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主要内容

Ø转基因育种概述和现状

Ø基因工程理论技术准备

Ø植物遗传转化

Ø基因编辑技术与作物品种选育

Ø转基因作物的遗传特点

Ø转基因作物品种的选育

Ø转基因作物的生物安全性
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概述和现状

● 传统遗传育种方法是建立在有性杂交的基础上，通过遗传重组和表
型选择进行新品种选培。生物技术的创新极大地推动了现代育种的
发展。

● 作物育种技术常用的有9种：杂交育种、单倍体育种、多倍体育种、
诱变育种、细胞工程育种、全基因组选择与分子设计育种、转基因
育种。
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概述和现状

● 转基因育种： 从供体生物中分离目的基因，经DNA 重组与遗
传转化或直接运载进入受体作物，经过筛选获得稳定表达的遗传
工程体，并经过田间实验与大田选择育成转基因新品种或种质资
源。

● 转基因作物（GMC，genetically modified crops）
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概述和现状

5

与常规育种技术相比，转基因育种在技术上较为复杂，要求也很

高，但是具有常规育种所不具备的优势：

1. 拓宽可利用的基因资源；

2. 培育高产、优质、高抗优良品种提供了崭新的育种途径；

3. 可以对植物的目标性状进行定向变异和定向选择；

4. 可以大大提高选择效率，加快育种进程。

  此外，还可将植物作为生物反应器生产药物等生物制品。
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传统育种法:

转基因途径:

相关的
品种
亚种
种

基因转移 相关的
品种
亚种
种

动物         

植物         

噬菌体 真菌         

细菌         病毒         

转基因途径对传统育种法的优点



Traditional 
crossbreeding

Recombinant 
DNA techniques



转基因技术与转基因育种

● 转基因技术：将人工分离和修饰过
的基因导入到生物体基因组中，由
于导入基因的表达，引起生物体的
性状的可遗传的修饰，这一技术称
之为转基因技术（Transgene 
technology）。 
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转基因技术与转基因育种

Ø 今年（2024）是全球生物技术/转基因投入实际应用的第43年，也是

生物技术/转基因作物商业化的第29年，现代种业已进入“常规育种+

现代生物技术育种+信息化育种”的4.0时代。

Ø 截至2024年10月，已有30多个国家批准了转基因作物的种植。这表

明利用生物技术作为应对粮食安全和气候变化等全球挑战的可持续工

具方面取得了显著增长。

● 目前已获得转基因植株的物种有120多种，包括：粮食作物--水稻、小麦、玉
米、大豆、马铃薯；经济作物--棉花、油菜、向日葵、亚麻等；还有蔬菜、牧
草、花卉和部分木本植物等
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统计农业农村部2019年至今发布的批准清单可知，截至目前，我国共有

20个转基因玉米转化体、7个转基因大豆转化体获得生产应用安全证书，

包括：抗虫耐除草剂玉米12个，耐除草剂玉米6个，抗虫玉米2个；抗虫

耐除草剂大豆1个、耐除草剂大豆5个、抗虫大豆1个。



主要内容

Ø转基因育种概述

Ø基因工程理论技术准备

Ø植物遗传转化

Ø基因编辑技术与作物品种选育

Ø转基因作物的遗传特点

Ø转基因作物品种的选育

Ø转基因作物的生物安全性
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基因工程理论技术准备

●    基因工程迅猛发展的重要理论和技术基础是：

●  ① 分子生物学中心法则的确立；

●  ② 限制性内切酶及其它工具酶的发现；

●  ③ DNA、RNA和蛋白质的序列分析；

●  ④ DNA和RNA合成技术和转移基因载体的发现。
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转基因育种的程序

基因分离

体外重组
转化

转化体

安全性评价

结合常规育种

转基因品种

遗传稳定
性评价

市场开发

载体的构建

农杆菌介导

基因枪轰击

筛选
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一. DNA分子克隆的基本原理

v  基因（gene）是细胞内DNA分子上具有遗传效应的特定核苷酸序列的总称，

是具有遗传效应的DNA分子片段。  基因控制蛋白质合成，是不同物种以及同一

物种的不同个体表现出不同的性状的根本原因。

v 基因克隆（gene cloning）或分子克隆,又称为重组ＤＮＡ技术，是应用酶学方

法，在体外将不同来源的DNA分子通过酶切、连接等操作重新组装成杂合分子，

并使之在适当的宿主细胞中进行扩增，形成大量的子代DNA分子的过程。



一个完整的基因克隆过程包括以下步骤  

Ø 1. 从生物有机体基因组中，分离出带有目的基因片段。

Ø 2. 将带有目的基因的外源DNA片段连接到能够自我

复制的并具有选择记号的载体分子上，形成重组DNA

分子。

Ø 3. 将重组DNA分子转化到适当的受体细胞（亦称寄

主细胞）并与之一起增殖。

Ø 4. 从大量的细胞繁殖群体中，筛选出获得了重组

DNA分子的受体细胞，并筛选出已经得到扩增的目的

基因。

Ø 5. 将目的基因克隆到表达载体上，导入寄主细胞，使

之在新的遗传背景下实现功能表达，产生出人类所需

要的物质。 19



基因工程操作的工具

1. 将目的基因片断从受体细胞内提取，

需要基因的剪刀——限制性核酸内切酶。

2. 将目的基因与质粒DNA连接，

需要基因的针线——DNA连接酶。

3. 将目的基因运入大肠杆菌，

需要基因的运输工具——运载体。
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限制性核酸内切酶
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● 限制性核酸内切酶 (限制酶，Restriction Endonuclease) 是可以
识别并附着特定的脱氧核苷酸序列，并对每条链中特定部位的两个
脱氧核糖核苷酸之间的磷酸二酯键进行切割的一类酶。切割形式有
两种，分别是可产生具有突出单股 DNA 的黏性末端，以及末端平
整无凸起的平末端。



限制性核酸内切酶
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基因的针线：DNA连接酶
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DNA连接酶

磷酸二酯键，不是氢键。

1、连接酶的作用：

将互补配对的两个黏性末端连接起
来，使之成为一个完整的DNA分
子。

2、连接的部位：
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克隆T载体
● 要让一个从甲生物细胞内取出来的基因在乙生物体内进行表达，

首先得将这个基因送到乙生物的细胞内去。能将外源基因送入细
胞的工具就是运载体。
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表达载体
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含绿色荧光蛋白GFP的表达载体

（Xue et al., 2017）



表达载体
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启动子融合
GUS基因表
达载体

（Qin et al., 2012）



表达载体
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35S增强表达载体

（李超 等； 2022）



表达载体
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酵母
表达
载体

（Zhuang et al., 2021）



网上检索
引物设计

DNA制备

PCR扩增
扩增产物
纯化

与克隆载体
连接

感受态
E.coli制备

转化、培养

重组克隆
筛选

PCR或
酶切鉴定

测序
生物信息学
分析等

质粒提取

实验流程



引物设计

● 从 基因组数据库下载基因序列

● 获取载体质粒的相关信息（抗

pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序引物设计



引物设计原则

pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序引物设计



引物设计原则

pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序引物设计



引物设计 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化pCR

成分 体积（μL）

灭菌dd H2O 33

10× KOD-plus-neo Buffer 5

dNTPs（2mM） 5

MgSO4 3

Template 1

Primer R（10μM） 1

Primer F（10μM） 1

KOD-plus-neo Polymease 1

Total 50



A t t e n t i o n

● 试剂如不完全融化，会造成浓度不均，酶需冰上放置

● PCR管根据目的基因名称、日期、编号做标记

● 模板(Template)可根据浓度确定加入体积，缓冲液(Buffer)必须在酶之前加入。

● 注意不同引物对应不同PCR管

引物设计 回收纯化 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序pCR



0 预变性 94℃ 3min

1c   变性 94℃ 30s

2c   退火 58 ℃ 30s

3c   延伸 72℃ 1 min

4 保温 72℃ 10min

5 冷却 16℃ 10min

总循环数
30-40（from 1c to 

3c）

引物设计 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化pCR



0 预变性 94℃ 3min

1c   变性 94℃ 30s

2c   退火 58 ℃ 30s

3c   延伸 72℃ 1 min

4 保温 72℃ 10min

5 冷却 16℃ 10min

总循环数
30-40（from 1c to 

3c）

引物设计 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化pCR



引物设计 pCR 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化

A t t e n t i o n

● 琼脂糖凝胶可根据情况分成数小块，或插入
孔径不同的梳子

● EB具有强致癌性，应在污染区操作

● 为保持凝胶成像仪与点样顺序一致，点样时
应从右往左点（靠近自己一段开始）

● Marker是已知大小的正对照DNA，电泳能
分离出不同条带，相当于尺子上的刻度，可
以用来测算未知DNA样品的大小。

● 红色为正极，黑色为负极，DNA 样品由负
极往正极泳动（靠近加样孔的一端为负)。



引物设计 pCR 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化

（1）不出现扩增条带
     

原因：
1、模板质量（含有抑制物，浓度纯度低）
2、引物质量（错配，引物降解）
3、人为原因（体系错配，扩增程序有误）
对策：
1、纯化模板或重提或加大模板用量
2、更换新引物
3、重做

可能的结果分析



引物设计 pCR 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化

原因：
1、引物特异性差
2、模板或引物浓度过高
3、酶的质量差或量过高
4、Mg2+浓度过高
5、退火温度偏低
6、循环次数过多
对策：
1、重新设计引物
2、降低模板或引物浓度
3、减少酶量，更换另一种酶
4、降低Mg2+浓度
5、提高退火温度
6、减少循环次数

（2）扩增到别的基因



引物设计 pCR 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化

（3）出现片状拖带或涂抹带

      原因：
1、模板不纯
2、buffer不合适
3、退火温度偏低
4、酶量过多
5、dNTP、Mg2+浓度偏高
6、循环次数过多

对策：
1、纯化模板
2、更换buffer
3、适当提高退火温度
4、适量用酶
5、适当降低dNTP、Mg2+浓度
6、减少循环次数



引物设计 pCR 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化

PCR操作中出现的错误、原因及后果



引物设计 pCR 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序回收纯化

正确的条带进行切胶回收

● 打开紫外灯，在操作台上根据荧光位置切胶，动作要快并尽可能切小块，切出的
凝胶转移至1.5ml Ep 管里，称量凝胶重量

           *凝胶成像仪的紫外灯对DNA有突变作用，应尽可能减少紫外灯对凝胶的照射

按照 Gel Extraction Kit(200)试剂盒说明书回收纯化DNA：



O b j e c t i v e
● 原理：限制性内切酶能特异地结合于一段特定的DNA序列的特异位点上,并切割双链DNA

● 目的DNA与质粒载体同时进行双酶切（两个不同的酶切位点，如BamH1和EcoR1），形
成同样的酶切位点为进行连接

引物设计 pCR 回收纯化 连接 转化 挑菌 提质粒 测序双酶切

Procedure
目的DNA酶切体系

试剂 用量

目的DNA 41μl

Buffer（10×） 5μl

enzyme 1 2μl

enzyme 2 2μl

dd H2O   补至50μl

载体酶切体系

试剂 用量

Plasmid 4μg(X μl*)

Buffer（10×） 5μl

enzyme 1 2μl

enzyme 2 2μl

dd H2O 补至50μl

*根据质粒浓度（如pcDNA3.1+3flag浓度为455ng/μl，4000bp，反应体积约为9μl）

• 混匀，37℃孵育4-6h（6h以上更佳）



O b j e c t i v e
● 通过凝胶电泳验证目的DNA、质粒是否酶切成功，并通过胶回收DNA及质粒（切去的片

段除外）最终回收体积为30μl

● 通过连接使目的DNA导入质粒中，为下一步转染准备

引物设计 pCR 回收纯化 双酶切 转化 挑菌 提质粒 测序连接

Procedure
目的DNA与质粒连接体系

试剂 用量

目的 DNA 13-15μl

plasmid 2-4μl

10× Ligase Buffer 2μl

T4 DNA Ligase 1μl

Total 20μl

• 混匀，4℃过夜或常温条件下反应4h



引物设计 pCR 回收纯化 双酶切 连接 挑菌 提质粒 测序转化

O b j e c t i v e
● 将连接产物通过转化转入到感受态大肠杆菌中，从而使连接产物（重组质粒）在大肠杆菌中大

量复制
LB培养基配制

胰蛋白胨（Tryptone） 10g/L

酵母提取物（Yeast 

extract）
5g/L

氯化钠（NaCl） 10g/L

琼脂粉（Agar）*
10-

15g/L

*配制固体LB时加入  

每锥形瓶加入200/250ml（定量）



引物设计 pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 提质粒 测序挑菌

O b j e c t i v e
● 从大肠杆菌培养基中挑取优势菌落（单菌落）进行扩大培养

● 培养过夜后取出部分菌液进行保菌



P r o c e d u r e

● 消毒实验台及器具，取酒精棉球擦拭桌面、镊子，准备无菌枪头、试管、试管板

两个，点燃酒精灯，酒精消毒双手

● 取LB培养液加入抗生素，向各试管中倒入LB培养液约10-15ml

● 从培养箱中取出培养皿，在火源附近打开，用镊子夹取一个枪头，挑取一个单菌

落，轻轻沾取菌落，枪头丢入试管内，每菌种挑取2-3管

● 培养皿用封口膜封好放入4℃保存

● 将试管放入摇床震荡培养过夜，次日出现浑浊

● 消毒桌面，取1.5ml无菌Ep管标记

● 摇匀试管，使底部菌落分散，吸取1000μl菌液，加入200μl 60%甘油， -

20℃装袋保存

引物设计 pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 提质粒 测序挑菌



O b j e c t i v e

● 从宿主细胞大肠杆菌中提取大量复制后的质粒

引物设计 pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 挑菌 测序提质粒

Procedure

• 按照E.Z.N.ATM Endo-free Plasmid Mini Kit Ⅱ(200)试剂盒说明书提取质粒



引物设计 pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 挑菌 测序

质粒浓度检测器
l  260/280比值（约1.8）

l  260/230比值（约2.1）

l  浓度＞400（ng/μl）

提质粒



引物设计 pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序



引物设计 pCR 回收纯化 双酶切 连接 转化 挑菌 提质粒 测序



主要内容

Ø转基因育种概述

Ø基因克隆

Ø植物遗传转化

Ø基因编辑技术与作物品种选育

Ø转基因作物的遗传特点

Ø转基因作物品种的选育

Ø转基因作物的生物安全性
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转基因育种的程序

基因分离

体外重组
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转化体
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发
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农杆菌介导
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筛选



一、根癌农杆菌介导法

● 根癌农杆菌介导法的分子机制

● 农杆菌介导法需要具备的条件

● 农杆菌介导法的基本流程



1、植物冠瘿瘤——植物的一种癌症

（1）冠瘿瘤的起因：

         由根癌农杆菌对植物的侵染而引起。

（2）冠瘿瘤的侵染过程：

         细菌通过伤口进入植物，在基因水平上
转化植物。细菌DNA中的编码基因在植物细
胞中表达，刺激植物细胞不受控制的分裂，
形成瘤。

（一）根癌农杆菌介导法的分子机制



    Ti质粒是在根瘤土壤杆菌细胞中存在的一种核区DNA外的自主复制的
环形双链DNA分子。是英文肿瘤诱发（tumor-inducing）的缩略式。
    

此质粒既有在细菌中表达的基因，又有在高等植物中表达的基因，这是
很独特的。

2、Ti质粒

   



① 为农杆菌提供附着于植物细胞壁的能力，Ti质粒为其寄主根
瘤土壤杆菌提供附着于植物细胞壁的能力，从而帮助细菌在植物体

内定殖  ；

② 参与寄主细胞合成激素的能力，Ti质粒参与寄主细胞制造吲哚
乙酸（ IAA）和一些细胞分裂素的活动，这些激素在植物生长和发

育中起重要作用  ；

③ 诱发植物产生冠瘿瘤，Ti质粒决定所诱导的肿瘤的形态学特征和

冠瘿碱的成分，这些成分对肿瘤的生长和特性有重要影响  ；

④ 赋予寄主分解冠瘿碱的能力，Ti质粒赋予寄主菌株分解代谢各

种冠瘿碱化合物的能力，并对其寄主范围有决定作用  ；

 （1）Ti质粒的功能



（2）Ti质粒的功能区域

– T-DNA区

– Vir 区

– Con 区

– Ori 区



① T-DNA区（transferred-DNA regions）：

     

核心区左边界 右边界

   T-DNA是农杆菌侵染植物细胞时，从Ti

质粒上切割下来转移到植物细胞的一段

DNA，故称之为转移DNA。

   该DNA片段上的基因与肿瘤的形成有关。



Ï Vir区是一段长度为35KB操纵子；

Ï 包含六个基因：VirA、VirB、VirC、VirD、
VirE、VirG。

Ï 该区段上的基因能激活T-DNA转移，使农杆
菌表现出毒性，故称之为毒性区。

Ï T-DNA区与Vir区在质粒DNA上彼此相邻，
合起来约占Ti质粒DNA的三分之一。

② Vir区操纵子基因的结构与功能



③ Con区（regions encoding conjugations）
       该区段上存在着与细菌接合转移的有关基因（tra），调控Ti
质粒在农杆菌之间的转移。冠瘿碱能激活tra基因，诱导Ti质粒转
移，因此称之为接合转移编码区。

④ Ori区（origin of replication）
      该区段基因调控Ti质粒的自我复制，故称之为复制起始区。



定向转移到寄主植物细胞内

T-DNA链整合植物基因组

受伤植物产生酚类物质，诱导Vir基因的表达

编码 核酸内切酶

依次在RB、LB序列中产生缺口

单链T-DNA被释放

3、T-DNA转移的机制

植物细胞酶体系

合成双链T-DNA链分子

VirE2蛋白的核定位作用



4、植物遗传转化的载体系统

一元载体（顺势载体） 双元载体（反式载体）



① Ti质粒分子量过大，一般在160～240kb；
② 分布各种限制酶的多个切点；
③ T-DNA区内含有许多编码基因，干扰宿主植物中内源激素的平衡，

转化细胞长成肿瘤，阻碍细胞的分化和植株的再生；
④ Ti质粒不能在大肠杆菌中复制, 即使得到重组质粒，也只能在农

杆菌中进行扩增；
⑤ Ti质粒上还存在一些对于T-DNA转移不起任何作用的基因。 

野生型Ti质粒不能直接作为植物基因工程载体：





5、农杆菌介导的转化质粒的构建

P                 G2                    T   NOSAmpr     P             G1                      T

目的基因
报告基因，选择标记基因

目的基因
报告基因，选择标记基因

LB RB





（二）农杆菌介导法需要具备的条件

● 高效的植物基因转化受体系统

● 受体植物细胞对农杆菌要有很高的亲和力。

● 具有有效的选择系统。

● 稳定的转化技术和基因表达。



1、高效的植物基因转化的受体系统

• 成功的基因转化首先依赖于良好的植物受体系统的建立。

• 受体系统：用于转化的外植体通过组织培养途径或其它非组织

培养途径（如发苗产生子叶、胚轴等），能高效、稳定地再生

无性系，并能接受外源DNA整合，对转化选择抗生素敏感的再

生系统。



A .  植物基因转化受体系统的条件

● 1、高效稳定的再生能力；

● 2、受体材料要有较高的遗传稳定性；

● 3、外植体来源方便，如胚和其它器官等；

● 4、对筛选剂敏感；

● 5、转化率高



B.  植物基因转化受体系统的类型

1.愈伤组织再生系统
外植体材料经过脱分化培养诱导形成愈伤组织，转化（含目的基因质粒的农杆

菌侵染），分化培养获得再生植株。

优点：外植体来源广，繁殖快，易接受外源基因， 

      转化效率高。

缺点：遗传稳定性差、嵌合体

      因此需要连续的再生系统



2.直接分化再生系统

   

 外植体材料细胞不经过脱分化形成愈伤组织阶段，而是直接分化出
不定芽形成再生植株。

优点：周期短、操作简单，体细胞变异小，遗传稳定；

缺点：材料局限，转化率低。



3.原生质体再生系统

    原生质体恢复细胞壁具有分化再生能力，是应用最早的再生受体系统
之一。

优点：高效、广泛地摄取外源DNA或遗传物质，获得基因型一致的克隆
细胞，所获转基因植株嵌合体少，适用于多种转化系统；

缺点：不易制备、再生困难和变异程度高。



4.胚状体再生系统

是指具有胚胎性质的个体。胚状体是一种早期发育的结构，主
要由全能细胞组成，未来可能发育成完整的植物体。

优点：个体数目巨大、同质性好，接受外源基因能力强，

      嵌合体少，易于培养、再生。

缺点：技术含量高，多数植物不易获得胚状体。



5.生殖细胞受体系统

   以生殖细胞如花粉粒、卵细胞等受体细胞进行外源基因转化的系统。

   一是利用组织培养技术进行小孢子和卵细胞的单倍体培养、转化受体

系统；

   二是直接利用花粉和卵细胞受精过程进行基因转化，如花粉管导入法，

花粉粒浸泡法，子房微针注射法等。



2、选择系统

● 选择是为了将转化细胞与非转化细胞区分开，使转化细胞具有生长优
势。在构建载体时，往往在目的基因上连上一个选择标记基因。

● 必须具备以下四个条件：

● ①编码一种不存在于正常植物细胞中的酶；

● ②基因较小，可构成嵌合基因；

● ③能在转化体中得到充分表达；

● ④检测容易，并且能定量分析。

● 细菌筛选标记基因：

●  产物给予细胞产生一种选择压力，致使未转化细胞不能生长、发育
与分化。而转化细胞对该标记产生抗性，不影响其生长等，从而将转
化细胞选择出来，例如， Cat（氯霉抗性基因）。

● 植物筛选标记基因：

● 强调给转化细胞带上一种标记，起报告和识别作用，故称报告基因。



报告基因:  Gus基因（β-葡糖苷酸酶基因） 
在植物细胞中所产生的葡糖苷酸酶在检测上具有以下特点：

① 在一定条件下与X-G1ucuionic  acid  （5-bromo-4-chioro-3-indoyl-β-D-

glucuronic  acid）底物发生作用，产生蓝色沉淀，既可以用分光光度计法测定

，又可以直接观察到植物组织中形成的蓝色斑点。

② 当加入4-甲基伞形酮基和葡萄糖苷酸时生成4-甲基伞形酮，发荧光（λ=465nm

）。因而可以用荧光光谱法测定。由于荧光强度高，本底低，故荧光检测极为

灵敏。

③ 检测容易、迅速并能定量，只需少量植物组织抽提液即可在短时间内测定完毕

。

④ 价格便宜。 



GFP（绿色荧光蛋白基因）;

LUC (萤火虫荧光素酶基因);

报告基因:



启动子的选择

35S, cauliflower mosaic virus 35S promoter 

CaMV 35S is a strong promoter 
that is active 

in essentially all dicot plant tissues. 



● 新霉素抗性基因是从大肠杆菌转座子Tn5中分离的，其对应
失活的选择试剂为卡那霉素、新霉素和G418。

● 对茄科植物（烟草、马铃薯、番茄）转化特别有效，对豆科
和单子叶植物效果不佳。

A、新霉素磷酸转移酶基因（Npt-II）



B、庆大霉素抗性基因（g e n t）

● 该基因编码一种乙酰转移酶，
属抗生素标记基因，它通过
对庆大霉素的乙酰化而使其
失活。

● 该选择系统目前也有一定的
应用，例如矮牛、烟草和番
茄。 



  潮霉素是一种很强的细胞抑制剂，对许多植物都有很强的
毒性。潮霉素磷酸转移酶可通过对潮霉素磷酸化而使其失
活。

C、潮霉素磷酸转移酶基因（hpt）

p35S                MCS1 Intron ccdB/LacZ pLac nos3’

LB

RB

KanR pBR322 ori

pVS1 ori

pYLRNAi(10.6kb)

ApaI/XbaI/SphI/XhoI/EcoRV/PstI/SpeI/NcoI

MluI/PmlI

XhoI

SmaI
XhoI
EcoRV

EcoRI

p35S

HPT  

35S 3’

PstI

通用引物1 通用引物2

MCS2

ATG/BglII/BamHI/XbaI/SacI/HindIII/SalI

p35S                MCS1 Intron ccdB/LacZ pLac nos3’

LB

RB

KanR pBR322 ori

pVS1 ori

pYLRNAi(10.6kb)

ApaI/XbaI/SphI/XhoI/EcoRV/PstI/SpeI/NcoI

MluI/PmlI

XhoI

SmaI
XhoI
EcoRV

EcoRI

p35S

HPT  

35S 3’

PstI

通用引物1 通用引物2

MCS2

ATG/BglII/BamHI/XbaI/SacI/HindIII/SalI



D、膦丝菌素乙酰转移酶基因（b a r）

● 该基因是从吸水链霉菌中克隆的一种基因，其对应的选择试剂为膦丝
菌素（basta），膦丝菌素可抑制谷氨酰胺合成酶的活性，从而导致
非转化细胞发生氨的致死性累积。



（四）转基因方法的确定和外源基因的转化

转基因方法概括起来说主要有两类：

第一类是以载体为媒介的遗传转化，也称为间接转移系统法。

第二类是外源目的DNA的直接转化。



1.载体介导转移系统

    

最常见的转基因方法。

    

① 将外源基因重组进入适合的载体系统，通过载体将携带的外源基因导

入植物细胞，整合在核染色体组中并随核染色体复制和表达。

    农杆菌Ti质粒（tumor-inducing plasmid）或 Ri质粒(root-

indcing plasmid)介导法是迄今为止植物基因工程中应用最多、机理最

清楚、最理想的载体转移方法。



农杆菌共培养侵染

诱导愈伤组织

分化生
芽

生根叶盘转化法

(1)叶盘法  双子叶植物较为常用、简单有效的方法。



 (2)真空渗入法

    将适宜转化的健壮植株倒置浸于装有携带外源目的基因的农杆菌渗入培养基的容器

中，经真空处理，造伤，使农杆菌通过伤口感染植株，在农杆菌的介导下，发生遗传

转化。

    简便、快速、可靠，不需要组织培养。

(3)愈伤组织共培养

(4)原生质体共培养



2.外源基因直接导入法

（1）化学刺激法

    借助于细胞融合剂（聚乙二醇 PEG、聚乙烯醇 PVC、多聚-L-鸟甘

酸 PLO 等）的作用，使细胞膜表面电荷发生紊乱，干扰细胞间的识

别，使细胞膜之间、DNA/RNA 与细胞膜之间形成分子桥，促使细胞

膜间的相互融合（接触和粘连）和外源 DNA/RNA 进入原生质体。



(2)基因枪轰击法   

（微弹轰击技术micro-projectile bombardment) 

    将外源DNA包裹在微小的钨粉或金粉颗粒的表面，借助高压动力射

入受体细胞或组织，最后整合到植物基因组并得以表达。

步骤简单易行：适合于大多数细胞或组织，克服了受体材料的限制，不

必制备原生质体，具有相当广泛的应用范围，已经成为植物细胞转化最

有效方法之一。

    到目前为止，利用基因枪法已经在烟草、豆类和多数禾本科农作物、

果树花卉和林木等植物上获得转基因植株。



(3)高压电穿孔法 （又称电击法）

    利用高压电流脉冲在细胞质膜上形成瞬间微孔，使 DNA 直接通过微孔或

者作为微孔闭合时伴随发生的膜组分重新分布进入细胞质并整合到宿主细胞

中。

(4)微注射法    
细胞操作：
    利用琼脂糖包埋、聚赖氨酸粘连和微吸管吸附等方式将受体细胞（原生质
体或生殖细胞）固定，然后将供体DNA或RNA直接注射进入受体细胞。
子房注射法或花粉管通道法：
    具有较大子房或胚囊的植株可在田间进行活体操作。操作简便、成本低。



2.转化体的鉴定

   通过筛选得到的再生植株初步证明标记基因整合进入受体细胞。至于

目的基因是否整合到受体核基因组、是否表达，还必须对抗性植株进一

步检测。

(1)DNA水平的鉴定

   检测内容：是否整合、拷贝数、整合位置。

   检测方法：特异性PCR（以外源基因两侧序列设计引物）

             Southern杂交（外源目的基因序列为探针）



特异性PCR检测外源基因整合到受体



(2) 转录水平的鉴定

常用的方法

Northern杂交（标记的RNA为探针对总RNA杂交）

RT-PCR 检测

mRNA cDNA PCR



（3）翻译水平的鉴定

为检测外源基因转录形成的mRNA能否翻译，还必须进行翻
译或者蛋白质水平检测。

主要方法：Western杂交

          免疫检测



大豆子叶节法为例：

（1）大豆种子的消毒

     选取种皮光滑无病斑、无裂痕、无霉变的大豆种子，采用氯气熏蒸法进行消毒。
v 1. 将种子放入培养皿，将培养皿放入通风橱的干燥器中；  
v 2. 在干燥器的烧杯中加入100mL
         次氯酸钠溶液； 
v 3. 沿烧杯壁加入4mL浓度
        为12N的盐酸溶液； 
v 4. 关闭干燥器，过夜放置
        16-18小时； 

Seed sterilization 



（2）大豆种子的萌发
● 消毒后的种子被直接播种于萌发培养基中，培养皿不封口。将萌发培养

基放入环境条件为温度25℃，光照周期18hr/d，培养室中萌发4-6天。

● 萌发培养基  成分：

  B5加入2%的蔗糖  ，

  0.8%琼脂，pH调到5.8。

 Seed germination 



（3）农杆菌的准备

● 在YEP平板中挑取农杆菌单克隆3-4个，接种于2ml含相应抗生素的YEP液
体培养基中，温度28℃，转速250 rpm过夜培养，使菌液达饱和。



（3）农杆菌的准备

● 将上述培养菌液加入200mL 含相应抗生素的  YEP 液体培养基，温度  
28℃，转速  250rpm 培养至对数生长期（OD650=0.6-1.0）。



（3）农杆菌的准备

● 分别向每50 mL离心管中分装40mL上述菌液，常温，转速3500rpm 离心
10分钟。



（3）农杆菌的准备

● 将离心管中的  YEP培养基倒掉，加入重悬液，吹吸使菌体充分悬浮，使用
重悬液将菌液重悬，温度28℃，转速160rpm摇至OD650=0.6，形成工程
菌液。

   用液体MS培养
基重悬细胞（减
少细菌培养基对
植物体伤害）



（4）外植体的准备与侵染

● 切取萌发良好的大豆子叶外植体，除去种皮，保留长度约0.5厘米的下胚
轴。沿下胚轴将两片子叶竖直切开，剥离胚芽，将切下的外植体置于菌
液中，沿子叶节处向下平行用手术刀划伤8-10次。

● 准备60个半种子的外植体，放入100 x 25 mm平板中，并加入30mL的
侵染培养基，室温下侵染30分钟。



（5）共培养

● 浸染结束后，使用无菌滤纸清除外植体表面多余菌液，将外植体子叶内
面向下平放在表面附有灭菌滤纸的共培养培养基中进行培养，用  
Parafi lm 封口，置于培养室中，温度  24℃，光照时间18小时，共培养  
5天。

 Co-culture 



（6）生芽诱导

● 使用丛生芽诱导液体培养基（含抑菌抗生素）清洗共培养后的外植体，
浸泡  30分钟后，用滤纸吸取表面多余液体培养基，将子叶内面向上倾斜  
30-45度角插入芽诱导培养基（Shoot Induction Medium I, SIM-I）中，
每皿8-10个外植体。将培养皿置于温度25℃，光照18h的培养室中，培
养两周。  将外植体取出，用刀片除去顶芽，保留丛生芽，在下胚轴包埋
面下方进行切面处理，露出新鲜的组织。将外植体插入芽诱导培养基
（Shoot Induction Medium II,  SIM-II）中，每皿8-10个外植体。将培
养皿置于温度25℃，光照时数18h培养室，培养两周。



（7）芽伸长

● 选取分化良好的外植体，除去死芽和大芽，切掉子叶部分，在外植体底
面进行切面处理，露出新鲜的组织。将外植体转入芽伸长培养基中，温
度  25℃，光照时数  18小时，培养两周。  



（7）生根

● 芽伸长时期的再生芽长到3厘米以上时可进行生根处理。将伸长芽切下
转入生根培养基诱导生根，在温度  25℃、光照周期  18小时的条件下培
养至再生苗生出  3-6 条主根。



F

1. 共培养 2. 在选择培养基上筛选 3. 筛选获得的抗性愈伤

 5. 胚萌发成苗

6. 转基因植株移栽大田

4. 抗性愈伤分
化成胚状体

棉花



转基因水稻植株的
生根和生长

由成熟种子的
鳞片产生的胚
性愈伤组织。
箭头显示愈伤

组织生长活跃，
适合接种农杆

菌。

根癌农杆菌接种愈伤组织。
转移后3周耐潮霉素愈伤组织
在N6D-S培养基上的增殖情
况。

有抗性                      敏感

转移后3周，耐潮霉素愈
伤组织在MS-NK培养基上

的茎再生情况



n 发根农杆菌入侵植物伤口后，不是产生瘤，而是产生大量不定根，呈毛状，称

毛状根或发状根。这是由于发根农杆菌细胞中Ri（root-inducing plasmid）决定

的。发状根实际上是单个转化细胞的克隆体。

n Ri质粒与Ti质粒非常相似，同源性高，经改造后也形成共合载体和双元载体。

发根农杆菌介导基因转化方法也与根癌农杆菌基本相同。 
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与Ti相比，Ri有以下特点：

①发根的形成为转化体的识别和筛选提供了方便；

②发根的单细胞克隆性质可避免出现嵌合体；

③Ri质粒的T-DNA转化产生的发根较易经体外培养获得再生植株。

► 随着对发根农杆菌及Ri质粒的深入研究，Ri质粒载体作为Ti质粒的

补充，在植物基因工程中有广泛的应用前景。 

110



111

切-浸-出芽（CDB）体系------获得转基因植物
                                              发根农杆菌Agrobacterium rhizogenes K599
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将3-4周龄的幼苗扦插作为外植体。报告基因或基因编辑构建物通过发根农杆菌传递到切口附近

的植物细胞中。几周后形成毛状根。将阳性的根切段培养，产生转基因阳性或基因编辑的芽。
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幼苗        外植体       接种农杆菌培养              毛状根形成             GFP筛选阳性根

罗丹

对照

阳性

完整植株                              长芽                              阳性根段培养        阳性根
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甘薯的茎尖---诱导出毛状根。大约10
周后--发育成结节根----收获转基因根
(包括块根)并使其发芽----转基因阳性
芽移栽到土壤中。

(D、E)转基因毛状根形成。

(F和G)毛状根发育成块根。

(H和I) gfp阳性根切段。

(J)在根片段上形成转基因阳性芽。

(K)在野生型根段上形成的芽。

(L)纯合子PDS基因敲除突变体的白化

芽。

甘薯



（六）转化体的安全性评价和育种利用

根据有关转基因产品的管理规定、在可控制的条件下进行安全性评价

和大田育种利用研究。

通过转基因方法往往难以直接获得理想的品种（系）原因：外源基因

失活、纯合致死、花粉致死、其它性状变化等。

因此获得转化体后，应结合杂交、回交、自交等常规转育手段，最终

选育综合性状优良的转基因品种。



基因编辑技术与作物品种选育
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● 通过精确识别靶细胞DNA片段中靶点的核苷酸序列，利用核酸内
切酶对DNA靶点序列进行切割，从而对目标基因进行编辑，实现
对特定 DNA 片段的敲除、加入等技术。目前，该技术主要包括：

● 1、ZFN (Zinc Finger Nuclease，锌指核酸酶)

● 2、TALEN (Transcription Activator-Like Effector 
Nucleases，转录激活因子样效应核酸酶)

●  3、CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats，成簇的规律间隔短回文重复序列)



● ZFNs 是第一种由人工改造应用的核酸内切酶，ZFN 单体由位于 C 末端
的非特异性切割结构域 FokⅠ和位于 N 端的特异性识别 DNA 的锌指蛋白
结构( Zinc finger protein，ZFP) 组成，其中，锌指蛋白可以识别特异
的 DNA 序列，而 Fok Ⅰ则有切割功能域的功能。将人工构建的锌指结构
与改造后的 FokⅠ限制性内切酶融合，就构成了可以对特定的目标序列进
行切割的人工核酸酶ZFNs。

ZFN (Zinc Finger Nuclease)



● 与 ZFN 相似，TALEN 也是一种核酸酶介导的基因组编辑技术。

● TALEN是一种可靶向特异DNA序列的酶，它借助于TAL效应子来识
别特异性DNA 碱基对。TAL效应子可被设计识别和结合所有的目的
DNA序列。对TAL效应子附加一个核酸酶就生成了TALEN。TAL效
应核酸酶可以DNA结合并在特异位点对DNA链进行切割，并借助于
细胞内固有的同源定向修复（HDR）或非同源末端连接途径（NHEJ）
修复过程完成特定序列的插入、删除及基因融合，从而导入新的遗传
物质。

TALEN (Transcription Activator-Like 
Effector Nucleases)





● CＲISPＲ /Cas系统存在于细菌和古细菌基因组中，是一种规律的成簇间隔短
回文重复序列结构。CＲISPＲ由一系列高度保守的重复序列与间隔序列相间
排列组成，在CＲISPＲ  序列附近存在  高度保守的  CＲISPＲ相关基因  (Cas 
gene) ，这些基因编码的蛋白具有核酸酶功能，可以对  DNA 序列进行特异性
切割。根据  Cas 基因核心元件序列的不同，CＲISPＲ  /Cas免疫系统被分为Ⅰ
型、Ⅱ型和Ⅲ型  3 种类型，Ⅰ型和Ⅲ型  CＲISPＲ  /Cas 免疫系统需要多个  Cas 
蛋白形成的复合体切割  DNA 双链，而Ⅱ型系统只需要  1个  Cas9 蛋  白。CＲ
ISPＲ  介导的免疫需要  2 个ＲNA，分别  tracr ＲNA和  cr ＲNA。cr ＲNA 与  
tracr ＲNA 形成向导  ＲNA ( single guide ＲNA，sg ＲNA)的嵌合  ＲNA 分
子，sg ＲNA 引导  Cas9 蛋白在双链DNA 的靶位点上，并在原型间隔毗邻序
列(PAM) 的上游  3 ～  8 bp 位置对结合的序列进行切割  。

CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic 
Repeats)
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基因编辑技术在作物育种中的应用
1. 提高作物产量

如同时敲除水稻中三个与籽粒质量相关的基因（GW2,GW5和TGW6导致性状叠加，

大大增加了谷粒的质量（Xu等，2016））

2.作物品质改良

敲除水稻Waxy基因获得低直链淀粉含量的大米（Sun等，2017）；

甜菜碱醛脱氢酶2（BADH2）的基因缺陷导致了香米中香气化合物的合成（Shan

等，2015）

3.作物抗逆性改良

敲除乙烯应答转录因子OsERF922获得抗稻瘟病性水稻（Wang等，2016）

水稻中OsSWEET13启动子的缺失可以产生抗白叶枯病的水稻（Zhou等，2015）

4.加速杂交育种

热敏不育系tms5品系、光敏基因雄性不育csa水稻（Li等，2017）

敲除籼稻等位基因Sc-1中的一个或两个拷贝Sc基因可以恢复籼稻-粳稻杂种的雄性

育性
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脱靶效应：
因为在基因组中存在很多相似序列的DNA片段，核酸酶在切割特定基因片

段时，有可能会切割相似序列而产生错误切割，这种在特定位点之外的错误切

割造成非预期基因突变的现象称为脱靶效应。

基因编辑作物是否属于转基因生物？？

1. 美国农业监管部门认为基因编辑作物是通过细胞自我修复机制产生的

突变体，与作物自然突变以及物理化学方法诱导的突变极为相似，因此

基因编辑作物不被定义为转基因生物

2.欧洲联盟认为只要有外源DNA转入，不论最终植物中是否存在外源

DNA，都被定义为转基因生物



转基因作物的遗传特点
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一、外源基因整合的机制

（一）同源重组

（二）位点特异性重组

（三）异常重组整合

l 30-40bp，发生同源重组的保险线；

l 0.259-1.8 kb之间，重组频率与同

源序列长度成正相关；

l 长度在200bp或90bp以下以下时，

重组效率是上述长度时的1%-5%。
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二、整合后的外源基因在植株内的表现

不表达

1、基因丢失

2、基因沉默

顺式失活：多拷贝外源基因甲基化

反式失活：顺式失活的转基因作为沉默因子影响等位基因或非等位基因的的甲基化

共抑制：发生在转基因和内源同源基因之间，或者转基因纯合体两个位点之间相互作用导

致基因沉默

表达

1、符合孟德尔遗传

2、独立转化体之间差异

3、无规律



转基因作物品种的选育
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Ø 纯系育种

Ø 回交育种

Ø 杂交育种

Ø 杂种品种的选育



多个目的基因遗传转化的转基因育种
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 转基因作物的生物安全性



130

转基因作物的生物安全性
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针对转基因产品的安全性，从保障人类健康、发展农业生

产和维护生态平衡与社会安全的基础出发，提出的一系列具

有指导意义的对应策略和行之有效的具体措施：

1. 加强转基因产品的安全性研究

2. 建立完善的检测体系和质量审批制度

3. 不断完善相关法规

4.加强宏观调控

5.加强对公众的宣传和教育

6.为公众提供良好的咨询服务

7.规范转基因产品市场


