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摘要：针对目前转基因（GM）产品检测标准分子的缺乏，构建适用于转基因水稻的标准质粒分子pMDSPS和pMDTheli，其中包含水稻内源基因SPS通用序列，耐盐基因ThST3和Ubiquitin启动子序列的构建特异性Theli序列。对其特异性及制备标准曲线的可靠性进行鉴定研究，研究结果显示，在进行普通PCR扩增时，采用质粒标准分子为阳性对照，均能特异扩增目的条带。以标准质粒分子构建的标准曲线，SPS基因的定量标准曲线的相关系数平均为0.9993，PCR扩增效率在1.0004～1.034之间；ThST3基因的定量标准曲线的相关系数平均为0.9937，PCR扩增效率在0.9358～0.9486。因此，构建的标准分子pMDSPS和pMDTheli既能作为普通PCR的阳性对照，也能用于定量标准曲线的构建，为转基因水稻的定量检测提供简便、价格低廉的标准分子打下基础。
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    随着转基因（Genetically modified，GM）技术的不断发展，产生（获得）更多优良的作物品种有望在解决全球粮食危机方面作出贡献，然而转基因产品的出现也引发公众对转基因产品影响食品安全与环境安全的担忧。因此，世界各国政府和组织都非常重视转基因作物及产品的食用安全的监管，纷纷建立转基因标识的制度。检测技术的发展为转基因作物及产品的监管提供了重要的技术保障，基于核酸的检测方法是目前转基因检测最为常用的检测方法。无论是基于核酸还是蛋白质的转基因检测方法，都需要阳性对照物质。标准物质既可以作为阳性对照，也可以用来绘制标准曲线用于定量分析。然而目前我国使用的大部分标准物质都是购买国外的产品，这些产品价格贵、针对转基因的品种少、货期长等，显然难以满足我国对不断增加的转基因产品监督检测的需求[1-2]。
质粒标准分子（Plasmid Standard Molecule），是在质粒中重新组装目标基因或片段的分子。一般整合转基因的目标基因、序列（包括内源基因、外源基因、筛选基因、构建特异片段、品系特异片段等）。由于构建质粒标准分子的生产成本低、操作简便、技术成熟等特点，质粒标准分子已经公认成为一种解决转基因检测标准物质缺乏的有效方法 [3-4]。这种方法已经大量地应用于转基因及其产品的定量检测之中。本研究旨在构建适用于转基因水稻检测的标准分子，并对其在特异性及制备标准曲线的可靠性进行检测。
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1材料与方法
1.1材料  转基因材料  Theli转基因水稻，非转基因水稻。

试剂  质粒DNA提取溶液I、溶液II、溶液III；pMD- T载体连接试剂盒购自TaKaRa公司，TaKaRa Premix PCR试剂盒，100 mg/mL氨苄青霉素、IPTG和X - Gal为大连宝生物公司产品，DH5α大肠杆菌为全式金产品，Qiagen Dneasy Plant Mini Kit DNA提取试剂盒，PCR产物纯化试剂盒为上海生工产品。
1.2方法  
1.2.1 DNA提取  使用试剂盒Qiagen Dneasy Plant Mini Kit提取植物DNA，采用Neno1000检测DNA的浓度和纯度，将DNA稀释到10～50ng/μL，-20℃保存备用。
1.2.2引物和探针  设计Theli转基因水稻的构建特异性引物（耐盐基因ThST3和Ubiquitin启动子序列），内源基因SPS引物使用Jiang等[5]引物。利用Primer5软件设计目标基因的引物和探针。设计的引物和探针由生工合成，详见表1。
表1 普通PCR及定量PCR所用引物和探针序列
	引物
	序列
	产物大小

	SPS-F
	5'-TTGCGCCTGAACGGATAT-3'
	279 bp

	SPS-R
	5'-GGAGAAGCACTGGACGAGG-3'
	

	Theli-F
	5'-CGGTCGTTCATTCGTTCTAG-3'
	1108 bp

	Theli-R
	5'-TCTCCTTCCATTCCCCTTTC-3’
	

	SPS-F2
	5'-TTGCGCCTGAACGGATAT-3'
	81bp

	SPS-R2
	5'-CGGTTGATCTTTTCGGGATG-3'
	

	SPS-Probe
	FAM- TCCGAGCCGTCCGTGCGTC–TAMRA
	

	ThST3-P1-F
	5'-ACGTTGTACTTGGTCGGCCTTAGC-3'
	90bp

	ThST3-P1-R
	5'-CATCGGCGAAGCTACGGTATATGTG-3'
	

	ThST3-Probe
	FAM- CGCCGTTCCTTTCTCCACTCCCA –TAMRA
	


1.2.3质粒标准分子的构建  普通PCR扩增目标基因片段  PCR扩增体系中Primex Ex Taq 10μL，F引物(10μmol/L)0.4μL，R引物(10μmol/L)0.4μL，DNA(10～50ng/μl)2μL，补充ddH2O至总体积20μL。PCR扩增程序为：94℃预变性2 min；40个循环（95℃ 30s，58℃ 30s，72℃ 40s）；72℃延伸 2min；20℃10min。PCR产物电泳后采用PCR产物纯化试剂盒说明书进行回收。
连接  使用pMD-T克隆载体进行连接，1μL的10×T4 DNA Ligase Buffer, 2μL的pMD-T载体，0.5μL的50μg/mL DNA，0.4μL的 T4 DNA Ligase，补充ddH2O至总体积10μL，在4℃冰箱中过夜连接。
   转化  取连接产物5μL加入含有100μL的感受态细胞中，冰上30min，然后42℃热激90s，于离心管加入500μL LB液体培养基，将混匀离心管置于37℃摇床（220r/min，60min），最后用100μL菌液涂板，37℃培养16h。
    单克隆PCR鉴定  挑取单个白色克隆，于10μL双蒸水中稀释，取1μL稀释液作为模板进行PCR扩增，在2%琼脂糖凝胶中电泳PCR产物，凝胶成像鉴定，大小片段一致的单克隆送测序。
质粒标准DNA拷贝数测定与计算  大量表达制备标准质粒分子，采用Neno1000测定质粒DNA浓度，按下列公式计算拷贝数：质粒DNA拷贝数=质粒DNA浓度×上样质粒体积/质粒DNA分子量×6.02×1023(阿佛加德罗常数)。
1.2.4实时荧光定量PCR（RT-PCR）  定量PCR在ABI 7500荧光PCR仪上进行，反应体系为Primex Ex Taq 10μL，F引物 (10μmol/L)0.4μL，R引物(10μmol/L) 0.4μL，探针(10μmol/L) 0.4μL，DNA (10～50 ng/μL) 2μL，补充ddH2O至总体积20μL。RT-PCR反应程序：95℃10s；40个循环（95℃5s，60℃ 34s）。
1.2.5标准曲线的制作  取5×109 copies/μL的质粒DNA以10倍浓度梯度进行稀释，取稀释梯度为10-1～10-7共7个梯度的DNA为模板，每个梯度重复3次，进行RT-PCR反应。以拷贝数的对数为横坐标，Ct均值为纵坐标，绘制标准曲线，并获得定量的线性方程。
2结果与分析
2.1转基因标准质粒分子的构建及鉴定  为了构建适用于转基因水稻Theli的特异性检测标准分子，分别将内源基因SPS（277bp）和外源基因Theli（1108bp）克隆到pMD-T载体中，得到pMDSPS（图1A）和pMDTheli（图1B）2个标准质粒分子，大小分别为2969bp和3800bp，质粒分子经基因测序，结果与目的序列完全一致。
[image: image1.emf]pMDTheli

3800 bp

Theli

ThST3-P1-F

ThST3-P1-R

ThST3-Probe

pMDSPS

2969 bp

SPS

SPS-R2

SPS-F2

SPS-Probe

A

B


A为 pMDsps质粒结构图，B为pMDTheli质粒结构图    

图1 质粒标准分子结构图
2.2质粒标准分子的特异性  采用非转基因水稻基因组DNA、转基因水稻Theli基因组DNA、质粒标准分子为扩增模版，进行PCR扩增，经2%琼脂糖电泳显色，其结果见图2和图3。内源基因SPS均能在非转基因水稻基因组DNA、转基因水稻Theli基因组DNA、质粒标准分子特异扩增，对Theli序列的扩增（图3）可见转基因水稻Theli基因组DNA和pMDTheli质粒标准分子能特异扩增，而非转基因水稻和空白对照未见扩增。
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M为DL2000 ladder marker（TaKaRa），1、2为PCR空白对照，3为pMDSPS质粒标准分子，4为非转基因水稻，5为转基因水稻Theli
图2 SPS基因扩增检测结果
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M为DL2000 ladder marker（TaKaRa），1为PCR空白对照，2为pMDTheli质粒标准分子，3为非转基因水稻，4为转基因水稻Theli

图3 Theli序列扩增检测结果
2.3质粒标准曲线的可靠性分析  使用质粒标准分子10倍梯度稀释产物，每个重复3次进行PCR扩增，获取的CT值与拷贝数对数分别绘制内源基因与目标基因的标准曲线，结果见扩增曲线及标准曲线（图4、图5），相关系数和PCR效率见表2。SPS基因的定量标准曲线（图4）的相关系数在0.9993～0.9994之间，平均为0.9993，PCR扩增效率在1.0004～1.034之间，平均为1.02；ThST3基因的定量标准曲线（图5）的相关系数在0.9876～0.9996之间，平均为0.9937，PCR扩增效率在0.9358～0.9486，平均为0.94。
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质粒标准分子10倍梯度稀释，稀释范围为10-1～10-7
图4  SPS实时扩增曲线及标准曲线
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  质粒标准分子10倍梯度稀释，稀释范围为10-1 ～10-7
图5  ThST3实时扩增曲线及标准曲线
表2 质粒标准分子扩增目标基因的相关系数和PCR效率
	扩增目标基因
	SPS基因
	ThST3基因

	相关系数
	1
	0.9994
	0.9996

	
	2
	0.9993
	0.9938

	
	3
	0.9993
	0.9876

	相关系数均值
	0.9993 
	0.9937 

	PCR效率
	1
	1.0004
	0.9364

	
	2
	1.034
	0.9358

	
	3
	1.014
	0.9486

	PCR效率均值
	1.02 
	0.94 


3结论与讨论
目前，检测转基因植物及其产品较为通用的标准物质主要来源于植物原材料本身，而且制备标准物质的过程非常复杂，需要精度很高的设备、生产成本较高、保存环境要求高等，为此难以获得全面的不同转基因植物的标准样品，市场上已经商业化的转基因标准物质仅有30种左右[6-8]。转基因成分的实时荧光定量检测依赖于标准物质，标准物质的缺乏直接制约转基因作物定量检测技术的发展和应用。近年来发展起来的质粒标准分子技术有望能解决这个难题，该方法已经不断的被研究者所接受[9-11]。因此，本研究着力构建适用于转基因水稻的标准质粒分子pMDSPS和pMDTheli，其中包含水稻内源基因SPS通用序列，耐盐基因ThST3和Ubiquitin启动子序列的构建特异性Theli序列。对其特异性及制备标准曲线的可靠性进行检测，结果表明，以质粒标准分子为标准阳性对照的普通PCR扩增中，均能特异扩增目的条带。以标准质粒分子构建的标准曲线，SPS基因的定量标准曲线的相关系数平均为0.9993，PCR扩增效率在1.0004～1.034之间；ThST3基因的定量标准曲线的相关系数平均为0.9937，PCR扩增效率在0.9358～0.9486。因此，构建的标准分子pMDSPS和pMDTheli既能作为普通PCR的阳性对照，也能用于定量标准曲线的构建，为转基因水稻的定量检测提供简便、价格低廉的标准分子打下基础。
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