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蓝猪耳是一种原产于热带和亚热带地区的一年生草本

植物，由于花期长，花朵繁茂，特别适合作为花坛和地被植

物用于夏季花卉的栽培. 此外，蓝猪耳再生容易，且具备特殊

的裸露胚囊 [1]，还是一种理想的植物细胞分化、花器官发育

和授粉受精研究的模式植物[2,3]. 因此，蓝猪耳不仅在园艺生

产中占有重要的地位，而且还具有很高的科研价值. 
随着分子生物学技术的进一步发展，许多植物的基因序

列已经测得 [4~6]，但有关基因功能的了解却远远落后于此，因

此基因功能的研究就成为一项艰巨而迫切的任务. 在植物的

基因克隆和功能分析研究中，插入突变已经成为一种有效的

识别基因并进行基因功能分析的工具 [7~8]. 由于T-DNA转化具

有高效、重复性好、简便易行和表达稳定等优点 [9]，而且技

术已经非常成熟，大多数植物都可以使用. 因此使用T-DNA
作为插入突变源进行突变体的筛选并进行基因功能的研究

在许多植物中应用并取得成功 [10~11]. 当人们得到转基因植株

后，如果要进行基因结构和功能的研究，就有必要对该植株

外源基因插入位点的侧翼序列进行分析. 分析方法 一般 都

基于PCR设计而成，有反向PCR法 [12]和TAIL-PCR法 [13]，其中

TAIL-PCR法由于具有简便、高效而且准确的特点，在分析中

被人们广泛应用 [11]. 本研究采用TAIL-PCR对转基因蓝猪耳

T-DNA插入位点侧翼序列进行扩增并通过与GenBank数据

库比对，确定了部分T-DNA插入位点周边序列编码的可能蛋

白，另外还总结了T-DNA转化植物时整合位点的规律. 这为

利用T-DNA标签进行蓝猪耳基因克隆和功能分析建立了一个

系统，也为其他植物的研究提供了一个可以借鉴的方法.  

1  材料与方法
1.1  材 料

植物材料为以含双元载体pCAMBIA1301的根癌农杆菌

菌系LBA4404成功转化获得的转基因蓝猪耳植株 [14]. 该载体

带有潮霉素抗性基因和GUS基因，基因表达由组成型启动子

CaMV 35S调控，GUS基因包含一个内含子. 
1.2  DNA提取

取转基因植株生长旺盛的叶片200 mg，按照CTAB法提

取DNA，并进行进一步的提纯 [15]. 
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1.3  TAIL-PCR
TAIL-PCR参照Liu等的方法 [16]稍加改进. 先以左右边界

引物与随机引物进行不同组合的扩增，比较不同组合的扩增

效果，从中选择最佳的引物组合进行大量植株的扩增分析. 
1.3.1  引物设计    特异引物按照双元载体pCAMBIA1301的

T-DNA左右两个边界（L、R）进行设计，引物1（Pr1）与引物2
（Pr2）有3个碱基的重合，引物3与引物2之间相距60个碱基. 
左边界和右边界特异引物如下：

LPr1：5′ TCT  gTC  gAT  CgA  CAA  gCT  CgA  gT  3′
LPr2：5′ gAg  TTT  CTC  CAT  AAT  AAT  gTg  Tg  3′
LPr3：5′ CgC  TCA  TgT  gTT  gAg  CAT  ATA  Ag  3′
RPr1：5′ AAg  ATT  gAA  TCC  TgT  TgC  Cgg  TC  3′
RPr2：5′ gTC  TTg  CgA   TgA  TTA  TCA  TAT  AA  3′
RPr3：5′ gCA  TgA  CgT  TAT   TTA  TgA  gAT  gg   3′ 
随机引物直接采用文献Liu等中的3条随机引物（AD）[16]. 

1.3.2  TAIL-PCR反应体系    在TAIL-PCR扩增中，右边界引

物和AD2、AD1组合进行扩增获得成功，以AD2扩增效果最

佳，因此反应体系为RPr+AD2组合的反应体系. 第一轮PCR
（TAIL-PCR 1）以10 ng的DNA作为模板，在20 μL的反应体

系中，包含1×Tag酶缓冲液，200 μmol/L的dNTP，0.15 μmol/L
的特异引物，3 μmol/L的随机引物和0.2U的Tag酶（TaKaRa）. 
特异引物为左右边界的第一条引物LPr1（RPr1），随机引物

其中的一条作为反向引物. 在第2轮PCR（TAIL-PCR 2）中，

将第一轮的产物稀释50倍，取1 μL作为模板. 特异引物采用
LPr2（RPr2），随机引物同前. 在20 μL的反应体系中，含特

异引物0.2 μmol/L，随机引物1.8 μmol/L，其它成分同前. 第
3轮（TAIL-PCR 3）的反应体系与第2轮完全相同，只是模

板为TAIL-PCR 2的产物，特异引物由LPr2（RPr2）换为LPr3
（RPr3），随机引物不变. 

当采用随机引物AD1扩增时，TAIL-PCR 1反应体系中
AD1终浓度为2 μmol/L，TAIL-PCR 2、3为1.5 μmol/L. 其它成

分与AD2完全相同. 

1.3.3  TAIL-PCR反应参数    在左右边界引物与随机引物进

行不同组合的扩增时，以右边界引物和AD2、AD1组合扩增

效果最好，因此反应参数为RPr+ AD2（AD1）组合采用的反

应条件（表1）. 在采用左边界引物扩增时，第一次使用的退

火温度分别为62 ℃和68 ℃，第2次和第3次的反应程序与右

边界引物扩增时相同. 
1.3.4  电泳检测及测序    当3轮PCR进行完毕，取TAIL-PCR 2、

3的产物各15 μL进行电泳检测，比较两次产物的电泳迁移距

离，如果二次的产物稍滞后于三次的产物，说明扩增的产物

就是所要的目的扩增片段. 扩增100 μL TAIL-PCR 3产物，琼

脂糖凝胶电泳检测后用TaKaLa Agarose Gel DNA Purifi cation 
Kit Ver. 2.0试剂盒按照说明书步骤进行割胶回收，回收后的

PCR产物用50 μL水溶解，点样7 μL检测后，取30 μL送生工测

序公司直接进行测序. 

2  结果与分析
2.1  TAIL-PCR扩增及测序结果

用左边界引物、右边界引物和3种随机引物进行不同组

合TAIL-PCR扩增的结果表明，右边界引物和AD2组合扩增

效果最好，和AD1组合次之 . 因此本试验一般先以右边界引

物和AD2组合进行扩增，如果扩增结果不理想，再采用右边

界引物和AD1组合再次扩增. 22株转基因植株中有3株没有成

功扩增出产物，其它植株都扩增出了相应的产物. 扩增条带

有的1条，有的2条以上. 片段大小范围为200 bp~2 000 bp，大

多数片段在400 bp和800 bp左右（图1）. 
对扩增的PCR产物 测序的结果显 示，扩增片段长度为

400 bp的片段多数为载体序列，不过800 bp左右的片段多数

测出的植物序列比较长，有少数扩出的仍为载体序列，说明

这些转基因植株插入的T-DNA为串联的重复结构. 分析总的

扩增片段和测序结果，扩增的成功率为36.37%（含植物序列

片段数 /转基因植株数）. 

表1  TAIL-PCR反应参数设置
Table 1  Reaction cycle settings used for TAIL-PCR

PCR 反应步骤 Procedure 循环数 Cycles 反应条件 Reaction condition

第一轮
Round 1

1 1 94 ℃, 2 min; 95 ℃, 1 min
2 5 94 ℃, 1 min; 61 ℃, 1 min, 72 ℃, 2.5 min

3 1 94 ℃, 1 min; 25 ℃, 3 min, 0.2/s ramping to 72 ℃
72 ℃, 2.5 min

4 15
94 ℃, 30 s, 67 ℃, 1 min, 72 ℃, 2.5 min
94 ℃, 30 s, 67 ℃, 1 min, 72 ℃, 2.5 min
94 ℃, 30 s, 44 ℃, 1 min, 72 ℃, 2.5 min

5 1 72 ℃, 7 min
8 ℃, for ever, End

第二轮
Round 2

1 1 94 ℃, 30 s

2 12
94 ℃, 30 s, 60 ℃, 1 min, 72 ℃, 2.5 min
94 ℃, 30 s, 60 ℃, 1 min, 72 ℃, 2.5 min
94 ℃, 30 s, 44 ℃, 1 min, 72 ℃, 2.5 min

3 1 72 ℃, 7 min
8 ℃, for ever, End

第三轮
Round 3

1 20 or 24 94 ℃, 1 min; 44 ℃, 1 min, 72 ℃, 2.5 min

2 1 72 ℃, 7 min
8 ℃, for ever, End
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2.2  T-DNA整合的特点
对转基因植株TAIL-PCR扩增产物测序后的序列进行分

析和比较，发现T-DNA右边界与不同转基因株系基因组DNA
连接点断裂的序列不完全相同，有的连接点位于右边界内，

有的在右边界外，大致范围从右边界内46 bp到右边界外234 
bp. 不过尽管不同的转基因株系T-DNA整合时的断裂点不完

全相同，但其位置主要集中在几个区域，具 有一定规律. 断

裂位点集中在距右边界15~18 bp处的扩增片段占总扩增片段

的47.62%；另一个区域主要集中在右边界外234 bp处，占总扩

增片段的38.1%（这种插入位点的植物进行TAIL-PCR扩增时

扩增的片段大多为400 bp的片段，多数为载体序列，扩到的植

物序列只有10~20 bp）. 另外在距右边界33 bp和46 bp处和右边

界外163 bp处断裂各有一个片段. 插入位点在碱基的喜好上

没有发现规律，各种碱基都有，以上结果总结如图2. 
2.3  T-DNA插入位点植物基因序列BLAST分析

将 TA IL -PCR扩 增的 具 有 较 长 植 物序 列的片段 通 过
GenBank进行核苷酸和氨基酸序列比对的结果显示，多数片

段与拟南芥和水稻有同源的核苷酸和氨基酸序列，有的片段

同源的序列比较长，有的片段同源的序列比较短（表2）. 5号

转基因植株扩增序列编码的氨基酸与拟南芥富含亮氨酸跨

膜蛋白激酶和类受体蛋白激酶具有142 aa的同源序列，同源

性高达72%；与水稻和其它植物富含亮氨酸的类受体蛋白激

酶也具有很高的同源性. 说明扩增的5号序列为蓝猪耳类似

蛋白的编码基因序列，T-DNA正好插入在该基因的阅读框内. 
将扩增的蓝猪耳基因组序列通过GenBank提交序列共7条：
AY922977~AY922983. 

3  讨 论
TAIL-PCR是一种简便、高效、特异性比较强的扩增已

知基因侧翼序列的方法，但在具体的TAIL-PCR操作中，有时
TAIL-PCR 3的产物很明显，但TAIL-PCR 2的产物量很小，这

样就很难根据电泳条带的迁移率差异来确定目的条带. 在这

种情况下，可以用TAIL-PCR 2的产物为模板，在TAIL-PCR 3
的反应条件下进行TAIL-PCR 2产物的扩增（引物为TAIL-
PCR 2的特异引物RPr2），一般可以得到理想的结果. 另外如

果TAIL-PCR 3的产物量比较少，也可以按照同样的原理，用
TAIL-PCR 3的产物为模板进行TAIL-PCR 3产物的扩增. 而且

增加TAIL 3反应中扩增的循环数也可以增加扩增的产量. 此
外TAIL-PCR 2和TAIL-PCR 3的反应模板可以根据扩增的结

果降低稀释倍数或不加稀释直接应用. 我们的实验 结果证

图1  转基因蓝猪耳TAIL-PCR产物琼脂糖凝胶电泳分析
Fig. 1  Agarose gel analysis of TAIL-PCR products amplifi ed 

from transgenic torenia
M：1 kb DNA ladder marker；Ⅱ、Ⅲ：Tail-PCR2、3产物；10~16：转基因植
株编号；CK：非转基因植株
M: 1 kb DNA ladder marker; Ⅱ, Ⅲ: Secondary and tertiary round products 
in TAIL-PCR; 10~16: Transgenic plants; CK: Non-transgenic plants. 

图2  转基因蓝猪耳T-DNA整合位点示意图
Fig. 2  T-DNA inserting sites of transgenic torenia

2194~2394：在载体上的碱基序列号；CTAG：断裂点碱基种类；15~234：
距右边界的距离（bp）；1~10：该断裂位点扩增片段数
2194~2394: Nucleotide sequence number in vector; CTAG: Nucleotide in cut 
end; 15~234: Distance from right border (bp); 1~10: Fragments amplifi ed at 

this cut site 

表2  TAIL-PCR扩增产物植物序列BLAST分析
Table 2   BLAST analysis of torenia genomic sequence produced by TAIL-PCR

GenBank提交序列及片断长度
 Name and length of sequence 

submitted by GanBank

BLAST分析结果
Analysis results by BLAST

AY922977 (639 bp) 与拟南芥和水稻有20 bp的同源核苷酸序列，没有氨基酸同源序列
Has 20 bp identical nucleic acid sequence with Arabidopsis and rice, but has no homozygous amino acid sequence 

AY922978 (550 bp) 与拟南芥T24H18.90蛋白和水稻的一个推测蛋白同源30 aa，同源性56%
Similar in 30 aa to T24H18.90 in Arabidopsis and putative protein in rice, identity is 56%

AY922981 (562 bp)

与拟南芥富含亮氨酸跨膜蛋白激酶和类受体蛋白激酶具有142 aa的同源氨基酸序列，同源性高达72%. 与水稻和其
它植物的富含亮氨酸的类受体蛋白激酶也具有很高的同源性
Similar to A. thaliana receptor-like protein kinasek in amino acid for 142 aa, identity is up to 72%; also similar to 
leucine-rich receptor-like protein kinase in other plants

AY922982 (545 bp) 与Haemophilus的RecB 家族预测的核酸酶同源33 aa，同源性为44%
Homozygous to RecB in Haemophilus in amino acid for 33 aa, identity is 44%

AY922983 (641 bp) 与拟南芥和水稻有20 bp的同源核苷酸序列，没有氨基酸同源序列
Has 20 bp identical nucleic acid sequence with Arabidopsis and rice, but has no homozygous amino acid sequence

AY922980 (949 bp) 与水稻基因组DNA具有60 bp的同源核苷酸序列，没有氨基酸同源序列
Has 60 bp identical nucleic acid sequence with rice, but has no homozygous amino acid sequence

AY922979 (626 bp) 与锌指蛋白451同源50 aa，同源性33％
Homozygous to zinc fi nger 451 in 50 aa, identity is 33%
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实，通过TAIL-PCR可以高效扩增T-DNA插入位点的周边序

列，扩增成功率为36.37%. 
T-DNA标签是一种产生插入突变的有效方法 [17]，插入

的T-DNA不仅可以产生突变，还可以通过T-DNA进行突变基

因的克隆和功能分析，因此该 方法已经成为基因和启动子

诱捕的一种重要工具 [18~20]，但是进行转基因植物序列的分析

是其中一个重要步骤. 前人的研究大多是在拟南芥等模式植

物中进行 [18~24]，在花卉植物中的应用还少见报道 . 本试验中

我们成功地通过TAIL-PCR对转基因蓝猪耳植株T-DNA插入

位点的侧翼序列进行了分析，进一步证实通过T-DNA标签和
TAIL-PCR可以成功进行植物基因的克隆和功能分析，而且

将该方法首次应用到了花卉植物中，这为利用T-DNA插入突

变进行蓝猪耳基因克隆和功能分析提供了实验技术上的保

证，也为其他植物的研究提供一个可以借鉴的方法. 不过在

本实验中，由于获得的转基因植物规模不是很大，而且获得

的转基因蓝猪耳植株没有进行后代的纯化，因此没有获得突

变表型明显的突变体，还有待于今后的进一步深入研究. 
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