
植物遗传资源学报2010，11(3)：364-368
Journal of Plant Genetic Resources

作物基因聚合分子育种

徐小万1，雷建军2，罗少波1，李 颖1，王恒明1
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摘要：基因聚合分子育种与常规育种技术相结合已成为今后作物育种的主流方向。基因聚合分子育种主要包括遗传转

化基因聚合分子育种和分子标记筛选基因聚合分子育种。本文简要综述了近年来作物基因聚合分子育种的研究进展，分析

了遗传转化基因聚合分子育种以及分子标记基因聚合分子育种技术的研究方法及基因聚合分子育种存在的问题。
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Abstract：：Most agronomic charateristics and complex biosynthetic pathways are determined by the coordina-

tion of multiple gene expression，and gene pyramiding molecular breeding combined with conventional breeding

techniques have become the main means for the crop breeding．Gene pyramiding molecular breeding includes genet—

ic transformation molecular breeding and marker—assisted selection molecular breeding．Genetic transformation mo-

lecular breeding，marker-assisted selection molecular breeding in crops were reviewed in recently years．The re·

search methods，the countermeasures on the existing problems of gene pyramiding molecular breeding were discussed

and the prospects were described as well in this paper．
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自然界中植物的许多农艺性状和生理生化代谢

都是由多基因调控。长期以来，育种家通过回交、远

缘杂交、物理化学诱变等手段培育高产、优质、多抗

作物品种。近年来，随着分子生物学的发展，研究者

试图通过多基因聚合分子育种手段来达到上述目

的。简单地说基因聚合分子育种就是在常规育种的

基础上通过分子生物学手段实现2个或2个以上基

因整合到同一个体的育种方法。到目前为止，植物

基因聚合分子育种主要包括两个方面的内容：(1)

遗传转化基因聚合分子育种方法。该法结合常规育

种技术，运用农杆菌介导法、植物DNA病毒介导法、

电激法、显微注射法、基因枪轰击法、花粉管通道法

等基本的植物转化方法，采用不同策略将人工分离

和修饰的2个或2个以上的基因导人受体植物，由

于导人基因的表达，引起生物体的性状可遗传的修

饰，从而培育具有特异目标性状的植物新品种。

(2)分子标记辅助选择基因聚合分子育种方法。该

法通过成对杂交、回交、添加杂交、合成杂交、多父本

混合授粉杂交等技术，将有利基因聚合到同一个基

因组，在后代中通过分子标记选择含有多个目标基

因的单株，再从中选出优良株系，以实现有利基因的

聚合‘1-引。

1 遗传转化基因聚合分子育种

多数遗传转化研究都是将单一的外源基因转入

受体植物。可能有时单一基因表达强度不够或作用
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机制单一，尚不能获得理想转基因植物，因此，发展

植物多基因转化系统尤为重要。近年来，研究者们

将多个基因导入到植物基因组中进行探索，成功地

实现了多个目的基因在作物中整合或表达。遗传转

化多基因聚合技术主要有一次转化、顺序转化、共转

化、杂交聚合及质体转化p巧J。

1．1单载体一次转化

多基因表达载体的构建主要有以下3种方法。

独立表达框组合法 这是目前多基因表达载体构建

中应用较多的一种。将2个或2个以上目的基因串

联在一起组建于同一表达载体中，目的基因的两端

均具有各自的启动子、增强子、终止子等转录和翻译

调控元件。现已经组建了一日+一B旧1、pull+

pUB。⋯、mtlD+gutD‘“、RCHIO+AG￡U【“、RC24+口．

J，3一Glu。⋯、ech42+nagTO、ech42+gluc78、nagTO+

gluc78、ech42+nagTO+gluc78⋯、ACA 4-GNA⋯等

载体，通过一次性转化获得了基因聚合的抗病虫水

稻、抗蚜虫烟草、耐盐杨树等。多聚蛋白酶解法 应

用这种方法将目的基因的编码序列融合在同一表达

框(OFR)内，多个基因在同一个启动子下转录成一个

转录单位"’1“，转录单位翻译形成多聚蛋白前体，而

后，蛋白酶切释放单体蛋白旧o。王三红等【1纠将

DREB、rolC、儡丌等3个基因利用FMDV 2A序列融

合在一个开放阅读框中，并通过农杆菌菌株LBA4404

和Gv3101介导转化八棱海棠，获得了转基因植株，转

化率分别为0．72％和0．15％。但这种方法基因表达

量低而且可能是组织特异性或受发育调控，阻碍转基

因在组织中的同时表达。内部核糖体进入住点法

IRES是一段mRNA序列，可以直接引导核糖体对下

游开放阅读框进行翻译而不需要5’帽子结构，能完全

独立于上游顺反子而介导下游顺反子的有效翻

译¨“，不依赖于启动子的翻译起始区。

1．2多载体顺序转化

顺序转化，又叫重复转化或多次转化，是多次将

多个基因转入植物基因组中¨1。通常情况下，一个

目的基因构建一个表达载体。要转化多个目的基因

需要构建多个表达载体，也就是把多价基因的转化

变为多个单价基因的转化，但进行多次独立的转化。

各个基因的表达水平差异也较大¨J。Cao等¨副先

后将crylC、crylAc基因转入印度芥菜(Brassica

juncea CV．“Green Wave”)获得了含crylAc+crylC

基因的植株。多载体顺序转化不需考虑载体的容

量、目的基因的数目，利用目前成熟的载体构建以及

基因转化技术就可以达到要求。但是要转化的目的

基因的数目越多，工作量也就越大，试验周期也就越

长，得到转多价基因植株的难度就越来越大。

1．3 多载体共转化

多载体共转化是将位于不同载体上的多个目的

基因同时转到同一植物中，也叫一步法多基因转化。

Poirier等¨刮用双菌株／双质粒(2个质粒载体分别

位于不同的农杆菌细胞)共转化法，获得共转化率

为37％、0—35％、16％的拟南芥转化植株。Wu

等Ⅲ。利用基因枪法对水稻进行了9个外源基因的

共转化，结果发现56％的植株带有7个或更多基

因。Nicholson等¨副通过基因枪法把参与免疫球蛋

白抗体形成的4个基因及1个选择标记基因同时转

化了水稻，结果有12个株系(19％)表达所有4种

免疫球蛋白组分。目前，多载体共转化已成为多基

因聚合转化的首选方法，其简单易行，但由于不同大

小和数量的目的基因、不同的表达载体和受体、不同

转化事件和转化技术，其共转化的共整合频率也是

不稳定的，目的基因在受体植物基因组的整合位点

也难以确定。

1．4 杂交聚合转化

杂交聚合转化法先是产生不同的转基因植株，

然后采用常规育种手段再将这些植株进行杂交，借

助分子标记辅助选择，获得转基因纯系。采用这种

方法也已有成功的范例。Cao等¨列将含有单转基

因的植株杂交，获得了聚合crylAc+crylC基因的花

椰菜和菜用甘蓝。郭龙彪等Ⅲ1通过农杆菌介导法

和基因枪法将CMO、BADH、mtlD、gutD和SAMDC

基因以单价或双价的形式导入水稻，再结合常规杂

交育种，选育出了5价强耐盐性的转基因水稻植株。

李进斌等旧1。也通过杂交的方法将几丁质酶基因、B．

1，3葡聚糖酶基因和溶菌酶基因聚合于同一材料，

获得了高抗稻瘟病的水稻新品系。张光恒等旧2o利

用农杆菌介导g培C—TM基因而获得的水稻优质晚

粳品种中超123 T，纯系，并以其作为葡萄糖焦磷酸

酶(AGP)基因的供体亲本，与营养功能粳稻品种巨

胚l号为矿基因供体亲本进行杂交，获得了含gZ．

gG-TM基因和ge基因的聚合株系。杂交聚合转化

避免了共转化中因外源基因经常插入同一位点而彼

此影响表达，但杂交聚合转化法费时费力，多适用于

已有的转基因纯系。

1．5 质体转化法

运用质体转化法，可将多个目的基因通过同源

重组转入叶绿体基因组中。植物叶绿体多个基因共

用～个启动子，它们以多顺反子的形式同时转录和
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表达¨]。苏宁等旧3J利用基因枪法将含有水稻巯基

蛋白酶抑制剂(Oryzacystatin，OC)基因炳草叶绿体

表达载体和含有苏云金芽孢杆菌晶体毒蛋白基因

(Bt crylAc)烟草叶绿体表达载体共转化到烟草叶绿

体，获得壮观霉素抗性植株。质体转化法是一种自

然的多基因共表达法，许多叶绿体基因都是以操纵

子的形式聚合在一起。另外，叶绿体属母系遗传，外

源基因可以稳定遗传，而且可避免外源基因通过花

粉漂移。因此，质体转化法可望为高等植物的多基

因转化开辟一条新的途径¨1。

2 分子标记辅助选择基因聚合分子

育种

通过常规育种将分散于各个种质中的多个优良

基因聚合于同一个体，从而培育优良新品种的过程

缓慢、难度较大。分子标记由于能对基因型进行直

接的选择，具有快速、准确的优点。将分子标记技术

与常规育种相结合，即分子标记辅助选择，进行作物

多基因的聚合育种正引起广泛的重视。随着作物遗

传图谱的不断饱和，以及越来越多的目标性状基因

及QTL的定位，分子标记辅助多基因聚合正日益体

现出巨大的优势和应用前景。目前利用分子标记辅

助选择进行多基因聚合育种在大田作物中已有应

用，如抗稻瘟病基因Pil、P讶．5和Pita基因的聚

合悼“。分子标记辅助选择基因聚合，能同时有效地

对多个抗性基因进行选择，并将之聚合于同一植株，

以提高抗性，拓宽抗谱，达到持久抗性的目的【z 5|。

分子标记辅助选择应用于基因聚合分子育种的基本

要求有：标记必须与目标性状共分离或紧密连锁，建

立较大筛选群体，筛选技术具有重复性、简便低耗、

安全高效拉“。分子标记辅助选择应用于基因聚合

育种有以下两个重要步骤：一是将多个供体亲本中

与目标性状紧密连锁的基因导入受体亲本，并根据

回交与否将其分为3大类：(1)不通过回交方式；

(2)多个供体亲本先与受体回交；(3)多个供体亲本

间先杂交后再与受体亲本回交¨“。二是从亲本杂

交后产生的分离世代，通过分子标记筛选出含有目

标基因的纯系心7。28|。根据亲本杂交后产生的分离

世代，应用分子标记辅助聚合育种有5个基本策略：

利用F：群体及衍生群体、回交群体、重组自交系群

体、双单倍体群体及同时应用多种群体筛选聚合

株系‘2引。

2．1 F：群体及其衍生群体

F：群体及其衍生群体是较容易获取的后代群

体。张增艳等”驯利用小麦抗白粉病基因Pm4、

Pml3、Pm21的特异PCR，对含有Pm4b、JPm，3、Pm21

的小麦品系复合杂交F：40个植株进行检测，从中

选择到Pm4b+Pml3+Pm21 3个基因聚合的抗病

植株11个，筛选到Pm4b+Pml3、Pm4b+Pm21、

Pml3+Pr021 2个基因聚合的抗病植株19个，为持

久、广谱抗病小麦育种奠定了基础。秦钢等旧川以含

白叶枯病抗性基因Xa23的水稻品种WBBl为亲

本，分别与含白叶枯病抗性基因Xa4的恢复系杂

交，利用SSR标记对F：群体进行筛选，取得了较好

的结果。

2．2回交群体

Sanchez等旧纠应用STS分子标记辅助选择将

Xa5、Xal3和Xa21等3个抗白叶枯病基因聚合到

IR65598．112中，发现BC，F，群体抗性水平明显提

高，与单个抗性基因相比具有更强更广谱抗性。

SINGH等p驯应用STS分子标记辅助选择，将‰5、

Xal3和Xa21 3个抗白叶枯病基因聚合到水稻品种

PRl06，结果发现BC：F：、BC：F，群体水平抗性明显加

强。Narayanar等¨41将P拓-5和‰2J基因聚合到

IR50中，应用STS标记检测BC。F，群体抗性，结果同

时提高了对白叶枯病和稻瘟病的抗病能力。张晓科

等p纠认为，在聚合多种优质HMW—GS基因和改良

高产小麦品系品质育种中，回交转育、HMW-GS基

因分子标记辅助选育与高代蛋白质电泳筛选相结合

是一种定向、快速、有效的育种途径。邓其明等¨钊

通过常规回交育种结合分子标记辅助选择技术，将

来自IRBB24的2个抗白叶枯病基因Xa21和Xa4

聚合到感病的杂交稻恢复系绵恢725中，通过分子

标记检测目标基因和亲本遗传背景差异，快速获得

了具有良好的产量潜力蜀恢207。易懋升等¨川运

用回交群体结合分子标记辅助选择获得了完全纯合

的聚合有2个恢复基因Rf3、Rf4和4个抗白叶枯病

基因Xa4、Xa5、Xal3和Xa21的新材料。

2．3重组自交系

重组自交系是用单粒传方法产生的F：群体中

各个体的后代连续自交获得的纯系。Twardowska

等¨副将541×Otl．3杂交产生的重组自交系通过

RAPD标记筛选出含抗穗发芽性和d．淀粉酶活性

基因的黑麦新株系。巴沙拉特等”引将含Xa4、‰5、

Xal3、Xa2共4个抗白叶枯病基因的重组自交系

IRBB60与8个水稻新品系，配制8个杂交组合，应

用分子标记辅助选择技术从后代分离群体中共获得

216个携带4个抗白叶枯病基因的纯合体。通过分
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子标记辅助选择将不同类型的抗病基因聚合在一起

的报道不多，研究者们还是开展了一些有益的工作。

倪大虎等H叫利用分子标记辅助选择将广谱高抗稻

瘟病的Pi9(t)基因和全生育期高抗白叶枯病的

Xa21或Xa23基因聚合到优良株系中。建立了含双

抗或三抗基因重组自交系，获得了一批优良株系。

2．4双单倍体群体

罗瑛皓等H川利用小麦抗白粉病基因Pm4b的

STS—PCR标记，PmJ3和Pm矿的SCAR．PCR标记，以

及与PmJ2共分离的同工酶标记(Ot—Amy．1)，对来自

小麦与玉米杂交产生的双单倍体材料的7个株系和9

个穗系的49个随机单株进行检测，分别筛选出含有

PmJ2+Pm4b+骱ly和Pml3+Pm4b+Pmy 3个抗病

基因的植株7个和1个，含有Pml2+Pm4b、Pm4b+

Pmy、P饥J2+尸my和Pml3+Pm4b 2个抗病基因的

植株3个、6个、2个和2个。朱晓娜等【421分别用抗

条中32号、31号小种和水源14号小种的花育888．

5、西农1376和2123个育种材料进行杂交、复交，并

花培纯合，对来自3个抗条锈育种材料的不同抗性基

因进行聚合，建立DH系。对该DH群体中抗条中32

号小种基因进行RAPD标记分析，创制了聚合2个抗

条锈流行小种基因的小麦抗条锈新种质13个。

2．5 同时应用多种群体

在采用分子标记进行抗稻瘟病基因的聚合育种

方面，陈学伟等H引将Digu、BLl和Pi4号水稻品种

中Pid(t)、Pi-6和Pi-抛抗性基因聚合到保持系杂

交品种G46B中，在聚合杂交的F：及BC。群体中共

获得了15株含Pid(t)J、Pi b、Pi ta2等3个抗稻瘟

病基因的材料。邓其明等Ⅲ1采用复合杂交结合分

子标记辅助选择技术将Xa21、Xa23、Xa4聚合到水

稻优良恢复系绵恢725中，得到Xa21、Xa23和Xa4

的累加系植株对白叶枯病菌的抗性明显强于基因型

为单基因和双基因累加系植株。谭彩霞等【4纠利用

特青／Lemont的115个高代无性系在第9和第11染

色体上各发现了1个抗纹枯病主效QTL，并于2005

年通过分子标记辅助选择，分别聚合得到特青背景

下的双感纯合系，Lemont背景下的双感、双抗纯合

系。陈红旗等m1以C101LACt和C101A51为稻瘟病

抗性基因的供体亲本，金23B为受体亲本，通过杂交、

复交及～次回交，在分离世代利用分子标记辅助选择

技术结合特异稻瘟病菌株接种鉴定和农艺性状筛选，

获得6个导入既z、P汜和Pi33基因的金23B导入系，

对稻瘟病的抗病性明显高于携带单个基因的

C104LAC(Pil)、C101A51(Pi2)和北京糯(Pi33)。

3 问题与展望

近10年来，作物基因聚合分子育种已经取得了

较大的进展，本文简要地综述了基因聚合分子育种的

策略和成功事例。但是，通过基因聚合分子育种手段

育成的、能在生产上大面积应用的农作物品种相对很

少，大多数基因聚合分子育种研究仍停留在实验室阶

段。通过基因聚合分子育种以培育高产、优质、多抗

农作物品种，还有许多方面的研究需要加强。

在遗传转化基因聚合分子育种方面：(1)在多

基因单载体共转化聚合研究中，表达载体容量是其

研究的瓶颈，因此大容量人工染色体以及相应的转

化技术研究需要进一步加强；(2)如何保证基因高

效表达又要防止同源重组和基因沉默的发生，这是

多基因单载体共转化聚合研究中一个尚待解决的重

要问题；(3)质体转化法目前研究较少，在今后多基

因聚合分子育种研究需要加强；(4)多个基因在同

一个转基因植株中的转录和表达水平往往不一致，

这涉及蛋白质组学和转录组学，因此有待加强这方

面的研究；(5)由中国农业科学院棉花研究所等单

位采用花粉管通道法，把成+cp”双价抗虫基因导

入常规棉品种中，选育出第一个国审双价转基因抗

虫棉品种，我国应加强自主研发的花粉管通道法以

培育更多的转基因作物品种。

在分子标记辅助选择进行基因聚合分子育种方

面：(1)到目前为止，真正可用于分子标记的基因有

限，还需构建和整合更多较饱和的分子标记连锁图

谱，寻找与目标基因紧密连锁的分子标记；(2)加大力

度进行受体亲本与多供体亲本问传统育种聚合方法

研究，从中筛选出一套最有效的杂交途径；(3)有必要

寻找新型的分子标记，以实现检测过程的自动化、规

模化。另外，基因聚合分子育种在水稻、小麦、玉米、

烟草等大田作物研究较多，而在园艺作物方面研究较

少，今后应该加强园艺作物基因聚合分子育种研究。

随着分子生物学的不断发展及其与传统育种技

术结合的日益紧密，通过基因聚合分子育种改良农

作物多个农艺性状，创造优良作物种质资源，快速培

育高产、优质、多抗作物新品种，将产生较大的经济

效益和社会效益。
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