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水稻新型核转化筛选标记基因的鉴定及应用
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摘要 将人工合成的来自Escherichiacoli的dsdA 基因与来自Schizosaccharomycespombe的dao1基因,

通过农杆菌侵染方式转化到水稻中花11中。对转化植株进行分子生物学检测表明,目的基因整合到了水稻核

基因组中,其中获得转化dsdA 的单拷贝植株7个,转化dao1的单拷贝植株6个。通过对单拷贝转基因家系表

达量检测及T0代种子萌发测验发现,dao1基因在2个(编号6,7)转基因家系中表达量显著,T0代种子在含

D-Ala的培养基上,具有明显抗性。dsdA 基因在所有的转基因家系中表达量相对偏低,在含D-Ser的培养基上,

T0代种子有一定抗性。
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  筛选标记基因在植物基因工程中具有非常重要

的作用,它能够区分转化和非转化的细胞、组织以筛

选并鉴定出转基因植株。目前,转基因植物推向市

场的同时,人们非常担忧其对人类健康及环境等许

多方面可能存在的风险,因此,标记基因的生物安全

性问题引起了人们的广泛关注。新的标记基因不仅

要求能够对转基因植物进行筛选和鉴定,而且必须

对生物和环境都是安全的。
传统的筛选标记基因主要有两大类,抗生素类

标记基因和抗除草剂类标记基因,例如:nptⅡ(新霉

素磷酸转移酶基因)[1]所编码的新霉素磷酸转移酶

能够耐卡那霉素、G481等,hpt(潮霉素磷酸转移酶

基因)[2]所编码的潮霉素磷酸转移酶能够解除潮霉

素的毒性,bar(草丁膦乙酰转移酶基因)[3]编码的草

丁膦乙酰转移酶能够抵抗除草剂的毒性。抗生素类

筛选标记基因可以使抗生素类物质失去活性,对人

体的健康有潜在的危险性。有报道表明,将抗除草

剂类标记基因导入到植物中后,一旦释放到环境中,
可能会发生基因漂流、破坏生态平衡、自然生物种群

发生改变等一系列的生物安全性问题[4]。因此,研
究新的筛选标记基因迫在眉睫。

来源于大肠杆菌的dsdA 基因编码的D-Ser解

氨酶(DSD,EC4.2.1.14)能够将D-型的丝氨酸降

解为无毒的酮酸、水和铵,从而解除这类D-氨基酸

对植物的毒性[5],因此,该系统可以作为一种新型的

正筛选体系。DSD催化分解D-丝氨酸和D-苏氨酸

的动力学参数稳定性表明该酶对催化底物具有特异

性,例如其催化D-Ser的 Km值是0.086mmol/L,
而催化L-Ser的Km值是11.04mmol/L,因此,DSD
仅仅对个别氨基酸有特异的作用,这也就意味着

dsdA 作为筛选标记基因对植物体的内源氨基酸的

影响很小。
来源于酵母的dao1基因编码D-氨基酸氧化酶

DAAO[6-7],该酶可以催化一系列D 型氨基酸的氧

化脱氨过程。DAAO 是一种 D-氨基酸氧化脱氨

酶,它是研究得最多的D-氨基酸代谢的途径之一,
目前在多种真核生物如真菌、酵母、昆虫、两栖类、爬
行类、鸟类和哺乳动物等发现DAAO代谢途径[8],

但在植物中没有发现[9]。Erikson等[5]在2004年的

研究中发现,D-Ala与D-Ser在相对低的浓度时对

植物是有毒的,而D-Val和D-Ile即使是很高浓度

对植物的生长影响也不大。与野生型植物相比,转

dao1基因的植株对D-Val和D-Ile是敏感的,因此

dao1也可以作为一个正筛选系统来检测转基因植
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物[7]。由于dao1这种独特的性质,既可以作为转基

因植物的负向筛选系统又可以作为正向筛选系统,
使其成为一种比较理想的筛选标记基因。

D-氨基酸酶可以作为解毒剂。日本一个研究

小组于1992年发现人体血样中含D-脯氨酸、D-丙
氨酸、D-丝氨酸[10]。D’Aniello等[11]在不同动物和

人体的试验证明 D-型氨基酸在体内被肝、肾中的

D-氨基酸酶所氧化,产生NH3和H2O2;该研究还发

现一些肾脏、肝脏疾病与体内 D-氨基酸的水平有

关,动物实验表明D-氨基酸能抑制动物的生长,阻
断一些重要生理物质的合成,从而推断D-氨基酸是

一种有害物质,由胃、肠吸收进入肝、肾中,在这2种

器官被D-氨基酸氧化酶催化降解为无毒的物质;另
外D’Aniello等[11]还发现D-型氨基酸与DAAO之

间逆相关,于是猜测DAAO在动物体内可能作为解

毒剂来降解D-氨基酸,使它们在机体生长过程中不

会发生积聚。D-氨基酸在众多高等单子叶和双子

叶植物中都存在[12],利用植物内源表达基因作为筛

选标记,将更加符合转基因生物安全性这一当前消

费者极为关注的问题。本研究将人工合成的来自

Escherichiacoli 的dsdA 基因与来 自Schizosac-
charomycespombe的dao1基因,通过农杆菌侵染

方式转化到水稻品种中花11中,探讨dsdA、dao1
两个新型筛选标记基因在水稻核转化中的应用,为
其后续应用奠定工作基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

大肠杆菌(Escherichiacoli)菌株TOP10和根

癌农杆菌菌株EHA105,为作物遗传改良国家重点

实验室保存和提供。
转 化 载 体 pCAMBIA1300NU (以 下 简 称

p1300NU)由华中农业大学作物遗传改良国家重点

实验室前辈改造自澳大利亚CAMBIA (theCenter
oftheApplicationofMolecularBiologytoInterna-
tionalAgriculture)。

转化受体为粳稻中花11,原种由华中农业大学

作物遗传改良国家重点实验室徐才国教授提供,种
植于华中农业大学试验田。
1.2 转化载体的构建

dsdA 基因(GeneID:946837,1351bp)来源于

大肠杆菌 K-12菌株,dao1基因(CS811244,1129
bp)来源于红冬孢酵母,对这2个基因的序列用密

码子偏爱性进行优化并去除基因内部的酶切位点,
最后在基因的5′端加KpnⅠ与NdeI酶切位点,在

3′端加SacⅠ与XbaⅠ酶切位点,然后送至TaKa-
Ra公 司 进 行 基 因 合 成,将 这 2 个 基 因 合 成 至

pMD18-TSimple载体中。
用KpnⅠ与SacⅠ从pMD18-TSimple载体中

切 取 dsdA 与 dao1 基 因,并 用 同 样 的 酶 切

p1300NU载体,经DNA连接酶连接。分别用Kpn
Ⅰ/SacⅠ和BamHⅠ/SacⅠ双酶切检测载体构建

是否正确,酶切检测正确的由笔者所在实验室宋华

珍老师测序验证,获得重组质粒p1300NU-dsdA与

p1300NU-dao1。将其转入农杆菌菌株EHA105,制
备成转化菌株。
1.3 根癌农杆菌介导的水稻遗传转化

将构建好的载体p1300NU-dsdA与p1300NU-
dao1通过电转化法转入农杆菌中,以粳稻中花11
成熟种子诱导产生的胚性愈伤组织为受体,用含

p1300NU-dsdA、p1300NU-dao1根癌农杆菌的悬浮

培养基侵染,共培养后用50mg/L 的潮霉素筛选

2代得到抗性愈伤,经分化、生根后获得转化苗。水

稻组织培养、农杆菌介导的遗传转化、抗性愈伤的筛

选及植株再生等操作参照 Hiei等[13]建立的粳稻高

效遗传转化体系。
1.4 T0代转基因植株阳性检测

取三叶期转化植株的叶片,小量DNA抽提法

提取基因组DNA。用于转化再生植株阳性检测的

PCR引物均为表达载体上筛选标记基因潮霉素磷

酸转移酶基因(hpt)的内部引物,扩增产物大小为

794bp。引物序列为:hpt-F:ATTTGTGTACGC-
CCGACAGT;

hpt-R:GGATATGTCCTGCGGGTAAA。
1.5 T0代转基因植株拷贝数检测

对PCR检测为阳性的植株用CTAB法提取基

因组总DNA,总DNA上样量为8μg,用 HindⅢ或

BamHI酶切,以hpt内部序列的PCR产物为杂交

探针(引物同PCR阳性检测),鉴定单拷贝植株。杂

交及检测方法采用同位素标记方法。
1.6 RNA 的抽提和表达量的检测

总 RNA 的 抽 提 采 用 TRIzolReagent(Life
Technologies,GaithersburMaryland,USA),按照

试剂说明书操作;总RNA的反转录是利用Super-
scriptIIIreversetranscriptase(SSIII,Invitrogen),
具体方法参照SSIII的使用说明以及笔者所在实验
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室反转录实验操作方法,用去离子水将20μL反转

录产物稀释至200μL。分别通过RT-PCR与Real-
time实时荧光定量PCR检测dsdA 与dao1的表达

量与相对表达量。取2μL用于RT-PCR反应,利
用Real-time实时荧光定量进行相对表达量检测,
内参基因为actin,采用Roche公司的试剂盒,引物

为RT-PCR引物,操作参照试剂盒说明书。PCR所

用引物如表1所示。
表1 PCR检测引物序列

Table1 PrimerssequencesforPCR

目的基因

Targetgene
引物名称

Primer
引物序列

Primerssequence

dsdA
RTdsdA-F 5′-TCATTGCTTCTTTGCTGAACCTAC-3′
RTdsdA-R 5′-CCTTCTTCTTGAGCTAACCATCCT-3′

dao1
RTdao1-F 5′-TGGATTCTTCTGATCCTGCTTCTC-3′
RTdao1-R 5′-GCTTCAACTCTAGGTCCTCCTCT-3′

actin
actin-F 5′-CTGCAACTCAGAAGACCGTTG-3′
actin-R 5′-CCTGTTGTCACCCTGGAAGTC-3′

1.7 种子萌发试验

将野生型中花11的种子分别在含不同浓度(0、

1、3、5、10、20、30mmol/L)的D-Ala与D-Ser上萌

发,萌发培养基为笔者所在实验室配制的粳稻生根

培养基配方。根据种子的萌发情况确定2种D-型
氨基酸的致死浓度;用确定好的致死浓度验证转化

植株的萌发筛选,方法为:将转化dsdA 片段获得的

单拷贝T0代种子分别在含潮霉素和含D-Ala的培

养基上萌发,比较转化植株在这2种筛选底物上的

萌发情况;将转化dao1片段获得的单拷贝T0代种

子分别在含潮霉素和含D-Ser的培养基上萌发,比
较转化植株对这2种物质的抗性。

2 结果与分析

2.1 转化载体的构建

人工合成的经密码子优化后的dsdA 基因大小

为1351bp,dao1基因大小为1129bp,经过Sac
Ⅰ/KpnⅠ构 建 到 转 化 载 体 p1300NU 中,获 得

p1300NU-dsdA和p1300NU-dao1(图1)。目的基

因用Ubiquitin启动子启动,终止子为Nos。由图2
可知,经 KpnⅠ/SacⅠ和BamH Ⅰ/SacⅠ双酶切

验证,dsdA 及dao1基因片段大小均正确,同时基

因测序 结 果 显 示 序 列 完 全 正 确,可 用 于 后 续 的

转化。

图1 p1300NU-dsdA和p1300NU-dao1的T-DNA区结构

Fig.1 T-DNAstructureofplasmidp1300NU-dsdAandp1300NU-dao1

 M:DNAMarker;1:p1300NU-dsdA(11.3kb+1.3kb),SacⅠ/

KpnⅠ;2:p1300NU-dao1(11.3kb+1.1kb),SacⅠ/KpnⅠ;

3:p1300NU-dsdA(11.3 kb+1.3 kb),SacⅠ/BamH Ⅰ;

4:p1300NU-dao1(11.3kb+1.1kb),SacⅠ/BamH Ⅰ.
图2 载体酶切鉴定

Fig.2 Identificationofvectorbythe
restrictionenzymedigestion

2.2 T0代转化植株的阳性检测

2个目的基因片段经遗传转化、两轮筛选、分

化、生根后获得的转化植株,通过PCR的方法进行

阳性检测(图3),转化成功的植株有对应的扩增条

带,而未转化成功的植株没有相应的条带,dsdA 片

段获得49株转化苗,阳检结果显示有38株为阳性,
阳性率为77.6%;dao1片段获得48株转化苗,阳检

结果显示有38株为阳性,阳性率为79.2%。
2.3 T0代植株的拷贝数检测

对PCR 检测阳性植株提取基因组 DNA,用

HindⅢ酶切基因组DNA,Southernblotting杂交

结果显示转基因阳性植株有1到数条特异的杂交条

带(图4)。挑取单拷贝以及看不清楚的植株(dsdA
有13株,dao1有12株)将其DNA用BamHⅠ酶

切,再次做Southernblotting杂交以确保单拷贝的

准确性。最终转dsdA 的获得7个单拷贝,转dao1
的获得6个单拷贝植株(图5)。
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 A:转化p1300NU-dsdA获得的部分T0代植株PCR鉴定ThepartofT0generationplantswhichtransformedp1300NU-dsdAwere

identifiedbyPCR;B:转化p1300NU-dao1获得的部分T0代植株PCR鉴定ThepartofT0generationplantswhichtransformedp1300NU-

dao1wereidentifiedbyPCR;N:阴性对照Negativecontrol;P:阳性对照Positivecontrol;1~10:转化植株 Transgenicplants.

图3 转基因植株的PCR鉴定

Fig.3 IdentificationofthetransgenicplantsbyPCR

 A:转化dsdA 片段T0代植株DNA的Southern杂交扫描图(HindⅢ 酶切)TheSouthernhybridizationscanofT0transgenicplants

whichtransformeddsdAgene(HindⅢdigested);B:转化dao1片段 T0代植株 DNA的Southern杂交扫描图(HindⅢ 酶切)The

SouthernhybridizationscanofT0transgenicplantswhichtransformeddao1gene(HindⅢdigested);M:DNAmarker;N:阴性对照

Negativecontrol;1~38:转化植株Transgenicplants.

图4 转基因植株的Southernblotting分析(HindⅢ 酶切)

Fig.4 Southernblottinganalysesoftransgenicplants(HindⅢdigested)

 A:转化dsdA 片段T0代植株DNA的Southern杂交扫描图(BamHI酶切)TheSouthernhybridizationscanofT0transgenicplants

whichtransformeddsdAgene(BamHIdigested);B:转化dao1片段 T0代植株 DNA的Southern杂交扫描图(BamHI酶切)The

SouthernhybridizationscanofT0transgenicplantswhichtransformeddao1gene(BamHIdigested)M:DNAmarker;N:阴性对照

Negativecontrol;1~14(A)/1~13(B):转化植株Transgenicplants.

图5 单拷贝转化植株Southernblotting分析(BamHI酶切)

Fig.5 Southernblottinganalysesofsinglecopytransgenicplants(BamHIdigested)
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2.4 T0代单拷贝植株表达量检测

根据Southernblotting分析的结果,取单拷贝

植株叶片抽提 RNA,分别通过 RT-PCR与 Real-
time实时荧光定量PCR检测dsdA 与dao1的表达

量与相对表达量,其中内参基因为actin。RT-PCR
时actin扩增28个循环,基因扩增35个循环;Real-
time实时荧光定量PCR分析时,dsdA 基因相对表

达量以表达量最低的12号植株作为对照,dao1基

因相对表达量以表达量最低的29号植株作为对照。

结果(图6)表明,dsdA 基因的表达量偏低,dao1基

因有2个植株(编号为6,7)的表达量显著。
2.5 种子萌发试验结果

萌发测试结果(图7)表明:水稻种子能够吸收

D-氨基酸,D-Ala和 D-Ser能够作为筛选试剂;

D-Ala浓度为20mmol/L时,能够抑制种子的萌发,
子叶为白色;D-Ser浓度为10mmol/L时,能抑制

种子的萌发,且子叶为黄色。

 A:转化dsdA 片段的单拷贝植株基因表达量ExpressionlevelsofsinglecopytransgenicplantswhichtransformeddsdAgene;B:转化

dao1片段的单拷贝植株基因表达量Expressionlevelsofsinglecopytransgenicplantswhichtransformeddao1gene.

图6 单拷贝植株基因表达量检测

Fig.6 Expressionlevelsofsinglecopytransgenicplants

图7 野生型中花11的种子在不同浓度的D-Ala,D-Ser培养基上的萌发状态(7d)

Fig.7 GrowthofZhong11indifferentconcentrationsofD-Ala,D-Sermedium(7d)

  转化dsdA 片段获得的单拷贝转化植株T0代
种子分别在含50mg/L潮霉素和10mmol/LD-
Ser的培养基上培养,萌发7d的生长状况检测结果

(图8)显示,编号为5、7、26的转化植株既能在含50
mg/L 潮 霉 素 的 培 养 基 上 萌 发,也 能 在 含 10
mmol/LD-Ser的培养基上萌发,显示其对 D-Ser
有一定抗性。

转化dao1片段获得的单拷贝转化植株T0代种

子分别在含50mg/L潮霉素和20mmol/LD-Ala
的培养基上培养,萌发7d的生长状况检测结果

(图9)显示,其中编号为6,7,30的转化植株既能在

含50mg/L潮霉素的培养基上萌发,也能在含20
mmol/LD-Ala的培养基上萌发,显示其对 D-Ala
具有明显抗性。
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图8 转化dsdA 片段获得的单拷贝植株T0代种子在含潮霉素和D-Ser培养基上的萌发状态

Fig.8 Resistanceanalysisofthesinglecopytransgenicplants(dsdA)

tohygromycinorD-Ser,respectively(7dayspostgermination)

图9 转化dao1片段获得的单拷贝植株T0代种子在含潮霉素和D-Ala培养基上的萌发状态

Fig.9 Resistanceanalysisofthesinglecopytransgenicplants(dao1)

tohygromycinorD-Ala,respectively(7dayspostgermination)

3 讨 论

水稻作为全球重要的农作物之一,其单位产量

的提高将是世界粮食安全的有利保障,因此利用转

基因技术研究水稻基因功能并在分子育种中应用乃

大势所趋。尽管目前水稻的核转化体系基本成熟,
但是可以运用的筛选标记基因多为抗生素抗性基

因,如抗潮霉素的hygromincin;或是耐除草剂基因

(bar,espes),可供选择性小,且在生物安全性上存

在一定的隐患。更为遗憾的是,尽管叶绿体转化系

统具有可以高效表达目的基因及由于母系遗传而避

免由于花粉传播带来的基因飘逸的生物安全性问题

等诸多优越性[14],其在烟草、西红柿等双子叶植物

中得到了极大的应用[15],但到目前为止单子叶植物

的质体转化技术仍不成熟。至今,世界上只有3篇

关于水稻质体转化的报道[16-18],其转化效率非常低,
且所得到的转化植株是异质体植株,尚未达到同质

化。其中一个重要的原因就是缺少一个有效的筛选

系统且可选用的筛选标记有限,尤其是缺少一种可

以适用所有植物物种转化的筛选标记基因,这已经

成为扩展植物质体转化技术发展的重要的技术问题

之一。

dsdA、dao1/D-氨基酸筛选系统植物转化体系

具有多种优越性,目前这2个筛选标记基因在拟南

芥的核转化[7]以及烟草的叶绿体转化[19]中已有报

道。Erikson等[7]将dsdA 基因通过农杆菌侵染转

化到拟南芥中,用3mmol/L的D-Ala进行筛选获

得转化植株,其筛选效率与用卡那霉素筛选的差不

6



 第1期 张娟娟 等:水稻新型核转化筛选标记基因的鉴定及应用  

多,且相对稍高;该研究中还发现该筛选系统不会对

拟南芥的生长产生负面影响,这是用卡那霉素筛选

时无法避免的。Gisby等[19]将来源于Schizosac-
charomycespombe 的dao1基因构建到含有aadA
筛选标记基因的pUM20载体上,通过基因枪转化

整合到烟草叶绿体基因组中,然后用壮观霉素筛选

获得4株达到同质化的转化植株。转化植株的叶片

在含2.5mmol/LD-Ala的RMOP培养基上能正

常生长,在含6mmol/LD-Val的RMOP培养基上

不能生长发育,然而野生型的叶片正好相反。野生

型与转化植株的T1代种子在含D-Ala与D-Ser的

RM培养基上萌发时获得类似的结果,该研究表明

dao1基因可以用于叶绿体转基因工程中,同时既可

以作为正向筛选来获得转化植株又可以作为负向筛

选来管理转化植株。
本研究用D-氨基酸确定筛选浓度时发现水稻

愈伤组织对D-Ala与D-Ser有自身抗性,2种氨基

酸浓度在25mmol/L以下时,水稻愈伤组织在筛选

培养基上生长1个月,大部分能正常生长并长出新

的愈伤,少部分发生褐化但仍能长出新的愈伤。当

浓度提高1倍,达到50mmol/L时,筛选培养基上

生长30d的愈伤仍跟25mmol/L的生长情况差不

多。然而,在确定D-氨基酸对烟草叶片的筛选浓度

时,结果显示,烟草叶片对 D-Ala很敏感,浓度为

1mmol/L时,有些叶片就不能诱导出愈伤,最适筛

选浓度为5mmol/L;而 D-Ser的最适筛选浓度为

25mmol/L。由此可以推断,水稻愈伤组织对这

2种D-型氨基酸不敏感,所以该筛选系统或不能用

于以水稻愈伤组织为受体的遗传转化,但该筛选系

统可以应用到以叶片为转化受体的水稻叶绿体转基

因系统中。
本研究中,dsdA 基因的表达量检测结果显示

该基因的表达量不高,由于该基因由组成型启动子

Ubiquitin来启动,理论上翻译的 D-氨基酸解氨酶

(DSD)也不多,然而有3个单拷贝植株的种子都能

在含D-Ser的培养基上萌发,因此可以认为该体系

中DSD酶不需要高量表达即能够起到解毒作用,应
用前景广阔。

本研究初步探索了dsdA 和dao1在水稻核转

化中的应用,表明这2个新型筛选标记基因可以被

运用到水稻核转化体系中,用于正向筛选。由于D-
型氨基酸在众多高等单子叶和双子叶植物中都存

在[12],没有植物种类的限制,既可作为植物核基因

遗传转化的筛选标记又可作为质体基因遗传转化的

筛选标记[5,7,19]。由于水稻的质体转化体系尚不成

熟,本研究通过农杆菌侵染的方式将dsdA/dao1整

合到水稻核基因组,T1代转化植株表型与野生型相

比没有出现明显的变异,说明该筛选系统同样可以

用在水稻的质体转化中,相信随着科研工作者的不

懈努力,在不久的将来dsdA、dao1会得到广泛的

应用。

参 考 文 献

[1] BEVANMW,FLAVELLRB,CHILTONM.Achimaerican-
tibioticresistancegeneasaselectablemarkerforplantcell

transformation[J].Nature,1983,304:184-187.
[2] ORRTIZJPA,REGGIARDO M,RAVIZZINIR,etal.Hy-

gromycinresistanceasanefficientselectablemarkerforwheat

stabletransformation[J].PlantCellReports,1996,15(12):

877-881.
[3] THOMPSONC,MOVVANR,TIZARDR,etal.Character-

izationoftheherbicide-resistancegenebarfromStreptomyces

hygroscopicus[J].TheEMBOJournal,1987,6(9):2519-

2523.
[4] JAIWALP,SAHOOL,SINGHND,etal.Strategiestodeal

withtheconcernaboutmarkergenesintransgenicplants:

someenvironment-friendlyapproaches[J].CurrentScience,

2002,83(2):128-136.
[5] ERIKSON O,HERTZBERG M,NASHOLM T.ThedsdA

genefromEscherichiacoliprovidesanovelselectablemarker

forplanttransformation[J].PlantMolecularBiology,2005,57
(3):425-433.

[6] FEDERIUKC,BAYERR,SHAFERJ.Characterizationofthe

catalyticpathwayforD-serinedehydratase:evidenceforvaria-
tionoftherate-determiningstepwithsubstratestructure[J].

JournalofBiologicalChemistry,1983,258(9):5379-5385.
[7] ERIKSONO,HERTZBERG,NASHOLMT.Aconditionalmark-

ergeneallowingbothpositiveandnegativeselectioninplants[J].

NatureBiotechnology,2004,22(4):455-458.
[8] FRIEDMAN M.Chemistry,nutrition,andmicrobiologyofD-

aminoacids[J].JournalofAgriculturalandFoodChemistry,

1999,47(9):3457-3479.
[9] PILONEM.D-aminoacidoxidase:newfindings[J].Cellular

andMolecularLifeSciences,2000,57(12):1732-1747.
[10]NAGATAY,MASUIR,AKINOT,ThepresenceoffreeD-

serine,D-alanineandD-prolineinhumanplasma[J].Experien-
tia,1992,48(10):986-988.

[11]D’ANIDLLOA,D’ONOFRIOG,PISCHETOLAM,etal.Bi-
ologicalroleofD-aminoacidoxidaseandD-aspartateoxidase:

effectsofD-aminoacids[J].JournalofBiologicalChemistry,

1993,268(36):26941-26949.

7



  华 中 农 业 大 学 学 报 第34卷 

[12]BRUCKNER H,WESTHAUSERT.Chromatographicdeter-
minationofL-andD-aminoacidsinplants[J].AminoAcids,

2003,24(1):43-55.
[13]HIEIY,OHTAS,KOMARIT,etal.Efficienttransformation

ofrice(OryzasativaL.)mediatedbyAgrobacteriumandse-
quenceanalysisoftheboundariesoftheT-DNA[J].ThePlant

Journal,1994,6(2):271-282.
[14]BOCKR.Plastidbiotechnology:prospectsforherbicideandin-

sectresistance,metabolicengineeringandmolecularfarming
[J].CurrentOpinioninBiotechnology,2007,18(2):100-106.

[15]RUFS,HERMANN M,BERGERIJ,etal.Stablegenetic

transformationoftomatoplastidsandexpressionofaforeign

proteininfruit[J].NatureBiotechnology,2001,19(9):870-

875.

[16]KHAN M S,MALIGA P.Fluorescentantibioticresistance

markerfortrackingplastidtransformationinhigherplants[J].

NatureBiotechnology,1999,17(9):910-915.
[17]LEES,KANGK,CHUNGH,etal.Plastidtransformationin

themonocotyledonouscerealcrop,rice (Oryzasativa)and

transmissionoftransgenestotheirprogeny[J].Moleculesand

Cells,2006,21(3):401-410.
[18]李轶女,孙丙耀,苏宁,等.水稻叶绿体表达体系的建立及抗

PPT叶绿体转化植株的获得[J].中国农业科学,2007,40(9):

1849-1855.
[19]GISBY MF,MUDDEA,DAYA.Growthoftransplastomic

cellsexpressingD-aminoacidoxidaseinchloroplastsistolerant

toD-alanineandinhibitedbyD-valine[J].PlantPhysiology,

2012,160(4):2219-2226.

Identificationandapplicationofnewselectablemarkergenes
forricenucleartransformation

ZHANGJuan-juan LINYong-jun ZHOUFei

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/

NationalCenterofPlantGeneResearch (Wuhan),

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract TwonewselectablemarkergenedsdAanddao1fromEscherichiacoliandSchizosac-
charomycesweresynthesizedbycodon-optimization,andthentransformedintojaponicaricecultivar
zhonghua11throughAgrobacterium mediatedgenetransformation.SouthernhybridizationoftheDNA
transformantsshowedthat7single-copyplantsofdsdAgeneand6single-copyplantsofdao1genewere
obtained.Resultsofdetectingexpressionlevelsofthesingle-copytransformantsandthegermination
textsofT0generationseedsshowedthatthereweretwosingle-copygenetransformants(numberedas6
and7)ofdao1gene,indicatinghighexpressionlevelsandconsistentwithseedgerminationtestingon
D-Ala.Inallsingle-copytransformantsofdsdAgene,theexpressionlevelsofdsdAwererelativelylow.
TestofseedgerminationshowedthattherewastheresistancetoD-Ser.Thisstudyinitiallyexploredthe
applicationofdsdA,dao1asnewselectablemarkergenesforricenucleartransformation,andwilllaythe
foundationforitsextensiveapplications.

Keywords rice;transgene;selectablemarkergenes;D-aminoacid;biosafety
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