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　　摘　要:为了避免选择标记基因的使用对环境及植物体的生长发育带来的不利影响 ,消除人们对转基因

植物中选择标记基因的安全性顾虑 , 培育无选择标记的转基因植物目前已成为植物基因工程研究的热点。

现主要综述几种剔除选择标记基因方法在转基因植物中的研究进展。
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　　目前转基因植物技术中 ,研究人员可以利用多种转化方

法 ,尤其是农杆菌介导法将外源基因转化到各种植物体内。

这种 DNA的递送过程都是在组织水平上进行 , 转化后的植

物组织中只有部分细胞的基因组整合进了外源 DNA , 可以成

为稳定的转化细胞 ,所以同时还存在着未转化的细胞。通常

用标记基因将转化细胞筛选出来 ,在选择压力下 , 非转化细胞

不具备选择抗性而死亡 , 因此 , 在转基因研究中 , 抗性标记基

因对于从大量非转化细胞中选择转化细胞是至关重要的。目

前使用的抗性标记基因大多数是抗生素或除草剂抗性基因 ,

当目的基因导入植物基因组后 , 标记基因并不参与植物的性

状改良 ,在完成筛选后 , 标记基因就完成了使命[ 1] 。

选择标记基因的应用使植物基因工程成为可能。然而随

着转基因植物的商品化 , 抗性标记基因潜在的生态和食用安

全性备受关注。首先 ,在转化细胞的筛选过程中 , 大量生长受

到抑制的未转化细胞会阻碍转化细胞对营养物质的吸收 , 并

且还可能分泌一些有毒的物质抑制转化细胞的生长。其次 ,

标记基因滞留在植物体内并持久表达不仅给植物的生长发育

带来负担 ,而且给其他有利性状基因的表达带来不确定的影

响。同时 ,对于环境释放或商品化生产的转基因植物而言 ,标

记基因最令人关注的方面还在于其潜在的流动———基因的水

平迁移与基因逃逸可能产生的安全性问题:作为标记基因的

抗生素抗性基因一旦流动到危害人类健康的微生物中就会为

其提供抗药性 ,而除草剂抗性基因如果流动到危害粮食作物

生长的杂草中就会使其获得除草剂抗性而成为“超级杂草” 。

再者 ,用重转化方法进行基因堆积时 , 每一次转基因的插入都

需要进行转化筛选;但可用于植物转基因筛选的标记基因只

有少数几个 ,这给在植物中再次导入外源基因带来限制。有

人提出将不同的转基因株系杂交获得转多价基因的转基因植
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株 , 然而多拷贝的标记基因可能引发基因沉默 , 很多情况下标

记基因的沉默可能引起邻近目的基因的沉默 , 导致转基因遗

传改良的失败。

总而言之 , 解决由选择抗性基因引起的上述问题的途径 ,

就是要回避或剔除转基因植物中的抗性标记基因。建立无选

择标记植物转化系统 , 培育无选择标记的转基因植物无论是

从安全性考虑 , 还是从转基因技术本身考虑均有重要意义。

培育无抗性标记基因植物的策略主要有两种:回避策略

和剔除策略。

1　回避策略
回避策略即在转化阶段不使用标记基因或采用安全性标

记基因筛选转基因植株。不使用标记基因直接筛选法由于转

化植株的筛选工作量巨大 , 成功的可能性小 , 直到最近才在马

铃薯研究[ 2]中见到相关报道。

2003年 , de Vetten 等[ 2]直接以无选择标记基因的载体结

构通过农杆菌转化在无选择压的培养基上再生马铃薯 , 然后

进一步以 PCR的方法筛选再生植株。 在含有强毒性区域的

农杆菌菌株 AGL0 侵染获得的再生植株中 , 平均 4.5%表现

PCR阳性 , 转化植株中有 45%的目的基因活性被完全抑制。

该研究直接利用 PCR筛选转化体 , 避免了标记基因的使用 ,

于其他途径相比 , 有其自身的优势:首先 ,不需要有性繁殖进

行遗传分离。这对于无性繁殖为主的作物特别有利于保持其

杂合性 , 减少优良性状的分离。其次 ,这种利用毒性根癌农杆

菌菌株和 PCR检测方法的选择效率高 ,可以获得大量转化植

株 , 进而选择只含有目的基因而不含有载体序列并且具有期

望的农艺性状的植株 , 其他途径如转座子或同源重组效率不

高 , 需要新一轮的筛选。为了避免使用抗生素或除草剂等抗

性标记基因 , 越来越多的安全性标记基因被用于植物遗传转

化。该系统的原理与抗生素或除草剂作为标记基因相同 , 非

转化细胞被杀死 , 而转化细胞由于获得代谢或发育优势存活

下来。但是安全性标记基因作为一种外源 DNA 片段存在于

植物基因组中 , 同样会限制多价外源基因导入 , 所以还需要不

断发展标记剔除策略。

2　剔除策略
剔除策略有数种途径 , 包括转座子介导 、位点特异性重组

系统介导 、共转化 、同源重组及其他一些方法等。根据不同原

理 ,剔除标记基因的方法可以分为两类:分离剔除和重组剔
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除。

2.1　标记基因的分离剔除法

分离剔除法主要以共转化为主 , 就是将标记基因和关注

基因分别构建在不同载体或同一载体的不同 T-DNA区域 ,

共转化受体细胞时 ,可以获得共整合有关注基因和选择标记

基因的植株[ 3] 。由于 T-DNA 的插入是随机的 , 因此插入后

的标记基因与关注基因可能分别位于不同的染色体上 , 即非

连锁位点上 ,或位于同一染色体相距较远的位点上 , 后代植株

即可发生分离而获得无选择标记的转化植株。

Mcknight等[ 4]用分别含有 nptII基因和胭脂碱合成酶基

因(no s)的两个载体共转化烟草 ,在 3 株共整合转基因烟草后

代中这两个基因发生了分离 ,这一结果说明 , 共转化是培育无

选择标记转基因植物的可行方法。为了提高获得无选择标记

转基因植物的效率 ,一些研究人员对共转化方法进行了改进。

Komari等[ 5]通过农杆菌体内同源重组构建了含有 2 个 T-

DNA 的 T i质粒载体 , 两个 T-DNA 分别携带选择标记基因

hpt和报告基因 gusA , 用此载体转化烟草和水稻 ,有一半以上

的共转化植株发生了分离 ,得到了 GUS 阳性但无选择标记基

因活性的后代植株。 Dalley 等[ 6]用含有 nptII 和 gusA 不同质

粒的农杆菌转化油菜和烟草 ,在后代植株中约 50%的株系发

生了 gusA 与 nptII 的分离。 De neve等[ 7]用分别含有 nptI I和

hpt的双元载体的根癌农杆菌混合转化烟草和拟南芥 , 有

72%的共转化植株 T-DNA 连锁。吕慧娟等[ 8]构建了一个

带双右边界序列的双元载体 ,获得带有水稻齿裂矮缩病毒基

因组的第 5 个基因片段 S5 关注基因的无选择标记转基因水

稻。陈松彪等[ 9]采用体外重组技术在通用植物表达载体基础

上建立了一个双 T-DNA 载体系统。载体中的 Ti质粒携带

2 个分离的 T-DNA 区域 ,分别包含标记基因和关注基因 ,以

此转化烟草 , 41.7%的后代植株产生了无选择标记的转基因

烟草植株。

近年来一个新的报告基因绿色荧光蛋白基因(gfp)已应

用于植物基因工程 , 将 gfp 与选择标记基因构建在同一个 T

-DNA 结构域上 ,在转化过程中 , GFP 可以辅助筛选标记提

高转化的效率[ 9] 。在共转化植株的自交分离后代中 , 由于 gfp

基因和选择标记基因位于同一 T-DNA 结构域上 , 二者在转

基因后代植株中连锁遗传 ,因此通过简单检测 GFP 的表达就

能初步剔除含有选择标记基因的后代植株 , 结合 PC R对剩下

的植株进行检测就能高效的获得无选择标记的转基因植株。

2.2　标记基因的重组剔除法

2.2.1　转座子　目前已经报道的用于转基因植物标记基因

剔除的转座系统是来源于玉米的 Ac/ Ds 系统。 Yoder 等[ 10]

应用Ac/ Ds转化体系在相连的两个基因整合后 , 将标记基因

或关注基因转移到新的位点上 ,二者相距足够远的话 , 通过杂

交能够将目的基因与选择标记基因分离 , 在子代水平上可以

得到无选择标记的转基因植株。 Goldsbtough 等[ 11]把标记基

因插入到 Ds的反向重复序列之间 ,把 gusA构建到 Ds反向序

列之外 ,以此载体转化番茄 , 后代植株中获得了只带 gusA 基

因而无抗性标记 nptII 基因的植株。 Ebinuma 等[ 12] 和 Co t-

saftis 等[ 13]利用 Ac/ Ds系统也分别在烟草和水稻上获得了无

选择标记的转基因植株。转座子途径可以不需要再次转化或

杂交引入重组酶。但是该途径也存在一些弊端 ,如效率较低 ,

转座子切除有时并不精确 ,可能会改变周围基因的结构[ 14] ;

转座后往往偏向于原来的附近位置重新插入;需要有性分离

途径 , 只适用于有性繁殖以及生活周期短的植物。这些限制

了其在标记剔除策略上的应用。

2.2.2　位点特异性重组　这一系统是利用重组酶催化两个

短的 、特定的 DNA 序列间的重组 , 以去除选择标记基因。已

发现的在植物中有效的位点特异性重组系统有Cre/ lo x系统 、

R/ RS 系统 、FLP/ FRTs 系统等。 Dale等
[ 15]
首次利用位点特

异性重组系统在转基因植物中实现了标记基因的去除。他们

利用大肠杆菌噬菌体 P1 的重组酶 Cre精确去除两侧有 lox 序

列的标记基因 hpt ,然后将 Cre编码区域分离出去 , 从而获得

无标记基因的转化植株。 Rusell等[ 16] 利用同样的系统 ,以编

码磺酰脲抗性的 als基因为选择标记 , gusA 为报告基因 , 获得

了无标记基因的转化植株。 Gleave 等[ 17]用含有 Cre 表达载

体的农杆菌侵染含有 loxP 元件的转基因烟草 , 无选择压下获

得再生芽 , 其中不到 3%的再生芽发生了 loxP之间的重组 , 且

并未发生 Cre基因的整合。这种方法省略了分离步骤 ,但是

频率低 , 需要二次转化 , 限制了实际应用。 研究还发现 , Cre

重组酶基因在植物中一直高水平表达 ,导致植物形态和产量

改变[ 14] 。Zuo等[ 18]发展了一个化学诱导表达———基于反式

激活系统 XVE 的位点特异性重组系统 , 以 XVE 控制 Cre 基

因的表达 , 从而剔除 lox 序列之间的选择标记基因 , 获得了高

频率的无选择标记的转基因拟南芥。 Onouchi 等[ 19] 用含 R

重组酶基因的转化植株与含有标记基因位于 RS 位点间的植

株进行杂交 , 获得了无标记基因的拟南芥转基因植株。 Sugita

等[ 20]先于 Zuo发展了化学诱导表达的位点特异性重组系统 ,

他们利用 R/ RS 系统建立了GST-MAT 载体 , 将 R基因构建

于由除草剂“ Safener”诱导表达的启动子 GS T-Ⅱ-27 下 , 两

侧有重组序列 RS。这样获得了 14%仅含有报告基因 gusA 的

无选择标记植株 , 其中多数为单拷贝整合。这种化学诱导表

达的位点特异性重组系统的引入 , 可以特异瞬时的表达重组

酶基因 , 高效切除标记基因和重组酶本身 ,简化了操作步骤;

防止重组酶提前表达过早切除选择标记;同时控制重组酶表

达至一定水平 , 再切除标记基因和重组酶基因 , 避免重组酶过

量表达带来对植物的潜在危害。

2.2.3　同源重组　同源重组在理论上就是在没有重组酶活

性的情况下 , 利用重组系统去除标记基因。Zubko 等[ 21] 利用

attp同源序列介导的染色体内同源重组剔除了选择标记基

因 , 得到了无标记基因的转基因烟草植株。其机理与位点特

异性重组相同 , 但也有其自身的特点:它不需要辅助蛋白参

与 , 因而也不会对植物基因组造成可能的伤害 , 也省去了遗传

分离的环节。但是其重组频率抵 ,也限制了它的广泛应用。

3　小结
综上所述 , 不同的剔除标记基因的方法各有利弊 , 相比较

而言 , 位点特异性重组是目前研究和应用较多的方法。尤其

是后来发展起来的化学诱导位点特异性重组系统不仅简化了

培育无标记基因转基因植物的程序 , 还适合于无性繁殖的植

物。同时它也有不足之处 , 它介导标记基因剔除时会在受体

植物染色体中留下一个特异识别序列 ,从而影响同一位点特

异性重组系统在受体植物中的再次应用。因此 ,选择何种转

化系统要根据植物自身的特点而定。
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总之 ,培育无标记转基因植物是发展转基因植物的安全

策略 ,并且此项研究已经取得很大的进展 , 展示了其巨大的应

用前景 ,这对未来转基因植物的生物安全性问题有着重要的

意义。
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