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摘 要 构建了含草甘膦抗性突变基因（ +*(34!$）和人工合成重组 F/ 抗虫基因（./&!5）的植物表达载体 .GH!$3
D!0。+*(34!$ 基因的表达由 G:H’&#, 启动子控制，./&!5 基因的表达由 $=3G:H’&#, 启动子和!因子控制。通过

农杆菌介导，将 +*(34!$ 和 ./&!5 基因转化到烟草中，转基因烟草通过在含草甘膦的 H, 培养基上筛选而获得。

,(E/I-2A 1)(/ 分析表明所有经过草甘膦筛选出的转化植株都整合有 +*(34!$ 基因，约 <%J的转化植株同时整合有

+*(34!$ 和 ./&!5 基因。+(2/I-2A 1)(/、K00EA(L(/ 1)(/ 分析进一步证明整合的两个基因在转录、翻译水平上均进行了

表达，不同植株之间表达存在着差异。草甘膦抗性和虫试实验证明，获得的转基因烟草对草甘膦和烟青虫具有很

强的抗性。
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标记基因是植物转基因工作的重要工具。草甘

膦是一种内吸广谱性除草剂，具有高效、低毒的特

点［!］，所 以 是 一 种 理 想 的 植 物 筛 选 剂。G(0:> 和

N:LO-//- 等分别对鼠伤寒沙门氏杆菌的草甘膦抗性

基因（+*(3）、大肠杆菌的 +*(3 基因进行了定点突变

后转化烟草和豌豆，表现出较高水平的草甘膦抗

性［$ ，&］。此外，把来源于农杆菌变种 =N,ND 莽草酸

羟基乙烯转移酶（=N,N,）基因（!64）导入甜菜、棉花

和大豆中，成功获得具有草甘膦抗性的转基因作

物［4 P 5］。由于草害和虫害均是农作物减产的重要原

因，因此培育抗虫抗除草剂作物具有很大的商业价

值。本文 构 建 了 含 本 实 验 室 通 过 基 因 优 化 技 术

（Q-A- DIERR)>AO）［<］获得的 +*(34!$ 基因和中国科学

院微生物研究所田颖川等合成的苏云金芽孢杆菌

（F/）杀虫蛋白基因（./&!5）双价基因植物表达载体

（.GH!$3D!0），通过农杆菌介导法将其导入烟草中，

并且首次用 +*(34!$ 基因为选择标记，筛选出抗草

甘膦、抗虫双抗植株，为进一步作物转化奠定了基

础。

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株和培养基

.G7HFK7!&%% 和 .GS$@! 分别购自 G7HFK7 和

+(T:O-A 公 司。 大 肠 杆 菌 UV!3F)E- 和 农 杆 菌

VF744%4 由本实验室保存。VF 培养基用于培养大肠

杆菌，W=F 培养基用于培养农杆菌。

!"# 酶与试剂

各种内切酶购自 N2(0-O: 公司；质粒回收、胶回

收试剂盒购自 X0-O: 公司；探针制备试剂盒、总

S+7 提 取、FGNKY+F8 ,BD/-0 F)(/ 试 剂 盒 均 购 HFK
9-20-A/:D 公司；引物由上海博亚（F>(7D>:）公司合

成。

!"$ 植物表达载体的构建

含 $=3&#,3!3./7!5 片段［6］的 .F/.GS$@! 和含

G:H’&#,38,N3+*(34!$ 片段的 .Q78!&%% 质粒由本

实验室构建并保存。用 8#$L" Z 9:+#分别切割

.F/.GS$@! 和 .Q78!&%%，通过琼脂糖凝胶电泳回收

酶切片段。将 $=3&#,3./&!5 和 &#,38,N3+*(34!$ 片

段同时克隆到 .G7HFK7!&%% 中，最终得到抗虫、抗



除草剂的双价植物表达载体 !"#$%&’$(（见图 $）。

用氯 化 钙 法［)］ 将 !"#$%&’$( 导 入 土 壤 农 杆 菌

*+,--.- 中。

!"# 烟草外植体的转化

烟草（ ! / "#$#$$%& 01 ’#(")*）转 化 采 用 叶 盘

法［$.］。- 2 3 叶期的烟草无菌苗叶盘（.43 0( 5 .43
0( ）用含有 !"#$%&’$( 的土壤农杆菌 *+,--.- 感染

后，置于分化培养基（#6 7 $(89* :&+, 7 .4$(89*
;,, 7 <= 蔗糖 7 .4>=琼脂）上培养，$ 周后将叶

盘移入含 .4.< ((?@9* 草甘膦的分化培养基上再生。

<. A 后，将分化出的不定芽移入含 .4.3 ((?@9* 草

甘膦的生根培养基（#6 7 ;,, .4$ (89* 7 <= 蔗

糖 7 .4>=琼脂）上，待根系形成后炼苗，移入温室

盆栽。

!"$ 转化烟草植物的 %&’ 分析

检测转 #+,-.$% 基因引物 B$：3C D ",EF"",E&
FF,,E"""EF,"FEE,",, G <C；B%：3C D "F"FF,E"&
"EE,F",FF"E,"E",EE" G <C，应扩增出 $4<HI 大小

的片段；检测转 /"0$& 基因引物 B<：3C D E,E""",E&
EFEE"F",FE"" G <C； B-：3C D ",E","F,"E&
",,FEEFEE,&<C，应扩增出 .4):HI 大小的片段。取

3. J8 总 K;,，在 %.!* 反应体系中进行目的基因的

扩增。扩增条件为：)-L预变性 3 (MJ，然后以 )- L
变性 $ (MJ，3NL退火 $ (MJ，>%L延伸 $ (MJ，进行 <.
个循环，最后 >%L延伸 $. (MJ。

!"( 转基因烟草对草甘膦的抗性实验

离体实验：将转基因烟草和野生型烟草的叶盘，

分别置于含不同浓度（. 2 $4%. ((?@9*）草甘膦的

分化培养基上，%N O %L、光照9黑暗 P $:9N Q 条件下

培养，观察叶盘分化情况。整株实验：待移栽的烟草

长至 $3 2 %. 0( 高时，用 .43=的除草剂 R?SJAS!!

喷洒，每 < A 一次，一共喷洒 < 次，观察苗的受损伤

情况。

!") 转基因烟草抗虫实验

将转基因烟草和野生型烟草叶片分别放入铺有

浸湿滤纸的培养皿中，叶柄基部用湿润的脱脂棉球

包裹。将 % 龄烟青虫（1 / #00%2"#，中山大学生物防治

国家重点实验室提供）预先称重，每个叶片接虫 -
头，于 %N O %L、光照9黑暗 P $:9N Q 的温室中培养，<
A 后观察幼虫生存和发育情况并称重。每组实验重

复 < 次。

!"* 转基因烟草 +,-./012 34,. 检测

烟草基因组 K;, 提取参照 TAUVWA’ 等方法［$$］，

取 %3!8 总 K;,，经 3$,R"完全酶切后，.4N=琼脂

糖胶电泳，将 K;, 转移到 XYI?JA&;7 尼龙膜上，用

#&<% B&A"EB 作为标记的 K;, 探针进行分子杂交［N］。

!"5 转基因烟草 6,1./012 34,. 检测

用 R;, 提取试剂盒提取烟草总 R;,。取 3!8
R;,，$4%=的含有甲醛的变性 ,8VW?’Z 电泳，将 R;,
转移到 XYI?JA&;7 尼龙膜上，用#&<% B&A"EB 作为标

记的 K;, 探针进行分子杂交［N］。

!"!7 转基因烟草 899-2,:,. 34,. 检测

取烟草幼叶，液氮冷冻后研碎，加入提取缓冲液

（$. ((?@9* EWM’ /X"@，.4.%= ;V;<，.4..$= B#6[ !X
)4.），离心，取上清，得到植物总蛋白粗提物。采用

+WVA\?WA 法［$%］测定蛋白浓度。参照 +"B]9;+E 6Y’^Z(
I@?^ 试剂盒所提供的方法，分别用 TB6B6 抗血清（兔

抗血清，效价 $ _ %..，实验室自制）和 +^ 蛋白抗血清

（兔抗血清，效价 $ _%3.，）进行 ]((SJ?A?^ I@?^ 检测。

; 结果

;"! 植物表达载体 <&=!;>?!9 的构建

图 $ 植物表达载体 !"#$%&’$( 的构建

[M8/$ "?J’^WS0^M?J ?\ ^QZ !@VJ^ Z‘!WZ’’M?J 1Z0^?W !"#$%&’$(

本研究在原构建的 !+^!"R%4$ 和 !F,E$<.. 基

础上再次进行了组合，得到抗草甘膦、抗虫植物双价

基因表达载体 !"#$%&’$(（图 $）。因为整个芳香族

氨基 酸 的 合 成 过 程 是 在 叶 绿 体 中 进 行，所 以 在

#+,-.$% 基因 3C端连接了一段 %%. I! 的烟草 TB6B’
信号肽编码区（E6B）序列，使 #+,-.$% 的表达产物

最终 被 导 入 叶 绿 体 中［$<］。 #+,-.$% 基 因 表 达 由

"V#a<36 启动子控制。为使植物表达的 /" 杀虫蛋

白能 分 泌 到 胞 外 以 提 高 杀 虫 蛋 白 的 稳 定 性，在

:-3 生 物 工 程 学 报 $) 卷



!"#!$ 基因前添加了烟草致病相关蛋白的信号肽

（"#!$）编码区序列，同时在该基因的前面加有 %&’
()* 强启动子和有增强翻译功能的烟草花叶病毒

（+,-）#./ 的!片段编码序列以便提高 !"#!$ 的

表达量。

!"! 烟草外植体转化的筛选

本实验共接种 !)0 块外植体，在含 010( 223456
草甘膦的分化培养基上筛选，得到 70 个左右不定

芽，而后将其转移到含 010) 223456 草甘膦的生根培

养基上，诱导根的形成，最终获得 80 棵具有良好根

系的烟草植株。转化率约为 %9:（805!)0）。

!"# 转化烟草植物的 $%& 检测

采用 ";# 技术快速检测外源基因的整合情况。

用 "!、"%（%&’()!% 引物）扩增应得到 !1(<$ 的 =./
片段，而用 "(、"8（!"*!$ 引物）扩增应得到 01>7<$
的 =./ 片段。图 % 为部分转化植株 ";# 扩增结果。

图 %（?）中，7 株转化烟草（( @ A）均有 !1(<$ 大小的

片段出现，和阳性对照扩增出的片段大小相同，而阴

性对照则没有该条带的出现。图 %（$）表明有 8 株

（( @ 7）通过转化得到的烟草中有 01>7<$ 大小的片

段，同阳性对照大小相符，而阴性对照和 % 株（9 @ A）

经过转化的烟草无相应条带出现，证明这两株烟草

中没有整合 !"#!$ 基因。筛选得到的 80 棵植株经

";# 检测，全部含 %&’()!% 基因，而用 !"#!$ 基因

的引物对该 80 棵植株检测，只有 %A 棵 ";# 阳性，!%
棵无相应条带出现。这一结果表明，在双价表达载

体携带有外源基因的 +’=./ 片段整合到植物染色

体的过程中，有 (0:（!%580）的 !"#!$ 基因丢失。

图 % 转化烟草的 ";# 分析

BCDE% ";# ?F?4GHCH 3I J3$?KK3 L4?FJH JM?FHI3M2NO
PCJQ L;,!%’H!2

+QN =./ P?H ?2L4CICNO PCJQ（?）%&’()!% LMC2NMH 3M（$）!"#!$

LMC2NMHE ,E =./ 4?OONM；!1"3HCJCRN K3FJM34；%1 .ND?JCRN K3FJM34；( @

A1 +M?FHDNFCK L4?FJH ,!%’SJ5?，,!%’SJ5 $，,!%’SJ5K，,!%’SJ5O，,!%’

SJ5N ?FO ,!%’SJ5I

!"’ 转基因烟草的草甘膦抗性分析

为了检测转基因烟草对草甘膦的抗性情况，将

80 株转基因烟草叶片在含有不同草甘膦浓度的分

化培养基上培养。结果表明所有转基因烟草叶片均

能在含 !100 223456 草甘膦浓度的培养基上萌芽，部

分能抗 !1%0 223456 草甘膦，而非转基因烟草在含

010% 223456 草甘膦浓度的培养基上叶片逐渐失绿

变白而死亡（"4?JN"’/（?）），表明获得的烟草植株抗

性提高了 )0 @ 70 倍。整株烟草对草甘膦的抗性如

"4?JN"’/（$）所示，用 01):的除草剂 #3TFOTL（M）（约

919223456）喷洒 ( 次后，未转化烟草枯萎变黄，而转

基因植株生长没有受到明显影响，表明获得的转基

因烟草具有很强的抗性。

!"( 转基因烟草的抗虫实验

将经过 ";# 检测 !"#!$ 基因呈阳性的 %A 株转

化烟草进行虫试实验。室内饲养 ( O 后发现，尽管

抗性强弱程度不同，但所有检测的植株均对烟青虫

产生抗性。"4?JN"’S 为经过 ( O 后烟青虫的取食情

况：!、%、( 三株转基因烟草叶片上的烟青虫取食少

量叶片后就停止进食，继续培养到第 7 天，全部死

亡，而对照的野生型烟草则被取食干净，烟青虫生长

发育没有受到明显影响。其具体发育和死亡情况见

表 !。

表 ) 转基因烟草对烟青虫 ! * "##$%&" 幼虫生存和发育的影响

+,-./ ) 011/234 51 36,748/792 35-,225 57 4:6;9;,. ,7<
</;/.5=>/73 51 ! * "##$%&" 51 4/257< 9743,6 .,6;,/ ,3 3?6//

,7< 49@ <,A 971/43,3957
.T2$NM E

?HH?GNO

L4?FJH

,3MJ?4CJG5:

(O?GH 7O?GH

*TMRCR?4

PNCDQJ52D

(O?GH

6N?I

K3FHT2LJC3F

(O?GH
! AA1) !00 017 U 01( V

% A010 >010 01A U 01% V

( A)10 !00 017 U 01() V V

8 A010 !00 01) U 01%A V

) A%10 >)10 019 U 01%) V

;W 0 0 )1) U 018 V V V V

! @ 7E +M?FHDNFCK L4?FJ ,!%’SJ5?、,!%’SJ5 $、,!%’SJ5K，,!%’SJ5O、

,!%’SJ5D；;WE XFJM?FHI3M2NO K3FJM34 L4?FJ E

从以上结果可以看出，整合到烟草植株中的

!"#!$ 基因成功表达出了高活性的 SJ 毒性。

!"B 转基因烟草的 C5:3?/67 -.53 分析

根据表达载体上酶切位点的分布情况（图 (K），

采用 *3TJQNMF $43J 对转化体的再生植株进行分析，以

检测外源基因的整合情况。从图 )? 中可以看出，

%&’()!% 基因序列内没有 +,’#"酶切位点，所以出

98)) 期 谢龙旭等：抗草甘膦抗虫植物表达载体的构建及其转基因烟草的分析



现的杂交带条数就是 !"#$%!" 基因在植株中的拷贝

数，从 ! # $ 依次为 !、%、"、"、!、!。&’(!) 基因序列

内部有一个 *+#&!酶切位点，而且该位点恰好位于

同 &’(!) 基因探针互补区域内，所以用 *+#&!酶切

时，无论插入几个拷贝的 ’()*+，必定会切出一条恒

定大小（!,!-.）的 )*+ 片段。从图 /. 中所出现的

杂交条带（! # /）上可以看出，在大约 !,!-. 大小处

出现了一条共有的条带，其它杂交带数目、大小反映

外源基因的拷贝数和整合情况。结合图 %0 及图 %1，
可以判断出从第 ! 到第 / 株的杂交带条数分别为 !、

%、"、"。23456789 .:35 杂交结果进一步表明在 ’()*+
整合 过 程 中，同 ;<& 结 果 相 符 合，即 存 在 部 分

&’(!) 基因丢失。

图 % 转基因烟草植株的 23456789 .:35 分析

=>?@ % 23456789 .:35 090:AB>B 3C 5809B?79>1 53.0113 D:095B
E>97B ! # $, ’809B?79>1 D:095 F!"(G5H0，F!"(G5H.，F!"(G5H1，F!"(G5HI，F!"(G5H7 09I F!"(G5HC；E>97 J, K95809BC38L7I 139583: D:095 @ ’67 )*+ M0B

I>?7B57I M>56 *+#&!09I 6A.8>I>N7I M>56 !"#$%!" )*+ C80?L795（0）38 M>56 &’(!) )*+ C80?L795（.）@ ;790:（1）@ F0D 3C 567 ’()*+ 87?>39 3C 567 O71538

D<F!"(B!L@ E3105>39B 3C 567 D83.7B M787 >9I>1057I

!"# 转基因烟草的 $%&’()&* +,%’ 分析

使用相同标记的 )*+ 探针进行 *3856789 .:35 分

析。从杂交结果（图 /0、.）发现，用 !"#$%!" 基因探

针杂交时，所有的转化植株都出现了明显的杂交信

号，杂交条带约为 !,%P-. 左右，与期望值大小相近，

而阴性对照未出现任何杂交信号，表明 !"#$%!" 基

图 / 转基因烟草的 *3856789 .:35 分析

=>?@ / *3856789 .:35 090:AB>B 3C 5809B?79>1 53.0113 D:095B
E>97B ! # $, ’809B?79>1 D:095B F!"(G5H0，F!"(G5H.，F!"(G5H1，

F!"(G5HI，F!"(G5H7 09I F!"(G5HC；:>97 J, K95809BC38L7I 139583: D:095 @

’67 &*+ M0B 6A.8>I>N7I M>56 !"#$%!" )*+ C80?L795（0）38 M>56 &’(!)

)*+ C80?L795（.）@

因在转录水平上进行了有效表达。从杂交信号上

看，! 号植株最强，/、Q 次之，"、%、$ 相对较弱，表明

L&*+ 在转录水平上存在差异。用 &’(!) 基因探针

杂交时，只有 / 个植株（! # /）出现了明显的杂交信

号，杂交条带大小约为 !,RP-. 左右，也与期望值大

小相近，而 " 个经过转化的植株（Q # $）和阴性对照

则未出现任何杂交信号，表明该 / 个植株的 &’(!)
基因在转录水平上得到了表达，Q、$ 两植株在 ’(
)*+ 整合过程中 &’(!) 基因丢失，因此没有相应的

L&*+ 存在。

!"- 转基因烟草的 .//0*%1%’ +,%’ 检测

用 S;2;2 抗血清同植物总粗蛋白反应时（样品

均稀释为 QL?HLE，每个样品取 Q"E），阳性对照和所

有的转化植株都出现了明显的信号，而未转化植株

则只 有 很 弱 的 背 景 信 号（;:057!(<（ 0）），表 明

!"#$%!" 基因在翻译水平上进行了有效的表达。

2 讨 论

利用抗生素类抗性基因作为标记基因备受关

注，人们担心携带这类基因的重组微生物或转基因

植物可能将其抗性基因转移到环境或肠道微生物

中，导致抗生素抗性的广泛传播。草甘膦具有对人

畜无毒，且能在土壤中迅速被降解的优点，因此是一

种理想的筛选剂。草甘膦可无选择地抑制植物的

S;2;2 活性［"］，阻断芳香族氨基酸的合成，从而阻断

植物的生长。以往获得抗草甘膦转基因农作物的途

径主要有：!）导入过量表达的 S;2;B 基因（ !"#$），以

此抵御草甘膦的竞争性抑制；"）通过定点突变，获

得对草甘膦低亲和性或无亲和性的 S;2;B。本文所

采用基因优化技术（T797 B64CC:>9?）获得的草甘膦抗

性突变体 !"#$%!" 的表达产物在多个氨基酸位点发

生了突变，导致酶对底物 ;S; 亲和性增加，同时对

草甘膦的亲和性下降，从而提高了对草甘膦的抗

性［J］。以 !"#$%!" 基因为筛选标记基因组合改良的

&’(!) 抗虫基因，通过农杆菌介导法，用草甘膦筛选

出的 &P 代转化植株中几乎都抗草甘膦，它的转化率
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约为 !"#。另外，在本研究进行的同时，用潮霉素

作为选择标记，筛选出含鼠伤寒沙门氏杆菌 !"#$%&
’(##" )*+,-$./-.$ 的 $%&% 合成酶基因（&’"/%0）转化

植株；草甘膦抗性实验分析发现在草甘膦浓度为

()(* ++,-./ 时几乎没有芽分化出来（资料略），因此

野生型 &’"/%0 基因不能作为筛选标记，同时也证明

"/%010! 基因同 &’"/%0 基因相比，抗性大幅提高（*(
1 2( 倍）。本研究所采用的 3’ 基因是人工合成的重

组基因，由 456-78 9 端的 **0 个氨基酸和 456-7: 4
端 !;2 个氨基酸组合而成，在 <=端添加了烟草致病

相关蛋白的信号肽 %>08 编码区序列［;］。通过筛选

得到的抗虫烟草植株尽管单株间所表现出的抗性呈

现一定的差异，但抗虫能力都很强，并且植株的其它

生长性状并未受到影响，说明组建的嵌合 2)30$ 基

因进行了充分的表达。&,?’@A5B 8-,’ 结果表明，具有

双抗性的转基因植株同时整合有 "/%010! 和 2)30$
基因，而抗草甘膦不抗虫的转基因植株，只能检测到

"/%010! 基因。这表明大约有 *(#的 2)30$ 基因在

整合过程中丢失。这一结果同 CDB-EBF 得到的结论

相符［0<］，所以在植物表达载体中，选择标记基因的

位置，通常靠近 CGH97 左边界，减小转化细胞携带

缩短减切 CGH97 的可能。&,?’@A5B 8-,’ 还证明不同

转基因植株中的外源基因的拷贝数不同并且整合位

点是随机的。通过对 9,5’@A5B 8-,’、I++?B,8-,’ 及草

甘膦抗性和虫试结果分析发现，转基因植株抗性的

强弱，同插入的基因拷贝数并不呈正相关，有些多拷

贝插入的植株抗性反而下降，这可能是由基因沉默

现象造成的［0J］。
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A.1&>E\ C)&N .GN 1EN E&

^.@-> "&A-=KE.-&E- 数据库为中国高校提供服务

799J 年 U 月 79 日，世界著名的学术出版商 _%6& .̂@-> X K%&C 成功地与中国高等教育文献保障系统（54$"K）就国内高校集

团购买 .̂@-> "&A-=KE.-&E- 数据库达成了为期 J 年的协议。国内有 7U 所高校成为首批成员，他们是：北京大学、清华大学、北京

航空航天大学、天津大学、南开大学、山东大学、南京大学、东南大学、复旦大学、同济大学、上海交通大学、华东理工大学、浙江

大学、浙江工业大学、中国科技大学、哈尔滨工业大学、吉林大学、东北大学、大连理工大学、西安交通大学、苏州大学、中山大

学、华南理工大学、华南农业大学、华中科技大学、重庆大学。

_%6& .̂@-> 为集团成员提供数据专线服务，通过 5-=&-A 为国内高校提供超过 JU9 种高质量的在线期刊的全文服务，其中在

生命科学领域享有盛誉，这将为高校丰富信息资源，以及教学研究提供强大的支持。

同时，̂ .@-> 将与 54$"K 就第二批成员高校的加入进行商谈，将有更多的高校在以后的年度中加入到 .̂@-> ‘ 54$"K 集团采

购中。
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