
!" 卷 # 期

$%%& 年 !! 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+(,-./-0 $%%&

收稿日期：$%%&1%21%3，修回日期：$%%&1%#1!3。

基金项目：国家“4#&”专项基金（+(*$%%$55$6!%%&）。

"通讯作者。7-)：4#183!14#"3!!&%；9:;：4#183!14#"3!&$&；<1.:=)：>(?@ABC?)D* EFB * ->B* ?G

利用 !" !#$ 转座子系统在水稻中获得无选择标记转基因植株的方法

金维正 段瑞君 张 帆 陈双燕 吴运荣 吴 平"

（浙江大学生命科学学院，植物生理学与生物化学国家重点实验室，杭州 &!%%$"）

摘 要 获得无选择标记转基因植株是进行重复转基因及消除转基因植株中标记基因潜在危害性的关键。实验

采用了 30H4& 转座子系统在水稻（5*26+ &+/#7+ 8 *）中进行无 "9/ 选择标记的转基因。将含有目的基因 :+* 的4& 元件

和 "9/ 标记基因置于同一个 71I+5 中，通过农杆菌（31*(:+0/%*#); /);%-+0#%$&）<J5!%8 介导将 30171I+5 及 4&171I+5
分别转入到不同的水稻植株，再将单拷贝的 30171I+5 植株与单拷贝的 4&171I+5 植株杂交得到同时含有 30 和 4&
元件的 9! 植株，9! 自交产生 9$ 后代，9$ 植株中转座后的 4& 元件与 71I+5 独立分离，在总共 !%% 株 9$ 水稻植株中

筛选得到 $ 株只含有 4& 元件插入而无 "9/ 标记基因的转基因水稻植株。结果表明，利用 30H4& 转座子系统在水稻

中获得无选择标记的转基因植株是可行的。
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转基因技术已经越来越多地被应用到植物育种

之中。通常的转基因方法是将标记基因与目的基因

串联在一起，然后导入到细胞中，通过对标记基因的

选择而获得目的基因。常用的选择标记主要为抗生

素抗性基因或者除草剂抗性基因，由于可以利用的

标记基因非常少，少数几次转基因后就无法再找到

合适的标记基因。其次，带有标记基因的转基因农

作物大面积栽培，有可能使标记基因通过基因漂移

的方式转移到病菌、害虫或杂草的基因组中，使之对

农药、抗生素或除草剂产生抗性，对生态效益和公众

的身体健康产生不良影响。

获得无选择标记基因的转基因植物是消除上述

潜在不利因素的关键。通过以下方法可以获得无选

择标记的转基因植物：!）共转化法［!］，将标记基因与

目的基因分别构建到独立的双元载体中或者同一载

体两个独立的 71I+5 元件，因为 71I+5 在导入细胞

的过程中会以多个拷贝的方式导入，通过对标记基

因的选择可能同时获得含有目的基因的转基因植

物，通过后代的分离而获得只含有目的基因的转基

因植物。$）位点特异重组系统［$］，细菌噬菌体 L! 重

组系统 M0-H ,(< 包含重组酶 M0- 和重组酶识别位点

,(<L 两个元件，将选择标记构建到两个 ,(<L 位点之

间，目的基因置于 ,(<L 位点之外，然后分别将 M0-
元件和 ,(<L 元件导入到同一植物之中，通过 M0- 重

组酶将选择标记基因从目的基因边上割离，在后代

中筛选只含有目的基因而不含 M0- 元件及标记基因

的转基因植株。&）N57 载体系统［&，2］，利用异戊烯

基转移酶基因 #9/（OD(@-GP-GQ) P0:GDR-0:D-）或者发根

农杆菌中的 *(, 基因作为正向选择标记，结合位点

特异重组系统，在不加细胞分裂素的分化培养基中

获得正常形态的不定芽，再鉴定获得无标记转基因

植株。2）玉米 30 H4& 转座子系统，它是利用 4& 元

件能从染色体的一个位点转移到另一个位点，然后

在后代中通过自交分离获得不含有标记基因的转基

因植株。

30 H4& 转座子系统已经在转基因番茄研究［8］中

取得成功，但在其它农作物中鲜有报道。我们在利

用 30 H4& 系统构建水稻 4& 插入突变体库的时候发

现这一系统在水稻中进行无选择标记转基因同样有

效。

" 材料与方法

"#" 材料

水稻（5*26+ &+/#7+ S*）中花 !! 号，灌浆期种子的



幼胚用作诱导愈伤组织并进行转基因的材料。

双元载体 !"#$ 和 !%& 线性示意图如图 ’ 所示，

载体的骨架来自于 !(%)*+%’,--（./0*102 登录号

%34,5467 ）。 农 杆 菌 菌 株 用 !"#$%&’()#*+,
$8%’-9［7］。

!"# 方法

!"#"! 水稻转基因：水稻转基因采用 8:/: 报道的方

法［;］。用 潮 霉 素 磷 酸 转 移 酶（8<=>?@<&:0 !A?#!A?B

C>10#D/>1#/，8EF）基因 -.( 作为选择标记基因，选择

与分化培养基中加入 9-@=GH 潮霉素，再生植株在长

到高约 4-&@ 时转移到溶液培养，’- 天后转移到土

壤中自然生长。

!"#"# 34 群体的发展：含有单拷贝 !’ 的转基因水

稻作父本，与单拷贝 /0 作母本的转基因水稻杂交

得 3’，3’ 自交得 34。

图 ’ /0BFB"I%（1）和 !’BFB"I%（J）及其组件示意图

3:=K ’ L&A/@1C:& >/!>/#/0C1C:?0 ?D CA/ /0BFB"I%（1）10M !’BFB"I%（J）1# N/OO 1# #/O/&C1JO/ @1>2/># 1##?&:1C/M N:CA /1&AK
FA/#/ CN? P/&C?># 1>/ J1#/M ?0 !(%)*+%’,--Q %JJ>/P:1C:?0#：H*，FB"I% O/DC J?>M/>；R*，FB"I% >:=AC J?>M/>；8EF，A<=>?@<&:0 !A?#!A?>C>10#D/>1#/；

*%R，!A?#!A:0?CA>:&:0 1&/C<OC>10#D/>1#/ =/0/；,9L，(1)S,9L !>?@?C/>；ITL,U，,UB/0M #:=01O ?D 0?!1O:0/ #<0CA1#/；.VL，!B=OW&W>?0:M1#/；,9L !?O<%，

(1)S,9L !?O<% #:=01O；/09U，9U C/>@:0: ?D M:##?&:1C:?0 D>?@ @1:X/，/0,U，,U C/>@:0: ?D M:##?&:1C:?0 D>?@ @1:X/，",9L，(1)S ,9L @:0: !>?@?C/>；V*:G$G

+，@1:X/ WJ:B’ !>?@?C/>G$Y?0G+0C>?0；!’ C>10#!?#1#/，C>10#!?#1#/ ?D 1&C:P1C?> D>?@ @1:X/K J1>’，J1>4，-.( O，-.(W，$"L’，$"L4 10M /0,B’，4，, 10M /09B

’，4，, 1>/ !>:@/># W#/M D?> E(R 101O<#:# 10M F%+HBE(RK

!"#"$ 小量 "I% 的提取：取 4- M 苗龄的水稻叶片 ,
Z 5 &@，剪成小片段，放入 ’Q9 @H 离心管中，加液氮

磨碎，加入 9--#H "I% 提取液（’-- @@?OGH F>:#B8(O
!8[Q-，4- @@?OGH $"F%，9-- @@?OGH I1(O，’Q9\
L"L），短暂振荡使提取液与粉末混匀，79]水浴放置

4-@:0，加等体积的氯仿G乙醇G戊醇（4- ^ 5 ^ ’）振荡混

匀 ’- #，’4 --- >G@:0 离心 9 @:0，取 9--#H 上清液转

移到新的 ’Q9 @H 离心管中，加 ’ @H _ 4-]的无水

乙醇，混匀，室温下置 9 @:0，’4 --- >G@:0 离心 9 @:0，

去上清，加 ’ @H ;-\乙醇洗涤，倒扣置于吸水纸上

自然晾干，加入 ’--#H 含有 -Q’ @=G@H RI1#/% 的 F$
（!8[Q-）溶解，作为 E(R 反应的模板。

!"#"% E(R 检测：检测 /0 在 34 代中的跳跃。根据

载 体 的 构 建，设 计 引 物 $"L’（ 9UB1C=&CC&&==&C&=B
C1C=CC=C=CB,U）和 $"L4（9UB11=&=C11==C1C1CCC==11=C1B,U）扩

增 /0 跳跃后的空供体位点 $"L（$@!C< M?0?> #:C/），

引物 $"L’ 和 /0,B’（9UB==CC&&&=C&&=1CCC=1&CB,U）扩增完

整供体位点 3"L（3WOO M?0?> #:C/）。为减少 E(R 反应

数量，将三条引物（$"L’，$"L4，/0,B’）同时置于一

个反应管，根据设计，$"L 的扩增片段大小为 9’7J!，

3"L 为 4[;J!。

检测 -.( 基因的引物为 -.(W（9UB&==C&=&==1==&B
C1C==1C=B,U）和 -.( O（9UB=&CC&C=&===&=1CCC=C=C1B,U），扩 增

产物大小为 966J!。检测 %&# 基因（!A?#!A:0?CA>:&:0
1&/C<OC>10#D/>1#/ ） 的 引 物 为 J1>’ （ 9UB1C=1=&B
&&1=11&=1&=&&&B,U）和 J1>4（9UBC&1=1C&C&==C=1&===&1B,U），

扩增片段大小为 ,95J!。

!"#"& L?WCA/>0 杂交分析：水稻总 "I% 的大量提取

按本实验室的方法，9#= 总 "I% 用 1*2M$酶切完

全，在 -Q;\的琼脂糖凝胶中电泳分离，转移到带正

电的尼龙膜（8<J?0MBI ‘ ，%@/>#A1@）上，用,4 E 放射

性同位素标记的 -.( 基因或 %&# 基因片段作探针。

1*2M$在载体上的分布如图 ’ 所示，在 -.( 基因和

/0 元件上没有 1*2M$的酶切位点，杂交的条带数反

映 FB"I% 或 /0 的拷贝数。

!"#"’ %&# 基因的功能验证：采用 ,@=GH 的瞵丝菌

素（EA?#!A:0?CA>:&:0）EEF 水溶液喷洒到 34 水稻植株

上来检测 %&# 基因，一个星期后观察拍照。

!"#"( /0 旁邻序列的扩增、克隆、测序与分析：用

F%+HBE(R 的方法［[］扩增 /0 插入位点两侧的水稻基

因 "I%。 /0,U端 的 特 异 引 物 采 用 /0,B’：9UB==CC&B
&&=C&&=1CCC&=1&CB,U，/0,B4：9UB&=1CC1&&=C1CCC1C&&&=CC&B,U，
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!"!"!：#$"%&’%%%&&’%&&&’&((’%"!$。!"#$端的特异引物采

用 !"#")：#$"(&’’%&’’’(((&%(’&%&%(&"!$，!"#"*：#$"%&&’%"
%&&’%%%%&’%%%%%%(&"!$，!"#"!：#$"&’’%&’’%(&’’’(%%%%&&"!$。采

用的随机引物及反应条件参照 +,- 等［.］的方法进

行。特异扩增得到的第三轮 /01 产物经凝胶电泳

回收后克隆到 230"4 载体中，用 5)! 测序引物及发

玛西亚测序试剂盒（6789(:,& 84 ;<= %=>:,9(%?> @,%）
作反应，在 58ABCBD8)EEE 测序仪上测序。序列在

A=9C(9@ 中作 C+BD4F 搜索以确定 !" 在水稻基因组

中的插入位置，序列分析在软件 6FBD4B1（G=>H,?9
#IE）中进行。

! 结果

!"# $! 群体的发展

通过农杆菌介导的 4"6FB 转基因分别获得含

#$"4"6FB 和 !""4"6FB 的转基因植株。在杂交之

前，先对 #$ 和 !" 亲本植株进行 D?-%J=>9 杂交确定

拷贝数。根据我们已经得到的结果，在本研究中，采

用了一株单拷贝的 !" 植株 08KL 作母本与一株单

拷贝的 #$ 植株 0B&MK（图 *）作父本杂交得 N)，N) 自

交得 N*。

图 * #$"4"6FB和 !""4"6FB亲本植株的 D?-%J=>9 杂交分析

N,’O * D?-%J=>9 PQ?% (9(Q<H,H ?R #$"4"6FB (9;
!""4"6FB 2(>=9% 2Q(9%H

!"! !" 元件在 $! 中的跳跃

要在 N* 代植株中获得无 %&’ 标记基因的 !" 插

入植株，首先要确定 !" 在 N* 代中的跳跃。对 )EE

株 08KL S 0B&MK N* 植株进行三引物（86D)，86D* 和

!"!")）的 /01 检测，结果出现与预期一致的 M 种条

带模 式（图 !），分 别 为 86DT N6DT（F?O M）、86DT

N6DU（F?O)*）、86DU N6DT（F?O )、!、K、V、L、.、)E、))、

)!、)M、)#）、86DU N6DU（F?O *、#）。扩增到 #)KP2 的

空供体位点（=:2%< ;?9?> H,%=）86D 片段说明这些植

株 !" 发生了跳跃，扩增到 *LVP2 的完整供体位点

（R-QQ ;?9?> H,%=）N6D 片段说明这些植株的 !" 不发生

跳跃，总共有 *# 株 N* 植株（86DT N6DT 植株和 86DT

N6DU 植株之和）中检测到有 86D 片段，!" 在 N* 代

中的跳跃频率为 *#W)EE（*#X）。

图 ! N* 植株 !" 跳跃的 /01 分析

N,’O! /01 (9(Q<H,H ?R =Y&,H,?9 =G=9%H ?R
!" =Q=:=9%H ,9 N* 2>?’=9<

!：C(9;H ?R =:2%< ;?9?> H,%=（86D），

"：C(9;H ?R R-QQ ;?9?> H,%=（N6D）

!"% &’() *+,- 植株的筛选

无 %&’ 基因的 !" 插入植株一定出现在 86DU

N6DU 转植株中，因为只含有 !" 插入的植株用三引

物是扩增不到任何产物的（参 考 图 )）。对 *V 株

86DU N6DU 植株进行 %&’ 基因的 /01 扩增检测，结

果在 )V 株中扩增到 %&’ 片段（图 M），扩增得到的 %&’
片段来自 #$"4"6FB，剩下 )E 株植株没有扩增得到

%&’ 基因片段。对 )E 株 Z/4U 植株进行 ()* 基因片

段的扩增，其中有 * 株扩增得到 ()* 基因片段（图

#），这两株 N* 植株就是无 %&’ 标记基因的!" 插入植

株。

!" 跳跃的三引物扩增、%&’ 基因检测、()* 基因

检测的 /01 结果统计于表 )。

表 # $! 植株 ’., 分析

(/012 # ’., /3/14565 78 $! 91/3:5

N*

2Q(9%H
86DT N6DT 86DT N6DU 86DU N6DT

86DU N6DU

Z/4U CB1T Z/4U CB1U Z/4T

)EE K ). ML * L )V

86D：=:2%< ;?9?> H,%=；N6D：R-QQ ;?9?> H,%=O

!"; &’() *+,- 植株的 <7=:>2?3 杂交验证

为确 证 用 /01 方 法 筛 选 得 到 的 两 株 Z/4U

CB1T N* 植株含有 !" 转座子插入，用 ()* 基因片段

作探针与+,-;!酶切的 F?O* 和 F?O# 植株的基因组

6FB 杂交，得到与亲本 08KL（图 *）不同位置的单一

条带（图 K(），说明筛选得到的两个植株确实是 !"
插入植株，杂交条带在不同的位置表明 !" 插入发
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生在水稻基因组 !"# 的不同部位。用 !"# 基因片

段作探针杂交则得不到任何信号（图 $%），说明在这

两株水稻植株中已经不存在 !"# 基因了。

图 & ’!() *!() 植株 !"# 基因的 +,- 分析

*./0 & +,- 121345.5 67 !"# /828 67 ’!() *!() 9312:5

图 ; <+=) 植株 $%& 基因的 +,- 分析

*./0 ; +,- 121345.5 67 $%& /828 67 <+=) 9312:5
,>：?@62/@A1BCC 15 28/1:.D8 E62:F63；GBHI 0

<+=) *G 9312:5；+0 9315J.K 9!5’ 15 965.:.D8 E62:F63 0

图 $ <+=) L#-M（只含有 ’(）*G植株的 (6A:@8F2 杂交分析

*./0 $ (6A:@8F2 %36: 121345.5 67 <+=) L#-M（’( 6234）
*G 9312:5

1 N15 9F6%8K %4 $%& /828 7F1/J82:；

% N15 9F6%8K %4 !"# /828 7F1/J82: 0

!"# $%&’ ()*+ 植株的 !"# 基因功能验证

将筛选得到的 <+=) L#-M 及 <+=) L#-) 植株

喷洒 ++= 对 $%& 基因进行功能验证，喷洒后一个星

期 <+=) L#-M 及 <+=) L#-) 植株症状如图 O 所示，

<+=) L#-M 植 株 的 叶 片 保 持 绿 色，生 长 正 常；而

<+=) L#-) 植株的叶片变黄、枯萎以至死亡。这说

明用 +,- 方法筛选得到的无 !"# 转基因水稻是可信

的。

!", $% 元件在水稻基因组中插入位置的分析

采用 =#PQB+,- 的方法，对 G 株 <+=) L#-M 植株

’( 元件插入处的水稻 !"# 进行扩展。序列分析表

图 O <+=) L#-M 和 <+=) L#-) 植株 ++= 抗性分析

*./0O ++= F85.5:12E8 121345.5 67 <+=) L#-M

12K <+=) L#-) 9312:5

明 "60 G 植株的 ’( 元件插入在水稻第 O 条染色体

RSCTTH *I; 克隆（U82L12V 登录号为 #+II&IIH）的

第 GTTH&%9 这一位置；"60 ; 植株的 ’( 元件插入在

水稻第 O 条染色体 RSCCT$ !CC 克隆（U82L12V 登录

号为 #+IITO&H）的第 CIOOH&%9 这一位置（图 W）。’(
元件在水稻基因组中的插入位置引起典型的 W 个碱

基的正向重复，这一结果与 PX1N1 等［H］报道的一致。

"60 C U,#=,=U##UU#,=U##U［ ’) ］ U#,=U##U,#,=B
=,U=== #+I&IIH

RSCTTH *I;，GTTH&%9
"60 G #,##==UU=,=U#U,#U=［ ’)］=U#U,#U==UUUU=B
=,,, #+IITO&H

RSCCT$ !CC，CIOOHW%9

图 W <+=) L#-M *G 植株 ’( 元件在水稻基因组中

的插入位置

*./0 W ’( .258F:.62 965.:.62 67 <+=) L#-M *G 9312:5

.2 F.E8 /826J8
’( .258F:.62 965.:.62 N15 1: GTTH&%9 67 L#, E3628 RSCTTH *I;
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! 讨 论

!" !#$ 系统作为无标记转基因的载体是利用 #$
元件能从染色体的原初位点跳跃整合到另一个位点

的特性，再通过后代重组自交与原初位点上的标记

基因及 !" 元件分离而得到只含有 #$ 元件的转基因

植株。在不同的 !" !#$ 系统中，#$ 发生跳跃的频率

是不一样的，只有跳跃频率达到一定的数值时，才有

可能筛选到只含有 #$ 的转基因植株。在本研究

中，在 "## 株 $% 植株中检测到有 %& 株 #$ 是发生跳

跃的（表 "，’()* $()* 与 ’()* $()+ 植株之和），跳

跃频率为 %&,。如果考虑到在 $% 植株中有 "!-（按

孟德尔定律）是不带有 #$ 元件的，则实际发生 #$
的跳跃频率为 %&!.&（//,））。标记基因 %&’ 分别来

源于 !"010(23 与 #$010(23 元件，在 $% 代中，理论

上只有 "!"4 的植株是不带有 %&’ 基因的。如果跳跃

发生在不同的染色体之间，那么在我们的系统中

"!"4的 $% 植株之中有 %&,的植株可能含有 #$ 插入

子，理论上筛选 4- 株 $% 植株就能筛选得到 " 株无

%&’ 标记基因的 #$ 插入植株。在我们的研究中，在

"## 株 $% 植株中筛选到 % 株，这一结果与理论值非

常接近。

如果 #$ 插入在供体位点的附近或同一染色体

上，则筛选得到无 %&’ 基因的 #$ 插入植株几率将大

大下降，在不同的 !" !#$ 系统中，#$ 插入的位置变

化很大，#$ 插入发生在供体位点的不同染色体上对

于选择到无 %&’ 基因的 #$ 插入植株非常有利。通

过对 256% 和 256& 两植株 #$ 元件两侧的水稻 (23
序列分析，发现 #$ 插入位点在水稻第 . 条染色体

上，而 #$010(23 的供体位点在第 "% 条染色体（未

发表结果）上，#$ 插入发生在不同染色体上也正是

我们能在 "## 株 $% 水稻植株中能筛选到 % 株只含

有 #$ 植株的原因。

!" 元件与 #$ 元件构建在同一个 10(23 中能增

加筛选的效率，并且能够缩短筛选的时间。75890
:;5<=> 等［&］将 !" 与 #$ 构建在同一个 10(23 中对番

茄进行转基因，在 % 个 1" 群体中，分别得到 %?/,
（%!@.）和 4?4,（.!"#4）只含有 #$ 而无新霉素磷酸

转移酶（2A5BCDEF G>5HG>5I;JFHKA;JHA LL）(&’!标记基

因的植株。但是这种将 !" 与 #$ 置于同一载体中进

行转基因，无法控制 10(23 的拷贝数，如果要获得

较多的无标记转基因植株则要做很多的原始转基因

材料，并且由于转基因材料之间的差异，获得无标记

转基因植株的频率可能不稳定。而将 !" 与 #$ 分别

导入不同的植株，然后通过杂交的方式则可以由研

究者任意控制 !" 与 #$ 的拷贝数及相互的配对，同

时也容易获得大量的 $" 以备稳定地筛选大量只含

#$ 插入子的植株。

在实验中，我们采用 MNO 的方法筛选到 % 株只

含有 #$ 元件插入子的转基因水稻。通过 )5<I>A;F
和 )*+ 基因的功能分析表明 MNO 筛选方法是可靠

的。如果在 #$ 元件中加入其它目的基因而不是 )*+
基因一类的抗除草剂基因，同样也可以按照我们设

计的 MNO 筛选方法来获得无标记基因的转基因植

株。
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