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　 　 番木瓜(Ｃａｒｉｃａ ｐａｐａｙａ)是一种有较高食用和药用价值

的草本果树ꎬ番木瓜蛋白酶广泛应用于医药、美容、日化品等

行业[１] ꎮ 番木瓜环斑花叶病毒(ＰＲＳＶ)是危害番木瓜生产

的一种世界性病毒ꎬ植株受到侵染后ꎬ无法进行有效治疗ꎬ目
前的化学杀菌剂不能有效控制其蔓延[２] ꎮ 培育抗病品种是

防治环斑花叶病毒最紧迫的任务之一ꎬ但番木瓜栽培品种中

缺乏有效抗病基因资源[３] ꎮ 直到 １９８６ 年ꎬＡｂｅｌ 等[４] 报道了

病毒基因转入寄主植物ꎬ导致植物产生抗性的现象ꎬ受此启

发ꎬ育种家们开始使用转基因技术解决番木瓜抗环斑花叶病

毒问题ꎬ抗环斑病毒的转基因番木瓜应运而生ꎮ
目前ꎬ有 ３ 个转基因番木瓜转化事件存在ꎮ 第一ꎬ２０ 世

纪 ９０ 年代初夏威夷大学的 Ｆｉｔｃｈ 等[５] ꎬ将一种环斑花叶病毒

(ＰＲＳＶ)编码的外壳蛋白(ＣＰ)基因转入番木瓜ꎬ经过逐步杂

交育种ꎬ得到了转基因番木瓜 Ｒａｉｎｂｏｗ[６] ꎬ１９９８ 年 ５ 月在夏

威夷正式投入商业化生产[７] ꎮ 第二ꎬ利用 ＰＲＳＶ 优势毒株

Ｙｓ 的复制酶(ＲＰ)基因ꎬ获得高抗 Ｙｓ、Ｖｂ、Ｓｍ 等株系的转基

因番木瓜华农一号ꎬ于 ２００６ 年获得农业部的安全生产证

书[８￣９] ꎮ 第三ꎬ将 ＰＲＳＶ ＹＫ 毒株的 ＣＰ 基因转入栽培品种台

农 ２ 号ꎬ于 ２００１ 年开始进行田间试验和生产安全评估试

验[１０￣１１] ꎮ
目前ꎬ针对番木瓜转基因成分筛查ꎬ还没有形成统一的

检测方法ꎬ在检测相关标准中ꎬ关于胭脂碱合成酶基因启动

子(ＮＯＳ￣Ｐ)和 ＣＰ 基因检测引物筛选和验证的相关报道较

少ꎮ 本研究拟针对世界上现有转基因番木瓜的 ＣＰ 基因和

ＮＯＳ￣Ｐꎬ设计相应的检测引物ꎬ建立适合番木瓜转基因成分

筛查的方法ꎬ为转基因标识制度的顺利执行提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

转基因番木瓜(ＧＭＹＫ 系列的 １６￣０￣１ 和 Ｒａｉｎｂｏｗ、华农

一号)、 转基因水稻 ( 科丰 ６ 号、 ＴＴ５１￣１)、 转基因大豆

(ＧＴＳ４０￣３￣２、 ＭＯＮ８９７８８、 Ａ２７０４、 Ａ５５４７￣１２７)、转基因玉米

(ＭＯＮ８１０、ＭＯＮ８６３、ＮＫ６０３、Ｔ２５、ＴＣ１５０７、Ｂｔ１１、Ｂｔ１７６、ＧＡ２１)
和非转基因番木瓜(红妃 ２ 号)等试验材料ꎬ均由农业部甘
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蔗及制品质量监督检验测试中心保存ꎮ
１.２ 试验方法

１.２. １ 　 试 剂 　 ＰＣＲ 反应试剂 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ、 ＥｘＴａｑ 酶、
ｄＮＴＰｓ、Ｂｕｆｆｅｒ 均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ１００ ｂｐ Ｌａｄｄｅｒ ＤＮＡ ｍａｒｋ￣
ｅｒ 和植物基因组提取试剂盒(ＤＰ３０５)购自天根生化科技(北
京)有限公司ꎮ
１.２.２　 ＰＣＲ 检测引物　 查阅 ＮＣＢＩ 网站上 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

中 ＣＰ 相关的核苷酸序列(编号为 ＦＪ４６７９３３.１、ＡＦ１９６８３９.１
和 ＹＫ Ｘ７８５５７.１)ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ５.０ 软件分别设计番木瓜环斑

病毒 ＣＰ 基因和 ＮＯＳ￣Ｐ 的特异性检测引物ꎮ 内源基因 Ｐａｐａ￣
ｉｎ 检测引物采用文献[１２]所述方法进行设计ꎮ 试验中所用

引物均由南京金丝瑞生物工程有限公司合成ꎮ
１.２.３　 ＰＣＲ 反应体系与程序　 定性和定量 ＰＣＲ 反应体系以

及扩增程序参照文献[１３]的方法进行设计ꎮ 退火温度的优

化:在梯度 ＰＣＲ 仪上设置 １０ 个退火温度ꎬ分别为 ５０􀆰 ２ ℃、
５０􀆰 ７ ℃、５１􀆰 ６ ℃、５２􀆰 ７ ℃、５４􀆰 ０ ℃、５５􀆰 ４ ℃、５６􀆰 ８ ℃、５８􀆰 １
℃、５９􀆰 ２ ℃、６０􀆰 ０ ℃ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 内源基因 Ｐａｐａｉｎ 的特异性 ＰＣＲ 扩增

番木瓜果实中富含多糖、果胶、酚类等物质ꎬ极易对 Ｔａｑ
酶的活性产生影响ꎮ 通过对番木瓜内源基因 Ｐａｐａｉｎ 的检

测ꎬ来判断提取 ＤＮＡ 的质量ꎮ 所有番木瓜样品均能获得与

预期大小(２１１ ｂｐ)相符的扩增产物ꎬ表明番木瓜 ＤＮＡ 适合

ＰＣＲ 检测ꎮ
２.２　 利用定量 ＰＣＲ 染料法对 ＣＰ 基因和 ＮＯＳ￣Ｐ 检测引物

进行验证

基于 ＣＰ 基因的保守序列ꎬ设计 ５ 对检测引物ꎬ在相同

反应条件下ꎬ依据 Ｃｔ 值的大小、熔解曲线形状及熔解曲线高

度ꎬ筛选出转基因番木瓜最佳的检测引物ꎮ ＣＰ￣４ 引物起峰

最早ꎬＣｔ 值为 ２４.８７ꎬＣＰ￣２ 引物、ＣＰ￣１ 引物、ＣＰ￣３ 引物、ＣＰ￣５
引物的 Ｃｔ 值分别为 ２８.６０、２７.０２、２６.６２、２５.７６ꎮ 分析 ５ 对引

物熔解曲线的形状ꎬ只有引物 ＣＰ￣４ 是典型的单峰型曲线ꎬ最
适合用作 ＣＰ 基因的检测引物ꎬ其他引物都存在多峰现象ꎬ
表明存在多个非特异性扩增片段ꎮ 同时ꎬ基于 ＮＯＳ￣Ｐ 序列ꎬ
设计了 １ 对检测引物ꎬ进行定量 ＰＣＲ 扩增ꎬＮＯＳ￣Ｐ 引物的熔

解曲线也是典型的单峰型曲线ꎬ适合作为 ＮＯＳ￣Ｐ 的检测引

物ꎮ
２.３　 不同退火温度下 Ｐａｐａｉｎ、ＣＰ 基因和 ＮＯＳ￣Ｐ 的 ＰＣＲ 检

测条件优化

同种引物在不同退火温度下产生的条带间存在强弱变

化ꎮ 随着温度的逐渐升高ꎬＰａｐａｉｎ 基因产生的特异性目的条

带没有发生任何变化ꎬ说明该引物设计合理且扩增效率高ꎮ
ＮＯＳ￣Ｐ 检测引物产生的特异性条带ꎬ随着温度的逐渐升高ꎬ
目的条带逐渐减弱ꎬ当退火温度达到 ５８.１ ℃时ꎬ目的条带消

失ꎬ说明该引物退火温度范围窄ꎬ扩增效率低ꎮ ＣＰ 基因检测

引物产生的特异性目的条带ꎬ随着温度的升高逐渐增强ꎬ当
退火温度为 ５６.８~６０.０ ℃时ꎬ产生的目的条带亮度最强ꎮ 为

了防止低含量的转基因番木瓜在实际检测过程中漏检ꎬ本研

究经过筛选得出ꎬＰａｐａｉｎ 基因、ＣＰ 基因和 ＮＯＳ￣Ｐ 的最佳退

火温度分别为 ５４.０ ℃、５８.０ ℃、５４.０ ℃ꎮ
２.４　 ＣＰ 基因和 ＮＯＳ￣Ｐ 检测引物特异性的 ＰＣＲ 验证

针对 ＣＰ 基因的特异性检测ꎬ只有转基因番木瓜 １６￣０￣１
和 Ｒａｉｎｂｏｗ 出现了预期的 ３６８ ｂｐ 的目的片段ꎬ华农一号未检

测出目的条带ꎮ 针对 ＮＯＳ￣Ｐ 的特异性检测ꎬ转基因番木瓜

１６￣０￣１、Ｒａｉｎｂｏｗ 和华农一号均出现了预期的 １７３ ｂｐ 的目的

片段ꎬ其他测试材料均未检测到任何片段ꎮ 本研究的检测结

果与韩建勋等[１４]的结果相符ꎬ表明本研究设计与筛选的引

物在不同转基因材料中具有较高的特异性ꎮ
２.５　 检测引物的灵敏度

将转基因番木瓜 １６￣０￣１ 和非转基因番木瓜红妃 ２ 号的

ＤＮＡ 溶液(初始浓度均为 １００ ｎｇ / μｌ)按不同比例混合ꎬ配制

成转基因番木瓜 ＤＮＡ 相对含量为 ２０􀆰 ０％、５􀆰 ０％、１􀆰 ０％、
０􀆰 ５％、０􀆰 １％的样品ꎬ在 ＣＰ 基因和 ＮＯＳ￣Ｐ 已经优化好的退火

温度 ５８􀆰 ０ ℃、５４􀆰 ０ ℃下进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 本研究筛选出的检

测引物具有很高的灵敏度ꎬ在相对含量为 ０􀆰 １％以上的样品

中均能检测出特异性目的条带ꎮ

３　 讨 论

中国对转基因生物及产品实行强制标识制度ꎬ因此ꎬ需
要检测机构对市场上的番木瓜进行转基因成分例行监测ꎬ以
维护中国消费者的选择权和知情权[１５] ꎮ 根据检测的靶序列

差异、外源基因与质粒载体上的组合以及植物基因组上的整

合位点ꎬ检测方法分为筛选检测、基因特异性检测、结构特异

性检测、转化事件特异性检测[９] ꎮ 一般情况下ꎬ筛选检测以

启动子、终止子等通用元件为检测对象ꎬ初步判断是否含有

外源基因ꎮ 番木瓜转基因成分筛查通常以 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动

子、ＮＯＳ￣Ｐ、ＮＯＳ 终止子等元件为靶序列ꎮ 基因特异性检测

以转入的外源基因为靶基因ꎬ例如常见的目的基因、标记基

因和抗性基因(ＣＰ、ＲＰ、ＧＵＳ、ＮＰＴ Ⅱ)ꎮ 对于转基因番木瓜ꎬ
除了华农一号转入的是 ＲＰ 基因外ꎬ其他转基因番木瓜转入

的都是 ＣＰ 基因ꎬ未见关于 ＮＯＳ￣Ｐ 和 ＣＰ 基因检测引物筛选

和验证的相关报道ꎮ 因此ꎬ本研究对转基因番木瓜 ＣＰ 基因

和 ＮＯＳ￣Ｐ 分别进行序列比对ꎬ在其保守序列上设计引物ꎬ扩
大检测的覆盖范围ꎬ更好地执行转基因生物标识制度ꎮ

目前ꎬ中国的转基因检测方法大部分是通过定性 ＰＣＲ
方法对转基因生物进行判定ꎬ部分检测引物存在特异性差、
灵敏度低的问题ꎮ 加之ꎬ琼脂糖凝胶电泳分离技术的局限

性ꎬ这就要求制定检测标准和筛选 ＰＣＲ 检测引物的科研人

员ꎬ不能仅停留在原有的筛选定性 ＰＣＲ 引物上ꎬ需要向科学

化、实用化的方向进行验证ꎮ 本研究通过定量 ＰＣＲ 染料法ꎬ
对 ＣＰ 基因和 ＮＯＳ￣Ｐ 的定性检测引物进行熔解曲线分析ꎬ对
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筛选到的引物进行特异性验证ꎬ检测结果与姜大刚等[９] 、
Ｗａｌｌ 等[１２] 、韩建勋等[１４] 描述的质粒载体结构相同ꎮ 同时ꎬ
以 ５ 种不同相对含量的转基因番木瓜为对照ꎬ检测灵敏度可

以达到 ０􀆰 １％水平ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立的转基因番木瓜检测引物筛选方

法ꎬ为现有商业化转基因番木瓜的外源基因和元件筛查检测

奠定了基础ꎮ 同时ꎬ也构建了转基因番木瓜的基础检测体系

与方法ꎬ为转基因番木瓜标识制度的顺利执行提供了技术支

撑ꎮ 但是ꎬ随着转基因番木瓜转化事件的逐渐增多ꎬ现有检

测方法也存在着检测参数多、操作繁琐、灵敏度低等缺点ꎮ
因此ꎬ需要逐步建立起各种转基因番木瓜转化事件定性和定

量的检测体系ꎬ满足未来监管的需要ꎮ
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