
第一届 ICMSF —中国国际食品安全会议论文选登

食品中转基因大豆成分的定性和定量检测

赵卫东 　郑文杰 　刘 　　 　贺 　艳

(天津出入境检验检疫局 ,天津 　300201)

摘　要 :为建立食品中转基因成分的定性定量分析 ,运用传统的定性 PCR 方法检测大豆加工产品

中转基因成分的存在 ,运用 Taqman 探针技术 ,对存在的转基因成分进行准确定量。对于定量过程

中由于扩增效率的不同造成的误差 ,通过大豆的内源基因 Lectin 进行校正 ,根据ΔCt 值对应于校正

曲线计算出转基因大豆的含量。本方法灵敏度达到 011 % ,误差范围小于 3010 %。可用于转基因

大豆的监测管理。
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genetically modified soybean using real2time PCR
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Abstract : Many countries have constituted higher requirement to the detection of GM2products since a series of

labeling regulations were put into practice. This requires accurate quantification of the transgenic material in

the GM2products. A conventional qualitative polymerase chain reaction ( PCR) assay was used to detect the

presence of GM2soy and a real2time PCR was used to quantify the content of GM2soy. The errors due to differ2
ence in amplification efficiencies were amended by detecting the endogenous control . The percentage of geneti2
cally modified soybean was calculated by ΔCt value through a standard curve. The sensitivity of the method

could reach 011 % and the range of error was less than 3010 %.
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　　目前国际上还没有制定统一的定量检测的方法

和标准[1 ,2 ]
,定量检测方法多是针对转基因作物原材

料 ,对由原材料作成的产品的定量检测却很少涉及。

本研究选取 17 种常见的含有大豆成分的食品 ,运用传

统的定性 PCR方法检测其中是否含有转基因成分 ,对

确定含有转基因成分的食品 ,应用欧盟推荐的荧光定

量 PCR方法 ,确定该食品中转基因成分的含量。

1 　材料与方法

111 　材料 　011 %、015 %、110 %、210 %、510 %转基

因大豆标准样品英科新创科技有限公司提供 ;含大

豆成分的食品豆粉、酱豆腐、腐乳、豆豉、日本豆腐、

煎豆干、豆丝、豆片、素肉、夹心饼干、奶粉、豆酱、巧

克力、豆浆、豆渣、卵磷脂、福临门豆油 ,从超市购得 ;

液氮、1molΠL Tris·Cl、Na22EDTA·2H2O、NaOH、CTAB、

聚乙烯吡咯烷酮240、Tris 饱和酚、氯仿、异丙醇、70 %

乙醇、TE 缓冲液、RNaseA 、溴化乙锭、5 ×TBE 缓冲

液、冰醋酸、0125 %溴酚蓝、0125 %二甲苯青 FF、30 %

甘油和 Taqman Master Mix ( Perkin Elmer) ;荧光标记

探针及引物见表 1 (大连宝生物公司合成) ;反应体

系见表 2。

表 1 　定性和定量 PCR 所需的引物、探针

引物Π探针 5′→3′ 产物大小
Lectin 定性 [4 ] GCCCTCTACTCCACCCCATCC

GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG 118bp
CaMV35 S 定性 [3 ] GCTCCTACAAATGCCATCA 195bp

GATAGTGGGATTGTGCGTCA
Lectin 定量 [5 ] TGGTCGCGCGCCCTCTACTC

GGCGAAGCTGGCAACG
CaMV35 S 定量 [5 ] CCGGAAAGGCCAGAGGAT

GGATTTCAGCATCAGTGGCTACA

Lectin 探针 [5 ] JOE2CTACCGGTTTCTTTGTCCCA
AATGTGGAT2TEMAR

CaMV35 S 探针 [5 ] FAM2CCGGCTGCTTGCTTGCAC
CGTGAAG2TEMAR

—321—食品中转基因大豆成分的定性和定量检测 ———赵卫东 　郑文杰 　刘 　　等



表 2 　反应体系 MU

试剂 加 样 量 (μl)

定性 PCR 10 ×PCR 缓冲液 2. 5

10 ×dNTPs(含 dUTP) 2. 0

10 ×MgCl2 2. 5

Taq 酶 (5 单位Πμl) 0. 2

正义引物 (10μmolΠl) 0. 5

反义引物 (10μmolΠl) 0. 5

DNA 模板 (1～10 ng ) 1. 0

双蒸水 15. 8

定量 PCR Taqman Master Mix 12. 5

正义引物 (10μmolΠl) 1. 0

反义引物 (10μmolΠl) 1. 0

探针 (5 PmolΠμl) 0. 5

双蒸水 10. 0

　　仪器 　紫外可见分光光度计 ( PE 公司) 、高速冷

冻离心机、真空干燥浓缩仪、7900HT 荧光定量 PCR

仪 (美国 ABI公司) 、电泳仪 (美国伯乐公司) 、凝胶成

像仪 (美国安莱公司) 。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　大豆及其食品中 DNA 的提取方法 　参照文

献[3 ]。

1. 2. 2 　DNA 浓度测定 　样品 DNA 用紫外分光光度

计测定 260 nm 和 280 nm 处吸收值 ,分别计算核酸

的纯度和浓度。计算公式　DNA 纯度 : A260ΠA280 ,比值

为 117～119 较为理想 ;双链 DNA 浓度 (μgΠml) :50 ×

A260 。

1. 2. 3 　转基因大豆成分定量灵敏度确定 　设置了

5 个转基因大豆标准样品 ,转基因大豆成分Π总大豆

成分分别为 011 %、015 %、110 %、210 %、510 % ,每个

标准品重复 9 次 ,取平均值 ,依试验结果 (未列出) 把

011 %作为转基因大豆成分定量检测的最低限。

11214 　食品中转基因成分含量检测 　以定性 PCR

试验中特异性基因 CaMV35 S 扩增为阳性的豆奶粉

和巧克力作为未知样品进行定量 PCR 检测。对含

量分别为 011 %、015 %、110 %、210 %、510 %的 5 个

转基因大豆标准样品和 2 个待测样品分别在 Lectin

定量体系和 CaMV35 S 定量体系中进行扩增 ,以转基

因大豆标准样品百分含量的对数值 (logx %) 为纵坐

标 ,以转基因大豆标准样品的ΔCt 值 (35 S 扩增得到

的 Ct1 和 Lectin 扩增得到的 Ct2 之差) 为横坐标 ,做

成校正曲线 ,把待测样品得到的ΔCt 值带入校正曲

线方程计算出样品中转基因大豆成分的含量。

1. 2. 5 　PCR 试验 　定性 PCR 反应条件 ,
[3 ] 预变性 :

95 ℃5 min ;循环扩增 (40 个循环) 95 ℃变性 30 s ,

54 ℃退火 40 s ,72 ℃延伸 1 min ;72 ℃延伸 5 min。

荧光定量 PCR 反应条件 　温浴 50 ℃2 min ;预

变性 :95 ℃10 min ;循环扩增 (45 个循环) :95 ℃15 s ,

53 ℃1 min。

2 　结果与分析

2. 1 　DNA 的提取 　所有的样品均用改良 CTAB 法

提取DNA。分别取 2μl 提取到的DNA 点样于 210 %

琼脂糖凝胶中进行电泳分析 ,其结果如图 1 ,有几种

样品中存在明显的 DNA 降解小片断。通过紫外分

光光度计分析 ,各样品 DNA 的提取量在 266μgΠ100

mg(豆粉)和 0145μgΠ100 mg (卵磷脂) 之间 ,其中福临

门豆油和夹心饼干的 DNA A260 < 011 ,无法被精确的

定量。A260Π A280 的值除了腐乳 (1141) 、日本豆腐

(210) 、豆渣 (1162)外 ,其余样品均在 117 和 119 之间。

2. 2 　定性 PCR 检测 　为了解从食品中所提取的

DNA 是否能够被扩增出来 ,本研究采用大豆内源基

因 Lectin 作为内参进行定性 PCR 检测 ,图 2 显示了

各种食品提取的DNA 中的 Lectin 扩增条带 (118bp) 。

由图 2 可看出 ,福临门豆油提取的 DNA 没有 Lectin

扩增条带 ,酱豆腐、腐乳、日本豆腐、夹心饼干、卵磷

脂的 Lectin 扩增条带较弱 ,其它 DNA 样品均扩增出

了明显的特征条带。

应用转基因作物常用的 CaMV35 S 启动子作为

特异性引物对所提取的DNA 进行 PCR 扩增 ,以确定

各种食品中是否含有转基因大豆成分 ,图略。

(M:相差为 50bp 的 DNA 标准品 , 从下至上分别为 :50bp、100bp、

150bp ⋯⋯800bp) 1 :豆粉、2 :酱豆腐、3 :腐乳、4 :面酱、5 :日本豆

腐、6 :煎豆干、7 :豆丝、8 :豆片、9 :素肉、10 :夹心饼干、11 :奶粉、

12 :巧克力、13 :豆豉、14 :豆渣、15 :豆浆、16 :卵磷脂和 17 :福临门

豆油。

图 1 　CTAB 法提取的大豆加工产品总核酸电泳图

(M:相差为 50bp 的 DNA 标准品 , 从下至上分别为 :50bp、100bp、

150bp ⋯⋯800bp) 1 :空白对照、2 :豆粉、3 :酱豆腐、4 :腐乳、5 :面酱、

6 :日本豆腐、7 :煎豆干、8 :豆丝、9 :豆片、10 :素肉、11 :夹心饼干、12 :

豆奶粉、13 :巧克力、14 :豆豉、15 :豆渣、16 :豆浆、17 :卵磷脂、18 :福

临门豆油和 19 :阳性对照。

图 2 　用大豆内源基因 Lectin 扩增 CTAB 法

提取的大豆加工产品的电泳图

2. 3 　定量 PCR 检测 　校正曲线如图 3 ,扩增结果如

图 4、图 5。
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图 3 　转基因大豆含量校正曲线

ck :阴性对照、1 :011 %的标准样品 ,2 :015 %的标准样品 ,3 :巧克

力 ,4 :110 %的标准样品 ,5 :豆奶粉 ,6 :210 %的标准样品 ,7 :510 %

的标准样品。

图 4 　大豆内源基因 Lectin 定量检测扩增曲线

ck :阴性对照 ,1 :011 %的标准样品 ,2 :015 %的标准样品 ,3 :巧克

力 ,4 :110 %的标准样品 ,5 :豆奶粉 ,6 :210 %的标准样品 ,7 :510 %

的标准样品。

图 5 　大豆 35S 启动子基因定量检测扩增曲线

　　待测大豆中转基因成分含量检测结果见表 1 ,根

据表 1 的结果可获得大豆中转基因成分含量的校正

曲线 (图 3) ,被检测样品巧克力和豆奶粉的ΔCt 值分

别为 51756 326 和 31861 300 ,对应校正曲线即可计算

出转基因成分的含量分别为 0196 %和 2135 %。

表 1 　转基因大豆定量检测结果

样品名称 实际含量 ( %) 　ΔCt 值 测定含量

阴性对照 0 0 　　 2
转基因大豆标样 1 011 91707104 -

转基因大豆标样 2 015 61619146 -

转基因大豆标样 3 110 51569903 -

转基因大豆标样 4 210 31955226 -

转基因大豆标样 5 510 21177476 -

巧克力 51756326 0196 %

豆奶粉 31861300 2135 %

3 　结果与讨论

大豆在加工成食品或加入到食品中的过程中 ,

其中的 DNA 随着加工程度的高低发生不同程度的

降解 ,给 DNA 的提取造成了一定的困难 ,同时食品

中含有的糖类、盐分和其它元素不但会影响 DNA 提

取的效率 ,也会给后续的定性、定量 PCR 检测工作

带来影响。本试验中采用的改良的 CTAB 法对 17

种食品中的 DNA 进行提取 ,通过紫外分光光度计检

测、凝胶电泳和内源基因 Lectin 扩增检测 ,除了福临

门豆油没有提取到 DNA 外 ,其余的 16 种食品均得

到足够量的用于定性、定量 PCR 检测的 DNA。其中

有些样品 DNA 提取的量比较少 ,需要进一步对提取

方法进行改进或换用其它的提取方法解决。

在本试验中 ,大豆标准样品和 17 种食品在相同

的条件下进行 DNA 提取和 PCR 扩增 ,DNA 提取和

PCR 扩增效率比较一致 ,使得定量结果比较准确、可

靠。但大豆标准样品是粉状物 ,未经中度或深度加

工过程 ,与待测食品形式不一致 ,即使在相同的条件

下进行 DNA 提取和 PCR 扩增 ,效率也会有所不同 ,

具体会有多大影响 ,有待于进一步试验确证。

经过多次重复试验发现 ,相同含量的标准品用

不同方法提取核酸 ,通过定量测得的 Ct 值差别很

大 ,即使用同种方法提取的核酸 ,由于操作中的误

差 ,每次提取的核酸量也不完全相同 ,定量测得的

Ct 值也有波动 ,不完全随样品的浓度梯度相应扩大

或缩小 ,但扩增 35 S 与 Lectin 基因得到的 Ct 值之差

ΔCt 却很稳定 ,随样品的浓度梯度相应扩大或缩小 ,

因此用标准样品的 Ct 值作校正曲线 ,计算样品中的

转基因成分含量误差较大 ,本实验用标准样品的

ΔCt 值作校正曲线计算样品中的转基因含量 ,结果

比较真实可靠。

如果在设计试验时加入参比信号校正 ,即在试

剂中加入固定浓度的 ROX荧光 ,荧光信号随反应体

积、所在孔位置、所用试管特别是管盖等的差异造成

的误差都将被扣除 ,使得数据真正反映 PCR 进程 ,

ROX校正将极大地改进定量检测的精确度 ,比如重

复管之间的数据重现性。另外 ,本方法检测样品的

灵敏度虽然可达 011 % ,但检测低含量的样品时 ,由

于荧光信号比较弱 ,结果仍不太稳定 ,有待于对方法

作进一步改进。
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摘 　要 :为给转基因植物监测提供技术支持 ,建立了转基因“华番一号”番茄筛选和特异性的定性、

定量 PCR 检测方法。转基因“华番一号”的筛选 PCR 检测主要以转基因通用元件 CaMV35 S 启动子

和 NOS 终止子为目的基因片段 ,特异性 PCR 检测以转基因外源重组子的 CaMV35 S 启动子和反义

EFE 基因的相邻序列为目的片段 ;实验同时设立番茄的 LAT52 基因为转基因番茄定性、定量 PCR

检测的内对照基因。在所建立的 PCR 检测体系中 ,定性 PCR 筛选和特异性检测的检测极限为 68

个拷贝 ,实时定量 PCR 方法的检测极限为 3 个拷贝 ;筛选定量 PCR 检测的定量极限为 3 个拷贝 ,特

异性定量 PCR 检测的定量极限为 25 个拷贝。最后通过对 2 个已知含量的转基因番茄“华番一号”

混合试样的检测 ,证明了该体系可以有效地用于转基因番茄“华番一号”的筛选和特异性的定性、

定量 PCR 检测。

关键词 :植物 ,转基因 ;转基因“华番一号”番茄 ;聚合酶链反应 ;遗传筛选

Screening and construct specif ic detection of transgenic BIOSCIEN tomato

by conventional and real2time PCR
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Abstract : Genetically modified ( GM) tomatoes have been approved for commercialization in many countries

since the first GM tomato FLAVR AVAR was permitted for planting in 1994. In China , GM tomato BIOSCIEN

with a character of long shelf2life was the first GM plant approved for commercialization in 1996. To meet the

requirement of GM tomatoes labeling policy that has been actualized in China since 2001 , the screening and

construct specific PCR detection for detecting the universal elements transformed into tomato , such as Cauli2
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