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卡那霉素叶片涂抹法筛选转基因
大豆植株的有效性
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　　[摘　要 ]　以吉林小粒 1号大豆为材料进行卡那霉素梯度涂抹试验,确定卡那霉素筛选的最佳浓度和筛选临

界观察时间,并在此基础上,对转基因大豆植株 (含np tÊ基因)分离后代进行卡那霉素涂抹检测和PCR 检测,检验2

种方法的符合度。结果表明,卡那霉素的最佳筛选浓度为500 m göL ,观察时间以3 d为宜;抗和高抗卡那霉素植株2

种检测方法的符合度为90. 8% ,感和高感卡那霉素植株的符合度为87. 1%。可见,卡那霉素叶片涂抹法完全可以用

于大豆转基因植株的快速筛选。
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　　随着植物转基因研究的不断深入和规模化水平

的不断提高,对转基因植株的快速、大规模筛选提出

了新的要求。为了便于选择,大多数研究通常利用标

记基因与目的基因的连锁关系,通过检测标记基因

的存在,间接证明目的基因的存在。

目前,在用于转基因植株筛选的多种遗传选择

标记基因中,仍以 np tÊ 基因应用最为广泛,其编码

产物——氨基糖苷磷酸转移酶 (N PT Ê ) [1 ] ,可使氨

基糖苷类抗生素 (如卡那霉素、新霉素等)发生磷酸

化而失活,从而使植物产生相应的抗生素抗性,因此

可以利用卡那霉素对转化植株进行筛选[2 ]。但这种

筛选方法多用于组织培养阶段,获得再生植株后应

用该法筛选的研究报道较少。利用PCR 技术扩增目

的基因片段,通常是获得再生植株后采用的筛选方

法,据此可初步检测目的基因是否在植株中存在。但

这种方法工作量大,难以实现规模化检测,不便对大

量转基因植株或后代分离群体进行规模化筛选,因

此建立转基因植株的田间快速筛选方法已越来越受

到重视。

卡那霉素田间涂抹快速筛选转基因植株的方

法,在转基因棉花研究中已有很多报道,技术相对较

为成熟[3 ] ,但在转基因大豆植株筛选方面尚未见报

道。为此,本研究借鉴棉花中的研究成果,探讨了卡

那霉素叶片涂抹法在转基因大豆植株田间快速筛选

中的具体应用方案,并比较了其检测结果与PCR 检

测结果的符合度,探讨了其有效性和可靠性,以为实

现田间转基因大豆的快速检测奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　试验材料为受体大豆品种吉林小粒 1 号

(G ly cine m ax [L. ] M err. cv. J ilinx iao li N o. 1)和本

课题组在突变体库构建研究中获得转基因大豆植株

(含np tÊ基因) ,这些转基因植株的目的基因尚未纯

合,试验材料种植于中国农科院北圃场试验田。硫酸

卡那霉素购自北京拜尔迪生物公司。

据np tÊ 基因序列设计 1 对特异引物[4 ] , 上游:

5′2AAA TCT CGT GA T GGC A GG T T G G23′,下

游: 5′2GA T GGA T T G CA C GCA GGT TC23′。引

物由北京三博远志生物技术有限责任公司合成。

1. 2　大豆卡那霉素叶片涂抹筛选浓度和观测时间

的确定

1. 2. 1　叶片变色反应标准的划分　参照朱加保

等[5 ]的方法,以叶片变黄程度为标准,对涂抹卡那霉

素后叶片的反应进行分级:处理部位不变色,记为É
级;处理部位稍有失绿,呈现差异,记为Ê级;处理部
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位失绿与正常叶色差异明显,记为Ë级;处理部位严

重失绿,叶色转白,记为Ì级 (图1)。

图 1　卡那霉素处理大豆叶片反应分级标准

A. É级反应; B. Ê级反应; C. Ë级反应; D. Ì级反应

F ig. 1　R eaction standard of the leaves

under differen t Km concen tra t ions

a. É degree; B. Ê degree; C. Ë degree; D. Ì degree

1. 2. 2　卡那霉素筛选浓度及观察时间的确定　以

转基因受体大豆吉林小粒 1 号为材料,借鉴朱加保

等[5 ]的方法进行试验,田间试验采用随机区组设计,

每处理重复3次,每重复10株,挂牌标记。将卡那霉

素分别配制成50, 200, 400, 500, 600和800 m göL 的
溶液,用毛笔涂抹于植株的第一片新生三出复叶上,

以湿润为准,处理后每天观察记录叶片的反应情况,

以确定卡那霉素筛选浓度和观察时间。

1. 3　大豆转基因植株后代的卡那霉素叶片涂抹和

PCR 检测

1. 3. 1　卡那霉素叶片涂抹检测　以500 m göL 浓

度的卡那霉素对转 np tÊ 基因的转基因大豆植株后
代进行叶片涂抹检测,第3天观察,记录。

1. 3. 2　PCR 检测　 (1)大豆DNA 的提取。参考王

晓丹等[6 ]报道的CTAB 方法并略做改动。取约0. 1 g

大豆幼嫩叶片,液氮研磨后加入 65 ℃预热的CTAB

提取缓冲液 (含体积分数 1% Β2巯基乙醇) , 65 ℃温

浴30 m in, 12 000 röm in 离心10 m in。取上清液,加

入 500 ΛL V (酚)∶V (氯仿) = 1∶1的抽提液抽提,

12 000 röm in 离心10 m in。取上清液,加入R nase 37

℃温浴30 m in,再加入与上清液等体积的V (酚)∶V

(氯仿)∶V (异戊醇) = 25∶24∶1 抽提液抽提, 12

000 röm in 离心10 m in。取上清液,加入3ö4体积的异

丙醇,室温放置 30 m in,沉淀核酸, 12 000 röm in 离

心10 m in。收集沉淀,用体积分数为70%乙醇洗涤沉

淀,沉淀在超净台上风干后,加50 ΛL 无菌超纯水溶

解。(2) PCR 反应和电泳检测。25 ΛL 反应体系中含

大豆基因组DNA 100 ng,上、下游引物各0. 2 Λmo lö

L , dN T P 200 Λmo löL , T aq 酶 0. 75 U 和2. 5 ΛL 10

×PCR Buffer,加ddH 2O 至25 ΛL。PCR 反应程序为

94 ℃预变性5 m in; 94 ℃变性1 m in, 59 ℃退火45 s,

72 ℃延伸30 s,循环次数为30次;最后72 ℃延伸10

m in。PCR 反应产物用10 göL琼脂糖凝胶水平电泳
进行检测,用UV P 成像系统照相。

2　结果与分析

2. 1　卡那霉素的筛选浓度及观察时间

不同浓度卡那霉素对转基因大豆叶片变色反应

的影响结果见表1。

表 1　不同浓度卡那霉素处理后转基因大豆叶片的反应级数

T able 1　 Impairing degree to leaves under differen t Km concen tra t ions

卡那霉素浓度ö
(m g·L - 1)

Km concen tration

反应级数 Impairing degree

1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d

50 É É É É É É É
200 É É É É É É Ê
400 É Ê Ê Ê Ê Ê Ë
500 Ê Ê Ë Ë Ë Ë Ì
600 Ê Ë Ì Ì Ì Ì Ì
800 Ì Ì Ì Ì Ì Ì Ì

　　注:反应级数按重复中≥80%植株反应级别进行归类。

N o te: It is classified w hen there are mo re than 80 percen t p lan ts have the sam e reaction degree.

　　由表 1 可知,当筛选浓度≤200 m göL 时,随着

反应时间的延长叶片颜色几乎无变化,主要呈现É
级反应; 当筛选浓度为 400 m göL 时,大豆叶片对卡

那霉素的反应随时间的延长变化不明显,主要表现

为Ê级反应,因此若以此浓度进行筛选,会增加假阳

性单株的数量, 影响选择的效果; 当卡那霉素浓度

≥600 m göL 时,叶片颜色迅速变黄,甚至枯死。因此

以500 m göL 作为临界筛选浓度较为理想,在该筛选
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浓度下,叶片失绿明显,且随着筛选时间的延长反应

级明显升高,便于区分和观察。由表 1还可看出,除

50, 200, 800 m göL 处理随着时间的延长叶片反应无
明显变化外, 其他浓度处理, 1～ 3 d 反应级持续增

高, 3 d 后基本趋于稳定,故观察时间以3 d 为宜。

2. 2　大豆转基因植株后代的卡那霉素叶片涂抹和

PCR 检测结果

2. 2. 1　卡那霉素叶片涂抹检测　共筛选转基因植

株后代 257株,其中É级反应 34株,记为高抗; Ê 级
反应161株,记为抗; Ë级反应37株,记为感; Ì级反
应25株,记为高感。

2. 2. 2　PCR 检测　部分植株检测结果见图 2,在检

测的 257 株转基因植株后代中, 185 株表现为 PCR

阳性。卡那霉素叶片涂抹试验中对卡那霉素高抗的

所有植株PCR 检测均为阳性, 161株抗性材料中有

143株为PCR 阳性, 62株感和高感材料中有 8株为

PCR 阳性。

图 2　部分转基因大豆植株PCR 检测结果

1. DL 2000 DNA 标样; 2. 阳性对照;

3. 阴性对照; 4. 水对照; 5～ 15. 检测植株

F ig. 2　R esu lt of part ia l transgen ic

soybeans PCR detection

1. M arker DL 2000; 2. CK+ ; 3. CK - ;

4. W ater; 5- 15. T ransfo rm ed p lan ts

2. 3　卡那霉素涂抹与PCR 检测差异及符合度分析

　　综合分析卡那霉素叶片涂抹和PCR 检测的结

果 (表 2)可知,对卡那霉素表现高抗的É 级反应植
株, PCR 检测阳性率为 100% ; 表现抗的Ê级反应植
株, PCR 检测阳性率为 88. 8% ; 表现感的Ë 反应植
株, PCR 检测阳性率为 16. 2% ; 高感的Ì 级反应植
株, PCR 检测阳性率为8. 0%。在对卡那霉素表现高

抗和抗性的植株 (反应É～ Ê 级)中,卡那霉素叶片

涂抹检测结果与PCR 检测结果的符合度为90. 8% ,

2种方法差异不显著; 表现感和高感的植株 (反应Ë
～ Ì 级)中,卡那霉素涂抹检测结果与PCR 检测结

果的符合度为87. 1%。这些结果表明,卡那霉素叶片

涂抹法完全可以用作转基因大豆植株 (含 np tÊ 基
因)的快速筛选,其检测结果与PCR 检测结果具有

较好的一致性。
表 2　转基因大豆植株卡那霉素叶片涂抹

与PCR 检测筛选结果的比较

T able 2　R esu lts of sm earing Km on

leaves and PCR detection

卡那霉素检测
Kanam ycin treatm en t

分级
D egree

植株数
N o.

PCR 检测阳性
植株数
N o. of

po sit ive
p lan ts

PCR 检测阳性
植株率ö%

T he ratio of
po sit ive
p lan ts

É级 34 34 100. 0

Ê级 161 143 88. 8

Ë级 37 6 16. 2

Ì级 25 2 8. 0

3　讨　论

卡那霉素是目前基因工程中广泛使用的选择用

抗生素,其对植物细胞的毒性机理是干扰细胞叶绿

体及线粒体的蛋白质合成,最终导致植物细胞死亡,

而含有 np tÊ 基因的转基因植株由于可以合成氨基
糖苷磷酸转移酶,使卡那霉素的氨基糖苷发生磷酸

化而失活, 从而抑制了卡那霉素对植株的伤害作

用[7 ] ,因此通过卡那霉素涂抹大豆叶片来筛选大豆

转基因植株,从理论上是可行的。

在本试验中作者发现,影响卡那霉素处理效果

的因素很多。首先,大豆叶片对卡那霉素存在一定的

抗性,因此只有选择超过大豆自身抗性范围的处理

浓度,才能进行有效的筛选。另外,由于卡那霉素并

不影响植株核基因组蛋白的正常表达[8 ] ,因此植株

对卡那霉素处理表现出一定的滞后效应,一般在3 d

以后反应明显加剧。其次,叶片生长的不同状态对卡

那霉素处理结果有很大影响,新展开的叶片对卡那

霉素较敏感,越老的叶对其抗性越强,由于大豆个体

间新展开叶发育状态很不一致,往往给检测工作带

来误差,因此应以新生的三出复叶为检测对象,并适

当提高卡那霉素处理浓度,以提高选择的准确性。再

次,不同生育时期的新展叶对卡那霉素的抗性表现

也不同,具体表现为生育时期越靠后,新展叶对卡那

霉素的抗性越强。因而利用卡那霉素涂抹进行转基

因大豆检测,临界浓度的选择是个动态的过程,检测

时期宜早不宜迟。

目前,利用PCR 技术对转基因植株后代进行检

测已成为转基因植株检测的常规方法之一[9210 ]。本

研究对经过卡那霉素涂抹检测的植株应用PCR 方
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法进行进一步检测,结果表明,对卡那霉素表现高抗

和抗性的植株卡那霉素涂抹检测结果与PCR 检测

结果的符合度达90. 8% , 2种方法差异不显著; 对卡

那霉素表现感和高感的植株中有12. 9%的植株仍能

检测到np tÊ基因。分析其原因可能是, PCR 检测手

段是针对基因进行的,基因的存在并不表明其必然

表达,而植株对卡那霉素表现抗性是基因表达的结

果,因而在卡那霉素检测的感和高感植株仍有可能

存在 np tÊ 基因, 只是由于基因沉默[11 ]等现象的存

在,其并未表达出目的蛋白,从而不能使这类植株获

得卡那霉素抗性。

卡那霉素叶片涂抹方法简单易行,便于大规模

筛选,可大大节省时间和成本。本研究结果表明,通

过选择合适的检测浓度和观察时间,利用卡那霉素

叶片涂抹法对大豆转基因植株后代进行快速筛选是

可行的,能够初步识别转基因植株,确定研究重点,

特别适合于对大量转基因后代植株的初步筛选,当

然,转基因植株的最终确定还需要Sou thern b lo t 及

W estern b lo t等检测结果的确证。
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Effect iveness of screen ing the t ran sfo rm ed p lan ts

by sm earing Kanam ycin on the soybean leaves

L IU B in1, 2,W U D i2, HOU W en - sheng1, 2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of C rop S ciences, T he Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S ciences,B eij ing 100081, Ch ina)

Abstract: Kanam ycin can be u sed to select the tran sfo rm ed p lan ts con ta in ing the np tÊ gene. In o rder

to assay the op t im al screen ing concen tra t ion to np tÊ gene, Kanam ycin w as sm eared to the su rface of the

tran sfo rm ed soybean leaves of J ilinx iao li N o. 1. It show ed that 500 m göL Km w ith 3 daysπ select ing w as

best. T h is m ethod w as compared w ith PCR as w ell, and the resu lts suggested that the equ ivalen t ra t io w as

90. 8% betw een the h igh2resistan t p lan ts and the resistan t p lan ts, 87. 1% betw een the sen sit ive p lan ts and

the hypersen sit ive p lan ts. A cco rd ingly, it is availab le to select the tran sfo rm ed soybean p lan ts by sm earing

w ith Km.
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