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　　摘要：为研究酱油生产过程中大豆ＤＮＡ降解情况，为酱油生产不同阶段大豆转基因成分检测提供引物序列和检
测方法，用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取大豆和蒸煮后大豆ＤＮＡ，针对内源大豆凝集素基因和外源抗草甘膦
基因设计引物进行ＰＣＲ扩增；用试剂盒提取成熟酱醅、生酱油和酱油中的ＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增或巢式ＰＣＲ扩增。结
果表明，高温高压蒸料后大豆ＤＮＡ片段长度降解到１５００ｂｐ以下，发酵后的酱醅中检测不到５００ｂｐ左右大豆ＤＮＡ片
段。生酱油和成品酱油经大豆ＤＮＡ提取和 ＰＣＲ扩增未见条带，用巢式 ＰＣＲ扩增可以检测到２００ｂｐ以下的内源基
因、外源基因ＤＮＡ片段。低盐固态发酵酱油生产过程中造成ＤＮＡ片段长度降解的２个主要工艺是蒸煮和发酵，淋油
过程去除了大量大豆ＤＮＡ，成品酱油可用巢式ＰＣＲ进行转基因成分检测。
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　　我国《农业转基因生物安全管理条例》要求严
格农业转基因生物流向监管，严禁改变用途。为了

检测酱油酿造原料是否为转基因大豆或酱油中是

否含有大豆转基因成分，为监管提供依据，目前国

内一些研究者开展了酱油中大豆内源基因、外源基

因成分检测方面的研究。张文志等比较了 ＰＣＲ法
和实时荧光定量 ＰＣＲ法检测酱油中抗草甘膦大豆
转基因多种成分的优缺点［１］。邵碧英等采用十六

烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）沉淀法提取酱油 ＤＮＡ，
再用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光 ＰＣＲ检测出了大豆 Ｌｅｃｔｉｎ
基因［２］。宋君等通过定性 ＰＣＲ法对成都市场进行
酱油等大豆深加工产品外源基因检测［３］。陈笑芸

等用不同方法提取酱油中大豆 ＤＮＡ，并对方法进行
了比较［４］。叶蕾等建立起了检测豆腐、豆奶粉、酱

油等大豆制品中转基因成分的定性环介导等温扩

增反应（ＬＡＭＰ）方法［５］。

核酸是生物大分子，不同生产工序如粉粹、搅

拌、混合、萃取、浸提；不同作用如酶解作用、微生物

发酵等都有可能造成 ＤＮＡ片段的降解［６－１２］。陈颖

等研究发现，在豆奶等大豆制品加工过程中，大豆

原料中能检测到内源基因 Ｌｅｃｔｉｎ１８８３ｂｐ长度片
段，但均质、磨浆、煮浆等工艺使 Ｌｅｃｔｉｎ基因降解至
１０００ｂｐ以下，最终豆奶和豆腐中 Ｌｅｃｔｉｎ基因片段
降解到２００ｂｐ以下［１３］。Ｐｅａｎｏ等的研究表明，薄脆
饼干和豆腐中只能分别检测出３９１、１６９ｂｐ的 Ｌｅｃｔｉｎ
基因片段［１４］。Ｂａｕｅｒ等对豆奶和豆腐的 ＤＮＡ降解
情况进行了分析，结果表明在煮沸生豆奶 １０ｍｉｎ
时，大豆ＤＮＡ片段从１４１７ｂｐ降到１３３９ｂｐ［１５］。王
卫国等研究发现，与超高压处理相比，微波处理对

大豆外源基因的降解更有效［１６］；梁杉等研究了转基

因豆粕加工成饲料过程中外源基因调控原件的变

化，发现 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子稳定性高于 ＮＯＳ终止
子［１７］。蒋亦武利用少孢根霉和纳豆芽孢杆菌模拟

发酵过程，发现发酵作用对内、外基因的降解不太

明显，只有持续较长的时间才会发生降解［１８］，但目

前没有有关酱油生产过程 ＤＮＡ降解或变化的文献
报道。本研究选择低盐固态发酵酱油为对象，提取

酱油不同生产工艺后的大豆 ＤＮＡ，利用合适引物进
行ＰＣＲ和巢式 ＰＣＲ扩增，研究低盐固态发酵酱油
生产过程中大豆ＤＮＡ降解和去除情况，以期为酱油
转基因成分检测提供依据。
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂
抗草甘膦转基因大豆：笔者所在实验室保存；

转基因酱油：由连云港市双程酿造食品有限公司提

供（该公司生产的酱油大豆原料全部为非转基因豆

粕，本试验用到的酱油生产原料转基因豆粕是笔者

实验室提供，委托该公司用低盐固态发酵法酿造）；

ＤＮＡ提取试剂盒、深加工食品 ＤＮＡ提取试剂盒，购
自北京百奥莱博科技有限公司；２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（２×ＴａｑＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、２×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ、２×
ｄＮＴＰｓ）购自赛默飞世尔科技（上海）有限公司；
Ｄ２０００ＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ购自上海捷瑞生物工程
有限公司；引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成。试验时间：２０１９年１０月至２０２１年５月。
试验地点：苏州农业职业技术学院食品科技学院。

１．２　仪器与设备
ＰＣＲ仪：Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐ，购自Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ中国有

限公司；凝胶成像系统：ＷＤ－９４１３Ｄ型一体式凝胶
成像系统，购自北京六一生物科技有限公司。

１．３　试验条件
１．３．１　大豆、蒸料后大豆基因组 ＤＮＡ的提取　采
用ＣＴＡＢ法提取大豆基因组ＤＮＡ。
１．３．２　生酱油、酱油预处理　参照张文志等的方
法［１］对生酱油和酱油进行预处理，预处理的目的是

为了去除酱油中的焦糖色及盐等小分子物质。

１．３．３　成熟酱醅、生酱油、酱油中大豆ＤＮＡ提取　
取研碎的成熟酱醅１００ｍｇ或预处理好的生酱油、酱
油样品，参照深加工食品 ＤＮＡ提取试剂盒（北京百
奥莱博科技有限公司）操作说明提取大豆ＤＮＡ。
１．３．４　ＰＣＲ引物信息　试验中所用ＰＣＲ引物信息
见表１。

表１　引物信息

引物名称
序列

（５′→３′）
扩增片段大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

Ｌｅｃｔｉｎ－１（Ｌ１） Ｆ：ＣＡＡＴＧＣＣＡＴＣＧＴＡＴＣＧＴＧＴＣ；Ｒ：ＧＣＧＡＴＣＧＡＧＴＡＧＴＧＡＧＡＧＴＧＧ １８８３ ６０

ＣＰ４ＥＰＳＰＳ－１（Ｃ１） Ｆ：ＧＧＣＧＡＧＧＡＣＧＴＣＡＴＣＡＡＴＡＣ；Ｒ：ＴＣＧＡＴＣＣＣＣＧＡＴＣＴＡＧＴＡＡＣＡ １５１２ ５５

Ｌｅｃｔｉｎ－２（Ｌ２） Ｆ：ＣＴＴＣＧＣＣＧＣＴＴＣＣＴＴＣＡＡＣ；Ｒ：ＧＡＧＴＣＣＣＧＴＧＧＣＡＧＣＡＧＡＧ ４７５ ６５

ＣＰ４ＥＰＳＰＳ－２（Ｃ２） Ｆ：ＣＣＴＴＣＡＴＧＴＴＣＧＧＣＧＧＴＣＴＣＧ；Ｒ：ＧＣＧＴＣＡＴＧＡＴＣＧＧＣＴＣＧＡＴＧ ４９３ ５６

Ｌｅｃｔｉｎ－３（Ｌ３） Ｆ：ＴＣＡＡＡＧＴＴＧＡＡＡＡＣＣＣＡＧＡＡ；Ｒ：ＴＧＴＴＴＧＴＧＧＣＴＴＡＧＴＧＴＣＡＡ ３９６ ４５

ＣＰ４ＥＰＳＰＳ－３（Ｃ３） Ｆ：ＧＣＡＣＡＡＴＣＣＣＡＣＴＡＴＣＣＴＴ；Ｒ：ＧＣＴＧＡＡＡＴＣＣＴＡＡＡＧＧＡＡＣＡ ３００ ５１

Ｌｅｃｔｉｎ－４（Ｌ４） Ｆ：ＧＣＣＣＴＣＴＡＣＴＣＣＡＣＣＣＣＣＡＴＣＣ；Ｒ：ＧＣＣＣＡＴＣＴＧＣＡＡＧＣＣＴＴＴＴＴＧＴＧ １１８ ６２

ＣＰ４ＥＰＳＰＳ－４（Ｃ４） Ｆ：ＣＧＡＣＡＴＣＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＡＣＣ；Ｒ：ＴＴＣＴＴＣＣＡＧＡＣＣＧＴＴＣＡＴＣＡ １９０ ５５

１．３．５　大豆、蒸料后大豆、成熟酱醅中大豆 ＤＮＡ
ＰＣＲ扩增　２５μＬ反应体系：２×ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，
上游、下游引物各０．５μＬ，ＤＮＡ模板１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
１０．５μＬ。扩增程序为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，退火温度见表１，退火时间均为３０ｓ，７２℃
延伸４５ｓ；７２℃终延伸７ｍｉｎ。
１．３．６　生酱油中大豆ＤＮＡＰＣＲ扩增　２５μＬ反应
体系：２×ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，上游、下游引物各
０．５μＬ，ＤＮＡ模板４．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ，扩增程序
同“１．３．５”节。
１．３．７　生酱油、酱油中大豆ＤＮＡ巢式 ＰＣＲ扩增　
Ｌｅｃｔｉｎ基因第 １轮扩增：２５μＬ反应体系，２×ＰＣＲ
Ｍｉｘ１２．５μＬ，Ｌｅｃｔｉｎ－３Ｆ、Ｌｅｃｔｉｎ－３Ｒ为上游、下游
引物，各０．５μＬ，ＤＮＡ模板４．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ。
Ｌｅｃｔｉｎ基因第２轮扩增：取１．０μＬ第１轮ＰＣＲ产物
为模板，Ｌｅｃｔｉｎ－４Ｆ、Ｌｅｃｔｉｎ－４Ｒ为上游、下游引物，

各０．５μＬ，２×ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ。
扩增程序同“１．３．５”节。

ＣＰ４ＥＰＳＰＳ基因第１轮扩增：２５μＬ反应体系，
２×ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，ＣＰ４ＥＰＳＰＳ－３Ｆ、ＣＰ４ＥＰＳＰＳ－
３Ｒ为上游、下游引物各０．５μＬ，ＤＮＡ模板４．０μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ。ＣＰ４ＥＰＳＰＳ基因第 ２轮扩增：取
１．０μＬ第 １轮 ＰＣＲ产物为模板，ＣＰ４ＥＰＳＰＳ－４Ｆ、
ＣＰ４ＥＰＳＰＳ－４Ｒ为上游、下游引物各０．５μＬ，２×ＰＣＲ
Ｍｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ。扩增程序同“１．３．５”节。

２　结果与分析

２．１　蒸料后大豆ＤＮＡＰＣＲ扩增结果
发酵前原料的预处理包括破碎、润水、蒸料等

步骤，目的是使得大豆中蛋白质变性。蒸料后原料

中检测不到大豆较长的ＤＮＡ片段（１８８３、１５１２ｂｐ）
（图 １）。蒸料过程压强为 ０．１８ＭＰａ，温度是
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１２５℃，保压时间为５ｍｉｎ。真核生物中 ＤＮＡ和蛋
白质紧密结合形成染色质，蛋白质空间结构解体或

变化会导致 ＤＮＡ片段的降解。大豆原料预处理中
机械剪切力、高温高压等综合因素造成了大豆中蛋

白质变性从而较长 ＤＮＡ片段发生降解，这与 Ｔｉａｎ
等的结论［１９－２０］一致。

２．２　成熟酱醅中大豆ＤＮＡＰＣＲ扩增结果
成熟酱醅是酱油生产原料经过制曲、发酵后的

产物。酱油发酵过程起作用的微生物有酵母菌和

制曲、发酵过程中自然落入的有益微生物，这些微

生物产生的核酸酶对 ＤＮＡ有降解作用。Ｐａｎ等发
现，ｍｉｓｏ（日本豆面酱）的制作过程经过１２０ｄ的发
酵后，无法检测到３５Ｓ启动子，且ＤＮＡ片段降解到
２００ｂｐ以下［２１］。从图２可以看出，成熟酱醅中内外
源基因４７５、４９５ｂｐ左右的 ＤＮＡ片段已经降解，但
仍能检测到３９６、３００ｂｐ左右的 ＤＮＡ片段。这是由
于低盐固态酱油发酵时间较短，为１５～２０ｄ，故发酵
后酱醅中仍能检测到４００ｂｐ左右的 ＤＮＡ片段，这
与蒋亦武提出的大豆 ＤＮＡ片段的降解程度与发酵
时间长短有关的结论［１８］是一致的。

２．３　生酱油中大豆 ＤＮＡＰＣＲ和巢式 ＰＣＲ扩增
结果

笔者曾探索过利用不同文献中 ＤＮＡ提取方法
提取生酱油中大豆 ＤＮＡ并进行 ＰＣＲ扩增，但都未
见扩增条带，与张文志等的研究结果［１］不符，这可

能是由于本研究选取了低盐固态发酵酱油作为研

究对象，发酵后的酱醅为固态，利用浸泡和过滤的

方法淋油时，浸出过程相对分子量小的物质如氨基

酸、葡萄糖等容易浸出，但大部分核酸残留在酱渣

而没有转入到生酱油中，导致生酱油中ＤＮＡ浓度很
低，微量 ＤＮＡ作为模板普通 ＰＣＲ无法扩增［１－３］。

巢式ＰＣＲ可以用来解决模板ＤＮＡ量少普通ＰＣＲ无
法扩增检测的问题，经常用于农产品或食品转基因

成分检测［２２－２５］。本研究经过巢式 ＰＣＲ反应内外源
基因，分别扩增出１１８、１９０ｂｐ的片段（图３）。巢式
ＰＣＲ第２轮扩增的模板是第１轮扩增的产物，第２
轮扩增后琼脂糖凝胶电泳能检测出清晰条带，说明

第１轮扩增有产物，证明生酱油中仍然存在 ３９０、
３００ｂｐ左右的内外源基因片段，总体来说淋油的过
程不会造成大豆ＤＮＡ片段长度的降解，但会造成生
酱油中大豆ＤＮＡ量降低。

２．４　酱油中大豆ＤＮＡ巢式ＰＣＲ扩增结果
生酱油经过８０～９０℃，保持２０ｍｉｎ加热灭菌

后成为成品酱油。较低的灭菌温度没有造成成品

酱油３９０、３００ｂｐ左右的内外源基因片段降解，巢式
ＰＣＲ反应内外源基因能分别扩增出１１８、１９０ｂｐ的
片段（图４），可以用于成品酱油的转基因成分检测。

酱油属于深加工调味品，要经历蒸料、发酵、浸

淋、加热灭菌、配兑等一系列复杂的工艺过程，本研

究经过适当的ＤＮＡ提取过程后仍然可以用 ＰＣＲ或
巢式ＰＣＲ对成品进行转基因成分检测，其中有一个
很重要的原因是，为了调味和防腐整个酱油酿造过
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程都要保持比较高的盐浓度，成品酱油中氯化钠的

含量不低于１５ｇ／１００ｍＬ，ＤＮＡ在高盐溶液中溶解
度大，这也是即使经历了深加工过程，但不需要利

用实时荧光定量 ＰＣＲ等敏感度更高的检测手段也
能对酱油中转基因成分进行检测的原因。

３　结论

本研究探究了低盐固态发酵酱油生产过程中

大豆 ＤＮＡ的变化情况，结果表明，酱油生产经历蒸
料、发酵工艺后，大豆ＤＮＡ片段长度发生降解，最终
成品酱油内源基因、外源基因ＤＮＡ片段长度均降至
５００ｂｐ以下。低盐固态发酵酱油由于浸出工艺的
特点导致生酱油和酱油中大豆ＤＮＡ含量极微，普通
ＰＣＲ无法扩增，但巢式ＰＣＲ可以检测到内外源基因
片段。本研究结果可为酱油生产不同阶段转基因

成分检测提供引物和ＰＣＲ、巢式ＰＣＲ检测依据。
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