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转基因水稻潮霉素标记基因 PCR检测方法的建立
及其在基因水平转移研究中的应用
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摘　要 :为建立用于基因水平转移研究 , 尤其是 DNA经加工和消化后稳定性研究的针对转基因水稻潮霉素标记基

因 hpt (hygromycin phosphotransferase)的定性和实时定量 PCR体系 ,设计针对 hpt的上游通用引物多个片段定性 PCR

扩增体系 ,以植物叶绿体基因 rbcl为内对照 ,PCR扩增产物经测序验证。将定性 PCR中最小片段 (236 bp)连接到质

粒载体 pUC182pMD T载体上 ,提取质粒经验证后做外标。应用 TaqMan—MGB荧光探针和引物 ,建立定量的外标校

正曲线法 ,并评价方法的精密度。建立的定性 PCR体系能稳定扩增出 236 bp～910 bp不同大小的 5个 hpt片段 ,并

经测序验证。实时定量 PCR的线性范围为 105～10拷贝 ( R
2 = 01998) ,最低能检出 10拷贝 ,重复性好。本研究已成

功建立了用于转基因水稻标记基因 hpt基因水平转移研究的定性和定量 PCR系统。
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Abstract : Qualitative and real2time quantitative PCR methods were developed to facilitate the investigation of the persistence of

hpt gene within transgenic rice in different processed foods and degradation test in vitro and in vivo. Using rbcl gene fragment as

inner positive control , a fragment2multiplex PCR system was established to detect fragments of the hpt gene of genetically modified

rice with lengths between 236 bp and 910 bp , the amplified fragment was further confirmed via DNA sequencing. The 236 bp

minimal fragment of qualitative PCR were cloned in the vector pUC182pMD T and used as external standards of quantitative PCR.

The real2time quantitative PCR method was developed based on TaqMan technology by the MGB probe for detecting the inserted

DNA , which showed a good linear correlation ( R
2 = 01998) and precision at wide range between 10 and 105 DNA copies per

reaction , and detection limit was 10 copies. The results indicated that the quantitative PCR system could work reliably and stably

and fit well with the aim for monitoring degradation of hpt gene in different processed food and degradation process in vitro and in

vivo.
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　　标记基因目前广泛用于植物的遗传转化 ,随着

转基因植物商品化种植 ,转基因植物食品中标记基

因能否水平转移至消化道微生物或上皮组织并成功

结合和表达 ,从而影响人或动物的安全 ,成为很受关

注的问题。转基因植物食品中标记基因水平转移由

此成为转基因食品安全性评价的一个重要方面。依

据基因水平转移发生所需的条件 ,在对其进行安全

性评价时 ,需从 DNA的稳定性和转化能力展开。食

物经加工、烹调和消化道的作用后 ,无论从片段大小

和量的角度均会有不同程度的变化。定性、定量

PCR扩增是研究这一变化过程中 DNA稳定性、完整

性的基本方法[1 ]。

我国已研制出具有独立知识产权和产业化前景

的转 sck水稻 s86 ,其使用的标记基因为潮霉素抗性

基因 hpt。对 hpt抗性基因进行安全性评价 ,验证其

食用的安全性 ,并为转基因食品安全性评价标准制

定提供参考 ,必要而迫切。本文建立了针对潮霉素

标记基因 hpt的定性和实时定量 PCR方法 ,并探讨

了转基因植物基因水平转移研究中 PCR方法建立
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的有关问题。

1　材料与方法

111　材料

11111　实验样品　含 hpt抗性基因的转 sck 基因大

米 (s86)及其亲本对照 (M86)由中国科学院遗传与发

育研究所和福建农业科学院合作培育并提供。

11112 　主要试剂 　2 ×CTAB 提取液 100 mmolΠL
Tris2HCL (pH 810) ,20 mmolΠL EDTA ,114 molΠL NaCL ,

质量浓度 20 mgΠL CTAB ,40 mmolΠL巯基乙醇。普通
PCR Taq 酶和 dNTP 由博大泰克公司提供。定量

PCR 体系用 TaKaRa ExTaq
TM

PCR Version. 211 ,

PMD182T vector购自 TaKaRa公司。PCR产物纯化用

QIAGEN公司生产的 QIAquick Gel Extraction kit ,操作

见说明书。v2gene 质粒提取试剂盒购自杭州 v2gene

公司。

11113　引物和荧光探针 　应用 Primer 510 软件设

计 ,根据 hpt 基因序列 (1023 bp)设计并合成了 6条

引物 ,建立 hpt的上游通用引物的普通 PCR扩增体

系 ,扩增出 236～910 bp 5 个不同大小的片段 ,以植

物内源基因 rbcl ( ribulose bisphosphate carboxylaseΠ
oxygenase large subunit)为内参 ,由上海 Sangon公司合

成 ,引物设计策略见图 1。定量 PCR引物及 TaqMan2
MGB探针用 primer express 210设计 ,探针 5′端标记

FAM ,3′端标记淬灭基团 ,由上海基康生物公司合

成。引物及探针序列见表 1。

图 1　引物设计策略

表 1　引物及荧光探针序列

引物 序列 (5′23′) 扩增片段 (bp)

Hpt1 AGGGCGAAGAATCTCGTGCT

Hpt2a CAGTTCGGTTTCAGGCAGGT 236

Hpt3a AACCCGCTCGTCTGGCTAAG 309

Hpt4a GTGTCGTCCATCACAGTTTG 418

Hpt5a TCGCCTCGCTCCAGTCAATG 573

Hpt6a GGGCGTCGGTTTCCACTATC 910

rbcL F AATCTTCTACTGGTACATGGAC

rbcL R TCATCATCTTTGGTAAAATCAAG 433

HptF TCCGGAAGTGCTTGACATTG

HptR CACGGCGGGAGATGCA

HptP AGCGAGAGCCTGACC

注 :a为 Hpt2～6均以 Hpt1为上游引物

11114　主要仪器 　RoboCycler
TM

GRADIENT 40 PCR

仪 (STRATA GENE) ,Line2Gene (Bioer ,杭州博日) 。

112　方法

11211　DNA 的提取 　基因组 DNA 提取用 CTAB

法[2 ]
,质粒提取用 v2gene质粒提取试剂盒 ,参照说明

书方法进行 ,均溶于 TE(pH 810) ,于 - 20 ℃保存。

11212　hpt PCR扩增体系的建立　根据 hpt 基因序

列选择性设计并合成了 6条引物 ,建立转基因水稻

抗性标记基因 hpt的上游通用引物 PCR扩增检测体

系。以植物内源基因 rbcl为内参[3 ]。引物设计策略

见图 1。

PCR扩增反应体系为 20μl ,其中含 1×PCR 缓

冲液、012 mmolΠL dNTP、019 U Taq酶 ,500 nmolΠL 的
上下游引物、模板 DNA 2μl。

PCR扩增条件　95 ℃预变性 5 min、95 ℃变性

40 s、57 ℃退火 48 s、72 ℃延伸 1 min、40个循环 ,最

后 72 ℃延伸 10 min。

11213　PCR扩增产物的测序与分析　以抽提的 s86

大米DNA为模板进行 PCR扩增 ,扩增产物经凝胶电

泳后切胶回收 ,测序。DNA测序由上海博亚生物技

术公司完成 ,序列分析用 Vector NTI 610软件。

11214　实时定量 PCR方法的建立

外标及 PCR 体系的建立 　将上述最小片段

(236 bp)连接到质粒载体 pUC182pMD T载体上 ,转

化进入感受态的 E1 coli DH5α,提取质粒经验证后

做外标。应用 TaqMan - MGB荧光探针和引物 ,建立

定量的外标校正曲线。反应体系为 25μl ,其中含 1

×PCR 缓冲液、6 mmolΠL MgCl2、012 mmolΠL dNTP、

360 nmolΠL的上下游引物、11125 U Taq DNA聚合酶、

180 nmolΠL 荧光探针 ,模板 215μl。PCR扩增为 2步

法 :95 ℃10 s ;95 ℃5s ,60 ℃30 s ,45个循环。

校正曲线的建立 　质粒提取纯化后 ,用核酸测

定仪测定浓度 ,按文献方法进行计算和稀释[4 ]
,梯度

稀释为 4 ×10
4、4 ×10

3、4 ×10
2、4 ×10、4 copiesΠμl。

通过测定 ,计算机自动生成校正曲线 ,纵坐标为临界

循环值 Ct ,横坐标为拷贝数。

检测方法精密度分析　用上述梯度稀释的质粒

DNA ,每个浓度 5份做定量 PCR ,通过不同拷贝数 Ct

值的统计学分析 ,计算标准差和相对标准差 ,评价方

法的精密度。

3　结果

211　定性 PCR检测 s86转基因大米及对照M86中

hpt 　建立的 PCR扩增体系在 s86 转基因大米中能

稳定扩出 hpt 不同大小的 236、309、418、573、910 bp
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的 5个片段 (图 2) 。经测序 ,5 个片段均与预期的

hpt片段序列相同。而相对应的对照M86与空白对

照相似 ,没有这些片断。与此同时 ,也建立了植物内

源基因 rbcl 的 PCR扩增技术 (图 3 ) ,在 s86转基因

大米及对照M86中均能稳定扩出 rbcl ,在空白对照

中没有 rbcl。

1 ,4 ,7 ,10 ,13分别为 s86 236、309、418、573、910 bp hpt 片段 ,

M86 (2 ,5 ,8 ,11 ,14) ,空白对照 (3 ,6 ,9 ,12 ,15)。M为 100 bp ladder

图 2　s86转基因大米及对照M86 hpt片段 PCR扩增结果

M: 100 bp ladder ,1 :s86转基因大米 ,2 :M86 ,3 :空白对照

图 3　植物 rbcl基因 PCR扩增结果

212　实时定量 PCR检测

21211　校正曲线的建立 　标准系列 Real2time PCR

扩增结果见图 4 (A) ,拷贝浓度依次为 10
5、10

4、10
3、

10
2、10。校正曲线见图 4 (B) 。从图 4可知 ,校正曲

线的线性方程 y = 36115 - 3168 x , R
2

= 01998 ,线性

范围为 10～105 拷贝 ,最低检测限为 10拷贝。

21212　检测方法精密度测定　从表 2可知 ,10～105

个拷贝梯度稀释质粒重复测定的结果表明 ,方法具

　　

A为标准系列 Real2time PCR扩增曲线图 ,B为校正曲线图

图 4　实时定量 PCR结果

有良好的准确性和重现性。且拷贝数越高 ,重复性

越好。

表 2　精密度测定结果

质粒拷贝数
Ct值

1 2 3 4 5
均值 标准差 相对标准差

100000 17168 17163 17167 17166 17174 17173 0109 0150

10000 21155 20138 21139 21135 21141 21148 0115 0169

1000 25121 26154 24188 25146 25177 25152 0120 0178

100 29161 29115 29138 28193 28112 28187 0157 2100

10 33110 32192 31157 32125 32151 32147 0160 1180

3　讨论

311　基因水平转移是一个自然现象。当转基因食

品出现时 ,必然会出现其转基因成分 ,特别是当抗生

素抗性基因存在时就会产生是否会转移至消化道微

生物、上皮组织的疑问。由于这种担心甚至争论的

存在 ,转基因植物食品中标记基因的水平转移问题

是转基因食品安全性评价重要内容之一[5 ]。由于自

然转化是当前认识到的转基因植物基因水平转移至

细菌的最可能机制 ,因此发生基因水平转移的一个

重要前提是有适宜的 DNA ,即不完全降解并具有转

化活性的 DNA。食物经加工、烹调、消化后 ,食物中

DNA受到加工及烹调过程中的热、压力等物理和化

学因素以及消化道胃酸和小肠内由胰腺和肠上皮细

胞产生的大量脱氧核糖核酸酶 (DNase) 的作用 ,均
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可降低含量及其片段的大小[5 - 8 ]。为充分了解在食

物加工和消化过程中 DNA的降解情况 ,在进行转基

因植物基因水平转移研究时 ,首先应建立针对目标

片段的定性或定量 PCR检测方法。DNA在食物或

消化道的降解是随机的 ,国外文献多通过设计不同

引物 ,扩增不同大小的片段来研究这一过程。本研

究 PCR引物设计与 Andrea W等采用的策略类似[8 ]
,

利用上游通用引物 PCR扩增检测体系扩增出片段

大小逐渐增大的 5个片段 ;从概率上来说 ,小片段保

存下来并能扩出的可能性大 ,这样有利于观察 DNA

降解的变化过程。

基于 PCR技术的转基因标识技术 ,所选择的目

标片段往往在 100 bp 左右 ,但在研究 DNA 的转化

时 ,应充分考虑片段的结构、序列和长度等方面 ,其

长度范围对于结构基因应在 150～6000 bp ,调节基

因为 100～150 bp ,而转基因植物基因水平转移至细

菌时 ,至少 250 bp 大小的片段才有意义[1 ]。因此 ,

本研究中最小片段选择在 236 bp ,所扩片段最大 910

bp ,接近 hpt全长序列1023 bp。

样品DNA的抽提是 PCR成功与否的关键 ,为排

除模板中 PCR抑制物造成的假阴性 ,本研究以叶绿

体 rbcl基因的保守区域为内对照。

本研究 PCR扩增结果显示 ,建立的 PCR扩增体

系能稳定扩出 hpt 的 236、309、418、573、910 bp 的片

段。经测序验证 ,5 个片段均与所设计引物预期的

hpt片段序列相同。由此 ,本研究已成功建立针对

hpt的多个片段 PCR ,利用这一体系可很好“监测”

转基因水稻中 hpt 在食物加工和消化过程中 hpt 的

降解情况。

312　在研究转基因植物基因水平转移时 ,除基因的

完整性与稳定性外 ,其量的变化也是一个关键因素。

国外文献采用了竞争定量 PCR 的方法或 SYBR

Green I 荧光定量 PCR 方法对这一问题进行研

究[6 ,9 ] ,而针对转基因成分的标识 ,多采用相对定量

的实时定量 PCR 方法。实时定量 PCR ( real2time

quantitative PCR)技术是一种快速、准确、灵敏、特异

性高且能定量的 PCR技术。在临床诊断、疾病监测

和评价以及转基因食品检测等方面已得到广泛的应

用[10 ,11 ]。本研究将定性 PCR中理论上“存活”时间

最长的最小片段 (236bp)连接到质粒载体 pUC182
pMD T载体上 ,转化进入感受态的 E1 coli DH5α,提

取质粒经验证后做外标。应用 TaqMan2MGB荧光探

针和引物 ,建立定量的外标校正曲线法 ,并评价了方

法的重复性。结果显示 ,校正曲线的线性方程 y =

36115 - 3168 x , R
2

= 01998 ,线性范围为 10～10
5 拷

贝 ,最低检测限为 10拷贝 ,方法重复性好。后续研

究拟采用这一技术对不同加工条件和体外模拟消化

道模型中潮霉素标记基因的稳定性进行研究 ,以期

观察其量的变化。
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