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　　摘要：建立基于常见外源基因的转基因成分检测方法是开展转基因生物监测与检测活动的技术支撑，Ｂｔ基因作
为目前商业化应用最广泛的一类外源基因，已成为转基因产品筛选检测的重要靶标。依据转基因作物中常见的６种
Ｂｔ基因（ｃｒｙ１Ｆ、ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ、ｃｒｙ３４Ａｂ、ｃｒｙ３５Ａｂ、ｖｉｐ３Ａ）的核苷酸序列设计特异性 ＰＣＲ引物，并经过特异性、灵敏度等一
系列测试，建立上述６种Ｂｔ基因的定性ＰＣＲ检测方法。结果显示，应用这些方法均可从含有相应Ｂｔ基因的样品中正
确检测出预期转基因成分，方法的灵敏度可达０．１０％。上述方法具有特异性强、灵敏度高等特点，适用于转基因作物
中常见Ｂｔ基因的筛选检测。
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　　与全球转基因作物商业化蓬勃发展相对应的是人们对于
转基因技术产品的安全性越来越重视。加强转基因产品监

管，已成为世界各国管理转基因技术的一贯做法，开发行之有

效的检测技术则成了转基因监管技术支撑机构的一项重要工

作［１］。ＰＣＲ技术兼具特异性强、灵敏度高、结果稳定可靠等
优点，在转基因产品检测方法研究中被广泛应用，根据检测靶

标功能的不同，又分为筛选ＰＣＲ检测、基因特异性ＰＣＲ检测、
构建特异性ＰＣＲ检测、转化体特异性 ＰＣＲ检测４类，其中基
因特异性ＰＣＲ检测方法以转基因作物中的外源目的基因为
检测靶标，是一类常见的转基因产品成分检测方法［２］。

在已商业化应用的转基因作物中，抗虫性是仅次于抗除

草剂的第二大性状，２０１５年抗虫转基因作物种植面积达到
８３７０万ｈｍ２（包括单一抗虫性状和含有抗虫的复合性状），占
全球转基因作物总面积的４６．６％［３］。此外，从我国转基因作

物研发进展来看，抗虫性是第一大目标性状，除了大规模商业

化应用的抗虫棉花外，也有多种抗虫转基因玉米、水稻、大豆

新品系进入安全评价阶段［４－６］。其中，Ｂｔ基因是国内外应用
最主要的抗虫外源基因，包括 ｃｒｙ１Ａ、ｃｒｙ２Ａｂ、ｃｒｙ１Ｆ、ｃｒｙ１Ｃ、
ｃｒｙ１Ｉｅ、ｃｒｙ３４Ａｂ、ｃｒｙ３５Ａｂ、ｖｉｐ３Ａ等。以Ｂｔ基因作为检测靶标的
转基因检测方法已有诸多报道，Ｄｉｎｏｎ等开发了转基因玉米
ＭＯＮ８９０３４中 ｃｒｙ１Ａ．１０５、ｃｒｙ２Ａｂ２基因的实时荧光 ＰＣＲ方
法［７］；李飞武等报道了转基因作物中 ｃｒｙ１Ａｂ、ｃｒｙ２Ａｂ、ｃｒｙ３Ａ等
常见Ｂｔ基因的单一和多重 ＰＣＲ检测方法［８］；吴孝槐等建立

了转基因大米中Ｂｔ基因的实时荧光 ＰＣＲ方法［９］；Ｌｉａｎｇ等建
立了ＭＩＲ１６２玉米及 ＣＯＴ１０２棉花中 ｖｉｐ３Ａ基因的实时荧光

ＰＣＲ方法［１０］；有些 Ｂｔ基因的 ＰＣＲ检测方法已成为国家标准
或行业标准［１１－１２］，但未见ｃｒｙ１Ｆ、ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ等 Ｂｔ基因检测
方法的报道。

本研究以抗虫转基因作物中常见的 ｃｒｙ１Ｆ、ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ、
ｃｒｙ３４Ａｂ、ｃｒｙ３５Ａｂ、ｖｉｐ３Ａ等６种Ｂｔ基因为对象，建立每种基因
的定性ＰＣＲ检测方法，为转基因生物安全监管提供有效的技
术手段。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
转 Ｂｔ基 因 玉 米 ＴＣ１５０７、ＩＥ０３４、５９１２２、ＭＩＲ１６２、

ＭＯＮ８９０３４、ＭＯＮ８１０、Ｂｔ１１、Ｂｔ１７６、Ｂｔ３８、ＳＫ１２－５、ＭＯＮ８６３、
ＭＯＮ８８０１７、ＭＩＲ６０４，转Ｂｔ基因大豆ＭＯＮ８７７０１，转Ｂｔ基因棉
花ＭＯＮ５３１、ＭＯＮ１５９８５，转Ｂｔ基因水稻Ｔ１ｃ－１９、Ｇ６Ｈ１、ＫＦ６、
ＫＭＤ、Ｔ２ａ－１、ＴＴ５１－１，及非转基因玉米、水稻、大豆、棉花均
为笔者所在实验室保存样品。将 ＴＣ１５０７、ＩＥ０３４、５９１２２、
ＭＩＲ１６２、Ｔ１ｃ－１９等量混合后作为阳性对照样品，将非转基因
玉米、水稻、大豆、棉花等量混合后作为阴性对照样品。

植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒：北京天根生物技术有限公
司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ等ＰＣＲ反应试剂：大连宝生物工
程有限公司。

１．２　仪器与设备
Ｃ１０００型ＰＣＲ仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋凝

胶成像系统（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；ＮＤ１０００紫外／可见光分
光光度计（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）。
１．３　试验方法
１．３．１　基因组ＤＮＡ提取　按照植物基因组 ＤＮＡ提取试剂
盒的操作说明，提取所有样品的基因组ＤＮＡ，并使用 ＮＤ１０００
分光光度计测定ＤＮＡ浓度和纯度，用１×ＴＥ缓冲液稀释至
２５μｇ／ｍＬ，置于４℃备用。
１．３．２　Ｂｔ基因核苷酸序列分析及引物设计　根据 ｃｒｙ１Ｆ、
ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ、ｃｒｙ３４Ａｂ、ｃｒｙ３５Ａｂ、ｖｉｐ３Ａ等６种不同 Ｂｔ基因的核
苷酸序列，使用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０（加拿大 Ｐｒｅｍｉｅｒ公司）设
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计每种基因的特异性ＰＣＲ检测引物。引物信息详见表１，由
生工生物工程（上海）股份有限公司合成和纯化，用纯水配制

成１０μｍｏｌ／Ｌ溶液备用。
１．３．３　ＰＣＲ扩增　在 ２００μＬＰＣＲ管中加入 ２．５μＬ１０×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ［１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为８．３）、５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ、１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２］，２μＬｄＮＴＰｓ混合溶液（每种 ｄＮＴＰ

的浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬ上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬ下
游引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬＨＳ－ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（５Ｕ／μＬ），１００ｎｇＤＮＡ模板，用ｄｄＨ２Ｏ补齐至２５μＬ反应体
系。ＰＣＲ扩增程序：９５℃５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６５℃３０ｓ，７２℃
３０ｓ，共３５个循环；７２℃７ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ扩增结束后，
取５μＬ扩增产物用２％琼脂糖凝胶电泳进行分析。

表１　引物序列信息

检测靶标 引物名称　 序列

（５′－３′）
扩增产物大小

（ｂｐ）

ｃｒｙ１Ｆ Ｃｒｙ１Ｆ－Ｆ ５′－ＧＧＡＡＧＣＣＡＡＴＣＣＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＣ－３′ ２０１
Ｃｒｙ１Ｆ－Ｒ ５′－ＡＧＴＣＣＣＣＡＡＣＣＴＴＧＣＣＣＡＡＡＣＧＡ－３′

ｃｒｙ１Ｃ Ｃｒｙ１Ｃ－Ｆ ５′－ＴＴＣＴＡＡＣＴＴＴＧＴＧＣＣＡＧＧＡＧＧＡＧ－３′ １２８
Ｃｒｙ１Ｃ－Ｒ ５′－ＣＡＧＣＧＡＴＴＣＴＴＴＣＧＴＴＧＡＴＧＡＧ－３′

ｃｒｙ１Ｉｅ Ｃｒｙ１Ｉｅ－Ｆ ５′－ＣＣＡＡＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣＣＡＧＡＴＣＣＣＡ－３′ ５８５
Ｃｒｙ１Ｉｅ－Ｒ ５′－ＣＧＴＣＣＡＧＧＴＡＧＡＡＣＴＣＧＴＣＧＣＴＣＡ－３′

ｃｒｙ３４Ａｂ Ｃｒｙ３４Ａ－Ｆ ５′－ＣＧＡＧＧＧＣＡＣＣＡＴＣＴＡＣＴＡＣＴＣＡＡＴＴ－３′ １８７
Ｃｒｙ３４Ａ－Ｒ ５′－ＧＴＡＧＣＧＧＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＴＣＴＧＧ－３′

ｃｒｙ３５Ａｂ Ｃｒｙ３５Ａ－Ｆ ５′－ＴＣＣＧＣＣＣＧＣＡＣＧＡＧＡＡＧＡＡＧＴＣ－３′ １１１
Ｃｒｙ３５Ａ－Ｒ ５′－ＴＣＡＴＧＣＣＧＣＴＧＴＣＧＡＴＧＴＴＧＡＴ－３′

ｖｉｐ３Ａ Ｖｉｐ３Ａ－Ｆ ５′－ＴＡＣＧＡＧＧＴＧＡＣＣＧＣＣＡＡＣＴＴＣＴＡＣ－３′ ３１９
Ｖｉｐ３Ａ－Ｒ ５′－ＣＧＴＴＣＴＣＣＡＣＧＡＴＧＴＴＧＣＴＧＡＴＧ－３′

２　结果与分析

２．１　转Ｂｔ基因作物及其外源基因检测引物筛选
商业 化 转 基 因 作 物 数 据 库 （ＩＳＡＡＡ ＧＭ Ａｐｐｒｏｖａｌ

Ｄａｔａｂａｓｅ）、美国农业部动植物卫生检验局网站（ＵＳＤＡＡ
ＰＨＩＳ）及国内外专利库等渠道发布的数据显示，Ｂｔ基因是当
前全球抗虫转基因作物中应用最为广泛的一类外源基因，包

含ｃｒｙ１Ｆ、ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ等在内的１０余种基因。本研究收集了
我国已批准的国外抗虫转基因作物及国内自主研发的重要抗

虫转基因作物转化体共２２种，包括转基因玉米、大豆、棉花、
水稻，各个转化体的 Ｂｔ基因种类详见表 ２。针对 ｃｒｙ１Ｆ、
ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ、ｃｒｙ３４Ａｂ、ｃｒｙ３５Ａｂ、ｖｉｐ３Ａ等 ６种 Ｂｔ基因的序列，
分别设计了一系列 ＰＣＲ检测引物，进行适用性测试，最终确
定了每种Ｂｔ基因的ＰＣＲ检测引物（表１）。

表２　转Ｂｔ基因作物信息

物种 转化体名称 ｃｒｙ１Ｆ ｃｒｙ１Ｃ ｃｒｙ１Ｉｅ ｃｒｙ３４Ａｂ ｃｒｙ３５Ａｂ ｖｉｐ３Ａ ｃｒｙ１Ａ ｃｒｙ２Ａ ｃｒｙ３Ａ ｃｒｙ３Ｂｂ
玉米 ＴＣ１５０７ √

ＩＥ０３４ √
５９１２２ √ √
ＭＩＲ１６２ √
ＭＯＮ８９０３４ √ √
ＭＯＮ８１０ √
Ｂｔ１１ √
Ｂｔ１７６ √
Ｂｔ３８ √
ＳＫ１２－５ √ √
ＭＯＮ８６３ √
ＭＯＮ８８０１７ √
ＭＩＲ６０４ √

大豆 ＭＯＮ８７７０１ √
棉花 ＭＯＮ５３１ √

ＭＯＮ１５９８５ √ √
Ｔ１ｃ－１９ √

水稻 Ｇ６Ｈ１ √ √
ＫＦ６ √
ＫＭＤ √
Ｔ２ａ－１ √
ＴＴ５１－１ √

　　注：“√”表示测试样品中含有对应的Ｂｔ基因。
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２．２　６种Ｂｔ基因的ＰＣＲ检测方法特异性测试
以２２种转Ｂｔ基因作物和１种非转基因作物混合物（含

有非转基因玉米、大豆、水稻、棉花）作为试验材料，分别对６
种Ｂｔ基因的ＰＣＲ检测方法进行特异性测试，结果如图１所
示。应用 ｃｒｙ１Ｆ基因检测方法仅能从阳性对照及 ＴＣ１５０７玉

米样品中获得与预期大小一致的扩增产物（泳道２７～２８），同
样应用其他５种基因检测方法也仅能从含有相应基因的样品
中获得预期扩增产物，而在其他转基因试验材料、非转基因作

物阴性样品、空白对照中均未出现扩增产物，说明这６种 Ｂｔ
基因检测方法均表现出对靶标基因的严格特异性。

２．３　６种Ｂｔ基因的ＰＣＲ检测方法灵敏度测试
分别将ＴＣ１５０７玉米、Ｔ１ｃ－１９水稻、ＩＥ０３４玉米、５９１２２

玉米、ＭＩＲ１６２玉米与非转基因作物样品按质量比进行混合，
制备成相应转化体的质量分数分别为 １０．００％、５．００％、
１００％、０．５０％、０．１０％、０．０５％、０．０１％的梯度样品，提取
ＤＮＡ进行对应Ｂｔ基因检测方法的灵敏度测试，结果如图２所
示。应用ｃｒｙ１Ｆ、ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ、ｃｒｙ３４Ａｂ基因的 ＰＣＲ检测方法
均可从转基因含量为０．０５％的样品中扩增出与预期大小一
致的特异性产物，而应用ｃｒｙ３５Ａｂ、ｖｉｐ３Ａ基因的ＰＣＲ检测方法
可从０．１０％转基因样品中获得预期扩增，表明针对６种Ｂｔ基
因检测方法的检出限均可达到０．１０％，能够进行相应转基因

产品的高灵敏检测。

３　结论与讨论

转基因作物及其产品种类的不断增多给转基因检测工作

带来了一定的挑战，选择代表性高、覆盖面广的检测靶标，并

建立精准高通量的检测方法，成为转基因检测技术研究的重

要方向［１３］。Ｂｔ基因作为一类应用广泛的外源基因，非常适合
作为筛选检测的靶标，ｃｒｙ１Ａｂ、ｃｒｙ２Ａｂ、ｃｒｙ３Ａ等基因的检测方
法也已经被开发出来［１４－１６］，而针对 ｃｒｙ１Ｆ、ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ等 Ｂｔ
基因的检测方法尚未见报道。

本研究针对抗虫转基因作物中ｃｒｙ１Ｆ、ｃｒｙ１Ｃ、ｃｒｙ１Ｉｅ、
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ｃｒｙ３４Ａｂ、ｃｒｙ３５Ａｂ、ｖｉｐ３Ａ等６种常见 Ｂｔ基因，通过引物设计与
筛选、特异性测试、灵敏度测试等步骤，建立了能准确检测上

述Ｂｔ基因的ＰＣＲ检测方法，上述方法的检测灵敏度均可达
到０．１０％，为转基因作物的筛选检测提供了方法支持。此
外，将这些方法与预制ＰＣＲ、多重ＰＣＲ等技术结合，还可建立
更加快速、便捷、高效的转基因检测方法，更好地应用于转基

因产品成分检测工作。
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