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实验技术与方法
转基因鲑鱼 =QV=‘bHLPHMN品系特异性实时荧光聚合酶链式

反应检测方法的建立

刘二龙’!卢丽+!吕英姿’!蒋湘’!李立霞’!李嘉琪’!杜雅萍’!郑高彬’
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摘)要!目的)实现转基因鲑鱼 =QV=‘bHLPHMN的标识管理!建立其品系特异性实时荧光聚合酶链式反应"1!2#检测

方法$ 方法)针对转基因鲑鱼的品系特异性序列设计引物和R/A%HL 探针!建立转基因鲑鱼实时荧光1!2检测方法!

并对该方法的特异性%灵敏度和重复性进行检测$ 结果)建立的转基因鲑鱼实时荧光 1!2方法特异性强!在 ?** ***

j?* 拷贝范围内呈良好的线性关系!其线性回归方程为 Dvg7@+’(8Bw8*@6*&!@+ v*@((:!检测限为?* 拷贝!检测重

复性良好$ 结论)建立的品系特异性实时荧光 1!2方法可应用于转基因鲑鱼 =QV=‘bHLPHMN的鉴定$
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1_IGN_0HL‘ R/A%HL [_ẐNKN_N‘N0IMLN‘ ^H0N‘ ZL PENNbNLP$0[NCIDIC0NQVNLCNZD=QV=‘bHLPHMN0HJGZLB"EN0[NCIDICIP]"

0NL0IPIbIP]HL‘ _N[NHPĤIJIP]ZDPEN‘NbNJZ[N‘ GNPEZ‘ KN_NNYHGILN‘" _N0[NCPIbNJ]BD%;<>’;)"EN0[NCIDICIP]PN0PZDPEI0

GNPEZ‘ 0EZKN‘ IPKH00[NCIDICPZ=QV=‘bHLPHMN0HJGZLB"EN?** ***$?* CZ[IN0_HLMN0EZKN‘ HMZZ‘ JILNH__NJHPIZL0EI[

KIPE (4bHJVN0" HL‘ IP0JILNH__NM_N00IZL NQVHPIZL KH0Dvg7@+’(8Bw8*@6*& #@+ v*@((:$B"ENJIGIPZDQVHLPIDICHPIZL

#/3d$ KH0?* CZ[IN0HL‘ PEN_N[NHPĤIJIP]KH0MZZ‘B1.&)><;(.&)"EI0NbNLP$0[NCIDIC_NHJ$PIGN1!2GNPEZ‘ KH00VIPĤJN

DZ_PENI‘NLPIDICHPIZL ZDMNLNPICHJJ]GZ‘IDIN‘ =QV=‘bHLPHMN0HJGZLB

E%7 0.,:;% "_HL0MNLIC0HJGZL& =QV=‘bHLPHMN& _NHJ$PIGN[ZJ]GN_H0NCEHIL _NHCPIZL& NbNLP$0[NCIDIC& ‘NPNCPIZL

)) +*’& 年 ’’ 月 ’? 日美国食品药品管理局
#F9=$ 发 布 公 告 确 定 水 优 鲑 鱼 # 商 品 名
=QV=‘bHLPHMN0HJGZL"==-$与非转基因鲑鱼一样安
全"这标志着转基因鲑鱼获得美国权威机构的最终
批准"依法可以商业销售及食用 )’$7* (

转基因鲑鱼 ==- 由加拿大水丰 #=QVH.ZVLP]$
公司研发"自 ’((& 年水丰公司致函美国 F9=申请
调查开始"到获得批准所花时间约二十年 )+* (

==- 经由将构建的美洲绵鳚抗冻蛋白基因
&+端启动子调控序列$大鳞大马哈鱼 #王鲑 $的生
长激素蛋白编码区 #Z[=F1$T5C+ $显微注射到野
生鲑鱼鱼卵研发而成"所使用的转基因片段来自
大鳞大马哈鱼 #王鲑 $的生长激素蛋白编码区和
美洲绵鳚抗冻蛋白基因启动子调控序列( 转入
重组生长激素基因的鲑鱼可在寒冷环境下仍然
保持生长"使转基因鲑鱼达到上市规格的生长周
期由7 年缩短至 ’6 个月"大大降低了鲑鱼的养殖
成本 ) 8$? * (

转基因鲑鱼直接食用的安全性是人们关注的
焦点"另外其生态安全性也值得重视%转基因鲑鱼
可能与自然环境中的其他鱼种发生有性交配"导致
转基因漂移到自然鱼中"影响物种遗传多样性"或
产生其他的未知风险( 目前对转基因产品多数国
家均采用相应的标识管理制度 ):$6* "标识管理制度
的建立和实施依赖于有效’准确的检测鉴定技术(
品系特异性 #转化事件特异性 $聚合酶链式反应
#NbNLP$0[NCIDIC1!2$检测的目标序列是外源插入序
列与 目 的 基 因 组 间 连 接 区" 相 较 于 筛 选 1!2
#0C_NNLILM1!2$’基因特异性 1!2#MNLN$0[NCIDIC
1!2$和构建特异性 1!2#CZL0P_VCP$0[NCIDIC1!2$具
有更高的特异性"能用于鉴定转基因具体品系 #甚
至是同一质粒转化的不同品系$"是目前转基因产
品品系检测鉴定最重要的方法 )(* ( 本试验针对
==- 插入的美洲绵鳚抗冻蛋白基因启动子区域与
鲑鱼基因组 9S=的 &+端连接区序列"建立特异性
强’灵敏度高和稳定性良好的实时荧光定量 1!2检
测方法"满足监管部门对其转基因鲑鱼 ==- 正确标
识的需求(

’)材料与方法
’@’)材料
’@’@’)样品

大西洋鲑鱼’赤鮸鱼’带鱼’金线鱼’龙虾’鲈
鱼’乌鲳鱼’鲳鱼’帝王蟹’青口贝和白虾由本实验
室收集储备(
’@’@+)主要仪器与试剂

=.;:&** 和 =.;:&**F=-"实时荧光定量 1!2
仪#美国应用生物系统$’LHLZ‘_Z[+***C微量分光光
度计#美国 "EN_GZ$’研磨机(

RImH_‘!基因组 9S=纯化试剂盒 )普洛麦格
#北京$生物技术有限公司*&1_IGNY,YR/A#+ s$
DZ_Q1!2#大连宝生物工程有限公司$&质粒 9S=提
取试剂盒#北京天根生化科技有限公司$&引物和探
针由上海闪晶分子生物科技有限公司合成"稀释成
浓度为 ’* !GZJ>/的工作液使用(
’@+)方法
’@+@’)9S=提取

称取研磨后的 ’** GM鱼肉样品"使用 RImH_‘!
基因组 9S=纯化试剂盒提取 9S="每次 9S=提取
均设置提取空白对照"微量分光光度计测定浓度(
’@+@+)质粒构建

转基因鲑鱼内源生长激素 #M_ZKPE EZ_GZLN"
T5$和 ==- 品系特异性双基因阳性质粒)将 T5基
因的 ’?* ^[ 片段#如图 ’$和 ==- 的 &+品系特异性
边界序列的 ’&* ^[ 片段#如图 +$构建到 =G[2抗
性的 1U!&: 载体上"构建得到的质粒转入受体菌
95&H后 g:* h保存( 以下称 =F1$=QV 质粒*为本
实验室构建(
’@+@7)实时荧光 1!2检测方法的建立与优化

根据转入的美洲绵鳚抗冻蛋白基因启动子区
域与鲑鱼基因组 &+端边界序列#位置如图 7 中 =处
所示$"应用 1_IGN_&@* 软件设计引物和探针#扩增
的序列片段见图 +$( 将设计的引物’探针经美国国
家生物技术信息中心#S!.;$网站上使用 ./=-"数
据库比对确定引物和探针的理论特异性&鲑鱼内源基
因采用于鱼类生长激素#扩增的序列片段见图 ’$"用
于鲑鱼来源样品 9S=的检测及转基因成分的相对
定量( 具体引物探针信息见表 ’(
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注%阴影部分依次为上游引物 T5$F"探针 T5$1"下游引物 T5$2

图 ’)T5部分扩增序列
FIMV_N’)1Z_PIZL 0NQVNLCNDZ_HG[J]T5

注%下划线部分为鲑鱼基因组序列&阴影部分依次为上游引物 =QV$F"探针 =QV$1"下游引物 =QV$2

图 +)==- 的 &+端部分边界序列
FIMV_N+)1Z_PIZL &+ DJHLaILM0NQVNLCNZD==-

表 ’)实时荧光 1!2的引物’探针
"ĤJN’)-NQVNLCNZD[_IGN_[HI_>[_ẐNV0N‘ IL PEI00PV‘]

检测目标 引物>探针 序列#&+$7+ $ 扩增产物长度 >̂[ 来源

转基因鲑鱼品系
特异性序列

T5基因

=QV$F !=!T""T"=!"T!"T="=
=QV$2 T"TT"""=T""!"!="=!="! (6 本研究
=QV$1 F=%$!!"!=!T""T"=!"=!"T="=!!=!=$.5d’
T5$F !=!=TTTT=T!!=TT="T
T5$2 !=TT""!"TT"=T"=T""!!!T"=T 6? )’**
T5$1 e;!$"T=T!!"TT="T=!=="T=!"!"!=T$.5d’

))1!2反应体系为 +* !J"其中 1_NGIY,YR/A"%
’* !J"23#2NDN_NLCN9]N;;*@+ !J"9S=模板 + !J"
’* !GZJ>/的 =QV$F’=QV$2和探针 =QV$1按 =’.
和 !三组配比添加"‘‘5+3补足体积( 反应程序为
(& h预变性 7* 0&(& h变性 & 0’&6 或 ?* h退火延
伸 78 0"8* 个循环"于 &6 或 ?* h退火延伸时收集荧
光信号( =组 =QV$F’=QV$2和探针 =QV$1体积分
别配比分别为 *@&’ *@&’ ’ !J".组为 *@8’ *@8’
*@6 !J"!组为 *@+’*@+’*@8 !J"即 =组上游引物’
下游引物和探针的终浓度分别为 +&*’ +&* 和
&** LGZJ>/".组为 +**’+** 和 8** LGZJ>/"!组为
’**’’** 和 +** LGZJ>/( 适宜的引物和探针浓度组
合根据循环阈值#(4值$’荧光强度和扩增曲线综合
判定(

注%=为本试验引物探针设计的 &+端边界序列区域

图 7)=F1$T5C+ 结构图
FIMV_N7)-CENGHPIC_N[_N0NLPHPIZL ZDZ[=F1$T5C+

’@+@8)实时荧光 1!2法特异性测试
采用大西洋鲑鱼’赤鮸鱼’带鱼’金线鱼’龙虾’

鲈鱼’乌鲳鱼’鲳鱼’帝王蟹’青口贝和白虾的 9S=
为模板"阳性样品为转基因鲑鱼 =F1$=QV 质粒"阴
性对照为大豆 9S=( 对建立的实时荧光 1!2检测
方法进行特异性测试(

’@+@&)重复性测试及标准曲线建立
将分别将提取的 =F1$=QV 质粒 9S=溶液稀释

至 7** ***’7* ***’’& ***’7 ***’’ &**’7**’’&*’
7*’’& 拷贝>!J"加入 + !J作为模板"进行实时荧光
1!2检测"每份样品 7 个平行"根据其 (4值的计算
标准偏差#FW$和相对标准偏差#@FW$"并选择线性
范围建立标准曲线(
’@+@?)灵敏度测试

将转基因鲑鱼 =F1$=QV 质粒 9S=用 ‘‘5+3稀
释至 7**’’&* 和 7* 拷贝>!J分别进行扩增"测定本
方法的定量下限#JIGIPZDQVHLPIDICHPIZL"/3d$"每个
浓度 +* 个重复( 统计 (4值分析得出 /3d(

+)结果与分析
+@’)实时荧光 1!2检测方法的建立与优化

退火温度分别为 ?* 和 &6 h时"=’.’!组的引物
和探针终浓度配比结果如图 8’& 所示"=’.’!组引物
与探针均得到良好的扩增曲线"结合扩增曲线’(4值
及经济性"拟选择 .组作为体系反应的浓度( .组引
物探针在 &6 和 ?* h检测的 (4值相差不明显"结合
检测方法的通用性"选择退火温度为 ?* h(

最后确定的 +* !J反应体系如下%1_NGIY,Y
R/A"% ’* !J" 23# 2NDN_NLCN 9]N ;;*@+ !J"
’* !GZJ>/=QV$F和 =QV$2各 *@8 !J"探针 =QV$1
*@6 !J"9S=模板 + !J和 ‘‘5+3?@+ !J&反应程序
为 (& h预变性 7* 0&(& h变性 & 0’?* h退火延伸
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注%从左到右分别为 =’.’!组扩增曲线

图 8)退火温度为 ?* h时 =’.’!组引物探针扩增图
FIMV_N8)=G[JIDICHPIZL [JZP0ZD=’.HL‘ ![_IGN[HI_>

[_ẐNM_ZV[ HLLNHJILMHP?* h

注%从左到右分别为 =组’.组和 !组扩增曲线

图 &)退火温度为 &6 h时 =’.’!组引物探针扩增图
FIMV_N&)=G[JIDICHPIZL [JZP0ZD=’.HL‘ ![_IGN[HI_>

[_ẐNM_ZV[ HLLNHJILMHP&6 h

78 0"8* 个循环"于 ?* h收集荧光信号(
+@+)实时荧光 1!2方法特异性测试

以大西洋鲑鱼等 ’+ 种非转基因鲑鱼样品的
9S=和转基因鲑鱼阳性质粒 =F1$=QV 质粒的 9S=
为模板"采用 ==- 的品系特异引物和探针 =QV$F>
2>1进行实时荧光 1!2扩增"如图 ? 所示"只有转
基因鲑鱼 =F1$=QV 质粒的 9S=成功扩增"其他
9S=样品均无典型的实时荧光扩增曲线( 上述结
果表明 ==- 的品系特异性引物和探针的特异性
良好(
+@7)重复性测试及标准曲线建立

将提取 =F1$=QV 质粒 9S=稀释至 7** ***’
7* ***’’& ***’7 ***’’ &**’7**’’&*’7*’’& 拷贝>!J"加
入 + !J9S=作为模板"进行 ==- 实时荧光 1!2检
测"每份样品进行 7 次重复试验"水为空白对照"计
算 (4值的 FW和 @FW"如表 + 所示"扩增曲线如图 :
所示( 由表 + 可知"在模板量为 ?** *** j?* 拷贝
范围内所得的 (4值表明"其 FW介于 *@*7 j*@7&"
@FW介于 *@’+f j’@*’f均在可接受范围内 )’’* "即
?** *** j?* 拷贝范围内可重复性良好( 采用
?** *** j?* 拷贝 6 个浓度梯度所得 (4值建立标准
曲线"其线性回归方程为%Dvg7@+’(8Bw8*@6*&"

注%阳性扩增曲线为 =F1$=QV 质粒分子&阴性信号分别为%

西洋鲑鱼’赤鮸鱼’带鱼’金线鱼’龙虾’鲈鱼’乌鲳鱼’

鲳鱼’帝王蟹’青口贝和白虾’阴性对照

图 ?)转基因鲑鱼实时荧光 1!2检测方法特异性

试验结果
FIMV_N?)-[NCIDICIP]ZDNbNLP$0[NCIDIC_NHJ$PIGN1!2

@+ v*@((: k*@(6"扩增效率为 ’*8f#介于 (*f j
’’*f$"表明其线性相关性良好"扩增效率良好"均
符合欧洲转基因实验室联盟#,ST/$相关要求 )’’* (

表 +)实时荧光 1!2方法的可重复性测试
"ĤJN+)2N[NHPĤIJIP]ZDPEN_NHJ$PIGN1!2GNPEZ‘

9S=模板量#拷
贝数>反应$

(4值
’ + 7

平均
(4值

FW
@FW
>f

?** *** ++@&’ ++@8* ++@7( ++@87 *@*: *@7*
?* *** +&@&6 +&@7? +&@?* +&@&’ *@’7 *@&+
7* *** +?@87 +?@+( +?@7* +?@78 *@*6 *@7*
? *** +6@76 +6@&* +6@8* +6@87 *@*? *@+7
7 *** +(@76 +(@7+ +(@76 +(@7? *@*7 *@’+
?** 7’@:? 7’@(7 7’@:* 7’@6* *@’+ *@76
7** 7+@:* 7+@?? 7+@&: 7+@?8 *@*: *@+*
?* 77@(& 78@?’ 78@’’ 78@++ *@7& ’@*’
7* ! 7:@’* ! ! ! !

注%!表示无此数据

注%阳性信号从左到右分别为 7** ***’7* ***’’& ***’

7 ***’’ &**’7**’’&* 和 7* 拷贝>!J质粒 9S=

图 :)重复性试验扩增曲线
FIMV_N:)=G[JIDICHPIZL [JZP0ZD_N[NHPĤIJIP]PN0PCV_bN0

ZD_NHJ$PIGN1!2GNPEZ‘ DZ_==-

+@8)灵敏度测试
在 +@7 线性范围内采用转基因鲑鱼 =F1$=QV

质粒 9S=的 7*’’&*’7** 拷贝>!J三个梯度分别进
行扩增"模板量 + !J"每个浓度 +* 个重复"检测结果
如表 7 和图 6 所示( 以 ?* 拷贝扩增 +* 次均出现阳
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性扩增"(4值间的 @FWu*@+&f"随着 9S=浓度降
低"FW逐渐变大"为得到稳定的扩增和定量结果"因
此确定本方法的 /3d为 ?* 拷贝质粒 9S=(

表 7)转基因鲑鱼 ==- 品系特异性实时荧光 1!2方法

灵敏度测试
"ĤJN7)-NL0IPIbNPN0P0DZ_PENN0PĤJI0EN‘ _NHJ$PIGN

1!2GNPEZ‘ DZ_==-

目标
模板量#拷贝
数>反应$

阳性结果
>扩增次数

平均
(4值

FW
@FW
>f

==- 品
系特异
性序列

?* +* >+* 78@+8 *@7* *@8’

7** +* >+* 7+@+* *@’7 *@8’

?** +* >+* 7’@*’ *@*( *@+6

注%阳性信号从左到右分别为%阳性对照"?**’7**’?* 拷贝

质粒#每个浓度做 +* 个重复$ &阴性信号为阴性对照

图 6)灵敏度试验结果
FIMV_N6)-NL0IPIbNZD‘NPNCPIZL ZDNbNLP$0[NCIDIC_NHJ$PIGN1!2

7)小结
转基因三文鱼 ==- 是世界上第一个获批可直

接食用的动物来源的转基因食品 )’+* ( 在水丰技术
公司转基因鲑鱼 ==- 等待美国 F9=审批的十几年
中"已有 +* 家 7* 种转基因鱼和转基因动物正在研
究开发之中"其中有几种已经向 F9=申请商业
化 )’* ( 转基因鲑鱼 ==- 的上市"将为后面一大批送
审的其他转基因食用动物提供了示范效应"对人们
的生活将产生深远影响 )’7$’&* ( 目前各国对于转基
因植物产品认定的阈值各不相同 )?"’?* "转基因动物
产品的尚未制定相关阈值( 为保障消费者的知情
权和选择权并为检疫监管部门提供转基因鲑鱼
==- 产品标识的技术支持"建立准确’高通量’快速
的转基因鲑鱼 ==- 检测技术至关重要( 本试验针
对美洲绵鳚抗冻蛋白基因启动子区域与鲑鱼基因
组 &+端邻接区序列建立的转基因鲑鱼 ==- 品系特
异性实时荧光 1!2方法"可实现对 ==- 品系高度
特异’灵敏的检测与鉴定"满足口岸检验检疫部门
的实际需求(
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