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基因组测序技术解析耐除草剂转基因水稻 G2-7 的分子特征 

马  硕 1,**   焦  悦 2,**   杨江涛 1   王旭静 1,*   王志兴 1,* 
1 中国农业科学院生物技术研究所 / 农业农村部农业转基因生物安全评价(分子)重点实验室, 北京 100081; 2 农业农村部科技发展中

心, 北京 100122 

摘  要: 外源 DNA 片段的拷贝数及插入位点的侧翼序列等分子特征信息是转基因植物安全评价过程中必需要提供

的信息。本研究利用基因组测序结合生物信息学对耐除草剂转基因水稻 G2-7 的 T-DNA 插入位点、拷贝数和侧翼序

列进行鉴定。利用 Illumina NovaSeq 6000平台对 G2-7进行全基因组测序, 共获得 47.13 Gb的测序数据, 通过与转基

因载体和参考基因组序列的比较, 确定了 G2-7中 T-DNA在受体基因组中的插入位点。结果显示, 外源 DNA片段以

单位点单拷贝形式插入到水稻 1号染色体的 36,189,491~36,189,507位置, 造成水稻基因组 16 bp DNA缺失, 无载体

骨架的插入。同时我们获得外源基因插入位点 5′侧翼序列 375 bp和 3′端侧翼序列 353 bp, 并通过 PCR扩增和 Sanger

测序进一步证明获得的侧翼序列是正确的。研究结果为转基因水稻 G2-7的安全评价及转化体特异性检测提供了有效

的数据支撑, 同时也证明全基因组测序(WGS)是解析转基因植物分子特征的有效方法。 

关键词: 基因组测序; 转基因水稻; 分子特征; 拷贝数; 侧翼序列 

Molecular characterization identification by genome sequencing of transgenic 
glyphosate-tolerant rice G2-7 

MA Shuo1,**, JIAO Yue2,**, YANG Jiang-Tao1, WANG Xu-Jing1,*, and WANG Zhi-Xing1,* 
1 Biotechnology Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences / MARA Key Laboratory on Safety Assessment Molecular of 
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Abstract: Molecular characterization, such as copy number and flanking sequence of foreign DNA fragment insertion site, is the 
important identity information, provided during safety assessment of genetic modified crop. In this study, the T-DNA insertion site, 
copy number and flanking sequences were identified in transgenic glyphosate-tolerant rice G2-7 based on whole genome se-
quencing in combination bioinformatics analysis method. 47.13 Gb clean sequence data for G2-7 was generated on Illumina No-
vaSeq 6000 platform. The junction reads mapped to boundaries of T-DNA and flanking sequences in G2-7 were identified by 
comparing with sequence of transformation vector and rice reference genome. The results showed that exogenous T-DNA frag-
ments was integrated in the position of Chr. 1 36,189,491–36,189,507 with a single copy, 16 bp rice genome sequence was deleted 
at the insertion site and no insertion of vector backbone. 375 bp and 353 bp flanking host DNA sequence of 5′-end and 3′-end of 
the insertion DNA fragment were also obtained, respectively. The putative insertion location and flanking sequences were further 
confirmed by PCR amplification and Sanger sequencing. The results not only provided data support for safety assessment and 
event specific detection, but also demonstrated that WGS was an effective technique for identifying molecular characterization in 
rice. 
Keywords: genome sequencing; transgenic rice; molecular characterization; copy number; flanking sequence 

分子特征是转基因植物的身份象征, 是转基因

植物安全评价的基础, 也是转基因植物检测监测的

先决条件和主要依据。在我国转基因植物安全评价

中 , 自环境释放阶段开始 , 研发者需要提供外源
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DNA片段在受体基因组中的拷贝数、整合位点、插

入位点处的侧翼序列等方面的分子特征信息。 

分析转基因植物分子特征的传统方法有多种 , 

其中分析基因拷贝数的常用方法有 Southern杂交、

荧光定量 PCR 和数字 PCR 等[1-3], 分析外源基因的

整合位点和侧翼序列的常用方法为基于 PCR的染色

体步移技术, 包括 TAIL-PCR[4-5]、反向 PCR[6-7]、RSE 

PCR (restriction site extension PCR)[8]和接头介导的

PCR (adapter ligated PCR)[9]等。这些方法虽然已在

实践中得以验证和应用 [10-14], 但每种方法都有其

自身的优缺点和局限性, 有时很难获得理想结果。 

近年来, 随着高通量测序技术的发展, 全基因

组测序已成为解析转基因植物分子特征的一种新方

法, 并建立起 SBS (southern by sequence)、T-DNA捕

获测序和全基因组测序等不同的分析转基因植物

分子特征的技术体系 [15-17], 用于解析转基因拟南

芥 [16,18]、玉米[19]、水稻[20-22]和大豆[23]中外源 DNA

片段在受体基因组中的整合情况及拷贝数分析, 且

用此方法发现在转基因水稻[24]和玉米[25]中存在非预

期插入。 

G2-7 为转 G2-aroA 基因的耐草甘膦水稻, 是通

过农杆菌介导法将 G2-aroA 基因导入粳稻品种中花

11 (ZH11)获得的独立转化事件, 具有很好的耐受草

甘膦的能力[26]。目前 G2-7已申请了中间试验, 通过

Southern 杂交证明外源基因在受体基因组中为单拷

贝插入, 但通过 TAIL-PCR、反向 PCR 等方法未能

获得外源 DNA 片段插入位点处的侧翼序列[27]。因

此, 本研究利用全基因组测序技术结合生物信息学

分析, 解析外源DNA片段在受体基因组中的插入位

点及其侧翼序列, 明确转基因水稻 G2-7 的分子特征, 

为其后期的安全评价提供数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 

所用植物材料为耐草甘膦转基因水稻 G2-7 及

其受体中花 11。G2-7是通过农杆菌介导法将耐草甘

膦基因 G2-aorA导入中花 11而获得, 转化时所用植

物表达载体为 p13UG2 [26]。p13UG2质粒 DNA序列

作为后期测序数据的参考序列。 

1.2  试验方法 

1.2.1  DNA 提取及全基因组测序    利用基因组

提取试剂盒(北京博迈德基因技术有限公司)提取水

稻叶片基因组 DNA, 琼脂糖凝聚电泳对提取的基因

组 DNA进行质量检测。用 Covaris破碎仪将基因组

DNA 处理成 350 bp 左右的 DNA 片段, 利用 NEB 

Next Ultra DNA Library Prep 试剂盒进行建库, 并

用 NGS3K/Caliper对文库的 DNA片段大小进行检测, 

用 qPCR 方法对文库的有效浓度(3×10–9 mol L–1)进

行准确定量。本研究共构建了 G2-7、中花 11 (ZH11)

和中花 11+1拷贝质粒 DNA (ZH11-p) 3个基因组文

库。构建好的文库采用 PE150 双末端测序法在

Illuminia NovaSeq 6000平台进行测序, 测序深度为

70×。 

1.2.2  测序数据质量控制及比对    分析测序原始

数据碱基错误率, 并对测序原始数据(raw reads)进

行过滤(去除带接头、单端测序 read 中 N 的比例大

于 10%、以及单端测序 read中含有的低质量碱基数

超过其长度比例 50%的 reads)处理获得 clean reads。 

利用BWA-0.7.17软件 , 经MEM算法将Clean 

reads与质粒DNA序列进行比对。比对分析后 , 将

clean reads分成3组, 即完全与参考基因组序列匹配

的reads, 完全与质粒DNA序列匹配的reads, 结合区

(部分与质粒DNA序列匹配 , 部分与基因组序列匹

配)序列的reads。匹配到质粒DNA和结合区的reads

将用于后期外源基因拷贝数、整合位点及侧翼序列

分析。 

1.2.3  外源基因拷贝数、整合位点及侧翼序列分析 

   将匹配到质粒 DNA 和结合区的 reads 通过

IGV-2.5.0 (integrative genomic viewer)进行可视化分

析, 通过分析结合位点的数量来确定外源DNA插入

的拷贝数, 通过与质粒DNA比对分析是否有载体骨

架插入, 其中 ZH11+P和 ZH11测序数据分别作为阳

性对照和阴性对照。 

接合区 reads 物理位置指示了 T-DNA 在受体基

因组上的整合位点。编写 Python脚本对接合区序列

进行提取 , 使用 SOAPdenovo 进行侧翼序列拼接 , 

拼接完后与转化载体 p13UG2 序列和日本晴  (O. 

sativa L. spp. japonica, var. nipponbare) 参考基因组

进行分别比对, 获得外源基因在受体基因组中整合

位点及侧翼序列。 

1.2.4  转基因水稻 G2-7 分子特征验证    根据基

因组测序获得的 T-DNA 5′端和 3′端侧翼序列设计引

物 5F (5′-GGTGGCTGGGCGATGTGC-3′)和 3F (5′- 

ACTTCAAACAAGTGTGACAA-3′), 根 据 T-DNA 

LB端和 RB端序列设计引物 5R (5′-GTACTCGCCG 

ATAGTGGAAACCG-3′)和 3R (5′-CATTGTCAAATC 
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ATAGAGCAATT-3′)。以 G2-7叶片 DNA为模板, 分

别以 5F/5R和 3F/3R为引物对进行 PCR扩增。PCR

反应程序: 为 95℃预变性 8 min; 95℃ 30 s, 54℃ 30 

s, 72℃ 1 min, 35个循环; 72℃延伸 5 min。PCR扩

增得到的DNA片段进行 Sanger测序, 并与全基因组

测序获得的侧翼序列进行比对分析。 

2  结果与分析 

2.1  全基因组测序数据分析 

Illumina NovaSeq 6000高通量测序得到的原始 

图像数据文件经 CASAVA 碱基识别(base calling)分

析转化为原始测序序列(raw bases)。对获得的原始测

序数据进行质量控制 , 过滤掉带接头(adapter)的读

序、单端测序读序中 N 数量超过此读序长度比例

10%的读序、及单端测序读序中含有的低质量(Q≤

5)碱基数超过该条读序长度比例 50%的等低质量读

序, 获得 Clean Bases和 Clean Reads。本研究获得样

品的原始测序量为 41.16~47.13 G, 有效读序为

274,371,776~314,171,200, Q30 大于 90%, 说明获得

的测序数据丰富可靠(表 1)。 
 
表 1  高通量测序数据质量控制统计 
Table 1  High throughput sequencing data quality control statistics 

样品名称 

Sample 

原始数据量 

Raw bases 

原始读序量 

Raw reads 

有效数据量 

Clean bases 

有效读序量

Clean reads 

Q20 

(%) 

Q30 

(%) 

GC含量 

GC content (%) 

ZH11 41,196,003,900 274,646,422 41,155,766,400 274,371,776 96.22 90.36 43.04 

ZH11-p 41,266,820,400 275,112,136 41,228,215,500 274,854,770 97.73 93.69 42.93 

G2-7 47,246,859,300 314,990,174 47,125,680,000 314,171,200 96.58 91.15 44.27 

Q20、Q30分别代表 Phred数值大于 20、30的碱基占总体碱基的百分比, 表示的碱基正确识别率为 99.0%和 99.9%。 

Q20 and Q30 represent the percentage of bases with Phred value more than 20 and 30 in the total base, respectively, indicating that the correct 

recognition rate of bases is 99.0% and 99.9%. 

 

2.2  外源基因拷贝数分析 

利用 BWA-0.7.17软件将获得 clean reads与质粒

DNA 序列进行比对 , 获得了比对到载体骨架、

T-DNA和结合区的 DNA读序(表 2)。分析发现, G2-7

中匹配到结合区的读序有 348 条, 其中匹配到 3′端

结合区的读序有 156 条, 匹配到 5′端结合区的读序

有 192条, 外源 DNA片段与受体基因组的结合位点

为 2 个(图 1); G2-7 中完全匹配到 T-DNA 区的读序

有 6130条, ZH11-p中完全匹配到 T-DNA区的读序

有 10,487条(图 2)。以上结果说明, 外源 DNA在受

体基因组中为单位点单拷贝插入。 

为了明确是否有载体骨架插入, 本研究分析测

序数据与载体骨架序列的匹配情况, 发现 G2-7中匹

配到载体骨架的读序有 3 条, 分别定位在载体参考

序列的 171~233、4576~4725 和 4586~4735 位置, 

ZH11-p 中完全匹配到载体骨架区的读序有 35,163

条, ZH11 中匹配到载体骨架上的读序为 0。对载体

骨架 4483~5036位置设计引物对进行 PCR扩增, 在 

 

图 1  G2-7 中外源插入片段与受体基因组结合位点分析(部分结合区序列的比对结果) 
Fig. 1  Analysis of the binding site between the inserted fragments in G2-7 and the receptor genome (comparison results of some 
binding region sequences) 
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图 2  测序数据与质粒 DNA 比对结果的可视化 
Fig. 2  Visualization of sequencing data and plasmid DNA comparison results 
 

G2-7水稻中未见该段序列存在(图 3)。且 G2-7与单

拷贝对照 ZH11-p 在该区域的测序深度相差非常大, 

由此认为 G2-7中无载体骨架的插入, G2-7中匹配到

载体骨架上的读序为污染所致。 

2.3  外源基因在受体基因组中的整合位点及侧

翼序列分析 

将 G2-7中匹配到结合区序列用 SOAPdenovo进

行拼接, 获得了插入位点处 3′端接合区序列 780 bp

和 5′端接合区序列 823 bp。其中, 3′端接合区有 353 

bp 为水稻基因组序列, 有 427 bp 为 T-DNA 序列, 

T-DNA 序列在 3′端缺失 42 bp; 5′端接合区序列有

375 bp 为水稻基因组, 有 448 bp 为 T-DNA 序列, 

T-DNA序列在 5′端缺失 7 bp。通过与已知的水稻基

因组序列进行 Blast 比对分析, 确定 T-DNA 插入到

受体基因组的 1号染色体 36,189,491~36,189,507 bp

处, 在 T-DNA 与受体基因组整合过程中造成 16 bp

基因组 DNA缺失(图 4)。 

 

图 3  载体骨架匹配读序的 PCR 验证 
Fig. 3  PCR verification of reads aligned to backbone 
1: G2-7; 2: ZH11; 3: p13UG2. 
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图 4  外源 DNA 片段在受体基因组中的整合位点及侧翼序列分析 
Fig. 4  Analysis of integration site and flanking sequence of insert DNA fragment in receptor genome 

A: G2-7转化体侧翼序列和整合位点分析; B: G2-7转化体插入序列整合情况示意图。 
A: analysis of flanking sequence and integration site of G2-7; B: sketch map of insert DNA integration in G2-7. 

 
2.4  侧翼序列的 Sanger测序验证 

根据全基因组测序获得的 5′端侧翼序列和

T-DNA的 LB端序列, 3′端侧翼序列和 T-DNA的 RB

端序列设计 2 对引物, 以 G2-7 叶片基因组 DNA 为

模板进行 PCR 扩增, 结果得到预期目标 DNA 条带, 

Sanger 测序证明获得的 3′和 5′段侧翼序列与全基因

组测序获得的序列一致(图 5)。 

3  讨论 

伴随大数据时代的到来, 全基因组测序已成为

解析转基因植物分子特征的一种新技术。与传统转

基因植物分子特征解析方法(如 Southern杂交和染色

体步移技术等)相比 , 全基因组测序不但具有高通

量、标准化程度高、灵敏度高、重复性好和准确度

高等特点, 而且能够提供插入的 DNA序列信息、小

片段 DNA 的非预期插入和 DNA 重排等信息, 如

SBS技术能检测到 50 bp小片段 DNA在玉米基因组

的插入[15], 全基因组测序技术能检测到 100 bp 单

拷贝 DNA 片段在玉米基因组的插入[28]。本研究在

利用反向 PCR、TAIL-PCR 等方法无法获取到 G2-7

转基因水稻中外源插入序列两端的侧翼序列的情况

下, 通过高通量全基因组测序技术结合生物信息学

分析, 发现 G2-7 中外源 DNA 片段以单拷贝形式整

合到水稻 1 号染色体上, 无载体骨架插入、无 DNA

重排, 并获得了外源DNA片段在受体基因组中插入

位置的侧翼序列, 从而成功解析 G2-7的分子特征。 
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图 5  PCR 电泳图及序列比对 
Fig. 5  Agarose gel electrophoresis and sequence alignment results 
A: 水稻 G2-7 转化体侧翼序列扩增; 1: G2-7-5F/5R; 2: ZH11-5F/5R; 3: G2-7-3F/3R; 4: ZH11-3F/3R。B: G2-7 5′端序列比对验证。C: 
G2-7 3′端序列比对验证。 
A: amplification of rice transformant G2-7 flanking sequence; 1: G2-7-5F/5R; 2: ZH11-5F/5R; 3: G2-7-3F/3R; 4: ZH11-3F/3R. B: G2-7 5′ 
end sequence comparison and verification. C: G2-7 5′ end sequence comparison and verification. 
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数据分析过程中, 比对到载体骨架序列的读序

可能来自于遗传转化过程中造成的载体骨架插入 , 

或者是受体基因组中同源序列和建库过程中细菌质

粒及其他污染所造成的假阳性[15,29]。建库过程中细

菌质粒或其他因素污染所造成的假阳性现象非常普

遍, 而且难以完全避免[17]。判断比对到载体骨架的

序列是否为假阳性, 可以通过分析这些读序的测序

深度和覆盖度, 及将这些读序与受体基因组序列和

已知的污染源进行比对来确定 [2]。在本研究中, 将

G2-7 测序数据与载体序列进行比对, 发现有少量读

序比对到载体骨架上 , 这些读序的测序深度很低 , 

将非转基因水稻中花 11的基因组序列与载体序列进

行比对时未发现有读序比对到载体骨架上(图 4), 结

合 PCR 验证, 认为比对到载体骨架上的少量读序不

是来自于载体骨架真正插入, 而是来源于建库过程

中细菌质粒或其他因素污染所造成的假阳性。 

在将 G2-7 测序数据与载体序列进行比对过程

中, 发现比对到 T-DNA 7800~8400位置的读序很少, 

测序深度比较低, 出现 gap 现象, 推测可能是由于

建库过程中此段 DNA片段缺失或测序因素造成。为

了对此进行验证, 本研究根据 T-DNA的相关序列设

计引物, 以 G2-7 叶片 DNA 为模板进行 PCR, 经

sanger 测序后证明实际插入到受体基因组中的片段

此区段并未缺失, 因此我们认为利用基因组测序分

析外源插入片段的完整性时 , 建议高通量测序与

Sanger测序结合使用, 以保证结果的可靠性。 

4  结论 

利用高通量基因组测序技术结合生物信息学分

析, 明确耐除草剂转基因水稻 G2-7 中外源 DNA 片

段以单位点单拷贝的形式插入到水稻基因组 1 号染

色体 36,189,491~36,189,507 bp处, 造成 16 bp水稻

基因组 DNA缺失, 获得外源插入片段 3′端侧翼序列

353 bp, 5′端侧翼序列 375 bp。本研究结果为 G2-7商

业化过程中的安全评价和转化事件特异性 PCR检测

方法的建立提供了数据支撑。 
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