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利用绿色荧光蛋白GFP作为报告基因

杨明瑜， 刘翔 ，

检测转基因植物

褚华硕 ' 王晓光， 朱文华， 曲桂芹
(中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京100083)

摘 要：GFP作为报告分子被广泛地运用在转基因植株检测中。利用PCR技术扩增得到番茄

Bax inhibitor-1基因(LeBI-1)，亚克隆到含GFP基因的pEGFP载体上，进一步将中间载体构建到

植物表达载体pBll21上。重组pBll21一LeBI一1一EGFP经农杆菌介导的叶盘转化法转化烟草，分化

筛选后获得抗性烟草植株。利用GFP作为报告基因，采用PCR、southern blot及荧光方法验证外

源基因LeBI一1成功转化到烟草中。分析讨论报告蛋白GFP不同检测方法的优缺点。
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Using Green Fluorescent Protein as a Reporter Gene to

．Detect Transgenic Plant

YANG Ming—yu，LIU Xiang， CHU Hua-shuo，WANG Xiao-guang，

ZHU Wen-hua， QU Gui—qin。

(College of Food Science and Nutritional Engineering，China Agricultural University，Beijing 100083，China)

Abstract：GFP was widely used as a reporter to detect transgenic plant．The LeBI一1 gene was

amplified from tomato with PCR and was subcloned to the vector pEGFP。which contained a GFP

gene．The gene was further cloned to the plant expression vector pBll21．The recombinant

vector pBll21一LeBI—EGFP was then transformed into tobacco mediated with Agrobacterium．

The GFP as a reporter gene to detect the transgenic plant was then carried out by different

methods，including PCR，Southern blot and green fluorescent detection．The advantage and

disadvantages of theses methods were summarized in this manusciprt．
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绿色荧光蛋白(GFP)是一类存在于水母、水 螅和珊瑚等腔肠动物体内的生物发光蛋白。当受
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到紫外或蓝光激发时，GFP发射绿色荧光。作为报

告分子，GFP在植物中主要有2个作用：监测基因

的表达和蛋白质的定位；并且能作为转基因植物的

分子标记，代替GUS的作用口]。作为转基因植株

的报告分子GFP，最大的优点是，在不破环细胞和

化学染色的情况下直接成像，检测极为方便嘲。此

外，如果转基因植物中有较高水平的GFP转录本

时，可使用长波紫外灯进行检测，如在手提式紫外

灯的直接照射下，利用GFP发荧光的现象进行检

测[3]。但GFP荧光检测的最大缺点就是没有放大

作用，它不能像酶一样通过加工无数的底物分子而

将信号放大。所以一般都需强启动子以驱动GFP

基因在细胞内足量的表达[2]。GFP在转基因中的

应用需要满足3个条件：(1)在植物细胞中，必须要

有足够的转录本才能观测到GFP的荧光现象；(2)

GFP必须经过合适的转录后修饰才能产生成熟的

GFP；(3)GFP需要定位在合适的位置，才能发生转

录过程，从而进行适量的积累来便捷地检测表达细

胞。为了使GFP的荧光效果得到进一步增强，研究

获得增强型GFP(EGFP)，它能极大地增强GFP基

因的表达，为GFP作为报告因子提供更便利的

条件。

作者利用GFP作为报告基因检测转基因植株

中的外源基因。将番茄BI-1基因(LeBI-1)基因克

隆到pEGFP载体上，然后构建表达载体pBll21-

LeBI一1-EGFP。重组的pBll21一LeBI一1一EGFP转化

农杆菌后，经农杆菌介导的叶盘转化法转化烟草，

分化筛选后获得抗性烟草。利用GFP被同时整合

到植物基因组中的特点，选用直接鉴定GFP的方法

检测转基因植株。首先，PCR扩增抗性烟草中是否

转入GFP，以此来确定和GFP融合在一起的LeBI一

1是否也成功地转入到烟草中，然后Southern杂交

进行验证，最后对转基因植株产生荧光信号强弱加

以比较分析，并且讨论了不同检测方法的优缺点，

为将来进一步利用GFP作为报告基因检测转基因

植株等应用提供了思路。

1材料与方法

1．1材料与试剂

烟草(三生烟)由作者所在实验室保存并繁殖；

长波紫外灯365nm；ZEISS V11体视荧光显微镜。

1．2载体的构建

为使LeBI一1基因带上报告基因增强型绿色荧

光蛋白(GFP)，故构建了中间载体pLeBI一1一EGFP。

然后，用SacI和Xbal分别双酶切pEGFP—LeBI-1

和植物表达载体pBll21，将质粒pLeBI一1一EGFP小

片段和酶切所得的pBll21大片段连接，获得植物

表达载体pBll21一LeBI一1一EGFP。

1．3抗性烟草的获得

成功构建植物表达载体后，经农杆菌介导的叶

盘转化法转化烟草。研究中将烟草叶盘预培养2 d，

经农杆菌(携带pBll21一LeBI一1一EGFP载体)浸染，

暗培养1 d，再转移到含50 mg／L Kan的MS抗性

培养基上，25℃，光照培养。20 d后，将已分化的抗

性芽继代培养，长至2～3 cm时，插人生根筛选培

养基(Kan 25 mg／L)中生根。10～15 d左右形成明

显的根系，经驯化后，移栽至土壤。

1．4转基因烟草的鉴定

1．4．1 PCR检测 分别设计两对引物，用来扩增

35 S启动子和GFP。转化再生植株小量法提取

DNA，取1“l作PCR模板。两对引物分别为：

35S-500s：5’CAG ATG GTT AGA GAG GCT

TAC GC 3’

35S-500a：5’ATA GCT GGG CAA TGG AAT

CCG AG 3’

Gfp-300a：5’AGT TCA CCT TGA TGC CGT

TC3’

Gfp-300s：5’GTG CTT CAG CCG CTA

CCC3’

扩增条件为：扩增35 S时，退火温度为58℃。

扩增GFP时，退火温度为56℃。

1．4．2 Southern blot检测 用罗氏DIG High

Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I试

剂盒，采用DIG随机引物法标记GFP探针，Hind

Ⅲ消化PCR呈阳性的烟草基因组，Southern杂交

检测最终确定转基因植株，即在分子角度上确认

LeBI一1一EGFP转入到烟草中。

1．4．3转基因烟草的绿色荧光检测转入GFP和

融合GFP的LeBI一1的烟草叶片在紫外波长的光激

发下会发荧光。利用该特点，分别用长波紫外灯、

体式荧光显微镜观察转基因烟草的绿色荧光现象。

2结果与讨论

2．1载体的构建和鉴定

用XbaI、Sinai双切pEGFP载体后，将含有这

两个酶切位点的LeBI一1基因连接到pEGFP载体

上，构建形成pLeBI一1一EGFP。然后用SacI、Xba!

同时酶切pBll21和pLeBI一1一EGFP，回收后连接，

转化大肠杆菌，构建pBll21一LeBI一1一EGFP载体。

(见图1)最后电击法转化农杆菌，获得工程菌株。
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M为标准相对分子质鬣Maker DL2000l l为植物液达载律

pBll21一LeBI-1-GFP质粒，2为1经过SacI、XbaI双酶切；3为

l经过XbaI，Smal双酶切；4失pBll21一GFP质粒；5为4经过

XbakSacI双酶甥．

图1植物表达载体pBll21一LeBI一1-EGFP的构建和酶

切鉴定图

Fig．1 Construction and restricted enzyme analysis of

the pBll21-LeBI-I-EGFP

2。2拣蠖烟草的获缮

将构建好的植物表达载体经电击法转入农杆

菌中，经农杆菌介导的叶盘转化法转化烟草，抗性

筛选获得转基因烟荤。

2．3抗性植株的检测

2。3．1 PCR检测对4株转化组成型启动子的烟

草檀株进行PCR捡’溪l，分别检测报告基因GFP稳

35S启动子。图2为扩增35 S启动子，在500 bp位

鼹出现了明显的PCR条带；图3为扩增GFP，在约

300 bp位嚣处毒现了骥显懿PCR条带，初步证暖

LeBI-1-EGFP基因已整合到烟草基因组中。

醚隽DL2000褥准秘瓣势予覆量Maker；l、2、3、4垮灸转基蠢

烟草的基嗣缀进行的PCR扩增,ok为阴性的番茄鏊因组送行

的PCR扩增．

图2 转基因烟草的PCR辕测《500b必5s》

F毽2 The PCRdetection of the transgenic tobacco{500
、

bp 35 S)

M先DL2000标准相对分子质豢Maker；l、2、3、4均为转基因

瀣攀鹃萋嚣缰透符豹PCR扩增；ek秀瓣毪戆豢藻萋嚣维透褥

的PCR扩增．

图3转基因烟草的PCR检测(300bpGFPl

Fig．3 The PCR detection of the transgenic tobacco《300

bpGFP)

2。3．2抗性烟莩植猿鼹Southern杂交分析放

PCR黧阳性的植株中提基因组进行Southern杂交

分析，结果显示PCR扩增呈阳性的烟草基因组

DNA霹与GFP黪探铮产生杂交信譬，两阴性耀革

无杂交信号，如图4所示。可见，分子杂交鉴定外

源LeBI一1一EGFP序列转入烟草基因组。

．ck必霞性檀抹；1、2、3为隧我抽浓躲PCR曼嘲性的转基露疆，

拣(蓊头所据为GFP杂交条常)．

图4转化LeBI-1一EGFP PCR呈阳性的植株PCR检测

Fig．4 Southern blot analysis of the PCR positive tobacco

农抒菌会等的遗传转化外源基瞩是淹飘插入

基因组中，Southern杂交豳上的杂交带分析表明，

LeBI—l—EGFP捶入位点和拷贝数不同。l号有4个

拷灵，2号只有1个拷贝，3号有2个拷贝。这为后

面不同转LeBI一1一EGFP的烟草植株所发荧光情况

不同提供了分子证据。

2．3．3绿色荧光检测 Southern杂交呈阳性植株

在手携式紫外灯照射下，发现并不是所有阳性植株

的时砖都有绿色荧光现象，两棵出现荧光，见图5
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(a)、(b)，1裸没有出现荧光。经过分析后得出，这

些不发荧光的转基因烟草虽然都是转LeBI-1-EG—

FP的耀摹，键是拷贝数都鲍较羝，均为单拷燹。由

此可以证明，如果GFP的拷贝数不足，会导致转基

因烟草叶片发荧光不足的现象。踟图5(a)可见荧

光凌象主要纂孛于矮摹的咛赫部分。

l、2蠹襞LeBI—I-GEFP的棱株；3巍疆性对照，其中(a)为茬紫

外280 nm下转LeBl．I—EGFP酶耀草咔跨，褥(b)为在囱光下

的转LeBI-1一GEFP的烟草叶片

嗣5在365 nm的紫外光下，转LeBI一1一EGFP的烟草

．
睁簧

Fig．5 The transgenic tobacco’s leave(with LeBbl—EG-

FP)in ultra light 365 nnl

在ZEISS V11体视荧光显微镜下，蕊测捌的发

绿色荧光的烟草叶片(激发波峰是488 nm，发射波

峰是520 rim)主要是在时脉附近，这和用便携式紫

外斑窥察到的现象一致。妇匿6酝示。

2．4讨论与分析

1)PCR检测早已被广泛地用作转基因植株的

拐多筛选方法，它熬优点楚快速大量检测。一觳转

基因植株的筛选都可以直接选择PCR扩增35S启

动子；如果插入的是外源基因，也可以选择扩增外

源蒺因。在护增GFP酶过程孛发凌，壶子GFP的

GC含量非常的高，所以很难扩增如GFP全长。此

后，又设计了扩增500 bp的GFP翻300 bp的GFP

两对雩|物，实验结果发瑷，这嚣对弓|物都麓掰来检

测抗性烟草，但是由于扩增500 bp GFP片段的引

物退火温度很低，所以扩增后的嚣特异性条带很

多。薅相对的，扩增300 bp GFP婶段的引物则能

达到一个较高的特异性扩增，能有效地用来检测抗

(a)奔阴糕静蝈孳孽蓐猩俸式荧光嚣徽甓F爨戚瓣强缳；秘)为

转LeBI一1的烟草叶片糕体式荧光照微镜下所成的困像。

图6谯ZEISS VII体视荧光照徽镜下。转LeBI-1一EG-

FP豹烟草时麓

Fig．6 The transgenie tobacco’s leave(with LeBI⋯1 EG，

FP}under ZEISS Vll

性番茄释烟草的假阳性。所以最终选择了扩增

300bp g-段GFP引物作为检测转基因烟草和番茄

的引物。用PCR扩增进行检测，在很大程度上能节

约时阀，但它的最大阀题就是PCR扩增存在假阳性

问题，PCR扩增的缚一种试剂都有可能被污染而导

致扩增结果出现假阳性，尤其是利用35S启动子作

势曩的基送，薅裂熙GFP时，贸ll可以减少假阳性率。

2)Southern杂交检测是目前公认的检测转基

因植物的方法，它的优点是检测结果非常可靠，能

跌分子的窳平上鉴定转基爨棱椿，网霹它还能反映

外源基因的拷贝数。这些都能为后面的研究提供

很好的分子依据。本实验中得到的转基因烟草用

GFP络隽探H-(不选矮LeBI-1修为攘铮，是因为煅

草中存_在LeBI一1基因的同源基因)，进行杂交检测

时，杂交膜上出现GFP不同拷贝数的现象。3棵转

基嚣烟攀GFP拷煲数分别为l、2，4个，这个褒象势

后面利用荧光检测转基因植株时发现不同转基因

植株发出的绿色荧光强度不同，提供了分子水平的

依据。毽Southern杂交酶缺点是过程院较麻矮，耗

时较长。

3)PCR扩增GFP和Southern杂交检测转基

因檀株戆方法都蹩鬻援的捡溅方法，都嚣要提取基

因组，破坏植株的组织。而且相对于直接利用GFP
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发荧光检测来说，过程均比较复杂。因此，如果融

合GFP的转基因植株能直接利用荧光检测，就方便

很多。首先可以利用手携式长波紫外灯检测携带

GFP的转基因烟草。它的最大优点是，可以进行活

体检测，即可以采取直接用紫外灯照射转基因烟草

的方法。在紫外灯的照射下，能够看到携带GFP的

烟草叶片发绿色荧光。这与Barbara的报道二

致[4]。这种检测方法的缺点是必须要有足够的

GFP转录本，如果GFP转录不足的话，就会导致荧

光现象不足而检测不出来，此外叶片的叶绿素会干

扰观测。

4)利用体视荧光显微镜进行携带GFP的转基

因植株检测，它的最大优点是可以直接观察叶片或

者果实的荧光现象，从而确定外源基因是否成功插

入，与手提式长波紫外灯检测相比，它能避免叶肉

细胞、木质部、微观束等自发荧光的干扰，较清楚地

看到GFP，同时还能初步确定基因的细胞定位。缺

点是体视荧光显微镜的造价比较高，需要足够的资

金购买设备。

5)利用GFP进行转基因植株检测时，需要注

意几个方面的问题。首先GFP的表达水平受多种

因素的影响。很明显高基因拷贝数和强启动子／增

强子有利于转录和翻译。一般都需强启动子以驱

动GFP基因在细胞内足量表达。而本实验中选用

的载体pBll21可能因为只有一个35S启动子，不

能有效驱动GFP在植物中的表达，导致叶片发荧光

不足。其次，不同的植物组织，发绿色荧光的情况

不同，选择实验操作步骤相同、且同一时期的转基

因植株作比较，对于GFP的检测非常重要[6]。

3 结 语

实验中采用不同的方法对融合GFP的LeBI一1

基因的转基因烟草进行检测。不同方法各有利弊。

作为一种新型的转基因植株报告基因，它的诸多优

点如直接在长波紫外灯下发绿色荧光、利用立式荧

光显微镜进行荧光检测等等，都值得对GFP融合蛋

白做进一步的研究。它为便捷、迅速地检测转基因

植株提供了一个很好的方法，并且可以根据需要，

选择多种检测GFP方法中的一种进行检测。
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