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生物技术与方法                                                              

利用竞争性 PCR筛选无标记 Xa21转基因水稻 

夏志辉 1,2, 高利芬 2, 罗越华 1, 邓晓建 3, 李仕贵 3, 翟文学 2 
1 海南大学农学院, 海口 570228 
2 中国科学院遗传与发育生物学研究所, 北京 100101 
3 四川农业大学水稻研究所, 成都 611130 

摘  要: PCR 是一种简单、迅速、灵敏的检测方法, 但假阳性与假阴性却影响了它在常规应用中的准确性。本研究利用

竞争性 PCR 解决无标记 Xa21 转基因水稻 PCR 检测中的假阳性与假阴性问题。标记基因潮霉素基因(Hygromycin 

phosphotransferase, hpt)的竞争模板是外加的日本晴 hpt 转基因植株基因组 DNA, 抗白叶枯病基因 Xa21 的竞争模板是待

测水稻内源的位于第 11 染色体上的 Xa21 同源基因序列。利用这一方法对双右边界 T-DNA 载体转化产生的转基因 T1

代植株进行分析, 可以有效地减少或排除假阳性或假阴性样品, 选出真正的转基因阳性植株。与常规 PCR 相比竞争性

PCR 提高了无标记 Xa21 转基因植株筛选的准确性。对获得的无标记 Xa21 转基因植株进行白叶枯抗病鉴定与潮霉素抗

性鉴定证实了该方法的可靠性。 
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Application of competitive PCR for screening selectable 
marker-free Xa21 transgenic rice 
Zhihui Xia1,2, Lifen Gao2, Yuehua Luo1, Xiaojian Deng3, Shigui Li3, and Wenxue Zhai2 

1 College of Agriculture, Hainan University, Haikou 570228, China 
2 Institute of Genetics and Developmental Biology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 
3 Rice Research Institute, Sichuan Agricultural University, Chengdu 611130, China 

Abstract: Polymerase chain reaction (PCR) is a simple, quick and highly sensitive method. However the accuracy of the 
conventional PCR assay was often affected by false positives and false negatives. In this study, a protocol competitive PCR was used 
to reduce the false results in screening for selectable marker-free (SMF) Xa21 transgenic rice plants. The competitive template of 
Xa21 was the endogenous Xa21 homologous sequence located on chromosome 11. The competitive template of the selectable marker 
gene, hygromycin phosphotransferase (hpt), was an additive DNA extracted from hpt transgenic Nipponbare (Oryza sativa L). 
Through competitive PCR analysis of transgenic T1 plants produced by double right border binary vector, false positive or false 
negative samples were effectively diminished, and genuine SMF Xa21 transgenic plants were obviously obtained. Comparing with 
the conventional non-competitive PCR, competitive PCR increased the accuracy for selecting SMF Xa21 transgenic plants. The 
results of bacterial blight (BB) resistance tests and hygromycin B resistance assay of SMF Xa21 transgenic plants testified the 
reliability of this method. 
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聚合酶链式反应 (Polymerase chain reaction, 

PCR)是一种选择性体外扩增 DNA 或 RNA 片段的

方法 , 自它诞生以来 , 由于其操作简单、成本低、

灵敏度高而得到了广泛的应用。但假阳性与假阴

性却影响了它在实际应用中的准确性。尽管前人

在如何消除 PCR 在检测过程的假阳性和假阴性方

面进行了很多的研究与探索 [1−3], 这些方法在提高

少量样品的 PCR检测可靠性方面起了很大的作用 , 

但在大规模样品的 PCR 检测过程中 , 由于每个反

应条件很难达到完全的一致 , 并且随时随地都可

能存在样品间的交叉污染 , 难以避免假阳性与假

阴性的出现。  

转基因植物的安全性是生物安全的重要内容 , 

而标记基因是首先要排除的潜在的不安全因素。目

前已经成功建立了一些去除标记基因的转化策   

略 [4−7], 然而这些方法都需要筛选大量的转基因植

株后代或经过诱导处理后的当代植株才能得到无标

记的转基因植株。通过 Southern 杂交来筛选无标记

转基因植株是最准确的方法, 但是由于其对DNA质

量、试剂、仪器的高要求, 以及检测大量样品时需

要较多的经费、时间等原因, 导致 Southern 杂交不

能成为普通实验室的常规方法。PCR 检测在许多方

面具有优越性, 如能解决在大规模样品检测中的假

阳性与假阴性问题 , 提高实验结果的可靠性 , PCR

检测可以作为 Southern杂交的替代方法。 

竞争性 PCR 是目前公认的比较准确的 DNA 或

RNA定量方法之一[8−10]。本研究首次将竞争性 PCR

运用到无标记转基因植株筛选中, 获得了较好的效

果。竞争性 PCR 消除 PCR 假阳性与假阴性的原理

是: 在一个 PCR 反应中, 目的模板和竞争模板共同

竞争同一对引物, 两者的产物大小不同, 通过电泳

能分开; 由于每一个反应中都存在竞争模板, 因此

没有任何扩增产物的反应即为假阴性, 可以明确地

排除。另外被微量目的基因污染的非转基因样品 , 

由于竞争模板总量比目的基因的污染物要多成千上

万倍, 在相同扩增效率下, 竞争模板比目的基因的

扩增产物也相应多成千上万倍, 污染物的扩增产物

通过常规方法是无法检测到的, 这就自然消除 PCR

的假阳性。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料及转化质粒载体 
利用本实验室前期构建的双右边界载体 PXA21 

(图 1)[5], 在 pBXA21载体中 Xa21基因位于相邻的 2

个左右边界之间, 标记基因位于 2 个右边界之间, 

在转化过程中, 可以形成 3 种类型的 T-DNA: 一种

T-DNA含有 hpt基因与 Xa21基因(RB1到 LB), 另一

种只含有 Xa21基因(RB2到 LB), 或者只含有 hpt基

因, 这 3 种 T-DNA 独立整合到不同的染色体位置, 

通过转基因植株后代分离就可以得到无标记基因只

含 Xa21 基因的转基因植株 , 通过电激将质粒

pBXA21 和 pCAMBIA1300 分别导入根癌农杆菌

(Agrobacterium tumefacients)LBA4404中用于遗传转

化, 其中质粒 pBXA21 转化杂交水稻的一个骨干恢

复系明恢 86, 经 Southern杂交鉴定 hpt和 Xa21都为

阳性的转基因植株的分离后代 T1 植株叶片所提取

的 DNA 作为筛选无标记 Xa21 转基因植株的样品; 

质粒 pCAMBIA1300 转化的经 Southern 杂交鉴定为

hpt阳性日本晴所提取的叶片 DNA作为竞争模板。 

 

图 1  质粒 pBXA21 和 pCAMBIA1300 结构图
[5] 

Fig. 1  Diagram of the plasmids pBXA21 and pCAMBIA1300[5]. 
RB: the right border of T-DNA; LB: the left border of T-DNA; 
N: terminator of nos gene; P: CaMV35S promoter; Xa21: Xa21 
gene; I: the 190 bp intron of icinus communis catalase-1; hptF 
and hptR: PCR primers for hpt gene; the lengths of the PCR 
fragments from both plasmids were also donated respectively in 
the diagram. 
 
1.2  Xa21 基因引物的设计 

依据 Xa21基因序列设计引物 U1(5′-CGATCGG 

TATAACAGCAAAAC-3′)、I1 (5′-ATAGCAACTGAT 

TGCTTGG-3′)[5], 此引物对扩增质粒 PBXA21 能产

生 1.4 kb 的特异性片段, 在水稻第 11 染色体存在

Xa21的同源序列, 未转 Xa21基因的植株, 能扩增出

一条 1.3 kb 的 DNA 片段, 在 Xa21 转基因植株中 2

种序列共同存在, 因而能扩增出 1.4 kb、1.3 kb 两种
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DNA片段。 

1.3  标记基因潮霉素基因的PCR检测引物的设计 
根据潮霉素基因序列 , 设计一对 PCR 引物 : 

hptF(5′-TAGGAGGGCGTGGATATGTC-3′); hptR (5′- 
TACACAGCCATCGGTCCAGA-3′)。用此引物对质

粒载体 pCAMBIA1300 的潮霉素基因进行扩增能产

生 845 bp的特异条带; 对质粒载体 pBXA21的潮霉

素基因进行扩增, 由于包含一个 190 bp的内含子能

产生 1035 bp的片段(图 1)。同样用这对引物对 2种

载体分别转化获得的转基因植株进行扩增也能产生

出 845 bp或 1035 bp的特异性片段。这 2条片段大

小差异明显, 通过 0.8%的琼脂糖凝胶电泳就能迅速

的分开。 

1.4  竞争模板 DNA 的最佳添加量的确定 
适量的竞争模板是竞争性 PCR能否成功消除假

阳性和假阴性的关键, 如果竞争模板添加太多, 甚

至比目的基因还多几十倍, 则只能显示出竞争模板

的 PCR 片段而导致假阴性; 竞争模板添加太少, 又

达不到竞争的效果, 无法达到消除假阳性和显示假

阴性的效果。在本实验中将处于相同生长发育时期

的 100 mg的 pBXA21和 pCAMBIA1300转基因植株

叶片所提取的 DNA, 加 600 μL重蒸水溶解后, 分别

以 1:1、10:1、50:1、100:1的体积比将模板 DNA与

竞争模板DNA混合后, 取 2 μL混合液作为模板, 进

行 PCR反应。 

1.5  无标记 Xa21 转基因植株的抗病性及潮霉素

抗性鉴定 
将所有的 Xa21转基因后代(T1)在分蘖盛期接种

白叶枯病原菌生理小种 P6(PXO99), 2周后, 当病斑

长度稳定后, 以测量的病斑长度作为抗感指标, 统

计后观察利用竞争性 PCR筛选到的无标记 Xa21阳

性植株是否抗病。待无标记转基因植株成熟时, 单

株收种后取 50 粒种子(T2), 在 37oC 培养室萌芽, 

接着将出芽的种子一半继续在不含任何抗生素的

水中培养, 另一半转移到含有 50 mg/L潮霉素的溶

液中培养 , 培养 12 d 左右进行调查。如果在水中

生长很好而在潮霉素溶液中褐化死亡则说明无

hpt 基因 ; 如果在水和潮霉素溶液中都有一些植株

生长良好则说明有 hpt 基因。阳性对照为已鉴定的

hpt 阳性的明恢 86 种子 , 阴性对照为未转基因的

水稻种子。  

2  结果与分析 

2.1  Xa21 竞争性 PCR 检测选择 Xa21 转基因植株 
对于目标转基因 Xa21的筛选, 关键是要保证转

基因植株中 Xa21 基因的真阳性。利用引物 U1、I1

对转基因植株的 Xa21目标基因进行检测, 结果显示

(图 2), 非转基因植株扩增出 1.3 kb的片段, 阳性质

粒只能扩增出 1.4 kb 的片段, 而绝大多数的转基因

抗病植株, 则能扩增 1.4 kb与 1.3 kb两条带。1.3 kb

的扩增带来自转基因受体水稻基因组中一个内源的

同源模板, 是天然的待测目标基因 Xa21的竞争性模

板。如果非转基因植株模板中有微量的 Xa21 基因

DNA 污染 , 由于存在的内源竞争模板量比污染的

Xa21基因模板量要多很多倍, 在 PCR反应中二者竞

争的结果, 1.4 kb的 Xa21产物无法形成足量的扩增

而在电泳后的琼脂糖凝胶上显示不出来, 表现出来

的 PCR条带只是 1.3 kb的片段, 从而达到减少或避

免假阳性的效果。在 Xa21转基因植株中, 由于内源

竞争模板与所转入目的基因 Xa21 在数量上差异不

大, 二者均能有效的扩增并显示出来, 因此能扩增

出 2条带的植株都是含有 Xa21基因的。所有能扩增

出 2 条带的植株都表现出对白叶枯病的抗性验证了

这个结果(数据未显示)。这一系统比只对目标转基因

Xa21 进行扩增检测的常规 PCR 极大地提高了 Xa21

基因真阳性植株的准确性。另外在对大量的转基因

植株进行 PCR反应时, 受各种 PCR因素的影响经常

会有个别样品不能扩增出任何条带, 如图 2 中的泳

道 8。理论上无论转基因还是非转基因植株都能扩

增出 1.3 kb 的竞争模板片段, 该片段没有出现不能

肯定无 1.4 kb的 Xa21产物为阴性, 需要对样品重新

检测, 把这类结果定义为假阴性。本研究统计, 在

480个 PCR反应有 22个反应没有任何扩增片段, 假

阴性率占总反应的 4.58%。如果采用只对目标转基

因 Xa21 进行扩增检测的非竞争性的常规 PCR 则不

能把假阴性和真阴性区分 , 会造成转基因植株漏

检。更为严重的是降低了真阴性转基因植株的准确

性, 这一点对无标记转基因植株的筛选尤为重要。 

2.2  hpt 竞争性 PCR 检测选择无标记转基因植株 
标记基因 hpt 的检测与去除是转基因植物安全

评估的一个重要方面, 确保 hpt 真阴性是获得无 hpt

选择标记的 Xa21转基因植株的关键。对大量的转基 
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图 2  引物 U1、I1 对 Xa21 基因的 PCR 检测 
Fig. 2  PCR analysis of the Xa21 transgenic plants with the 
primers U1 and I1. M: DL2000 marker; 1: pBXA21 plasmid as 
a positive control; 2: nontrangenic plant as a negative control; 
3−13: Xa21 transgenic plants with BB resistance. 

 

图 3  选择标记 hpt 基因的非竞争性 PCR 检测 
Fig. 3  Noncompetitive PCR analysis of the selectable marker 
hpt gene. M: DL2000 marker; 1−21: Xa21 transgenic plants (T1) 
with BB resistance. 
 

因植株的 hpt 基因进行非竞争性的常规 PCR检测时

总会出现个别样品的扩增片段较弱而影响判断, 如

图 3 中的泳道 3、4、13、14、19 和 21。即便没有

任何扩增产物, 如泳道 12和 18, 也不能完全肯定无

hpt基因。正如前面所分析的那样, 这类问题都可以

归为假阳性或假阴性问题。特别是假阴性样品严重

影响了 hpt 真阴性转基因植株筛选。本实验设计了

检测标记基因 hpt 的竞争 PCR 系统来确保 hpt 真阴

性转基因植株的筛选。该系统中目标转基因 hpt 的

扩增产物为 1035 bp, 竞争模板产物为 845 bp。通过

在转基因 hpt 的 PCR系统中添加外源竞争性模板来

减少 hpt的假阳性与假阴性, 同时把 hpt真阴性样品

显示出来(图 4)。当等质量叶片所提取的目标模板

DNA 与竞争模板 DNA 等体积混合液时, 该系统能

扩增出 1035 bp的目标转基因产物与 845 bp的竞争

模板产物; 当样品模板 DNA 与竞争模板 DNA 体积

比为 10:1、50:1、100:1 时, 只能扩增出 1035 bp 的

目标转基因产物。而竞争模板的同样浓度的稀释对

照都能有效地扩增出清晰的 845 bp 的竞争模板产

物。这说明样品模板 DNA与竞争模板 DNA在该混

合比例下只扩增出 1035 bp 的目标转基因产物是 2

种不同数量模板竞争的结果, 并不是直接由竞争模

板的稀释引起。以上结果显示当目标模板 DNA与竞

争模板 DNA为 10: 1以上时就只能扩增出 1035 bp

的目标转基因片段。反之, 当竞争模板 DNA与目标

模板 DNA为 10: 1以上时就只能扩增出 845 bp的竞

争模板产物(结果未显示)。根据以上结果, 在保证竞

争模板有效扩增的前提下, 同时考虑减少由于个别

样品DNA量少而出现的假阴性, 或者由于微量的污

染可能出现的假阳性, 确定 hpt 竞争性 PCR 检测的

样品模板 DNA与竞争模板 DNA体积比为 50:1。采

用这一比例对大量的转基因 T1代植株进行 hpt竞争

性 PCR 扩增, 提高了标记基因 hpt 真阴性样品即无

hpt标记转基因植株的准确性(图 5)。泳道 16、18、

42 和 68, 只能扩增出竞争模板的片段, 无目标转基

因 hpt, 初步定为无标记转基因植株。在非竞争性的

常规 PCR 中, 这些样品与假阴性是区分不开的。泳

道 1、17、22和 50不能扩增出任何条带, 存在假阴

性, 51可能为假阳性, 还需要进行再次检测。 

 
图 4  外加竞争模板与目的模板不同比例下的 hpt 基因的

PCR 检测 
Fig. 4  PCR analysis of the hpt gene at different ratios of target 
template and additive competitive template. M: DL2000 marker; 
1−5: the volume ratio of target template and additive 
competitive template were 1:0, 1:1, 10:1, 50:1 and 100:1, 
respectively; 6−8: competitive template was respectively diluted 
10, 50 and 100 times with distilled water; 9: distilled water as 
negative control. 

 

图 5  选择标记 hpt 基因的竞争性 PCR 检测 
Fig. 5  Competitive PCR analysis of the selectable marker hpt gene. M: DL2000 marker; 1−71: Xa21 transgenic plants (T1) with BB 
resistance. 
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2.3  竞争性 PCR 检测获得的无标记 Xa21 转基因

植株的表型验证 
通过对 Xa21 和 hpt 分别进行竞争性 PCR 检测, 

在 1500株 T1代分离单株中获得了 26株无标记 Xa21

阳性植株, 田间接菌试验也表明所有 Xa21阳性植株

都表现为抗病。对这些无标记 Xa21阳性植株进行单

株收种即 T2代, 取 50粒种植于田间继续对 hpt基因

进行 PCR检测, 发现所有 T2代植株的 hpt基因检测

均为阴性。同时取 50粒种子(T2)进行潮霉素敏感鉴

定 (图 6)。播种在清水的 25粒 T2种子生长良好, 说

明种子的萌发及生长是没有问题的。含有潮霉素基

因的明恢 86 植株作为 hpt 基因阳性对照植株能在 

50 mg/L潮霉素浓度下生长, hpt阴性即无标记 Xa21

转基因植株不能在该潮霉素浓度下生长。说明无标

记 Xa21转基因植株确实不含有潮霉素基因。通过对

上述 26 株无标记 Xa21 阳性植株的 T2 代进行进行

潮霉素敏感鉴定发现 25 个植株的所有供试种子都

不抗潮霉素, 确证为无标记 Xa21转基因植株。有一

个植株的 25粒 T2种子在 50 mg/L潮霉素浓度下长

出 3 株抗性株, 但不符合有规律的抗感分离比, 分

析是由含有潮霉素基因的植株意外串粉或种子混收

引起, 并不是 PCR检测的问题。 

 

图 6 无标记 Xa21转基因植株的潮霉素抗性分析 
Fig. 6  Hygromycin B resistance assay of selectable 
marker-free Xa21 transgenic plants. (A) Treated in water.     
(B) Treated in solution with 50 mg/L hygromycin B. 1: htp 
positive plants as positive control; 2−3: selectable marker(htp)- 
free Xa21 transgenic plants; 4: nontransgenic plants as negative 
control. 
 

3  讨论 

目前转基因植物的安全性已引起人们越来越多

的关注, 获得无标记的转基因植株是今后转基因发

展的趋势。目前已经成功发展了一些获得无标记转

基因植株的安全的转基因策略, 而这些策略都需要

筛选大量的转基因植株后代或对当代植株进行诱导

处理[5−7]。为了获得无标记基因且农艺性状良好的转

基因植株, 通常要对上千甚至上万转基因后代植株

进行筛选。另一方面从样品的采取到收种, 基本上

只有 1~2 个月的时间。为了确保采收到农艺性状好

的无标记转基因植株, 就要求在短时间内把所有的

样品从研磨提取 DNA, PCR检测到数据整理全部完

成。在大批量的样品 DNA提取和 PCR检测过程中, 

随时存在可能的污染。如果按照常规的 PCR方法进

行检测, 假阳性就变得不可避免。同时在大规模的

DNA提取与 PCR反应过程, 也极易出现个别样品的

DNA 的丢失, 模板遗漏以及个别 PCR 管与 PCR 仪

之间接触不好等, 从而导致假阴性的出现。竞争性

PCR 从一定程度上可以很好地解决这些假阳性和假

阴性问题。最重要的是竞争性 PCR保证了目标基因

阳性和标记基因阴性, 即无标记转基因植株的准确

性。 

目前利用在转基因植物上的很多基因都是来源

于植物本身的 cDNA, 而大部分基因都含有内含子, 

如果在检测转基因植株时设计的 2 个引物之间含有

一个较小内含子, PCR时能扩增出 2条片段, 其中大

的片段为内源的基因组片段, 小的片段则为所转入

的外源的 cDNA 片段, 由于内源 DNA 的竞争作用, 

一方面消除了假阳性, 另一方面内源DNA序列还起

到了DNA内对照的作用, 从而能显示而排除无任何

扩增片段的假阴性结果。 
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