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两种不同选择标记的转化效率比较
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(1员F 阳医学院生化教研室，湖北十堪 442000; 2 止和医院生命科学研究所，湖北十握 442000)

摘 要为了弄清的介边排标记在相同条件下钩转化放丰，为转基因选择遗传标记时提供参考，以优良恢复系

明恢 63 为受体材料，采用农杆简介导的遗传转化，去，分别以 hp， 和阳v 基因为选择标记远行了转化结果显

示， 1 500 泱艇性愈伤共生告养后获得 214 决抗性愈"转化效率为 14.3%;54∞块应性愈仿共培养后获得 156

决抗性愈伤."化妓半为 2， 9%; 两者的分化字分别为 79.0% 和 80.7% 此外以 hμ 和阳r 为选择标记从胚

性愈伤古希导到获得转基因植林分别需要 75 天和 125 天因此以 hp， 为选择标记的遗传转化.比役适合基因

功能验证和多是培养培育元选择标记水稻桂林 z如果是给富商品化的特基因水稻植株‘则录好以阳 r 为选择标

记基用

关键词农抒菌介导的遗传转化 ;hpt 基因，归 r基因，水箱

中圈分类号 Q78~ 文献标识码 A

。引言

1983 年，首倒转基因作物问世由于革周转基

因方法培育作物销品种，可以大大地缩短育种周

期，提高育种效卒，因此铃基因技术在作物遗传改

良中取得飞速的在展在培育转基因作物时，常规

的转化革坑通常要在培革基里加入筛选剂，以便

从大量的非转基因苗中筛选在得转基因植株常

用选择标记基民有两类【 l】 z 一类是编码抗生章抗

性的基因，如新霉素磷酸转移酶( neomycin

phosphotransferase)基因 II( npt II) 、湖霉幸磷酸

转移酶 (hYKrolllycin phosphotraw，;{erase) 基因

(hμ) 和二氢叶酸还原酶(dihydrofolate

reductase)基因 (dhfr)等;另一类是编码除萃剂抗

性的基因，如，丰丁麟乙耻转移酶(pho

sph inOl flTici nacety Itransfera se)基因(归叶、5 烯得

丙嗣贱芋竣3 磷酸合成酶(5 enoylpyruvatc

shikimatr-3- phosphate synthase )基因 (epsps)

等目前，科学家们已经利用这些抗性基因在不同

的实验中分别得到相应的转基因水稻植株('"I]

h/)t 基因和阳r 基因是水稻遗传转化中应用

最多的两种选择标基阅本研究幸周在杆菌介导

的遗转化法，对两种#记的转化效牟进行了比较，

以期为水稻的遗传转化选择标记基因时提供

依据

1 材料和方法

1. 1 植物材料及苗林

转基因受体品种为明恢 63 (Oryza sa阳刚

L. ).咧恢 63 是一个优良的三系事主水稻恢星系

铃化菌林为根痴农杆菌( Agro!muenu lfI

tuU/eJude"叶，两者均由本主保存

1. 2 转化载体 pHpt 和 pl3a r

载体 pCAMHJA 1300( 简写为 pTTpl) 由"澳大

利亚分子生物学技术应用于世耳农业研克中心"

患醋，其 T-DNA 区有期茸幸 B 确酸转移酶基因

(hygromycill n phοsphotrallsferase) 可伎潮霉素

(hy~romycin rna 位的确酸转移至第 4 位务基上

而失活，从而提供对潮霉素的抗性L~j (圄 lA).

载体 p&r( 国 1 日)由 pCAMHJA1300 载体衍

生而来即以 bar 基因取代了其中的期革幸抗性基

因归r 基因来源于吸水链霉菌 ( Streμomyces

hYKro:;CO/Jieus) ，对除草剂 PPT(pf盼sphinolfnicin) 具

有抗性I \1-1 0I

1. 3 组织培养及其转化

农杆菌介导的遗传转化过程中的愈伤组织的

诱导、继代、预培弄、共培#、浸染、工程甫的制备

等参照文献。t1 ，其基本过程如下

1. 3. 1 胚性愈伤的诱导 取明恢 63 的咸菜起种于

去壳，克用质量分数为 75% 的，离精注泡 1 min ，再

用质量分数为 0.15% 的 HgClz 浸泡 18 min，最后

收稿日期 200~ ω 01
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用元茵水冲洗 1~5 次，然后接种到诱导培养基

上，在 26 'C培养 45 d 左右.

(A)

Sma I 岛IIa l BSIXI

回→ 355 向fYA1巾~…。 ωL----ill]
(R)

注 ， h 卢t 基因和 ba，- 基因均由 CaMV 35S 启动子驱动， LB ，I'

DNi\ 区的左边界， RR ， T-DNA 区的右边界.

国 l 转化载体 pHpt(A) 和 pI3ar(囚的 T-DNA 区结构

Fi日. 1 '1二DNA region of transformation vectors pHpt

(A) and pHar (H).

M CK P
2旧lbp
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2 结果与分析

2.3 两个在达载体的转化结果

转化实验结果(表1)显示，1500 块愈伤组织

与 pHpt 载体进行了共培养，获得抗性愈伤块214

Fig. 2 peR analysis of transgenic bar and hpt

gcnes plants

注， M j.} 2000 bp DNA Marker; CK 为非转基因对照s

P 为 fll性质粒.

图 2 pH pt 载体 (A) 和 pRar 载体(即转基因拉

林的I'CH. 分析

1. 5μL ， 25 nUllol MgC12 2μL ， 10μmol 引物(FIR) 各

0.4μL，11.\(-1酶 l 单位，加灭菌 ddH2 0 至 20μL.

PCR 反应程序 :94 ·C ，变性 3 min; 94 "C ，变

性 1 min , 57 ·C 退火 1 min , 72 ·C 延伸1. 5 min , 15

个循环;72 'C延伸 10 min.

PCR产物检测:扩增产物在0.8%的琼脂糖

凝肢也泳，ER 染色，紫外分析仪观察并照相.

2. 1 愈伤诱导及农杆菌介导的遗传转化

成熟种子在黑暗中诱导 7 d 后，胚和胚乳之间

长出淡黄色的胚性愈伤.分离的胚性愈伤在继代

培养基上快速培簸， 25 d 约地长 5 倍.共培养后，

以潮霉素(50 mg/L)作为筛选剂，在抗性愈伤筛选

第二代开始出现较明显的淡黄色抗性愈伤，第三

代筛选完成后即可进行预分化.所以，以句It 作选

择标记，从胚性愈伤的诱导到抗性愈伤的获得只

需 75 d 时间.以 bar 作为筛选标记，一舷要筛选 5

代l!f 约 125 d 以后，才能在得抗性愈伤.这说明不

同的选择标记，获得抗性愈伤的难易程度存在较

大的差异.

2.2 初级转化子的PCR验证

转基因 To植株口NA 的 PCR 分析结果显示3

转 hμ 基因桂林中，除对照外，均出现预期714 bp

大小 DNA 带(围 2A);转 bar 基因桂林中，除了对

照，均出现预期中615 bp 大小 DNA 带(国 213)，初

步表明 hμ 基因和 bar 基因分别整合到水稻基因

组上.

RstXTSmaTSmaT

1. 3. 2 愈伤组织的继代 用银子将生长紧实的

胚性愈伤分离后接到继代培养基上.由于愈伤生

长过程中有次生物质的产生，消耗大量的营养物

质，因此继代时间不能太长，一般以 :W d 左右为

宜.

1. 3. 3 愈伤组织的浸染及共培养 将活化的工

程菌株刮入悬浮培养基上，摇约 2 h 后倒入已装有

愈伤的 100 rr汀，的圆筒中，浸泡愈伤 30 min ，之后，

倒去菌液，用灭菌吸水纸吸干愈伤表面菌液，然后

接入共培养基上培养 3 d.

1. 3. 4 选择继代 将浸染后的愈伤放在选择继

代培养基上进行继代，每 30 d 继代一次，继代 3 次

后，将黄豆大小的抗性愈伤进行预分化.

1. 1. 5 分化及生根 预分化 7 d 后，转到分化培

养基中进行分化，培养，分化苗长到 1~5 em 时，转

到生根培养基中进行生根，当再生苗的根系长到

3~4 em时转至温室或直接移栽到大田.

1. 4 阳性植株的分子鉴定

采用 CTAB 小量法1121 提取转化拉株叶片

DNA，然后 m 一对特异的引物在 PCR 仪

«;eneAmp peR system 2700)上进行扩增.如果

出现预期的带，认定为阳性转化子，否则为非转化

子.扩地时，除了两者的引物不同外，其反应体系

及反应程序一效，

hilt 基因的引物为 5'-gel.l:<l(le(l e(ll.g(lgeg(l(l(lc~3'

(Forward)和 5' cgr.ar.aatcec.actatcctl. l' (Reverse)，产物

大小为 731 bp.

bar 基阁的引物为 5'-getcaaeacatgageg田ac-3'

(Forward)和 5'-egcacaatceeadIlt.ectt-3' (Reverse) ，产物

大小为 615 bp.

peR 反应体系:总体系为 20 ILL , DNA 模板

50~ 100 吨， 10 X buffer 2μL ， 2 mmol dNTP
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块，抗性愈伤丰为 11.3%;51ω 块愈伤组织与

pilar 载体进行了共培菲，在得抗性意伤JJt 156 次，

抗性盘伤率为 2.9% ，两者的分化率分别为79.0%

以及80.7%.没有太大的差异

求 1 两个农达载体的转化结呆

Table 1 AI{TObaClCTiurn-mcdiarcd uansfonnarion of

twO eXllreSSlon vαm

t.达族体 pHpl ",,,
侵袋愈伤块敬/块 "ω ~ ~OO

获得抗性愈仿块/块 21< 156

R被忿仿华 I Yo 11. ~ 2.9

分化成苗数/决 168 126

分化到事 (Yo 79.0 8U.7

移'良成活笛负/株 159 120

3 it *
研克结果显示 z相同的转化程序，不同的选择

标记，其转化效字是完全不同的，其中 1-'). hpt 为选

择#记的转化效伞高因此，不同的转化目的，应

选择不同的选择#记以 A阳为选择标记的转化

效卒高，而且对植林的分化影响小，但其安全性还

没有得到验证，因此不适合作转基因商品化作物

的选择标记，但适合共转化培育元选择标记转基

因桂林及吏变体建碎时的遗传转化目前，两种转

基因标记的后代已种植到第 9 代，抗性试栓及

peR 仍能检叫到相关的目标基因，说明这两个选

择#记基阁的遗传稳定性都较好

以 hμ 为选择标记【"叶和以 bar 为选择标

记【 1 5- 11】的的遗传转化研克较多，但至今没有学者

将两者进行系统比较，因而单独转化所得出的结

采没有可比性本研克中，抗性愈伤丰、分化斗争等

转化参数都是在相同条件下所得到的结果，因而

也真实地反映了两者的差异

以 baT 为目标基阁的转基肉作物早已大面积

商品化，因此，从特基因作物商品化的安全角度来

说，阳r 基因是一个合适的选择#记但是，以 bar

作为筛选标记记基因，其转化效率低、抗性盘伤筛

选时间长由?抗性意伤卒低，安选择到同样多的

阳性转化于. .IN 需要大量的愈伤进行共培弄，场加

了工作量利用阳r 基因作为选择标记基阁的优势

不仅仅作选择#记基因，还且还作目标基因
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Comparison of transformation efficiency between
selective markers hpt and bar

TANG Weil ,z

(1. YunyaTl~ Medical Collcl{c. Hiochcmisuy Dcpantncnt. Shiyan 112000 ‘口"'Ii"

2. l{创;earch ln~lilule of Li fe Sc iences. Taihe Hospital. Shiyan 442000.China)

Abstract: hpt and Imr genes w盯e mostly used as selectable markers in rice transformation. In order to

understand the transformation efficiency with these two markers under the same condition for

H~ferences， in the stuuy , elite restorer 岛1 1T 63 w拍 s useu as {l receplor TTlaterial 10 he tfansfo口neu via

Agrf/仇u:lerim with hρI and bar as selective marker. rcspcCl ivdy. Results displayed 山at 214 and 156 of

res且 stant calli were obtained from 1 5川 and 5 100 calli. respectively and their transformation efficiencies

were 14. 3% and 2. 9%. re叫)ectively. Their differentiation efficiencies have no obvious diff盯ence.

Resides , il look 75 days produce transKenic p1<mtlets from calli usinK h fJt 削 seleclable marker and 125

days using hur as marker. Therefore. hf)l is suitahle for th‘ culture of marker free transgenic plants or

confirmation of gene function , while 归r is suitable for culture of commercialized transgenic plants

Key words: Kenetic transformation via ARrobacterim; hpt Rene; bar Kene; ()ryzαsα"飞mL
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Study on the occurence state of metallic elements
in Geermu mixed crude oil

1,1 Yang' ，χH{} .I ian-hlla 1 ,WV Den-cheng 1, IJANG Hai-ping宠， EJ Mong-Yangp

0. College of Chemical Engineering.China University of I'etroleum 叼Beijing l02200.China~

Z. Gccrmu Rdincry.Qinghai Oilficld.PctroChin筒.Gccrmu lH6000.China)

Abstract: For the mixed crude oil frO tH Geerlnu refinery， lheζlensity， viscosilY , w川er cont凹 t and

content of metallic clements w ‘ re determined. The occurrence state of main metallic clements in th‘

mixed crude oil was investiKated. The exp盯imental results indicated that Na in G盯ermu mixed crude

oil existed mainly in the form of water-soluble metallic compounds , and Fe , Ca , Cu , Ni ex且sted in the

fOrln of org,mic 口附tallic compounds. The 93% Na existed in 11附 fOrln of water-soluble metallic

compounds; and ~~. ~ % of Ca existed in the form of water soluhle metallic compounds and ~7. 1 %

existed inτhe form of vetroleum acid metallic comvounds; the 33.1% of .Fe existed in the form of

water-soluble metallic compounds and petroleum acid metallic compounds ,66. 6% exis阳1 in the form of

porphyraIl and complicated macro 川olecular 四川pounds; eu exisled mainly in the fOrln of porphyran

and complicated macro molecular compounds; the 52. G% of Ni ‘ xisted in the form of porphyran and

36.1% 凹~isted in the form of conw1icated macro-molecular comV(lUnds

Key words: mixed crude oil; occurrence state; extraction; I 如orphyran
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