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采用玉米 !"#$%启动子获得低拷贝转基因玉米植株

徐子勤" 龚莉桂 黄 萱 张永彦 高丽美
（西北大学生物技术陕西省重点实验室，西安 B#""23）

摘 要 通过基因枪粒子轰击和草丁膦（CC6）选择获得可育的玉米转基因植株，并分析了外源基因在转化体中的
拷贝数与启动子之间的关系。用玉米 DE;1#启动子驱动外源基因，玉米转化体中外源基因的拷贝数较低；可能的原
因为 DE;1#启动子通过与其内部同源序列发生重组而被定点整合进玉米基因组，共转化的两种质粒 F)G在整合至
玉米染色体 F)G之前已重构成为一个整体。结果显示使用某一植物自身基因的启动子可以降低外源基因在该物
种转基因个体中的拷贝数，进而避免基因沉默现象的发生。目前已得到第二代转基因玉米种子。
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F)G直接导入方法（包括基因枪方法）经常导致被转移
基因在转化体中以多个拷贝形式存在，其中一些拷贝会发生

重排。多拷贝的外源基因是产生基因沉默现象（指外源基因

在转基因植株后代中的表达受到抑制或完全失去表达能力）

的主要原因。基因沉默一般由顺式失活（通常由 F)G甲基
化引起）、反式失活和被转移基因的不同拷贝之间或被转移

基因与同源的内源基因之间的相互抑制等引起［# I !］，还可能

与被转移基因在染色体上的插入位点（位置效应）有关［0］。

一些研究报告认为基因沉默的影响可以通过在被转移基因

两侧接上一段核骨架结合序列来减小［$ I 4］。另外去除质粒

F)G的重复序列和使用一个适中强度的启动子可以缓解
F)G甲基化和过量 J)G积累引起的抑制效应［#，2］。由以上
研究推论，如果被转移基因只被整合一个或少数拷贝（低于

0个），基因沉默问题也可以在一定程度上被克服。本工作
比较了玉米 DE;1# 启动子和其它启动子对玉米转基因植株
中外源基因拷贝数的影响，获得了外源基因拷贝数较低的玉

米转化体。

% 材料与方法

%&% 未成熟胚的分离
以 G#88 K L33玉米未成熟胚为起始材料。玉米的温室

生长条件为 #2M光照，白天 !2N，夜间 #$N。授粉后约 #!O
左右摘取玉米穗，剥出幼嫩种子，用 "@!P Q-A+R&’、#P次氯
酸钠水溶液灭菌 !":;,，无菌蒸馏水清洗 0次，在超净台上于
实体显微镜下分离未成熟胚。玉米穗或幼嫩种子也可以在

$N处理过夜，第 !天分离未成熟胚，以促进培养过程中胚性
愈伤组织的形成。将约 "@4 S #::大小的未成熟胚接种至
含 "@8P琼脂糖、!P蔗糖、!:TUV !，$1F和 4"":TUV水解酪蛋
白的 )2培养基［B］上，胚轴向下、盾片组织朝上于 !2N、黑暗
条件预培养 #周。随时去除长大的胚芽鞘等胚轴组织。
%&’ 质粒构建和共转化组合
使用了 4种质粒，由德国汉堡大学普通植物学研究所

L&.RW VX.<教授、J7;,M&’O Y.7WWRAM,7;O7.博士和 F;.Z Y7AZ7. 博
士提供。[DE;：\D]含有由玉米 DE;1#启动子［8］控制的!1葡
糖醛酸糖苷酶基因（ )#34，1)&）；[04]：YGJ含有由 ^+Q% 04]
启动子控制的 5+* 基因，该基因分离自潮湿霉菌，编码草丁
膦乙酰转移酶，使转化组织对除草剂 CC6产生抗性［3］；[GAW：
_,#含有一个由水稻 GAW1#启动子［#"］控制的目的基因（_,#）；
[DE;：_,!含有一个由玉米 DE;1# 启动子控制的目的基因
（_,!）；[FY#含有由水稻 GAW1# 启动子控制的 1)& 基因和由
^+Q% 04]启动子控制的 5+* 基因［##］；共转化组合分别为
（[04]：YGJ）‘（[GAW：_,#）、（[04]：YGJ）‘（[DE;：\D]）或 [FY#
‘（[DE;：_,!）。
%&( 基因枪轰击条件和转基因植株再生
基因枪轰击之前，将未成熟胚预培养形成的"1型胚性

愈伤组织转至含 "@2:&’UV蔗糖的 )2 培养基上处理 0 S 4M。
通过 ^+^’!、亚精胺方法将两种不同质粒 F)G各 !@4#T沉积

在金微粒上，参考 Y.7WWRAM,7;O7.等方法［#!］进行轰击。轰击的
愈伤组织在高渗培养基上继续处理 #2 S !"M后转至正常 )2
培养基于 !2N、黑暗条件培养 !周。接着将愈伤组织转至含



!或 "#$%& ’’(但不含水解酪蛋白的 )* 培养基选择培养 !
周。选择培养后的愈伤组织转至不含激素和水解酪蛋白、但

含 !或 "#$%& ’’(的 +,- 培养基于 !./、每天光照 0*1（2---

345）进行再生。!6#以上再生植株转至 +7$89:7盒培养，培养
基为 0%! +,-。;6#以上再生植株移栽至土壤，温室生长 0周

后用 !"- #$%& ’’(水溶液喷洒。
!"# 外源基因的 $%&’()*+印迹杂交分析
从 ’’(喷洒后存活的假定转基因植株叶片和对照植株

叶片提取总基因组 <)=，!-!$ <)=用相应的限制性内切酶
消化后，经 ->;?琼脂糖凝胶于 0--@电泳 ! A .1进行分离。
转移 <)=至尼龙膜（BCDE:EF83G 617H$8I，JC81HE9$8H +79918E#），
用紫外线进行交联处理。通过非放射性地高辛化学发光方

法检测外源基因，并分析其拷贝数。用地高辛标记的 !"#、
$%&’和相关基因片段为探针进行 ,C4:18H9印迹杂交。KL,
染色参考 J86M8H等方法［00］。

, 结 果

,"! 选择培养和转基因玉米植株再生
;!?以上的 =0;; N OPP玉米未成熟胚盾片组织在离体

培养 0周之后，可以产生质地紧密的"Q型胚性愈伤组织。
对"Q型胚性愈伤组织在轰击前后分别进行 2 A "1和 0* A
!-1的高渗处理，每次轰击的金微粒量为 2-!$。轰击的"Q型
胚性愈伤组织在不含选择剂的 )* 培养基上于 !*/暗中培
养 !周后，表面产生大量明显的体细胞胚结构，但这些胚性
结构与愈伤组织不能分开（图 0Q7）。
将具有体细胞胚结构的"Q型胚性愈伤组织转至选择培

养基培养 !周后，出现很多成熟的体细胞胚。胚性组织转至
再生培养基光照培养 !周后，约一半的体细胞胚在 ’’(存在
下仍然保持白色，不能变绿；只有那些绿色的成熟胚可以在

无激素 +,培养基上发育成完整植株。生根的小植株转至
0%! +,无激素培养基长至 ;6#时，移至土壤，. A *I后揭去
覆盖的塑料盖或玻璃瓶。再生植株在温室中长出 ! A 2片新
生叶时，用 ->!? (R889Q!-、!"-#$%& ’’(水溶液喷洒 ! 次，!
次间隔为 0周。假转化体在 !周后叶片枯黄死去，真正的转
基因植物生长正常，不表现任何伤害症状（图 0QS）。用 B2",：
J=T和 B=6:：U90共转化时，在附加 !#$%& ’’(的 +,培养基
上得到的再生体绝大多数为漏网的非转化体。用 B2",：J=T
和 BLSE：KL,共转化时，+,培养基中的 ’’(浓度增加至 "#$%
&，2*?的再生植株为真正的转基因植物。再生植株茎杆中
花青素的合成可以用来区别和判断转化体。一般而言，转基

因植株在选择培养基上生长正常，茎杆绿色，没有花青素合

成；而非转化再生植株在选择压力下茎杆发红，并逐渐枯黄。

用 B<J0和 BLSE：U9!共转化时，将轰击的"Q型胚性愈伤组织
在未加选择剂的培养基上黑暗培养 !周后，直接转至含选择
剂的 +,- 培养基光照培养，再生频率明显提高，但转化频率

并未上升（表 0）。

,", 转基因玉米植株的 $%&’()*+印迹杂交分析
为了分析启动子对转基因植物中外源基因拷贝数的影

响，本工作采用不同质粒组合对玉米未成熟胚盾片组织来源

的"Q型胚性愈伤组织进行了共转化，质粒组合分别为
（B2",：J=T）V（B=6:：U90）、（B2",：J=T）V（BLSE：KL,）或 B<J0
V（BLSE：U9!）。,C4:18H9印迹杂交分析显示所有 ’’(喷洒后
存活的植株均具有完整拷贝的外源基因。当用 B2",：J=T
与 BLSE：KL,进行共转化时，转基因玉米具有两个拷贝的 ($)
基因，其中一个为完整拷贝，另一个为不完整拷贝（转基因植

株 W!0、W!!、W!2、W!.、W!"），!"# 基因只有 0个拷贝。与此相
反，当 B2",：J=T和 B=6:：U90共转化时，转基因玉米植株在 .
A ;个位点整合有 !"# 基因，并且发生了重排（转基因植株
W00、W0!和 W02）。这一结果反映出某一物种自身基因的启
动子在产生含单拷贝或低拷贝（! A 2）外源基因的该物种转
基因植物方面可能十分有用。

图 !显示从（B2",：J=T）V（BLSE：KL,）组合得到的 "株
KL,反应阳性的玉米植株（图 0Q6，I）的 ,C4:18H9印迹分析结
果。*+,T"在 BLSE：KL,中只有一个酶切位点，且位于 9CD
终止子后，它可以将 BLSE：KL,切割成线性双链 <)=分子。
*+,T"消化基因组 <)=后杂交带的多少代表 ($) 基因在转
基因玉米基因组中的拷贝数或整合位点数。在 "株转基因
植物中，发现 ($) 基因只有一个完整拷贝和另一个不完整拷
贝，并且具有相同的带型，说明外源基因被定点整合进了玉

米基因组。*+,T"和 -%.I #可以切下约 2>"MS的 <)=片
段，该片段包含 LSEQ启动子、($) 编码区和 9CD 终止子序列。
对来自（B2",：J=T）V（BLSE：KL,）组合的 "株 KL,阳性

植株（W!0、W!!、W!2、W!.和 W!"）和来自（B2",：J=T）V（B=6:：
U90）组合的 ’’( 喷洒后存活的三株玉米植株（W00、W0! 和
W02）用 !"# 基因探针进行检测，结果显示 W00、W0!和 W02三
株转基因植物含 .Q;个拷贝的 !"# 基因，并且发生了重排，一
些拷贝的酶切位点已发生改变（图 2）。与此相反，W!0、W!!、
W!2、W!.和 W!" 五株来自（B2",：J=T）V（BLSE：KL,）组合的
转基因植物具一个拷贝的 !"# 基因（图 .）。*+,T"在 B2",：
J=T中只有一个酶切位点，且位于 2",启动子之前，它可以
将 B2",：J=T切成线性 <)=，杂交带的多少反映 !"# 基因在
转基因植物中的拷贝数。*+,T"%-%.I #可以切下一条约
0>2"MS的 <)=片段，其中包含 X7+@ 2",启动子、!"# 基因编
码区和 9CD 终止子序列。对 ’’(喷洒后存活的来自 W!0的
(0代转基因植物进行分析，结果与亲本植株 W!0相同，未发
生改变。第三组合采用 B<J0和 BLSE：U9!共转化，得到的一
株转基因植物 W20 含有一个拷贝的 U9! 基因、两个拷贝的
!"# 基因和三个拷贝的 ($) 基因（图 "）。
以上结果显示使用玉米 LSEQ0启动子时，外源 <)=可能

通过该启动子与其内源 <)=序列发生同源重组而被定点整
合进玉米基因组；同时，共转化的两种质粒 <)=在转化过程
中可能已重构成为一个整体大分子。
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含有 !"# 基因，但对除草剂 !!"表现敏感；这种抗性丢失及
表达不稳定和一个含有几个重复序列的转移基因位点有

关［#］。多拷贝还导致外源基因的非孟德尔分离，使其遗传规

律发生改变。在玉米中也观察到由多拷贝引起的转移基因

分离变异现象［$#］。%&’ () *+,-等发现导入一个完全拷贝的
查尔酮合成酶基因（./0）和二氢黄酮 12还原酶基因（345）可
以专一性抑制内源 ./0和 345基因的活性；同时发现 345

转移基因与内源 345基因之间存在相互抑制现象［$6］。7&8,2
-9等［$:］也观察到嵌合牵牛 ./0基因的导入可以封闭花青素
的生物合成，内源和外源的 ./0基因相互抑制；他们把这一
现象命名为共抑制，并认为与甲基化有关。所有这些结果暗

示外源基因以一个拷贝形式存在对基因工程体系的实用性

非常重要。

图 ; （8<=0：>?5）@（8AB9：CA0）共转化所获转基因玉米

植株中 $%& 基因的 0,DEF)+’印迹分析

49GH; 0,DEF)+’ B-,EE9’G &’&-IJ9J ,K $%& G)’)

9’ E+&’JG)’9L M&9N) 8-&’EJ L&M) K+,M
（8<=0：>?5）@（8AB9：CA0）L,E+&’JK,+M&E9,’

O：EF) 3PC2-&B)--)( O%! M&+Q)+（>,)F+9’G)+

O&’’F)9M，C)+M&’I）；A：D’LDE G)’,M9L 37?；

3：G)’,M9L 37? (9G)JE)( R9EF ’()5" &’( *+,( #；

0：G)’,M9L 37? (9G)JE)( R9EF ’()5"；

7.：’)G&E9S) L,’E+,-；T;$，T;;，T;<，T;1，T;=：

= E+&’JG)’9L M&9N) 8-&’EJ +)G)’)+&E)( K+,M
（8<=0：>?5）@（8AB9：CA0）L,E+&’JK,+M&E9,’

图 1 8<=0：>?5和 8AB9：CA0共转化所获转

基因玉米中 !"# 基因的拷贝数分析

49GH1 .,8I ’DMB)+ &’&-IJ9J ,K !"# G)’) 9’ E+&’JG)’9L

8-&’EJ L&M) K+,M（8<=0：>?5）@（8AB9：CA0）L,E+&’JK,+M&E9,’

7.：’)G&E9S) L,’E+,-；T;$，T;;，T;<，T;1，T;=：= E+&’JG)’9L

M&9N) 8-&’EJ L&M) K+,M（8<=0：>?5）@（8AB9：CA0）L,E+&’JK,+M&E9,’；

";$："$ 8+,G)’I ,K T;$；C)’,M9L 37? R&J (9G)JE)( R9EF ’()5"

图 < 8<=0：>?5和 8?LE：9’$共转化所获转基因玉米

中 !"# 基因的拷贝数分析

49GH< .,8I ’DMB)+ &’&-IJ9J ,K !"# G)’) 9’

E+&’JG)’9L 8-&’EJ L&M) K+,M（8<=0：>?5）@
（8?LE：P’$）L,E+&’JK,+M&E9,’

M：3PC2-&B)--)( O%! M&+Q)+（>,)F+9’G)+ O&’’F)9M，

C)+M&’I）；$：T$$；;：T$;；<：’)G&E9S) L,’E+,-；

1：T$<；C)’,M9L 37? R&J (9G)JE)( R9EF ’()5"

图 = 83>$和 8AB9：P’;共转化所获转基因玉米

T<$中外源基因的拷贝数分析

49GH= .,8I ’DMB)+ &’&-IJ)J ,K E+&’JG)’)J 9’ E+&’JG)’9L 8-&’E

T<$ L&M) K+,M 83>$ @（8AB9：P’;）L,E+&’JK,+M&E9,’

C)’,M9L 37? R&J (9G)JE)( R9EF -"./",+ *+,( #

表 ! 不同质粒组合对转移基因拷贝数的影响
"#$%& ! ’()%*&(+& ,) -.))&/&(0 1%#23.- +,3$.(#0.,( ,( +,14 (*3$&/ ,) 0/#(25&(&2

.,MB9’&E9,’ ,K
L,2E+&’JK,+M)( 8-&JM9(J

7DMB)+ ,K B,MB&+()(
)MB+I,J

!!" L,’L)’E+&E9,’
U（MGUV）

7DMB)+ ,K E+&’J8-&’E)(
8-&’EJ

7DMB)+ ,K E+&’JG)’9L
8-&’EJ

.,8I ’DMB)+ ,K
E+&’JG)’)J

（8<=0：>?5）@（8?LE：P’$）
（8<=0：>?5）@（8AB9：CA0）
83>$ @（8AB9：P’;）

$W6
==
#1

;
=
;

#1
$1
6=

<
=
$

1 X :
$ X ;
$ X <
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虽然根癌农杆菌介导的转化可以产生低拷贝数的转基

因植物，但对玉米迄今为止只有一例证据充足的报道［!"］，所

用材料只有 #!$$一个基因型或该基因型与其它 %个品系的
杂交 &!代未成熟胚。所以，目前急需找到一种产生单拷贝
或低拷贝数转基因植物的方法。本实验结果显示使用玉米

自己的 ’()*!启动子，是产生低拷贝数玉米转基因植物的一
条有效途径。
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招聘启事

招聘博士后和博士生启事

本实验室属中国农业科学院重大创新工程中心，主要开展包括拟南芥、大豆在内的植物信号转导机制

及其功能基因组学研究（)%%+：A###9 8(2!".( 9 1.8& 9 !’1A-.’;(,AM&.18%*AB(7）。实验室位于中国农业科学院新建的

研究大楼内，拥有先进的分子生物学、遗传学和蛋白质组学研究设备。现拟招聘两名博士后，要求具有博士

学位及丰富的植物分子遗传学和生物化学的研究经验，实验室将提供住房、高薪及其他奖励等待遇，表现突

出者将有机会前往美国接受进一步培训。有意者请速将个人简历发给王宗华教授（N,7@)1&#^ *&),,9 .,-）。

本实验室还招收若干名博士研究生，欢迎有志者报考。

中国农业科学院重大创新工程中心
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