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摘 要! 将组成型表达的玉米泛素启动子与豇豆胰蛋白酶抑制剂基因 !"#$ 连接"插入根癌农杆菌双 .$/01 质
粒"构建一个 .$/01 结构域含有抗潮霉素选择标记基因 %&’#另一个 .$/01 结构域含有抗虫基因的双 .$/01 单
子叶植物表达载体"用以转化农杆菌菌株"再通过共培养转化玉米胚性愈伤组织$ 通过潮霉素培养基抗性筛选"用特

异 234 扩增和 56789:;< 杂交检测"从分化再生的 ."代植株中"鉴定出 = 个转化 !"($ 基因的阳性植株$ 目前"正结合
进行田间分离纯合和 /01 分子鉴定"培育去除选择标记基因的转基因抗虫玉米自交系$
关键词! 玉米#转基因#抗虫#选择标记#!"($
中图分类号! 5#!*>"*#>* 文献标识码!1

!"#$% &’ %"&$ ()*’+,-’./ 0’+-/" 1-+.+"*’" 2*.3- 4."5
6-7&8*9:- ;-:-/".8- 2*)<-)

?@ ABC$DC<EF G@ HBC$IB<F J@ J:<E$KC<EF LM NB<$O9:<
’)*+,- .-/-*01% $2/3+343-5 6+1%4*2 7’0+148340*8 92+:-0/+3&5 ;*<*2 &(#"!+F 39C<B-

=>+")?/"@ 36PQ:B 8;IQRC< C<9CSC86; E:<:’!"($-F Q;6T68:U SI 7SCD7C8C< Q;6T68:; 6V O6<R8C878CW: :XQ;:RRC6<F PBR
C<R:;8:U C<86 U67SK: .$/01 QKBRTCU 6V 7’0=>*13-0+4? 34?-@*13+=2/> Y6<6O68IK:U6<67R :XQ;:RRC6< W:O86; 6V U67SK:
.$/01 PBR O6<R8;7O8:U PC89 R:K:O8CW: TB;Z:; E:<: %&’’9IE;6TIOC< ;:RCR8B<O:- C< 6<: .$/01 R8;7O87;BK U6TBC< B<U
C<R:O8 ;:RCR8B<8 E:<: C< B<689:; .$/01 U6TBC<> 7’0=>*13-0+4? R8;BC< PBR 8;B<RV6;T:U PC89 89CR W:O86; B<U 7R:U 86
8;B<RV6;T :TS;I6<CO OBKK7R 6V TBC[: SI O6$O7K87;:> 5:W:< A"($ 8;B<RE:<CO QKB<8R P:;: CU:<8CVC:U V;6T UCVV:;:<8CB8:U
B<U ;:E:<:;B8:U ." Q6Q7KB8C6< 89;67E9 ;:RCR8B<8 R:K:O8C6< 6< 9IE;6TIOC< T:UC7T B<U T6K:O7KB; U:8:O8C6< 6V RQ:OCVCO
234 BTQKCVCOB8C6< B<U 56789:;< 9IS;CUC[B8C6<> 18 Q;:R:<8F C<S;:U KC<:R 6V 8;B<RE:<CO C<R:O8 ;:RCR8B<8 TBC[: PC89 R:\
K:O8CW: TB;Z:; E:<: ;:T6W:U B;: C< R:QB;B8C<E B<U C<S;::UC<E Q;6E;BT BRRCR8:U SI /01 TB;Z:; U:8:O8C6<>

A-% 4&)B+] YBC[:^ .;B<RE:<:^ M<R:O8 ;:RCR8B<O:^ 5:K:O8CW: TB;Z:;^ A"($

转基因抗虫玉米具有高效%无毒%无污染等许多
优点"近年来已在美国等国投入大面积生产$ 但是"
转基因操作过程中使用的抗抗生素和抗除草剂等选

择标记基因"随表达载体被导入受体细胞以后"也可
随机地整合到受体植物基因组中去$ 一旦这些选择
标记基因在转基因作物中得以表达" 就有可能留下
环境和食品方面的安全隐患" 并给转基因品种的再
次转基因改良造成困难$
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去除选择标记基因有位点特异性重组% 转座子
重组%Y1. 载体系统% 选择标记基因的组织特异性
表达% 选择标记基因的定点转换% 共转化等多种方
法$ 但是"前几种方法的转化率或重组率不高"所以
成功的报道不多$ 共转化是将选择标记基因和外源
目的基因分别插入两个不同的 .$/01 片段内"转
化整合到受体植物基因组的不同位点" 然后从后代
分离群体中筛选只带有目的基因而无除选择标记基

因的转化植株$
YOZ<CE98 等,!%_%-将胭脂碱碱合成酶基因 06R

和选择标记基因 2"3!"分别插入两个不同的农杆菌
菌株的 .$/01"用以共同转化烟草"从 * 株共转化
植株的后代群体中"选出了 06R 基因与 2"3!基因分
离的植株$ 为了提高共转化频率"b6TB;C等,!%%&-用
两个带有 .$/01 同源序列的载体转化农杆菌"通
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过同源重组构建了具有两个 !"#$% 区的农杆菌 !&
质粒!并将 !’葡萄糖醛酸酶基因 !"# 和抗潮霉素基
因 $%& 分别插入两个 !"($% 区! 在烟草上获得了
)*+的共转化频率! 并从后代群体中分离出去除选
择标记的转目的基因植株"但是!同源重组的频率不
高!限制了这一方法的广泛使用"为了克服体外同源
重组频率不高的缺点! 中国科学院遗传与发育生物
学研究所采用分子克隆方法! 构建成一个 !"($,
区域含有不同选择标记基因! 另一个 !’($, 区域
含有多克隆位点的双 !’($, 质粒系统" 只要将目
的基因插入多克隆位点! 即可用于各种植物的遗传
转化"
本研究计划将组成型表达的玉米泛素启动子!

分别与豇豆胰蛋白酶抑制剂基因 ’()* -被修饰为
./01和苏云金杆菌杀虫蛋白基因 +,连接!插入根癌
农杆菌双 !2($, 质粒!构建一个 !2($, 结构域含
有抗潮霉素选择标记基因 $%!#另一个 !2($, 结构
域含有抗虫基因的双 !2($, 单子叶植物表达载
体!用以转化玉米优良自交系愈伤组织!通过筛选$
鉴定和分离纯合! 培育去除选择标记基因的转基因
抗虫玉米"

3 材料和方法
!"! 转 !"#$ 基因双 #$%&’ 单子叶植物表达载体
构建及工程菌的转化

用-./0444-0567891:1(/4双酶切质粒 ;<5=6>./0!
琼脂糖电泳回收获得玉米泛素基因启动子 =?&@=&A&7
驱动的 ./0表达结构 >?&’.0!4’/;!4’0(BC2!78D!
其中含 =?&@=&A&7 启动子$ 内质网定位信号肽序列$
修饰的 2(3* 基因$ 内质网滞留信号肽序列和终止

图 ! 转 %"&$ 基因双 #$%&’ 单子叶植物表达载体

子 " 将该表达序列插入到载体 ;/(E%F2GHI 的
.JK 4 : 0;7 4 位点!即获得转 4(3* 基因双 !2#$% 单
子叶植物表达载体 ;L(E%F2>.L02GHI-图 MN" 经
O/F 和电泳检验无误后 ! 电击转化根癌农杆菌
C<%PPQP菌株!卡那霉素抗性培养基筛选阳性克隆"
!"( 胚性愈伤组织受体系统的建立
按付凤玲等RSTQQ!UQQVN介绍的方法!取生产上

大面积推广的优良自交系%MW2XYY&授粉 MV Z 左右$
长 3[X \ U[Q JJ 的未成熟胚!接种于诱导培养基!在
U*]下黑暗培养! 及时去除不定芽" 形成愈伤组织
后!按 ,^JDA^87IRMYWXN提出的鉴别标准挑选胚性愈
伤组织!转入继代培养基!M_]下暗培养!继代增殖"
!") 共培养转化及转化后的筛选和再生
将转化的阳性农杆菌菌株转接于含卡那霉素和

利福霉素的 ‘Ba 固体培养基!UW]暗培养活化两次
后!转 ‘Ba 液体培养基!在 UW]$MXQ ^ : J&7 振荡暗
培养 Mb \ MW c!再转不含抗生素的新鲜 ‘Ba 液体培
养基继续振荡 V \ _ c!至 d(bTT约为 T[X" 用无菌水
稀释 * 倍!加乙酰丁香酮至终浓度 eTT "I : C!放入
挑选好的胚性愈伤组织!侵染 MT \ eT J&7" 用灭菌
滤纸吸干愈伤表面菌液!转移到另一灭菌滤纸上!放
入共培养基!eW]暗培养 e \ V Z"
当另外 V块直接放在共培养基表面的愈伤底部

长出菌丝时结束侵染!用无菌水清洗愈伤!直到清洗
的无菌水澄清不见菌丝为止!再用 _TT JI : C 的头孢
霉素灭菌 M次!用滤纸吸干愈伤" 通过筛选试验!选
择潮霉素梯度浓度依次为 X$MT和 X JI : C 的抗性培
养基!e*]暗培养转化后的愈伤组织!每浓度培养筛
选 V周" 然后!将阳性愈伤转到分化培养基上!eW]
光照培养! 再经生根壮苗培养和室内营养土炼苗移
栽大田"
!"* 再生植株的 +,-和 ./012345检测
根据修饰 ’(3*基因碱基序列!设计合成 M对扩

增目的片段为 _bT ?; 的 O/F 引物 OMRXf,,,,!g
h,,h,h /,//,!/!!/VfN 和 Oe RXf/!!,/!/,!g
/,!/!!/,! //VfN" /!,a 法提取再生 !T代植株的

基因组 ($,! 以转化用的表达质粒为阳性对照!未
转化的受体自交系为阴性对照! 进行特异 O/F 检
测! 从 !T代再生植株中初步鉴定被 ’(3* 基因转化
的阳性植株"
以转化用的表达质粒为模板!O/F 扩增 ’(3*

基因片段!纯化后用 F8ic6 公司的 (4h2G&Ic O^&J6
试剂盒标记" 取阳性植株的 O/F产物!*+琼脂糖电
泳分离!T[X J85 : C $KdG变性 e次!真空转移至带正
电荷的尼龙膜上!WT]烘烤 e c 固定! 在 (4h BKDH
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!"代种子! 但是"由于时间和取样方面的原因"尚未
对选择标记基因进行 #$%分子检测! 目前"正结合
田间自交分离"进一步对外源 !"#$基因和抗潮霉素
标记基因进行 &$%分子检测"以期分离选择出只整
合 %"&$基因"而去除了选择标记基因的自交家系!

参考文献#

’"( 贾士荣 ) 转基因植物食品中标记基因的安全评价’*( ) 中国农业科
学""++,"-./01#2324 )

567 杂交液 -89 预杂交 -. :;<"然后加入变性的标
记探针"-89杂交 = > 以上! 用 0?@@A 和 .)2B@&@
洗液 -49 洗涤 0 次" 再用 .)4?@@A 和 .)2B@&@ 洗
液室温清洗 0次!最后"按试剂盒要求的步骤显色检
测!

0 结果与分析
!"# 转 !"#$ 基因双 $%&’( 单子叶植物表达载体
的 )*+鉴定

用设计合成的选择标记基因和目的基因的

CA&D%E3F@GH356I 的 JGE鉴定图谱

图 ! 转 %"&$ 基因双 $%&’( 单子叶植物表达载体

JGE 引物分别扩增表达载体质粒 CG&DKE3F@GH3
56I"获得长度为 2.+= 7C 和 =L. 7C 的 0 个片段"分
别与 ’()和修饰的 %"&* 基因大小一致"说明表达载
体结构正确/图 0M!
!"! 潮霉素筛选时间和浓度的确定
在潮霉素浓度不同的改良 $L 培养基上培养不

同时间"未经转化愈伤组织的褐化率列于表 2! 从未
添加潮霉素的对照处理来看"筛选培养 -周左右"愈
伤组织在不同浓度潮霉素培养基上的褐化率差异明

显" 而且可选潮霉素浓度 24 :I N O 时 +4)-B的褐化
率作为较为严格的筛选标准! 如果筛选培养时间超
过 =周"在各种不同潮霉素浓度下"愈伤组织的褐化
率均接近 2..B" 可能是培养基营养成分消耗或有
害代谢产物积累所致! 但是"在实验中也观察到"潮
霉素筛选浓度与愈伤组织生长状态有关! 当生长状
态较差时"应适当降低筛选强度!对生长良好的愈伤
组织"以 24 :I N O的浓度筛选培养 -周较为适中!
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!", 再生植株 )*+和 -./01234检测结果
对 !. 代植株的 JGE 检测结果如图 - 所示"从

第 2$0$=$L$,$22和 2=株的基因组 &$K中"扩增出
=L.7C 的特异性片段" 可能是转化导入的外源目的
基因!

对 JGE 检测表现阳性的 , 个植株"进一步进行
@PQR>ST<杂交检测的结果如图 =所示" 第 2$0$=$L$
8$22 和 2= 株仍表现为阳性U = 号植株杂交信号较
弱! 由此说明"外源 +"&$基因已整合到这 8个植株
的基因组中!

D 为 !V28=35;<W"分子量标记"2 X 2L 为被检测植株"$ 为阴性对照"J 为阳性对照

图 , $5代植株 )*+ 检测

- 讨 论
本研究所获再生植株有 =-株"从中鉴定出 8株

整合了外源 %"&$ 基因的阳性植株" 并自交收获了

$为阴性对照"J 为阳性对照"2$0$=$L$8$22 和 2= 为转化植株

图 6 $5代植株的 -./01234杂交检测

=L 玉 米 科 学 2- 卷

!下转第 "# 页$



!上接第 "# 页$
!"# 付凤玲!张莉萍!朱 祯 $ 玉米优良自交系转基因受体系统建立
及转化后的筛选与再生%&# $ 四川农业大学学报!"’’’!()*"+",-.
,,!(’) $

%/# 付凤玲!李晚忱!荣廷昭!潘光堂 $ 提高 01 培养基钙浓度对玉米
幼胚培养的影响%&# $ 西北农林科技大学学报!"’’/!/(*(+")(.)2 $

!23 李向拓!毛建昌!吴权明 $ 分子标记在玉米育种中的应用!&3 $ 玉米
科学!"’’2!("*(+""1.", $

!43 滕海涛!赵久然!郭景伦!等 $ 抗虫转基因玉米研究初报!&3 $ 玉米
科学!"’’"!((*"+"(2.(1 $

!13 5678 9 :; <= 5 >$ ?8@8 AB6@CD8BC =EAF CGHC8IG8@A B8JKL67 KD AF8 C8M
78NAEK@ O8@8 DBKJ AF8 FKCA O8@KJ8 !&3$ PBKN$ 06A7$ QN6R$ SNE$; TSQ;
(,,(; ))U (’44).(’41"$

%-# V8NF8@RKBD W$ >F6A AF8 XGH7EN AFE@YC 6HKGA HEKA8NF@K7KOZ!&3$ WEKA8NFM
@K7KOZ; (,,2; ("U )-’.)-(; )-/.)-4$

!)3 58Y8ZC8B [; :768C W; \6BENF67 \; 8A 67$ 9L67G6AEK@ KD C878NA6H78
J6BY8BC DKB BEN8 AB6@CDKBJ6AEK@!&3$ P76@A PFZCEK7$; (,,); ,’U "(-.""/$

!,3 :786L8 Q P; \EAB6 5 S; \GRO8 S [; \KBBEC W Q \$ S878NA6H78 J6BY8B.
DB88 AB6@CO8@EN X76@AC =EAFKGA C8]G67 NBKCCE@OU AB6@CE8@A 8]XB8CCEK@ KD
NB8 B8NKJHE@6C8 6@R GC8 KD 6 NK@REAEK@67 78AF67 RKJE@6@A O8@8 !&3$
P76@A \K7$ WEK7$; (,,,; 2’U ""/."/4$

!(’3 [GCC877 S ^; ^KKX8C & _; <R877 &‘$ 5EB8NA8R 8]NECEK@ KD 6 AB6@CO8@8

DBKJ AF8 X76@A O8@KJ8 %&3$ \K7$ ?8@$ ?8@8AEN$; (,,"; "/2U 2,.4,$
%((3 ?K7RCHBKGOF Q P; _6CAB8776 : 0; aKR8B & b$ ‘B6@CXKCEAEK@ J8RE6A8R

B8 .XKCEAEK@E@O 6@R CGHC8IG8@A 87EJE@6AEK@ KD J6BY8B O8@8C DBKJ
AB6@CO8@EN AKJ6AK %&3$ WEK$ ‘8NF@K7$; (,,/; ((U (")1.(","$

%("3 aKR8B & b; ?K7RCHBKGOF Q P$ ‘B6@CDKBJ6AEK@ CZCA8J DKB O8@8B6AE@O
J6BY8B.DB88 AB6@CO8@EN X76@AC %&3$ WEK$ ‘8NF@K7$; (,,2; ("U "1/.
"1-$

%(/3 SGOEA6 c; c6C6F6B6 ‘; \6ACG@6O6 9; 9HE@GJ6 ^$ Q AB6@CDKBJ6AEK@
L8NAKB DKB AF8 XBKRGNAEK@ KD J6BY8B.DB88 AB6@CO8@EN X76@AC NK@A6E@M
E@O 6 CE@O78 NKXZ AB6@CO8@8 6A FEOF DB8IG8@NZ %&3$ P76@A &$; "’’’; ""
*4+U 21(. 21,$

%(23 \NY@EOFA ‘ 5; _E77EC \ ‘; SEJXCK@ [ W$ S8OB8O6AEK@ KD O8@8C AB6@CM
D8BB8R AK K@8 X76@A N877 DBKJ A=K C8X6B6A8 6OBKH6NA8BEGJ CAB6E@C %&3$
P76@A \K7$ WEK7$; (,),; (/U 4// . 42’$

%(43 cKJ6BE ‘; ^E8E a; S6EAK a; \GB6E 0; cGJ6CFEBK ‘$ d8NAKBC N6BBZE@O
A=K C8X6B6A8 ‘ .50QC DKB NK .AB6@CDKBJ6AEK@KD J6AEK@ KD FEOF8B
X76@AC J8RE6A8R HZ 6OBKH6NA8BEGJAGJ8 D6NE8@C 6@R C8OB8O6AEK@ KD
AB6@CBKBJ6@AC DB88 DBKJ C878NAEK@ J6BY8BC %&3$ P76@A &$; (,,1; (’U
(14.(-2$

%(13 QBJCABK@O : _; ?B88@ : 9$ 9CA6H7ECFJ8@A 6@R J6E@A8@6@N8 KD DBEM
6H78; 8JHBZKO8@EN J6Ee8 N677GC 6@R E@LK7L8J8@A KD _.XBK7E@8 %&3$
P76@A6; (,)4; (12U "’-."(2$

%上接第 "& 页$

本研究关于穗部性状的分析结论与卢道文#田
守芳的分析相似!而与杨金慧#郑祖平的分析结果有
一定出入$说明气候条件%遗传背景等因素对各性状
与子粒产量的效应有较大影响! 相近的气候条件结
论比较接近&因此!在不同地区应根据不同的气候条
件对各穗部性状采取不同的选择强度& 至于气候条
件对农艺性状的影响% 基因型与气候之间的相互关
系导致结论差异等问题有待继续研究&
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种某些产量和质量性状的表现! 为了便于作定量区
分!初步摸索了性状指标级别的划分标准*表 2+&

/ 小 结
中晚熟品种与晚熟品种产量无显著差异! 质量

上却明显优于晚熟品种!具有低水分%高容重%高百
粒重%高果穗整齐度的特点!应作为生产中的首选品
种&中晚熟优良种群为吉单 /2"%四密 "4%吉单 "’,%
银河 (’(%吉单 ()’%硕秋 )共 1个品种&晚熟优良种
群为四密 "(%吉单 (1-%吉单 ",%丹科 "("/ 共 2 个
品种& 并得出了各优良种群的性状指标及各性状级

别的划分标准&

参考文献"

%(3 刘武仁!等 $ 提高玉米商品品质的关键技术研究%&3 $ 吉林农业科
学!"’’2!",*"+"4.) $

%"3 刘武仁!等 $ 玉米质量与产量协同提高的关键技术研究%&3 $ 玉米
科学!"’’2!("*"+"-,.)( $

%/3 史桂荣 $ 不同性状对玉米种质优势类群划分结果的影响%&3 $ 玉米
科学!"’’(!,*"+"/).2’ $

%23 楚爱香!等 $ 玉米主要农艺性状对单株产量的影响分析%&3 $ 玉米
科学!"’’(!,*增刊+"(,."( $

%43 李维岳!才 卓!赵化春 $ 吉林玉米%\3 $ 长春"吉林科技出版社!

"’’’ $

4" 玉 米 科 学 (/ 卷

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!




