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花粉電穿孔轉殖法於作物育種之應用 1

趙秀淓 2

摘　　要

趙秀淓。2012。花粉電穿孔轉殖法之應用。臺南區農業改良場研究彙報 60：22-29。
本篇為花粉電穿孔轉殖法之文獻探討。植物的基因轉殖有農桿菌轉殖、電穿孔、花粉管

導入、基因槍、顯微注入、聚乙烯二醇及超音波等方法，以上大多需要經由組織培養過程才

能得到轉殖植株。花粉電穿孔轉殖法則是以花粉做為基因載體，將外源基因以電穿孔方式送

入花粉後再經授粉，即可得到轉殖種子，不需要經由組織培養過程。影響電穿孔的基因轉殖

之因子包括電場強度、電容、電擊次數、緩衝液之鹽類濃度與離子濃度、載體的狀況、數量

與形態、DNA 之濃度與形態及外界環境溫度等，若能善加利用此轉殖方式，將能縮短作物

育種年限，加速作物改良的步調。

關鍵字：花粉、載體、轉殖
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前　　言

雜交育種是選取具所要性狀的親本雜交，以重組不同基因，為作物改良使用最廣泛的育

種方法。種內的雜交無雜交障礙容易重組優良基因獲得優良品種，但種間雜交有雜交不親性

障礙，而且授精後胚發育也常中途萎縮，除須配合胚拯救技術以克服外，雜交成功後不良性

狀需要數代的回交與選拔，花費許多的人力及時間。因此，種、屬間雜交育種甚為困難。利

用生物技術進行作物品種改良，又稱為分子育種，即利用遺傳工程技術，自任何物種分離特

定基因，再利用基因轉移技術，將其導入至缺乏此一基因或特性的目標植物的育種方法 (5)。

所以基因工程育種可以說是傳統作物育種的延伸，利用基因工程技術進行作物品種改良，將

可以突破種原的限制，及種、屬間雜交的瓶頸。

Potrykus（1990） 指出植物的基因轉殖系統可分為直接和間接二大類，其中直接法包括：

顯微注射（microinjection）、基因槍法（gene gun）、電穿孔（electroporation）、聚乙烯二

醇（polyethylene glycol, PEG）及花粉管導入（pollen tube pathway）等；間接法則是利用農

桿菌（Agrobacterium）、病毒（virus）及脂微粒（liposome）等做為載體，將外來基因送入

細胞的方法。無論是直接或間接的基因轉殖方法，大多需要透過組織培養的過程，先誘導出

癒傷組織後，再誘導分化成幼株，整個流程繁雜而且時間長，而且有些植物不易由癒傷組織
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再生植株，所以經由組織培養的基因轉殖系統，仍有許多作物仍待克服，因而發展出許多的

轉殖方式。

自 80 年代起，許多研究紛紛改以花粉為載體來進行基因轉殖 (12,24,27)。其方式有：一、

使外源基因附著在雄配子體表面，經由花粉管之延伸將外源基因帶至雌配子體內，在受精過

程中將外源基因轉移至染色體上；二、將外源基因送入雄配子體，再經由授粉與受精作用，

採收果實後，再播種其種子來進行後代的篩選。因為送入的外源基因大多都含有抗生素及

Gus 等篩選標誌，所以後代容易進行篩選及判定。本文主要以花粉做為載體之基因轉殖方法

進行探討，以提供有興趣的人參考及利用。

基因工程育種法

利用基因工程進行作物品種改良，實際上是傳統作物育種之延伸。主要是利用生物技

術，可以將自生物體內分離，或在生物體外改造之特定基因，利用基因轉移技術導入缺乏此

一基因目標作物的育種方法。由於基因工程育種每次僅改良少數性狀，若能選用現有優良品

種為材料直接導入新性狀或基因，即可以縮短育種年限及選拔次數，新品種將可於短期內育

成。

利用基因工程進行作物品種改良之主要步驟包括：標的基因之選殖、構築標的基因至表

現載體上、基因轉殖及轉殖株後代遺傳分析等。其中植物的基因轉殖系統，主要將構築完成

含有標的基因之表現載體，送入植物細胞中，截至目前共計有農桿菌轉殖、電穿孔、花粉管

導入、基因槍、顯微注入、聚乙烯二醇及超音波等方法，簡要敘述如下：

( 一 ) 農桿菌轉殖（Agrobacterium-mediated transformation）
自然界中之植物農桿菌（或稱腫瘤菌，Agrobacterium spp.）之細胞內含有會

使植物產生腫瘤之質體，稱之 Ti 質體 （tumor inducing plasmid）。這種質體的特

定 DNA 區域會在農桿菌感染宿主植物時嵌入植物的染色體 DNA，達成穩定的基

因轉移 (28)。

( 二 ) 電穿孔（electroporation）
細胞在微秒～毫秒極短暫的時間內，通以瞬間高電壓之直流電，此時在細胞

膜上形成極微小之孔洞 (25)，細胞即很容易吸收大量外來的 DNA (36)。此法簡單快

速，可應用於原生質體、細胞、組織及器官等。 
( 三 ) 花粉管導入（pollen tube pathway）

本方法由中國科學院周光宇教授於 1983 年提出，利用注射針將外來 DNA 直

接由柱頭注入使進入子房中，再篩選種子，即可得到轉殖株。

( 四 ) 基因槍（gen gun） 或粒子槍導入（particle bombardment）
利用鎢（tungsten）或金粒子（gold particle）等高密度金屬微粒（1.0～1.6㎜），

將外來 DNA 附著並包裏在粒子表面，藉由高壓縮氦（He）在真空狀態下產生的

動能高速推力，將帶有外來 DNA 之金屬粒子推送入細胞深層。此法所用的培植

體為癒合組織、葉片、胚及生長點幼嫩再生能力強的組織，因此再生沒有問題；

但此方法常會有多重轉殖插入（multiple transgene copy）的問題，因此無法確定

能否穩定遺傳到下一代 (2)。 
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( 五 ) 顯微注入（microinjection）
此法係在顯微鏡觀察下操作，利用顯微操作儀，以毛細管將外來基因直接注

入原生質體中 (29)，經抗生素篩選及組織培養再生，即得轉殖植株。此種方法最早

用於動物的轉殖。

( 六 )  聚乙烯二（polyethylene glycol, PEG）

培植體必需是原生質體，於原生質體培養液中加入外來 DNA 片段，藉由

PEG 在細胞膜上所造成之孔洞，使得外來 DNA 進入原生質體中。此法可克服部

分有性雜交不親和的問題，創造新種或育成優良品種；缺點在於培植體需是原生

質體，而且原生質體分化再生不易 (1)。

( 七 ) 超音波（sonoporation）
是利用超音波使培養液產生微量氣泡，微量氣泡撞擊細胞壁後產生孔洞，外

源物質藉此進入細胞中 (23)。

其中以農桿菌轉殖和基因槍這兩種方式最常被使用 (7,8,9,10)。因為基因槍轉殖法所需費用

偏高，而農桿菌轉殖是以作物葉片做為培殖體，對於作物的遺傳操作非常方便，所以利用這

種方式已成功地轉殖提高產量、抗病蟲害和提高作物抗逆性等相關的基因 (16,17,19,20,21)。但是

該轉殖方法必需要組織培養的協助，而且整個組織培養流程繁雜而且時間長，同時有些植物

不易由癒傷組織再生植株，所以經由組織培養的基因轉殖系統，仍有許多困難仍待克服，因

而希望發展出不需要組織培養的轉殖方式。

花粉電穿孔轉殖法

Saunder et al（1992）指出花粉電穿孔轉殖法（Pollen electrotransformation）是將外源

DNA 以電穿孔的方式送入花粉內，其花粉仍具活性，可用來授粉產生種子，其後代可表達

出外源 DNA 應有的特徵。此一方法最大的優點不需要組培過程，可縮短轉殖的時間；而且

適用於任何開花植物。

花粉是種子植物的微小孢子堆，成熟的花粉粒是為小配子體，能產生雄性配子。大小為

10 ～ 200 micro-meter 依作物種類而異。植物的花粉顆粒由三個部分組成包括：核源、花粉

內壁及花粉外壁。核源在花粉粒中央，由細胞質組成，進行受精作用的主要部份。花粉內壁

主要由纖維素構成，容易破裂。花粉外壁主要由孢粉素（sporopollenin）組成，比花粉內壁

厚並且很堅固，用高溫、強酸和強鹼進行處理也不易使得花粉粒解體。

Roeckel（1988）指出當外來 DNA 隨著花粉在作物柱頭上，花粉管及柱頭會分泌核苷

分解酶（nuclease），將外來 DNA 予以分解（degradation）。推測這可能是作物的一個天然

的保護機制，以防範外源 DNA 進入而改變其遺傳特性，所以以花粉作為載體，而進行的轉

殖作業早期效率並不高。Ohta（1986）使用外源 DNA 片段與玉米成熟花粉混合，經授粉以

後獲得轉殖株，而且花粉與 DNA 混合後必需要立刻授粉，有助於提升轉殖效率。de Wet et 
al（1985）報告指出裸露的 DNA 片段或質體，可經由萌發的花粉管細胞膜進入營養細胞之

細胞核，但是花粉在萌芽過程會釋放核苷分解酵素，分解部份的 DNA 片段。Van Wert and 
Saunders（1992）進一步發現未經電穿孔處理的花粉其 DNA 降解量會隨著時間增加而增加，

而經電穿孔處理的花粉其 DNA 降解的量並沒有隨著時間增加而增加。所以花粉電穿孔轉殖



花粉電穿孔轉殖法於作物育種之應用

25

法應該避免外源 DNA 被花粉萌芽所釋放的核酸分解酵素所降解，才能提高基因轉殖率。

Saunder et al（1992）表示剛萌發的花粉管具活性又沒有細胞壁，最適合進行花粉轉殖作業。

張（1997）進一步指出利用外力，使得外來 DNA 先進入花粉粒或花粉管中，應可防止或減

少外來 DNA 被分解，以提高轉殖效率。

Saunders et al（1995）指出利用電穿孔進行基因轉殖之範圍非常廣泛，包括植物、動物、

細菌及酵母菌等。在植物方面共計有原生質體 (14,18,26)、胚 (13,35)、細胞 (22,31) 和花粉 (24,27) 等部位

均可用於電穿孔的基因轉殖。影響電穿孔的基因轉殖之因子包括電場強度、電容、電擊次數、

緩衝液之鹽類濃度與離子濃度、載體的狀況、數量與形態、DNA 之濃度與形態及外界環境

等 (1)。 
( 一 ) 電場強度及電容 

不同的細胞因細胞膜組成和滲透壓的特性不同，所以有其最適當之電場強度。

Chu et al（1987）表示當電場強度愈強，細胞轉殖效率也愈強，但細胞之存活率

也會隨電場強度的升高而下降；但是當電場強度超過細胞臨界點時，轉殖效率反

而會下降。電容之影響主要是造成電荷改變和影響電壓在脈衝時，通過細胞懸浮

液的時間長短。脈衝之強度與長度會受到電容的影響而增減，因此較高的電容會

有較佳之轉殖效果。 
( 二 ) 電擊次數 

 細胞電穿孔處理時電擊次數，會因為不同的細胞種類而有所不同。Saunders 
et al（1995）指出以菸草花粉進行電穿孔處理時，隨著電擊次數增加，其花粉活

性並不會改變，反而使得外來 DNA 吸收增加；但以原生質體為載體時，隨著電

擊次數增加，其原生質體活性反而有下降的表現。 
( 三 ) 緩衝液之鹽類濃度與離子濃度 

不同的細胞種類有其適合的緩衝液。Fromm et al（1986）在轉殖玉米的原生

質體中加入 PEG buffer，反而降低轉殖效率及原生質體的成活率。但是王（2006）
將玉米花粉加入 PGM buffer，有助於轉殖效率的提升。

( 四 ) 載體的數量、形態及狀況 
以花粉為載體的轉殖方式，選用具有活力且發芽率高的花粉是必要條件。不

同作物有最適宜的開花時間，隨著溫度的上升，在盛花時期花粉之成熟度並不會

完全相同，衰老、死亡、未成熟和發育失敗的花粉也混在其中，因此可以利用緩

衝液來篩選成熟度高的花粉，同時緩衝液內含鈣及硼元素，對後續花粉之萌發率

及花粉管生長具有顯著之促進效果。此外在基因轉殖上載體細胞之狀況，也是提

高效率之決定因素之一，張（2004）表示當載體存活率在 20 ～ 50％時，具最佳

的基因轉殖效率；所以選擇電穿孔處理後細胞存活 50％的電壓，可以做為處理不

同細胞之依據標準 (6)。

( 五 ) 外來 DNA 之濃度與形態 
Fromm et al（1985）指出電穿孔處理時，基因轉殖效率會隨著外來 DNA 濃

度的增加而上升。外來 DNA 以緊密的超螺旋形（supercoil）較易通過細胞膜，但

線形（linear）DNA 在細胞內表現較佳 (11)。 
( 六 ) 外界環境

Andreason and Evans（1989）表示電穿孔處理後，細胞與 DNA 混合液放置在
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在 4℃可提高其轉殖效率。張（2004）指出進行電穿孔處理時，由於電能會釋放

至緩衝液中而產生部分的熱，所以為了增加細胞存活率及維持孔洞的形成，低溫

處理可達到較佳的轉殖效果。王（2006）利用花粉電穿孔處理進行玉米轉殖時，

電穿孔處理前後放置在 4℃可提高其轉殖效率。

展　　望

自從 1984 年首次成功地得到轉殖基因的菸草後，植物基因轉殖的技術便以驚人的速度

發展，目前全世界在 45 個以上的國家，分別針對不同作物進行有用的經濟性狀改良。雖然

植物基因轉殖方法很多，但是目前以農桿菌轉殖和基因槍這兩種方式最常被使用 (7,8,9,10)。這

兩種植物基因轉殖方法需要組織培養的協助，經由組織培養的基因轉殖系統，仍有許多困難

仍待克服，因而希望發展出不需要組織培養的轉殖方式。花粉電穿孔轉殖法早期主要應用在

禾本科之玉米及菸草，以電穿孔方式將外源基因送入花粉內，不需要組培過程，可縮短轉殖

的時間，操作容易，而且適用於任何開花植物，尤其是一果多子之瓜類、百香果及棉花等。

結　　語

花粉電穿孔轉殖法有別於其他的基因轉殖方法，不需要透過組織培養系統，直接利用植

物的自然生殖過程，並藉由生殖過程使轉殖細胞發育成完整的基因轉殖植物，該方法操作簡

單快速，任何開花植物都可透過此方法轉殖。若能善加利用此種轉殖方式，將能縮短作物育

種年限，加速作物改良的步調。
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Application of Pollen Electrotransformation on 

Crop Breeding1

Chao H. F.2

Abstract

The purpose of this review is to focus on pollen electrotransformation method for efficient 
production of transgenic plant. There are many ways for plant transformation including 
Agrobacterium-mediated, electroporation, pollen tube pathway, gene gun, microinjection, PEG 
and sonoporation. These techniques require tedious and time-consuming tissue culture procedures. 
The pollen electrotransformation method at using mature pollen as carrier of gene to transformant 
external gene was introduced into pollen via electropotation, coupled with artificial pollination, 
finally the transgenic seeds can be readily produced, do not require tissue culture. There are many 
factors to affect pollen electrotransformation including the electric field strength, capacitance, 
electric shock times, buffer solution of salt types and concentration, carrier volume, DNA 
concentrations and the outside environment conditions. This simple and efficient transformation 
method, which can be applied to any flowering plants, will facilitate plant breeding program study 
and crop improvement in the future.
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