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摘 要 在常用的植物组成型表达载体 9XU#!# 的选择标记基因 ?7@:: 两侧插入同向的 ,(A 位点并用多克隆位点（YH;）取代了

QS; 基因序列，构建了 ?7@:: 基因可被去除的和可插入目的基因的通用植物表达载体 9XU#!#J ,(AJYH;。替换 9XU#!#J ,(AJYH;
中驱动目的基因表达的 "K; 启动子，可构建成一系列具有其他表达特性的植物表达载体，如本文描述的韧皮部特异表达载体

9X6O*ZJ ,(AJYH;。为方便地筛选去除选择标记基因的转基因植物，还构建了绿色荧光蛋白（QGZ）表达框与 ?7@:: 表达框连锁

的 9XU#!#J1-BJ ,(AJYH; 载体。上述植物表达载体可广泛应用于培育选择标记可去除的转基因植物。
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利用转基因技术可使植物获得有益的性状或建

立植物生物反应器生产高附加值产品。由于在植物

转化过程中，要将被转化的细胞筛选出来必须使被

转化的细胞具有某种抗性，比如卡那霉素抗性或除

草剂抗性，因此在将目的基因转入植物的同时也必

须将抗性基因作为选择标记一同转入植物。但是在

得到了转基因植物后，抗性基因已不再需要而且它

在转基因植物中长期存在可能引起生物安全性问

题，很大程度上影响了普通民众对转基因植物的接

受。目前最好的解决方法是在得到转基因植物后将

抗性基因从转基因植物中剔除。我们在构建表达载

体时考虑了选择标记的可去除性问题：将载体中的

选择标记基因表达框两端插入同向的 !"# 位点，当

!"# 酶存在时，两个同向的 !"# 位点会发生重组，将

!"# 位点之间的选择标记基因缺失掉。

尽管植物生物技术的改进研究是多方面的，但

在大多数情况下，最重要的问题是怎样在转基因植

物中获得表达水平高的有活性的目的蛋白，因此利

用较强的启动子和翻译增强子构建具有高表达能力

的载体始终是我们的主要目标。$%& 启动子可高效

组成型表达目的基因，但在某些情况下需要组织特

异性表达或可诱导型表达目的蛋白，在需要的时间

和组织中表达目的蛋白可以节约植物体内的资源。

我们构建的载体采用了本实验室自主开发的从南瓜

中克隆得到的组织特异表达启动子———南瓜韧皮部

蛋白基因 $$’ 启动子，通过对该启动子的研究分析，

我们定位了该启动子的增强序列，将该序列加倍得

到双增强子序列的启动子（()*+），使之具有较高的

活性并保留了其组织特异性［,］。由于许多植物病原

菌（包括病毒）和植物害虫侵染植物维管束组织，因

此 ()*+ 启动子在植物抗病、抗虫基因工程中应有

广泛的用途。

! 材料与方法

大肠杆菌菌株 -.,,/ 为本实验室保存，植物表

达载体 012,’,［’］，012’’, 购自 !3456#78 公司。植物

表达载体 01()*+,’, 和 09*9 为本实验室构建，质

粒 012*:%&’$%:); 由英国剑桥大学 - < =>?#34@@ 教授

惠赠。分子生物学实验用各种 A*B 内切酶、连接

酶，修饰酶类、A*B 提取试剂盒等购自 +"4C#D> 公

司，生化试剂购自 &EDC> 公司，普通化学试剂购自北

京化学试剂公司。实验中所用 A*B 引物由赛百盛

生物工程有限公司合成。所有分子生物学方法均参

照《分子克隆实验指南》［$］。

" 结果

"#! $%&!"!’ !"#’()* 表达载体的构建

本表达载体在双元植物表达载体 012,’, 的基

础上改造而成。首先用化学合成方法合成 F 条含

!"# 序列引物，’ 条在 %G端引入 ()%=!位点，, 条在

%G端引入 *)+!位点，, 条在 %G端引入 ,!)!位点。

引物序列分别为：

34H,：%G:>>>>DD>677>6>>7667D6>6>D7>6>7>66>6>7D:$G
34H’：%G:>>>>DD>677>6>>7667D6>6>>6D6>6D76>6>7D:$G
34H$：%G:>>>>67D>>6>>7667D6>6>D7>6>7>66>6>7D:$G
34HF：%G:>>>>>67D>6>6>>7667D6>6>>6D6>6D76>6>7D:$G
将引物 , 和引物 ’、引物 $ 和引物 F 分别混合退

火，用 I3#54J 酶将其补平，引物 , 和引物 ’ 合成的

产物为 !"#（;），引物 $ 和引物 F 合成的产物为 !"#
（K），将 !"#（;）用 ()%=!酶切接入 012,’, 的紧邻

;1 下游的 (-!!的位点，该 !"# 序列插入后质粒上

的(-!!位点和引物上的 ()%=!位点都被消除。将

!"#（K）用 *)+!切，接入已插入一个 !"# 序列的

012,’, 质粒的 ,!)!位点中得到 012,’,: !"# 质粒，

测序结果证明两个 !"# 插入方向相同。再合成两条

含多克隆位点的引物，其中上游引物在 %G端引入

()%=!酶切位点，下游引物在 %G端引入 .)-!酶切

位点，引物序列为：

.!&,：%G:>>DD>677 > D67D>7 >DD776 D76>D7 >67D>6
>76>D6:$G

.!&’：%G:>>>D>D767 D7DD77D7 DD6>77 >76>D6 >67D>6
D76>D7 >DD77:$G

将 .!&, 和 .!&’ 引物退火，用 I3#54J 酶补平，

再用 ()%=!和 .)-!酶切，然后连接到用 ()%=!
和 .)- !酶 切 的 012,’,: !"# 质 粒 中，最 终 得 到

012,’,: !"#:.!& 质粒（图 ,）。

"#" 植物韧皮部特异表达载体的构建

本表达载体在 012,’,: !"#:.!& 表达载体的基础

上，将韧皮部特异表达启动子取代 012,’,: !"#:.!&
表达 载 体 中 的 $%& 启 动 子 得 到。 用 /01("和

()%=!切含 ()*+ 序列的 01()*+,’, 质粒，纯化

L%$M0 片段，同样酶切 012,’,: !"#:.!& 质粒，将二者

连接得到 01()*+: !"#:.!& 表达载体（图 ’）。

"#+ 含植物表达框的高拷贝、小质粒的构建

植物表达载体 012,’, 和我们在该质粒基础上

构建的可以在大肠杆菌和土壤农杆菌中生存和复制

的双 元 植 物 表 达 载 体 012,’,: !"#:.!& 和 01()*+:
!"#:.!& 载体，既可以在大肠杆菌中比较方便地进
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行基因操作，也可以在农杆菌中增殖并通过农杆菌

介导转化植物细胞和组织，但是这些质粒为低拷贝

大质粒，所以当进行分子操作时不如高拷贝小质粒

容易，为了解决这个问题我们针对 !"#$%$& !"#&’()
和 !"*+,-& !"#&’() 载体构建了 % 个含植物表达框

的小质粒。将 % 个大质粒载体用 $%&*!和 ’("."
酶切，将表达框架接入用同样的酶切的 !/($0 质粒

中分 别 得 到 !/(&12)&’() 和 !/(&*+,-&’() 质 粒

（图 1，图 3）。多拷贝的小质粒在基因操作上极为容

易，例如当我们需要将目的基因克隆到植物表达载

体 !"*+,-& !"#&’() 上时，我们首先可以将其克隆到

!/(&*+,-&’()，在这个小质粒上对目的基因进行酶

切检测和序列测定，最后再将整个表达框架切出连

入 !"*+,-& !"#&’() 中。

!"# 利用 $%& 监测转基因植物中选择标记基因消

除的植物表达载体的构建

将以 !"#,&)*+,2&+. 质粒为模板，利用 -(. 扩

增的方法克隆 *+, 片段并将其克隆到植物表达载体

上得到的 !4,4 质粒［3］用 $%&*!酶切，将切出的

45- 基 因 表 达 框 架 接 入 !"#$%$& !"#&’() 载 体 的

$%&*!位点，将 !"# 位点序列接入该表达框 678 终止

子的下游。利用这个质粒转化目的基因到植物中的

同时，选择标记基因（以 -./00 为例）和 45- 基因同

时转入，转基因植物在紫外线下发出荧光，当在 (9:
酶的作用下 !"# 位点之间的 ;,< 序列被重组失去

时，选择标记基因和 45- 基因同时失去，因此在紫

外光下不发荧光的转基因植物同时也是无选择标记

的转基因植物。该载体提供了一个方便筛选无选择

标记转基因植物的方法，但是该载体较大，酶切位点

相对复杂，操作比较困难（图 2）。

图 $ !"#$%$& !"#&’() 载体的选择标记表达框架两端

（引入了 !"# 位点，’() 中黑体标出的酶切位点为单酶切位点）

5=>?$ @A7 !"# 8=B:8 C9: D7ECB:* CB F7BG :6*8 7H BG: 8:D:EBCFD:
IC9J:9 >:6: :K!9:88=76 EC88:BB: =6 !"#$%$& !"#&’() L:EB79

@G: 9:8B9=EB=76 :6MNI: 8=B:8 7H BG: ’() IC9J:* =6 F7D* C9: O6=PO: 8=B:8?

图 % !"*+,-& !"#&’() 载体

5=>?% !"*+,-& !"#&’() L:EB79
@G: 12) !97I7B79 7H !"#$%$& !"#&’() AC8 8OF8B=BOB:* FN *+,-?

图 1 !/(&12)&’() 载体

5=>?1 !/(&12)&’() L:EB79
@G: $%&*!&’("." H9C>I:6B 7H !"#$%$& !"#&’()（E76BC=6=6> BG: 12)

!97I7B:9，’() C6* ,7!CD=6: 8N6BGC8: B:9I=6CB79）ED76:* =6B7 !/($0Q

图 3 !/(&*+,-&’() 载体

5=>?3 !/(&*+,-&’() L:EB79
@G: $%&*!&’("." H9C>I:6B 7H !"*+,-& !"#&’()（ E76BC=6=6> BG:

*+,-，’() C6* ,7!CD=6: 8N6BGC8: B:9I=6CB79）ED76:* =6B7 !/($0Q

图 2 !"#$%$&*+,& !"#&’() 载体

5=>?2 !"#$%$&*+,& !"#& ’() L:EB79
< 45- :K!9:88=76 EC88:BB:（ E76BC=6=6> BG: 12) !97I7B:9，45- R.5，

,7!CD=6: 8N6BGC8: B:9I=6CB79 C6* C !"# 8=*:）AC8 ED76:* =6B7 BG: $%&*!
8=B: 7H BG: !"#$%$&D7K&’() L:EB79 ? @G: 8:D:EBCFD: IC9J:9 C6* BG: 45-

:K!9:88=76 EC88:BB:8 A=DD F: *:D:B:* B7>:BG:9 =6 BG: !9:8:6E: 7H (9:

9:E7IF=6C8:?

’ 讨论

在植物转基因技术的研究和应用过程中一个合

适的植物表达体系是至关重要的。在前期工作的基

础上［$，3 S T］，我们使用了自主开发的表达元件———韧

皮部组织特异性表达启动子构建植物表达载体，并

考虑了选择标记基因消除的问题。韧皮部是植物运

输或贮藏有机物质的组织，同时也是许多病原微生

物和植物害虫攻击的目标。如能控制外源基因在韧

皮部特异地表达便可更有效地发挥某些抗病抗虫基

因的作用，也将会避免组成型启动子高水平表达外

源基因给植物本身和目标生物可能造成的不良影

响。目前已报道的韧皮部特异表达启动子有：玉米

蔗糖合成酶&$（)G&$）基因启动子［U］、豌豆谷氨酰胺合

成酶 1<（4)1<）基因启动子［V］、油菜伸展蛋白的启动

子［0］和修饰后的菜豆苯丙氨酸解氨酶（-<W&%）基因

启动子［$X］。在植物病毒中已发现水稻东格鲁病毒

（.@"Y）［$$］、椰子腐叶病毒（(5;Y）［$%］及鸭跖草黄斑

驳病毒（(7IZ’Y）［$1］的主要转录物的启动子可驱动

4/) 基因在转基因烟草或水稻韧皮部特异表达。在

约 $2 个已进行了克隆和功能研究的韧皮部特异表

02$高 尚等：选择标记可去除的植物高效表达载体的构建



达启动子中，除玉米 !"#$、水稻 %&&#$ 及 ’()*+, 启

动子这几个来自单子叶植物和单子叶植物病毒的启

动子有很高的表达效率外，其它启动子表达效率都

较低，因此我们自主研发的可在双子叶植物韧皮部

高效表达的启动子 -./0 具有很高的实用性。

我们构建的表达载体的另一个特点是利用 ’123
!"#0 定点重组系统去除选择标记基因。早在 $44$，

5672 和 89 首次利用来自噬菌体 0$ 的 ’123 !"#0 系统

消除选择标记基因。’12 酶是一个 :;<5 的位点特

异性重组酶，它可介导在两 !"# 位点间的 5/= 发生

切除、整合或倒位的重组。5672 和 89 正是利用 ’12
酶可介导两个同向 !"# 位点间的 5/= 片段切除的

特性，成功地消除了转基因烟草中的标记基因［$>］。

近年来，由于转基因生物安全性日益受到重视，利用

这一系统来消除标记基因得到进一步发展。例如

$444 年，?726@2 等利用 ’12 酶的瞬间表达来消除标

记基因，大大缩短了周期，但效率极低［$A］；BCC$ 年，

DE( F 等用化学诱导的启动子来驱动 ’12 基因的表

达，获得了无选择标记的转基因植物［$G］，但其所用

的雌激素诱导剂对环境安全并不友好。最近有研究

报道，’12 酶也可与 ,H1.B 或 ,H1I 蛋白融合，一起由

农杆菌进入植物细胞，并可切除其中的 !"# 位点间

的 5/= 片段［$J］，本实验室贾洪革等设计了用植物

病毒载体在转基因植物中瞬间表达 ’12 酶来消除转

基因植物中的选择标记的方法，这种方法可以无需

经过杂交或再次转化及后代分离就可以得到无选择

标记的转基因植物，为简单、高效的获得无选择标记

的转基因植物提供了可能［G］。

本课题研制的高效、韧皮部特异表达和选择标

记基因可去除的植物表达体系，既可直接用于植物

分子生物学研究、抗病虫转基因植物的培育、植物生

物反应器的研制等方面，也可以根据具体的实验要

求对其进行改造，比如不同类型启动子的替换等。

在转基因植物及其产品的生物安全性成为国际上关

注的热点的形势下，我们构建的选择标记可去除的

植物高效表达载体可供科研院所、大专院校及生物

技术相关产业使用。
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