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红色荧光蛋白基因在转基因唐鱼中遗传和表达的稳定性分析 

姜  鹏,  白俊杰*,  简  清 

(中国水产科学研究院珠江水产研究所, 农业部热带亚热带水产资源利用与养殖重点实验室, 广东 广州  510380) 

摘要: 为了评估转红色荧光蛋白(red fluorescent protein, RFP)基因唐鱼新品系的稳定性,研究

了 RFP 基因在不同世代转基因唐鱼中的遗传和表达情况。荧光显微镜下观察显示, RFP 基因

在 F6 和 F10 代所检测的组织器官中均有表达, 并且两个世代间相同组织部位的表达水平相

似。F6 和 F10 代个体分别配对繁殖实验表明, RFP 基因在转基因唐鱼后代中的遗传仍然符合

孟德尔分离规律, 而且培育出的转基因个体表型特征无显著差异。利用 PCR 技术在 F2、F6

和 F10 代转基因唐鱼基因组中扩增外源性肌球蛋白轻链 2 启动子、RFP 基因编码区和整合位

点上下游侧翼区域(片段总长度为 4 883 bp), 测序结果显示, 3 个世代间的外源基因序列完全

相同, 没有发生碱基缺失或突变等现象。研究表明, 红色荧光蛋白基因在转基因唐鱼传代培

育过程中保持了稳定的遗传和表达。 
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转基因生物成功的构建不仅要求外源基因能

够稳定地整合到受体基因组内, 而且需要外源基

因在转基因生物及其子代中稳定地遗传和表达。然

而, Migliaccio 等[1]在转基因 K562 细胞传代培养过

程中发现, 虽然外源基因能在宿主基因组上的大

多数位点完成整合和表达传代, 但是其中只有少

数位点可使其保持高效表达和长期稳定的遗传。另

外, Franz 等[2]在研究一种转基因埃及伊蚊品系时

发现, 当外源基因传至 F14 代时, 外源基因 mRNA
表达量开始下降, 并在 F17 代时完全停止表达; 同

时, 多数研究报告已显示, 转基因启动子区甲基化

是引起外源基因表达水平下降甚至失活沉默的关

键因素[3-4]。除了上述的位置效应和 DNA 甲基化以

外, 还有其他多种因素, 如转植基因的构成、组蛋

白乙酰化和共抑制等都可能会影响到外源基因的

稳定性[5-7]。由此可见, 对培育出的转基因品系进行

外源基因遗传和表达的稳定性跟踪检测是其推广

应用过程中的重要环节之一。 

唐鱼(Tanichthys albonubes Lin)又名白云金丝

鱼 , 隶 属 于 鲤 形 目 （ Cypriniformes ）、 鲤 科

（Cyprinidae）、唐鱼属（Tanichthys）, 是原产于

我国广州白云山附近溪流的一种小型观赏鱼类[8]。

2003 年, 本实验室利用显微注射技术, 将含有斑马

鱼肌球蛋白轻链 2(myosin light polypeptide 2, mylz2)
启动子的红色荧光蛋白表达载体(pMYL Z2-RFP)
注射到唐鱼受精卵中, 开发出一种体色红艳更具

观赏价值的转基因唐鱼新品系[9]。对此品系的研究

发现, RFP 基因是以单位点三拷贝首尾串联的形式

整合到唐鱼基因组中[10-11], 而且 RFP 基因的遗传

符合孟德尔分离定律, 不存在沉默整合个体[12]。如

今, 转基因唐鱼品系已培育至第 10 代, 为了深入

了解 RFP 基因在转基因唐鱼后代中的稳定状况, 
本实验以不同世代的转基因唐鱼为材料, 分析了

RFP 基因在世代间的表达情况、分离规律和分子遗

传结构特征。本研究也将为正在开展的转基因唐鱼

生态安全风险评估、今后的品种鉴定和商品化生产
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等提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

转红色荧光蛋白基因唐鱼取自中国水产科学

研究院珠江水产研究所转基因鱼培育室。实验用不

同世代转基因唐鱼均是同一品系内个体通过自交

或测交繁殖获得的。配对繁殖用野生型唐鱼购自广

州花鸟鱼虫市场。繁殖实验是在封闭的室内环境中

完成, 室温保持在 22~26 ℃, 光照周期为 12L︰ 
12D。实验用水为除氯曝气后的自来水。实验用鱼

暂养在 40 cm×30 cm×30 cm 的水族箱中, 雌雄分开

饲养。主要喂食丰年虫和人工饲料。一周换水一次, 
换水量为 50 %。 
1.2  实验方法 

RFP 基因在转基因后代中的表达检测    选

取 F6 和 F10 代转基因唐鱼活体进行解剖, 取其肌

肉、尾鳍、眼、鳃、心脏、肠、鳔、脾和性腺等 9
个组织器官, 于荧光显微镜下观察红色荧光蛋白

的表达情况, CCD 拍照成像。同时对照检测两世代

同胞非转基因个体是否存在荧光蛋白表达现象。 
转基因后代的配对繁殖   配对繁殖实验共

分为 3 组: (1) 转基因杂合子 F6 与野生型唐鱼的

测交组。 共配鱼 8 对, 雌雄 F6 代转基因唐鱼各 4
尾。 (2) 转基因杂合子 F6 的自交组。 将产后的第

一组转基因亲鱼培育一段时间后, 再进行自交繁

殖配对, 共配鱼 4 对。 (3) 转基因纯合子 F10 与野

生型唐鱼的测交组。 共配鱼 4 对, 雌雄 F10 代转基

因唐鱼各 2 尾。每组均挑选体格健壮、发育良好的

性 成 熟 唐 鱼 , 以 一 缸 一 对 分 别 置 于 30 cm×20 
cm×17 cm 的玻璃缸中进行繁殖。缸中水深 12 cm, 
放置少许洗净消毒后的水草。交尾产卵后, 将各缸

受精卵一并移至孵化缸中培养。至 2 月龄时, 分别

统计红色转基因个体在 3 组培育群体中的比例, 并

观察比较转基因个体间的表型特征等情况。 
不同世代中转基因序列的PCR扩增与测序    根

据已获知的 RFP 基因在转基因唐鱼基因组上的整

合序列信息[10], 应用 Primer premier 5.0 分别在整

合位点上下游侧翼区、启动子区和 RFP 基因编码

区设计 4 对特异性引物用于 PCR 扩增(表 1)。 
随机从 F2、F6、F10 代唐鱼中分别各取 3 尾转

基因和 3 尾同胞野生型唐鱼 , 剪取尾鳍 , 参照

Tiangen 试剂盒说明书提取基因组 DNA 用作模板。

PCR 反应体系为 50 μL, 包括 10 × PCR buffer(Mg2+) 
5.0 μL, dNTP(10 μmol/L)1 μL, 上、下游引物(20 
μmol/L)各 1 μL, 模板 DNA 0.75 μL, Taq DNA 聚合

酶 2.5 U, 其余用 ddH2O 补齐。反应程序: 94 ℃预

变性 3 min; 94 ℃ 30 s, 53~60 ℃ 30 s(表 1), 72 ℃ 1 
min ~ 2 min 30 s(根据目的条带的长度而定), 30 个

循环; 最后 72 ℃延伸 7 min。PCR 产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳检测后, 送至上海生物工程技术服务

有限公司进行测序。 

2  结果 

2.1  RFP 基因在转基因唐鱼后代中的表达特征 

在普通光照下, F6 和 F10 代转基因唐鱼的表型

特征保持一致, 体型和体色相近(图版-1)。荧光显

微镜下观察结果显示: RFP 基因在 F6 和 F10 代转

基因唐鱼所检测的 9 个组织器官中均有表达，其中

肌肉和鳃部的表达量相对较高（图版-2, 5），鳍条

和脾脏相对较低（图版-3, 9）。虽然不同组织 RFP
表达量有差别，但是两个世代间相同组织部位的

RFP 表达量相似（图版-2~10）。同时，在两世代同

胞非转基因个体的组织器官中未检测到有荧光表

达。结果表明，外源性 RFP 基因在转基因唐鱼传

代过程中的表达分布及表达水平保持稳定。 
 

表 1  PCR 扩增引物序列 
Tab. 1  Primers used for PCR amplification 

扩增区域 
amplified regions 

引物序列(5'- 3') 
primer sequence 

预期片段/bp 
expected length 

退火温度/℃ 
annealing temperature 

上游侧翼区 
upstream flank 

F: GTTGCTGCCAAACAGAGGACCATCG 
R: CATTGTTTTGCTTCTCTTGATTTTTCCC 1 155 60 

启动子区 
promoter 

F: TTCGCCACAGAGGAATGAGC 
R: TGTCCTGTACTTGAGGGGCT 1 936 53 

RFP 基因编码区 
RFP coding 

F: ATCAGTATCAGATTCATCCCATTCC 
R: ACCTCTACAAATGTGGTATGGCTG 963 55 

下游侧翼区 
downstream flank 

F: CGGGTTGGACTCAAGACGATAG 
R: TGAGCCGACCAATGCAGAGATAGC 829 55 
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2.2  RFP 基因在转基因唐鱼后代中的分离规律 

第一组 F6 代测交共培育出 253 尾唐鱼, 其中

红色个体数为 138 尾, 红色表型率占 54.5%, 转基

因与野生型两种表型性状之比接近 1︰1; 第二组

F6 代自交共培育出 58 尾唐鱼, 其中红色个体数为

44 尾, 红色表型率占 75.9%, 转基因与野生型两种

表型性状之比接近 3 1∶ , 而且在这两组中转基因

和野生型个体的体色特征差异明显, 无杂色、褪色

等变异个体出现。第三组 F10 代纯合子测交共培育

出 103 尾唐鱼, 全部为红色转基因个体且体色特征

一致。以上配对繁殖结果表明: RFP 基因的遗传仍

然符合孟德尔单显性基因分离规律。 
2.3  转植基因分子遗传结构的稳定性分析 

4 对引物在 F2、F6 和 F10 代转基因唐鱼基因组

中均扩增出与预期大小相符的特异性单一条带 , 
而在对应的同胞野生型唐鱼中未扩增出条带(图

1)。结果表明, 转基因序列在传代过程中未发生重

要的修饰或缺失, 也不存在基因沉默现象。将测序

结果与先前已获知的转基因整合序列信息相比较, 
结果显示: 转植基因−宿主 DNA 上下两端连接点, 
表达载体−mylz2 启动子始末两端连接点和 RFP 基

因−表达载体连接点序列均保存完好, 而且所检测

的 4 个片段(共 4 883 bp)在 3 个世代的转基因唐鱼

基因组中均未发现有碱基突变或缺失。 

3  讨论 

    虽然显微注射用pMYLZ2-RFP表达载体中斑

马鱼mylz2启动子具有调控基因在骨骼肌特异性表

达的功能[13-14], 但是荧光显微镜下观察显示，RFP
基因在F6和F10代转基因唐鱼的9个组织器官中均有

表达, 表现出一种异位表达现象。这与陈敏等[15]

对F3代同品系转基因唐鱼的观察结果一致，由此可

说明转基因唐鱼在传代过程中RFP基因的表达模

式未发生改变。而且在两个世代间相同组织部位的

荧光亮度相似, 即基因表达量相近, 表明RFP基因

的表达水平在世代传递中也未发生改变。RFP基因 
 

 
 

图 1  转植基因序列在不同世代唐鱼中的 PCR 扩增 
A. 上游侧翼区域; B. mylz2 启动子; C. RFP 基因编码区; D. 下游侧翼区域。 

M. Marker Ш; 1~10. F2A; F2B; F2C; F6A; F6B; F6C; F10A; F10B; F10C; 对照组(三尾野生型唐鱼混合基因组 PCR 扩增结果)。 

Fig. 1  Amplification of transgene sequences in different generation T. albonubes by PCR 

A. upstream flanking region; B. mylz2 promoter region; C. RFP gene coding region; D. downstream flanking region. 
M. Marker Ш; 1-10. F2A; F2B; F2C; F6A; F6B; F6C; F10A; F10B; F10C; control group (a template mixture containing three wild-type fish genome 
DNA was used for PCR amplification). 
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在唐鱼体内稳定高效的表达可能与转植基因的整

合方式、整合位点等密切相关。有研究表明, 单拷

贝或有限的几个拷贝的整合形式可能更利于外源

基因的表达[16], 而且整合的位置效应对于外源基

因的表达也有着重要影响, 能使外源基因正常表

达的位点多为非编码 RNA 转录区域[5]。在对转基

因唐鱼的研究发现, 外源性红色荧光蛋白基因是

以较简单的单位点三拷贝首尾串联的形式插入到

唐鱼基因组中, 而且整合位点未靠近已知的功能

基因区域[10-11]。这些内在特征可能是保证 RFP 基

因稳定高效表达的重要因素。 
虽然不同世代转基因唐鱼显性个体在表型上

无显著性差异, 但这并不足以证明外源基因在子

代群体中具有遗传稳定性。例如, Meyer 等[17]对矮

牵牛花转化植入玉米 A1 基因后, 矮牵牛花由原来

的白色变为红色, 而在进行田间试验时发现红色

的转基因矮牵牛花后代中总是夹杂着杂色和白色

个体, 分析表明, 内外在的环境因素导致外源基因

中玉米 A1 基因的缺失和启动子的甲基化, 从而引

起了这些变异个体的出现[18]。不过, 本研究通过繁

殖配对实验首先得出, RFP 基因在转基因唐鱼后代

中的遗传仍然符合孟德尔分离规律, 与陈敏等[12]

对 F3 代转基因唐鱼的实验结果相同, 其次在培育

出的所有唐鱼幼鱼中未发现体色变异个体。以上这

些结果表明, RFP 基因保持了稳定的遗传和表达,
长期的室内饲养环境和传代繁育并没有引起转植

基因发生显著差异。 
外源基因在整合到宿主基因组之初, 在整合

位点区域总会伴随着宿主基因组片段的缺失、未知

序列的填充以及转植基因的部分删除或复制等现

象[19-21]。因此有学者猜测, 在长期传代培育过程中, 
这些位点或区域与内源基因序列相比可能更易于

突变或趋于不稳定[22]。本研究采用 PCR 方法在不

同世代转基因唐鱼基因组中扩增 mylz2 启动子、

RFP 基因编码区和上下游侧翼区域(片段总长度为

4 883 bp), 测序结果显示, 没有发生碱基缺失或突

变, 说明转基因序列可在传代过程中保持稳定。同

样, Yaskowiak 等[23]比较了 F2 和 F4 代转生长激素基

因大西洋鲑的外源基因及其侧翼区的序列信息 , 
结 果 发 现 两 个 世 代 间 的 相 关 序 列 保 持 一 致 。

Papazova 等[24-25]对多个转基因拟南芥品系后代的

侧翼序列进行 PCR 扩增, 也未发现任何碱基的缺

失或突变。而在对商品化种植多年的转基因大豆和

玉米样品检测中, 虽然发现外源基因存在少数碱

基突变的情况, 但是与内源基因相比, 二者的突变

率并无显著差异[22, 26]。由此可以看出, 当外源基因

稳定整合到宿主基因组后, 它们并不会成为突变

的热点区域, 而是与内源基因一样共同经受着各

种自然条件下引起的基因变异。 
综上所述, 由 mylz2 强启动子和 RFP 基因组合

成的转基因构件在成功整合到唐鱼基因组中后 , 
RFP 在唐鱼体内获得了高效稳定的表达, 不过这

没有影响宿主唐鱼正常的生理机能[12, 27-29], 而且，

由此形成的红色体色表现为一种显性性状，并以孟

德尔遗传方式稳定地传代。在传代过程中, 外源基

因功能序列保持完好, 未发现拷贝数缺失[11]、碱基

突变等现象。这些稳定特征将为正在开展的转基因

唐鱼生态安全风险评估、今后的品种鉴定和商品化

生产等提供积极作用。 
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Inheritance and expression stability of red fluorescent protein gene in 
transgenic (Tanichthys albonubes) 

JIANG Peng, BAI Jun-jie*, JIAN Qing 

(Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture, Pearl River Fisheries 
Research Institute of Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510380, China) 

Abstract: The stability of the red fluorescent protein (RFP) transgenes is important for application of the 
transgenic Tanichthys albonubes line.This paper investigated comparatively the inheritance and expression 
of RFP gene in different transgenic T. albonubes generations. Under the observation of fluorescence mi-
croscope, RFP gene was expressed in almost all body tissues, and both F6 and F10 generations had a similar 
expression pattern. Results of self-cross and test-cross breeding experiments of transgenic F6 and F10 indi-
viduals indicated that segregation of RFP gene still followed Mendelian single-gene inheritance, and their 
transgenic progenies had a uniform phenotype. The regions including myosin light polypeptide 2 promoter, 
RFP gene coding sequence and transgene flanking junctions were amplified by PCR from genomic DNA of 
F2, F6 and F10 generations. Sequence alignment analysis showed that these important regions were well 
preserved in transgenic fish, and any kind of alteration at nucleotide level was not found. These results 
suggested that, RFP gene in transgenic T. albonubes maintained stable inheritance and expression through 
successive generations. 
Key words: Tanichthys albonubes; red fluorescent protein; gene; expression 
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图版  荧光显微镜下观察 RFP 基因在转基因唐鱼体内的表达情况 
1. 普通光照下待解剖的 F6 和 F10 代转基因唐鱼; 2. 肌肉; 3. 尾鳍; 4. 眼; 5. 鳃; 6. 心脏; 7. 肠道; 8. 鳔; 9. 脾脏; 10. 卵巢。 
a. 鳍条; b. 玻璃体; c. 鳃弓; d. 鳃丝; e. 肠壁; f. 鳔壁; g. 卵。 

Plate  Expression of RFP gene in transgenic T. albonubes observed 
under fluorescence microscopy 

1. F6 and F10 transgenic fish under normal daylight; 2. muscle; 3. caudal fin; 4. eye; 5. gill; 6. heart; 7. intestine; 8. swim bladder; 9. spleen; 10. ovary.  
a. fin rays; b. vitreous body; c. gill arch; d. gill filaments; e. intestinal wall; f. bladder wall; g. eggs. 


