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在质体中表达 EPSPS 赋予烟草草甘膦抗性

李凡１,路史展１,刘羽鑫１,林拥军１,吴高兵２,周菲１

１．华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉４３００７０;２．华中农业大学植物科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　在烟草质体中应用来源于玉米的复合型顺式表达元件驱动来源于Isoptericolavariabilis的新型耐

草甘膦EPSPS基因AroAI．va∗ 的表达,使其在叶片及非绿色组织中同时高效表达.对获得的同质化质体转化植

株进行转录及蛋白水平分子检测,结果表明:AroAI．va∗ 基因在转基因植株叶片及根部组织中均得到有效表达;

达到同质化的烟草转基因植株pLSZ３＃２和pLSZ３＃３的 T０代种子可耐受高于１２mmol/L(２０００mg/L)的草

甘膦处理,在温室中培养的转基因植株可耐受１８００mg/L剂量的草甘膦喷施处理.野生型与转基因植株的正

反交实验证实通过质体转化获得的草甘膦抗性转基因植株具有母性遗传的特点.
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　　草甘膦又名 NＧ(磷酸甲基)甘氨酸,是一种内吸

传导型广谱系统性除草剂,自２０世纪７０年代以来,
已成为全世界使用最广泛的除草剂[１].５Ｇ烯醇式丙

酮酰莽草酸Ｇ３Ｇ磷酸合酶(５ＧenolpyruvylshikimateＧ３Ｇ
phosphatesynthase,EPSPS)是一种由核编码的叶

绿体定位蛋白,它参与植物、微生物体内重要的莽草

酸代谢 途 径,通 过 催 化 磷 酸 烯 醇 丙 酮 酸 (phosＧ
phoenolpyruvate,PEP)的烯醇丙酮酰基转移至莽草

酸Ｇ３Ｇ磷酸(shikimateＧ３Ｇphosphate,S３P)的５ＧOH 处

合成 ５Ｇ烯 醇 丙 酮 酰 莽 草 酸Ｇ３Ｇ磷 酸 (５ＧenolpyruＧ
vylshikimateＧ３Ｇphosphate,EPSP)[２].草甘膦不直

接与游离的 EPSPS酶结合[３Ｇ４],而是形成 EPSPSＧ
S３PＧ复合物,竞争性抑制PEP的结合[５Ｇ６],阻断莽草

酸途径,抑制下游芳香族氨基酸合成,从而导致蛋白

合成受阻、次生代谢产物缺乏,最终造成植物死亡.研

究表明,莽草酸途径具有低毒性,且在人和哺乳动物中

尚未发现该途径,因此,认为草甘膦对人畜基本没有毒

性[７],是培育耐除草剂作物的优良靶标除草剂.
AroAI．va∗ 基因是由华中农业大学生命科学技

术学院刘子铎教授团队从放线菌属变异白蚁菌

(Isoptericolavarialilis)中鉴定到的一类非敏感型

EPSPS合酶基因,并已申请了专利[８].与已报道的

具备天然草甘膦抗性的 EPSPS的序列相似性均小

于３０％,属于具有新型序列特征的 EPSPS,且酶动

力学分析表明AroAI．va∗ 在对草甘膦具有耐受性的

同时还保持了对底物 PEP较强的亲和力[９].Cui
等[１０]将AroAI．va∗ 通过密码子优化人工合成后,利
用遗传转化导入到水稻中,培育获得了农艺性状优

良、具有商业应用潜力的高抗草甘膦的转基因水稻

家系.AroAI．va∗ 也在油菜中获得了转化,创制的转

化体能耐受４倍田间推荐使用剂量的草甘膦[１１].
基因漂移在自然界中是普遍现象,花粉介导的

基因漂移引起花粉污染已被证实,转基因作物可能

造成的基因漂移是目前公众对转基因生物安全担忧

的问题之一,如抗草甘膦转基因植株与近源杂草或

附近非转基因作物远交导致“超级杂草”的出现.由

于质体转基因植株具有母系遗传的特点,将耐草甘

膦基因转入作物质体中高效表达,培育抗除草剂转

基因作物,无疑是一种良好的替代方案.在已有研

究中,尝试将bar 基因转入烟草质体中表达可以使

转化 植 株 获 得 草 甘 膦 除 草 剂 抗 性[１２Ｇ１３];Daniell
等[１４]将矮牵牛来源的 EPSPS基因转入烟草质体

中,转叶绿体基因植物能够耐受高达５mmol/L草

甘膦;Ye等[１５]在烟草质体中分别过表达了原核生

物(芽孢杆菌、无色杆菌和农杆菌)来源的EPSPS基

因,其中转入 CP４EPSPS的家系叶片中 EPSPS的
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含量占可溶性总蛋白的１０％,并具有高水平的草甘

膦抗性.
本研究使用来源于I．variabilis的新型抗草甘

膦基因AroAI．va∗
[８Ｇ１１],根据质体密码子偏爱性优化

后,利用Zhang等[１６]鉴定到的非绿色组织高效表达

顺式元件驱动,导入烟草质体中高效表达,旨在为通

过质体转化培育抗草甘膦烟草以及其他作物提供理

论基础和可行性参考.

1　材料与方法

1.1　材　料

试验在华中农业大学作物遗传改良国家重点实

验室进行.进行叶绿体遗传转化的烟草(Nicotiana
tabacum)品种为PetitHavana.所用表达载体为烟

草叶 绿 体 转 化 载 体 pJZ１２０[１２],其 玉 米 来 源 的

ZmPrrn:PclpP:clpP 顺式元件能够驱动外源基因

在非绿色组织中高效表达,以具有壮观霉素、链霉素

抗性的aadA 基因作为筛选标记,烟草质体基因组

插入位点为trnG 和trnfM 之间的基因间区.所用

大肠杆菌菌株为DH５α.
1.2　烟草叶绿体转化载体的构建及遗传转化

根据 叶 绿 体 密 码 子 偏 爱 性 对 I．variabilis
AroA 基因进行密码子优化,５′端和３′端分别加入

NdeⅠ和XbaⅠ酶切位点,并去除基因内部常用酶

切位点,由金斯瑞公司进行基因合成,获得载体

pAroAI．va∗ . 使 用 Nde Ⅰ 和 Xba Ⅰ 双 酶 切

pAroAI．va∗ 及中间载体pZF４,通过 T４DNA 连接酶

(NEB)将AroAI．va∗ 基因连接到pZF４上,获得具有

AroAI．va∗ 基因表达盒的载体pAroAI．va∗Ｇbox.根据

pJZ１２０载体酶切位点及 AroAI．va∗ 基因表达盒序

列,设计如下引物:pLSZ３ＧF(５′ＧTATTAATCTACＧ
CATGGTGCATATGACTCCTGCTCCTGCTTCＧ
３′)和 pLSZ３ＧR (５′ＧGTCGACGGTATCGATAＧ
AGCTTGCTAGATTTTGTATTTCAA ATCTＧ
TGＧ３′),其中下划线的序列分别为 NcoⅠ和 Hind
Ⅲ酶切位点及 Gibson法组装所需同源区段.使用

NcoⅠ和 HindⅢ酶切pJZ１２０载体使其线性化;以
载体pAroAI．va∗Ｇbox为模板,使用 KODFX(ToyoＧ
bo)进行 PCR 扩 增,程 序 为:９４ ℃ ２ min;９８ ℃
１０s,５６℃３０s,６８℃１００s,扩增３２个循环.使用

DNA纯化回收试剂盒(Tiangen)分别将酶切产物以

及PCR产物纯化,再使用ClonExpressⅡ OneStep
CloningKit(Vazyme)进行连接反应,重组质粒经双

酶切及测序验证正确后将其命名为 pLSZ３,转入

DH５α大肠杆菌中,使用 QIAGEN Plasmid Midi
Kit抽提高浓度质粒,用无菌ddH２O 溶解后将浓度

调整至２０００ng/L.
参照Svab等[１７]的方法通过基因枪介导的质体

转化技术获得质体转基因烟草,经过多轮筛选后将

再生幼苗放入生根培养基中,待其长出完整根系后

进行炼苗,随后移栽至营养土中,最终获得转基因烟

草植株 T０代种子.
1.3　转基因烟草的同质化检测

T０代转基因植株移栽２周后长出新叶片.取

烟草转化植株幼嫩叶片,使用 CTAB法分离、纯化

烟草基因组DNA,使用限制性内切酶BglⅡ将８μg
基因组DNA消化完全.通过琼脂糖凝胶电泳分离

大小不同的 DNA 片段,变性后转移到尼龙膜上.
与经 DIGＧ１１ＧdUTP标记的特异性探针 DIGＧpsaB
杂交后,使用偶联碱性磷酸酶的地高辛抗体检测标

记探针,最后利用碱性磷酸酶的化学发光底物产生

可见光,并使用 X 射线胶片记录,从而检测特定

DNA分子含量,验证烟草转化植株是否同质化.
取阳性转化烟草 T０代种子,依次使用７５％乙

醇和６％次氯酸钠(沪试)消毒后,用无菌蒸馏水清

洗５次,接种到含有５００mg/L壮观霉素的 RM 培

养基上培养１５d,观察统计绿苗率.
1.4　转基因烟草基因表达量检测

取烟草转化植株,使用异硫氰酸胍法分别提取

叶片和根部组织的总 RNA.通过甲醛变性凝胶电

泳分离后,转移到尼龙膜上.经 DIGＧ１１ＧdUTP标

记的特异性探针 DIGＧAroAI．va∗ 杂交后,使用偶联

碱性磷酸酶的地高辛抗体检测标记探针,最后利用

碱性磷酸酶的化学发光底物产生可见光,并使用 X
射线胶片记录,从而检测AroAI．va∗ 基因表达量.

取５００ng叶片和根部组织的总RNA,使用 HiSＧ
criptⅢ１stStrandcDNASynthesisKit(Vazyme)进行逆

转录合成cDNA.根据目的基因AroAI．va∗ 和烟草内参

基因ef１α(elongationfactor１Ｇalpha)序列,设计 RTＧ
PCR 引物:AroAI．va∗ＧRTＧF(５′ＧGCTTCTCCTGATGCＧ
TACTTCTCCＧ３′)、AroAI．va∗ＧRTＧR (５′ＧTCAACATＧ
CAACAGCACCTCCTCＧ３′)、ef１aＧRTＧF(５′ＧGCTGACTＧ
GTGCTGTCCTGATＧ３′)、ef１aＧRTＧF (５′ＧCTTGTCTＧ
GAGGGCCTCTTGGＧ３′).以逆转录合成的cDNA为

模板,使用rTaq 酶(TAKARA)分别扩增AroAI．va∗ 和

NtEf１α基因片段.扩增程序为:９４℃５min;９４℃

２
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３０s,５８℃３０s,７２℃３０s;２８个循环.
取烟草转化植株叶片和根部组织,在液氮中充

分研磨后使用蛋白抽提液提取总蛋白,并使用BCA
法测定蛋白浓度.取５μg总蛋白样品,变性后通过

SDSＧ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离总蛋白,使用半干转

移法将蛋白转移至PVDF膜上,封闭后用一抗和二

抗对膜进行免疫反应,最后经过底物显色检测特异

性目的基因表达的蛋白成分.
1.5　转基因烟草草甘膦抗性检测

取消毒后的烟草转化植株 T０代种子,均匀接种

到含 草 甘 膦 的 RM 培 养 基,在 光 照 培 养 室 培 养

１５d后,拍照记录幼苗根部,使用ImageJ软件(htＧ
tps://imagej．nih．gov/ij/)对照片中根部长度进行

测量记录.
取４叶期烟草阳性植株无菌苗,将叶片切成

５mm×５mm 大小,根部切成１cm 长的小段,分别

放置于含有５０mg/L草甘膦的 RMOP培养基上,

在光培室中培养３０d,观察并记录叶片或根部分化

及再生情况.
将４１％草甘膦异丙胺盐(Roundup,Monsanto

Company,USA)配制成９００、１８００、４５００mg/L的

草甘膦溶液,在温室中分别均匀喷洒于４叶期烟草

阳性转化植株叶面,并在喷洒后３０d记录烟草植株

的生长状况.

2　结果与分析

2.1　烟草质体转化载体构建

基因表达盒PCR扩增产物和pJZ１２０载体酶切

产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测,得到预期的条带

(图１A、B).切下所需条带后使用胶回收试剂盒纯

化,再根据一步法连接试剂盒说明书进行连接反应,
重组质粒经酶切及测序验证(图１C)后,转入大肠杆

菌进行大量质粒抽提,并将质量浓度调整至２０００
ng/μL待用.

　A:pJZ１２０载体的线性化;B:AroAI．va片段的的PCR扩增;C:重组质粒的酶切验证.A:LinearizationofpJZ１２０;B:PCRamplificationof

AroAI．vafragment;C:Enzymedigestionverificationofrecombinantplasmid．

图１　质体转化载体的构建

Fig．１　Vectorconstructionofplastidtransformation

2.2　烟草叶绿体遗传转化

取４叶期烟草无菌苗幼嫩叶片(共７片)平铺在

RMOP培养基上,通过基因枪技术将携带有pLSZ３
质粒DNA的金微粒分７次轰击进入叶片中,轰击

后将叶片切成５mm×５mm 大小,转入含有５００
mg/L壮观霉素的 RMOP培养基上初筛,待再生出

幼芽后,取其叶片切成３mm×３mm 大小,分别转

入只含有壮观霉素及同时含有壮观霉素和链霉素的

RMOP培养基,记作第１轮筛选,若在含有２种抗

生素的培养基上可以分化出绿色愈伤,则表明此转

化事件为阳性,而非自发突变(图２);继续取只含有

壮观霉素的培养基上幼芽叶片进行第２轮筛选.取

出第２轮筛选中长出的幼芽,转入含有草甘膦的生

图２　第１轮筛选中双抗培养皿上愈伤生长状况

Fig．２　Growthconditionofcallusonmediumcontaining
spectinomycinandstreptomycininfirstsection

３
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根培养基中生根培养,待根系充分形成且植株长大

后进行炼苗移栽,成熟后收取转基因植株的 T０代种

子.最终,利用质体转化技术,获得了３个在双抗

RMOP培养基上分化出绿色愈伤的阳性转化事件,
并选择pLSZ３＃２、pLSZ３＃３质体转化家系进行后

续实验.
2.3　转基因烟草同质化检测

利用基因枪转化将pLSZ３质粒转入烟草质体

中,通过载体两端的同源重组序列能够保证目的基

因组插入位点在trnG 和trnfM 之间的基因间区,根
据预测利用BglⅡ酶切后跑胶,用psaB 探针在野

生型基因组中杂交条带大小应为３．５kb,同源重组

后转基因植株基因组中杂交条带大小应为７kb(图

３A).由Southern杂交结果可见,野生型烟草中杂

交条带为３．５kb,阳性转基因烟草植株pLSZ３＃２
和pLSZ３＃３中杂交条带为７kb,且未见野生型条

带,故可判断所获２株阳性转基因烟草pLSZ３＃２
和pLSZ３＃３中目的基因已定点插入到质体基因组

中,并且达到同质化(图３B).
种子发芽试验结果显示,烟草种子在含有５００

mg/L壮观霉素的生根培养基上培育１５d后,野生

型烟草无抗性,表现为发育不正常的白色幼苗,而

pLSZ３＃２和pLSZ３＃３植株的 T０代种子在培养基

中全部正常发育,未见白色幼苗发生,进一步验证所

获２株阳性转基因烟草pLSZ３＃２和pLSZ３＃３已

达到同质化(图３C).

　A:质体基因组中靶向区域的物理图谱.转基因靶向trnfM 和trnG 之间的基因间区;B:质体转基因烟草品系的Southern杂交分析.用

BglⅡ消化总 DNA,并与地高辛标记探针杂交,以检测质体基因组中转基因插入位点的区域,杂交信号表明质体转基因烟草品系已达到同

质化;C:质体转基因品系pLSZ３＃２和pLSZ３＃３和野生型(WT)T０代种子,在含有５００mg/L壮观霉素的 RM 培养基上生长２周后的幼

苗.标尺为１cm.A:Physicalmapofthetargetingregionintheplastidgenome．ThetransgenesaretargetedtotheintergenicregionbeＧ

tweentrnfM andtrnG;B:Southernblottingoftransplastomiclines．TotalDNAwasdigestedwithBglⅡ andhybridizedtoaradiolabeled

probedetectingtheregionoftheplastidgenomethatflanksthetransgeneinsertionsite．Hybridizationsignalindicateshomoplasmyofall

transplastomiclines;C:Seedlingsafter２weeksofgrowthonRM mediumcontaining５００mg/Lspectinomycin．Transplastomiclinesand

wildＧtypeplants(WT)werecompared．Scalebar＝１cm．

图３　烟草质体转基因植株同质化检测

Fig．３　Homoplasmydetectionoftransplastomictobaccolines
2.4　转基因烟草基因表达量检测

分别提取５叶期转基因烟草植株叶片和根部组

织的 总 RNA 和 总 蛋 白,进 行 基 因 表 达 量 检 测.

Northern杂交(图４A)及RTＧPCR(图４B)结果均显

示抗草甘膦AroAI．va∗ 基因在转录水平上得到有效

表达,在根部组织表达量低于叶片中.Western杂

交分析(图４C)检测结果显示蛋白在叶片和根部组

织中均有较高累积.
2.5　转基因烟草草甘膦抗性检测

为了检测质体转化植株pLSZ３＃２、pLSZ３＃３
对于草甘膦的耐受性,取转基因烟草 T０代种子,消
毒后分别接种到含有不同质量浓度的草甘膦的 RM
发芽培养基上培养２周后进行抗性观察.结果表

明,野生型烟草种子在含５０mg/L 草甘膦培养基

４
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　１．野生型烟草;２．烟草转基因植株pLSZ３＃２叶片;３．烟草转基因植株pLSZ３＃３叶片;４．野生型烟草;５．烟草转基因植株pLSZ３＃２根;６．烟

草转基因植株pLSZ３＃３根．A:Northern杂交分析叶片以及根部组织中AroAI．va∗ 基因 mRNA表达水平.左侧为RNA分子质量标准,溴化乙

锭染色的凝胶显示在每个印迹下方;B:以总 RNA反转录获得的cDNA为模板,RTＧPCR分析叶片以及根部组织中AroAI．va∗ 基因 mRNA
表达水平.DNA分子质量标准在左侧给出,烟草内源基因Ef１α作为参照在下方给出;C:Western杂交分析叶片以及根部组织中I．variaＧ

bilisEPSPS积累水平,烟草内源蛋白 HSP９０作为参照在下方给出.A:NorthernblotanalysisofAroAI．va∗mRNAexpressioninleavesand

roots．１．NtWT;２．pLSZ３＃２leaf;３．pLSZ３＃３leaf;４．NtWT;５．pLSZ３＃２root;６．pLSZ３＃３root．ThebandsizesoftheRNA markerare

givenontheleft．TheethidiumbromideＧstainedgelsareshownbeloweachblot;B:RTＧPCRanalysisofAroAI．va∗mRNAexpressioninleavＧ

esandrootsusingcDNAobtainedbyreversetranscriptionofthetotalRNA．ThebandsizesoftheDNAmarkeraregivenontheleft．The

bandoftobaccoendogenousEf１αgeneisgivenbelowasareference;C:WesternblotanalysisofI．variabilisＧEPSPSproteinaccumulation

inleavesandrootsusinganantiＧEPSPSantibody．ThebandoftobaccoendogenousHSP９０proteinisshownbelowtheproteinblotasa

control．

图４　质体转基因植株的转基因表达水平测定

Fig．４　Determinationoftransgeneexpressionlevelsintransplastomicplants

上叶片完全不能萌发,pLSZ３质体转化植株为正常

绿色幼苗.取在含有草甘膦 RM 培养基上萌发的

幼苗,拍照并测量幼苗根部生长状况.结果显示,

pLSZ３质体转化植株根部生长未受到明显抑制,表
明在非绿色组织高效顺式元件驱动下,AroAI．va∗ 基

因在根部组织中获得了高水平表达(图５A、B).结

果进 一 步 显 示,pLSZ３ 的 后 代 能 够 在 含 有 １２
mmol/L(２０００mg/L)和１５mmol/L(２５００mg/L)
草甘膦培养基上萌发(图５C).

取叶片和根部组织在含有草甘膦的 RMOP中

均能形成绿色愈伤组织并再生幼芽,但根部组织幼

芽再生较慢,且部分会分化出无再生能力的非胚性

愈伤,可能是由于AroAI．va∗ 基因在根部表达弱于叶

片组织(图５D).
让转基因烟草在温室中生长１个月,并喷洒不

同剂量的草甘膦溶液.结果显示,野生型在喷洒７d
后整个叶片表面和茎尖分生组织萎缩并表现出不同

程度的除草剂破坏症状.而pLSZ３质体转基因家

系均可耐受９００mg/L和１８００mg/L的剂量,当草

甘膦施加量达４５００mg/L时,除了植株底部老叶表

现出明显黄化外,其余组织未发生草甘膦为害症状

(图５E).
2.6　草甘膦抗性的母系遗传

质体遗传信息遵循母系遗传的特点,能够避免

转基因植株花粉漂移造成的安全性问题.将抗草甘

膦质体转化植株与野生型烟草进行正反交及自交实

验,取５０~１００粒后代种子消毒后放置在含有５０
mg/L草甘膦的RM 培养基上萌发１５d.只有以质

体转化烟草为母本时,草甘膦抗性才能遗传给后代,
表现为正常绿色幼苗;其余条件后代未获得草甘膦

抗性性状,无法正常生长(图６A).与预期结果相

同,说明质体转化植株遵循严格的母系遗传,通过质

体转化培育抗除草剂作物品种在生物安全性上具有

明显的优势.

５
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　A:在含有５０mg/L草甘膦的培养基上生长２周后的幼苗.标尺为１cm.B:通过图像定量分析根部生长(n＝３).标尺为１cm.C:在含

有１２mmol/L和１５mmol/L草甘膦的培养基上生长２周后的pLSZ３T１代植株.D:将叶片和根外植体放置于含草甘膦(５０mg/L)的再生

培养基中来分析抗性.标尺为１cm.E:施用草甘膦后质体转化植株的生长状况.标尺为５cm.A:Seedlingsafter２weeksofgrowthon

mediumcontaining５０mg/Lglyphosate．B:ResistancewasanalyzedbyexposureofleafandrootexplantstoglyphosateＧcontainingregeneraＧ

tionmedium (５０mg/L)．Scalebar＝１cm．C:T１pLSZ３seedlingsafter２weeksofgrowthonmediumcontaining１２mmol/Land１５mmol/L

glyphosate．Scalebar＝１cm．D:Quantificationofrootgrowthbyimageanalysis．Thevaluesshownrepresentthelengthoftheprimaryroot,

andaremeans＋standarddeviation(n＝３)．Scalebar＝１cm．E:Growthconditionoftransplastomiclineafterglyphosateapplication．The

doseofglyphosateapplicationisisshownbelowthephotos．Scalebar＝５cm．

图５　质体转化植株的草甘膦抗性检测

Fig．５　DeterminationofglyphosateＧresistanceintransplastomicplants

　A:质体转化家系pLSZ３＃２(左)、pLSZ３＃３(右)与野生型进行杂交或自交,后代种子在含有５０mg/L的 RM 培养基上发芽,抗性幼苗均

为绿色,而敏感幼苗则被漂白;B:种子在培养基上的分布.A:Thetransplastomicline(pLSZ３＃２(left),pLSZ３＃３(right))selfＧcrossesor

crosseswithwildtype．Nextgenerationseedsweregerminatedonmediumcontaining５０mg/Lglyphosate．Notethatresistantseedlingsare

uniformlygreenwhereassensitiveseedlingsarebleached;B:Distributionofseedsonculturemedium．

图６　质体转化植株中AroAI．va∗ 基因的母系遗传

Fig．６　MaternalinheritanceoftheAroAI．va∗transgeneintransplastomicline

６
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3　讨　论

研究发现自然界中存在一些对草甘膦不敏感的

EPSPS,根据EPSPS的序列特征以及对草甘膦的敏

感度,可将其大致分为Ⅰ型和Ⅱ型.Ⅰ型对草甘膦

敏感,包含绝大多数植物、微生物来源的 EPSPS.
而Ⅱ型对草甘膦不敏感,与Ⅰ型序列差异较大,其中

来源于Agrobacteriumsp．CP４的EPSPS基因已被

用于商业化生产.除此之外,近年来还发现了许多

不属于Ⅰ型和Ⅱ型的新型抗草甘膦基因,如 Yan
等[１８] 将 来 源 于 Pseudomonas putida ４GＧ１ 的

EPSPS基因转入烟草中,过表达PpAroA１基因的

转基因烟草表现出对草甘膦的高耐受性,这表明新

型的PpAroA１是今后培育具有草甘膦耐受性的转

基因作物中的一种新的优良候选基因;Cui等[１０]将

来 源 于 Isoptericola variabilis 的 EPSPS 基 因

AroA 转入水稻中,培育出了具有自主知识产权和

商业化潜力的抗草甘膦水稻新品种.尽管目前发现

的抗草甘膦EPSPS种类较多,但用于商业化生产的

只有 CP４EPSPS和 TIPSEPSPS,因此,鉴定具有

新型高水平的草甘膦耐受性的 EPSPS对于培育草

甘膦耐受性的转基因作物具有重大意义.
叶绿体转化是植物基因工程中的一项新兴技

术,其优势也逐渐被人们认识.Cui等[１０]通过核转

化将AroAI．va转入粳稻品种中花１１中,在获得的单

拷贝株系中有５０％的株系在１８０mg/L草甘膦培养

基上生长受到抑制.而本研究利用叶绿体转化获得

的转基因烟草可在１２mmol/L(２０００mg/L)的培

养基上生长(图５C),耐受性提高了近２０倍,表明叶

绿体转化在提高外源基因表达量上相比核转化具有

显著优势.另一方面,在核转化中由于 TＧDNA 的

随机插入有可能产生的位置效应和基因沉默现象,
在创建转基因育种材料时,通常需要获得大量的转

化体,并鉴定单拷贝转化株系中 TＧDNA 插入位点,
寻找插入基因间区的转化事件,工作量大且繁琐.
叶绿体转化则通过同源重组机制能够将目的基因定

点插入,获得的转基因家系的分子特征是一致的,相
互之间不会因为位置效应影响目的基因的表达效

率,故在叶绿体转化中所需的转基因事件数量少,工
作量相对简单易行.本研究通过转化载体中的同源

臂将目的基因定点插入到trnfM 和trnG 之间,并
利用Southern杂交进行了验证(图３B).

草甘膦具有强烈的内吸传导性,能转移至植物

各个器官组织中,但绝大部分叶绿体基因在非绿色

组织中会显著下调.番茄果实的有色体和马铃薯块

茎中淀粉体转录和翻译的全基因组分析显示质体基

因组在非绿色组织中有明显的下调表达[１９Ｇ２０].Li
等[２１]发现以Prrn启动子驱动的外源基因转入质体

后在根部组织中表达水平大幅降低.aacD 和clpP
基因是目前发现的能在非绿色组织中上调表达的基

因.本研究中驱动草甘膦为玉米来源的ZmPrrn:

PclpP:clpP 组合顺式元件[１６],在质体转基因植株

根部组织中能检测到基因的高效表达:根部组织在

含有草甘膦的 RMOP培养基上能正常分化出愈伤

并再生幼芽;在含有生根培养基上萌发幼苗根部组

织能正常伸长(图５D).因此,高耐受性草甘膦基因

配合非绿色组织表达调控元件在培育草甘膦高抗性

质体转化植株上具有更大的应用前景.本研究筛选

出的新型抗广谱性除草剂草甘膦转基因烟草株系,
也将为我国抗除草剂转基因烟草品种培育提供优异

的种质资源.
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Expressionofannovel５ＧenolpyruvylshikimateＧ３Ｇphosphatesynthasegenes
(EPSPS)inplastidsconferringglyphosateresistanceintobacco

LIFan１,LUShizhan１,LIUYuxin１,LINYongjun１,WUGaobing２,ZHOUFei１

１．NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．CollegeofPlantScience& Technology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　AnovelglyphosateＧtolerantEPSPSgeneAroAI．va∗ derivedfromIsoptericolavariabilisn
anddrivenbymaizeＧderivedcompositecisＧelementwasefficientlyandsimultaneouslyexpressedinthe
plastidsofleavesandnonＧgreentissuesoftobacco．TheresultsoftranscriptionandproteinＧleveldeterＧ
minationofthehomoplastomictransplastomiclinesshowedthattheAroAI．va∗ genewaseffectivelyexＧ
pressedintheleafandroottissues．TheT０seedsofhomoplastomictransplastomicplantspLSZ３＃２and
pLSZ３＃３toleratedmorethan１２mmol/Lglyphosatetreatment．Thetransgenicplantscultivatedinthe
greenhousetoleratedthesprayingtreatmentwithglyphosateatadoseof１８００mg/L．Reciprocalcrosses
betweenwildＧtypeandtransgenicplantsconfirmedthattheglyphosateＧresistanttransgenicplantsobＧ
tainedbyplastidtransformationhadthecharacteristicsofmaternalinheritance．

Keywords　plastidtransformation;tobacco;AroAI．va∗ ;glyphosate;５ＧenolpyruvylshikimateＧ３Ｇ
phosphatesynthase(EPSPS);transgene;maternalinheritance
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