麦 酸 性 脱 水 基 因

Wcor410 导入到草莓中, 发现 Wcor410 可以阻止草

莓膜的损伤, 提高叶片的冷冻耐受能力, 使得经过寒

冷驯化的转基因草莓的冷冻耐受能力提高了 5 ℃。

Owens 等[17]将从草莓中分离出的转录因子 CBF1 基

因导入草莓 , 获得了抗冷性提高的转基因植株。与

对照比, 转 CBF1 基因的草莓在田间试验中表现出

更强的抗冻能 力 。 刘 凤 华 等 [18] 将 甜 菜 碱 脱 氢 酶

( BADH) 基因导入草莓 , 通过促进甜菜碱或山梨醇

的积累, 获得了抗盐的转基因烟草和草莓植株。王俊

丽等[19]利用基因枪法将来自大麦的胚胎晚期丰富蛋

白基因 LEA 导入草莓品种“达赛莱克特”的花药愈

伤细胞中, 经过除草剂的筛选, 获得了抗性愈伤组织

和再生植株, 为今后盐分胁迫试验奠定了基础。

1.3 草莓品质基因工程

草莓育种中, 品质是最重要的经济性状之一。草

莓品质包括果实的大小、风味、甜酸度、维生素 C 含

量、香气和色泽等内容。目前我国草莓的一些主栽品

种存在果实含糖量较低、风味不够浓、气味不够芳香

的缺点。克隆控制果实品质的基因并进行有效调控

是草莓分子育种的重要内容。近年来, 国内外学者在

提高草莓品质基因工程方面做了不少工作。果实的

大小与果实的生长发育密切相关。与草莓果实生长

发育有关的基因主要有生长素诱导基因[20]、生长素

结合蛋白基因[21]、钙依赖蛋白激酶[22]和 FaGAST 基因

等。de la Fuente 等[23]发现草莓 FaGAST 基因可以通

过抑制细胞伸长因子来影响草莓细胞的生长, 使植

株生长变慢、果实变小。Mezzetti 等[24]利用 DefH9- i-

aaM 基因获得了单性结实的草莓转基因植株, 他们

发现 DefH9- iaaM 基因可以通过增加植株的花序数

量, 花序中果的数量和果实重量的方式使野生草莓、

栽培草莓的产量得到提高, 而且产量的增加并不会

使果实的糖含量减少。Wawrzynczak 等[25]利用玉米生

长素葡萄糖合成酶基因对草莓进行了遗传转化 , 旨

在研究该基因对草莓吲哚乙酸代谢以及生长发育的
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影响。

果实风味与成熟度有很大的关系。与草莓成熟

有关的基因主要有肉桂酸葡萄糖基转移酶基因 [26]、

胞质醛缩酶基因 [27]、内多聚半乳糖醛酸酶基因 [28]、

HyPRP 基因[29]、脂肪加氧酶基因[30]。Wilkinson 等[31]利

用 PCR 差异显示技术(PCR differential display)检测

到 3 个与草莓成熟相关的 mRNA。

Bachelier 等[32]利用来自马铃薯的蔗糖酶基因对

草莓进行了转化 , 发现该基因能调控蔗糖的降解。

Dolgov 等 [33]用含超甜蛋白 ThaumatinⅡ的编码区的

双元载体转化草莓, 并在草莓植株中成功的检测到

该基因的表达。Toldio 等[34]发现转 6- 磷酸果糖- 2- 激

酶/果糖- 2, 6- 二磷酸酶(6PF2K/F2, 6P2ase)的草莓植

株中 , 2, 6- 二磷酸果糖含量高时有利于同化物向淀

粉合成方向分配, 反之则有利于蔗糖合成, 且发现在

蔗 糖 过 量 合 成 的 植 株 中 , 氨 基 酸 含 量 有 所 增 加 。

Iannetta 等 [35]分别从草莓未成熟和成熟果实的细胞

壁中抽提出 7 种盐溶性蛋白, 并克隆了其中线粒体

苹果酸脱氢酶和线粒体柠檬酸合成酶的 cDNA, 分

析后认为线粒体苹果酸脱氢酶和线粒体柠檬酸合成

酶很可能是调节果实风味和糖/酸平衡中的决定因

子。控制草莓维生素 C 含量的为 D- 半乳糖醛酸还

原酶基因 GalUR, 将该基因转入烟草后, 使烟草中维

生素 C 含量提高了 2～3 倍[36]。

控制草莓香气的基因主要有 O- 甲基转移酶基

因[37- 38]、醇酰基转移酶基因 SAAT[39]、烯酮氧化还原酶

基因 FaQR[40]、橙花叔醇 合 成 酶 和 蒎 烯 羟 基 化 酶 基

因 [41]。O- 甲基转移酶负责草莓香草醛和 2, 5- 二甲

基- 4- 甲氧基- 3(2H)- 呋喃酮( DMMF) 的合成 , SAAT

负责挥发性酯类生物合成的最后步骤 , FaQR 蛋白

含 322 个氨基酸 , 负责 4- 羟基- 2, 5- 二甲基- 3(2H)

呋喃酮(HDMF)的合成。Beekwilder 等[42]将草莓 SAAT

基因转入矮牵牛后, 能够检测 SAAT 蛋白的活性, 但

挥发性物质没有变化, 喂饲异戊醇后发现转基因植

株可以释放出乙酰基酯类。Lunkenbein 等[43]发现在

反义 O- 甲基转移酶基因转基因草莓中 DMMF 几乎

彻底丧失, 阿魏酰 1- O- β- D- 葡萄糖与咖啡酰基 1-

O- β- D- 葡萄糖的比例发生改变 , 而其它的挥发性

物质不受影响。

控 制 草 莓 色 泽 的 基 因 主 要 有 查 耳 酮 合 成 酶

(CHS)基因和二氢黄酮醇 4- 还原酶基因。二氢黄酮

醇 4- 还原酶负责草莓花青素的合成[44]。Lunkenbein

等[45]研究了草莓中稳定态反义查耳酮合成酶基因表

现型, 发现查耳酮合成酶基因的表达被抑制后类黄

酮生物合成途径中的前体转向苯丙烷类途径, 看来

CHS 基因是类黄酮生物合成途径和苯丙烷类途径

之间底物流向的一个重要调节点。

1.4 草莓耐贮运性基因工程

草莓育种中, 果实耐贮运性也是重要的经济性

状。贮运性主要与硬度的高低和褐变的快慢有关。草

莓果实成熟后迅速变软和褐化, 导致果实不耐贮藏、

运输, 果汁易褐化, 栽培草莓的效益大为降低。克隆

控制果实成熟软化、褐化等性状相关的基因并进行

有效地调控是草莓分子育种的重要研究内容。近年

来, 国内外学者在改善草莓的耐贮运性方面也做了

许多工作。

控制草莓果实硬度和成熟软化的基因主 要 有

β- 半乳糖苷酶[46]、果胶酸裂解酶[47- 48]、果胶酯酶[49]、伸

展蛋白基因[50]、β- 木糖苷酶[51]、内- β- 1, 4- 葡聚糖酶

基因[52]等。Medina- Escobar 等[53]从草莓中克隆了成熟

相关基因 njjs4 的 cDNA, 该基因与高等植物 I 型低

分子量热休克蛋白基因有同源性。Woolley 等[54]发现

在转反义内- β- 1, 4- 葡聚糖酶 (endo- beta- 1, 4- glu-

canase, EG) 基因 cel1 的草莓果实中 , cel1 的 mRNA

降低很多, 但 EG 酶的活性和果实硬度与非转基因

的对照相比没有什么区别。转反义 cel1 基因的植株

中, 另 1 个编码内- β- 1, 4- 葡聚糖酶(EG)的基因 cel2

发生表达 , 使得 cel1 在果实软化中所起的作用不易

被揭示。Spolaore 等[55]以草莓果实为材料 , 分离了 2

个 编 码 内 - β- 1, 4 - 葡 聚 糖 酶 的 基 因 FaEG1 和

FaEG3。对这 2 个基因的检测表明, FaEG3 mRNA 的

水 平 低 于 FaEG1 mRNA。 Salentijn 等 [56] 利 用 含

1701cDNA 克隆的 DNA 芯片对 2 种不同的硬度的

栽培草莓的基因表达进行了分析, 结果发现 61 个差

异表达的克隆, 其中有 10 个克隆与细胞壁相关基因

同源。有意思的是, 羟基肉桂酰辅酶 A 还原酶(CCR)

和羟基肉桂醇脱氢酶(CAD)这 2 个与木质素合成有

关基因的表达差异最大。王关林等[57]克隆了草莓膜

联蛋白(annexin)基因全序列的 cDNA, 并且将其基因

命名为 annfaf。那杰等[58]对草莓 annfaf 基因反义融合

载体进行构建并获得了转基因植株。Bustamante 等[59]

从 草 莓 cDNA 文 库 中 获 得 了 编 码 β- 木 糖 苷 酶

( FaXy11) 的 全 长 基 因 , 他 们 发 现 FaXy11 的 mRNA

在最软的丰香品种中, 果实成熟时很早就积累, 而且

其蛋白水平也很高, 由此推测 β- 木糖苷酶( FaXy11)

很可能与草莓果实的软化有关。Jimenez- Bermudez

等 [60]在 41 个 转 反 义 果 胶 裂 解 酶 基 因 的 草 莓 株 系

(Apel lines)中 , 发现有 33 个株系的产量明显降低。
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在完熟期, 转反义果胶裂解酶基因的果实在颜色、大

小、形状和质量方面与对照没有差别。大多数转反义

果胶裂解酶基因的成熟果实中离子结合果胶的含量

比对照的成熟果实中低, 其果实也要比对照硬。转基

因果实中果胶裂解酶基因的表达水平要比对照至少

低 30%, 有 3 株甚至降为 0。通过对转基因果实青、

白和红 3 个发育阶段的分析, 发现由白到红这一阶

段, 果实软化程度降低最多, 而且转基因果实采后变

软的现象也消失。因此, 果胶裂解酶基因是分子改良

果实硬度、阻止果实软化的优秀候选基因。

1.5 草莓抗除草剂基因工程

杂草是草莓在栽培中面临的一大难题。于冬梅

等 [61]已 将 抗 草 丁 膦 的 bar 基 因 转 入 草 莓 栽 培 品 种

“索菲亚”中 , 转基因植株在离体培养和田间栽培试

验条件下, 均对 PPT 表现出良好的抗性。张志宏等[62]

建立了草莓高效、稳定的离体再生和转化体系, 并进

行了 GUS 基因和 bar 基因转化试验, 发现将 bar 基

因导入“弗吉尼亚”草莓品种中后 , 转 bar 基因的植

株在附加除草剂草丁膦的培养基上能够正常分化 ,

转基因植株在田间开花、结果正常, 对草丁膦表现出

强烈抗性, 获得了抗草甘膦的转基因植株。

2 问题与展望

基因工程技术给草莓育种带来了巨大的变革 ,

但当前草莓基因工程育种工作中也还存在一些问

题 [63- 64]: 首先 , 安全问题已经成为人们普遍关注的社

会问题。草莓作为一种果品, 外源基因的导入及其产

物的表达可能会产生安全性问题。通过对外源基因

表达的检测、无标记技术的应用及其田间试验的实

时监测有望解决这个问题。其次, 目前的草莓遗传转

化效率不高, 因此仍需进一步优化草莓遗传转化体

系, 提高效率。再次, 基因工程可以培育出抗病毒、耐

贮运、抗除草剂的草莓新品种, 但集这些优点于一体

的品种还很少, 多基因转化是今后一个值得尝试的

方向。

迄今, 草莓的基因工程大多是单个结构基因的

操作, 利用调控基因的例子还不多。转录因子是重要

的 调 节 因 子 。 笔 者 认 为 除 了 应 继 续 关 注 CBF1 和

LEA 等转录因子外 , 还应关注另外一种重要的调控

因子—小 RNA( microRNA, miRNA) 。小 RNA 是 1 种

内生的、长度为 21～22 nt、不编码蛋白质的单链小分

子 RNA, 由 具 发 夹 结 构 的 70～90 个 碱 基 的 单 链

RNA 前体( pre- miRNA) 经过 Dicer 酶加工后生成 5’

端具磷酸基和 3’端具羟基。自 1993 年在秀丽线虫

中发现第 1 个 miRNA lin- 4 以来, 研究人员在水稻、

拟南芥、线虫、果蝇、家鼠、人和病毒中发现了很多

miRNA。迄今 miRBase 数据库中 miRNA 数量已达

4 274 个, 其中植物的 miRNA 有 916 个。大量的研究

结果表明, miRNA 代表了新层次上的生物基因表达

调控方式, 是调节基因表达的一种重要策略[65]。笔者

已经预测到了一些与草莓结构基因 ( 如控制果实褐

化的多酚氧化酶基因等 ) 起相互作用的小 RNA 分

子。可以预计, 利用小 RNA 等调控基因对草莓进行

转化将有望得到很好的结果。

由于草莓结果周期短, 容易进行遗传操作, 所以

草莓应该可以作为果树作物基因组学研究的一个模

式植物。众所周知 , 决定草莓品质( 风味、香气和颜

色) 的物质多是萜类和黄酮类次生代谢物质 , 所以 ,

今后我国开展草莓次生代谢基因工程对其品质改良

也将具有十分重要的意义。

我国在草莓单倍体培育及离体培养植株的再生

的研究中占有一席之地, 但在草莓优良目的基因克隆

和调控方面与国际同行相比还有一定差距[66- 68]。因

此, 我国草莓基因工程育种的研究需要更多的人力、

物力和财力的投入, 受到更多的重视, 以便为我国草

莓业的快速、稳定发展提供更好的技术支撑和物质

保障。
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