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去除转基因植物标记基因的研究进展 

马三梅，王永飞 

(暨南大学生物工程学系．广东广州 510632) 

摘 要：得到转基因植物以后，标记基因就失去了筛选的作用。但它的存在引起公众对转基因植物的安全性 

以及环境效应的担心，所以在 目的基因转入后，要去除标记基因。该文主要就利用共转化、转座子、同源重组、 

位点特异重组酶等去除标记基因的方法进行了总结，并对各种方法的优缺点进行了比较，对该技术未来的发 

展趋势也进行了展望。 
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The excision of marker gene in transgenic plants 

MA San—mei．WANG Yong-fei 

(Department o，B{oeng nee“ng．Jinan Uhiversity．Guangzhou 510632，China) 

Abstract：Several methods were used to excise marker gene in transformed plants，for example co-transforma- 

tion，transposable elements，homologous recombination and site-specific recombination．W e place particular 

emphasis on a most recent development of inducible site-specific recombinase systems for efficient marker gene 

deletion strategies．The relative advantages or disadvantages of the excising procedures presented here are dis- 

cussed．Their development is prospected． 
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随着植物细胞全能性的发现和转基因技术的发 

展，人类已经利用基因工程改变植物的性状，并且取 

得了巨大的进展。但由于转化效率不高，在转化过 

程中一般使用标记基因来鉴别转化细胞、组织和植 

株。标记基因有的提供了对抗生素或除草剂的抗 

性，有的使转化细胞具有代谢的优越性。在加人选 

择试剂后，非转化细胞死亡 ，转化细胞存活。为避免 

筛选标记基因例如抗生素基因等转移到环境，而造 

成对生态环境的破坏 ，减少培育转基因植物的时间， 

加快转基因产品推广的速度，省去对转基因植物的 

安全性评价，降低大众对转基因植物的疑虑，因此， 

在获得转基因植株之后，有必要将筛选标记基因去 

除(Peter等，2002；舒庆尧等，2003)。本文主要就去 

除标记基因的进展进行讨论，对该技术未来的发展 

趋势进行展望。 

1 去除标记基因的方法 

目前，去除转基因植物中标记基因主要采用共 

转化、转座子、同源重组、位点特异重组酶系统等方 

法。 

1．1共转化去除标记基因 

共转化的原理是将 目的基因和标记基因单独组 

装到两个质粒上 ，或一个质粒的两个不同 T—DNA 

区段上，然后同时转化。由于二者可同时插入同一 

细胞的不同染色体上，从而完成对转化细胞的筛选； 
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通过杂交使目的基因和标记基因在子代植株分离开 

来，从而获得仅带目的基因的转基因植株。 

Mcknight等(1987)用两个 T-DNA载体共转 

化烟草，一个含有基因nptⅡ，另一个含 nos(Nopal— 

ine synthase，胭脂碱合成酶)基因，在获得的 11株 

nptⅡ阳性植株中，有 3株也整合了nO$基因。并且 

在3株共整合植株的所有后代中，两个外源基因都 

发生了分离，从而可以筛选出无标记基因的植株。 

Komari等(1996)在研究共转化时，发现两个质粒在 

转化前经体外同源重组产生了一个含两套 T—DNA 

的双元载体，其中一套含有选择标记基因，另一套含 

目的基因，该双元载体转化的植株，其后代的选择标 

记基因与目的基因约有40 能独立分离。在Kom— 

ari等(1996)的基础上，Lu等(2001)设计了双元载 

体进行共转化。该载体含有一个 T—DNA的左边 

界、目的基因和两个 T—DNA的右边界，标记基因在 

两个 T—DNA右边界之间。用含该 T—DNA的质粒 

转化水稻，获得转化子后，经过遗传分离，可以把两 

种 T—DNA插入方式分开，一种含标记基因和目的 

基因，另一种只含目的基因。其中 36 ～64 的转 

基因后代标记基因与目的基因发生了分离。由于这 

种质粒比含两个独立 T—DNA序列的质粒小，容易 

操作，所以转化频率相对较高。Ebinuma和 Kom— 

amine(2001a)利用分别在 T—DNA控制下的标记基 

因和目的基因进行共转化，从转基因品系的后代中 

筛选出不带标记基因的植株。 

Depicker等(1985)发现用农杆菌共转化的效率 

与单独转化的频率相同。DeBlock和 Debbrouwer 

(1991)及 Mc Knight等(1987)利用共转化也获得 

了较高的共转化效率，并且分别有 78 和 i00 的 

共转化植株共整合在非连锁位点上。尽管他们使用 

的转化载体、农杆菌株系、转化程序因作物不同而不 

同，但说明共转化可用于产生不含有选择标记基因 

的转基因植物。经过对各个转化参数的优化，在某 

些植物中，共转化法中两个基因同时整合到受体植 

物的效率已能达到用单一质粒转化方法的效率 

(Daley等，1998；De Block和 Debbrouwer，1991； 

Depicker和 Debbrouwer，1985)。不过，选择标记基 

因和目的基因的遗传分离必须经过有性世代才能实 

现，这不仅会增加育种时间，而且无法应用于无性繁 

殖的植物品种。 

1．2利用转座子去除标记基因 

转座子是指一段特定的 DNA序列，它可以在 

染色体组内移动，从一个位点切除，插人到一个新的 

位点。它一般由特定的蛋白质来识别某一种 DNA 

序列，识别位点之间的 DNA片段被插入到另外的 

位点上去。把标记基因或 目的基因和转座子相连， 

在转座子和标记基因或 目的基因一起移动的过程 

中，标记基因和目的基因分开，子代植株通过遗传分 

离，获得仅带目的基因的转基因植株。基于以上原 

理，转座子系统可被开发用于转化系统来培育安全 

的、无标记基因的转基因植株。例如玉米中的 Ds 

转座子，可以把特定重复 DNA之间的基因切除，在 

Ae转座酶的作用下将其转移到另一位置。将标记 

基因或者目的基因和 Ds相连，转入植物中，随后往 

初级转化子中导人 Ac转座酶基因，从而使目的基 

因和标记基因分开；通过杂交，从后代中筛选出仅有 

目的基因的植株。Ebinuma等(1997)利用这种途 

径，把 ipt基因置于 Ds之间，利用重新整合到基因 

组中的失败，切除标记基因，已得到了高转化频率且 

是单拷贝的转基因烟草和葡萄。Goldsbrough等 

(1993)以npt 1I为选择标记基因，以gus作报告基 

因转化西红柿。利用上述方法在转基因植株后代中 

发现无标记基因的转基因植株。 

1．3利用同源重组去除标记基因 

同源重组依赖于大范围的 DNA同源序列的联 

会。负责DNA配对和重组的蛋白质无碱基序列的 

特异性，只要两条 DNA序列相同或接近，重组就可 

以在此序列中的任何一点发生。重组以后，DNA同 

源序列间的 DNA片段可以被切除。把标记基因放 

在两个 DNA同源序列之间，发生同源重组后，标记 

基因可以被切除，这样的细胞经过再生，可得到无标 

记基因的植株。Fischer等(1996)利用同源重组的 

原理，在标记基因 aadA两端加上正向重复序列 

(Direct repeats sequence)，在没有选择压的生长条 

件下，经过几代的细胞分裂后可以将 aadA基因从 

叶绿体中除去。在叶绿体转化烟草中，把标记基因 

和重复序列相连，经过培养，标记基因也被切除 

(Maliga，2002；Lamthan和 Day，2000)。 

1．4位点特异重组酶系统去除标记基因 

位点特异重组在原核生物中最为典型。这种重 

组依赖于小范围同源序列的联会，重组时发生精确 

的切割、连接反应。目前发现 4个位点特异重组系 

统 ：Cre／Lox，FLP／FRT，R／RS和 Gin／gix(林忠平 

等，2000)。在重组酶的介导下，在两个识别位点之 

间的 DNA片段可以被切除，形成的切除环不能自 
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主复制，在体内迅速丢失，没有重新插入的现象 

(Zuo等，2001)。把标记基因放在两个识别位点之 

间，在重组酶的作用下 ，标记基因可以被切除。所以 

在真核生物中利用 Cre(Gleave等，1999；Hoff等， 

2001)、FLP(Hohn等，2001)或 R(Sugita等，2000； 

Ebinuma和 Komamine，2001)重组酶可以将不需要 

的基因序列切除，从而把标记基因和目的基因分开。 

Onouchi等(1995)用含 R重组酶基因的转化植 

株与含标记基因位于 RS位点问的植株进行有性杂 

交，获得了无标记基因而只含报告基因的拟南芥转 

基因植株。Dale和 Ow(1991)利用该系统，先将一 

种筛选标记插入 Lox位点之间，再与 目的基因相 

连，转入植物细胞。在第二轮转化时，将另一种筛选 

标记与 Cre基 因连接后再转入已转化的细胞，在 

Cre重组酶的作用下，第一种筛选标记可被删除。 

挑取已失去第一筛选标记的植株，待开花结籽后，从 

后代分离群体中挑选没有第二种筛选标记的植株， 

即为已完全剔除了筛选标记基 因的转基因植株。 

Hohn等(2001)认为可直接将 Cre重组酶导人植物 

细胞就可以使其作用于靶位点，从而达到剔除标记 

基因的目的。 

转化植株中的标记基因，如果两端有 lox位点， 

与表达 Cre基因的转基因植物杂交，也可在后代中 

删除标记基因。近期已经在植物中利用农杆菌介导 

的转化或者受粉导人重组酶基因，诱导切除标记基 

因。例如 Corneille等(2001)利用 Cr~lox系统把标 

记基因从叶绿体的基因组中去除。具体方法是在最 

初设计转化载体时，在标记基因的两端放人 Lox序 

列，并在得到转化植株后，用转化植株作母本和含有 

Cre基因的细胞核转基因植物的花粉进行杂交，即 

可把标记基因去除，而细胞核的 Cre基因，可望在下 
一 代中分离而去除。Hajdukiewicz等(2001)采用同 

样的策略也将标记基因从叶绿体基因组中去除。 

没有整合到基因组上的 Cre的瞬时表达也可以 

将 lox位点之间的标记基因切除(Gleave等，1999； 

Lyznik等，1996；Srivastava和 Ow，2001)。把植物 

暂时用含重组酶基因的农杆菌处理，可以避免重组 

酶和宿主基因组长时间互作而产生其它不 良后果， 

使切除机制快速作用 ，快速失活，省去重新导人重组 

酶基因所用的时间。但这种方法的缺点是效率太 

低，而且已经被 Cre介导的基因切除，又被 Cre转化 

的频率很高。在烟草中有 2／3的转基因植株被重新 

转化(Gleave等，1999)。另外把标记基因、重组酶 

基因、目的基因和重组位点相连，可以在转入外源基 

因的同时切除标记基因。 

低水平表达的重组酶可以降低细胞的再生能 

力，所以把重组酶基因和它的识别位点连在一起，也 

使重组酶的浓度一旦达到切割所须的浓度，就直接 

切除重组酶基因，避免了过多重组酶的产生。但 目 

前在几种植物中发现重组酶表达的自我消退现象， 

细胞的再生能力受影响不大(Zuo等，2001；Sugita 

等，2000；Ebinuma和 Komamine，2001)。 

利用位点特异重组酶切除标记基因时，往往在 

重组位点留下一个识别序列，经过几次去除标记基 

因后，基因组中就分布着多拷贝的识别序列。由于 

多拷贝的同一序列可使基因沉默，从而使 目的基因 

不表达。按照顺序使用不同的重组酶或者利用特殊 

设计的重组酶，使重组酶仅能识别作物基因组中的 

一 个位点(Santoro和 Schuhz，2002)，可以避免相同 

重组位点的残留，从而使残存的识别序列不会发生 

分子内、分子间的重组，导致染色体缺失、倒位、易位 

(Buchholz和 Stewart，2001；Sclimenti等，2001)。 

另外在切除标记基因后 ，让启动子的 TATA box和 

识别序列、目的基因直接相连，可避免基因沉默，促 

进目的基因的表达。这是由于转录一般在 TATA 

box下游大约 3O核苷酸处开始，在重组酶识别位点 

末端几个核苷酸的转录不会使基 因沉默(Zuo等， 

2001)。 

利用位点特异重组酶去除转基因植物的标记基 

因，在区分去除基因的体细胞和种系细胞时必须十 

分小心。因为仅一部分细胞失去了标记基因，在可 

再生的细胞没有去除的话 ，发生基因去除的转基因 

植株的鉴别可能有错误。大多数研究表明 CLX系 

统可以确保切除标记基因的转基因品系向后代传 

递，在作物中应用潜力最大；而 FLP—FRT和 R—RS 

系统诱导产生的基因去除向后代传递的能力有限或 

者根本不传递(Zuo等，2001)。 

1．5化学诱导启动子控制位点特异重组酶的表达 

为加快去除标记基因的进程，使位点特异重组 

酶只在进行基因切割时表达，重组酶基因还可与标 

记基因连接到同一载体上，构建成双元载体导人植 

物体中，通过化学诱导表达的启动子驱动重组酶基 

因，在化学诱导剂的作用下，重组酶基因表达，标记 

基因因其两边的同源序列重组而被剔除，这就是所 

谓的 MAT载体系统。在缺少诱导剂时，重组酶不 

表达；在发现所有转化子后 ，加入诱导剂，使 Cre在 
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特定的时间内去除标记基因，从而减少重组酶对 自 

身DNA的破坏(Zuo等，2001)。 

Sugita利用 GST-MAT载体系统，将重组酶 R 

与化学诱导表达的启动子 GST-Ⅱ-27(glutathione- 

S-transferase，谷胱甘肽转移酶)融合，以ipt为选择 

标记基因转化烟草，在转化当代就获得了单拷贝的 

无选择标记基因的转化植株。在拟南芬中，把 Cre 

放在 p-雌二醇诱导的XVE启动子控制下，在 lox位 

点之间是重组酶基因和生物素抗性基因，Cre的表 

达达到切割 DNA所需的浓度，含有 XVE启动子、 

Cre和卡那霉素抗性的基因就被切去，从而激活下 

游G10—90启动子控制的绿色荧光蛋白基因的表达 

(Zuo等，2001)。利用该系统，在 19个初级转化子 

的标记基因被切除。玉米 GST-II-27启动子可被 

除草剂 Safener诱导，利用 GST-II-27启动子控制 

R和ipt的表达，从而可以切除 R和ipt，得到无标 

记基因植株。已经利用这种方法得到无标记基因的 

转基因水稻、白杨、金鱼草(Ebinuma和 Komamine， 

2001)。MAT载体系统免去了有性杂交或二次转 

化的过程，在转化的当代就能获得无标记基因的转 

化植株 因此，MAT载体系统特别适用于树木等 

生育期长或以营养器官繁殖植物的遗传转化。 

2 各种方法的比较 

共转化方法所产生的共转化后代中只有 25 

标记基因和外源基因被分离，因此需要从大量的转 

基因植株中去筛选。与传统的转基因方法相比，它 

需要4倍的工作量才能获得无标记基因的转基因植 

株。另外，这一方法要求植物能进行有性生殖，不适 

合于马铃薯、甘蔗等元性繁殖植物的转化。利用基 

因枪进行共转化时，共转化频率很高，但获得的共转 

化植株中目的基因和标记基因往往表现为紧密连 

锁，从而较难获得分离株系。利用两个基因进行共 

转化时，虽然在后代中可分离出不带标记基因的植 

株，但由于发生共转化的频率很低、两个基因连锁的 

程度很难控制，其利用价值受到影响利用同源重组 

去除标记基因，要求两个 DNA分子的序列同源，而 

且同源区越长越容易去除，同源区太短，越难去除。 

但同源区太长，增加了导人基因的难度；此外这个方 

法并不总有效；因为错误重组的发生，目的基因会发 

生缺失(Zubko等，2000)。 

利用转座子、位点特异重组酶系统等方法去除 

转基因植物中标记基因，初级转化子一般需要通过 

杂交或再次转化来导人Ac转座酶、Cre重组酶等基 

因，然后对杂交后代进行选择，从而筛选出不含标记 

基因的植株。杂交对于营养繁殖的作物或者生活周 

期很长的作物来说，是很困难的或者所需时间太长； 

反复进行组织培养，体细胞突变的频率提高。 

从生产实践和研究看，要求切除标记基因的方 

法必须快速、有效、劳动量小，而且基因去除后必须 

向后代遗传。但从 目前的研究看，上述方法都有效， 

而且向后代遗传，但均需要很长的时间，劳动量大。 

因此需要进行深人的研究，加快去除标记基因的速 

度，减少去除标记基因的工作量。 

3 展望 

虽然基因组学的发展为快速、有效的去除标记 

基因提供了理论基础。但去除标记基因的方法仍然 

需要深人的研究。例如精子细胞长期受 Cre作用， 

可以引起染 色体重 排 (Schmidt等，2000)。Ow 

(2002)也发现含有 Cre的植物，有皱叶、育性下降的 

现象，但这并不是遗传物质改变引起的。目前我们 

对 Cre是否仅在细胞核中引起植物细胞染色体畸变 

仍不了解。所以有必要继续对去除标记基因进行深 

人的研究，或者在转化时，不使用标记基因，来克服 

去除标记基因的缺陷。一旦能够有效准确的去除标 

记基因，生物技术就具有更大作用。例如通过化学 

诱导的定位切除基因的方法可以使元组织特异启动 

子的基因在特定的器官中表达(Keenan和 Stem- 

mar，2002)，使抗性基因只在非食用器官中表达，而 

在人类和动物食用器官中不表达。总之，在后基因 

组时代作物改良的限制因素不是发现基因的种类不 

够，而是转化方法的效率不高。一旦转化效率提高， 

或者使用无标记基因的转化技术，肯定可以获得更 

多的转基因植物，加快公众对转基因植物的接受步 

伐。 
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图 1 八个柱花草品种的聚类树形图 

Fig．1 Dendrogram obtained from RAPD data of 

eight Stylosanthes varieties by UPGMA 
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