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β-胡萝卜素加强的转基因水稻培育
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摘要 为了使水稻种子积累维生素A的前体———β-胡萝卜素,将人工合成的来源于欧文氏菌的八氢番茄红

素脱氢酶基因(crtI)和来源于玉米的八氢番茄红素合酶基因(psy)导入水稻中,且在水稻胚乳中特异性表达。结

合PCR和Southernblotting的检测结果,从psy/crtI转化植株中分离得到1个外源基因单拷贝插入且无选择标

记(Marker-free)的纯合转基因家系ky1-4。通过热不对称交错PCR(Tail-PCR)分离得到ky1-4的T-DNA插入

位点右边界的侧翼序列,结合Southernblotting检测结果推测该插入位点位于水稻第11号染色体上。超高效

液相色谱(UPLC)分析结果表明,psy/crtI转化水稻植株种子中β-胡萝卜素含量为(1.99±0.11)~(4.41±
0.30)μg/g,其中ky1-4家系β-胡萝卜素的含量为(3.11±0.08)μg/g。
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  维生素A是人体必需的微量元素,如果人体维

生素A摄入量不足,临床症状常表现为夜盲症、眼
球干燥、角膜软化,严重的甚至导致失明[1]。研究还

发现,维生素A缺乏导致人体免疫力降低[2],并伴

随腹泻[3]、呼吸道疾病和麻疹等并发症[4-5]。据估

算,全球约有1.24亿儿童维生素A摄入量不足,如
果改善饮食条件每年可避免一百万至两百万儿童的

死亡[5]。
人体自身不能合成维生素A,需要通过饮食补

充。其中,类胡萝卜素是维生素 A的唯一前体,且
是人类饮食中重要的植物色素。根据结构的不同,
将其分为叶黄素和胡萝卜素两大类。胡萝卜素由植

物合成,但动物不能制造,它包括α-胡萝卜素、β-胡
萝卜素、γ-胡萝卜素等多异构体。其中β-胡萝卜素

在人体内与维生素 A共存在,是主要的维生素 A
源[6]。1个分子的β-胡萝卜素经裂解形成2个分子

的视黄酸[7],视黄酸是动物体内维生素A代谢途径

中的中间产物。
在全球范围内,水稻是重要的粮食作物之一。

水稻籽粒中不能合成维生素A,因此维生素A缺乏

问题主要发生在以水稻为主食的贫困人群中。研究

发现在水稻未成熟的胚乳中,含有合成维生素A早

期的中间产物牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸,该产物在

八氢番茄红素合成酶的作用下,转化为胡萝卜素八

氢番茄红素[8]。随着植物中类胡萝卜素生物合成途

径逐步被阐明,人们开始探索在植物中调节各种相

关合成酶的表达从而调控类胡萝卜素的代谢途径。
例如,在油菜籽粒中超表达细菌八氢番茄红素合酶,
结果显示番茄红素、α-胡萝卜素及β-胡萝卜素的含

量显著增加[9]。在水稻胚乳中特异性表达类胡萝卜

素,八氢番茄红素合酶、八氢番茄红素脱氢酶和番茄

红素环化酶(lycopeneβ-cyclase)共转化的植株中显

示类 胡 萝 卜 素 积 累 量 达 1.6μg/g,即 Golden
rice1[10]。随后又报道Goldenrice2,将玉米来源的

八氢番茄红素合酶和细菌欧文氏菌来源的八氢番茄

红素脱氢酶转化到水稻籽粒中,且在胚乳特异性谷

蛋白启动子的驱动下表达,数据显示类胡萝卜素总

量为37.0μg/g,比 “Goldenrice1”中含量增加23
倍,且优先积累β-胡萝卜素[11]。中国是个人口大

国,以水稻为主食,因此提高水稻胚乳中β-胡萝卜素

的积累含量迫切需要。本研究将玉米来源的八氢番

茄红素合酶和细菌欧文氏菌来源的八氢番茄红素脱

氢酶基因转化到水稻中,且在水稻胚乳中特异性地

表达,使得水稻籽粒中可积累促进人体健康的β-胡
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萝卜素。

1 材料与方法

1.1 材 料

大肠杆菌(Escherichiacoli)菌株TOP10和根

癌农杆菌菌株EHA105,均由华中农业大学作物遗

传改良国家重点实验室保存和提供。
基因表达载体pC1300dT(含有2个 T-DNA

区)是以pCAMBIA1300(由澳大利亚CAMBIA实

验室惠赠)为原始载体改造而成的。pC1300dT载

体含有2个T-DNA区,筛选标记潮霉素抗性基因

(hpt)在一个 T-DNA 区,目的基因在另一个 T-
DNA区。当双T区载体侵染植物时,2个T-DNA
区独立转移,为后期 Marker-free家系的筛选提供

条件。

psy和crtI2个目的基因的大小分别为2765
和2760bp,均由笔者所在实验室委托Invitrogen

公司合成。2个基因均在胚乳特异性谷蛋白启动子

的驱动下表达[11],并在nos终止子作用下终止基因

的转录。基因合成时,在crtI基因两端加EcoRⅠ
和KpnⅠ酶切位点,在psy 基因两端加HindⅢ和

SalⅠ酶切位点。转化受体为水稻粳稻品种空育

131,由华中农业大学生命科学技术学院何予卿教授

提供。
1.2 表达载体 pC1300dT-psy/crtI 的构建

  利 用 HindⅢ 和 SalⅠ 双 酶 切 表 达 载 体

pC1300dT和psy基因,回收psy基因外源片段,纯
化载体片段,连接psy基因外源片段和载体形成中

间载体pC1300dT-psy。利用EcoRⅠ和 KpnⅠ双

酶切crtI基因和pC1300dT-psy载体。最后获得连

接psy 基因和crtI 基因的表达载体pC1300dT-
psy/crtI(图1)。将构建好的pC1300dT-psy/crtI
表达载体用电激法转化到农杆菌菌株EHA105中,

-70℃保存。

图1 表达载体pC1300dT-psy/crtI的T-DNA区段结构

Fig.1 SchematicgraphofT-DNAregionofpC1300dT-psy/crtIexpresssionvector
1.3 根癌农杆菌介导的水稻遗传转化

用农杆菌介导的遗传转化法将psy/crtI表达

载体导入粳稻品种空育131中。农杆菌介导的遗传

转化法参照林拥军等[12]报道的水稻转化方法。将

获得的T0代psy/crtI转化植株种植于小盆中,在温

室中自然光照条件下生长至结实。
1.4 PCR 检测

分单株剪取3~5cm水稻叶片组织,小量抽提

水稻基因组DNA。用引物 Hpt-F/R、CH-1-2F/R
和CH-2-2F/R(表1)分别扩增hpt基因、psy 基因

和crtI基因的片段,预期的PCR产物大小为750、
901、820bp。PCR反应体系:模板2μL;10×Buff-
er2μL;dNTP(2mmol/L)2μL;引物F/R各0.2

μL;R-Taq(TaKaRa,中国大连)0.2μL;补水到20

μL。PCR扩增条件:94℃5min;94℃30s,58℃
30s,72℃45s,28个循环;72℃7min。PCR产物

经0.8%琼脂糖凝胶电泳检测,筛选出3对引物扩

增产物均为阳性的即为阳性苗。
1.5 Southern blotting 检测

利用Southernblotting检测确定psy/crtI 转

化植株外源基因插入的拷贝数,采用CTAB法抽提

水稻基因组总DNA [13]。Southernblotting的过程

如下:取8μg总 DNA,用过量的限制性内切酶

EcoRⅠ或 HindⅢ在37℃酶切24h。然后于30V
电泳24h。电泳结束后将凝胶上的总DNA片段印

迹到尼龙膜上。用引物ACH-2F/R(表1)扩增crtI
基因片段作杂交的探针。65℃预杂交20h;然后加

入P32标记的探针,65℃杂交20h;用2×SSC(加有

0.1%SDS)洗膜液室温冷洗1次,再65℃热洗

1次;压片、放射自显影。
1.6 利用 Tail-PCR 分离 Marker-free 家系的侧翼

序列

  根据Liu等[14]报道的热不对称交错PCR方法

(Tail-PCR)分离psy/crtI转化植株 Marker-free家

系的侧翼序列。在T载体上设计3条特异引物和

1条简并引物AD8(表1),进行3轮PCR扩增。将

首轮PCR的产物稀释40倍作为模板进行第2轮

PCR反应。将第2轮PCR产物稀释10倍作为模

板进行第3轮PCR反应。最终的PCR产物取一部

2
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表1 本研究涉及的所有引物

Table1 Allprimersinvolvedinthisstudy

引物

Primer
序列

Sequence(5′-3′)
作用

Function

Hpt-F AGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGA
hpt基因片段扩增的左引物

Forwardprimerforhptgeneamplification

Hpt-R TCAAGACCAATGCGGAGCATATAC
hpt基因片段扩增的右引物

Reverseprimerofhptgeneamplification

CH-1-2F GTCCGAGCAGAAGGTCTA psy基因片段扩增的左引物

Forwardprimerforpsygeneamplification

CH-1-2R GAAGTTGTTGTAGTCGTTGG psy基因片段扩增的右引物

Reverseprimerforpsygeneamplification

CH-2-2F CAACACTGACATTACTTCCA
crtI基因片段扩增的左引物

ForwardprimerforcrtIgeneamplification

CH-2-2R CACGGCTTCAATCTTGTT
crtI基因片段扩增的右引物

ReverseprimerforcrtIgeneamplification

Tail-R1 CAACTTAATCGCCTTGCAGCAC
Tail-PCR中第1轮特异性引物

SpecificprimerforthefirstroundofamplificationinTail-PCR

Tail-R2 CTGGCGTAATAGCGAAGAGGC
Tail-PCR中第2轮特异性引物

SpecificprimerforthesecondroundofamplificationinTail-PCR

Tail-R3 CAACAGTTGCGCAGCCTGAAT
Tail-PCR中第3轮特异性引物

SpecificprimerforthethirdroundofamplificationinTail-PCR

AD8 AGWGNAGWANCAWAGG1) Tail-PCR中简并引物 ArbitrarydegenerateprimersforTail-PCR

ACH-2F AATTCGTCTACAAGCTGCG
crtI基因片段探针扩增的左引物Forwardprimerfortheprobeampli-
ficationofthecrtIgene

ACH-2R GAAACCAGACGCCCCACTCA
crtI基因片段探针扩增的右引物 ReverseprimerforcrtIgenefrag-
mentprobe

分进行电泳检测,如果结果为阳性则将PCR产物

TA克隆到pEASY-T3载体上并测序。在NCPGR
(http://redb.ncpgr.cn/modules/redbtools/blast.
php)网站上利用Blastn程序将测序结果与日本晴

(Nipponbare)基因组序列进行比对。
1.7 psy/crtI 转化植株种子中β-胡萝卜素含量测定

  利用皂化反应和正己烷萃取方法抽提水稻种子

中的β-胡萝卜素,抽提方法参见文献[15]。β-胡萝

卜素标样(5mg,HPLC纯度,CAS号144-68-3)购
自Sigma公 司,用 石 油 醚(分 析 纯)溶 解 至9.4

μg/mL。乙腈和甲醇都购自Fisher公司。操作过程

参见文献[15-16],步骤如下:

1)测定β-胡萝卜素标样纯度。用500mL的石

油醚溶解标样,随后取50μL溶解液至尖底玻璃离

心管中,吹干,随后向尖底玻璃离心管中加入1mL
流动相(乙腈+甲醇(V 乙腈∶V 甲醇=3∶1)、BHT、
三乙胺)进行溶解,溶解液经有机相过滤膜(0.22

μm,d=13mm)过滤,并注入2mL棕色液相色谱

瓶中,使用 Waters公司的超高效液相色谱仪的紫外

检测器检测标样的纯度。通过对β-胡萝卜素标样产

生的全部峰进行积分,计算出总面积为808435,主

面积为663770,求得纯度为82.1%。

2)测定光密度值。取β-胡萝卜素标样溶解液

2mL至10mL容量瓶定容,用紫外-可见光分光光

度计在450nm波长下测定光密度值,测得其值为

0.3216。

3)计算标样初始质量浓度。β-胡萝卜素的吸光

系数是2592(A1cm
1%),测定波长450nm[17],根据

初始质量浓度公式求得β-胡萝卜素初始质量浓度为

6.2037μg/mL。

初始质量浓度(μg/mL)=
D×104
A1cm

1% ×稀释倍数

式中,D:光密度值;A1cm
1%:百分吸光系数。

4)计算标样校对质量浓度。校对质量浓度

(μg/mL)=初始质量浓度×纯度,将以上数值带入

校对浓度公式中,求得β-胡萝卜素校对质量浓度

5.0936μg/mL。

1.8 β-胡萝卜素标准曲线建立

从标样中依次吸取100、300、500、800μL,1、2、

3mL各3个重复至尖底玻璃离心管中,吹干,加流

动相进行溶解,通过滤膜过滤到2mL棕色瓶中。

3
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随后使用超高效液相色谱仪进行测定。根据峰面积

与标准品质量浓度的线性关系,基于外标法[17]构建

的回归方程对样品中β-胡萝卜素含量进行量化分

析。以峰面积为纵坐标(y),标样含量为横坐标

(x),在 UPLC 仪 器 上 自 动 生 成 标 准 曲 线:y=
2.81e+007x+2.44e+006。

2 结果与分析

2.1 T0代 psy/crtI 转化植株 PCR 检测

通过农杆菌介导的遗传转化方法,共获得psy/

crtIT0代独立转化植株29株。PCR检测结果表

明,Hpt-F/R引物扩增hpt基因检测获得阳性植株

29株(阳性率100%);CH-1-2F/R引物扩增psy基

因获得阳性植株23株(阳性率78%);CH-2-2F/R

扩增crtI 基 因 获 得 阳 性 植 株 18 株(阳 性 率 为

62%)。最终,获得17株3种引物扩增都为阳性的

转化苗。
2.2 纯合 Marker-free 家系筛选

将T1代psy/crtI转化植株每个家系分单株用

Hpt-F/R引物进行 PCR 检测,其中,ky1-4植株

hpt基因片段没扩增出带(图2A),表明其hpt基因

发生了分离。对ky1-4进一步Southernblotting分

析(图2B)表明,ky1-4中存在目的基因且为单拷贝

插入的 Marker-free家系。
在海 南 取 ky1-4的 T3 家 系100份 样 品,用

ACH-2-2F/R引物PCR扩增crtI基因片段。PCR
检测结果说明,ky1-4的T3代100份植株均为阳性。
综上,证明ky1-4的T3家系已经纯合。

 A:用 Hpt-F/R引物扩增hpt基因片段,片段大小为750bp,W 表示野生型空育131HptgenefragmentwasamplifiedbytheHpt-
F/Rprimers,andthefragmentsizewas750bp,wild-typeKongyu131wasnotedW;B:用 HindⅢ酶切水稻基因组,crtI基因片段作为

探针,T表示ky1-4,M表示λ-EcoT14DNAmarker,W表示野生型空育131RicegenomeweredigestedbyHindⅢ,thecrtIgenefrag-
mentwasasaprobe,ky1-4wasnotedbyT,λ-EcoT14DNAmarkerwasnotedbyM,wild-typekongyu131wasnotedW.

图2 psy/crtI转化植株Southernblotting分析

Fig.2 Southernblottinganalysisofpsy/crtItransformedplants

2.3 ky1-4 侧翼序列分离

采用TaiL-PCR的方法分离 Marker-free家系

ky1-4的侧翼序列。测序结果出来后,在 NCPGR
网站(http://ncpgr.hzau.edu.cn/web/tools.jsp)
上与粳稻日本晴(Nipponbare)的基因组序列进行比

对,结果发现该侧翼序列在水稻7条染色体(1、2、6、

8、10、11、12)都存在同源序列。
然后分别用EcoRⅠ和 HindⅢ酶切家系ky1-4

基因组 DNA,进行Southernblotting分析,结果

(图3)表明,用EcoRⅠ酶切出的条带大于19kb,已
知阳性对照是15.5kb,用 HindⅢ酶切出的条带小

于15.5kb。然后把与右端侧翼序列同源性高的染

色体 序 列 从 网 站(http://rice.plantbiology.msu.

edu/cgi-bin/gbrowse/rice/)上 下 载 下 来。psy/crtI
基因共5525bp,估算出插入位点右端基因组序列

大于14kb处有EcoRⅠ酶切位点,插入位点左端

基因组序列大于2.2kb小于10kb处有HindⅢ酶

切位点。根据以上结果推测,T-DNA插入位点位

于水稻11号染色体18750363bp处,距离LOC_

Os11g31890.1 基 因 3 199 bp,距 离 LOC _

Os11g31900.1基因762bp。LOC_Os11g31890.1
基 因 跨 越 水 稻 11 号 染 色 体 18747164 与

18740614之间,预测为 NLI互作用因子;LOC_

Os11g31900.1 基 因 跨 越 水 稻 11 号 染 色 体

18753286与18751125之间,预测为酰基载体

蛋白。

4
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 M:λ-EcoT14DNA marker;P:阳性对照 Positivecontrol;E:

EcoRⅠ酶 切 EcoRⅠ digested;W:野 生 型 空 育 131 Wild-type

Kongyu131;H:HindⅢ酶切 HindⅢdigested.

图3 Marker-free家系ky1-4的Southernblotting
Fig.3 SouthernblottinganalysisofMarker-freelineky1-4

2.4 psy/crtI 转化植株种子中β-胡萝卜素含量的

测定

  psy/crtI转化植株种子在去壳后颜色为金黄

色,与野生型亲本的种子形成鲜明对比,表明转基因

家系中积累了β-胡萝卜素。
利用UPLC进行分析(表2)表明,转基因家系

糙米中β-胡 萝 卜 素 的 含 量 为(1.99±0.11)~
(4.41±0.30)μg/g,其中 Marker-free家系ky1-4
糙米中β-胡萝卜素的含量为(3.11±0.08)μg/g。
对psy/crtI转化植株的主要农艺性状进行考察,并
与野生型品种空育131进行对比(表2),从单株(由
于要筛选 Marker-free家系,因此分单株收种)农艺

性状考察结果看出,Marker-free家系ky1-4与野生

型品种空育131主要农艺性状未发生明显变化,尤
其在结实率和单株产量方面。

表2 转化植株中β-胡萝卜素含量和农艺性状考察

Table2 Contentofβ-caroteneoftransformedplantsandagronomictraits

编号

Number

β-胡萝卜素/
(μg/g)

β-carotene

株高/cm
Plant
height

有效穗数

Paniclesper
plant

每穗实粒数

Filledgrains
perpanicle

千粒重/g
1000-grains
weight

结实率/%
Seedsetting
rate

单株产量/g
Yieldperplant

ky1-4
ky2-5

3.11±0.08
4.30±0.27

78
71

35
20

39.71
43.45

22.22
23.58

0.68
0.74

30.89
20.49

ky2-8
ky5-1

3.90±0.06
3.88±0.09

73
78

23
44

41.04
39.41

21.68
21.91

0.68
0.76

20.47
38.00

ky6-4
ky7-11

1.99±0.11
4.14±0.69

84
79

24
26

40.79
42.19

21.26
21.93

0.69
0.71

20.81
24.06

ky8-1
ky9-2

4.41±0.30
2.07±0.08

67
71

32
25

26.81
34.52

20.20
21.38

0.65
0.57

17.33
18.45

ky9-6
ky16-1

3.82±0.34
3.03±0.20

73
78

35
28

37.00
38.11

22.34
23.05

0.69
0.69

28.93
24.59

ky17-11
ky17-14

3.59±0.32
3.59±0.04

72
86

18
22

36.67
34.55

23.21
21.67

0.69
0.60

15.32
16.47

ky1311) 0.00±0.03 72±0.20 34±0.03 37.02±0.07 23.01±0.41 0.72±0.14 28.95±0.22

 1)数据为9株的平均值 Meanofnineplants.

3 讨 论

Goldenrice2研发成功以后,研究者一直担心

知识产权问题会成为阻碍Goldenrice2应用的主

要潜在问题之一。随着先正达公司将Godenrice2
的发明权捐献给了“黄金水稻”人道主义委员会[18],
以及涉及Goldenrice2专利的所有者也同意放弃

其专利权,发展中国家可以无偿使用 Goldenrice
2的技术。中国属于发展中国家,在很多人群中

存在维生素 A缺乏现象,尤其在贫困地区儿童中

最为普 遍[19],因 此 发 展 Goldenrice2具 有 深 远

意义。
本研究采用了 Goldenrice2中所使用的psy

基因和crtI 基 因,将 其 转 化 到 水 稻 种 子 中。与

Goldenrice2不同之处在于:(1)本研究采用改造过

的双T区的Ti载体作为转化载体,标记基因在一

个T区,目的基因在另一个T区,即后期可以获得

无选择标记的转基因植物后代。在 Goldenrice2
中,磷 酸 甘 露 糖 异 构 酶 基 因 (phosphomannose
isomerase,pmi)被作为选择标记与目标基因一同
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转入水稻[11]。由于pmi基因和目的基因紧密连

锁,该标记基因不能在Goldenrice2中去除。虽然

理论上讲pmi筛选标记是安全的,但是无选择标记

的转基因水稻显然潜在的风险更小。(2)本研究所

使用的转化受体品种空育131是我国目前种植面积

最大的常规水稻品种[20],以其为受体获得的转基因

水稻品种,在通过国家安全评价程序后不需要另外

进行转育工作可直接推向市场。

psy/crtI转化植株种子中β-胡萝卜素含量积累

有限的原因可能是:(1)转化受体不同,可能产生不

同的生物背景,进而影响蛋白的表达;(2)位置效应,
转化的psy/crtI基因插入基因组的不同位置,有可

能产生不同的效果[21];(3)植株生长环境不同,可能

影响β-胡萝卜素的积累[22]。
虽然本研究中psy/crtI转化植株种子中β-胡

萝卜素的积累量比报道的Goldenrice2中积累量

低,但对于解决人群中维生素A缺乏现象仍然具有

重要意义。据分析1mg的β-胡萝卜素在人体内可

以转换为435μg的视黄醇。中国目前维生素A推

荐的日摄入量为700μg
[23],因此50g的 Golden

rice2可提供6~8岁儿童维生素A推荐摄入量的

一半以上。本研究所筛选到的ky1-4纯合家系,其

β-胡萝卜素含量为3.11μg/g,按维生素 A推荐摄

入量的60%推算,每天需食用ky1-4大米385.8g。
考虑到ky1-4家系为单拷贝整合、遗传稳定、主要农

艺性状无显著变化、插入位点位于基因间区,我们认

为该家系具有较强的商业化潜力。

参 考 文 献

[1] SOMMERA.Nutritionalblindness[M].NewYork:Oxford

UniversityPress,1982.

[2] ROSSA,STEPHENSENC.VitaminAandretinoidsinantivi-

ralresponses[J].TheFASEBJournal,1996,10:979-985.

[3] SOMMERA.VitaminAprophylaxis[J].ArchivesofDisease

inChildhood,1997,77:191-194.

[4] GRANTJ.Thestateoftheworld’schildren[J].IndianJour-

nalofPediatrics,1985,52:3-10.
[5] WESJK,HOWARDG,SOMMERA.VitaminAandinfec-

tion:publichealthimplications[J].AnnualReviewofNutri-

tion,1989,9:63-86.

[6] YEUMK,RUSSELLR.Carotenoidbioavailabilityandbiocon-

version[J].AnnualReviewofNutrition,2002,22:483-504.

[7] MARTINC,BUTELLIE,PETRONIK,etal.Howcanre-

searchonplantscontributetopromotinghumanhealth[J].

ThePlantCellOnline,2011,23:1685-1699.
[8] BURKHARDTP,BEYERP,WUNNJ,etal.Transgenicrice

(Oryzasativa)endosperm expressingdaffodil (Narcissus

pseudonarcissus)phytoenesynthaseaccumulatesphytoene,a

keyintermediateofprovitaminAbiosynthesis[J].ThePlant

Journal,1997,11:1071-1078.
[9] SHEWMAKERC,SHEEHYJ,DALEYM,etal.Seed-specific

overexpressionofphytoenesynthase:increaseincarotenoids

andothermetaboliceffects[J].ThePlantJournal,2002,20:

401-412.
[10]YEX,AL-BABILIS,KLOTIA,etal.Engineeringtheprovita-

minA (β-carotene)biosyntheticpathwayinto (carotenoid-

free)riceendosperm[J].Science,2000,287:303-305.
[11]PAINEJ,SHIPTONC,CHAGGARS,etal.Improvingthe

nutritionalvalueofGoldenRicethroughincreasedpro-vitamin

Acontent[J].NatureBiotechnology,2005,23:482-487.
[12]林拥军,陈浩,曹应龙,等.农杆菌介导的牡丹江8号高效转基

因体系的建立[J].作物学报,2002,28(3):294-300.
[13]MURRAYM,THOMPSONW.Rapidisolationofhighmolec-

ularweightplantDNA[J].NucleicAcidsResearch,1980,8:

4321-4326.
[14]LIUY,WHITTIERR.ThermalasymmetricinterlacedPCR:

automatableamplificationandsequencingofinsertendfrag-

mentsfromP1andYACclonesforchromosomewalking[J].

Genomics,1995,25:674-681.
[15]周毅,付志远,李青,等.高油和普通玉米自交系类胡萝卜素和

生育酚含量的比较分析[J].作物学报,2009,35:2073-2084.
[16]KIMURA M,RODRIGUEZ-AMAYAD.Aschemeforobtai-

ningstandardsandHPLCquantificationofleafyvegetableca-

rotenoids[J].FoodChemistry,2002,78:389-398.
[17]KURILICHA,JUVIKJ.Simultaneousquantificationofcarot-

enoidsandtocopherolsincornkernelextractsbyHPLC[J].

JournalofLiquidChromatography& RelatedTechnologies,

1999,22:2925-2934.
[18]ENSERINK M.Toughlessonsfromgoldenrice[J].Science,

2008,320:468-471.
[19]林良明,刘玉琳,马官福,等.中国六岁以下儿童维生素 A 缺乏

情况调查[J].中华预防医学杂志,2002,36(5):315-319.
[20]孙淑红.从空育131的试种成功看寒地粳稻种质资源的创新

[J].中国农学通报,2005,21(2):134-135.
[21]AL-BABILIS,BEYERP.GoldenRice-fiveyearsontheroad-

fiveyearstogo[J].TrendsinPlantScience,2005,10:565-

573.
[22]RABBANIS,BEYERP,LINTIGJ,etal.Inducedβ-carotene

synthesisdrivenbytriacylglyceroldepositionintheunicellular

algaDunaliellabardawil[J].PlantPhysiology,1998,116:

1239-1248.

6



 第5期 杜丽缺 等:β-胡萝卜素加强的转基因水稻培育  

[23]TANGG,HUY,YINS,etal.β-caroteneinGoldenRiceisas

goodasβ-caroteneinoilatprovidingvitaminAtochildren[J].

TheAmericanJournalofClinicalNutrition,2012,96:658-

664.

Cultivationoftransgenicricewithenhancedβ-carotenecontent

DULi-que ZHAOMing-chao LINYong-jun CHENHao

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/

NationalCenterofPlantGeneResearch (Wuhan),

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Toimprovetheβ-carotenecontentofriceendosperm,thesynthesizedphytoenesynthase

gene(psy)frommaizeandphytoenedehydrogenasegene(crtI)fromErwiniauredovoraaretransformed
intoriceunderthecontrolofriceendosperm-specificglutellinpromoter.Asingle-copyinsertedand
marker-freepsy/crtIhomozygoustransgeniclineky1-4wasselectedbycombiningPCRscreeningwith
Southernblottinganalysis.TheflankinggenomicsequencenexttotherightborderoftheT-DNAinser-
tionsitewasdeterminedbythermalasymmetricinterlacedPCR(Tail-PCR).IntheassistanceofSouth-
ernblottinganalysis,theinsertionofky1-4waslocatedonricechromosome11.Thequantitativeanaly-
sisbyultra-highperformanceliquidchromatography(UPLC)showedthatβ-carotenecontentsinseeds
ofdifferenttransformedlinesrangedfrom(1.99±0.11)μg/gto(4.41±0.30)μg/g,andthatofky1-4
was(3.11±0.08)μg/g.

Keywords Oryzasativa;vitaminA;phytoenesynthase;phytoenedehydrogenase;Goldenrice
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