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摘"要!目的"为实现转基因甜菜 [6-*)) 的标识管理!建立其品系特异性实时荧光聚合酶链式反应#4’;$检测

方法" 方法"针对 [6-*)) 的 3k端外源插入片段与甜菜基因组 dB/之间的邻接区序列设计引物和探针!建立
[6-*)) 品系特异性实时荧光 4’;检测方法!并对该方法的特异性%灵敏度和重复性进行检测" 结果"建立的
[6-*)) 检测方法特异性强!定量限#+<p$为 !$ 拷贝!扩增效率为 !#97!重复性测试结果相对标准偏差##".$介

于 #@9!7f!@$$7之间" 结论"建立的实时荧光 4’;方法可应用于 [6-*)) 的鉴定检测"
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""甜菜是一种重要经济作物"目前美国和加拿大
%(7以上种植的甜菜均为转基因甜菜’ 目前上市的
转基因甜菜品系共有三个%[6-*))(6!9#2) 和T)2!"
其中仅T)2! 获得我国农业部批准用于糖(甜菜浆及
加工原料’

转基因甜菜 [6-*)) #以下简称 [6-*))$是由
诺华公司和孟山都公司研发的具抗草甘膦除草剂
特性的甜菜品系"商品名为%X1qIMLK60 ORMHK̂QQ>’
!%%&!9##8 年间"陆续在美国(日本(加拿大(澳大
利亚(菲律宾被批准作为食品或饲料用途 ) !* ’

[6-*)) 经农杆菌转入 (GN&DG5G5(B;A)和修饰过
的 394三个外源基因研发而成"B;A)基因来自大肠
埃希菌的 "&葡萄糖醛酸酶作为筛选标记"(GN&DG5G5
和 394基因均为草甘膦除草剂耐受基因"(GN&DG5G5
基因编码 (&烯醇式丙酮酰莽草酸&3&磷酸合成酶"对
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草甘膦除草剂不敏感&394基因编码草甘膦氧化还
原酶#[<]$从而降解草甘膦除草剂"但由于其在翻
译过程中被截断"与甜菜基因组融合形成嵌合基
因"虽能进行 A;B/转录"但没有新的蛋白产生"因
此 [6-*)) 没有草甘膦氧化还原酶活性 ) 9* ’

目前多数国家对转基因产品均采用相应的标
识管理制度"并且规定了 #@%7f(7不等的阈值 ) 3* "
我国暂未规定其阈值 ) 8* "标识管理制度的建立和实
施依赖于准确灵敏的检测鉴定技术"品系特异性或
转化事件特异性聚合酶链式反应 #Q‘Q1>2O_QEIFIE
4’;$检测的目标序列是外源插入序列与植物基因
组间连接区"相较于筛选 4’;#OEKQQ1I1M4’;$(基
因特异性 4’;#MQ1Q2O_QEIFIE4’;$(结构特异性
4’;#EL1O>KRE>2O_QEIFIE4’;$具有更高的特异性"能
用于检测鉴定相同质粒转化的转基因品系"是目前
转基因品系鉴定检测中的主要方法 ) (* ’ 目前国内
外均尚无 [6-*)) 品系特异性检测方法的报道’

本试验根据 [6-*)) 的 3k端外源插入片段与甜
菜基因组 dB/之间的邻接区序列设计引物和探针"
建立特异性强(灵敏度高(通量高的 [6-*)) 品系特
异性实时荧光 4’;检测方法"从而解决进口甜菜及
产品中 [6-*)) 品系特异性检测的需求’

!"材料与方法
!@!"材料
!@!@!"样品

转基 因 甜 菜 T)2!( 非 转 基 因 甜 菜 荷 兰
Z5TB&#$#(非转基因甜菜吉甜 9#8(转基因油菜
0<B&&3#9(转基因苜蓿 V!#!(转基因苜蓿 V!$3(转
基因玉米 0<B&!#(转基因大豆 [6- 8#23#29(转基
因玉米 *6!!(转基因玉米 0X;!$9(转基因玉米
BZ$#3(非转基因大麦(非转基因玉米和非转基因大
豆均由本实验室购置和收集’
!@!@9"主要仪器与试剂

/*X)(##./-6实时荧光 4’;仪#美国应用生
物系统 $" 1H1LSKL_9###E微量分光光度计 #美国
6:QKAL$"控制型试管研磨机#德国 XZ/$’

植物 dB/提取试剂盒 d43#(23(质粒 dB/提
取试剂盒 d4!#32#3 均购自天根生化科技#北京$有
限公司"4KIAQcGcO>P# 9e$ FLKi4’;#大连宝生
物$&引物和探针由闪晶生物公司合成"稀释为终浓
度 !# "ALJ,+的工作液使用’
!@9"方法
!@9@!"dB/提取

按照 dB/纯化试剂盒说明书分离(纯化样品
dB/"每次 dB/提取均设置提取空白对照"微量分

光光度计测定其浓度’
!@9@9"质粒构建

将甜菜内源基因谷氨酰胺合成酶 #MJR>HAI1Q
OW1>:Q>HOQ"[-$基因 !$# ^_ 片段和 [6-*)) 的 3k端
邻接区序列 3)% ^_ 片段克隆到氨苄青霉素抗性
#/A_;$的 _5’() 载体上构建重组质粒#均为 ! 个
拷贝$"将重组质粒转入受体菌 dT(,后h)# g保存
#以下简称 [-2[6-*)) 质粒$’ 提取质粒 dB/并经
微量分光光度计测定浓度"进行梯度稀释"拷贝数
浓度计算公式%质粒 dB/拷贝数浓度#拷贝,"J$j
$@#9e!#93e质粒 dB/浓度# 1M,"J$e!#h% ,#质粒碱
基数e$$#$’
!@9@3"引物探针设计和品系特异性实时荧光 4’;
体系

针对 [6-*)) 的 3k端邻接区#[6-*)) 外源插入
片段结构见图 !$应用 4KIAQK(@# 软件设计引物和
探针"并将设计的引物(探针经美国生物技术中心
#B’*X$网站上使用 *+/-6比对确定引物和探针的
理论特异性’ 扩增的 [6-*)) 品系特异性片段如图
9 所示"选择 [- 内源基因引物 [-2.,;和探针 [-24
用于检测提取的甜菜样品基因组 dB/浓度是否适
于进行实时荧光 4’;扩增#扩增的片段见图 3$及
转基因成分的相对定量"具体引物探针信息见表 !’

注%/为扩增的邻接区位置

图 !"[6-*)) 外源插入片段示意图
.IMRKQ!"-E:QAH>IESIHMKHALFQcLMQ1LROFKHMAQ1>

I1 [6-*))

注%阴影部分依次为上游引物 [6-*))2."探针 [6-*))24"

下游引物 [6-*))2;

图 9"[6-*)) 特异性序列
.IMRKQ9"-_QEFIE1REJQL>ISQOQiRQ1EQLF[6-*))

注%阴影部分依次为上游引物 [-2."探针 [-24"下游引物 [-2;

图 3"[- 基因部分扩增序列
.IMRKQ3"BREJQL>ISQOQiRQ1EQFLK[- MQ1QSQ>QEIL1

品系特异性实时荧光 4’;扩增反应体系
#9( "J$%4KQAIcGcO>P60 !9@( "J";<];QFQKQ1EQ
dWQXX#@9 "J" !# "ALJ,+上下游引物各 #@( "J"
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""""" 表 !"品系特异性实时荧光 4’;的引物(探针
6ĤJQ!"-QiRQ1EQLF_KIAQK_HIK,_KL̂QOROQS I1 >:IOO>RSW

检测目标 引物,探针 序列#(k23k$ 产物长度 ,̂_ 来源

[6-*)) 品系特
异性序列

[- 基因

[6-*))2. //’[6[[/6/’’/’/6’[6[/6’
[6-*))2; [//[6’’///6’/[’’[///666 !9) 本试验
[6-*))24 ./02’’’/[//[’6[’6’’/’[6/66’’//2*Tp!
[-2. ’/’/[[[[/[’’/[[/6[
[-2; ’/[[66’6[[6/[6/[66’’’[6/[ &$ )$*
[-24 qX’26[/[’’6[[/6[/’//6[/’6’6’/[2*Tp!

!# "ALJ,+检测探针 #@( "J"dB/模板 9 "J"SST9<
&@3 "J’ 反应程序%%( g预变性 3# O&%( g变性 ( O(
$# g退火延伸 38 O"8#个循环"于 $# g收集荧光信号’
!@9@8"品系特异性实时荧光 4’;方法特异性测试

提取样品 dB/"应用 !@9@3 中品系特异性实时
荧光 4’;体系对内源基因 [- 和 [6-*)) 进行特异
性测试’
!@9@("检测线性范围测试及标准曲线建立

将提取 [-2[6-*))质粒 dB/溶液加 6G缓冲液
分别稀释至 &## ###(&# ###(& ###(&##(&#(8#(& 和 8
拷贝,"J#上样量 9 "J"对应 ! $## ###( !$# ###(
!$ ###(! $##(!$#(&#(!$ 和 & 拷贝$作为 dB/模板"
进行 [- 和 [6-*)) 实时荧光 4’;检测的线性范围
测试及可重复性测试"每个浓度 3 个平行"水为空白
对照"品系特异性实时荧光 4’;检测反应体系和反
应程序按 !@9@3’ 以模板量的对数值与循环数 #’>
值$建立标准曲线’
!@9@$"可重复性测试

将 !@9@( 中不同浓度模板 3 个平行扩增结果计
算标准偏差# ".$和相对标准偏差##".$进行可重

复性分析’

9"结果与分析
9@!"质粒构建

将 [- 和 [6-*)) 片段克隆到 _5’() 质粒中构
建 [-2[6-*)) 质粒"长度为 3 98% ^_"测序结果表明
与目的序列完全一致’
9@9"品系特异性实时荧光 4’;特异性测试

采用表 ! 中的引物和探针对样品的 dB/进行
实时荧光 4’;检测"对于 [-2.([-2;和 [-24引物
探针组"只有转基因甜菜 T)2!(非转基因甜菜荷兰
Z5TB&#$#(非转基因甜菜吉甜 9#8 样品和 [-2
[6-*)) 质粒有扩增曲线"其他样品无典型扩增曲
线"表明甜菜内源基因 [- 扩增结果正确"提取的
dB/模板质量符合品系特异性实时荧光 4’;要求
#图 8/$’ [6-*))2.([6-*))2;和 [6-*))24引物
和探针组只有 [-2[6-*)) 质粒的 dB/模板有典型
荧光扩增曲线"其他样品 dB/均无典型扩增曲线
#图 8*$"表明本试验建立的检测方法对 [6-*)) 的
检测具有特异性’

注%/为 [-2.([-2;和 [-24引物探针组&*为 [6-*))2.([6-*))2;和 [6-*))24引物和探针组

图 8"品系特异性实时荧光 4’;特异性测试
.IMRKQ8"-_QEIFIEI>W>QO>LF>:QQO>ĤJIO:QS AQ>:LS

9@3"检测线性范围测试及标准曲线建立
将提取 [-2[6-*)) 质粒 dB/溶液加 6G缓冲

液分别稀释至 &## ###(&# ###(& ###(&##(&#(8#(&
和 8 拷贝,"J作为 dB/模板"实时荧光 4’;检测反
应体系和反应程序见 !@9@3’

测试结果显示见表 9"在 !$f! $## ### 拷贝范围
内 )个浓度梯度的 3 个平行组均能有典型扩增曲线"
在最低浓度 !$ 拷贝时 [- 和 [6-*)) 的 #".分别为

#@()7和 !@$$7"小于 9(7"所以设定本试验建立的
检测方法的定量限#+<p$为 !$ 拷贝’ 以模板量的对
数值与所得 ’>值建立标准曲线"[6-*)) 的线性方程
为 Hjh3@9)%4s8!@8$!"相关系数##9$为 #@%%& %"扩
增效率为 !#97&[- 的线性方程为 Hjh3@!$&!4s
8#@%%$"#9 为 #@%%) 8"扩增效率为 !#$7"均介于 %#7f
!!#7之间"表明其线性相关性良好"扩增效率高"均符
合欧洲转基因检测网络实验室#GB[+$中定量检测方
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法的相关要求))* "可应用于[6-*))的定量检测’
9@8"可重复性测试

由表 9 可知"!$ f! $## ### 拷贝浓度范围内

#".介于 #@!97f!@$$7之间"均小于 9(7"在可接
受的范围之内 ) )* "表明本试验建立的 [6-*)) 品系
特异性实时荧光 4’;方法可重复性良好’

表 9"品系特异性实时荧光 4’;方法的灵敏度及可重复性测试
6ĤJQ9"-Q1OI>I‘Q>QO>OH1S KQ_QH>ĤIJI>W>QO>OFLK>:QQO>ĤJIO:QS KQHJ2>IAQ4’;AQ>:LS

拷贝数 检测目标
’>值

! 9 3
平均值 #".,7

! $## ###

!$# ###

!$ ###

! $##

!$#

&#

!$

&

[6-*)) 9!@!( 9!@#3 9#@%( 9!@#8 #@8&
[- 9!@$( 9!@$) 9!@)# 9!@$) #@!9

[6-*)) 98@8$ 98@(9 98@9& 98@89 #@(!
[- 98@9# 98@!& 98@8# 98@9$ #@(#

[6-*)) 9)@)( 9)@88 9)@$) 9)@$9 #@(&
[- 9)@88 9)@3) 9)@9) 9)@3$ #@3!

[6-*)) 3!@!3 3!@#9 3#@&9 3#@%% #@(!
[- 3#@($ 3#@&% 3#@&3 3#@)$ #@()

[6-*)) 38@$% 38@3! 38@(! 38@(# #@((
[- 38@$9 33@() 38@3( 38@!& !@$#

[6-*)) 3(@8! 3(@9% 3(@83 3(@3& #@9!
[- 3(@3( 3(@!9 3(@$3 3(@3) #@)9

[6-*)) 3)@&) 3$@)% 3$@&9 3)@!$ !@$$
[- 3)@!( 3$@%! 3$@)3 3$@%3 #@()

[6-*)) ! ! 3&@&% 3&@&% !
[- ! 3&@)9 ! 3&@)9 !

注%!表示未检出

3"讨论
目前转基因甜菜上市的三个品系 [6-*))(6!9#2

)和 T)2!"仅欧盟建立了 T)2! 品系特异性实时荧光
4’;方法#p62GqG2*q2##!$ )(* "另外两个品系国内
外均尚未有品系特异性检测方法’ 农业部!8&( 号公
告!3!9#!#-转基因植物及其产品成分检测 耐除草
剂甜菜 T)2!及其衍生品种定性 4’;方法. )&*和 -B,
63%(%!9#!8-甜菜中转基因成分检测 普通 4’;方
法和实时荧光 4’;方法. )%*均引用 p62GqG2*q2##!
方法的引物(探针及体系建立转基因甜菜 T)2! 品系
特异性检测方法’ 由于 [6-*)) 和已获得我国农业
部批准的转基因甜菜 T)2!均为美国孟山都公司研发
的抗草甘膦品系#主要外源基因均为 DG5G5$"常规筛
查来源于农杆菌 ’48的 (GN&DG5G5基因的思路无法区
分这两个品系’ 目前检测 [6-*)) 一般采用筛查
B;A)报告基因或 394基因"但由于 B;A)或 394也同
样应用于其他转基因作物中"目前常见进境的甜菜
产品大部分为加工后的甜菜粕"应用该类筛查的方
法无法确定其是否夹带其他非法转基因作物"给监
管非法转基因品系带来困难’ 本试验建立的
[6-*)) 品系特异性实时荧光 4’;检测方法特异性
良好"扩增效率为 !#97"[6-*)) 最低定量检测下
限为 !$ 拷贝"有效解决了目前国内外无 [6-*)) 品
系特异性检测方法的问题"通过调整优化扩增体系
和反应参数还可建立 [- 和 [6-*)) 双重实时荧光

4’;"可进一步降低检测成本和提高检测通量"本方
法的建立可应用于海关检验检疫(国内农产品等监
管中 [6-*)) 及其产品的标识性检测’
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