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摘 要
: 应用地高辛标记的 代况

.

E日SA (压兮咒-R IEJ sA ) 技术进行转基因水稻检测研究
。

针对转基因水稻中普

遍存在的花椰菜花叶病毒 (。 M v ) 355 启动子 ( p 35 s)
、

胭脂碱合成酶 ( No s ) 终止子 (乃姗 )
,

筛选标记潮霉素

磷酸转移酶基因 (枷
,

栖 )
、

p
一

葡萄糖昔酸酶基因 (脚 )
、

抗草丁麟除草剂基因 (妙 )
,

建立 酬 9
.

咒-R E l l SA 检

测方法 ; 能进行半定量检测
,

敏感性试验表明
,

肠-g EIJ sA 检测比常规电泳检测可提高敏感性达 1姗倍
,

可检测

含量达 0
.

1% 的 GM O 样品
。

全过程可在 24 h 内完成
。
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一

以

近年来
,

随着转基因生物及其产品 ( G M O s
)

的广泛影响
,

许多国家纷纷出台了针对 GM 0 s
的管

理措施 〔’ 〕 ,

为配合这些措施的有效实施
,

急需建立

规范的检测技术
。

目前
,

GMOs 检测技术的建立和

商品化检测试剂盒的开发已在国内外相关领域形成

一个热点
。

为满足中国出人境检验检疫系统等部门对进出

口 G MOs 的检测和管理需要
,

本文以转基因水稻为

检测材料
,

开展转基因检测研究
。

转基因水稻的研制过程中也应用各种检测技术

以有效筛选阳性植株
,

常见的有 CP R
、

核酸杂交
、

选择性培养基等2[, 3 J
,

但通常只针对某种转基因

(通常是目的基因 ) 或其产物
,

只能满足一种或少

数几个品种的检测需要
,

检测方法没有实现标准

化 ; 同时
,

GM O S
的检测需进行半定量甚至定量检

测川
,

传统方法已不能满足要求
。

地高辛 标 记 的 cP R
.

Ell S A 技 术 ( iD g
一

CP R
-

E ISJ A ) 近年来被应用 于 动植物病毒的检测研

究风
5〕 ,

但应用于 GM o s
.

检测则鲜有报道
。

本文针

对转基 因水稻 中普遍存在 的花椰菜 花叶病毒

( C公W ) 3 5 5 启动 子 (尸35 5 )
、

胭脂 碱 合成 酶

( N O )S 终止子 ( , b此 )
,

筛选标记潮霉素磷酸转移

酶基因 (蜘
,

ha )
、

俘
一

葡萄糖昔酸酶基因 (脚 )
、

抗草丁麟除草剂基因 (腼 )
,

建立 iD -g cP R
一

E L` A

检测方法
,

检测效果理想
。

1 材料和方法

1
.

1 转基因水稻

分别来源于中山大学 (2 个品种
,

均含 p 35 s
,

乃功 5 ,

蜘 )
,

中国科学院遗传研究所 (2 个品种
,

1

种含 p 35 s 和 乃功s ,

另 1 种含 彻t)
,

中国科学院上

海植物生 理研究所 ( SH 品种
,

含 p 35 s
,

乃汉站
,

枷
,

脚 )
、

中国水稻研究所 (含 尹35 5
,

阮r
)
。

1
.

2 引物及生物素标记的探针

引物采用发表序列 61[
,

探针序列自行设计
,

委

托上海生工公司合成
,

PA GE 纯化 (表 1 )
。

表 1 引物及探针序列

1习〕 .

1 卉me 玲 朋 d脚统
s 泌qU

e n c e

基因 正向引物 逆向引物
PC R 产物

饰
生物素标记探针
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n .
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1
.

3试 剂

D ig -c PR
一

E J IS A试 剂
,

R OC ha 产 品
。

100 坤

DNA
: iG bc o

产品
。

1
.

4 方 法

1
,

4
.

1 水稻样品 D N A 的提取 采用 iQ ag e l l
植物

D NA 纯化试剂盒
,

从 1
.

1所列 6种转基因水稻的米

粒或叶片中提取 D N A 进行本研究
。

1
·

.4 2 iD -g P CR 标记 采用 100 拜L 反应体积
,

含

10 x

CP R 缓冲液 10 拼L
,

2 5 11讥 10 1/ L M邪几 8 拌L
,

10

~
FL 〔IY即 2 拌L

,

50 脚ol/ L 上
、

下游引物各 2

拌L
,

模板 D N A 0
.

5 滩
,

枷 酶 1 um
t

,

设阴性模板

对照和空 白 (以双蒸水为模板 ) 对照
。

1
.

4
.

3 iD g
一

cP R 反应条件 94 ℃预变性 4 血
n ; 循

环采用 94 ℃ 变性 30
。 ,

彻 t
、

ab :
基 因采用 55 ℃

、

脚 基因 60 ℃退火 30 5 ,

p 35 s
、

升刃3
基 因采用 56

℃退火 20
5 ,

延伸条件
:

llr t
、

bar
、

酬 基因均采

用 7 2 ℃ l 而 n ,

尸3 5 5
、

noT
s
基 因采用 7 2 ℃ 2 0 5 ,

进行 30 一 35 个循环 ; 72 ℃延伸 5 而no

1
.

4
.

4 iD g
一

cP R 电泳检测 采用 尸 = 2 % 琼脂糖
,

阳E 电泳缓冲液
,

60 V 电泳
。

1
.

4
.

5 iD g
一

E H SA 检测 检测程序如下
:
取 1 一 10

拼L iD g
一

P C R产物
,

与 20
一

40 拼L 变性缓冲液混匀
,

室温放置 or 而 n ,

加 2 00 拜L 生物素标记的寡核昔酸

探针 ( 10 p n “ mL )
,

混匀
,

按每孔 200 匹 加到链霉

亲和素包被的微孔板
,

55 ℃反应 1
.

s h
,

倾去反应

液
,

用洗涤缓冲液洗 6 次
,

每次浸泡 2 一 3 而 ;n 每

孔加人 2 00 汕 100 倍稀释的酶标物
,

37 ℃反应 30

而 n ,

同上洗涤 6 次
,

每孔加人 2 00 # L A B TS 底物

液
,

室温
,

避光放置 20
一

30 而 n ,

肉眼观察显色反

应
,

测 A .
,

拍照记录
。

图 1 标记产物的电泳检测图

F ig
.

1 A g朋泥
e
罗1

e
l

e c tr o p l
l

oer it e
an al y s i s of 残兮 CP R p闹

u c st

工
: 乃如 s

基因产物 ; n
:

彻t 基因产物

1
: 100 饰 D NA 标准相对分子质量 ;

2 一 5
: GM 0

s

水稻样品 ;

6
:
阴性对照 ; 7

:
空白对照

阴性对照及空白对照反应孔均呈无色 (图 2 ) ; 用酶

标仪检测 A奶值
,

阳性样 品的 A。 值为 1
.

5 一 3
.

0
,

而阴性对照和空 白对照的数值为 0
.

13
一 0

.

2
。

2 结 果

麟麟曝撇巍攀攀攀鬓缪攀攀攀

时时
尽`弘呛升交名吏” ,吕t 侧

~
闷欢跳豁曦缀缀

聆聆脚翎漱溯徽数浴娜雌姗
漪跄娜娜

2
.

1 iD g
一

CP R 标记反应

对含上述 5 种基因的转基因水稻样品 (各样品

分别含 1 一 3 种基因 ) 分别进行 iD g
一

CP R 标记反应
,

其中
,

对 p 35 s 基因标记了 5 种样品
,

对 乃澳。 5 和

hrt 基因分别标记了 4 种样品
,

对 bar
、

脚 基因各

标记了 1种样品 ; 各组基因的标记反应均同时设阴

性
、

空 白对照
。

分别取 10 汕标记产物进行电泳检测
,

结果显

示
,

各基因对应的转基因样品均有特异的标记扩增

产物
,

各组阴性
、

空白对照均无扩增产物 (图 1 )
。

2
.

2 D i g
一

E ll SA 检测

分别取各标记产物 1汕
,

进行上述 5 种基因的

iD g
一

E I J S A 检测试验
。

检测结果
,

所有转基 因样品

均呈典型的阳性反应
,

反应孔呈绿色或墨绿色
,

而

图 2 5种基因的 iD -g E LIs A检测试验结果

isF
.

2 肠公 E IJ sA de ect iot
n

er sul st of het 5 ge esn
:

户5S
; n

: 乃叨` ; IH
:

htP
; W

:

bar an d脚
1一 6

: G M 0
s

水稻样品 ;

B
: G M 0 s

水稻样品 ( bar 基因 ) ;

G :

MG Os 水稻样品 (酬 基因 )
;

N
:

阴性对照 ; C
:
空白对照

2
·

3 iD -g CP R
一

E ISJ A 检测敏感性试验

2
.

3
.

1 倍比稀释标记产物检测试验 取 sH 品种的

转基因水稻样品
,

分别对 p 35 s
、

乃刃占 基因进行检

测敏感性试验
。

将标记产物做 10 倍倍比稀释
,

取

原液 ( 100 ) 5 拼L
,

10
一 ’ 、

10
一 2 、

10
一 3 、

10
一 4 、

10
一 ,

稀释样品各 10 拜L 进行 D咭
一

E ll SA 检测
,

同时设阴
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性模板对照和空 白对照 ( ro 沙 ); 同时做 3 组平行

试验 ; 最终检测结果
,

以空白对照样品的 A 平均

值做为本底值
,

各样品所对应的 A 均为 3 组试验

的平均值减去本底值 (图 3 )
。

检测结果
,

p 35 s
、

乃叨占 检测敏感 性均 可 达

or
一 ’ ,

2个基因的 10
一 3
稀释样品所对应的反应孔呈

很淡的绿色 ; 取 or 拜L 10
一 `
标记产物进行 电泳检

测
,

结果显示
,

样品未能在凝胶中呈现清晰条带 ;

对比试验表明
,

iD g
一

Eu SA 检测比电泳检测可提高

敏感性达 1 《XX) 倍 (表 2)
。

数值均取其各 自的平均值减去本底值
。

结果表明
,

检测敏感性可达 0
.

1 %
,

对应的反应孔呈现淡绿

色
,

如图 4
,

检测数值见图 5
。

图 4 G M 0 s

含量敏感性检测试验图

iF g
.

4 iD -g 咒-R E I J S A se isn it ve de ect it on 禅
c t团陀

山且七er nt

表 2 倍比稀释标记产物的

CP R
一

E ll S A 及电泳检测结果

T
a b

.

2 CP -R Ell SA an
(
1 el ec 加hon er iss de ect iot

n
er sul st of

沈 d al idl ut ed id g lal 祀 li n g P氏K】uc st

样品 A o CP -R E u SA 电泳

I J 2
.

858 + + + + +

10
一 1 0

.

567 + + 一

玛 5 5 10
一 2

0
.

27 3 + 一

10
“ 3

0
.

工2 + 一

10
一 4 0

.

《X) 2 一 一

l护 2
.

翻6 + + + + +

10
一 1

1
.

79 3 + + + 一

r

n阴 10
一 2 0

.

31 5 + + 一

10
一 3

0
.

以 2 + 一

10
~ 4

0
.

00 1 一 一

l 一 5 : G M 0 s了非

tI ep
n 〕

en tag
e

C M O S = 5 %

of GM O s s

胡 P les

,

2 %
,

l %
,

0
.

1 %
,

0 ;

6 :
空白对照

-

一
困

2 3 4 5 6

样品号

图 5 吸光度值矩形图

isF
.

5 从剐br 即ce
v al u es & 肠咖 g冠m of iF g 4

1 一 5 : G M Os /非 G M OS
= 5 %

,

2 %
,

1%
,

0
.

1%
,

O

nnn P 3 5SSS

... 乃 20 555

样品号

图 3 倍比稀释标记产物检测敏感性试验

iF g
.

3 D i g- E LI SA se ins it ve d e

cet it
o n

er
s u l t s of 尸3 5 5

,

乃诬“ ge ne se ir al id lu edt id -g P找刁u e st

1 :

未稀释产物 ;

2 一 5 : 1 0
一 ’ 、

10
一 ’ 、

10
一 ’ 、

10
一 4

不同比例稀释产物 ;

6 :

阴性对照

2
.

3
.

2 G M O s
含量敏感性检测试验 取 SH 品种转

基因水稻样品适量
,

与非转基因水稻样品按不同比

例相混合
,

制成 5 %
,

2 %
,

1%
,

0
.

1 %
,

0 ( G M O/

非 MG o) 样品
,

分别提取核酸后
,

同时进行 枷 基

因 iD g
一

cP R
一

E L` A检测
,

并设空 白对照 ; 每一样品

均同时做 2 组平行 iD g
一

Eu S A 检测
,

以空 白对照样

品的 A . 值平均值做为本底值
,

各样品的最终检测

3 讨论和小结

本研究建立了快速检测植物转基因背景的压 -g

CP R
~

E IL S A 方法
。

iD -g 代R
一

E U` A 技术包括代R 及对 代R产物的

杂交检测
,

并通过引人酶促显色系统结合了 E U IS A

技术的特点
,

特异性和敏感性均比常规 CP R 结合

电泳检测有明显提高 ; 检测结果可数值化表达
,

能

实现半定量检测 ; 国际上已认可应用 CP R 技术进

行转基因定性检测
,

但强调需应用酶切
、

杂交或测

序等方法对 咒R 产物做进一步确证 l[]
,

iD -g cP -R

E U S[ A 检测包含核酸杂交
,

但不需分离纯化 代R 产

物
,

操作简化
,

且所需的全套试剂及生物素包被的

酶标板均已商品化
,

检测技术更易实现标准化
。

以

上特点使 iD -g CP R
一

Eu S A 应用于转基因检测比定性

代R 法更能满足国际需求
。

本研究进行比较检测试验
,

结果表明
,

iD -g

CP R
一

EL IS A 检测 比常规电泳检测 可提高敏感性达

l X( X〕倍 ;根据本研究小组进行的检测试验
,

在样品

制备条件完全一致的前提下
,

iD g
一

cP R
一

EU` A 可检

测含量达 0
.

1% 的转基因样品
,

而常规 CP R 的检

测极限为 l % 一 2 %
。

为验证 iD -g CP R 引物及反应条



第 2期 陈 茹等
:

应用地高辛标记的 PC R
,

E I J SA 技术快速检测转基因水稻

件的特异性
,

本研究在同样条件下对上述 4 种基因

均进行常规 CP R 检测
,

并对 CP R 产物进行序列分

析
,

结果表明
,

所测得的序列与 eG ne l〕 a l永 中各基

因的相应序列相吻合
C ,

说明本研究所采用 的 iD g
-

CP R 条件特异可靠
。

iD g
一

E H sA 非常敏感
,

必须严格控制检测条件
,

否则易出现假阳性
。

本研究通过以下方法提高检测

特异性
: ①探针设计尽可能采用高 G C 比序列

,

并

将杂交温度设置在 55 ℃高温 (试剂盒要求设置的

温度为 37 ~ 55 ℃ ) ; ②洗涤步骤
,

每轮均洗 6 次
,

每次均振荡浸泡 2 一 3 m in
,

第 1
、

2 轮洗涤
,

分别

采用 55 ℃
、

37 ℃预温洗涤液
。

检测结果
,

阴性样

品的 A 均与空 白对照非常接近
,

而与阳性样品有

明显差异
,

说明非特异性杂交造成的本底干扰基本

去除
:

本研究针对的 4 种转基因具有普遍意义
。

主要

的转基因水稻品种及绝大多数商品化的转基因植物

中
,

含有 3 55 启动子和 N o s 终止子夙 ;sl 如t 做为

选择标记在禾谷类作物中最常使用
,

来源于吸水链

霉菌的 bar 基因是最有价值的选择标记
,

而 酬 做

为报告基因在水稻等作物的遗传转化中亦被广泛采

用图
。

因此
,

本研究所建立的检测方法在 MG os 检

测方面有较广泛的应用前景
。
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