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摘 要 绿色荧光蛋白（D:E）可直接进行活体观察，它的这个优点可被用于监测转基因植物中选择标记基因的消
除。为此，构建了植物表达载体 FD)D，将绿色荧光蛋白基因（ 1-3）和卡那霉素抗性基因表达盒（)&BE1$3/441)&B7）一
起克隆在两个同向的 ,(5 位点间，在第一个 ,(5 位点上游置有 G+H% 09I启动子以驱动 D:E表达，第二个 ,(5 位点下
游置有不含启动子的大肠杆菌!1葡萄糖醛酸酶（DJI）基因。首先在含卡那霉素（K+,）的培养基上筛选出转 FD)D
的烟草，借助绿色荧光可容易地检出表达 D:E的转化体。然后用另一转化载体 FG+=L>+#0""1G.8二次转化表达 D:E
的转基因植物，利用另一选择标记基因1潮霉素抗性基因（"3/）进行筛选，在获得的再生植株中，G.8重组酶的表达消
除了转化体中两 ,(5 位点间的 1-3 和 $3/44。实验结果表明可借助 D:E荧光的消失，快速选出 $3/44 被消除的二次转
化体，同时 DJI（作为目的蛋白）在 G+H% 09I启动子驱动下获得表达。最后利用后代的分离将 "3/ 和 0*%除去。
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近年来，利用转基因技术改良作物的品质或生

产有用的蛋白得到快速发展。为了快速、简单的获

得含目的基因的转基因植物，通常将一选择标记基

因同时转入植物细胞，利用转化体对抗生素或除草

剂的抗性，筛选出转基因植物。一旦获得了转化体，

选择标记基因就失去了继续存在的必要性，而且选

择标记基因的存在还带来了生物安全性问题。另

外，由于可利用的选择标记基因数量有限，选择标记

基因的存在对同一植物的多次转化不利。上述这些

因素都促进了从转基因植物中将选择标记基因消除

的研究。目前，利用共转化、转座子、位点特异性重

组系统等均可达到此目的，其中以后者中 G.8N ,(5 重
组系统应用最为广泛［#］。

G.8重组酶是一个 04OP的位点特异性重组酶，
它可介导在两 ,(5 位点间的 P)5发生切除、整合或
倒位的重组［!］。在植物中用 G.8N ,(5 体系消除标记
基因是利用 G.8重组酶可介导两个同向 ,(5 位点间
的 P)5片段切除的特性，将选择标记基因克隆到两
个同向 ,(5 位点之间，首先通过抗性筛选得到转化

体，然后将 G.8基因导入转基因植物中，在 G.8重组
酶作用下将 ,(5 位点间的选择标记基因消除。这种
策略首先由 P+’8和 QR用杂交或二次转化法稳定表
达 G.8重组酶的方式证实是可行的［0］。近年来，科
研工作者尝试用瞬间表达或化学诱导表达 G.8重组
酶的方法来消除标记基因并获得成功，这种方式可

缩短获得无标记基因转化体的周期［$，9］。但是他们

的设计都不能直接的、简便的检测选择标记基因的

消除。

在本研究中，我们将 1-3 作为报告基因与选择
标记基因连锁，置于两个同向的 ,(5 位点之间，通过
G.8重组酶的稳定表达将 1-3 和选择标记基因一起
消除。这种实验设计利用 D:E 可直接进行活体检
测的特点，通过监测 D:E 荧光的消失，指示转基因
植物中选择标记基因的消除，这种方法比较直观、简

便。通过筛选 D:E高表达的转基因植物株系，也有
助于获得消除了选择标记基因的、可有效表达目的

蛋白的转基因植物，从而避免因“基因沉默”或染色

体位置效应而使目的蛋白在植物中不能有效表达的



缺点。

! 材料和方法

!"! 材料
烟草品种 !"#、农杆菌 $%&’’(’ 由本实验室保

存；大肠杆菌表达的 )*+和 )*+抗体由本实验室制
备。质粒 ,-./)*+［0］、,%1230!/!"#$%/4"［.］和 ,5563
（78 9 :博士构建）分别由 ;<= >博士、?@ABC=DD博士
和林忠平教授惠赠，用酶切的方法从 ,-./)*+切出
2=A +/&$’((/2=A E，从 ,5563切出 30! +/ )*+/2=A E，用
+F"的方法从 ,%1230!/!"#$%/,- 扩增出 "#$。
!"# 植物表达载体的构建
植物表达载体 ,)2)在 ,%1#6#基础上改建，其

特点是两个同向 ./0 位点间有 "#$ 和 &$’((，)*+的表
达受 30! 启动子控制，&$’(( 受 2=A 启动子控制（图
#&）；在 FGB重组酶作用下切除 "#$ 和 &$’(( 后，)H!
基因受 30!启动子调控（图 #%）。,)2)的构建过程
简述如下。人工合成 #3#I,的含有两个同向 ./0 位
点和多个酶切位点的 ./0/5F!/ ./0，其两端分别含
12&J!和 ,)/""切点。用 ./0/5F!/ ./0 置换掉 ,%1#6#
的 "%和 $%间 34)#/,)/""片段（含 2=A +/&$’((/2=A E/
30! +/"56/2=A E），生成 ,%1#6# ./0/5F!/ ./0（ ./0/5F!/
./0两侧的 12&J!和 ,)/""切点仍保留）。另将 ./0/
5F!/ ./0 片段用 12&J!和 ,)/""酶切后，克隆到同样
酶切的 ,%166#中，构建 ,%166# ./0/5F!/ ./0。分别将
30!启动子和 )H!基因克隆到 ./0/5F!/ ./0 前后，构
建 ,66#/30!/ ./0/5F!/ ./0/)H!。12&J! K ,)/""酶切
,66#/30!/ ./0/5F!/ ./0/)H!回收 30!/ ./0/5F!/ ./0/)H!
片段，克隆到同样酶切的 ,%1#6# ./0/5F!/ ./0，构建
,%1#6#/30!/ ./0/5F!/ ./0/)H!。然后在 5F!中依次插
入 "#$ 和 2=A +/&$’((/2=A E，构建成植物转化载体
,)2)。将 ,)2)转化农杆菌 $%&’’(’，在含利福霉素
（3(LM N $）、链霉素（0(LM N $）、O@P（0(LM N $）的 $%培养
基上得到转化子，并进一步经 +F"鉴定 "#$，选出含
有 ,)2)的菌株。
载体 ,F@LIQ@#3((/FGB在 ,F@LIQ@#3((基础上构

建（图 #9），12&J! K 34)"酶切 ,5563，回收 30! +/
)*+/2=A E 片段，克隆到用同样酶切的 ,F@LIQ@#3((
中得到载体 ,F@LIQ@#3((/FGB，转化农杆菌 $%&’’(’，
在含利福霉素（3(LM N $）、链霉素（0(LM N $）、O@P
（0(LM N $）的 $%培养基上得到转化子，并经 +F"鉴
定 FGB基因选出阳性克隆。
!"$ %&’&转化烟草的筛选
借助农杆菌介导的叶盘转化法，用 ,)2)转化

图 # 植物转化载体结构及选择标记基因消除示意图
*QMR# 4CQLQP@SQ=P =D STB ABCBUS@ICB L@GVBG MBPB QP

,C@PS SG@PAD=GL@SQ=P WBUS=G
&：,C@ALQJ ,)2) 8QST "#$ @PJ &$’# IBS8BBP S8= ./0 AQSBA QP STB A@LB

=GQBPS@SQ=P；%：)*+/LBJQ@SBJ GBU=LIQP@SQ=P =D 92& IBS8BBP STB S8= ./0

AQSBA @DSBG GB/SG@PAD=GL@SQ=P；F：92& ABX<BPUB IBS8BBP 30! ,G=L=SBG @PJ

"56 @DSBG STB FGB/LBJQ@SBJ GBU=LIQP@SQ=P；9：,C@ALQJ ,F@LIQ@#3((/FGB

<ABJ D=G GB/SG@PAD=GL@SQ=P 8QST 7$’ @A @ ABCBUS@ICB L@GVBG MBPB

烟草品种 !"#，在含 O@P（3((LM N $）的培养基上筛选。
外植体上出现愈伤组织后，用长波长紫外光激发，在

荧光显微镜（7CYL,<A !;-Z，>@,@P）下挑出有绿色荧
光的愈伤组织，及早将其转到新的分化培养基；等分

化出幼苗后，在荧光显微镜下挑选有绿色荧光的转

化体再生成植株。

!"( %&’&转化烟草的分子检测
采用 FE&%法提取植物总 92&，取 #(( PM 92&

作模板，在 6($$体系中进行 "#$ 的 +F"检测。所
用引物为 "#$ 序列特异的 +#（0[/E))&EFF&&F&&E/
)&)E&&&))&)&&)&&FEEEEF/ 3[）和 +6（0[/F)&)/
FEFEE&EEE)E&E&)EEF&EFF&E)FF/3[）。+F" 扩增
的程序为：Z’\预变性 3 LQP，按以下程序进行扩增：
Z’\ # LQP；00\ # LQP；]6\ ’0 A；30个循环；循环结
束后 ]6\延伸 #( LQP。
用 12&J! 酶切 0($M植物总 92&进行 !=<STBGP

杂交分析，操作过程如下：将酶切后的样品在 (^_‘
琼脂糖凝胶上电泳，毛细管法转至 ?YI=PJ/2K膜，以

+36标记的 "56 编码区片段作为探针。.0\杂交过
夜，洗膜后进行放射自显影。

转基因植物的 :BASBGP IC=S分析：提取的植物总
蛋白样品约 #(($M进行 !9!/+&)4（#0‘的分离胶和
’‘的浓缩胶）后，电转移至 +a9* 膜，封闭液为 6(
LL=Cb$ EGQA/?FC（,? ]^0），0(( LL=Cb$ 2@FC，# LL=Cb$
49E&，(^#‘ E8BBP/6(和 0‘脱脂奶粉，室温封闭过
夜。一抗为兔抗 )*+血清（# c 3(((稀释），二抗为羊
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抗兔 !"#$%& ；’()*(+!&显色。
取,-./-01 234/ 检测 #5& 有表达的 6 株 )7 代

8#’#转化烟草的种子和野生型 9:; 烟草的种子，
经表面消毒后播种于含 <=1（;77 >"*?）的 @9 培养
基上进行抗性分离实验。种子萌发后，分别统计绿

苗数和白化苗数。

!"# 二次转化及再生植株的检测
选择 8#’#转化株系 #;、#A、#6的有 #5&荧光

的 );代无菌苗各一株进行二次转化。用含 8+=>$
2B=;C77$+0-农杆菌感染上述转化体的叶片，在含潮
霉素（DE"）（F7>"*?）的分化培养基上筛选出转化体。
在荧光显微镜（G3E>8H. 9IJK，L=8=1）下挑选绿色荧
光消失的二次转化体，并取其叶片用 ; >>43*? M$溴$
A$氯$C$吲哚$!$N$葡萄糖醛酸（J$#3HO）进行 #P9的组
织化学染色，CQR反应过夜，然后用 Q7S乙醇 6MR
脱色 ;T。再生植株进行 &+:检测，操作与 !"$中叙
述的相同，用与 CM9启动子序列相应的引物 &C（MU$
+)+%#%%#%++%%%###+$CU）和与 !"# 序列相应的
引物 &A（MU$+%+###))####)))+)%+%##$CU）进行
扩增，并将 &+:产物克隆入 8#V@$) W-O/40连接后进
行测序。用 +0- 基因特异的引物 &M（MU$%%)#+%)$
#)++%%)))%+)#%++#)%+%++$CU）和 &6（MU$%+)+$
#%#+)%%)+#++%)+))++%#+%#$CU）进行 &+:扩增
以检测二次转化体中 $%& 的存在。
!"% &’(’转化烟草的后代和二次转化体的后代
的 ’)*荧光检测和 ’+,染色
在含 <=1（;77 >"*?）的 @9培养基上萌发 #;的

)7 代种子。选择再次转化 #; 的 ); 代苗获得的、

&+:及测序证实已发生重组的二次转化体 :;，共 X
株，称为 :;$;、:;$F⋯:;$X。在不含抗生素的 @9培
养基上萌发 :;$; 和 :;$F 的 )7 代种子。在荧光显
微镜（G3E>8H. 9IJK，L=8=1）下观察幼苗的绿色荧光；
#P9的组织化学染色与 !"#中叙述的相同。
!"- 无选择标记的转基因植物的获得
在含 <=1（;77>"*?）的 @9 培养基上萌发 :;$;

和 :;$F的 )7 代种子，然后统计绿苗和白化苗的分
离比例。在含 DE"（C7>"*?）的 @9 培养基上萌发
:;$;和 :;$F的 )7 代种子，萌发后观察绿苗和白化
苗的分离，将白化苗转至不含抗生素的 @9 培养基
上，转绿后，用 $%& 基因特异的引物 &M和 &6扩增以
检测 $%& 的存在，并用 ;>>43*? J$#3HO进行 #P9 的
组织化学染色。

. 结 果

."! &’(’转化体的 ’)*绿色荧光观察
在有 <=1的选择培养基上长出的愈伤组织，只

有少数有绿色荧光，将其及早继代至新的分化培养

基，可利于有 #5& 表达的转化体的分化，这样得到
的转化体中约 67S可观测到绿色荧光（数据未显
示）。

.". &’(’转化体的检测
选出的再生植株用 !’( 的特异引物 &;和 &F进

行 &+:扩增都可获得约 QC728的特异的条带（数据
未显示）。用 #5&的抗体对获得的 6株再生植株的
可溶蛋白作 ,-./-01 234/分析，均可观察到一条特异
性的蛋白带，证实了转基因植物中 #5&的有效表达
（图 F）。

图 F ,-./-01 234/分析转 8#’#烟草中表达的 #5&
5B"YF ,-./-01 234/ 4Z #5& -[80-..-\ B1 /42=OO4

83=1/. /0=1.Z40>-\ ]B/T 8#’#
;：) Y $*+,$-[80-..-\ #5&；F：]B3\$/E8- - Y ./0/$"1 W=0 Y 9:; 83=1/；C
^ X：8#’#$/0=1.Z40>-\ 9:; 83=1/ 3B1-. #;$#6

94H/T-01 杂交结果表明 8#’#的 )$N’%已稳定
整合到植物的基因组中（图 C）。#;为单拷贝 )$N’%
整合；因为有两条相近的条带，所以不能确定 #F、
#C、#A是否也为单拷贝 )$N’%整合。<=1抗性实验
表明：野生型 9:;烟草苗全部白化，而 8#’#转化体
的一部分 ); 代苗有卡那霉素抗性（<=10）。经"

F 测

验表明，在转基因植株 #;、#A 、#6 的 ); 代苗中，

<=10 的植株数与对卡那霉素敏感（<=1.）的植株数之
间的比例均为 C _ ;（表 ;）。结合 94H/T-01 杂交的结
果，确证 #;含有单拷贝 )$N’%，故选择它的 ); 代苗
进行二次转化消除 2(.33 的操作，同时也对可能是单
拷贝 )$N’%插入的转基因株系 #A和 #6的 ); 代苗
进行二次转化。选择有单拷贝 8#’# )$N’%插入的
转化体进行 +0-* +*4 介导的 N’%重组的理由是：由
于 +0-重组酶介导的两个同向 +*4 位点间的 N’%发
生重组后还在染色体中留有一个 +*4 位点，所以在
多拷贝 )$N’%整合的情况下，留在不同染色体上的
两个或两个以上 +*4 位点在 +0-重组酶的介导下可
引起染色体发生易位，有可能影响后代的存活［Q］；另

外，对含单拷贝 )$N’%的转化体进行操作，随后的
实验结果的分析比较简单。
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图 ! 转 "#$#烟草的 %&’()*+,杂交分析
-./0! %&’()*+, 12&( &3 (41455& "24,(6 (+4,63&+7*8 9.() "#$#
: ; <："#$#=(+4,63&+7*8 %>: "24,( 2.,*6 #:=#<；?：9.28=(@"* ! 0 "#$#%

&’( A4+ 0 %>: "24,(；B：)*+8!=8./*6(*8 "2467.8 "CD:E: 46 4 +*3*+*,5*

表 ! "#$#转基因烟草 %! 代中卡那霉素抗性基因的分离情况

%&’() ! *)+,)+&-./0 /1 2&0&345.0 ,)6.6-&05) .0 %! ",/+)0.)6

/1 "#$#7-,&061/,3)8 -/’&55/ "(&0-6

F.,*
$&0 &3 G4,+

"24,(6

$&0 &3 G4,6

"24,(6
>4(.& "

E "
E
H 0H?

#: :!H <! !I: HJHHE !JK<:

#E :B< !< ?I: HJH!B !JK<:

#! :<E :H :?I: HJHEK !JK<:

#< :E< <K !I: HJLL? !JK<:

#? :BH K EHI: H !JK<:

#B ::B !K !I: HJHHM !JK<:

%>: H :KL — — —

9:; 检测二次转化体中 !"#$$ 和 %&" 的消除
转化体 #:、#<和 #B的 N: 代苗经二次转化后，

共获得 E<棵二次转化体，其中 :K棵植物中 #-O荧
光消失，另外 B 棵仍然有 #-O绿色荧光，它们可能
是未被二次转化的逃逸体，或者是虽被二次转化但

&,- 基因由于基因沉默未表达。这 :K棵无 #-O绿色
荧光的二次转化体，K 棵来自 #:，? 棵来自 #<，? 棵
来自 #B，它们的叶片都可用 P=#2’5染成蓝色（数据
未显示）；它们的基因组 Q$R用引物 O? 和 OB 可扩
增出 &,- 基因（数据未显示）；而用引物 O! 和 O< 可
扩增出约 <?H1"的片段（部分转化体的 OS>检测结
果如图 <），表明在这些二次转化体中两个 ./0 位点
间的 123 和 +3"44 已被切除。将用引物 O!和 O<扩增
的片段克隆到 "#TU=N A*5(&+ 中，测序结果表明两
2&V位点间的 Q$R在 S+*重组酶的作用下发生了正
确的重组（图 :S）。这说明，确实可用 #-O荧光的消
失方便快速地监测与之连锁的选择标记基因的消

除。

9:< 二次转化体的 %! 代幼苗中 #=>表达的消失
和 #?*的表达

#:的 NH 代种子在含 G4, 的培养基上萌发后，

G4,+ 的 N: 代幼苗在荧光显微镜下可观测到绿色荧

光，而 G4,% 的幼苗无 #-O荧光，说明 G4,+ 与 #-O绿

图 < 用 OS>检查二次转化体中 123 和 +3"44 的消除
-./0< OS> 4664@ 3&+ *2.7.,4(.&, &3 123 4,8 +3"44

., +*=(+4,63&+7*8 "24,(6
U：:W1 74+W*+（#.15&=C>F）；:：9.28=(@"* ! 0 "#$#&’( A4+ 0 %>:

"24,(；E ; L：+*=(+4,63&+7*8 "24,( 2.,*6：>:=: (& >:=B

色荧光是同时存在或消失；但无论是 G4,+ 还是 G4,%

的幼苗均不能用 P=#2’5染成蓝色（图 ?），表明在 #:
的 N: 代幼苗中无 #X% 表达。在不含抗生素的 U%

培养基上，>:=:和 >:=E的 NH 代种子萌发后，所有 N:

代幼苗在荧光显微镜下都观测不到绿色荧光，其中

大部分幼苗可用 P=#2’5染成蓝色（图 ?）。尽管二次
转化体 >:=:和 >:=E中可检测到 #X%活性，但它们
的部分 N: 代幼苗并不能用 P=#2’5 染成蓝色，表明

用于二次转化的 #:的 N: 代苗为杂合体。而大部分

幼苗可用 P=#2’5染成蓝色说明二次转化体中发生
重组后形成的预期结构可遗传给后代（图 :C），结果
就是在 !?%启动子直接驱动下 #X%得到了表达，而
#-O的表达消失了。
9:@ 不含任何选择标记基因的转基因植物的获得
在含 G4,的培养基上，>:=:和 >:=E的 NH 种子

萌发后，幼苗全部白化，说明它们都失去了 G4, 抗
性。结合 EJ<的结果即 >:=:和 >:=E的 N: 代幼苗均

观测不到 #-O 荧光，说明可用绿色荧光指示 +3"44
的消除。当然 >:=: 和 >:=E 的 N: 代幼苗中包括那

些因 #:的 N: 代苗是杂合体而后代分离后形成的并

无 "#$# N=Q$R插入的烟草幼苗。在含 Y@/的培养
基上，有一部分幼苗发生白化，说明这部分幼苗中已

无 53"；如果将白化的幼苗转至 U%培养基上，可慢
慢恢复正常生长，这部分幼苗用 S+*基因特异的引
物 O? 和 OB 不能扩增出 &,-，但其中有的幼苗可用
#X%的组织化学染色检测到 #X% 活性（数据未显
示）。因此得到的这部分幼苗既不含任何选择标记

基因也不含 &,-，但可表达 #X%。
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图 ! 转基因 "#$烟草幼苗的 %&’观察（(）和 %)"组织化学染色（*）
&+,-! %&’ ./0/10+23（(）43. %)" 5+60215/7+148 604+3+3,（*）29 0:436,/3+1 "#$ 6//.8+3,6

$，;：<$ 6//.8+3, 29 %$；=，>：<$ 6//.8+3, 29 #$?$

! 讨 论
绿色荧光蛋白基因是目前应用最广的报告基因

之一，%&’有如下的优点：检测方便，只需激发光源，
不需任何底物或辅助因子；材料可活体观测，无需预

处理；植物本身无绿色荧光，不会有假阳性。因此，

它目前在动物、植物、微生物的研究中已得到广泛的

应用。利用 !"# 作为唯一的标记基因，最近已成功
筛选出了几种植物的转化体［@ A $B］。利用 %&’ 可在
活体上直接观察的优点，我们构建了植物表达载体

C%D%，用 %&’作为卡那霉素抗性选择标记的可视辅
助标记，试图解决两个问题，一是如何方便检测选择

标记基因的消除，二是如何保证消除了选择标记基

因的二次转化体可有效的表达目的蛋白。本实验通

过对 ;个 C%D%转基因植物株系（单拷贝 <?ED(插
入）中 %&’荧光的出现和二次转化后 %&’荧光的消
失的检测，建立了 %&’ 荧光与 $#%&& 的存在和消除
的相关性，证实了可用 %&’绿色荧光监测与之连锁
的选择标记基因；第二是证实了经二次转化消除

$#%&& 和 !"# 后，目的蛋白（%)"）得到有效表达并且
可稳定遗传给后代。

利用 F:/G ’() 重组系统消除标记基因的技术已
经比较成熟，早在 $B 年前就获得成功［;］，但新型报
告基因（如 !"#）的出现为现有方法的改进提供可
能。最近 HI2 *% +’ 利用雌激素诱导型启动子控制
F:/重组酶的表达实现选择标记基因和 ,-* 基因的
共消除［!］，在他们的研究中应用了 !"# 作为目的基
因，这样选择标记基因消除后，就可观测到 %&’ 的
表达。但若在表达其它目的蛋白时，就不便直接观

察消除了选择标记基因的植物。此外，目前存在的

方法主要注重去除选择标记基因的可行性，但没有

考虑消除标记基因后目的基因在转基因植物中的有

效表达，而本文中描述的策略可在一定程度上弥补

现存方法的不足。

尽管我们已经实现了简便地检测选择标记基因

的消除和目的基因有效表达，但我们的策略还需进

一步的完善。一是选择转 C%D%植物后代的纯合系
进行二次转化。如果二次转化时用的是转基因杂合

体，则获得的二次转化体因分离使部分后代既无

!"# 和选择标记基因，也不表达目的蛋白，我们的实
验结果就说明了这个问题。但是使用杂合体进行二

次转化实验并不影响本策略的可行性。在转基因的

拟南芥中，利用 %&’绿色荧光的强弱，可从 <$代幼
苗中选出纯合系［$$］，这个方法也许亦可用在筛选转

C%D%烟草的后代的纯合系。二是用合适的表达方
法提供 F:/重组酶以避免利用周期较长的后代分离
操作来获得无任何选择标记的转化体。三是进一步

建立 %&’绿色荧光强弱与重组后目的蛋白表达水
平的高低之间的相关性，这种在消除转基因植物中

选择标记基因的同时使外源蛋白获得高效表达的策

略，对生产有用蛋白的转基因植物的研究特别有利；

特别是有些以植物为载体的口服疫苗包含小肽或抗

原决定簇，其分子量小；还有的蛋白没有商品化的抗

体，而其抗体的制备又比较麻烦，检测这些目的蛋白

在转基因植物中的表达都比较困难。相信在进一步

完善后利用 C%D%获得无选择标记的转基因植物的
策略会有广泛的应用价值。
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