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三个方便实用的植物表达载体构建与验证
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　 　 摘要：为满足植物功能基因组学研究及转基因安全性需要，本研究根据一些国内外引进或商业化的植物表达载体及其相

关元件，构建了 ３ 个适合于植物，尤其是单子叶植物转化的表达载体，即 ｐＡＨ００６、ｐＷＭＢ０２２ 和 ｐＷＭＢ０２５。 ｐＡＨ００６ 载体包含

由玉米泛素 ｕｂｉ 启动子调控的 ＧＵＳ 基因和 ｂａｒ 基因的完整 Ｔ⁃ＤＮＡ 区域，此区段能够被酶切回收，可用于单子叶植物农杆菌介

导转化效率评价及基因枪介导线状 ＤＮＡ 转化效果研究；ｐＷＭＢ０２２ 载体携带由双 ３５Ｓ 启动子调控的玉米色素基因 Ｌｃ 和 Ｃ１，可
用作基因枪介导的共转化筛选标记，直观筛选含目标基因转基因材料；ｐＷＭＢ０２５ 载体携带由 ｕｂｉ 启动子调控的、商业化转基

因植物中广泛利用的 ＥＰＳＰＳ 基因，可用于禾谷类作物农杆菌或基因枪介导的遗传转化，载体多克隆位点可通过酶切方式更换

目标基因。 酶切鉴定结合农杆菌或基因枪介导的小麦幼胚愈伤组织或叶片转化验证此 ３ 个载体表明，载体构建正确，其标记

基因、可视化基因和报告基因均能正常表达。 这 ３ 个载体的构建对于小麦等植物转化效率提升、安全型转基因作物获得和植

物功能基因组学研究等具有重要意义。
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粮食是人类生存的基本保障，利用转基因手段

培育农作物新品种是现代农业发展的必然选择。 尽

管目前已有一些转基因植物得到审批和大面积种

植，但转基因植物的食用安全性和环境安全性依然

存在争议［１］。 另外，主要粮食作物如小麦等的转化

效率还比较低，一定程度上限制了转基因品种的研

发。 因此，亟待构建一些无选择标记、携带安全型选

择标记和目标基因高效表达的载体，提升转基因作

物的安全性［２］。
利用位点特异性重组技术［３］、转座子介导的剔

除［４］和共转化后分离技术［５］ 可去除筛选标记基因。
然而，这些技术与方法或因操作困难，或因效率较

低，很难在植物转基因研究中得到广泛应用。 有报

道利用 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘＰ 系统和热激处理技术成功从一些

转基因植物后代中剔除了选择标记基因［６⁃７］。 这 ２
种方法具有操作简单和剔除效率高等特性，如在

Ｃｒｅ ／ ｌｏｘＰ 系统中，仅在培养基中添加b⁃雌二醇，２９％
的转基因水稻植株呈现无选择标记和单一整合位点

特性，降低了基因组重排及产生表型异常植株的风

险［６］，有助于外源基因高效表达［８］。 Ｙ Ｗａｎｇ 等［７］

研究发现，利用自我切除系统，经过 ３ 次 ４２ ℃热激

处理烟草叶片 ２ ｈ 可有效去除转基因烟草中的选择

标记基因，该技术具有很好的应用前景。 然而，目前

在主要粮食作物如小麦、水稻及玉米中，鲜有采用叶

片获得遗传转化成功的报道，因此，该技术能否成功

运用于粮食作物值得进一步研究。
在水稻、小麦等作物中，有报道利用基因枪介导

的线性表达框技术获得无载体骨架序列转基因植

株［９⁃１１］。 然而，线性 ＤＮＡ 片段转入植物细胞后，所
携带的目标基因能否正常表达缺乏直接的证据。 另

外，目前所用的绝大多数载体，包括一些商品化的载

体如 ｐＣＡＭＢＩＡ 载 体 系 列 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃａｍｂｉａ．
ｏｒｇ ／ ），很难利用酶切方式回收目的基因表达盒，不
利于转基因植物中非目标载体片段去除。 可视化报

告基因在农杆菌介导转化小麦和大麦中已有成功的

报道［１２］。 但对于一些禾本科谷类作物而言，基因枪

介导是更为常用的转化方法［１１，１３⁃１４］，然而目前还没

有适用于基因枪转化的、带有可视化报告基因的表

达载体。 此外，安全型筛选标记已用于植物转基因

研究，如利用磷酸甘露糖异构酶编码基因 （ ｐｍｉ，
ｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｎｏｓｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ）作为筛选标记，不仅获得

了硬粒小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｔｕｒｇｉｄｕｍ ｓｓｐ ｄｕｒｕｍ）转基因植

株，而且筛选率高达 ９０％ ［１５］。 水稻方面，利用控制

水稻组织培养再生性能的水稻铁氧还蛋白亚硝酸盐

还原酶（ＮｉＲ，ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ⁃ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｅｔａｓｅ）作为筛选标

记基因，根据转基因后代组织培养再生性能差异成

功筛选到转基因水稻植株［１６］。 同时，利用植物源乙

酰乳酸合成酶（ＡＬＳ，ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ）突变体作

为筛选标记提高了转基因水稻对双草醚（ｂｉｓｐｙｒｉｂａｃ
ｓｏｄｉｕｍ）、 嘧草硫醚 （ ｐｙｒｉｔｈｉｏｂａｃ ｓｏｄｉｕｍ）、 嘧草醚

（ｐｙｒｉｍｉｎｏｂａｃ）耐性，分别达到非转基因水稻的 １ ６
万倍、９１００ 倍及 １ ３ 万倍［１７⁃１８］。 研究表明，植物来

源的 ５⁃烯醇丙酮酸莽草酸⁃３⁃磷酸合成酶（ＥＰＳＰＳ，５⁃
ｅｎｏｌｐｙｒｕｖｙｌｓｈｉｋｉｍａｔｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ）也具有筛

选功能，其原理是通过补偿被草甘膦破坏的植物内

源 ＥＰＳＰＳ 酶而表现抗草甘膦毒性［１９］，该酶已在烟

草、油菜等转基因研究中成功应用［２０⁃２２］。 然而，在
小麦等较难转化植物中的研究还比较少，缺乏适宜

的表达载体是其原因之一。 因此，利用植物源筛选

标记进行转基因植物筛选，将在未来的转基因研究

中得到重视。
本研究根据已有的载体骨架、报告基因、标记基

因成功构建了 ｐＡＨ００６、ｐＷＭＢ０２２ 和 ｐＷＭＢ０２５ ３ 个

植物表达载体，这些载体在转基因技术体系改进和

获得安全型转基因植物方面将具有很好的应用前

景，对促进主要农作物转基因品种研发和安全性提

升具有重要意义。

１　 材料与方法

１ １　 受体材料和质粒载体

受体材料为小麦品种科农 １９９ （Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉ⁃
ｖｕｍ ｃｖ Ｋｅｎｏｎｇ１９９），由本实验室保存，主要取其叶

８２３１



　 ６ 期 殷桂香等：三个方便实用的植物表达载体构建与验证

片和幼胚来源的愈伤组织用于基因枪或农杆菌介导

的转化，验证载体基因表达。
ｐＢＥＣＫＳ ｒｅｄ 载体［１２］ （本研究载体改造过程利

用其色素合成调控基因 Ｌｃ 和 Ｃ１）由南京农业大学

陈佩度教授提供；ｐＴＣＫ３０３ 载体［２３］ （本研究载体改

造过程利用其 ｕｂｉ⁃ｎｏｓ 空表达盒构建 ｐＷＭＢ００３ 和

ｐＷＭＢ０１７） 由山东农业大学张宪省教授提供；
ｐＺＰ２０１［２４］ （本研究载体改造过程利用其完整骨

架）、ｐＰＴＮ２９０［２５］（本研究载体改造过程利用其 ＧＵＳ
基因）由美国内布拉斯加州大学 Ｔｏｍ Ｃｌｅｍｅｎｔｅ 教授

提供；ｐＵＣ１８（本研究载体改造过程利用其完整骨

架）购自大连宝生物公司；ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ ＫＳ（⁃）（本研

究载体改造过程利用多克隆位点）由中国农业科学

院作物科学研究所徐兆师博士提供；ＥＰＳＰＳ 基因序

列由吉林农科院生物技术中心马瑞研究员提供；
ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１（本研究载体改造过程利用其 ｂａｒ 基

因）、ｐＷＭＢ００３（本研究载体改造过程利用其 ｕｂｉ 启
动子和 ｎｏｓ 终止子）、ｐＷＭＢ０１７（本研究载体改造过

程利用其完整骨架）和 ｐＷＭＢ０２１（本研究载体改造

过程利用其 Ｌｃ 完整表达盒）载体由本实验室构建或

保存。 Ｔｒａｎｓ⁃Ｔ ｓｉｍｐｌｅ 测序载体和大肠杆菌菌株

ＤＨ５α 购自北京全式金生物技术有限公司，各种限

制性内切酶购自大连宝生物公司，其他国产分析纯

生化试剂购自北京拜尔迪生物技术有限公司。
１ ２　 试验方法

１ ２ １　 ｐＡＨ００６ 构建流程 　 为方便验证单子叶植

物基因枪及农杆菌介导的遗传转化效率，将来自

ｐＰＴＮ２９０ 载体的 ＧＵＳ 报告基因及 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ 载

体的 ｂａｒ 筛选标记分别构建到 ｐＷＭＢ００３ 载体上 ｕｂｉ
驱动的表达框中，然后将 ２ 个表达盒串联，并在两端

添加用于农杆菌介导转化的必要元件 ＬＢ（ ｌｅｆｔ ｂｏｒ⁃
ｄｅｒ）和 ＲＢ（ ｒｉｇｈｔ ｂｏｒｄｅｒ），并在 ＬＢ 的 ５′端和 ＲＢ 的

３′端分别添加 ＥｃｏＲＩ 和 ＮｏｔＩ 酶切位点后，最后连接

到 ｐＵＣ１８ 载体上，具体构建流程如下。

图 １　 ｐＡＨ００６ 构建流程

Ｆｉｇ １　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＡＨ００６

１ ２ ２　 ｐＷＭＢ０２２ 构建流程 　 基于携带玉米色素

调控基因 Ｌｃ 和 Ｃ１ 的 ｐＢＥＣＫＳ ｒｅｄ 植物表达载体，
将花 青 素 Ｌｃ 基 因 连 入 ｐＵＣ１８ 载 体， 命 名 为

ｐＷＭＢ０２１，再将 Ｃ１ 连入，产生 ｐＷＭＢ０２２ 载体，用于

基因枪共转化单子叶植物，构建流程如下。

图 ２　 ｐＷＭＢ０２２ 构建流程

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＷＭＢ０２２

１ ２ ３　 ｐＷＭＢ０２５ 构建流程 　 鉴于转基因植物安

全性的考虑，利用来源于植物的 ＥＰＳＰＳ 基因，构建

用于基因枪共转化植物的 ｐＷＭＢ０２５ 载体，为了验

证该载体的转化效果， 将 ＧＵＳ 基因连入， 产生

ｐＷＭＢ０２５，构建步骤如下。

图 ３　 ｐＷＭＢ０２５ 构建流程

Ｆｉｇ ３　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＷＭＢ０２５

１ ２ ４　 载体的转化验证　 小麦幼胚愈伤组织诱导。
取小麦开花后 １３ ～ １４ ｄ 未成熟子粒，用 ７０％乙醇灭

菌 １ ～ ２ ｍｉｎ，１５％ ＮａＣｌＯ 灭菌 １５ ｍｉｎ，无菌水冲洗

３ ～ ４ 次，取其幼胚，盾片向上接种到 ＳＤ２ 培养基

上［１４］，２５ ℃暗培养 １ 周后转移到高渗培养基（ＳＤ２

培养基添加山梨醇和甘露醇各 ３６ ５ ｇ ／ Ｌ）上处理

４ ～ ６ ｈ 后基因枪轰击。
转化小麦叶片制备。 取小麦旗叶，洁净处理后

平摊于 ＳＤ２培养基上，基因枪直接轰击。 采用 ＰＤＳ⁃
１０００ ／ Ｈｅ 基因枪转化系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＵＳＡ），压力为

１１００ ｐｓｉ（ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｓｑｕａｒｅ ｉｎｃｈ），轰击距离６ ｃｍ，ＤＮＡ
浓度 １ μｇ ／ μＬ。

ＧＵＳ 基因瞬时表达分析。 取基因枪转化后、暗
培养 ２４ ｈ 左右的愈伤组织，放入预先加入 ５００ μＬ
Ｘ⁃Ｇｌｕｃ 染色液的 １ ５ ｍＬ 离心管中，３７ ℃温育 １２ ～
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２４ ｈ，观察染色效果。
Ｘ⁃Ｇｌｕｃ 染 色 液： ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷 酸 钠 缓 冲 液

（ｐＨ ７ ０），０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ） ６］，０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ４

［Ｆｅ（ＣＮ） ６ ］，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ ＥＤＴＡ，０ ００１％ （ ｖ ／ ｖ）
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，２０％ 甲醇，０ ５ ｍｇ ／ ｍＬ Ｘ⁃Ｇｌｕｃ，４ ℃
保存。

抗性愈伤组织筛选。 小麦幼胚愈伤组织经基因

枪轰击后，在含 ２ ｍｇ ／ Ｌ Ｂｉａｌａｐｈｏｓ 的 ＳＤ２培养基上筛

选 ２ 周，再转到含 ５ ｍｇ ／ Ｌ Ｂｉａｌａｐｈｏｓ 的 １ ／ ２ＭＳ 培养

基上筛选 ３ 周。 根据愈伤组织的生长情况，判断所

构建的载体上筛选标记基因的作用。

２　 结果与分析

２ １　 ｐＡＨ００６ 载体的构建和转化验证

利用目前植物转基因研究常用的报告基因

ＧＵＳ、筛选标记基因 ｂａｒ 和 ｕｂｉ 启动子，先分别构建

由 ｕｂｉ 启动子调控的 ＧＵＳ 基因表达盒和 ｂａｒ 基因表

达盒，再将 ２ 个表达盒串联，构建了由 ｕｂｉ 启动子调

控 ２ 个基因的植物转化载体 ｐＡＨ００６（图 ４）。 该载

体具有拷贝数高、遗传稳定性好、方便线性化等特

点。 根据该载体上 ＥｃｏＲＶ 和 ＮｏｔＩ 各唯一识别位点，
可方便地将 ＧＵＳ 基因表达盒、ｂａｒ 基因表达盒、ＬＢ
和 ＲＢ 元件（外源片段识别并整合到目标植物基因

组所必需）一起从载体上切下（图 ５ａ）。 借助基因枪

转化法分别将线性 ＤＮＡ 和环状 ＤＮＡ 转化小麦品种

科农 １９９ 幼胚愈伤组织，组织化学染色后统计染色

情况（图 ５ｂ）。 线性 ＤＮＡ 和环状 ＤＮＡ 转化后，幼胚

愈伤组织中均能观察到 ＧＵＳ 基因的较强表达，瞬时

转化 ＧＵＳ 基因的愈伤组织的频率分别为 ５３ ３３％和

７２ ４４％ ，表明载体 ｐＡＨ００６ 无论以环状形式还是以

线状形式转化小麦幼胚愈伤组织，ＧＵＳ 基因均能正

常表达，表明 ｐＡＨ００６ 载体上 ＧＵＳ 基因表达盒各元

件完整，线状 ＤＮＡ 可以用于基因枪转化小麦，与已

有报道结论一致［９⁃１１］，但环状 ＤＮＡ 的瞬时转化率高

于线状 ＤＮＡ 的瞬时转化率。 进一步在 ＭＳ 添加

２ ｍｇ ／ Ｌ Ｂｉａｌａｐｈｏｓ 的培养基上对转化后的愈伤组织

进行筛选培养，２ 周后转移到 １ ／ ２ＭＳ 添加 ５ ｍｇ ／ Ｌ
Ｂｉａｌａｐｈｏｓ 的培养基上对转化后的愈伤组织进行分

化培养，发现愈伤组织对 Ｂｉａｌａｐｈｏｓ 筛选剂表现出不

同程度的抗性（图 ５ｃ），表明无论以环状形式还是以

线状形式转化小麦幼胚愈伤组织，ｂａｒ 基因都能有

效表达，进一步证明 ｐＡＨ００６ 载体上 ｂａｒ 基因表达

盒各元件完整，线状 ＤＮＡ 可以用于基因枪转化

小麦。

图 ４　 ｐＡＨ００６ 载体构造

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｍａｐ ｏｆ ｐＡＨ００６ ｖｅｃｔｏｒ

ａ：ＥｃｏＲＶ 和 ＮｏｔＩ 酶切检测；Ｍ：ＤＬ２０００；
ｂ：ｐＡＨ００６ 转化小麦幼胚 ＧＵＳ 染色结果；ｃ：转化小麦幼胚 Ｂｉａｌａｐｈｏｓ 筛选结果，箭头所示为抗性愈伤组织

ａ：ｐＡＨ００６ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＥｃｏＲＶ ａｎｄ ＮｏｔＩ，Ｍ：ＤＬ２０００，ｂ：ＧＵＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ ｗｈｅａｔ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｐＡＨ００６，
ｃ：Ｂｉａｌａｐｈｏｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｎ ｗｈｅａｔ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｐＡＨ００６ Ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｃａｌｌｉ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｂｉａｌａｐｈｏｓ

图 ５　 ｐＡＨ００６ 载体酶切检测及转化验证

Ｆｉｇ ５　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＡＨ００６ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｕｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ

２ ２　 ｐＷＭＢ０２２ 载体的构建和转化验证

基于携带花青素编码基因的 ｐＢＥＣＫＳ ｒｅｄ 植物

双元表达载体和商业化的 ｐＵＣ１８ 载体，通过酶切、
回收和连接等步骤，构建了携带花青素合成调控基
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因的 ｐＷＭＢ０２２ 载体（图 ６），其上的 Ｌｃ 和 Ｃ１ 基因

均由 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子调控，适用于基因枪介导

与目标功能基因共转化，ＨｉｎｄＩＩＩ 和 ＥｃｏＲＩ 酶切验

证该 载 体 构 建 正 确 （ 图 ７ａ） 。 利 用 基 因 枪 将

ｐＷＭＢ０２２ 载体转化小麦幼胚愈伤组织及旗叶，
发现转化后在小麦幼胚和叶片中均可观察到花

青素的明显积累（图 ７ｂ 和 ７ｄ） ，图 ７ｃ 为与图 ７ｂ
生理状态一致的愈伤组织，表明 ｐＷＭＢ０２２ 载体

上的 Ｌｃ 及 Ｃ１ 基因已在小麦组织中正常表达，即
ｐＷＭＢ０２２ 载体上的 Ｌｃ 和 Ｃ１ 基因及其调控元件

完整，可用于基因枪介导的共转化研究，直观筛

选转化的愈伤组织或植株。

 

图 ６　 ｐＷＭＢ０２２ 载体构造

Ｆｉｇ ６　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｍａｐ ｏｆ ｐＷＭＢ０２２ ｖｅｃｔｏｒ

ａ：ＨｉｎｄＩＩＩ 和 ＥｃｏＲＩ 酶切检测；Ｍ：Ｔｒａｎｓ２０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ；
ｂ：ｐＷＭＢ０２２ 转化小麦幼胚表型；ｃ：未转化小麦幼胚对照；ｄ：转 ｐＷＭＢ０２２ 载体小麦叶片
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２ ３　 ｐＷＭＢ０２５ 载体的构建及转基因验证

将 ＥＰＳＰＳ 基因的 ＯＲＦ（ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ）
连接到 ｐＷＭＢ００３ 载体 ｕｂｉ 启动子下游构成完整表

达盒， 再将该表达盒插入到改造的 ｐＺＰ２０１ 上

（Ｔ⁃ＤＮＡ区域含有多克隆位点，多克隆位点处插入了

ｕｂｉ 启动子和 ｎｏｓ 终止子构成的空表达盒），可方便

将目标基因插入到 ｕｂｉ⁃ｎｏｓ 的空表达盒中，实现筛选

标记与目标基因同处于一个 Ｔ⁃ＤＮＡ 区段。 为了验

证 ｕｂｉ 启动子调控的 ＥＰＳＰＳ 基因的表达效果，将
ＧＵＳ 基因 ｕｂｉ⁃ｎｏｓ 的空表达盒中，构建了表达载体

ｐＷＭＢ０２５（图 ８），ＨｉｎｄＩＩＩ 酶切验证该载体构建正确

（图 ９ａ）。 利用基因枪和农杆菌介导法将 ｐＷＭＢ０２５
载体转化小麦幼胚愈伤组织。 组织化学染色结果表

明，ｐＷＭＢ０２５ 载体上的 ＧＵＳ 基因能够正常表达（图
９ｂ 及 ９ｃ），证明 ｐＷＭＢ０２５ 载体可以用于小麦等植

物转基因研究。 进一步将转化后的小麦幼胚愈伤组

织放在含有草甘膦的筛选培养基上培养，一些愈伤

组织对草甘膦表现抗性并进一步分化绿芽，而另一

些愈伤组织对草甘膦没有抗性而趋于死亡（图 ９ｄ），
证明 ｐＷＭＢ０２５ 载体上的 ＥＰＳＰＳ 基因表达盒能够正

常工作。

图 ８　 ｐＷＭＢ０２５ 载体构造

Ｆｉｇ ８　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｍａｐ ｏｆ ｐＷＭＢ０２５ ｖｅｃｔｏｒ
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３　 讨论

随着转基因技术的快速发展及其在很多作物上

的成功运用，公众对转基因作物的食用安全性和环

境安全性提出更高要求。 然而，在目前获得的大部

分转基因材料中，目的基因和细菌来源的选择标记

基因共存，为进一步安全评价和商业化种植带来隐

患，势必提升对转基因过程的安全性要求。
不论是农杆菌介导，还是基因枪介导的遗传转

化，早期的研究都是将标记基因和目标基因或完整

质粒直接转入受体植物，从而出现植物表达载体中

无关片段整合到受体植物基因组，影响转基因植物

的食用安全性。 因此，尽可能减少表达载体上无关

片段整合的发生是提升转基因安全性的一个重要方

面［２６］。 基因枪介导的线性片段转化无疑是提升转

基因安全性的一个重要策略。 然而，目前大部分植

物转化载体很难满足这一要求，即很难通过酶切方

法将目的基因与载体其他部分有效分离。 另一方

面，鉴于菌源筛选标记基因对于转基因安全性的弊

端，挖掘植物源的筛选标记或报告基因进行转基因

后代筛选，也是增加转基因安全性的一个重要策略。
为此，本研究构建了 ３ 个植物表达载体：ｐＡＨ００６、
ｐＷＭＢ０２２ 和 ｐＷＭＢ０２５，在目标基因表达盒分离和

转基因植株快速、安全筛选方面具有独特优势，对于

未来植物遗传转化，特别是单子叶植物转化，具有操

作简单、筛选方便、表达高效等特点。
可视化标记基因易于在转化后的较早时期直接

对转化效果进行评价，对转入目标基因的愈伤组织

或再生芽进行直观筛选［１２］。 常用的可视化标记基

因主要有 ＧＵＳ［２７］、Ｃ１ ／ Ｌｃ（与植物体内花青素累积有

关）和 ＧＦＰ［２８］ （Ａｅｑｕｏｒｅａ ｖｉｃｔｏｒｉａ Ｌ ）。 ＧＵＳ 基因尽

管在检测上十分方便，也无需复杂操作和昂贵设备，
但来源于菌类的 ＧＵＳ 基因，对于转基因植物安全性

来说仍然具有争议。 ＧＦＰ 基因虽然也具有很好的

可视化效果，但肉眼难以确认，必须借助共聚焦及其

他荧光显微镜方可观察。 相比之下，与植物花青素

合成或体内累积有关的基因，如 Ｃ１ ／ Ｌｃ、ＭＹＢ１０［２９］和

ＰＡＰ ／ ＭＹＢ７５［３０］等，由于完全来源于植物自身，且含

花青素的植物对人体健康有利，具有一定抗癌作

用［３１］，因而备受关注。 研究表明，Ｃ１ 及 Ｂｐｅｒｕ 基因

能调控花青素基因在小麦及小黑麦中的积累，且在

无筛选压力的情况下，这两种作物的转化效率分别

达 １ ５５％和 ０ ９３％ ，且花青素在转基因后代中积累

少，因而不会产生不利表型［３２］。 Ａ Ｋｏｒｔｓｔｅｅ 等［２９］ 发

现，花青素积累与转基因阳性植株存在必然性，即存

在花青素积累的转基因植株必然是阳性的，但阳性

转基因植株后代未必一定存在花青素累积，原因是

随着转化后培养时间的延长，植物色素的积累逐渐

降低。 因此，本研究构建的含 Ｌｃ 和 Ｃ１ 色素基因的

ｐＷＭＢ０２２ 载体，可利用基因枪与其他含目标基因的

载体共转化获得转基因植株，Ｔ１或更高世代中色素

基因将与目标基因分离，可获得只含有目标基因而

不含有色素基因的转基因植株，排除了获得“彩色”
转基因植物的顾虑。

从转基因安全角度看，菌类来源的抗性基因需

要与目的基因分开整合到植物基因组中，有利于从

转基因后代中筛选出无筛选标记基因的转基因植

株。 然而，这种分开整合方式会导致大量含目的基
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因但不含筛选标记基因的阳性植株在早期被淘汰，
影响最终的转化效率，造成财力、物力及人力浪费。
相比之下，植物来源的抗性标记基因较容易被公众

接受。 草甘膦抗性转基因作物已得到商业化生产，
包括抗草甘膦油菜、玉米、大豆及棉花［３３］。 在小麦

中，ｇｏｘ（ ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ ｏｘｉｄｏ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）和 ｃｐ４ｅｐｓｐｓ 共转

化赋予小麦草甘膦抗性［３４］。 同时，研究发现，ｇｏｘ 单

独作为植物筛选标记利用时，虽然也能获得抗性再

生植株，但筛选效率不高［３５］。 因此，既能减少载体

上不必要的基因，又可获得理想的筛选效果，对于转

化效率提高和转基因安全性评价的顺利通过具有重

要意义。 本研究构建了来源于植物的抗草甘膦 ＥＰ⁃
ＳＰＳ 基因枪共转化载体，以小麦幼胚为材料初步验

证了转化效果，认为该载体可用于基因枪转化小麦

研究。
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