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摘 　要 :为给转基因植物监测提供技术支持 ,建立了转基因“华番一号”番茄筛选和特异性的定性、

定量 PCR 检测方法。转基因“华番一号”的筛选 PCR 检测主要以转基因通用元件 CaMV35 S 启动子

和 NOS 终止子为目的基因片段 ,特异性 PCR 检测以转基因外源重组子的 CaMV35 S 启动子和反义

EFE 基因的相邻序列为目的片段 ;实验同时设立番茄的 LAT52 基因为转基因番茄定性、定量 PCR

检测的内对照基因。在所建立的 PCR 检测体系中 ,定性 PCR 筛选和特异性检测的检测极限为 68

个拷贝 ,实时定量 PCR 方法的检测极限为 3 个拷贝 ;筛选定量 PCR 检测的定量极限为 3 个拷贝 ,特

异性定量 PCR 检测的定量极限为 25 个拷贝。最后通过对 2 个已知含量的转基因番茄“华番一号”

混合试样的检测 ,证明了该体系可以有效地用于转基因番茄“华番一号”的筛选和特异性的定性、

定量 PCR 检测。
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Abstract : Genetically modified ( GM) tomatoes have been approved for commercialization in many countries

since the first GM tomato FLAVR AVAR was permitted for planting in 1994. In China , GM tomato BIOSCIEN

with a character of long shelf2life was the first GM plant approved for commercialization in 1996. To meet the

requirement of GM tomatoes labeling policy that has been actualized in China since 2001 , the screening and

construct specific PCR detection for detecting the universal elements transformed into tomato , such as Cauli2
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flower mosaic virus 35 S ( CaMV35 S) promoter and the nopaline synthase ( NOS) terminator of Agrobacterium

tumef aciens , and the specific inserted heterologous DNA sequence between CaMV35 s promoter and anti2sense

ethylene2forming enzyme ( EFE) gene were set up , respectively. To make the detection methods normative , a

novel single copy tomato gene LAT52 was also used as an endogenous reference gene in the PCR detection sys2
tems. The limit of detection (LOD) of screening and construct specific detection for BIOSCIEN was 68 haploid

genome copies in conventional qualitative PCR detection , and 3 copies in TaqMan real2time PCR detection.

The limit of quantification (LOQ) of screening quantitative PCR assay for BIOSCIEN was 3 copies and 25 cop2
ies for construct specific quantitative PCR. Two samples with known BIOSCIEN tomato contents were detected

using the established conventional and real2time PCR systems , and the results indicated that the established

BIOSCIEN screening and construct specific PCR detection systems were reliable , sensitive , and accurate.

Key Words : Plants , Transgenic ; BIOSCIEN tomato ; Polymerase Chain Reaction ; Genetic Screening

　　虽然转基因植物已在全球许多国家和地区广泛

种植 ,但是由于其安全性的问题和消费者的要求 ,已

有 30 多个国家开始实施转基因植物及其产品的标

签制度。然而 ,各国之间的转基因标签制度不尽相

同 ,例如 ,美国和加拿大实施自愿性的转基因标签制

度 ;欧盟等国实施强制性的转基因标签制度 ,欧盟规

定的 转 基 因 标 签 的 阈 值 为 019 %
[3 ]

, 韩 国 为

310 %
[4 ]

,日本为 510 %
[5 ]

;在我国规定了 5 大类 17

种转基因植物及其产品必须标示 ,例如 ,番茄、番茄

酱、大豆、大豆油、玉米和棉籽等[6 ] 。

为了转基因标签制度的顺利实施 ,定性、定量

PCR 方法已成为最主要的转基因植物及其加工产品

的筛选和特异性检测方法。目前 ,已经建立了转基

因大豆 ( GTS 402322) 和转基因玉米 (Bt11、Event176、

Mon810、T25 和 GA21) 的筛选和特异性定性、定量

PCR 检测方法[7～12 ]
,但是关于转基因番茄的筛选和

特异性检测的报道还很少。针对我国转基因标签制

度对于转基因番茄检测的要求 ,首先通过分子克隆、

测序分析了转基因“华番一号”番茄的外源插入重组

子的序列 ,然后以外源重组子的 CaMV35 S 启动子

和反义 EFE 基因的相邻序列为目的序列 ,建立了转

基因“华番一号”番茄的特异性定性、定量 PCR 检测

系统 ,同时以 CaMV35 S 启动子和 NOS 终止子序列

为目的序列建立了转基因“华番一号”番茄的筛选

PCR 检测系统。

1 　材料与方法

111 　材料 　转基因“华番一号”番茄由华中农业大

学提供。非转基因番茄由上海农业科学院园艺所提

供。灵敏度检测所用标准试样是将经鉴定为转基因

的“华番一号”番茄与非转基因番茄混合 ,由本实验

室制成。

植物基因组 DNA 抽提试剂盒购自上海瑞丰农

业科技公司 ,定性 PCR 用 Taq DNA 聚合酶及其缓冲

液购自 Takara , dNTPs 购自上海生工生物工程有限

公司 ,定量 PCR 用 Taq DNA 聚合酶及其缓冲液、

dNTPs、MgCl2 购自上海美源生物科技有限公司 ,

DL2000 DNA Marker 购自 Takara , Pfu DNA 聚合酶及

其缓冲液购自 Promega。其余试剂均为分析纯。

DY2501 型核酸电泳仪 ,BECKMAN 公司的 DU
R

640 核酸和蛋白分析仪、图象分析系统为上海天能

公司生产的凝胶成像系统 ,定性 PCR 仪为 MJ Re2
search , Inc. PTC100 ,定量 PCR 仪为 Corbett Research ,

Australia ,Rotor2Gene 2000。

112 　方法

11211 　番茄 DNA 的抽提和纯化 　番茄基因组 DNA

利用上海瑞丰农业科技有限公司的植物基因组

DNA 抽提试剂盒提取和纯化 ,DNA 样品的质量用琼

脂糖凝胶电泳和核酸定量检测的方法进行评价。取

一定量DNA 溶液在含有溴乙锭的 1 %琼脂糖里进行

凝胶电泳分析 ,判断其浓度和纯度。利用BECKMAN

公司的 DUR 640 核酸和蛋白定量分析仪对 DNA 样

品进行质量测定及浓度定量。

11212 　转基因“华番一号”番茄的外源插入重组子

邻接序列的分析 　图 1 显示为华中农业大学转基因

“华番一号”中转基因用的质粒示意图。转基因“华

番一号”番茄是通过插入番茄自身含有的 EFE 基因

翻译的反义链获得的 ,在建立特异性 PCR 检测方法

时只针对反义 EFE 基因是不可行的 ,必须利用构建

特异性 PCR 检测方法同时针对外源重组子的

CaMV35 S 启动子和反义 EFE 基因设计特异性的引

物 ,建立特异性 PCR 检测方法。根据图 1 ,我们设计

了一组引物分别位于 CaMV35 S 启动子的 3’端和反

义 EFE 基因的 5’端 ,利用 PCR 扩增 CaMV35 S 启动

子和反义 EFE 基因之间的 DNA 片段、克隆分析

CaMV35 S 启动子和反义 EFE 基因之间的相邻序列。

11213 　番茄的内标准参照基因 LAT52 　在转基因

番茄的定性、定量 PCR 检测时 ,一个具有种间特异
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点状方框表示 CaMV35S 启动子 , 中间方框表示反义 EFE 基因 ,

斜线方框表示 NOS 终止子 , 箭头表示相应的酶切位点。

图 1 　转基因“华番一号”的外源重组子结构示意图

性、种内非特异性和低拷贝数的内标准基因是必需

的。实验中 ,根据 yang 等的报道 ,选择了番茄的

　　

LAT52 基因 ( Genbank No. 19263) 为转基因番茄 PCR

检测的内标准参照基因[1 ] 。

11214　PCR 引物 　根据获得的外源重组子的特异的

DNA相邻序列、CaMV35S 启动子和 NOS 终止子的序

列 ,利用美国ABI公司的 Primer Express 210 软件设计了

特异性的 PCR 引物和 TaqMa n 探针。引物和探针由上

海博亚生物科技有限公司合成 ,其核苷酸序列和扩增片

段长度见表 1 ,用适当体积的重蒸水将引物稀释至

25μmolΠL , 探针稀释至10μmolΠL ,并保存于 - 20℃备用。

表 1 　引物和探针序列

检测系统 目的基因 名称 序列 (5′～3′) 扩增片段 (bp)

外源基因定量检测

CaMV35 S

35S - 3F GCCTCTGCCGACAGTGGT

35 S - 4 AAGACGTGGTTGGAACGTCTTC 83

-

35 S - P CAAAGATGGACCCCCACCCACG

NOS

Nos - 3F TTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAAT

-

Nos - 4 ACATGCTTAACGTAATTCAACAGAAATT 87

-

Nos - P CTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCAT

35S - anti EFE

E - 3F TGTGATATCTCCACTGACGTAAGG

E - 4R TTTAAATATAGCAATCTATGTATCGACTCTAG 148

E - P CAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCT

内标准基因
定性定量检测

LAT52

L - 1F AGACCACGAGAACGATATTTGC

L - 2R TTCTTGCCTTTTCATATCCAGACA 92

L - p CTCTTTGCAGTCCTCCCTTGGGCT

外源基因定性检测

CaMV35 S

35S - 1F GCTCCTACAAATGCCATCA

35 S - 2R GATAGTGGGATTGTGCGTCA 195

-

NOS

NOS - 1 GAATCCTGTTGCCGGTCTTG

-

NOS - 2 TTATCCTAGTTTGCGCGCTA 180

-

35S - anti EFE

E - 1F TTCGCAAGACCCTTCCTC
153

E - 2R GCAAGTGCTTAGATCCCAAT

CS - F ATTGCGATAAAGGAAAGG
908

CS - R ATTGGAGAAATTGGCTGA

11215 　定性 PCR 体系及反应条件 　扩增转基因番

茄外源插入重组子的特异序列的 PCR 反应体系为

50 μl ,反应条件为 1 ×PCR 缓冲液 ,012 mmolΠL 的

dATP、dGTP、dCTP 和 dTTP ,018 mmolΠL PCR 引物以

及 20 ng 转基因番茄基因组 DNA ,1U Pfu 聚合酶。

PCR 扩增的技术参数为 : 94 ℃ 7 min , 94 ℃ 30 s、

58 ℃60 s、72 ℃30 s , 共 35 个循环 ,再 72 ℃延伸 7

min。PCR 反应结束后 ,向反应管中加入 1U Taq

DNA 聚合酶 ,72 ℃30 min 加尾 ,取 20μl 加尾后产物

在 1 %琼脂糖凝胶中电泳 ,回收目的片段连接到 T

载体上。

筛选和特异性定性 PCR 反应的体积为 30 μl ,

PCR 反应条件为 1 ×PCR 缓冲液 , 012 mmolΠL 的

dATP、dGTP、dCTP 和 dTTP ,018 mmolΠL PCR 引物以

及不同质量的番茄基因组 DNA ,115 U Taq DNA 聚

合酶。PCR 扩增的技术参数为 :94 ℃7 min ,94 ℃30

s、58 ℃30 s、72 ℃30 s , 共 35 个循环 ,再 72 ℃延伸

7 min。PCR 产物取 10 μl 在 2 %琼脂糖凝胶中电泳

分析。

11216 　定量 PCR 体系及反应条件 　定量 PCR 反应

体积为 25 μl ,1 ×PCR 缓冲液、5 mmolΠL MgCl2 、012

mmolΠL 的 dATP、dCTP 和 dGTP、014 mmolΠL 的

dUTP、115 U Taq DNA 聚合酶、012 U Amperase ura2
cil N2glycosylase (UNG) 、1 μl DNA 模板溶液 ,以及优

化好的 100 nmolΠL 引物和 300 nmolΠL 探针。

定量 PCR 扩增的反应条件为 　50 ℃ 2 min ;

95 ℃10 min ;94 ℃30 s、60 ℃30 s、72 ℃30 s , 共 50

个循环。每个试样平行做 3 个反应 ,重复试验 3 次。

试验数据由 Rotor Gene 20002416 软件 ( Corbett Re2
search , Australia)分析。
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2 　结果与分析

211 　转基因“华番一号”番茄的外源插入重组子的

邻接序列 　通过 PCR 扩增、克隆和测序分析 ,我们

获得了转基因“华番一号”番茄的外源插入重组子的

C aMV35 S 启动子和反义 EFE 基因之间的相邻序

列。利用设计的分别位于 CaMV35 S 启动子和反义

EFE 基因的 PCR 引物扩增得到 908 bp 的目的片段 ,

序列分析结果显示其中含有 CaMV35 S 启动子的

245 bp 片段 , 652 bp 的部分反义 EFE 基因序列 ,

CaMV35 S 启动子和反义 EFE 基因之间为 11 bp 的

连接序列 ,其中含有 BamH Ⅰ和 Xba Ⅰ的限制性酶

切位点。获得的序列已经列入 Genbank 数据库

(Genbank No1AY615305) 。根据分析的邻接区的序

列 ,设计了定性、定量 PCR 引物和 TaqMan 探针 ,引

物和探针的具体位置见图 2 ,用于建立转基因“华番

一号”番茄的特异性定性、定量 PCR 检测系统。

小写字母表示 CaMV35 S 启动子 3′端序列 ,大写字母表示反义 EFE 基因的 5′端序列。加黑斜体的序列为定性

筛选 PCR 检测的引物 ,方框中序列为定量筛选 PCR 检测的引物和探针。

图 2 　“华番一号”番茄筛选特异性 PCR 检测的外源重组子序列和相应的定性、定量 PCR 引物序列

212 　转基因“华番一号”番茄的筛选和特异性的定

性 PCR 检测 　转基因“华番一号”番茄的筛选 PCR

检测选择 CaMV35 S 启动子和 NOS 终止子为检测的

目的基因 ,并设计了 2 对特异性引物 (35S21FΠ2R 和

Nos21FΠ2R) ,引物 35 S21FΠ2R 特异性扩增 CaMV35 S

启动子的 195 bp DNA 片段 ,引物 Nos21FΠ2R 特异性

扩增 NOS 终止子的 180 bp DNA 片段。利用上述引

物建立的转基因番茄筛选 PCR 检测系统 ,在转基因

“华番一号”番茄的种子和叶片样品中 PCR 扩增出

目的基因片段 ( CaMV35 S 启动子和 NOS 终止子) ,在

非转基因番茄和空白对照中没有目的基因的片段扩

增 (见图 3A、3B) 。转基因“华番一号”番茄的特异性

检测引物 E21FΠ2R ,特异性地扩增 CaMV35 S 启动子

和反义 EFE 基因之间的 153 bp 片段。PCR 检测时 ,

在转基因“华番一号”番茄的种子和叶片试样中 PCR

扩增出目的基因片段 ,在非转基因番茄和空白对照

中没有目的基因的片段扩增 (见图 3C) 。在番茄的

内标准基因 LAT52 的检测时 ,目的基因片段在转基

因“华番一号”番茄的种子、叶片和非转基因番茄试样

中都得到了扩增 ,在空白对照中没有扩增(见图 3D) 。

试验在验证了转基因“华番一号”番茄的筛选和

特异性定性 PCR 检测系统的同时 ,检测了转基因

“华番一号”番茄筛选和特异性 PCR 检测系统的定

性检测灵敏度。为了检测上述 PCR 系统的检测灵

敏度 ,试验选择了一系列浓度梯度的转基因“华番一

号”番茄基因组 DNA 为 PCR 扩增模板 (100、10、1、

011、0105、0101 ngΠμl) ,结果低于 0105 ng 的转基因

“华番一号”番茄基因组 DNA 没有被扩增 ,说明上述

筛选和特异性 PCR 检测系统的灵敏度为 0105 ng ,

根据 Arumuganathan 等人报道的番茄单倍体基因组

的质量为 0174 pg
[2 ]

,筛选和特异性 PCR 检测系统的

灵敏度相当于 68 个拷贝的转基因番茄单倍体基因
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箭头表示 PCR扩增产物的长度。A图为 CaMV35S 启动子的 PCR扩
增结果 ,B 图为 NOS 启动子的 PCR 扩增结果 ,C 图为 35S2anti EFE

的 PCR扩增结果 ,D图为番茄内标准基因 LAT52 的 PCR 扩增结果。
泳道M为DL2000 Marker ;泳道 1 为转基因新鲜番茄 ;泳道 2 为转基
因番茄种子 ;泳道 3 为非转基因番茄 ;泳道 4 为空白对照。

图 3 　转基因“华番一号”番茄样品的扫描
和筛选 PCR 检测产物的电泳分析结果

组。试验建立的定性 PCR 系统的检测灵敏度与报道

的转基因玉米和大豆的定性 PCR 检测的灵敏度相近 ,

说明试验建立的转基因“华番一号”番茄的筛选和特异

性定性 PCR检测系统适合应用于实际检测。

213 　转基因“华番一号”番茄的筛选和特异性定量

PCR 检测

21311 　筛选和特异性定量 PCR 检测体系的重现性

　定量 PCR 反应的重现性反映所建立的定量 PCR

体系的稳定性和可靠性。为了检测建立的转基因

“华番一号”番茄的筛选和特异性定量 PCR 检测体

系的重现性 ,将转基因番茄和非转基因番茄混合制

成含有不同转基因“华番一号”番茄含量的混合样品

(0 %、011 %、1 %、5 %和 10 %) ,每个 PCR 反应加入

10 ng 混合样品的DNA ,每个反应平行重复 3 次。定

量 PCR 反应的结果显示 ,番茄内标准基因 LAT52 的

PCR 反应的平均 Ct 值在 29135 和 29140 之间 ,标准

偏差在 0103 到 0107 之间 (表 2) 。在筛选和特异性

定量 PCR 扩增中 , CaMV35 S 启动子的不同转基因含

量混合样品的定量 PCR 扩增的平均 Ct 值在 33126

和 39168 之间 ,标准偏差在 0105 到 0106 之间 (表

2) ; NOS 终止子反应的平均 Ct 值在 28100 和 34188

之间 ,标准偏差在 0103 到 0107 之间 (表 2) 。特异性

序列 (35 S2anti EFE) 反应的平均 Ct 值在 30106 和

36152 之间 ,标准偏差在 0103 到 0109 之间 (表 2) 。

上述数据表明实验建立的转基因“华番一号”番茄的

筛选和特异性定量 PCR 检测系统是稳定和可靠的。

表 2 　转基因番茄 (0 %～10 %)定量 PCR 系统的重现性检测

转基因含量
( %)

Ct 值

1 2 3

平均
Ct 值

标准
偏差

RSD

Total (HEX dye) LAT52 基因
010 29135 29132 29138 29135 0103 01023
011 29128 29142 29136 29135 0107 01021
110 29134 29141 29146 29140 0106 01009
510 29140 29138 29143 29140 0103 01009

1010 29145 29132 29139 29139 0107 01001
Transgenic (FAM dye) CaMV35S 启动子

011 39173 39168 39164 39168 0105 01029
110 36151 36158 36149 36153 0105 01034
510 34115 34126 34118 34120 0106 01008

1010 33126 33130 33121 33126 0105 01018
Transgenic (FAM dye) NOS 终止子

011 34185 34182 34196 34188 0107 01025
110 31149 31152 31146 31149 0103 01016
510 29107 29110 29113 29110 0103 01029

1010 27199 27196 28105 28100 0105 01012
Transgenic (FAM dye) 35 S2anti EFE

011 36152 36149 36155 36152 0103 01004
110 33131 33124 33125 33127 0104 01008
510 31112 31115 30199 31109 0109 01049

1010 30107 30111 30101 30106 0105 01015

21312 　筛选和特异性定量 PCR 检测的灵敏度 　为

了确定转基因“华番一号”番茄的筛选和特异性定量

PCR 检测系统的灵敏度 ,试验分别以含有 25 000、

2 500、250、250、3 和 1 个拷贝的转基因番茄单倍体

基因组DNA 为定量扩增模板进行 PCR 扩增 ,结果在

筛选定量 PCR 系统中 ,最低含 3 个拷贝的转基因番

茄单倍体基因组 DNA 试样在 3 个平行反应中都可

以正常扩增而在特异性定量 PCR 系统中 ,有 2 个平

行反应正常扩增 ,1 个反应没有扩增 (表 3) 。检测结

果证明筛选定量 PCR 检测系统的检测灵敏度为 3

　　
表 3 　转基因番茄通用元件和 35 S2anti EFE 的定量 PCR 检测灵敏度

拷贝数
Ct 值

1 2 3
平均 Ct 值 标准偏差

CaMV35 S 启动子
215 ×104 19123 19137 19139 19133 0107

215 ×103 23139 23122 23162 23141 0116

215 ×102 26104 26102 25193 26100 0105
25 29158 29140 29139 29146 0109
3 32106 31199 32103 32103 0103
1 - - - - -

NOS 终止子
215 ×104 12151 12170 12162 12161 0109

215 ×103 16147 16156 16159 16154 0104

215 ×102 19118 19136 19114 19123 0110
25 22189 22163 22170 22174 0111
3 25174 25192 25188 25185 0108
1 - - - - -

35S2anti EFE

215 ×104 16102 15184 15190 15192 0107

215 ×103 19184 19197 20127 20103 0118

215 ×102 22186 22136 22151 22158 0121
25 26102 25182 25140 25175 0126
3 28188 28196 28192 -
1 - - - - -

注 : - 为未检出。
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个拷贝 ,而特异性定量 PCR 检测的灵敏度为 25 个

拷贝。试验建立的定量 PCR 检测系统的检测灵敏

度完全满足欧盟、韩国、日本等规定的转基因标签阈

值 (欧盟 019 %、韩国 310 %、日本 510 %) [3～5 ] 。

21313 　已知转基因含量的番茄混合样品的筛选和

特异性定量 PCR 检测 　利用建立的转基因“华番一

号”番茄的筛选和特异性定量 PCR 检测系统 ,定量

分析了 2 个已知转基因含量的转基因“华番一号”番

茄混合样品 (015 %和 110 %) 。在定量 PCR 分析中 ,

定量校正曲线是必须的 ,试验将含有 1815 %转基因

“华番一号”番茄的番茄试样 DNA 稀释为 100、10、

1、011、0101 ngΠμl 的浓度 ,分别取 1 μl 不同浓度的

DNA 试样为扩增模板构建定量 PCR 的校正曲线。

构建的筛选和特异性定量 PCR 的校正曲线的相关

性系数在 019984 和 019997 之间 ( CaMV35 S 启动子

的校正曲线的相关性系数为 019984 , NOS 终止子的

为 019997 ,特异性检测片段 35 S2anti EFE 为 019986 ,

内标准基因 LAT52 的为 019988) 。

根据构建的定量校正曲线 ,定量分析了 2 个已

知转基因含量的转基因“华番一号”番茄混合样品 ,

1 %的番茄叶片混合样品的筛选和特异性定量的结

果分别是 1102 % ( CaMV35 S 启动子定量检测系

统) 、1108 % ( NOS 终止子) 和 1110 % (特异性片段

CaMV35 S2anti EFE) (表 4) ;015 %的番茄种子粉末混

合样品的筛选和特异性定量的结果分别是 0146 %

( CaMV35 S 启动子定量检测系统) 、0153 % ( NOS 终

止子) 和 0151 % (特异性片段 CaMV35 S2anti EFE)

(表 4) 。利用试验建立的定量 PCR 系统定量分析的

结果与实际已知的转基因含量比较接近 ,偏差较小。

在定量 PCR 分析过程中 ,与实际转基因含量偏差的

原因 ,主要是由于我们的样品是利用转基因番茄和

非转基因番茄样品的质量进行混合的 ,而检测时是

　　表 4 　转基因“华番一号”番茄混合样品的定量 PCR 检测

样品
探针
标记

Ct 值

1 2 3
平均值

标准
偏差

转基因含量
( %)

endogenous LAT52 gene

S1 HEX 28134 28138 28121 28131 0109

S2 HEX 28123 28129 28131 28128 0104

CaMV35S 启动子

S1 (110 %) FAM 35143 35167 35152 35154 0112 1102

S2 (015 %) FAM 36189 36159 36143 36164 0123 0146

NOS 终止子

S1 (110 %) FAM 30132 30129 30153 30138 0113 1108

S2 (015 %) FAM 31143 31152 31128 31141 0112 0153

35 S2anti EFE

S1 (110 %) FAM 32111 32135 32126 32124 0112 1110

S2 (015 %) FAM 33130 33142 33119 33130 0112 0151

以转基因番茄和非转基因番茄的基因组的质量比例

计算的 ;定量 PCR 实验过程中加入DNA 模板之间的

微弱误差 ;PCR 反应的起始模板量和实际 PCR 扩增

效率也是影响定量 PCR 结果的原因。
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