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摘"要!目的"为实现转基因北极苹果 "<eI\PI4* OggQ[#目的标识管理!建立特异性实时荧光聚合酶链式反应
" gWQcN[eOV[IKOPS e[OI\PWS!7):#检测方法% 方法"针对转基因北极苹果特异性序列设计引物和 F(H*OS 探针!建立

转基因北极苹果实时荧光 7):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"建立的转基因

北极苹果实时荧光 7):特异性强!定量检测限为 #& 拷贝!扩增效率为 ,’h!检测重复性良好% 结论"建立的特异

性实时荧光 7):法可应用于转基因北极苹果的鉴定%
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""北极苹果#<eI\PI4* OggQ[$是由加拿大奥卡诺根
特色水果公司#2/OSO-OS >g[IPOQ\cMeYP\V$研发的转
基因抗褐变苹果 + !, ’ 目前批准上市的北极苹果共
有三 个 品 系% <eI\PI4* 5WQZ[S 3[QPIPWYV( <eI\PI4*

5eOSSc和 <eI\PI4* MYHP’ 由农杆菌介导载体 5+8G
&$+ #, 分 别 转 入 金 冠 # <eI\PI4* 5WQZ[S 3[QPIPWYV"
53E6$"#&!( 年美国和加拿大批准上市 $(青苹果
#<eI\PI4* 5eOSSc"5>ED6"#&!( 年美国和加拿大批准
上市$和富士#<eI\PI4* MYHP" 8MDE#"#&!’ 年美国批
准上市$ + $G6, ’ 5+8G&$ 质粒载体包括嵌合的多酚氧
化酶#772$抑制序列"含苹果 772基因家族四个基
因 ""@#(9"@$(?"@( 和 BIAE#简称 75<>$ + (,的序
列"它们由具有非翻译前导序列的重复增强子的花

椰菜花叶病毒 $(> #)OYQPJQWT[e*WVOPIrPeYV$(>"
)O*r$(> $ 启动子 + ’, 和胭脂碱合成酶 # SWgOQPS[
VcS\KOV["82>$终止子调控’ 北极苹果主要的外源
基因为 ""@抑制基因和抗生素筛选基因 )B*OO’

北极苹果是采用 :8<P技术减少苹果中整个
772基因家族的表达而生产抗褐变的苹果品系’
其中转入的 772抑制序列产生双链 :8<# ZWYdQ[
V\eOSZ[Z :8<"ZV:8<$"它抑制转录的过程是由长
链的 ZV:8<被 ZPI[e酶切割后形成短的双链小干扰
:8<#VNOQQPS\[eJ[ePS-:8<V"VP:8<V$并形成无活性
的 :8<诱导沉默复合体 #:8<PSZYI[Z VPQ[SIPS-
IWNgQ[X":‘>)$"在三磷酸腺苷 #<47$解旋酶作用
下":‘>)中 VP:8<V解链"正义链被降解"反义链通
过序列互补直接剪切目标 N:8<使其翻译水平下
降从而抑制 772表达"产生抗褐变苹果 + E, ’ 其中
<eI\PI4* MYHP#8MDE#$在第 $(!$ 和 !E 号染色体上有
多个 5+8G&$ 片段插入" >WY\K[eS 0QW\结果显示
<eI\PI4* MYHP#8MDE#$插入的 772可能为 6 个有功
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能的拷贝"<eI\PI4* 5WQZ[S #53E6$$插入的 772可
能为 ! 9# 个拷贝"<eI\PI4*5eOSSc#5>ED6 $ 可能
为6 个拷贝’

目前对转基因产品多数国家均采用相应的标
识管理制度 + D,并规定了相应阈值 + ,G!#, "我国目前施
行无阈值管理制度 + !$, "标识管理制度的建立和实施
依赖于有效(准确的检测鉴定技术’ 现国内外尚未
见北极苹果特异性实时荧光聚合酶链式反应
#7):$检测方法的报道"为完善我国转基因产品定
量检测技术体系"针对北极苹果建立结构特异性实
时荧光 7):检测方法"实现对北极苹果三个品系
53E6$(5>ED6 和 8MDE# 的标识性检测’

!"材料与方法
!C!"主要仪器与试剂

<0‘E(&& 和 <0‘E(&& M<>4实时荧光定量 7):
仪#美国应用生物系统$(SOSWZeWg#&&&I微量分光光
度计(研磨机’

富士 苹 果( 黄 金 帅 苹 果( 青 苹 果 # 5eOSSc
>NP\K$(皇后苹果 #nY[[S $(红玫瑰苹果 #7OIJPI
:WV[$(爵士苹果#_ORR$(嘎拉苹果 #5OQO$(梨(山竹
#9(%1/)/( ,()=4’*()( =%$(油桃 #K+1*(%/)+$(荔枝
# </*1$/1$/)+)’/’>WSS%$( 龙眼 #J/,41(%B-’64)=()
=WYe%$(转基因玉米 *‘:!’#(甜菜 ;EG! 由本实验室
收集储备"北极苹果内源基因苹果核糖体 ‘4>!G(CD>
:8<+ !6,和北极苹果特异性片段双基因阳性质粒为
本实验室构建%将苹果核糖体 ‘4>!G(CD> 的 !&& dg
片段和北极苹果 75<> 和 82> 邻接区结构特异性
片段 #EE dg 克隆到氨苄青霉素 #<Ng:$ 抗性的
7?)(E 载体上构建得到的重组质粒"将重组质粒转
入受体菌 3;(O后sE& q保存"以下称 *OQYVG<eI\PI
质粒’

植物基因组 38<提取试剂盒(质粒 38<提取
试剂盒均购自天根生化科技 #北京 $ 有限公司&
7ePN[X+XF(H##l$ JWê7):#大连宝生物$&引物和
探针由闪晶生物公司合成"稀释浓度为 !& !NWQ.=
的工作液使用’

!C#"方法
!C#C!"38<提取

按照植物基因组 38<提取试剂盒说明书分离(
纯化样品基因组 38<’ 每次 38<提取均设置提取
空白对照"微量分光光度计测定浓度’
!C#C#"实时荧光 7):法的建立与优化

针对北极苹果 53E6$(5>ED6 和 8MDE# 三个品
系共有的特异性 75<> 和 82> 邻接区序列设计引
物和 F(H*OS 探针序列 #5+8G&$ 4G38<结构图见

图 !"扩增序列见图 #$"应用 7ePN[e(C& 软件设计引
物和探针’ 将设计的引物(探针经 8)0‘网站上使
用 0=<>4数据库比对确定引物和探针的理论特异
性&选择苹果核糖体 ‘4>!G(CD> :8<#5[S0OS/%
<M!D’6,6C!$引物 *OQYVGM.:和探针 *OQYVG7用于
检测苹果样品基因组 38<是否成功提取以及是否
适于进行实时荧光 7):扩增 #扩增序列片段见图
$$"并用于苹果来源样品 38<的检测及转基因成
分的相对定量"具体引物探针信息见表 !’

注%<为扩增的邻接区

图 !"5+8G&$ 的 4G38<部分
MP-Ye[!">/[\IK NOg WJ4G38<WJ5+8G&$

注%阴影部分依次为 <eI\PIGM"<eI\PIG7"<eI\PIG:

图 #"北极苹果特异性序列

MP-Ye[#">g[IPOQV[̂Y[SI[WJ<eI\PI4* OggQ[

注%阴影部分依次为 *OQYVGM"*OQYVG7"*OQYVG:

图 $"苹果核糖体 ‘4>!G(CD> :8<基因部分扩增序列
MP-Ye[$"7Oe\POQONgQPJPIO\PWS V[̂Y[SI[WJOggQ[ePdWVWNOQ

‘4>!G(CD> :8<-[S[

""扩增反应体系均为 #( !Q%包括 7e[NPX+XF(H4*

!#C( !Q":2a:[J[e[SI[3c[‘‘&C# !Q"!& !NWQ.=上
游引物和下游引物各 &C( !Q"!& !NWQ.=检测探针
&C( !Q"38<模板 # !Q和 ZZ;#2DCD !Q&反应程序
为 ,( q预变性 $& V&,( q变性 ( V"’& q退火(延伸
$6 V"6& 个循环"于 ’& q收集荧光信号’
!C#C$"实时荧光 7):法特异性测试

采用富士苹果(黄金帅苹果(青苹果(皇后苹果(
红玫瑰苹果(爵士苹果(嘎拉苹果(梨(山竹(油桃(荔
枝(龙眼(转基因玉米*‘:!’#(甜菜;EG!基因组 38<
为模板"按 !C#C# 对北极苹果内源苹果核糖体 ‘4>!G
(CD> :8<进行实时荧光 7):法的特异性测试’
!C#C6"检测线性范围测试及标准曲线建立

将提取阳性标准品的 *OQYVG<eI\PI质粒 38<溶
液加 4+缓冲液分别稀释至 !l!&’(!l!&((!l!&6(
!l!&$(!l!&#(!l!&! 和 ( 拷贝.!Q作为 38<模板"
进行北极苹果实时荧光 7):法检测的线性范围测
试及可重复性测试"每份样品进行 , 次重复试验"
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""" 表 !"实时荧光 7):的引物(探针
4OdQ[!">[̂Y[SI[WJgePN[egOPe" geWd[V

检测目标 引物.探针 序列#(oG$o$ 产物长度.dg 来源

北极苹果特异性序列

核糖体 ‘4>!G(CD> :8<

<eI\PIGM 45<)))5<<))<5<)))<)
<eI\PIG: )<55<44)<<4)44<<5<<<)444<445
<eI\PIG7 M<*G4<<)44)4<)4))5)55)4)5<4)5G0;n!
*OQYVGM 55<<4<45<<)5<<<5<5)5
*OQYVG: <4))5445))5<5<54)544
*OQYVG7 r‘)G45)54)54)54)44)5<4<<G0;n!

!#E 本研究

!&& +!6,

水为空白对照"实时荧光 7):法检测反应体系和反
应程序按 !C#C# 进行’ 以模板量的对数值与所得循
环阈值#)\值$建立标准曲线’
!C#C("可重复性测试

将 !C#C6 中不同浓度模板 , 个平行扩增结果计
算标准偏差# >3$和相对标准偏差#AIJ$进行可重
复性分析’

#"结果与分析
#C!"引物和探针设计及体系建立

根据北极苹果特异的 75<> 和 82> 邻接区序
列进行分析"设计了多对特异性引物和探针"对引

物和探针的反应效率(扩增曲线和扩增效果进行筛
选和分析"最终选择引物<eI\PIGM.:和探针<eI\PIG7
建立北极苹果结构特异性检测方法#序列见表 !$’
#C#"实时荧光 7):法特异性

采用引物 *OQYVGM.:和探针 *OQYVG7对所有提
取的样品 38<进行实时荧光 7):时"只有富士苹
果(黄金帅苹果(青苹果(皇后苹果(红玫瑰苹果(爵
士苹果和嘎拉苹果来源的 E 种 38<模板出现扩增
曲线"其他农作物无典型扩增曲线"表明北极苹果
内源基因苹果核糖体 ‘4>!G(CD> :8<扩增结果正确
#图 6<$"表明提取的 38<模板质量符合实时荧光
7):法要求’

注%<%!9E 分别为富士苹果(黄金帅苹果(青苹果(皇后苹果(红玫瑰苹果(爵士苹果(嘎拉苹果基因组 38<模板&其他无扩增曲线的样品为%

梨(山竹(油桃(荔枝(龙眼(转基因玉米 *‘:!’#(甜菜 ;EG! 基因组 38<模板&0%! 为阳性标准品 *OQYVG<eI\PI"#9!( 分别为富士苹果(黄

金帅苹果(青苹果(皇后苹果(红玫瑰苹果(爵士苹果(嘎拉苹果(梨(山竹(油桃(荔枝(龙眼(转基因玉米 *‘:!’#(甜菜 ;EG!基因组 38<模板

图 6"实时荧光 7):特异性测试
MP-Ye[6">g[IPJPIP\c\[V\dce[OQG\PN[7):

""采用富士苹果(黄金帅苹果(青苹果(皇后苹
果(红玫瑰苹果(爵士苹果(嘎拉苹果(梨(山竹(油
桃(荔枝(龙眼(转基因玉米 *‘:!’#(甜菜 ;EG! 基因
组 38<为模板"阳性标准样品为 *OQYVG<eI\PI质粒"
阴性对照为非转基因大米 38<"对建立的北极苹果
实时荧光 7):法的特异性进行测试’ 采用北极苹
果特异性引物 <eI\PIGM.:和探针 <eI\PIG7对所有提
取的样品的 38<进行实时荧光 7):时"只有阳性
标准样品 *OQYVG<eI\PI质粒的 38<模板有典型荧光
扩增曲线"以其他农作物材料 38<为模板的均无典
型荧光扩增曲线 #图 60$"表明本试验建立的北极
苹果实时荧光 7):法特异性良好’

#C$"线性范围及标准曲线
表 # 显示"在 #l!&’ 9!& 拷贝范围内 E 个浓度

梯度的 , 个平行均能有典型扩增曲线"最低检测限
#=23$为 !& 拷贝#图 ($&因 !& 拷贝浓度所得 )\值
的 >3和 AIJ较 #l!&! 拷贝所得结果稍高"故确定
最低定量检测限 #=2n$在 #& 拷贝较为理想&以模
板量的对数值与所得 )\值建立标准曲线"线性回归
方程为 &Bs$C6$.A$,C(E,"%# 为 &C,,D"扩增效率为
,’h#介于 ,&h9!!&h$"表明其线性相关性良好"
扩增效率高"均符合 +85=#+YeWg[OS 8[\TWe/ WJ
5*2=OdWeO\WeP[V$中定量检测方法的相关要求 + !(, "
可应用于北极苹果的定量检测’
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表 #"实时荧光 7):法的灵敏度及可重复性
4OdQ[#":[g[O\OdPQP\cWJ\K[e[OQG\PN[7):N[\KWZ

拷贝数.拷贝 )\值 平均 )\值 >3 AIJ.h

#l!&’

#l!&(

#l!&6

#l!&$

#l!&#

#l!&!

!&

!EC,D !ECD# !EC,E
!EC,, !EC,# !DC&!
!DC&& !EC,# !DC&!
#!C6$ #!C$, #!C66
#!C6( #!C6’ #!C6E
#!C6, #!C$E #!C6!
#6C,! #6C,’ #6CD,
#(C&! #6C,, #6C,!
#6CD( #6CED #6C’6
#DC&D #EC,, #DC#6
#DC!( #DC#! #DC!&
#DC!! #DC#’ #DC$(
$!C,6 $!C(6 $!C’&
$!C6( $!CD6 $!C’’
$!C(D $!C6( $!CE6
$6C,’ $6C(D $6CE!
$6C(( $6C’! $6CD6
$6CEE $6C,$ $(C$’
$(CD’ $’C,# $’CD$
$’C#D $’C6! $’C#E
$’C#! $’CD6 $’C6,

!EC,’ &C&’ &C$(

#!C6$ &C&6 &C!D

#6CDD &C!! &C6’

#DC!E &C!! &C$,

$!C’6 &C!E &C($

$6CD! &C#( &CE$

$’C6’ &C$( &C,’

注%!9E 分别为 #l!&’ 9!& 拷贝 *OQYVG<eI\PI质粒 38<模板

图 ("灵敏度测试扩增图

MP-Ye[(">[SVP\PfP\c\[V\JWe\K[<eI\PI4* IWSV\eYI\GVg[IPJPI

OVVOc

#C6"可重复性
由表 # 可知"各个浓度 )\值的 >3介于 &C&69

&C$("AIJ介于 &C!Dh9&C,’h"均小于 #(h"在可
接受的范围之内 + !(, "表明本试验建立的北极苹果特
异性实时荧光 7):法可重复性良好’

$"讨论
本试验针对美国已上市的转基因北极苹果的

三个品系"建立了北极苹果实时荧光 7):特异性
检测方法’ 一方面"由于北极苹果采用的启动子(
终止子和 )B*OO均为常见基因元件"在其他转基因
产品中广泛应用"因而采用基因筛查策略难以实
现对北极苹果进行特异性的筛查&另一方面"北极
苹果转入的其 772抑制序列 75<>"采用 )QYV\OQ1
比对显示相似度较高"采用基因特异筛查法在

75<> 序列难以找到合适位点设计引物探针"经过
比对和筛选"针对北极苹果特异性的 75<> 和 82>
邻接区序列设计引物和探针"建立北极苹果特异
性实时荧光 7):法"可实现对北极苹果 53E6$(
5>ED6 和 8MDE# 三个品系进行通用性检测"具有
特异性好(灵敏度高(可重复性好等优点"扩增效
率为 ,’h"最低定量检测下限为 #& 拷贝’ 可有效
解决国内外转基因北极苹果无特异性检测方法问
题"该检测方法的建立对于海关检验检疫(国内农
业产品食品监管中北极苹果及其产品的标识性检
测具有重要意义’
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^YOS\P\O\Pf[7):Z[\[I\PWS WJ-[S[\PIOQQcNWZPJP[Z eOg[V[[Z 4WgOV

!,.#+_,%MWWZ )K[NPV\ec"#&&D"!!##!$ %#$#G#$D%

+ , ,"+YeWg[OS )WNNPVVPWS%)WNNPVVPWS e[-YQO\PWS #+)$ 8W%!D#,

)WSI[eSPS-WS -[S[\PIOQQcNWZPJP[Z JWWZ OSZ J[[Z +],%#&&$G

&,G##%

+!&,")KP[J*[ZPIOQ2JJPI[eWJ\K[ :YVVPOS M[Z[eO\PWS%;c-P[S[

e[̂YPe[N[S\V\WVOJ[\cOSZ SY\eP\PWS fOQY[WJJWWZ geWZYI\V++0.

2=,%# #&&EG&’G#( $ + #&!DG&,G$& ,%K\\g%..TTT%QWI%-Wf.QOT.

K[Qg.e[V\ePI\PWSVGWSG-NWV.e[V\ePI\PWSVGWSG-NWV%gZJ%

+!!,"<7+)G_‘:)<> _WPS\>cNgWVPYN OSZ 1We/VKWg WS <-ePIYQ\YeOQ

0PW\[IKSWQW-c%5*2 QOd[QPS-OSZ Z[\[I\PWS N[\KWZVPS _OgOS

+],%#&&!G&’G!&%

+!#,"*PSPV\ecWJ<-ePIYQ\Ye[OSZ MWe[V\ecWJ>WY\K @We[O%*<M

8W\PJPIO\PWS $!%5YPZ[QPS[VJWeQOd[QPS-WJ-[S[\PIOQQcNWZPJP[Z

O-ePIYQ\YeOQgeWZYI\V+],%#&&&G&6G##%

+!$,"中华人民共和国农业部%农业转基因生物标识管理办法%农

业部第 !& 号令+],%#&!EG!&G$&%



食品中爱德万甜检测方法比较研究!!!廖燕芝"等 ! ($""" !

+!6,"中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局%出口食品及饮

料中常见水果品种的鉴定方法 第 ’ 部分%苹果成分检测 实

时荧光 7):法%>8.4$E#,C’!#&!$+ >,%北京%中国标准出

版社"#&!$%

+!(,"+YeWg[OS 8[\TWe/ WJ5*2=OdWeO\WeP[V#+85=$%3[JPSP\PWS WJ

NPSPNYN g[eJWeNOSI[e[̂YPe[N[S\VJWeOSOQc\PIOQN[\KWZVWJ

5*2\[V\PS-++0.2=,%# #&&DG!&G!$$ + #&!DG&,G$&,%K\\g%..

-NWGIeQ%HeI%[I%[YeWgO%[Y.ZWI.*7:h#&:[gWe\h#&<ggQPIO\PWSh

#&#&p!&p#&!(%gZJ%

实验技术与方法
食品中爱德万甜检测方法比较研究

廖燕芝!秦海蛟!龚琴!孙桂芳
!湖南省食品质量监督检验研究院"湖南 长沙"6!&!!!$

摘"要!目的"建立准确$适用食品中爱德万甜的检测方法并比较% 方法"研究检测食品中爱德万甜的高效液相

色谱G二级管阵列";7=)G3<3#法$高效液相色谱G荧光 ";7=)GM=3#法和液相色谱G串联质谱 "=)G*>.*>#法的准

确度和精密度!并对 $ 种方法的检出限进行比较% 结果";7=)G3<3法定量限较高"&CD N-./-#!不满足食品中爱

德万甜限量值检测需求&;7=)GM=3和 =)G*>.*> 法的定量限分别为 D&C& 和 &CD !-./-!满足食品中爱德万甜检测

需求% ;7=)GM=3和 =)G*>.*> 法在检测浓度范围内线性关系良好!在方法相应的 ! 倍定量限$# 倍定量限及常用

限量值水平下的加标回收率在 D(C&h9!&$C!h!相对标准偏差为 #C(h9,C(h% 结论";7=)GM=3和 =)G*>.*>

法准确度高$精密度好!能够满足对食品中爱德万甜快速准确的检测要求%

关键词!爱德万甜& 高效液相色谱G二级管阵列& 高效液相色谱G荧光& 液相色谱G串联质谱& 食品添加剂
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