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酱油中抗草甘膦大豆转基因多种成分的检测：

实时荧光定量 ＰＣＲ和传统 ＰＣＲ的比较
张文志，鲁　绯，闫　红

（北京工业大学生命科学与生物工程学院，北京１００１２４）

　　摘要：采用基于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ探针的实时荧光定量 ＰＣＲ方法和传统 ＰＣＲ方法对酱油中的大豆转基因靶基因
ＣａＭｖ３５Ｓ启动子、ＮＯＳ终止子、ＥＰＳＰＳ、１８Ｓ进行了高通量检测，同时检测了内源参照Ｌｅｃｔｉｎ基因。研究发现，酱油样品
中同时存在ＣａＭｖ３５Ｓ、ＮＯＳ、１８Ｓ靶基因，而不存在靶基因 ＥＰＳＰＳ，表明转基因成分 ＥＰＳＰＳ在食品加工过程中已被降
解；熔解曲线分析表明，实时荧光ＰＣＲ对转基因的检测获得了很好的特异性，与传统 ＰＣＲ相比，具有快速、高通量、高
选择性、高灵敏度的优势。本研究建立的对酱油中多种抗草甘膦大豆转基因成分的快速、高通量、高灵敏的定量检测

方法将在转基因食品的检测领域具有很大的应用前景。
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　　大豆已经成为人们生活中不可或缺的食物及食品原料，
在我国用途非常广泛，消费市场上大豆制品种类繁多。我国

是大豆进口大国，根据资料统计，从开放大豆进口以来，我国

每年大豆进口量逐年增加，到２０１４年我国大豆进口量已超过
７０００万ｔ，且进口大豆中有超过９０％为转基因大豆［１－２］。

我国对于转基因食品的监管工作非常重视。２００１年，国
务院颁布了《农业转基因生物安全管理条例》，对大豆、玉米

等国内流通的转基因产品，规定了统一的标志制度，即确定了

食品中转基因成分的最低限标准［３］。然而，在转基因食品饱

受争议的今天，我国的转基因产品监控技术体系依然缺乏。

较为落后的检测设备和相关技术，使得安全评价及审批许可

制度缺乏技术保障［４］，严重制约了我国对于转基因产品的安

全监管，也严重妨碍了广大消费者对转基因食品安全性的深

入了解［５］。因此，建立可靠、准确、快速、高通量的食品转基

因成分检测方法迫在眉睫。

传统的转基因成分检测方法主要分为２类：酶联免疫法
（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）［６］和聚合酶链
式反应法（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）［７］。分别以蛋白质
和核酸为检测对象。ＥＬＩＳＡ目前已有商业化试剂盒，它通过
间接地检测转基因成分表达出的蛋白来推测转基因成分，虽

然其具备很好的选择性，但缺乏定量准确性，且价格较为昂

贵，样品前处理复杂。传统的ＰＣＲ方法直接以提取的基因片
段为检测对象，灵敏度好，但定量能力较差，且非目标片段容

易引起信号的假阳性和假阴性。在传统ＰＣＲ原理的基础上，
巢式ＰＣＲ［８］、多重ＰＣＲ［９］等方法也发展起来，其选择性和准
确性得到很大提高，但仍然是半定量的方法。

实时荧光定量ＰＣＲ［１０］是一种可以特异性靶标样品中的
目标ＤＮＡ片段，并输出该目标ＤＮＡ定量信息新方法，相对于
上述方法，这种方法的定量信息更准确，方法更加灵敏，因此

在大豆转基因制品的检测上得到广泛应用［１１－１３］。ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ是一种常用的结合双链 ＤＮＡ的染料，本身在激发光下
只发出微弱的荧光，结合双链ＤＮＡ后，荧光增强１０００倍，因
此常用来对双链ＤＮＡ进行定量分析［１４］。本研究建立了基于

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料的实时荧光定量ＰＣＲ，用于高通量分析多种
酱油中的大豆转基因成分，希望为转基因生物标志的监管体

系提供更可靠的技术支撑。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要材料　试验所用含抗草甘膦转基因大豆成分的
酱油由北京市食品及酿酒产品质量监督检验一站提供。

１．１．２　主要试剂　无水乙醇，异丙醇，７０％乙醇（均为分析
纯）。深加工产品ＤＮＡ提取试剂盒 ＤＰ３２６（天根生化科技有
限公司，其中包括 ＧＭＯ１、ＧＭＯ２、ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ、ＴＥ缓冲液）；
ＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ（天根生化科技有限公司）。０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－Ｃｌ
（ｐＨ值 ８．０）；乙酸；ＥＤＴＡ－Ｎａ２；ＡＢＩ荧光染料；２×ＰＣＲ
Ｒｅａｇｅｎｔ（天根生化科技有限公司）；琼脂糖。
１．１．３　主要仪器　ＢＩＯ－ＲＡＤＣＦ×９６荧光 ＰＣＲ仪；ＭＥＴ
ＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ电子天平（十万分之一，瑞士梅特勒公司）；
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液枪（１０００、１００、１０、２．５μＬ）；湘仪 ＴＧ１６－ＷＳ
台式高速离心机；恒温水浴锅（恒发）；涡旋振荡器；磁力搅拌

器；ＢＩＯ－ＲＡＤＭＪＭｉｎｉＰＣＲ仪。
１．２　试验方法
１．２．１　凝胶缓冲液及凝胶的制备　凝胶缓冲液：５０×ＴＡＥ溶
液：取Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ２４２ｇ，乙酸 ５７．１ｍＬ，ＥＤＴＡ－Ｎａ２３７．２ｇ加
蒸馏水溶解后定容到１０００ｍＬ。

凝胶：取１．５ｇ琼脂糖加入到三角瓶中，加入１００ｍＬ稀
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释５０倍的５０×ＴＡＥ缓冲液，加热，充分溶解。进行琼脂糖凝
胶电泳之前，将凝胶加热熔解后使用。

１．２．２　ＤＮＡ的提取　采用试剂盒法，按照深加工产品 ＤＮＡ
提取试剂盒（天根生化科技有限公司）说明步骤操作。

１．２．２．１　酱油样品预处理　取酱油３０ｍＬ，加入６０ｍＬ无水
乙醇混匀，置冰箱（－２０℃）放置１０ｍｉｎ后，１００００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ。弃上清。在沉淀中加入３０ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－Ｃｌ
（ｐＨ值８．０）溶液，用力摇匀，全部转移到１００ｍＬ烧杯中，于
磁力搅拌器上搅拌 ２ｈ。分装至 １．５ｍＬ离心管中，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。弃上清。沉淀中焦糖色素及盐等
小分子已全部去除，可用于 ＤＮＡ提取 （注：弃上清之后要将
分装后所有沉淀取到１个１．５ｍＬ离心管中，用于后续 ＤＮＡ
的提取）。

１．２．２．２　ＤＮＡ提取　取上述预处理所得样品，加５００μＬ缓
冲液ＧＭＯ１和２０μＬＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ（２０ｇ／ｍＬ），涡旋振荡１ｍｉｎ。
５６℃孵育１ｈ，孵育过程中每１５ｍｉｎ振荡１次。加入２００μＬ
缓冲液ＧＭＯ２，充分混匀，涡旋振荡１ｍｉｎ，室温静置１０ｍｉｎ。
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，将上清液转移至新的离心管中。向
上清液中加入１μＬＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ，再加入０．７倍体积的异丙
醇，充分混匀。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清，保留沉淀。
加入７００μＬ７０％乙醇，涡旋振荡 ５ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ，弃上清。重复２次。开盖倒置，室温５～１０ｍｉｎ，彻底
晾干残余的乙醇。加入２０～５０μＬ洗脱缓冲液ＴＥ，涡旋振荡
１ｍｉｎ，最终得到ＤＮＡ缓冲液。
１．２．３　ＰＣＲ引物设计　引物参照王媛等的设计［１５］，由三博

远志公司合成（表１）。

表１　ＰＣＲ引物

目标基因 引物碱基序列（５′→３′）
Ｌｅｃｔｉｎ Ｆ：ＣＣＴＣＣＴＣＧＧＧＡＡＡＧＴＴＡＣＡＡ；Ｒ：ＧＧＧＣＡＴＡＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＴ
ＣａＭｖ３５Ｓ Ｆ：ＴＣＡＴＣＣＣＴＴＡＣＧＴＣＡＧＴＧＧＡＧ；Ｒ：ＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＧＡＴＡＡＡＧＧＡＡＡ
ＮＯＳ Ｆ：ＧＡＡＴＣＣＴＧＴＴＧＣＣＧＧＴＣＴＴＧ；Ｒ：ＣＧＣＴＡＴＡＴＴＴＴＧＴＴＴＴＣＴＡＴＣＧＣＧＴ
ＥＰＳＰＳ Ｆ：ＣＧＡＣＡＴＣＧＡＡＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＡＣＣ；Ｒ：ＴＴＣＴＴＣＣＡＧＡＣＣＧＴＴＣＡＴＣＡ
１８Ｓ 来自全式金公司

１．２．４　ＰＣＲ反应体系和反应条件
１．２．４．１　普通 ＰＣＲ反应体系和反应条件　在９６孔板上同
时分别对酱油 ＤＮＡ提取液中凝集素（Ｌｅｃｔｉｎ）基因、ＣａＭｖ３５Ｓ
启动子、ＮＯＳ终止子、１８Ｓ基因和 ＥＰＳＰＳ外源基因进行 ＰＣＲ
扩增，另外，对Ｌｅｃｔｉｎ基因、ＣａＭｖ３５Ｓ启动子、ＮＯＳ终止子、１８Ｓ
基因标准样品以同样条件进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系为
２５μＬ。其中含２×ＰＣＲＲｅａｇｅｎｔ１２．５μＬ；上、下游引物分别
０．５μＬ；模板 ＤＮＡ４μＬ，用灭菌双蒸水定容至２５μＬ。阴性
对照不含样品。

ＰＣＲ扩增条件：退火９４℃３ｍｉｎ；退火及延伸９４℃３０ｓ，
６０℃３０ｓ，７０℃１ｍｉｎ，３７个循环；循环结束后７０℃５ｍｉｎ。
１．２．４．２　ＲＴ－ＰＣＲ反应体系和反应条件　在９６孔板上同
时分别对酱油 ＤＮＡ提取液中 Ｌｅｃｔｉｎ基因、ＣａＭｖ３５Ｓ启动子、
ＮＯＳ终止子、１８Ｓ基因和ＥＰＳＰＳ外源基因进行实时荧光定量
ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ。其中含２×ＰＣＲＲｅａｇｅｎｔ
１２．５μＬ；上、下游引物各０．５μＬ；模板 ＤＮＡ４μＬ，用灭菌双
蒸水定容至２５μＬ。阴性对照不含样品。

ＲＴ－ＰＣＲ扩增条件：退火 ９４℃ ３０ｓ；退火及延伸 ９４℃
５ｓ，６０℃８０ｓ，４０个循环。循环结束后开始熔解阶段，温度从
６５℃升至９５℃，每升高０．５℃仪器自动收集荧光信号。

按照以上反应条件和反应体系进行ＰＣＲ和ＲＴ－ＰＣＲ反
应，普通ＰＣＲ反应结束后，取５μＬ反应产物与１μＬｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ混匀，加入到进样孔中在１８０Ｖ／０．１Ａ下进行凝胶电
泳，３８ｍｉｎ后取出凝胶，在凝胶成像系统下观察结果。

２　结果与分析

２．１　基因组的提取结果
要成功进行 ＰＣＲ扩增，首先需保证 ＤＮＡ样品的纯度。

经分光光度计测量，试剂盒提取的样品ＤＮＡ的浓度为１００～
５００ｎｇ／μＬ，ＤＮＡ纯度较好，适合进行ＰＣＲ扩增。
２．２　酱油中转基因成分定性ＰＣＲ和凝胶电泳分析

Ｌｅｃｔｉｎ基因作为内源性的大豆看家基因，在大豆细胞中
基因组的表达量基本恒定，很少受外部环境影响，因此，本研

究选取了 Ｌｅｃｔｉｎ基因作为内部参照［１６］，考察 Ｌｅｃｔｉｎ基因的扩
增，也可以判断提取的 ＤＮＡ的量和纯度是否合适进行 ＰＣＲ
分析，排除假阴性结果的存在。根据图１的３、４条带可以看
出，酱油中提取的ＤＮＡ中含有足够的Ｌｅｃｔｉｎ基因用于ＰＣＲ扩
增，扩增效果良好。扩增产物约１００ｂｐ。然而 Ｌｅｃｔｉｎ的阴性
对照组出现模糊的亮带，可能来自于外部基因污染。

　　此外，由图１可以看出，在酱油所提取的ＤＮＡ的 ＰＣＲ扩
增结果中，抗草甘膦转基因大豆中的调控元件 ＣａＭｖ３５Ｓ启动
子、ＮＯＳ终止子和１８Ｓ基因均得到明显的扩增产物，其对照组
均为阴性。而外源基因 ＥＰＳＰＳ没有扩增产物。结果表示酱
油样品中的转基因成分含有 ＣａＭｖ３５ｓ启动子、Ｎｏｓ终止子和
１８Ｓ基因，而抗草甘膦基因中的ＥＰＳＰＳ成分可能已被降解。
　　各种基因标准样品 ＰＣＲ扩增后的结果与图１的条带结
果一致，进一步证明了在酱油基因组提取中，无需进一步分离

就能够得到纯度较高的转基因成分进行ＰＣＲ扩增分析，其结
果较为准确（图２）。值得特别注意的是，之前 Ｌｅｃｔｉｎ基因阴
性对照中的条带已经基本消失不见，进一步证明在图１的试
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验中，ＰＣＲ反应或凝胶电泳过程中对 Ｌｅｃｔｉｎ基因阴性对照组
造成了外部污染。同时，图２－Ｂ中的ＮＯＳ阴性对照中出现

了模糊的亮带，而图１中ＮＯＳ阴性对照组并未出现条带。这
个现象也进一步说明了阴性对照存在着假阳性外部污染。

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ扩增结果分析
目前，定性ＰＣＲ和凝胶电泳分析仅能够对酱油中的转基

因成分完成初步的定性和筛选，实验发现其结果容易因外部污

染造成假阳性，因此准确性较差。而实时荧光定量ＰＣＲ可对酱
油样品中提取出的转基因成分进行进一步定性确认和定量标定。

实时荧光定量 ＰＣＲ对酱油样品 ＤＮＡ提取物中的 Ｌｅｃｔｉｎ
基因、ＣａＭｖ３５Ｓ启动子、ＮＯＳ终止子、１８Ｓ基因、ＥＰＳＰＳ外源基
因进行了研究（图 ３）。上述前 ４种基因都存在扩增产物，
ＥＰＳＰＳ外源基因不存在扩增产物，根据软件分析结果，其中
Ｌｅｃｔｉｎ、ＣａＭｖ３５Ｓ、ＮＯＳ、１８Ｓ、ＥＰＳＰＳ的 ＣＴ平均值分别为 ３３．４６、
３３．１５、３０．１６、３５．４５、０．００，该结果与定性 ＰＣＲ结果一致。同
时所有５组阴性对照试验均没有扩增产物，进一步证明了试
验结果的准确性，与定性 ＰＣＲ相比，避免了外部污染引起的
假阳性。因为该酱油样品来源于抗草甘膦转基因大豆，而

ＥＰＳＰＳ基因是抗草甘膦基因的重要序列。因此，该检测结果
也准确地说明了ＥＰＳＰＳ基因在食品中存在着降解和损耗。
　　为验证该方法的重现性和准确性，开展了４次实时荧光
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定量ＰＣＲ的重复试验（图４）。结果表明，对于相同批次的酱
油样品，ＰＣＲ扩增结果重现性较好，Ｌｅｃｔｉｎ、ＣａＭｖ３５Ｓ、ＮＯＳ、１８Ｓ

这４种基因都产生了扩增产物，其相对丰度基本一致，ＥＰＳＰＳ
基因均没有扩增产物。

２．４　熔解曲线分析
本研究中使用的是 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料，能与双链 ＤＮＡ发

生非特异性结合，引发其荧光增强，由于这种结合的非特异

性，所以假阳性扩增产物也可能引发荧光信号的增强，影响检

测的准确度［１４］。因此，需要结合熔解曲线来分析 ＰＣＲ扩增
反应的特异性。

在完成ＰＣＲ扩增后，逐渐增加反应体系的温度，同时监
测每一步的荧光值（ＲＦＵ），随着反应产物中双链ＤＮＡ在高温
下逐步解链，荧光强度随时间逐渐降低。做－ｄ（ＲＦＵ）／ｄＴ与
温度的关系图，则得到ＰＣＲ产物的熔解曲线，这里Ｔ为时间。
一般的，特异性扩增产物解链温度的峰值（Ｔｍ 值，即双链
ＤＮＡ解链５０％的温度）比非特异性扩增产物的 Ｔｍ值高，因
此可区别出特异性信号和非特异性信号。

由图 ５可见，酱油样品中提取的转基因成分里，
ＣａＭｖ３５Ｓ、ＮＯＳ、１８Ｓ基因的 ＰＣＲ扩增产物的熔解曲线均为单
峰，为典型的特异性扩增，解链温度分别为 ８３．１、７５．８、
８４．５℃。Ｌｅｃｔｉｎ基因扩增产物的熔解曲线在８２．８℃有１个
明显的特异性扩增峰，另外，在７７．５℃处还有１个非特异性
扩增产生的小峰，这个结果也一定程度说明了定性ＰＣＲ阴性
对照中的凝胶电泳亮带的来源（图１条带３），为非特异性扩
增产生。同时，与前面的结果一致，因为 ＥＰＳＰＳ基因没有产
生扩增产物，所有其熔解曲线没有任何特征峰。

３　结论与讨论

ＰＣＲ技术已经被广泛应用于基因组ＤＮＡ的检测中，具有
特异性高、灵敏度高等特点。实时荧光定量ＰＣＲ通过在ＰＣＲ
反应体系中加入荧光基团，利用信号的采集和积累来实时检

测ＰＣＲ反应进度，根据反应 ＣＴ值做到对基因的定量检测。
这种方法的定量信息更准确，方法更加灵敏，因此可以用于大

豆转基因制品的检测。

本研究完成了对酱油这样的实际样品中所含的多种大豆

抗草甘膦转基因成分的快速、高通量检测。首先，采用试剂盒

成功从酱油样品中提取出了基因组 ＤＮＡ，并设计５组探针，
针对样品中大豆的抗草甘膦转基因成分进行了定性 ＰＣＲ和
实时荧光ＰＣＲ扩增，对比标准样品，对定性 ＰＣＲ的结果进行
了凝胶电泳分析。试验结果显示，利用抗草甘膦转基因大豆

（或豆粕）为原料产出的酱油中含有抗草甘膦转基因大豆的

调控元件ＣａＭｖ３５ｓ启动子、Ｎｏｓ终止子、以及１８Ｓ基因，并同
时可以检测到内源基因 Ｌｅｃｔｉｎ。然而，ＥＰＳＰＳ外源基因并没
有检测到。说明ＥＰＳＰＳ外源基因在食品加工中可能被降解。

本研究利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术同时成功检出了多
种酱油中所含的抗草甘膦转基因大豆成分，内源参照基因

Ｌｅｃｔｉｎ的ＣＴ值和目的基因的ＣＴ值相近，说明结果可靠有效，
达到了极高的检测灵敏度。试验仪器采用的 ＢＩＯ－ＲＡＤＭＪ
ＭｉｎｉＰＣＲ为９６孔，可同时测定３２个样本，每个样本为３个平
行，可以进行高通量实时分析，与传统 ＰＣＲ相比节约了大量
的时间。

与传统ＰＣＲ相比，ＲＴ－ＰＣＲ方法具有更好的分析特异
性［１７］。凝胶电泳分析结果显示，定性ＰＣＲ反应结果Ｌｅｃｔｉｎ基
因阴性对照组中有１条模糊的条带，即造成了外界污染；而在
相应的ＲＴ－ＰＣＲ中，Ｌｅｃｔｉｎ基因阴性对照组并没有扩增产物。
该现象表明传统ＰＣＲ容易在定性分析中因外界污染造成假
阳性，具有技术上的缺陷，而实时荧光定量 ＰＣＲ克服了这一
缺陷。熔解曲线的分析能够很好地区分特异性扩增产物和非

特异性扩增产物，进一步证实了 Ｌｅｃｔｉｎ基因扩增中产生了非
特异性产物，有效地提高了分析的准确性。

本研究建立的ＲＴ－ＰＣＲ方法作为一种更直观、更准确和
更快速的转基因成分高通量检测方法可以为食品质量监管机

构提供更好的技术支持，有利于管理市场上转基因产品和规

范转基因原料的流通。
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