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摘要：针对转基因玉米的特异基因（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍ

ｂｅｒＡＸ３４２３６９）设计引物，建立转基因玉米ＮＫ６０３品系特异

性基因环介导等温扩增方法。对该方法进行特异性、灵敏度

分析。结果表明：ＬＡＭＰ法检测转基因玉米 ＮＫ６０３品系成

分特异性强、灵敏度高、定性检出限为０．１％。该方法快速、

简便，可在作物转基因筛查中推广使用。
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犃犫狊狋狉犪犮狋：ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃＬＡＭＰｐｒｉｍｅｒｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄｍａｉｚｅ

ＮＫ６０３ｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｐｕｂｌｉｓｈｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｇｅｎ
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　　转基因玉米品系ＮＫ６０３是由美国孟山都公司（Ｍｏｎｓａｎ

ｔｏＣｏｍｐａｎｙ）研制开发，将耐除草剂基因ＣＰ４ＥＰＳＰＳ导入玉

米中，这一基因编码的ＣＰ４ＥＰＳＰＳ蛋白，可以使玉米抗草铵

膦［１］。目前该转基因玉米虽已经欧盟正式批准用于食品和

饲料，但其安全性仍然备受关注。

２００２年，中国卫生部出台了《转基因食品卫生管理办

法》。该《办法》规定：对“以转基因动植物、微生物或者其直

接加工品为原料生产的食品和食品添加剂”必须进行标识。

因此建立一套方便、快捷的转基因产品检测技术是贯彻标识

制度的重要前提。

目前对转基因产品的检测主要是基于核酸水平的ＰＣＲ

检测，包括多重ＰＣＲ（ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）
［２］、实时定量ＰＣＲ（Ｒｅ

ａｌｔｉｍｅＰＣＲ）
［３］等，但是这些方法需要热循环设备，存在操作

步骤繁琐，检测时间较长，不适合于现场实时检测以及跟踪

检测。Ｎｏｔｏｍｉ等
［４］开发了一种新颖的恒温核酸扩增方

法———环介导等温扩增技术（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ），该方法针对靶基因的６个区域设计４种

特异引物，提高了检测的特异性，同时其扩增效率较普通

ＰＣＲ高，很大程度地提高了灵敏度。ＬＡＭＰ技术具有简单、

快速、特异性强等优点，已用于致病菌［５－６］、病毒［７］、寄生

虫［８］、过敏原［９－１１］、物种鉴定［１２－１４］等检测中。随着越来越多

的转基因产品大规模商业化生产，转基因组分的快速检测受

到广泛关注，而快速简便的ＬＡＭＰ已成功应用于转基因大

豆［１５］、棉花［１６］、玉米［１７］、水稻［１８－１９］等作物的检测。本研究

拟根据ＬＡＭＰ技术原理，建立转基因玉米 ＮＫ６０３的品系特

异性ＬＡＭＰ快速检测方法，适合在基层检测单位及现场快

检工作中的推广使用。

１　材料与方法

１．１　试验材料

转 基 因 标 准 品：转 基 因 玉 米 ＮＫ６０３、ＭＯＮ８６３、

ＭＯＮ８１０，国家标准物质信息中心；

转基 因 水 稻 Ｂｔ６３ 和 转 基 因 玉 米 混 合 样 品 （含 有

ＭＩＲ６０４、Ｂｔ１１、ＧＡ２１、５９１２２、Ｂｔ１７６）：湖南省出入境检验检

疫局。

１．２　主要试剂和仪器

通用型ＲｅａｌｔｉｍｅＬＡＭＰ试剂盒：广州华峰生物科技有

限公司；

ＤＮＡ抽提试剂盒、１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ、ＰｒｅｍｉｘＴａｑ
ＴＭ：

宝生物工程（大连）有限公司；

超微量核酸蛋白分析仪：ＢＤ１０００型，北京五洲东方科技

发展有限公司；

６５



实时荧光定量ＰＣＲ仪：７５００ＦＡＳＴ型，美国应用生物系

统公司。

１．３　ＤＮＡ提取

转基因玉米ＮＫ６０３及其他的转基因玉米、水稻的ＤＮＡ

提取均参照ＤＮＡ抽提试剂盒中的试验操作步骤。

１．４　引物序列

根据转基因玉米ＮＫ６０３品系特异性基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒＡＸ３４２３６９），采用ＬＡＭＰ专用引物设计软

件设计３套ＬＡＭＰ引物（表１），由上海生工生物工程（上海）

股份有限公司合成。经过引物筛选试验，最终确定一套特异

性引物，引物设计情况见图１，引物序列见表１。

表１　引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

引物 序列（５’→３’）

ＮＫ６０３Ｆ３ ＧＡＣＣＡＧＧＴＡＡＴＣＴＴＡＣＣＴＴＴＧＴ

ＮＫ６０３Ｂ３ ＴＧＡＡＡＣＣＧＣＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡ

ＮＫ６０３ＦＩＰ

（Ｆ１Ｃ＋Ｆ２）

ＧＧＣＣＧＣＧＴＴＡＡＣＡＡＧＣＴＴＡＣＴＴＴＴＴＧＧＡＣ

ＴＡＴＣＣＣＧＡＣＴＣＴＣＴ

ＮＫ６０３ＢＩＰ

（Ｂ１Ｃ＋Ｂ２）

ＣＴＴＧＧＴＡＣＣＡＣＧＣＧＡＣＡＣＡＴＴＴＴＣＴＧＴ

ＴＡＴＧＧＴＴＣＧＡＧＡＡＧＡＧＡＴ

ＮＫ６０３ＬＦ ＴＣＧＡＧＧＴＣＡＴＴＣＡＴＡＴＧＣＴＴＧＡ

ＮＫ６０３ＬＢ ＡＧＴＧＴＴＴＧＡＧＴＧＧＡＴＣＣＴＧＴＴ

图１　用于引物设计的部分ＮＫ６０３序列及引物位置

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＮＫ６０３ｆｏｒｔｈｅｐｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎ

ａｎｄｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

１．５　ＬＡＭＰ方法的建立

２５μＬＬＡＭＰ 反应体系中外引物 Ｆ３和 Ｂ３浓度为

０．２μｍｏｌ／Ｌ，内引物ＦＩＰ和ＢＩＰ浓度为１．６μｍｏｌ／Ｌ，环引物

ＬＦ和ＬＢ浓度为０．３μｍｏｌ／Ｌ，８ＵＢｓｔＤＮＡ聚合酶０．５μＬ、

２×ＬＡＭＰｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ１２．５μＬ、显色液０．２５μＬ及

ＤＮＡ模板１００ｎｇ，反应条件：６３℃，６０ｍｉｎ，８０℃，１０ｍｉｎ，在

荧光定量ＰＣＲ仪上完成反应。

１．６　ＬＡＭＰ引物的筛选

用５％的转基因玉米ＮＫ６０３标准品作为阳性对照，用非

转基因玉米作为阴性对照，每组对照分别设置２个平行，进

行ＬＡＭＰ反应。通过扩增曲线结果，根据起始扩增时间、扩

增曲线的重复性等指标对引物进行筛选。

１．７　特异性分析

分别提取转基因玉米 ＮＫ６０３、ＭＯＮ８６３、ＭＯＮ８１０、转基

因水稻Ｂｔ６３和转基因玉米混合样品（含有 ＭＩＲ６０４、Ｂｔ１１、

ＧＡ２１、５９１２２、Ｂｔ１７６）基因组ＤＮＡ，用于确定引物的特异性。

２５μＬＬＡＭＰ反应体系中外引物（ＮＫ６０３Ｆ３、ＮＫ６０３Ｂ３）浓

度为０．２μｍｏｌ／Ｌ，内引物（ＮＫ６０３ＦＩＰ、ＮＫ６０３ＢＩＰ）浓度为

１．６μｍｏｌ／Ｌ，环引物（ＮＫ６０３ＬＢ、ＮＫ６０３ＬＦ）０．３μｍｏｌ／Ｌ，

８ＵＢｓｔＤＮＡ聚合酶０．５μＬ、２×ＬＡＭＰｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ

１２．５μＬ、显色液０．２５μＬ及 ＤＮＡ 模板１μＬ，反应条件：

６３℃，４５ｍｉｎ，８０ ℃，１０ｍｉｎ，在荧光定量 ＰＣＲ 仪上完成

反应。

１．８　灵敏度分析

为确定本方法的检测灵敏度，采用不同梯度浓度（５％，

１％，０．５％，０．１％，０．０５％，０％）的转基因玉米 ＮＫ６０３标准

品进行ＬＡＭＰ扩增，每个浓度设置２个平行，用荧光定量

ＰＣＲ仪进行监测。

常规 ＰＣＲ采用 ＰｒｅｍｉｘＴａｑ
ＴＭ，用引物对（ＮＫ６０３Ｆ３／

ＮＫ６０３Ｂ３）对不同浓度梯度的转基因玉米 ＮＫ６０３基因组

ＤＮＡ模版进行扩增，该对引物可扩增出２３２ｂｐ的核酸片段。

常规ＰＣＲ反应体系包括：２×ＰｒｅｍｉｘＴａｑ１２．５μＬ，０．５μＬ上

游引物 ＮＫ６０３Ｆ３（１０μＭ），０．５μＬ 下游引物 ＮＫ６０３Ｂ３

（１０μＭ），１００ｎｇＤＮＡ模版，无菌蒸馏水调整体积至２５μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５５℃退

火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ，进行３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

２　结果与分析
２．１　引物筛选优化

针对ＮＫ６０３转基因玉米品系的特异性基因序列，设计

了３套ＬＡＭＰ检测引物，通过ＬＡＭＰ反应实时荧光结果显

示，第２套引物只有１个阳性对照出现扩增曲线，起始扩增

时间是３９ｍｉｎ，第３套引物未发生扩增反应，只有第１套引

物的２个阳性对照出现了扩增曲线，起始扩增时间是９ｍｉｎ，

起始扩增时间、重复性较好，见图２。

２．２　特异性试验

采用转基因玉米 ＭＯＮ８６３、ＭＯＮ８１０、转基因水稻Ｂｔ６３

和转基因玉米混合样品（含有 ＭＩＲ６０４、Ｂｔ１１、ＧＡ２１、５９１２２、

Ｂｔ１７６）等样品ＤＮＡ，确定ＬＡＭＰ法检测转基因玉米 ＮＫ６０３

的特异性。在特异性试验中，１００ｎｇ基因组 ＤＮＡ 作为

ＬＡＭＰ反应的模版。结果表明仅ＮＫ６０３玉米有峰值出现，

１、２．阳性对照（５％转基因玉米ＮＫ６０３）

３、４．阴性对照（非转基因玉米）

图２　第１套引物筛选的ＬＡＭＰ检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＬＡＭＰａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔ

ｓｅｔｏｆｐｒｉｍｅｒｓ
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而其他样品中均没有得到任何扩增产物，说明建立的ＬＡＭＰ

检测方法对转基因玉米ＮＫ６０３的特异性较好，结果见图３。

１．转基因玉米ＮＫ６０３　２．　ＭＯＮ８６３　３．ＭＯＮ８１０　４．转基因水

稻Ｂｔ６３　５．转基因玉米混合样品（含有 ＭＩＲ６０４、Ｂｔ１１、ＧＡ２１、

５９１２２、Ｂｔ１７６）　６．空白对照

图３　转基因玉米ＬＡＭＰ特异性扩增图谱

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＬＡＭＰｓｐｅｃｉｆｉｃａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍａｉｚｅ

２．３　灵敏度试验

用５％，１％，０．５％，０．１％，０．０５％，０％的转基因玉米

ＮＫ６０３标准品进行灵敏度试验，ＬＡＭＰ扩增图谱见图４。灵

敏度试验表明，ＬＡＭＰ法检测低限可达０．１％。

　　图５为普通ＰＣＲ灵敏度检测结果，根据引物的设计，扩

增的目的基因为２３２ｂｐ，通过电泳图可看出最低也可检测到

０．１％含量的转基因玉米ＮＫ６０３成分。

１～６．分别为５％，１％，０．５％，０．１％，０．０５％，０％的转基因玉米

７．空白对照

图４　转基因玉米ＬＡＭＰ灵敏度检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｏｆＬＡＭＰｍｅｔｈｏｄ

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ　１～６．分别为５％，１％，０．５％，０．１％，

０．０５％，０％的转基因玉米　７．空白对照

图５　转基因玉米ＰＣＲ灵敏度检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｏｆＰＣＲ

３　讨论
多重 ＰＣＲ 和实时荧光 ＰＣＲ 已运用于转基因玉米

ＮＫ６０３品系的鉴定
［１，２０］。多重ＰＣＲ可在同一个反应中检测

多个基因，但多重ＰＣＲ的特异性和灵敏度可能受限或者优

先扩增某个片段。由于在一个反应中含有多对引物，可能形

成引物二聚体而导致非特异性扩增产物。实时荧光定量

ＰＣＲ比普通ＰＣＲ有更多优点：快速、灵敏度高、易标准化。

但是操作要求高，且需要昂贵的试剂盒。

本研究通过实时荧光 ＰＣＲ仪器，建立了转基因玉米

ＮＫ６０３的ＬＡＭＰ实时荧光检测法。ＬＡＭＰ实时荧光检测法

属于闭管检测，对操作人员要求低。同 ＰＣＲ 技术相比，

ＬＡＭＰ技术具有极高的特异性和高效性，该方法的最大优势

在于恒温扩增，几十分钟即可产生大量目标片段，实现核酸

的高效扩增［４］，节省了温度循环需要的时间，达到了快速检

测目的。同时避免了 ＰＣＲ 对温度循环特殊要求带来的

不便。

本研究建立了转基因玉米ＮＫ６０３特异性水平的ＬＡＭＰ

检测方法，该ＬＡＭＰ方法具有特异性高、灵敏度好、快速、简

便、成本低廉等优点。其技术参数能够满足中国转基因生物

安全管理过程中对转基因玉米品系 ＮＫ６０３检测的需求，定

性检出限为０．１％，具有在基层检测单位及现场快检工作中

推广使用的前景。
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表２　不同处理时长下的功耗

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｏｗｅｒｄｉｓｓｉｐａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎ

处理时长／

ｈ

处理室功耗／

（ｋＷ獉ｈ－１）

其他器件功耗／

（ｋＷ獉ｈ－１）

能量利用率／

％

２ ４．２１ ０．７５ ８４．８７

４ ８．４３ １．４２ ８５．５８

６ １２．６６ ２．１１ ８５．７１

８ １６．８９ ２．７９ ８５．８２

１０ ２１．１２ ３．４９ ８５．８１

其温度是逐渐上升的，电导率增加，导致能量利用有所提高。

２．４　能量利用率的综合分析

　　根据２．２和２．３分析可知，０．０５％和０．２０％的盐水下波

形能量利用率分别为８５．５３％和９４．９０％，处理室在０．０５％

和０．２％的盐水下能量利用率分别为７７．２１％和８７．６３％，则

计算其综合能量利用率为６６．０４％和８３．１６％。由此可见，

处理高电导率物料的能量利用率要明显高于处理低电导率

物料的。根据表１分析得出，处理室的功率越高，能量利用

率越高。在相同影响处理效果的情况下，增加高压脉冲的频

率或通过增加处理位置的个数，或增加并联处理室的个数，

均可提高处理室的功率，能量利用率也相应得到提高。

３　结束语
　　通过理论上波形能量利用分析和实验验证对ＰＥＦ杀菌

设备的能量利用率进行分析，结果表明：波形的上升时间及

下降时间越长，能量利用率越低；电导率越高，能量利用率越

高。在实际应用中由于电导率本身是受处理物料决定的，只

有提高处理室功率才能尽量提高能量利用率。
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