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摘要 npt域编码新霉素磷酸转移酶，是转基因实验中最常用的筛选标记基因之一．本研究中，表达了重组新霉素磷酸转
移酶(NPT域)蛋白质，制备了单克隆抗体，建立了用免疫印迹检测转基因水稻中 NPT域蛋白质的方法，调查了 NPT域蛋白质
的表达特征，包括遗传特征、表达时空特征、表达丰度和亚细胞定位等．结果表明，该方法可检测到单粒稻米的 0.25%(约
0.025 mg)样品中的 NPT域蛋白质，NPT域的表达符合显性遗传规律，根据 NPT域的表达可对转基因 T1代种子进行阴阳性及

纯合株系的鉴定，对 T1幼苗中 NPT域丰度的分析可为纯合单株的鉴定提供参考信息．定量分析表明苗期叶片中 NPT域蛋白
质的含量约为鲜重的 0.08‰．在 CaMV-35S启动子驱动下 NPT域蛋白质在水稻苗期、成株期的叶片和根部组织中表达量较
高，而在分蘖期、孕穗期较低，NPT域在不同时期的根、茎、叶、穗子、花及种子等组织中均有表达，只是在分蘖节、茎
节、穗轴和花药等组织中表达量相对较低．此外，NPT域蛋白质的表达主要定位在细胞质中．综上所述，本研究建立了具有
应用价值的检测 NPT域蛋白质的免疫印记方法并系统揭示了其在水稻中的表达特征．
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npt域是植物遗传转化中最常用的筛选标记基
因之一，来自大肠杆菌转座子 Tn5 上的 aph域基
因 ， 编 码 新 霉 素 磷 酸 转 移 酶 (neomycin
phosphotransferase域，NPT域)[1]．NPT域可使 ATP
分子上的 酌磷酸基转移到抗生素分子上，从而影响
抗生素与核糖体亚基的结合，使氨基糖苷类抗生素

(如 G418、卡那霉素、巴龙霉素和新霉素等)因磷
酸化而失活．这样，带有 npt域基因的植物可以在
氨基糖苷类抗生素的培养基上生长，从而进行筛

选．1983年，Bevan等[2]首次通过农杆菌介导的方

式将 npt域基因转入烟草细胞，发现转化子可以在
G418培养基上生长，由此开始了其应用．目前，
npt域基因已被广泛应用于水稻、玉米、小麦、大
麦、高粱、棉花、草莓等多种植物甚至动物的转

基因研究中[3-7]．据报道，2001年～2002年美国批
准进行田间试验的转基因植物共 1970例，其中用
npt域作为筛选标记的占 48.2%[8]．

转基因技术的应用正在对农业生产发挥着重要

的影响，转基因已经从实验室中的概念成为现实，

其推广应用引起了社会的广泛关注．据统计，全世

界种植的转基因作物每年都以较高的速率递增[9]．

在转基因植物的基础研究和应用领域都离不开高灵

敏度、高特异性的检测方法[10]．针对外源 DNA以
PCR 为核心的检测方法具有极高的灵敏度，也已
被广泛采用，但 PCR对实验要求比较高，且只能
确定转基因样品是否含有外源 DNA．针对外源蛋
白质的检测方法主要是以免疫学为核心的，免疫学

方法的操作比较简单、省时，它可以揭示外源基因

的表达状态．目前对转基因植物中外源蛋白质的表
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达特征还很少涉及．

常见的免疫检测方法有 ELISA、试纸条和蛋白
质印迹(Western blot，WB)等，一般来讲，ELISA
方法操作简单、易于规范，但因为没有对全蛋白质

的分离过程，其检测结果易受植物体内多酚等多种

因素的影响，数据不能直观展示，甚至没有分子质

量等基本信息．试纸条的使用最为简便，但灵敏度

相对较低，结果也难以定量．免疫印迹方法是将蛋

白质混合物通过凝胶分离后转移到固相支持介质

上，然后用特异性抗体与被固定到膜上的靶蛋白质

杂交并检测放大后的信号，这种方式具有较高的灵

敏度、特异性[11-12]，甚至可以做到单细胞水平的分

析[13]，是目前揭示蛋白质表达特征的重要手段．

对 NPT域蛋白质的检测，最初是使用放射性标记
的[32P]ATP检测磷酸基团的转移[14]．这种方法操作

烦琐，同位素的使用还会造成环境污染．随后人们

采用 ELISA方法检测转基因植物中 NPT域蛋白质
的含量 [15-16]．目前，用于 NPT域蛋白质检测的
ELISA试剂盒已经有国外来源的商业化渠道供应，
其检测灵敏度可达 ng级，但价格较贵，在大规模
的转基因植物检测中应用成本较高．此外，也有国

外公司销售商业化的免疫检测试纸条．国内王新桐

等[17]建立了双抗体夹心 ELISA检测转基因棉花中
NPT域的方法．
启动子是决定基因表达时空和强度的重要调控

元件，花椰菜花叶病毒(CaMV)的 35S启动子能在
许多植物中驱动靶基因组成型表达，被广泛用于转

基因研究[18]，据估计，大约有 80%～85%的转基因
植物中使用了该启动子．目前对启动子驱动的目标

基因的表达主要是基于转录水平，分析也都是以个

别组织为对象[19]，尚未见到系统调查 CaMV-35S启
动子驱动 NPT域蛋白质表达特征的报道．
本研究在细菌中表达了 NPT域蛋白质，制备

筛选了高特异性单克隆抗体，在此基础上，建立优

化了高灵敏度检测 NPT域蛋白质的WB技术，可
实现对单粒稻米的检测，同时系统调查了转基因水

稻中 NPT域蛋白质的表达特征．
1 材料与方法

1援1 npt域基因的克隆
利用 Primer CE 软件 [20]，设计了 npt域基因

的特异扩增引物，上游引物加 EcoR玉酶切位点，
下游引物加 Hind芋酶切位点，引物由生工生物
工程(上海)股份有限公司合成．上游引物序列为

5忆 GCGAATTCGAACAAGATGGATTGCAC 3忆，下
游引物序列为 5忆 GCAAGCTTTCAGAAGAACTCG-
TCAAG 3忆，其中下划线为相应的酶切位点．以大
肠杆菌基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，将
PCR产物与 pET30a(+)载体分别双酶切，纯化回收
PCR及酶切产物，连接后转化大肠杆菌 DH5琢，酶
切鉴定后的重组子由华大基因进行测序验证．

1援2 NPT域蛋白质的表达与纯化
将测序正确的质粒转入表达菌 BL21，按 1∶100

的比例将过夜菌转接至 100 ml 含 50 mg/L卡那霉
素的 LB 液体培养基中，37℃振荡培养至 A 600为

0.6～0.8，按 1∶100 比例加入 100 mmol/L 的
IPTG，37℃震荡培养 3 h，收菌后超声破碎，用
Ni2+-NTA亲和层析柱进行蛋白质纯化，SDS-PAGE
电泳检测，并用抗 His抗体检测纯化的蛋白质．
1援3 抗体的制备及特异性检测

用大肠杆菌表达的全长 NPT域蛋白质做免疫
原，免疫小鼠制备单克隆抗体，单克隆抗体的制备

由北京华大蛋白质研发中心有限公司进行，用WB
方 法 检 测 抗 体 的 特 异 性 ． 水 稻 ATPase2
(LOC_Os11g29490)抗体也由北京华大蛋白质研发
中心有限公司制备．

1援4 重组 NPT域蛋白质的定量
采用 Bradford 法对 NPT域蛋白质进行定量分

析：配制 BSA 蛋白质标准液 (终浓度依次为 4、
3.5、 3.0、 2.5、 2.0、 1.5、 1.0、 0.5 和 0 g/L)与
0.1 mol/L HCl、双蒸水混合，室温放置 0.5 min，
再在各试管中加入考马斯亮蓝 G-250测定工作液，
摇匀后室温放置 10 min，用分光光度计测定各管在
595 nm处相对吸光度，用稀释液调整待测 NPT域
蛋白质浓度至测定范围内，按照以上步骤测定其吸

光值，测定 3个平行样品，取其平均值，绘制标准
曲线并计算出待测 NPT域蛋白质的浓度．
1援5 水稻总蛋白质提取及WB检测
将冻存于-70℃的水稻样品用高通量组织研磨

仪(北京鼎昊源科技有限公司，TL2010)或手工充分
研磨成细粉状，加入蛋白质提取液(62.5 mmol/L
Tris-HCl(pH 7.4)，10%甘油，0.1% SDS，2 mmol/L
EDTA，1 mmol/L PMSF，5% 茁巯基乙醇)，混匀
冰上放置 30 min，12 000 r/min 4℃ 离心 20 min，
取上清即为总蛋白质，具体方法参见文献[21]．可
溶性蛋白质的提取与上述过程类似，只是在蛋白质

提取液中不加入 SDS．试验至少重复 3次，并用
anti-HSP抗体的检测信号作为等量加样的内参[12]．
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Fig. 2 The expression and antibody generation of recombinant NPT域 protein
(a) Coomassie blue stained gel showed bacterial expressed recombinant NPT域 protein. (b) WB detection of bacterial expressed NPT域 protein using

anti-His antibody. (c) Specificity verification of anti-NPT域 antibody. U: Un-induced; S: Supernatant; Pe: Pellet; Pu: Purified; Re-NPT-域 :

Recombinant NPT-域 protein; Rice -: Non-GMO sample; Rice +: GMO sample with NPT域 protein; HSP: The abundance of HSP protein detected by

anti-HSP antibody was used as loading control.

用 Image J软件扫描采集 X光片上的WB条带信号
或直接用化学发光成像仪(北京赛智创业科技有限
公司，MiniChemi 610)采集，分别采集 3次WB分
析的信号，计算其平均值和方差．

1援6 数据的归一化

为了能对不同水稻样品中的 NPT域含量进行
相对比较，对采集的WB数据进行了归一化处理，
具体方法是将同一次 WB分析中采集的 NPT域或
HSP 的总信号强度设置为 10 000，单个样品中
NPT域或 HSP的信号强度按比例进行折算进行归
一化，然后计算 NPT域和 HSP信号比值．
1援7 转化质粒的构建及水稻转化

转化质粒 pCAMBIA2300由江光怀博士(中国
科学院遗传与发育生物学研究所)赠送，该质粒上
带有 35S启动子驱动的 npt域标记基因，通过农杆
菌介导法将质粒 DNA 转入水稻，在培养基中用
G418进行筛选，遗传转化由武汉伯远生物科技有
限公司完成[22]．转化受体材料为 TP309，转基因水
稻栽培于河北农业大学(河北保定)水稻实验田和温
室内，取不同时期和不同组织的水稻材料，液氮速

冻、备用．

2 结果与分析

2援1 npt域基因的克隆
根据 npt域基因的序列设计 PCR引物，以大肠

杆菌基因组 DNA为模板进行扩增(图 1a)，将扩增
产物定向插入到 pET30a(+)载体相应的酶切位点
上，构建重组表达载体 pET30a-npt域，如图 1b所
示，双酶切后得到约 5.4k的 pET30a(+)线性片段和
约 790 bp的插入片段，根据测序结果选择无碱基

突变的质粒，获得 npt域基因的原核表达载体．

2援2 NPT域蛋白质的表达及抗体制备
将重组载体 pET30a-npt域转入表达菌中，挑取

单菌落进行诱导表达．细菌超声破碎后离心分离上

清和沉淀，用 Ni2+-NTA 亲和层析柱纯化，进行
SDS-PAGE 分析．图 2a 为考马斯亮蓝染色结果，
由图可见，在大肠杆菌的上清和沉淀中均能清楚地

看到诱导条带，纯化后获得了分子质量约为 38 ku
的单一蛋白质条带，与预期大小一致．图 2b是用
抗 His抗体进行WB检测的结果，由图可见，未经
诱导的样品中没有信号，而在上清、沉淀和纯化后

蛋白质样品中均出现分子质量符合预期的信号，确

认获得了纯化的重组表达的 NPT域蛋白质．
(a) (b) (c)
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NPT域
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Fig. 1 PCR amplification and restriction enzyme
digestion verification of npt域 gene

M: Molecular mass marker; PCR: npt域 gene amplification product; E+
H: Restriction enzyme (EcoR玉 and Hind芋) digested plasmid DNA.
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Fig. 3 The identification of transgenic rice
(a) WB analysis for NPT域 protein in transgenic rice T1 seeds. The total

protein was isolated from transgenic T1 seeds, and separated by

SDS-PAGE. WB analysis was carried out using anti-NPT域 antibody.

Line 5 and Line 8 were independent transgenic lines. Ten seeds were

analyzed for each line. (b) WB analysis for NPT域 protein in transgenic

T1 seedlings. Forty randomly selected seedlings were chosen from

Line 8, total proteins were isolated from T1 seedlings and separated by

SDS-PAGE. WB analysis was carried out using anti-NPT域 antibody.

Number 1～40 are individual T1 seedlings from Line 8. HSP: The

abundance of HSP protein was used as loading control.

以纯化的 NPT域蛋白质为免疫原，免疫小鼠
后获得 32株单克隆抗体，经筛选发现部分细胞株
产生的抗体只能识别重组抗原或只能识别天然抗

原，只有部分细胞株能同时识别重组和天然抗原

(数据未附)，经比较鉴定发现 #13株具有较高的灵
敏度．用 #13抗体对转基因水稻及重组 NPT域蛋
白质进行平行免疫印记检测(图 2c)．结果表明，在
非转基因水稻样品中没有可见的背景信号，在转基

因水稻中，有分子质量在 30 ku 左右的特异条带
(天然 NPT域蛋白质的理论分子质量为 29 ku)，而
在重组 NPT域蛋白质的样品中，特异条带的分子
质量较高，是因为重组的 NPT域蛋白质带 6伊His标
签及其他链接序列．这一结果证明所制备的 NPT域
抗体具有很好的特异性．同样地，我们还用该抗体

检测了转基因拟南芥、烟草、杨树中的 NPT域蛋
白质，均能显示清晰的特异条带，表现出很好的特

异性和灵敏度(数据未附)，说明该抗体具有更广的
应用潜力．

2援3 转基因水稻的鉴定

组培再生的转基因材料为 T0代，其所结种子

为 T1代，尽快地鉴定阳性转基因材料以及遗传上

纯合的株系具有重要的应用价值．我们对 8个独立
转基因水稻株系的 T1代种子进行了免疫印迹分析，

其中 2个代表性株系的检测结果如图 3a所示，每
个株系检测了 10粒种子，Line 5的种子均为阳性，
而 Line 8的种子中有 7粒阳性，3粒为阴性，据此
可初步推测，Line 5很可能为纯合株系，Line 8为
杂合株系．为了进一步证明该推论，随机选取 50
粒 Line 5 植株种子进行栽培，对 T1 代幼苗进行

WB检测，结果均为阳性(数据未附)，因此，转基
因水稻 Line 5为纯合株系．由此也可说明，WB检
测的 NPT域表达为显性性状，分析转基因水稻 T1

代种子，不但可以筛选阳性转化子，还可通过一定

数目种子的分析鉴定可能的纯合株系，对 T1代种

子的快速鉴定可减轻栽培和后续鉴定的工作量．

为了尝试从 T1代幼苗中鉴定纯合个体，我们

对 Line 8的 40个独立的 T1代幼苗叶片进行 NPT域
蛋白质的检测(图 3b)，由图可见，40株中有 31株
阳性，9株阴性，比例为 31∶9，符合 3∶1比例，
说明 NPT域阳性为单基因控制的事件．进一步比
较发现，阳性个体间的 NPT域信号强度有较为明
显的差异，为了进行定量比较，我们采集了 NPT域
蛋白质及内参蛋白质 HSP的信号，通过归一化后
计算 NPT域蛋白质与 HSP蛋白质信号的比值(详见

附件表 S1)，计算结果表明，比值最高的 10份材
料的平均信号比为 2.19，其余 21株阳性材料的平
均信号比为 0.86．水稻是二倍体植物，纯合个体的
基因型为 AA，杂合个体的基因型为 Aa，NPT域蛋
白质丰度的区别可能源自基因型不同，进一步讲，

NPT域蛋白质表达量较高的个体很可能是纯合的，
为了验证这一结果，我们对 3 个比值最高的个体
(14，18和 21，图中下划线标示)后代种子进行了
检测，证明没有分离确为纯合材料．另外，为了确

定 npt域基因的拷贝数，对该转基因水稻进行了实
时定量 PCR分析，证明 Line 8中的拷贝数为 1(数
据未附)．

2援4 转基因水稻叶片中 NPT域蛋白质的丰度
为了解 NPT域抗体的检测灵敏度以及水稻叶

片中 NPT域蛋白质的丰度，以不同浓度的 NPT域
重组蛋白质为检测对象绘制了 WB 检测的标准曲
线(图 4)．图中所示重组 NPT域蛋白质的上样量依
次为 1、2、4、8、16和 32 ng，从图 4a可见，约
1 ng的重组 NPT域蛋白质仍然能清晰表现出明显
的 WB信号，且信号强度随蛋白质上样量加大而
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Fig. 5 WB detection of NPT域 protein in rice grain
0.125%, 0.25%, 0.5%, 1% and 2% represent the percentage of loaded

sample in total protein isolated from single rice grain. HSP: The

abundance of HSP protein was used as loading control.

2援5 转基因稻米中 NPT域蛋白质的检测
水稻种子成熟后，经加工去除颖壳和胚成为稻

米，是人们的食用部分．为了解对稻米中 NPT域
蛋白质检测的灵敏度，对单粒稻米(去壳、去胚)样
品进行了检测．将稻米用研钵磨碎后，提取单粒稻

米的蛋白质，然后对单粒稻米的 0.125%、0.25%、
0.5%、1.0%和 2.0%样品进行蛋白质印迹分析(图
5)．结果表明，从单粒稻米的 0.25%、0.5%、1.0%

和 2.0%的样品 (重量分别为 0.025、0.05、0.1 和
0.2 mg)中，都可以检测到清晰的 NPT域信号，而
0.125%的泳道几乎检测不到相应的条带．因此，
只需要单粒稻米的 1/40即可确定是否含有 NPT域
成分．

2援6 转基因水稻中 NPT域蛋白质的表达谱
为了解 NPT域蛋白质在转基因水稻中的表达

谱，我们尽可能多地采集了水稻生长不同时期多个

组织的样品，包括全种子、胚、胚乳和颖壳；苗期

的地上部、地下部；分蘖期的茎、分蘖节、茎节、

叶鞘、叶枕、叶片上部、叶片中部、叶片下部和根

尖，孕穗期的茎、叶鞘、叶枕、叶片、根尖，幼穗

(长度分别为 1、5、10、15、20和 25 cm)、成熟穗
子及穗轴；开花期的茎、叶鞘、叶枕、叶片、根

尖、穗子、穗轴、花药、柱头、颖壳；灌浆期的

茎、叶鞘、叶枕、叶片、穗子、穗轴和根尖，授粉

后不同时期的种子(分别为授粉后 1、5、10、15、
20和 30 d)，以及灌浆期的胚、胚乳和颖壳，完熟

Fig. 4 Concentration analysis of NPT域 protein in rice leaves
(a) WB detection of NPT域 protein using anti-NPT域 antibody. Re-NPT-域: recombinant NPT域 protein; Rice leave: Total protein isolated from rice

leave at seedling stage. (b) Standard curve of NPT域 protein concentration against the intensity of WB signals. x axis is the content of NPT域 protein

and y axis is the signal intensity detected in WB analysis.

增加，采集各条带的灰度值，计算 3次重复实验的
平均值及方差，绘制标准曲线并获得了线性回归方

程(图 4b)．同时，将鲜重为 0.02 g水稻苗期(三叶
期)叶片加裂解液和上样缓冲液获得 400 滋l的蛋白
质样品，分别上样 4 滋l和 8 滋l，与重组蛋白质同
时进行 WB检测，采集水稻样品的信号值，将信
号值带入方程式计算出对应 NPT域蛋白质含量分

别为 17 ng和 32 ng，取两者平均得到电泳水稻样
品中 NPT域蛋白质含量约为 4.08 mg/L，折合在水
稻苗期叶片中 NPT域蛋白质的含量约为鲜重的
0.008%．文献[23]曾提到，在转基因作物中 NPT域
蛋白质的含量仅占全部可溶性蛋白质的 0.00005%
～0.001%，与此结果相比，本研究提供了一个更
为具体的数据．
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Fig. 7 The abundance of NPT域 protein in leaves
and roots at different developmental stages

(a) The abundance of NPT域 protein in leaves at different developmental
stages. (b) The abundance of NPT 域 protein in roots at different
developmental stages. 3L, 4L, 5L and 6L represent three leaves, four
leaves and five leaves stages respectively; Ti: Tillering stage; Bt:
Booting stage; Fl: Flowering stage; Fi：Filling stage; Mu: Mature stage.
HSP: The abundance of HSP protein was used as loading control.

2援7 NPT域蛋白质在不同时期叶片和根部表达丰
度的比较

叶片和根是水稻最主要的组织，其生长贯穿于

全生育期中，相对定量比较 NPT域蛋白质在这两
个组织中的表达丰度变化有助于对其表达特征的了

解．我们首先比较了水稻生长不同时期(三叶期、
四叶期、五叶期、六叶期、分蘖期、孕穗期、开花

期、灌浆期和完熟期)叶片中 NPT域蛋白质的表达
丰度(图 7a)，由图可见，NPT域蛋白质在所有时期
的叶片中都能检测到，但幼苗期和成株期表达量较

高，在分蘖期和孕穗期表达量较低．同样比较了不

同生长阶段的根部样品(图 7b)，结果表明，根部的
表达趋势与叶片相似，在幼苗期和成株期根部的

NPT域蛋白质表达丰度较高，在分蘖期表达量最低.
2援8 NPT域蛋白质的亚细胞定位
分别提取了转基因水稻全蛋白质和可溶性部

分，用 ATPase2和 NPT域抗体进行WB分析(图 8),

(b) MuFiFlBtTi6L5L4L3L

琢-HSP

琢-NPT域

Root

(a) MuFiFlBtTi6L5L4L3L

琢-HSP

琢-NPT域

Leave

Fig. 6 The expression pattern of NPT域 protein in transgenic rice
Different tissues of rice samples were collected. Total proteins were isolated and separated by SDS-PAGE. WB analysis were carried out using anti-NPT域
antibody. The list of tissues are as follows: Seed: whole seed, embryo (Em), endosperm (Ed) and husk; Seedling stage: shoot (St) and root (Rt); Tillering

stage: stem, tillers (Ti), node (No), sheath (Sh), cushion (Cs), upper part of leave (Up), middle part of leave (Mid), lower part of leave (Low) and root tip

(Rtt); Booting stage: stem, node (No), sheath (Sh), cushion (Cs), upper part of leave (Up), middle part of leave (Mid), lower part of leave (Low) and root

tip (Rtt), young panicle of 1, 5, 10, 15, 20 and 25 cm in length, mature panicle (MP) and panicle axis (PA); Flowering stage: stem, sheath (Sh), cushion

(Cs), leaf, mature panicle (MP), panicle axis (PA), anther (An), stigma (St), husk and root tip (Rtt); Filling stage: stem, sheath (Sh), cushion (Cs), leaf,

mature panicle (MP), panicle axis (PA), root tip (Rtt), filling panicle (1, 5, 10, 15, 20 and 30 days after pollination (DAP)), embryo (Em), endosperm

(Ed) and husk; Mature stage: stem, sheath (Sh), cushion (Cs), leaf, mature panicle (MP), panicle axis (PA) and root tip (Rtt). HSP: The abundance of
HSP protein was used as loading control.
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期的茎、叶鞘、叶枕、叶片、穗子、穗轴和根尖．

提取总蛋白质后用 NPT域特异抗体进行 WB检测
(图 6).由图可见，NPT域蛋白质在上述所有组织中

都有表达，只是在分蘖节、茎节、穗轴和花药等组

织中表达量相对较低．
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由图 8a可见，ATPase2为膜蛋白质，在可溶性成
分中检测不到，说明提取的可溶性成分中没有膜蛋

白质污染，由图 8b可见，在全蛋白质和可溶性部
分中都能检测到 NPT域蛋白质，说明 NPT域蛋白
质主要存在于可溶性的细胞质中．这一特性决定了

NPT域的提取和检测都是比较方便的．

3 讨 论

本研究制备了 NPT域特异的单克隆抗体，建
立了基于免疫印记技术的检测方法，调查了转基因

水稻中 NPT域蛋白质的丰度，系统分析了 NPT域
蛋白质在转基因水稻中表达的遗传特征、时空特征

和亚细胞定位，获得了 CaMV-35S启动子驱动的
NPT域蛋白质在水稻中组成型表达的证据．
利用本研究制备的抗体及所建立的免疫印迹方

法可检测 ng级的重组蛋白质，可检测 1/40粒稻米
中(约 0.025 mg)的 NPT域蛋白质，达到了具有实用
价值的检测灵敏度和特异性，由于稻米是食用部

分，对稻米的检测尤其具有重要的价值．该方法不

仅可用于水稻中的 NPT域蛋白质的检测，还可用
于拟南芥、烟草以及杨树等其他植物的检测(数据
未附)．该方法基本不受植物中内源物质的干扰，
检测结果直观可靠，可方便地进行相对定量分析．

从实际应用的角度看，虽然目前的免疫印迹分析过

程还需要较长的时间和较为复杂的操作，但也是分

子生物学实验室的常规技术，相信随着自动化免疫

印迹分析仪的推广，可以逐步实现 WB 分析的自
动化、满足对大量样品检测的需要．

WB检测 NPT域蛋白质的表达符合显性遗传规
律，可对转基因 T1代种子进行阴阳性鉴定，进而

可通过对较多数目 T1种子的检测筛选纯合或杂合

株系．因为 NPT域的表达丰度可能在一定程度上
受拷贝数的影响，所以可通过对 T1代幼苗的分析，

根据表达丰度的区别推测可能的纯合单株．与

PCR分析相比，WB分析操作要求较低，一般不会
出现假阳性结果，更重要的是，WB检测的阳性直
接证明了 NPT域蛋白质的存在，而 PCR检测阳性
植株中仍有部分没有蛋白质的表达．需要说明的

是，外源蛋白质的表达丰度除与拷贝数有关外，有

时也受插入位点等因素的影响．所以，靠 NPT域
蛋白质的高丰度判断纯合株系存在着一定的风险，

不排除个别高表达植株为杂合子，而个别低表达植

株为纯合子的情形．当然，本实验中展示的 Line 8
中 NPTII蛋白质的表达数据具有一定的外源基因和
转化事件的特异性，结果并不能简单推广到所有的

转基因事件中．对纯合材料的确认还应该从多个高

表达的株系入手，结合后代的遗传分析等方法进

行．本方法的建立对转基因材料的快速鉴定提供了

又一个重要的选项．

根据报道，35S启动子驱动的 GUS在转基因
水稻中主要在叶片、根、花器官以及胚、胚乳和休

眠或发芽的种子表达[19]；在棉花中，35S启动子驱
动的 NPT域在棉花苗期(5片真叶)、棉株新展开叶、
功能叶(顶 3、4叶)、主茎、叶柄和根具有表达[17]．

本研究系统检测了几十份水稻样品中的 NPT域蛋
白质，获得了在不同时空条件下蛋白质水平的组成

型表达特征．值得指出的是，在不同部位中的表达

量并不均匀，在特定的部位，如分蘖节、茎节、穗

轴和花药等组织中表达量相对较低，而在苗期叶片

和根部、幼穗发育早期以及种子灌浆后期等表达量

相对较高．此外，亚细胞定位结果表明，NPT域蛋
白质主要表达在可溶性的细胞质中，比较容易提

取．可以说，这些表达特征让我们能够在水稻生长

的任何时期、任何部位进行检测，本研究提供的数

据也可为深入调查 CaMV-35S启动子的调控机理提
供参考.

附件 表 S1见本文网络版附录(http://www.pibb.ac.
cn)
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The Expression Properties of NPT域 Protein in Transgenic Rice Plant*
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Abstract The npt域 gene, encoding neomycin phosphotransferase 域 , is one of the most commonly used
selection marker in transgenic research. In this study, recombinant NPT域 protein was expressed in E. coli and
monoclonal antibodies were generated. The inheritance, temp-spatial profiling, abundance and subcellular
localization properties were investigated using established Western blot (WB) analysis. The results showed that
NPT域 protein in 0.25% of a single rice grain (about 0.025mg) was detectable, the expression of NPT域 protein is
consistent with dominant inheritance law, positive seeds and homozygous lines can be identified in transgenic T1

generation, furthermore, the abundance of NPT域 protein can provide clues for the identification of homozygous
individual in T1 seedlings. Quantitative analyses shows that NPT域 protein accounts for about 0.08‰ of total
protein in the leaves at seedling stage. The expression profile of NPT域 protein in transgenic rice shows that the
abundance of NPT域 driven by CaMV-35S promoter in the leaves and roots at seedling and adult stage are higher
than that at tillering and booting stage. NPT域 was detectable at different stages in rice root, stem, leaf, panicle,
flower and seed, however, the abundance of NPT域 in tillers, node, panicle axis and anther tissues is lower than
others. In addition, the NPT域 protein is mainly localized in the soluble portion of cytoplasm. Taken together, an
applicable immunoblot method was established and the expression properties of NPT域 protein in transgenic rice
were demonstrated.
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附 录

NPT域-I: Intensity of NPT域 protein; NPT域-C: 100000/Sub-total of NPT域-I; NPT域-N: NPT域-I*NPT域-C. HSP-I:

Intensity of HSP protein; HSP-C: 100000/sub-total of HSP-I; HSP-N: HSP-I*HSP-C.

Table S1 Quantitative analysis of NPT域 signal intensity in T1 seedlings

#Plants
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
Sub-total

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Sub-total
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Sub-total
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Sub-total

NPT域-I
263
4497
3869
3258
7309
6751
2295
4136
4870
6758

44005
629
2605
2082
9846
2840
3445
586

12406
2011
2510

38960
8053
1904
6306
5676
2554
65

5691
78

1634
70

32031
2190
3813
5064
4250
3755
7626
7690
40
43

5240
39711

NPT域-C
2.27
2.27
2.27
2.27
2.27
2.27
2.27
2.27
2.27
2.27

2.57
2.57
2.57
2.57
2.57
2.57
2.57
2.57
2.57
2.57

3.12
3.12
3.12
3.12
3.12
3.12
3.12
3.12
3.12
3.12

2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52

NPT域-N
598

10208
8784
7395
16592
15325
5209
9388
11055
15341

1614
6694
5352
25304
7299
8853
1507
31884
5169
6452

25141
5940
19676
17710
7968
203

17756
244

5098
218

5515
9609
12761
10709
9463
19218
19378

101
108

13204

HSP-I
5308
4591
3646
4062
4701
4868
4047
4876
6430
5304
47833
3932
3450
2731
2993
3555
3546
3018
3679
4848
4069
35821
3715
3830
4112
4069
3602
4324
3791
4186
4611
3475
39715
4005
5087
4434
4131
4571
3938
4065
4492
4149
4003
42875

HSP-C
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09

2.79
2.79
2.79
2.79
2.79
2.79
2.79
2.79
2.79
2.79

2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52
2.52

2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
2.33

HSP-N
1106
9596
7620
8489
9826
10173
8459
10191
13439
11085

10977
9625
7619
8350
9919
9893
8419
10264
13527
11354

9354
9652
10361
10255
9078
10897
9553
10548
11619
8758

9340
11854
10331
9625
10650
9176
9472
10465
9667
9326

NPT域-N/HSP-N
0.05
1.06
1.15
0.87
1.69
1.51
0.62
0.92
0.82
1.38

0.15
0.70
0.70
3.03
0.74
0.89
0.18
3.11
0.38
0.57

2.69
0.62
1.90
1.73
0.88
0.02
1.86
0.02
0.44
0.02

0.59
0.81
1.24
1.11
0.89
2.09
2.05
0.01
0.01
1.42

Results
Negative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive

Negative
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Negative
Positive
Negative
Positive

Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Negative
Positive
Negative
Positive
Negative

Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Positive
Negative
Negative
Positive
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