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转基因大豆 Roundup Ready 调控元件在食品加工
过程中降解变化的研究
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摘　要 :35S 启动子可能会通过基因的水平转移插入到某一致癌基因上游 ,活化并导致癌症的发

生。为了解转基因植物中调控元件的安全性问题 , 以转基因大豆 Roundup Ready 为实验材料 ,针对

Roundup ready 转基因大豆中 CaMV35 S 启动子及 NOS 终止子的序列 ,设计了不同长度片段的引物 ,

通过对 CaMV35 S 启动子和 NOS 终止子的 PCR 扩增 ,研究了豆腐、豆奶、豆粉 3 种大豆加工食品中

磨浆、煮浆、调配、均质、杀菌、喷雾干燥等关键工艺对 Roundup Ready 大豆中调控元件的影响。结果

表明调控原件在食品加工过程中的降解变化与其所处位置有较大关系。扩增长度相近的 2 个片

段 ,包含大豆基因组 DNA 序列的片段受加工过程的影响较小 ,在 3 种豆制品的所有加工过程中均

能检测到。而只包含 CaMV35 S 启动子序列的片段仅能在原料中检测到 ,原料经过磨浆后 ,片段大

小降至 200 bp 以下。NOS 终止子受食品加工工艺的破坏和影响较小 ,在被检测食品的每一个加工

过程中都能够检测到 NOS 终止子片段。
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　　至今 ,转基因植物所采用的启动子主要为来源

于花椰菜花叶病毒的 CaMV35 S 启动子。广泛应用

的终止子有 3 种 ,分别为来源于根瘤农杆菌的

NOS 、ocs 和花椰菜花叶病毒的 CaMV 终止子。由于

启动子和终止子在植物基因工程中的广泛应用 ,在

谈及转基因植物以及转基因食品安全性时 ,人们自

然也会关心这些启动元件即启动子和终止子是否存

在潜在风险。

Cummins
[2 ]和 Tepfer

[3 ] 等人经过长期实验研究 ,

列举出了 35S 启动子的潜在风险 ,如重新活化病毒、

增强该病毒的合成 ;当转基因植物被动物或者人类

食用后 ,35S 启动子可能会通过基因的水平转移插

入到某一致癌基因上游 ,活化并导致癌症的发生等。
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虽然无数实验证明 Cummins 理论的前提即 35S 启动

子中存在重组热点并不成立 ,但是转基因植物中这

些启动元件的安全性问题已经受到人们越来越广泛

的关注。

CaMV35 S 启动子以及 NOS 终止子相对于内源

基因以及外源目的基因来说基因片段较小 ,在高温、

高压、酸碱处理、酶解、发酵等物理、化学及生物变化

影响下 ,会随着基因组 DNA 的降解而降解。

图 1 　转基因大豆 Roundup Ready 的 DNA 成分

Roundup Ready 转基因大豆 DNA 成分如图 1 所

示[4 ] ,其启动子和终止子分别为 CaMV35 S 和 NOS 。

本文通过分析豆腐、豆奶、豆粉 3 种大豆加工食品中

磨浆、煮浆、调配、均质、杀菌、喷雾干燥等关键工艺

对 Roundup Ready 大豆启动元件的影响 ,研究启动子

35 S 和终止子 NOS 在不同加工过程中降解程度的

变化规律 ,不仅为转基因食品的安全性提供理论基

础和科学依据 ,同时由于有利于检测方法的标准化 ,

可为更多的食品及农产品深加工产品的市场标识提

供技术保障。

1 　材料与方法

111 　材料

11111 　试样 　转基因大豆试样为江苏连云港出入

境检验检疫局提供 ;非转基因大豆购自国内市场 ;豆

腐、豆奶、豆粉等样品在中国农业大学食品学院实验

室自制完成。

11112 　启动子 CaMV35 S 、终止子 NOS 基因扩增引

物 　CaMV35 S 启动子采用扩增不同片段大小的 2

组嵌套式引物 , NOS 终止子采用 1 组嵌套式引物。

各引物位置如图 2 所示 ,其序列见表 1。所有引物

均由博亚生物技术公司合成。

图 2 　所采用引物在 Roundup Ready 大豆 DNA 中的位置

11113 　试剂 　Wizard Genomic DNA purification 试剂

盒购自美国 Promega 公司 ; Taq 酶、dNTPs、PCR 缓冲

液、溴化乙锭、分子量 Marker (100 bp～600 bp) 均购

自道普生物技术公司。

11114 　主要仪器与设备 　固体粉碎机、涡旋震荡

器、电子天平、恒温箱、低温冷冻高速离心机、微量移

液器、PCR 扩增仪 ( Gene AMP PCR System 9700) 、电

泳仪、凝胶成像仪、打浆机、喷雾干燥机、均质机和高

压灭菌锅。

表 1 　扩增引物序列及产物大小

基因名称 引物序列
扩增片段

大小 (bp)

引物

出处
CaMV35S 35 S1 : 5’gattccattgcccagctatctg3’ 273 [5 ]
启动子 35 S1’: 5’tagaggaagggtcttgcgaagg3’

35 S2 : 5’tcatcccttacgtcagtggag3’ 165 [6 ]
35 S2’: 5’ccatcattgcgataaaggaaa3’
35 S3 : 5’tgcgataaaggaaaggctatcg3’ 246 [7 ]
35 S3’: 5’agactggtgatttcagcgtgtc3’
35 S4 : 5’attgatgtgatatctccactgacgt3’ 101 [8 ]
35 S4’: 5’cctctccaaatgaaatgaacgtcct3’

NOS NOS1 : 5’gaatcctgttgccggtcttg3’ 217 [5 ]
终止子 NOS1’: 5’cgaattcccgatctagtaat3’

NOS2 : 5’gaatcctgttgccggtcttg3’ 125 [9 ]
NOS2’:5’cgctatattttgttttctatcgcgt3’

1. 2 　方法

11211 　试样的加工制备 　采用含 215 % (质量百分

比)转基因大豆的大豆样品为原料 ,分别按照豆腐、

豆奶和豆粉的加工工艺加工样品 ,并收集关键工艺

中的样品以进行启动子 CaMV35 S 和终止子 NOS 基

因不同长度片段的扩增。

豆腐 :精选大豆 3 →浸泡 (24 h) →磨浆 3 →煮

浆 3 (100 ℃,15 min) →点浆 3 (加入 CaSO4 ) →凝固

→豆腐 3

豆奶 :精选大豆 3 →浸泡 (24 h) →磨浆 3 →煮

浆 3 (100 ℃,15 min) →调配 3 (加入 8 %蔗糖以及

015 %黄原胶) →均质 3 →杀菌 3 (121 ℃,30 min) →

豆奶 3

豆粉 :精选大豆 3 →浸泡 (24 h) →磨浆 3 →煮

浆 3 (100 ℃, 15 min) →喷雾干燥 3 (进口温度为

160 ℃,出口温度为 80 ℃) →豆粉 3

( 3 为关键工艺 ,进行试样收集。)

11212 　DNA 的提取 　收集关键工艺中的各试样以

提取 DNA。固体样品使用粉碎机制成粉状 ,称取 40

mg ;液态样品吸取 400 μl ,所有样品均采用 Wizard

Genomic DNA purification 试剂盒进行DNA 提取 ,方法

按照 Promega 公司提供的说明书进行。

11213 　PCR 扩增 　各组引物 PCR 反应体系均采用

50 μl 反应体系 , 10 ×PCR 缓冲液 5 μl , dNTPs (10

μmol) 1 μl ,引物 (10 μmol) 2 μl ,模板 DNA 5 μl (约

150 ng) ,Taq 酶 1 U ,加 ddH2O 补足至 50 μl。

PCR 扩增条件为 :94 ℃预变性 5 min ;94 ℃变性

30 s ;55 ℃退火 30 s ;72 ℃延伸 45 s ;40 个循环 ;72 ℃

后延伸 7 min。

11214 　PCR 产物检测 　PCR 扩增产物在 2 %的琼脂

糖凝胶上 90V 电泳 40 min ,凝胶成像仪观察结果。
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2 　结果与分析

211 　豆腐加工过程中启动子 CaMV35 S 和终止子

NOS 的降解变化

采用两对嵌套式引物 35S1Π35 S1′和 35 S2Π35 S2′

及引物 35 S3Π35 S3′和 35 S4Π35 S4′对豆腐加工过程中

的不同试样进行扩增 ,其扩增结果表明 , 在豆腐加

工过程中 ,所有中间过程的样品及终产品中均能检

测到引物 35 S1Π35 S1′、35 S2Π35 S2′和 35 S4Π35 S4′对

CaMV35 S 启动子的扩增 (图 3 A ,B ,D) , CaMV35 S 启

动子基因的 DNA 并没有因磨浆、煮浆、点浆等一系

列加工工艺的作用而发生严重降解 (图 3 A ,B) ;而

引物 35 S3Π35S3′的扩增产物 246 bp 的片段条带仅能

在原料中检测到 ,经过磨浆工艺后 ,DNA 即降解至

200 bp 以下 (图 3C) 。对于终止子 NOS 基因的扩增

结果表明 ,引物 NOS1ΠNOS1′及引物 NOS2ΠNOS2′的扩

增产物 217 bp 及 165 bp 的片段在各个工艺过程中

均能检测到。可见 ,在豆腐加工过程中 NOS 基因降

解程度变化很小 (图 4 A ,B) 。

M. 分子量标记 ; 1. 原料 ; 2. 磨浆 ; 3. 煮浆 ; 4. 点浆 ; 5. 豆腐 ; 6. 空白对照

A. 273 bp 片段 ; B . 101 bp 片段 ; C. 246 bp 片段 ; D. 165 bp 片段

图 3 　豆腐关键加工工艺试样中启动子 CaMV35 S 的 PCR 扩增

M. 分子量标记 ; 1. 原料 ; 2. 磨浆 ; 3. 煮浆 ; 4. 点浆 ; 5. 豆腐 ; 6. 空白对照

A. 217 bp 片段 ; B. 125 bp 片段

图 4 　豆腐关键加工工艺试样中终止子 NOS 的 PCR 扩增

212 　豆粉加工过程中启动子 CaMV35 S 和终止子

NOS 的降解变化

豆粉的加工工艺相对比较简单 ,其中 ,喷雾干燥

是关键工艺。各对引物对 CaMV35 S 启动子及 NOS

终止子的扩增结果表明 ,豆粉加工过程中 CaMV35 S

启动子的降解变化规律与豆腐加工过程中的基本相

同 ,引物 35 S3Π35 S3′的扩增片段同样受到磨浆这一

加工过程的影响 (图 5A ,B ,C ,D) 。各加工工艺对

NOS 终止子的降解破坏影响较小 ,引物 NOS1ΠNOS1′

所扩增的 217 bp 在各个工艺过程中都能得到良好

扩增 (图 6A ,B) 。

213 　豆奶加工过程中启动子 CaMV35 S 和终止子

NOS 的降解变化

豆奶的加工过程较豆腐、豆粉复杂 ,主要有磨

浆、加热、调配、均质和杀菌等一系列工艺。其中 ,磨

浆和加热过程与豆腐的加工过程一致。对加工过程
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M. 分子量标记 ; 1. 原料 ; 2. 磨浆 ; 3. 煮浆 ; 4. 喷雾干燥 (豆粉) ; 5. 空白对照

A. 273 bp 片段 ; B. 101 bp 片段 ; C. 246 bp 片段 ; D. 165 bp 片段

图 5 　豆粉关键加工工艺试样中启动子 CaMV35 S 的 PCR 扩增

M. 分子量标记 ; 1. 原料 ; 2. 磨浆 ; 3. 煮浆 ; 4. 喷雾干燥 (豆粉) ; 5. 空白对照

A. 217 bp 片段 ; B. 125 bp 片段

图 6 　豆粉关键加工工艺试样中终止子 NOS 的 PCR 扩增

M. 分子量标记 ; 1. 原料 ; 2. 磨浆 ; 3. 煮浆 ; 4. 调配 ; 5. 均质 ; 6. 杀菌 (豆奶) ; 7. 空白对照

A. 273 bp 片段 ; B. 101 bp 片段 ; C. 246 bp 片段 ; D. 165 bp 片段

图 7 　豆奶关键加工工艺试样中启动子 CaMV35 S 的 PCR 扩增
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M. 分子量标记 ; 1. 原料 ; 2. 磨浆 ; 3. 煮浆 ; 4. 调配 ; 5. 均质 ; 6. 杀菌 (豆奶) ; 7. 空白对照

A. 217 bp 片段 ; B. 125 bp 片段

图 8 　豆奶关键加工工艺样品中终止子 NOS 的 PCR 扩增

及终产品的检测结果表明 ,其 CaMV35 S 启动子和

NOS 终止子的降解变化规律与豆腐、豆粉的一致 (图

7A ,B ,C ,D ;图 8A ,B) 。

3 　结论与讨论

以转基因生物为直接原料的食品与以非转基因

生物为原料的食品一样 ,在加工过程中都要经过若

干加工工序 ,理化性质发生很大的变化 ,加工中出现

的某些物理、化学变化或者酶因子都会影响 DNA 的

降解变化[10 ] ,且这些影响因素也常常由于不同的食

品种类以及同种原料的不同加工工艺而差异很大。

例如 ,高温、高压、酸碱处理、酶解、发酵等物理、化

学、生物反应都会引起食品中 DNA 不同程度的降

解 ,因此 ,转基因食品原料中所插入的启动元件也会

随着基因组 DNA 的降解而受到破坏。

根据所报道的基因序列 ,针对 CaMV35 S 启动

子在 Roundup Ready 大豆基因组 DNA 上的位置 ,设

计了 2 组嵌套式引物 ,引物 35 S1Π35 S1′、35 S2Π35 S2′和

35 S4Π35 S4′的扩增片段基本不受加工工艺的影响 ,在

各个加工过程的试样中都可以扩增出 ,但 35 S3Π

35 S3′的扩增片段受加工工艺的影响较大。分析其

原因可能与各引物在大豆基因组中的位置有关 ,引

物 35 S3Π35 S3′的上、下游引物序列均位于 CaMV35 S

启动子中 ,而其它 3 对引物的上游引物序列位于

CaMV35 S 启动子中 ,下游引物序列位于大豆基因组

DNA 中。在食品的加工过程中 ,外源基因的稳定性

相对较差 ,更容易受到破坏和降解 ,因此 ,位于启动

子中的序列也更易受到影响和破坏 ,在磨浆后即检

测不到。所选用的扩增 NOS 终止子的引物其下游

引物序列也位于大豆基因组 DNA 中 ,因此也相对较

稳定 ,在豆腐、豆奶、豆粉等粗加工食品的加工过程

中均未发生降解变化。

目前 , 在进行转基因检测时 , 通常首先对

CaMV35 S 启动子和 NOS 终止子进行检测 ,以确定一

种产品是否经过基因修饰 ,因此 ,在选择引物时 ,应

首选扩增序列较稳定的引物 ,否则将会出现假阴性

结果。此外 ,在对转基因食品的安全性进行评价时 ,

不仅要考虑食品加工过程对基因组 DNA 以及外源

插入基因的影响 ,还应了解这些启动元件在不同加

工工艺中的变化、降解情况 ,这样才能为转基因食品

的安全性评价提供更全面 ,更有效的科学依据。
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