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通过构建三段 !"#$% 载体高频率获得无标记转基因大豆植株的研究
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摘 要 高频率获得无选择标记转基因植株有利于转基因植物的环境释放和安全性生产，农杆菌介导的共转化法是获得无

标记转基因植株的方法之一。含二段 BES*8 载体的共转化法已被人们成功应用，而二段以上 BES*8 载体的共转化法还未见

报道。基于这一目的，通过几个中间质粒构建了含有三段 BES*8 的双元表达载体 9*T"7U&PV#，其中包含 # 个拷贝 B+* 基因选

择标记基因表达盒和 ! 个拷贝 G3H# 目的基因表达盒。利用 IQ8#$# 农杆菌菌系介导法转化大豆子叶节，经过在含 " W 7J@RX
@(.Y’?4-,:2培养基上多次筛选，获得了一定数量抗性再生植株，然后对抗性再生植株进行叶片涂抹除草剂、U’.:A2/- <(’: 和

*’/:A2/- <(’: 检测，共鉴定出 7# 棵 B$ 代转基因植株，转化频率 $ZD"[ W "Z#=[，二个基因的共转化频率为 D=Z\[。在对 B# 代

群体进行叶片涂抹除草剂检测的基础上，不抗除草剂植株进行 V>1、U’.:A2/- <(’: 和 *’/:A2/- <(’: 检测，共鉴定出 \# 棵无选择标

记转基因植株，无标记植株获得率为 %Z=[。检测结果还表明，B# 代群体中 !!Z%[的株系发生了基因丢失现象，!%Z"[的株系

发生了 B+* 基因沉默现象，目的基因在 "%Z#[的无标记植株中发生了沉默现象。三段 BES*8 的双元表达载体是获得无标记

转基因植株的理想途径。
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?G 世纪以来，基因工程育种一直被认为是改良

植物产量、品质和抗逆性的有效途径。事实上，利用

基因工程育种技术已经培育了一些转基因植物新品

种，如转基因大豆、棉花、玉米和油菜等，并在生产实

践中得到了大面积应用［* H A］。尤其近 I 年来，植物

转基因研究的发展非常迅速，利用转基因方法培育

的植物品种逐年增加［)］。同时，由于很多国家政府

和消费者对转基因植物安全性的重视，以及转基因

植物内在的安全性障碍，多数转基因植物品种难以

获准商业化生产。其中，筛选标记基因的存在是转

基因植物安全性的最大隐患之一。目前为止，人们

先后提出了几种获得无筛选标记转基因植物的技

术，包括共转化法（/#C-",&(0#"1,-’#&）［I H 8］，定位重组

体系（(’-%C(!%/’0’/ "%/#13’&,-’#&）［J，K］，多元自动转化载

体系统（16+-’C,6-#C-",&(0#"1,-’#& F%/-#"）［*G］，转座子系

统（ -",&(!#(’-’#& (7(-%1 ）［**］ 和 同 源 重 组 体 系

（4#1#+#$#6( "%/#13’&,-’#&）［*?］等，但只有共转化法应

用最为成功。利用基因枪介导法将分别携带目的基

因和标记基因的二个质粒载体混合转入细胞，可以

在 >* 代或 >? 代分离后代中获得无标记转基因植

株，但无标记植株获得频率比较低［*A］。利用分别含

有不 同 双 元 表 达 载 体 的 农 杆 菌 混 合 侵 染 植 物 细

胞［I H 8］、同时含有 ? 个不同双元表达载体的农杆菌

侵染植物细胞［*)］或含有二段 >CDE= 双元表达载体

的农杆菌侵染植物细胞［I，*I H *8］，由于目标基因和选

择标记基因位于不同载体或不同 >CDE= 上，后代中

能够获得无标记转基因植株，无标记植株获得频率

同样比较低。本研究构建了包含三段 >CDE= 的双

元表达载体，其中的一段 >CDE= 区域含标记基因，

另外二段 >CDE= 区域含目标基因，用其转化大豆

（’()*+,- ."/）后较高频率获得了无标记转基因植

株。

) 材料与方法

)*) 载体和菌系

本研究利用的 !L>M?、!NO*GG 和 !O>E?GG 表达

载体由美国内布拉斯加州立大学提供，>#!# 克隆载

体购自有关生物技术公司，用于构建分别包含 P’"Q
互作 结 合 蛋 白 编 码 基 因（P’"Q ’&-%",/-’#& !"#-%’&，

$%&*）和 !"# 选择标记基因的多段 >CDE= 载体。

大肠杆菌菌系 DRI!和农杆菌菌系 QR=*G*［*J］

由本 实 验 室 保 存，DRI!用 于 载 体 扩 增 和 鉴 定，

QR=*G* 用于大豆转化。

)*+ 大豆材料及其农杆菌转化

用于本研究的大豆品种 >4#"&% 再生性能优良，

对农杆菌感染比较敏感，由美国内布拉斯加州大豆

协会提供。成熟大豆种子置于密闭容器中，同时在

容器中放入一盛有 *GG1M 次氯酸钠和 A9A1M 浓盐

酸（*?1#+SM）的小烧杯，用氯气灭菌 ?)4 左右，更换

次氯酸钠和浓盐酸后用新产生的氯气再灭菌 ?)4 左

右。然后将种子接种在 TI 基本培养基上，光照条

件下培养 I2，无菌苗 )U低温处理 *2。

从大豆无菌苗上切取 G9I V *9G/1 长的子叶节

连同完整子叶，将子叶节沿子叶方向均匀切开，小心

切去小真叶，沿子叶节长度方向将芽点划伤 I V :
刀，按照 R’&/4%% 等［*K］描述的方法对大豆子叶节进

行农杆菌转化，其中，利用 $+60#(’&,-% 作为 !"# 标记

基因的筛选剂［*:，*8，??，?A］。大豆外植体与农杆菌经过

A2 光 照 培 养，转 移 到 含 :CT= *9:81$SM、$+60#(’&,-%
I9G1$SM、 W%0#-,B’1% IG1$SM、 -’/,"/’++’& IG1$SM、

F,&/#17/’& IG1$SM 的 TI 培养基上光照条件下培养 )
周诱导丛生芽，然后将丛生芽转移到含 N= *9G1$SM、

X=A G9I1$SM、Y== G9*1$SM、$+60#(’&,-% A9G1$SM、

W%0#-,B’1% IG1$SM、-’/,"/’++’& IG1$SM、F,&/#17/’& IG
1$SM的 Z[ 培养基上光照培养 ) V : 周促进丛生芽

伸长。抗性再生芽高度 A V )/1 时，从基部切断，转

移到含 E== *9G1$SM 的 Z[ 培养基上诱导根，? V A
周后及时移栽到花盆中。

)*, 分子检测

参照 D%++,!#"-, 等［?G］和 [,13"##@ 等［?*］描述的方

法分别从转基因植株叶片中提取基因组 DE= 和总

LE=，对 >G 代、>* 代转基因植株进行 OWL、[#6-4%"&
3+#- 和 E#"-4%"& 3+#- 等检测。$%&* 基因上游 OWL 引

物为 I\C>W=>X=X>X>>X=>>WXX==X===WWCA\，下游
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!"# 引 物 为 $%&’"’()(’"()""’"’"’’))’)(((’&
*%。!"# 基因上游 !"# 引物为 $%&(()"("))’"(("
’’"")’(&*%，下 游 !"# 引 物 为 $%&)(()’""()"’
)""()((("&*%。!"# 扩增体系为 +$!,，包括 +-$!,
./0012（34 5 ），+-4!, 67’!8（+99:;<,），+-4!, =2>9128

（4-3!?<!,），4-+!, ’@A（$/<!,）。扩增条件为先 BCD
变性 $9>E，然后 BCD变性 39>E，$$D复性 39>E，F+D
延伸 +9>E，共计 *4 个 循 环，最 后 F+D 延 伸 $9>E，

4-GH琼脂糖凝胶电泳检测扩增片段。以从相应克

隆载体上酶切、回收的 $%&3 基因和 !"# 基因片段作

为探针，用*+ ! 进行标记，按照 IJ@E? 等［++］描述的方

法对 经 ’()"酶 切 3K L 3FJ 的 基 因 组 M7( 进 行

N:/OJ12E .;:O 分析，利用相同探针按照 P>E? 等［3K］和

N@O: 等［3F］描述的方法对 #7( 进行 7:2OJ12E .;:O 分

析。

!"# 叶片涂抹除草剂检测

用棉签蘸取 4-3H的 ,>.12OQ 除草剂溶液涂抹 ’4

代和 ’3 代转基因植株幼嫩叶片，*6 后调查涂抹植

株对除草剂的反应。

$ 结果与分析

$"! 含三段 %&’() 载体的构建和鉴定

将从 拟 南 芥 RM7( 文 库 中 克 隆 的 $%&3 基 因

（FG*.=）连接到 ’:=: 载体（*-BS.）上装备酶切位

点。用 *+,#"酶切一级重组质粒 =’:=:&TU!3，回收

G34.= 的 $%&3 基因片段，将其连接到 =#’,+（*-B
S.）载体上以获得花椰菜花叶病毒 *$N 基因启动子

和终 止 子。用 &()"酶 切 二 级 重 组 质 粒 =V*$N&
$%&3，回收 +-+S. 的 $%&3 基因完整表达盒，连接到

=I!344（K-K S.）双元表达载体上装备 ’&M7( 左、右

边界 序 列。用 ’+""酶 切 三 级 重 组 质 粒 =I!344&
$%&3，回收 *-F S. 的包含 $%&3 基因完整表达盒的

’&M7( 区 段，连 接 到 另 外 一 个 双 元 表 达 载 体

=!’7+44（G-FS.）上获得 !"# 基因筛选标记独立 ’&
M7( 表达框，并最终构建含多个 ’&M7( 的载体。连

接产物转化大肠杆菌，共获得了 3+ 个克隆，其中一

个克隆经 &()"酶切片段大小分别为 4-KS.、+-+S.、

+-GS. 和 G-$S.，经 -./6#酶 切 片 段 大 小 分 别 为

4-$S.（* 个相同片段）、K-+S. 和 G-$S.，经 0"1W"酶

切片段大小分别为 +-BS.、*-BS. 和 B-CS.，经 ’+""
酶切 片 段 大 小 分 别 为 *-GS.（+ 个 相 同 片 段）和

G-KS.，经 ’()"酶切片段大小分别为 +-FS.、C-*S. 和

B-+S.，经 *+,#$酶 切 片 段 大 小 分 别 为 C-$S. 和

33-FS.，经 *+,#"酶切片段大小分别为 4-GS.（+ 个

相同片段）、3-*S.、C-+S. 和 B-3S.。经分析确认，该

克隆为含有三段 ’&M7( 的重组载体，其中，一段 ’&
M7( 上含有 !"# 基因表达盒，另二段 ’&M7( 上含有

$%&3 基因表达盒，命名为 =7X*$NTU! 3（图 3）。

$"$ %* 代转基因大豆植株的获得和鉴定

利用三亲交配法将所构建的含三段 ’&M7( 的

载体 =7X*$NTU! 转入 VW(343 农杆菌菌系，进行大

豆子叶节农杆菌转化。经过在含 );/0:8>E@O1 除草剂

培养基上 * L C 个月的筛选，从 3+ 批转化实验中共

获得了 GC 棵抗性再生植株，移栽成活后进行叶片涂

抹 ,>.12OQ 除草剂检测，其中的 $B 棵表现抗性。先后

以 !"# 基因和 $%&3 基因作探针对抗性植株进行

N:/OJ12E .;:O 检测，全部 $B 棵确认为 !"# 基因阳性植

株，其中的 $3 棵确认为 $%&3 基因阳性植株，二个基

因的共转化率为 GK-CH，阳性植株分别含有 3 L B 拷

贝的 转 入 基 因 片 段，杂 交 片 段 大 小 为 +-FS. L
3B-4S.，转 化 效 率 4-G*H L *-3KH（图 +，表 3）。

7:2OJ12E .;:O 检测结果表明，$%&3 基因在 +C 棵阳性

植株中得到了表达，如 NT$&+、NTC&C、NT*&B、NT+&*、

NTB&3 等，在 另 外 +F 棵 阳 性 植 株 中 没 有 表 达，如

NTC&+、NTK&3、NT3&B、NT3&34、NTC&G、NT3+&+ 等，发生

$%&3 基因沉默现象的植株占 $+-BH（图 *）。

$"+ 无标记转基因植株筛选

’3 代植株 * L C 周大小时先进行叶片涂抹除草

剂筛选（图 C），除草剂敏感植株进行 $%&3 基因 !"#
检测（图 $），初步筛选可能的无标记转基因植株。

进一步对可能的无标记转基因植株进行 !"# 基因和

$%&3 基因双引物 !"# 扩增检测（图 K），并分别以

!"# 基因和 $%&3 基因为探针进行 N:/OJ12E .;:O 检测

（图 F）。对来自于 ++ 个独立转化子的 $*B 棵 ’3 代

转基因植株先后进行了叶片涂抹除草剂、!"# 和

N:/OJ12E .;:O 检测，共筛选出 C3 棵无标记转基因植

株（ $%&3Y !"# Z ，表 +），如 TF&K、TF&34、TF&3* 和 TF&
3K（图 F），无标记转基因植株获得率为 F-KH。在鉴

定出的 C3 棵无标记转基因植株中，+4 棵 来 自 于

NT*&3F 株系，34 棵来自于 NTC&+ 株系，$ 棵来自于

NTC&C 株系，C 棵来自于 NTC&G 株系，3 棵来自于 NT3&
33 株系，3 棵来自于 NT+&+ 株系。同时，鉴定出 G+
棵植株含有 !"# 基因而不含有 $%&3 基因（ $%&3Z

!"# Y ），3CB 棵 植 株 同 时 含 有 二 个 基 因（ $%&3Y

!"# Y ），+KF 棵植株既不含 $%&3 基因也不含 !"# 基

因（$%&3Z !"# Z ）。结果表明，’3 代群体中标记基因

和目的基因发生分离的频率为 ++-KH，标记基因和

4C3 23./4(4 5,6#/"7 ,8 0.,)4+3/,7,9: 生物工程学报 +44F，T:;-+*，7:-3



目的基因均丢失的频率为 !"#$%，标记基因和目的

基因连锁遗传的频率为 &’#(%。)*$+&、)*&+,、)*"+
- 和 )*-&+& 株系中的全部植株，以及 )*,+(、)*$+-、

)*&+& 和 )*(+- 株系中的多数植株，发生了外源转入

基因 丢 失 现 象。在 )*-+-!、)*&+-.、)*-+&、)*!+!、

)*&+-、)*,+"、)*!+& 和 )*!+/ 株系的多数植株中，标

记基因 和 目 的 基 因 紧 密 连 锁 遗 传。另 外，)*-+-、

)*-+$、)*,+(、)*$+-、)*-+" 和 )*(+- 株系中的全部

阳性植株只含标记基因而不含目的基因。

图 - 三段 0+123 载体 425,$)*67- 构建过程

89:;- <=>?@ABC@9>: 4A=CD?? =E 425,$)*67- FDC@=A G9@H @HADD+0+123?
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图 ! "# 代植株 $%&’()*+ ,-%’ 检测分析

./01 ! $%&’()*+ ,-%’ 2+2-34/4 %5 6&’2’/7) 6*/82*3 "# ’*2+45%*82+’4

! 69:;<$=>? @：6%4/’/7) A%+’*%-；"(%*+)：+)02’/7) A%+’*%-；?*%,)：

!"#@ 0)+)1

表 ! "# 代转基因大豆植株获得情况

"$%&’ ! "($)*+’),- *./%’$) 0&$)1* .%1$,)’2
3(.4 ’$-5 ’60’(,4’)1

BC6)*/8)+’
BC6-2+’4
A&-’&*)D

?%4/’/7) 6-2+’4
%,’2/+)D

"*2+45%*82’/%+
5*)E&)+A3FG

$=@ !H< I ;J@K

$=! !<# < !J##

$=; !L# L !J<I

$=M ;## K !J##

$=< !M< M @JK;

$=K !H< ; @J#@

$=L !M# ! #JH;

$=H !<# ; @J!#

$=I !H# M @JM;

$=@# @M# ! @JM;

$=@@ @## ! !J##

$=@! !## M !J##

"%’2- !HM< <@ @JLI

图 ; "# 代植株 9%*’()*+ ,-%’ 检测分析

./01 ; 9%*’()*+ ,-%’ 2+2-34/4 %5 6&’2’/7)
6*/82*3 "# ’*2+45%*82+’4

N：6*%,)D O/’( !"#@ 0)+)；:：6*%,)D O/’( *P9N1

图 M "@ 代无标记植株的叶片涂抹除草剂筛选

./01 M ?%44/,-) 82*Q)*R5*)) 6-2+’4 4A*))+)D %&’ /+
"@ 6*%0)+/)4 ,3 -)25 62/+’/+0

! S)*,/A/D) 4)+4/’/7) 6-2+’ O24 6%/+’)D ,3 2**%O，O(/A( O24 82*Q)*R5*))

%* 2-/)+ 0)+) )86’31

图 < "@ 代无标记植株植株 !"#@ 基因的 ?TU 筛选

./01 < ?TU 2+2-34/4 %5 ()*,/A/D) 4)+4/’/7)
"@ 6-2+’4 5%* !"#@ 0)+)

! V：82*Q)*；9：+)02’/7) A%+’*%-；?：6%4/’/7) A%+’*%- 1

图 K "@ 代无标记植株植株 !"#@
基因和 $%& 基因的 ?TU 筛选

./01 K ?TU 2+2-34/4 %5 ()*,/A/D) 4)+4/’/7) 2+D
!"#@ 6%4/’/7) "@ 6-2+’4 5%* ,%’( 0)+)4

! V：82*Q)*；9：+)02’/7) A%+’*%-；?：6%4/’/7) A%+’*%- 1

图 L "@ 代无标记植株 $%&’()*+ ,-% 鉴定分析

./01 L $%&’()*+ ,-%’ 2+2-34/4 %5 6&’2’/7)
6*/82*3 "@ 82*Q)*R5*)) 6-2+’4

N：6*%,)D O/’( !"#@ 0)+)；:：6*%,)D O/’( $%& 0)+)；69:;<$=>?@：

6%4/’/7) A%+’*%-；"(%*+)：+)02’/7) A%+’*%- 1
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表 ! "# 代株系中 $ 种基因型植株的检测结果

"%&’( ! )(*(+,- %*%’./,/ 01 "# 2023’%+,0*/ &. 40’(-3’%5 +(/+/
!" #$ %& ’()*+, +-,+-. !"#/ 0 $%& 0 !"#/ 0 $%& 1 !"#/ 1 $%& 0 !"#/ 1 $%& 1

23/4/ 5& & & /5 /6
23547 89 & & 6 8/
23/4/& : & & & :
23/48 8; /; & 8 9
23:4: 8< /7 < 8 8
23<4/ 5& & & 9 88
23:48 8; /5 /& 8 :
2384/ 87 /9 & 5 <
23<48 89 & & & 89
23845 89 & & & 89
2354; 86 /9 & & ;
23/4< 89 & & /; ;
23/4; /9 & & ; ;
23848 89 & / 7 8/
2374/ 8< & & < 8&
23:49 /9 /5 : / &
23/4// 6 < / & /
23;4/ 88 & & & 88
23/848 8< & & & 8<
23/4/: 89 8< & 5 &
2384/& 89 88 & 8 :
2354/6 89 & 8& & 9
%#+)( <5; /:; :/ 98 876

6 讨论

重组表达载体 =>?5<23!’/ 上的 !"#/ 基因来源

于拟南芥，由 695 个核苷酸组成。根据 %@$AB) 等［8:，8<］

研究，!"#/ 基因编码的蛋白质与 3ABC84%4">D 复合

体结合，促进 %4">D 从植物细胞质向细胞核的运

输，以及向染色体上的整合。转 !"#/ 反义基因烟

草植株与未转基因对照烟草植株相比，被野生型农

杆菌侵染后冠瘿瘤形成数目明显减少。E%4’FE 分

析结果表明，转基因植株这种对农杆菌敏感性的降

低与其体内 !"#/ 基因转录水平的减弱密切相关。

相反，转 !"# 基因烟草植株与对照烟草植株相比，

对农杆菌侵染的敏感性明显增强，’() 基因瞬间表

达率和稳定转化率明显提高［8:，8<］。将 !"#/ 基因转

入大豆，培育无筛选标记的转 !"#/ 基因大豆材料，

势必会有助于大豆转化效率的提高。基于上述目

的，我们构建了包含三段 %4">D 的植物表达载体，

以获得无筛选标记的转 !"#/ 基因大豆植株。研究

结果表明，%/ 代群体中只含 !"#/ 目的基因而不含

$%& 标记基因的植株（!"#/0 $%& 1 ）占 6G7H，在一些

株系中 !"#/0 $%& 1 植株的比率达 /:G5H 以上，如

23:49 株系达 88G8H，23:48 株系达 5:G<H，2354/6
株系达 6/G:H。在所检测的 88 个 %/ 代株系中，7 个

株系中获得了无筛选标记转基因植株（占 86G5H），

9 个 株 系 中 目 的 基 因 和 标 记 基 因 紧 密 连 锁（占

57G:H），7 个株系中目的基因和标记基因全部丢失

（占 86G5H）。目的基因和标记基因在 /< 个株系中

发生了分离，占 79G8H。证明包含三段 %4">D 的质

粒是利用农杆菌转化法获得无筛选标记转基因植株

的理想表达载体。本研究获得的无标记转 !"#/ 基

因大豆植株正在自交纯合，然后将用于再转化的受

体材料，验证 !"#/ 基因在大豆遗传背景中的功能。

本研究除了发现 %4">D 在 %/ 代群体中较高频

率丢失现象外，还发现 !"#/ 基因在 %& 代和 %/ 代，

以及 $%& 在 %/ 代较高频率的沉默现象。其中，!"#/
基因在 <8G;H的 %& 代阳性植株中发生了沉默，在

57G/H的 %/ 代无标记转基因植株中发生了沉默。

在检测的 88 个独立 %/ 代转基因株系中，$%& 基因在

7 个 株 系 的 全 部 阳 性 植 株 中 发 生 了 沉 默（ 占

86G5H），在 8 个株系的部分阳性植株中发生了沉默

（占 ;G/H）。
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