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利用子房滴注法获得无载体骨架序列和选择标记的转
基因玉米 

杨爱馥, 苏乔, 安利佳 

大连理工大学环境与生命学院, 大连 116024 

摘要: 转基因植物中的载体骨架序列和选择标记基因是引起生物安全性争论的根本原因, 最直接、最有效的解

决方法是在转化过程中不使用载体骨架序列和选择标记基因。本研究建立并优化了玉米子房滴注转化法, 其操

作要点是将 DNA 转化溶液直接滴加在完全去除花柱的子房上。利用子房滴注法将无载体骨架序列和选择标记

的线性 GFP 基因表达框转化玉米。PCR 结果表明: 适合子房滴注法转化的玉米品种为 9818, 最佳转化时间为

授粉后 18~20 h, 在此条件下得到最高的 PCR 阳性率, 为 3.01%; Southern blotting 结果表明外源基因的整合方式

简单(1~2 条杂交带); RT-PCR 结果表明转基因植株中 GFP 基因能够在 RNA 水平上正常表达; 在转基因植株的

根和幼胚中观察到 GFP 表达。 

关键词: GFP; 无载体骨架; 无选择标记; 子房滴注法; 转基因玉米 

Generation of vector backbone-free and selectable marker-free 
transgenic maize (Zea mays L.) via ovary-drip method 
YANG Ai-Fu, SU Qiao, AN Li-Jia 
Department of Bioscience and Biotechnology, Dalian University of Technology, Dalian 116024, China 

Abstract: The presence of vector backbone sequences and selectable marker genes in transgenic plants has been the key 
concern for biosafety. A direct solution is to totally avoid the use of vector backbone sequences and selectable marker genes 
from the beginning of transgenic plant generation. In this study, the ovary-drip method was established and optimized. The 
key features of this method focused on the complete removal of the whole styles, and the subsequent application of a DNA 
solution directly to the ovaries. A vector backbone-free and selectable marker-free linear GFP cassette (Ubi–GFP –nos) was 
transformed into maize via the ovary-drip method. PCR analysis showed that suitable maize variety was 9818 and optimal 
transformation time was 18−20 h after pollination, which produced the highest PCR positive frequency (3.01%). Southern 
blotting analysis showed that the transgenic plants had simple integration patterns (1−2 bands). GFP transcription was de-
tected by RT-PCR analysis. Green fluorescence was observed in roots and immature embryos of transgenic plants by a 
fluorescence microscopy. 
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随着转基因植物的产业化种植和人们对生物安

全性的关注, 载体骨架序列(被称为“垃圾 DNA”)
和选择标记基因的安全性已成为农业转基因生物安

全性评价的重要对象之一。但目前普遍采用的转化

方法, 无论是农杆菌介导法还是基因枪法, 由于质
粒载体骨架序列常常随着目的基因整合到植物基因

组中[1], 产生重组热点或导致异常重组[2], 重组产生
的基因多拷贝常常影响基因表达甚至导致转基因沉

默[3]。尽管近几年已有报道将无载体骨架序列的线

性基因表达框利用基因枪法成功导入水稻 [4~6]、小 
麦[7, 8] 、葡萄[9]和马铃薯[10]基因组, 但仍然依靠选择
标记基因筛选转化体。此外, 人们在建立无选择标
记基因的转化体系方面已取得了一定进展, 如通过
位点特异性重组[11, 12]、转座子介导的再定位[13, 14]、

共转化[15]等方法去除选择标记基因。然而, 解决转
基因植物中载体骨架序列和选择标记基因问题最直

接、最有效的方法是在转化过程中不使用载体骨架

序列和选择标记基因。 
玉米是重要的粮食兼饲料作物, 玉米产业在中

国国民经济中占有非常重要的地位。本研究以玉米

为试材, 建立并优化了子房滴注转化法。该方法操
作简单、无需植物组织培养过程, 直接将无载体骨
架和选择标记的线性基因表达框转化植物, 获得具
有生物安全性的转基因植株。本研究为培育具有生

物安全性的转基因作物开辟了新途径。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

供试的玉米自交系 9818、Shen137和 H19由辽
宁省农业科学院提供。质粒 pUC118-GFP 由本实验
室构建保存。 

1.2  方法 

1.2.1  线性 GFP 表达框的制备 

以质粒 pUC118-GFP为模板, 通过 PCR扩增获
得线性 GFP表达框(图 1)。上游引物为 ubi-PT1: 5′- 
TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACCTGCAGTGC
AGCGTGACCCGGTCGTG-3′, 下游引物为 PT2: 5′- 
GTTTACCCGCCAATATATCTGTCACCGATCTAGTAC
ATAGATGACACCGC-3′(T-DNA 左右边界序列标

记为斜体)。反应条件为 94℃预变性 5 min; 94℃变性
30 s, 55℃复性 40 s, 72℃延伸 3 min, 35个循环; 72℃ 
10 min; 4℃终止反应。扩增产物经氯仿/异戊醇抽提, 
乙醇沉淀, 75%乙醇洗涤吹干后, 溶于 0.1×SSC 转
化溶液 ; 经 1%琼脂糖凝胶电泳检测确定浓度    
(200 ng/μL), 4℃保存备用。 

1.2.2  子房滴注法转化玉米 

转化试验在 2005 年和 2006 年的 7 月和 8 月进
行。待玉米植株生长至开花期, 按常规方法进行雌、
雄花套袋隔离, 雄花套袋隔离 24 h后对雌花进行授
粉, 授粉后在所设时间段内, 在雌穗中部将苞叶切
开一个“窗口”, 将露出的玉米子房上的花柱全部切
除, 用消毒过的大头针标记位置, 然后用微量进样
器吸取 5 μL DNA转化溶液滴加在去掉花柱的子房
伤口处, 对照植株只转化缓冲液, 将“窗口”合上, 然
后在整个雌穗外面套袋, 待果穗成熟收获。 

1.2.3  PCR 检测 

转化后发育成熟的种子在培养箱中萌发, 待子
叶发育成 1 cm左右时移栽至培养钵中, 温室内常规
培养, 待幼苗长出第二片新叶时, 用 CTAB 法提取
待检测材料的叶片基因组 DNA, 以此为模板进行
PCR检测。检测用上游引物为 5′-CAAGGACGACG 

 

 
 
图 1  无载体骨架序列的线性 GFP 表达框 
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GGAACT-3′位于 GFP 基因上, 下游引物为 5′-AAC 
CCATCTCATAAATAACG-3′位于 nos 终止子上, 扩
增片段长度为 578 bp。反应条件为 94℃预变性 5 min; 
94℃变性 30 s, 58℃复性 40 s, 72℃延伸 1 min, 30个
循环; 72℃ 10 min; 4℃终止反应。 

1.2.4  Southern blotting 分析 

40 μg 基因组DNA经 EcoRⅠ酶切过夜(EcoRⅠ
在表达框上无酶切位点), 毛细管法[16]转至尼龙膜用

于杂交分析。以质粒 pUC118-GFP为模板 PCR扩增
的 GFP基因上 569 bp片段为探针。上游引物为 5′- 
CAAGGACGACGGGAACT-3′; 下游引物为 5′-GG 
ACCATGTGATCGCGCTTCTCGTT-3′。探针标记、
杂交与检测按照 DIG High Prime Labeling and De-
tection Starter Kit (Roche) 说明进行。 

1.2.5  RT-PCR 分析 

采用 TRIZOL RNA提取试剂(Invitrogen)提取转
基因植株叶片 RNA。按照 RNA PCR Kit (AMV) 
Ver.3.0(TakaRa)试剂盒说明将 RNA反转录成 cDNA。
PCR 反应上游引物为 5′-CAAGGACGACGGGAAC 
T-3′, 下游引物为 5′-TTGTTTGTCTGCCGTGAT-3′,  
扩增片段长度为 379 bp。反应条件为 94℃预变性   
5 min; 94℃变性 30 s, 56℃复性 40 s, 72℃延伸 1 min, 
30个循环; 72℃ 10 min, 4℃终止反应。 

1.2.6  GFP 表达检测 

取转基因材料的根和授粉后 10 d的幼胚, 在荧
光显微镜(Olympus IX71, Japan)下观察 GFP表达。激
发光波长为 450~490 nm; 发射光波长为 515~560 nm。 

2  结果与分析 

2.1  玉米品种和转化时间对子房滴注法转化率的影响 

为了保证转化外源 DNA 溶液的子房能够发育
成果实, 即去除花柱时花粉管已进入子房, 我们先
进行了苯胺兰染色观察花粉管的预实验。结果表明

授粉后 16 h, 花粉管进入子房, 沿着花粉管通道延
伸, 通过珠孔, 进入胚囊。因此将子房滴注法转化操
作开始时间确定为授粉后 16 h。将授粉后时间划分
为 16~18 h、18~20 h、20~22 h和 22~24 h, 以 9818、
Shen137 和 H19 为试材, 对玉米品种和转化时间对
子房滴注法转化率的影响进行了探讨。从表 1 可以
看出, 玉米品种 9818和 Shen137检测出 PCR阳性株
(图 2), 而 H19未检测到 PCR阳性株。玉米品种 9818
在授粉后 16~18 h 和 18~20 h, PCR 阳性率分别为
0.50%和 3.01%; 玉米品种 Shen137在授粉后 18~20 h 
和 20~22 h, PCR阳性率分别为 0.74%和 0.89%。因
此确定 9818为适合子房滴注法转化的玉米品种, 最
佳转化时间为授粉后 18~20 h, 此时 9818 得到最高
的 PCR阳性率, 为 3.01%。 

2.2  转基因植株的 Southern blotting分析 

Southern blotting 用来检测限制性核酸内切酶切
割的植物 DNA 片段中是否存在与探针同源的序列, 
并可分析外源基因在植物染色体上的整合情况。随机

选取部分 PCR阳性株进行 Southern blotting检测。如
图 3所示, Southern blotting 结果显示 1~2条杂交带, 表
明外源基因在植物基因组中的整合位点位为1~2个, 整
合方式简单。未转化样品无杂交信号。Southern blotting
进一步证明了外源 GFP基因整合到植物基因组。 

 

表 1  玉米品种和转化时间对子房滴注法转化率的影响 

玉米品种 转化时间(h) 检测植株数 PCR阳性株数 PCR阳性率(%) 
9818 16~18 398 2 0.50 
 18~20 564 17 3.01 
 20~22 420 0 0 
 22~24 141 0 0 

Shen 137 16~18 98 0 0 
 18~20 135 1 0.74 
 20~22 112 1 0.89 
 22~24 87 0 0 
H19 16~18 84 0 0 
 18~20 135 0 0 
 20~22 126 0 0 
 22~24 95 0 0 
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图 2  PCR 检测结果 
M:  DL2000 marker (TaKaRa); P: 质粒 DNA作为阳性对照; C: 未转化材料作为阴性对照; 1~8: 转化材料。 

 

 
 

图 3  Southern blotting 结果 
M: DNA分子量标准Ⅱ(Roche); 1: 未转化玉米材料; 2~7: 转基因株
系 L1~L6。 

 

2.3  转基因植株的 RT-PCR分析 

对 6株 Southern阳性株和 4株 PCR阳性株进行
RT-PCR检测, 分析外源 GFP基因在 RNA水平上的
表达情况。从植株叶片中提取总 RNA, 用随机引物
反转录成 cDNA, 经 PCR 扩增, 所有样品均扩增出
大小为 379 bp目的条带(图 4), 表明转基因植株中外
源 GFP基因能够在 RNA水平上正常表达。 

2.4  GFP荧光观察 

取转基因植株的根和授粉后 10 d的幼胚, 在荧
光显微镜下观察 GFP表达。转基因植株的根和幼胚 

在激发光波长为 450~490 nm 的蓝光下均发出特异
绿色荧光, 而未转化材料在同一视野、同一曝光强
度呈现微弱的自发荧光(图 5)。结果表明外源 GFP
基因在转基因植株中能够正常表达。共观察了表 1
所示的 21 株 PCR 阳性植株的根, 均观察到 GFP 的
表达。观察了 3 个 Southern 阳性株系的幼胚, GFP
阳性幼胚的百分比分别为 53.13%、70.73%和 32.14% 
(表 2)。幼胚中观察到 GFP 表达也表明外源 GFP 基
因能够在后代中遗传。 

3  讨 论 

3.1  影响玉米子房滴注法转化率的因素探讨 

玉米品种对子房滴注法转化率的影响可能是由

不同品种玉米子房外部形态所决定的。玉米品种

H19 的转化率为 0, Shen137 的转化率也较低, 是因
为这两个品种的子房表面非常光滑, 转化溶液很难
在子房伤口处停留, 故降低了外源DNA进入子房的
机会, 从而降低了转化率, 甚至未能成功转化。而玉
米品种 9818的子房表面有一层薄膜包裹, 将花柱去
除后, 子房切口与薄膜形成凹面, 转化溶液可长时
间停留在子房切口处, 增加了外源DNA进入子房的
机会, 因而具有较高的转化率。 

 

 
 

图 4  RT-PCR 结果 
上排M: DL2000 marker; 1: 未转化玉米材料 cDNA(不加反转录酶); 2: 未转化玉米材料 cDNA(加反转录酶); 3~12: 转基因株系。下排为 RNA。 
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根据植物胚胎学的研究结果, 外源DNA转化的
时期应限定在精卵融合至合子分裂前这一段时期 , 
此时合子合点端的细胞壁尚未封闭, 合子的合点端
是以质膜与中央细胞的质膜相靠。此时的合子可以

看成原生质体的状态, 外源DNA可能由合子的质膜
通过内吞作用被引入合子细胞之中[17]。因此, 最佳
转化时间的确定是子房滴注法成功的关键因素之 

一。本研究通过 PCR检测确定授粉后 18~20 h为玉

米子房滴注法最佳转化时间。 

3.2  子房滴注法转化线性 DNA片段整合方式分析 

Southern blotting结果表明线性 DNA 片段通过

子房滴注法转化玉米, 外源基因以简单的方式(1~2

个整合位点)整合到植物基因组上。2000年, Fu等[4] 
 

 
 

图 5  GFP 在转基因植株中的表达 
A: GFP在转基因植株根中的表达; B: GFP在转基因植株幼胚中的表达。 
 

表 2  转基因株系中 GFP 在幼胚中的表达情况 

株系 观察幼胚数 GFP阳性幼胚数 GFP阴性幼胚数 GFP阳性幼胚(%) 

L1 32 17 15 53.13 
L2 41 29 12 70.73 
L6 28 9 17 32.14 

 

将无载体骨架序列的线性 DNA 片段通过基因枪法
转化水稻, 线性 DNA片段是以低拷贝数、简单的整
合方式(1~2个 Southern blotting杂交带)整合于水稻
基因组上 , 而且外源基因一直稳定遗传到第四代 , 
没有出现基因沉默现象。近几年, 线性 DNA片段通
过基因枪法转化水稻、小麦、葡萄、马铃薯等同样

也获得了以低拷贝方式整合的转基因植株[5~10]。这

种简单的整合方式更有利于外源基因的高水平表 
达[5, 6]和稳定遗传[4,7]。 

3.3  子房滴注法的优越性 

为了从根本上解决转基因植物可能引起的食物

安全性和环境安全性问题, 建立无载体骨架序列和
选择标记转化体系的研究已成为当前植物基因工程

领域的研究热点。子房滴注法在解决安全性问题的

研究中具有其他转基因方法不可比拟的优越性, 表
现在(1)可以实现无载体骨架序列和选择标记的线性
基因表达框转化植物, 直接获得具有生物安全性的
转基因植株; (2)该方法不依赖于组织培养和植株再
生过程, 可直接获得转基因种子, 避免了体细胞变

异对转基因植株表型的影响, 一般不会形成嵌合体; 
(3)操作简便, 不需要昂贵的仪器设备, 易于常规育
种工作者掌握; (4)通过规范操作要点和确定最佳转
化时间, 使子房滴注法具有较好的重复性。该方法
理论上适用于所有行有性生殖的植物, 为其他显花
植物无载体骨架序列、无选择标记基因转化体系的

建立奠定基础。 
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•综合信息• 

《遗传学报》获得 2007 年中国百种杰出学术期刊证书 
2008 年 12 月 9 日, 中国科学技术信息研究所主办的中国科技论文统计结果发布会在北京举行。会上发布了 2007

年中国百种杰出学术期刊、2008 年版中国科技期刊引证报告(核心版)等最新统计结果。《遗传学报》获得 2007 年中国
百种杰出学术期刊证书。同时,《遗传学报》和《遗传》还获得中国精品科技期刊证书。 

这次获得 2007年中国百种杰出学术期刊称号的期刊是(按汉语拼音顺序排列):  
爆炸与冲击、北京大学学报自然科学版、草业学报、地理学报、地球物理学报、地学前缘、第三军医大学学报、

第四军医大学学报、电工技术学报、电子学报、东南大学学报自然科学版、分析化学、高等学校化学学报、管理科学

学报、光学学报、硅酸盐学报、海洋与湖沼、航空学报、核技术、化工学报、化学学报、环境科学、机械工程学报、

计算机学报、计算机研究与发展、交通运输工程学报、金属学报、精细化工、科学通报、矿物学报、力学进展、力学

学报、林业科学研究、摩擦学学报、南京农业大学学报、气象学报、清华大学学报自然科学版、软件学报、生态学报、

生物多样性、石油勘探与开发、石油学报、食品科学、世界胃肠病学杂志(英文版)、数学学报、水利学报、通信学报、
土木工程学报、土壤学报、无机材料学报、物理学报、西安交通大学学报、系统工程理论与实践、岩土工程学报、遥

感学报、药学学报、仪器仪表学报、遗传学报、植物生理与分子生物学学报、植物营养与肥料学报、中草药、中国病

理生理杂志、中国电机工程学报、中国感染与化疗杂志、中国公路学报、中国机械工程、中国科学 D、中国科学 E、中
国农业大学学报、中国农业科学、中国水产科学、中国危重病急救医学、中国物理 B、中国稀土学报、中国烟草学报、
中国药学杂志、中国有色金属学报、中国中西医结合杂志、中华病理学杂志、中华儿科杂志、中华放射学杂志、中华

骨科杂志、中华护理杂志、中华检验医学杂志、中华结核和呼吸杂志、中华口腔医学杂志、中华流行病学杂志、中华

麻醉学杂志、中华神经科杂志、中华外科杂志、中华心血管病杂志、中华眼科杂志、中华医学杂志、中华医学杂志英

文版、中华肿瘤杂志、中山大学学报自然科学版、自动化学报、自然科学进展、自然资源学报、作物学报。  
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