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　 　 摘要:　 为解决转基因农产品检测中阳性标准物质匮乏的问题ꎬ利用重叠 ＰＣＲ 技术将检测过程中常用的调控

元件 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子、ＦＭＶ３５Ｓ 启动子、ＰＡＴ２９ 启动子、Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启动子、ＮＯＳ 启动子、３５Ｓ 终止子、ＮＯＳ 终止子和

Ｅ９ 终止子依次连接获得融合片段ꎬ再利用分子克隆技术将融合片段转化到载体 ｐＭＤ￣１９Ｔ 中ꎬ获得含有调控元件的

标准质粒 ｐＭＤ￣ＲＧꎮ ＰＣＲ 和测序结果验证了标准分子构建的正确性ꎬ并且标准质粒的均匀性和稳定性比较好ꎬ符
合标准物质候选物的要求ꎬ可代替阳性标准物质用于转基因成分的检测和研究ꎮ 该质粒可用于大多数已经批准的

转基因作物的检测和监管工作中ꎮ
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　 　 自从首例转基因产品被批准商业化生产以来ꎬ
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转基因作物在不同的国家和地区开始大规模地商业

化种植ꎬ截至 ２０１７ 年ꎬ全球 ２４ 个国家转基因作物种

植面积达到 １.８９８×１０８ ｈｍ２[１]ꎮ 越来越多的已批准

的转基因农产品出现在市场上ꎬ比如:转基因玉米、
大豆、油菜、苜蓿、木瓜、棉花、甜菜、马铃薯等[１]ꎮ
但随着转基因作物在全球范围内迅速发展ꎬ其环境

和食品安全性问题一直受到人们的关注ꎬ因此ꎬ对转

基因农产品的检测有利于政府职能部门对其进行监

管和监督ꎮ
目前ꎬ转基因作物检测的常用方法是提取检测

样品的 ＤＮＡꎬ进行定性 ＰＣＲ[２]或定量 ＰＣＲ 检测[３]ꎮ
在 ＰＣＲ 检测过程中ꎬ必须设置阴性对照和阳性对

照ꎬ确保检测结果的可比性、溯源性ꎬ标准物质的作

用十分重要[４￣５]ꎮ 检测结果的可靠性、准确性、有效

性需要阳性标准物质(包括标准质粒)作对照ꎬ因此

阳性标准物质在转基因农产品检测中是不可缺少

的ꎮ
虽然现在转基因的转化体比较多ꎬ但市场上销

售的标准物质种类有限ꎬ价格比较高ꎬ很多标准品来

自欧盟标准物质与测量研究所( ＩＲＭＭ￣ＣＲＬ) 和美

国油料化学家协会( ＡＯＣＳ)ꎬ种类主要包括转基因

玉米、大豆、油菜、水稻、棉花、甜菜等 ６０ 余种[６]ꎮ 而

国内这些标准物质主要依赖于进口ꎬ而且以植物原

材料制备标准物质非常复杂ꎬ不仅需要精密的仪器

设备ꎬ而且对环境要求也比较高ꎮ 虽然国内也有部

分转基因标准物质商业化ꎬ例如由中国计量科学研

究院研制的 Ｂｔ６３ꎬ但种类有限ꎮ 这些标准物质针对

的是特定品系ꎮ 根据转基因产品的特征ꎬ检测方法

等ꎬ建立了相关的数据库ꎬ例如由上海交通大学建立

的 ＧＭＤＤ(ｈｔｔｐ: / / ｇｍｄｄ.ｓｈｇｍｏ.ｏｒｇ / )ꎬ以及欧盟转基

因实验室建立的 ＥＮＧＬ (ｈｔｔｐ: / / ｇｍｏ￣ｃｒｌ.ｊｒｃ.ｅｃ. ｅｕｒｏ￣
ｐａ .ｅｕ / ｅｎｇｌ / ｅｎｇｌ. ｈｔｍｌ)ꎮ 通过比较转基因品系外源

基因的信息ꎬ发现它们自身包含 １ 种或几种特定的

启动子或终止子ꎬ并不涵盖多个启动子或终止子ꎮ
玉米中常使用的调控元件是 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子

(３５Ｓ )、 ＮＯＳ 启 动 子 ( ＰＮＯＳ )、 ＦＭＶ３５Ｓ 启 动 子

(ＦＭＶ３５Ｓ)、ＰＴＡ ２９ 启动子(ＰＴＡ２９)、Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 启动

子 ( Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ )、 ３５Ｓ 终 止 子 ( ｔ３５Ｓ )、 ｎｏｓ 终 止 子

(ｔＮＯＳ)、Ｅ９ 终止子( ｔＥ９)ꎮ 因此ꎬ选择这些调控元

件构建阳性质粒ꎬ可以更好地用于农产品中转基因

成分的检测ꎮ
阳性标准质粒分子的构建是采用目的外源基因

片段进行特异性扩增ꎬ重组于质粒分子上ꎬ转入微生

物中进行大量培养ꎮ 优点是质粒 ＤＮＡ 容易提取且

纯度高ꎬ稳定性好ꎬ并且一个质粒分子中可以包含多

个外源目的基因[７]ꎮ 可以有效解决阳性标准品缺

乏和阳性标准品制备困难的问题ꎬ因此被称为“金
标准物质” [８]ꎮ

随着国内外对转基因检测要求的不断提高ꎬ检
测方法开始从定性 ＰＣＲ 向定量 ＰＣＲ 转变ꎬ用质粒

分子作为定量标准物质易于操作ꎮ 现阶段ꎬ国内质

粒分子标准物质已经在玉米[９￣１０] 和大豆[１１] 转基因

检测中得到很大的发展ꎬ并且已有质粒分子标准物

质(ＭＯＮ８１０)申请了有证标准物质[１２]ꎮ 但是这些

研究是针对一种转化体或一类作物ꎬ而在没有标准

物质的经济作物、蔬菜、未知材料的检测时ꎬ需要通

用型标准物质ꎮ 因此ꎬ本研究根据转基因品种调控

基因的特性ꎬ将多个启动子和终止子整合到质粒分

子中ꎬ构建标准质粒分子ꎬ用于大多数已经批准的转

基因作物的检测和监管ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物样品与试剂

Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 生物技术 (美

国)有限公司ꎬ植物基因组提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ
生物技术有限公司ꎬ质粒提取试剂盒购自生工生物

工程 (上海) 股份有限公司ꎬＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、 ｄＮＴＰｓ、
ｐＭＤ￣１９Ｔ 购自 ＴａＫａＲａ 生物工程(大连)有限公司ꎮ
引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ
大肠杆菌 ＤＨ５ａ 菌株本实验室保存ꎮ 转基因大豆品

系 ＧＴＳ ４０￣３￣２、 ＭＯＮ８７７０５、 ＭＯＮ８９７８８ 和 Ａ５５４７￣
１２７ꎬ转基因玉米品系 Ｂｔ１１、ＭＯＮ８１０、Ｂｔ１７６、ＮＫ６０３
和 ＴＣ１５０７ꎬ转基因油菜品系 ＧＴ７３、 ＭＳ１、 ＲＦ１ 和

Ｏｘｙ２３５ꎬ购于美国 ＡＯＣＳ 公司和上海佑隆生物有限

公司ꎮ 转基因水稻 ＫＦ６ 和 ＴＴ５１￣１ 由农业部科技发

展中心提供ꎮ
１.２　 质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 的设计

针对国内外检测标准中通用元件基因ꎬ构建含

有一批 启 动 子 ( 花 椰 菜 花 叶 病 毒 ３５Ｓ 启 动 子

ＣａＭＶ３５Ｓ、玄参花叶病毒 ３５Ｓ 启动子 ＦＭＶ３５Ｓ、烟草

花药组织特异基因 ＴＡ２９ 启动子 ＰＴＡ２９、玉米泛素

蛋白基因启动子 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ、胭脂碱合成酶基因 ＮＯＳ
的启动子 ＰＮＯＳ)和终止子(花椰菜花叶病毒的 ３５Ｓ
终止子 ｔ３５Ｓ、胭脂碱合成酶基因 ＮＯＳ 终止子 ｔＮＯＳ、

３９３１邢宇俊等:用于检测转基因作物中调控元件的质粒标准分子的构建



豌豆 １ꎬ５￣二磷酸核酮糖羧化酶 Ｅ９ 基因终止子 ｔＥ９)
的多靶标调控原件标准质粒分子ꎬ命名为 ｐＭＤ￣ＲＧꎮ
设计的质粒图谱及大小见图 １ꎮ

１、２、３、４、５ 分别代表启动子 ＣａＭＶ３５Ｓ、ＦＭＶ３５Ｓ、ＰＴＡ２９、Ｕｂｉｑｕｉｔ￣
ｉｎ、ＰＮＯＳꎬ６、７、８ 分别代表终止子 ｔ３５Ｓ、ｔＮＯＳ、ｔＥ９ꎮ
图 １　 重叠 ＰＣＲ 法构建标准质粒的示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ
ＰＣＲ

１.３　 质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 的构建

根 据 ＣａＭＶ３５Ｓ、 ＦＭＶ３５Ｓ、 ＰＴＡ２９、 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ、
ＰＮＯＳ、ｔ３５Ｓ、ｔＮＯＳ、ｔＥ９ 的相关序列信息以及国家标

准中使用的引物序列ꎬ添加合适的引物互补接头

(表 １)ꎬ利用重组 ＰＣＲ 技术将相邻片段连接起来ꎬ

构建示意图见图 １ꎮ 首先用引物 ３５Ｓ￣Ｆ / ３５Ｓ￣ＦＭＶ３５Ｓ￣
Ｒ 扩 增 ＣａＭＶ３５Ｓ 启 动 子ꎬ 用 引 物 ＦＭＶ３５Ｓ￣Ｆ /
ＦＭＶ３５Ｓ￣ＰＴＡ２９￣Ｒ 扩增 ＦＭＶ３５Ｓ 启动子ꎬ将两部分扩

增产物作为模板ꎬ用引物 ３５Ｓ￣Ｆ / ＦＭＶ３５Ｓ￣ＰＴＡ２９￣Ｒ 进

行重组 ＰＣＲꎬ从而将 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子和 ＦＭＶ３５Ｓ 启

动子 ２ 个片段连接在一起ꎬ以 ＣａＭＶ３５Ｓ＋ＦＭＶ３５Ｓ 表

示ꎻ同样的方法获得 ＰＴＡ２９＋Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ、ＰＮＯＳ＋ｔ３５Ｓ 和

ｔＮＯＳ＋ｔＥ９ꎮ 再以ＣａＭＶ３５Ｓ＋ＦＭＶ３５Ｓ 和 ＰＴＡ２９＋Ｕｂｉｑ￣
ｕｉｔｉｎ 扩增产物为模板ꎬ用引物 ３５Ｓ￣Ｆ / Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ＰＮＯＳ￣
Ｒ 进行重组 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得 ＣａＭＶ３５Ｓ ＋ ＦＭＶ３５Ｓ ＋
ＰＴＡ２９ ＋Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 片段ꎻ以 ＰＮＯＳ＋ｔ３５Ｓ 和 ｔＮＯＳ ＋ｔＥ９
的扩增产物为模板ꎬ利用引物 ＰＮＯＳ￣Ｆ / ｔＥ９￣Ｒ 进行重

组 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得 ＰＮＯＳ＋ｔ３５Ｓ ＋ｔＮＯＳ＋ｔＥ９ꎬ最后以

ＣａＭＶ３５Ｓ ＋ ＦＭＶ３５Ｓ ＋ ＰＴＡ２９ ＋ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 和 ＰＮＯＳ ＋
ｔ３５Ｓ＋ｔＮＯＳ＋ｔＥ９ 的扩增产物为模板ꎬ利用引物 ３５Ｓ￣Ｆ /
ｔＥ９￣Ｒ 进行重组 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得 ＣａＭＶ３５Ｓ＋ＦＭＶ３５Ｓ＋
ＰＴＡ２９＋Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ＋ＰＮＯＳ＋ｔ３５Ｓ ＋ｔＮＯＳ＋ ｔＥ９ 的整体序

列ꎬ用于质粒分子调控元件的构建ꎮ 将构建好的质粒

转入大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５ａ 中ꎬ挑选单克隆在

ＬＢ 培养基(含有 Ａｍｐ)中培养ꎬ培养条件 ２００ ｒ / ｍｉｎꎬ
１６ ｈꎮ 提取质粒进行验证ꎮ

表 １　 重组 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

启动子和终止子　 　 引物名称　 　 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 扩增片段大小(ｂｐ)

ＣａＭＶ３５Ｓ ３５Ｓ￣Ｆ ＧＣＴＣＣＴＡＣＡＡＡＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣ １９５

３５Ｓ￣ＦＭＶ３５Ｓ￣Ｒ ｇｇｔｇｇａｔｇｔｃｔｔＧＡＴＡＧＴＧＧＧＡＴＴ ＧＴＧＣＧＴＣＡＴＣＣＣ

ＦＭＶ３５Ｓ ＦＭＶ３５Ｓ￣Ｆ ＡＡＧＡＣＡＴＣＣＡＣＣＧＡＡＧＡＣＴＴＡ ２１０

ＦＭＶ３５Ｓ￣ＰＴＡ２９￣Ｒ ｃｃａｃｃｃａｃｃｔｔａＡＧＧＡＣＡＧＣＴＣＴＴＴＴＣＣＡＣＧＴＴ

ＰＴＡ２９ ＰＴＡ２９￣Ｆ ＴＡＡＧＧＴＧＧＧＴＧＧＣＴＧＧＡＣＴＡ ２６６

ＰＴＡ２９￣Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣Ｒ ｃｔｔｇｃｃａｇｔｇｔｔＡＣＴＴＧＣＡＣＣＡＣＡＡＧＧＧＣＡＴＡ

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣Ｆ ＡＡＣＡＣＴＧＧＣＡＡＧＴＴＡＧＣＡＡＴ ３１４

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ＰＮＯＳ￣Ｒ ａｃｇｔａａａａｃｇｇｃＣＣＧＴＡＡＴＡＡＡＴＡＧＡＣＡＣＣＣ

ＰＮＯＳ ＰＮＯＳ￣Ｆ ＧＣＣＧＴＴＴＴＡＣＧＴＴＴＧＧＡＡＣＴＧ １８３

ＰＮＯＳ￣ｔ３５Ｓ￣Ｒ ｃａｔｇａｇｃｇａａａｃＴＴＡＴＧＧＡＡＣＧＴＣＡＧＴＧＧＡＧＣ

ｔ３５Ｓ ｔ３５Ｓ￣Ｆ ＧＴＴＴＣＧＣＴＣＡＴＧＴＧＴＴＧＡＧＣ １２１

ｔ３５ＳＴ￣ｔＮＯＳ￣Ｒ ｇｃａａｃａｇｇａｔｔｃＧＧＧＧＡＴＣＴＧＧＡＴＴＴＴＡＧＴＡＣＴＧ

ｔＮＯＳ ｔＮＯＳ￣Ｆ ＧＡＡＴＣＣＴＧＴＴＧＣＣＧＧＴＣＴＴＧ １８０

ｔＮＯＳ￣ｔＥ９￣Ｒ ｃｃａａｔｇｃｃａｔａａＴＴＡＴＣＣＴＡＧＴＴＴＧＣＧＣＧＣＴＡ

ｔＥ９ ｔＥ９￣Ｆ ＴＴＡＴＧＧＣＡＴＴＧＧＧＡＡＡＡＣＴＧＴ ２７３

ｔＥ９￣Ｒ ＡＴＡＴＡＴＴＣＴＴＣＧＧＴＣＡＴＴＡＧＡＧＧＣ
引物中小写部分为接头ꎮ
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１.４　 重叠 ＰＣＲ 扩增

用添加互补接头的特异性引物分别扩增出含有

接头的基因片段ꎮ ＰＣＲ 体系:１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５００
μｌꎬＭｇ２＋ ２􀆰 ５００ μｌꎬｄＮＴＰｓ(２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)２􀆰 ０００ μｌꎬ上
游引物 ０􀆰 ７５０ μｌꎬ下游引物 ０􀆰 ７５０ μｌꎬ ＤＮＡ 模板

(５０~１００ ｎｇ)１􀆰 ２５０ μｌꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 １２５ μｌꎬ
补水至 ２５􀆰 ０００ μｌꎮ 反应程序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０ ｓꎬ循环

３５ 次ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 ２％琼脂糖凝

胶电泳分析ꎬ将获得的正确片段条带进行切胶回收ꎮ
将含有互补接头的胶回收产物进行连接ꎬ进行

重叠 ＰＣＲꎮ ＰＣＲ 体系:１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５０ μｌꎬＭｇ２＋

２􀆰 ５０ μｌꎬｄＮＴＰｓ(２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)２􀆰 ００ μｌꎬＤＮＡ 模板各

１􀆰 ００ μｌꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ２５ μｌꎬ补水至 ２５􀆰 ００ μｌꎮ
反应程序:９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃
退火 １０ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 ３ ｍｉｎꎬ循环 １５ 次ꎻ７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎꎮ 反应体系中添加第 １ 段基因的正向引物和

第 ２ 段基因的反向引物ꎬ其他反应体系和条件不变ꎮ
ＰＣＲ 产物用 ２％琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ将获得的大

小正确的条带进行切胶回收ꎮ 胶回收产物即为 ２ 个

片段的连接产物ꎮ
１.５　 重组片段克隆与验证

ＰＣＲ 扩增得到的特异性片段与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体

连接ꎬ连接产物转化大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５ａꎬ涂
布含 Ａｍｐ 的 ＬＢ 固体培养基ꎬ３７ ℃培养 １２ ｈꎮ 挑取

单菌落ꎬ进行 ＰＣ 扩增验证和测序验证ꎮ
ＰＣＲ 扩增验证:利用表 ２ 中不含接头的引物对标

准质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 的外源插入基因进行验证ꎬ检验所构

建的质粒是否能够扩增预期的所有片段ꎮ ＰＣＲ 反应

体系和反应条件同方法 １.４ 中含有接头的基因片段

的扩增ꎬ利用 ２％琼脂糖凝胶电泳分析 ＰＣＲ 产物ꎬ比
较目的基因扩增产物同预期片段大小是否一致ꎮ

测序验证:由生工生物工程(上海) 股份有限公

司完成质粒分子的测序验证ꎮ 测序结果分别同 ＮＣ￣
ＢＩ 进行 ｂｌａｓｔꎬ验证载体中序列的准确性ꎮ
１.６　 ｐＭＤ￣ＲＧ 质粒分子检验及应用

按照标准物质的国家标准 ＪＪＧ １００６－１９９４[１３]ꎬ对
构建的标准质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 进行均匀性和稳定性检验ꎮ

均匀性检验:取样方法按国家标准 ＪＪＧ １００６－
１９９４ 技术规范进行ꎮ 将稀释至 １ μｌ １×１０６拷贝的质

粒溶液以 ５００ μｌ 分装至冻存管中ꎬ共分装 ３００ 管ꎮ
从中随机取 １０ 管ꎬ分别标记为 １~１０ꎬ对各管质粒分

子中的每个目标片段进行检测ꎮ
稳定性检验:对质粒样品进行短期稳定性比较ꎮ

将质粒溶液稀释至 １ μｌ １×１０６拷贝ꎬ以每管 ５０ μｌ 分
装至 ０.２ ｍｌ 的 ＰＣＲ 管内ꎬ分别将样品置于 ２５ ℃、４
℃、－２０ ℃、－７０ ℃存放ꎬ在第 １ ｄ、第 ７ ｄ、第 １４ ｄ、第
２１ ｄ 和第 ２８ ｄ 时对质粒样品进行 ＰＣＲ 检测ꎬ对样

品的稳定性进行比较ꎮ
ｐＭＤ￣ＲＧ 质粒分子的应用:分别以构建的标准

质粒分子 ｐＭＤ￣ＲＧ 和基质标准品中提取的 ＤＮＡ 为

模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ比较质粒分子中各调控元件

的扩增和稳定性与基质标准品是否一致ꎮ ＰＣＲ 体

系及扩增程序同方法 １.４ 中含有接头的基因片段的

扩增ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重叠 ＰＣＲ扩增获得的启动子和终止子重组片段

　 　 根据图 １ 所示ꎬ进行载体构建ꎮ 利用表 １ 中各

基因的上游和带有互补接头的下游引物分别扩增ꎬ
ＰＣＲ 产物用 ２％琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ结果见图 ２ꎮ
正确的片段切胶回收后ꎬ将含有互补接头的胶回收

产物进行连接ꎬ以此作为模板进行重叠 ＰＣＲꎬ电泳

后切胶回收获得连接产物ꎬ即为 ２ 个片段的连接产

物(图 ２)ꎮ
　 　 确定条带大小正确后ꎬ进行切胶回收ꎬ再将 ２ 个

片段连接起来ꎮ 分别为 ＣａＭＶ３５ＳＳ ＋ ＦＭＶ３５Ｓ (４０５
ｂｐ)、ＰＴＡ ２９ ＋Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ(５８０ ｂｐ)、ＰＮＯＳ ＋ｔ３５Ｓ(３０４
ｂｐ)、ｔＮＯＳ ＋ ｔＥ９ (４５３ ｂｐ) (图 ３Ａ、图 ３Ｂ、图 ３Ｃ、图
３Ｄ)ꎮ 之后再拼接上述片段ꎬ即 ＣａＭＶ３５Ｓ ＋ＦＭＶ３５Ｓ ＋
ＰＴＡ ２９ ＋Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ(９８５ ｂｐ)和 ＰＮＯＳ ＋ｔ３５Ｓ＋ｔＮＯＳ＋ｔＥ９
(７５７ ｂｐ)(图 ３Ｅ、图 ３Ｆ)ꎮ 最后ꎬ将 ２ 个大片段整合起

来ꎬ得到完整的 ８ 个调控元件的片断(１ ７４２ ｂｐ)(图
３Ｇ)ꎮ
２.２　 转基因筛查阳性质粒的鉴定

利用分子克隆方法ꎬ将重叠 ＰＣＲ 扩增获得的重

组片段连接到质粒载体 ｐＭＤ￣１９Ｔ 上ꎬ构建转基因筛

查阳性质粒 ｐＭＤ￣ＲＧꎮ 对重组质粒进行鉴定和验证ꎮ
　 　 通过紫外分光光度计测量 ＤＮＡ 纯度及质量浓

度ꎬ测定其在 ２６０ ｎｍ、２８０ ｎｍ 处的紫外光吸收值ꎬ将
质量浓度稀释为 ５０ ｎｇ / μｌꎮ 测定结果表明ꎬ２６０ ｎｍ
与 ２８０ ｎｍ 处的吸光值比值在 １􀆰 ８０ 至 ２􀆰 ００ 之间ꎬ
２６０ ｎｍ 与 ２３０ ｎｍ 处的吸光值比值在 ２􀆰 ０ 至 ２􀆰 ３ 之

间ꎬ说明 ＤＮＡ 纯度符合质粒标准分子要求ꎮ
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Ｍ:ＤＬ ２０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１:阴性对照ꎻ２~ ５:模板为含有目标基因的转基因材料ꎻ启动子 ＣａＭＶ３５Ｓ 和终止子 ｔＮＯＳ 以转基因大豆 ＧＴＳ４０￣３￣２ 为

模板ꎻ启动子 ＦＭＶ３５Ｓ、终止子 ｔＥ９ 以转基因油菜 ＧＴ７３ 为模板ꎻ启动子 ＰＴＡ２９ 以转基因油菜 ＭＳ１ 为模板ꎻ启动子 ＰＮＯＳ 以转基因油菜 ＲＦ１
为模板ꎻ终止子 ｔ３５Ｓ 以转基因玉米 Ｂｔ１７６ 为模板ꎻ启动子 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 以转基因玉米 ＭＯＮ８１０ 为模板ꎮ

图 ２　 转基因作物中启动子和终止子的扩增

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｏｐｓ

Ｍ:ＤＬ ２０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１:阴性对照ꎻ２ ~ ５:连接后的片段ꎮ Ａ:ＣａＭＶ３５Ｓ ＋ ＦＭＶ３５ＳꎻＢ:ＰＴＡ２９ ＋ＵｂｉｑｕｉｔｉｎꎻＣ:ＰＮＯＳ ＋ ｔ３５ＳꎻＤ: ｔＮＯＳ ＋ ｔＥ９ꎻＥ:
ＣａＭＶ３５Ｓ＋ＦＭＶ３５Ｓ＋ＰＴＡ２９＋ＵｂｉｑｕｉｔｉｎꎻＦ:ＰＮＯＳ＋ｔ３５Ｓ＋ｔＮＯＳ＋ｔＥ９ꎻＧ:ＣａＭＶ３５Ｓ＋ＦＭＶ３５Ｓ＋ＰＴＡ２９＋Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ＋ＰＮＯＳ＋ｔ３５Ｓ＋ｔＮＯＳ＋ｔＥ９ꎮ

图 ３　 启动子和终止子的连接片段

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｓｅｇｍｅｎｔ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｓ

　 　 利用表 １ 中各基因的上、下游引物ꎬ对标准

质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 的外源插入片段进行验证 [１４￣１５] ꎮ
结果显示ꎬ扩增条带片段大小与预期片段大小一

致(图 ４) ꎬ各片段大小分别为 ＣａＭＶ３５Ｓ １９５ ｂｐ、
ＦＭＶ３５Ｓ ２１０ ｂｐ、 ＰＴＡ２９ ２６６ ｂｐ、 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ３１４

ｂｐ、ＰＮＯＳ １８３ ｂｐ、ｔ３５Ｓ １２１ ｂｐ、 ｔＮＯＳ １８０ ｂｐ、 ｔＥ９
２７３ ｂｐꎬ表明载体构建成功ꎮ 同时对质粒分子进

行测序验证(图 ４) ꎮ ＢＬＡＳＴ 分析结果表明:ｐＭＤ￣
ＲＧ 克隆序列长１ ７４２ ｂｐꎬ与实际碱基序列完全吻

合ꎮ

６９３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ６ 期



ａ 图中ꎬ Ｍ 为 ＤＬ ２０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎬＮＣ 为空白对照ꎬ１~８ 依次为 ＣａＭＶ３５Ｓ、ＦＭＶ３５Ｓ、ＰＴＡ２９、Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ、ＰＮＯＳ、ｔ３５Ｓ、ｔＮＯＳ、ｔＥ９ꎻｂ 图中ꎬ下划线表

示质粒标准分子构建中所用的引物位置ꎮ
图 ４　 标准质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 的 ＰＣＲ 扩增验证(ａ)和测序验证(ｂ)
Ｆｉｇ.４　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ￣ＲＧ

２.３　 ｐＭＤ￣ＲＧ 质粒分子的均匀性和稳定性

将 ｐＭＤ￣ＲＧ 质粒标准分子同一稀释到 １ μｌ １×
１０６拷贝ꎬ分装ꎬ随机抽取其中的 １０ 管进行均匀性检

验ꎮ ＰＣＲ 扩增结果(图 ５)显示 １０ 管质粒标准分子

都扩增出对应的 ８ 个调控基因片段ꎬ说明质粒标准

分子各管间均匀性良好ꎮ
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Ｍ:ＤＬ ２０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１~１０:随机抽取的 １０ 管质粒分子ꎮ
图 ５　 ｐＭＤ￣ＲＧ 质粒标准分子均匀性验证

Ｆｉｇ.５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｆ ｐＭＤ￣ＲＧ

　 　 对 ｐＭＤ￣ＲＧ 质粒分子进行短期内稳定性检验ꎮ
ＰＣＲ 扩增结果(图 ６)表明ꎬｐＭＤ￣ＲＧ 质粒分别在 ２５
℃、４ ℃、－２０ ℃、－７０ ℃温度下存放 １ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、

２１ ｄ、２８ ｄꎬ扩增结果均很好ꎮ 说明短期内 ｐＭＤ￣ＲＧ
标准质粒稳定性好ꎬ扩增结果可靠ꎮ

Ｍ:ＤＬ ２０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１:２５ ℃ꎻ２:４ ℃ꎻ３:－２０ ℃ꎻ４:－７０ ℃ꎮ
图 ６　 ｐＭＤ￣ＲＧ 质粒标准分子的稳定性验证

Ｆｉｇ.６　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｆ ｐＭＤ￣ＲＧ
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２.４　 ｐＭＤ￣ＲＧ 质粒分子的应用分析

对构建的质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 进行 ＰＣＲ 扩增鉴定ꎮ
从表 ２ 可以看出ꎬ质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 中各调控元件均得

到了扩增并与基质标准品的结果一致ꎬ证明构建的

含调控元件的筛查质粒分子 ｐＭＤ￣ＲＧ 可以作为转

基因作物检测的阳性标准品用于转基因成分检测ꎮ

表 ２　 转基因作物筛查质粒 ｐＭＤ￣ＲＧ 的 ＰＣＲ 扩增鉴定

Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ￣ＲＧ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｒｏｐ

转基因作物品系 ＣａＭＶ３５Ｓ ＦＭＶ３５Ｓ ＰＴＡ２９ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ＰＮＯＳ ｔ３５Ｓ ｔＮＯＳ ｔＥ９

Ｂｔ１１ ＋ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ

Ｂｔ１７６ ＋ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ ＋ Ｎ Ｎ

ＭＯＮ８１０ ＋ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

ＮＫ６０３ ＋ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ

ＴＣ１５０７ ＋ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ ＋ Ｎ Ｎ

Ａ５５４７￣１２７ ＋ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ Ｎ

ＧＴ７３ Ｎ ＋ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＋

ＴＴ５１￣１ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ

ＫＦ６ ＋ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＋ ＋ Ｎ

ＭＳ１ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ ＋ Ｎ ＋ Ｎ

ＲＦ１ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ ＋ Ｎ ＋ Ｎ

ＧＴＳ４０￣３￣２ ＋ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ

ＭＯＮ８９７８８ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＋

ＯＸＹ２３５ ＋ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ ＋ Ｎ
＋:检测出相应条带ꎻＮ:没有检测出ꎮ

３　 讨 论

转基因作物的种植面积在逐年扩大ꎮ 在中国ꎬ
每年都有转基因品系获得进口证书ꎬ２０１７ 年农业部

发布转基因生物安全证书(进口)清单ꎬ批准孟山

都、拜耳、先正达等公司的 １６ 个转基因生物安全证

书(进口)ꎬ涉及的转基因生物为大豆、玉米、油菜、
棉花、甜菜ꎬ用途皆为“加工原料” [１６]ꎮ 截至目前ꎬ中
国进口的转基因产品扩大到 ４６ 种ꎬ对这些获得进口

证书的转基因产品的监管比较严格ꎮ 然而ꎬ对进口

产品中混杂的非法进口的转基因品种或实验室产品

扩散的监管更为重要ꎮ 对于未知产品的检测ꎬ当前

采用的主要方法是通用元件基因检测ꎬ之后对转化

体品系进行分析ꎮ 在检测过程中ꎬ阳性标准物质是

检测过程中的标尺ꎬ然而由于来源于植物原材料本

身的标准物质的制备过程非常复杂ꎬ需要精度很高

的设备ꎬ生产成本较高ꎬ保存环境要求高等因素ꎬ获
得所有不同转基因植物的标准样品难度比较大[１７]ꎮ
而标准质粒分子是一种重组质粒分子ꎬ根据需要可

组合转基因作物的内源基因ꎬ待检测的外源基因ꎬ转

化体特异性片段ꎬ该物种特异性片段ꎬ也可插入多组

外源基因ꎬ并且制备上操作简便ꎬ生产成本低ꎬ容易

获得高纯度质粒标准分子 ＤＮＡ 样品[１８]ꎮ 因此含有

通用元件的质粒作为阳性对照在检测中使用比较便

捷ꎮ
在质粒构建过程中ꎬ如果选择常规的质粒载体

构建方法ꎬ一般利用酶切位点进行重组克隆ꎬ而有时

酶切的选择和位点引入存在一定难度ꎬ同时在构建

过程中要进行多次酶切和连接操作ꎬ这使得构建过

程繁杂而且构建成本也较高[１９]ꎮ 本研究中选择的

重叠 ＰＣＲ 技术比较方便快速ꎮ 重叠 ＰＣＲ 最初是用

于基因定点突变中[２０]ꎬ后来被扩展应用到 ２ 个片段

的拼接[２１]ꎮ 该技术也曾在其他质粒分子的构建中

使用ꎬ设计的引物中有 １８ ~ ２５ 个碱基重叠ꎬ重叠序

列能将相邻的 ８ 个目标 ＤＮＡ 片段连接[２２]ꎮ 本研究

将 ８ 个调控元件单独扩增后ꎬ利用重叠 ＰＣＲ 技术将

这些调控元件片段融合在一起ꎬ进行克隆ꎬ构建了含

有 ８ 个调控元件的质粒载体ꎬ相对于引入酶切位点

的重组克隆ꎬ该技术更便捷快速ꎮ
本研究构建的含有调控元件的标准质粒均匀性
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一致ꎬ短期稳定性好ꎮ 已构建好的标准质粒分子可

以在低温环境下(４ ℃、－２０ ℃、－７０ ℃ )保存 ３ 个

月ꎬ对检测结果没有影响[２３￣２４]ꎮ 用标准质粒作为标

准物质ꎬ可以避免在检测过程中阳性物质的多次提

取ꎬ减少阳性物质对实验室的污染ꎮ 通过分析国外

已批准商业化和国内处于环境释放阶段材料的插入

元件信息ꎬ以及国内检测标准的需要ꎬ选择转化体中

通用调控元件构建筛查质粒ꎬ构建的筛查质粒可以

覆盖绝大多数转基因转化体ꎬ可作为转基因产品检

测和监管的对照标准物质ꎮ
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