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激光技术在林木和园艺植物育种

及基因工程中的应用

马凤翔4，5 ! ! 陈晓阳$

（4! 北京林业大学理学院! 北京! 4%%%’"）
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摘! 要! ! 激光具有极高的功率密度，因而可被应用于种子催芽和诱变育种，可作为林木和园艺植物育种和基因改
良的新技术手段。文章从四个方面进行了探讨：（4）激光辐照的生物效应机理；（$）激光在林木和园艺植物种子催芽
中的应用；（"）激光在林木和园艺植物诱变育种中的应用；（6）激光在林木和园艺植物基因工程中的应用。
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4! 引言

自第一台激光器问世以来，激光便进入了生物

学研究领域，由此产生了一门新兴的交叉学科———

激光生物学。发展到今天，激光在生物学中的应用

已广泛和深入，内容涉及医学、农林科学、动植物以

及微生物等各个方面。

激光育种是激光生物学研究的一个分支，它是

利用激光辐照生物体诱导其发生遗传性变异，再根

据育种目标进行选择和培育新品种的诱变育种技

术。通过广大育种工作者的不懈努力，我国激光辐

照育种已取得了令人可喜的进展。据 4RR& 年的不

完全统计，我国通过激光诱变育成的植物新品种达

6" 个，其中粮食作物 $’ 个、经济作物 O 个、蔬菜 6
个、水果林木 6 个。最近几年，激光诱变育种研究又
有了新的进展，尤其是在基因工程方面发展迅速。

然而在林木、园艺植物育种领域，激光的应用进展相

对迟缓。为此，有必要对激光诱变技术在林木、园艺

植物遗传育种中的应用作一探讨，为今后深入开展

研究提供参考。
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.- 激光辐照生物效应的机理

激光是一种高亮度的定向能束，是由原子或分

子受激发射而产生并被放大的一种相干光辐射。激

光具有单色性、相干性、方向性和高亮度的特性即激

光的四性。激光四性的本质是激光具有很高的光子

简并度，也就是说，激光可以在很大的相干体积内具

有很高的相干光强。充分利用激光所具有的这些特

性，可获得极高的功率密度。这正是激光被应用于

诱变育种研究的物理学基础。

目前应用于激光辐照诱变育种的激光器种类有

多种，波长从远红外至紫外几乎所有频率。根据已

有的研究试验统计，常使用的激光器有 /0. 和 1.

分子激光器、23 4 13 激光器、56 7和 86 7离子激光

器、红宝石激光器、钕玻璃激光器、钇铝石榴石

（95:）固体激光器等，其中又以 /;. 激光器和 23 4
13激光器最为常用［<］。
激光辐照的生物效应机理是多类型的，具体的

生物效应由特定生物组织的性质以及激光参数决

定。生物组织的性质主要指光学特性（如反射、吸

收及散射系数）和热力学性质（如热传导和热容

量）。激光参数则主要有波长、辐照时间、能量剂

量、辐照面积、能量密度和功率密度等［.］。目前，学

术上比较一致的观点认为，激光辐照生物效应的机

理大致有五种，即激光加热作用、光化学作用、机械

压力作用、激光电磁场作用以及激光生物刺激作

用［=］。激光与生物组织相互作用的关系如图 < 所
示［.］。

激光加热作用是生物组织吸收了激光束的能

量，再转化为热量，使局部温度升高所致，其外在表

现为生物组织的凝结、汽化、炭化和熔融等不同的效

应，如图 . 所示［.］。在激光加热作用中，温度是一个
决定性参数。当温度为 >;?、持续时间不少于 >@
时，可以导致组织细胞发生不可逆损伤。炭化、汽化

和凝结作用是不可逆过程，它们引起了不可恢复的

损伤。A15的耐热能力比蛋白质强。实验表明，若
在 < 小时内把 A15 维持在 B;?的高温，它们的活
性不会受多大的影响。因此，在激光辐照育种研究

中，确定激光的剂量和辐照时间达到导致 A15不可
逆变性的阈值温度至关重要。

激光光化作用是生物组织在光的作用下产生的

生化反应。生物组织吸收激光后的光化反应明显强

于普通光。激光辐照和生物分子间的相互作用，强

图 <- 激光与生物组织相互作用关系图，圆圈仅大致给出了有关

的激光参数（光致破裂被认为是光学击穿引起的多重机械作用，

其基本原理是冲击波的产生以及空化的形成。等离子体诱变蚀

除在空间上只限于焦点处，形成组织的击穿区域，导致物质的电

离）

图 .- 生物组织中热效应的位置

烈地依赖于激光的波长和时间特性。激光辐照对生

物大分子的作用，一般靠振动激发而不是靠电子吸

收来实现。A15是重复排列的生物大分子，激光束
能在许多位置引起破坏，能选择性地破坏 A15结构
中某些化学键或天然构象［=］。

光致压力作用是激光照射生物组织直接或间接

压力作用的结果。压力作用包括由激光加热引起组

织气化而导致的气流反冲压、内部气化压、热膨胀超

声压、等离子体压力以及因激光电场引起的电致伸

缩压等。直接由光子碰撞引起的光压称为一次压

力，其余由激光间接引起的压力称为二次压力。激

光作用于生物组织的压力主要是二次压力。当激光

束能量很高时，冲击波和其他多重压力作用就会变

得很强烈，组织或细胞被光致压力撕裂，发生电学击

穿，引起光致破裂，为细胞间遗传物质交换提供通
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道。

激光光致电磁场作用机理主要有四种：（4）用
高电场强度的激光照射生物组织，可使生物组织产

生二次紫外光谐波，蛋白质和核酸因强烈吸收谐波

紫外光而受损；（$）激光与生物分子相互作用时，部
分光子因发生碰撞而发生受激拉曼散射和受激布里

渊散射，这些散射可导致细胞损伤和破裂；（"）激光
强电场可使生物分子的外层电子突破静电势垒而逸

出，形成自由电子和离子，即发生电击穿。电击穿形

成致密的等离子体，产生的等离子体使生物组织发

生剥裂效应，如产生自由基等；（5）在激光强电场作
用下，生物分子可能发生电离，原来无极性的生物分

子可能发生极化，原来已极化的生物分子沿电场方

向旋转，从而引起微观结构的变化，尤其是膜结构发

生了改变［$，"］。

激光的生物刺激作用是由大于刺激阈值的小剂

量激光引起的，大于损伤阈值的激光剂量则引起生

物抑制作用甚至死亡。弱激光的生物刺激作用机

理，目前尚不成熟，比较典型的三种假说是：（4）受
体蛋白的中介作用，调整细胞功能假说；（$）生物组
织的共振效应，调整生物场假说；（"）偏振光的定向
电场力改变细胞膜的构型假说［"］。

综上所述，激光加热作用引起酶失活、蛋白质变

性，导致生物的生理遗传变异；光致压力作用使组织

变形、破裂，引起生理及遗传变异；光化作用是通过

一定波长的光子被吸收，跃迁到一定能级，引起生物

分子的变异；电磁场作用产生自由基导致 678 损
伤，改变微观结构，引起遗传突变。到目前为止，人

们普遍认为，低功率激光影响生物体并使生物产生

遗传变异的主要机制在于激光的光化学作用和光致

电场作用。激光辐照的综合生物效应，既直接导致

染色体发生畸形诱变，引起染色体缺失、重复、倒位

和异位等，使得染色体产生形态和数量上的变异，这

些变异通过有丝分裂或减数分裂实现遗传效应；也

间接通过激光的特有性质，使其能量在染色体及

678分子周围聚集，导致 678 产生分子水平上的
突变。激光辐照的直接和间接效应，导致了植物基

因突变和染色体变异等，形成多种多样的遗传突变

体供作物、林木及园艺花卉育种研究者选择。

"! 激光技术在林木和园艺植物育种及
基因工程中的应用

!- "# 激光技术在林木和园艺植物种子催芽中的#
应用

小剂量激光辐照对生物有刺激效应。由于激光

辐照种子简单易行，效果明显，激光用于林木和园艺

植物种子催芽研究的报道也比较多。研究已表明，

激光辐照可以打破种子休眠状态，提高种子活力，改

善形态结构，激活生理代谢过程，促进植株生长发

育。吴俊林等用 9: ; 7:激光（输出功率为"- ’<=）
辐射油松种子后再进行萌发试验，经低剂量 9: ; 7:
激光处理后，比对照种子提前 $—" 天发芽，发芽率
提高 ">?，活力指数提高 #&?，生物量提高
$%?［5］。吴俊林等还在聚乙二醇（@AB#%%%）模拟干
旱胁迫条件下用 9: ; 7: 激光（输出功率 4%- $<=）
以不同时间辐照油松种子，萌发试验表明，在模拟干

旱条件下，激光辐照后油松种子的发芽率、活力指

数、生物量分别提高 "$- $"?，’4- 4>?和 5#- C’?，
萌发期油松种子幼苗保护酶系统的超氧化物酶

（DE6）和过氧化氢酶（F8G）的活性显著提高，比对
照提高 $’- &?和 5#- C$?［C］。
崔延棠等用不同剂量的 9: ; 7: 激光（功率为

4C<=）辐照多年生黑麦草（品种为守门员），试验结
果表明，低剂量的 9: ; 7: 激光辐照可显著提高黑
麦草种子的活力，并提高其越夏能力和抗旱能力

（即抗逆性）［#］。陈怡平等用 9: ; 7:激光（功率密
度为 C- $"<= H <<$）预处理菘蓝种子，对菘蓝种子

萌发和苗期均有促进作用，尤以 C<03 处理效果最
好，且经激光处理后，其幼苗的 ! ;淀粉酶、谷丙转
氨酶（B@G）和谷草转氨酶（BEG）等酶活性高于对
照，说明激光处理增强了菘蓝的代谢水平，有利于菘

蓝生长和发育［&］。用低剂量激光辐照大叶龙胆种

子、苏丹草种子、柱花草种子均获得了类似的试验结

果。

!- $# 激光技术在林木诱变育种中的应用
林木遗传育种是林业建设的先导，是生态建设

和林业发展的基础和保障，在林业和生态建设中具

有举足轻重的地位和作用。但由于林木生长周期

长，并且有高度的杂合性和高度的遗传负荷，限制了

像农作物自交那样基本遗传材料的产生，加之林木

遗传改良方法和研究手段的相对滞后，使得林木遗

传改良落后于其他物种，极大地影响了林木遗传育

种研究的进展。单纯的常规林木育种技术手段已经

不能满足我国经济社会对林业可持续发展的需要，

新的育种技术和方法的运用显得十分的迫切。激光
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辐照诱变育种技术具有操作简单、安全，而且正变率

高（通常指获得高产、优质、抗逆等变异为正变异），

辐射损伤轻，诱变当代即可出现遗传性突变等特点，

为林木遗传育种研究增添了一种十分有效的技术手

段。事实上，已经有许多研究人员利用激光辐照育

种技术开展了相关的研究工作，并取得了一些进展。

陈震古等［.］用 /0 1 20 激光（剂量 345 6 +73）诱

导杨树花药培养单倍体植株及其无性系获得成功。

陈震古选用 38 种杨树试验材料，结合水培杂交和组
织培养技术，用 /0 1 20 和 9:3 激光不同剂量照射

离体花药、子房、花粉等，结果表明，与对照比较，用

345 6 +73 剂量的 /0 1 20激光诱导花药愈伤组织能
促使花粉的芽分化，在对供试的 ; 个杨树品种雌株
的 <3 种处理中，出愈率高过对照的近 3 6 =，其中 /0
1 20激光诱导出愈率最高达 =;>以上，而对照最
高只有 ?@>左右；试验还获得了用 /0 1 20 激光
（=45 6 +73 剂量）诱导美洲黑杨“ A@B”子房愈伤组织
的无性繁殖系“9(C,0?<”，经细胞学分析，证实其起
源于雌配子体的母性单倍体，再经过两年继代培养

的次生愈伤组织的芽分化率由原来的 34>提高到
88>，且愈伤组织更趋纯化；试验也获得了用 /0 1
20激光（345 6 +73 剂量）诱导的欧洲黑杨“83 1 3”
单倍体花粉植株“34 1 .”，经细胞学分析，证实其起
源于雄性配子体的亲本单倍体，用同功酶分析，酯酶

同功酶（DEF）、过氧化物同功酶（G:H）的酶活性和
酶带数与对照有明显差异，说明用激光诱导杨树单

性生殖是有效的。

梁绍信等选用日本引进品种桃“砂子早生”经

用 9:3 激光辐照处理，获得两个突变系并用嫁接法

繁殖，经过 ?4 年连续 < 个无性代培育，选育成功两
个不同于原来亲本的“早成熟、早投产、早丰产”的

三早水蜜桃新品种“沙激一号”和“沙激二号”，其产

量分别比亲本高 =& ; 倍和 <& @ 倍，且遗传性状稳
定［B］。李庄等用 9:3 激光辐照沙田柚枝条生长点

后，采用低位高接法繁殖，获得了一个完全没有种子

的优质沙田柚新品种。并以此无核母株枝为材料，

再采用 9:3 激光辐照处理（剂量为 B.75 6 +73），低

位高接繁殖子代，又获得果实成熟期提前一个月的

无核加早熟的沙田柚新品种［?4］。钱吉等运用

IJGH分子标记技术对该新品种进行分析，结果显
示，经激光处理的无核沙田柚新品种（处理组）与对

照之间存在着 H2J 分子水平上的差异，也就是说，
已经引起了沙田柚后代基因组的显著变异，且这种

诱变所引起的性状改变是可以遗传的［??］。

!& !" 激光技术在园艺植物诱变育种中的应用
由于长期存在的“重引轻育”现象，品种问题已

经成为限制我国园艺花卉业进一步发展的“瓶颈”。

培育具有中国特色和自主知识产权、品质稳定的

“奇、特、优”新品种是园艺花卉业的当务之急。然

而，常规育种方法需创造分离群体，经表型性状筛

选，实现育种目标需要时间周期长，育种成本高，已

无法满足人们对园艺花卉品种的新要求，而物理诱

变育种优势明显。当前，在物理诱变育种中，核辐射

是最常用的育种方法。新的诱变方法如激光辐照在

园艺花卉育种中的应用虽然可见到一些相关报道，

但总体而言，仍十分有限，应用潜力很大。

董丽娟等用低剂量 943 激光辐照茉莉短穗，试

验结果表明，低剂量激光有促进茉莉分枝和开花的

作用效果，有可能被用作茉莉花育种的诱变源。李

红等用 23 分子激光辐照沙打旺驯化种的种子，筛选

出高产、早熟、适应性广的沙打旺新品种“黑辐 <
号”［B］。高智才等用 /0 1 20 激光辐照伊豆锦、先
锋、黑奥林的腋芽，经过五年五代筛选，选育出极早

熟芽变葡萄新品种“激早丰”，后经过氧化氢酶

（9JF）酶谱检测，证明了其变异是稳定可靠的［?3］。
李成佐采用 /0 1 20和 9:3 激光辐照云南元谋本地

葱，从变异后代中选育出高产、优质、多抗及适应性

强的红皮葱新品种“昌激 BB 1 =”，经专家组实地验
收，@@;73 产量达 B?.@& ;KL，为全国最高产量［?=］。

!& #" 激光技术在林木和园艺植物基因工程研究中
的应用

随着激光与生物组织相互作用机理研究的深

入，一种利用激光的力学原理所产生的光的势阱效

应，对微米以下的微小物体，用激光微束的光梯度力

和散射力（即光压）进行操控的激光光镊操纵微粒

技术，已经发展成为植物遗传基因操作和植物外源

基因转化研究十分得力的工具和手段，它为林木和

园艺花卉品种的遗传基因改良和远缘分子杂交开辟

了一条新途径。

激光技术在林木和园艺花卉遗传基因操作中，

主要用来进行微切割和微分离小块组织、单细胞甚

至单个染色体、基因片段，以及用来去除细胞壁诱导

原生质体融合。微束激光经多次折射进入显微镜物

镜，并将之聚焦到染色体标本上，对待研究的染色体

或基因片段进行准确切割和分离。用该项技术可以

获得任意一条染色体或基因片段，进而将 H2J制备

·$#%·
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成探针及分子标记，用于基因定位，或对有用基因进

行克隆，构建基因文库。王兰岚等曾用氩离子激光

器成功地切割了蚕豆、小冰麦等植物的染色体。

42(5675//5(等用紫外激光与激光压力弹射技术结
合，可快速分离单条染色体，并用 89: ; :<= 对染
色体进行扩增，可应用于 >?4@杂交的探针［AB］。C1D
70E.F0等用激光微束切割分离了还阳参染色体的一
个 <区带［AG］。42.))等用激光微束分离了蝇子草性
染色体，并进行了成功的扩增和克隆［A#］。H507I56F
等用紫外激光微束在细胞壁上钻孔，然后利用激光

压力弹射的非接触方法分离单个叶绿体，并进行单

个叶绿体 8JK 分子的聚合酶链式反应（ :<=）扩
增［A&］。由于微束激光的光斑直径很小（最小可达

%- G!7），而且可通过计算机对切割过程进行控制，
所以利用激光微束切割染色体或基因片段不仅精确

细致，而且方便快捷。可见，利用激光光刀及光镊进

行染色体和基因片段的微切割和微分离有极大的优

越性。光刀的使用令染色体和基因片段切割的准确

性大大提高，而利用光镊又使染色体和基因片段的

分离与收集变得十分容易，染色体及基因的微切割、

克隆为遗传基因图谱的构建及新的基因的克隆提供

了新的研究思路。正是激光技术具有捕获组织或细

胞的特异性突出的特点，使微束激光显微操纵技术

在林木和园艺植物功能基因组学的研究中发挥出十

分积极的作用，并可望成为功能基因组学研究的一

项不可或缺的技术。

利用激光微束技术甚至可以在保持细胞活性的

条件下去除细胞壁，获取符合电生理实验要求的材

料，诱导原生质体融合。C.6LM0N013等用激光微束制
备了紫花苜蓿的原生质体［A’］。85 OP56 等用激光微
束去除了百合的花粉管壁获得了原生质体［AQ］。

@1(35利用激光诱导细胞融合技术，在 GR的 :ST
溶液中，将来自朱槿和烟草愈伤组织的原生质体混

和，以使原生质体之间相互靠近，选择两个异源细胞

接触的区域进行单脉冲照射（四倍频 JM：UKT 激
光，波长 $##37），接触部分的细胞便开始融合，一
分钟之内形成一个圆的细胞杂合体，并可观察到细

胞质流动［$%］。激光微束不但可以诱导活体组织内

细胞的融合，也可以诱导细胞内膜系统及细胞器的

融合。随着光镊技术的发展，人们可以更有目的地

选择融合对象及融合位点。用激光微束与光镊系统

可把任意两个细胞融合为一个杂交细胞，即使这两

个细胞之间体积差异极大，膜性质不同，都可诱导其

融合。这是其他传统方法（如 :ST法、电融合法）所

无法比拟的。

微束激光技术还被应用于林木和园艺花卉外源

基因的导入。由于激光微束的直径很小，且能量很

高，可引起细胞壁和细胞膜可自我愈合的可逆性穿

孔。利用激光的这种效应，将聚焦到微米级的激光

微束对组织或细胞进行穿刺，导入外源 8JK。王兰
岚等建立了成熟的激光微束转化植物细胞的程序，

并率先获得了有分子证据的稳定转化植株。王兰岚

等采用波长为 G"%37的二倍频 JM：UKT 激光微束，
将 T.E 基因分别导入兰科（石斛兰）、锦葵科（棉
花）、大戟科（橡胶树）、松科（云杉）等植物，并获得

了瞬时表达［$A］。赵慧等用 JM：UKT 激光微束将菜
豆几丁质酶基因导入苹果砧木。刘桂珍等将 " ; A，
" ;葡聚糖基因和几丁质酶基因双阶植物表达载体
用 JM：UKT激光微束系统导入棉花幼胚，最终得到
了双阶转基因棉花植株，其 !A 代已在病圃中得到抗

枯萎病及抗黄萎病检验，并且选育到第七代已达到

稳定表达的植株，这表明激光微束转化法已进入到

实用阶段［$$］。激光微束还可以穿透花粉粒的管壁

对花粉进行基因转化，再通过花粉培养产生转基因

单倍体及双倍体。U171F.2(0 等用 J$ 分子激光微

束转化了多种观赏植物的花粉，他先用 >SV< 荧光
染料确定渗透值，然后将 :O?A$A 的质粒 8JK（T.E，
J:V#基因）导入凤仙花和沃克凤仙花，花粉用 J$

分子激光微束在 %- "7P/ W X 高渗溶液中进行激光穿
刺，有 A’- GR的 T.E基因获得表达［$"］。
激光微束基因转化法获得成功的关键环节是控

制试验材料的渗透压，即在激光辐照之前，受体细胞

必须进行高渗液处理。一般预处理高渗液多在

%- G—%- A7P/ W X 之间，使细胞内外压差超过%- %G
7P/ W X为宜。激光微束转化法是一种行之有效的转
基因方法，预计今后将会有更多的研究者运用此项

技术培育成人们期望的转基因林木和园艺花卉新品

种。

B! 结束语

激光可被应用于诱变育种。激光辐照育种的生

物学诱变效应是由激光加热作用、光致压力作用、光

化作用和光致电磁场作用等综合作用的结果。从生

物个体、细胞、亚细胞及分子等多个层面的基础研

究，证实了激光辐照能引起生物遗传性变异，可以作

为林木和园艺花卉育种的新诱变源。同时，通过激

光辐照诱变所选育的多个新品种，从实践层面证实
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了激光诱变技术应用于林木和园艺花卉育种的有效

性。激光辐照技术为林木和园艺花卉育种提供了一

种有效的新技术手段。

随着激光技术研究的深入，激光微束被越来越

多地应用于遗传基因操作，用来微切割和微分离染

色体或基因片段，以及用来去除细胞壁诱导原生质

体融合。试验结果表明，微束激光技术应用于林木

和园艺花卉遗传基因操作具有明显的优越性。另一

方面，试验也证实，微束激光技术是介导外源基因转

化的一种操作简便 、转化效率高的技术方法。植物

基因激光微束转化法的最大优点是穿透力强，可以

将外源基因定点导入靶细胞，对细胞的损伤小，单、

双子叶植物均可应用，受体材料可以是花粉、单细

胞，也可以是组织小块、微器官甚至细胞器。微束激

光技术在林木和园艺花卉转基因育种研究中有着广

阔的应用前景。

林木和园艺花卉育种由于其自身的特殊性而存

在育种研究工作的困难。在今后的研究中，我们应

充分利用激光辐照育种技术以及微束激光遗传基因

操作技术，并与其他高新技术，尤其是现代生物技术

（如离体细胞培养、分子标记辅助选择）相结合，组

成复合育种技术，将林木和园艺花卉育种的研究水

平推向崭新高度。
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