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５ 种转基因油菜转化体特异性
多重 ＰＣＲ 检测方法
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摘要: 【目的】全球转基因植物及其产品的数量和种类越来越多ꎬ迫切需要可同时精准高效检测多个转化载体的检测方法ꎮ
【方法】针对 ＲＦ１、ＭＳ８、Ｔｏｐａｓ１９ / ２、Ｏｘｙ２３５ 和 ＲＦ３ 等 ５ 个转基因油菜品系的侧翼序列及油菜内源基因 ｃｒｕｃｉｆｅｒｉｎＡ(ＣｒｕＡ)序列

设计多重聚合酶链式反应特异性引物ꎬ通过对转基因油菜、转基因大豆、转基因玉米、转基因水稻、转基因棉花等不同作物

进行 ＰＣＲ 扩增来测试所选择的引物特异性ꎬ优化多重 ＰＣＲ 反应引物的浓度ꎬ用所建立的检测体系对不同混合比例的转基

因油菜进行多重 ＰＣＲ 扩增来测试所建立的检测方法的灵敏度ꎮ 【结果】通过测试ꎬ仅在含有目标样品中检测出阳性结果ꎬ
灵敏度达 ０.０５％ꎬ表明所建立的 ６ 重 ＰＣＲ 检测方法可同时精准检测 ＲＦ１、ＭＳ８、Ｔｏｐａｓ１９ / ２、Ｏｘｙ２３５ 和 ＲＦ３ 等 ５ 种转基因油菜

转化载体ꎮ 【结论】所建立的 ６ 重转基因油菜转化体特异性 ＰＣＲ 检测方法通量高、特异性好、灵敏度高ꎬ符合有关转基因产

品检测的要求ꎬ可作为转基因油菜检测的有效方法ꎮ
关键词: 多重 ＰＣＲꎻ 转基因油菜ꎻ 转化载体特异性
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　 　 １９９６—２０１５ 年ꎬ全球转基因作物累计种植面积

达到 ２０ 亿 ｈｍ２ꎬ其中 ２６ 种转基因作物、３６３ 个转化

体获得批准种植和进口用于粮食或饲料( Ｊａｍｅｓꎬ
２０１５)ꎮ 转基因作物的大规模种植给人类带来了巨

大的经济收益和环境收益ꎬ如减少广谱化学农药的

使用量ꎬ增加农民收入ꎬ改善生态环境ꎬ提高农产品

质量等(杨艳等ꎬ２０１４)ꎮ 但其引发的环境与食品安

全问题也备受社会关注(雒珺瑜等ꎬ２０１４)ꎮ 当前迫

切需要建立简便、快速、高效、准确的转基因植物及

其产品的身份识别及检测技术ꎬ加强对转基因作物

及其产品的安全监管ꎬ切实贯彻标识制度ꎬ保护转

基因品种的产权ꎬ维护广大消费者的知情权和选择

权(Ｆｏｒｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ Ｇａｃｈｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎮ
油菜籽是重要的食用植物油原料来源和饲料

蛋白源ꎮ ２０１５ 年ꎬ转基因油菜种植面积占全球转基

因作物种植面积的 ５％(１ 亿 ｈｍ２) ( Ｊａｍｅｓꎬ２０１５)ꎮ
我国是最大的油菜籽进口国ꎬ进口量约占全球油菜

籽进口总量的一半以上ꎮ 我国已经批准用作进口

加工原料的转基因油菜有 ＧＴ７３、Ｔｏｐａｓ１９ / ２、Ｔ４５、
ＭＳ１、ＭＳ１×ＲＦ１、ＭＳ１×ＲＦ２、ＭＳ１×ＲＦ３、Ｏｘｙ２３５、ＭＳ８
× ＲＦ３、 ＲＦ１、 ＲＦ２ 等 ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｉｓａａａ. ｏｒｇ / ｇｍａｐ￣
ｐｒｏｖａｌｄａｔａｂａｓｅ / )ꎮ 据中国海关总署发布的月度统

计数据显示ꎬ２０１６ 年 １—５ 月ꎬ中国油菜籽进口总量

为 １７３ 万 ｔꎬ２０１６ 年 ９ 月ꎬ进口菜籽油 ５.８ 万 ｔꎬ同比

增加 １１９.２８％ꎮ
转基因生物检测中ꎬ转化载体特异性检测由于

其检测的目的片段是外源插入基因和宿主 ＤＮＡ 之

间的连接区域ꎬ故比单纯基因特异性检测和构建特

异性检测具有更高的特异性(Ｈｏｌｓｔ￣Ｊｅｎｓｅｎꎬ２００９ꎻ
Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７ａ)ꎮ 转化载体特异性 ＰＣＲ 已经被

广泛应用于转基因生物身份识别和验证检测过程

中(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ Ｚｈａｎｇ ＆ Ｇｕｏꎬ２０１１)ꎮ
定性 ＰＣＲ 检测是转基因成分检测中最常用的

方法ꎬ对于转基因产品没有要求进行定量标识的我

国来说更是重要的检测手段ꎮ 目前ꎬ转基因油菜

ＧＴ７３、ＭＳ１×ＲＦ１、ＭＳ１×ＲＦ２、ＭＳ８×ＲＦ３ 和 Ｔｏｐａｓ１９ / ２
都建立了转化载体定性 ＰＣＲ 检测方法(Ａｋｉｙａｍａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｄｅｍｅｋｅ ＆ Ｒａｔｎａｙａｋａꎬ２００８ꎻ Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６ꎻ Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎬ ２００８ꎬ ２００９ꎻ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７ｂ)ꎮ 随着转基因油菜转化载体越来越多ꎬ迫切

需要可同时检测多转化载体的高效检测技术ꎮ
多重 ＰＣＲ(ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ)又称复合 ＰＣＲꎬ由传

统 ＰＣＲ 技术发展而来ꎬ涉及多种植物源性转基因

食品(胡金强等ꎬ２０１５)ꎬ但多数都是针对通用元件

和基因特异性进行检测ꎬ缺乏特异性更好的转化载

体层面的研究ꎮ 与单重检测方法相比ꎬ多重检测具

有成本低、通量高、节省实验样品和药品等优点

(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ Ｓａｍｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 本研究的

目的是建 立 一 种 可 同 时 高 效 检 测 ＲＦ１、 ＭＳ８、
Ｔｏｐａｓ１９ / ２、Ｏｘｙ２３５、ＲＦ３ 等转基因油菜转化载体的

多重 ＰＣＲ 检测方法ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料与试剂

转基因油菜(ＲＦ１、ＭＳ８、Ｔｏｐａｓ１９ / ２、ＲＦ３、ＲＦ２、
Ｔ４５)和非转基因油菜样品购自美国石油化学家学

会( ＡＯＣＳ)ꎻ转基因油菜 ( Ｏｘｙ２３５)、转基因玉米

(Ｂｔ１１、ＭＯＮ８１０)、转基因水稻(ＴＴ５１￣１、ＫＦ￣６)、转基

因大豆 ( ＧＴＳ ４０￣３￣２、 ＭＯＮ８９７８８) 和转基因棉花

(ＭＯＮ１４４５、ＭＯＮ５３１)样品为本实验室保存样品ꎮ
Ｔａｑ 聚合酶、ｄＮＴＰｓ、１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ(含 Ｍｇ２＋)、

５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ、６×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 购自大连宝生

物工程有限公司ꎬ其他试剂及耗材购自鼎国昌盛生

物技术有限公司ꎮ
１.２　 仪器与设备

５４１７ 型高速离心机 (德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ
ＮＡＮＯＤＲＯＰ ２０００ 型超微量分光光度计(美国 Ｔｈｅｒ￣
ｍｏ 公司)ꎻＴｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ Ｃ１０００ 型梯度 ＰＣＲ 仪(美
国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻＧｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝胶成像仪(美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎮ
１.３　 ＤＮＡ 提取

采用国家标准«转基因植物及其产品成分检测

ＤＮＡ 提取和纯化»(金芜军等ꎬ２０１６)提取油菜基因

组 ＤＮＡ 和其他样品基因组 ＤＮＡꎮ 用 ＮＡＮＯＤＲＯＰ
２０００ 型超微量分光光度计测定提取的基因组 ＤＮＡ
浓度ꎮ 根据琼脂糖凝胶电泳和ＤＮＡ 在２６０ ｎｍ/ ２８０ ｎｍ
和 ２６０ ｎｍ / ２３０ ｎｍ 紫外波长下的吸光度来判定提

取 ＤＮＡ 的质量ꎮ
１.４　 引物设计

多重 ＰＣＲ 引物序列见表 １ꎮ 选择油菜 ｃｒｕｃｉｆｅｒｉ￣
ｎＡ( ＣｒｕＡ ) 基 因 作 为 内 标 准 基 因 ( 卢 长 明 等ꎬ
２０１６ａ)ꎬ转基因油菜 ＭＳ８ 引物(ＭＳ８￣Ｆ / Ｒ)和 ＲＦ３
引物(ＲＦ３￣Ｆ / Ｒ)来自国家标准农业部 ８６９ 号公告￣
５￣２００７(卢长明等ꎬ２０１６ｂ)ꎮ 转基因油菜 ＲＦ１ 引物

( ＲＦ１￣Ｆ / Ｒ )、 Ｔｏｐａｓ１９ / ２ 引 物 ( Ｔｏｐａｓ１９ / ２￣Ｆ / Ｒ )、
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Ｏｘｙ２３５ 引物(Ｏｘｙ２３５￣Ｆ / Ｒ)分别根据 ＧｅｎＢａｎｋ 核酸

数据库的边界序列信息 ＥＵ０９０１９９.１、ＥＵ１２４６７６.１ 和

ＥＵ０９９５７９.１ꎬ采用 Ｏｌｉｇｏ Ｖ７.０ 软件进行设计和分析ꎮ

表 １　 多重 ＰＣＲ 引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

靶标
Ｔａｒｇｅｔ

扩增长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ / ｂｐ

参考
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＲＦ１￣Ｆ ＧＡＡＴＴＴＧＧＣＣＴＧＴＡＧＡＣＣＴＣＡ ＲＦ１ １２５ 本研究 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ＲＦ１￣Ｒ ＴＴＣＣＡＴＣＴＴＴＴＣＣＧＧＴＧＡＣ
ＭＳ８￣Ｆ ＣＣＴＴＴＴＣＴＴＡＴＣＧＡＣＣＡＴＧＴＡＣＴＣ ＭＳ８ １５９ 卢长明等ꎬ２０１６ｂ
ＭＳ８￣Ｒ ＡＡＴＴＴＴＡＡＡＡＡＣＴＴＧＴＧＧＧＡＴＧＣＴ
Ｔｏｐａｓ１９ / ２￣Ｆ ＡＴＡＡＴＧＧＴＴＴＣＴＧＡＣＧＴＡＴＧＴＧＣＴＴ Ｔｏｐａｓ １９８ 本研究 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｔｏｐａｓ１９ / ２￣Ｒ ＣＣＴＴＣＧＧＣＣＴＴＡＡＴＣＣＣＡＣ
Ｏｘｙ２３５￣Ｆ ＧＡＡＴＴＴＧＧＣＣＴＧＴＡＧＡＣＣＴＣＡ Ｏｘｙ２３５ ２６３ 本研究 Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｏｘｙ２３５￣Ｒ ＴＴＣＡＴＣＣＣＧＡＣＡＡＧＧＴＣＣＣ
ＲＦ３￣Ｆ ＣＡＡＴＡＡＣＴＴＴＧＴＴＧＧＧＣＴＴＡＴＧＧ ＲＦ３ ２８４ 卢长明等ꎬ２０１６ｂ
ＲＦ３￣Ｒ ＣＴＣＧＴＣＴＣＧＧＡＣＣＴＣＣＧＡＡＡＡＣＣ
ＣｒｕＡ￣Ｆ ＧＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＣＧＴＧＡＴ ＣｒｕＡ １０１ 卢长明等ꎬ２０１６ａ
ＣｒｕＡ￣Ｒ ＣＣＧＴＣＧＴＴＧＴＡＧＡＡＣＣＡＴＴＧＧ

１.５　 ＰＣＲ 反应条件

实验使用 Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ Ｃ１０００ 型梯度 ＰＣＲ
仪ꎮ 采用传统单重 ＰＣＲ 测试引物的特异性ꎬ反应

体系包括 ２.５ μＬ １０×ｂｕｆｆｅｒ、２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｄＮＴＰ、
１.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＭｇＣｌ２、０.６５ ｕｎｉｔｓＴａｑ 酶、引物终浓度

１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１、５０ ｎｇ 基因组 ＤＮＡꎬｄｄＨ２Ｏ 补至 ２５
μＬꎮ 多重 ＰＣＲ 反应体系(２５ μＬ)为 ２.５ μＬ１０×ｂｕｆｆ￣
ｅｒ、２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ｄＮＴＰ、１.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＭｇＣｌ２ 和 １.５
ｕｎｉｔｓ Ｔａｑ 酶ꎬ１００ ｎｇ 基因组 ＤＮＡꎮ

ＰＣＲ 反应条件:９４ ℃变性 ５ ｍｉｎꎻ４０ 次循环扩

增反应(９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

３０ ｓ)ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 取 ＰＣＲ 产物 １０ μＬ 于含有

０.５ μｇ􀅰μＬ－１ ＥＢ 的 ３％琼脂糖凝胶电泳检测分析ꎮ
１.６　 灵敏度实验

为了评估所建立的多重 ＰＣＲ 检测方法的检测

限(ＬＯＤ)ꎬ将非转基因油菜的 ＤＮＡ 与含 ＲＦ１、ＭＳ８、
Ｔｏｐａｓ１９ / ２、Ｏｘｙ２３５、ＲＦ３ 等不同转化载体转基因油

菜的 ＤＮＡ 进行充分混合ꎬ使每个转化载体的转基

因油菜在混合体系中所占质量比分别为 １０％、５％、
１％、０.５％、０.１％、０.０５％、０.０１％ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 引物特异性

根据 ５ 个转基因油菜转化载体 ( ＲＦ１、ＭＳ８、
Ｔｏｐａｓ１９ / ２、Ｏｘｙ２３５、ＲＦ３)特异性序列建立多重 ＰＣＲ
检测方法ꎮ 由于在加工过程中油菜基因组有可能

遭到破坏ꎬ因此设计多重 ＰＣＲ 引物时ꎬ扩增片段最

好不大于 ３００ ｂｐ(李飞武等ꎬ２０１６)ꎮ 为了评价和验

证所建立的检测体系中引物的特异性ꎬ选取不同转

化载体的转基因油菜、转基因大豆、转基因玉米、转
基因水稻、转基因棉花等转基因作物提取基因组

ＤＮＡ 进行传统 ＰＣＲ 验证ꎮ 结果表明ꎬ仅在含有目

的转化载体的转基因油菜中获得了预期的扩增产

物:转化载体 ＲＦ１ 的 ５′端侧翼序列扩增片段大小为

１２５ ｂｐꎬ转化载体 ＭＳ８ 的 ５′端侧翼序列扩增片段大

小为 １５９ ｂｐꎬ转化载体 Ｔｏｐａｓ１９ / ２ 的 ３′端侧翼序列

扩增片段大小为 １９８ ｂｐꎬ转化载体 Ｏｘｙ２３５ 的 ３′端
侧翼序列扩增片段大小为 ２６３ ｂｐꎬ转化载体 ＲＦ３ 的

５′端侧翼序列扩增片段大小为 ２８４ ｂｐ(图 １)ꎮ ＰＣＲ
扩增产物经克隆回收后送生工生物工程(上海)股
份有限公司进行了 ４ 次测序验证(图 ２)ꎮ
２.２　 多重 ＰＣＲ反应条件和引物浓度优化

在多重 ＰＣＲ 反应体系中ꎬ为了确保同时扩增

多个目的 ＤＮＡ 序列的特异性和灵敏性并且避免引

物间出现交叉反应ꎬ引物的设计至关重要( Ｌｅｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 假如每个引物的扩增效率一致ꎬ则短片

段的扩增引物的浓度要低于大片段的扩增引物ꎬ但
在实际选择中ꎬ每个引物的扩增效率不可能完全一

致ꎮ 为了使不同引物对在同一 ＰＣＲ 反应体系中具

有很好的特异性和相近的扩增效率ꎬ需要将所用引

物的浓度进行最优化处理(Ｄｅｍｅｋｅ ＆ Ｒａｔｎａｙａｋａꎬ
２００８)ꎮ
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Ｍ:５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:ＲＦ１ꎻ２:ＭＳ８ꎻ３:Ｔｏｐａｓ１９ / ２ꎻ４:Ｏｘｙ２３５ꎻ５:ＲＦ３ꎻ６:转基因玉米混合物(Ｂｔ１１、ＭＯＮ８１０)ꎻ７:转基因大豆混合物(ＧＴＳ
４０￣３￣２、ＭＯＮ８９７８８)ꎻ８:转基因水稻混合物(ＴＴ５１￣１、ＫＦ￣６)ꎻ９:转基因棉花混合物(ＭＯＮ１４４５、ＭＯＮ５３１)ꎻ１０:转基因油菜(ＲＦ２、Ｔ４５)ꎮ

Ｍ: ５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １: ＲＦ１ꎻ ２: ＭＳ８ꎻ ３: Ｔｏｐａｓ１９ / ２ꎻ ４: Ｏｘｙ２３５ꎻ ５: ＲＦ３ꎻ ６: ＧＭ ｍａｉｚｅ (Ｂｔ１１ꎬ ＭＯＮ８１０)ꎻ ７: ＧＭ ｓｏｙｂｅａｎ
(ＧＴＳ４０￣３￣２ꎬ ＭＯＮ８９７８８)ꎻ ８: ＧＭ ｒｉｃｅ (ＴＴ５１￣１ꎬ ＫＦ￣６)ꎻ ９: ＧＭ ｃｏｔｔｏｎ (ＭＯＮ１４４５ꎬ ＭＯＮ５３１)ꎻ １０: ＧＭ ｃａｎｏｌａ (ＲＦ２ꎬ Ｔ４５).

图 １　 引物特异性分析
Ｆｉｇ.１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

Ａ:转基因油菜 ＲＦ１ 的 ５′边界序列ꎬ ＰＣＲ 产物大小 １２５ ｂｐꎻＢ:转基因油菜 ＭＳ８ 的 ５′边界序列ꎬ ＰＣＲ 产物大小 １５９ ｂｐꎻＣ:转基因油菜

Ｔｏｐａｓ１９ / ２ 的 ３′边界序列ꎬ ＰＣＲ 产物大小 １９８ ｂｐꎻＤ:转基因油菜 Ｏｘｙ２３５ 的 ３′边界序列ꎬ ＰＣＲ 产物大小 ２６３ ｂｐꎻＥ:转基因油菜

ＲＦ３ 的 ５′边界序列ꎬ ＰＣＲ 产物大小 ２８４ ｂｐꎻ划横线部分代表引物位置ꎬ阴影部分代表油菜基因组部分序列ꎮ
Ａ: ５′ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲＦ１ꎬ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｓ １２５ ｂｐꎻ Ｂ: ５′ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＭＳ８ꎬ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｓ １５９ ｂｐꎻ

Ｃ: ３′ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｔｏｐａｓ１９ / ２ꎬ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｓ １９８ ｂｐꎻ Ｄ: ３′ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｏｘｙ２３５ꎬ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｓ ２６３ ｂｐꎻ
Ｅ: ５′ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲＦ３ꎬ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｓ ２８４ ｂｐ. Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｃａｎｏｌａ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｓｈａｄｅｄ.

图 ２　 转基因油菜边界序列
Ｆｉｇ.２　 Ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ＤＮＡ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ

ｔｈｅ ＧＭＯ ｇｅｎｏｍｅ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ＧＭ ｃａｎｏｌａ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
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　 　 考虑上述因素ꎬ多组引物对的长度和溶解温度

必须相似(Ｋｗｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 对多重 ＰＣＲ 反应体

系中的引物终浓度从 ０.１ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１到 １.０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

逐级进行筛选ꎮ 通过优化ꎬ２５ μＬ 多重 ＰＣＲ 反应体系

中 的 ６ 对 引 物 ＣｒｕＡ￣Ｆ / Ｒ、 ＲＦ１￣Ｆ / Ｒ、 ＭＳ８￣Ｆ / Ｒ、
Ｔｏｐａｓ１９/ ２￣Ｆ / Ｒ、Ｏｘｙ２３５￣Ｆ / Ｒ 和 ＲＦ３￣Ｆ / Ｒ 的终浓度分

别为 ０.１、１.０、０.８、０.２４、１.０ 和 ０.７２ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１(图 ３)ꎮ

Ｍ:５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:ＣｒｕＡ 和 ＲＦ１ꎻ２:ＣｒｕＡ 和 ＭＳ８ꎻ３:ＣｒｕＡ 和 Ｔｏｐａｓ１９ / ２ꎻ４:ＣｒｕＡ 和 Ｏｘｙ２３５ꎻ５:ＣｒｕＡ 和 ＲＦ３ꎻ
６:ＲＦ３、Ｏｘｙ２３５、Ｔｏｐａｓ１９ / ２、ＭＳ８、ＲＦ１ 和 ＣｒｕＡꎮ

Ｍ: ５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １: ＣｒｕＡ ａｎｄ ＲＦ１ꎻ ２: ＣｒｕＡ ａｎｄ ＭＳ８ꎻ ３: ＣｒｕＡ ａｎｄ Ｔｏｐａｓ１９ / ２ꎻ ４: ＣｒｕＡ ａｎｄ Ｏｘｙ２３５ꎻ ５: ＣｒｕＡ ａｎｄ ＲＦ３ꎻ
６: ＲＦ３ꎬ Ｏｘｙ２３５ꎬ Ｔｏｐａｓ１９ / ２ꎬ ＭＳ８ꎬ ＲＦ１ ａｎｄ ＣｒｕＡ.

图 ３　 转基因油菜的多重 ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ＧＭ ｃａｎｏｌａ ｌｉｎｅｓ

２.３　 多重 ＰＣＲ 检测灵敏度

用非转基因油菜基因组 ＤＮＡ 稀释 ５ 个不同转

化载体转基因油菜的基因组 ＤＮＡꎬ充分混匀ꎬ制备

成质量分数为 １０％、５％、１％、０.５％、０.１％、０.０５％和

０.０１％等一系列基因组 ＤＮＡ 模板ꎮ 在多重 ＰＣＲ 反

应中ꎬ使用 １００ ｎｇ 基因组 ＤＮＡ 作为模板ꎬＰＣＲ 扩增

产物琼脂糖凝胶电泳分析结果显示ꎬ所建立的多重

ＰＣＲ 在 ０. ０１％ 水平也可检出ꎬ但转化体 ＲＦ３ 和

Ｏｘｙ２３５ 条带非常弱ꎬ而在 ０.０５％水平各 ＰＣＲ 扩增

条带清晰可见ꎬ且可稳定检出ꎬ故所建立转基因油

菜多重 ＰＣＲ 检测方法的检测限为 ０.０５％(图 ４)ꎮ
假设一个油菜的单倍体基因组约 １.３ ｐｇꎬ大约相当

于 ３８ 个油菜单倍体基因组拷贝 ( Ｏｇｕｃｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎮ 与先前的报道(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６ꎻ Ｏｇｕｃｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)相比ꎬ这个检测限的结果

在转基因油菜的检测分析上可以被接受ꎮ

Ｍ:５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１~７:转基因油菜 ＲＦ１、ＭＳ８、Ｔｏｐａｓ１９ / ２、Ｏｘｙ２３５、ＲＦ３ ＤＮＡ 混合物:
１０％、５％、１％、０.５％、０.１％、０.０５％和 ０.０１％ꎻ８:非转基因油菜ꎮ

Ｍ: ５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ １~７: １０％ꎬ ５％ꎬ １％ꎬ ０.５％ꎬ ０.１％ꎬ ０.０５％ ａｎｄ ０.０１％ ｏｆ ａ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ
ＧＭ ｃａｎｏｌａ ｌｉｎｅｓ (ＲＦ１ꎬ ＭＳ８ꎬ Ｔｏｐａｓ１９ / ２ꎬ Ｏｘｙ２３５ ａｎｄ ＲＦ３)ꎻ ８: Ｎｏｎ￣ＧＭ ｃａｎｏｌａ.

图 ４　 多重 ＰＣＲ 的最低检测限分析
Ｆｉｇ.４　 ＬＯＤ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

３　 结论
转化载体特异性检测是转基因植物及其产品

检测中最准确和最特异的检测方法ꎬ也是国际普遍

采用的方法ꎮ 多重 ＰＣＲ 技术因其特异性好、效率

高、成本低的优势ꎬ已在转基因成分检测的各个领

域得到应用(白卫滨等ꎬ２０１６ꎻ 邱良焱等ꎬ２０１３ꎻ 张

明哲等ꎬ２０１６)ꎮ 本研究针对转基因油菜的不同转

化载体特异性序列设计了多对引物ꎬ通过筛选引

物ꎬ优化检测体系ꎬ最终建立了一个可在同一 ＰＣＲ

体系中检测转基因油菜 ＲＦ１、 ＭＳ８、 Ｔｏｐａｓ１９ / ２、
Ｏｘｙ２３５、ＲＦ３ 等 ５ 种不同转化载体和一个内参基因

的 ６ 重 ＰＣＲ 检测方法ꎮ 所建立的多重 ＰＣＲ 特异性

好ꎬ在其他转化载体转基因油菜、转基因大豆、转基

因玉米、转基因水稻、转基因棉花品系没有预期扩

增ꎮ 每个转化载体的检测限达 ０.０５％ꎬ完全符合欧

盟有关转基因产品标识的要求ꎮ 本方法的建立可

作为快速检测多种转基因油菜转化载体的有效方

法ꎬ对转基因油菜的安全监管具有重要意义ꎮ
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ｖｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｒｉｃｅ. Ｃｅｒｅａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ４４(１): ４７－５６.

ＯＧＵＣＨＩ Ｔꎬ ＯＮＩＳＨＩ Ｍꎬ ＭＡＮＯ Ｊꎬ ＡＫＩＹＡＭＡ Ｈꎬ ＴＥＳＨＩＭＡ

Ｒꎬ ＦＵＴＯ Ｓꎬ ＦＵＲＵＩ Ｓꎬ ＫＩＴＴＡ Ｋꎬ ２０１０. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏ￣
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ｔｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ５１(３): ９２－１００.

ＳＡＭＳＯＮ Ｍ Ｃꎬ ＧＵＬＬÍ Ｍꎬ ＭＡＲＭＩＲＯＬＩ Ｎꎬ ２０１３. Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｚｅ

ＭＯＮ８１０ ａｎｄ ＧＡ２１ ｉｎ ｆｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｆｏｏｄ Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ３０(２):
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ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｈｙｂｒｉｄｓ ＭＳ１ × ＲＦ１ ａｎｄ ＭＳ１ × ＲＦ２.

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ５５(２１): ８３８０
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ＷＵ Ｇꎬ ＷＵ Ｙ Ｈꎬ ＸＩＡＯ Ｌꎬ ＬＵ Ｃ Ｍꎬ ２００８. Ｅｖｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈ￣

ｏｄｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒａｐｅｓｅｅｄ Ｍｓ８×Ｒｆ３
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ｎａｔｉｏｎａｌꎬ ９１(１): １４３－１５１.

ＷＵ Ｇꎬ ＷＵ Ｙ Ｈꎬ ＸＩＡＯ Ｌꎬ ＬＵ Ｃ Ｍꎬ ２００９. Ｅｖｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ

ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒａｐｅｓｅｅｄ Ｔｏｐａｓ １９ / ２. Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １１２(１):

２３２－２３８.

ＹＡＮＧ Ｌ Ｔꎬ ＧＵＯ Ｊ Ｃꎬ ＰＡＮ Ａ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｂꎬ ＺＨＡＮＧ Ｋ

Ｗꎬ ＷＡＮＧ Ｚ Ｍꎬ ＺＨＡＮＧ Ｄꎬ ２００７ａ. Ｅｖｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｑｕａｎｔｉ￣

ｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｎｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｉｚｅｓ ｕｓｉｎｇ ｏｎｅ

ｎｏｖｅｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ５５(１): １５－２４.

ＹＡＮＧ Ｒꎬ ＸＵ Ｗ Ｔꎬ ＬＵＯ Ｙ Ｂꎬ ＧＵＯ Ｆꎬ ＬＵ Ｙꎬ ＨＵＡＮＧ Ｋ Ｌꎬ

２００７ｂ. Ｅｖｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｄｅ￣

ｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｏｕｎｄｕｐ ｒｅａｄｙ ｅｖｅｎｔ ＧＴ７３ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ３′￣ｉｎｔｅｇｒａ￣

ｔｉｏｎ ｊｕｎｃｔｉｏｎ. Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２６(１０): １８２１－１８３１.
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