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摘要：针 对 小 麦、玉 米 中Ｂａｒ目 的 基 因 进 行 了 检 测。采 用ＣＴＡＢ法 对 玉 米、小 麦 进 行ＤＮＡ 提 取，并 测 量

ＤＮＡ含量，有效的ＰＣＲ目的基因扩增和凝、胶电泳。通过阳性对照组含有Ｂａｒ目的基因质粒为模板，空白

对照组以ｄｄＨ２Ｏ为模板，结果显示：市场购买小麦中含有检测到Ｂａｒ目的基因而在市售玉米中不含有Ｂａｒ
目的基因。
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１　引言

小麦、玉米作为最 重 要 的 粮 食 作 物，是 人 类 蛋 白 质

的主要摄取来源；同时富含维生素Ｂ、维生素 Ｅ、纤维素

及镁、磷等物质［１］。建国以来，中国已培育出大量小麦、
玉米品种。但近十多 年 来，小 麦、玉 米 产 量 提 高 速 度 趋

缓，单产处于徘徊状态。鉴于目前耕地面积不断减少和

人口的持续增长，中 国 小 麦、玉 米 生 产 依 然 面 临 很 大 的

挑战［２］。
随着生活水平不断 提 高、消 费 需 求 升 级，居 民 膳 食

结构由温饱型向质量营养型转变，对粮食产品优质化要

求越来越高。而在粮 食 检 测 上 主 要 以 常 规 检 测 和 分 析

仪器检测对于分子 水 平 上 的 检 测 相 对 缺 乏。为 了 能 将

分子 技 术 应 用 到 粮 食 检 测 上 本 实 验 对 玉 米、小 麦ＤＮＡ
提取，其次 对 玉 米、小 麦 在 同 等 提 取 条 件 下 进 行 ＤＮＡ
含量的测定，最后ＰＣＲ技术对基因检测［３，４］。在此基础

上建立小麦、玉米基因检测方法。该方法的建立可为检

测上提供转基因检测方法技术参考。

２　材料与方法

２．１　材料与试剂

市售小麦、玉 米（为 避 免 商 业 嫌 疑，分 别 编 号 Ｗ－
１，Ｗ－２，Ｗ－３，Ｗ－４，Ｃ－１，Ｃ－２，Ｃ－３，Ｃ－４其 中 Ｗ
代表小麦，Ｃ代表 玉 米）、含 有 目 的Ｂａｒ基 因 质 粒（中 国

科学院西 北 高 原 生 物 研 究 所）、ＣＴＡＢ（Ｓｉｇｍａ分 装）、
ＰＶＰＰ（ｋｅｂｉｏ）、凝胶琼脂糖Ｈ（Ｐｒｏｍｅｇａ）、异丙醇ＡＲ（天

津市永大化学试剂有限公 司）、无 水 乙 醇 ＡＲ（天 津 市 永

大化学试剂有限公司）、氯 仿ＡＲ（天 津 市 永 大 化 学 试 剂

有限公 司）、异 戊 醇 ＡＲ（天 津 市 永 大 化 学 试 剂 有 限 公

司）、５０ｂｐＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、引物（上 海 生 工 有 限 公 司）等 其

他试剂。
２．２　仪器与设备

ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ微量 紫 外 分 光 光 度 计（Ｔｈｅｒｍｏ）、
ＰＣＲ扩增仪（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、Ｇｅｌ　Ｄｏｃ　ＸＲ＋凝 胶 成 像 分 析

仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ）、ＴｉｓｓｕｅＩｙｓｅｒＩＩ高 通 量 组 织 研 磨 仪

（ＱＩＡＧＥＮ）、ＳＨＩＮＶＡ　３２６０Ｊ高 压 蒸 汽 灭 菌 锅（山 东 新

华医疗器 械 公 司）、Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５４３０Ｒ高 速 冷 冻 离 心 机

（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５４２４小 型 高 速 离 心 机、电 泳 仪

（ＢＩＯ－ＲＡＤ）、ＤＫ－８Ｄ恒 温 水 浴 锅（上 海）、２．５μＬ、１０

μＬ、２００μＬ、１０００μＬ移液枪（ｅｐｐｅｎｄｒｆ）等。
２．３　软件

根据ＮＣＢＩ数 据 库 中 ＧｅｎＢａｎｋ查 找 序 列 并 且 使

Ｐｒｉｍｅｒ５．０进行引物 设 计［５］，送 到 上 海 生 物 工 程 有 限 公

司成都合成部合成。
２．４　方法

２．４．１　样品总ＤＮＡ的提取

基因 组 ＤＮＡ的 提 取 方 法 采 用 改 良 ＣＴＡＢ法［３］。
取样品颗粒状麦子、玉米进行粉碎放入２ｍＬＥＰ管立加

入定量ＰＶＰＰ和８００ｕＬ６５℃预热的ＣＴＡＢ。放入６５℃
水浴１－２ｈ，水浴过程中每２０ｍｉｎ混匀一次，确保ＥＰ管

中的物质保持悬浮状态。水 浴 结 束 后 取 出ＥＰ管，加 入

８００μＬ氯仿：异戊醇（２４∶１）摇 晃１０ｍｉｎ后 放 入２６℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层清液，若上层清液不澄

清加入８００ｕＬ氯仿直 到 上 层 清 液 澄 清 为 止。加 入 异 丙

醇８００μＬ，并 缓 慢 上 下 颠 倒，可 见ＥＰ管 内 有 透 明 的 絮

状沉淀，放入－２０℃冰 箱 冷 却３０ｍｉｎ，再 在４℃１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ弃 掉 上 层 清 液，沉 淀 先 用７０％乙 醇

洗涤 再 用 无 水 乙 醇 洗 涤，将 乙 醇 挥 发 烘 干 后，加 入１００

μＬｄｄＨ２Ｏ溶解，置于－２０℃保存备用。
２．４．２　测定ＤＮＡ样本的纯度

取２．５μＬ上述制备ＤＮＡ溶液，测量２６０ｎｍ和２８０
ｎｍ下的吸光 值，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的 比 值 通 常 表 示ＤＮＡ
的纯度。通过ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ微 量 紫 外 分 光 光 度 计 可

以直接测得ＤＮＡ的纯度也可以通过电泳来测定。
２．４．３　引物的选择以及反应扩增体系

引物的选择以及反应扩增体系见表１、２。

表１　引物序列

引物名称 位置 引物序列（５′～３′）

Ｂａｒ 上游 ＣＡＣＣＴＧＣＴＧＡＡＧＴＣＣＣＴＧＧＡ
下游 ＧＴＡＣＣＧＧＣＡＧＧＣＴＧＡＡＧＴＣＣＡ
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表２　ＰＣＲ扩增反应体

试剂 加样体积／μＬ 反应条件

ｄｄＨ２Ｏ　 １４．５　 ９４℃预变性３ｍｉｎ，

上游引物 ０．４　 ９４℃变性３０ｓ，

下游引物 ０．４　 ６０℃退火３０ｓ，

ＤＮＡ模板 １．０　 ７２℃延伸３０ｓ，

ｄＮＴＰ　 １．６　 ７２℃延伸１０ｍｉｎ
１０×Ｂｕｆｆｅｒ　 ２．０　 ２８个循环

ｒＴａｑ　 ０．１
反应总体积 ２０．０

　　注：本实验上游引物和下游引物根据上海生工给的ＯＤ值进

２．４．４　琼脂糖凝胶电泳

称取１．０ｇ凝胶琼脂糖粉于锥形瓶中，加入５０ｍＬ
０．５ｘＴＢＥ缓冲 液，充 分 混 匀，此 时 凝 胶 的 浓 度 为２％，
然后置于微波炉中加热１ｍｉｎ使琼脂糖粉完全溶解，取

出后自然冷却到６０℃左右，加入１μＬ核酸染料混合均

匀后，倒入事先插上 梳 子 的 胶 槽 中，待 凝 胶 完 全 凝 固 成

型后（约３０ｍｉｎ）拔出梳子，待用。将１ｘＴＢＥ电泳缓冲

液加入到凝胶电泳槽中，使其超过胶面１ｃｍ左右，取４

μＬＰＣＲ扩增产 物，盖 上 盖 子，在１２０Ｖ电 压 下 进 行 电

泳，当Ｂｕｆｆｅｒ迁 移 到 合 适 的 距 离 时（约２０ｍｉｎ）停 止 电

泳。将凝胶从电泳槽中小心取出，放入凝胶成像系统仪

中，打开凝胶成像分析软件，在紫外下观察，记录拍照凝

胶电泳图像其Ｂａｒ目的ＤＮＡ片段大小为１９０ｂｐ。

３　结果与分析

３．１　小麦、玉米样品ＤＮＡ提取

采用ＣＴＡＢ对样品小麦、玉米进行ＤＮＡ提 取。小

麦 Ｗ－１，Ｗ－２为同一种样 品，小 麦 Ｗ－３，Ｗ－４为 同

一种样品。玉米Ｃ－１，Ｃ－２同一种样 品，玉 米Ｃ－３，Ｃ
－４同一 种 样 品。每 个 样 品 做 两 组 平 行 实 验。提 取 的

ＤＮＡ通过琼脂糖凝胶电泳和ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ微量紫外

分光光度计检测。如图１所示，其中玉米Ｃ－１，Ｃ－２，Ｃ
－３，Ｃ－４和小麦 Ｗ－１，Ｗ－２，Ｗ－３，Ｗ－４具明显 的

可见的电泳条 带。用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ微 量 紫 外 分 光 光

度计检测ＤＮＡ含量可 得，Ｃ－１为１１９８．４ｎｇ／μＬ，Ｃ－２
为８８１．９ｎｇ／μＬ，Ｃ－３为８２３．５ｎｇ／μＬ，Ｃ－４为７３２．６
ｎｇ／μＬ。Ｗ－１为１０５５．５ｎｇ／μＬ，Ｗ－２为７９９．８ｎｇ／μＬ，

Ｗ－３为７０７．８ｎｇ／μＬ，Ｗ－４为９０７．６ｎｇ／μＬ。

图１　小麦、玉米样品ＤＮＡ提取

通过提取小麦和玉米ＤＮＡ含量可以发现，小麦和

与玉米中含 有 大 量 的 淀 粉 提 取 后 进 一 步 进 行 ＤＮＡ纯

化。但是考虑 淀 粉 含 量 不 会 影 响 且 痕 量 ＤＮＡ也 能 通

过ＰＣＲ检测，所以可以进行下步的目的基因检测。

３．２　小麦、玉米引物扩增结果

为了能够检测到Ｂａｒ基因，我们使用含有Ｂａｒ目的

基因质粒（中国科学 院 西 北 高 原 生 物 研 究 所）并 且 将 其

质粒 用 作 阳 性 对 照 组 为Ｐ、ｄｄＨ２Ｏ作 为 空 白 对 照 组 为

Ｂ。按照表２ＰＣＲ扩 增 反 应 体 系 对 上 述 样 品 进 行ＰＣＲ
扩增，后进行电泳检测。如图２、３所示。

图２　玉米样品目的ＤＮＡ扩增

图３　小麦样品目的ＤＮＡ扩增

本实验选择Ｂａｒ目的基因作为检测对象，同时合理

的设置检测对照 样 品，其 中 包 括１个 阳 性 对 照 组，１个

空白对照组。阳性对照组以含有Ｂａｒ目的基因质粒（中

国科学 院 西 北 高 原 生 物 研 究 所）为 模 板，该 组 检 测 出

Ｂａｒ目 的 基 因，说 明 阳 性 对 照 组 检 测 正 确 以 及ＰＣＲ条

件正常。空白对照组 以ｄｄＨ２Ｏ为 模 板，该 组 不 能 检 测

出Ｂａｒ目 的 基 因。说 明ｄｄＨ２Ｏ没 有 受 到 目 的 基 因 的

污染。
如图２、３所 示 在 小 麦 Ｗ－１，Ｗ－２，Ｗ－３，Ｗ－４

扩增出Ｂａｒ目的基因而在玉米Ｃ－１，Ｃ－２，Ｃ－３，Ｃ－４
没有Ｂａｒ目 的 基 因，结 果 说 明 小 麦 中 含 有Ｂａｒ目 的 基

因，玉米中不含有Ｂａｒ基因。

４　讨论

由于我国是种植玉 米 和 小 麦 大 国 以 及 国 际 贸 易 需

要，对于基因检测越来越重视。也使用了其它检测手段

如基因芯片，ＥＬＩＳＡ法 等 但 是 在 检 测 的 过 程 中 经 常 出

现假阳性现状直接影 响 检 测 结 果。ＰＣＲ技 术 检 测 基 因

不光能避免出现假阳性的情况同时在时间、效率和经济

上都有优 势。本 研 究 通 过 使 用ＣＴＡＢ法 对 玉 米、小 麦

ＤＮＡ提取，在此基础 上 进 行ＤＮＡ含 量 检 测，结 果 显 示

所提 的ＤＮＡ可 以 满 足 后 续ＰＣＲ的 要 求。２种 样 品 检

８８１



　２０１８年５月 绿　色　科　技 第１０期

测１个为阳性１个为阴性，说明用该方法完全可以满足

检测需求。为粮食检测转基因提供有效的方法。
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时间是相对的，并非 工 作 时 间 越 短 越 好，比 如 工 作 机 构

升降平移反而增加能耗，工作效率的提升带来的是能耗

的增加，能效的降低，所 以 按 额 定 工 况 内 一 个 适 宜 的 工

作时间运行则更易 降 耗 提 效。集 装 箱 的 起 降 平 移 的 轨

迹也与能耗密切，一个集装箱搬运过程中完全按相同的

工作方式进行，在额 定 起 升 高 度 范 围 内 越 低，则 能 耗 越

低，采用拱形比接近“门”字形的运输轨迹更短。所以加

强员工培训，提高操作人员的工作技能和节能意识更易

降低能耗。电能质量在负荷波动大，变频器多的场合也

受到较大影响，虽然基本在额定范围值内，但高次谐波，
功率因数都有改善空间，可以针对这种情况增加匹配的

谐波治理设施，增加电容补偿等措施。

６　结语

本文以天津港某集装箱码头的能耗监测为例，针对

目前能耗监测中常 见 的 问 题，提 出 了 一 些 处 理 方 法，改

善监测质量，提高监测准确性。对能耗及能效监测的结

果进行了分析，提出了目前岸桥和场桥装卸工艺中可以

降低工作单耗的方法，在实践中提出切实可行的解决方

案。在绿色港口建设过程中，有针对性地提升生产工艺

各环节的能源利用率，将节能减排的观念融入港口码头

的经营管理之中，从 管 理 人 员 到 具 体 操 作 人 员 去 实 施，
优化生产工艺，实现经济效益的同时，提高能效，降低能

耗，促进港口的绿色、健康、可持续发展。
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