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转基因植物高效删除标记基因的实用型双元转化载体

! "#$%& ’()*+, -%./#+ /# 0%/ 1*+2%+34+%% 5+*)67%)(.
8&*)/

李 霞E，!，翁海波!，"，韩绍印!，席 宇!，雍克兰E

LM N14E，!，OF*P Q41CR’!，"，Q8* S@4’CT15!，NM T,! 453 TU*P V/CL45E

E 上海大学生命科学学院，上海 !##"D$
! 郑州大学生物工程系，郑州 "7###E
E !(,,%1% (- 3#-% 40#%$0%& (- 4"+$1"+# 5$#6%*&#/2，4"+$1"+# !##"D$，!"#$+

! .#(%$1#$%%*#$1 7%8+*/9%$/ (- :"%$1;"() 5$#6%*&#/2，:"%$1;"() "7###E，!"#$+

摘 要 利用雌激素诱导的 =6/W(’XY Z*8 重组系统，构建用于转基因植物删除标记基因的实用新型载体，将所有非目的基因

放于两同向 (’XY 位点间，多克隆位点位于两 (’XY 位点外，可插入目的基因，载体设计非常实用。在插入目的基因 <54 后转化

烟草，雌激素诱导，分析诱导前后 Z*8 的重组情况、不同时间基因转录水平，以及目的基因在诱导前后的表达。结果显示，诱

导后染色体 Z*8 实现了高效重组，非目的基因片段消失，目的基因 <54 在诱导后表达正常。

关键词 =6/W(’XY，雌激素诱导，N&F，无标记转基因植物
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随着植物生物技术的发展，转基因技术以其巨

大的应用价值，正逐步成为一种常规育种手段。但

同时，转基因植物的安全性问题，也越来越多的受到

人们的关注［E］。

在获得转基因植物后，一般随同目的基因转入

植物的还有非目的基因或 Z*8 片段。它们包括标

记基因（包括抗性选择基因与报告基因），启动子序

列（如 =4;&D7>）等。利用标记基因等可以从大量非

转化细胞中将转化细胞筛选出来，但随着转化植物

的继代，抗性选择基因变得不再有用，却仍在植物体

内表达。这些基因也可能会进入环境中，带来安全

性问题［! _ "］。强启动子同样存在安全隐患［7 _ B］。因

此，如果在获得转基因植物后，能除去这些非目的基

因片段，可大大提高转基因植物的安全性，这样的一

些植物也称为无标记转基因植物。

实现转基因植物无标记的传统方法为共转化方

法［< _ E!］，技术上相对比较简单。但是，它要通多次过

继代杂交筛选，费时较长。而对于一些树木、蔬菜等



由于本身采用无性繁殖，使这种方法的使用受到很

大的局限［!"，!#，］。

$%& 定点重组系统，如 ’! 噬菌体的 ()*+,-.’
等 $%& 重组系统，被广泛的用于动、植物基因敲

除［!/ 0 !1］。因此，也可将转基因植物非目的基因从基

因组上敲除掉。有些研究利用此系统成功的实现了

转基因植物的无标记，相对于传统方法，它更快捷、

方便［!2 0 33］。

我们构建一种实用新型植物无标记双元转化载

体 4%(5。参照 67- 等人［3"，3#］报道，采用了相似的

589 诱导系统和 ()*+,-.’ 重组系统。()* 重组酶为

雌激素诱导表达型，其启动子采用 :*.& ; "/<（=#>
区）启动区，:*.& 调控区受 589 蛋白的调控，在无雌

激素的情况高效阻遏基因的表达，但有雌激素存在

时，它与雌激素结合又可高效启动基因表达［3"］。为

了彻底实现无标记，在 ?=$%& 区内，将所有非目的

基因或 $%& 片段（包括 ()* 重组酶基因）放在两同

向 ,-.’ 位点间；而在两 ,-.’ 位点外，设有一个多克

隆位点，可插入目的基因表达框。当 ?=$%& 区插入

植物基因组 $%& 后，施加诱导，()* 重组酶表达，两

同向 ,-.’ 位点间所有非目的基因和 $%& 片段将被

剔除，只保留插入多克隆位点的目的基因序列。

为了验证系统的有效性，在 4%(5 多克隆位点

插入了目的基因—@AB 表达框，以检测目的基因在

诱导重组前后能否正常表达。转化烟草后，对 ?C 代

单拷贝转基因植株持续诱导。诱导后检测发现，大

部分植株成功实现了基因重组，非目的基因消失，目

的基因的表达没有受到影响。利用此雌激素诱导的

重组系统非常高效的实现了转基因植物的无标记。

! 材料和方法

!"! 材料

烟草：革新一号（ !"#$%"&’& %&(&#)* +&, D -./"’
%-D!），郑州大学分子生物实验室保存；大肠杆菌菌

株 $E/!和 EF!C!、农杆菌菌株 :F&##C#、植物表达

载体 4(&GFH& !"CC、4FH !3!、49I 1、4GG3" 均为郑

州大学分子生物实验室保存。载体构建过程中，

’(I 扩增所用的酶均为高保真的 ’J7 $%& 聚合酶

（购于上海生工），连接反应均采用 ?# $%& 连接酶

（购于 ?KLKIK 生物工程有限公司），基因克隆引物为

上海生工合成，引物名称和序列见表 !。

!"# 实验方法

!"#"! 4%(5 载体构建：以 4(&GFH&!"CC 为骨架，

01% "（ 023,$*2#"’ 10$410$%,&’45.,&4.）抗性基因改变

为 ’1%"（ ’.$*2#"’ %,&’45.,&4. "）抗性基因后，先后

装入了 6,. 基因和 789 基因表达框，如图 ! 所示。

在 ? 区 :F 内侧端加 ,-.’ 位点，同时 01%"抗性

基因置换为 ’1%"抗性基因。以质粒 4FH!3! 为模版

扩增 ’1%"基因，引物 (M4N=O+(M4N=I，引物带有 ,-.’
位点。70$#和 :&;#酶切 ’(I 产物，装入 70$#单

酶切的 4(&GFH&!"CC 质粒，构建成载体 4%。

()* 表达框的装入。启动子区，选用载体 49I1
上已有的 :*.& ; "/<（=#> 区）转录调控区［3"］，以其为

模版，’(I 扩增，引物为 (,*.=O+(,*.=I。(,*.=O 上带

有 ,-.’ 位点，并且也带上了 <4##、#=6.)#和 =&##等酶

切位点组成的多克隆位点（G(BP），如图 !。’(I 产

物用 >"’Q$和 7(&#酶切，装入同酶切的 4% 载体

上。然后，以质粒 4GG3" 为模版，’(I 扩增 6,. 基

因，引物为 (()*=O+(()*=I，用 :1.#和 ?1’#酶切

’(I 产物，装入 7(&#和 ?1’#酶切的 4% 构载体

上，构建成载体 4%(。终止序列在下面步骤中加入。

图 ! 载体 4%(5 的构建

ORSD ! (-M<N)7TNR-M -J NU* V*TN-) 4%(5
G(B：G7,NR4,* (,-MRMS BRN* -J 4A(!1；G(BP：G7,NR4,* (,-MRMS BRN*

（IR<N)RTNR-M <RN*<：=&##，#=6.)# KMQ <- -M）D

589 表达框的装入。以质粒 49I1 为模板，’(I
扩增 789 基因，引物为 (.V*=O+(.V*=I。 :1.#酶切

’(I 产物一端，另一端保持平头末端。装入 7(&#
和 9#$I#酶切后的 4FH!3! 载体上。用 <1&#和

9#$I#切下 589 表达框（(KG8"/< 启动子 ; 589 编

!//李 霞等：转基因植物高效删除标记基因的实用型双元转化载体



码区 ! "#$ 终止子），这段序列前面额外带有 "#$ 终

止子（"#%&’()* $+),-&$* ,*./()&,#.）片段，作为 !"# 基

因表达框的终止序列。将其装入同酶切的 %"0 载

体上，载体 %"01 构建完成。构建流程图见图 2。

为了验证目的基因在诱导前后的表达情况，在多

克隆位点（3045）插入 674 表达框。以 %892:2 载体为

模板，;0< 扩增上的 674 表达框（0&3=>?$ 启动子 !
674 编 码 区 ! "#$ 终 止 子）。引 物 为 6@$ABC6@$A<。

;0< 扩增产物经 $%&!、’(&!双酶切后，装入同酶切的

%"01，最终构建了含有目的基因的载体。

表 ! "#$ 引物（下划线：酶切位点；边框：%&’" 位点）

()*%+ ! ",-.+,/ 0/+1 2&, "#$（341+,%-4+：,+/5,-65-&4 /-5+；7,).+：%&’" /-5+）
;.(/*.$ 4*D@*)E*

0)%,AB ?5AFF6G06F0600F00FG6FGG6FF0FF6FG66FGG60F06A>5

0)%,A< ?5AFF0G06F60GG6G06FG06F0 FGFF0GG06GFGFFG6GFG60GFGF06FF6GGFG GGFG0F6FF6FF0G06G0FF6FF6606A>5

0’*HAB
?5AFFFF60GG66060600GG060GF00GGF66F006GGFGF6GGF06GGFGGFF FGFF0GG06GFGF60FGF0FGGFGF06FF6GGFG

F60GG6660G60F66G06A >5
0’*HA< ?5AFFG0GF6F6F0GF60GG0F606G6G00G0G00A>5

00.*AB ?5AF0GF6GFG6G00FFGGGF0G6F006GF0F00A>5

00.*A< ?5A66GF006660000GFFG0600FG0GG00F60F66A>5

0HI*AB ?5AFFFF0GF6GFG6FFF606GGFF06600F66A>5

0HI*A< ?5AG0F6F0G6G660F666FFF00A>5

6@$AB ?5AFFFF660606000F60GFG6F00FG6FGGF0600FF6A>5

6@$A< ?5AFFFFGGFFGGFFF666GGGG000F6G0F06F06GG6GA>5

!8989 烟 草 转 化：三 亲 杂 交 法 转 化 根 癌 农 杆 菌

J8FKKLK［:?］，然后以叶盘法转化烟草［:M］。取幼嫩的

无菌烟叶，农杆菌感染 ? N 2L/()，放置在 348（含

2/OCJ MA8F 的 3@.&$-(O*A4P##O 培养基）上。:QR :S
后，转至含有 ?LL"OC/J 0*T（头孢霉素），:?L"OC/J 0U

（羧苄青霉素）和 2?L"OC/J V&)（卡那霉素）的 348
培养基上，每 : 周继代一次。芽长到 : N >E/ 时，转

至在 34 中加入 0*T 2LL"OC/J，V&) 2?L"OC/J 的生根

培养基上培养备用。

!898: 筛选转基因烟草：;0< 扩增 !"# 基因初步检

测筛选转基因植株。提取转基因植物 W"F，用限制

酶 )&*<!完全酶切后，4#@,-*.) U’#, 杂交分析。#A
;>: AS0G; 标记 !"# 基因为探针，标记用随机引物法。

采用了 4&/U.##P 等分子克隆实验指南（第二版）［:X］

的杂交方法。

!898; 转基因烟草的诱导：对 K 株 GL 单拷贝插入

的转基因植株 4:、42>、42X 和 4>2，分别施加诱导。

诱导剂 2XA$A雌二醇溶于二甲基亚砜（W34Y）中，以

2L//#’CJ 的储存液浓度冻存于 Z :LR环境中。取转

基因单拷贝插入的植株，生根培养约 : 周后，移入

34 无抗液体培养基上。培养基中加入终浓度为

?"/#’CJ 的 2XA$A雌二醇，然后每隔 :S 喷诱导剂 2 次，

共持续诱导了 2[S。

!898< 诱导后分析：提取植株 4:、42>、42X 和 4>2 诱

导前与诱导 2[S 后的基因组 W"F，;0< 扩增 !"# 基

因。同时，提取诱导前后的基因组 W"F，+,-S%完

全酶切后，#A;>: AS0G; 标记 !"# 基因为探针，4#@,-*.)
U’#, 杂交分析［:X］。提取诱导植株不同诱导时期叶片

的总 <"F，<GA;0< 扩增 ./)、!"# 和 012 基因。诱

导前和诱导后，采集植株 4:、42>、42X 和 4>2 的叶

子，674 染色［:Q］。

9 结果与讨论

98! =>#? 载体构建

我们参照 \@# 等人［:>，:K］报道，也采用了相似的

1=] 诱导系统和 0.*C’#H; 重组系统，如图 2。1=] 诱

导系统为高效的雌激素诱导表达系统，可用于植物

基因的诱导表达［:>］。获得转基因植物后，施加诱

导，将位于 ’#H; 位点间所有非目的基因或 W"F 片段

从染色体基因组上切下，只留下 ’#H; 位点外装入多

克隆位点（3045）的目的基因，实现无标记。

多克隆位点由 $%&!、’(&!和 3A!#4!等 Q 或

2: 切点的酶切位点构成，尽量避免在插入目的基因

表达框时会有酶切位点的冲突，使载体更为实用。

在 GAW"F 区靠近 J8 端加上 ’#H; 位点的同时，将567&
基因置换为相对更经济且同样高效的 -67&基因，

如图 2。

%"01 的多克隆位点（3045）装入目的基因—

:?? !5,-#%# 8*4"-(9 *: ;,*7#&5-*9*<= 生物工程学报 :LLM，=#’^::，"#^K



!"# 表达框的载体构建成功，转化烟草，验证此载

体系统的有效性。

!"! 转基因烟草获得

!"#鉴定初步鉴定 $% 代转基因烟草后，进行

&’()*+,- ./’) 检测，00 株检测阳性。其中，单拷贝转

基因植株为 1 株，分别是 &0、&23、&24、&32（结果未显

示）。

!"# 诱导分析

我们选择了单拷贝转基因植株进行诱导分析。

由于多拷贝插入的转基因植株，染色体上存在多个

/’5! 位点（大于 0 个），重组酶作用下 /’5! 位点间可

能会发生重组，导致染色体重排或大片段缺失。并

且，一般获得转基因植株后，$% 代也要进行单拷贝

筛选，然后继代，筛选可稳定遗传的转基因植株。因

此，对 $% 代单拷贝插入的转基因植株进行诱导分析

也具有重要意义。

选择了 1 株单拷贝插入转基因烟草，采集诱导

前与诱导 267 后的叶片，提取基因组 89:，!"# 扩增

$%& 基因，结果如图 0。

提取的 89: 用 ’()7!进行完全酶切，以 $%& 基

因为探针，&’()*+,- ./’) 杂交分析。由于插入植物染

色体的 $;89: 区内 $%& 基因两端分别有一个 ’()7!
酶切位点，所以杂交后会有相同大小的条带，结果如

图 3。

图 0 诱导 267 后 $%& 基因扩增结果

<=>?0 :@A/=B=CD)=’- ,+E(/)E ’B $%& .+B’,+ D-7 DB)+, 26 7DFE’=-7(C)=’-
:：.+B’,+ =-7(C)=’-；G：DB)+, 26 7DFE’=-7(C)=’- H=-+ 9：9’-;),D-E>+-=C )’.DCC’ C’-),’/；H=-+E &0，&23，&24 D-7 &32：E=->/+;C’AF ),D-E>+-=C )’.DCC’E；8H

0%%% IDE (E+7 DE @’/+C(/D, I+=>*)（JK）@D,L+,E；B,D>@+-)E：0%%%，2%%%，4M%，M%%，0M% D-7 2%% .DE+ AD=,E?

图 3 诱导 267 后基因组以 $%& 基因为探针 &’()*+,- 杂交

<=>? 3 &’()*+,- ./’) ’B )*+ >+-’@=C 89: 7=>+E)+7 I=)* ’()7! .+B’,+ D-7 DB)+, 26 7DFE’=-7(C)=’-，(E=-> $%& A,’.+
:：.+B’,+ =-7(C)=’-；G：DB)+, 26 7DFE’=-7(C)=’- H=-+E &0，&23，&24 D-7 &32：E=->/+;C’AF ),D-E>+-=C )’.DCC’E；JK："89:N*+,$21 O @D,L+, ?

从 !"# 和 &’()*+,- ./’) 杂交结果看，1 株植物诱

导后有 3 株发生了有效剪切重组，此系统是非常高

效的。而株系 &23 没有发生有效剪切重组，可能是

诱导不充分，或者也可能是 $;89: 插入引起的 89:
重排或部分丢失而导致内部基因失活。

采集株系 &0 不同诱导时期 #9:，#$;!"# 分析

-.*、$%& 和 !"# 基因转录情况，如图 1。结果显示，

诱导 1P* 后 $%& 基因开始转录，而 -.* 一直正常转

录。当诱导持续 2M7 时，已检测不到两基因转录产

物，说明 89: 已发生剪切重组。目的基因 !"# 在

诱导前后一直正常转录，诱导对于目的基因的转录

没有影响。对株系 &24 分析也有相似结果。

诱导后，对目的基因;QR&，进行了 QR& 染色。

结果显示，1 株都能正常染色，如图 M。因此，在诱导

基因重组过程中，目的基因的表达没有受到影响。

图 1 植株 &0不同诱导时间 -.*、$%& 和 !"# 基因的转录情况

<=>?1 $,D-EC,=A)=’- /+S+/ ’B -.*，$%& D-7 !"#
=- &),D=- &0 =- )*+ 7=BB+,+-) )=@+ ’B =-7(C)=’-

以上结果表明，A9"T 载体系统是高效、实用

的，它适用于植物的遗传转化。利用此系统可快捷、

高效的获得无标记转基因植物。
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图 ! 诱导 "#$ 后 %&’ 染色
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