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植物选择标记基因剔除技术研究进展
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摘　 要: 获得无选择标记基因的转基因作物是转基因作物发展的必然趋势。 目前剔除选择标记基因的常用方法包括共

转化、位点特异性重组、转座子、同源重组等。 本文综述了这些常用技术的原理和目前的发展现状,同时对这些技术的特

点进行描述,并对植物安全转基因技术发展进行展望,以期推动转基因作物的快速产业化。
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Abstract:Under the tendency rapid development of geneticallly modified orgnism(GMO), it is necessary to obtain the marker-
free transgenic plants. At present,the marker-free transgenic technologies include co-transformation,site-specific recombination,
transposons, homologous recombination and so on. This paper summarizes the character, the theories and research progress of
marker-free and redundant sequence-free transgenic technologies, which are extensively used in recent research. Then, it also
prospects the application potential of the safe transgenic technologies for the rapid commercialization of GMOs.
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　 　 随着植物转基因技术的快速发展,转基因作

物种植面积迅速扩大,到 2012 年已经达到 1. 7 亿

hm2 [1]。 目前,转基因作物已经从转化单个基因

表达单一性状到转化多个基因表达复合性状的方

向发展。 在植物转基因技术长足发展中,转基因

复合性状的出现和发展使转基因作物的发展趋势

呈现一种新的特点。 然而在国际上转基因作物的

安全性争论始终不断,获得安全的转基因作物,无
论是从基因工程技术的长远发展考虑,还是从生

物安全性考虑都具有十分重要的意义。 在研究第

一代转基因作物逐步转向第二代及第三代[2] 转

基因作物的同时,去除冗余序列和选择标记基因

无疑有助于安全转基因作物的获得和发展。 在潜

在的生物安全风险中,最为突出的是选择标记基

因带来的担忧。 目前最常用的选择标记基因是抗

生素类基因,这类基因可能通过异交作用飘移到

近缘种中,对生态环境产生影响[3];其编码产生

的蛋白质还可能会影响人及动物的肠道微生物。
目前,可以利用的选择标记基因有限,作物的多次

转化选择不同的标记基因也难以实现[4]。 因此

无选择标记基因作物是转基因技术应用于安全生

产发展的必然产物。 目前研究去除选择标记基因

的方法一般分为共转化法、位点特异性重组系统、
转座子和同源重组等。 本文将对这些方法和系统

进行详细阐述。

1　 去除选择标记基因的方法

1. 1　 共转化法(co-transformation)
早在 1985 年,Depicker 等[5]用分别带有不同



T-DNA 区的两种土壤农杆菌菌株同时转化烟草

(图 1a),验证了不同的 T-DNA 区可以同时转到

一株烟草中,当这些 T-DNA 存在同一个菌株同一

个载体上时,转化效率明显高于单独转化的效率。
这使得以后得到无选择标记基因的转基因植株成

为可能。 Daley 等[6] 用含有不同 T-DNA 区(分别

含有不同的标记基因)的一种土壤农杆菌转化番

茄,证明了一个单独的分生组织中同时含有两个

T-DNA 区。 用同样的方法转化烟草,得到了同时

含有两个 T-DNA 区的转基因烟草,并且在同一个

细胞中的两个 T-DNA 区可以通过转基因烟草的

异交发生分离,充分证明两个 T-DNA 区不连

锁[7]。 在探索得到无选择标记基因的过程中,
Jacob和 Veluthambi[8]用含有两种质粒载体的根癌

土壤杆菌(图 1b)转化烟草,当以一种质粒的标记

基因作为筛选时,另一个质粒也会协同一起转化

到烟草中,这为选择标记基因和目的基因的分离

奠定了基础。 但是在实际的研究中两种质粒的共

转化效率很低,工作量很大,为了提高共转化效

率,“超级二元载体”成为一时研究的热点。 Chen
等[9]构建了一个带有两个 T-DNA 区的植物表达

载体(图 1c),一个 T-DNA 区中含有表达绿色荧

光蛋白的 mgfp5 基因和卡那霉素抗性基因,另一

个 T-DNA 区含有 gus 基因,转化结果表明两个 T-
DNA 区的共转化效率达到 62. 1% ,远远高于用两

个菌株共转化效率的 9. 1% 。 通过异交得到两个

T-DNA 分离的比率是 25. 9% ,也远远高于两个菌

株共转化的 4. 5% 。 双 T-DNA 超级二元载体成为

获得无选择标记基因植株的一种高效工具[10]。
共转化法可以通过后代的异交分离得到无选择标

记的转基因植株,选择标记基因可以和目的基因

完全分离,去除效率为 100% 。

图 1　 共转化体系

Fig. 1　 Co-transformation system.

1. 2　 特异位点重组系统( site-specific recombi-
nation)

特异位点重组系统就是重组酶催化特异性

DNA 识别序列使其发生重组[11]。 特异位点重组

系统在去除选择标记基因的研究中发挥重要的作

用,它可以删除同向特异识别序列间的 DNA 片

段,使得在目的基因与选择标记基因连锁的情况

下单独删除选择标记基因成为现实。 这类系统的

应用广泛,在多种植物中都有的报道[12 ~ 14]。 目前

在植物中应用广泛的特异位点重组系统是来源于

P1 噬菌体的 CRE / loxP 重组系统和来源于啤酒酵

母 2 μ 质粒的 FLP / FRT 重组系统。
重组酶 CRE 是整合酶家族中的一员,大小为

38 kDa,它能够识别两个相互独立的特异性识别

序列 loxP,介导特异性识别位点间基因序列的重

组。 特异性识别序列 loxP 大小为 34 bp,由大小

为 13 bp 的两个发夹结构和大小为 8bp 决定方向

的间隔序列组成[15,16]。 当在两个特异性识别序

列的方向相同、相反、或不在一条染色体上时,两
个特异性识别位点间的序列分别会发分删除、倒
置和染色体的交换。 Gleave 等[17]用瞬时表达 Cre
基因的方法使得靶基因序列删除并得到无选择标

记的转基因烟草。 在此试验中使用了二次转化的

方法,得到了 773 株烟草,得到无选择标记基因的

效率为 0. 25% ,此系统获得完全无选择标记转基

因植株的频率很低,但能证明在瞬时表达的情况

下,CRE 酶能催化重组反应的进行。 Lambert
等[18]利用 CRE / loxP 系统在植物乳杆菌中完成了

多个基因和选择标记基因的删除,在简单遗传背

景下删除效率可以达到 99. 4% 。 Mlynárová 等[19]
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利用 CRE / loxP 系统在烟草中验证了外源基因和

选择标记基因的删除,效率可达到 99. 976% 。
重组酶 FLP 是目前已知的 λ 整合酶家族中

唯一的真核成员。 在 DNA 序列上与原核成员的

差异较大,但是这些酶具有相同的催化机理,包括

诱导外源 DNA 的插入,改变基因的表达形式,促
进复制子的分离等[20,21]。 和 Cre 重组酶一样,它
们都可以根据特异性识别位点的方向在很多生物

体中完成染色体倒位、删除或 DNA 片段的插

入[22]。 Lyznik 等[23]将 FLP / FRT 系统用于水稻和

玉米的原生质体转化证明了酵母中的 FLP / FRT
系统可以在植物细胞中行使功能。 目前重组酶

FLP 已经被广泛运用于烟草、拟南芥、水稻、玉米

等多种植物中进行特异性重组的研究,但是在不

同的植物中重组效率差别较大,拟南芥中特异性

识别位点间报告基因的重组效率为 20% [24];转
基因烟草中删除特异识别位点间的 gus 基因的效

率为 37. 4% [25];玉米基因组中利用 FLP / FRT 系

统删除选择标记基因,得到无选择标记基因的比

率为 40. 7% [26];水稻的重组效率为 25. 6% [27]。
FLP / FRT 系统的可逆反应会影响其重组效率,限
制了其在植物中的广泛应用。 Luo 等[28] 建立了

一种高效的转基因删除技术,将 CRE / loxP 和

FLP / FRT 系统中的特异性识别位点进行融合,得
到 loxP / FRT 融合位点,单独表达 CRE 和 FLP,使
loxP / FRT 融合位点重组的效率大大提高。 以花

粉和种子特异性启动子驱动的重组酶 FLP 介导

loxP / FRT 融合位点重组,对其 25 000 株当代转基

因烟草的重组效率进行检测,在其花粉和种子中

删除效率接近 100% 。 Nandy 等[29]利用 FLP / FRT
系统介导的重组将外源基因片段插入到水稻基因

组中,然后利用 CRE / loxP 系统介导的 DNA 重组

删除选择标记基因,删除效率超过 50% 。
此外, Zhou 等[30] 利用 CinH-RS2 / ParA-MRS

系统在番茄基因组中完成了目的基因片段的删

除。 Thomson 等[31] 利用 Bxb1 重组酶系统在拟南

芥中删除了相应的目的基因,证验了该系统可以

作为研究无选择标记基因的一种有效工具。 2010
年,Thomson 等[32]还在拟南芥中证明了 phiC31 系

统可以作为得到无选择标记基因的一种有效

工具。

1. 3　 转座子( transposons)
转座子又称跳跃基因,是一类可以移动的遗

传因子,能在细胞内不同的 DNA 之间转移,分为

反转录转座子和 DNA 转座子。 植物转座子有

Ac、Ds、Spm / En、Tam、dTphl 和 Tos17 等,常用的

植物转座子 Ac / Ds 系统来源于玉米,由自主因子

Ac 和非自主因子 Ds 组成,Ac 因子具有自身切除

和转座的能力,Ds 因子只有在同一族因子(如 Ac
因子)存在时才能发生转座。 Ac 因子的长度为

4. 6 kb,末端的 11 bp 为不完整的反向重复序列。
Ds 末端也为 11 bp 长的不完整反向重复序列。
该系统已成功应用于转基因番茄中,并删除了选

择标记基因[33]。 1997 年,Ebinuma 等[34] 利用 Ac
转座子,以 gus 基因和新霉素磷酸转移酶基因

(nptII)为报告基因,以异戊烯基转移酶基因为选

择标记基因( ipt)构建了 MAT 载体系统,通过土

壤农杆菌 LBA4404 转化烟草,成功获得了无选择

标记基因( ipt)的转基因烟草植株。 金维正等[35]

将含有目的基因 bar 的 Ds 元件和 hptII 标记基因

的 T-DNA 以及单独含有 Ac 元件的 T-DNA 分别

转入到不同的水稻植株 ,再将含有 Ac 元件的转

基因植株与含 Ds 元件的转基因植株杂交得到同

时含有 Ac 和 Ds 元件的 F1代植株 ,将 F1自交,在
F2植株中转座后的 Ds 元件与其 T-DNA 分离 ,在
总共 100 株 F2水稻植株中筛选得到 2 株只含有

bar 基因而无 hptII 标记基因的转基因水稻植株。
Xuan 等[36] 利用 Ac / Ds 系统诱导基因组重排,在
水稻基因组中得到较高的删除、倒置、复制等基因

组重排效率。 转座子在染色体中的转座可以使得

选择标记基因与目的基因摆脱连锁,最终得到无

选择标记基因的转基因植株。

1. 4　 同源重组(homologous recombination)
同源重组发生在含有同源序列的 DNA 分子

之间,但在高等真核细胞内外源 DNA 与靶细胞

DNA 发生同源重组的机率非常低。 噬菌体 λ 能

整合进入大肠杆菌基因组中是通过其 attP 序列与

大肠埃希氏菌中 attB 区域发生同源重组完成的。
Zubko 等[37] 在两个同源序列 attP 中间插入了一

个包括有选择标记基因 nptII、gfp 基因和 tms2 基

因的 5. 9 kb 的片段,在转基因烟草的愈伤组织

中,通过 attP 序列的染色体内同源重组成功地删

除了选择标记基因。 Day 等[38] 发现在叶绿体质

体中同源重组删除选择标记基因简单而且

高效。
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2　 展望

转基因技术的迅速发展推动了转基因作物的

迅速商业化。 反之,转基因作物的商业化也推动

了转基因技术的发展,使其在社会发展中产生了

重要的作用。 但目前的生物技术可能存在潜在的

生物安全风险,也成为其进一步发展的阻力。 去

除选择标记基因植株是转基因技术发展中经历的

必然阶段。 共转化法是在筛选过程中,工作量较

大,选择标记基因和目的基因的分离需要通过异

交才能实现,周期过长,但是分离效率能够达到

100% 。 在位点特异性重组中,重组酶可以精确的

定位到识别序列,但是在删除效率上,不同植物体

现不同的删除效率,而且效率几乎都达不到

100% ,无法在实际生产中应用。 虽然利用 FLP
重组酶和 loxP / FRT 融合位点在模式植物烟草中

的删除效率可以达到 100% ,但是该系统在其他

植物中的删除效率还需要进一步的验证。 另外在

位点特异性重组系统中,在完成删除时都会留下

一个特异识别序列,影响了二次转化。 转座子系

统的应用也需要有性杂交和进一步的分离才能得

到无选择标记的转基因植株,同时也限制了该系

统在无性繁殖的材料中应用。 天然的同源重组效

率很低,在实际应用中工作量大,但是技术间的相

结合有助于提高重组效率。 Zu 等[39]利用 TALEN
介导的基因打靶技术通过同源重组对斑马鱼基因

组成功完成定向改造。 在目前的转基因技术中,
借助于土壤农杆菌介导的转化方法是最常用的转

化方法之一,它除了可以把目的基因和标记基因

的表达框整合到植物基因组的同时也把包括边界

序列等冗余序列在内的外源序列带到植物基因组

中,在以上的方法中都不能解决在完成其功能后

去除外源序列的问题。 因此一方面需要在转基因

技术的发展中去探索新的转基因技术,以达到安

全转基因的目的。 另一方面, 可以通过研究

TALEN、锌指核酸酶定点整合等新技术与其他常

用技术结合,在得到用土壤农杆菌介导转化的转

基因植株后,通过基因打靶等技术将转基因植物

中的冗余序列、选择标记基因和目的基因等所去

外源基因定点去除,得到实际意义上的安全转基

因植株。
总之,虽然转基因作物对环境和健康的影响

存在争论,但是转基因作物在全世界的发展一直

呈现持续增长的态势。 相信随着转基因技术的进

一步发展,在完成功能后彻底的去除外源基因序

列,得到安全的转基因植物将会成为现实,这也将

会给人类带来更大的经济和社会效益。
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