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摘　要：以３磷酸甘油醛脱氢酶为内参基因，建立一种快速检测毕赤酵母基因组中外源基因拷贝数的ＴａｑＭａｎ荧

光定量ＰＣＲ方法。通过对反应参数进行优化，建立针对目的基因和内参基因的双标准曲线，并对重组酵母基因组

中外源基因和内参基因的拷贝数进行同时定量检测，外源基因与内参基因起始模板拷贝数的比值即为外源基因在

重组酵母菌株基因组中的拷贝数。结果表明，２条标准曲线在１０１～１０８ 拷贝·μＬ
１具有良好的线性关系，以及良好

的敏感性和重复性。利用该方法对６０株重组酵母菌株进行荧光定量ＰＣＲ检测，结果筛选到３８株单拷贝插入菌株

和２２株多拷贝插入菌株。本研究所建立的ＴａｑＭａｎ探针荧光定量ＰＣＲ方法方便、高效，可用于重组毕赤酵母基因

组中外源基因拷贝数的检测。
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　５期 李　凯等：ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＰＣＲ检测毕赤酵母基因组中外源基因拷贝数

　　毕赤酵母表达系统目前已成为应用最广泛的外

源蛋白表达系统之一［１３］。外源基因能够在酵母基

因组的同一位点进行多拷贝插入，而基因拷贝数通

常是影响蛋白表达量高低的重要因素［３４］，可以通过

优化外源基因插入拷贝数，筛选得到高效表达的重

组酵母菌株［３４］。在研究不同启动子对表达量的影

响时，也需要对重组酵母菌株中插入的外源基因拷

贝数进行精确定量分析。Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ法是鉴定

外源基因插入拷贝数的传统方法［５］，但该方法操作

复杂，费时费力，给操作带来了很大不便。实时荧光

定量ＰＣＲ法具有快速、灵敏、特异性强、高通量等优

点，其在克服Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ定量缺点的同时，已被

广泛应用于ＤＮＡ和ＲＮＡ的定量检测
［６］。

本研究以犌犃犘 为内参基因，采用双标准曲线

法，建立了一种快速检测毕赤酵母基因组中外源基

因插入拷贝数的ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ方法，并利

用该方法对６０株整合有禽网状内皮组织增生病病

毒（ＲＥＶ）犵狆９０基因的重组毕赤酵母菌株进行了外

源基因拷贝数的检测，结果表明，本研究建立的

ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ方法高效、稳定，可以用于

重组酵母菌株中外源基因拷贝数的检测，从而为高

表达酵母菌株的筛选提供了有效的技术手段。

１　材料与方法

１．１　菌株与质粒

犈．犮狅犾犻ＴＯＰ１０Ｆ′由本实验室保存，犘．狆犪狊狋狅狉犻狊

ＧＳ１１５宿主菌、ｐＰＩＣ９ｋ载体购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

ｐＭＤ１８Ｔｇｐ９０质粒由本实验室保存，其上克隆有

ＲＥＶ（ＨＬＪＲ０９０１毒株）犵狆９０基因。

１．２　仪器与试剂

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０荧光定量ＰＣＲ仪购自 Ｒｏｃｈｅ

公司，紫外分光光度计购自ＧＥ公司；质粒提取试剂

盒、酵母基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公

司；ＨｏｔＳｔａｒｔＥｘ犜犪狇ＨＳ酶，ｐＭＤ１８Ｔ载体购自大

连宝生物工程有限公司，Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ（Ｇ４１８）购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．３　引物和探针的设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＲＥＶ基因组序列及毕赤酵母

犌犃犘基因序列（Ｕ６２６４８）设计２对分别针对目的基

因犵狆９０及内参基因犌犃犘 的上下游引物和特异性

ＴａｑＭａｎ探针，如表１所示。目的基因犵狆９０扩增片

段长度为１４６ｂｐ，内参基因犌犃犘 扩增长度为２４９

ｂｐ，引物和探针均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

表１　引物与探针

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犪狀犱狆狉狅犫犲狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物和探针Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　５′—３′

ｇｐ９０Ｕ ５′ＡＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＣＴＣＡＣＣ３′

ｇｐ９０Ｌ ５′ＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡＣＴＴＡＴＧＡＣＧＣＣＣＡＧＣ３′

ｇｐ９０ＲＴＵ ５′ＡＡＧＡＡＴＣＴＧＴＧＣＧＴＧＡＡＡＧ３′

ｇｐ９０ＲＴＬ ５′ＴＡＡＧＧＡＣＣＴＧＧＴＧＡＧＴＡＧＣ３′

ｇｐ９０Ｐｒｏｂｅ ５′ＦＡＭＣＣＣＣＧＡＣＣＡＡＧＡＧＧＡＧＴＡＧＡＴＢＨＱ１３′

ＧＡＰＲＴＵ ５′ＴＣＡＴＣＡＣＴＧＣＴＣＣＡＴＣＣＡＡ３′

ＧＡＰＲＴＬ ５′ＧＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴＡＣＣＡＣＣＴＣ３′

ＧＡＰＰｒｏｂｅ ５′ＦＡＭＣＣＡＣＣＧＴＣＣＡＣＴＣＣＡＴＧＡＣＣＧＣＣＡＣＢＨＱ１３′

１．４　阳性质粒标准品的制备

以实验室构建的ｐＭＤ１８Ｔｇｐ９０质粒为模板，

利用引物ｇｐ９０ＲＴＵ和ｇｐ９０ＲＴＬ进行常规ＰＣＲ，扩

增得到１４６ｂｐ的目的基因犵狆９０片段；以ＧＳ１１５菌

株基因组为模板，利用引物ＧＡＰＲＴＵ和ＧＡＰＲＴＬ

扩增得到２４９ｂｐ的内参基因犌犃犘 片段。将犵狆９０

和ＧＡＰ片段分别克隆至ｐＭＤ１８Ｔ载体，测序验证

后作为荧光定量ＰＣＲ的质粒标准品。用紫外分光

光度计测其 ＯＤ２６０ｎｍ，换算成摩尔浓度后，稀释至

１０８拷贝·μＬ
１，－２０℃保存，用前稀释作为阳性质

粒标准品。

１．５　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚反应条件的优化

以阳性质粒标准品为模板，在不同退火温度下

进行常规ＰＣＲ反应，扩增产物用１．５％琼脂糖凝胶

进行电泳分析，确定最佳的引物退火温度。然后在

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０荧光定量ＰＣＲ仪上应用矩阵法对

荧光定量ＰＣＲ的引物、探针和 Ｍｇ
２＋ 浓度进行优

化，以得到最佳的反应体系和反应参数。

１．６　标准曲线的建立

将目的基因及内参基因质粒标准品分别１０倍

３４７
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梯度稀释至浓度范围为１０８～１０
１拷贝·μＬ

１。以稀

释的质粒标准品为模板，每个稀释度设３个重复，利

用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０荧光定量ＰＣＲ仪，在同一次试

验、同一反应条件下对上述２种基因进行同时检测。

反应完毕后，利用软件分析得到目的基因和内参基

因的标准曲线。

１．７　敏感性试验

将目的基因及内参基因的阳性质粒标准品分别

１０倍梯度稀释至最低浓度为每微升几个拷贝，每个

梯度做３个重复，进行荧光定量ＰＣＲ反应，确定检

测的敏感度。

１．８　重复性试验

目的基因和内参基因分别取５个浓度滴度的质

粒标准品进行批间和批内重复试验，并进行统计学

分析。批内重复：将上述５个质粒标准品分别设立

３个重复，在同一反应条件下同时检测，计算其批内

变异系数；批间重复：以上述５个质粒标准品为模

板，在同一反应条件下进行３次独立的荧光定量

ＰＣＲ检测，计算其批间变异系数。

１．９　重组酵母菌株的构建及外源基因拷贝数的检测

以实验室构建的ｐＭＤ１８Ｔｇｐ９０质粒为模板，

ｇｐ９０Ｕ和ｇｐ９０Ｌ（表１）为上下游引物，经ＰＣＲ扩增

得到ＲＥＶ犵狆９０基因。目的片段经回收、酶切后插

入ｐＰＩＣ９ｋ载体的犈犮狅ＲⅠ／犖狅狋Ⅰ位点之间。阳性

重组质粒ｐＰＩＣ９ｋ／ｇｐ９０经犛犪犮Ⅰ线性化后电转化

ＧＳ１１５感受态细胞，涂布于Ｇ４１８抗性 ＹＰＤＳ平板

上，３０℃培养５～７ｄ待菌落长出。挑取若干毕赤

酵母菌落提取基因组，用ＡＯＸ１通用引物进行ＰＣＲ

鉴定，确定阳性重组菌株。选取６０株阳性重组菌株

进行荧光定量ＰＣＲ检测，确定犵狆９０基因在酵母基

因组中的插入拷贝数。每个菌株进行３次独立的基

因组提取和荧光定量ＰＣＲ检测，每次每个样品分别

进行３个重复，在同一次试验、相同反应条件下对初

始模板中目的基因和内参基因的拷贝数进行检测。

目的基因犵狆９０与内参基因犌犃犘 起始模板拷贝数

（表征酵母基因组拷贝数）的比值即为犵狆９０基因在

重组酵母菌株基因组中的插入拷贝数。

２　结　果

２．１　荧光定量犘犆犚反应条件的优化

经过优化，使得犵狆９０基因和犌犃犘基因荧光定

量ＰＣＲ的各反应参数均达到相同，反应体系：１０×

Ｅｘ犜犪狇Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
１）２

μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ ｍｍｏｌ·Ｌ
１）３μＬ，ｇｐ９０ＲＴＵ 和

ｇｐ９０ＲＴＬ（或 ＧＡＰＲＴＵ 和 ＧＡＰＲＴＬ）各１μＬ（１０

ｐｍｏｌ· Ｌ
１），ｇｐ９０Ｐｒｏｂｅ （或 ＧＡＰｐｒｏｂｅ）（１０

ｐｍｏｌ·Ｌ
１）０．５μＬ，Ｅｘ犜犪狇ＨＳ１Ｕ，模板１μＬ，用

ｄｄＨ２Ｏ补足２５μＬ。反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃

１０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃２０ｓ，４０个循环，延伸时检测

荧光信号。

２．２　标准曲线的建立

通过对荧光定量ＰＣＲ反应条件进行优化，获得

了检测犵狆９０基因和犌犃犘基因的的动力学曲线和标

准曲线（图１），标准品浓度从１０８～１０
１ 拷贝·μＬ

１

具有良好的线性关系，Ｅｒｒｏｒ值均小于０．２（“Ｅｒｒｏｒ”

值为用于拟合线性回归时的单个数据点的平均方

差，它代表定量结果的准确性，可以接受的误差值应

小于０．２），扩增效率分别为１．９９８和１．９９６。图１Ｂ

为数据分析后仪器自动生成的标准曲线，ｙ轴为循

环阈值，ｘ轴为质粒标准品拷贝数的对数值。犵狆９０

基因标准曲线的直线方程为狔＝－３．２０２犾犵狓＋

３８．５１，犌犃犘基因为狔＝－３．１６犾犵狓＋４０。

２．３　敏感性试验

将目的基因和内参基因标准质粒分别作１０倍

梯度稀释，进行荧光定量ＰＣＲ检测，所能检出的模

板最低浓度均为１．０×１０１拷贝·μＬ
１（图１Ａ），表明

所建立的荧光定量ＰＣＲ具有良好的敏感性。

２．４　重复性试验

目的基因犵狆９０和内参基因犌犃犘 分别取５个

浓度滴度的质粒标准品进行批间和批内重复试验，

并进行统计学分析。检测结果如表２所示，批间和

批内变异系数均小于２％，表明该方法重复性良好。

２．５　重组酵母菌株中犵狆９０基因拷贝数的检测

选取６０株经ＰＣＲ鉴定正确的重组酵母菌株，

提取酵母基因组，利用所建立的ＴａｑＭａｎ荧光定量

ＰＣＲ方法检测酵母菌株基因组中犵狆９０基因和

犌犃犘基因的拷贝数，犵狆９０基因与犌犃犘基因起始模

板拷贝数的比值，即为犵狆９０基因在重组酵母菌株

基因组中的插入拷贝数。检测结果表明，６０株重组

酵母菌株中共有３８株单拷贝插入菌株和２２株多拷

贝插入菌株，且所有菌株中犵狆９０基因和犌犃犘基因

Ｃｔ值的批间和批内变异系数均小于２％，表明其重

复性良好，图２为２株含有２个拷贝和５个拷贝

犵狆９０基因的重组酵母菌株的扩增曲线，表３列出了

部分代表菌株犵狆９０基因和犌犃犘 基因的详细检测

结果。

４４７
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图１　荧光定量犘犆犚动力学曲线（犃）和标准曲线（犅）
犉犻犵１　犇狔狀犪犿犻犮犮狌狉狏犲（犃）犪狀犱犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲（犅）狅犳犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚

表２　荧光定量犘犆犚的重复性试验

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狉犲狆狉狅犱狌犮犻犫犻犾犻狋狔狅犳狋犺犲犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚

犵狆９０基因犵狆９０ｇｅｎｅ 犌犃犘基因犌犃犘ｇｅｎｅ

狓Ｃｔ±狊
变异系数／％

ＣＶ％
狓Ｃｔ±狊

变异系数／％

ＣＶ％

标准品浓度／（拷贝·μＬ
１）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｓｔａｎｄａｒｄ（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ
１）

批内重复

Ｉｎｔｒａａｓｓａｙ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

２４．１４±０．１５ ０．６１ ２４．２１±０．１９ ０．７８ １．０×１０５

２７．２４±０．０９ ０．３３ ２７．３２±０．１１ ０．４０ １．０×１０４

３０．５８±０．１８ ０．５８ ３１．０８±０．２２ ０．７１ １．０×１０３

３４．４２±０．２１ ０．６１ ３４．９５±０．１６ ０．４６ １．０×１０２

３６．９７±０．１９ ０．５１ ３７．１８±０．２５ ０．６７ １．０×１０

批间重复

Ｉｎｔｅｒａｓｓａｙ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

２４．３８±０．２３ ０．９４ ２４．９７±０．１３ ０．５２ １．０×１０５

２７．１５±０．２１ ０．７７ ２７．４６±０．１７ ０．６２ １．０×１０４

３０．９４±０．３１ ０．３７ ３１．６５±０．１６ ０．５１ １．０×１０３

３４．５１±０．１３ ０．３８ ３５．０７±０．２５ ０．７１ １．０×１０２

３６．８４±０．２６ ０．７１ ３６．７１±０．１５ ０．４１ １．０×１０

表３　代表菌株荧光定量犘犆犚检测结果

犜犪犫犾犲３　犚犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲犲狓犪犿狆犾犲狊狅犳犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊犳狅狉狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狊狋狉犪犻狀狊

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

犵狆９０基因犵狆９０ｇｅｎｅ 犌犃犘基因犌犃犘ｇｅｎｅ

狓Ｃｔ±狊
拷贝数

Ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒ
狓Ｃｔ±狊

拷贝数

Ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒ

犵狆９０插入拷贝数

犵狆９０ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｓ

ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｉｎｔｏｙｅａｓｔｇｅｎｏｍｅ

１ １７．２９±０．１１ ３．００×１０６ １７．３４±０．１３ ２．８９×１０６ １．０３８

２ １６．９９±０．０９ ３．７１×１０６ １８．０３±０．１６ １．７６×１０６ ２．１０６

３ １６．４５±０．１０ ５．５０×１０６ １７．９８±０．２４ １．８１×１０６ ３．０３６

４ １５．６８±０．１２ ９．５７×１０６ １７．６１±０．１７ ２．３８×１０６ ４．０２１

５ １５．７１±０．２１ ９．２７×１０６ １７．９５±０．１６ １．８５×１０６ ５．０１１

６ １５．４２±０．０６ １．１５×１０７ １７．９２±０．２２ １．９０×１０６ ６．０６１

７ １５．２５±０．１３ １．３０×１０７ １７．９５±０．２５ １．８５×１０６ ７．０３７

８ １４．８１±０．１９ １．７８×１０７ １７．７１±０．１０ ２．２１×１０６ ８．０７１

５４７
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图２　含２个拷贝（２犆）和５个拷贝（５犆）犵狆９０基因重组

酵母菌株的扩增曲线

犉犻犵．２　犚犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲犲狓犪犿狆犾犲狅犳犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊

犳狅狉狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狊狋狉犪犻狀狊狑犺犻犮犺犺犪狏犲犻狀狋犲犵狉犪狋犲犱２

犮狅狆犻犲狊（２犆）犪狀犱５犮狅狆犻犲狊（５犆）犵狆９０犵犲狀犲

３　讨　论

Ｈａｎ 等
［８］、ＡｂｄｅｌｍｏｕｌａＳｏｕｉｓｓｉ等

［９］、Ｈａｄｉｊｉ

Ａｂｂｅｓ等
［１０］曾利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光定量ＰＣＲ

方法检测重组酵母菌株中的外源基因拷贝数，其中

Ｈａｎ、ＡｂｄｅｌｍｏｕｌａＳｏｕｉｓｓｉ等
［８９］只对目的基因拷贝

数进行了荧光定量ＰＣＲ检测，并未检测内参基因，

酵母基因组的拷贝数是用紫外分光光度计测定其

ＯＤ２６０ｎｍ换算而来，其准确性较差；ＨａｄｉｊｉＡｂｂｅｓ

等［１０］以β犪犮狋犻狀为内参基因进行酵母基因组拷贝数

的定量，实现了对目的基因和酵母基因组的双重定

量，然而ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ与所有的双链ＤＮＡ均可结

合，而与特定的ＤＮＡ序列无关，即使与非特异性片

段结合也能产生荧光，因此由引物二聚体、单链二级

结构以及错误的扩增产物引起的假阳性会影响定量

的精确性，造成试验数据的偏差。

犌犃犘基因在毕赤酵母基因组中以单拷贝形式

存在［７］，可以用犌犃犘 基因拷贝数来表征酵母基因

组拷贝数。本研究采用双标准曲线法，以犌犃犘 为

内参基因，建立了一种快速准确检测酵母基因组中

外源基因插入拷贝数的ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ方

法，实现了对目的基因和酵母基因组拷贝数的双重

定量，目的基因与犌犃犘 基因起始模板拷贝数的比

值即为目的基因在重组酵母菌株中的拷贝数。与

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光定量ＰＣＲ相比，ＴａｑＭａｎ探针

荧光定量ＰＣＲ方法具有引物和探针的双重特异性，

因而减少了假阳性的发生，提高了定量的特异性和

准确性。本研究通过引物、探针设计和反应条件的

优化，使得内参基因和目的基因拷贝数的检测可以

在相同反应条件下进行，从而进一步降低了系统误

差，提高了检测的精确性。

４　结　论

本研究采用双标准曲线法，以犌犃犘为内参基因，

建立了一种快速准确检测毕赤酵母基因组中外源基

因插入拷贝数的ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ方法，该方

法方便、高效，并具有良好的敏感性和重复性，可以用

于重组酵母菌株中外源基因拷贝数的检测，这为高表

达重组酵母菌株的筛选提供了有效的技术手段。
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