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　　[摘　要 ]　采用改进的CTAB 法, 研究了与PCR 相匹配的转基因小麦单株微量DNA 的快速提取方法。结果表

明, 该提取方法简便、快速、有效, 提取的DNA 产量和质量完全可以用于PCR 扩增。对标准PCR 的反应体系进行优

化, 建立了最佳的转外源高赖氨酸基因小麦植株的PCR 扩增体系, 即10×R eaction Buffer 2. 5 ΛL ,M gC l2 25 mmo lö

L , dN T P s 2. 5 mmo löL , 模板DNA 30～ 60 ng, 引物1. 2 Λmo löL , T aq 酶1 U , 加ddH 2O 至25 ΛL , 优化的PCR 反应体

系显著提高了转基因小麦植株筛选和鉴定的效率。
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　　转基因小麦是利用基因工程技术, 将外源基因

导入小麦基因中, 经过筛选得到的能够表达目的基

因的小麦。在基因转移和表达研究中, 需要对经转化

处理的幼苗进行分子检测, 以淘汰非转化植株。选择

标记基因 (如新酶素磷酸转移酶基因、氯霉素乙酰转

移酶基因和潮酶素转移酶基因等)和报告基因 (如Β2
葡萄糖苷酸酶基因和荧光素酶基因等) 已被广泛用

于转化植株和组织的筛选, 但在某些情况下, 这种筛

选效果不可靠[1～ 3 ]。聚合酶链反应 ( Po lym erase

Chain R eact ion, PCR ) 技术是筛选和鉴定外源基因

整合情况的最常用和有效的技术[4, 5 ]。该技术以极少

量的DNA 为模板, 加入适当的引物, 在DNA 聚合酶

(如T aq 酶)作用下, 快速扩增出模板DNA 的某一靶

片段, 从而筛选和鉴定相关基因的整合情况。

基因枪微弹轰击转化小麦的转化体系[6～ 9 ], 有

力地促进了转基因小麦的发展。随着小麦遗传转化

体系的成熟和完善, 转化处理的小麦群体已达到一

定的规模。转化后大规模群体植株的筛选是小麦基

因转化技术中极为重要的一个环节。然而目前转基

因小麦单株微量DNA 快速提取方法和分子筛选体

系存在不稳定、重复性差、效率低等缺陷。为此, 本试

验尝试研究了快速、简便、操作性强、实用性强的小

麦单株微量DNA 快速提取方法, 并且建立了适于转

基因小麦的PCR 检测反应体系和条件, 以便进行大

规模的转基因植株筛选和鉴定, 从而大大提高了外

源基因筛选和鉴定的效率。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　 　含有外源高赖氨酸基因 (w blrp ) 的质粒

pBPC102, 由北京农业生物技术研究中心小麦分子

生物学研究室构建和保存; 经基因枪转化法转化质

粒pBPC102 的小麦植株; 未转化普通六倍体小麦。

4 种 dN T P s, T aq 酶, M gC l2 和 10×R eact ion

Buffer 均购自华美生物工程公司。所用仪器有日本

岛津牌UV 2120202 紫外可见分光光度计和W hat2
m an B iom etra 公司的PCR 热循环仪。

1. 2　方　法

1. 2. 1　基因组DNA 的提取　采用改进的CTAB

法。取0. 5 g 冷冻干燥的小麦叶片在1. 5 mL 离心管

中研磨至粉末状, 加 0. 65 mL CTAB 提取液 (10

mmo löL ED TA , 0. 7 mo löL N aC l, 0. 1% Β2巯基乙

醇, 50 mmo löL T ris2HC l (pH 8. 0) ) , 充分混匀,

65 ℃温浴 30 m in; 加等体积氯仿2异戊醇 (体积比为

24∶1)抽提, 边温浴边抽提, 约20～ 30 m in 后, 8 000

röm in 离心10 m in, 用剪口的枪头吸出上清液; 加2ö
3 体积的预冷异丙醇沉淀 15 m in 以上, 待析出絮状

沉淀后, 11 000 röm in 离心 10 m in, 倒出液体, 将沉

淀物及离心管用体积分数 75% 乙醇清洗, 吹干沉淀

物, 溶于适量 ddH 2O 或 T E (10 mmo löL T ris2HC l,
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pH 8. 0; 1 mmo löL ED TA , pH 8. 0; 高压灭菌) 中,

待全部溶解后保存在- 20 ℃冰箱中。

1. 2. 2　目的基因PCR 扩增体系的优化　转基因小

麦基因组DNA 含量的测定采用紫外分光光度法, 模

板DNA 的用量为 30～ 60 ng, 根据高赖氨酸基因

w blrp 的序列, 设计并合成了P 1 和P 2 2 对引物 (上海

生工生物公司合成) , P 1 的上游引物为: 5′2CA T

TA T GGG T GT T T T CA C A TA T GA G23′, 下游

引物为: 5′2A T T GTA T TC A GG A T G GGC CAA

AA G G23′; P 2 的上游引物为: 5′2A T G GGT GT T

T TC A CA TA T GA G23′, 下游引物为: 5′2TCA

A T T GTA T TC A GG A T G GGC23′。PCR 反应体

系为25 ΛL。为了优化PCR 反应体系, 设计了不同的

引物 (P 1, P 2)、退火温度 (分别为 50, 54, 61, 66, 70℃

和 53. 2, 55. 5, 58. 0, 60. 0 ℃)、引物浓度 (2. 00, 1.

43, 1. 00, 0. 71 , 0. 50 Λmo löL ) 和甜菜碱浓度 (0. 5,

1. 0, 1. 5, 2. 0 mo löL ) , 以进行优化筛选试验。

扩增反应在T GRAD IEN T热循环仪上进行, 具体程

序为: 94 ℃ 4 m in, 1 个循环 ; 94 ℃ 1 m in, 58 ℃ 30

s, 72 ℃ 1 m in, 38 个循环; 最后72 ℃延伸7 m in。扩

增产物直接进行琼脂糖凝胶电泳分离或保存在4 ℃

冰箱中备用。

1. 2. 3　DNA 的电泳检测　总基因组DNA 用质量

分数 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳, PCR 扩增产物用质量

分数 1. 2% 琼脂糖凝胶电泳, 电泳缓冲液为 1×

TA E, 电泳结果以凝胶成像系统记录分析。

2　结果与分析

2. 1　转基因小麦基因组DNA 的质量

　　由图 1 可以看出, 用快速提取方法提取的基因

组DNA , 所有样品电泳结果良好, 未出现RNA 污

染和DNA 降解现象。用紫外分光光度计测定基因

组DNA 质量浓度, 1～ 4 号样品分别为 0. 41, 0. 34,

0. 62和0. 44 ΛgöΛL , 提取的DNA 产量和质量完全可

以满足PCR 扩增的需要。

图 1　转基因小麦基因组DNA 电泳图谱

A. 传统方法提取的DNA ; B. 快速提取方法提取的DNA ;

M. 1 kb P lus DNA L adder; 1～ 4. 转基因小麦

F ig. 1　A garo se2gel electropho resis gram of

transgen ic w heat genom ic DNA

A. DNA quality ex tracted using tradit ional m ethod;

B. DNA quality ex tracted using fast m ethod;

M. 1 kb P lus DNA L adder; 1- 4. D ifferen t

transgen ic w heat respectively

2. 2　目的基因PCR 扩增体系的优化

2. 2. 1　不同引物对 PCR 扩增结果的影响　高效、

特异性强的引物是特异性扩增的关键。由图2 可见,

引物P 1 和P 2 在相同的PCR 扩增条件下, 以P 1 为引

物可扩增出长477 bp 的特异性片段, 以P 2 为引物可

扩增出长406 bp 的特异性片段。以P 2 为引物的阳性

对照 (质粒pBPC102) 扩增出长 406 bp 的特异性片

段, 而阴性对照 (非转基因植株) 和转基因植株均未

出现特异性片段 (图 2Ê ) ; 以P 1 为引物的阳性对照

(质粒pBPC102) 扩增出了特异性片段, 转基因植株

也扩增出了目标片段 (图2É )。表明引物P 1 与预测

的结果完全吻合, 而引物P 2 尚需改变PCR 反应条件

进一步验证。

图 2　不同引物PCR 扩增产物的凝胶电泳结果

É . 引物为P1; Ê . 引物为P2;M. 1 kb P lus DNA L adder; P. 质粒pBPC102; N. 非转基因植株; T. 转质粒pBPC102 的小麦植株

F ig. 2　A garo se2gel electropho resis of PCR p roducts p refo rm ed by differen t p rim ers

É . P rim er P1; Ê . P rim er P2;M. 1 kb P lus DNA L adder; P. P lasm id pBPC102; N. N on2transgen ic w heat; T. T ransgen ic w heat
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2. 2. 2　退火温度对PCR 扩增结果的影响　退火温

度决定PCR 的特异性与产量。温度高, 特异性强, 但

温度过高, 则引物不能与模板牢固结合,DNA 扩增

效率下降, 如图 3A 所示, 当退火温度超过 66 ℃时,

未扩增出任何条带。温度低, 产量高, 但过低可造成

引物与模板错配, 非特异性产物增加, 如图3A 所示,

当退火温度为 50 ℃时, 阴性对照N 1 扩增出了非特

异性条带。对于G+ C 含量约为50% 的20 个碱基的

寡核苷酸引物, 退火温度在 55～ 60 ℃较为适宜 (图

3B )。

图 3　不同退火温度PCR 扩增产物的凝胶电泳结果

A. P1N 1～ P5N 5 表示退火温度分别为50, 54, 61, 66 和70 ℃;B. P1N 1T 1～ P4N 4T 4 表示退火温度分别为53. 2, 55. 5, 58. 0 和

60. 0 ℃;M. 1 kb P lus DNA L adder; P1～ P5. 质粒pBPC102; N 1～N 5. 非转基因植株; T 1～ T 4. 转质粒pBPC102 的小麦植株

F ig. 3　A garo se2gel electropho resis of PCR p roducts p refo rm ed by differen t anneal temperatu res

A. P1N 1- P5N 5m ean anneal temperatu re 50, 54, 61, 66 and 70 ℃ respectively; B. P1N 1T 1- P4N 4T 4m ean anneal temperatu re

53. 2, 55. 5, 58. 0 and 60. 0 ℃ respectively;M. 1 kb P lus DNA L adder; P1- P5. P lasm id pBPC102;

N 1- N 5. N on2transgen ic w heat; T 1- T 4. T ransgen ic w heat

2. 2. 3　引物浓度对PCR 扩增结果的影响　由图 4

可知, 引物浓度过高或过低对PCR 扩增都有很大影

响。当引物浓度过低时, 扩增产物的量很少, 很难用

电泳的方法进行检测, 如图 4 中当引物浓度为 0. 50

Λmo löL 时, P 5 扩增产物未能被凝胶电泳检测到。而

引物浓度过高会产生 2 个问题: 一是易引起错配和

产生非特异性扩增, 如图 4 中当引物浓度为 2. 00

Λmo löL 时,N 1 扩增出了非特异性片段; 二是易生成

引物二聚体。这些对于转基因植株鉴定来说很重要,

因为植物基因组很大, 而单拷贝的外源基因在基因

组中所占的比例很小, 基因组DNA 提取又很粗, 这

时若引物浓度高, 非特异性扩增极易发生。综合分析

认为, 引物浓度为1. 0～ 1. 2 Λmo löL 为佳。

图 4　不同引物浓度PCR 扩增产物的凝胶电泳结果

P1N 1～ P5N 5. 引物浓度分别为2. 00, 1. 43, 1. 00, 0. 71 和0. 50 Λmo löL ;M. 1 kb P lus DNA L adder;

P1～ P5. 质粒pBPC102; N 1～N 5. 为非转基因植株

F ig. 4　A garo se2gel electropho resis of PCR p roducts p refo rm ed by differen t concen tra t ions of p riner

P1N 1- P5N 5. D ifferen t concen trations of p rim er 2. 00, 1. 43, 1. 00, 0. 71 and 0. 50 Λmo löL respectively;

M. 1 kb P lus DNA ladder; P1- P5. P lasm id pBPC102; N 1- N 5. N on2transgen ic w heat

2. 2. 4　甜菜碱浓度对PCR 扩增结果的影响　引物

设计、退火温度和引物浓度的优化, 足以对大多数模

板进行高特异性的扩增, 但对某些模板, 如包括高

G+ C 含量的模板, 还存在一些缺陷。改变影响

DNA 熔解温度的PCR 添加剂 (包括甜菜碱、甲酰

胺、DM SO 和甘油等) 的浓度, 是提高产物的特异性

和产量的另外一种方法。本试验为获得最佳结果, 优

化了甜菜碱的浓度。由图5 可见, 甜菜碱浓度为1. 0

mo löL 时, PCR 扩增产物的特异性最强。
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图 5　不同甜菜碱浓度PCR 扩增产物的凝胶电泳结果

N 1T 1～N 4T 4. 甜菜碱浓度分别为0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0 mo löL ;

M : 1 kb P lus DNA ladder; N 1～N 4. 非转基因植株;

T 1～ T 4. 转质粒pBPC102 的小麦植株

F ig. 5　A garo se2gel electropho resis of PCR p roducts

p refo rm ed by differen t concen tra t ions of beta ine

N 1T 1- N 4T 4. D ifferen t concen trations of betaine

0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0 mo löL ;M. 1 kb P lus DNA L adder;

N 1- N 4. N on2transgen ic w heat; T 1- T 4. T ransgen ic w heat

2. 2. 5　最佳反应体系的建立　通过以上对不同引

物、退火温度、引物浓度和甜菜碱浓度等的优化筛

选, 选用根据w blrp 基因设计的特异引物P 1, 建立总

体积为 25 ΛL 的最佳反应体系为: 10×R eact ion

Buffer 2. 5 ΛL , M gC l2 25 mmo löL , dN T P s 2. 5

mmo löL , 模板DNA 30～ 60 ng, 引物 1. 2 Λmo löL ,

T aq 酶1 U , 加ddH 2O 至25 ΛL , 退火温度58 ℃。对

用快速微量提取方法提取的转质粒pBPC102 小麦

单株DNA 进行PCR 扩增, 结果见图6。由图6 可以

看出, 在470 bp 处, 质粒和样品4 均扩增出了特异性

条带, 而非转基因植株未扩增出条带。

多次PCR 试验结果均证明, 该反应体系稳定性

好, 重复性强, 大大提高了转化后大规模群体植株的

筛选和鉴定效率。

图 6　w blrp 基因的PCR 扩增产物的凝胶电泳结果

M. 1 kb P lus DNA ladder; P. 质粒pBPC102; N. 非转基因小麦; 1～ 8. 转质粒pBPC102 的小麦植株

F ig. 6　A garo se2gel electropho resis of PCR p roducts p refo rm ed by w blrp

M. 1 kb P lus DNA ladder; N. N on2transgen ic w heat; 1- 8. T ransgen ic w heat; P. P lasm id pBPC102

3　讨　论

对转基因小麦植株进行快速PCR 检测, 首先要

有一套快速、简便、成本低的, 与PCR 相配套的转基

因单株基因组DNA 提取方法。目前, 植物总DNA 提

取方法较多, 但大多数操作复杂、提取时间较

长[10, 11 ]。为此, 许多研究者难以在转基因植株T 1 代

幼苗期, 采集到足够量的样品用于PCR 检测, 而必

须在T 1 代成株期或T 2 代进行, 造成人力、物力的浪

费。本试验在传统DNA 提取方法的基础上[12 ] , 对提

取过程及技术进行改进, 采用研磨玻璃棒将样品在

聚丙烯离心管中直接研磨, 取材少, 研磨省力, 速度

快, 便于操作, 同时也最大限度地避免了提取过程中

样品之间的交叉污染; 另外试验简化了传统的提取

过程, 使提取过程简便、快捷、有效, 而且提取的

DNA 产量和质量完全可以满足PCR 扩增的需要,

为PCR 结果的稳定性提供了重要保证。

聚合酶链反应 (PCR )技术是转基因植物分子鉴

定中最常用的一种方法[4, 5 ] , 但由于 PCR 对实验程

序和条件的变化很敏感, 不同研究单位的实验室及

不同操作人员的试验结果难以比较和交流, 因此根

据研究对象的不同, 对PCR 试验条件进行优化十分

必要。本研究对标准PCR 的反应体系和条件进行了

优化, 建立了最佳的转外源高赖氨酸基因小麦植株

的PCR 扩增体系, 经多批次的DNA 扩增验证, 该反

应体系稳定性好, 重复性强, 大大提高了转化后大规

模群体植株的筛选和鉴定效率。
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R ap id confirm at ion of the t ran sgen ic w hea t lines by

po lym erase cha in react ion (PCR )

M ENG Chao-m in1, ZHANG X iao-dong2, CHEN Tian -you3

(1 Colleg e of A g ronomy , H enan U niversity of S cience and T echnology , L uoy ang , H eπnan 471003, Ch ina;

2 B eij ing A g ro2B iotechnology R esearch Cen ter,B eij ing 100089, Ch ina;

3 Colleg e of A g ronomy , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712000, Ch ina)

Abstract: A new rap id DNA ex tract ion m ethod w as developed fo r t ran sgen ic w heats iden t if ied by

PCR. T he resu lt show ed that th is m ethod w as conven ien t, qu ick and effect ive. T he quality of DNA ex tract2
ed u sing th is m ethod w as su itab le fo r PCR analysis. A n op t im al react ion sytstem su itab le fo r a lien lysine2
rich gene PCR w as also estab lished in th is research: 10×R eact ion Buffer 2. 5 ΛL ,M gC l225 mmo löL , dN T P s

2. 5 mmo löL , Genmon ic DNA 30- 60 ng, p rim ers 1. 2 Λmo löL , T aq enzym e 1 U , ddH 2O to 25 ΛL.

Key words: t ran sgen ic w heat; DNA ex tra t ion; PCR; op t im izat ion of the react ion system
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