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摘要 利用PCR反应克隆来自酿酒酵母的磷酸甘露糖异构酶(PMI)基因pmi,通过农杆菌介导的花序侵

染法将PMI的基因导入受体拟南芥中,将转化后的拟南芥种子放在质量浓度为1g/L的甘露糖 MS培养基上进

行筛选培养,共得到抗性拟南芥植株4株。PCR反应证明酵母PMI的基因pmi已经整合到拟南芥基因组中,

RT-PCR检测证明该基因的内含子能够在拟南芥中被正确剪切,同时通过GUS化学组织染色方法证明了伴随

转化的GUS基因gus在拟南芥中得以表达,以上研究结果说明酵母PMI/甘露糖系统可以作为拟南芥遗传转化

的筛选标记。
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  植物基因遗传转化的关键环节之一在于用合适

的选择标记基因把极少数的转化子从未转化细胞中

筛选出来,或者是杀死未转化细胞,或者是给转化细

胞以生长优势,或者使之有明显的表型特征。通常

所利用的选择标记基因有潮霉素抗性基因hpt、卡
那霉素抗性基因nptⅡ、除草剂抗性基因bar,这些

筛选系统的原理都是未转化细胞被杀死,转化细胞

能将筛选剂分解为无毒物质而得以生存繁殖。但这

些筛选系统由于使用抗生素或除草剂及其基因,已
经引起了社会的广泛争议。为了消除这种不利影

响,目前采取的方法有消除选择标记基因,包括利用

共转化系统、位点重组系统、λ噬菌体插入/切割系

统,以及转座子转座消除选择标记基因[1];另外的思

路是使用安全选择标记基因,主要有绿色荧光蛋白

基因gfp、核糖醇操纵子rtl、磷酸甘露糖异构酶

(phosphomannoseisomerase,PMI)基因pmi、木糖

异构酶基因xylA 和谷氨酸-1-半醛转氨酶基因

heml[2],这些基因一般都编码生物的代谢酶类,性
质明确,功能清楚。

磷酸甘露糖异构酶(EC.5.3.1.8)基因pmi是

最近发展起来的一种正向选择标记基因。自然界中

PMI的基因广泛存在于细菌、酵母、动物和人类。
在植物中除了肉桂和其他一些豆科植物外,都没有

PMI的基因[3],因此,PMI基因可以作为选择标记

应用于植物基因转化。
磷酸甘露糖异构酶基因作为选择标记基因自从

在甜菜[4]中获得成功以来,已经应用于拟南芥[5]、水
稻[6]、玉米[7]、小麦[8-9]、高粱[10]、甘蔗[11]、番茄[12]

等。但是,以上研究中所用的磷酸甘露糖异构酶基

因都是来自于大肠杆菌,目前还没有利用酿酒酵母

的磷酸甘露糖异构酶基因作为拟南芥等植物遗传转

化的筛选标记的报道。本研究旨在克隆来源于酿酒

酵母的PMI基因pmi,希望利用该基因作为植物遗

传转化的筛选标记基因。

1 材料与方法

1.1 试验材料

酿酒酵母(Saccharomycescerevisiae)菌株由华

中农业大学生命科学技术学院郝勃老师提供,农杆

菌EHA105由华中农业大学生命科学技术学院林

拥军教授提供,拟南芥(ArabidopsisthalianaL.)
N3081(Nossen生态型)和质粒pCAMBIA1303由

笔者所在实验室保存。
1.2 试验方法

1)酿酒酵母pmi的PCR克隆。酵母DNA提

取参照周小玲等[13]的方法。根据基因库中酵母
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pmi序列 M85238设计引物,在引物的5′端加有

XhoⅠ酶切位点。
上 游 引 物 P1:5′-GCCTCGAGCCAGAAAATTTTA-

AAAACATG-3′,

下 游 引 物 P2:5′-GCCTCGAGATAGAAAGAAAGCTA-
ATTTGG-3′

PCR扩增程序为:94℃2min预变性;94℃
30s变性,56℃45s退火,72℃90s延伸,20个循

环;72℃5min保温。将PCR产物连接到pGEM-
T载体(Promega)上,测序由北京奥科公司完成。

2)pPMI载体的构建。质粒载体pCAMBIA1303
经限制性内切酶XhoⅠ酶切纯化质粒,以切除潮霉素

抗性基因。本 文“1.2”1)中的 PCR 产物同样用

XhoⅠ酶切,产生粘性末端。按pCAMBIA1303质

粒酶切产物1μL、PCR酶切产物3μL、T4DNA连

接酶(Promega)0.5μL、10×buffer0.5μL,16℃连

接过夜。1μL连接产物与50μL大肠杆菌DH10B
电转化感受态混合,设置电转化仪电压为1800V,
电击。加入800μLSOC溶液,混合后放于37℃保

温5min,再在37℃缓慢振荡恢复培养45~60
min。取100μL培养物涂在含50mg/L卡那霉素

的LB固体培养基上,放于37℃烘箱倒置培养12~
16h。挑取菌斑接种于500μL含50mg/L卡那霉

素的LB液体培养液中,37℃150r/min过夜培养。
以1mL菌液为模板,用引物P1、P2检测酵母pmi
是否插入,用引物P3:5′-CCCTTATCTGGGAAC-
TACTC-3′和P4:5′-TTCGACAGGTCCTCTGGT-
3′检测插入的方向。引物P3设计在载体pCAM-
BIA1303上,引物P4设计在pmi上,两引物之间片

段大小为400bp。培养并保存插入方向正确的克

隆。将构建好的载体(见图1)通过电转化导入农杆

菌EHA105。

3)拟南芥植株的培养。将拟南芥种子装入1.5
mL的离心管中,加少量水湿润,放于4℃冰箱中处

理3d。随后先用75%的乙醇浸泡种子5~10min,
并不停地颠倒混匀,再用无菌水冲洗5遍。将无菌

种子播种于无菌滤纸上,(23℃、16h)/(18℃、8h)
长日照培养。种子发芽2~3d后,将幼苗移栽到

Hoagland营养液中,用海绵固定,(23℃、8h)/
(18℃、12h)短日照培养。等主花序长到3~10cm
时,从基部剪去主花序,促进侧枝生长,1周后用于

转化。

图1 转化质粒pPMI示意图

Fig.1 TheschematicdiagramofpPMI
transformationvector

  4)拟南芥植株的转化。花序浸染法主要参照

Clough等[14]的方法。每隔1周浸染1次,共浸染

3次。农杆菌D600nm值为0.8,侵染时间为10s,侵染

4周后收集成熟的拟南芥种子。

5)转化子的筛选。拟南芥种子先用75%的乙

醇浸泡5min,再用5%次氯酸钠水溶液浸泡5min,
然后用无菌水冲洗5次,放在4℃冰箱中处理3d。
用0.1%的琼脂糖悬浮种子,播种于甘露糖质量浓

度为1g/L的筛选 MS培养基上,在(23℃、16h)/
(18℃、8h)长日照的培养箱中培养。2周之后将转

基因植株移栽到 Hoagland营养液中,培养方法

同上。

6)拟南芥转化植株的检测。分别采用CTAB
法和Trizol法提取抗性拟南芥植株叶片的基因组

DNA 和 总 RNA,采 用 TOYOBO 试 剂 盒 First
strandcDNAsynthesisKit进行RNA反转录,得到

cDNA,使用引物 P1、P2分别对基因组 DNA 和

cDNA进 行 扩 增 检 测。叶 片 的 β-葡 萄 糖 苷 酸 酶

(GUS)染色配方参见文献[15]。

2 结果与分析

2.1 酵母 pmi PCR 克隆及测序

利用引物P1、P2,以酵母总DNA为模板,进行

PCR扩增得到了约1.5kb的特异性条带,与酵母

pmi的实际大小相符合。测序结果(图2)进一步证

明了得到的扩增序列确实是酵母pmi[16]。与公布

的序列AAA34872相比存在99.4%的同源性。共

有 9 个 与 公 布 序 列 不 一 致 的 碱 基,其

中8个存在于外显子,1个存在于内含子。这些变
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化没有导致阅读框的改变。蛋白质氨基酸与公布序

列不一致的共有4个,分别是第15位的氨基酸由非

解离极性氨基酸Y(酪氨酸)变为非解离极性氨基酸

S(丝氨酸),第25位由碱性氨基酸R(精氨酸)变为

非极性氨基酸A(丙氨酸),第141位由非极性氨基

酸V(缬氨酸)变为酸性氨基酸E(谷氨酸),第214
位由碱性氨基酸K(赖氨酸)变为酸性氨基酸E(谷
氨酸)。从最终的结果来看,这些氨基酸的变化没有

使PMI酶的活性丧失,其序列的差异可能与不同的

酵母菌株有关。

图2 酵母pmi测序结果(Pmi01)与NCBI数据库中的PMI40(登记号:M85238)

核苷酸比对结果(差异核苷酸用方框标明)

Fig.2 Theresult(Pmi01)ofthesequencingofyeastpmiandthenucleotidesblastresultbetween
thePmi01andPMI40(ACCESSION:M85238),themarkedboxdisplayedthedifferencebetweenthePmi01andPMI40
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2.2 拟南芥转化植株的筛选

在甘露糖质量浓度为1g/L下,未转化的拟南

芥种子大部分能够发芽,但生长2周后就白化死亡,
易于检测。因此,选用含1g/L的甘露糖培养基筛

选转化子。在此筛选压下,大部分种子发芽初期都

具有绿色的子叶,但只有转基因幼苗能够2周之后

保持绿色。从近万粒由花序浸染法转化得到的种子

中筛选得到近百株绿色的幼苗,但仅有4株幼苗生

长正常(图3-A、B),具有发达的根系和绿色的真叶。
少数具有2片较小的绿色真叶(图3-C),根系生长

严重受阻。大部分没有真叶出现(图3-D),根系停

止生长,白化死亡(图3-E),也有部分只有1片绿色

子叶(图3-F),它们往往远离培养基,可能因此避免

了甘露糖的抑制作用。这种甘露糖抑制未转化拟南

芥种子萌发和生长的现象,特别是根部的表现,与

Todd等[5]的结果完全一致。

 幼苗都在含有1g/L甘露糖的 MS培养基中生长2周TheseedlingsgrowthtwoweeksontheMSselectivemediumcontaining1g/L

mannose;A、B:生长正常的幼苗A,Bstandforthenormalseedlings;C:具有真叶,但根生长受阻的幼苗 Seedlinghadleafsbutit’s

rootswereblocked;D:真叶和根都生长受阻的幼苗Seedling’sleafsandrootswereblocked;E:无甘露糖抗性的幼苗Seedlingdidn’t

havetheresistancetothemannose;F:子叶发育不对称的幼苗Seedlinghadtheasymmetricofcotyledononthemedium.

图3 甘露糖筛选效果

Fig.3 Theselectiveeffectchartofmannose

2.3 拟南芥转化植株的检测

1)拟南芥转化植株的PCR检测。将所得到

的4株转基因拟南芥植株基因组DNA进行PCR
扩增,检测结果证明酿酒酵母磷酸甘露糖异构酶

(PMI)基因pmi已经整合到拟南芥的基因组中

(图4)。

 M.DNAmarker;1~4分别代表不同的阳性植株1-4standfor

differentpositiveplant;C.阴性未转化植株 Negativeplant.

图4 植物转化后进行PCR检测的结果

Fig.4 TheresultofPCRdetectionaftertransformation

  2)拟南芥转化植株的RT-PCR检测。将所得

到的转基因拟南芥植株叶片总RNA经反转录得到

的cDNA进行PCR扩增,检测结果证明酿酒酵母

磷酸甘露糖异构酶基因pmi在拟南芥中得到转录。
从大小来判断,比从基因组DNA扩增的产物小约

100bp,证明发生了剪接过程。真核生物内含子一般

特征是在内含子和外显子交界处分别有2个高度保守

的碱基,5′端为GT(mRNA为GU),3′端为AG。酵母

pmi 长 93 bp 的 内 含 子 序 列 (GTATGTGC-
CATTTTTCGT CAAATATTTTGAATACTTTGAG-
TATTTTTTTTTTTTTTT -TTTGGTACACTA-
ACTAACGCGTACGACTCT-ATGTAG)符 合 这

个特征。凝胶电泳和cDNA克隆测序(结果没有列

出)的结果说明,来源于酵母的pmi可以被植物转

录生成RNA,其中的内含子序列可以被植物的剪接

系统所识别并能够正确地完成加工过程,得到成熟

445



 第5期 王 涛 等:利用酵母磷酸甘露糖异构酶基因作为拟南芥遗传转化的筛选标记  

的mRNA,这与在酵母中的pmi的加工情况完全

一致[16]。

 M:Marker;1,2:转化植株 Thetransformedplant;3:以pPMI
质粒为模板的阳性对照 ThepPMIplasmidasthepositivecon-
trol;4:阴性对照 Thenegativecontrol.

图5 转化植物的RT-PCR检测

Fig.5 TheRT-PCRdetectionofthetransformationplant

  3)拟南芥转化植株的GUS检测。将拟南芥转

化植株的叶片进行GUS染色,只有转化的植株叶

片被染色,结果证明与pmi一同转化的GUS基因

gus在转化拟南芥植株的后代中得到表达(图6)。

图6 拟南芥转化植株叶片的GUS化学组织染色

Fig.6 TheGUSchemicalstainingresultofthe
leavefromArabidopsistransgenicplants

3 讨 论

本研究从酿酒酵母中克隆了pmi,该基因全序

列约为1500bp,含有1个93bp的内含子。通过

实验证明了该基因能够在高等植物拟南芥中表达,
并且利用PMI/甘露糖完成了筛选过程,说明pmi
能够作为拟南芥的遗传转化选择标记。另外还把该

基因转入了水稻愈伤组织,作为水稻遗传转化的筛

选标记(结果待发表)。随着工作的深入,可能其他

一些植物也能够利用这个酵母pmi完成遗传转化。
本研究所利用的pmi来自于酵母,而不是大肠

杆菌。酵母pmi序列与大肠杆菌pmi序列差别很

大[17],但它们的功能都一样,编码磷酸甘露糖异构

酶,该酶能够将6-磷酸甘露糖转化为6-磷酸果糖,

从而使生物体能够利用甘露糖作为碳源。酿酒酵母

常被用于酿酒和发酵,是多种食物的组成成分。用

来自于酵母的基因作为选择标记,避免了人们心理

上的担忧,易被人们接受。酵母pmi含有内含子,
是一种真核生物,而大肠杆菌是一种原核生物,其

pmi没有内含子。这种类似的基因结构以及较近

的亲缘关系可能会使它更容易在同样是真核生物的

高等植物中表达,有着更高的活性,在植物的遗传转

化时可能比来源于大肠杆菌的PMI有着更高的筛

选效率。当然,这种设想需要大量的植物转化试验

加以证明。从本文的试验结果看来,酵母pmi有望

成为植物遗传转化的选择标记之一。

参 考 文 献

[1] BARBARAH,AVRAHAMAL,HOLGERP,etal.Elimina-
tionofselectionmarkersfromtransgenicplants[J].Current

OpinioninBiotechnology,2001,12(2):139-143.
[2] 王兴春,杨长登.转基因植物生物安全标记基因[J].中国生物

工程杂志,2003,23(4):19-22.
[3] LEEBT,MATHESON NK.Phosphomannoisomeraseandphos-

phoglucoisomeraseinseedsofcassiacoluteoidesandsomeother

legumesthatsynthesizegalactomannan[J].Phytochem,1984,23:

983-987.
[4] MORTENJ,IAIND,JETTEK,etal.Analysisofmannosese-

lectionusedfortransformationofsugarbeet[J].MolBreed,

1998,4(2):111-117.
[5] TODDR,TAGUEBW.Phosphomannoseisomerase:aversa-

tileselectable markerfor Arabidopsisthaliana germ-line

transformation[J].PlantMolecularBiologyReporter,2001,19
(4):307-319.

[6] LUCCAP,YEXD,POTRYKUSI.Effectiveselectionandre-

generationoftransgenicriceplantswithmannoseasselective

agent[J].MolecularBreeding,2001,7(1):43-49.
[7] WANGAS,EVANSRA,ALTENDORFPR,etal.Aman-

noseselectionsystemforproductionoffertiletransgenicmaize

plantsfromprotoplasts[J].PlantCellReports,2000,19(7):

654-660.
[8] GADALETAA,GIANCASPROA,BLECHLA,etal.Phos-

phomannoseisomerase,pmi,asaselectablemarkergenefor

durumwheattransformat-ion[J].JournalofCerealScience,

2006,43:31-37.
[9] WRIGHTM,DAWSONJ,DUNDERE,etal.Efficientbiolis-

tictransformationofmaize(ZeamaysL.)andwheat(Tritic-

umaestivum L.)usingthephosphomannoseisomerasegene,

pmi,astheselectablemarker[J].PlantCellRep,2001,20(5):

429-436.
[10]GAOZ,XIEX,LINGY,etal.Agrobacteriumtumefaciens-

mediatedsorghumtransformationusingamannoseselection

545



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

system[J].PlantBiotechnologyJournal,2005,3(6):591-599.
[11]JAINM,CHENGALRAYANK,ABOUZIDA,etal.Prospec-

tingtheutilityofaPMI/mannoseselectionsystemforthere-
coveryoftransgenicsugarcane(Saccharumspp.hybrid)plants
[J].PlantCellRep,2006,26(5):581-590.

[12]SIGAREVAM,SPIVEYR,WILLITSMG,etal.Anefficient

mannoseselectionprotocolfortomatothathasnoadverse

effectontheploidyleveloftransgenicplants[J].PlantCell

Rep,2004,23(4):236-245.
[13]周小玲,沈微,饶志明,等.一种快速提取真核染色体DNA的

方法[J].微生物通报,2004,31(4):89-92.

[14]CLOUGHSJ,BENTAF.Floraldip:asimplifledmethodfor

Agrobacterium-mediatedtransformationofArabidopsisthali-
ana[J].ThePlantJournal,1999,16(6):735-743.

[15]萨母布鲁克J,拉塞尔 DW.分子克隆实验指南[M].3版.黄

培堂,译.北京:科学出版社,2005.
[16]SMITHDJ,PROUDFOOTA,FRIEDLIL,etal.PMI40,an

intron-containinggenerequiredforearlystepsinyeastmanno-
sylation[J].MolCellBiol,1992,12(7):2924-2930.

[17]MILESJS,GUESTJR.Nucleotidesequenceandtranscrip-
tionalstartpointofthephosphomannoseisomerasegene(ma-
nA)ofEscherichiacoli[J].Gene,1984,32(1/2):41-48.

PhosphomannoseisomerasegenefromSaccharomycescerevisiae
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Abstract Phosphomannoseisomerase(PMI)genefromSaccharomycescerevisiaewasclonedby
PCR,andtransformedintoArabidopsisviafloraldipmethod.Theseedswerecollectedandgerminated
onselectingMSmediumwhichmannoseconcentrationwas1g/L.Fourpositiveplantswereobtained.
PCRforgenomeDNAandRT-PCRforRNAprovedthePMIgenehadintegratedintothegenomeof
Arabidopsisandwastranscribed.TheintronofyeastpmiwasremovedsuccessfullyinArabidopsis.
GUSactivityalsowasdetectedinthetransgenicplants.AlltheresultsmeansPMIgenefromyeastcan
beusedasaselectablemarkerinArabidopsistransformation.
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