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转基因作物中 ２ 种除草剂抗性基因
ａａｄ１ 和 ｄｍｏ 的 ＰＣＲ 检测方法
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摘要: 【背景】抗除草剂转基因作物是全球种植面积最大的一类转基因植物ꎬ以除草剂抗性基因作为检测靶标的分子鉴定

方法的研究与应用ꎬ对转基因生物安全的检测与监测有重要意义ꎮ 【方法】根据除草剂抗性基因 ａａｄ１ 和 ｄｍｏ 的核苷酸序列

设计 ＰＣＲ 检测引物ꎬ并进行 ＰＣＲ 反应体系优化、方法特异性、灵敏度、再现性等方面的测试ꎬ分别建立 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基

因的特异性 ＰＣＲ 检测方法ꎮ 【结果】建立的 ＰＣＲ 检测方法在 ５６~ ６４ ℃的退火温度范围内均能获得一致性结果ꎬ具有良好

的稳健性ꎮ 该方法可将含有 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因的转基因作物与其他转基因作物区分开ꎬ其灵敏度可分别达到 ２０ 个拷

贝和 ４０ 个拷贝ꎮ 通过将 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因的检测引物放入同一管 ＰＣＲ 反应体系中ꎬ还能在一次 ＰＣＲ 中同时检测这 ２
个靶标基因ꎬ双重 ＰＣＲ 的检测灵敏度与单一 ＰＣＲ 一致ꎮ 【结论与意义】建立的分子方法可精准检测出含有 ａａｄ１ 基因和

ｄｍｏ 基因的转基因作物ꎬ具有特异性强、灵敏度高的特点ꎬ为抗除草剂转基因作物的筛选检测提供了可靠的技术支撑ꎮ
关键词: 转基因生物ꎻ 除草剂抗性基因ꎻ 分子检测ꎻ ＰＣＲ 方法
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　 　 除草剂在农业生产上对田间杂草的防治具有

十分重要的作用ꎬ根据其作用方式可分为选择性除

草剂和灭生性除草剂(陈海伟等ꎬ２０１２)ꎮ 随着除草

剂抗性基因的发现并将其通过遗传工程手段导入

主要农作物中ꎬ抗除草剂转基因作物取得了重大发

展ꎬ是当前应用面积最广的转基因作物类型ꎮ ２０１３

生物安全学报 ２０１４ꎬ ２３(４): ２７８－２８３
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年全球种植的抗除草剂转基因作物(包括抗虫抗除

草剂复合性状)超过 １.４６ 亿 ｈｍ２ꎬ占转基因作物种

植总面积的 ８３.６％ꎬ其中具有草甘膦抗性和草铵膦

抗性的转基因作物占绝大多数ꎬ这 ２ 类转基因作物

的应用可确保在整个生长季使用灭生性除草剂控

制田间杂草而不会对作物造成伤害ꎬ有效降低了杂

草的控制成本(Ｊａｍｅｓꎬ２０１４)ꎮ 近年来ꎬ一些新的除

草剂抗性基因被相继发掘和应用到转基因作物中ꎬ
使得除草剂的使用更具灵活性ꎮ

转基因技术的快速发展给农业生产带来诸多

有利因素ꎬ但作为一项在农业领域应用不到 ２０ 年

的新兴技术ꎬ社会公众对其认知度和接受程度还有

待提高ꎬ围绕转基因生物及其产品是否安全的讨论

在社会层面广泛存在(刘培磊等ꎬ２０１１)ꎮ 鉴于此ꎬ
许多国家根据各自国情ꎬ制定了转基因生物安全管

理法律法规ꎬ其中 ５０ 多个国家和地区建立了标识

制度ꎬ要求对转基因产品实行定性或定量标识ꎬ以
满足社会公众的知情权和选择权 (王荣谈等ꎬ
２０１３)ꎮ 而转基因产品标识制度及市场监管工作的

实施ꎬ需要快速、灵敏、准确的检测技术作为支撑ꎮ
按照检测靶标对象不同ꎬ可将转基因产品的检

测技术划分为两大类:一类是以转入的外源 ＤＮＡ
(如外源目的基因、表达调控元件、载体序列等)作
为检测对象ꎬ这类技术包括常规 ＰＣＲ、实时荧光定

量 ＰＣＲ、基因芯片等ꎻ另一类是以转入的外源目的

基因或标记基因表达的蛋白质作为检测对象ꎬ如
ＥＬＩＳＡ、快速检测试纸条、蛋白质芯片等(Ｚｈａｎｇ ＆
Ｇｕｏꎬ２０１１)ꎮ ＰＣＲ 技术由于适用性广、灵敏度高ꎬ是
目前国内外广泛应用的转基因产品检测技术ꎬ根据

不同原理ꎬＰＣＲ 技术又能细分为定性 ＰＣＲ、定量

ＰＣＲ、多重 ＰＣＲ、巢式 ＰＣＲ、数字 ＰＣＲ 等(邓汉超

等ꎬ２０１１)ꎮ 我国目前对转基因产品实行定性标识

管理ꎬ在监管工作中主要采用定性 ＰＣＲ 检测方法ꎬ
已建立了针对 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子、ＮＯＳ 终止子等调

控元件(谢家建等ꎬ２０１２)ꎬ针对除草剂抗性基因

ｃｐ４￣ｅｐｓｐｓ、ｂａｒ(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)、抗虫基因 Ｂｔ(李飞

武等ꎬ２０１４)、ＣｐＴＩ(朱珠等ꎬ２０１２)等外源目的基因ꎬ
以及针对 ＭＯＮ８８０１７ 玉米(瞿勇等ꎬ２０１０)、５９１２２
玉米(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)等转化事件的 ＰＣＲ 检测方法ꎬ
但未见除草剂抗性基因 ａａｄ１ 和 ｄｍｏ 的 ＰＣＲ 检测

方法的报道ꎮ
本研究以在转基因作物中进行商业化应用的 ２

种新的除草剂抗性基因 ａａｄ１ 和 ｄｍｏ 为对象ꎬ开展

ＰＣＲ 检测体系、方法特异性、灵敏度、稳健性等测

试ꎬ旨在建立针对这 ２ 种外源目的基因的特异性

ＰＣＲ 检测方法ꎬ为转基因作物的安全监管提供切实

可行的技术手段ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物试验材料

转 ａａｄ１ 基 因 玉 米 ＤＡＳ４０２７８￣９ ( ＥＲＭ￣
ＢＦ４３３ｄ)、 转 ｃｐ４￣ｅｐｓｐｓ 基 因 玉 米 ＮＫ６０３ ( ＥＲＭ￣
ＢＦ４１５ｆ)、转 ｃｒｙ１Ａｂ 和 ｐａｔ 基因玉米 Ｂｔ１１ ( ＥＲＭ￣
ＢＦ４１２ｆ)、转 ｃｒｙ３４Ａｂ、ｃｒｙ３５Ａｂ 和 ｐａｔ 基因玉米 ５９１２２
(ＥＲＭ￣ＢＦ４２４ｄ)转 ｍｃｒｙ３Ａ 和 ｐｍｉ 基因玉米 ＭＩＲ６０４
(ＥＲＭ￣ＢＦ４２３ｄ)购自欧洲标准物质与测量研究所

(ＩＲＭＭ)ꎬ转 ｄｍｏ 基因大豆 ＭＯＮ８７７０８ 由孟山都公

司研发和馈赠ꎬ非转基因玉米、大豆为本实验室收

集保存的样品ꎮ

１.２　 基因组 ＤＮＡ 提取

应用植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 (ＤＰ３２０)
[天根生化科技(北京)有限公司]提取样品基因组

ＤＮＡꎬ操作步骤按试剂盒使用说明执行ꎬ提取的

ＤＮＡ 用 ＮＤ１０００ 核酸微量分光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ)测定浓度和纯度ꎬ并用试剂盒附带的 ＤＮＡ
稀释缓冲液稀释至 ２５ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ

１.３　 ＰＣＲ 反应

单一 ＰＣＲ:在 ２００ μＬ 的 ＰＣＲ 反应管中依次加入

１０×ＰＣＲ 缓冲液 ２.５ μＬꎬ２.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ｄＮＴＰｓ 混合溶

液 ２ μＬꎬ１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１上下游引物各 ０.５ μＬꎬ５ Ｕ􀅰μＬ－１

热启动 ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０.１２５ μＬꎬ基因组 ＤＮＡ 溶

液２ μＬꎬ加超纯水至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序为:９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎꎻ３５ 个循环(９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火

３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓ)ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ
双重 ＰＣＲ:除加入 ２ 对 ０.５ μＬ 引物ꎬ并相应调

整超纯水的用量至 ＰＣＲ 体系总体积为 ２５ μＬ 外ꎬ其
他组分的用量及 ＰＣＲ 反应程序与单一 ＰＣＲ 相同ꎮ

电泳检测:ＰＣＲ 扩增结束后ꎬ取 １０ μＬ 扩增产

物在 ２％的琼脂糖凝胶中进行电泳检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 除草剂抗性基因的核苷酸序列分析及引物设

计与筛选

根据研发人公开的国内外专利信息(Ｂｒｉｎｋｅｒ ｅｔ
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ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｃｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎬ使用生物信息学软件

Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ Ａｄｖａｎｃｅ® １１.５ 进行序列比对分析ꎬ获得

了 ＤＡＳ４０２７８￣９ 玉米中的 ａａｄ１ 基因(１００５ ｂｐ)和

ＭＯＮ８７７０８ 大豆中的 ｄｍｏ 基因(１２７５ ｂｐ)的核苷酸

序列ꎮ 以这 ２ 个基因的序列为模板ꎬ应用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计了一系列 ＰＣＲ 检测引物ꎬ经过试验

验证确定的检测引物相关信息见表 １ꎮ 为保证所设

计引物序列的特异性ꎬ将设计的引物序列提交 ＮＣ￣
ＢＩ 数据库(ｈｔｔｐ:∥ｂｌａｓｔ.ｓｔ￣ｖａ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.
ｃｇｉ)进行核苷酸序列检索ꎬ结果显示ꎬ引物序列与主

要农作物均不具有同源性ꎬ从理论上保证了引物在

转基因作物检测中的特异性ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 检测引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

检测对象
Ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅ

引物名称
Ｐｒｍｉｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增产物大小
Ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｉｚｅ

(ｂｐ)

ａａｄ１ 基因 ａａｄ１￣Ｆ ＴＴＴＣＣＴＧＧＣＣＡＡＧＣＡＡＴＣＡＣ ４７２
ａａｄ１￣Ｒ ＣＴＴＴＣＣＴＴＣＣＡＧＡＧＣＣＡＧＧＡ

ｄｍｏ 基因 ｄｍｏ￣Ｆ ＣＧＣＧＧＴＡＣＣＣＡＴＡＴＣＣＴＧＡＣ １９６
ｄｍｏ￣Ｒ ＴＧＣＣＡＴＴＣＧＣＣＴＣＧＡＣＡＴＡＧ

２.２　 单一 ＰＣＲ 检测方法的特异性测试

以 ＤＡＳ４０２７８￣９ 玉米、ＮＫ６０３ 玉米、Ｂｔ１１ 玉米、
５９１２２ 玉米、ＭＩＲ６０４ 玉米、ＭＯＮ８７７０８ 大豆等 ６ 种

转基因作物以及非转基因玉米和大豆为测试样品ꎬ
对 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因的检测方法进行特异性测

试ꎮ ＰＣＲ 扩增产物的电泳图谱见图 １ 和图 ２ꎬ在
ａａｄ１ 基因检测体系中仅 ＤＡＳ４０２７８￣９ 玉米样品出

现特异性条带ꎬｄｍｏ 基因检测体系中仅 ＭＯＮ８７７０８
大豆样品出现特异性条带ꎬ其他测试样品和空白对

照在 ２ 种检测体系中均未出现特异性产物ꎬ表明本

研究建立的 ２ 种除草剂基因的 ＰＣＲ 检测方法对靶

标基因具有高度特异性ꎮ

２.３　 单一 ＰＣＲ 检测方法的灵敏度测试

提取 ＤＡＳ４０２７８￣９ 玉米的基因组 ＤＮＡꎬ用 ０.１×
ＴＥ 缓冲液对其进行梯度稀释ꎬ获得质量浓度为

２５０、１２５、２５、１２.５、２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１的 ５ 份样品ꎬ取 ２ μＬ
作为模板ꎬ利用 ａａｄ１ 基因的 ＰＣＲ 检测方法进行测

试ꎬ以判定方法的灵敏度ꎮ 采用同样的制样方法ꎬ
获得 ＭＯＮ８７７０８ 大豆基因组 ＤＮＡ 质量浓度为 ２５０、
１２５、２５、１２.５、２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１的 ５ 份样品ꎬ用于 ｄｍｏ 基

因的 ＰＣＲ 检测方法的灵敏度测试ꎮ 结果如图 ３ 和

图 ４ 所示ꎬ２ 个基因的 ＰＣＲ 检测方法均可以从

２５ ｐｇ􀅰μＬ－１及以上浓度的样品中获得与预期大小

一致的扩增产物ꎬ表明本研究建立的 ａａｄ１ 基因和

ｄｍｏ 基因的 ＰＣＲ 检测方法的检出限均可达到

５０ ｐｇꎬ按照玉米和大豆的基因组 ＤＮＡ 大小进行估

算(Ａｒｕｍｕｇａｎａｔｈａｎ ＆ Ｅａｒｌｅꎬ１９９１)ꎬ２ 种方法的绝对

检出限分别约为 ２０ 个拷贝和 ４０ 个拷贝ꎬ具有良好

的灵敏度ꎮ

图 １　 ａａｄ１ 基因 ＰＣＲ 检测方法的特异性
Ｆｉｇ.１　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ａａｄ１ ｇｅｎｅ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡＭａｒｋｅｒꎻ１:空白对照ꎻ２:ＤＡＳ４０２７８￣９ꎻ３:ＮＫ６０３ꎻ４:Ｂｔ１１ꎻ５:５９１２２ꎻ６:ＭＩＲ６０４ꎻ７:ＭＯＮ８７７０８ꎻ８:非转基因玉米和大豆混样ꎮ
Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２: ＤＡＳ４０２７８￣９ꎻ ３: ＮＫ６０３ꎻ ４: Ｂｔ１１ꎻ ５: ５９１２２ꎻ

６: ＭＩＲ６０４ꎻ ７: ＭＯＮ８７７０８ꎻ ８: ｎｏｎ￣ＧＭ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｉｘ.

２.４　 ＰＣＲ 检测体系的稳健性

为测试 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因 ＰＣＲ 检测方法

对不同退火温度的适应度ꎬ对每种基因的 ＰＣＲ 检

测体系均设置 ５６、５８、６０、６２、６４ ℃ 等 ５ 个退火温

度ꎬ进行 ＰＣＲ 方法的稳健性测试ꎮ ＰＣＲ 扩增结果

见图 ５ꎬ２ 个基因的 ＰＣＲ 检测体系在 ５ 种退火温度
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条件下ꎬ均能获得与预期一致的 ＰＣＲ 产物ꎬ表明 ２
种基因的 ＰＣＲ 检测方法对退火温度有较宽的适合

度ꎬ具有良好的适用性ꎮ

图 ２　 ｄｍｏ 基因 ＰＣＲ 检测方法的特异性
Ｆｉｇ.２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｄｍｏ ｇｅｎｅ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:空白对照ꎻ２:ＭＯＮ８７７０８ꎻ３:ＮＫ６０３ꎻ４:Ｂｔ１１ꎻ５:５９１２２ꎻ６:ＭＩＲ６０４ꎻ７:ＤＡＳ４０２７８￣９ꎻ８:非转基因玉米和大豆混样ꎮ
Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２: ＭＯＮ８７７０８ꎻ ３: ＮＫ６０３ꎻ ４: Ｂｔ１１ꎻ ５: ５９１２２ꎻ

６: ＭＩＲ６０４ꎻ ７: ＤＡＳ４０２７８￣９ꎻ ８: ｎｏｎ￣ＧＭ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｉｘ.

图 ３　 ａａｄ１ 基因 ＰＣＲ 检测方法的灵敏度
Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ａａｄ１ ｇｅｎｅ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:空白对照ꎻ２:非转基因玉米和大豆混样ꎻ３~７ 分别代表质量浓度为

２５０、１２５、２５、１２.５、２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１的 ＤＡＳ４０２７８￣９ 玉米基因组 ＤＮＡ 样品ꎮ
Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２: ｎｏｎ￣ＧＭ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｉｘꎻ ３~７: ２５０ꎬ １２５ꎬ ２５ꎬ

１２.５ ａｎｄ ２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１ ｏｆ ＤＡＳ４０２７８￣９ ｍａｉｚｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ４　 ｄｍｏ 基因 ＰＣＲ 检测方法的灵敏度
Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｄｍｏ ｇｅｎｅ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:空白对照ꎻ２:非转基因玉米和大豆混样ꎻ３~７ 分别代表质量浓度为

２５０、１２５、２５、１２.５、２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１的 ＭＯＮ８７７０８ 大豆基因组 ＤＮＡ 样品ꎮ
Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２: ｎｏｎ￣ＧＭ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｉｘꎻ ３~７: ２５０ꎬ １２５ꎬ ２５ꎬ

１２.５ ａｎｄ ２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１ ｏｆ ＭＯＮ８７７０８ ｓｏｙｂｅａｎ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
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图 ５　 ＰＣＲ 检测方法的稳健性
Ｆｉｇ.５　 Ｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓ ｏｆ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:空白对照ꎻ２:非转基因玉米和大豆混样ꎻ３~７ 分别代表退火温度为 ５６、５８、６０、６２、６４ ℃ꎮ
Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２: ｎｏｎ￣ＧＭ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｉｘꎻ ３~７: ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ５６ꎬ ５８ꎬ ６０ꎬ ６２ ａｎｄ ６４ ℃ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

２.５　 双重 ＰＣＲ 检测体系的建立

本研究将 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因的 ＰＣＲ 检测

引物放到同一个反应体系中ꎬ旨在建立能同时检测

这 ２ 个 靶 标 基 因 的 双 重 ＰＣＲ 检 测 方 法ꎮ 将

ＤＡＳ４０２７８￣９ 玉米的基因组 ＤＮＡ 和ＭＯＮ８７７０８ 大豆

的基因组 ＤＮＡ 等量混合ꎬ并用 ０.１×ＴＥ 缓冲液对混

合 ＤＮＡ 样品进行梯度稀释ꎬ获得 ＤＡＳ４０２７８￣９ 玉米

基因组 ＤＮＡ 和 ＭＯＮ８７７０８ 大豆基因组 ＤＮＡ 的质

量浓度均为 ２５０、１２５、２５、１２.５、２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１的 ５ 份

样品ꎬ对双重 ＰＣＲ 检测体系进行测试ꎮ 结果如图 ６
所示ꎬ利用双重 ＰＣＲ 检测体系ꎬ可获得与单一 ＰＣＲ
检测体系相同的检测灵敏度ꎬ双重 ＰＣＲ 检测体系

中 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因的检出限分别可达到约 ２０
个拷贝和 ４０ 个拷贝ꎮ

图 ６　 双重 ＰＣＲ 检测方法的灵敏度
Ｆｉｇ.６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｕｐｌｅｘ ＰＣＲ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ａａｄ１ ａｎｄ ｄｍｏ ｇｅｎｅ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:空白对照ꎻ２:非转基因玉米和大豆混样ꎻ３~７ 分别代表质量浓度各为 ２５０、１２５、２５、
１２.５、２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１的 ＤＡＳ４０２７８￣９ 玉米和 ＭＯＮ８７７０８ 大豆基因组 ＤＮＡ 混样ꎮ

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２: ｎｏｎ￣ＧＭ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｉｘꎻ ３~７: ２５０ꎬ １２５ꎬ ２５ꎬ １２.５ ａｎｄ ２.５ ｐｇ􀅰μＬ－１

ｏｆ ＤＡＳ４０２７８￣９ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ＭＯＮ８７７０８ ｓｏｙｂｅａｎ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｍｉｘꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３　 讨论
将除草剂抗性基因导入作物后ꎬ可使后者拥有

抗除草剂的特性ꎬ这为农业生产上应用除草剂防治

杂草提供了便利(李云河等ꎬ２０１２)ꎮ 通过查询国内

外有关数据库ꎬ目前在生产上应用的除草剂抗性基

因主要为 ｃｐ４￣ｅｐｓｐｓ、ｂａｒ、ａａｄ１、ｄｍｏ 等ꎬ其中 ｃｐ４￣ｅｐｓｐｓ
基因和 ｂａｒ 基因在转基因作物商业化初期就已投入
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应用ꎬ是目前使用频次最高的 ２ 类除草剂抗性基因

(陈海伟等ꎬ２０１２)ꎬａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因自 ２０１１
年开始在商业化转基因作物中出现并已有多种转

化体进入中国市场ꎮ 因此ꎬ以除草剂抗性基因为靶

标对象的特异性检测方法是转基因产品日常监管

和筛选检测的重要技术手段之一ꎮ
由于 ｃｐ４￣ｅｐｓｐｓ 基因和 ｂａｒ 基因在转基因作物中

已被广泛长期应用ꎬ针对这 ２ 个基因的 ＰＣＲ 检测方

法已有诸多报道ꎬ并形成相应的国家标准(路兴波

等ꎬ２０１２ꎻ 杨立桃等ꎬ２０１２)ꎮ 然而ꎬ ａａｄ１ 基因和

ｄｍｏ 基因是近几年来才被应用于转基因作物ꎬ而且

含有这 ２ 个基因的转化体才开始向我国提交进口

申请ꎬ目前还未见关于 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因的

ＰＣＲ 检测方法的报道ꎮ 本研究通过查询国内外专

利信息ꎬ获得了这 ２ 个基因的核苷酸序列ꎬ并根据

该序列建立了特异性检测这 ２ 个基因的 ＰＣＲ 检测

方法ꎬ检出限可达到 ２０ 个拷贝(ａａｄ１ )和 ４０ 个拷

贝(ｄｍｏ)ꎬ能够满足日常监管工作的需要ꎬ该方法

的相关技术指标已达到同类检测方法的水平(Ｇｕｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ

在一个 ＰＣＲ 体系中同时检测多种转基因成分

可提高检测效率、降低检测成本(王渭霞等ꎬ２００９)ꎮ
本研究将 ａａｄ１ 基因和 ｄｍｏ 基因的检测引物放在同

一个 ＰＣＲ 反应管中进行检测ꎬ建立了能在一个

ＰＣＲ 管中同时检测这 ２ 个目的基因的双重 ＰＣＲ 方

法ꎬ检测灵敏度达到与单一 ＰＣＲ 方法相同的水平ꎬ
具有较好的应用前景ꎮ
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