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摘  要：传统的检测转基因植物中外源基因拷贝数的方法是 Southern 杂交，该方法成本高、周期长，难以满足高通量

检测外源基因拷贝数的育种需求，因此，本研究旨在建立快速且高通量检测转基因番木瓜中外源基因拷贝数的方法。

本研究从番木瓜基因组中筛选出 2 个单拷贝基因 Cpa03g018830 和 Cpa03g018770，以已知外源基因为单拷贝整合的转

基因番木瓜为参照，利用数字 PCR 鉴定其拷贝数，进一步以其为内参基因，以番木瓜转基因育种常用的筛选标记基因

NPTⅡ为外源目的基因，建立利用数字 PCR 和荧光定量 PCR 技术检测转基因番木瓜中外源基因拷贝数的方法。结果表

明：Cpa03g018830 和 Cpa03g018770 均为单拷贝基因；建立的数字 PCR 方法对转基因番木瓜中的外源基因拷贝数的检

测准确可靠，而荧光定量 PCR 对转基因番木瓜中外源基因单低拷贝整合的检测准确度较高，对外源基因多拷贝整合的

检测准确度则较低，因此，荧光定量 PCR 适合用来在大量转基因植株中初筛出单低拷贝整合的植株。本研究鉴定的单

拷贝基因 Cpa03g018830 和 Cpa03g018770 可作为转基因番木瓜中外源基因拷贝数检测的内参基因，且建立的利用数字

PCR 和荧光定量 PCR 技术检测转基因番木瓜中外源基因拷贝数的方法，操作简单，速度快，适合批量检测，可为番木

瓜转基因抗病育种中单低拷贝株系的选育提供新的方法。 
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Abstract: The traditional method for detecting the copy numbers of exogenous gene in transgenic plants is Southern 

hybridization, which is costly and time-consuming, and is difficult to meet the breeding needs of high-throughput detec-
tion of the copy numbers of exogenous gene. Therefore, this study aims to establish a fast and high-throughput method 

for detecting the copy numbers of exogenous gene in transgenic papayas. In this study, two single copy genes, 
Cpa03g018830 and Cpa03g018770, were selected from the papaya genome. Using the known exogenous gene as a sin-

gle copy integrated transgenic papaya as a reference, the copy numbers were identified by digital PCR. Further, using 
them as reference genes, and the commonly used screening marker gene NPTII in papaya transgenic breeding as an ex-

ogenous target gene, methods for detecting the copy numbers of exogenous gene in transgenic papaya using digital PCR 
and fluorescence quantitative PCR were established. The results showed that Cpa03g018830 and Cpa03g018770 were 

both single copy genes; the established digital PCR method was accurate and reliable in detecting the copy numbers of 
exogenous gene in transgenic papayas, while fluorescence quantitative PCR had a higher accuracy in detecting single or 

low copy integration of exogenous genes in transgenic papayas, and a lower accuracy in detecting multiple copy inte-
gration of exogenous genes. Therefore, fluorescence quantitative PCR is suitable for initially screening out single or low 

copy integration plants from a large number of transgenic plants. The single copy Cpa03g018830 and Cpa03g018770 
identified in this study can be used as reference genes for detecting the copy numbers of exogenous gene in transgenic 

papayas. The established methods for detecting the copy numbers of exogenous gene in transgenic papayas using digital 
PCR and fluorescence quantitative PCR techniques are simple, fast and suitable for batch detection, providing new 

methods for selecting single or low copy lines in transgenic resistance breeding of papayas. 
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番木瓜（Carica papaya L.）是世界四大热带、

亚热带畅销水果之一。番木瓜环斑病毒（Papaya 

ringspot virus，PRSV）是危害番木瓜最严重的病

毒，其侵染番木瓜植株后，造成番木瓜大面积减

产甚至整片果园死亡。1986 年，ABEL 等[1]发现

将病毒基因转入寄主植物，可以导致寄主植物对

病毒产生抗性，此后转基因技术被应用到番木瓜

的抗病育种中。第一个转基因番木瓜品种是将夏

威夷 PRSV 55-1 的外壳蛋白（coat protein, CP）基

因转入 Sunset 品种中[2]，田间抗性表现相当良好，

该转基因品种于 1997 年在夏威夷获得商业化应

用。随后，2009 年美国弗罗里达大学的转基因番

木瓜 X17-2 品系[3]也获得商业化应用。我国的番

木瓜转基因育种是从 1996 年开始的，华南农业大

学研发出了抗病品系华农 1 号，并且在 2010 年获

得了国家颁发的番木瓜农业转基因生物安全证书。

我国台湾中兴大学的 CHENG 等[4]和 BAU 等[5-6]

也研发出了转基因番木瓜抗病品系 16-0-1、18-2-4

等。近些年来，研究人员仍在不断进行新的番木

瓜转基因育种研究。 

在转基因植物育种研究中，外源基因整合进

入受体植物基因组的拷贝数会影响外源目的基因

的表达及其遗传稳定性[7]。当外源基因以 1~2 个

拷贝数整合到受体基因组时，一般能够稳定高效

表达，而当外源基因以多拷贝数整合到受体基因

组时，可能会出现表达水平较低甚至基因沉默， 

从而无法得到表现目的性状的转基因植株[8-9]。因

此，研究人员往往会选择单低拷贝整合的株系，

然而，单低拷贝整合的转基因株系往往需要从大

量 T0 代植株中筛选得到。此外，纯合转基因植株

的获得，也需要从大量性状分离的 T1 代转基因植

株中筛选。因此，高效的外源基因拷贝数检测方

法对转基因育种至关重要。 

传统的检测转基因植株中外源基因拷贝数的

方法为 Southern 杂交，该方法特异性强、灵敏度

高，但其对样品 DNA 的质量和含量要求较高，

且成本高，周期长，难以满足高通量外源基因拷

贝数检测的需求。因此，亟需建立简单、快速、

高效的检测转基因植株中外源基因拷贝数的方

法。本研究以已知外源基因为单拷贝整合的转 CP

基因番木瓜为参照，筛选出番木瓜基因组中的单

拷贝基因；进一步以其为内参基因，建立基于绝

对定量的数字 PCR 技术（digital PCR, dPCR）和

荧光定量 PCR技术（fluorescence quantitative PCR, 

qPCR）检测转基因番木瓜中外源基因拷贝数的方

法，为转基因番木瓜育种提供新的高通量拷贝数

检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  植物材料  转基因番木瓜株系来自中国热
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带农业科学院三亚研究院，包含：21 株转入海南

PRSV 的 CP 基因的 T1 代番木瓜、55 株转入海南

PRSV 的辅助成分-蛋白酶基因（HC-Pro）发夹结

构的 T0 代番木瓜苗和 28 株转入海南 PRSV 的复

制酶基因（Nib）发夹结构的 T0 代番木瓜苗。 

1.1.2  试剂  广谱植物基因组 DNA 快速提取试

剂盒（CZ301-01）购自北京博迈德基因技术有限

公司； QuantStudio™ 3D 数字 PCR 预混液 v2、

QuantStudio 3D 数 字 PCR 20K 芯 片 v2 、

QuantStudio 3D 数 字 PCR 芯 片 罩 盖 v2 、

QuantStudio 3D 数字 PCR 上样刀片、注射器装浸

液、浸液吸头等均购自赛默飞世尔科技（中国）

有限公司；2X Q3 SYBR qPCR Master mix 购自吐

露港生物科技有限公司，PCR 平盖八排管购自

Labselect 公司。引物均由生工生物工程（上海）

股份有限公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  番木瓜单拷贝内参基因的筛选及鉴定  

（1）番木瓜单拷贝基因的筛选及 dPCR 引物与探

针设计。在 phytozome（https://phytozome-next.jgi. 

doe.gov/blast-search）网站的番木瓜基因组中，挑

选出可能为单拷贝的 2 个基因 Cpa03g018830 和

Cpa03g018770 作为候选内参基因，下载这 2 个基

因的 DNA 序列。使用 Premier 5.0 软件设计特异

性引物（F/R）与探针（P），Cpa03g018830 和

Cpa03g018770 的探针 5端连接 VIC 荧光基团，3
端连接 MGB 荧光猝灭基团，该基团散发红色荧

光。转基因番木瓜外源基因 CP 和 NPT Ⅱ

（neomycin phosphotransferase）的探针 5端连接

FAM 荧光基团，3端连接 BHQ1 荧光猝灭基团，

该基团散发绿色荧光。本实验使用的所有引物及

探针序列见表 1。 
 

表 1  引物及探针序列 
Tab. 1  Primer and probe sequences 

基因 Gene 引物名称 Primer name 引物序列（5'‒3'）Primer sequence (5'‒3') 大小 Size/bp

830-F TTCGAACGAGTCTGCAGTGG 

830-R ACCACCTGAACCCAGGCTAA 

Cpa03g018830 

830-P VIC-ACGTGGCGGAGGGTGGTGAAGCTGATA-MGB 

91 

770-F ATCCCAATTGCAGCTGGTGG 

770-R GTGAACCCTGGTGATGCCAA 

Cpa03g018770 

770-P VIC-TCCAGTTGAGTTTGGTGGCGGCCACA-MGB 

90 

CP-F GCCGTAAAGACTGGCGAACA 

CP-R GCCCTTTGGTCTTCTGAGACTG 

CP-P FAM-TCGTCAACATGGTGGAGCACGACACGC-BHQ1 

140 

CP-F1 TCACGAGCCCTATCAGGTGTCTTT 

CP 

CP-R1 TCAACGCCGGAACTAGTGGAACTT 

544 

NPTⅡ-F GGAGTTCATTCAGGGCACCG 

NPTⅡ-R TGGGTGGAGAGGCTATTCGG 

NPTⅡ 

NPTⅡ-P FAM-ACAGCCGAAACACGGCGGCATCAGA-BHQ1 

139 

 

（2）转 CP 基因番木瓜的 T1 代阳性植株的筛

选。以 T0 代经过 Southern 杂交验证为单拷贝的转

CP 基因番木瓜的 T1 代阳性植株幼苗作为内参基

因拷贝数鉴定的参照，首先通过 PCR 筛选出转

CP 番木瓜的 T1 代阳性植株。采集 21 株转 CP 基

因番木瓜的 T1 代幼苗的叶片，提取其基因组

DNA，通过常规 PCR 筛选阳性幼苗。反应体系为：

Green Master Mix 12.5 µL，CP-F1（10 µmol/L）

1 µL，CP-R1（10 µmol/L）1 µL，DNA 模板 1 µL，

Nuclease-free water 9.5 µL，总体积 25 µL。扩增

程序为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，共 35 个循环；最后

72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。PCR 扩增反应结束

后，取 10 µL PCR 产物在 2%琼脂糖凝胶上进行电

泳检测。 

（3）dPCR 鉴定候选内参基因的拷贝数。从

上述转 CP 基因番木瓜的 T1 代阳性植株中随机选

取 8 株，编号为 CP1~CP8。使用 QuantStudioTM 3D 

AnalysisSuiteTM 数字 PCR 仪，通过 dPCR 检测候

选内参基因 Cpa03g018830 在番木瓜基因组中的

拷贝数。反应体系为：2×dPCR Master Mix 7.3 µL，

CP 基因、Cpa03g018830 基因的正向引物和反向
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引物（10 µmol/L）各 1.3 µL，探针（10 µmol/L） 0.36 

µL，DNA 模板（10 ng/µL）1 µL，Nuclease-free water 

0.28 µL，总体积 14.50 µL。扩增程序为：96 ℃变

性 10 min；60 ℃ 2 min，98 ℃ 30 s，39 个循环；

60 ℃ 2 min。反应结束后，将芯片放入 dPCR 读

取仪中读取 FAM 和 VIC 荧光信号，并使用对应

软件进行荧光数据分析，得到检测样品 DNA 中

CP 基 因 和 Cpa03g018830 基 因 的 拷 贝 数

（ copy/µL ）， 计 算 样 品 中 CP 基 因 与

Cpa03g018830 基因的拷贝数比值，通过比值判断

Cpa03g018830 基因在番木瓜基因组中的拷贝数。 

选取已确认为单拷贝杂合的植株 CP7 作为

Cpa03g018770 基因在番木瓜基因组中拷贝数鉴

定的参照，通过数字 PCR 检测 Cpa03g018770 基

因 在 番 木 瓜 基 因 组 中 的 拷 贝 数 ； 同 时 以

Cpa03g018830 基因为单拷贝对照来进一步验证

Cpa03g018770 基因的拷贝数。Cpa03g018770 基因

和 Cpa03g018830 基因的 dPCR 实验各设 3 个重复。 

1.2.2  dPCR 检测转基因番木瓜 T0 代的外源基因

拷贝数  以转番木瓜 PRSV 病毒 HC-Pro 基因的

T0 代 阳 性 番 木 瓜 苗 为 待 测 样 品 ， 编 号 为

HC-Pro-1~HC-Pro-11，采集 11 株幼苗的叶片，提

取其基因组 DNA。以 Cpa03g018770 基因和

Cpa03g018830 基因为内参基因，以番木瓜转基因

常用的筛选基因 NPTⅡ为外源目的基因，通过

dPCR 检测外源基因在转 HC-Pro 基因番木瓜基因

组中的拷贝数。其中，以 Cpa03g018770 基因为

内参基因，检测 6 株转 HC-Pro 基因番木瓜苗

（HC-Pro-1~HC-Pro-6）；以 Cpa03g018830 基因为

内参基因，检测全部 11 株转 HC-Pro 基因番木瓜

苗。数字 PCR 仪反应体系和扩增程序同 1.2.1。

反应结束后，将芯片放入 dPCR 读取仪中读取

FAM 和 VIC 荧光信号，并使用对应软件进行荧光

数据分析，得到检测样品 DNA 中 NPTⅡ基因、

Cpa03g018830 基因、Cpa03g018770 基因的拷贝

数 （ copy/µL ）， 计 算 样 品 中 NPT Ⅱ 基 因 与

Cpa03g018830 基因、Cpa03g018770 基因的拷贝

数比值，通过比值判断 NPTⅡ基因在番木瓜基因

组中的拷贝数。 

1.2.3  荧光定量 PCR 检测转基因番木瓜 T0 代植

株的外源基因拷贝数  （1）引物验证。荧光定量

PCR 引物同数字 PCR 引物一样，且不需要探针。

以 2 份已知拷贝数的转基因番木瓜的基因组 DNA

为模板，进行荧光定量 PCR 实验，验证内参

Cpa03g018830、Cpa03g018770 基因和外源基因

NPTⅡ的引物有效性。反应在 LighterCycler® 96

荧光分析仪中进行，反应体系为：2X Q3 SYBR 

qPCR Master Mix（Universal）10 μL，正向引物

和反向引物（10 µmol/L）各 0.4 μL，Template DNA

（50 ng/µL）1 μL，ddH2O 8.2 μL，总体积为 20 µL。

扩增程序为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，

58 ℃退火 30 s，40 个循环；熔解曲线 95 ℃ 15 s，

60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。实验设置 3 个重复，反

应结束后，通过扩增曲线及溶解曲线判定引物是

否有效。 

（2）qPCR 检测待测样品的外源基因拷贝数。

以转 HC-Pro 基因的 T0 代阳性番木瓜苗为待测样

品，编号为 HC-Pro-12~HC-Pro-55。以转 Nib 基因

的 T0 代阳性番木瓜苗为待测样品，编号为 Nib-1~ 

Nib-28。分别采集番木瓜幼苗的叶片，提取其基

因 组 DNA 。 此 外 ， HC-Pro-1~HC-Pro-11 和

CP1~CP8 也作为待测样品通过 qPCR 再次验证其

拷贝数，待测样品共 91 份。以 Cpa03g018770 基

因和 Cpa03g018830 基因为内参基因，以 NPTⅡ

基因为外源目的基因，以单拷贝纯合的转基因番

木瓜株系作为对照，通过 qPCR 检测所有待测样

品的外源基因在转基因番木瓜基因组中的拷贝

数。qPCR 反应体系及扩增程序同引物验证，每个

样品重复 3 次。反应结束后，使用 LightCycler® 96 

SW 1.1 系统对数据进行分析，采用 2‒∆∆CT 法分析

转基因植株中 NPTII 基因的相对拷贝数。 

2  结果与分析 

2.1  番木瓜单拷贝内参基因的筛选及鉴定 

2.1.1  CP 基因阳性植株的 PCR 鉴定  PCR 产物

经电泳检测后，若出现 500 bp 左右的目的条带则

为转基因阳性植株，可能为 CP 基因纯合或 CP 基

因杂合，若无目的条带则为非转基因植株。21 株

T1 代幼苗的 PCR 检测结果见图 1，其中，有 17

株为 CP 基因阳性植株，这 17 株番木瓜植株可作

为内参基因拷贝数鉴定的参照。 
 

 
 

图 1  转基因番木瓜 T1 代幼苗的 PCR 鉴定 
Fig. 1  PCR identification of T1 generation seedlings of 

transgenic papaya 
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2.1.2  dPCR 鉴定候选内参基因的拷贝数  由于

番木瓜属于二倍体植物，转 CP 基因番木瓜单拷贝

株系的 T1 代阳性植株的 CP 基因与 Cpa03g018830

基因的拷贝数比值为 1 或 0.5 时，Cpa03g018830

基因为单拷贝基因。且根据 CP 基因与目的基因

的拷贝数比值，可得出转 CP 基因番木瓜的 T1 代

阳性植株为纯合或杂合，拷贝数比值为 1 时为单

拷贝纯合 CP 植株，拷贝数比值为 0.5 时为单拷贝

杂合 CP 植株。8 个样品的数字 PCR 散点图见图

2，其中，蓝色散点为 CP 基因荧光孔数；红色散

点为 Cpa03g018830 基因荧光孔数；绿色散点为

CP 基因和 Cpa03g018830 基因荧光孔数，黄色散

点为无信号孔数。dPCR 实验的拷贝数结果（表 2）

显示，7 个样品的 CP 基因与 Cpa03g018830 基因

的拷贝数比值接近为 1 或 0.5，CP8 样本的拷贝数

比值为 0.12，结果异常，将其排除。因此，

Cpa03g018830 基因在番木瓜基因组中为单拷贝

基因。且 CP3 与 CP4 样品为单拷贝纯合植株，

CP1、CP2、CP5、CP6、CP7 样品为单拷贝杂合

植株。 

由于 CP7 为单拷贝杂合植株，其 CP 基因与目

的基因的拷贝数比值为 0.5 时，则目的基因为单拷

贝基因。CP7 的 dPCR 实验的结果（表 3）显示，

CP 基因与 Cpa03g018770 基因和 Cpa03g018830 基

因的拷贝数比值均接近 0.5。因此，Cpa03g018770

基因和 Cpa03g018830 基因在番木瓜基因组中均

为单拷贝基因，可作为内参基因应用于转基因番

木瓜中外源基因拷贝数的检测。 

2.2  dPCR法检测转基因番木瓜T0代植株的外

源基因拷贝数 

番木瓜是二倍体植物，因此单拷贝整合的外

源基因片段与内参基因的拷贝数比值约为 0.5，双

拷贝整合的外源基因片段与内参基因的拷贝数比

值约为 1，三拷贝整合的外源基因片段与内参基 
 

 
图 2  Cpa03g018830 基因和 CP 基因的 dPCR 散点图 

Fig. 2  Digital PCR scatter map of Cpa03g018830 and CP gene 
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表 2  Cpa03g018830 基因的 dPCR 鉴定 
Tab. 2  Digital PCR identification of Cpa03g018830 gene 

样品 
Sample 

基因名称 
Gene name 

拷贝数 
Copy number/(copy·µL‒1) 

比值（CP/Cpa03g018830） 
Ratio(CP/Cpa03g018830) 

基因型 
Genotype 

Cpa03g018830 532.16 CP1 

CP 252.48 

0.47 杂合 

Cpa03g018830 228.74 CP2 

CP 134.43 

0.59 杂合 

Cpa03g018830 810.00 CP3 

CP 780.90 

0.96 纯合 

Cpa03g018830 522.80 CP4 

CP 556.82 

1.07 纯合 

Cpa03g018830 257.12 CP5 

CP 130.79 

0.51 杂合 

Cpa03g018830 226.13 CP6 

CP 111.10 

0.49 杂合 

Cpa03g018830 441.80 CP7 

CP 218.34 

0.49 杂合 

Cpa03g018830 626.80 CP8 

CP 72.56 

0.12  

 

表 3  Cpa03g018830 基因和 Cpa03g018770 基因的 dPCR 分析 
Tab. 3  Digital PCR identifications of Cpa03g018830 and Cpa03g018770 gene 

样品 
Sample 

基因名称 
Gene name 

拷贝数 
Copy number/(copy·µL‒1) 

比值（CP/Cpa03g018830 or Cpa03g018770） 
Ratio(CP/Cpa03g018830 or Cpa03g018770) 

基因型 
Genotype

Cpa03g018830 378.30 CP 7-1 

CP 210.22 

0.56 杂合 

Cpa03g018830 391.92 CP7-2 

CP 206.88 

0.53 杂合 

Cpa03g018830 393.13 CP7-3 

CP 219.44 

0.56 杂合 

Cpa03g018770 364.92 CP7-4 

CP 209.92 

0.58 杂合 

Cpa03g018770 404.51 CP7-5 

CP 235.15 

0.58 杂合 

Cpa03g018770 272.35 CP7-6 

CP 142.88 

0.52 杂合 

 
因的拷贝数比值约为 1.5，四拷贝、五拷贝等多拷

贝外源基因片段整合拷贝数以此类推。 

以 Cpa03g018770 基因为内参基因，以 NPT

Ⅱ基因为外源目的基因，11 株转 HC-Pro 基因的

T0 代阳性番木瓜苗的 dPCR 检测结果表明，

HC-Pro-1 、 HC-Pro-2 、 HC-Pro-3 、 HC-Pro-4 、

HC-Pro-5 检测为单拷贝，HC-Pro-6 检测为五拷贝

（表 4）。以 Cpa03g018830 基因为内参基因的数

字 PCR 结果表明，HC-Pro-1、HC-Pro-2、HC-Pro-3、

HC-Pro-4、HC-Pro-5 检测为单拷贝，HC-Pro-6 检

测为五拷贝，HC-Pro-7、HC-Pro-8 和 HC-Pro-10

检测为四拷贝，HC-Pro-9 和 HC-Pro-11 检测为六

拷贝。其中，HC-Pro-1~HC-Pro-6 经 2 个内参基

因检测的结果一致（表 5）。 

2.3  qPCR检测转基因番木瓜T0代植株的外源

基因拷贝数 

2.3.1  qPCR 引物的验证  3 对引物的扩增曲线

及融解曲线表明，3 对引物均有明显的扩增曲线，

且融解曲线均具有唯一的吸收峰，可作为 qPCR

检测引物（图 3）。 
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表 4  以 Cpa03g018770 为内参基因检测外源基因拷贝数 
Tab. 4  Detection of copy numbers of exogenous gene with Cpa03g018770 as reference gene 

样品 
Sample 

基因名称 
Gene name 

拷贝数 
Copy number/(copy·µL‒1)

比值（NPTⅡ/Cpa03g018770）
Ratio(NPTⅡ/Cpa03g018770) 

外源基因拷贝数 
Copy numbers of exogenous gene

Cpa03g018770 392.73 HC-Pro-1 

NPTⅡ 107.71 

0.27 1 

Cpa03g018770 608.19 HC-Pro-2 

NPTⅡ 163.93 

0.27 1 

Cpa03g018770 371.22 HC-Pro-3 

NPTⅡ 91.99 

0.25 1 

Cpa03g018770 434.97 HC-Pro-4 

NPTⅡ 117.75 

0.27 1 
 

Cpa03g018770 290.16 HC-Pro-5 

NPTⅡ 149.96 

0.52 1 
 

Cpa03g018770 348.34 HC-Pro-6 

NPTⅡ 823.91 

2.37 5 

 
表 5  以 Cpa03g018830 为内参基因检测外源基因拷贝数 

Tab. 5  Detection of copy numbers of exogenous gene with Cpa03g018830 as reference gene 

样品 
Sample 

基因名称 
Gene name 

拷贝数 
Copy number/(copy·µL‒1)

比值（NPTⅡ/Cpa03g018830）
Ratio(NPT /Ⅱ Cpa03g018830)

外源基因拷贝数 
Copy numbers of exogenous gene

Cpa03g018830 474.90 HC-Pro-1 

NPTⅡ 130.75 

0.28 1 

Cpa03g018830 347.80 HC-Pro-2 

NPTⅡ 84.87 

0.24 1 

Cpa03g018830 355.52 HC-Pro-3 

NPTⅡ 115.80 

0.33 1 

Cpa03g018830 387.24 HC-Pro-4 

NPTⅡ 105.22 

0.27 1 

Cpa03g018830 248.03 HC-Pro-5 

NPTⅡ 123.88 

0.50 1 

Cpa03g018830 294.92 HC-Pro-6 

NPTⅡ 654.67 

2.22 5 

Cpa03g018830 1823.70 HC-Pro-7 

NPTⅡ 3679.70 

2.02 4 

Cpa03g018830 601.45 HC-Pro-8 

NPTⅡ 1214.90 

2.02 4 

Cpa03g018830 1314.40 HC-Pro-9 

NPTⅡ 3840.90 

2.92 6 

Cpa03g018830 437.93 HC-Pro-10 

NPTⅡ 973.12 

2.22 4 

Cpa03g018830 762.58 HC-Pro-11 

NPTⅡ 2100.70 

2.75 6 

 
2.3.2  qPCR 检测待测样品的外源基因拷贝数  

采用 2‒∆∆CT 法分析转基因植株中 NPTII 基因的相

对拷贝数，定义已知单拷贝纯合转基因植株对照

为参照因子，即为 1，各样本相对于参照因子拷

贝数的倍数为 2‒∆∆CT。由于 T0 代植株的插入为杂

合型，因此单拷贝植株的相对定量值（RQ）应为

纯合单拷贝参照的 1/2，相对表达量约为 0.5；而

双拷贝植株的 RQ 值与纯合单拷贝对照相等，相 
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图 3  qPCR 引物的验证 
Fig. 3  Validation of qPCR primers 

 
对表达量约为 1；三拷贝植株的相对定量值 RQ

应该为纯合单拷贝对照的 3/2，相对表达量约为

1.5；多拷贝外源基因整合拷贝数以此类推。样品

HC-Pro-12~HC-Pro-55 的 qPCR 检测拷贝数的结

果见图 4，其中，有 25 个是单拷贝转基因植株，

有 1 个是双拷贝转基因植株，有 2 个是三拷贝转

基因植株，其余均为三拷贝以上转基因植株。样

品 Nib-1~Nib-28 的 qPCR 检测拷贝数的结果见图

5，有 5 个是单拷贝转基因植株，有 2 个是双拷贝

转基因植株，有 6 个是三拷贝转基因植株，其余

均为三拷贝以上转基因植株。样品 CP1~CP8 和

HC-Pro-1~HC-Pro-11 的 qPCR 检测拷贝数的结果

见图 6，CP1、CP2、CP5、CP6 和 CP7 样品为单

拷贝杂合植株，CP3、CP4 和 CP8 样品为单拷贝

纯合植株，除 CP8 号的 dPCR 结果异常，其余均

与 dPCR 检测的拷贝数结果一致。HC-Pro-1、

HC-Pro-2、HC-Pro-3、HC-Pro-4 和 HC-Pro-5 均为

单拷贝转基因植株， HC-Pro-7 、 HC-Pro-8 和

HC-Pro-10 为四拷贝转基因植株，HC-Pro-6 为五

拷贝转基因植株，以上植株的拷贝数检测结果与

dPCR 的检测结果一致；HC-Pro-9 和 HC-Pro-11

经 qPCR 检测为十五拷贝和五拷贝，然而 dPCR

的检测结果均为六拷贝，结果不一致，这可能是

因为荧光定量对外源基因单低拷贝整合的检测

灵敏度较高，而对多拷贝整合的检测灵敏度低的

缘故。 

3  讨论 

在转基因番木瓜检测中，外源基因的拷贝数

检测是不可缺少的一环，因此获得一种简便、高

效、精准的检测方法至关重要。传统的 Southern

杂交的结果准确可信，但其成本高，耗时长，一

次检测样品少，操作要求高。qPCR 也常用于转基

因植株中外源基因拷贝数的检测，可分为荧光染

料法和探针法，探针法相比于染料法，能更精确

地对低拷贝的目的 DNA 片段进行定量分析，但

探针价格较昂贵，成本高。染料法虽然相较于探

针法精准度稍有降低，但在检测外源基因的单低

拷贝整合时的准确性也足以满足育种工作需求，且

其成本较低，更适宜高通量检测。目前，qPCR 测

定外源基因拷贝数已成功应用于转基因水稻[10-11]

和棉花[12]等作物的拷贝数检测。dPCR 技术是在

qPCR 技术基础上的一次技术革新，其分析结果可

直接得出 DNA 分子的个数，对起始样品进行绝

对定量。相比 qPCR，dPCR 无需任何校准物，具

有更高的灵敏度、特异性和准确性。dPCR 在基因

表达研究[13]、miRNA 研究[14-16]、基因组拷贝数鉴

定[17-18]等方面具有广阔前景。HINDSON 等[19]研 
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图 4  HC-Pro-12~HC-Pro-55 的拷贝数检测结果 

Fig. 4  Copy number detection results of HC-Pro-12 - HC-Pro-55 

 

 
 

图 5  Nib-1~Nib-28 的拷贝数检测结果 

Fig. 5  Copy number detection results of Nib-1 - Nib-28 

 
究表明，dPCR 能够简单而准确地测定水稻、柑橘、

马铃薯、玉米、番茄和小麦中的外源基因拷贝数。

NARANCIO 等[20]比较了 qPCR 和 dPCR 方法在白

三叶中外源基因拷贝数检测中的优劣，结果表明，

dPCR 在白三叶中的拷贝数检测上具有更高的准

确性。 

要建立 qPCR 和 dPCR 检测转基因植株中外

源基因拷贝数的方法，需要拷贝数明确的单拷贝

基因作为内参基因。XUE 等[21]通过对甘蔗多个基

因的检测发现，APRT 基因最适合作为甘蔗 DNA

含量定量的内源参考基因，可应用于转基因甘蔗

中外源基因拷贝数的鉴定。本研究筛选出了 2 个番

木瓜单拷贝基因 Cpa03g018830 与 Cpa03g018770，

验证了其作为内参基因准确可用，且可将 2 个内

参基因同时使用，若 2 个内参结果相一致，则结

果更准确，因此，这 2 个基因可作为内参基因应

用于 qPCR 或 dPCR 鉴定转基因番木瓜中外源基

因拷贝数的研究。 
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图 6  CP1~CP8 和 HC-Pro-1~HC-Pro-11 

的拷贝数检测结果 
Fig. 6  Copy number detection results of CP1~CP8  

and HC-Pro-1-HC-Pro-11 
 
本研究中，利用 dPCR 与 qPCR 方法分别测

定 了 转 基 因 番 木 瓜 中 外 源 基 因 的 拷 贝 数 ，

HC-Pro-9 和 HC-Pro-11 经 qPCR 检测为十五拷贝

和五拷贝，然而 dPCR 的检测结果均为六拷贝，

可能是因为 qPCR 对外源基因单的低拷贝整合的

检测灵敏度较高，而对外源基因多拷贝整合的检

测灵敏度低较低。相比较来说，数字 PCR 不依赖

标准曲线定量，并不受 PCR 扩增效率影响，具有

更高的灵敏度和检测准确度，基于阵列式的

QuantStudio 3D dPCR 系统等商业平台也已成为

临床应用的关键设备，dPCR 的结果对外源基因拷

贝数的检测更准确。qPCR 成本较低，简单快速，

适合用来在大量转基因植株中初筛出单低拷贝整

合的植株，经 qPCR 初步筛选到的单低拷贝整合

的株系可进一步用 Southern 杂交进行验证，不仅

进一步提高实验结果的准确性与权威性，还节省

成本。本研究建立的利用 dPCR 和 qPCR 技术高

通量检测转基因番木瓜中外源基因拷贝数的方

法，可为番木瓜转基因抗病育种中单低拷贝株系

的选育提供新的方法。 
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