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摘要：确定杂吏液成分，选择探针浓度．将5’端标记生物素的PCR扩增产物与5’端标记地高辛

的探针呈液相混合，在PCR管中按优化后的条件(92℃，5 rain；55℃，5 rain)进行液相杂交．杂交

产物通过链霉亲和素被固定在微孔表面，同时在含高浓度二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide．DMSO)

的杂交液中将非特异结合的探针解离，然后对被固定的特异杂交产物进行El。ISA检测．PCR．

ELISA液相杂交检测方击操作简便，特异性高，避免了繁琐的杂交程序和对人体有害的溴化乙锭，

适用于转基因产品及其加I食品的快速检测．
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Abstract：Optimizing ingredient of hybridization solution and concentration of probes WaS conducted．

5'-biotinylated PCR product waa automatically hybridized to a digoxigenin—labeled probe presented in

the PCR reaction．The hybridization is performed as part of the PCR program．Streptavidin bound to

the wall of tube were used to capture the biotin—digoxigenin·labeled fragments，meanwhile the non—

specifically hybridized probes were removed in the solution of high concentration dimethyl sulfoxide

(DMSO)．The biotin·digoxigenin hybrids were served in ELISA detection．IAquid—phase hybridization

in PCR．enzyme linked immunosorbent assay(PCR．ELISA)method enabled a fast，specific and accu—

rate detection of GMOs and thus appeared to be a useful tool for routine analysis of raw and processed

food products．Laborious blotting procedures and hazardous ethidium bromide in gel staining could be

avoided．
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5 260万hm2，仅美国市场上销售的转基因食品多达

4 000多种⋯．随着转基因农产品的不断开发和利

用．转基因产品对人类健康和生态环境的影响也引

起了全世界的广泛关注目前世界一k一些国际组织

和国家如欧盟、俄罗斯、日本、韩国、澳大利亚、新西

兰等主张对转基因产品加贴限量标签．即规定转基

因产品的含量超过一定阈值(如1％，即100粒中有

1粒为转基因大豆)则需加贴强制性标识．我国于

2001年5月23日颁布了<农业转基因生物安全管

理条例)，强调r对转基因生物及其产品的管理与

控制．

无论是对转基因产品进行标注管理，或是对转

基因与非转基因原料的分别输送，转基因原料和食

品的检测技术是必不可少的．这是对转基因产品进

行安全性评价和实施监管的基础．目前转基因产品

的检测方法分为阻表达蛋白为Et标和以外源DNA

为目标两类[21检测表达蛋白质的方法(如EI。ISA

法)具有灵敏度较高、特异性强、可准确定量的优

点，但存在覆盖率低、难以检测深加工和外源基因

不表达的产品等缺点：检测外源DNA方法(如PCR

法)以其高灵敏性、特异性较好和快速简便的优点

被广泛采用．但常规PCR技术存在的问题是基因高

效扩增可能产生假阳性结果和难以进行定量检测．

PCR—EI。ISA是一种将PCR的高效性、高灵敏度与

EI，ISA的高准确度相结合的方法，既适合于定性筛

选又可进行定景分析，但杂交操作繁琐，不利于推

广应用[31．为此，作者对PCR-ELISA液相杂交检测

条件进行了改进。简化了实验操作，缩短了时间．

1材料与方法

1．1材料

l、1．1试验材料 厦门口岸入境的进口大豆、玉

米随机样品；抗除草剂大豆粉标准样品、Btl玉米粉

标准样品购自美国SDI公司．

1．1．2主要仪器9600型PCR仪：美国PE公司；

450型酶标仪：美国Bi0-Rad公司；2K15型离心机：

美国Sigma公司等．

1．1．3主要试剂Taq DNA聚合酶、RNase A、

dNTPs、Wizard Genomic DNA Purification kit和琼

脂糖(Promega)；亲和素包被的微孔板、DNA杂交分

子试剂盒、DMSO(Roche)．

1．1 4 引物及探针 由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成，35s引物l为5’Biotin—GCT CCT

ACA AAT GCC ATC A 3’，35s引物2为5’GAT

AGT GGG A1盯GTG CGT CA 3’，35s探针为5’

DIG—CAA CCA CGT CTT CAA AGC AA，3’：nos引

物l为5 7Biotin—GAA TCC TGT TGC CGG TCT

TG 3 7，nos引物2为5’TTA TCC TAG TTT GCG

CGC TA 3’，nos探针为5 7DIG—TGC CGG TcT TGC

GAT GAT TAT CAT A一3’．

1．2方法

1．2 1样品总DNA提取称取0 1 g粉末样品，

以Wizard试剂盒提取样品总DNA

1．2．2 PCR扩增按反应体系(10×PCR Buffer 5

“I。，25 mmol／L MgCl2 4 pL，10 mmol／I，dNTPs 1

pL，25}tmol／I．引物1和2，各1“I。，Taq酶1U，

DNA模板2 pI。，加水至50 pL)和条件(94℃，3

min；94℃，20 s，54℃，40 s，72℃，60 s，35个循环；

72℃，3 rain)进行PCR扩增

1．2．3寝相杂交取扩增产物10"I．，加入100“L

杂交液(含1“mollL地高辛标记探针)，按92℃：．5

rain．55℃．5 rain行杂交反应；室温放置15 min．

1．2．4 El，ISA检测【4’ 取50“I。杂交产物和50

“L杂交液(其中DMSO体积分数为50％)在微孔板

内混合，55℃温育30 min；弃溶液，300“L洗涤液

洗3次；加入50“L抗地高辛抗体一过氧化物酶酶联

物(100 u／mL)，37℃温育30 min；弃溶液，300ⅡI。

洗涤液洗3次；加入50 pI，显色液A和50 pI，显色

液B，混匀后室温避光放置10 rain；加入终【L液1

滴，酶标仪测定oD405值

1 2．5样品检测 应用建立的PCR E1．ISA液相

杂交方法对实物样品进行检测．每个样品重复3

次。并设立无菌双蒸水(空白)、非转基因样品(阴

性)和转基因标准样品(阳性)3份对照

2结果与分析

2．1=甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)体积

分数的确定

配制二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)

杂交液(含1p．mol／L探针)：100，200，300，400，500

mI，／I。．分别对阳性对照和阴性对照的PCR产物进

行液相杂交检测结果显示，DMSO为300 m1．／1．

时，阴性与阳性对照之间的OD差值为最大(见

图1)．

2．2探针浓度的确定

配制不同浓度的地高辛标记探针溶液：50，

5．0．0．5和0 05“mol／I．，分别对阳性对照和阴性对

照的PCR产物进行液相杂交检测结果显示，探针

浓度为0 5 pmol／L时，阴性与阳性对照之间的OD

值差别最为明显(见图2)．
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圉3杂交时间对液相杂交的影响

Fig．3 Influence of hybridized time oil liquid-phase hy-

bridization

2．4杂交温度的确定

选择45．50，55，60，65℃5个不同温度进行液

相杂交检测，结果显示，阴性、阳性对照的OD差值

变化不明显，表明核酸杂交的温度要求不严格，在

45～65℃之间均能得到良好的杂交效果，

2．5杂交检测的灵敏度

将阳性对照DNA溶液按10倍梯度稀释，PCR

扩增后进行液相杂交检测，结果见图4当阳性

DNA稀释l 000倍时(相当于0 1 ng／#I。)．仍能得

到明显的杂交信号(OD4n5值大于0 2)

趔
；
凸

。

圈4杂交检测的灵敏度

F毡．4 Sensitivity of liquid-phase hybridization

2．6实物样品的检测

将实物样品的PCR—ELISA结果列于表1，可以

看出．大豆1，2号和玉米1号的OD405值大于阴性

对照OD405值(0．042)的2倍，均判定为检测结果阳

性；大豆3号和玉米2号的OD4。5值小于O．2，且低

于或接近阴性对照OD405值(O．042)，均判定为检测

结果阴性．

3讨论

PCR-EI．ISA技术集PCR的高效性、高灵敏度

与ELISA高特异性、高准确度于一体，已成为医学

分子诊断的基本方法之一【5 J．但应用于转基因产品

检测的报道较为少见．PCR—ELISA的杂交方式主要

有固相杂交法和液相杂交法两种．其中固相杂交法

是将地高辛标记的特异性探针包被于专用管中，然

后按常规PCR直接在管内进行扩增，扩增完毕后采

用化学法开链，探针与扩增产物杂交结合闻相杂

交法具有包被管可长时闯保存和减少实验批次问

误差等优点，但由于包被亲和素的管壁可与PCR产

物发生非特异性结合，因而存在阴性及空白对照的

本底较高，以及杂交步骤复杂、耗时长等不足_5，“

渡相杂交法是直接将标记生物素的PCR扩增产物

与标记地高辛的探针星液相充分混合，采用加热法
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开链，复性时探针与开链的DNA竞争结合，反应体

系中的探针过量就可减少靶DNA的自身复性．液

相杂交过程相当于一次PCR扩增循环．从而使实验

操作步骤简化，杂交时间缩短，均相杂交完全‘5，”

表1 PeR．ELLSA法检测实物样品的结果

Tab．1 The results of practicality samples detected by PCR-ELISA method

为了使PCR扩增产物和检测探针进行快速特

异地杂文，本实验采用PCR—El，ISA液相杂交方法，

通过调整杂交液的成分，选择合适的探针浓度，优

化了杂交时间与温度等实验参数，使PCR扩增与液

相杂交在同一管中完成；采用DMSO体积分数为

50％的杂交液，以促使非特异结合的探针解离，并

保留特异结合的杂交子．结果表明，PCR．EI，ISA液

相杂交方法具有操作简便、杂交速度快、阴性本底
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