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利用 !"#$ !"# 重组系统产生无选择标记的转基因烟草植株
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摘 要 在植物转基因植株产生过程中，对转化细胞进行抗性筛选是通用程序，转化细胞的抗性一般是抗生素抗性或除草剂

抗性，将赋予转化细胞抗性的选择标记基因删除是提高转基因植物生物安全性的重要措施。来自于啤酒酵母的 ZUH[ -*/ 位点

特异性重组系统可有效删除同向定点重组位点 -*/ 之间的基因。通过多步骤重组，建立了可在植物中广泛应用的 ZUH[ -*/ 位点

特异性重组系统。该系统包括含有 -*/ 位点的植物表达载体 -I79WV7KJ##M 8%/9M -*/M+,&M -*/ 和含有由热诱导启动子 "&: 启动的

;4< 重组酶基因的植物表达载体 -I79WV7KJ##M"&:M;4<M":/。利用二次转化的方式将二者先后转入烟草植株，热激处理后，热

诱导型启动子 "&: 调控的重组酶 ;4< 基因的表达催化位于选择标记基因 +,& 两侧同向 -*/ 位点间的重组反应，有效地删除了选

择标记基因 +,&。NK\的经热激处理的二次转化植株发生了选择标记基因的删除，表明该系统在获得无选择标记基因的转基

因植株中有很好的应用价值。
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以转基因技术为代表的植物基因工程技术为农

业的可持续发展提供了强有力的支持，但是用以有

效筛选转基因植物的选择标记基因（如抗生素抗性

基因、除草剂抗性基因等）的使用却引发了人们对转

基因植物安全性的隐忧［! " #］。因此，培育具有安全

选择标记基因或无选择标记基因的转基因植物成为

提高转基因植物安全性的有效手段［$］。其策略之一

是在转化植株筛选完成后，采取一系列措施将选择

标记基因删除。

来自于啤酒酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）细胞

核内 %!& 质粒的 ’()* -%. 位点特异性重组系统中重

组酶 ’() 可催化位于同一分子上两个同向 -%. 位点

间 +,- 片段的切除［.］，其重组功能已在烟草［/］、拟

南芥［0］、和水稻细胞［1］、玉米细胞中［1，!2］得到验证，

利用该系统可实现筛选完成后选择标记基因的删

除。

植物基因启动子是重要的顺式作用元件，处于

基因转录调控的中心环节［!!］。多数生物对外界环

境温度升高最明显的反应是热激蛋白的表达，同时

抑制体内原有的大部分 &3,- 和蛋白质的合成［!%］。

由于热激蛋白启动子中热诱导元件和热激因子的保

守性，热诱导蛋白启动子可被来自异源植物的热激

因子所识别［!4］并调控其启动基因的表达［!# " !.］。

本工作构建出可有效去除转基因植物中选择标

记基因的 ’()* -%. 位点特异性重组系统：含有 -%. 位

点的植物表达载体 56-789-!422:/).0: -%.:"1*: -%. 和

含有由热诱导启动子 $*2 启动的 345 重组酶基因的

植物表达载体 56-789-!422:$*2:345:$2.。利用二

次转化的方式将二者先后转入烟草植株，经热激处

理后，重组酶 345 基因的表达可催化位于选择标记

基因 "1* 两侧同向 -%. 位点间的重组反应，从而有效

去除选择标记基因 "1*，产生无选择标记的转基因耐

盐耐旱烟草植株。

! 材料与方法

!"! 实验材料

烟草（6,#&.,"7" ."/"#8’ ）品种 ;<=>?@=<@ 40。质

粒 54$A:"1*、56-789-!422:/).0:$2.、56-789-!422:
$*2:9:!:$2. 由本实验室构建。质粒 53BC"、大肠

杆菌 +D$#、根癌农杆菌 (8-##2#、啤酒酵母 -A%411
由本实验室保存。质粒 56-789-!422 购自澳大利

亚。各种 +,- 限制酶和 +,- 修饰酶及其相应缓冲

液购自 EFCF3F 公司。载体 5GH7:E:HF=I JK>L?M 购自

)M?&KNF 公司。+9G 标记试剂盒、+9G 检测试剂盒及

尼龙膜购自 3?>OK 公司。+,- 片段玻璃奶回收试剂

盒购自博大泰克公司。除草剂绿黄隆购自沈阳农药

厂（有效浓度 %$P）。质粒重组中用到的各种 +,-
序列及转基因植株检测中用到的各种引物序列（如

表 ! 所示）由上海博亚公司合成。

表 ! 实验过程中所用到的 #$% 序列

&’()* ! #$% +*,-*./*+ -+*0 1. 23*+* *45*617*.2+
AKQRK@>K @F&K AKQRK@>K

)M<&KM= ?S 345

’()!
’()%
’()4
’()#

$T 6G--66EG6GGG66GE6E---- 4T
$T 6GGG-E66--6--EG66-6--EEEGGE-E-EE-EG 4T
$T GGGGE-66 EE-E-EG6GE6E-EEE-EGE-GG-EG- 4T
$T EG6GG-GG6GG-EG--GG-EEG 4T

)M<&KM= ?S "1*
-!
-%

$T G-GG-6-6G6EG---E6-66 4T
$T G6-E6-GGGEE-G6- -6-G 4T

)M<&KM= ?S /).0
8!
8%

$T 6G6E-6-GGGE---6G6E-6--6 4T
$T 66E6-6GG6EG6G--E---E66 4T

)M<&KM= ?S $*2
D!
D%

$T 6GGG-E66E-EEE-EEE-EE6EGG-6-G 4T
$T 6GGG-E66-6G-GG-6G- -GGGG-E-6 4T

)M<&KM= ?S UKVKL<?@ F==FI
+!
+%
+4

$T 6----EGGGEE-6G-6G-G-EG 4T
$T --GG--GGEGG6-66E-6-- 4T
$T G--666E--EE666EE-E6EGG 4T

AKQRK@>K= ?S -%.

-%.!
-%.%
-%.4
-%.#

$T ;0<9;;0<99G--GEE66E-EE66G--GEE66E-EE6E6E-G--- 4T
$T ;;9;<;909G--GEE66E-E-6EEE6E-G- 4T
$T ;;9;<;909-EE66G--GEE66E-EE6E6E-G--- 4T
$T 0000;<9;09G--GEE66E-E-6EEE6E-G- 4T
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!"# 植物表达载体的构建

!"#"! 含重组酶 !"# 基因的植物表达载体的构

建：以啤酒酵母 !"#$%% 总 &’! 为模板，利用嵌套

()* 方法克隆得到重组酶 !"# 基因编码区并连入

+,-./01 2.3456 进行测序。第一步 ()* 反应使用引物

78(9、78(:，程序为：预变 性 %;< ;=>?；变 性 %;<
9=>?，退火 ;@< 9=>?，延伸 A#< $=>?，循环 $B 次；过

度延伸 A=>?。嵌套 ()* 反应使用引物 78(#、78($，

程序 为：预 变 性 %;< ;=>?；变 性 %;< 9=>?，退 火

;@< 9=>?，延伸 A#< 9C;=>?，循环 $B 次；过度延伸

A=>?。

用限制酶 $%&D!和 ’()!从带有 !"# 基因的

+EFG-, ./01 载体上切下测序正确的 !"# 基因全长

编码区，同时质粒 +*HI"也经 $%&D!和 ’()!双

酶切，电泳分离后回收载体 &’!，与 !"# 重组酶基

因定向连接，重组得到含有 !"# 重组酶基因的植物

表达载体 +*HI"-!"#。然后用 $%&D!和 *+,-!
双酶切质粒 +*HI"-!"# 和 +)!GJK!9$BB，分别回

收带有 ?50 终止子的 !"# 基因全长编码区和载体序

列，将二者定向连接，重组得到质粒 +)!GJK!9$BB-
!"#-?50。最后，用 $%&D!切 质 粒 +)!GJK!9$BB-
./(-012-.(3 和 +)!GJK!9$BB-!"#-?50，分 别 回 收

./( 启动子和载体序列，将二者连接后鉴定正反向，

得到含有由热诱导启动子 ./( 启动的重组酶 !"# 基

因的植物表达载体 +)!GJK!9$BB-./(-!"#-.(3。
!"#"# 含重组位点 453 L 453 植物表达载体的构建：合

成的寡核苷酸单链 4539 与 453#、453$ 与 453: 按照图 9
所示构建双链 453 位点，然后将它们作为接头定向

连接在用 6+,!和 #/3!双酶切质粒 +$;"-%7/ 产生

的选择标记基因 %7/ 两端。

图 9 453 位点构建的技术路线

7>MN9 )5?046O34>5? 5P 4Q. 453

经测序，%7/ 基因片段两端带有正确的 453 位点

序列。将 带 有 重 组 酶 作 用 位 点 453 的 %7/ 基 因 用

8.,!酶切后回收，同时质粒 +)!GJK!9$BB-9:3;-.(3
也用 8.,!酶切回收载体，将二者连接后鉴定正反

向，构建得到选择标记基因 %7/ 两侧带有同向 453 位

点的植物表达载体 +)!GJK!9$BB-9:3;- 453-/R0- 453，并

通过限制性内切酶酶切鉴定重组质粒。

!"$ 烟草转化

用携 带 植 物 表 达 载 体 +)!GJK!9$BB-9:3;- 453-
%7/- 453 的农杆菌 8J!::B: 感染烟草叶盘，以除草剂

绿黄隆为筛选剂筛选转化植株。取转入 9:3; 和 %7/
基 因 的 烟 草 植 株 叶 盘，用 携 带 植 物 表 达 载 体

+)!GJK!9$BB-./(-!"#-.(3 的农杆菌 8J!::B: 进行

再次转化，以潮霉素和除草剂绿黄隆为筛选剂筛选

转化植株。

!"% 转基因植株的分子检测

),!J 法提取烟草叶片 &’!，对转化植株进行

()* 和 "5O4Q.6? 杂交检测。检测 %7/、9:3;、!"# 基因

和 ./( 启动子的 ()* 引物见表 9，其反应程序为：预

变性 %;< ;=>?；变性 %;< 9=>?，退火 ;@< 9=>?，延

伸 A#< 9C;=>?（检测 ./( 启动子时为 $B0），循环 $B
次；过度延伸 A=>?。

限制酶 ’()!单酶切或限制酶 $%&D!和 ’()
!双酶切二次转化植株基因组 &’!，用探针 !"# 基

因片段与之杂交。!"# 基因片段的标记和杂交过

程见 &KE 标记和检测试剂盒说明书。

!"& 二次转化植株的热激处理和选择标记基因 !"#
切除的分子检测

取呈 9:3;、%7/、./( 和 !"# 阳性的二次转化植株

叶片进行热激处理。将烟草叶片切成 BC;3=# 的叶

盘，浸没于 9L# G"（GO6/0Q>M. /?S "T55M）液体培养基

中，置于 :#<水浴振荡热激 #Q。取出叶盘置于 9L#
G" 固体培养基上 #;<恢复培养 9#Q，再次置于 :#<
水浴振荡热激 #Q。然后取出叶盘置于加有 @-J!

（9=ML8）和 K!!（BC9=ML8）的 G" 固体培养基上诱导

不定芽发生。产生小苗后，对小苗进行选择标记基

因 %7/ 是否切除的分子检测。其引物分别为 &9、

&#、&$（见表 9），结合位点如图 # 所示。

图 # 检测选择标记基因 %7/ 被切除的引物结合位点

7>MN# ,Q. U>?S>?M 0>4.0 5P +6>=.60 4Q/4 S.4.34.S
VQ.4Q.6 4Q. %7/ V/0 .R>=>4/4.S

反应程序为：采用引物 &9 和 &$ 时，预变性

%;< ;=>?；变性 %;< 9=>?，退火 ;@< 9=>?，A#<延

@:A <.=):/: >,?5)%7 ,4 $=,3:+.),7,@A 生物工程学报 #BB@，W5RC##，’5C;



伸 !"#$%&，循环 ’( 次；过度延伸 )$%&。采用引物 *+
和 *’ 时，预变性 ,#- #$%&；变性 ,#- !$%&，退火

#.- !$%&，延 伸 )+- ’(/，循 环 ’( 次；过 度 延 伸

)$%&。回收引物 *+、*’ 的 012 扩增产物，连入 345
67/8 96:;<= 进行测序。

! 结果及分析

!"# 植物表达载体的构建

以啤酒酵母 >?+’,, 总 *@> 为模板通过嵌套

012 扩增得到测序正确的 !"# 基因编码区，进一步

重组得到含有 !"# 重组酶基因的植物表达载体

31>ABC>!’((5$%&5!"#5$&’，其 45*@> 区 如 图 ’ 所

示。

利用分子重组技术成功的构建了含有同向 ()’
位点的植物表达载体 31>ABC>!’((5*+’,5 ()’57D/5 ()’，
其质粒结构图如图 E 所示。

图 ’ 植物表达载体 31>ABC>!’((5$%&5!"#5$&’ 的 45*@> 区

F%GH’ 45*@> =6G%<& <I ;J6 3D7&; 6K3=6//%<& 96:;<= 31>ABC>!’((5$%&5!"#5$&’

图 # 转基因植株的 012 检测

F%GH# 012 7//78 <I ;J6 ;=7&/G6&%: ;<L7::< 3D7&;D6;/
#5>：012 7//78 I<= -.%，E5.：;=7&/G6&%: 3D7&;/；’：M&;=7&/I<=$6N 3D7&;；+：%/ =6/MD; I=<$ 3D7/$%N *@>；!：*@> A7=O6= *P+((("

#5B：012 7//78 I<= *+’,，!5’：;=7&/G6&%: 3D7&;/；E：=6/MD; I=<$ 3D7/$%N *@>；#：M&;=7&/I<=$6N 3D7&;；.：*@> A7=O6= *P+((("

图 E 植物表达载体 31>ABC>!’((5 *+’,5 ()’57D/5 ()’ 的结构图

F%GHE 1<&/;=M:;%<& <I 3D7&; 6K3=6//%<& 96:;<=
31>ABC>!’((5*+’,5 ()’5 7D/5 ()’

()’ 位点的测序结果为：

()’!+： Q>>Q44114>4>144414>Q>Q>>4>QQ>>144
1QQ>>4>QQ>>1441（全长的重组酶识别位点 ERL3，

包含由两段 !’L3 反向重复序列和一段 RL3 的不对

称序列组成的核心重组序列和与之相邻的 !’L3 序

列 及 二 者 之 间 的 碱 基 Q）()’’E： Q>>Q44114
>4>144414>Q>Q>>4>QQ>>1441QQ>>4（截短的重

组酶识别位点 ’,L3，包含由两段 !’L3 反向重复序列

和一段 RL3 的不对称序列组成的核心重组序列和与

之相邻的 #L3 序列 QQ>>4）。

!"! 转基因植株的分子检测

用检测 *+’, 和 -.% 基因的引物分别对一次转化

植株和对照植株（未转化叶盘产生的植株）的基因组

*@> 进行 012 扩增。转入外源 -.% 基因的植株扩增

出 !")OL 片段（图 #5>），转入 *+’, 基因的植株扩增

出 (",OL 片段（图 #5B），而对照植株未扩增出目的条

带。

用检测 *+’,、!"# 基因及 $%& 启动子的引物分

别对二次转化植株和对照植株的基因组 *@> 进行

012 扩增。转入 *+’, 基因的植株扩增出 (",OL 片段

（图 .5>），转入 !"# 基因的植株扩增出 !"’OL 片段

（图 .5B），转入 $%& 启动子的植株扩增出 ("’OL 片段

（图 .51），未转基因对照植株未扩增出目的条带。
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图 ! 二次转化植株的 "#$ 检测

%&’(! "#$ )**)+ ,- ./0 102.1)3*’03&4 .,5)44, 67)3.70.*
!28："#$ )**)+ -,1 !"#$；92:：.1)3*’03&4 67)3.*，;：<3.1)3*-,1=0> 67)3.；?：10*<7. -1,= 67)*=&> @A8；!：@A8 B)1C01 @DEFFF；

!2G："#$ )**)+ -,1 %&’，9：10*<7. -1,= 67)*=&> @A8，E：.1)3*’03&4 67)3.，:：@A8 B)1C01 @DEFFF；;：<3.1)3*-,1=0> 67)3.；!2#："#$ )**)+ -,1 ()*；

9：<3.1)3*-,1=0> 67)3.；E2?：.1)3*’03&4 67)3.*；!：10*<7. -1,= 67)*=&> @A8；H：@A8 B)1C01 @DEFFFI

以重组酶基因 %&’ 片段为探针对二次转化 "#$ 检

测阳性的植株进行 J,<./013 杂交分析，转基因植株

显示了预期杂交条带，而非转基因的对照植株没有

信号（图 H）。

图 H 二次转化植株 %&’ 基因的 J,<./013 检测

%&’(H J,<./013 57,. -,1 %&’ ,- ./0 102.1)3*’03&4
.,5)44, 67)3.70.*

:：.1)3*’03&4 67)3.（ ’03,=&4 @A8 K)* >&’0*.0> K&./ +*,!）；E：

.1)3*’03&4 67)3.（’03,=&4 @A8 K)* >&’0*.0> K&./ -./L!)3> +*,!）；

;：10*<7. -1,= 67)*=&> @A8；9：<3.1)3*-,1=0> 67)3.；?：@A8 B)1C01

"M012N9;! (

!"# 二次转化植株选择标记基因 !"# 切除的分子

检测

当二次转化产生的同时含有目的基因 !"#$ 和

重组酶基因 %&’ 的转基因植株经过热激处理后，

%&’ 重组酶基因的表达可切除位于两个同向 34# 位

点间的选择标记基因 .5)。选择标记基因 .5) 未发生

切除时，延伸时间有限的 "#$ 反应无法高效扩增引

物 @9 和 @: 之间、@E 和 @: 之间的片段；选择标记

基因 .5) 精确切除后，可扩增得到 @E 和 @: 间的

FI;C5 的 目 的 片 段（图 O28）、引 物 @9 和 @: 间 约

9IHC5 的目的片段（图 O2G）。在二次转化的植株中，

在用引物 @E 与 @: 进行 "#$ 扩增时，还可扩增出

6#8BGP89:FF2()*2%&’2(*# 中 (*# 基因片段，该片段

约 9I;C5（图 O28）。

图 O 二次转化植株中选择标记基因 .5)
被切除的 "#$ 检测

%&’(O "#$ )**)+ -,1 ./0 07&=&3).&,3 ,- .5) &3 ./0
102.1)3*’03&4 .,5)44, 67)3.70.*

92:，!：./0 102.1)3*’03&4 .,5)44, 67)3.70.* ./). ./0 *0704.)570 =)1C01 ’030

K)* 07&=&3).0>； ?，H： ./0 102.1)3*’03&4 .,5)44, 67)3.70.* ./). ./0

*0704.)570 =)1C01 ’030 K)* 3,. 07&=&3).0>；O：10*<7. -1,= 67)*=&> @A8；

;，Q：@A8 B)1C01 @DEFFFI

用引物 @9、@: 对经热激处理的 9EH 株二次转化

植株和对照植株的基因组 @A8 进行 "#$ 扩增，;9R
（?EM9EH）的植株扩增出 9IHC5 的条带，表明在这些植

株中发生了选择标记基因 .5) 被切除的事件，而

?QR（H?M9EH）的植株 "#$ 扩增产物中不出现 9IHC5
的条带，表明其选择标记 .5) 基因未被切除。

"#$ 扩增 O 株去选择标记基因的植株的 @E、@:
间的 @A8，产物回收后连入 6N20)*+ S04.,1 进行测序，

通过序列分析，确定 %D" 重组酶催化了两个同向 34#
位点间选择标记基因 .5) 的精确切除，在去选择标

记基因的植株中两个特异性重组位点 34#9E，34#:;

O;H 6(7,")" 8294,.5 23 -72#"1(,252:; 生物工程学报 EFF!，T,7IEE，A,I?



图 ! 检测选择标记基因 !"# 切除的 "#$ 产物测序结果

%&’(! )*+ ,+-.+/0&/’ 1+,.23 45 3*+ "#$ 6147.03 3*83
7+3+03+7 9*+3*+1 3*+ !"# 98, +2&:&383+7

)*+ 1+,.23 &/7&083+7 3*83 3*+ ,31.03.1+ 45 3*+ &/3+’183+7 $%& ,&3+ 98, &/7++7 0*&:+1&0 +;8032< 8, +;6+03+7 514: %=">:+7&83+7 ,&3+>,6+0&5&0 1+04:?&/83&4/ 1+803&4/(

已融合为一个 $%&@A 位点（图 !）。

在少数用引物 BC、B@ 扩增出现 CDEF? 条带的植

株中，当采用 !"# 特异性引物 GC 和 GH 进行 "#$ 扩

增时可产生 CDEF? 条带，这表明在这些植株中只有

部分细胞的选择标记基因 !"# 被切除。分析其原因

可能有：CD 在本工作中，使用了热诱导蛋白启动子

来启动 ’() 重组酶基因的表达，由于是对二次转化

后阳性植株的叶盘进行热激处理来诱导 ’() 基因

表达，而来自叶盘边缘的小苗可能起源于数个细胞，

其中一些细胞在热激处理后未去除选择标记基因；

HD 选择标记基因的多拷贝整合或切除后的重新整

合导致切除反应未能达到预期效果；@D 重组酶 %="
的最适反应温度是 H@ I @JK，AHK的重复热激可能

对它的活性有一定的影响。

! 讨论

目前，选择标记基因被广泛应用于植物细胞的

遗传转化，用以区分转化和非转化细胞，这对于转化

植株的高效获得是至关重要的。但是当筛选完成

后，选择标记基因则不再有用，将之从转基因植物中

去除有着显而易见的优点：第一，大大提高了转基因

植物的生物安全性；第二，为多基因转化使用同一选

择标记基因提供了可能性；第三，降低了对转入的目

的基因进行表达结果分析的复杂性；最后，减少了转

入的外源 BLG 的序列，提高了基因组的稳定性。

位点特异性重组系统为双组分系统，其中组分

一编码重组酶，催化组分二即两个短的特异性的靶

BLG 序列之间的重组，利用该系统的特性，可以将

靶序列之间的 BLG 序列删除［CE］，达到去除选择标

记基因的目的。目前应用最为广泛，方法上较为成

熟的位点特异性重组系统为来自噬菌体 "C 的 #1+M
"*+ 系统。N8.+1［CO］等人首先在哺乳动物细胞中验证

了该系统可以介导位点特异性重组。B82+［C!］等人以

烟草原生质体为材料用瞬时表达证明了 #1+ 可以介

导染色体外的 BLG 剪切、倒位和整合反应。HJJC
年，P.4［HJ］等人构建了一种化学诱导自主切除系统

#=Q（#1+M "*+ BLG +;0&,&4/ ,<,3+:），该系统转化拟南

芥结果表明经!>雌二醇诱导后，#=Q 系统对受体植

株标记基因区的切除效率高达 CJJR。另外，我国

林忠平等人也利用该系统获得无标记基因的转基因

植物［HC，HH］，证明了该系统的精确性及高效性。

来自于啤酒酵母的 %="M $%& 位点特异性重组系

统也有较多的报道。在已报道的工作中，采用报告

基因 STN 或抗生素抗性基因验证了 ’() 重组酶基

因的组成型表达可以实现位于两同向 $%& 位点间的

基因删除，在烟草中删除效率为 C!R（H@MCHC）［E］，在

拟南芥中几乎达到 CJJR［O］。但利用 %="M $%& 位点特

异性重组系统删除选择标记基因的效率因 ’() 序

列的差异和植物材料不同而出现明显的差异［E U CJ］，

而且重组酶 %=" 在转基因植物中的表达强度和 $%&
位点序列长度的改变均会在一定程度上影响该系统

在植物中的重组效率。在本实验中，为有效提高

%=" 重组酶在转基因植物中的表达强度，在 ’() 重

组酶基因编码区起始密码子 G)S 前加入 GG#G 使

之含有植物核糖体易识别的起始翻译序列。=<V/&F
等［!］以玉米和水稻原生质体为受体的报告基因瞬时

表达实验发现 $%& 位点序列长度的改变同样会影响

%="M $%& 位点特异性重组系统在植物中的重组效率。

C!!W 年，=<V/&F 等［CJ］在玉米的稳定转化细胞中使用

全长的 $%& 位点和由核心重组序列构成的截短的 $%&
位点，BLG 片段的切除效率较高。依据以上研究结

果，为了提高 %="M $%& 位点特异性重组系统在转基因

植物中删除选择标记基因的效率，在构建含有 $%& 位

点的植物表达载体时，位于选择标记基因两侧的 $%&
位点一个是全长的 $%& 位点，另一个为截短的 $%& 位

点。

为了使 %=" 重组酶能够在烟草植株中于特定

时期发挥作用，本实验在 ’() 重组酶基因前连接大

!AE单晓!等：利用 %="M $%& 重组系统产生无选择标记的转基因烟草植株



豆热激蛋白 !"#$%&’()* 的启动子，使其在热激条件

下能够特异表达。相对于其它诱导型启动子，热诱

导蛋白启动子具有诱导简便、反应灵敏、作用高效、

对植物生长发育危害小、重复性好等优点。这同时

也避免了因为不同基因（目的基因和选择标记基因）

使用相同启动子而引起的基因“共抑制”现象的发

生［+,］。在本工作获得的二次转化植株中，有 -&.发

生了位点特异性重组反应，其选择标记基因 !"# 被

切除，得到了无选择标记的转基因烟草植株。

本工作虽然通过改变 $%& 位点序列的长度和在

’() 基因前添加植物最适翻译修饰序列等方法尝试

构建高效去除选择标记基因的定点重组系统，但同

已报道的工作相比，该系统的切除效率仍然较低。

在今后的工作中可通过改变 $%& 位点序列数目和优

化热诱导 /01 重组酶高效表达的条件等方法探索

在转基因植物中高效去除选择标记基因的途径。利

用热诱导启动子还可构建基于 /012 $%& 系统的热诱

导自主切除系统，将热诱导启动子调控的 ’() 重组

酶基因和选择标记基因同时置于两同向的 $%& 位点

之间，热激诱导 ’() 重组酶基因表达，启动 ’() 基

因和选择标记基因的切除步骤，简化去除选择标记

基因的程序，从而最大程度地减少植物基因组中整

合的外源基因数目，提高选择标记基因去除的效率

和稳定性。

在今后的工作中可利用该定点重组系统，采用

二次转化或有性杂交的方法获得去除选择标记基因

的转基因植株，有效提高转基因植物的安全性，对于

经济作物的遗传转化具有较高的实际应用价值。
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