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　　摘要：以转基因旱稻和野生型旱稻为材料，对通过地高辛随机引物标记法进行的旱稻基因组Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交条件进行
了优化分析，包括探针制备效率、ＤＮＡ样品量、酶切体系及转膜时间等。结果表明：影响探针制备效率的首要因素是温
度而不是时间；ＤＮＡ上样量在１０～３０μｇ均可以获得高质量的杂交图；６０μＬ体系１５ｈ即可酶切彻底并获得良好的杂交效
果；转膜时间６ｈ即可。本研究所优化的地高辛标记的旱稻杂交分析结果稳定重复性好，具有较高的灵敏度和信噪比。
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　　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ技术于 １９７５年由英国科学家 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
创立，随着该技术的不断发展与普及，目前已成为分析基因结

构和检测特定ＤＮＡ片段的经典技术方法之一［１］。该技术能

够在ＤＮＡ水平检测外源目的基因是否已经转入并成功整合
到植物的染色体上，同时对外源片段的拷贝数目进行分析。

目前，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交中标记探针的方法有同位素和非同位素２
种。使用同位素标记是最经典的方法，其灵敏度高，能检测出

极其微量的信号源，但对试验的条件有比较严格的要求，且会

对环境以及实验者的身体造成放射性辐射危害。非同位素标

记又分为生物素标记和地高辛标记。由于生物体中并没有地

高辛，所以相比于生物素而言，地高辛可以更好地消除内源性

背景，应用前景也更为广阔［２］。据报道，棉花［３］、烟草［４］、小

麦［５］、油菜［６］、甘蔗［７］、橡胶树［８］、热带果树［９］等植物用地高

辛标记的杂交技术均可获得良好的杂交效果。

目前，虽然有地高辛标记探针试剂盒大大方便了试验，但

是试剂盒说明书更多地侧重于步骤流程的描述，至于一些技

术要点、操作细节、实验注意事项的介绍并不很多。这也直接

导致许多试验没能得到满意的结果。本研究以８个不同的
ＬＥＡ家族抗逆旱稻品种为材料，参考前人成功经验，结合本
实验室的实际情况，对地高辛标记探针的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交方法
进行探索改进和优化，取得了理想效果，现作一总结。

１　材料与方法

１．１　试验材料
转基因的Ｔ３代旱稻由本实验室通过农杆菌侵染法获得。

１．２　试验方法
１．２．１　探针标记　反应管中加１μｇ纯化的目的基因 ＤＮＡ
片段，加ｄｄＨ２Ｏ至终体积１６μＬ。沸水浴１０ｍｉｎ变性，迅速
插入冰水混合物中，取混匀的地高辛高效引物４μＬ到变性的
ＤＮＡ中，混匀，３７℃孵育２０ｈ。加入２μＬ０．２ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
（ｐＨ值８．０）或６５℃加热１０ｍｉｎ终止反应。
１．２．２　旱稻基因组 ＤＮＡ的提取及纯化　采用改良的
ＣＴＡＢ［１０］法对旱稻基因组进行提取，略加改动。６５℃预热
１５ｍＬ提取缓冲液［ＣＴＡＢ３０ｍｇ／ｍＬ，ＮａＣｌ１．４ｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ
（ｐＨ值８．０）２０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）１００ｍｍｏｌ／Ｌ，
β－巯基乙醇０．２％（Ｖ／Ｖ）］；液氮研磨２．５ｇ植物叶片成粉末
后刮入离心管的提取缓冲液中，６５℃保温 ４０～６０ｍｉｎ，每
１０ｍｉｎ轻取出轻摇混匀；加入等体积的酚／氯仿／异戊醇，充
分混匀，静置１５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；转移上清至一
新的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，加等体积的氯仿／异戊醇，混匀１０ｍｉｎ，静
置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；将上清液转移到新的离
心管中，加１倍体积的异丙醇，混匀；－２０℃放置１ｈ或过夜，
将絮状沉淀转移至一新的离心管中，７０％乙醇洗涤，无水乙醇
洗涤，吹干溶解；加入适量 ＲＮａｓｅ对样品进行消化，之后分别
用酚／氯仿／异戊醇以及氯仿／异戊醇抽提 １次，乙醇洗涤沉
淀，超净台上吹干，溶于适量 ＴＥ。用分光光度计测定样品
ＤＮＡ浓度以及Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值。
１．２．３　样品酶切　６０μＬ酶切体系中含３０μｇ纯化的旱稻
ＤＮＡ，２５０Ｕ限制性内切酶（Ｔｈｅｒｍｏ），６μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，补
ｄｄＨ２Ｏ至终体积６０μＬ。酶切１５ｈ后取２μＬ电泳，观察旱稻
基因组是否酶切彻底。

１．２．４　转膜及固定　酶切充分的 ＤＮＡ加 ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混
匀，８０Ｖ电泳约４ｈ，直至溴酚蓝位于凝胶的２／３处。电泳结
束后凝胶不做脱嘌呤处理，经 ＮａＯＨ碱变性后参照分子克隆
采用毛细管虹吸印迹法转膜，注意为了分清膜的正反面，要在

尼龙膜的一角提前做好标记。将转膜之后的琼脂糖凝胶进行

检测，若无核酸残留，证明转膜成功。将尼龙膜８０℃烘烤２ｈ
进行核酸的固定。
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１．２．５　杂交洗涤　将探针沸水浴５ｍｉｎ进行变性，之后快速
放入冰水混合物中冷却，按照２５ｎｇ／ｍＬ杂交液的量将变性探
针加入预热的杂交液中。预杂交３０ｍｉｎ后将预杂交液更换
成带有探针的杂交缓冲液，４５℃杂交１６ｈ。２×ＳＳＣ、０．１％
ＳＤＳ室温洗膜 ５ｍｉｎ，之后 ０．５×ＳＳＣ、０．１％ ＳＤＳ６８℃洗
膜１５ｍｉｎ。
１．２．６　免疫检测　将洗涤过的杂交膜用洗涤缓冲液冲洗
５ｍｉｎ，封阻液孵育３０ｍｉｎ，抗体溶液孵育３０ｍｉｎ，接着用洗涤
缓冲液漂洗２次，每次１５ｍｉｎ，检测缓冲液中平衡５ｍｉｎ，避光
条件在显色液中静置显色２０ｍｉｎ。染色完成后 ｄｄＨ２Ｏ冲洗
杂交膜５ｍｉｎ，晾干拍照即可。

２　结果与分析

２．１　转膜ＤＮＡ样品量对杂交结果的影响
为了获得较强的杂交信号，分别以１０、３０、６０μｇ的 ＤＮＡ

量进行杂交。结果显示，ＤＮＡ上样量并非越多越好，高质量
的ＤＮＡ样品在１０μｇ的时候也能够得到很好的杂交信号，
３０μｇ的上样量同样可以洗脱干净，而样品量过大形成的较
深背景难以在洗脱阶段处理干净（图１）。

２．２　酶切体系对杂交结果的影响
选择目标基因内不存在的３个常用限制性酶 ＥｃｏＲⅠ、

ＸｂａⅡ、ＳａｃⅠ消化转基因旱稻植株的基因组。３０μｇ的 ＤＮＡ
量在６０μＬ酶切体系中需１５ｈ才可获得好的酶切结果，时间
较短会导致酶切不充分（图２），影响杂交结果，甚至出现非特
异性杂交条带。酶切后如果进一步纯化，会造成ＤＮＡ量的损
耗，而前期获得的纯度高、质量好的 ＤＮＡ酶切消化后可以直
接转膜用于后续杂交试验。

２．３　探针标记效率的影响因素
探针标记效率对杂交有着重要的影响。而标记效率就试

剂盒说明书描述和时间相关度并不很大，以 ３０００ｎｇ模板
ＤＮＡ为例，标记１ｈ可获得１３５０ｎｇ探针，而当标记时间延长
到２０ｈ后获得的探针也只有２６５０ｎｇ，因此时间并不是探针
标记效率的主要影响因素。本试验发现，标记初期的温度对

标记效率有绝对的影响。刚刚进行标记的反应体系要严格遵

守标记温度，标记初期的温度不准确会导致最终的标记效率

大幅度降低。如图３所示，Ａ图为严格遵守孵育温度３７℃的
探针标记效率检测：第１排为对照样品，浓度从左到右依次为
１ｎｇ、１０ｐｇ、３．３ｐｇ、１ｐｇ、０．３ｐｇ、０．１ｐｇ；第２排为试验样品，
从左到右依次进行梯度稀释，第３排为试验样品的重复，稀释
浓度同第２排相应位置的点。Ｂ图为标记初期温度略低的探
针标记效率检测（３２℃进行）：第１排为对照样品，浓度从左
到右依次为１ｎｇ、１０ｐｇ、３．３ｐｇ、１ｐｇ、０．３ｐｇ、０．１ｐｇ；第２排为
试验样品，依次进行梯度稀释，第３排为试验样品的重复，稀
释浓度同第２排相应位置的点。Ａ、Ｂ２张图中试验样品的稀
释梯度完全相同。由图３还可见，Ａ图中８号点的量与４号
点的量相等，均为０．１ｐｇ；Ｂ图中６号点的量与Ｂ图中４号点
的量相等，均为０．１ｐｇ，而Ａ图点８和Ｂ图点６的稀释倍数相
差１００倍。由此可见温度对标记效率的影响极大，探针标记
初期５℃的浮动导致２次探针标记效率相差有１００倍之多。
标记后的探针不需要纯化即可用于后续试验。

２．４　转膜时间的控制
以往的试验为了保证充分转膜都是采用过夜转膜，但过

夜转膜耗时较长，延长了整个试验的时间，影响了试验进度。

在转膜时分别对２、４、６、８ｈ的转膜情况进行了观察，发现转
膜时间在６ｈ的时候，琼脂糖凝胶上面已经看不到ＤＮＡ片段
（图４），表明转膜已经完全，大大缩短了整个试验的时间。
２．５　杂交温度的选择

适宜的杂交温度是根据ＧＣ含量和探针与靶片段的相似
百分数计算获得的，具体公式如下：Ｔｍ＝４９．８２＋０．４１（％Ｇ＋
Ｃ）－（６００／Ｉ），Ｉ＝能够杂交上的片段的长度，以碱基对进行
计算。Ｔｏｐｔ．＝Ｔｍ －（２０～２５℃）。本试验％Ｇ＋Ｃ＝５３．７，Ｉ＝
８０６，Ｔｍ＝４９．８２＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）－（６００／Ｉ）＝７１．１。计算结
果Ｔｏｐｔ．＝４６．１～５１．１℃。由于说明书建议杂交在３７～４２℃
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进行，因此我们在３７、４２、４５℃均进行了杂交，差别不大。最
终杂交选择在４５℃进行。
２．６　显色液对结果的影响

地高辛杂交试剂盒里面的显色液（５号管）平时贮藏在
－２０℃ 的冰箱中，一般情况下底部会出现棕褐色颗粒状沉
淀，配制显色液时要事先吹吸数次混匀。需要注意的是沉淀

悬浮起来后不要立即使用，一定要使颗粒完全溶解，在溶液中

看不到有颗粒状物质，溶液均匀清澈为止。否则杂交膜的背

景颜色较深，且呈现颗粒状（图５），严重影响结果的观察。

３　讨论

阳性对照是杂交体系中的重要组成部分。以质粒为模板

进行ＰＣＲ扩增的产物作为阳性对照。转膜时的电泳上样量
并非越多越好，样品量过大容易出现非特异条带，试验显示不

超过５０ｎｇ的纯化后的ＰＣＲ产物可以获得良好的杂交效果。
尼龙膜在杂交中应尽量与杂交管贴合，不要有气泡出现，

否则会严重影响杂交结果。一般赶走气泡的工具采用玻璃

棒，将膜小心放入有杂交液的杂交管中后用玻璃棒仔细赶走

杂交膜与杂交管之间的气泡。由于杂交液中成分的影响，杂

交膜与杂交管之间经常出现大量的微小气泡，很难彻底驱赶

干净，并在此操作过程中对杂交膜和转移的ＤＮＡ样本造成伤
害，严重影响杂交结果（图６）。本试验采用宽底试管去挤压
膜与管之间的气泡，由于试管底面积宽，不易对膜造成损伤，

可以获得良好的杂交效果。

　　杂交中，足够的探针用量是保证杂交成功的必要条件。
但是，过量的探针会导致背景颜色过重，难以洗涤干净。说明

书中建议探针使用量为２５ｎｇ／ｍＬ杂交液，为了获得更清晰的

杂交结果，笔者做了不同探针用量的杂交。试验结果显示，探

针浓度提高到５０ｎｇ／ｍＬ杂交液时对杂交背景影响不大，仍然
可以获得清晰背景的杂交条带。

以往报道认为，农杆菌侵染法进行的植物转化，转入基因

多以单拷贝或较低拷贝数插入［１１－１３］，在本试验中，进行了８
个样品的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析，仅有２个样品鉴定为单拷贝，其
余６个样品中最多甚至出现了８个拷贝。这说明对于农杆菌
侵染法获得的转基因植株后代而言，低拷贝并不是绝对的，可

能与愈伤组织的状态、侵染条件都有一定关系。
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ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉａ，２００３，７（３）：１３－１５．

［３］周长发，张　锐，张　晓，等．地高辛随机引物法标记探针的
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交技术优化［Ｊ］．中国农业科技导报，２００９，１１（４）：
１２３－１２８．

［４］梁海泳，夏秀英，高晓蓉，等．反义４ＣＬ与ＵＧＰａｓｅ双价基因在烟草
中的转化及表达分析［Ｊ］．植物学通报，２００７，２４（４）：４５９－４６４．

［５］刘　禄，牛焱焱，雷　昊，等．基于地高辛标记对小麦进行杂交分
析主要影响因素的优化和验证［Ｊ］．植物遗传资源学报，２０１２，１３
（２）：１８２－１８８．

［６］刘　?，郑文杰，赵卫东，等．转基因油菜地高辛标记探针杂交检
测方法的建立［Ｊ］．口岸卫生控制，２００５，１０（４）：１０－１２．

［７］崔学强，张树珍，沈林波，等．转基因甘蔗植株 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交体系
的优化［Ｊ］．生物技术通报，２０１５，３２（１２）：１０５－１０９．

［８］李　季，鲁　旭，黄天带，等．橡胶树转基因植株 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交体
系的优化［Ｊ］．生物技术通报，２０１４（８）：７６－８１．

［９］彭　军，曾凡云，龙海波，等．热带果树基因组提取方法的改良及
分析［Ｊ］．热带生物学报，２０１２，３（３）：２５２－２５７．

［１０］陈昆松，李　方，徐昌杰，等．改良 ＣＴＡＢ法用于多年生植物组
织基因组ＤＮＡ大量提取［Ｊ］．遗传，２００４，２６（４）：５２９－５３１．

［１１］杨晓杰，刘传亮，张朝军，等．不同转化方法获得的转基因棉花
外源基因拷贝数分析［Ｊ］．农业生物技术学报，２０１１，１９（２）：
２２１－２２９．　

［１２］程在全，黄兴奇．基因枪法和农杆菌介导法对水稻转基因拷贝数
和基因重排概率的影响［Ｊ］．植物学报，２００１，４３（８）：８２６－８３３．

［１３］龙丹凤．农杆菌及基因枪法介导的ＢＡＲ基因在高羊茅中的遗传
转化效率研究［Ｄ］．兰州：甘肃农业大学，２００８：４２－４５．
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