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用于转基因植株检测的 D N A
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’

卫剑文
,

许新萍
,

李宝健
(中山 大学生物工程研究中心

,

广州 51 似 75 )

摘 要 : 建立了一个用于转墓因小苗检测的 DN A 快速微 t 方法
.

每 20 叱新鲜叶片可提出约

10 邓 D N A
,

且 D N A有较好的完整性
,

A

~
值在 1

.

7 一 1
.

9 范围内
,

并适合于点杂交和 代卫分

析
.
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随着植物组织培养技术和转化技术的不断改进
,

目前植物转化效率有了很大的提高
,

因而转化体的鉴定工作也就更为繁重
.

提取植物 D NA 是进行 DN A 分子鉴定的重要环节
.

常用的植物 DN A 提取方法 [ ’ ,z] 尽管 DN A得率和纯度都较高
,

但需要的植物材料多
,

不能

用于对转基因小苗进行早期鉴定 ; 而且操作繁琐
、

花费时间
,

尤其检测大量转基因植株

时
,

工作量相当大
.

为了快速
、

准确的对大量转化再生 小苗进行早期分子检测
,

参考

voD
le 等川 的 crA

B 法
,

设计了一种可以快速提取少至 10 mg 植物幼嫩叶片
NDA

的方法
.

且证明使用该方法提取的 DN A 用于点杂交和 P CR分析
,

可 以得到准确的鉴定结果
.

1 材料与方法

1
.

1 植物材料

供试水稻 ( 。尽拍
:以初

,

L
.

)品种为台北 3的
.

水稻转化按照许新萍等 s[] 方法进行
,

将

含有 B
.

t
.

基因的质粒 p F W z l 6 与含有 h tP 基因的质粒 闪 SH 混合包裹在金粉上
,

轰击转化

台北 309 的胚性愈伤组织
,

经过筛选和再生培养
,

得到潮霉素抗性小苗用于分子检测
.

1
.

2 试 剂

植物 DNA 提取缓冲液 2 、 。队B : p = 2% CT AB
,

100 ~
F L Tir -S HQ (声 .8 0)

,

20

加加 U L IE介A (声 8
.

0)
,

1
.

4 n刘 / L N心
,

p = 1% 环尸礴仪力
,

甲 = .0 2% 卜琉基乙醇
.

快速微量提取缓冲液 1 x C孙 B :
由 Z x C FA B 稀释而成

.
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1
.

3 植物 ND A的快速微 t 提取

( l) 当转化再生小苗长出 3 一 4片小叶时
,

剪取一片嫩叶 (质 t 约 10 一
20 叱 )

,

放人

干净的 1
.

s mL E p pe n山or f 管中 ;

( 2) 将盛有叶子的 E pp en dj or f 管置于液氮中冷冻
,

迅速用自制的小型玻璃研钵将叶片

研磨成粉末状
,

加人 400 匹 60 ℃预热的 1 、 。 队B 提取缓冲液
,

混匀
,

印 ℃恒温水浴 l h ;

( 3) 加人 5以〕汕氯仿
: 异戊醇 (体积比为 24

:
l) 抽提一次 ( 12 0以) “ m in

,

10 而
n
) ;

( 4 ) 吸取上清转移至新的 E p拌 n

面 f 管中
,

加人等体积异丙醉
,

室温放置 巧 一
30 而

n ,

离心沉淀 DN A ( 12 以】) r/ 而
n ,

10 而 n) ;

( 5) 用 , = 7 0% 乙醇洗涤 DNA 沉淀
,

离心
,

去除乙醇 ;

( 6) 待沉淀干燥后加 20 沁 冗 (声 8
.

0) 溶解
,

于 一
20 ℃保存

.

1
.

4 植物 ND A的中且提取

参照 伪卜等〔` ]方法进行
.

1
.

5 点杂交
、

CP R分析和 oS u ht e m 杂交
1

.

5
.

1点杂交 使用 36 孔点膜器
,

点样方法参照卢圣栋等4[] 的方案进行
,

以 0
.

2 。 g

p程 , 16 质粒作正对照
,

5 鸿 未转化植株 DNA 为负对照
,

转化植株 DN A 点样量均为 5 鸿
.

以由范云六教授提供的 B
.

t
.

基因片段 ( 1
.

s kb ) 为探针
,

按随机引物法 ( P or m呷 公司的

P山拙
一

-a eG
n 砂 肠加场唱 srS emt ) 用 -a 产 dC Ir 标记该片段

,

分子杂交按 s an 山伽k 等 s[] 方法进

行
.

1
.

5
.

2 p CR 检测 使用 几庆 i n Elm e r
公司的 DNA hT

e n n a 1 ycC le 4 80 型 代R 扩增仪和华美生

物工程公司的 P CR 枷p】j if ca it on 勿
s

emt B
.

B
.

t
.

基因扩增引物为
: P政m e r l : 5’ 端 5’ G AA G GA

竹〔 AGC A尤 r C代 AT 3’ (30 1 一 320 ) ; P致m e rZ : 3’ 端 5’ CAA 1℃A GC C T A G T AA GC T CG 3’

( 60 1一 58 2)
,

扩增 目的片段大小为 300 b p
,

扩增反 应为
: ①预变性 94 ℃ 3 而

n ; ② 94 ℃

4()
。 、

印 ℃ l 而
n 、

7 2 ℃ 1 inI
n
共 5 个循环 ; ③ 94 ℃ 4()

。 、

57 ℃ 1 而
n 、

7 2 ℃ l 而
n
共 5 个

循环 ; ④ 94 ℃ 40
5 、

54 ℃ 1 而 n 、

72 ℃ 1 m in 共 20 个循环 ; ⑤ 72 ℃延伸 7 而
n ; ⑥ 4 ℃

贮存
.

1
.

5
.

3 黝u 让le m 杂交 5 鸿 植物 DNA 未酶切和酶切 (枷 d 班
,

R国吟 , ) 样 品
,

.0 02 gn

p EWZ 16/ 撇 dIII 经电泳后按毛细管转移法〔6〕转移到尼龙膜 (物碗 m四山
~ hc 卿

n K d iif 记
,

iS 乡 1坦 ) 上
,

分子杂交方案与点杂交相同
.

2 结果和讨论

待转化再生小苗长出 3 一 4 片叶时
,

用微 t 法提取 D NA
.

由图 1 可见快速微 t 提取法

所得的 DNA ( 2
一 4 道 ) 与中量提取法所得的 DNA ( 5

一 6 道 ) 一样均在高分子盒区有明显

的主带
,

说明微量提取法提取的 DNA 有较好的完整性
.

且 DN A 得率可达 or 鸿 DN凡佗0 m g

叶片
,

所得 DN A A

~
(在 260

一
28 0 mn 范围内测定其吸光度 ) 值在 1

.

7 一 1
.

9 范围 内
.

使用该方法花 3 d 时间提取了 6以) 多株转基因水稻再生小苗的 DN A
,

对 6 12 个样品进行了

点杂交分析
,

图 2 是部分样品的检测结果
.

大部分转基因植株 ND A 呈 阳性结果 (点 4A
、

6A
一 8

、
A 10 一 12

、

B l 一 2
、

琳
一 7

、

B9
一 10

、

2C
、

以
、

6C
、

8C
一 10

、
C 12 )

,

而未转化植株

和小部分转化植株不能与探针杂交
,

为阴性结果 (点 2A
、

3A
、

5A
、

9A
、

B3
、

B8
、

B ll -

12
、

lC
、

3C CS
、

7C
、

lC l)
.

同时对部分植株进行了代 R 检测
,

电泳结果表明 (图 3) 点
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