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　　摘要：采用多重实时荧光ＰＣＲ技术，对大豆筛选基因３５Ｓ启动子（ｃａｕｌｉｆｌｏｗｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，ＣａＭＶ３５Ｓ）、ＮＯＳ终止子
（ｎｏｐａｌｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）和内源基因Ｌｅｃｔｉｎ设计合成了多对检测引物和探针，在筛选各基因合适的检测引物和探针的
基础上，摸索引物组合和扩增条件，最终确定合适的探针引物组合和试验条件，建立转基因大豆快速初筛技术。该方

法可在１ｈ内同时完成对转基因大豆３个基因片段的实时荧光ＰＣＲ检测。方法特异性强，灵敏度高，可用于大豆转基
因成分的快速检测，大大提高检验效率，可为消费者的食品安全及我国大豆的进出口检验提供有效的技术支持。
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　　大豆营养丰富，为人类提供优质的蛋白质和油
脂，是我国重要的粮食油料兼用作物，也是重要的

饲料来源［１－２］。我国大豆及相关产品的消费量在国

际上一直名列前茅。以２０１７年为例，我国消费大豆
油１７４０万ｔ，占全球消费总量的３０９％；消费豆粕
７４０７万ｔ，占全球消费总量的３１７％。随着健康饮
食方式的引导，大豆消费水平不断上升，但国内种

植量增长缓慢。近几年来，我国主要从美国、阿根

廷等国家进口大豆［３－４］。在进出口贸易中大豆及其

产品转基因成分是常检项目。转基因大豆产品因其

安全性备受争议，严重影响了人们对大豆的消费热

情。目前，市场监督管理及进出口检验检疫部门着重

于研究开发更为科学高效的转基因大豆检测技术，保

证非批准转基因大豆及其产品无法进入我国［５］。

我国农业农村部已经批准美国孟山都等公司

的多种转基因大豆进口到我国。我国自主研发的

转基因大豆品种也已经实现产业化。我国转基因

育种技术的发展进一步促使基因产品检测技术的

发展升级［６］。目前我国国家标准中对转基因大豆

的检测主要以聚合酶链式反应（ＰＣＲ）法为主。如
《农业部２６３０号公告 －１５－２０１７转基因植物及其
产品成分检测耐除草剂大豆 ＳＨＺＤ３２－１及其衍生
品种定性 ＰＣＲ方法》［７］和国家标准 ＧＢ／Ｔ３３５２６—
２０１７《转基因植物产品　数字 ＰＣＲ检测方法》［８］。

在研究领域多种基于分子生物学的检测技术不断

涌现，但应用性方面还有待研究推广［９－１４］。其中，

魏霜等利用多重串联式 ＰＣＲ基因碟片技术用于转
基因大豆ＧＴＳ４０－３－２的检测［１５］，即利用多重ＰＣＲ
和巢式荧光定量ＰＣＲ检测ＧＴＳ４０－３－２的多个外
源基因和内源基因，实现了转基因的高通量检测，

但该方法技术要求高，且检测方法主要是普通 ＰＣＲ
技术，检测结果须要进一步凝胶电泳分析，过程相

对复杂。本试验研发的三重实时荧光 ＰＣＲ法可以
达到多项国家标准和进出口行业标准的基因检测

限，并且１次反应能同时准确检测有无转基因大豆
的ＣａＭＶ３５Ｓ、ＮＯＳ和 Ｌｅｃｔｉｎ３个基因片断，试验时
间短，操作简单，方便技术推广应用。

１　材料与方法

１．１　试验材料与试剂
大豆转基因成分阳性质控样品、大豆转基因成

分阴性质控样品，均购自中国检验检疫科学研究院

测试评价中心；实时荧光 ＰＣＲ扩增引物和探针（表
１），均购自生工生物工程（上海）股份有限公司；苯
酚 －三氯甲烷 －异戊醇混合液 （体积比为
２５∶２４∶１）、２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，均购自北京索莱宝
科技有限公司；试验用水取自笔者所在实验室

Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水系统的二级水；其他无水乙醇等均
为国产分析纯试剂。

１．２　仪器与设备
Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水系统，购自密理博中国有限公

司；ＨＦｓａｆｅ生物安全柜，购自上海力申科学仪器有
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表１　大豆转基因检测引物和探针序列

基因片断 引物和探针名称及序列 扩增片段长度（ｂｐ）

ＣａＭＶ３５Ｓ ３５ＳＦ：５′－ＧＧＧＡＴＴＧＴＧＣＧＴＣＡＴＣＣＣＴＴ－３′ １４１

３５ＳＲ：５′－ＣＡＣＧＡＧＧＡＧＣＡＴＣＧＴＧＧＡＡＡ－３′

３５ＳＰｒｏｂｅ：ＦＡＭ－ＣＣＡＣＴＴＧＣＴＴＴＧＡＡＧＡＣＧＴＧＧＴＴＧＧＡＡＣＧＴＣＴ－ＴＡＭＲＡ

Ｌｅｃｔｉｎ ＬｅｃｔｉｎＦ：５′－ＣＧＡＡＣＣＡＡＣＣＧＡＡＣＣＣＴＧＡＴ－３′ ８９

ＬｅｃｔｉｎＲ：５′－ＧＡＣＣＴＣＧＣＴＴＴＣＧＴＣＡＡＣＣＴ－３′

ＬｅｃｔｉｎＰｒｏｂｅ：ＨＥＸ－ＴＣＡＡＧＧＡＧＡＣＧＣＣＣＴＴＧＴＧＡＣＣＴＣＡＴＣＧＡ－ＴＡＭＲＡ

ＮＯＳ ＮＯＳＦ：５′－ＴＧＣＧＧＧＡＣＴＣＴＡＡＴＣＡＴＡＡＡＡＡＣＣＣＡ－３′ １０２

ＮＯＳＲ：５′－ＣＧＴＴＡＧＧＣＣＴＡＴＣＴＧＴＧＣＡＣＣＴＧ－３′

ＮＯＳＰｒｏｂｅ：ＣＹ５－ＡＣＧＴＣＡＴＧＣＡＣＡＧＡＴＡＧＧＣＣＴＡＡＣＧＣＴＴＧＴＣＣ－ＢＨＱ２

限公司；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ４８０荧光 ＰＣＲ仪，购自罗氏诊断
产品有限公司；ＣｏｌｉｂｒｉＴｉｔｅｒｔｅｋＢｅｒｔｈｏｌｄ超微量分光
光度计，购自上海科瑞生物科技有限公司；移液器，

购自美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；高通量组织研磨器，购自
宁波新芝生物科技股份有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　基因组 ＤＮＡ的提取　酚三氯甲烷抽提法：
称取 ５０ｍｇ粉状样品至 １．５ｍＬ离心管中，加入
７００μＬＤＮＡ提取裂解液，置６５℃水浴３ｈ，其间不
时振荡混匀；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，转移上清至
新的 １．５ｍＬ离心管中，加入等体积苯酚 －三氯甲
烷－异戊醇混合液（２５∶２４∶１），充分混匀后，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；取上清，加入１／１０体积的
３ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠溶液，混匀后加入２倍体积预冷的无
水乙醇，－２０℃静置３ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
弃去上清；加７０％乙醇洗涤１～２次，通风柜内室温
下晾干，加 ５０μＬＴＥ缓冲液，最终获得 Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ在１．８～２．０之间的ＤＮＡ溶液。
１．３．２　引物和探针的设计　在美国国立生物技术
信 息 中 心 （ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）数据库查找并拷贝转基因大豆常
用外源基因 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子／ＮＯＳ终止子及内源
基因Ｌｅｃｔｉｎ的序列，使用ＮＣＢＩ的在线引物设计功能
和生工生物工程（上海）股份有限公司的引物通过

在线设计软件设计出针对这３个基因的正向引物、
反向引物和荧光探针。分别使用荧光基团 ＦＡＭ、
Ｃｙ５和ＨＥＸ作为发光基团，使用 ＴＡＭＲＡ、ＢＨＱ３和
ＴＡＭＲＡ作为淬灭基团。设计的引物由生工生物工
程（上海）股份有限公司合成。

１．３．３　引物及探针特异性测试试验　分别用以转
基因大豆阳性质控样品及阴性质控样品的 ＤＮＡ为
模板，按照以下反应体系进行反应：灭菌蒸馏水

３．４μＬ、２×ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、正向引物
（１μｍｏｌ／Ｌ）１．８μＬ、反向引物（１μｍｏｌ／Ｌ）１．８μＬ，
探针（０．２５μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、ＤＮＡ模板（５０ｎｇ／μＬ）
１μＬ，总体系２０μＬ。反应程序：５０℃预变性１５ｓ，
９５℃预变性１ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６０℃退火延伸
１ｍｉｎ，变性延伸过程进行４５个循环。退火结束时
采集探针对应的单重荧光，进行单重实时荧光 ＰＣＲ
试验，检测３个基因对应的引物及探针的特异性。
每个基因扩增设置阳性样品、阴性样品、空白对照，

各设２个重复。阳性试验以转基因大豆阳性质控样
品ＤＮＡ为模板，阴性试验以转基因大豆阴性质控样
品ＤＮＡ为模板，空白对照以无菌水作为扩增模板。
１．３．４　三重荧光ＰＣＲ反应体系及程序　在各基因
单重ＰＣＲ检测对应引物探针特异性良好的基础上，
摸索合适的引物配比和试验条件，进行三重实时荧

光ＰＣＲ试验，最终三重荧光 ＰＣＲ检测体系见表２，
扩增程序优化结果如下：９５℃预变性１５ｓ；９５℃ 变
性１５ｓ，６０℃退火延伸１ｍｉｎ，变性延伸过程进行４５
个循环。退火结束时采集探针对应的三重荧光即

ＦＡＭ、ＨＥＸ和ＣＹ５采集信号，每个基因扩增设置阳
性样品、阴性样品、空白对照，各设２个重复。阳性
试验以转基因大豆阳性质控样品ＤＮＡ为模板，阴性
试验以转基因大豆阴性质控样品ＤＮＡ为模板，空白
对照以无菌水为扩增模板。

１．３．５　三重荧光ＰＣＲ检测体系的灵敏度试验　将
转基因大豆阳性质控样品和转基因阴性玉米样品

以质量１∶９混合均匀，以“１．３．１”节的方法提取
ＤＮＡ，再１０倍逐级稀释使阳性ＤＮＡ占１％、０．１％。
然后以大豆转基因阳性质控样品 ＤＮＡ和阳性占比
为 １０％、１％、０．１％的质控样品 ＤＮＡ为模板，按
“１３．５”节三重荧光ＰＣＲ反应体系及程序进行ＰＣＲ
扩增，每个模板设置２个重复，观察扩增情况，记录
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表２　三重荧光ＰＣＲ扩增体系

试剂及浓度
体积

（μＬ）
终浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

ｄｄＨ２Ｏ １４．６ —

２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５．０ １×

３５ＳＦ（５μｍｏｌ／Ｌ） ０．９ ０．０９

３５ＳＲ（５μｍｏｌ／Ｌ） ０．９ ０．０９

３５ＳＰｒｏｂｅ（１μｍｏｌ／Ｌ） １．０ ０．０２

ＬｅｃｔｉｎＦ（５μｍｏｌ／Ｌ） ０．９ ０．０９

ＬｅｃｔｉｎＲ（５μｍｏｌ／Ｌ） ０．９ ０．０９

ＬｅｃｔｉｎＰｒｏｂｅ（１μｍｏｌ／Ｌ） １．０ ０．０２

ＮＯＳＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．９ ０．１８

ＮＯＳＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．９ ０．１８

ＮＯＳＰｒｏｂｅ（２．５μｍｏｌ／Ｌ） １．０ ０．０５

ＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ） ２．０ —

各ＤＮＡ的扩增循环数（ＣＴ）。

２　结果与分析

２．１　引物探针特异性检测结果
２．１．１　ＣａＭＶ３５Ｓ基因扩增用引物和探针特异性检
测结果　如图１所示，只有以转基因大豆阳性质控样
品ＤＮＡ为模板时才有特异性扩增，２个平行样品的
ＣＴ值为分别为２３．６１、２４．５５，而其他样品 ＤＮＡ没有

扩增。说明设计合成的大豆转基因ＣａＭＶ３５Ｓ启动子
检测用引物和探针特异性良好，没有交叉反应。

２．１．２　大豆内源 Ｌｅｃｔｉｎ基因扩增用引物和探针特
异性检测结果　如图２所示，当以转基因大豆阳性
质控样品和阴性质控样 ＤＮＡ为模板时才有特异性
扩增，２个平行样品的 ＣＴ值分别为２３．６１、２４．５５和
２７．０３、２６．６９。而非大豆样品 ＤＮＡ和空白对照
ＤＮＡ均没有扩增。说明设计合成的大豆内源基因
Ｌｅｃｔｉｎ检测用引物和探针特异性良好，没有交叉
反应。

２．１．３　ＮＯＳ终止子基因扩增用引物和探针特异性
检测结果　如图３所示，只有以转基因大豆阳性质
控样品ＤＮＡ为模板时才有特异性扩增，ＣＴ值分别
为２８．１４、２８．０２，而其他样品 ＤＮＡ没有扩增。说明
设计合成的大豆转基因 ＮＯＳ终止子检测用引物和
探针特异性良好，没有交叉反应。

２．２　三重实时荧光ＰＣＲ体系扩增图结果
如图４、图５、图６所示，三重体系中阳性样品各

基因均有典型的“Ｓ”形扩增，阴性样品除Ｌｅｃｔｉｎ基因
外其余都没有扩增，试剂空白和提取过程空白均没

有扩增。说明建立的三重 ＰＣＲ体系扩增特异性良
好，体系成立。

２．３　多重ＰＣＲ体系的灵敏度测定
由图７、图８、图９、表３可知，构建的三重扩增体

系中ＣａＭＶ３５Ｓ基因、Ｌｅｃｔｉｎ基因和ＮＯＳ的检测灵敏
度均可以达到样品质量浓度的０．１％。

３　结论

本研究利用多重荧光ＰＣＲ的优势，建立了可同
时检测转基因大豆启动子３５Ｓ、终止子 ＮＯＳ和内源
基因 Ｌｅｃｔｉｎ的三重实时荧光 ＰＣＲ方法，可以通过１

次ＰＣＲ实现对大豆样品的转基因初级筛查。特异
性和灵敏度检测证明该方法可用于大豆样品的转

基因检测，大大提高了检测效率，操作过程简单宜

于推广，对进一步促进分子生物学技术在检验检

测领域的应用有一定的推动作用。但该方法中

ＮＯＳ在三重体系中显示检测荧光值偏低，可能与
ＣＹ５荧光值较弱有关，该体系也有待进一步优化，
在不同品牌 ＰＣＲ仪间的适用性问题也有待进一步
验证。
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猪乙型脑炎病毒 ＳＹＢＲ－ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光
定量 ＰＣＲ方法的建立
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　　摘要：为建立猪乙型脑炎病毒（ＪＥＶ）的定量检测方法，根据Ｅ基因序列，设计１对特异性引物，建立检测ＪＥＶ的荧

光定量ＰＣＲ方法。结果显示，该方法灵敏度达到１０３拷贝／μＬ，对猪圆环病毒２型（ＰＣＶ２）、猪细小病毒（ＰＰＶ）、猪瘟
病毒（ＣＳＦＶ）、猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ）均无交叉反应，具有良好的特异性和重复性；采用ＪＥＶ攻毒小鼠，荧光定量ＰＣＲ比
普通ＰＣＲ更能灵敏地检出组织带毒量。该方法可用于组织样品中乙脑病毒的定量检测以及临床乙脑病毒感染的早
期检测和定量分析猪乙脑病毒感染程度。
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　 　 日 本 流 行 性 乙 型 脑 炎 （乙 脑，Ｊａｐａｎｅｓｅ
ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，ＪＥ）是由乙型脑炎病毒 （Ｊａｐａｎｅｓｅ

ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＪＥＶ）引起的一种人畜共患传染
病。乙型脑炎病毒主要通过携带病毒的蚊虫叮咬

传播，库蚊、伊蚊和按蚊是 ＪＥＶ的主要传播媒介，猪
是主要贮存宿主及扩散宿主，ＪＥ主要发生于夏秋季
节。猪乙脑病常引起妊娠母猪流产、产死胎或弱

胎，公猪睾丸炎，育肥猪持续高热，新生仔猪神经症

状，对养殖业安全生产带来严重威胁［１－２］。对猪进

行疫苗免疫能有效减少 ＪＥＶ对养猪业造成的危害，
进行及时正确的诊断是预防和控制该病的关键［３］。
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