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新一代转基因植物研究进展
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摘要　转基因植物具有抗病、抗虫、抗逆、高产、营养成分改善等优良性状 ,但其安全性引起了人

们的关注。新一代植物转基因技术 ,如叶绿体基因工程、基因约束、多基因共转、去除抗性标记基

因、对外源基因进行实时监控、抗性管理策略、最小程度地改变基因等技术的发展 ,将使未来的转

基因植物更好地适应人们的需求 ,更有利于消费者食用安全和生态环境的可持续发展。
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　　自 1984 年第一例转基因植物问世以来 ,植物

基因工程取得了飞速发展 ,同时转基因植物的安全

性也引起了人们的关注。目前全球转基因作物种

植面积已达近 4000万 ha ,市场上有近 4000种转基

因食品 ,预计每年转基因植物产值达 100亿美元以

上 ,如何进一步发展和优化基因改造技术 ,使新一

代转基因植物更好地适应人们的需求 ,更有利于消

费者食用安全和生态环境的可持续发展是亟待解

决的问题。

1　叶绿体基因工程

111　精确 、安全、高效

叶绿体基因组较小 ,性质研究得比较透彻 ,目

前已掌握了 18 个物种的叶绿体基因组全序列信

息 ,这意味着对外源基因即将进入的基因环境有详

细了解 ,利用 DNA同源重组机制能够精确地控制

外源基因的插入位点 ,避免位置效应产生。叶绿体

系母性遗传 ,遗传性状稳定快 ,外源基因一般不会

通过花粉介导而转移到近源物种中 ,或对非靶生物

产生危害。叶绿体环形基因在每个细胞中的数目

高达 500～10 000 ,较核基因组可显著提高所转入

的外源基因的拷贝数 ,从而使基因表达产物成倍增

加 ,甚至可达到总可溶蛋白的 46 % ;且表达产物富

集在叶绿体中 ,不会对细胞产生损害。叶绿体基因

工程是新一代生物技术发展的里程碑 ,它为外源基

因提供了一个比核基因组更为精确、安全和高效的

位置。

112　叶绿体基因工程的方法

常用叶绿体转化方法有微弹轰击法 ,即以构建

完整的质粒载体包裹钨粉 ,用基因枪轰击至植物组

织器官中 ,再对重组叶绿体进行筛选 ;农杆菌 T2
DNA介导法是通过将外源基因构建至农杆菌 Ti 质

粒中从而将其转化至叶绿体中 ;PEG法是把构建好

的质粒与原生质体共培养从而将外源基因融合至

叶绿体基因组中。在所构建的载体上均有叶绿体

基因同源片段 ,可将外源基因定位地整和至叶绿体

基因组中。

113　进　展

抗除草剂基因 ( EPSPS) 、抗细菌和真菌病原体

蛋白基因 (MSI299) 、抗虫基因 ( Cry) 、耐盐基因

(tps1、BADH)等均已实现了在叶绿体中的高效表

达[1 ]。苏宁等 (2002)用基因枪法获得了双价抗虫

基因 (水稻巯基蛋白酶抑制剂 OC基因和苏云金杆

菌晶体毒蛋白基因 Cry IAc)的叶绿体共转化烟草。

近来叶绿体基因工程在经济作物马铃薯和番茄中

取得十分重要的进展 ,特别是 Ruf 等[2 ]获得的叶绿

体转化番茄果实中外源基因表达量达到了叶片中

的一半 ,非绿色器官如果实、块茎中外源基因的表

达量还有望进一步提高。叶绿体基因工程尤其适

用于植物生物反应器。将对反馈抑制不敏感的氨

基苯甲酸合成酶的编码基因转入烟草叶绿体中 ,使

游离色氨酸含量上升了 10倍。张景煜等 (2002)将

聚 32羟基丁酸酯合成相关基因导入了烟草叶绿体
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中 ,为生产新型生物可降解塑料提供了可行途径。

利用叶绿体基因工程还实现了对光合作用中的关

键酶 Rubisco 的操纵 ,Whitney等[3 ]用 Rhodospirillum

rubrum的 II型 Rubisco 取代了烟草 Rubisco 大亚基

编码基因 rbcl ,从而创造了第一株有生存能力的、

Rubisco特性得到改造的植物 ,将更高效的 Rubisco

转入植物叶绿体中可望提高光合作用效率。可见 ,

叶绿体基因工程这一新兴技术有着广阔的运用前

景 ,无疑将开创一个更为安全有益的生物技术的新

时代。

2　去除抗性标记基因

转化过程中使用的抗生素或除草剂抗性标记

基因 ,转化完成后就失去了价值 ,且还存在向其它

微生物或杂草转移的可能 ,其编码产物对人体的安

全性也尚不确定。去除抗性标记基因将使转基因

植物对人体和环境更安全。

211　抗性标记的替代物

甜菜碱乙醛脱氢酶基因是从菠菜中分离得到

的 ,可将有毒的甜菜碱乙醛转化为无毒的氨基乙酸

甜菜碱 ,只有成功转入该酶的转化体才能在含有甜

菜碱乙醛的培养基上生长 ,从而实现标记功能[4 ]。

色氨酸脱羧酶的标记原理与之相同 ,其可去除培养

基中一种色氨酸类似物的毒性。β2葡萄糖苷酶可
将无活性的细胞分裂素衍生物转化为活性形式 ,从

而实现标记作用 ;异戊烯转移酶的标记原理与之相

似 ,其可提高转化体中细胞分裂素的水平 ,促进再

生。木糖异构酶、磷酸甘露糖异构酶等则是利用转

化体在碳源利用特性上的不同来实现标记。这样 ,

不仅避免了导入易引起争议的抗性基因 ,还消除了

抗生素等物质对植物组织生长的不利影响 ,提高了

再生速度与转化效率。

212　HIT AND RUN策略

即在标记基因完成使命后再将其从基因组中

删除。

21211　同源重组或位点专一性重组　同源重组不

需导入重组酶 ,但在核基因组中效率较低。常用的

位点专一性重组系统有 Cre2lox , FLP2FRT 及 R2
Rs

[5 ]。重组酶通过杂交或再次转化导入 ,通过育种

在后代中分离除去或仅瞬时转入宿主内。Gleave

等[6 ]以携带 cre 重组酶和 hpt 基因的农杆菌质粒 ,

对转有 35S2uidA、npt II和 codA 基因的烟草进行再

转化。作者利用 cre 重组酶的瞬时表达 ,既通过重

组去除了 npt II和 codA ,又避免与 cre 重组酶相连

的 hpt的再插入。Corneille等[7 ]比较了通过花粉及

通过农杆菌转化导入 cre 重组酶两种方法 ,作者更

倾向于前者。Alexander 等[8 ]利用 FLP2FRT重组系

统去除了玉米中的抗性标记基因 neo。通过叶绿

体实现的基因转化外源基因拷贝数高 ,高数量的标

记基因更易引起安全性问题。Siriluck Iamtham等[9 ]

利用 2～3个正向重复序列的同源重组 ,成功地去

除了转入烟草叶绿体中的标记基因 aadA。

21212　转座子　标记基因实现功能后 ,玉米转座

子可携带其从植株中去除 ,因为约 10 %左右的转

座子转位后不再插入基因组中 ,或插入染色体后在

体细胞分裂中丢失。Hiroyasu 等[10 ]将标记基因插

入玉米转座子 Ac 中 ,获得了无选择标记的转基因

烟草和白杨。

21213　不同载体　用不同载体或双元载体中的不

同 T2DNA元件分别携带目的基因与标记基因 ,若

两者插入不同染色体 ,则可通过分离在后代中筛选

到无标记的转基因植物。这一方法已成功地运用

于大麦中。

3　多基因共转

311　优　势

许多重要的农艺性状属于定量性状或受多基

因控制 ,基因工程已从最初的转入单一基因逐渐向

转入多基因发展 ,从而可实现完整代谢途径、细菌

操纵子或复杂多亚基蛋白大分子的编码基因的转

化 ,这一发展趋势将给食品、营养、医药、保健等领

域带来革命性的影响。

312　进　展

尽管核基因组多基因共转化过程中存在不少

技术障碍 ,如核基因组不能处理多顺反子、转入多

基因需要进行大量育种工作、由于相同调控序列的

反复出现易产生基因沉默、多基因插入易产生位置

效应等 ,研究仍取得重大进展。2000年 Ye X D等

耗时 7年 ,终于成功地将β2胡萝卜素生物合成途径
中所需的 3个酶基因转入了水稻中 ,使其可富集维

生素 A 原。维生素 A 缺乏症可导致夜盲甚至失

明 ,这一成就被誉为”金色大米”。为实现多基因的

同时转化 , Dasgupta 等[11 ] 将烟草脉班驳病毒

(TVMV)的 NIa蛋白酶插在其他两个基因中共同进

行转化 ,该酶的水解活力可迅速释放多聚蛋白中另

外两个基因的编码产物。
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叶绿体基因组可处理多顺反子的能力及其精

确、安全、高效的特点更有利于实现多基因共转。且

表达产物在叶绿体中可完成二硫键交联、正确折叠

等后转录修饰 ,具备生物活性。许多涉及多基因协

同作用或多亚基装配的生物大分子如人血清蛋白

(HSA)、用于龋齿治疗的 Guy’13单克隆抗体、霍乱毒

素β亚基等均实现了在叶绿体中的表达与装配[12]。

4　控制基因漂移———基因约束

基因漂移可导致“超级杂草”或新杂草的产生、

破坏生态平衡及生物多样性。目前 ,除叶绿体基因

工程之外 ,还发展了许多分子技术 (表 1)来控制基

因漂移[13 ]。

411　干扰生殖过程

转入绒毡层特异性启动子引导下的 Rnase T1

或 barnase 基因 ,可破坏花粉囊发育 ,阻止花粉形

成 ,得到雄性不育的转基因植株。而干扰与种子的

形成与萌芽过程相关的基因则可实现种子不育 ,如

已由Monsanto公司获得专利的终止子技术通过外

环境刺激 (如用抗生素浸泡)启动重组酶活力 ,将核

糖体抑制蛋白基因中一段内含子去除 ,解除其表达

抑制 ,最终破坏种子组织 ,导致不育。另外 ,将控制

闭花受精、孤雌生殖的基因导入植物中 ,改变其生

殖表型 ,也能达到基因约束的目的[13 ]。

表 1　基因约束技术的运用现状

技术策略 运用现状

卵细胞遗传 已在烟草、土豆、番茄中运用

雄性不育

　

已在烟草、油菜中运用 ,雄性不育且

草甘膦抗性的油菜籽已获商品化

种子不育 已在烟草中运用

闭花受精、孤雌生殖 实验室阶段

基因组不相容 实验室阶段

利用化学诱导型启动子

去除外源基因
实验室阶段

降低杂交后代的适应性 实验室阶段

412　基因组不相容性

当转基因作物的基因组与杂草不相容时 ,它们

杂交的几率就很低。通过研究 ,确定那些与相容性

相关的基因 ,降低转基因作物与杂草之间的基因相

容性 ,减少它们之间的杂交几率 ,可起到控制基因

漂移的作用[14 ]。

413　利用化学诱导型启动子去除外源基因

Keenan等[15 ]建议在转基因作物开花前 ,利用

化学物质诱导的位点特异性重组酶 Cre的表达 ,通

过重组机制将外源基因从种子或整个植株中去除 ,

以从根本上防止外源基因的漂移。

414　降低杂交后代的适应性

将外源基因与那些对作物无害、却可大大降低

杂草适应性的基因紧密相连 ,一旦发生基因漂移 ,

杂交后代的竞争力下降 ,从而从杂草群体去除。这

些基因包括可导致杂草的次级休眠期缺失、种子同

步成熟、种子不散射、植株矮化等的基因。

5　实现对转入基因的实时监控

绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein , GFP)

是一种从水母等海洋生物中分离得到的可在紫外

光或蓝光下发出绿色荧光的 27kDa的单聚体蛋白 ,

它使植物基因工程的研究人员第一次拥有了通用

的、可对外源基因进行实时监控的可视化标记。一

方面 ,它可在实验室阶段帮助实现对核基因或叶绿

体基因转化过程的监控。已报道将 GFP基因与抗

性标记相连成功运用于小麦、苹果、大豆、油菜、甘

蔗、烟草、莴苣、玉米等植物的核基因转化过程中 ,

不仅可帮助克服抗生素或除草剂对植物组织再生

的不利影响 ,还有助于转化组织的分离 [16 ]。

Muhammad等[17 ]报道了利用 GFP基因与抗生素抗

性标记基因相融合 ,实现了对叶绿体基因转化过程

的监控 ,可方便、高效地获得叶绿体被均一转化的

植物组织。GFP还可望完全取代非可视化的选择

标记 ,这在大麦和水稻中已实现 ,与抗性标记系统

比较 ,它降低了可处理的组织量下限 ,简化了筛选

步骤 ,节约了处理时间。另一方面 ,由于转基因作

物在生态环境安全性方面存在的许多不确定性 ,如

基因漂移、外源基因表达产物对非目标生物的作用

等 ,使得建立适用于田间运用的外源基因监控系统

变得十分必要。GFP则是可用于标记种子、花朵或

其他器官的非常有价值的工具。Hudson L C等将

花粉特异性启动子引导下的 GFP 基因导入烟草

中 ,实现对花粉的 GFP标记 ,从而可区分转基因植

物和非转基因植物的花粉 ,追踪转基因植物花粉的

移动情况、空间传播方式和传粉机制 ,估计出漂移

到一定距离外的转基因植物花粉数量。他们将开

花的转基因植物与蜜蜂共置一笼中 ,在显微镜下观

察到蜜蜂的翅、头、腿部带上了荧光花粉颗粒。转

入种皮特异性启动子引导的 GFP基因 ,可对转基

因种子进行 GFP标记 ,从而实现对转基因种子和
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非转基因种子的大范围分拣 ,追踪其扩散。这一非

破坏性、实时、动态、可视的监控技术无疑将推动植

物基因工程及其在农业、生态安全性方面的研究。

6　保持 Bt蛋白珍贵的杀虫性能

全世界每年使用的杀虫剂达 81 亿美元 ,而 Bt

技术可使这个数字下降 27 亿 ,但害虫正迅速产生

针对 Bt的抗性 ,目前已有菱形斑纹蛾 (diamond back

moth)产生了抗性 ,这一技术陷入进退两难的境地

之中。

611　避难所策略

在抗性管理策略方面进行的大量研究有助于寻

求目前与长远的平衡点。其中 ,既能保证足够数量

的敏感害虫个体的存在 ,又能保证较高产量 ,且商业

可行的重要策略之一就是建立避难所。避难所由非

Bt植株组成 ,可使害虫群体的大部分保持 RS或 SS

基因型 ,从而维持Bt 蛋白的有效性。而避难所的大

小和位置均是影响抗性管理策略有效性的重要变

量。Anthony等[18]研究表明 ,增大避难所的面积可减

缓害虫抗性的产生 ,而分离型避难所 (避难所与 Bt

植株间存在一定距离)因可限制幼虫的移动 ,比混合

型避难所更能保持敏感型害虫的数量。

612　采用综合性策略

害虫对杀虫剂产生抗性是一个关系到经济、生

态和公众健康的重大问题 ,Hoy
[19 ]提出抗性是生物

对环境压力进行反应的一个自然进化过程 ,抗性是

无法进行“管理”的 ,只能通过综合性策略予以延

缓 ,这些策略包括采用有效的耕作方法、监控害虫

密度、衡量经济损失并只在必要时使用杀虫剂、重

视自然天敌的作用等等。任何单一策略都不能解

决问题 ,只有进一步掌握 Bt 抗性产生的生化和基

因机制并共同使用多种策略 ,才能维持 Bt 技术的

可持续性。由于不同害虫和作物的生物学特性不

同 ,因此每种昆虫ΠBt 作物系统有其独特的抗性管

理要求 ,需进一步研究以确定影响不同系统的不同

变量及其要求 ,从而延缓害虫抗性的出现。

7　最少地改变宿主基因组

通过基因组的最小改变来获取目的性状 ,从而

使风险减少到最小是未来植物基因改造技术发展

的方向。Berns等[20 ]报道可利用植物的同源重组系

统将与光吸收分子相连的、具有特定序列的探针送

达特定区域 ,在激光的作用下 ,只有该具有光敏感

性的区域受到作用而被敲除。利用此法将一与衰

老相关的转录因子的编码基因的启动子中的关键

区域去除 ,从而成功地推迟了花朵的腐烂。较之于

现行技术的大范围干预 ,定位技术的实施无疑更为

简便安全。

另一强大的技术是定点突变 ,即通过一个或几

个碱基的改变来获得新性状。Zhu 等[21 ]报道了利

用一个与氨基酸合成相关的蛋白质的单点突变获

得了抗除草剂的玉米 ,这一改变对植株的其他代谢

特性不产生任何影响。

8　展　望

转基因植物的出现与发展引起了人们极大的

关注 ,这些担忧主要集中在其对食用者的安全性 ,

具有多种抗性基因的超级杂草和具有高度抗药性

的农业害虫的出现 ,对非目标生物的危害 ,对生态

平衡和生物多样性的影响 ,大范围环境释放可能造

成的其他非预期效果或累积效应等。人们虽然在

转基因植物及其产品的定性及定量检测技术、风险

评估、环境释放的管理、市场标签制度等方面进行

了大量研究 ,但风险的防范和化解最终有赖于转基

因植物本身的发展与成熟。第一代转基因植物的

基因随机插入、抗生素或除草剂抗性标记基因滥用

等缺点将为如上所述的更安全、成熟和精确的技术

所克服 ,新一代转基因植物将对人类更安全、对环

境更友好 ,而来自功能基因组学、蛋白组学和蛋白

结构研究的更多成果必将激发植物转基因技术的

进一步合理化和精确化 ,从根本上化解人们的担忧

和有关安全性的激烈争论 ,为转基因技术的进一步

发展创建良好的社会环境 ,从而改变转基因技术的

未来以及人类的未来。
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Progress in Next Generation of Genetically Modified Plants
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Abstract　Genetically modified plants boast of excellent characteristics of pest resistance , disease resistance ,

stress resistance ,high yield ,modified nutrition ingredients etc ,but it has also roused people’s concerns about its effect

on human’s health and the environment . The progress of next generation of gene modification technology , such as

chloroplast genetic engineering , gene containment , multi2gene co2transfer , removal of resistant marker gene , dynamic

monitoring of foreign genes ,resistance management and the minimum change of host genome will make the genetically

modified plants safer for the consumers and the environment .
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