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利用实时荧光定量 PCR方法分析转基因水稻外源基因拷贝数
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摘　要 :为分析转基因水稻外源基因拷贝数 ,利用新型、灵敏、高通量的实时荧光定量 PCR方法进

行转基因水稻外源基因拷贝数的分析。转基因外源基因的拷贝数通过转基因水稻外源基因 ( GUS

和 HPT基因)和水稻内标准 S PS 基因含量的比较计算获得。定量分析了 14株 T0 代的转基因水稻

植株 ,得到了外源基因插入分别为 1、2、3和 4 的转基因植株 ,同时利用 Southern Blot 方法进行验证

分析。随机选择 18个已经过定量 PCR检测分析的转基因水稻植株 ,用 Southern Blot的方法分析转

基因水稻植株中的 HPT或 GUS 基因的拷贝数 ,Southern Blot分析结果显示有 15个转基因水稻植株

的分析结果与定量 PCR 分析的结果是一致的 ,3 个植株定量 PCR 分析的转基因拷贝数稍高于

Southern Blot的分析结果 ,主要原因是 Southern Blot 方法在同一个插入位点有多拷贝的 T - DNA片

段插入时 ,转基因植株的基因组在完全酶切时会产生相似的 DNA片段 ,电泳分析时很难分辨清楚。

定量 PCR方法则完全避免了这种情况的发生 ,除非目的基因 DNA片段在 PCR引物处发生断裂。

两种方法分析结果的比较显示定量 PCR方法分析转基因拷贝数更加有效、适用。
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Estimating copy number of transgenes in transformed rice by

real2time quantitative PCR
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Abstract : In transgenic plants , the transgene copy number can greatly influence the expression level and

genetic stability of the target gene. Estimation of transgene copy number is an important part of genetically

modified ( GM) crop research. Currently , transgene copy numbers are estimated by Southern analysis , which

is laborious , time2consuming , requires relatively large amounts of plant materials and may involve hazardous

radioisotopes. Here , report the development of a sensitive , high2throughput real2time PCR technique for

estimating transgene copy number in GM rice was reported. This system uses TaqMan quantitative real2time

PCR and comparison to a novel rice endogenous reference gene , sucrose phosphate synthase ( S PS ) , to

determine the copy numbers of exogenousβ2glucuronidase ( GUS ) and hygromycin phosphortransferase ( HPT)

genes in transgenic rice. The GUS and HPT copy numbers in primary rice transformants (T0 ) were calculated

by comparing quantitative PCR results of the GUS and HPT genes with those of the internal standard , S PS .

With optimized PCR conditions , we achieved significantly accurate estimates of 1 , 2 , 3 and 4 transgene copies

in the T0 transformants. Furthermore , the copy number estimations for both the GUS reporter gene and the

HPT selective marker gene showed that rearrangements of the T2DNA occurred more frequently than is

generally believed in transgenic rice.
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　　自 1994年首例转基因番茄“FLAVR SAVR”面世

以来 ,至今已有多种不同农艺性状的转基因植物在

全球范围内广泛种植。在过去的 7年里 ,全球转基

因植物的种植面积由 1996 年的 170 万公顷增长到

了 2003年的 6770万公顷[1 ]。在新的转基因植物研

究过程中 ,对由于转基因重组子的随机插入获得的

转基因转化植株的分子生物学的性状研究非常重

要 ,因为随机插入的数量影响外源基因的表达 ,甚至

会造成外源基因沉默。

Southern Blot方法是最常用的转基因植株外源

基因拷贝数分析方法 ,CGH、FISH、Micro array等方法

也常用于外源基因拷贝数的分析[2～5 ]。但是上述方

法存在多方面的不足 ,例如 ,需要的实验材料 (DNA)

量多、工作量大、费时 ,甚至使用放射性同位素 ,对于

发生重排的外源基因检测不够准确。由于这些原

因 ,一种快速、准确、高效的实时荧光定量 PCR技术

已经被用于转基因烟草、玉米和番茄的外源基因拷

贝数的分析[6～8 ]。但是到目前为止 ,还没有关于转

基因水稻外源基因拷贝数的分析方法的报道 ,本工

作应用 TaqMan 实时荧光定量 PCR技术 ,通过与水

稻内标准基因比较的相对定量的方法建立了转基因

水稻中的外源基因 ( GUS 和 HPT)拷贝数分析体系。

1　材料和方法

111　材料

转基因水稻 ZCM系列和非转基因水稻 9522由

上海市农业科学院生物技术研究中心研究四室提

供。转基因水稻 ZCM系列是通过农杆菌介导的植

物转化方法将植物表达载体 pCAMBIA 1301

( GenBank No. AF234297)转入到水稻中 ,获得了 T0

代转基因水稻植株。

植物基因组 DNA抽提试剂盒购自上海瑞丰农

业科技公司 , Taq DNA 聚合酶及其缓冲液、dNTPs、

MgCl2购自上海美源生物科技有限公司 , λ DNA

Hind Ⅲ和 EcoR ⅠMarker购自上海晶美生物技术有

限公司 ,尼龙膜购自上海基因公司 ,α2 [32 P]2dCTP购

自北京福瑞公司 ,Random Primer DNA Labeling kit购自

大连宝生物工程有限公司 ,其余试剂均为分析纯。

DY2501型核酸电泳仪 , BECKMAN公司的 DUR

640核酸和蛋白分析仪 ,图像分析系统为上海天能

公司生产的凝胶成像系统 , PCR 仪为 Corbett

Research ,Australia ,Rotor2Gene 2000。

112　方法

11211　水稻 DNA的抽提和纯化　利用植物基因组

DNA抽提试剂盒提取和纯化水稻基因组 DNA ,DNA

试样的质量用琼脂糖凝胶电泳和核酸定量检测的方

法进行评价。取一定量 DNA溶液在含有溴乙锭的

1 %琼脂糖里进行凝胶电泳分析 ,判断其浓度和纯

度。再利用 BECKMAN公司的 DUR 640核酸和蛋白

定量分析仪对 DNA试样进行质量测定及浓度定量。

11212 　PCR 引物 　根据质粒 pCAMBIA 1301

( GenBank No. AF234297)和 Ding等报道[9 ]的水稻内

标准基因 S PS 基因的序列 ,利用美国 ABI公司的

Primer Express 210 软件设计了 GUS、HPT和 S PS 基

因的 TaqMan引物和探针。引物和探针由上海博亚

生物科技有限公司合成 ,其核苷酸序列和扩增片段

长度见表 1。

表 1　定量 PCR引物和探针序列

名称 引物Π探针方向 引物Π探针序列 (5′～3′)
编号

GeneBank No.

引物Π探针

位置 (bp)

GUSF Forward primer TTAACTATGCCGGAATCCATCGC 702～724

GUSR Reverse primer AACGCTGACATCACCATTGGC AF234297 830～850

GUSP Forward probe ATGCTCTACACCACGCCGAACACCTG 731～756

HPTF Forward primer CTATTTCTTTGCCCTCGGACGA 8944～8965

HPTR Reverse primer GGACCGATGGCTGTGTAGAAG AF234297 9000～9020

HPTP Reverse probe CGCCGATAGTGGAAACCGACGCCC 8972～8995

SPSF Forward primer TTGCGCCTGAACGGATAT 1055～1072

SPSR Reverse primer CGGTTGATCTTTTCGGGATG U33175 1116～1135

SPSP Reverse probe GACGCACGGACGGCTCGGA 1096～1114

11213　定量 PCR体系及反应条件　PCR反应体积

为 25 μl , 1 ×PCR 缓冲液 , 5 mmolΠL MgCl2 , 012

mmolΠL 的 dATP、dCTP、和 dGTP , 014 mmolΠL 的
dUTP、115 U Taq DNA聚合酶、012 U Amperase uracil

N2glycosylase (UNG) 、1μl DNA模板溶液 ,以及优化

好的 500 nmolΠL HPTFΠHPTR 引物和 300 nmolΠL
HPTP探针 , 500 nmolΠL GUSFΠGUSR primer 引物和

100 nmolΠL GUSP探针 , S PS 基因的定量 PCR反应体
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系见 Ding等报道[9 ]。

定量 PCR扩增的反应条件为 :94℃5 min ,94℃

30 s、60℃30 s、72℃30 s ,共 50个循环。每个试样

平行做 3个反应 ,重复实验 3次。实验数据用 Rotor

Gene 20002416软件 (Corbett Research , Australia)分析。
表 2　HPT和 GUS 基因定量 PCR反应体系的重演性

DNA质量
平均 Ct值

1 2 3
相对标准差标准偏差

HPT基因

1×109 18169 18172 18166 6156 0102

1×107 25139 25131 25142 4170 0105

1×105 32142 32137 32131 5138 0104

1×103 39103 39128 39129 4115 0112

GUS 基因

1×109 12151 12159 12150 7115 0104

1×107 19145 19132 19129 3162 0107

1×105 26101 25174 26104 2133 0113

1×103 32163 32174 32138 0157 0115

11214　转基因拷贝数的分析方法 　采用相对定量

的方法计算转基因的拷贝数 ,首先分别根据构建的

转基因和内标准基因的定量校正曲线计算出转基因

和内标准基因的拷贝数 ,即根据每一个待测试样定

量 PCR检测的 Ct值和构建的校正曲线 (公式 1)计

算出转基因和内标准基因的拷贝数 ;然后通过公式

2计算转基因植株中转基因的拷贝数 ,公式 2 中待

测试样转基因拷贝数Π待测试样内标准基因拷贝数
计算的结果表示转基因植株的外源基因与内标准基

因的比值 ,由于水稻是双倍体植物 ,且水稻单倍体基

因组中 S PS 为单拷贝的 ,所以转基因植株的外源基

因与内标准基因的比值×2所得的值就是转基因植

株外源基因的拷贝数了。

Lg = K1 ×Ct + K2 , (1)

　　K1 , K2 :常数 ;Lg :待测基因拷贝数。

植株转基因拷贝数 = (待测试样转基因拷贝数×

2)Π待测试样内标准基因拷贝数 (2)

以一系列浓度梯度的 pCAMBIA 1301质粒 DNA

溶液 (10
9

, 10
7

, 10
5 和 10

3 拷贝Πμl)为定量 PCR反应

扩增模板 ,构建 GUS 基因和 HPT基因的校正曲线 ;

水稻内标准基因 S PS 的校正曲线的构建参见 Ding

等的报道[9 ]。

11215　转基因拷贝数的 Southern blot分析　转基因

水稻植株转基因 ( GUS 和 HPT)拷贝数的 Southern

blot参见 Sambrook J 等的分子克隆 (第 3 版) [10 ]
,取

10μg转基因水稻基因组DNA用于 EcoR I的完全酶

切 ,然后通过电泳、转膜、标记探针、杂交、洗膜和放

射自显影分析转基因水稻植株的转基因拷贝数 ,其

中杂交探针利用α2[
32

P]2dCTP和 random primer DNA

labeling kit进行标记。

2　结果与讨论

211　定量校正曲线的建立　转基因和内标准基因

的定量 PCR校正曲线的建立是用定量 PCR的方法

分析转基因水稻植株的外源基因拷贝数的关键步

骤。在应用校正曲线计算外源基因或内标准基因的

拷贝数前 ,首先确定建立的定量校正曲线的可靠性

和合理性。实验建立的 GUS、HPT和 S PS 基因的定

量校正曲线的相关性系数在 019984～019990之间 ,

相关性很好。GUS 基因的定量 PCR反应的反应效

率是 1100 (图 1) , HPT基因的定量 PCR反应的反应

效率是 0196 (图 2) , S PS 基因的定量 PCR反应效率

为 0194 (图 3) ,都满足定量 PCR分析的要求。这些

实验数据表明实验建立的 GUS、HPT和 S PS 基因的

定量校正曲线适合用于转基因拷贝数的分析。

(a) :不同拷贝数梯度 (103到 109) GUS 基因的扩增曲线

(b) :根据 (a)的扩增曲线获得的定量校正曲线

图 1　GUS 基因的定量 PCR扩增校正曲线

(a) :不同拷贝数梯度 (103到 109) HPT基因的扩增曲线

(b) :根据 (a)的扩增曲线获得的定量校正曲线

图 2　HPT基因的定量 PCR扩增校正曲线

212　GUS 和 HPT基因的定量 PCR反应的重演性检

测　为了进一步证明实验建立的定量 PCR反应的

准确性和可重复性 ,重复进行 3次实验 ,3次定量实

验结果的相对标准差为 0157 %～7115 % ,标准偏差

为 0102～0115。说明实验建立的 GUS 和 HPT基因

的定量 PCR反应具有很好的准确性和可重复性 ,依
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(a) :不同拷贝数梯度 (102 到 105) S PS 基因的扩增曲线

(b) :根据 (a)的扩增曲线获得的定量校正曲线

图 3　S PS 基因的定量 PCR扩增校正曲线

据此定量 PCR 体系获得的定量结果是稳定和可

信的。

213　转基因水稻植株的 GUS 基因和 HPT基因的拷

贝数分析　根据校正曲线定量确定的转基因水稻植

株 GUS、HPT和内标准基因 S PS 的拷贝数 ,应用公

式 (1)计算出了转基因水稻植株的转基因 ( GUS 和

HPT)的拷贝数。每一个转基因水稻植株试样每次

实验平行做 3个反应 ,每个实验重复 3次。实验共

定量检测了 24 个转基因水稻植株 ,定量结果显示

14个转基因水稻植株含有 1个拷贝的 HPT基因 ,7

个转基因水稻植株含有 1个拷贝的 GUS 基因 ,其余

的转基因水稻植株含有 2个或 2个拷贝以上的 GUS

或 HPT基因 ,具体的定量结果见表 3。

表 3　GUS 和 HPT基因拷贝数定量 PCR检测结果和基因重排分析

转基因株系 HPT GUS 基因重排

ZCM21 1 1 No

ZCM22 4 4 No

ZCM23 3 3 No

ZCM213 1 2 Yes

ZCM214 1 2 Yes

ZCM215 1 1 No

ZCM216 1 1 No

ZCM222 2 4 Yes

ZCM223 1 2～3 Yes

ZCM225 1 1 No

ZCM227 4 5 Yes

ZCM233 1 1 No

ZCM236 2 1 Yes

ZCM240 1 2 Yes

ZCM246 1 4 Yes

ZCM261 1 2 Yes

ZCM265 3 3 No

ZCM272 5 5 No

ZCM273 4 4 No

ZCM278 1 2 Yes

ZCM280 3 3 No

ZCM281 1 2 Yes

ZCM287 2 2 No

ZCM290 1 1 No

214　GUS 和 HPT基因的重排分析　表 3的定量检

测结果显示转基因水稻的 GUS 和 HPT基因的拷贝

数在转基因水稻植株中并不总是一致的 ,表明在转

基因过程中 T2DNA 插入发生了重排。在所有检测

的 24个转基因水稻植株中有 11 个株系发生了 T2
DNA重排 , HPT和 GUS 基因的拷贝数不一致 ,例如

转基因水稻植株 ZCM213、ZCM214、ZCM222、ZCM223、

ZCM227、ZCM236、ZCM240、ZCM246、ZCM261、ZCM278

和 ZCM281。根据定量 PCR 检测结果计算得到的

4518 %的重排率要比一般的分析结果高 ,例如

Southern Blot等 ,主要原因是定量 PCR可以同时分析

多个目的基因和标记基因 ,而一般的方法只分析目

的基因 ,这样就降低了原有的 T2DNA 插入的重排

率。

215　定量 PCR检测与 Southern Blot 分析转基因拷

贝数的比较 　为了进一步验证定量 PCR方法分析

转基因拷贝数的准确性 ,随机选择了 18个已经过定

量 PCR检测分析的转基因水稻植株 ,用 Southern Blot

方法分析转基因水稻植株中的 HPT或 GUS 基因的

拷贝数 ,Southern Blot 的分析结果显示有 15 个转基

因水稻植株的分析结果与定量 PCR分析的结果是

一致的 ,3个植株的分析结果不一致 ,且定量 PCR分

析的结果转基因拷贝数稍高于 Southern Blot 分析结

果 (图 4) 。主要原因是在同一个插入位点有多拷贝

的 T2DNA片段插入时 ,转基因植株的基因组在完全

酶切时会产生相似的 DNA片段 ,这样在电泳分析时

很难分辨清楚 ,但是如果用定量 PCR方法分析时 ,

就完全避免了这种情况的发生 ,除非目的基因 DNA

片段在 PCR引物处发生断裂。两种方法分析结果

的比较显示定量 PCR的方法对于分析转基因拷贝

数更加有效、适用。

泳道 1 :ZCM21 ; 泳道 2 : ZCM215 ; 泳道 3 : ZCM216 ; 泳道 4 : ZCM2

22 ; 泳道 5 : ZCM236 ; 泳道 6 : ZCM287 ; 泳道 7 : ZCM23 ; 泳道 8 :

ZCM265 ; 泳道 9 : ZCM280。

图 4　Southern Bolt法分析转基因 HPT基因拷贝数的结果
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表 4　定量 PCR与 Southern blot拷贝数分析结果比较

HPT GUS

转基因株系 定量 PCR分析 Southern blot分析 ( EcoR I) 样品 定量 PCR分析 Southern blot分析 ( EcoR I)

ZCM21 1 1 ZCM21 1 1
ZCM215 1 1 ZCM215 1 1
ZCM216 1 1 ZCM216 1 1
ZCM222 2 2 ZCM213 2 2
ZCM236 2 2 ZCM214 2 2
ZCM287 2 2 ZCM287 2 2
ZCM23 3 3 ZCM23 3 3
ZCM265 3 1 ZCM265 3 2
ZCM280 3 2 ZCM280 3 3
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第三届全国中青年流行病学工作者学术会议征稿通知

　　为提高我国流行病学研究水平 ,加强学术交流 ,探讨学科发展的新思想、新理论和新方法 ,由中华预防医学会流行病学分

会主办、安徽医科大学公共卫生学院承办的“第三届全国中青年流行病学工作者学术会议”定于 2005年 10月 12～16日在安徽

省合肥市召开。

会议主题 :双重挑战 ,双重任务

会议内容 : (1)流行病学新理论、新方法及其应用 , (2)传染病与非传染病流行病学 , (3)突发事件流行病学 , (4)现场流行病

学 , (5)精神卫生流行病学 , (6)临床流行病学 , (7)分子流行病学和遗传流行病学 , (8)营养、环境和职业流行病学 , (9)疾病和公

共卫生监测 , (10)管理流行病学 , (11)计算机技术在流行病学中的应用等。
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