
緒　言

自 1984 年轉基因植物 (菸草) 被研發成功後( 5 3 )，植

物基因轉殖技術已廣泛地應用於將外源基因導入植物

的基因體內並可打破植物物種間的界定，達到修飾或

改造植物特性的目的。近二十年來成功地發展出許多

具有商業價值之轉基因作物，例如：玉米、大豆、棉

花、馬鈴薯及番茄等作物，對農業上的應用包括抗病

品種及其他品種的改良、食品品質及人體健康等方面

提供了實質且重大的改善。植物基因轉殖技術之流程

主要包含下列三步驟 : (1) 將外源基因導入植物基因體

內，(2) 轉基因細胞或植物之篩選，(3) 轉基因植物再生

成完整植株。至今已發展出多種技術，例如：電孔法

( e l e c t r o p o r a t i o n )、微注射法 ( m i c r o i n j e c t i o n )、花粉管法

(pollen tube pathway)、聚乙烯二醇法 ( p o l y e t h y l e n e

glycol, PEG)、基因槍法 (particle bombardment) 及農桿

菌轉殖法 (A g ro b a c t e r i u m-mediated transformation) 等，

可將外來基因導入植物細胞中 ( 4 9 )，其中以農桿菌轉殖法

及基因槍法最被廣泛應用。

如何篩選出已轉殖成功之細胞或轉基因植物為植

物基因轉殖過程中非常重要的一環，最常使用的方法

是將適當的篩選標示基因 (selectable marker gene) 連同

所欲轉殖的基因同時送入植物細胞內，以便篩選出轉

殖株 (圖一)。篩選標示基因依其性質可分為三大類，

分別為抗生素抗性基因、殺草劑抗性基因及生長代謝

抑制基因( 7 5 )；其中具抗生素抗性或殺草劑抗性的抗性基

因是目前最常使用的篩選標示基因，可使轉基因細胞

對添加於培養基中的抗生素或殺草劑具有抗性，而非

轉基因細胞則會被殺死。因此，帶有轉基因的單細胞

即可自大量的非轉基因細胞中被篩選出來。然而，這

些篩選標示基因經轉殖之後仍會留存於轉基因植物中

且在植物內不具任何實質上的功能。目前已知當非轉
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植物基因轉殖系統需藉篩選標示基因 (selection marker genes) 以有效率地篩選出轉殖細胞或

植物。大多數篩選標示基因皆是利用其具有抗生素抗性或殺草劑抗性來進行篩選。篩選標示基

因轉殖後仍存在於植物中，引發大眾對環境安全及人體健康影響之疑慮。故將篩選標示基因自

轉基因作物移除，已成當前趨勢。目前已有數種產生無篩選標示基因之轉基因植物的系統被建

立，包括共轉型法 ( c o - t r a n s f o r m a t i o n )、特定位置重組法 (site-specific recombination)、跳躍子系

統 ( t r a n s p o s i t i o n )、同源重組 (homologous recombination) 及正向篩選法 (positive selection) 等。

經由這些系統所產生之無篩選標示基因 ( m a r k e r-free) 作物將可大幅地提升一般民眾對於轉基因

作物的接受度。本文即針對現今不同之無篩選標示基因植物轉殖系統之策略作完整之彙整並討

論其優缺點及未來發展趨勢。

關鍵詞：篩選標示基因、無篩選標示基因、轉基因植物、葉綠體轉殖、農桿菌轉殖

論 說



基因細胞於含有這一類化合物之選擇性培養基中無法

生長或是死亡時會對轉基因細胞產生負面的效應，因

為死亡的細胞會抑制養分供給至轉基因細胞甚至是分

泌有毒的物質，進而降低轉基因細胞增殖及分化成為

轉基因植物的能力 ( 2 7 )。另外，目前供篩選標示基因使用

之啟動子 (promoter) 常侷限於特定的種類，若重複地利

用這些啟動子易導致基因沉寂作用 (gene silencing) 的產

生；再者，有效且適用的篩選標示基因種類亦有限( 4 5 )。

除此之外，應用於轉基因作物中的篩選標示基因

之安全性近年來已引發大眾的疑慮，其潛在的隱憂主

要包括二大類 (6, 58, 105, 109)，一是基因改造作物對生態環境

平衡之衝擊，二為基因改造作物作為食品及飼料用途時

對人體及其他生物健康之影響。例如殺草劑抗性基因

可能會藉著花粉傳播至野生植物及與轉殖作物具親源

性之雜草上，使其它野生植物變成為害作物的頑強雜

草 (super weed) 並導致基因污染 (genetic pollution)(12, 58)。

抗生素抗性基因可能將其抗性間接或直接的轉移至人

體內的微生物、腸胃中的生物、土壤中的菌類或是食

用這些轉基因植物的動物腸道內 (23, 35, 47, 75, 77, 79)，而改變原

有的微生物相。雖然這些議題尚缺乏強而有力的證據

來佐證 (47, 79, 84)，但是英國於「發展基因改造作物之最佳

政策」方針中仍建議基因改造作物使用之外來基因應

侷限在最少量 ( 8 5 )； 2 0 0 1年之歐盟標準規範法令

(European Council Directive 2001/18/EC) 關於「釋放至

環境中之基因改造生物的安全性」中要求於 2004 年即

「淘汰」以醫學臨床上相關之抗生素抗性基因作為篩選

標示基因使用至基因改造生物內 ( 8 5 )。而處理關於基因改

造問題一向極為審慎的歐盟，已自 2005 年起禁止以抗

生素抗性基因作為篩選標示基因之轉基因作物輸入；

更決議於 2008 年後不允許實驗室所生產之轉基因試驗

植物含有抗生素抗性基因作為篩選標示基因。因此，

植物基因轉殖工程技術朝向發展無篩選標示基因

( m a r k e r-free) 之轉基因植物已成為當前重要之研究指

標。此外，無篩選標示基因的策略亦可應用至生產多

基因之轉殖植物而不受限於供目前使用之篩選標示基

因種類 ( 1 2 1 )。目前已有多種產生無篩選標示基因轉基因

植物之系統被發展建立，包括利用移除 (removal) 的策

略去除篩選標示基因的共轉型法 ( c o - t r a n s f o r m a t i o n )、

特定位置重組法 (site-specific recombination)、跳躍子系

統 ( t r a n s p o s i t i o n )、 同 源 重 組 法 ( h o m o l o g o u s

recombination) 及利用與生長代謝等相關基因作為篩選

標示基因以取代常用之抗生素抗性及殺草劑抗性基因

的正向篩選法 (positive selection)。本文即針對現今應

用於植物轉殖系統之無篩選標示基因轉殖策略作完整

之彙整。

共轉型法 ( C o - t r a n s f o r m a t i o n )

農桿菌轉殖法是利用農桿菌感染時具有將其 Ti- 質

體 ( t u m o r-inducing plasmid, Ti-plasmid) 中位於兩 b o r d e r

(right border, RB 及 left border, LB) 之間一段稱為 T-
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圖一、農桿菌轉殖法。位於兩 border 之間之 DNA 片段稱為 T- D N A，T-DNA 自兩 border 之間被剪切後可被送入植
物細胞中並嵌入植物之基因組內。
Fig. 1. Schemes for A g ro b a c t e r i u m-mediated transformation.  T-DNA which locates between right border (RB) and left
border (LB) is transferred into plant cell and integrated into plant genome. 



DNA (transferred DNA) 的序列嵌入寄主基因體中的特

性，藉由將標的基因及篩選標示基因構築至同一段 T-

DNA 中，此兩基因就可同時被送入植物細胞內 (圖

一)。因兩者皆位於同一 T- D N A，故會插入植物基因體

中連鎖的基因座 (linked loci)，篩選標示基因將一直存

留於植物中而無法與標的基因分離。因此我們可以將

篩選標示基因與欲轉殖之標的基因分別構築於不同的

T-DNA 上，其中一組攜帶有篩選標示基因，另一組則

攜帶所欲轉殖之標的基因片段，將此二組不同之 T-

DNAs 送入同一個植物細胞內，則位於不同 T-DNA 上

之篩選標示基因及欲轉殖之標的基因片段即有機會分

別嵌入植物染色體中不連鎖的基因座 (unlinked loci)，

就可藉親本自交所產生之子代分離得到無篩選標示基

因之轉基因植物 (圖二)，共轉型法之發展即植基於此

一概念 ( 2 7 )，此法又可依構築的形態細分為： (1) 兩組 T-

DNA 構築於二個不同的植物轉殖載體上並分別送入不

同的農桿菌中後，將此二農桿菌混合進行植物轉殖之

雙載體/雙菌株法 (two-plasmid/two-strain) (圖二A) (18, 20, 21,

64, 74)，(2) 兩組 T-DNA 構築於二個不同之植物轉殖載體

但送入同一個農桿菌中進行轉殖之雙載體 /單菌株法

(two-plasmid/one-strain) (圖二B ) (13, 19, 57)，(3) 兩組 T- D N A

構築於單一植物轉殖載體上之雙 T-DNA/ 單載體法

( t w o - T-DNA/one-plasmid) (圖二C )(21, 64, 69, 11 7 )(表一)。

由於共轉型法操作簡易並可順利得到不具篩選標

示基因之轉殖植物，為目前使用最廣泛的方法。然而

有報告指出此三種共轉型法具有廣泛的變異性，亦很

難於不同的方法之間提出一個有系統性的評論 ( 8 4 )。例如

Komari 等人 ( 6 4 )以 neomycin phosphotransferase II gene

(n p t II) 或 hygromycin phosphotransferase gene (h p t) 作

為篩選標示基因、glucuronidase gene (GUS) 為標的基

因，分別利用雙載體 /雙菌株法及雙 T-DNA/ 單載體法

在菸草 (Nicotiana tabacum) 及水稻 (O ryza sativa) 上試

驗，發現採用雙載體 /雙菌株法於兩次重複實驗中，經

初次抗生素篩選之後亦具有 GUS 活性的轉殖比率分別

為 22%, 35% (菸草) 及 2%, 14% (水稻)，經自交分離後

不具篩選標示基因 (n p t II 或 h p t) 而僅具 GUS 活性之子

M a r k e r-free 轉基因植物之構築 1 6 1

圖二、以共轉型法產生無篩選標示基因轉基因植物。 (A) 雙載體/雙菌株法、(B) 雙載體/單菌株法、(C) 雙 T- D N A /
單載體法。其原理是藉農桿菌轉殖法將二組不同之 T-DNAs 送入同一個植物細胞內，其中一組攜帶有篩選標示基
因，另一組則攜帶所欲轉殖的基因片段。若位於不同 T-DNA 上之篩選標示基因及欲轉殖的基因片段分別嵌入植物
染色體中不連鎖的基因座，則可藉親本自交所產生之子代分離得到無篩選標示基因之轉基因植物。
Fig. 2. Schemes for generating marker-free transgenic plants by co-transformation.  Three approaches of co-transformation
system include: (A) 2 plasmids/2-strains, (B) 2 plasmids/1 strain and (C) 2 T-DNAs/1 plasmid.  A selection marker gene
and a gene of interest from two different T-DNAs are integrated into unlinked loci by co-transformation.  The gene of
interest is then segregated from the selectable marker gene by sexual crossing.  (modified from Ref. 27).



代比例則分別為 71% (菸草) 及 100% (水稻)；若利用雙

T-DNA/ 單載體法轉殖菸草及水稻則同時具抗生素抗性

及 GUS 活性之轉殖植物比例分別為 50% (菸草) 及 5 2 %

(水稻)，其僅具 GUS 活性之子代則為 56%,100% (菸草)

及 65% (水稻)，其轉殖效率會因採用方法及作物不同

而異( 6 4 )。其可能原因如使用之農桿菌種、植物種類及其

生長狀況、植物細胞和農桿菌之間的交互作用及植物

細胞對 T-DNA 之接受度等等來自農桿菌、植物及環境

之因子皆為影響轉殖效率之變數，但是整體而言利用

共轉型法所得不含篩選標示基因之效率是高於分別進

行二次的單一轉型方式 ( 2 7 )。除了採用不同的共轉型法其

效率具差異性之外，農桿菌合成之篩選標示基因數目

多寡亦會影響轉殖效率，Jacob and Ve l u t h a m b i( 5 7 )分別以

具高套數 (10-15 copy number) 之二位元載體攜帶 n p t I I

基因或是低套數 (1 copy number) 之共整合載體

(cointegrate vector) 攜帶 h p h 基因作為篩選標示基因，

並採用雙載體 /單菌株法作為轉殖策略研究發現，若以

低套數之載體攜帶篩選標示基因 (h p h) 則其獲得無篩選

標示基因植物之轉殖效率較佳。

共轉型法的主要缺點是嵌入植物染色體中不連鎖

植物病理學會刊　第 14 卷　第 3 期　2 0 051 6 2

表一、產生無篩選標示基因轉基因植物之方法

Table 1. Methods used to generate marker-free transgenic plants 
M e t h o d s C r o p s R e f e r e n c e s
C o - t r a n s f o r m a t i o n

Two plasmids/ two strains To b a c c o 20, 21, 64, 74
R i c e 6 4
Brassica napus 1 8

Two plasmids/ one strain To b a c c o 13, 19, 57
R a p e s e e d 1 3

(dual binary vector: pGreen/ pSoup) R i c e 1, 2, 104
W h e a t 8 3

Two T-DNA/ one plasmids To b a c c o 8, 21, 64, 11 7
R i c e 64, 69
S o y b e a n 11 0
B a r l e y 72, 111
M a i z e 7 6

P - D N A P o t a t o 8 8
Site-specific re c o m b i n a t i o n

C r e /l o x P To b a c c o 11, 38, 90
A r a b i d o p s i s 90 

(heat shock induce promoter) 5 1
( c h e m i c a l - r e g u l a t e d ) 1 2 0

M a i z e 11 5
R i c e 5 0

( c h e m i c a l - r e g u l a t e d ) 9 7
F L P /f rt A r a b i d o p s i s 7 0

M a i z e 7 1
R /R S S t r a w b e r r y 9 1
Phage-attachment region (a t t P) To b a c c o 11 8
2 site-specific (Opinion) - 9 8

Multi auto transformation (MAT )
i p t-type MAT To b a c c o 25, 28, 101

R i c e 3 3
ro l-type MAT To b a c c o 2 9
G S T- M AT To b a c c o 3 2

M a i z e 1 0 0
Tr a n s p o s o n

Ac/Ds transposon system To m a t o 4 0
( Tr a n s p o s o n - i n d u c e d ) 11 3

(marker gene on the mobile element) To b a c c o 28, 29
(marker gene on the mobile element) 4 1

R i c e 10, 59



基因座之轉基因需依賴自交的方式於子代中分離後，

才能獲得無篩選標示基因之轉基因植物，因此需篩選

大量的轉殖植物，不僅時間成本龐大且不適用於生長

緩慢之木本植物上。故近來有學者將綠螢光蛋白基因

(green fluorescent protein gene, GFP) 和 n p t II 基因構築

於同一 T- D N A，而標的基因 (GUS) 則放入另一 T- D N A

利用雙 T-DNA/ 單載體法進行轉殖，即可透過發出螢光

與否篩選出無篩選標示基因轉基因植物，進而節省時

間及降低篩選藥品的消耗量 ( 8 )。

農桿菌轉殖法最大的特點即是將位於 RB 及 LB 之

間的 T-DNA 送入植物細胞內，但已有研究指出除了 T-

DNA 區域之外，轉殖過程中亦常會將載體其他部份之

序列 (稱為 backbone DNA) 一起送入植物細胞，而實際

上除了欲轉殖基因之外，其他序列對植物而言都是不

必要的(87, 107)。因此近來更進一步發展出降低非植物本身

來源之序列 (如backbone DNA) 嵌入植物染色體中的新

策略。Rommens 等人( 8 8 )於水稻及阿拉伯芥 (A r a b i d o p s i s

t h a l i a n a ) 基因體序列中比對出與農桿菌之 RB 及 LB 具

高度相似性之序列 ( b o r d e r-like sequence)，藉此自馬鈴

薯中選殖出和農桿菌的 RB 及 LB 相似之 DNA 片段，

構築此一由植物序列組成之 P-DNA (plant-derived DNA

fragment) 用以替代傳統農桿菌之 T-DNA 來攜帶外源基

因，藉此即可經由共轉殖及子代分離的方式獲得除外

源基因外完全皆由植物 DNA (native DNA) 而來之無篩

選標示基因轉基因植物，大大的降低外來 DNA 序列於

植物中的含量(87, 88)。

特定位置重組法 (Site-specific recombination)

某些微生物中具有特定位置重組瓷 ( s i t e - s p e c i f i c

recombinase) 可辨識特定的正向重複 (direct repeats) 序

列，並切下位於此辨識序列 (recognition site) 之間的區

域，因此常被應用在高等真核生物的基因工程技術中
( 8 5 )。此特性約十五年前即被應用至植物轉殖技術上，藉

由將供細菌噬菌體 P1 之重組瓷 (Cre) 辨識之特定正向

重複序列 (l o xP) 置於篩選標示基因的兩端，如此一來

即可藉重組瓷的作用將篩選標示基因自植物基因體中

移除( 11 ) (圖三)。至今已有一系列的特定位置重組系統被

建立包括:細菌噬菌體 P1 (bacteriophage P1) 之 C r e /l o x

重組系統 ( 11, 38, 51, 90, 120)、酵母菌 S a c h romyces cere v i s a e 之

F L P /f rt 系統(16, 37,  62, 70, 71)及 Z y g o s a c c h a romyces ro u x i i 之 R -

R S 系統(25, 81, 100, 101)。

早期的特定位置重組法須將重組瓷及供其辨識之

正向重複序列分別經兩次的轉型或植物雜交的方式送

入同一植物細胞中，以利移除篩選標示基因的進行，

然而重組瓷往往仍殘存於植物細胞中，因此與共轉型

法相同，需經子代分離後方能獲得較完整之無篩選標

示基因轉基因植物 ( 11 ) (圖三A )。有鑑於此，若在同一載

體上將重組瓷與欲移除之基因一同置於正向重複序列

之間即可解決需子代分離之困擾 (圖三B )。

為了更進一步使重組瓷在轉殖後於適當時機再行

表現以提高轉殖效率，乃發展利用誘發性特定位置重

組 (inducible site-specific recombination) 系統來移除篩

選標示基因 ( 1 2 0 )，其原理是利用賀爾蒙 β-雌二醇 (β-

estradiol) 配合啟動 XVE 誘發系統 (transactivator XVE)
( 119, 120)來調控 cre-recombinase 基因的表現，以提高移除

篩選標示基因效率之目的。此外，最近另有一套改良

式的系統被建立，結合誘發性特定位置重組法及雙功

能之篩選標示基因 (Escherichia coli cytosine deaminase-

Neomycin phosphotransferase II gene, c o dA -n p tII) 的使

用；首先利用 nptII 基因作為正向篩選接著利用化學誘

導性之 codA 基因再行負向篩選出真正的無篩選標示基

因轉基因植物 ( 9 1 )，此一系統的策略較其他系統省時且重

組瓷亦可隨篩選標示基因一起被移除。近來更有學者

提出雙特定位置重組法 (two site-specific recombination)

的概念，將兩載體藉轉殖或雜交後分別送入植物細胞

內，因其中一載體攜帶外源基因、篩選基因及兩組正

向重複序列，另一載體則攜帶兩組重組瓷，如此一來

就可藉其中一組重組瓷系統經同源交換的方式將兩載

體攜帶之基因整合至相鄰的位置，此時另一組重組瓷

系統則可進行特定位置重組將篩選標示基因移除而產

生無篩選標示基因轉基因植物 ( 9 8 )。

除上述之重組瓷系統具有將特定位置之序列移除

的功能之外，另有利用同源重組 ( h o m o l o g o u s

recombination) 的方法將特定區域之序列移除 ( 8 6 )。其原

理與特定位置重組法相似，乃將位於兩正向重複序列

之間的區域切除。早期於體細胞 (somatic cells) 中即有

學者利用同源重組的方法切除序列，但其效果不佳 ( 8 6 )，

因而被認為不適合作為移除篩選標示基因的系統。直

至 Zubko 等人 ( 11 8 )利用源自細菌噬菌體之 p h a g e

attachment site (a t t P) 扮演正向重複序列的角色，藉由

染色體之間的重組 (intrachromosomal recombination) 成

功地將篩選標示基因移除 ( 11 8 )，不僅較以往之同源重組

法具有更佳的效率，且可免除重複轉殖或是子代分離

之步驟而縮短所需時程。同源重組法於質體轉殖技術

中扮演非常重要的角色，因此同源重組法亦可應用於

葉綠體轉殖技術中作為移除篩選標示基因的媒介，近

來已有相關文獻證實其可行性 ( 5 5 ) (將於稍後作詳述)。

跳躍子系統 (Transposition) 

跳躍子 (transposon or transposable element) 又稱轉
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位子，是一段具有可轉移位置特性之基因序列，最早

於 1947 年在玉米中被發現，目前以 A c / D s 系統最為常

見，A c / D s 系統可分為兩種，一為自動 (autonomous) 跳

躍子 (如A c)，意指跳躍子含有轉位瓷 (transposase) 可辨

識跳躍子兩端特殊之序列以進行切割，之後再將位於

跳躍子兩端間的序列插入植物基因體中的其他位置

( c u t - a n d - p a s t e )；另一為被動 (non-autonomous) 跳躍子

(如D s) 即指跳躍子之間不含有轉位瓷或是具無功能之

轉位瓷，因此需要提供正常之轉位瓷才能發揮轉移的

特性(36, 46)。由於其原理與特定位置重組法相似，因此亦
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圖三、( A )以特定位置重組法移除篩選標示基因之基本原理。將篩選標示基因 置於兩組供重組瓷辨識之正向重複序
列 (R) 之間，一但重組瓷開始表現就可將篩選標示基因自植物基因體中於轉殖篩選的過程中移除移除。 ( B )改良式
特定位置重組法。將篩選標示及重組瓷置於兩供辨識之正向重複序列 (R) 之間，即可將篩選標示基因及重組瓷同
時於篩選的過程中移除。
Fig. 3. (A) Basic strategy for the excision of selection marker genes by site-specific recombination.  The selection marker
gene is inserted into the transformation vector between two recombinase biding sites (R) that are recognized by a
recombinase.  After expression of recombinase, the marker gene is excised from the plant genome.  (B) Modified strategy
for the excision of selection marker genes by site-specific recombination.  The selection marker gene and recombinase are
inserted into the transformation vector between two recombinase biding sites (R) that are recognized by a recombinase.
The marker gene and recombinase gene is excised from the plant genome without crossing.



具有應用於移除篩選標示基因的潛力 (表一)。一般是

將篩選標示基因置於跳躍子之間，而此跳躍子可於移

位 (transposition) 後移除 (圖四)( 4 1 )。跳躍子系統 (A c / D s)

首先成功的應用於番茄上來達到分離篩選標示基因及

欲轉殖之基因的目的 (40,  11 3 )。但使用跳躍子系統 (i p t

g e n e /A c element) 至菸草及山楊屬之植物上時，所得到

之無篩選標示基因轉殖效率卻不高 (28, 29)。跳躍子系統除

了可將篩選標示基因及欲轉殖之基因分離而嵌入植物

基因體中不連鎖的位置之外，也可獲得一系列具有不

同嵌入位置之轉基因植物。然而，仍需進行子代分離

才能得到無篩選標示基因的轉基因植物，因此亦是相

當耗費時間( 8 4 )。

正向篩選 (Positive selection) 轉基因植物法

在植物基因轉殖的過程中，篩選轉殖成功之細胞

或轉基因植物最常使用的方法是將適當的篩選標示基

因 (抗生素抗性基因或殺草劑抗性基因最常見 ) 連同所

欲轉殖的基因同時送入植物細胞內，使未轉殖成功的

細胞於選擇性培養基的篩選過程中死亡，以便篩選出

轉殖株。除此之外，亦可利用正向篩選 ( p o s i t i v e

selection) 轉基因植物法以生長代謝相關的基因置換一

般使用之抗生素抗性基因或殺草劑抗性基因，藉生化

活性的機制依植物生長情形的優劣或生長表型等進行

篩選 ( 1 0 6 ) (表二)。目前應用於正向篩選法的基因種類主

要有：(1) 可將對細胞不具毒害之特定物質轉變為植物

基本生長元素來源 (如碳、氮源 ) 之基因，例如 β-

glucuronidase gene (gusA) 可使轉殖細胞生長於含有

cytokinin glucuronide之培養基( 6 0 )、xylose isomerase gene

(xylA) 可使轉殖細胞生長於以 D-xylose 為碳源的培養

基(43, 44)及 phosphomannose isomerase gene (manA) 使轉

殖細胞可生長於以 D-mannose 為碳源的培養基 (61, 78)。

(2) 將對細胞具有毒性之特定物質轉變為無毒性物質之

相關基因，其機制類似抗生素抗性或殺草劑抗性基

因，如 D-amino acid oxidase gene (dao1) 可將對植物有

毒害的 D-amino acid 轉化為對植物無毒害的物質 ( 3 4 )、甜

菜鹼醛脫氫瓷 (betaine aldehyde dehydrogenase gene,

BADH) 可將對植物有毒性的 betaine aldehyde 轉化為對

植物無毒害的 glycine betaine ( 1 0 3 )。(3) 植物賀爾蒙相關

基因以促進轉殖植物之生長及分化作用，例如 ipt 基因

是由 Agrobacterium tumefaciens PO22 選殖而來，為異

戊烯基轉移瓷 (isopentenyl transferase) 可催化細胞分裂

素 (cytokinin) 的合成，加速轉基因細胞的增生及不定

芽的分化 (adventitious shoots) ( 3 )。又如 rol (root locus) 基

因含有 A, B, C 三種 基因是 來自 A. rh i z o g e n e s

N I A E S 1 7 2 4，具有提升生長素 (auxin) 靈敏性的功能因

而促使毛根 (hairy roots) 的大量增生 (96, 108)，因此轉殖成

功之植物會表現特殊的外表形態。

除了可利用生長代謝相關基因進行正向篩選之

外，亦可使用其他對環境無害或是爭議性較低之基

因，例如植物抗病基因，取代一般使用之篩選標示基

因。其中自甜椒分離之 ferredoxin-like protein gene

(p f l p) 已被證實可使植物抗軟腐病菌 E rwinia caro t o v o r a
( 11 4 )。若於篩選轉殖植物的過程中加入 E. caro t o v o r a 進

行感染，則未轉殖成功之培植體 (explants) 會快速軟化

並轉為褐色死亡，而轉殖成功之培植體則仍會維持綠

色及正常生長，此方法已於蘭花上施行並獲得證實，

且其篩選時間比一般使用之抗生素來得快 ( 11 4 )。但此類

策略較不符合「無篩選標示基因」之宗旨，因為篩選

用之基因尚存於植物細胞內。

此外另有一套結合 DNA 序列移除系統 (如：特定

位置重組瓷或跳躍子系統) 及正向篩選法之轉殖系統，

稱之為 M AT (multi auto transformation) ( 2 6 )，可將替代的

篩選標示基因移除。此法最初成功施行於利用農桿菌

中之致癌基因 (oncogenes) 作為篩選標示基因的轉殖載
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圖四、以跳躍子系統 ( Transposition) 移除篩選標示基因之圖示。將轉位子序列 (A c / D s) 置於篩選標示基因之兩端，
當轉位*表現時可將篩選標示基因切下並轉移至染色體其他位置後即可藉親本自交所產生之子代分離得到無篩選標
示基因之轉基因植物。
Fig. 4. Scheme for generate marker-free transgenic plants by transposition.  The marker gene is flanking with the
transposable element sequence (A c / D s).  The activation of transposase allows the relocation of the selection marker gene to
new chromosome positions.  The target gene is then segregated from the selectable marker gene by sexual crossing
(modified from Ref. 52).



體系統中。因致癌基因有兩種 (即 i p t gene 及 rol g e n e )，

故可分為 i p t - 型載體 (i p t-type vector)(25, 28, 33, 101)及 ro l - 型

載體 (rol-type vector)( 2 9 )兩大類。由於致癌基因會於農桿

菌感染後誘導寄主植物產生腫瘤 (crown galls ) 或毛根

(hairy roots) 的現象，因此轉殖成功之植物會產生特殊

的外表形態，接著即可透過 M AT 載體上所攜帶之特定

位置重組瓷或跳躍子系統將致癌基因移除，使轉殖植

物恢復正常之生長形態 (圖五)。為了進一步調控移除

基因的時機及提高效率，於是更進一步利用由玉米中

分離出之谷胱啟月太 S 轉移瓷 ( g l u t a t h i o n e - S - t r a n s f e r a s e ,

G S T-II-27) 基因的啟動子來控制特定位置重組瓷的表

現， G S T-II-27 啟動子可藉由一種殺草劑解毒劑

(herbicide antidote) "Safener"來誘導，藉以調控特定位

置重組瓷的表現的時機，此系統稱之為 G S T- M AT 載體
(32, 100)。此法不需重複地進行轉殖，亦不需經子代分離即

可獲得無篩選標示基因的轉基因植物，大大的縮短培

育的時間並較適用於木本植物上。

除了透過移除、重組或是替代性篩選標示基因的

系統獲得不含抗生素抗性或殺草劑抗性基因之轉基因

植物外，亦可直接使用不帶篩選標示基因而具強毒力

之農桿菌株 (virulent A. tumefaciens strain) 進行轉殖( 2 2 )，

如此一來就可直接獲得無篩選標示基因之轉基因植物

而省去子代分離或是移除篩選標示基因的步驟，但仍

需耗費大量資材以聚合瓷鏈反應 (polymerase chain

reaction, PCR) 篩選每棵自培植體抽出之幼芽，且其獲

得無篩選標示基因之效率偏低。

葉綠體轉殖 (Chloroplast transformation)

葉綠體 (chloroplast) 轉殖系統於 1988 年首先於單細

胞藻類 (Chlamydomonas re i n h a rd t i i)( 7 )，隨後在菸草 ( 1 0 2 )

上証明可穩定地將外源 DNA 轉殖至葉綠體之基因體

內，目前也可應用於一些重要經濟作物 ( 1 4 )。相較於一般

之細胞核轉殖系統，葉綠體轉殖技術擁有某些優點，

包括其基因的遺傳屬於母系遺傳，故所轉入的外來基

因較不會經由授粉的過程散播至環境當中，降低基因

污染的風險( 9 2 )。在綠色葉片的單一細胞中含有約 100 個
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表二、產生無篩選標示基因轉基因植物之正向篩選法

Table 2. Methods used to generate marker-free transgenic plants by positive selection 
Agent and analogues G e n e s E n z y m e s S o u r c e s G e n o m e R e f e r e n c e s
Toxic drugs, metabolite analogues and enzymes used for the conditional-positive selection of transgenic plants

2 - D e o x y g l u c o s e D O GR1 2 - D e o x y g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e S a c c h a romyces cere v i s i a e N u c l e a r 6 8
p h o s p h a t a s e

Betaine aldehyde B A D H Betaine aldehyde dehydrogenase Spinacia oleracea N u c l e a r, 1 0 3 ;
p l a s t i d 1 5

S- A m i n o e t h y l D H P S Dihydropicolinate synthase Escherichia coli N u c l e a r 8 2 ;
l-cysteine (AEC) o c s Octopine synthase A g robacterium tumefaciens 6 5

4 - M e t h y l t r y p t o p h a n
( 4 - m T ) T D C Tryptophan decarboxylase Catharanthus ro s e u s N u c l e a r 3 9
M e t h o t r e x a t e D H F R Dihydrofolate reductase mouse Escherichia coli N u c l e a r 30; 48

Candida albicans N u c l e a r 5 6
D-amino acid d a o 1 D-amino acid oxidase yeast N u c l e a r 3 4

Non-toxic agents and enzymes used for the conditional-positive selection of transgenic plants
D - X y l o s e x y l A Xylose isomerase S t reptomyces ru b i g n o s u s, N u c l e a r 4 3 ;

T h e r m o a n a e robacterium sulfuro g e n e s 4 4
D - M a n n o s e m a n A (p m i) Phosphomannose isomerase Escherichia coli N u c l e a r 61; 78
B e n z y l a d e n i n e -N-
3 - g l u c u r o n i d e u i d A(g u s A) β- G l u c u r o n i d a s e Escherichia coli N u c l e a r 6 0

Enzymes used for the non-conditional-positive selection of transgenic plants
N o n e i p t Isopentyl transferases A g robacterium tumefaciens N u c l e a r 3 1 ;

pga 22 Arabidopsis thaliana 1 2 1
N o n e ro l "Hairy root" phenotype A g robacterium rh i z o g e n e s N u c l e a r 2 7
N o n e E S R 1 Transcription factor (enhancer Arabidopsis thaliana N u c l e a r 4

of shoot regeneration 1)
N o n e C K I 1 Histidine kinase Arabidopsis thaliana N u c l e a r 1 2 1

(cytokinin-independent 1)
E rwinia caro t o v o r a p f l p ferredoxin-like protein Capsicum annuum L. N u c l e a r 11 4

(modified from Ref. 75)



的葉綠體，每個葉綠體中又含有約百個高套數的原核

基因體 (5, 99)，因而能大量地表現外源基因 (73, 11 2 )。此外，

外來基因在葉綠體中尚未發現產生基因沉寂 ( g e n e

silencing) 的現象，因此葉綠體轉殖系統已成為近年新

興且受矚目之生物技術。

目前葉綠體轉殖系統除於菸草 ( 1 0 2 )及阿拉伯芥 ( 9 4 )等

模式植物被建立之外，近來在重要經濟作物的葉綠體

轉殖技術亦有突破性的進展，包括馬鈴薯 ( 9 3 )、番茄 ( 8 9 )、

棉花 ( 6 6 )、大豆 (24, 11 6 )、油菜 (oilseed rape and oilseed

B r a s s i c a c e a -L e s q u e rella fendleri) (54, 95)及胡蘿蔔 ( 6 7 )等。雖

然葉綠體轉殖系統確有許多優點，但尚有一些瓶頸待

突破，目前的技術僅可用於上述少數作物，其他植物

往往因缺乏良好的組織培養及再生系統、適當的篩選

標示基因或是無法於原質體 ( p r o p l a s t i d )、白色體

(leucoplast) 及澱粉體 (amyloplast) 等非綠質體上 ( n o n -

green plastid) 表現出轉基因等限制因子，而無法利用葉

綠體轉殖系統生產轉基因植物 ( 1 4 )，尤其是世界主要糧食

作物如水稻、玉米及小麥等作物仍尚未有成功的案

例。因此，葉綠體轉殖系統仍持續地有更多改良之方

式正在研究中，以期能提供更廣泛之應用。

以葉綠體轉殖技術將外源基因及篩選標示基因 (一

般多為抗生素 spectinomycin) 插入源自葉綠體序列片

段之間，構成葉綠體轉殖專用之特殊載體 (圖六A )，經

由基因槍法 ( 1 0 2 )或聚乙烯二醇法 (polyethylene glycol,

P E G ) ( 8 0 )送入目標細胞後，少數之載體即有機會進入葉

綠體中並透過同源重組的機制將載體上位於葉綠體序

列片段間之外來基因嵌入葉綠體基因組中，經由不斷

的分化及篩選，細胞內就充滿了攜帶外來基因之葉綠

體。由於葉綠體轉殖技術已成為近來植物基因轉殖技

術之利器，而朝向發展無篩選標示基因轉基因植物更

為當前重要之研究指標，故建立無篩選標示基因轉殖

系統亦是葉綠體轉殖技術之重要課題 (表三)。

葉綠體轉殖技術之原理主要是建構於同源重組的

機制上，因此亦可應用相同之原理將篩選標示基因移

除( 1 7 )，例如於葉綠體轉殖專用之特殊載體上的篩選標示

基因之兩端各再加入來自葉綠體 174 個鹼基對 ( b a s e

pair) 之 DNA 序列後進行轉殖 (圖六B )，初期以抗生素

篩選出成功轉殖入葉綠體之細胞，經一段時間後再移
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圖五、M AT vector 之轉殖原理。M AT vector 以致癌基因作為篩選標示基因，並結合 DNA 序列移除系統 (如:位置
專一性重組瓷或跳躍子系統) 於轉殖篩選的過程中移除。
Fig. 5. Principle of the MAT vectors.  MAT vectors utilize oncogenes (i p t or ro l genes) as selectable markers and a removal
element (site-specific recombination or transposon system) to remove them after transformation (modified from Ref. 27,
28, 29). 



植至無篩選壓力下的環境生長，使篩選標示基因無須

被持續性的表現，即可再經同源重組的機制將篩選標

示基因和標的基因分離 (圖六B) ( 5 5 )。此外，葉綠體轉殖

系統亦可結合 C r e /l o x 特定位置重組法或跳躍子系統獲

得無篩選標示基因轉殖植物，只需將供辨識之正向重

複序列置於欲移除之基因兩端即可 (圖六C )，惟需將

c re 基因轉殖至細胞核中，使其於細胞核中表現再進入

葉綠體後才能發揮效果 (9, 42)。此外，亦可利用正向篩選

法將篩選標示基因以來自菠菜之甜菜鹼醛氫瓷 ( B A D H )

替代，藉其可將具毒性之 betaine aldehyde (BA) 轉換成

無毒之 glycine betaine (GB) 進行篩選，同樣可獲得無

抗 生 素 抗 性 基 因 之 轉 殖 株 ， 且 效 率 較 傳 統 之
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圖六、產生無篩選標示基因葉綠體轉基因植物之方法。Cp DNA: 指葉綠體 DNA 序列。
Fig. 6. Methods used to generate marker-free chloroplast transgenic plants.  Cp DNA: chloroplast DNA sequence.

表三、產生無篩選標示基因葉綠體轉基因植物之方法

Table 3. Methods used to generate marker-free chloroplast transgenic plants 
M e t h o d s C r o p s R e f e r e n c e s
Homologous recombination To b a c c o 5 5
Positive selection (BADH) To b a c c o 1 5
Cre/lox-mediated recombination To b a c c o 9, 42
Transiently cointegrated selection gene To b a c c o 6 3



spectinomycin 篩選提升 25 倍 (圖六D) ( 1 5 )。近來還有一

套基於同源重組的機制的新轉殖系統 - t r a n s i e n t l y

cointegrated selection gene- 被建立，其策略是將載體上

之篩選標示基因置於同源序列的外側，且只有外源基

因的兩端具有同源序列，於轉殖過程的短暫時間裡即

有機會發生單側之同源重組，而使整個載體嵌入葉綠

體基因組中，但此時之構造是不穩定的。由於外源基

因的兩端具有同源序列，故可再次進行重組而穩定地

嵌入於葉綠體基因組中，並不需經子代分離即可與篩

選標示基因分離 ( 6 3 )。

結　論

發展植物基因轉殖技術最終目的在於培育出具有

商業或實用價值之轉基因作物，以提供農業應用、提

升食品品質及改善人體健康等用途。因此，自轉基因

作物中移除在植物內不具任何實質功能之抗生素抗性

或殺草劑抗性這類篩選標示基因已成為重要之研究指

標。過去數年來已陸續發展出多種不同形式之生產無

篩選標示基因轉基因植物的轉殖系統 (表一、二、

三)，且持續有更多改良的方式正在研究中。雖然有多

種策略可供選擇，但仍需依植物之特性及技術成熟與

否採用最適當的方法進行轉殖。此外，適用之作物不

再只侷限於實驗模式植物如菸草等，而是擴展至其他

許多具有經濟價值的作物如水稻、玉米及大豆等。因

此未來釋放至田間的轉基因作物即不再需要抗生素抗

性或抗殺草劑抗性之篩選標示基因的存在，可大大降

低轉基因作物對環境的衝擊及大眾的疑慮，並更符合

市場之需求。

目前在我國除了中研院生農所已開發出一套利用

分離自甜椒對軟腐病菌 (E. caro t o v o r a) 具抗性之基因

(p f l p) 作為正向篩選產生不具抗生素抗性或殺草劑抗性

基因之轉基因植物外 ( 11 4 )，並未有其他可真正地將篩選

標示基因移除之轉殖系統被建立。此外，有鑑於多數

發表的轉殖方法已被申請專利，因此本實驗室採用其

中一種最簡單的轉殖方法 -共轉型法；透過無篩選標示

基因二位元載體構築，採用雙載體／單菌株及雙 T-

D N A /單載體法進行試驗，已發展出一套能有效率地生

產無篩選標示基因之轉殖系統。
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Selectable marker genes are required for the efficient transformation of transgenic plants.  In

most cases, selection is based on antibiotic or herbicide resistance.  The persistence of selectable

marker genes in transgenic plants has caused public concerns of environmental safety and human

health issues.  Thus it is desirable to remove the marker gene prior to the release of transgenic plants.

Several strategies including co-transformation, site-specific recombination, transposition, homologous

recombination and positive selection have been developed to generate marker-free transgenic plants.

The implementation of these strategies in crops will help to expedite widespread public acceptance of

transgenic plants.  Here, we summarize and discuss these transformation systems and the merits,

shortcomings and their future possible development of different approaches.

Key words: selection marker genes, marker-free, transgenic plant, chloroplast transformation,

A g ro b a c t e r i u m-mediated transformation


