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番茄叶片基因组 DNA 快速制备技术及其在基于实时 

荧光定量 PCR 的转基因检测中的应用 

王伟伟, 朱长青, 刘小花, 陈昆松, 徐昌杰 

浙江大学农业与生物技术学院园艺系, 杭州 310058 

摘要: 以番茄(Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom)叶片为试材, 建立了一种简便快速制备叶片基因组 DNA

的方法。2~20 mm2 的叶片即可满足制备要求, 制备过程只需一种提取试剂、只涉及 1 次移液和 1 次离心操作, 不

涉及沉淀。确定了所制备的 DNA 用于实时荧光定量 PCR 的合适用量为 0.1~0.2 L (反应总体积为 12.5 L), 发

现过量模板的使用可降低 PCR 效率且可导致扩增失败。该项 DNA 快速制备及相适应的实时荧光定量 PCR 技

术已成功应用于番茄转基因植株检测。 
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Techniques for rapid preparation of tomato leaf DNA and its appli-
cation in real-time quantitative PCR-based transgene detection 

WANG Wei-Wei, ZHU Chang-Qing, LIU Xiao-Hua, CHEN Kun-Song, XU Chang-Jie 

Department of Horticulture, College of Agriculture and Biotechnology, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China 

Abstract: Using tomato (Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom) leaf as material, a simple and rapid DNA preparation 

protocol was established. This method required only 220 mm2 leaf with only one extraction solution and involved one 

pipetation and one centrifugation each. No precipitation was required. The suitable volume of prepared DNA solution, as 

PCR template, for real-time quantitative PCR was determined to be 0.10.2 L in 12.5 L final reaction volume. The ex-

cessive template DNA solution was confirmed to reduce PCR efficiency and even can result in PCR failure. This technique 

for rapid preparation of DNA and a compatible real-time quantitative PCR were successfully applied in transgene detection 

of tomato plants. 

Keywords: tomato; rapid DNA preparation; real-time quantitative PCR; transgene detection 

1983年首例转基因烟草植株的获得将植物生物

学研究引入了转基因时代, 20 余年来, 转基因技术

已发展成为植物生物学研究与应用的重要手段, 尤

其是植物功能基因组学研究必不可少的一项技术。

由于在基因转化过程中所获得的抗性植株不一定全

是转基因植株, 因此, 转基因检测是植物转基因研 
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究的必需环节。Southern杂交和普通 PCR经常用于

植物转基因检测, 但前者存在需要相对较大量的植

物材料以及技术本身较为复杂等缺点, 后者则存在

假阳性高的问题。近年来, 在 PCR 基础上发展起来

的实时荧光定量 PCR由于其准确、操作简便而在植

物转基因检测中常有应用[1~4]。 

由于植物转基因检测往往涉及大批样品, 尤其

是当抗性植株中转基因比例较低时更是如此。因此, 

建立一种快速、简便、只需要微量植物组织、适于

实时荧光定量 PCR的 DNA制备方法显得至关重要。

国内外已有一些关于DNA快速提取的方法, 如改良

SDS法[5]、快速一步法(ROSE)[6]、改良 CTAB法[7]。

总体而言, 这些方法的步骤仍然相对繁琐, 大部分

需涉及多次移液、离心及沉淀等操作, 在大批样品

DNA制备时效率较低。 

本文介绍一种简便快捷的番茄叶片基因组

DNA 制备方法, 提取过程简便, 每个样品只需一种

提取试剂、1 次移液和 1 次离心操作, 不涉及沉淀, 

便可获得用于 PCR 反应的模板 DNA。本文同时就

该方法制备的 DNA 在基于实时荧光定量 PCR 的转

基因检测技术中的应用进行了研究。 

1  材料和方法 

1.1  植物材料 

野生型以及抗潮霉素的Micro-Tom番茄(Solanum 

lycopersicum L.)植株由本实验室先前培育。番茄转

基因流程按刘小花等 [8]进行, 用于转化的植物表达

载体携带潮霉素磷酸转移酶(HPT)基因 , 转化时应

用 10 mg/L潮霉素进行抗性筛选。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 制备 

取约 20 mm2的番茄幼叶于 1.5 mL离心管中, 加

入 100 μL TPS缓冲液(100 mmol/L Tris-HCl pH 8.0, 

1 mol/L KCl, 10 mmol/L EDTA)[9], 研磨, 然后沸水

浴 10 min, 再置冰上冷却 2 min后, 12 000 r/min离心

2 min, 上清液即可作为实时荧光定量 PCR的模板。

为分析不同叶片用量下制备的模板 DNA 对实时荧

光定量 PCR结果的影响, 还取用了面积约为 2 mm2、

5 mm2、10 mm2和 50 mm2的叶片用于 DNA制备。 

1.2.2  实时荧光定量 PCR  

HPT基因(目标基因, GenBank登录号: V01499)以

及番茄光诱导的早期蛋白(Early light-inducible protein, 

ELIP)基因(内标基因, GenBank登录号: AY547273, 该

基因在番茄中是单拷贝基因 [10])的实时荧光定量

PCR引物应用Genescript软件在线设计(https://www. 

genscript.com/ssl-bin/gs_login), 扩增长度均为 200 bp。

引物由上海 Invitrogen公司合成, 引物序列如下: 

ELIPUP:5′-ACAATACTAGTACTTCTTCACCTTT-3, 
ELIPDP: 5′-AACACGCGAAGTCCTATGAA-3′, 
HPTUP: 5′-GCTCCGCATTGGTCTTGA-3′, 
HPTDP: 5′-GGCGTCGGTTTCCACTAT-3′。 

实时荧光定量 PCR 应用宝生物工程(大连)有限

公司(TaKaRa)的荧光定量试剂盒(SYBR Premix Ex 

TaqTM (Perfect Real Time))进行, 反应体系的标准方

案如下:SYBR Premix Ex TaqTM(2×) 6.25 μL, DNA 模

板 0.1 μL, 上游引物(10 μmol/L)和下游引物(10 μmol/L)

各 0.25 μL, 无菌双蒸馏水 5.65 μL, 反应总体积为

12.5 μL。为分析不同模板 DNA 体积对实时荧光定量

PCR结果的影响, 模板 DNA的体积还采用了 0.2 μL、

0.5 μL 和 1.0 μL, 此时对无菌双蒸馏水的用量作了相

应调整(分别减少 0.1 μL、0.4 μL和 0.9 μL)以维持反

应总体积 12.5 μL不变。 

实时荧光定量 PCR在 Roche LightCycler 1.5上

运行, PCR扩增程序为: 95℃预变性 30 s, 95℃变性

10 s, 58℃复性 20 s, 72℃延伸 20 s(在此步骤检测荧

光信号), 共进行 45轮循环。 

应用 LinRegPCR 软件[11]直接基于 PCR 扩增曲

线计算实时荧光定量 PCR 的效率。实时 PCR 的荧

光阈值由 Roche LightCycler 1.5随机软件给出。 

1.2.3  PCR 产物电泳 

参照《基因克隆理论与技术》[12]进行, 取 5 μL 

PCR产物与 1 μL上样缓冲液(6×)混合, 点于 1.5%琼

脂糖凝胶胶孔中, 电泳缓冲液采用 1×TAE。于 100 V

电泳 20 min后用紫外凝胶成像分析系统观察和拍摄。 

2  结果与分析 

2.1  DNA的快速制备 

按本文建立的DNA快速制备方案, 实验表明, 由

于整个过程只涉及一次移液、一次离心, 不涉及沉淀, 
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因而可在 30 min内完成 12个样品的 DNA制备。短暂

离心的目的是使叶片组织残渣沉于管底, 以便直接吸

取上清液作为实时荧光定量 PCR的模板, 而不必预先

将上清液转移至新的离心管, 这样简化了操作。 

2.2  DNA模板体积对实时荧光定量 PCR的影响 

按 DNA 快速制备方案制备了来自两个番茄植株

的 DNA样品, 然后分别吸取 0.1 μL、0.2 μL、0.5 μL、

1.0 μL和 0 μL(阴性对照)上清液作为DNA模板进行内

标基因的实时荧光定量 PCR, PCR反应作 3管重复。 

结果表明, 添加 0.1 μL和 0.2 μL上清液作为模

板时均可实现 PCR扩增, 而添加 0.5 μL和 1.0 μL时

则不能扩增, 阴性对照没有扩增(图 1A)。这一结果

也得到 PCR产物电泳的验证(其中样品 1的电泳结果

见图 1B)。因此, 应用本文方法时, 实时荧光定量

PCR的 DNA模板的取用量以 0.1 μL~0.2 μL为宜。 

就模板 DNA体积为 0.1 μL和 0.2 μL时的扩增进行

比较, 结果表明, 实时荧光定量 PCR的 Ct值大多并

不随着模板用量的加倍而下降 1 左右, 有时下降并

不明显(表 1)。实时荧光定量 PCR 效率的计算结果

表明, 模板 DNA体积为 0.2 μL时的 PCR效率总体

上低于模板体积为 0.1 μL时(表 1)。这表明过量的模

板可导致 PCR效率的下降。 

2.3  不同叶片用量对实时荧光定量 PCR的影响 

为分析用于 DNA 制备的不同叶片用量对实时 
 

 
 

图 1  DNA 模板体积对实时荧光定量 PCR 扩增的影响 
A: 扩增曲线; B: PCR产物电泳。1~3: 样品 1, 0.1 μL; 4~6: 样品 1, 0.2 μL; 7~9: 样品 1, 0.5 μL; 10~12: 样品 1, 1.0 μL; 14~16: 样品 2, 0.1 μL; 

17~19:样品 2, 0.2 μL; 20~22: 样品 2, 0.5 μL; 23~25: 样品 2, 1.0 μL; 13、26: PCR阴性对照; M: DL2000 DNA Marker。  
 

表 1  DNA 模板体积对实时荧光定量 PCR Ct 和 PCR 效率的影响 

样品 1 样品 2 

重复 1 重复 2 重复 3 重复 1 重复 2 重复 3 DNA模板体积(μL) 

Ct E (%) Ct E (%) Ct E (%) Ct E (%) Ct E (%) Ct E (%)

0.1 26.33 85.6 26.21 84.9 25.91 83.7 27.10 83.0 26.74 82.8 26.76 83.5

0.2 25.63 81.3 25.73 82.8 25.56 80.7 26.73 79.8 26.61 78.2 26.19 80.8

注: E表示 PCR效率。 
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荧光定量 PCR 结果的影响, 在 DNA 制备时分别取

用了面积约为 2 mm2、5 mm2、10 mm2、20 mm2和

50 mm2的叶片。DNA制备后, 分别取 0.1 μL、0.2 μL、

0.5 μL和 1.0 μL上清液用于内标基因的实时荧光定

量 PCR。结果表明, 在试验的叶片用量范围内, 模板

DNA取用量为 0.1 μL和 0.2 μL时均能实现扩增, 且

PCR 效率均比较理想(80%左右)(表 2), 而当模板

DNA取用量为 0.5 μL和 1.0 μL时均不能扩增。因此, 

该方法对叶片用量的要求相对比较宽泛(至少 2 mm2 

–50 mm2之间均可), 而对添加的模板DNA的体积则

有较严格要求(0.1 μL~0.2 μL)。 

当模板 DNA取用量相同时, 随叶片用量增加, Ct

值下降, 但 PCR 效率与叶片用量没有明显的相关性

(表 2)。同时, 再次观察到模板 DNA体积为 0.2 μL时

的 PCR效率低于模板体积为 0.1 μL时这一现象(表 2)。 
 

表 2  叶片用量对实时荧光定量 PCR 扩增的影响 

叶片面积 

(mm2) 

模板 DNA体积 

(μL) 

平均 Ct 平均 PCR效率

(%) 

2 0.1 28.52 82.3 

 0.2 27.92 78.7 

5 0.1 28.32 81.4 

 0.2 28.12 72.3 

10 0.1 27.50 85.7 

 0.2 27.04 78.4 

20 0.1 26.35 83.7 

 0.2 25.84 78.9 

50 0.1 25.04 83.3 

 0.2 24.43 78.9 

 

2.4  DNA快速制备及相适应的实时 PCR体系在转

基因检测中的应用 

应用本研究建立的 DNA 快速制备方案及相适

应的实时 PCR标准体系, 对 6个通过 10 mg/L潮霉

素筛选获得的再生抗性植株和 1 个野生型阴性对照植

株进行了转基因检测。分别应用内标基因和目标基因

引物进行实时荧光定量 PCR, 相关结果见表 3, 同时

进行了 PCR产物电泳, 表明得到了正确的扩增(图 2)。 

从表 3和图 2可知, 所有植株 DNA在内标基因

和目标基因的 PCR扩增中均取得成功。终产物电泳

结果表明, 植株 3、6、7 的目标基因 PCR扩增产物

浓度较高(图 2)。 

 
 

图 2  野生型番茄植株和潮霉素抗性番茄植株 ELIP 基因

(A)和 HPT 基因(B)实时 PCR 扩增 
1: 野生型阴性对照植株; 2~7: 抗性植株; 8: PCR阴性对照。 

 

在理想条件下(即目标基因和内标基因的 PCR 效

率均为 100%), 可以根据目标基因和内标基因的 Ct差

值(△Ct＝Ct(HPT)-Ct(ELIP))计算转基因拷贝数。由于

番茄是二倍体, 而单拷贝转基因是指在一个细胞中

出现一个拷贝, 所以转基因拷贝数是内标基因与目

标基因丰度比值的 2 倍, 即拷贝数＝2×ELIP 丰度

/HPT丰度＝2×2-△Ct＝2(1-△Ct)。 

根据这一公式, 对供试的 7 个植株进行了拷贝

数分析, 结果表明, 植株 6的拷贝数为 0.47, 而其他

6个植株的拷贝数均要低得多, 仅约为0.01~0.02(表3), 

两者相差 24 倍左右, 可明显分成两类。因此, 可判

断植株 6 为转基因植株而其他植株为非转基因植

株。这一结果得到 T1 植株潮霉素抗性及 PCR 检验

的验证(未发表数据)。 

就表 3和图 2的结果进行对比可以发现, 终产物电

泳结果不能就样品是否是转基因植株作出准确判断。 

3  讨 论 

本文介绍的 DNA 快速提取及相适应的基于实时

荧光定量 PCR的转基因检测技术具有快速、简便、微

量、稳定、准确等优点。整个制备过程只涉及一次移

液和一次离心而不涉及沉淀, 在 30 min 内可完成 12

个样品的 DNA制备; 叶片用量可少至 2 mm2, 但只要

确保在 12.5 μL 的 PCR 反应体系中仅添加 0.1 μL~ 

0.2μL的 DNA模板,叶片大小从 2 mm2至 50 mm2均

可实现成功扩增; 快速制备的DNA用于实时荧光定

量 PCR 进行转基因检测, 避免了普通 PCR经常出现

的假阳性, 具有准确性。本研究应用的抗性植株是在

中低浓度(10 mg/L)潮霉素筛选下获得, 因此抗性植

株中存在比较高比例的非转基因植株。应用本研究  
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表 3  DNA 快速制备及相适应的实时 PCR 体系在番茄转基因检测中的应用 

植株编号 ELIP平均 Ct ELIP平均 E (%) HPT平均 Ct HPT平均 E (%) △Ct 拷贝数 

1 26.86 87.3 36.17 88.0 9.31 0.003 

2 27.81 86.0 34.82 87.6 7.01 0.016 

3 27.74 83.2 35.57 85.7 7.83 0.009 

4 26.96 84.0 34.64 82.2 7.68 0.010 

5 27.90 92.1 35.77 90.5 7.87 0.009 

6 25.79 85.6 27.87 86.9 2.08 0.473 

7 27.75 84.7 35.00 80.9 7.25 0.013 

8 / / / / / / 

E: PCR效率; Ct=Ct(△ HPT)-Ct(ELIP); 拷贝数=2(1- Ct)△ ; 1: 野生型阴性对照植株; 2~7: 抗性植株; 8: PCR阴性对照。 

 

建立的方法从 6 个抗性植株中仅检测出 1 株转基因

植株, 这与预期一致。在后续检测中, 转基因植株占

抗性植株的比例也均在 10%~20%左右。根据具体目

标基因和内标基因不同改变实时 PCR 引物, 这一方

法还在本实验室的烟草转基因鉴定中取得成功。 

在试验的叶片用量范围内 , 应用制备所得的

DNA 作为实时 PCR 模板, 添加 0.1 μL 和 0.2 μL 时

可成功实现 PCR扩增, 而添加 0.5 μL和 1.0 μL时则

不能成功。PCR 扩增效率分析结果表明, 模板用量

为 0.2 μL时的效率低于用量为 0.1 μL时, 这表明随

模板体积加大, 模板中的杂质对 PCR 扩增的抑制加

强。过大的模板体积会引入过多的杂质, 导致 PCR

扩增完全受抑, 这一现象也见先前报道[9]。通过将制 

备的 DNA稀释 10倍或 100倍后用作 PCR模板可保

障 PCR 扩增成功进行[9], 而本研究表明模板取用量

减少至 0.1 μL或 0.2 μL即可成功实现 PCR扩增, 简

化了实验操作。 

研究表明, 终产物电泳结果不能就样品是否是

转基因植株作出准确判断。因此普通 PCR用于转基

因检测会有较大的假阳性。这一方面与实验环境中

的 PCR 污染有关, 另一方面则与残留在外植体上的

农杆菌有关。先前研究[13-15]表明, 抗生素筛选往往

只能抑制农杆菌的生长而不能全部杀灭, 而这些残

留的农杆菌足以在普通 PCR中引起假阳性。但与转

基因植株组织中含有的目的基因的丰度相比, 这些

因实验环境和残留农杆菌引起的污染往往较轻, 因

此在实时荧光定量 PCR分析时可得到有效区分。在

实际检测中, 我们发现转基因植株目标基因与内标

基因的 Ct值差值往往在 3以内, 而由于污染引起的非

转基因植株组织为试材时, 目标基因与内标基因的 Ct

值差值常在 7以上。因此, 应用本研究提出的方法, 可

使转基因植株与非转基因植株得到明显区分。 

通过实时荧光定量 PCR还可以计算转基因拷贝

数, 即拷贝数＝2(1-△Ct)。但实际分析我们发现, 极少

有植株的计算结果能达到 1 或 2 等整数附近, 即使

如此, 也往往不能在多次检测中得以重复。这是由

于该计算公式仅适用于目标基因和内标基因的 PCR

效率均为 100%这一理想情况, 而根据本研究分析结

果, PCR效率则常在 75%~95%之间或者更低。因此, 

本研究提出的计算方法并不适合转基因拷贝数的精

确计算。尽管有一些研究提出了可计算转基因拷贝

数的方法[16, 17], 但也有研究者认为, 应用实时 PCR鉴

定计算出的转基因拷贝数仍有较大的差错可能[18, 19]。 
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