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结合核酸斑点杂交技术检测转基因番茄研究

梁彦君$陈文虎$王梦娜$许爱霞$冯俊丽
"浙江理工大学生命科学学院生物工程研究所!杭州
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!

要!基于转基因番茄的安全性评价!建立健全番茄转基因检测体系尤为迫切'文章采用转基因作物检测常

用的传统定性
dJR

技术和核酸斑点杂交技术!针对转基因番茄中常用的
!#C

"花椰菜花叶病毒启动子$&

';C

"胭脂

碱合成酶终止子$!

'QP--

"新霉素转移酶基因$!

!#C*&I&

"

!#C

和番茄
&I&

基因的交联结构$&以及
,(B#$

"番茄内

参基因$!检测了阳性对照质粒
dLP%$%

&华蕃一号样品和阴性对照合作
&"!

番茄'从华蕃一号中成功检出
!#C

&

';C

&

'QP--

&

!#C*&I&

和内参基因
,(B#$

!阴性对照番茄合作
&"!

中只有内参基因
,(B#$

检出'试验重复性良好!

检测灵敏度高!两种方法相互补充!排除假阳性'核酸斑点杂交一次可检出多个外源基因!增加了检测通量!为我国

番茄转基因检测提供参考'

关键词!转基因番茄#外源基因检测#定性
dJR

技术#核酸斑点杂交

中图分类号!

iCFF

!!!

文献标志码!

K

(

!

引
!

言

番茄是重要的蔬果产品#我国是番茄出口大国%

自
$"

世纪
&"

年代第一例转基因番茄培育成功以

来#番茄转基因技术发展迅速#番茄的耐储藏)抗病

毒)抗逆性等转基因品系相继培育成功'

%

(

%

%&&D

年#我国华中农业大学也成功将番茄中乙烯合成酶

基因的反义抑制链导入番茄植株#培育出我国第一

个获准商业化的转基因品种华蕃一号'

$

(

%然而转基

因产品的安全性和合理性一直以来备受争议#所以

围绕转基因植株的外源基因检测方法也备受关注%

包括中国在内的多个国家和地区针对转基因产品#

尤其是农产品制定了一系列法律法规#欧盟国家要

求要严格保护消费者的知情权#对转基因食品明确

标识'

!

(

%此外#随着人口膨胀#世界性的粮食问题凸

显#全世界转基因农作物的数量逐年上涨#包括大

豆#玉米#番茄#辣椒#棉花等作物均有一定数量的种

植#并进入市场'

E

(

%在生物技术突飞猛进的时代#相

信会有越来越多的转基因作物问世并进入人们的生

活#因此健全和完善转基因物种外源基因检测体系

就显得很有必要'

#

(

%

目前转基因番茄检测方法中#大致分为核酸检

测方法和蛋白质检测方法两大类'

D

(

%核酸检测中包

括
dJR

技术)

*1,-7<3G1dJR

技术)多重
dJR

技术)

@(*<01*+

杂交技术)基因芯片技术等'

C

(

%蛋白质检

测中主要使用酶联免疫吸附技术%一般根据不同作

物选择合适的方法体系%当前转基因番茄检测的方

法日趋成熟#涉及的检测方法基本涵盖了常用的检

测技术#但是在方便性和可靠性等方面仍然需要探

索'

F

(

%本文探究转基因检测方法中的
dJR

和

@(*<01*+

斑点杂交技术#两种技术结合可保证结果

的可靠性#斑点杂交实验中
%

个样品
E

个重复来保

证实验的重复性%在同一张膜上同时检出了
!

个外

源基因和
%

个种属内参基因#实现了检测量的优化#

成本较低#结果可靠性良好#操作简单#可以为转基

因番茄检测方法提供参考%



!

!

材料与方法

%?%

!

材料

%?%?%

!

实验材料

转基因番茄华蕃一号由华中农业大学提供#合

作
&"!

番茄为本实验室保存%

%?%?$

!

试剂

植物基因组提取试剂盒"

83,+W1+

公司$+

8,_,R,8,

g

8U

O(<5<,*<>1*;3(+

"

8,c,*,

公司$+

L3(<3+S16,Y,a1-

8U

S@K Y,a1-3+

4

_3<

"

M1*G1+<;

公 司$+

L3(<3+J0*(G(

4

1+36S1<16<3(+ _3<

"

M1*7

G1+<;

公司$+正电尼龙膜"

O

=

a(+I7@

\

$%其他酶

均购自
8,c,*,

公司#其他试剂属于自配试剂如

55J

#杂交液预杂交液
5S5

等#药品均为国产分

析纯产品%

%?%?!

!

仪器

dJR

仪 "

LPN7RKS

公 司$+分 子 杂 交 仪

"

8TJO@T

公司$+凝胶成像分析系统"

8K@N@

公

司$+微量紫外分光光度计"

801*G(

公司$%

%?$

!

方法

%?$?%

!

样品基因组
S@K

提取

两种番茄种子在培养皿中浸泡
$E0

催芽后种

在温室#取
!

$

#

叶期番茄的幼嫩真叶
%""G

4

#用植

物基因组
S@K

提取试剂盒提取样品
S@K

#具体步

骤参照试剂盒#提取后
"?CX

凝胶电泳检测其完整

性#并用微量紫外分光光度计得出其在
$D"

)

$F"+G

处的
NS

值#并计算出浓度和纯度%

S@K

溶液于
B

$"Z

保存备用%

%?$?$

!

引物设计

从
@JLP

数据库中搜索已经报道的转基因番茄

外源基因序列信息#经
LYK58

后用
S@K7;<,*

)

U1

4

,-3

4

+

等软件比较其序列同源性#筛选出报道的

目的片段基因后导入
d*3G1*

A

*1G31*#?"

进行引物

设计#委托上海生工生物有限公司进行合成%

%?$?!

!

目的基因的定性
dJR

扩增检测

用
%?$?$

中设计的引物对样品
S@K

进行扩增

检测#筛选出了特异性良好的
#

对引物分别对应于

转基因番茄基因组
S@K

上的
#

个目的片段#以含

有转基因植物常用外源启动子
!#C

"花椰菜花叶病

毒启动子$#

';C

终止子"胭脂碱合成酶终止子$以

及标记基因
'QP--

"新霉素转移酶基因$的质粒

dLP%$%

为阳性对照#华番一号番茄
S@K

和阴性对

照合作
&"!

番茄
S@K

样品为检测样本进行
dJR

扩增检测%

$""

"

Y

薄壁管中依次加入
%"]L)..1*

$?#

"

Y

#

I@8dG3H$

"

Y

#上下游引物各
%

"

Y

#模板

%

"

Y

#

O578,

g

"?%$#

"

Y

#加
IIO

$

N

至
$#

"

Y

%反应

程序为
&EZ!";

#

#DZ!";

#

C$Z%G3+

#共
!#

个循

环#最后
C$Z

延伸
#G3+

%反应结束后取
#

"

Y

#

!X

琼脂糖凝胶电泳检测结果%

%?$?E

!

杂交膜的制备

选用
%?$?!

中
E

对引物扩增的产物点膜#分布

情况为!第
%

列为
!#C*&I&

#第
$

列
';C

#第
!

列为

'QP--

#第
E

列
,(B#$

#第
#

列为空白对照#每列
E

个重复#华蕃一号和合作
&"!

各点
%

张膜%具体制

备过程是#先将膜用灭菌双蒸水浸泡
%"G3+

#再用

%#]55J

浸泡
!"G3+

到
$0

#晾干%将点样用样品

沸水浴变性
#G3+

#冰中速冷#用铅笔在正电尼龙膜

上标好位置并标记#将样品点在尼龙膜的毛面#每个

样品一般点
#

"

Y

"

$

$

%"

"

4

S@K

$%样品点好后#

放在干净的滤纸上#先室温干燥
"?#

$

%0

#然后在

F"Z

真空干燥固定
$0

#密封保存备用%

%?$?#

!

生物素探针的制备

选择外源基因引物
!#C*&I&

#

';C

#

'QP--

和

内参基因引物
,(B#$

#分别对华蕃一号样品和合作

&"!

番茄样品进行
E

重
dJR

扩增标记%扩增产物

纯化后#取
%"

"

Y

做模板制作生物素标记探针#具体

步骤参照
L3(<3+S16,Y,a1-

8U

S@KY,a1-3+

4

_3<

!

%[#GY

离心管中依次加入
S@K

模板"

dJR

产物$

%"

"

Y

"

%""

$

%"""+

4

$#

#]R1,6<3(+a)..1*%"

"

Y

#

IIO

$

N$E

"

Y

#混匀#离心
!

$

#;

%

%""Z

水浴中煮

沸变性
#

$

%"G3+

#冰水骤冷%再加入
L3(<3+Y,a17

-3+

4

U3H#?"

"

Y

#

_-1+(b.*,

4

G1+<1H(

"

#9

$

%

"

Y

#

混匀#离心
!

$

#;

#

!CZ

孵育
$

$

E0

%加入
%

"

Y

TS8K

"

"?#U

#

A

OF?"

$终止反应#

B$"Z

保存

备用%

%?$?D

!

核酸斑点杂交检测

准备预杂交液!各组分终浓度!

D]55J

#

"?#X

5S5

#

#]S1+0,*<;

液#

#"X

的去离子甲酰胺%以
$]

55J

浸膜
#G3+

#取鲑鱼精
S@K

#

%""Z

水浴中煮沸

变性
%"G3+

#冰水骤冷%将变性的鲑鱼精
S@K

加

入预杂交液中#调至终浓度
#"

$

%""

"

4

&

GY

%将湿

润的膜放入杂交管#以
$"GY

&

%""6G

$加入预杂交

液#放入杂交炉中
E$Z

预杂交
$

$

!0

%准备杂交

液!生物素标记的探针于
%""Z

水浴变性
#G3+

#冰

水骤冷#加入到预杂交液中%弃去预交液#以每

%""6G

$膜加
D"

"

Y

的杂交液在杂交炉中
E$Z

杂交

过夜%弃去杂交液#以
$]55J

#

"?%X5S5

#室温洗

涤
$

次#每次
%"G3+

#用滤纸将膜吸干%配置各显

FEC

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
$"%!

年
!

第
!"

卷



色液和洗脱液#显色反应按
L3(<3+J0*(G(

4

1+36S17

<16<3(+_3<

试剂盒说明进行#结果为肉眼可见蓝紫

色斑点#拍照记录结果#判读杂交结果%

'

!

结果与分析

$?%

!

样品
S@K

提取结果

按
%?$?%

中方法提取的基因组
S@K$D"+G

)

$F"+GNS

比值大多为
%?C

$

%?&

之间#如图
%

所

示#

"?CX

琼脂糖凝胶电泳检测条带清晰#完整性

好#经测试其提取浓度为
%&"

$

$$"+

4

&

"

Y

#纯度良

好#稀释成约
%""+

4

&

"

Y

的样品可满足后续试验

要求%

$?$

!

引物筛选结果

实验按照
%?$?$

中的方法针对转基因番茄常用

的
!#C

启动子)

';C

终止子)

!#C*&I&

交联结构基

N

!

%"EJ':,(DDA!

+

%

!华蕃一号基因组
J':

+

$

!合作
&"!

基因组
J':

图
%

!

转基因番茄华蕃一号和合作
&"!

番茄的
J':

提取结果

因)标记基因
'QP--

以及番茄种属特有的内参基

因
,(B#$

#

#

个目的基因片段各设计
$

$

!

对引物#然

后测试引物扩增情况#选出特异性好的
#

对引物作

为后续实验用引物#筛选的引物信息见表
%

%

表
!

!

筛选出的引物序列

扩增基因"序列$ 引物名称 引物序列 产物大小

$(N4!#C

启动子
!#C*IQ WJ8JJ8KJKKK8WJJK8JK

!#C*%Q WK8KW8WWWK88W8WJW8JK

%&#a

A

';C

终止子
';C*IQ WKK8JJ8W88WJJWW8J88W

';C*%Q 88K8JJ8KW888WJWJWJ8K

%F"a

A

!#C*&I&

交联结构基因
!#C*&I&*IQ 8WWWK8J8KKWJKJ88WJKK88WWK

!#C*&I&*%Q WJKJKKKJKWKJWWWKJKJWKK8

$E!a

A

'QP--

新霉素转移酶基因
'QP--*IQ WKKKKK8KJJWJ8WJW8KKKKW

'QP--*%Q 8JKWWWJ888W88JK8J88JK8

$F#a

A

,(B#$

番茄种属内参基因
,(B#$*IQ K8WJKWWKKJK8JKWJKJKWKWWJ

,(B#$*%Q 8J888WJKW8JJ8JJJ88WWWJ88

%#"a

A

$?!

!

定性
dJR

检测结果

用表
%

中的
#

对引物按
%?$?!

中的体系程序分

别对华蕃一号番茄)合作
&"!

番茄)以及阳性质粒

dLP%$%

进行定性
dJR

检测#结果显示!华蕃一号番

茄中分别检出
$:N4*!#C

启动子基因#

';C

终止

子基因#标记基因
'QP--

#

!#C*&I&

交联结构基

因#以及番茄种属内参基因
,(B#$

#与阳性质粒

dLP%$%

中的
!#C

启动子片段#

';C

终止子#标记基

因
'QP--

基因条带大小相符#而合作
&"!

中均未

检出外源基因#只有番茄种属内参基因
,(B#$

有扩

增%结果表明!

dJR

检测华蕃一号和合作
&"!

番茄

目的基因大小符合要求#成功检测出了阳性样品华

蕃一号中的几个外源基因片段#以番茄种属内参基

因为对照#大大降低了误差#实验重复性良好#可以

用来检测其他番茄样品#而阴性对照中未检出转基

因成分%以阳性质粒为对照#进一步验证了结果的

可靠性%结果如图
$

所示%

U

!

#"a

A

S@KY,II1*

"

8,c,*,

公司$+

K

系列
dJR

模板为质粒

dLP%$%

+

L

系列
dJR

模板为华蕃一号基因组
S@K

+

J

系列
dJR

模板为合作
&"!

番茄基因组
S@K

%扩增顺序是
%

!

!#C

启动子+

$

!

';C

终止子+

!

!标记基因
'QP--

+

E

!

!#C*&I&

+

#

!种属内参

,(B#$

基因%

图
$

!

华蕃一号和合作
&"!

番茄的定性
dJR

检测结果

$?E

!

核酸斑点杂交检测结果

按照
%?$?D

中的杂交方法杂交显色实验完成

&EC

第
#

期 梁彦君等!

dJR

结合核酸斑点杂交技术检测转基因番茄研究



后#结果显示!华蕃一号样品对应的膜如图
!

#第一

列
!#C*&I&

交联结构基因#第二列
';C

终止子#

第三列
'QP--

标记基因+第四列番茄种属内参基

因
,(B#$

的探针%上述
E

列分别显示出蓝紫色的杂

交斑点#第五列空白对照则无结果#

E

个重复结果大

体相同#说明核酸斑点杂交用来转基因检测的方法

可行#重复性良好%合作
&"!

番茄样品杂交结果如

图
E

#除第四列番茄内参基因
,(B#$

有蓝紫色杂交

斑点外#外源基因"第
%

$

!

列$和空白对照"第
#

列$

均未出现蓝紫色杂交斑点%这表明核酸斑点杂交检

测转基因成分的可行性#也可作为
dJR

检测方法的

验证手段%

%

!

!#C*&I&

交联基因#

$

!

';C

终止子#

!
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用
dJR

的方法检测样品中的多个基因#几对引

物之间的退火温度要尽可能相同#本实验采用的五

对引物的退火温度大多控制在
#DZ

左右#这样就保

证了它们在同样的
dJR

体系中能很好地扩增#达到

检测目的#用多重
dJR

方法制备生物素标记探针模

板时#选取的四对引物的目的片段大小差异在
!"a

A

以上#这样能保证它们在同一体系中各自特异性扩

增#为后续的标记实验提供保证'

&

(

%

O(<7;<,*S@K

聚合酶可以消除模板在较低温

度或常温下的错误扩增#高温加热前#抗
P(

K

单克

隆抗体与
P(

K

酶结合#抑制聚合酶的活性#从而抑

制低温条件下由引物的非特异性退火或引物二聚体

引起的非特异性扩增%

dJR

反应液在冰中配制#然

后置于
dJR

反应仪上进行
dJR

反应%这种冷启动

法与热启动法相结合#更能有效地减少
dJR

过程中

的非特异性反应#增强
dJR

扩增的特异性#能得到

良好的
dJR

结果%

杂交探针的准备一定要保证探针的质量#各步

骤要严谨操作#以保证后续杂交实验的进行%杂交

时间不宜过长#一般最长不要超过
$"0

#避免背景

太深#影响杂交结果%本实验杂交过夜
%D0

#得到

的信号良好%制备杂交膜的时候#多个样品点膜时

要避免样品在膜上相互渗透污染#本实验制备的杂

交膜无污染#得到的斑点清晰%杂交膜显色时#加显

色液和显色的过程要在黑暗的环境中完成#包括显

色液要及时在黑暗的条件下配制#这样才能保证显

色的结果良好%

转基因作物检测最重要的原则是结果的可靠

性#避免假阳性和假阴性结果的出现#这就要求实验

要有良好的重复性#另外准确地设置实验对照组也

是很重要的'

%"

(

%在检测过程中分别做了重复和对

照#实验结果有良好的重复性#对照组和实验组的结

果无冲突#验证了结果的正确性%本实验中的定性

dJR

检测是常规的检测方法#但是要保证结果的准

确无误#一定要在实验设计方案中考虑到引物设计#

退火温度#最适体系#对照组选择等诸多因素#这样

才能保证结果的可信度%本实验遵循了以上原则#

很好地验证了传统的
dJR

在番茄转基因成分检测

中的运用价值'

%%

(

%用核酸斑点杂交的方法检测了

同一样品中的
!

个外源基因并以番茄内参基因为对

照组基因#得到了良好的结果%核酸斑点杂交试剂

用量小#一套试剂盒能检测
#"

$

D"

个样品#是一种

比较经济的检测方案#另外一张膜上能检出多个基

因也体现了它的优点%两种检测方法相互补充#可

以作为转基因番茄转基因成分检测的参考%

转基因检测方法在关注其准确性和便捷性的同

时#也需要考虑到其经济实用性和高通量检测能

力'

%$

(

%近些年来发展了很多检测手段#比如依据

dJR

检测方法建立起来的多重
dJR

#实现了节省试

剂和增加检测量的目的#但一个稳定的多重
dJR

体

"#C

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
$"%!

年
!

第
!"

卷



系的建立是一个复杂的探索过程%荧光定量
dJR

精确到可以检测出转基因成分的含量#实现检测的

精细化#是近年来普遍使用的手段'

%!

(

%随着基因芯

片技术的发展#基因芯片用于转基因作物检测也日

渐成为现实#基因芯片检测的高通量和准确度都令

人信服#在转基因检测中占有很大优势#势必成为以

后转基因检测的主流%由于转基因产品的不断产业

化加上市场的流通日益加快#探索一种最简单)最便

捷)最省时经济的检测方法是以后研究的主要方向#

也是科研工作者们面临的挑战%
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