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摘 要：根据转基因农作物中最常用的花椰菜花叶病毒启动子（589& /2:）和根癌农杆菌终止子
（*;:）的序列，设计合成了两对不同的引物和相对应的两种荧光双链探针（<=54），分别建立了多
重 456、应用 <=54的实时荧光 456同时检测转基因成分 /2:启动子和 *;:终止子的方法 )并利
用该套方法对马铃薯、大豆、玉米、甜椒、番茄等实物样品进行了检测，发现 "/份样品中有 7份检出
/2:启动子、*;:终止子，其余 %份样品的检测结果为阴性 )表明作者建立的多重 456方法能有
效检测出 /2:和 *;:成分，其中多重 456法具有灵敏度高、特异性好的特点，多重荧光 456法则
更为简便、快速、准确 )
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目前转基因食品大多来源于转基因农作物 !据
全球农业生物技术应用咨询署提供的统计资料显

示，"##$年美国、阿根廷、加拿大等国家开始商业化
种植转基因作物［$］!转基因技术给人们带来了巨大
的社会经济效益的同时，相关产品的环境释放及食

用安全性也受到越来越广泛的关注，为了能够对其

做出综合评价和实施有效监管，建立合适的方法对

转基因作物及食品进行检测非常重要［"］!当前植物
性转基因食品的检测采用的技术路线有两条，一是

应用 %&’、()*+,-./ 杂交检测插入的外源基因［0］；
二是应用 123(4、5-6+-./ 杂交检测表达的重组蛋
白［7］! %&’技术应用于转基因食品的检测，其敏感
快速简便的特点是其它检测技术所无法比拟的［8］，

荧光 %&’技术集 %&’和探针杂交技术的优点为一
体，直接探测 %&’过程中的荧光变化，可获得 9:4
模板的准确定量结果［;，<］!
根据商品化转基因作物中常用的花椰菜花叶

病毒启动子（&=>? 08 (）和根癌农杆菌终止子
（:@(）的序列特点，设计并合成了两对引物及相对
应的荧光双链探针，分别建立了 08 ( 启动子和
:@(终止子双组分的多重 %&’、荧光 %&’检测方
法 !其中多重 %&’检测方法适用于转基因食品的定
性筛选试验，具有快速灵敏、特异性高的特点；实时

荧光 %&’检测方法可用于转基因食品的进一步定
量分析和鉴定试验，具有技术先进、结果准确的特

点 !

! 材料与方法

! " ! 实验材料
! !! !! 样品 从厦门口岸入境的来自美国、加拿
大、荷兰等国的马铃薯、大豆、玉米的随机样，番茄、

甜椒样品由厦门北大之路生物工程有限公司提供，

质粒 A&4>B34$0#$和非转基因样品由厦门大学生
命科学学院夏宁邵副研究员提供 !
! ! ! ! # 仪器与试剂 $ C-/-4DAE;## 型 %&’ 仪、
F&GHI-. FJK>实时荧光 %&’仪、2CE<$"L#7"M?%凝
胶成像系统等 ! K=N酶、O:K%、’:=6-4、$## PA 9:4
2=OO-.等购自上海 %.)D-Q=公司 !
! !! !$ 引物和荧光双链探针$ 08(引物为 8RLC&K
&&K 4&4 44K C&& 4K& 4L0R及 8RLC4K 4CK
CCC 4KK CKC &CK &4L0R，:@( 引物为 8RLC44
K&& KCK KC& &CC K&K KCL0R及 8RLKK4 K&&
K4C KKK C&C &C& K4L0R ! 08(荧光探针为 S1TL
8RLC4C C4C &4K &CK CC4 444 4C4 4CL0R及
8RLKKK K&& 4&C 4KC &K& &K&L0RL94B&U2，

:@( 荧光探针为 V4>L8RLC&4 KC4 &CK K4K
KK4 KC4 C4K CCC KL0R及 8RLK&4 K44 4K4
4&C K&4 KC&L0RL94B&U2 !由上海生工生物工程
技术服务有限公司合成 !
! " # 实验方法
! !# !! 样品 9:4的提取$ 采用改良 &K4B法［W］，
浓度测定采用紫外分光光度法 !
! !# !# 多重 %&’检测

$）扩增反应体系：$# X %&’ P*YY-. 8!2，"8
DD)I Z 2 >Q&I" 8!2，" ! 8 DD)I Z 2 O:K% "!2，$#

!D)I Z 2 08(引物 "!2，$#!D)I Z 2 :@(引物 "!2，
$ M Z!2 K=N 酶 $!2，$# [ 8# /Q Z!2 9:4 模板 "

!2，双蒸水 0$!2 !
"）扩增反应条件：E7 \预变性 0 DF/；E7 \维

持 0# 6、87 \维持 0# 6、<" \维持 78 6，共运行 7#
个循环 ! <" \延伸 0 DF/；于 7 \下保存 !

0）扩增反应结果：4Q.)6- 凝胶电泳检测及
M?%凝胶成像系统分析结果 !
! !# !$ 荧光 %&’检测

$）两种 V9&%的变温曲线：8#!2 反应液中含
$# DD)I Z 2 K.F6LS&I（AS W ! #），$ ! 8 DD)I Z 2 >Q&I"，
# ! "!D)I Z 2 V9&%，从 7# \开始，每隔 W 6温度升高
$ \，反应至 W# \，每升高 $ \于 8"# /D采集荧光
数据 !

"）两种 V9&%的杂交曲线：8#!2 反应液中含
$# DD)I Z 2 K.F6LS&I（AS W ! ;），0 ! 8 D)I Z 2 >Q&I"，
# ! "!D)I Z 2 V9&%，对应的探针靶序列终浓度为 # ! "

!D)I Z 2，E7 \预变性 $ DF/后，按 E7 \变性 0# 6、
<# \（每循环 $ 次下降 $ \）杂交 ;# 6，运行 00 个
循环，每次杂交后于 8"# /D采集荧光数据 !

0）扩增反应体系：8#!2反应液中含 $# DD)I Z 2
K.F6LS&I（AS W! ;），7! 8 DD)I Z 2 >Q&I"，#! " DD)I Z 2
O:K%，" M K=N 酶，08( 引物和 :@( 引物各 #! 7

!D)I Z 2，08(探针和 :@(探针各 #!"!D)I Z 2，9:4模
板 0!2!

7）扩增反应条件：E7 \预变性 8 DF/；E7\维持
0# 6，8# \维持 ;# 6，<" \维持 7# 6，运行 7#个循环；
<" \延伸 8 DF/!荧光值的采集时间为退火后 0# 6!
! !# !% 样品检测 按上述反应体系及条件对马铃
薯、大豆、玉米等样品进行检测 !并设立非转基因样品
9:4（阴性）和质粒（阳性）对照 !

# 实验结果

#"! &’()法提取样品 *+(的结果
9:4提取是进行 %&’检测的关键环节，应用
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!"#$ 法提取样品基因组 %&#，经紫外分光光度法测
定，提取的样品 %&# 的 ’%()* + ’%(,*为 -. ) / -. ,，
%&#质量浓度为 -* / 0* 12 +!3，见图 -.

4 5分子量标记；- 5 马铃薯；( 5 大豆；6 5 甜椒；78番茄；

08玉米

图 ! "#$%法提取样品 &’$结果
()*+! ,-./01.)23 24 5067895 &’$ :).; "#$% 69.;2<

=+= 多重 >"?检测样品 &’$的凝胶电泳结果
检测结果见图 (.样品扩增出与阳性对照相一致

的约 (** 9:片段（针对 60;启动子）和 -0* 9:片段
（针对 &’;终止子），而阴性对照在对应位置无明显
条带，则判定为阳性结果 .

4 5 -** 9: %&# 3<==>?；- 5 阴性对照；(8马铃薯；68大豆；

78玉米；0 5阳性对照

图 = 多重 >"?检测样品 @AB和 ’CB结果
()*+= &9.91.)23 24 @AB D ’CB )3 5067895 6E8.)789- >"?

=+@ 荧光 >"?检测结果
= .@ .! 两种 @%!A的变温曲线- 对 60;和 &’;探针
作温度变性曲线，目的在于了解探针的热稳定性及

!" 值 .结果表明（见图 6，7），两种探针从开始变性到

完全解链均在一个相当窄的范围内完成，在用于荧光

A!B同时检测 60;和 &’;两组分的反应中，为保持
退火阶段荧光值采集时探针的双链配对，选择 0* C
作为 A!B扩增的退火温度 .
= .@ .= 两种 @%!A的杂交曲线- 分别将两种探针与

对应靶序列做杂交曲线，结果显示（见图 0，)）高温下
探针双链分离，系统具有高而稳定的荧光值 .在退火
阶段，当系统中存在靶序列时，荧光标记链与靶序列

结合，使系统也保持高而稳定的荧光值（见曲线 #）；
当系统中不含靶序列时，则探针双链结合，使系统荧

光值剧减（见曲线 $）.

图 @ @AB探针温度变性曲线
()*+@ #9679/0.E/9 <930.E/08)F0.)23 1E/G9 24 @AB 7/2H9

图 I ’CB探针温度变性曲线
()*+I #9679/0.E/9 <930.E/08)F0.)23 1E/G9 24 ’CB 7/2H9

图 A @AB探针杂交曲线
()*+A JKH/)<)F0.)23 1E/G9 24 @AB 7/2H9

图 L ’CB探针杂交曲线
()*+L JKH/)<)F0.)23 1E/G9 24 ’CB 7/2H9

= .@ .@ @A!B检测方法的建立 混和两对引物和两
种探针，对质粒进行双组分同时检测 .结果表明，在同
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一管扩增反应中，能以 !"#引物、$%#引物及其 &’(
)*的荧光 *)+ 同时检测样品中的 !"# 启动子和
$%#终止子（见图 ,）-

.为检测 !"#启动子阳性结果（/为空白对照）；

0为检测 $%#终止子阳性结果（1为空白对照）-

图 ! 多重荧光 "#$同时检测 %&’及 ()’双组分
*+,-! ./0/10+2, %&’ 3 ()’ 4+567082/9647: ;+0< 5670+=7/>

?769@/41/21/ "#$

A-B 样品的检测结果
应用作者建立的多重 *)+及荧光 *)+方法对

马铃薯、大豆、玉米、甜椒、番茄共 2!份实物样品进行
检测，多重 *)+检测结果显示：马铃薯、大豆样品各 3
份及玉米、甜椒样品各 2份的扩增反应呈阳性，其余
,份样品均未扩增出特异性条带；多重荧光 *)+检测
结果进一步证实了 4份样品中检出 !"#和 $%#，另 ,
份样品均未检出 -

% 讨 论

在植物性转基因食品的检测研究中，相对检测表

达重组蛋白的 567#.法而言，以外源基因为目标的
*)+法具有灵敏度与覆盖率高、不受基因表达与否
及食品加工工艺影响等优势［3］-不同的作物、不同的
改良目标则重组 ’$.不同，转基因作物的种类及性
状相当繁多，但其基本序列结构相似，即含启动子、目

的基因、终止子和标记基因或抗生素抗性基因［!］-目
前商品化生产的转基因作物中绝大多数含有 !"#启
动子和 $%#终止子，因而作者针对其序列特点设计
了两对引物分别用于检测转基因成分 !"#和 $%#-
为保证 *)+检测的顺利进行，提取纯化 ’$.是

整个研究的关键 - 目前植物性转基因食品 ’$.的提

取主要有 )8.0 法和 #’#法［3］-作者应用改良 )8.0
法提取样品基因组 ’$.，实验表明该法简便快速，提
取的 ’$.纯度优、得率高、完整性好，适用于大批量
样品的检验 -

*)+技术非常灵敏，容易出现假阳性、假阴性结
果 -因而设计了针对 !"#和 $%#基因的两对引物，并
将它们应用于同一扩增体系，通过多次摸索，获得了

包括反应浓度、温度和时间等最适条件，建立了多重

*)+方法以提高转基因检测的特异性 -同时设立了
阴性和阳性对照，防止了假阴性检测结果的发生 -
常规 *)+技术可快速检测转基因产品，但也存

在着假阳性污染及定量的难题 -荧光 *)+技术则巧
妙地利用了 *)+技术的 ’$.高效扩增、核酸杂交的
高特异性和光谱技术的精确定量功能的优点，整个过

程实行闭管式实时测定，扩增与检测同时完成，既简

化了操作步骤，又使扩增产物交叉污染得以杜绝，克

服了常规 *)+检测的一些不足［9 : 22］-但目前通常所
用的 8/;</= 技术、分子信标技术尚存在着制备复杂
及荧光本底高等不足［2>］-
作者将荧光双链探针应用于转基因产品的快速

检测中，这种新型探针设计及制备均较为简便，并具

有本底低及稳定性好的特点 -在 !"#和 $%#探针上
分别标记不同波长的荧光剂，在同一反应管内同时进

行双组分检测，该技术不仅提高了效率，检测结果也

更可信 -与此同时，根据欧盟转基因食品的阈值规定，
转基因食品的百分比是每一种转基因成分和同一物

种的相对含量，因而在转基因产品的定量检测中，多

重 *)+方法的应用与样品内标基因的设置（如大豆
的 6?@AB=基因、玉米的 C?B=基因）就显得十分重要 -因
此，本研究结果还为应用多重 *)+法同时扩增样品
内源基因和 !"# D $%#，建立荧光 *)+定量检测转基
因食品的方法奠定了基础 -
应用建立的两种 *)+方法检测了 2!份实物样

品，结果显示其中 4份样品检出了 !"#启动子和 $%#
终止子，其余 ,份样品均未检出 -结果表明，所建立的
方法具有灵敏直观、操作简便、结果准确的特点，适用

于大豆、马铃薯、玉米、甜椒、番茄等多种作物及其食

品的检测 -结果还提示从厦门口岸进境的马铃薯、大
豆、玉米中含有转基因产品，今后应加强该类产品的

检验与管理 -
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（上接第 HYU页）
从相对湿度来看，当相对湿度在 JU_左右时，产
品的风味值达到最大 D这主要是相对湿度在 JU_以
下时，随着相对湿度的提高，有利于风味产生菌的生

长繁殖，有利于风味的产生和提高；但当相对湿度过

高时，不利于风干，易引起腐败变质，产生不良风味，

从而对产品风味产生不良影响 D
从风干时间和风干温度来看，当风干时间和风干

温度分别在 YX 8和 FJ ‘以内时，随着温度的提高和
时间的延长，产品风味和游离氨基酸含量也随之提

高；但当风干时间和风干温度分别在 YX 8和 FJ ‘以
上时，随着温度的提高和时间的延长，产品风味和游

离氨基酸含量却随之降低，这与组织蛋白酶的活性和

作用时间及腐败菌的生长繁殖有关 D在风干过程中，
组织蛋白酶和脂肪酶分解蛋白质和脂肪产生氨基酸、

挥发性脂肪酸等风味物质，在一定范围内，温度越

高，酶的活性就越高，作用效果就越好；作用时间越

长，产生的风味物质和游离氨基酸也就越多 D但当温
度高于 FJ ‘时，易引起腐败菌的生长繁殖，产生不良
风味，且腐败菌能分解氨基酸产生组织胺并利用游离

氨基酸合成菌体蛋白，故对游离氨基酸含量也有影

响；当温度过高，风干时间过长时，产品易产生氧化

味，故风干时间对产品的风味也有影响，且风干时间

过长也易引起腐败菌的生长［Y，U］D因此，须选择合适
的风干时间和风干温度 D
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