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摇 摇 摘要:摇 为了研究转基因小麦 N12鄄1 对其根际土壤中禾谷多黏菌(Polymyxa graminis)数量的影响,建立了基于

实时荧光定量 PCR(Quantitative Real鄄Time PCR)方法检测多黏菌数量的体系,并将该体系用于转基因小麦 N12鄄1 及

其受体扬麦 158 不同生长期根际土壤中禾谷多黏菌数量的检测。 结果显示,标准曲线的扩增效率为 95% ,相关系

数为 0. 999,熔解曲线呈现单一峰,符合荧光定量扩增的各项指标;在各个生长期,转基因小麦 N12鄄1 与其受体扬麦

158 根际土壤中的禾谷多黏菌数量没有显著差异。 由此推测,转基因小麦 N12鄄1 的种植对其根际土壤中禾谷多黏

菌的数量没有显著影响。
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Establishment and application of a real鄄time fluorescent quantitative PCR
system for detection of Polymyxa graminis in rhizosphere soil of wheat

WANG Yan鄄xia1,2,3 ,摇 WU Ji鄄rong2,3 , 摇 YU Ming鄄zheng2,3 , 摇 ZHAO Jing鄄jing2,3 , 摇 XING Yu鄄jun2,3 , 摇
XU Jian鄄hong2,3 ,摇 SHI Jian鄄rong2,3

(1. College of Life Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210046, China; 2. Institute of Food Quality Safety and Detection, Jiangsu Academy of
Agricultural Sciences, Nanjing 210014, China; 3. Center for Safety Evaluation of Transgenic Crops, Nanjing 210014, China)

摇 摇 Abstract:摇 A quantitative real鄄time PCR system for the detection of the number of Polymyxa graminis was established
in this study. In the system, the standard curve showed a linear correlation between the input DNA and the CT values, with
PCR efficiency of 95% and the correlation coefficient of 0郾 999, and the melting curve presented a single peak, indicative
of the feasibility of the system. The quantity of P. graminis in the rhizosphere soil of transgenic wheat N12鄄1 and its paren鄄
tal material Yangmai158 during growth stages was detected using the system. No significant difference was detected in the
quantity of P. graminis between transgenic wheat N12鄄1 and Yangmai158. The results suggested that the planting of trans鄄
genic wheat N12鄄1 had few adverse effects on the quantity of P. graminis in rhizosphere soil.

Key words:摇 Polymyxa graminis; quantitative real鄄
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摇 摇 自 1983 年第一例转基因烟草诞生以来[1],转基

因作物便得到了迅猛的发展,商业化种植面积也从

1996 年 的 1. 70伊 106 hm2 增 长 到 了 2014 年 的

1. 815伊108 hm2 [2]。 转基因作物给人类社会带来巨
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大经济效益的同时,其对生态环境存在的潜在威胁

也成为人们越来越关注的话题。 目前,国内外对转

基因作物的研究主要集中在转 Bt 基因的水稻、棉
花、玉米和马铃薯上[2鄄6]。 其研究内容也多以转基因

作物对其根际土壤中微生物的群落结构及主要酶活

性的影响为主[7鄄9],而对转基因抗病小麦根际土壤中

微生物数量的研究则比较少。
禾谷多黏菌(Polymyxa graminis)是一种专性寄

生于植物根部的根肿菌目真核生物,最初在小麦中发

现,而后又相继在其他谷类作物中发现。 禾谷多黏菌

本身无害,但其可通过孢子传播大麦黄花叶病毒

(Barley yellow mosaic virus, BaYMV)、大麦和性花叶

病毒(Barley mild mosaic virus, BaYMMV)、小麦梭条

花 叶 病 毒 ( Wheat spindle streak mosaic virus,
WSSMV)以及小麦黄花叶病毒(Wheat yellow mosaic
virus, WYMV),进而使寄主染病[10鄄11]。 因此,禾谷多

黏菌数量的变化可以作为评价土壤环境的一项指标。
转基因小麦 N12鄄1 转入了小麦黄花叶病毒的复

制酶基因 WYMV鄄Nib8,对小麦黄花叶病具有显著的

抗性[12鄄13]。 本研究拟建立基于实时荧光定量 PCR
(Quantitative real鄄time PCR)方法检测禾谷多黏菌数

量的体系,并将该体系应用于转基因小麦 N12鄄1 及

其受体小麦扬麦 158 不同生长期根际土壤中禾谷多

黏菌数量的检测,以期为研究转基因作物对土壤微

生物生态系统的影响提供一定的技术参考。

1摇 材料和方法

1. 1摇 供试材料

转 WYMV鄄Nib8 基因小麦 N12鄄1 及其受体小麦

扬麦 158,其中 N12鄄1 由中国农业科学院提供。
1. 2摇 方法

1. 2. 1 摇 田间设计 摇 大田试验于 2013 年 10 月—
2014 年 6 月在江苏省农业科学院转基因作物实验

基地(六合)进行。 每个品种种植 4 个小区,随机区

组。 每个小区长 10 m,宽 6 m。 小麦按行播种,行长

6 m,行距 30 cm,株距 3 cm。
1. 2. 2摇 土壤样品的采集摇 分别在小麦生长的播种

期、苗期、返青期、抽穗期、灌浆期以及成熟期采集根

际土壤样品。 每个小区采取“W冶型五点取样法,采
集小麦根际土壤样品。 采样点经 GPS 定位后,设为

固定采样点。 将从 5 个点采集的土样混合成一个重

复,新鲜土样经 20 目筛后,用小自封袋收集,4 益保

存,备用。
1. 2. 3摇 土壤总 DNA 的提取摇 称取 0郾 500 g 土壤样品,
利用 Ultra CleanTMsoil DNA isolation kit (MoBio, USA)
试剂盒,根据操作步骤进行土壤总 DNA 的提取。 最后

将其溶于 50 滋l ddH2O 中,-20 益保存,备用。
1. 2. 4摇 禾谷多黏菌标准质粒的制备 摇 在 NCBI 中

筛选出多个禾谷多黏菌核糖体 DNA( rDNA)序列,
通过序列分析,在其相对于其他菌的 rDNA 保守区

域设计 1 对特异性引物 Pg鄄F(5忆鄄CTGCGGAAGGAT鄄
CATTAGCGTTG鄄3忆) 和 Pg鄄R ( 5忆鄄CCGATACT鄄
CAGAGAGGCATGCT鄄3忆)。 利用上述引物对土壤总

DNA 中的目的片段进行 PCR 扩增。 PCR 反应体系

为 25郾 0 滋l,其中包括 rTaq 酶 0郾 125 滋l,10 伊 PCR
buffer 2郾 5 滋l,dNTP 2郾 0 滋l,MgCl2 1郾 5 滋l,上下游引

物各 1郾 0 滋l,模板 1郾 0 滋l。 反应条件为:94 益预变

性 4 min;94 益变性 30 s,55 益退火 30 s,72 益延伸

30 s,35 个循环;72 益延伸 10 min。 PCR 产物经 2%
琼脂糖凝胶电泳检测,将特异条带切胶回收。 回收

产物连接到载体 pMD19鄄T(TaKaRa 公司产品)上,
并通过热激法转化到大肠杆菌感受态细胞 DH5琢。
将其涂布在氨苄抗性平板上,37 益过夜筛选。 PCR
鉴定呈阳性的克隆送至上海生工生物工程有限公司

进行测序。 将测序结果呈阳性的克隆进行扩大培

养,并提取质粒。 经微量紫外分光光度计测定浓度

后,计算拷贝数。 质粒拷贝数 = 质粒浓度伊6郾 023伊
1023 /MW,式中MW= (克隆载体长度+目的片段长

度)伊324 伊2,质粒浓度的单位为 g / 滋l,MW 单位为

g / mol,克隆载体长度和目的片段长度的单位为 bp。
1. 2. 5 摇 实时荧光定量 PCR 体系的建立 摇 使用

QuantiFastTMSYBR green PCR kit (Qiagen, Germany)
试剂盒,建立 20郾 0 滋l 的反应体系,其中 2 伊Master
mix 10郾 0 滋l,去离子水 8郾 0 滋l,上下游引物各 0郾 5
滋l,模板 1郾 0 滋l。 反应在 Rotor Gene 6000 荧光定量

PCR 仪(Rcorbett,Australia)上进行, PCR 反应条件

为:95 益预变性 10 min;95 益变性 10 s,55 益退火

20 s,72 益延伸 20 s,40 个循环。 每组试验设置 1 个

阴性对照。 将标准质粒用 ddH2 O 进行1 颐 10 的稀

释,选 5 个稀释梯度与样品一起进行扩增。
1. 2. 6摇 数据分析摇 用 SPSS16. 0 软件统计分析实时

荧光定量 PCR 数据,采用邓肯氏新复极差法检验小

麦不同生长期根际土壤中禾谷多黏菌数量的差异性。
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2摇 结果与分析

2. 1摇 禾谷多黏菌标准质粒实时荧光定量 PCR 检测

体系的建立

摇 摇 通过微量紫外分光光度计测得标准质粒的

DNA 浓度,计算得到禾谷多黏菌标准质粒的浓度为

1 滋l 5. 34伊1010拷贝。 将起始标准质粒按 10 倍梯度

稀释,并根据敏感度分析选取 10-2 ~ 10-6 倍稀释质

粒为模板进行荧光定量扩增。 得到标准质粒扩增的

扩增曲线和熔解曲线(图 1)。 图 1 显示,标准质粒

熔解曲线峰值单一,扩增曲线较光滑,呈现典型的

“S冶型,且间隔均匀,说明标准质粒荧光定量扩增的

特异性很高。

摇 摇 由标准质粒扩增结果构建标准曲线(图 2),标
准曲线的相关系数( r)为 0郾 999,扩增效率为 95% ,
斜率为-3郾 444。 说明该标准曲线的相关系数误差

较小,得到的数据合理有效。
摇 摇 根据标准质粒与土壤样品扩增结果绘制熔解

曲线(图 3),熔解曲线的峰值为 (85. 5依0郾 3) 益 。
峰值单一,没有明显的杂峰,且阴性对照没有峰。
说明该扩增产物特异性较高,且不受引物二聚体

的影响。
综合以上结果,可以确定该扩增体系具有较高

的特异性、合理的扩增效率,扩增结果可靠。 因此,
该体系可用于对小麦根际土壤中禾谷多黏菌的定量

检测与分析。

A:标准质粒的扩增曲线;B:标准质粒的熔解曲线。
图 1摇 实时荧光定量 PCR 对标准质粒的特异性检测

Fig. 1摇 Specificity test of quantitative real鄄time PCR reaction to standard plasmid

图 2摇 实时荧光定量 PCR 标准曲线

Fig. 2摇 Standard curve of quantitative real鄄time PCR

2. 2摇 小麦根际土壤中禾谷多黏菌数量的检测

利用本研究建立的实时荧光定量 PCR 检测体

系,对转基因小麦 N12鄄1 及其受体扬麦 158 根际土

壤中禾谷多黏菌的数量进行检测。 检测结果(图 4)
显示,禾谷多黏菌的拷贝数在小麦的不同生长期不

图 3摇 实时荧光定量 PCR 的熔解曲线

Fig. 3摇 Melting curve of quantitative real鄄time PCR

同,呈现先上升后逐渐下降的趋势。 从小麦播种期

的 1 g 土壤 5. 98伊104拷贝(N12鄄1)和 4. 86伊104拷贝

(扬麦 158)开始逐渐升高,在返青期达到最大值,分
别为 1 g 土壤 6. 59伊105拷贝(N12鄄1)和 8. 37伊105拷

贝(扬麦 158),而在抽穗期、灌浆期和成熟期又逐渐
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下降。 方差分析结果显示,转基因小麦 N12鄄1 与其

受体扬麦 158 根际土壤中禾谷多黏菌的拷贝数无显

著差异(P=0郾 983),但生育期之间表现出极显著差

异(P<0郾 001)。

图 4摇 转 WYMV鄄Nib8 基因小麦 N12鄄1 及其受体扬麦 158 不同

生育期根际土壤中禾谷多黏菌的拷贝数

Fig. 4摇 The quantity of P. graminis in transgenic wheat N12鄄1
and its recipient Yangmai158 during growth

3摇 讨 论

随着转基因作物种植面积的不断扩大,转基因

作物的安全性评价也不再仅仅局限于对外源基因及

外源基因编码蛋白质的直接检测上[14]。 在整个农

业生产过程中,土壤微生物扮演着重要的角色。 土

壤微生物是土壤有机质和土壤养分转化和循环的动

力,而其群落结构和数量又受到植物根系分泌物的

影响[15]。 据报道,土壤中微生物的变化也能反映整

个土壤环境的变化,例如土壤中真菌与细菌的比率

就能反映土壤中的 C 颐 N。 因此,评价转基因植物对

土壤微生物的影响具有重要的生态学意义[16]。 而

在农业生产中,与土壤环境对土壤微生物群落组成

的影响相比,土壤微生物数量对土壤环境的变化要

更为敏感[17]。。
实时荧光定量 PCR 技术是一种灵敏度高、重复

性好、方便快捷的定量方法[18鄄19]。 本试验利用实时

荧光定量 PCR 技术,通过土壤微生物总 DNA 和特

异性的引物对目的基因在土壤样品中的分子数目进

行绝对定量。 结果表明,基于实时荧光定量 PCR 技

术建立的检测体系可实现对土壤中禾谷多黏菌拷贝

数的实时监测。 通过转基因小麦 N12鄄1 与其受体扬

麦 158 根际土壤中禾谷多黏菌数量的比较,发现两

个品种之间不存在显著差异。 由此推断,转基因小

麦 N12鄄1 对其根际土壤中禾谷多黏菌的数量没有显

著影响。 而禾谷多黏菌拷贝数在小麦生育期之间的

极显著差异可能是受到小麦根系分泌物的影响。 在

返青期达到最大值也与小麦黄花叶病通常发病于小

麦返青期相一致[20]。 Wu 等研究发现,转基因小麦

N12鄄1 对其根际土壤中微生物群落结构及土壤酶活

性没有显著影响[21]。 而早在 2008 年,Liu 等[22] 就

通过 PCR鄄DGGE 和 T鄄RFLP 分析,证明了转 Bt 基因

水稻对其根系土壤中微生物群落结构没有影响。 更

有学者证明转 Bt 基因水稻秸秆还田后对土壤微生

物功能及多样性都没有明显的影响[23]。 因此,本研

究结果也在一定程度上有效地说明了转基因小麦

N12鄄1 种植的安全性。
由于作物种植环境的复杂性和时效性,我们还

需进行进一步的跟踪监测,建立深入全面的检测体

系,以获得长期有效的数据,进而阐明转基因小麦

N12鄄1 对其根际土壤微生物生态系统的影响。
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