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　　水稻是世界上最重要的粮食作物,为全球一半

以上的人口提供食物[１];它作为我国第一大粮食作

物,更是占我国粮食总产量的４０％[２].伴随着转基

因技术的快速发展,兼之水稻的重要战略地位,我国

在转基因水稻的研发和培育方面取得了巨大进

展[３].目前已经培育出抗虫[４Ｇ５]、抗病[６]、抗除草

剂[７]以及具有优良品质[８Ｇ９]的转基因水稻,其中转基

因抗虫水稻“华恢１号”和“Bt汕优６３”于２００９年获

得生产应用安全证书[１０].此外,还有多项转基因水

稻获准进行生产性试验[１１].我国转基因作物的安

全评价依据是«农业转基因生物安全评价管理办

法»;评价过程包括试验研究、中间试验、环境释放、
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图１简化的pBXa２１线性结构与酶切图谱

Fig．１．SimplifiedlinearstructureandenzymepatternofpBXa２１．

生产性试验及最后的生产应用安全证书[１２].外源

基因在转基因作物的整合情况鉴定及遗传稳定性分

析结果是转基因安全评价的必备技术资料[１３].迄

今为止,严格按照转基因安全评价的要求,对外源基

因遗传稳定性多代分析的研究资料报道甚少.本研

究重点阐述转Xa２１ 基因抗白叶枯病恢复 CX８６２１
的获得流程、稳定整合与遗传、抗病能力及其分子鉴

定,以期为其他开展转基因作物工作的同仁提供参

考.

１　材料与方法

１．１　实验材料

受体材料明恢８６为杂交水稻育种中广泛应用

的籼稻恢复系.抗性鉴定所用到的供试菌株为来源

于菲律宾的白叶枯病鉴别小种,包括 PXO６１(P１)、

PXO８６(P２)、PXO７９(P３)、PXO７１(P４)、PXO９９
(P６)、PXO１４５(P７)、PXO２８０(P８)、PXO３３９(P９)、

PXO１２４(P１０),由中国农业科学院作物科学研究所

提供,本实验室保存.

１．２　转基因载体与转化

在前期工作中,我们已将广谱显性抗白叶枯病

基因Xa２１ 构建到能去除标记基因的双右边界双元

载体pBXa２１上,并利用该载体成功获得了无标记

的转Xa２１ 基因水稻(图１)[６,１４Ｇ１５].pBXa２１的细菌

选择标记为壮观霉素抗性基因(spectinomycinreＧ
sistantgene,specR),转化选择标记为潮霉素 B磷

酸转移酶基因(hygromycinBphosphotransferase
gene,hpt).籼稻明恢８６转化方法参照文献[６]和
[１６].

１．３　转基因植株的种植管理

转基因植株的种植管理,严格按照«农业转基因

生物安全评价管理办法»、«转基因植物安全评价指

南»与«农业转基因生物安全管理条例»的要求进行,
在温室转基因作物种植区和设有隔离带的田间种

植.２００４年获得转基因 T０植株,以后每年在北京

或海南种植转基因后代植株,先后进行了中间试验、
环境释放和生产性试验各阶段的安全评估.目前已

繁殖至 T１６代.

１．４　转基因植株的抗性鉴定

转基因水稻对白叶枯病的抗性鉴定参照国家标

准«转基因植物及其产品环境安全检测———抗病水

稻»第一部分对靶标病害的抗性(农业部９５３号公

告Ｇ９．１Ｇ２００７)进行.

１．５　目的基因在植物基因组中的整合及遗传分析

根据农业部«转基因植物安全评价指南»对申请

转化体安全证书的要求,对不同世代的转基因株系

进行了PCR鉴定和Southern杂交分析,以明确外

源基因的整合情况和遗传稳定性.
在进行PCR鉴定时,目的基因Xa２１ 的检测使

用的是 UI/I１引物对,由王国梁等根据 Xa２１ 基因

激酶区序列设计[１７],在转基因植株中能扩增出１３７７
bp和１２４８bp两条带,而在非转基因对照中只能扩

出１２４８bp一条条带.鉴定标记基因hpt使用的引

物为 hptＧF/R,在转基因植株中扩增产物为１０３５
bp,对照和非转基因植株中无扩增.左边界引物为

LBＧF/R,在转基因植株中产物为３３９bp,对照和非

转基因植株中无扩增.具体序列参考夏志辉等无选

择标记和载体骨干序列的 Xa２１ 转基因水稻的获

得[６].
在Southern杂交分析时,用限制性内切酶(T０

代和 T１代分析用的PvuⅡ、T１１代分析用 KpnⅠ、

PvuⅡ、HindⅢ)３７℃酶切过夜;０．８％的琼脂糖凝

胶电泳,转移到尼龙膜上用于分子杂交.分子杂交

使用的是北京美莱博生物技术有限公司的 Hyb高

效杂交液,Xa２１ 杂交探针使用的是引物Xa２１ＧPF/

PR扩增的片段,标记基因hpt以及左边界LB分析

所用的探针与PCR鉴定时扩增的产物相同.探针

具体位置与酶切图谱见图１.

１１夏志辉等:水稻无选择标记Xa２１ 转基因系CX８６２１的获得与遗传分析



A－hpt基因的PCR分析;B－Xa２１ 基因的PCR分析.pMNDRBＧ

Bin６－不含Xa２１ 的空载体;pBXa２１－以pMNDRBBin６为骨架构

建的含Xa２１ 的载体;MH８６－非转基因对照明恢８６.

A,PCRanalysisofhpt;B,PCRanalysisofXa２１．pMNDRBBin６,

VectorwithoutXa２１;pBXa２１,Vector with Xa２１;MH８６,NonＧ

transgeniccontrolMinghui８６．
图２　T０阳性植株PCR分析结果

Fig．２．PCRanalysisoftransgenicpositiveT０plants．

A－Xa２１ 基因的Southern杂交;B－hpt基因的Southern杂交.

A,SouthernblotanalysisofXa２１;B,Southernblotanalysisof

hpt．
图３　T０代部分转基因株系的Southern杂交分析

Fig．３．SouthernblothybridizationanalysisofT０plants．

２　结果与分析

２．１　转基因植株T０代中外源插入片段的整合分析

用构建的pBXa２１载体转化明恢８６,T０代共获

得转基因株系９４个.对既能够扩增出潮霉素基因

特异的１０３５bp,也能够扩增出 Xa２１ 基因特异的

１３７７bp条带的 T０代转基因植株(图２)进行田间接

种P６鉴定,得到阳性株系４９个.根据pBXa２１载

体的结构和 TＧDNA 整合原理[６,１５],阳性植株中可

筛选到不同的整合类型(图３).在 Southern分析

中显示出的不同带型,不仅能区分插入片段是单拷

贝还是多拷贝,还可分辨出 Xa２１ 与hpt的串联整

合与分离整合.在Southern杂交中,Xa２１ 基因有

比hpt基因多出的条带,则表明 Xa２１ 基因与hpt
基因是分离整合;在此类型的分离后代中即可筛选

出无选择标记的Xa２１转基因植株,如T０代植株

A－Xa２１ 的PCR检测;B－左边界侧翼序列的PCR检测;C－hpt
基因的PCR检测.

A,PCRanalysisofXa２１;B,PCRanalysisofleftborder;C,PCR

analysisofhpt．
图４　CX８６３４Ｇ３株系T１代PCR分子鉴定

Fig．４．PCRanalysisoftransgenicT１plantsofCX８６３４Ｇ３．

CX８６３４Ｇ３.

２．２　转基因植株T１代中外源插入片段的遗传分析

T１代植株分蘖盛期对各株系单株接种P６菌株

进行抗病性鉴定,大多数转基因植株在 T１代表现出

抗感分离.对接种鉴定后的抗病植株,分别进行

Xa２１ 基因、潮霉素hpt基因以及载体左边界侧翼

骨架序列的 PCR 鉴定(由于潮霉素基因位于右边

界,所以不再对更右侧的载体骨架序列进行单独检

测),从中筛选不含选择标记和载体左边界侧翼骨架

序列而只含有 Xa２１ 基因的抗病转基因植株.在

此,我们以 CX８６３４Ｇ３T１代转基因单株为例,展示

其整合及遗传规律.PCR鉴定结果显示(图４),在
其抗病转基因分离后代中能筛选出标记基因(hpt)
和载体 左 边 界 侧 翼 骨 架 序 列 检 测 均 为 阴 性,而

Xa２１ 基因为阳性的单株.
接着对 CX８６３４Ｇ３ 的 T１ 代转基因单株进行

Southern杂交分析,图５显示了部分单株的分析结

果.结果表明Xa２１ 与hpt以及不同拷贝之间发生

分离.不同的转基因单株中 Xa２１ 有单拷贝、双拷

贝和三拷贝,有hpt和无hpt.如CX８６３４Ｇ３Ｇ３植株

为单拷贝无选择标记而只含有Xa２１ 基因单株.同

时利用左边界LB序列作探针的分子杂交可以显示

转基因植株有无左边界载体骨架序列(数据未列

出).多拷贝的转基因植株后代可以继续分离,在分

离后代中获得单拷贝的转基因植株.对各植株套袋

自交繁殖T２代和T３代,进一步筛选和验证,在T３代

获得了无选择标记和载体骨架序列的单拷贝Xa２１
转基因纯合系.纯合系植株生长整齐一致,所有植

２１ 中国水稻科学(ChinJRiceSci)　第３０卷第１期(２０１６年１月)



A－Xa２１ 基因 Southern杂交分析;B－hpt基因 Southern杂交分

析.无选择标记Xa２１ 阳性植株用星号(∗)标出.

A,SouthernblotanalysisofXa２１;B,Southernblotanalysisofhpt．

SelectablemarkerＧfreetransgenicplantsaremakeredas∗．
图５　T１株系 CX８６３４Ｇ３Southern杂交分析

Fig．５．SouthernblothybridizationanalysisofT１plantsCX８６３４Ｇ３．

株都表现对 P６ 的高度抗性,没有抗感分离.将无

选择标记的单拷贝 Xa２１ 转基因纯合系命名为

CX８６２１,进行后续的研究.

２．３　转基因系CX８６２１的稳定遗传与精细杂交指

纹图谱

由于转基因作物在申请安全证书时,不仅要明

确外源片段(如转化载体骨架、目的基因和标记基因

等)整合拷贝数,还需要具有转化事件特异性的分子

杂交图谱.因此,我们对转基因系CX８６２１的 T１１代

植株提取基因组 DNA,参考pBXa２１线性图谱(图

１),用３种限制性内切酶PvuⅡ 、HindⅢ和KpnⅠ
酶切后,用１１３９bpXa２１ 基因特异的探针进行了

Southern杂交分析,获得了该转基因系特异的杂交

指纹图谱(图６).KpnⅠ酶切得到了９．９kb片段,
即全长Xa２１ 基因插入片段,说明 Xa２１ 基因完整

插入到水稻染色体内,在后续继代过程中没有片段丢

T－CX８６２１;N－明恢８６.

T－CX８６２１;N－Minghui８６．
图６　转基因株系CX８６２１第T１１代Southern杂交

Fig．６．SouthernblothybridizationanalysisofT１１plantsfromCX８６２１．

失.HindⅢ酶切得到长为４．４kb的片段,与预期的

片段大 小 一 致,说 明 在 继 代 繁 殖 过 程 中 转 基 因

Xa２１ 基因内部也没有发生缺失.PvuⅡ酶切得到

长约５．０kb左右的特异性片段,根据Xa２１ 基因内

切酶图谱判断,该片段的一个酶切位点位于整合位

点的侧翼序列,因此５．０kb片段可以作为 CX８６２１
转基因系特异的鉴定标记.

２．４　转基因系CX８６２１的抗谱鉴定以及病情指数

分析

在分蘖盛期,对明恢８６、CX８６２１接种９个来自

菲律宾的生理小种进行抗谱鉴定,并按照表１的病

情分级标准,计算了病情指数:病情指数(％)＝∑
(各病级病叶数×各级代表数值)/(调查总叶数×发

病最重级的代表数值)× １００％.发病最重的病情

指数是１００％,完全无病是０％,数值的高低表示发

病的轻重.根据接种鉴定的结果,CX８６２１对８个

菲律宾生理小种的抗性达到了高抗(表２).相比对照

表１　水稻白叶枯病病情分级标准

Table１．Classificationstandardforricebacterialblightdisease．

病级

Level

抗性反应

Description

抗性评价

Identification
０ 病斑长度小于接种叶片剩余长度５．０％;或病斑面积小于５．０％. 高抗 HR
１ 病斑长度占接种叶片剩余长度５．１％~１２．０％;或病斑面积占叶面积５．１％~１２．０％. 抗 R
３ 病斑长度占接种叶片剩余长度１２．１％~２５．０％;或病斑面积占叶面积１２．１％~２５．０％. 中抗 MR
５ 病斑长度占接种叶片剩余长度２５．１％~５０．０％;或病斑面积占叶面积２５．１％~５０．０％. 中感 MS
７ 病斑长度占接种叶片剩余长度５０．１％~７５．０％;或病斑面积占叶面积５０．１％~７５．０％. 感S
９ 病斑长度大于接种叶片剩余长度７５．１％;或病斑面积大于叶面积７５．１％. 高感 HS

　　HR,Highlyresistant;R,Resistant;MR,Moderatelyresistent;MS,Moderatelysensitive;S,Sensitive;HS,Highlysensitive．Thesameas

below．
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表２　明恢８６和CX８６２１对白叶枯病菌的抗性鉴定结果

Table２．ResistanceanalysisofMinghui８６andCX８６２１．

材料

Material
P１ P２ P３ P４ P６ P７ P８ P９ P１０

明恢８６Minghui８６ MS HS S S S MS MS MR S

CX８６２１ HR HR R HR HR HR HR HR HR

１－１０表示白叶枯菌小种P１~P１０;图下数字表示平均病情指数,单位为％.

１－１０,Xanthomonasoryzaepv．oryzaeP１toP１０,respectively;Numberbelowthefigurestandsfortheaveragediseaseindex(％)．
图７　明恢８６、CX８６２１和IRBB２１的抗谱鉴定以及病情指数

Fig．７．SpectrumidentificationandresistanceindexofMinghui８６,CX８６２１andIRBB２１．

明恢８６以及IRBB２１,抗性有显著增强,抗谱也有扩

宽(图７).

３　讨论

无论转基因粮食作物还是转基因非粮食作物,
外源基因在受体中的整合与遗传分析是开展安全评

价的基本条件,标准都是一致的[１８].而对转基因作

物的环境与食用安全评价的标准,则依据受体种类

和外源基因的来源,需要个案对待[１９].为提高转化

效率,富集转基因阳性植株,在遗传转化时常引入标

记基因进行共转化;使用较多的是抗生素和抗除草

剂标记[２０].然而在获得目标转基因株系后,这些标

记就变成了冗余基因,它们的存在可能带来潜在的

安全威胁[２１].此外,对携带选择标记基因的转基因

生物体,在安全评价过程中还需要对标记的环境安

全和食用安全进行评价,将大大增加转基因安全评

价的项目内容与成本[２２].无选择标记将是转基因

作物申请安全证书的基本要求.
对于得到的转基因株系,由于作物本身的多态

性,对转基因工程体的检测是一项十分巨大的工作,
尤其是在区分杂合状态下的转基因材料与分子标记

辅助育种材料[２３].为了便于监管,我们用３种限制

性内切酶绘制了转基因株系CX８６２１的杂交指纹图

谱,其中PvuⅡ的一个酶切位点位于整合位点的侧

翼序列,因此所获得的５．０kb的片段可以作为此基

因工程体特异的检测标记,便于日后对转基因材料

的监管.
外源基因引入到植物体后要经历复杂的有性繁

殖,尤其是减数分裂过程中的同源重组和交叉互换,
这对转基因的遗传稳定性提出了挑战[２４].我们对
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CX８６２１进行了长达１６代的跟踪研究,不仅在抗病

性上没有发现分离;整合片段也没有发生丢失和改

变,说 明 了 Xa２１ 在 CX８６２１ 中 能 稳 定 遗 传,对

CX８６２１的利用可以有效改良水稻对白叶枯病的抗

性.

谢辞:感谢中国农业科学院作物科学研究所周

永力研究员提供白叶枯病鉴定菌株;感谢转基因生

物新品种培育重大专项抗病转基因水稻新品种培育

课题主持单位中国水稻研究所对本研究的支持.
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