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植物基因载体-Ti 质粒的应用方法 〈下〉

朱群 白永延

( Q1 T'1 院上海植物生理研究所〉

(三 )Ti 质粒的政建

众所周知， Ti 质粒分子大，并有许多基因

分布其上 ，为克服直接操作完整Ti质粒的困难，

Chilton , Framond 等 (1 983)分别构建于一批微

型 Tí 质粒(Mini Ti)[泣 ， 28 1，他们将军、区 DNA

插入既能在大肠杆菌中 ， 又能在根癌农杆菌中

复制的广宿 主质粒上，这个微小的 Ti 自身并

无转化植物细胞的能力，但当有 Ti质粒 Vir 区

域在同一菌中起反式互补作用时，这个微型 Ti

即能将 T-DNA 转入植物细胞的染色体之中，

因而外源基因只要能插入微型 Ti 的 T 区DNA ，

便能被转入植物细胞的基因组。

无论是野生型的 Ti 质粒， 还是改建的微

型 Ti 质粒， 尽管它们已能将外源基 因引入植

物细胞，并能使此外来基因通过减数分裂，但

由于被转化的植物会产生肿瘤，而肿瘤组织难

以再生成完整植株， 因而必须将 Ti 质粒的致

瘤基因去掉，构建出解 除了 "武装"的 Ti质粒

用作基因载体。

<I) l. pGV 3850 系统

pGV 3850 是 Zambryski 等 ( 1983)利用 pA­

cgB 和 pGV 3839 构 建而成的。 pAcgB 是 pBR

322 中插有1因脂碱型质粒 T-DNA 左 右两个边

pBR322 

固 7 pGv. 3850 结构示意图 (15)

LB 、 RB 分别表示左、 右边界。 口表示脑

脂碱合成酶基因
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界及脑脂碱合成酶基因的重组质位。 pGV 3839 

是 Ti 质粒的 T 区中央插有卡那霉素抗性基因

的突变体。 pAcgB 在辅助质粒的帮助下，转入

带有 pGv 3839 的根也 农杆菌之中， 经两次重

组， pGv 3839 的带有卡 那霉素抗性基因的 T­

DNA 就被 pAcgB 的包 括 T-DNA 的两个边

界， 一个脑脂碱合成酶基 因和 pBR 32 2 的顺

序所替代 ，从而产生出 pGV 385 0。转化实验和

限制性内切酶结果表明" pGV 3850 无致瘤能

力， T 区的致瘤基因 被 pBR 322 顺序所替代

(图 7 )。边传分析表明 ， pGV 3850 转化的植

物， 其 T-DNA 能通 过减数分裂传给 子
代【 J 5 . 1 6 J 。

pGV 3850 的 T-DNA 中 有 pBR 322 的顺

序， 因而外V)~(基因只要插入带有另一可在根癌

农杆菌中进行筛选的抗性基因的 pBR 322 类质

粒， 通过同说重组外源基 因即能整合进 pGV

3850 的 T-DNA 中。西德 Schell 实验室构建的

pLGVneo 1103 是符合以上条件的一个 中间载

体，不仅 如此 ， pLGVneo 1103 上还带有一卡

那霉素的嵌合基因， 后者与 pGV 3850 上的烟

脂碱合成酶基因一道可作为筛选转化植物的双

重记号。当然，利用 pLGVneo 1103 上脑脂碱

合成酶基囚的启动子，可与外源基因构成嵌合

基因， 反之利用外源基因的 启动子， 又可跟

Tn 5 的卡那豆豆素抗性基因构成嵌合基因， 因而

中间载体 pLGVneo 1103 有多种用途( 图 8 ) 。最

近 ， Schell 实验室又将一系列单)的限制性内

切酶位点插入了 pLGVneo 1103 构成 PUCNK1 ，

这样用起来就更方便了。

<2> 双质粒系统

双质粒系统，类似 Chilton 等构建的微型

Ti 质粒， 其原理主要利用 Ti 质粒 Vir 区域与

T- DNA rAJ 的反式互补作用。双质粒系统是在

微型 Ti 质柏:基础上产生的 ， 它的 T 区 DNA 仅

剩下左右边界 ， 因而转化的植物不会产生肿瘤。

Bevan 等(1 984)构建的 Bin 19 是一系列双质粒

系统中的一个，已主要由 T-DNA 左右边界、

嵌合的新毡'京抗性基因 、 抗卡另1\霉素基因〈筛

pLGVneo I 10 3 
(7 .6K b) 

图 8 pLGVneo 110 3 结构示意图

Pnos 灰水脑脂碱合成酶基因启动子

LacZ ~酶
i直接接头

图 9 Bin 19 结构示意图(24)

LB 、RB 表示左右边界。 口表示|诀合新每京

基因

选根癌农杆 菌用 )、 带有多种酶连接接头的

LacZ 基因以及广宿主质粒 RK 2 的复制和转移

起始区〈图 9 )[叫 。

Bin 1 9 质粒小， 宿主 广， 还带有 LacZ 基

因和 EcoRI ， BamHI , HindIII 、 SstI 、 KpnI ，

SmaI 、 XbaI 、 SalI 等单一限制性 内切 酶切点

组成的多用接头， 故外源基因较易插入， 并且

可1'1 含 X-ga l 和 IPTG 的平板上直接进行筛

选， 因而操作极为方便。 Bin 19 等双质粒系统 ，
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在外源 DNA 转入植物细胞前， 无需进行同源、

重组， 插入载体的外 商i基 因变异的可能要比

pGV 3850 系统来得小。

Klee 等 (1 98 5) '也构建了一套双m粒系统，

其中 PEND 4 K 最有用 ，它除有 pTiA 6 T- DNA 

的左右边界 LacZ 基因，嵌 合 新霉素基因和

RK 2 的复制和转移的起始区外，还 有多拷贝

的 ColE 复 fij lJ子以及随茵休的 Cos 位点(图 10)

[ 25 - 227 J
O PEND4K 类质粒在细菌中的拷贝数

高， 并能包装大至 35 kb ff~ DNA 片段， 因而，

在植物基因库中 以鸟枪法筛选基因，此类质粒

可能有效。

，吃- -2 飞哇骂王
-c. tG ~ :~ 
主 @抖的

因 10 pEND 4 K 结构示惠国[l'l

LB 、RB 表示左右边界。曰 表示 Cos 位点

( 3) SEV 系统

SEV 系统即是 T-DNA 边 界拼接系统[ 28J 。

pTiB 6 S3-SE ft:野 生型质粒 pTiB 6 S 3 的

突变休， 其中 TL-DNA 的致癌基因及右边界

都已缺失， 因而 只要 pTiB 6 S 3-SE 与带有 T­

DNA 右边界的 pMon 1 20 或 pMon 200 类中间

载体进行同源重组， 就能产生出带有不同来源

左右边界的非致癌性 Ti }贡粒。由于 pMon 200 

等中问我体带有嵌合基因， 因而转化的植物可

直接进行筛选( 图 11) 。

SEV 系统与 pGV 3850 系统有相似之处，

但后者由于带有 大 肠杆菌 pBR 322 质粒的顺

序， 因而带有 外源基因的 pBR 322 类质粒 与

pTiB臼3-S旦， LIH • 

SEV T-ONA 

…-…-5 - 7
' 

5
+ 

NPT No s 

固 1ï SEV 系统篷囚载体构建示意图[28 ) 

pGV 3850 重组后转化的 植物 中 带有重复的

pBR 3 22 的顺序，此重复顺序可能对转化植物

中的外源基因的稳定性有影响， Tfií SEV 系统
则排除了这种可能。

总之， Ti 质粒基因载体日趋成熟，一系列

外源基因经 Ti 质粒 基因载体被 引入了植物细

胞并使转化植物产生了新的性状。 尽管被转化

的植物只有烟草、 向日葵、 矮牵牛等几种， 所

引入的外V;q、基因也无重大的经济价值， 但我们

看到了 Ti 质粒基因载体在植物 基因工程中潜

在的力量和光明的前途。

根癌农杆菌宿主范围研究表明，它能感染

)些单子叶植物如水仙 、 石刁柏、 吊兰等 [ 29. 圳，

但主要还是双子叶植物，因而以 Ti 质粒作为

载体， 在目前有其一定的局限性。在继续探索

扩大 Ti 质粒应用 范围的 同时， 还必须注意发

展新的基因载体。 最近 Brisson 等 (1 984) 以花

椰菜花叶病毒为载体， 已将氨甲蝶岭抗性基因

引入了植物[ 31 J O RNA 病毒如紫茵荷花叶病毒

(AMV) ， 尽管有人认为在它 复制过程中有较

高频率 (10-勺的变异， 但它并不是整个分子随

机突变， 而是与 RNA 的特定 结构有关， 因而

以植物病毒作为基 因载体尚有潜力可挖[儿 33 J 。

转应因子是 McClintock ( 1951) 首先在玉米

中发现的[ 34 J 。 新近对果蝇转座因子 P-因子的

研究中发现， 当夕|、源 基因插入 P一冈子中与传

座有关的区域肘， p一因子;不再 j~'E转座 ， 但当 )TJ
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微注射方式注入合适的受体细胞时 ， P-因子能

携带外源基因整 合进受 体 细胞染 色体之

中[35 - 37 1 ， 因而， 结合微注射 和转座因子的研

究成果， 可能开发出-种新的途径， 并有希望

在单子叶植物上得到应用 。

利用花粉在柱头土萌发的特性，将外源基

因注入花粉管， 后者能伸入子房。如果外源基

因能整合iiJ:合子的染色体中， 那么将避免原生

质体转化 u才所碰到的难以再生的困难。 Portry­

kus 等 (198 5 ) 利用 DNA 直接转化原生质体的

方法， 分别将烟草和禾本科植物黑麦草原生质

体转化成功， 在转化的细胞中外源基 因 能表

达[M- 4 0] ， 这一方 i~可能大有前途。

由 上可见， 在现有基础上有选择地构建多

种基因载体，开辟多种转化植物途径大有必要 ，

随着 技术的不断完善， 植物基因工程在改良植

物性状和创造新一代种质过程中将发挥巨大的

作用 。

摘要

根癌农杆菌使许多双子叶植物产生冠瘦瘤

是其 Ti 质粒的 T 区 DNA 转入植物 细胞的 结

果， Ti 质位是天然的植物基因 载 体。为克服

直接操作 Ti 质粒的困难，人们柏建了中间载

体， '悔嵌合基因插入中间载体构成表达载体。

改建的 Ti 质粒一一-pGV 3850 等系统，是缺失

了致癌基因， 但保持转化植物细胞的能力的Ti

质粒。 双质粒 系统， SEV 系统则是进一步完

善化的 Ti 质柏载体。 另外我 们还讨论了构建

其它基因载体，开辟多种转化途径的必要性。
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普通小麦减数分裂中单价体的错分裂

4是路 幸f， 敬花

(中国农业科学院作物育种栽培研究所〉

在普通小麦 (T. aestivum)减数分裂中单价

体 (univalent) 的一个重要特点， 便是发生错分

裂 (misdivision)。它一般是指单价体着丝点或

靠近老丝点处， 发生的形成端着丝点染色体或

等皆染色体的分裂。

1933 年 Hakanson 第一个报迫了小麦的等

于了染色体， 这是认识单价体错分裂的开始[1] 。

单价体错分裂行为的研究是一项很有意义

的工作。它不仅可以使我们进一步了解细胞分

裂中染色休的行为，加深对细胞分裂本质的理

解。同时通过单价体的错分裂可获得端体植株

和等节染色体植株。这两种植株在小麦细胞学

及细胞遗传学研究中都有重要作用。 我们可以

利用端体鉴定单体系统F 进行基因的染色体定

位 ;培育品和1 1 1可代换系及异代换系;诱导部分同

源染色体(homoeologous chromosomes)配对，把

外源有益基因转移到普通小麦中 。 等臂染色体

是研究有丝分裂中染色体"结合"，特别是研究

基因剂量效应的好材料口]。此外， 我们还可以

利用单价体馅分裂后形成的两个不同种的端着

丝点染色休在挡丝点处的结合现象， 以罗勃逊

氏易位(Robertsonian translocation )形式把带

有外源有益基囚的染色休片断转移到普通小麦

染色体上去[3) 。

单价体错分裂发生的时期、

位置、方式及原因

在减数分裂中 ，从中期 I 一一-直到后期 1I , 

单价体都可以发生错分裂。观察单价体错分裂

适宜的时期是在后期 I 。 通常单价体错分裂发

生在着丝点上【 4 - 6]。但也有人发现在极个别情

况下可以发生在紧靠着丝点地方[ 7 )。一般认为

错分裂方式有两种类型， 即包括一条染色单体

的错分裂〈图 1 ， a ， 图 2 ， a 、 b)和包括两条染色

单体错分裂〈图 1 ， b ， 图 2 ， c ， d 、 e ， f) [ 8 ) 。 最近，

樊路和 R. Morris 还提出了不同错分裂次数的

概念[町，这是对错分裂方式提出的另一种分类

方法。对于单价体发生错分裂的原 因。 至 今

还没有人提出比较圆满合理的解释。一般认为

单价体之所以发生错分裂是由于在减数分裂中

兰学二 ~[二
b a 

固 1 单价体的错分裂方式〈 自 R. Morris ) 
a . 包括一条染色单体的错分裂

b. 包括两条染色单体的错分裂
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