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摘  要 本文从已应用甘露糖安全选择体系的园艺植物种类、临界筛选浓度及影响该系统转化效率的因素等三个方面，探

讨了该体系在观赏植物转基因中的应用；从甘露糖对人体和环境的安全性评价、甘露糖与其他筛选剂的价格比较和转化效率

等三个角度讨论了甘露糖安全选择体系的应用前景；同时，从原理和应用两个角度探讨了该系统存在的问题：该体系的作用

原理使之不适用于少数内源 PMI 活性较高的植物种类，而应用方面甘露糖筛选的临界浓度及转化效率存在较大差异。 
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Abstract In  this review, we investigated the application of mannose safety selection system in transgenic ornamental plants from 
three aspects, including species of horticultural plants, critical selection concentration, and the factors affecting the transgenic 
efficiency. We also discussed the prospects for the application of mannose selection system from the following facets: human and 
environmental safety evaluations, the price comparisons between mannose and other safety selection systems, as well as the 
transgenic efficiency. Additionally, we examined the potential problems for the mannose safety selection system from both the 
principles and the application aspects. According to the principles of the system, the system does not apply to a small number of 
plant species with higher endogenous PMI activities. As for the application aspect, the critical selective concentration and transgenic 
efficiency was found to be quite different. 
Keywords Mannose safety selection system; pmi gene; Safety transgene; Transgenic ornamental plants

研究背景 
转基因技术于上世纪 80 年代问世以来已经有

了长足的发展，但是其安全性也引起了科学家和大

众的普遍关注，除了目的基因的安全性之外，标记

基因的安全性也遭到了强烈质疑。而利用安全标记

基因是解决选择标记基因的生物安全性问题中一

条简单有效的途径(王彩芬等, 2007)。 
甘露糖安全选择体系，是丹麦科学家 Morten 

Joersbo 在 1996 年首次报道。该体系以 E.coli 中的 pmi
基因，即 6-磷酸甘露糖异构酶基因(6-phospho-mannose 
isomerase gene)为选择标记基因，采用 D-甘露糖为选

择剂筛选转化苗与非转化苗(Joersbo and Okkels, 1996)。 
甘露糖安全选择系统的作用机理为：使用对人

体和环境安全的D-甘露糖代替抗生素和除草剂等

作为选择剂，由于缺少内源的磷酸甘露糖异构酶或

活性很低，绝大多数植物的细胞不能直接利用D-甘
露糖作为碳源，只能在内源己糖激酶的作用下，将

甘露糖转化为6-磷酸甘露糖。而转入pmi基因的转化

苗，可以在pmi的编码产物磷酸甘露糖异构酶(PMI)
的作用下，将6-磷酸甘露糖继续催化为6-磷酸果糖

(Joersbo et al., 1999) (图1)。 
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图1 甘露糖代谢 
Figure 1 The metabolism of mannose 

 

这样在含 D-甘露糖的选择培养基上，转化细胞

能够在 PMI 的催化下使甘露糖以 6-磷酸果糖的形

式进入糖酵解途径，将 D-甘露糖转化为可利用的碳

源，为细胞代谢提供能量，从而促进转化苗的生长

和增殖；而非转化细胞由于缺失 PMI 基因而不能将

6-磷酸甘露糖转变成 6-磷酸果糖，导致在细胞不断

积累 6-磷酸甘露糖。6-磷酸甘露糖会与 6-磷酸果糖

形成底物竞争关系，使糖酵解途径受到抑制，从而

造成非转化苗的生长也受到抑制。因此，转化细胞

相对于非转化细胞就获得了竞争优势；未转化细胞

不会立即死亡，而是处于碳饥饿状态，因而也被称

为阳性 /正选择选择系统 (Joersbo et al., 1998; 
Joersbo and Okkels, 1996)。  

近年来，甘露糖安全选择系统发展较快，已经

有了一些该系统在水稻(杨莉等, 2005)，果树(王鸿

和郝燕, 2011)等植物转基因中应用的阶段性综述，

但是其在观赏植物转基因中的应用进展却未见报

道，遂成本文。 

1 甘露糖安全选择体系在观赏植物转基因中

的应用 

1.1 已应用甘露糖安全选择体系的园艺植物种类 

自 1996 年创立以来，甘露糖安全选择体系不

断被各国科学家完善，应用范围逐步扩大，目前不

仅在大田作物中得到了比较成熟的应用，如水稻

(Ding et al., 2006)，玉米(Negrotto et al., 2000)，小麦

(Gadaleta et al., 2006)，小米(Pennisetum glaucum) 
(O’Kennedy et al., 2004)，油菜(Wallbraun et al., 2009)
等，而且在园艺作物中得到了一定程度的发展。从

表 1 中可以看出，甘露糖安全选择体系以在蔬菜作

物中的发展较快；而在园林植物中应用尚少，仅在

7 种植物中初有尝试，但是草本和木本植物却均有

报道。 
笔者注意到研究者们正为在更多的观赏植物

中应用甘露糖安全选择体系而做准备。如日本香川

大学农学院的 Da Silva 利用薄层细胞培养(TCL)再
生法，评价了除蔗糖之外的 14 种碳源作为转基因

菊花正选择剂的潜力；其实验结果显示，虽然在不

定芽的再生过程中有观察到异形不定芽形成的现

象，但是甘露糖、木糖、乳糖和纤维素均可以作为

转基因菊花的正选择剂(Da Silva, 2004)。 

1.2 甘露糖安全选择体系的临界筛选浓度 

由于在培养基中添加蔗糖可以缓解甘露糖对

植物细胞生长的抑制作用，因此在用 pmi 基因作为

选择标记基因进行筛选时，培养基中通常添加蔗糖

和甘露糖两种碳源。不同的植物种类适应不同的蔗

糖甘露糖比，即需要确定临界筛选浓度。Ku 等人

在实验中将临界筛选浓度定义为，甘露糖浓度再高

不定芽就不再分化的浓度(Ku et al., 2006)。Jain 等

利用两步筛选来区分转化和非转化叶盘，先添加低

浓度(1.5 g/L)甘露糖,使叶盘生根成活，再提高浓度

(3 g/L)选择三周，以减少选择逃逸数量(Jain et al., 
2007)。而笔者根据实验(数据未发表)，更推荐两步

筛选确定最佳筛选浓度的实验设计方法，既可以保

证转化细胞的成活，又可以有效的减少后期鉴定转

化株的工作量。 
不同植物的临界筛选浓度差别很大。较低的

如甜菜，为 1.5 g/L 甘露糖，白菜型冬油菜为 7 g/L
甘露糖和 2% 蔗糖(Min et al., 2007)，较高的如鹰

嘴豆(Cicer arietinum L.)为 20 g/L 甘露糖初选，随

后生根培养基为 15 g/L 甘露糖(Patil et al., 2009)，
又如更高的甜橙为 25 g/L 甘露糖和 5 g/L 蔗糖(曾
黎辉等, 2008)。 

1.3 影响甘露糖安全选择体系转化效率的因素 

Joersbo 等研究认为有三个因素对甘露糖选择

体系转化效率的影响起到关键性作用，即选择培养

基中添加的碳源种类、浓度，以及磷酸盐，而受体

植物的基因型和光强等因素对转化率的影响不大

(Joersbo et al., 1999)。
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表 1 甘露糖安全选择体系在观赏植物中的应用 

Table 1 The application of mannose safety selection system in ornamental plants 

类别 

Category 

名称 

Name 

参考文献 

Reference 

文献年份 

Published year 

蔬菜 

Vegetables 

甜菜 

Beta vulgaris 

Joersbo and Okkels  1996 

 木薯 

Manihot esculenta 

Zhang et al. 2000 

 西瓜 

Citrullus lanatus 

Reed et al.  2001 

 辣椒 

Capsicum annuum 

Min et al.  2002 

 番茄 

Lycopersicon esculentum 

王仁厚和王兴智 

Wang R.H. and Wang X.Z. 

2003 

 洋葱 

Allium cepa 

Aswath et al. 2006 

NL-895 杨  

NL-895 Populus 

续晨 

Xu C. 

2005 

枫香 

Liquidambar formosana 

乔桂荣 

Qiao G.R. 

2007; 2010       

夏堇 

Torenia fournieri 

Li et al.  2007 

一球悬铃木 

Platanus occidentalis 

孙月华 

Sun et al. 

2008 

长寿花 

Kalanchoe blossfeldiana 

Ilczuk et al. 2009 

甘蔗 

Saccharum L. 

高世武等 

Gao et al. 

2010 

园林植物 

Landscape plants 

菊花 

Chrysanthemum morifolium 

于立刚等 

Yu et al. 

2011 

 
在转基因甜菜的甘露糖安全选择体系中，几种

不同的碳源都可以明显解除甘露糖的毒害作用，解

毒能力的大小依次为葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和果糖。

其中，当葡萄糖与甘露糖的浓度比达到 15 至 25 倍

时，可以完全消除甘露糖对甜菜细胞的毒害作用

(Joersbo et al., 1999)。高浓度的磷酸根离子能够减轻

甘露糖对甜菜细胞的毒害作用，而且转化率与培养

基中磷酸根离子浓度呈显著的正相关(王彩芬等, 
2007)。 

近年的研究结果显示，甘露糖系统的转化率在

不同植物中存在较大差异，但偶有近似，这与当年

Joersbo 认为基因型影响较小的观点并不一致。如，

Lamblin 等(2007)转化亚麻的转化率最高为 6.4%，

Ilczuk 等(2009)转化长寿花的转化率最高为 15%，

Jain (2007)转化甘蔗时转化率高达 56%；Wallbraun 等

(2009)转化油菜转化率最高为 24%，这与 Degenhardt 
等(2006)转化苹果时 24%的转化率近似。 

即使是同一种系的不同品种也有很大差别，并

且不同的转化方式也对转化率存在很大影响(杨彩

云等, 2009)。如在转基因甜橙中，曾黎辉(2008)等
构建的两种载体的转化率差异显著：pCAMB IA13- 
01PMI 载体的转化率为 27.7%，pBIPMI 载体的转化

率仅为 12.7%，而 Boscariol 等(2003)的转化率为

3%~23.8%。又如在转基因拟南芥中，杨彩云等的阳 
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性筛选率高达 54%~60% (杨彩云等, 2009)，而 Todd 和

Tague (2001)的转化效率仅为2.5%。 

2 甘露糖安全选择体系的应用前景 
2.1 对动物和环境安全 

对一种选择体系进行生物安全评估包括对转

基因植株的农艺性状分析、对生态环境的安全性分

析、对标记或选择基因所编码的蛋白进行过敏性分

析、毒性检测以及与食物中其它成分相互作用分析

(王彩芬等, 2007)。 
Privalle等(2002)安全评价研究的结果显示，

PMI蛋白可以被完全消化，并且对动物无毒也不会

产生过敏反应。对植物来讲，PMI蛋白也无毒副作

用，不影响转基因植株的营养指标和农艺性状，对

环境安全(Reed et al., 2001)。而且，欧盟食品安全局

转基因生物专家组在对含有pmi基因的转基因玉米

MIR604，进行有关PMI蛋白的安全性评价时，也得出了

与Reed等人一直的检测结果(王鸿和郝燕, 2011)。 
实际上，虽然pmi基因只存在于少数几种植物

中，但是pmi基因却广泛分布于所有哺乳动物体内。

因此，以pmi基因为选择标记的转基因植物，所产

生的磷酸甘露糖异构酶(PMI)并不是一种新蛋白，

而是存在于几乎所有生物体中的天然物质(Patil et 
al., 2009)。 

因此，使用 pmi 基因作为选择标记的确是一种

安全转基因的手段，并能够缩短费时费力的转基因

植物安全评价环节，十分利于其大田推广和商品化

应用。 

2.2 筛选试剂价格低廉 
由表 2 可以看出，相同货源的情况下，使用甘

露糖作为筛选剂，与常用的潮霉素和卡那霉素，每

100 g 分别可以节省￥109 320.00 元和￥2 920.00
元，极大的降低了转基因研究的经济成本。 

 
表 2 北京地区相同货源的成本比较 

Table 2 The cost comparison from same suppliers in Beijing 

比较项目 

Items compared 

潮霉素 

Hygromycin 

卡那霉素 

Kanamycin 

甘露糖 

Mannose 

报价(￥/元) 

Quotation price (￥/Yuan) 

1100/1g 180/5g 680/100g 

价格差 

Price margin 

162 倍 

162 times 

5.29 倍 

5.29 times 

- 

节省(￥/元) 

Amount saved 

109320/100g 

 

2920/100g 

 

- 

 

2.3 转化效率高 
如在转基因甜菜中，用 PMI 选择系统的转化频

率是传统的卡那霉素筛选体系的 10倍(Joersbo et al., 
1998)，同时，转基因不定芽的生根频率也大大提高。 

因为正选择剂对细胞不但没有毒害作用，而且

能够利用正选择标记基因的编码产物赋予转化细

胞代谢上的优势，从而促进转化细胞的再生；非转

化细胞不会被杀死，只是生长受到抑制，从而减少

死亡的非转化细胞释放的毒素，减少其对转化细胞

的毒害，所以可以大幅度提高转化效率。 
综合考虑上述多种优势，甘露糖选择系统在植

物安全转基因的研究中，必将具有较高的实用价值

和广阔的应用前景。 

3 甘露糖安全选择体系存在的问题 
3.1 原理局限 

根据该体系的作用原理，对于少数内源 PMI
活性较高的种类，如肉桂(Cinnamomum cassia) (杨
彩云等, 2009)和大豆(Privalle et al., 2000)等，pmi 基
因不能用于此类植物的安全转基因选择标记。 

3.2 应用问题 
3.2.1 甘露糖培养基的灭菌方法 

建议在配置含甘露糖的筛选培养基时，在高压

灭菌之后温度下降到 50°~40°时，再用过滤灭菌的

方式将 D-甘露糖加入培养基中。因为笔者注意到不

论是国内的全国优秀硕士论文还是期刊上的文章，

都没有对这个问题做明确的说明，所以特此指出希

望后来的研究者可以注意。 
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3.2.2 甘露糖筛选的敏感性问题 
在细胞代谢的过程中，6-磷酸甘露糖的积累，

磷酸根离子和 ATP 的消耗等问题会导致培养基的

酸化。同时，还有细胞内其他糖类代谢等生理因

素的影响，会使得外植体对甘露糖的敏感性有所

下降。 
另外，笔者认为植物对甘露糖的敏感性与外植

体的生理状况密切相关。如笔者在实验中发现，菊

花的零代组培苗与高代组培苗对甘露糖的敏感度

存在较大差异：以叶盘分化率作为拐点，零代组培

苗的临界筛选浓度为 8 g/L 甘露糖,而高代组培苗临

界筛选浓度仅为 4 g/L。 

3.3.3 甘露糖的临界筛选浓度差别较大&筛选时间

问题 
在不同的植物种类中，甘露糖的临界筛选浓度

一致性不高且差别很大。如仅在建立了甘露糖选择

体系的植物种类中，就可在甜菜中 1.5 g/L (Joersbo 
et al., 1998)至甜橙中 25 g/L(曾黎辉等, 2008)的大范

围内浮动，相差 16.67 倍之多。因此，在新的植物

种类中开发甘露糖选择体系时，需要设置跨越范围

较大的梯度实验来摸索最佳的临界筛选浓度。 
除了甘露糖筛选浓度和多步筛选以外，杨彩云

等在实验中还注意到了最佳筛选时间的问题，如时

间长了即使是长势好的外植体也会慢慢出现黄化。

这是因为刚开始在筛选压下，即使是阳性植株也不

可能完全抵抗甘露糖，只有经过几轮的筛选得到纯

合体，才能真正成为抗性苗(杨彩云等, 2009)。笔者

认为这是一个值得注意的问题，但是在已应用甘露

糖筛选系统的转基因报道中，筛选时间的问题并没

有得到充分的认识。 

3.3.4 甘露糖筛选的假阳性比例较大 
在对甘露糖敏感的植物中，与卡那霉素选择体

系相比，甘露糖安全选择体系的转化效率要高出数

十倍，但同时也增加了假阳性的比例。根据曾藜辉

(2008)等的雪柑实验，生长健壮的转化苗周围分化

出的丛生芽有很高的假阳性比例。 
台湾研究者 Chen 等(2010)曾在尝试将赖氨酸

作为转基因筛选剂的文章中提到，对新的转基因选

择体系来说，生根的植株很有可能不是假阳性，而

是真的转化苗。因为在外植体的接种、分化不定芽

和生根的几个阶段里，生根很可能个决定因素。 
笔者认为，对甘露糖选择体系来说，可以综合

利用形态、生化鉴定和分子鉴定的方法来提高转基

因阳性苗的鉴定效率：选取筛选培养基上的生根

苗，先做氯酚红的生化反应鉴定，然后取 pH 值有

所下降的转化苗做分子鉴定，PCR 或 Southern 等方

法均可。鉴定完成之后，可以继续做表达分析，如

表达部位的确定，实时表达量分析，以及 PMI 蛋白

含量测定等工作，来解决 pmi 基因在哪里表达，何

时表达，表达了多少等问题。 
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