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论应用多基因转化策略综合改良生物体遗传性
研究方向的前景

`

n
.

多基因转化策略中的规律
、

前景和问题

李宝健
,

朱华晨
(中山 大学生物工程研究中心 // 基因工程教育部重点实验室 // 植物基因工程 国家专业实验室 //

生物防治国家重点实验室转基因植物研究室
,

广东 广州 51 02 7 5 )

摘 要 : 随着后基因组时代的到来
,

人类将克隆到越来越多的
、

生物学意义明确的有用基因应用于基因工程对

生物体的遗传改良中
。

但生物体的绝大多数性状和生理功能都是依靠多基因的协调表达而实现的
。

因此
,

多基

因转化策略必将成为今后基因工程在基础理论与实际应用研究中的主流方向
。

综述了近年来中山大学生物工程

研究中心 // 基因工程教育部重点实验室在多基因改良农作物方面的研究工作和进展
,

分析了多基因转化中的基

本规律和存在的问题
,

最后对多基因转化策略在未来的应用前景作出了简要的展望
。
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在文献 【l] 中
,

结合中山大学生物工程研究

中心 // 基因工程教育部重点实验室十几年来研究工

作中的实践与体会
,

详细论述了多基因转化策略的

意义
、

可用的基因资源与技术思路 ; 在本文中
,

我

们将对近年来本实验室在多基因转化中取得的成果

作一简单的总结
,

并在此基础上对多基因转化策略

的应用前景进行分析
。

1 应用多基因转化策略及多基因载体

构建技术方面的成果

以往的植物基因工程
,

大多数是通过转单个或

两个外源基因而获得某个新的性状或改善某个性

状
,

效果往往不太稳定或不够彻底
,

很难真正做到

作物较大程度的改良
。

在实践中
,

我们首次明确提

出了应用多基因 ( 3 个以上有用基因 ) 转化策略综

合改 良农作物的新思路 z[, , 〕 ,

并在该思路的指导下
,

获得了几十个含有 3 一 or 个外源基因的多基因表达

载体 [4
一 , 〕 ,

如 p T切卫 l 和 厂l’W B Z (含 bar
,

iP n ll
,

及 )
,

厂开
,一

3 (含 彻:
,

而 11
,

B : )
,

p K C
一

3 (含 hP 。
,

iP n ll
,

Bt
,

口以 )
,

p BA B3 (含 R CH
10

,

双C 2 2
,

尺c 24 )
,

尸州召3 H ( 含 双CH 10
,

刚 C 22
,

R C 24
,

彻)t
,

p B IR (含 R C 24
,

彻 t
,

尽尺护 )
,

沁B1 2 H 和

p D R 10 ( 含 尽以
u ,

R C 24
,

彻 t )
,

p R AJ 09 ( 含

尺CH 10
,

砚C 22
,

压双护 )
,

p
RA S l o (含 RCH

10
,

刚 C 2 2
,

尽尺护
,

浮g
u

)
,

p R A S 13 00 ( 含 RCH
l o

,

用 C 2 2
,

尽五z尸
,

浮倪
u ,

蜘 )
,

p凡以3 5 ( 含

尺研 10
,

双C 22
,

尽尺刀
〕 ,

浮倪
u ,

ba r )
,

叮L T A 7C 47 H
一

MG B X R R p G M (含 枷
,

gus
,

2 个 M ar

序 列
,

bar
,

Xa Z I
,

RCH 10
,

剐C 2 2
,

iP n ll
,

必姓 )
,

p Y IL沐7C 47 H
一

B C心廿任℃M ( 含 彻 t
,

Bt
,

c e c召
,

Xa 21
,

R CH or
,

用 C 22
,

iP n n
,

G汉魂及 M ar

序列 ) 以及一系列的中间载体 (如 叮 L I
,

A 7C 47 H
-

G M
,

p Y LT A C 74 7 H
一

P G M
,

p Y LT A C7 47 H
一

R IR 〔 M
,

叮 I T A C 747 H
一

X刊叮祀胁
,

YP L T A 7C 47 H
~

CX刊旧毛M
,

YP I T A 7C 47 H
一

B X刊旺七 M
,

p y] 叮A 7C 47 H
一

M BC R IR犯M

等等 )
。

这些载体根据不同的需要可以用于不同的

转化事件和遗传改良中
。

其次
,

我们以生产上具有实用意义的重要釉稻

品种七丝软占
、

特青
、

奇妙香
、

九六零
、

竹釉 B
、

培矮 以 S
、

8P 8 S
、

3E 2
、

9 3 1 1
、

02 9 3 和粳稻 品种中

花八号
、

中花 1 1
、

石狩白毛
、

台北 3的 的胚性愈伤

组织为外源基因的受体〔7 一 川
,

应用基因枪法或农杆

菌法
,

通过单或共转化将多个基因导入上述水稻品

种
,

获得了几千个转有多个外源抗病抗虫基因的水

稻株系 (部分结果待发表 ) ; 对转基因当代及其后

代 ( 0T 一 毛 代 ) 进行了 阮
u ht e m bl o t

、

no 汕
e m H o t

或 we st e m bl ot 等分子生物学鉴定和遗传学分析
,

并

进行了抗病抗虫生物学试验和农艺性状分析
,
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出了多个高抗稻瘟病多个生理小种以及对纹枯病
、

稻纵卷叶螟
、

褐飞虱
、

二化螟
、

三化螟有一定抗性

的水稻品系
,

其中双抗稻瘟病和纹枯病的釉稻品系
“

中大 1号
” 、 “

中大 2 号
”

已获得农业部农业基因

工程安全委员会批准进人了环境释放
, “

中大 1号
”

更成为国际上首例应用基因工程培育成功的高抗稻

瘟病的水稻新品系 ; 双抗真菌病的中大 5 号
、

7

号
、

9 号及双抗稻纵卷叶螟和褐飞虱的转基因釉稻

品系中大 12 号
、

16 号已获准进人中间试验 ; 双抗

稻纵卷叶螟和三化螟的转基因品系中大 6 号
、

10

号
,

也己申报中间试验
。

2 多基因转化的理论依据与基本规律

通过上述实践
,

我们对多基因转化技术初步总

结出以下规律 ,
一 , “ :

( l) 由于遗传密码的统一性和同源性
,

从低等

生物到高等生物的各种来源的外源基因几乎均有可

能在植物改良中加以应用
。

根据同一原理
,

亿万种

生物体的各种基因也将有可能在其他生物体 (包括

高等生物如人类
,

低等生物如各种微生物等 ) 的遗

传改 良中加以应用
。

因此
,

在一个基因工程操作

中
,

完全有可能同时应用不同生物来源的多个基因

来定向地改良生物体的多个遗传性状
。

通过与常规

育种技术相结合
,

将有可能培育出崭新水平的农畜

产品
。

( 2) 目前
,

在多基因改 良水稻的研究中
,

我们

已成功地同时应用了分别来 自 3 一 7 种不同生物体

的异源基因
。

今后多基因改良的研究将有可能同时

应用亲缘关系更远的多种基因
,

其应用前景将是十

分宽广并将具有无限潜力的
。

( 3) 无论是多基因改良的策略
,

还是多基因载

体的组装和构建的基本途径
,

在不同生物体中都是

通用的
。

如
: 只要转化技术合适

,

一般外源基因均

有可能成功地整合至被改良生物的基因组内并可代

代相传 ; 外源远缘基因只要装备了受体生物的启动

元件和终止元件
,

便可具有表达的可能性等
。

我们

在农作物多基因改良方面的工作
,

为今后多基因转

化策略在其他物种中的应用
,

提供了可供借鉴的思

路和技术
。

( 4 ) 对多基 因转化 的水稻及其 后代进 行

阮u ht e m 杂交分析
,

结果证明
:
分别来自 3 一 7 种不

同远缘生物体的基因
,

在转化中可同时整合进同一

受体的基因组内
,

整合模式 (拷贝数
、

整合位点

等 ) 呈多样化特征
,

整合过程为一次性事件
,

多个

外源基因整合完成后多数可按相同模式一直传给第

7代 (毛 )
。

另外
,

多个基 因通常倾向于 同时整合

至基因组内某一染色体的相同或相近的位点上
。

在

不同状态的基因组上 可能存在有各 自的整合热点

( i n t咫邓 t ion hot 卯 i nt
,

IH p )
。

( 5) 多基因转化植株的 on hrt
e m bl ot 分析表明

:

在基因组中多个外源基因的转录可能呈不同的水

平
,

其中有的基因转录水平高
,

有的基因则一般
,

有个别的基因甚至不产生相应的
n川入A

。

但有些植

株中也可能出现多个外源基因都有高转录水平的现

象
。

另一方面
,

在转基因群体中
,

不同株系相同基

因的转录水平也是不同的
。

通常
,

在 0T 代中转录

水平高的基因在后代中的转录水平也较高
,

即倾向

于其亲代的转录水平
。

因此
,

转基因后代的转录水

平
,

除了可能受环境影响外
,

主要还是由外源基因

的整合模式所决定的
。

( 6 ) 转基因植株的 wes
et m bl ot 分析和酶活性分

析结果显示
,

基因组中的多个外源基因在翻译水平

的表现是复杂的
。

有的基因转录水平高
,

翻译水平

也高
。

但也有相反的情况
,

有的 we st e m bl ot 结果甚

至表现为阴性
。

( 7) 尽管不同的转基因株系具有完全不同的整

合和表达模式
,

但在绝大多数的转化事件中
,

外源

基因都可以稳定传代和表达
。

在转多个基因的后代

群体中
,

偶尔也发现有少部分外源基因出现关闭
、

沉默
、

丢失及内源序列的共抑制等现象
。

但通过扩

大后代的筛选群体
,

可以从中选出多个基因均稳定

整合
、

表达好 (即转录
、

翻译水平较高或较合适 )

的植株
。

对于转多个抗病虫基因的植株而言
,

它们

在田间实际的抗病抗虫能力往往也比较强
。

( 8) 在转多个基因后代的群体中
,

除了有少数

产生不利农艺性状的变异系以外
,

大多数的转多基

因后代株系的农艺性状仍可保持原有的状况
。

另

外
,

发现在少数的转多个基因的后代株系中其非目

标的农艺性状 (包括产量和质量性状 ) 尚可发生有

利的遗传性改 良
。

用 基因枪方法转化的后代变异

大
,

用农杆菌方法转化的后代仅出现少量变异
。

但

无论是有益的变异还是不利的变异
,

都可以通过与

常规育种相结合的方法 (如回交法 )
,

使转基因植

株有用的性状得到保存
,

而不利的性状得到剔除
。

3 多 基 因 转 化 可 能 存 在 的 问

题脸
一 3

,

29
一

30j

3
.

1 基因工程普遍面临的问题
:
食品安全性问题

与生态安全性问题

目前
,

基因工程改 良的动植物
、

微生物新品种

在推广中主要存在着两个大的问题
,

即环境生态的

安全性问题和以基因工程改 良后的动植物为原料所
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制成的食品的安全性问题
。

多基因转化策略由于涉

及的基因和序列更多
、

更复杂
,

因此势必面临更多

的质疑和更严格的审查
。

3
.

1
.

1 环境生态安全性 问题 将经过遗传改造的

生物释放到 自然界
,

可能引起的后果主要有两方

面 :
第一

,

由于转基因生物具有天然品种所不具备

的优点
,

在自然界中又缺乏天敌
,

因此可能形成人

工制造的
“

人侵物种
” ,

直接影响生态平衡和生物

多样性 ; 第二
,

经基因改造的农作物可能通过基因

漂移
、

杂交繁殖
,

使周围生存的野生生物受到
“

基

因污染
” ,

形成
“

超级杂草
”

和
“

超级病虫
” ,

进而

影响到生态平衡和其他物种的生存
。

尽管转基因生物确实存在潜在的生态风险
,

但

我们可以通过加强立法
,

科学利用
“

种质生殖隔

离
”

及
“

生态隔离
”

等自然法则对其加以控制
。

而

近 10 多年来
,

在大面积种植转基因农作物的国度

里的实践也证明
: 至少至今尚未发现有充分根据证

明种植基因工程作物会导致环境生态问题发生
。

3
.

1
.

2 食品安全性 问题 类似的
,

尽管转基因食

品在毒性
、

过敏性
、

抗生素抗性等方面可能存在安

全性方面的隐患
,

但到目前为止
,

仍然没有任何真

正能提供确切证据证明转基因食品能危害健康的报

导
。

美国推广转基因大豆
、

玉米已多年了
,

千百万

人服食过转基因作物的食品
,

但至今尚未见其产品

造成的食品为害的申诉
。

只要我们加强对基因功能

的基础性研究
,

严格执行基因工程食品安全条例
,

确保转基因食品经过严格食品安全检验才能上市
,

这样便可解决这个问题
。

当然在技术上也可采取不

少措施
,

如我们实验室用于改良农作物的基因
,

多

采用其他可食性农作物来源 的基因 (如来 自于大

豆
、

大麦
、

水稻等的基因 )
, “

安全性
”

问题的解决

则自然寓于其中 ; 采用将标记基因与目标基因分置

于不同载体的方法
,

在共转化的后代中可望筛选出

标记基因被分离剔除的植株 ; 或者采用无标记基因

转化技术及其他基因剔除技术 (如基因重组
、

基因

敲除等 )
,

使载体中非 目标的骨架序列在转化完成

后可被成功剔除等
。

迄今为止
,

有关基因工程产品风险性的讨论
,

仍然是当前学术界
、

舆论界争论不休的热点话题
。

有专家指出
,

转基因技术实际上已经由学术观点分

歧
,

逐渐发展成为知识产权问题
、

环境问题
、

经济

问题
、

宗教问题
,

甚至政治 问题侧
。

我们认为
:

关于转基因产品的安全性问题
,

以科学的态度进行

的讨论是有益的
,

但如果涉及了商业市场竞争或以

宗教意识介人的立场来讨论问题
,

则应尽量予 以避

免
。

简言之
,

任何新技术都是双刃剑
,

因噎废食是

不可取的
。

对于基因工程技术
,

我们应该采取的态

度是
: 以十分积极的态度迎接新知识经济时代的到

来
,

充分发挥新技术能够给人类带来的积极作用
,

同时
,

应注意认真研究新技术可能带来的消极面
,

通过法律
、

法规和配套技术等手段
,

将其消极面的

影响严格限制到最小的状态
。

3
.

2 多基因转化在技术上面临的问题

多基因改良策略虽然具有许多至今尚无法准确

评估的优点
,

但就象其他新生的技术一样
,

它也存

在着许多技术上迫切需要进一步解决的问题
。

根据

我们的初步实践
,

我们认为
: ①在生物的遗传改 良

中
,

并不一定是基因愈多
,

亲缘关系愈远愈好
,

必

须根据基因工程的目的来确定选用那些基因和用多

少个基因 ; ②应进一步大力开展功能基因组的研

究
,

克隆出更多有实用价值的功能基因以作为今后

发展的基础 ; ③进一步改进多基因转化技术的细

节
,

如更好的多基因表达载体的构建
,

更有效的多

基因转化方法的建立
,

定点整合技术的建立以及寻

找更多样化的启动子等 ; ④虽然应用低等生物的基

因改良高等生物的遗传性没有翻译后加工的障碍
,

但当将高等生物基因应用于相对较低等生物的改良

时
,

其翻译后的加工往往可能会出现障碍
。

而多个

基因在同一个转基因植株中的转录和表达水平往往

也不一致
。

这一难点涉及蛋白质组学和 NR
A 组学

,

人类至今了解尚少
,

因此有待于蛋 白质组学 和

RN A 组学的发展和配合
,

才能找 到解决的方法 ;

⑤应用多基因改良生物体有可能带来更为复杂的环

境生态问题以及食品安全性问题
,

因此必须发展无

标记基因技术及功能基因的特异性表达技术等
。

相

信只要我们认真对待和深人研究
,

这些问题终将会

获得解决
。

4 多基因转化策略的应用前景

如前所述
,

生物体中的绝大多数性状都是由多

基因控制的
。

而发育
、

分化
、

代谢等复杂的生理生

化过程
,

更是由多种基因表达产物协调作用而共同

表现出来的外部 (整体 ) 特征
。

弄清每个基因各自

的功能及其相互之间的作用
,

不仅是生物学和遗传

学理论研究中最重要的课题
,

也将为 21 世纪生物

科技的大革命奠定基础
。

在新世纪中
,

后基因组时代的来临
,

为现代生

命科学的发展提供了一个前所未有的绝好时机
。

生

物科学在 21 世纪的飞速发展
,

将使农业
、

医疗和

环保产生革命性的进步和变革
。

随着功能基因组计划研究的深人
,

人类将克隆
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到与个体发育及生物钟有关的基因
,

进而有可能控

制各种生物体生长发育的各个过程 ; 将克隆到与各

种复杂的生理生化代谢途径有关的基因
,

因而可以

控制生物的各种复杂的生理生化代谢途径
,

包括某

种或某些代谢产物或药物的形成和生产 ; 将可克隆

到各种致病的基因及其相应的正常基因
,

因而将有

可能从根本上纠正各种生物的遗传偏差或突变
,

保

证农业生产的正常发展
,

保证人类 自身的健康 ; 将

可克隆到各种抗病或抗虫的基因
,

从而使农业生物

能抵御有害生物的侵扰
,

减轻农药的施用及其对环

境污染的影响
,

并减少田间的劳动负担 ; 将克隆到

各种抗不 良环境因子的基因
,

如
:
抗寒

、

抗旱
、

抗

盐碱的基因等
,

从而可大大拓展农业生物适应的生

态范围
,

使寒冷地区
、

干旱地区
、

盐碱地区的农业

均能得到更好发展
,

甚至海洋农业也能实现规模化

生产 ; 还将克隆到各种控制多基因性状的基因
,

即

Q叨比
,

或克隆到各种控制基因表达的分子元件
,

从

而可以更精细地控制生物各种复杂性状的表达与强

度
,

也可以调整或关闭不正常的基因表达等 ,
,

川
。

以此为基础
,

结合多基因转化的策略和传统的

医疗
、

育种
、

生产方法
,

人类将有可能最大限度地

改变由上述基因控制的有关性状
,

达到在医学上控

制发育
、

分化与病变
,

在遗传上根治某些遗传缺陷

的疾病
,

以及在农业上创造融合多种优良性状的新

物种
、

在工业 上利用生物反应器大规模生产有用代

谢产物和药物的目的
。

除此之外
,

多基因转化作为生物学基础理论研

究的一个技术平台
,

也将在研究上述功能基因及调

控序列的生物学意义 中发挥作用
,

最终推进功能基

因组计划的全面完成
。
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