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摘要: 【目的】转基因大豆 ＣＡＬ１６ 的抗虫融合蛋白 Ｃｒｙ１Ａｂ / Ｖｉｐ３Ｄａ 对大豆鳞翅目害虫有很好的抗性效

果ꎬ但目前针对抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 及其衍生品种的定性检测的方法尚未建立ꎬ本研究旨在根据外源片段插

入位置ꎬ设计 ＣＡＬ１６ 转化体的特异的定性 ＰＣＲ 检测引物ꎬ弥补标准上的空白ꎮ 【方法】根据技术资料公

布的插入位置和载体信息ꎬ在左边界(ＬＢ 端)和右边界(ＲＢ 端)设计多对引物ꎬ分别对引物进行特异性测

试、扩增反应优化、测序验证、稳健性测试、灵敏度测试、检出限测试等ꎮ 【结果】数据显示ꎬ引物组合

ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 具有很好的特异性和稳健性ꎬ检出限为 ０.１０％ꎬ符合相关转基因分子检测标准的要求ꎬ国内的

８ 家转基因生物安全检测机构能够重复试验结果ꎬ因此ꎬ该方法可以在检测行业中推广使用ꎮ 【结论】转基因抗虫大豆

ＣＡＬ１６ 定性 ＰＣＲ 检测方法的建立ꎬ为我国 ＣＡＬ１６ 抗虫大豆及其衍生品种的安全监管提供技术支撑ꎮ
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　 　 转基因技术作为农业发展的前沿科技ꎬ是应用

范围最广、技术更新迭代最快的有利于农业增产的

手段(马骊ꎬ２０２３)ꎮ 早在 ２０ 世纪 ９０ 年代ꎬ全球转基

因作物的商业化种植规模已经发展到相当高的水

平ꎬ２０１９ 年ꎬ全球的转基因农作物的种植面积达到了

１.９０４ 亿 ｈｍ２ꎮ 转基因作物的产业化发展创造出了巨
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大的经济效益和环境效益ꎬ将为第二次绿色革命的

实现起到至关重要的作用(王旭静等ꎬ２０２３ꎻ 张启发ꎬ
２０１０)ꎮ 目前ꎬ我国的转基因技术开发已取得了显著

成效ꎬ转基因作物的研发也取得了重要进展ꎬ然而ꎬ
随着转基因作物生产规模的商业化ꎬ市场上抗病、抗
虫、抗逆等转基因产品越来越多ꎬ衍生出很多生物安

全性问题ꎬ因此ꎬ加快建立起一个完善、严格且高效

的转基因监管制度和检测手段ꎬ是我国推动转基因

作物产业化和生物安全管理规范化过程中的关键一

步(国际农业生物技术应用服务组织ꎬ２０１９ꎻ 柳晓丹

等ꎬ２０１６ꎻ 徐琳杰等ꎬ２０１８ꎻ 周少芸ꎬ２００７)ꎮ
在 ２１ 世纪初期ꎬ我国大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.)

Ｍｅｒｒ. 的进口规模还不到 ２０００ 万 ｔꎬ随着社会经济发

展以及国民对于肉蛋奶需求量的不断增加ꎬ目前ꎬ每
年我国的大豆进口规模已近亿吨ꎬ是国内生产的大

豆总额的 ５ 倍以上ꎬ因此ꎬ加快国内转基因大豆产业

的研发和推广迫在眉睫(崔宁波和张正岩ꎬ２０１６ꎻ 任

海祥等ꎬ２０１２)ꎮ 转基因抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 是我国首个

获得生产应用安全证书的抗虫大豆ꎬ获批区域为南

方大豆种植区ꎬ其抗虫工作原理是通过农杆菌介导

法ꎬ将外源抗虫基因 Ｃｒｙ１Ａｂ / Ｖｉｐ３Ｄａ 导入到大豆基因

组中ꎬ使大豆对绝大部分大豆鳞翅目害虫产生抗虫

效应ꎮ 然而ꎬ目前大豆 ＣＡＬ１６ 转化体及其衍生品种

尚未建立有针对性的定性标准ꎬ因此ꎬ及时建立抗虫

大豆 ＣＡＬ１６ 定性检测方法ꎬ对其进行有效监管ꎬ将为

推进转基因大豆产业化应用起到关键性作用ꎮ 转基

因检测技术是生物安全评价的重要手段ꎬ针对转化

体的检测方案有多种ꎬ包括基因芯片法、定性 ＰＣＲ
等ꎬ其中定性 ＰＣＲ 检测方法灵敏度高、特异性强、操
作简便、成本低、可重复性好ꎬ应用最为广泛(蔡军

等ꎬ２０１６ꎻ Ｓａｌｉｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 参照玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.
等已发布的转基因植物及其产品成分检测标准ꎬ定
性 ＰＣＲ 引物需同时满足以下条件:条带单一、扩增效

率高、特异性好、灵敏度≤０.０５％、检出限≤０.１％、稳
健性好、可循环验证(常丽娟等ꎬ２０２３ꎻ 董文凤等ꎬ
２０２３ꎻ 李凌燕等ꎬ２０２３)ꎮ 本研究以抗虫大豆 ＣＡＬ１６
转化体为材料ꎬ进行引物设计和测试试验ꎬ在 ＣＡＬ１６
转化体外源片段插入位置的左右两翼ꎬ各设计多对

能够同时扩增基因组和插入片段的 ＰＣＲ 引物ꎮ 从而

完成引物的初筛、反应条件优化、特异性测试、灵敏

度测试、检出限测试、稳健性测试和循环验证等研究

工作ꎬ最终鉴定出各方面特性均能够满足标准制定

需求的引物ꎮ 该方法的建立将对抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转

化体的安全评价、监管和知识产权保护提供重要的

理论和实践支撑ꎬ 为未来我国转基因大豆产业化发

展奠定良好的基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转化体由杭州瑞丰生物科技

有限公司研发ꎬＣＡＬ１６ 阳性样品(转基因)、阴性样

品(非转基因)、转基因玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.、转基因水

稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.、转基因棉花 Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ
Ｌ.、其他转基因大豆、转基因油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｌ. 均由农业农村部科技发展中心提供ꎬ阳性样品为

单一纯合体ꎬ纯度大于 ９９％ꎮ ＣＡＬ１６ 不同质量分数

的样品由 ＣＡＬ１６ 转基因大豆品种和非转基因阴性

品种 ＤＮＡ 按不同浓度比例混合制备而成ꎮ

１.２　 试验方法

１.２.１　 特异性引物设计及筛选　 利用 ＮＣＢＩ 网站的

Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 引物在线设计功能ꎬ针对插入位置的

左边界(ＬＢ)５′端和右边界(ＲＢ)３′端分别设计片段

大小为 １２０ ~ ３００ ｂｐ 的特异性引物ꎬ并保证前后引

物分别在大豆基因组和插入片段上ꎬ随后利用琼脂

糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 条带的亮度和特异性ꎮ
１.２.２　 植物基因组 ＤＮＡ 的提取　 取本试验新鲜植

物组织约 １００ ｇꎬ液氮研磨成粉末备用ꎬ随后按照植

物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒[ＴＩＡＮＧＥＮꎬ 天根生化

科技(北京)有限公司]操作要求ꎬ分离不同材料的

基因组 ＤＮＡꎬ采用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ
微量 ＵＶ￣Ｖｉｓ 分光光度计测定提取的基因组 ＤＮＡ
浓度和纯度ꎬ按照浓度需求将所有材料基因组 ＤＮＡ
浓度稀释至 ２５ ｎｇμＬ－１保存于－２０ ℃冰箱ꎮ
１.２.３　 反应体系配制和优化 　 不同引物浓度下片

段的扩增效率和特异性都不同ꎬ以拷贝数比值为

１％的抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ将退火

温度设定为 ５８ ℃ꎬ选择与大豆内标准基因(Ｌｅｃｔｉｎ)
相同的扩增程序ꎬ将引物浓度分为 ５ 个梯度ꎬ分别

为 ０.１、０.２、０.４、０.６ 和 １.０ μｍｏｌＬ－１ꎬ结合琼脂糖凝

胶电泳试验检测不同浓度下的条带亮度ꎮ
１.２.４　 灵敏度测试　 设置了 ０.０５０％和 ０.０２５％(转
化体 ＤＮＡ 占比)２ 个拷贝数比值样品ꎬ每个样品重

复 ４ 次ꎬ引物浓度按照 １.２.３ 进行ꎬ扩增体系和内标

准基因(Ｌｅｃｔｉｎ)保持一致ꎮ
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１.２.５ 　 检出限测试 　 随机抽取 ６０ 份抗虫大豆

ＣＡＬ１６ 转化体特异性序列拷贝数比值为 ０. ０５０％
(转化体 ＤＮＡ 占比)的样品进行检出限测试ꎬ扩增

体系模板用量均为 ５０ ｎｇꎬ引物浓度按照 １.２.３ 进

行ꎬ扩增体系和内标准基因(Ｌｅｃｔｉｎ)保持一致ꎮ
１.２.６　 稳健性测试 　 ２ 名实验人员在不同时间段

独立操作ꎬ使用 ２ 台 ＰＣＲ 仪ꎬ分别对 ６０ 份不同拷贝

数比值的样品进行测试ꎬ引物浓度按照 １.２.３ 进行ꎬ
扩增体系和内标准基因(Ｌｅｃｔｉｎ)保持一致ꎮ
１.２.７　 循环验证　 为了通过对抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 及

其衍生品种 ＰＣＲ 方法的标准文本各参数的验证ꎬ
综合评价标准文本的科学性、先进性和适用性ꎬ选
择 ８ 个已通过“双认证”的转基因生物安全检测机

构对标准文本进行循环验证、检验验证和综合评

价ꎮ 共设计了 １１ 个样品ꎬ其中对照 ３ 个、试样 ８
个ꎮ 每个试样设置 ３ 个平行子样(试样的 ３ 个平行

应为 ３ 份不同子样的 ＤＮＡ)ꎬ每个子样至少做 ３ 个

ＰＣＲ 反应重复ꎻ每个对照设置 １ 个子样ꎬ至少做 ３
个 ＰＣＲ 反应重复ꎬ分别对内标准基因和 ＣＡＬ１６ 转

化体特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ共计 １６２ 个反应ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 特异性引物设计及筛选

根据 ＮＣＢＩ 网站在 ５′端和 ３′端分别设计了 ６ 条

引物ꎬ设计的原则需保证前后引物分别在基因组和

Ｔ￣ＤＮＡ 插入片段上(图 １)ꎮ 将这些引物组合分成 ８
份用于检测引物特异性(表 １)ꎮ 结合 ＰＣＲ 和琼脂糖

凝胶电泳试验ꎬ发现引物组合 Ｎｏ.２ 和 Ｎｏ.７ 的条带亮

度和特异性都要优于其他组合(图 ２Ａ)ꎮ 在 ＣＡＬ１６
转化体拷贝数比值为 ０. ５００％、０. １００％、０. ０５０％和

０.０２５％条件下ꎬ对这 ２ 对引物进行二次筛选特异性

测试ꎬ结果显示ꎬＮｏ.２ 引物在 ０.０２５％拷贝数比值条件

下仍然能观察到清晰的 ＤＮＡ 条带ꎬ而 Ｎｏ.７ 引物在

０.０２５％拷贝数比值条件下的 ＤＮＡ 条带已难以分辨ꎬ
显然Ｎｏ.２ 引物优于Ｎｏ.７ 引物(图 ２Ｂ、Ｃ)ꎮ 引物Ｎｏ.２
的片段大小(２５９ ｂｐ)、扩增特异性和扩增效率符合

标准引物需求(条带清晰单一ꎬ无非特异性扩增)ꎬ因
此ꎬ可将其作为候选引物进行下一步测试ꎬ并将 Ｎｏ.２
引物正式命名为 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒꎮ

２.２　 引物浓度优化

为了改进和优化 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物的扩增效率ꎬ
设置 ０.１、０.２、０.４、０.６ 和 １.０ μｍｏｌＬ－１ ５ 种引物浓度

梯度进行 ＰＣＲ 反应的扩增ꎮ 结果显示ꎬ当引物浓度

达到 ０.４ μｍｏｌＬ－１之后ꎬＤＮＡ 条带亮度最为清晰明

亮ꎬ且在后续浓度中并没有显著提升(图 ３)ꎬ因此ꎬ将
０.４ μｍｏｌＬ－１确定为最优 ＰＣＲ 引物浓度ꎮ

图 １　 抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转化体 ＰＣＲ 引物位置
Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ＣＡＬ１６ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ

表 １　 ８ 对 ＰＣＲ 扩增引物组合及其序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｉｇｈｔ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

编号 Ｎｕｍｂｅｒ 正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
１ ＬＢ￣Ｆ１: ＡＣＡＴＣＴＣＡＣＴＡＣＴＴＴＣＡＴＴＣＴＴＧＣＣ ＬＢ￣Ｒ１: ＴＡＡＡＡＡＣＧＴＣＣＧＣＡＡＴＧＴＧＴ
２ ＬＢ￣Ｆ２: ＴＴＣＡＴＴＣＴＴＧＣＣＴＴＡＧＧＡＡＧＴ ＬＢ￣Ｒ１: ＴＡＡＡＡＡＣＧＴＣＣＧＣＡＡＴＧＴＧＴ
３ ＬＢ￣Ｆ４: ＡＡＡＴＣＡＡＧＡＣＡＴＴＴＧＴＴＧＴＴＡＧＧＴ ＬＢ￣Ｒ２: ＣＧＴＣＣＧＣＡＡＴＧＴＧＴＴＡＴＴＡＡ
４ ＬＢ￣Ｆ３: ＴＣＡＡＧＡＣＡＴＴＴＧＴＴＧＴＴＡＧＧＴＴＴＴ ＬＢ￣Ｒ１: ＴＡＡＡＡＡＣＧＴＣＣＧＣＡＡＴＧＴＧＴ
５ ＲＢ￣Ｆ１: ＡＡＴＧＧＣＧＡＡＴＧＣＴＡＧＡＧＣＡＧＣＴＴＧＡＧ ＲＢ￣Ｒ１: ＣＡＡＧＡＡＴＡＧＴＧＧＡＣＡＴＧＴＧＡＣＴＴＡＴＧ
６ ＲＢ￣Ｆ２: ＡＧＡＴＴＧＴＣＧＴＴＴＣＣＣＧＣＣＴＴＣＡＧＴＴＴ ＲＢ￣Ｒ２: ＡＴＡＡＴＧＧＴＡＧＡＡＴＣＣＴＴＧＧＡＧＴＴＧ
７ ＲＢ￣Ｆ３: ＣＧＣＣＣＴＴＣＣＣＡＡＣＡＧＴＴＧ ＲＢ￣Ｒ２: ＡＴＡＡＴＧＧＴＡＧＡＡＴＣＣＴＴＧＧＡＧＴＴＧ
８ ＲＢ￣Ｆ１: ＡＡＴＧＧＣＧＡＡＴＧＣＴＡＧＡＧＣＡＧＣＴＴＧＡＧ ＲＢ￣Ｒ３: ＴＧＧＴＡＧＡＡＴＣＣＴＴＧＧＡＧＴＴＧＧＡ
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图 ２　 ８ 对引物的特异性筛选和基因组 ＤＮＡ 不同浓度比例下的扩增效率
Ｆｉｇ.２　 Ｅｉｇｈｔ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ

Ａ:８ 对引物扩增情况ꎻＢ:Ｎｏ.２ 引物扩增效率ꎻＣ:Ｎｏ.７ 引物扩增效率ꎮ 每个反应重复 ２ 次ꎮ
Ａ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓꎻ Ｂ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ Ｎｏ.２ ｐｒｉｍｅｒꎻ Ｃ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ Ｎｏ.７ ｐｒｉｍｅｒ.

Ｅａｃｈ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅ.

图 ３　 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物在不同浓度梯度下的 ＰＣＲ 扩增效率
Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２.３　 特异性测试

为了进一步明确 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物的特异性ꎬ
以空白对照(ｄｄＨ２Ｏ)、阴性对照(受体亲本)、阳性

对照、１％ ＣＡＬ１６ 转化体、转基因玉米、转基因水稻、
转基因棉花、转基因大豆(非 ＣＡＬ１６ 转化体)、转基

因油菜和非转基因大豆 ＤＮＡ 作为模板ꎬ 测试

ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物的特异性ꎬ结果显示ꎬ内标基因

Ｌｅｃｔｉｎ 在各样本中均能观察到清晰明亮的条带(除
空白对照)ꎬ而 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物正是由于其特异

性ꎬ只在阳性对照和 １％ ＣＡＬ１６ 转化体为模板的泳

道中检测到条带(图 ４)ꎬ表明 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物符合

要求ꎬ能够特异性检测 ＣＡＬ１６ 转化体ꎮ

２.４　 测序验证及序列分析

对 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物的扩增产物进行测序比

对ꎬ结果显示ꎬ扩增片段的序列信息和研发者设计

引物的参考序列一致ꎬ进一步证实 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引

物真实可行(图 ５)ꎮ

２.５　 灵敏度测试

对引物 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 进行灵敏度测试ꎬ在 ２ 个拷

贝数比值 ０.０５０％和 ０.０２５％样品中ꎬ大豆内标准基

因 Ｌｅｃｔｉｎ 均能有效扩增(图 ６Ａ)ꎻ引物 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ
也均能扩增得到抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转化体预期

２５９ ｂｐ的 ＤＮＡ 片段(图 ６Ｂ)ꎬ≥０.０２５％的样品均能

扩增出清晰明亮条带ꎮ 因此ꎬＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物的灵

敏度为 ０.０２５％ꎬ考虑到该方法的适用性以及与同

类标准的统一性ꎬ在检测标准文本中将该方法的引

物灵敏度放宽至 ０.０５０％ꎮ

２.６　 检出限测试

随机抽取 ６０ 份抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转化体拷贝数

比值为 ０.０５％的样品对引物 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 进行扩增

效率测试ꎬ结果显示ꎬ本方法的检出限为 ０.０５％ꎬ相
当于反应体系中加入 ５０ ｎｇ ＤＮＡ 模板ꎬ约 ２０ 个拷

贝ꎬ考虑到该方法的适用性以及与同类标准的统一

性ꎬ在检测标准文本中将本方法的检出限放宽至

０.１０％ (相当于反应体系中加入 ５０ ｎｇ ＤＮＡ 模板ꎬ
约 ４０ 个拷贝)(图 ７)ꎮ

２.７　 稳健性测试

稳健性测试结果显示ꎬ２ 名操作员在不同时间

和仪器上对相同样品的测试结果完全一致ꎬ表明方

法稳健性符合要求(图 ８)ꎮ
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２.８　 循环验证

为了进一步验证方法可行性ꎬ邀请了 ８ 家循环

验证单位对该方法进行验证ꎬ８ 个实验室分别对抗

虫大豆 ＣＡＬ１６ 转化体定性 ＰＣＲ 检测ꎬ各单位的测

试结果均与预期一致(表 ２)ꎮ 该方法技术参数(条
带单一、扩增效率高、特异性好、灵敏度≤０.０５０％、

检出限≤０.１０％、稳健性好、可循环验证)全部符合

农业部 ２２５９ 号公告－５－２０１５(中华人民共和国农

业部ꎬ２０１５)、Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＧＭＯ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
(ＥＮＧＬꎬ２０１５)和 ＳＮ / Ｔ ４５６１－２０１６(中华人民共和

国国家质量监督检验检疫总局ꎬ２０１７)等相关标准

的要求ꎬ可作为标准方法在检测行业推广应用ꎮ

图 ４　 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物在不同材料中的特异性测试
Ｆｉｇ.４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ａ:内标准基因 Ｌｅｃｔｉｎ 扩增情况ꎻＢ:ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物扩增情况ꎻＢｌａｎｋ:空白对照(ｄｄＨ２Ｏ)ꎻ－ＣＫ:阴性对照(ＣＡＬ１６ 转化体
受体亲本)ꎻ＋ＣＫ:阳性对照(ＣＡＬ１６ 阳性转化体)ꎻＧＭＯ:转基因ꎻＮｏｎ￣ＧＭＯ:非转基因ꎮ

Ａ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｇｅｎｅ Ｌｅｃｔｉｎꎻ Ｂ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓ. Ｂｌａｎｋ: Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｄｄＨ２Ｏꎻ －ＣＫ: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐａｒｅｎｔꎻ ＋ＣＫ: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔꎻ ＧＭＯ: Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｏｒｇａｎｉｓｍꎻ Ｎｏｎ￣ＧＭＯ: Ｎｏｎ￣ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｏｒｇａｎｉｓｍ.

图 ５　 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物扩增片段的序列比对
Ｆｉｇ.５　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

图 ６　 抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转化体 ＰＣＲ 方法灵敏度测试
Ｆｉｇ.６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ＣＡＬ１６ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ

Ａ:内标准基因 Ｌｅｃｔｉｎ 扩增情况ꎻＢ:引物 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 扩增情况ꎻ－ＣＫ:阴性对照ꎻＢｌａｎｋ:空白对照(ｄｄＨ２Ｏ)ꎮ
Ａ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｇｅｎｅ Ｌｅｃｔｉｎꎻ Ｂ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓꎻ －ＣＫ: Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂｌａｎｋ: Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｄｄＨ２Ｏ.
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图 ７　 抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转化体 ＰＣＲ 方法检出限测试
Ｆｉｇ.７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｔｅｓｔ ｏｆ ＣＡＬ１６ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ｂｙ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

Ａ:内标准基因 Ｌｅｃｔｉｎ 扩增情况ꎻＢ:ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物扩增情况ꎮ １~２０、２３~４２、４５~６４ 为转化体样本ꎬ２１、２２、４３、４４、６５、６６ 为空白对照ꎮ
Ａ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｇｅｎｅｓ Ｌｅｃｔｉｎꎻ Ｂ: Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓ. １－２０ꎬ ２３－４２ꎬ ａｎｄ ４５－６４ ｗｅｒｅ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ａｎｄ ２１ꎬ ２２ꎬ ４３ꎬ ４４ꎬ ６５ꎬ ａｎｄ ６６ ｗｅｒｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌｓ.

图 ８　 抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转化体 ＰＣＲ 方法稳健性测试
Ｆｉｇ.８　 Ｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓ ｔｅｓｔ ｏｆ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ＣＡＬ１６ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ

Ａ:实验员 １ 用 ＰＣＲ 仪 １ 检测内标准基因 Ｌｅｃｔｉｎ 扩增情况ꎻＢ:实验员 １ 用 ＰＣＲ 仪 １ 检测 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物扩增情况ꎻ
Ｃ:实验员 ２ 用 ＰＣＲ 仪 ２ 检测内标准基因 Ｌｅｃｔｉｎ 扩增情况ꎻＤ:实验员 ２ 用 ＰＣＲ 仪 ２ 检测 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 引物扩增情况ꎮ

－ＣＫ、０.０５％ ＣＡＬ１６ 和 １.００％ ＣＡＬ１６ 样品各 ２０ 份ꎮ
Ａ: Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｅｒ １ ｕｓｅｄ ａ ＰＣＲ ｍａｃｈｉｎｅ １ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｇｅｎｅｓ Ｌｅｃｔｉｎ. Ｂ: Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｅｒ １ ｕｓｅｄ ａ ＰＣＲ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ １ ｔｏ

ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓꎻ Ｃ: Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｅｒ ２ ｕｓｅｄ ａ ＰＣＲ ｍａｃｈｉｎｅ ２ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｇｅｎｅｓ.
Ｄ: Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｅｒ ２ ｕｓｅｄ ａ ＰＣＲ ｍａｃｈｉｎｅ ２ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓ.

Ｔｗｅｎｔｙ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ －ＣＫꎬ ０.０５％ ＣＡＬ１６ ａｎｄ １.００％ ＣＡＬ１６ ｅａｃｈ.
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表 ２　 ＣＡＬ１６ 转化体定性 ＰＣＲ 检验方法循环验证结果
Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｃｙｃｌｉｃ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＣＡＬ１６
样品名称 Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

空白对照 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ － － － － － － － －
阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ － － － － － － － －
阳性对照 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
１.００％ ＣＡＬ１６ 大豆 １.００％ ＣＡＬ１６ ｓｏｙｂｅａｎｓ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
其他转基因大豆混样 Ｏｔｈｅｒ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎｓ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ － － － － － － － －
转基因玉米混样 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｒｎ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ － － － － － － － －
转基因水稻混样 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ － － － － － － － －
转基因棉花混样 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｔｔｏｎ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ － － － － － － － －
转基因油菜混样 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒａｐｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ － － － － － － － －
非转基因大豆混样 Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎｓ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ － － － － － － － －
０.０５％ ＣＡＬ１６ 大豆 ０.０５％ ＣＡＬ１６ ｓｏｙｂｅａｎｓ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　 　 “＋”表示阳性结果ꎬ“－”表示阴性结果ꎬ１~８ 表示 ８ 家检测机构ꎮ
" ＋" ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔꎬ " －" ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔꎬ ａｎｄ １－８ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ８ ｔｅｓｔｉｎｇ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ.

３　 讨论与结论
随着全球转基因作物的大规模商业化种植以

及转基因技术的不断更新迭代ꎬ转基因产品的种类

和数量逐渐增加ꎬ转基因技术的应用面也愈加广

泛ꎬ许多国家也因此建立了相应的法律法规和标签

政策ꎬ以保证转基因产品的可追溯性和消费者的知

情权(Ｆｒａｉｔｕｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 转基因产品在给生活

带来便利的同时ꎬ也衍生出了具有争议性的问题ꎬ
比如食品安全、环境保护、社会公平、宗教信仰等

(包琪等ꎬ２０１４ꎻ 崔凯和 Ｓｈｏｅｍａｋｅｒꎬ２０２０ꎻ 孙晓萍ꎬ
２００７ꎻ 姚尧ꎬ２０１７)ꎬ因此ꎬ加强转基因产品的管理、
确立完善的监督体系以及研发严格的成分检测技

术显得尤为重要 (候吉超等ꎬ ２０２２ꎻ 展进涛等ꎬ
２０１７)ꎮ 转基因检测技术有基因芯片法、等温扩增

技术、数字 ＰＣＲ 技术、普通定性 ＰＣＲ、实时荧光定

量 ＰＣＲ (雷水娟等ꎬ２０１９)等ꎬ其中 ＰＣＲ 检测方法

鉴于其优异的特性ꎬ目前应用最为广泛ꎬ是国内外

转化体检测的金标准(王颢潜等ꎬ２０１８ꎻ 翟勇等ꎬ
２０１０ꎬ２０１０ꎻ 中华人民共和国农业部ꎬ２０１８ꎻ ＬＩＵ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ ＰＣＲ 技术在转基因成分检测领域的利

用已形成很多国家标准ꎬ基于荧光定性和定量检测

技术的发展ꎬ普通 ＰＣＲ 技术正在慢慢被取代ꎬ但目

前检测机构仍然以普通定性 ＰＣＲ 筛查为主ꎬ通过

特异性定性来区分转化体的身份ꎬ因此ꎬ规范普通

定性 ＰＣＲ 的操作流程ꎬ探索最优的反应体系和条

件ꎬ仍然是我国目前转基因成分检测必不可少的技

术手段ꎮ
本研究结合 ＣＡＬ１６ 大豆转化体的插入片段和

插入位置的序列ꎬ设计了 ８ 对引物ꎬ通过鉴别 ＰＣＲ

引物扩增的特异性ꎬ筛选到引物 ＣＡＬ１６￣Ｆ / Ｒ 条带

单一且清晰ꎬ片段大小为 ２５９ ｂｐꎬ对该引物进行反

应条件优化、灵敏度测试、检出限测试、稳健性测试

和循环验证ꎬ均表现良好且稳定ꎬ满足标准制定的

所有要求ꎬ故此引物适用于建立抗虫大豆 ＣＡＬ１６ 转

化体特异性的 ＰＣＲ 定性方法ꎮ 随着转基因检测技

术的不断更新和发展ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法和

实时荧光定性 ＰＣＲ 方法的建立已成必然趋势ꎬ高
效检测方法的建立将进一步完善抗虫大豆 ＣＡＬ１６
转化体的安全检测、产权保护和产品监管ꎬ为我国

转基因大豆的产业化和生物安全管理提供技术和

理论支撑ꎮ
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