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摘要: CRISPR/Cas9基因编辑技术已广泛应用于多个物种中。含Cas9的突变体存在脱靶风险, 并含有潜在

的转基因安全问题。当前, 虽然研究者们已开发视觉辅助系统用于筛选无Cas9的植株, 但基于PCR扩增

的检测方法仍必不可少。然而, 此过程中还普遍存在一些问题, 如快速DNA提取方法引起的扩增不稳定性、

Cas9和潮霉素B磷酸转移酶编码基因(Hyg)扩增的假阳性等。本研究旨在建立一种快速可靠的基于PCR
扩增Cas9和Hyg方法检测无Cas9突变体。本研究首先对3种快速DNA提取方法进行评估。其中, 改良蔗

糖法在扩增这两个基因时的表现最佳。其次, 本研究排查PCR扩增时存在的假阳性因素。结果表明DNA
提取和存储温度、PCR体系配制的环境、PCR循环数等对这两个基因的扩增均有影响。基于以上结果, 
本研究建立了一种可靠、高效的筛选转基因株系的方法, 并验证了该方法在大规模筛选中的可操作性。

除此之外, 本方法也适用于以Hyg作为选择性标记的其他类型转基因株系的鉴定。
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Abstract: CRISPR/Cas9 genome-editing technology has been widely used in many species. However, the 
prolonged presence of Cas9 nuclease in cells may increase off-target risks and raise concerns about 
transgenic safety. Although a visual-assisted system has been developed to screen transgene-free lines, 
PCR-based detection remains indispensable. However, there are still some common issues in this process, 
such as amplification instability caused by rapid DNA extraction methods and false positives in the ampli-
fication of Cas9 and hygromycin B phosphotransferase-coding gene (Hyg). This study aims to establish a 
rapid and reliable PCR-based method for detecting Cas9-free mutants by amplifying Cas9 and Hyg. This 
study first evaluated three rapid DNA extraction methods. Among them, the modified sucrose method 
demonstrated the best performance in amplifying these two genes. Secondly, the study investigated po-
tential factors contributing to false positives during PCR amplification. Results showed that the amplifica-
tion of these two genes was affected by DNA extraction and storage temperature, the environment of PCR 
preparation, number of PCR cycles, and other factors. Based on these findings, this study established a re-
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成簇规则间隔短回文重复(CRISPR)/CRISPR
相关蛋白9 (Cas9)基因编辑技术已广泛应用于多个

物种中(Nishida等2016; Gaudelli等2017; Adikusuma
等2018)。在植物中, 基因编辑技术一方面为科学

研究提供遗传学材料, 另一方面其通过精确调控

基因改良作物, 提升农产品的产量、品质和抗逆性。

然而, 含有Cas9的转基因植物带来诸多问题。首先, 
Cas9基因的存在会显著增加脱靶的风险(Zhang等
2014; Gao等2016)。其次, 对于育种而言, 含有Cas9
基因的作物、蔬菜和水果会引起转基因安全性问

题。除此之外, 无Cas9植株等于剔除了选择性标

记基因, 如潮霉素B磷酸转移酶基因(Hyg)等, 这有

利于在此突变体背景下再次创建转基因材料, 从
而进一步为科学研究提供丰富的遗传材料。

目前, 研究者们已经创建了两种可视化的辅

助系统来消除CRISPR载体。其中, 荧光辅助筛选

(fluorescence-assisted screening)较为广泛, 此系统包

括由种子特异性或组成型启动子驱动的荧光蛋白

编码基因, 如GFP或者mCHERRY等, 在种子或者其

他组织中若无荧光信号呈现, 此植株即为无Cas9
的株系(Gao等2016; Tang等2018; Aliaga-Franco等
2019)。自杀式转基因法(suicide transgenes)是从植

物基因组中移除CRISPR载体的另一种方法。此方

法是在CRISPR载体中引入2个毒蛋白编码基因, 并
限制其在生殖细胞中表达, 从而破坏了含Cas9的
花粉或种子, 仅保留不含Cas9的种子。

尽管荧光和育性辅助筛选系统省时省力, 但
基于PCR检测的方法在无Cas9株系的鉴定中仍然

不可或缺。首先, 这两种可视化筛选系统的应用场

景较为局限。例如, 自杀式转基因法不适用于生殖

器官功能相关靶基因的编辑, 因为育性相关基因

的突变可能会导致植株不育或部分育性, 这种表

型效应会与自杀效应产生叠加, 影响实验结果的

判定(Chen和Liu 2014; Abbas等2021)。在荧光辅助

系统中, 荧光信号的缺失可能源于基因沉默现象, 这

也可能会被误判为无Cas9的株系(Andrews等2014; 
Hendrix等2021)。其次, 这两种可视化系统在作物、

蔬菜和水果等领域的应用尚未普及。对于尚未建

立可视化筛选系统的物种, 载体特异性片段的PCR
扩增是检测无CRISPR片段的唯一有效方法。除此

之外, 通过可视化筛选系统筛选出的无Cas9植株

仍需通过PCR扩增再次确认, 并且PCR扩增也是鉴

定转基因第一代中阳性转化体的必要方法。

Cas9和Hyg是位于植物CRISPR载体中的2个
常规基因, 它们的扩增产物被广泛用于检测转基

因植株中CRISPR载体的有无。然而, 在实际应用

中, 这两个基因的扩增常出现假阳性现象, 这一问

题长期干扰着研究工作的准确性。此外, 在DNA
提取过程中, 尽管传统的CTAB法能够获得高质量

的DNA, 但其操作流程较为繁琐, 因此逐渐被更为

简便快捷的DNA快速提取法所替代。然而, 快速

提取法获得的DNA通常未被纯化, 这严重影响了

PCR的扩增效率。本研究旨在评估一种有效且快

速的DNA提取方法, 并优化稳定的PCR反应体系, 
通过特异性扩增Cas9和Hyg筛选标记基因, 为获得

无Cas9的突变体提供可靠的技术支持。本研究评

估了3种快速DNA提取方法, 研究可能引起Hyg
和Cas9扩增假阳性的因素, 旨在建立一种筛选无

Cas9植株的方法, 此方法对于大规模的基因型鉴

定或筛选也有效。

1  材料与方法

1.1  植物材料

本研究以水稻(Oryza sativa L.)野生型品种‘中
花11’ (ZH11)为背景材料, 通过CRISPR/Cas9基因

编辑技术(由百格基因科技有限公司完成)构建了

osnac20/26b双突变体(图1-A和B)。T0植株是指第

一代转基因植物。本研究中所使用的DNA是从T0和

T1植株幼叶中提取。ZH11和osnac20/26b分别作为

有无T-DNA插入的阴性和阳性对照(图1-A和B)。

liable and efficient method for screening transgenic lines and verified its operability in large-scale screen-
ing. In addition, this method is also applicable to the identification of other types of transgenic lines using 
Hyg as a selective marker.
Key words: Cas9-free mutant; PCR; Hyg; fast DNA extraction; false positives
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图1  CRISPR载体和突变靶点示意图

Fig. 1  Schematic diagram showing CRISPR vector and mutation target

1.2  DNA的提取

CTAB法分离基因组DNA的方法参考Murray
和Thompson (1980)。10 mg叶片通过液氮研磨后, 
加入400 μL提前预热好的CTAB溶液[2% CTAB、5 
mmol·L–1 EDTA、0.84 mol·L–1 NaCl、50 mmol·L–1 
Tris-HCl (pH 8.0)], 涡旋振荡后, 65°C孵育10 min。
向混合物中加入氯仿:异戊醇(24:1), 轻轻混匀后, 
12 000×g离心5~10 min, 转移200 μL上清至新管, 
再加入200 μL预冷的乙醇。−20°C放置后, 12 000× 
g离心10 min, 将沉淀溶解于50 μL灭菌水中。

SDS法采用Kasajima等(2004)的方法。提取缓

冲液母液[200 mmol·L–1 Tris-HCl (pH 7.5)、250 
mmol·L–1 NaCl、25 mmol·L–1 EDTA 和 0.5% SDS]
提取前用TE缓冲液[10 mmol·L–1 Tris-HCl (pH 8.0)、
1 mmol·L–1 EDTA]稀释10倍。3~5 mg叶片加入200 
μL稀释后的提取缓冲液并研磨, 溶液中可能残留

部分组织碎片。在离心或不离心的情况下直接取

1~2 μL溶液直接用于PCR反应。

蔗糖制备法(蔗糖法)参考Berendzen等(2005)
的方法。将10 mg叶片置于250 μL提取缓冲液[50 
mmol·L–1 Tris-HCl (pH 7.5)、300 mmol·L–1 NaCl和
300 mmol·L–1蔗糖]中并研磨, 而后在99~100°C下

孵育10 min。离心后, 取1或2 μL上清液直接用于

PCR反应。

改良蔗糖法的步骤参考徐超男(2014)的方法, 
在蔗糖法的基础上增加了稀释的步骤, 即在离心

后将上清转移到新管(最多50 μL), 用水稀释10倍

后, 取1~2 μL溶液直接用于PCR反应。

1.3  PCR扩增

为获得最佳的PCR扩增效率, 在20 μL的PCR
体系中分别加入1或2 μL的DNA粗提液。引物干

粉用灭菌水进行稀释。2×Taq Master Mix (近岸蛋

白)预混液用于基因的扩增。PCR反应程序: 94°C、
2 min; 94°C、30 s; 57°C、30 s; 72°C、30 s; 72°C、
5 min; 共30个循环。引物分别为: Hyg-F (5′-CGA-
GAGCCTGACCTATTGCAT-3′)、Hyg-R (5′-CT-
GCTCCATACAAGCCAACCAC-3′)、Cas9-R 
(5′-CGAAGTTGCTCTTGAAGTTG-3′)、Actin-F 
(5′-CCAAGGCCAATCGTGAGAAGA-3′)、Actin-R 
(5′-AATCAGTGAGATCACGCCCAG-3′)、PUV3-R 
(5′-CTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAA-3′)、
gRNA-R5 (5′-ACGACCGGGTCACGCTGCA- 
CCT-3′)。

在温度存储的实验中, 将DNA粗提液分成三

等份, 并置于室温(RT)、4°C和−20°C相应时间(d), 
而后PCR扩增Actin基因 , 检测不同存储温度对

DNA粗提液的影响。使用单因素变量法排查可能

引起Hyg和Cas9扩增假阳性的因素。其中, Fresh 
DNA表示常规条件下提取的DNA, 提取液现配现

用, DNA现提现用。Old DNA表示Fresh DNA在4°C
下保存数天, 而后用于PCR反应。Primeropen和PCR 
mixopen表示经常在开放环境中而非超净工作台中

使用的引物和PCR预混液。Unsterilized tube表示

未经高压灭菌的PCR管。35 cycles表示PCR反应
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的循环数。Low flow environment表示是在低流动

环境中配制的PCR体系。低流动环境是指门窗关

闭, 空气流动相对较低的环境。在大规模筛选无

Cas9的osnac20/26突变体时, 参考本研究总结的方

法进行。

2  实验结果

2.1  DNA快速提取法的比较

本研究对SDS法、蔗糖法和改良的蔗糖法这

三种DNA提取的方法进行评估, 以筛选出适用于

Hyg、Cas9和Actin基因扩增的方法。结果显示, 与
CTAB法提取的DNA相比, SDS法和蔗糖法提取的

DNA浓度较高, 但DNA质量较低(表1), 这可能会

影响PCR扩增效率。在后续的实验中, 本研究主要

考虑DNA的体积对PCR扩增的影响。

本研究以CTAB法提取的DNA作为对照, 在此

对照组中, Cas9、Hyg和Actin这三个基因的扩增效

果较好(图2-A)。SDS法根据其实验步骤, 也可称

为一步法。SDS法中的植物组织加入提取液破碎

后, 此匀浆液可在离心或不离心的情况下用于PCR
反应。如图2-B~D所示, 未离心组的PCR效果较离

心组的效果好。这可能主要是由于SDS法中的细

胞核裂解不充分所致。未离心溶液中悬浮的细胞

核较多, DNA模板量较多; 而离心后细胞核沉淀到

底部, 导致模板量减少。在离心组中, 不管是1 μL
还是2 μL的DNA溶液均抑制Cas9和Hyg的扩增(图
2-B和C)。因此, 在SDS法中, 离心的粗提液虽然去

除了较大的组织碎片, 但也沉淀了较多的细胞核, 
导致模板量降低。相较于离心的溶液, SDS法未离

心的溶液更适用于PCR反应。

在蔗糖法中, 1 μL的DNA模板能够有效扩增

Cas9和Atin基因, 但2 μL的DNA模板抑制它们的扩

增(图2-E和F)。相反, 2 μL的DNA模板显著提高

Hyg的扩增效率, 但抑制Cas9和Actin的扩增(图2-E
和F)。前人的研究表明, PCR反应体系中所含的快

速法提取的DNA溶液越多, PCR反应的效率越低。

然而, 本研究的结果表明, 快速法提取的DNA的量

越多, 并不总是抑制基因的扩增, 而是随着引物的

不同, DNA溶液的量对PCR反应的影响不同。对

于改良的蔗糖法而言, 在20 μL的PCR体系中, 1或2 
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图2  三种快速DNA提取法的PCR扩增效率对比

Fig. 2  Comparison of PCR amplification efficiency of the three fast DNA extraction methods

A~H: SDS、Suc和SucM分别代表SDS法、蔗糖法和改良蔗糖法, N和P分别代表阴性对照(ZH11)和阳性对照(osnac20/26
双突变体)。每个对照实施3个生物学重复实验。括号内的内容代表PCR体系中的DNA体积/总体积。

μL的DNA模板均可有效地扩增这三个基因(图2-G
和H), 而在缩减的体系中(1 μL/10 μL), 这三个基因

的扩增效率则较低(结果未呈现)。
简而言之, SDS法是最简单的DNA提取方法, 

但此方法对Cas9和Hyg这两个基因的扩增效率较

低(图2-D)。与之相比, 蔗糖法提取的DNA对这两

个基因的扩增效果较高(图2-E和F)。此外, 改良蔗

糖法是在蔗糖法的基础上增加了稀释的步骤, 这
使得植物组织中抑制PCR扩增的因子减弱, 从而获

得了最佳的扩增效果(图2-H)。因此, 在本研究的

后续研究中, 改良蔗糖法是首选方法。

本研究将改良蔗糖法所得的DNA溶液分别置

于室温(RT)、4°C和−20°C, 探究储存温度对PCR扩
增效率的影响。结果如图3所示, DNA置于RT下1 
d后, 扩增效率明显下降; 在4°C下放置28 d, 扩增效

率略有下降。然而, 当DNA处于−20°C时, 至少可

以保持75 d的稳定状态。

2.2  Hyg和Cas9扩增假阳性的因素排除

Hyg基因从大肠杆菌中克隆, Cas9从金黄色葡

萄球菌和化脓性链球菌中克隆(Gritz和Davies 1983; 
Kleinstiver等2016; Slaymaker等2016)。这些细菌

广泛存在于环境中, 包括气溶胶、物体表面、水、

溶液甚至手上以及呼吸的气体中。当在开放的环

境中配制PCR体系时, 这些细菌很容易被带入PCR
系统中, 从而在扩增Hyg和Cas9时产生假阳性风险。

因此, 消除这两个基因扩增时的假阳性就等于消

除或减少这些细菌的引入。通常, 在PCR反应过程

中, 严格的无菌操作加上灭菌的PCR成分, 可以确

保结果的可靠性。然而, 这些都增加了工作量。为

了增加实验的可操作性, 我们分析了可能引起Hyg
和Cas9扩增的假阳性因素。在PCR过程中, DNA
溶液、PCR预混液和引物在PCR管中发生反应。

因此, PCR各种成分、PCR管和PCR反应条件如循

环数和实验环境等可能对PCR结果有显著影响。
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图3  不同DNA储存温度对PCR扩增效率的影响

Fig. 3  Effect of different DNA-storage temperature on PCR amplification efficiency

A~C: 室温、4°C和−20°C下扩增Actin基因的结果。N和P分别代表阴性对照(ZH11)和阳性对照(osnac20/26双突变体)。

DNA的提取和储存可能是造成假阳性的风险

之一。本研究对改良蔗糖法所提取的DNA进行了

检测, 以分析可能的影响因素。有趣的是, 当常规

条件下提取的DNA立即进行Cas9或Hyg扩增时, 没
有出现假阳性结果(图4-B), 但当该DNA置于4°C储

存几天后, 基因的扩增出现了假阳性(图4-C)。这

可能是由于常规条件下的DNA提取是在开放的环

境中进行的, 提取液现用现配(未灭菌), 此时DNA
溶液中的细菌量较少, 在合适的PCR反应条件下, 
可以确保结果的可靠性。然而, 当DNA粗提液置

图4  Cas9和Hyg扩增的假阳性因素的分析

Fig. 4  Exclusion of false positive risk for Cas9 and Hyg amplification

A: 对照组(Control)是指在无菌条件下提取的DNA和PCR反应; B~G: Cas9和Hyg扩增假阳性的因素分析。N和P分别代

表阴性对照ZH11和阳性对照osnac20/26双突变体。Con表示未添加DNA的对照组。星号表示假阳性。
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于4°C保存时, 有利于细菌的生长和繁殖。因此, 
在扩增Cas9和Hyg时, 增加了细菌的模板量, 导致

假阳性的产生。综上所述, 在扩增Cas9或Hyg这两

个基因时, 只要尽快将新鲜提取的DNA粗提液用

于PCR反应, DNA提取过程对结果的影响不大。

PCR反应液的配制环境对Hyg和Cas9的扩增

也存在一定的影响。例如, 在超净工作台中配制

PCR预混液和引物不会产生假阳性结果(图4-A), 
而经常在开放环境中使用的预混液和引物则会产

生假阳性结果(图4-D和E), 这主要是由于在超净台

中的操作限制了细菌的引入, 而开放环境则增加

了细菌引入的风险。除了主要的PCR成分外, PCR
管和循环数对结果也至关重要。如图4-F所示, 在
未灭菌的PCR管中进行的PCR反应, Cas9扩增产生

了假阳性的条带, 而在灭菌后的PCR管中进行PCR
反应则无假阳性条带产生(图4-A)。35个循环的

PCR反应导致Cas9和Hyg的扩增产生了假阳性(图
4-G), 而30个循环的PCR反应无假阳性产生 (图
4-A)。这可能是由于过多的循环数增加了细菌模

板的扩增, 因为我们无法保证完全无菌的条件。值

得注意的是, 当两个或多个因素结合时, 如非现提

取的DNA与开放环境中使用的引物共同用于Cas9
和Hyg的扩增, 会显著增加假阳性的风险。

通常, PCR反应体系的配制是在超净工作台进

行的, 但本研究发现在低流动的环境(窗关闭, 空气

流动相对较低的封闭环境)下准备时, PCR结果仍

可保持较高的可靠性(图4-H)。这表明当扩增Hyg
和Cas9时, 低流动的环境可以代替超净工作台进

行PCR体系的配制。相较于超净台, 在低流动的环

境配制PCR反应体系更加灵活方便, 尤其是在大规

模筛选时, 极大地节省了时间。综上所述, 在Cas9
和Hyg扩增过程中, 保持PCR成分处于相对无菌状

态, 并在清洁的环境下进行实验是保证结果可靠

的关键因素。基于此, 本研究总结出快速高效的鉴

定无Cas9突变体的操作方法, 如表2所示。

2.3  大规模筛选无Cas9的突变体

为了进一步检验该操作方法是否适用于大规

模的筛选, 我们扩大样本进行测试。测试的目的为

检测T1植株中无Cas9的osnac20/26b突变体。先前

的研究已证实在T0植株中, OsNAC20和OsNAC26 2

个基因均发生突变。在本研究中, 首先扩增Cas9
基因以初步筛选无Cas9的植株, 而后扩增Hyg以再

次确认转基因植株中T-DNA插入片段的有无。实

验结果如图5-A所示 , 分别从osnac20/26b-7、os-
nac20/26b-18和osnac20/26b-24 3个独立的转基因

株系中鉴定到15株无Cas9的植株。在这15个株系

中, Hyg扩增也呈阴性, 这进一步证实了这些株系

中无T-DNA插入(图5-B)。为了进一步证实结果的

可靠性, 我们通过引物PUV3-R和gRNA-R5扩增载

体上的另一个特异性片段(图1; Lu等2017), 结果也

无阳性条带呈现, 这说明Hyg和Cas9基因扩增的真

实性(图5-B)。DNA测序结果显示, 这些无Cas9的
植株中OsNAC20和OsNAC26均发生了突变。表型

分析显示这些双纯合突变体为粉质胚乳表型(图6), 
这与osnac20/26b的表型一致(Wang等2020)。以上

结果表明, 本研究总结的操作方法适用于大规模

的无Cas9的突变体植株的筛选。

3  讨论

基于PCR扩增鉴定无Cas9株系的方法中, DNA
提取方法的筛选是关键之一。CTAB法提取DNA
的效果虽好, 但由于步骤多、耗时长, 而往往被快

速DNA提取法所取代。目前, 已有多种快速DNA
提取的方法, 如ROSE法(Steiner等1995)、蔗糖法

(Berendzen等2005)、SDS法(Kasajima等2004)和
NaOH法(Wang等1993)等。然而, 这些方法通常会

导致PCR扩增不稳定。这可能与多种因素有关, 如
提取的DNA质量、引物特异性、PCR反应程序等。

通常, 研究人员在排除哪种因素导致的扩增不稳

定性问题时耗时耗力。因此, 快速且稳定的DNA
提取方法有利于大规模的基因型鉴定和表型分析。

在本研究中, 我们发现改良蔗糖法步骤简单、省时

省力, 而且适用于Cas9、Hyg和Actin基因的扩增。

在基于PCR反应的基因型鉴定或者突变体筛

选过程中, 为了避免植物组织和/或快速提取缓冲

液中PCR抑制因子的影响, 多种增强型的DNA聚

合酶, 如Phire Hot Start II DNA聚合酶或KAPA3G 
DNA聚合酶应运而生。先前已有报道将快速DNA
提取法与这两种工程酶结合进行PCR反应(Lapin
等2019; Dhatt等2021; Paul等2020), 从而取得较好
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表2  快速有效的筛选无Cas9株系的方法

Table 2  The guideline for fast and effective screening Cas9-free lines

          过程	 步骤编号	                              具体操作	                           注意事项

DNA的提取	 1	 取10 mg叶片置于装有2个钢珠的2 mL离心	 此步骤为常规步骤。新鲜配制的提取液(未
  管或96孔板中。 灭菌)可用于提取DNA, 但提取液建议现配

 2	 加入250 μL改良的蔗糖提取液, 破碎样品。 现用, DNA粗提液现提现用。高压灭菌之

 3	 沸水浴10 min。 后的提取液可以长时间的保存。

	 4	 离心以去除组织碎片。	
	 5	 将20 μL上清液转移到新的管或96孔板中, 
  用无菌水稀释10倍。	
PCR体系的配制	 6	 在超净工作台上配制PCR体系。	 当所需要筛选的样品数较少时, 建议在超

   净工作台进行操作。

	 7	 戴上口罩和手套在低流动环境下配制PCR	 当所需要筛选的样品数较多时, 建议在低

  体系, 此外在工作台周围喷施70%酒精, 并 流动环境中进行, 以更方便操作, 此外用

  用次氯酸盐擦拭工作台。 酒精喷雾和次氯酸盐喷雾来减少气溶胶

   的污染。

	 8	 用无菌水溶解Hyg和Cas9引物干粉, 先分别	 如果选择在低流动的环境下配制PCR体系, 
  配制一个总的PCR反应体系, 再分装至PCR 应该提前将引物分装, 防止剩余的引物被

  管中。 污染, 其他PCR组分也是如此。此外, PCR
   管或PCR板需灭菌。

	 9	 在每个PCR管中加入2 μL的DNA溶液, 尽	 PCR反应条件是根据研究者选择的PCR预
  快盖上盖子, 并置于PCR仪反应。 混液和引物设置的, PCR反应不应超过30
   个循环。

本研究中使用的引物可用于筛选不含Cas9的突变体。对于其他引物而言, 在大规模实验之前应先进行预实验以找到

合适的退火温度和循环数。

的PCR扩增效果。然而, 这些酶或相关试剂盒价格

较为昂贵, 增加了普通实验室的经济负担。在本研

究中, 改良蔗糖法提取的DNA只需与常规的DNA
聚合酶或者PCR预混液结合即能取得较好的扩增

效果, 这显著降低了成本。此外, 组织与提取液混

匀后只需要操作3道工序, 也节省了时间。尽管在

本研究中未对其他物种进行实验, 但改良蔗糖方

法已应用于甘蓝型油菜的分子标记辅助筛选(徐超

男2014; 付蓉2019; 李旭2019), 这也意味着此方法

可能在多种植物中有潜在的应用前景。

除DNA的提取方法外, Cas9和Hyg扩增时产生

的假阳性也往往困扰研究人员。含有Cas9和Hyg
基因的细菌大量存在于我们的环境中, 这是导致

假阳性产生的重要原因。在本研究中, 我们发现新

鲜配制的提取液, 即使不灭菌, 只要现配现用, 也
可避免假阳性的产生。在配制PCR反应液时, 相对

无菌的引物和PCR预混液、灭菌的PCR管、合适

的PCR循环数均是保证结果可靠性的关键。对于

操作环境而言, 低流动的实验环境可替代超净台。

此外, 合理地设置对照对于实验的准确性也至关

重要。在本研究中, 我们设置了阳性对照, 即以含

有插入片段的转基因植株DNA为模版进行扩增。

在此注意的是, 阳性样品扩增效率高, 应严格控制, 
避免其成为潜在的污染源。阴性对照是以转基因

的背景材料为模版进行扩增, 用于证明扩增过程

中无假阳性现象。空白对照也必不可少。以纯水

作为模板进行扩增, 用于证明扩增过程中的引物, 
预混液和PCR管等无污染。

总之, 在本研究中, 我们通过扩增Cas9和Hyg
基因, 建立了一种可靠、高效的筛选无Cas9转基

因株系的方法。本方法也适用于以Hyg作为筛选

标记基因的其他类型的转基因植物的鉴定。
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图5  无Cas9的osnac20/26b突变体植株的鉴定

Fig. 5  Identification of Cas9-free plants in osnac20/26b mutants

A: Cas9扩增初步筛选无Cas9的植株; B: Hyg和载体特异性引物的扩增确认无T-DNA插入。所有株系的DNA均从T1植

株中提取。N为阴性对照; P为阳性对照, 阳性对照的模版为CRISPR载体。
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