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　 　 定点整合是一种指导目的基因以精确单拷贝进入基因组

预定位点的转基因技术，用于解决常规转基因技术带来的系

列问题［１－２］ 。 在拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．〕
中，已通过根外植体法转化实施了基因的定点整合［３］ ，但这一

过程存在杂菌污染、分化困难和生长周期长等问题，且定点整

合效率极低［３］ ，无法进行推广应用。 花器喷雾法是一种不依

赖于组织或细胞培养而直接在活体植株中进行转基因的方

法，在拟南芥中通过该法获得的随机整合效率达 １ ３３％ ～
２ ４１％ ［４］ ，是拟南芥最高效的转基因方法。

Ｒｐｓ２ 基因是拟南芥的单拷贝抗病基因［５］ ，介导对携有

ａｖｒＲｐｔ２ 基因的细菌病原物的抗病性；拟南芥 ｒｐｓ２－１０１Ｃ 生态

型是 Ｃｏｌ － ０ 生态型经 ＥＭＳ 辐射筛选的突变体植株［５］ ，对
ａｖｒＲｐｔ２ 基因无抗性。 作者以 ｒｐｓ２－１０１Ｃ 生态型为转基因背景

材料，通过花器喷雾法实施 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘ 系统介导的 Ｒｐｓ２ 基因的

定点整合，以期对拟南芥的定点整合技术体系进行改进，并为

加快植物基因功能和定向育种的研究提供实验基础。

１　 材料和方法

１ １　 材料

质粒 ｐＳＤＭ３１１０［３］ 由荷兰莱顿大学的 Ｈｏｏｙｋａａｓ 博士提

供，该质粒包含 １ 个 ｌｏｘ 位点和由 ３５Ｓ ＣａＭＶ 启动子调控的 Ｃｒｅ
编码区形成的嵌合结构。 农杆菌株系 ＧＶ３１０１、拟南芥 ｒｐｓ２－
１０１Ｃ 生态型以及 ３ 种交换载体 ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ、ｐ１３０１－ｌｏｘ－
ｎｐｔⅡ－Ｒｐｓ２ 和 ｐ１３０１－ ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－ ｒｐｓ２［６］ 由美国芝加哥大学

Ｂｅｒｇｅｌｓｏｎ 博士提供；ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ载体含有在 ２ 个 ｌｏｘ 位点

间插入无启动子的 ｎｐｔⅡ基因编码区和终止子的结构，ｐ１３０１－
ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－Ｒｐｓ２ 和 ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－ｒｐｓ２ 载体则是在 ｐ１３０１－
ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ载体的 ｎｐｔⅡ基因终止子后分别插入 Ｒｐｓ２ 抗病基因

和 ｒｐｓ２ 感病基因的全长序列。
１ ２　 方法

１ ２ １　 转化和筛选 　 采用电穿孔法［７］ 将质粒 ｐＳＤＭ３１１０ 转
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入农杆菌中；将拟南芥 ｒｐｓ２－１０１Ｃ 生态型在温室中栽培至开

花，采用花器喷雾法［４］ 进行转化；Ｔ０ 代种子萌发后经 Ｂａｓｔａ
（德国 ＡｇｒｏＥｖｏ 公司）喷洒进行筛选；保留 Ｔ１ 代抗性植株并培

养至开花，自交后子代幼苗用 Ｂａｓｔａ 筛选，存活率约为 ７５％的

Ｔ１ 代植株即为单拷贝转化植株。 ｐＳＤＭ３１１０ 的 Ｔ－ＤＮＡ 区域

在基因组中的转入位置用 Ｖｅｃｔｏｒｅｔｔｅ Ⅱ试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）通过锚定 ＰＣＲ 确定，基于 Ｔ－ＤＮＡ 基因组定位信

息通过 ３－引物 ＰＣＲ［８］鉴定转基因植株的杂合状态。
将筛选的转基因杂合体植株用花器喷雾法［４］分别进行交

换载体转化，以 ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ载体转化 ｒｐｓ２－１０１Ｃ 生态型

为空白对照。 获得的种子经卡那霉素筛选，自交 ２ 代后其子

代表现 １００％卡那霉素抗性的植株即为转基因纯合体植株。
１ ２ ２　 等位基因系的表型与遗传验证　 针对交换载体和侧

翼序列设计引物。 由于定点整合后 Ｂａｒ 和 Ｃｒｅ 间的 ｎｐｔⅡ表达

框被活化，因此，针对 ２ 个发生精确整合的 ｌｏｘ 位点两侧序列

设计引物 Ａ 和 Ｂ，分别扩增出 １ ０ 和 １ １ ｋｂ 的片段；若存在随

机整合的转基因拷贝，引物 Ｃ 将扩增出 ０ ６ ｋｂ 的片段。
根据 Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ 等［９］ 的方法，通过组织化学染色法测定

ＧＵＳ（β－葡糖醛酸酶）在植株中的活性，从而检测转基因植株

中是否存在随机 Ｔ －ＤＮＡ 整合。 采用 ＥＸＰＲＥＳＳ Ｔｗｏ － Ｓｔｅｐ
ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＥＲＴＭ 试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）进行 ｑＲＴ－
ＰＣＲ 检测；Ｒｐｓ２ 引物结合于基因末端（位于 ２ ７３０ 个碱基中的

第 ２１１９ 位至第 ２３１４ 位），以 ＥＦ１ａ 为实验内参［１０］ 。 采用丁香

假单胞菌 ＤＣ３０００：ａｖｒＲｐｔ２ 接种拟南芥植株进行过敏反应测

试；并根据植株感病症状参照文献［１１］的标准进行过敏反应

分级，抗病记为“２”、中度抗病记为“１”、感病记为“０”。

２　 结果和分析

２ １　 定点整合体系的构建

基于 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘ 系统的拟南芥 Ｒｐｓ２ 基因的定点整合基本流

程见图 １。 由图 １ 可见：携带 ｌｏｘ 靶序列的拟南芥转基因植株

被分别转入交换载体（ｐ１３０１－ ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ、ｐ１３０１－ ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－
Ｒｐｓ２ 和 ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－ｒｐｓ２）中，在交换载体上位于 ２ 个 ｌｏｘ
位点间的序列在 Ｃｒｅ 重组酶作用下被环化，随之被定点整合

到基因组中预先转入的 ｌｏｘ 表达框。 定点整合阻断了 Ｃｒｅ 编

码区转录使之终止表达，而交换载体中 ｎｐｔⅡ基因受 ３５Ｓ 启动

子调控恢复正常表达，用于定点整合植株的筛选。

： 分别表示引物 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 的结合位点 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ａ， Ｂ ａｎｄ Ｃ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ⬅： 表示 ｌｏｘ 位点，箭头方向指
示 ｌｏｘ 位点的方向 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｌｏｘ ｓｉｔｅ， ｔｈｅ ａｒｒｏｗ’ｓ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｘ ｓｉｔｅ； ： 分别表示 Ｔ－ＤＮＡ 的左、右边界 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｌｅｆｔ
ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｂｏｒｄｅｒｓ ｏｆ Ｔ⁃ＤＮＡ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ： 分别表示基因编码区及其启动子和终止子 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｇｅｎｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 １　 由 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘ 介导的拟南芥 Ｒｐｓ２ 基因的定点整合基本流程图
Ｆｉｇ． １　 Ｂａｓｉｃ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｓｉｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｐｓ２ ｇｅｎｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ Ｃｒｅ ／ ｌｏｘ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．

２ ２　 转基因杂合体植株的筛选

经 Ｂａｓｔａ 筛选，共获得 ３ 个转 ｌｏｘ 靶序列的单拷贝植株系；

Ｔ－ＤＮＡ 基因组定位显示这 ３ 个转基因株系的基因组转入位点

不同，分别为第Ⅲ号染色体的 ４ ２８９ ０５９ 位点、第Ⅱ号染色体

的 １３ ８９８ ７８７ 位点和第Ⅴ号染色体的 １８ １３６ ２０４ 位点，分别被

命名为 Ｐ、Ｙ 和 Ｇ 株系。

２ ３　 定点整合植株的筛选及验证

经卡那霉素筛选，共获得 １ ４９５ 株定点整合候选植株，定

点整合率约 ０ ０７６％。 在空白对照中，载体 ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ转

化 ｒｐｓ２－１０１Ｃ 生态型未获得卡那霉素抗性苗，说明确实是由交
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换载体中的 ｌｏｘ 结构与预先转入基因组中的 ｌｏｘ 发生整合而产

生了卡那霉素抗性苗。
ＰＣＲ 实验结果表明：在 １ ４９５ 株定点整合候选植株中，

８６ ０４％的植株采用引物 Ａ 和 Ｂ 分别扩增出 １ ０ 和 １ １ ｋｂ 的

片段，但用引物 Ｃ 无扩增产物，表明这些植株是经精确的定点

整合产生的。 同时，经组织化学染色，约 ６３ ３４％的候选植株

未呈现蓝色，表明没有发生额外的随机整合。
ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果表明：与转化 ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ载体的

株系相比，转化 ｐ１３０１－ ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－Ｒｐｓ２ 和 ｐ１３０１－ ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－
ｒｐｓ２ 载体的株系转录水平更高（Ｐ＜０ ０５）。 此外，过敏反应实

验（表 １）结果表明：转化 ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－Ｒｐｓ２ 载体的株系过

敏反应比其他 ２ 个株系更明显（Ｐ＜０ ０１），从而证实定点转入

的 Ｒｐｓ２ 基因可正常转录和表达。

表 １　 拟南芥 Ｒｐｓ２ 基因定点整合株系的过敏反应（ＨＲ）结果（Ｘ±ＳＥ）
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ ＨＲ ） ｏｆ ｓｉｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ｒｐｓ２ ｇｅｎｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．
（Ｘ±ＳＥ）

载体
Ｖｅｃｔｏｒ

各株系的 ＨＲ 分级　 ＨＲ ｇｒａｄｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｎｅｓ

Ｐ 株系
Ｐ ｌｉｎｅ

Ｙ 株系
Ｙ ｌｉｎｅ

Ｇ 株系
Ｇ ｌｉｎｅ

ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ ０ ６７±０ ０７ ０ ３７±０ ０５ ０ ２５±０ ０２
ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－Ｒｐｓ２ １ ９１±０ ０９ １ ８７±０ ０５ ２ ０１±０ ０５
ｐ１３０１－ｌｏｘ－ｎｐｔⅡ－ｒｐｓ２ ０ １４±０ ０１ ０ ５６±０ ０６ ０ ７８±０ ０７

３　 讨论和结论

虽然植物定点整合技术可解决常规转基因技术中转入基

因表达易变的问题，但基于细胞或组织培养体系的植物定点

整合技术体系的转化效率通常很低，如拟南芥根外植体法的

定点整合率仅０ ０００ １％～０ ００１％ ［３］ ，水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ．）
基因枪法仅获得 １ 株定点整合植株［１２］ ， 烟草 （ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ．）ＰＥＧ 法的定点整合率仅０ ０００ １２％ ［２］ 等。 作者

通过花器喷雾法并基于 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘ 系统对拟南芥定点整合技术

体系进行了改进，其定点整合率达 ０ ０７６％，较 Ｖｅｒｇｕｎｓｔ 等［３］

报道的定点整合率高 ２ 至 ３ 个数量级，极大地提高了定点整

合的效率，且操作流程简单易行，可改善定点整合技术效率低

的现状。
Ｖｅｒｇｕｎｓｔ 等［３］在利用根外植体法进行拟南芥定点整合的

过程中观察到少量幼苗叶片发生脱绿现象，表现出卡那霉素

敏感症状。 本研究也观察到极少量幼苗具有叶片脱绿现象，
推测可能是在幼苗生长过程中，一些以杂合状态存在的 Ｃｒｅ 基

因编码的重组酶又将 ｎｐｔⅡ基因切除下来，从而使部分细胞丧

失卡那霉素抗性，因此，作者仅保留了子代具有完全卡那霉素

抗性的候选植株用于进一步分析。
利用改进的 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘ 定点整合体系，成功介导 Ｒｐｓ２ 基因准

确插入拟南芥基因组的预定位点，定点整合效率大幅提高，定
点整合的 Ｒｐｓ２ 基因正常转录和表达，因此，应用本体系可极大

提高植物定点整合遗传转化体系的稳定性和转化效率。
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