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应用单管半巢式PCR技术筛查转基因食品
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摘  要：建立转基因作物中常见的两种外源调控元件的单管半巢式聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR） 

检测方法，为转基因食品的筛选检测提供一种快速、精确的方法。针对6 种转基因作物中CaMV35S启动子和NOS

终止子的一致性核苷酸序列，分别设计巢式PCR的内、外引物，在测试不同引物组合的扩增效率基础上，建立

CaMV35S启动子和NOS终止子的单管半巢式PCR方法。结果表明，上述方法对两种转基因成分具有良好的特异

性，检测灵敏度分别为0.01%和0.05%，显著优于常规PCR方法。该方法具有便捷、准确、灵敏等特点，适合筛查食

品中的转基因成分。
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Abstract: A single-tube semi-nested PCR method for common exogenous regulatory elements of transgenic crops was 

established to provide a fast and accurate assay for screening genetically modified foods. Two sets of element-specific nested 

PCR primers were designed based on the consensus sequence of the exogenous elements in six different transgenic crops, 

respectively. A single-tube semi-nested PCR assay for CaMV35S promoter and NOS terminator was developed by testing 

the amplification efficiency of different combinations of primers. This assay has been successfully applied to distinguish 

GM crops with CaMV35S promoter or NOS terminator from others with high specificity. Sensitivity tests showed that the 

relative limit of detection for CaMV35S promoter and NOS terminator were 0.01% and 0.05%, respectively, significantly 

better than those of conventional PCR. Consequently, the single-tube semi-nested PCR assay is convenient, accurate, 

sensitive and suitable for screening genetically modified foods.
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近年来转基因作物产业呈现稳步增长的态势，2013

年全球种植面积超过1.75亿 公顷，涉及大豆、玉米、棉

花、油菜、甜菜、番木瓜等多种作物[1]，绝大多数可直接

作为食品/饲料或食品/饲料的加工原料。由于转基因技术

可打破种间生殖隔离，具有一定的非预期效应，社会公

众对转基因食品的安全性一直存在争议[2-3]。为此，许多

国家对转基因食品实行强制性标识和安全监管制度。

转基因成分检测为标识和监管制度的顺利实施提供

必要的技术手段，以外源核酸序列为检测对象的聚合酶

链式反应（polymerase chain reaction，PCR）方法是目

前应用最为广泛的转基因成分检测技术 [4-5]，根据不同

分类标准，PCR方法可细分为常规PCR、巢式PCR、多

重PCR、定量PCR等[6-7]。巢式PCR利用2 对引物、通过

2 轮常规PCR可实现对靶标序列的高特异性、高灵敏度扩

增，若巢式PCR的其中1 条引物既做外引物，又当内引

物，即只用1 对半引物，则称为半巢式PCR[8]。巢式或半

巢式PCR技术在转基因作物的检测中已有许多应用[9-12]。

半巢式PCR一般以第1轮扩增的产物作为第2轮扩增

的模板，存在操作繁琐、成本增加、污染风险加大等缺

点[13]。单管半巢式PCR可通过内外引物的特殊设计和退
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火温度的不对称设置，在同一反应管内完成2 轮PCR扩

增，实现对靶标序列的高特异性和高灵敏度检测，在食

品成分[14-15]和临床检测上应用较为广泛[16]。本研究以转

基因作物中常见的两种外源调控元件CaMV35S启动子和

NOS终止子为靶标检测对象，旨在建立两种筛选元件的

单管半巢式PCR方法，为食品中转基因成分的筛选检测

提供快速、精准、高灵敏度、低成本的检测技术。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

转基因玉米MON89034、Bt176、MON810，转基

因大豆GTS40-3-2，转基因棉花MON531，转基因水稻

TT51-1均为吉林省农业科学院保存的阳性参考物质，

非转基因玉米购自市场。上述样品中的外源调控元件

信息见表1。

表 1 样品中的外源调控元件信息

Table 1 Description of exogenous regulatory elements in samples

样品名称 CaMV35S启动子 NOS终止子

MON89034 √ √

Bt176 √

MON810 √

GTS40-3-2 √ √

MON531 √ √

TT51-1 √
非转基因玉米

注：√.样品中含有相应的调控元件。

新型植物基因组提取试剂盒（货号DP320） 天根 

生化科技（北京）有限公司；HS Taq DNA聚合酶（货

号R007A）、DL2000 DNA Marker（货号3427A）  

宝生物工程（大连）有限公司；琼脂糖（货号AB0014） 

生工生物工程（上海）股份有限公司；GeneFinder核酸染

料（货号204001） 厦门百维信生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

5424型高速离心机 德国Eppendorf公司；ND1000

紫外-可见光分光光度计 美国Thermo Fisher公司；

C1000型PCR仪、GelDoc XR+凝胶成像系统 美国Bio-

Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 DNA提取与纯化

采用试剂盒方法提取样品的基因组DNA，用ND1000紫

外-可见光分光光度计测定样品DNA的纯度和质量浓度，并

用TE缓冲液将DNA稀释至25 mg/L，4 ℃保存备用。

1.3.2 引物设计

利用Vector NTI 11.5软件对上述转基因样品中的

CaMV35S启动子和NOS终止子的核苷酸序列进行同源性

比对，以其一致性序列为模板，利用Primer Premier 5.0软

件分别设计两种外源转基因成分的半巢式PCR检测引物

（表2），引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成，用超纯水稀释至10 μmol/L，备用。

表 2 CaMV35S启动子和NOS终止子的半巢式PCR和普通PCR检测引物

Table 2 Primers of semi-nested PCR and conventional PCR for 

CaMV35S promoter and NOS terminator

检测目的 检测对象 引物名称 引物序列（5’ -3’） 扩增产物大小

半巢式PCR

CaMV35S启动子

P35S-WF GGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGG

206 bpP35S-WR GTCTTGCGAAGGATAGTGGGATTGTGCGTCAT

P35S-NF GCTCCTACAAATGCCATCATTGC

NOS终止子

TNOS-WF GATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTT

175 bpTNOS-WR CGCGTATTAAATGTATAATTGCGGGACTCTAA

TNOS-NR AAATGTATAATTGCGGGACTCTA

普通PCR

CaMV35S启动子
P35S-NF GCTCCTACAAATGCCATCATTGC

195 bp
P35S-NR GATAGTGGGATTGTGCGTCATCCC

NOS终止子
TNOS-NF GTTCAAACATTTGGCAATAAAGT

171 bp
TNOS-NR AAATGTATAATTGCGGGACTCTA

1.3.3 单管半巢式PCR检测

CaMV35S启动子：PCR体系中包括1×PCR缓冲液

（含1.5 mmol/L Mg2＋）、0.2 mmol/L dNTP，0.01 μmol/L 

正向外引物（P35S-WF）、0 .2  μmol /L反向外引物

（P35S-WR）、0.2 μmol/L正向内引物（P35S-NF）、

1.5 U HS Taq DNA聚合酶、50 ng样品DNA，用超纯水

补齐25μL。反应条件为：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性

30 s、72 ℃延伸40 s，10 个循环；94 ℃变性30 s、58 ℃

退火30 s、72 ℃延伸30 s，30 个循环；72 ℃延伸5 min。

NOS终止子：PCR体系中包括1×PCR缓冲液（含

1.5 mmol/L Mg2＋）、0.2 mmol/L dNTP、0.2 μmol/L
正向外引物（TNOS-WF）、0.01 μmol/L反向外引物

（TNOS-WR）、0.2 μmol/L反向内引物（TNOS-NR）、

1.5U HS Taq DNA聚合酶、50 ng样品DNA，用超纯水补

齐25 μL。反应条件为：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性

30 s、67 ℃退火30 s、72 ℃延伸40 s，10 个循环；94 ℃

变性30 s、58 ℃退火30 s、72 ℃延伸30 s，30 个循环；

72 ℃延伸5 min。

PCR结束后，取5 μL扩增产物，用20 g/L的琼脂糖凝

胶电泳检测。

1.3.4 常规PCR检测

PCR体系中包括：1×PCR缓冲液（含1.5 mmol/L  

Mg2＋）、0.2 mmol/L dNTP、0.2 μmol/L正向内引物

（NF）、0.2 μmol/L反向内引物（NR）、1U HS Taq 

DNA聚合酶、50 ng 样品DNA，用超纯水补齐25 μL。
反应条件为：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s、58 ℃

退火30 s、72 ℃延伸30 ，35 个循环；72 ℃延伸5 min。
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PCR结束后，取5 μL扩增产物，用20 g/L的琼脂糖凝胶

电泳检测。

2 结果与分析

2.1 检测引物筛选

通过查阅数据库、专利等文献，获得了表1所列的

转基因作物中的CaMV35S启动子和NOS终止子核苷酸序

列。为确保检测方法具有更广泛的适用性，利用生物信

息学软件Vector NTI 11.5对上述序列进行同源性比对，并

在最保守的序列区段设计引物，最终获得了两种筛选元

件的半巢式PCR引物（表2），CaMV35S启动子和NOS

终止子的半巢式PCR的预期扩增产物大小分别为206 bp和

175 bp。

单管巢式PCR既可在同一体系中加入2 条外引物和

2 条内引物（经典的单管巢式PCR），也可只加入2 条外

引物和1 条内引物（改良的单管半巢式PCR）。本研究

将这两种策略的单管巢式PCR技术在CaMV35S启动子和

NOS终止子的检测中进行了应用，结果表明，对两种筛

选元件，在采用1.3.3节所述的半巢式PCR体系时，获得

最优的结果。

2.2 方法的特异性测试

以表 1 所列的实验材料作为测试对象，检验

CaMV35S启动子和NOS终止子的半巢式PCR检测方法的

特异性。结果表明，应用两种筛选元件的半巢式PCR检

测方法均能从相应的转基因材料中获得与预期结果（表

1）相一致的扩增产物，见图1。在CaMV35S测试体系

中，MON531棉花样品除了206 bp的预期产物外，还出现

一条略小于500 bp的片段，经分析，MON531采用了增强

型启动子，正向内引物P35S-NF在MON531上有两个结合

位点，利用半巢式PCR方法理论上可获得206 bp和467 bp

两个扩增产物，与实际结果一致。表明本研究建立的检

测方法对两种调控元件具有高度特异性。

500 bp
250 bp
100 bp

467 bp

206 bp

CaMV35S
1M 2 3 4 5 6 7 8

250 bp
100 bp

175 bp

NOS

1M 2 3 4 5 6 7 8

M. DL2000 DNA Marker；1. MON89034；2. GTS40-3-2；3. MON531；

4. Bt176；5. MON810；6. TT51-1；7. 非转基因玉米；8.空白对照。

图 1 单管半巢式PCR方法的特异性

Fig.1 Specificity of the single-tube semi-nested PCR method

2.3 方法的灵敏度测试

以DNA质量浓度均为25 mg/L的非转基因玉米基因组

DNA和MON89034玉米基因组DNA作为母液，采用基因

组DNA梯度稀释法，将MON89034玉米基因组DNA稀释

至MON89034 DNA质量分数分别为1%、0.5%、0.1%、

0.05%、0.02%、0.01%、0.005%的DNA测试样品，对

CaMV35S启动子和NOS终止子的单管半巢式PCR方法的

灵敏度进行测试。结果表明，从0.01%及以上含量的测试

样品中获得206 bp的CaMV35S启动子的特异性产物，从

0.05%及以上含量的测试样品中获得175 bp的NOS终止子

的特异性产物，表明半巢式PCR方法对这两种筛选元件

的检测灵敏度分别达到0.01%和0.05%（图2）。为比较半

巢式PCR与常规PCR的灵敏度，利用表2中的引物对上述

样品进行常规PCR检测，预期扩增产物大小分别为195 bp

和171 bp，结果见图3，CaMV35S启动子和NOS终止子的

常规PCR灵敏度分别为0.05%和0.1%。在本研究中，对两

种筛选元件来说，半巢式PCR方法的检测灵敏度均显著

优于常规PCR方法。

250 bp
100 bp

206 bp

CaMV35S

1M 2 3 4 5 6 7 8

250 bp
100 bp 175 bp

NOS

1M 2 3 4 5 6 7 8

M. DL 2000 DNA Marker；1～7. MON89034玉米含量为1%、0.5%、

0.1%、0.05%、0.02%、0.01%、0.005%的样品；8.空白对照。图3同。

图 2 单管半巢式PCR方法的灵敏度

Fig.2 Sensitivity of the single-tube semi-nested PCR method

250 bp
100 bp

195 bp

CaMV35S

1M 2 3 4 5 6 7 8

250 bp
100 bp

171 bp

NOS

1M 2 3 4 5 6 7 8

图 3 普通PCR方法的灵敏度

Fig.3 Sensitivity of the conventional PCR method
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3 结 论

CaMV35S启动子和NOS终止子作为已商业化的转基

因作物中最常用的两种调控元件，是目前食品中转基因

成分筛选检测的主要对象[17-18]，研制这两种转基因外源成

分的快速、灵敏、特异、低成本的检测方法，可为转基

因食品检测提供一种有效的技术手段。

研究表明，应用半巢式PCR技术可获得比常规PCR更

高的检测灵敏度，但经典的半巢式PCR技术一般需进行两

轮PCR，不仅操作繁琐，还加大了污染的可能性[19]。本研

究将较高退火温度的外引物和较低退火温度的内引物一

并放在PCR体系中，并采用先高温退火、再低温退火

的热不对称PCR反应程序 [20]，可在同一管内完成两轮

PCR扩增，不仅操作简便、成本降低，还能有效减少

污染风险。

序列分析表明，不同转基因作物中应用的CaMV35S

启动子和NOS终止子的核苷酸序列不尽相同，为保证

检测方法具有更广泛的适用性，本研究在序列分析基础

上，选择最保守的序列区段设计检测引物，建立了两种

筛选元件的单管半巢式PCR方法。该方法对含有靶标检

测对象的转基因作物具有高度特异性，对CaMV35S启动

子和NOS终止子的检测灵敏度分别达到0.01%和0.05%，

显著优于常规PCR方法。此外，该方法还具有操作简

便、经济高效的优点，具有很好的应用前景。
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