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转基因大豆的 PCR - 免疫层析筛查方法研究初探
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摘 　要 :目的 　建立转基因大豆的 PCR - 免疫层析 (PCR - ICT) 快速筛查新技术。方法 　利用转基因植物通常含

有的 CaMV35S启动子作为转基因成分的筛查标记 ,根据其序列设计特异性引物和探针 ,分别用生物素和地高辛标

记 ,用胶体金免疫层析技术检测并鉴定 PCR 产物。结果 　用新建立的 PCR - ICT方法可以检出含 015 %转基因大豆

的标准品 ,对大豆样品的检测结果与琼脂糖凝胶电泳检测结果一致。结论 　PCR - ICT方法通过 DNA 杂交和金标

显色来同时检测、鉴定 PCR 产物 ,可以简便、快速地筛查转基因产品。
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Abstract : Objective 　To develop a PCR2immunochromatographic test ( PCR2ICT) for screening genetically modified ( GM)

soybean. Method 　The promoter CaMV35S was used as a marker for screening genetically modified organisms ( GMOs) .

According to the gene sequences of promoter CaMV35S introduced into GMOs , PCR primers were quoted from previous reports and

the former primer was labeled with biotin , and a specific probe was designed and labeled with digoxigenin. The PCR amplification

product was detected and identified by colloid gold immunochromatographic test. Result 　015 % of standard GM soybean powder

could be detected by the newly developed PCR2ICT. The results of detecting soybean samples using this test consisted with those of

using agar gel electrophoresis. Conclusion 　The newly developed PCR2ICT appears to be a rapid and convenient technique for

screening GMOs. It could simultaneously detect and identify specific PCR product by DNA hybridization and colloid gold

immunochromatographic test.
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　　随着大量的转基因农产品直接或间接地被制作

成人类消费的食品 ,其安全性也受到越来越广泛的

关注。为保证消费者的健康权、知情权和选择权 ,

有必要对市场上的相关食品进行转基因成分的检测

和标识。

本研究以公认的 CaMV35S 启动子基因的 PCR

筛查方法为基础[1 - 3 ]
,借鉴 PCR - ELISA 和免疫层析

试验 ( Immunochromatographictest , ICT) 模 式 的 思

路[3 - 5 ]
,建立了大豆转基因产品的 PCR - ICT筛查方

法 ,即将 PCR 技术和胶体金免疫层析技术探索性地

结合 ,通过对寡核苷酸引物和探针进行标记 ,使 PCR

扩增产物带有相应检测标记 ,利用胶体金标记抗体

来检测特异性 PCR 产物 ,达到同时检测、鉴定特异

性 PCR 产物的目的。

1 　材料与方法

111 　试验材料 　Roundup Ready 转基因大豆粉标准

品来自美国 SDI 公司。美国转基因大豆样品、国产

非转基因大豆样品由江苏连云港出入境检验检疫局

提供。

112 　引物及探针 　PCR 引物采用欧盟使用的

CaMV35S 启动子基因引物[2 ]
,并在上游引物的 5′端

标 记 生 物 素 ( 上 游 引 物 : 5′Biotin -

GCTCCTACAAATGCCATCA - 3′, 下游引物 : 5′-

GATAGTGGGATTGTGCGTCA - 3′) 。根据目的基因序

列设计特异性的寡核苷酸探针 ,并在 5′端标记地高

辛 (5′DIG - CAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGA

- 3′) ,由上海生工生物工程技术服务有限公司合成

并标记。

113 　样品 DNA 的提取和纯化 　将大豆用粉碎机磨

成粉状 ,称取 100 mg 粉末样品 ,参照文献方法[6 ] 提

取、纯化 DNA。

114 　PCR 反应 　PCR 扩增体系采用不对称引物浓
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度 ,生物素标记的引物 110μmolΠL ,未标记引物 012

μmolΠL ,其余扩增条件和琼脂糖凝胶电泳检测参考

文献[6 ]。

115 　PCR - ICT检测方法的建立

11511 　胶体金抗体结合物的制备 　胶体金颗粒的

制备采用柠檬酸钠还原法 ,100 ml 双蒸水加热至沸

腾 ,加入 1 %HAuCI4 1 ml 和 1 %柠檬酸三钠 115 ml

(胶体金颗粒直径 25 nm) ,加热搅拌至溶液颜色变

为酒红色 ,冷却 ,4 ℃避光保存。胶体金抗体结合物

的制备参考文献 [5 ]。利用比色法确定金标记最适

pH ,沉淀法确定最低蛋白稳定量。1 % K2 CO3 调节

100 ml 胶体金溶液 pH至最适值 ,快速搅拌下将抗体

加入胶体金中 ,静置 5 min ,加入过滤后的 10 %BSA ,

继续搅拌 10 min。12 000 rΠmin 4 ℃离心 30 min ,小心

弃去上清液 , 用 0101 molΠL Tris ( TBS , pH 812 , 含

0102 %叠氮钠 ,1 %蔗糖) 100 ml 将沉淀重新悬浮 ,

4 ℃贮存备用。

11512 　免疫层析测试条的制备 　带衬板的硝酸纤

维素膜 (NC膜 ,分别固定了质控及测试用的捕获物 :

链霉亲和素及地高辛抗体 ,1μlΠcm) 与吸收垫 (高吸

水量滤纸 ,兼作手柄) 部分重叠贴在粘垫板上 ,切成

013 cm 宽的条 ,干燥室温贮存。

11513 　免疫层析检测 PCR 产物 　PCR 产物经 94°C

5 min后 ,取 10μl 迅速加入已含 30μl 金标抗体和 5

μl 探针的混合溶液中。将测试条浸入溶液 ,10 min

左右观察结果。

结果判断 :质控带和检测带同时呈现红色 ,结果

为阳性。质控带显色而检测带不显色 ,结果为阴性。

质控带若不显色 ,检测无效。

2 　结果

211 　不同浓度转基因大豆标准品的检测 　以

210 %、110 %、015 %、0 %转基因大豆标准品提取的

DNA 为模板 ,经 PCR 扩增 ,扩增产物分别用金标免

疫层析测试条和琼脂糖凝胶电泳检测。结果

210 %、110 %、015 %转基因大豆标准品的扩增产物

　　

在 ICT条上呈现红色检测带 ,而阴性标样和空白对

照未出现特异性检测带。电泳检测的结果 (目的片

段长度为 195 bp)与此一致 ,见图 1、2。

1～4 :210 %、110 %、015 %、0 %转基因大豆标准品 ,5 :空白对照。

图 1 　转基因大豆标准品 PCR 产物的电泳结果

1～4 :210 %、110 %、015 %、0 %转基因大豆标准品 ,5 :空白对照。

图 2 　转基因大豆标准品 PCR - ICT检测结果

212 　大豆样品检测 　用新建立的 PCR - ICT方法检

测本课题组保存的部分转基因大豆样品和非转基因

大豆样品 (图 3) ,结果与琼脂糖凝胶电泳Π测序检测

结果一致。

3 　讨论

对 PCR 产物即 PCR 检测结果的确证 ,一般采用

限制性内切酶消化[10 ] 、DNA 杂交[11 ,12 ] 、PCR 产物直

接测序及巢式 PCR 等方法。每种方法各有其优缺

点 ,如测序方法可靠但因仪器昂贵难以普及 ;检测转

　　

1 :转基因大豆标准品 2～5 :转基因大豆 ; 6～10 :非转基因大豆 ; 11 :空白对照。

图 3 　大豆样品的 PCR - ICT检测结果
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基因产品的 PCR 产物多在 200 bp 以下 ,很难找到合

适的酶切位点使酶切后的两个片段均能在电泳中检

出 ;巢式 PCR 易造成产物污染等。目前已发展了

PCR - ELISA 方法用以 DNA 固相或液相杂交[3 ,4 ,13 ] 。

免疫层析试验 ( ICT) 是出现于 20 世纪 80 年代

初期的一种独特的免疫分析方法 ,因其具有快速、简

便、直观、经济等特点 ,已被广泛用于临床诊断、病原

微生物筛查、毒素检测等众多领域[5 ] 。本研究探索

性地将 PCR 技术和免疫层析技术结合 ,建立了 PCR

- ICT方法。PCR 引物序列采用了欧盟使用并被公

认的 CaMV35S 启动子基因引物 ,并在上游引物的 5π

端标记生物素 ,设计了具有特异性 DNA 序列的捕获

探针 ,通过 DNA 杂交和金标显色检测、鉴定 PCR 产

物 ,省去了琼脂糖凝胶电泳分析和后续的鉴定程序。

由于目前转基因技术中使用的基因构件主要来

源于花椰菜花叶病毒 (CaMV) 的 35S 启动子 ,绝大部

分转基因产品含有这个基因片段 ,所以检测 35S 启

动子基本可达到检测转基因产品的目的 (十字花科

的植物如油菜除外 ,因其易自然感染 CaMV) 。目前

世界上大多数国家如欧盟、俄罗斯、日本、韩国、澳大

利亚、新西兰等规定需强制性标识的转基因产品的

含量阈值一般在 1 % ,本研究建立的 PCR - ICT方法

可以检出含 015 %转基因成分大豆样品中的目的基

因 ,能够满足检测的需要。该法在其他转基因产品

中的应用有待进一步评价。

[致谢 :感谢军事医科院卫生物流行病研究所杨瑞馥研究员在
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　　福寿螺 (Amazonian smail) 　又名大瓶螺 ,苹果螺 ,两栖淡水贝类软体生物 ,属软体动物门 ,腹足

纲 ,中腹足目 ,瓶螺科。原产于南美洲亚马逊河流域。20 世纪 70 年代引入中国台湾 ,1981 年由巴西籍中国

人引入广东。1984 年后 ,福寿螺已在广东广为养殖。由于过度养殖 ,被释放到野外。福寿螺适应环境的生

存能力很强 ,又繁殖得快 ,因此迅速扩散于河湖与田野 ;其食量大且食物种类繁多能破坏粮食作物、蔬菜和

水生农作物的生长 ,已成为广东、广西、福建等地的有害动物。在长江以南广大地区福寿螺可自然越冬 ,年

发生两个世代。成为中国南方水域的一大患害。福寿螺还是一种人畜共患的寄生虫病的中间宿主 ,如果生

吃或者食用未煮熟的螺肉 ,极易引起食源性“广州管圆线虫病”。
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