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摘  要 : 农杆菌介导的转基因技术在植物中已被广泛应用，而目的基因能否发挥功能受到多种因素的影响。

前期，通过农杆菌介导的转化，实验室创制了无选择标记、无载体骨架残留的水稻转 Xa21 基因系 CX8621。

截止目前，CX8621 已稳定遗传 16 代，依然保持着对水稻白叶枯病的优良抗性。在此基础上，本研究对外源

基因 Xa21 在 CX8621 中的整合和表达情况进行了分析。首先，通过在转化载体 pBXa21 的左右边界与 Xa21 基

因序列设计嵌套引物，确定 Xa21 被完整地整合到 CX8621 中。随后，利用改良的 Tail-PCR 方法体外克隆了整

合位点的边界序列，明确了 Xa21 被整合在 CX8621 的 2 号染色体上。然后，通过 RT-PCR 分析了 Xa21 在 CX8621

中不同时期和不同组织的表达情况，结果表明 Xa21 在 CX8621 中能稳定表达，其表达量的变化与之前报道的

抗病性反应吻合。此外，还制备了天然 XA21 蛋白的抗体，对 CX8621 不同时期、不同组织中 XA21 蛋白的表

达量进行了检测，结果发现在种子中检测不到 XA21 蛋白。由此，通过对外源基因 Xa21 的整合和表达分析，

为 CX8621 的转基因生物安全评价提供了部分科学依据。 

关键词 : 转基因水稻，Xa21，抗白叶枯病，T-DNA 整合，表达分析  
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Abstract:  Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation system has been widely applied. However, the function of 

target gene is affected by multiple factors. With this system, we obtained a transgenic rice line CX8621 carrying the 

bacterial blight resistance gene Xa21. In previous work, we have confirmed that it was selectable maker-free and vector 

backbone-free. And after 16 generations of breeding, it still maintained perfect resistance to bacterial blight disease. On this 

basis, we analyzed the integration and expression of Xa21 in CX8621 at the present study. First, based on the border 

sequences of plasmid pBXa21 and Xa21, we designed nested primers and assured the integrity of Xa21 in CX8621. Second, 

we cloned the flanking sequences and located Xa21 on chromosome 2 using improved Tail-PCR. Then we analyzed the 

expression pattern of Xa21 in several tissues and at different developmental stages by RT-PCR. The results show that Xa21 

can be stably expressed in CX8621, agreeing well with the disease resistance response as reported previously. In addition, 

we detected the protein levels of XA21 in CX8621 with antibody of natural XA21 protein. Surprisingly, no XA21 protein 

was detected in the seeds of CX8621. Thus, the integration and expression analysis of Xa21 in CX8621 provided a part of 

scientific evidences for the safety assessment of genetically modified rice. 

Keywords:  transgenic rice, Xa21, bacteria blight resistance, T-DNA integration, expression analysis 

水稻白叶枯病是导致水稻严重减产的主要

病害之一，利用来源于水稻自身的抗病基因可

以经济有效地控制病害的发生[1]。其中，水稻中

克隆的第一个广谱显性抗病基因 Xa21，是十分

理想的抗源之一[2]。目前，在我国生产上广泛应

用的主要栽培品种中，基本上都不含有该基因。

因此，利用 Xa21培育抗白叶枯病新品种具有重

要的生产意义[3]。 

鉴于 Xa21的优良抗性，自克隆以来，已被

广泛用于改良水稻对白叶枯病的抗性。育种家

先后将其转育明恢 63[4]、矮培 64[5]、9311[6]、中

恢 218[7]、蜀恢 527[8]、R8006[9]等重要恢复系，

并培育出诸如国稻 1 号、中优 218 等抗病新品

种。此外，国内多家实验室用农杆菌介导、基

因枪转化等方法先后将 Xa21转入到多个水稻品

种中，这些转基因植株都显示出对白叶枯病的

广谱抗性[10-14]。然而按照我国《农业转基因生

物安全评价管理办法》的规定，对获得的这些

转基因材料中外源基因的遗传分析却鲜有报道。 

本实验室以明恢 86 (MH86) 为受体，通过

农杆菌介导的双元转化系统获得了转 Xa21纯合

的转基因系 CX8621。此前，我们确定了所获得

的 CX8621为无选择标记、无载体骨架残留的单

拷贝抗性株系[15]。目前，CX8621已经稳定遗传

了 16代，依然保持着对白叶枯病的优良抗性。

按照我国农业部《农业转基因生物安全评价管理

办法》的规定，先后通过了中间试验、环境释放

和生产性试验，目前正在申请国家转基因生产应
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用的安全证书。按照我国《转基因植物安全评价

指南》的要求，本文对 Xa21 在 CX8621 中整合

的完整性、在染色体上的整合位点以及在 RNA

水平和蛋白水平的表达情况进行了分析，以期为

CX8621的转基因生物安全性提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  水稻材料 

供试水稻明恢 86 (MH86) 为籼稻恢复系，

CX8621 是以 MH86 为受体，pBXa21[16]为转化

载体获得的转 Xa21纯合株系，实验室前期遗传

分析已证实为无选择标记、无载体骨架残留的

单拷贝植株[15]。IRBB21为国际水稻所转育的含

有 Xa21的分子标记辅助育种材料。MH86-Xa21

是以 MH86 为受体，IRBB21 为 Xa21 供体，通

过分子标记辅助回交转育的含 Xa21抗性材料。

4021[17]是通过转基因途径获得的 Xa21 过表达

水稻材料，由佛罗里达大学宋文源博士提供。 

1.2  T-DNA 侧翼序列扩增与染色体定位 

参照刘耀光教授 Tail-PCR的原理[18]，按照

TaKaRa LA-PCR体外克隆试剂盒的操作方法，

对 CX8621中 Xa21左右边界的侧翼序列进行扩

增。扩增片段电泳回收后，连接到 Transgene公

司的 pT-easy载体上进行测序。测序结果去除测

序载体序列后，与 NCBI 和 RGAP 数据库中的

水稻基因组序列进行比对，根据获得的侧翼序

列与水稻基因组序列之间的相似性，确定 Xa21

在 CX8621的整合位点。 

1.3  目的基因在 RNA 水平的表达分析 

Trizol法提取 CX8621和 IRBB21萌芽期、

三叶期、分蘖盛期和灌浆期的叶片总 RNA，以

及根、茎、叶、叶鞘、穗和种子部位的 RNA，

用 Promega 公司的反转录系统合成 cDNA 后，

以水稻 actin基因为内参，利用 RT-PCR方法对

Xa21 在 CX8621 的不同时期、不同组织的表达

情况进行分析。Xa21 的 RT-PCR 分析所用的引

物是 Xa21-RTF/R，文中所用引物见表 1。 

1.4  目的基因在蛋白水平的表达分析 

SDS-PAGE分离水稻总蛋白质，电泳前将提

取的水稻总蛋白加入上样缓冲液，100 ℃处理  

5 min，上样量为 20 μL。用湿转法转移到 PVDF

膜上，5%脱脂奶粉封闭 PVDF 膜，用制备的

XA21 蛋白质的抗体室温孵育 3 h， TTBS      

(2 mmol/L Tris·HCl, pH 7.6, 13.6 mmol/L NaCl, 

0.1% Tween-20) 洗膜 3次，每次 5 min。然后加入

二抗室温孵育 1 h，TTBS洗膜 3次，每次 5 min，

加 ECL-Plus检测液，暗室曝光后 X光片检测。 

2  结果与分析 

2.1  Xa21 在 CX8621 中的实际整合序列分析 

为了分析 Xa21在 CX8621中的整合是否完

整，在 T-DNA 的左、右边界内侧和 Xa21 基因

内部设计嵌套引物进行配对扩增。在左边界内

侧设计 LBR1、LBR2、LBR3、LBR4 四条引物

分别和 LBR 配对 (图 1A)，以 MH86、CX8621

以及转基因质粒 pBXa21 为模板进行扩增。以 
 

表 1  PCR 所用引物 

Table 1  Sequence of PCR primers  

Primer name Primer sequence (5–3) 
LBF1 GTACCGAGCTCGAATTCAGTACAT 

LBF2 ACGTCCGCAATGTGTTATTAAG 

109R1 
GAAAATATCGAGATTCCTGAATCCG
GTGGT 

109R2 
GTGTTCGACCACATTCATAATCACG
CTA 

109F4 AAGTACCGCGAACGGATGGAGCATT

Xa21-RT 
F: CAAGTCTAAGCAGCCAAACA 
R: ATTGCCAGCTCTTACGGT 

Actin 
F: AGCAACTGGGATGATATGGA 
R: CAGGGCGATGTAGGAAAGC 
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pBXa21为模板时，能获得目标条带，而在对照

MH86中未能进行扩增，这说明了引物的有效性  

(图 1B)。LBR1、LBR2和 LBR3分别与 LBR配

对，在转基因系 CX8621中都能扩增出特异的目

标条带，而 LBR4 与 LBR 配对时在转基因系

CX8621 中没有扩增 (图 1B)，表明 Xa21 的 3′

端被完整地整合在 CX8621 的染色体上，并且

T-DNA 的左边界内侧序列可能有一定程度的丢

失。同样，在右边界内侧设计引物 RBR1、RBR2

与 RBF 配对 (图 1A)，同样以 MH86、CX8621

和转基因质粒 pBXa21为模板进行扩增，两对引

物在对照 MH86 中未能有效扩增，在 CX8621

和转基因质粒 pBXa21 中都能扩增出大小一致

的目标条带 (图 1C)，表明 Xa21 的 5′端同样被

完整的整合到 CX8621 的基因组。根据以上结

果，结合前期 Southern 杂交实验[15]；可以确定

Xa21在 CX8621中有完整的整合。 

2.2  Xa21 在 CX8621 整合位点分析 

借助TaKaRa 的体外克隆试剂盒，对CX8621

进行边界序列的扩增。获得候选条带后，连到 T

载体上进行测序。除去测序结果中的载体序列

后，获得了 298 bp的左边界侧翼序列和 460 bp

的右边界侧翼序列。右边界侧翼序列填充了大

量重复的水稻基因组 DNA，未能有效地定位插

入片段的位置。对左边界侧翼序列的分析显示    

(图 2A)，1–24 bp (斜体) 和载体左边界序列完全

一致。25–48 bp (小写) 与水稻基因组多位点同

源，但与之后的片段不连锁。49–298 bp (下划线)

与 2 号染色体上的序列完全匹配，插入片段被

整合到 Os02g0541000与 Os02g0541300之间。 

为了验证整合位点的正确性，在 2 号染色

体上设计引物 109F4、109R1和 109R2，与左边 

 

 
 

图 1  Xa21 在 CX8621 中的整合完整性分析 

Fig. 1  The integration integrity analysis of Xa21 in CX8621. (A) Primers location on the transgenic plasmid. (B) 
PCR results of left border. (C) PCR results of right border. MH86: transformation receptor variety; CX8621: Xa21 
transgenic plants; pBXa21: plasmid with Xa21; marker: Genstar 2 000 plus. 
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图 2  Xa21 在 CX8621 整合位点的定位与验证 

Fig. 2  Integration site location and validation of Xa21 in CX8621. (A) The left flanking sequences. Italic: left 
border sequences; lowercase: rice sequences homology with multiple chromosomes; underline: rice sequences located 
on chromosome 2. (B) Primers location of CX8621 on chromosome 2. (C) PCR results with primer pair 109R2 and 
LBF1. (D) PCR results with primer pair 109R1 and LBF2. (E) PCR results with primer pair 109F4 and 109R1. MH86: 
transformation receptor variety; CX8621: Xa21 transgenic plants; Marker: DL2 000. 

 

界特异引物LBF1、LBF2进行配对扩增 (图 2B)。 

109R2+LBF1、109R1+LBF2 两对引物都在转基

因材料 CX8621 中特异的扩增，在对照材料

MH86中无扩增 (图 2C, D)，此结果印证了整合

位置的正确性；109R2+LBF1、109R1+LBF2 可

以作为 CX8621 转基因材料特异的分子标记。

109F4+109R1 配对在对照 MH86 中扩增到和预

计大小一致的 520 bp片段；在转基因系 CX8621

中，由于插入了 1个 9.9 kb的 Xa21基因，在较

短的扩增时间内没有扩增片段 (图 2E)。 

2.3  Xa21 在 CX8621 中的表达分析 

通过 Trizol法提取了转基因系CX8621不同

组织的 RNA，采用 RT-PCR的方法，检测了 Xa21

在 CX8621不同组织的表达情况。结果显示，和

在 IRBB21 中的表达模式类似，在转基因系

CX8621的叶、叶鞘和茎内都能检测到 Xa21的表

达，而在穗、根和种子中检测不到表达 (图 3A)。

由于 Xa21介导的抗性受发育阶段的调控，导入

Xa21 的受体植株，生长到分蘖期才能表现出完

全的抗性[19]。于是，我们对不同时期 CX8621

中 Xa21的表达进行分析，与 IRBB21表达模式

一样，Xa21 在三叶期开始检测到表达，分蘖盛

期达到最高，此后略有下降 (图 3B)。这与之前

报道的 CX8621的抗性结果吻合，在三叶期表现

为部分抗性，随着生育进程的推进，分蘖盛期

抗性达到最佳[15]。 

2.4  XA21 蛋白在 CX8621 中的表达分析 

Xa21编码受体类蛋白激酶，全长 1 025个

氨基酸，包含 LRR区、跨膜区和丝氨酸/苏氨酸

激酶区 3个结构域[2]。XA21蛋白能进行自我磷

酸化，与 XA21结合的多个蛋白都能影响 XA21

的表达，进而影响对白叶枯病的抗性[20-21]。Xa21 
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图 3  Xa21 在 CX8621 中的表达分析 

Fig. 3  Expression analysis of Xa21 in transgenic rice 
CX8621. (A) Expression analysis of CX8621 in 
different tissues. L: leaf; SH: sheath; ST: stem; SP: 
spike; R: root; SE: seed. (B) Expression analysis of 
CX8621 at different developmental stages. S1: 
sprouting stage; S2: three-leaf stage; S3: high tillering 
stage; S4: filling stage. 

 

作为抗病反应的启动基因，其自身的蛋白表达

量非常低。目前，国际上还未能成功通过免疫

印迹法 (Western blotting) 在植物中检测到天然

XA21蛋白的表达。对 XA21蛋白表达的分析均

是在外加标签的基础上，针对特异的标签进行

检测。外加标签的方法可以用于常规的分子生

物学研究中，然而对于以生产应用为目的转基

因育种，在目标基因中引入外加标签等同于新

添加了一个潜在的不安全因素。因此，在转基

因育种中不能采用这种设计来进行蛋白含量的

检测。对于CX8621中XA21蛋白表达量的检测，

必须制备出天然 XA21 蛋白的单克隆抗体。为

此，我们与国内外的合作者不断进行研究，并

在最近，与北京华大蛋白质研发中心合作，制

备出了 XA21蛋白特异的单克隆抗体。 

在得到 XA21 特异的单克隆抗体后，我们

对 MH86、Xa21高表达材料 4021，以 MH86为

背景的 Xa21 回交育种材料 MH86-Xa21 和

CX8621进行了根、茎、叶和种子内 XA21蛋白

质含量的检测。结果显示在 Xa21 高表达材料

4021 的叶子中检测到了 XA21，在 CX8621 和

MH86-Xa21 的根、茎、叶和种子中均没有检测

到 XA21蛋白的表达 (图 4)。在我们的实验条件

下，所制备抗体的检测下限为 0.5–1.0 ng，综合

RT-PCR的结果，认为 XA21蛋白在 CX8621的

种子中没有表达。 
 

 
图 4  XA21 蛋白在 CX8621 中的表达分析 

Fig. 4  Expression analysis of XA21 in transgenic rice CX8621. (A) Expression analysis of XA21 in CX8621. (B) 
Expression analysis of XA21 in MH86-Xa21. 4021: Xa21 overexpression rice line; CX8621: Xa21 transgenic plants; 
MH86: transformation receptor variety; MH86-Xa21: Xa21 backcross breeding line; M: 90 kDa protein. 
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3  讨论 

外源基因在转基因植物中的稳定遗传与高

效表达是其具有利用价值的先决条件，而转基

因植物目标基因的稳定遗传与表达主要取决于

受体基因组的遗传背景 (背景效应)、目的基因

的拷贝数  (剂量效应)、以及整合位点的结构 

(位置效应)[22]。实验室前期工作中，将 Xa21转

入不同的水稻材料，通过 Tail-PCR 扩增出携带

有 T-DNA-Xa21 的侧翼序列，并以此为探针，

通过 RFLP分析，将 T-DNA-Xa21定位在水稻的

染色体上。结果发现 T-DNA-Xa21 在受体整合

的自主性强，不依赖于受体中 Xa21同源序列的

染色体位置；并且在相同背景材料、不同插入

位点的转基因系中显示出几乎相同的抗性水

平，说明转基因的位置效应不明显。此外，对

同一材料不同拷贝数的转 Xa21基因水稻的抗性

进行分析发现，抗性水平不会随着 Xa21拷贝数

的增加而增加，表明剂量效应不是影响抗性水

平的主要因素。然而，不同遗传背景的转 Xa21

水稻材料，虽然都保持了对白叶枯病的高抗水

平，但不同材料之间仍显示出了明显的差异，

表明转 Xa21基因的水稻其抗性有比较明显的遗

传背景效应[23-24]。 

T-DNA 整合进入植物基因组，往往伴随着

T-DNA 自身或受体基因组的缺失、重复和倒置

等现象[25]。本文在分析 CX8621 的侧翼序列时

也发现，左边界内侧的部分序列发生了缺失而

填充了 24 bp 水稻基因组片段。Buck 等在对

T-DNA 整合的转基因水稻研究中发现，在插入

位点也存在类似边界序列的缺失和填充现象，

同时还发现缺失的序列和大小不存在规律性，

而填充序列与宿主植物或 T-DNA的左右边界存

在一定的同源性[26-27]。Kumar 等在完善 T-DNA

的整合模型时认为，这些同源序列是在 T-DNA

整合过程中，植物靶 DNA双链断裂，游离出的

植物基因组 3'端找到与其同源的小段 DNA后开

始修复合成，新合成的 DNA 序列与植物基因组

另一端游离的一小段序列直接连接到平末端，通

过单链退火使余下的单链缺口修复形成的[28]。 

Xa21 在 CX8621 的表达呈现出受发育阶段

性的调控，这与我们前期研究 CX8621对白叶枯

病的抗性表现一致，即随着水稻植株的发育成

熟，含有 Xa21的水稻植株对白叶枯病的抗性逐

渐提高[15]。Park等通过在水稻中过表达 Xa21，

使其在苗期就表现出了对白叶枯病较强的抗

性，同样说明了 Xa21的抗性水平与其表达量存

在相关性[29]。此外，Park 还通过外加标签的方

法在过表达水稻材料的叶片中检测到了 XA21

蛋白的表达，然而对于以生产应用为目的的转

基因育种来说，这种方法引入了新的安全隐患，

难以被采用。于是，我们通过制备天然的抗体

检测 CX8621中 XA21的表达，结果在过表达材

料 4021 中检测到了 XA21，在 CX8621 及其相

同遗传背景的 MH86-Xa21 中均未能检测到表

达。这可能是由于 Xa21作为抗病的启动基因，

其蛋白表达量很少，低于实验所能检测的下限

所致，我们会继续改善检测的灵敏度，希望能

对其表达量进行更加精确的定量。 

此外，Xa21 基因在 CX8621 中的表达模式

和在分子标记辅助选育的 IRBB21 材料中保持

一致，说明转基因操作并没有改变目标基因的

表达模式。我们前期从整体转录组水平的研究

也表明，转基因材料和分子标记辅助选育材料

可以同等对待[30]。此外，在人类食用的种子部

分，Xa21 基因和 XA21 蛋白在 CX8621 中均没
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有检测到表达。以上这些结果为 CX8621的转基

因安全性评价提供了部分科学证据。 

致谢：感谢佛罗里达大学宋文源博士提供 Xa21

过表达水稻材料 4021，感谢北京华大蛋白质研

发中心制备了 XA21 蛋白的单克隆抗体。 
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