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摘要:以我国自主研发的转基因抗环斑病毒番木瓜"华农一号"为研究对象，应用 TAIL-PCR 技术，用载体中靠近右

边界的 Nos 启动子序列设计特异引物，扩增插入的旁邻序列;根据测序结果，设计了产物长度分别为 753 和 298 bp 

但均跨越转化载体和番木瓜基因组序列的 2 套特异引物，对"华农一号"进行检测，证明其可特异地把"华农一号"

从转基因番木瓜品系中检测出来 ;2 对引物的检测灵敏度都可以达到 O. 05% 的标准，高于欧盟 0.9% 的检测要求;

利用 2 对特异引物对"华农一号"的果肉、果皮、种子进行检测，可得到特异性良好的扩增.
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Establishment of Event-Specific Qualitative PCR Detection Method for 
Transgenic Papaya "Huanong No. 1" 
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Abstract: Event-specific qualitative PCR detection method has advantageous because of its specificity and 

hence be used in the Chinese detection standards. In this study , an event-specific transgenic detection 

method for ‘ Huanong No. 1 ' , a transgenic papaya variety with high resistance to papaya ringspot virus , 

and widely planted in Guangdong Province , was established. By using the thermal asymmetric interlaced 

PCR (TAIL-PCR) technique , the flanking sequences of the exogenous integration in the genome of 

‘ Huanong No. l' were cloned and sequenced with the specific nested primers based on Nos promoter 

near the right border (RB). According to these sequences ,. two pairs of PCR primers were designed ω 

amplify the fragments with sizes of 753 and 298 bp respectively , and spanning the exogenous integration 

and papaya genome. Hence , the qualitative PCR assays were established for ‘ Huanong No. 1 '. The de­

tection sensitivity reached ωO. 05 %. Furthermore , this method can also be used in various organs of pa­

paya , such as seeds , fruits , fruit skins etc. 
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转基因作物从 1996 年在全球开始进入商品化

生产，经过 12 年的发展，其种植的面积从当年的

收稿日期 :2008·1204

170 万 hm2 扩大到 2007 年的1. 14 亿 hm2[1]. 为保

护消费者的知情权和选择权，多个国家和地区强制
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要求对含有一定阔值以上转基因成分的产品进行标 木瓜"SunUp" (由华南农业大学资源环境学院李华

识，如欧盟规定转基因成分含量标识的阔值是

. O. 9% ，日本是 5%等，而美国和加拿大则采用了推荐

而非强制的标识制度.我国也从 2∞2 年 3 月开始，

要求对大豆、玉米、棉花、番茄、油菜等 5 种作物的 17

种产品进行标识.为了适应对转基因产品的标识要

求，已经建立了一系列的检测方法，以基于其中外游、

DNA 检测的 PCR 方法应用最广泛[2]. 然而，如果只

根据其中外源基因序列设计引物作检测，则无法分

辨使用同一基因的不同转基因品系的特异性，不能

进行特异品系的鉴定.近年的研究表明，如能确定转

基因植物新品种(品系)开发过程中，外源基因转化、

插人到受体植物基因组的准确位置，即检测转化事

件特异性，则可准确地检测特定品种(品系).近年

来已建立了转基因玉米 Mon863[町、Btll [4] 、油菜。町'

235 [5] 、棉花 Mon531 [6] 等转化事件特异性的定量和

定性 PCR 检测方法.

番木瓜是重要的热带、亚热带优质水果，在我

国，主要在海南、广东、广西、福建、云南、台湾等省区

种植，有较高的市场价值.近年来却由于病害严重、

特别是大量发生番木瓜环斑病毒 Papaya ringspot 

wω(PRSV)病，导致产量降低，品质下降，大大地影

响了番木瓜生产的发展. 20 世纪 90 年代初， Fitch 

等[7]把编码 PRSV 衣壳蛋白 (Coat protein , CP) 基因

转人番木瓜，获得了转 CP 基因的抗病品系，并于

1997 年获准进入商品化生产，在美国夏威夷广泛种

植.但该品系对我国华南地区、台湾以及泰国等亚洲

国家的 PRSV 株系无抗性效果.

华南农业大学李华平教授领导的课题组通过转

人针对广东 PRSV 株系的病毒复制酶基因，选育出高

抗病毒的转基因番木瓜"华农一号"，已于 2∞6 年获

得农业部授予的环境安全证书，并在广东省广泛种

植，产品已进入市场.为按照法规要求对该转基因产

品进行监管，保证消费者的知情权，本研究应用

TAIL-PCR 技术，克隆、测序，获得了转基因番木瓜

"华农一号"所用的转化载体右边界序列和番木瓜基

因组的旁邻序列;再以此为基础，设计了 2 对特异引

物，以定性 PCR 方法进行检测，结果显示特异性良

好，检测的灵敏度可以达到 0.05% ，高于欧盟 0.9%

的检测要求.该检测方法适用于番木瓜的不同组织.

本研究建立的方法可灵敏、特异、快捷地应用于转基

因番木瓜"华农一号"及其产品的检测.

1 材料与方法

1. 1 植物材料

以转基因番木瓜"华农一号"和夏威夷转基因番

平教授提供)以及非转基因番木瓜"台农2 号"(购自

广东省农业科学院)的叶片作为主要材料.

1. 2 总 DNA 的提取及定量

植物材料总 DNA 的提取和纯化参照农业部标

准[8] 进行. DNA 的定量采用分光光度计法，同时参

考电泳定量，通过稀释使 DNA 溶液的终质量浓度为

25 nglμL 按此计算、配制"华农一号"与总番木瓜

DNA 质量分数为 0.05% 、0.10% 、0.50% 、2.00% 的

榕液，以备检测灵敏度分析用.

1. 3 TAIL-PCR 引物及方法

应用刘耀光等[9] 改良的 TAIL-PCR 技术，扩增

"华农一号"中的 T-DNA 插入旁邻序列，扩增所用引

物序列见表1.

表 1 PCR 反应所用引物

Tab. 1 Primers used for PCR systems 

PCR 反应 引物名称 序列1) (5' -3') 

TAIL-PCR Pl AGATCCGGTGCAGATIATTTGGATIG 
p2 TIGGATIGAGAGTGAATATGAGAC 
p3 ACCTIAGGCGAC'I'I'ITGAACG 

扩增片段

长度Ibp

AD2 NGTCGA(G/C) (AlT) GANA( AlT) GTI 
普通 PCR HNFl 

HNRl 
HNF2 

GCTGAGTGGCTCCTICAACGT 753 
CGACAAGTIGAGTICGTGGGA 
TGACTCCCTIAATICTCCGCT 298 

HNR2 TGACGAGTACAAGGAGACGCC 
papain-F GGGCATTCTCAGCTGTIGTA [10] 211 
papain-R CGACAATAACGTIGCACTCC 

1 )N 代表 A、T、C 或 G

第 2 轮的扩增产物经过回收试剂盒(广州杰顺

生物科技有限公司)回收、克隆至 pMD-18 载体(宝

生物工程(大连)有限公司) ，送测序公司(上海英俊

生物技术有限公司)测序.所得序列经过网站

( http://blast. ncbi. r由n. nih. gov/Blast. cgi) 比对，确

认已经得到番木瓜的旁邻序列.

1. 4 事件特异性 PCR 引物及方法

根据测序得到的插入位点及番木瓜旁邻序列，

设计 2 对转化事件特异性引物(表 1 中 HNl 、 HN2) : 

预期扩增片段大小分别为 753 和 298 bp; 内标基因

mmin 引物见表 1 ，预期扩增片段大小为 211 bp. 

普通 PCR 扩增条件如下 :95 ℃变性 3 min;进行

35 次循环扩增反应(94 "c变性 30 s ,57 "c退火 30 s , 

72 "C延伸到 s) ;72 "c延伸 7 min;PCR 反应体系中

dNTPs、上下游引物浓度分别为 O. 1 mmoνL、

0.3μmollL，模板终质量浓度为 2nglμL，每 25μL
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反应体系加入 1 U Taq 酶.

2 结果与分析

2.1 转基因番木瓜"华农一号"插入佳点右边界旁

邻序列的扩增和确认

根据该转基因品系的构建特点，首先分别在 35S

启动子和 NPTII 基因的上游设计巢式引物，用于

TAIL-PCR 的扩增，以确定转化载体 T-DNA LB 与 RB

之间的构架.通过进行序列比对和拼接，测出转人的

外源基因区域的序列(数据未列出) ，并据此绘出插

入的外源片段结构图(图 1 ) . 

番木瓜 RB PNos NPnI Nos3' P35S RP Nos3' LB 番木瓜
基因组

5' 
基因组

3' 

... 
P3 P2 Pl 

RB:右边界;四:左边界;PNOKNos 启动子;NPnI:新霉素磷酸转移酶 11 基因; Nos3 , :Nos 终止子;

月5S:35S 启动子;RP:复制酶基因; Pl 、p2、回:位于 Nos 启动子的 TAIL.PCR 巢式引物

图 1 "华农一号"中插入的外源 DNA 片段结构图

Fig. 1 Schematic diagram of integrated heterologous DNA in "Huanong No. 1" 

根据插人的外源 DNA 片段结构图，在右边界

Nos 启动子上设计 3 条巢式引物用于旁邻序列的扩

增.其中第 1 ，2 轮巢式引物部分重叠，第 2 ，3 轮引物

之间相隔 76 bp ，因第 1 轮产物是非特异扩增，无

法根据电泳结果进行判断，对第2 、 3 轮的 PCR

产物进行电泳检测，如果是特异性扩增，则第 2 、3 轮

扩增条带之间能够检测到差别.从第 2 、3 轮 PCR 产

物电泳检测结果(图 2) 可知，第 3 轮的 PCR 产物比

第 2 轮的产物小 100 bp 左右，为 6∞ -7∞坤，这与

设计引物的预期结果一致，初步证明此条带不是随

机扩增，而是特异性扩增.

M 1 2 

bp 

2 

M:DNA Marker DUOOO; 1 :TAIL-PCR 第 2 轮扩增产物;2:TAIL-PCR

第 3 轮扩增产物

图 2 "华农一号"中 T-DNA 右边界两侧旁邻序列的扩增

Fig. 2 Amplification of flank fragments near right border from 
"HumorIg No.1" 

通过对第 2 轮的 PCR 产物进行回收、克隆、测

序，对得到的 2 个克隆的测序结果利用互联网资源

(http:llblast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cg;i) 进行比

对，经分析发现，这 2 个克隆大小都为 669 bp. 这段

序列分为 3 个部分，其中，第 1 部分(1 -351 bp)包含

了 Nos 启动子的部分序列和部分载体的骨架序列;

第 2 部分(352 -438 bp) 为标记基因 NPπI 的部分序

列;第 3 部分 (438 - 609 bp) 和番木瓜基因组序列

(克隆号 ABIMOl∞8858.1) 的 6 429 - 6 243 bp 同源

性为 100%. 证明这段序列既包含有转人的外源基

因序列，也包含有番木瓜的基因组序列，可据此设计

引物，进行特异事件的检测.

2.2 ..华农一号"事件特异性的 PCR 检测

为了对"华农一号"事件特异性进行 PCR 检测，

根据上述确定外源插入旁邻序列，设计了扩增片段

大小不同的 2 对引物，第 1 对引物 (HN1) 的上游引

物位于转人的载体序列 Nos 启动子上，下游引物位

于番木瓜基因组，扩增片段大小为 753 bp; 第 2 对引

物(HN2) 的上游引物位于 Nos 启动子较 HNF1更靠

近 RB 位置，下游引物位于番木瓜基因组，扩增的特

异片段长 298 bp( 图 3) . 

2.2.1 事件特异引物 HNl 、H陋的 PCR 扩增结果

抽提"华农一号"、" 5unUp" 以及"台农 2 号"基因组

DNA，以其为模板，进行 PCR 反应.扩增内标基因

pαpαirz 的结果见图 4A ， 3 个样品的内标基因都能扩

增到 211 bp 的条带，证明其 DNA 可以用于 PCR 检

测.对于特异性引物 HN1 ，只有"华农一号"能够扩

增到 753 坤的条带，而"SunUp" 及"台农 2 号"都没

有扩增到目的条带(图 4B) ，说明这对引物特异性良

好，可以用于"华农一号"的特异性检测.为了更有

利于对深加工材料的检测，提高不同来源 DNA 检测

的灵敏度，本研究设计了扩增片段低于 300 bp 的另

一对引物 HN2. 与前一对引物相比，扩增获得的目

标片段长度由 753 bp 减小为 298 bp. 以与扩增 HNl

相同的模板进行 PCR 检测，结果(图 4C) 显示，只有

用来自"华农一号"基因组的 DNA 为模板，才能扩增

得到298坤的特异性条带，而"Sunup ，，和"台农2
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TATGAGACTCTAATTGGATACCGAGGGGAATT 

P1 P2 
TATGGAACGTCAGTGGAGCAlllllGACAAGAAATATTTGCTAGCTGATAGTG.'ACCTTAGGCGAClll 

P3 

旦旦EFωATAATGGlllC币'ACGTATGTGCTTA町TCAπ"AAACTCCA剧AACCCGCGGCTGAG

TGGCTCCllCAACGTTGCGGTTCTGTCAGTTCCAAACGT AAAACGGCTTGTCCCGCGTCA TCGGCGG • HNF1 

GGGTCATAACGTGACTCCC TTAA llC 7CCGCTCA TGA TCAGA TTGTCGlllCCCGCCTTC... 

• HNF2 
TGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTA TTOOGCGAATCAACTACT I I I I AGAAAA TA ... 

TTAAACAAATTAAAAGGCGTCTCCTTGTACTCG下CAA I I I TTGAGGCrr门TTTTTTIIIITTIIICTTTC- HNR2 
........... GATTCTCGTC I I I I GGCATτCCCACGAACTCAACTTGTCGGTCTAAAAAAAAAGTAAACCG 

HNR1 

斜体代表转化载体序列;正体代表番木瓜序列

图 3 "华农一号"中转化载体与番木瓜基因组相邻序列(示所用引物的位置)

第 30 卷

Fig.3 Sequences spanning the integrated heterologous DNA and papaya genome in .. Huannong No. 1" (positions of primers designed 

were shown) 

bp M 
2000 

1000 
750 
500 
250 
100 

2 3 

A 

4 M 2 

B 

3 4 M 2 3 4 

C 

A: 内标基因 papam 的扩增 ;B:特异性引物 HNl 的扩增 ;C: 特异性弓|物 HN2 的扩增

M: DNA Marker D口仪MBzl:空白对照;2:" 台农 2 号";3:"华农一号";4:Sunup

图 4 ..华农一号"的事件特异性检测

Fig.4 Event-specific detection of "Huanong No. 1 " 

号"都无扩增产物，说明这对引物特异性良好，可以

用于"华农一号"的转基因特异性检测.

2.2.2 事件特异引物 HNl 、 HN2 用于 PCR 扩增检

测的灵敏度 为了解这 2 对引物检测的灵敏度，分

别比较了转基因成分含量不同的 DNA 作为模板进

行扩增的结果(图 5 B ， C). 结果均显示，对于"华农

一号"的 DNA 质量分数为 0.05% 的样品，分别在

753 和 298 bp 处均能够扩增到条带，且随着阳性

DNA 含量的增加，扩增条带的亮度增加.说明这 2

对引物的特异性较好，灵敏度较高.

bp M 1 2 3 4 5 6 7 M 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 M 
2000 

1000 
750 
500 
250 
100 

A B C 

A:番木瓜内标基因PGmin 的扩增 ;B:用特异性引物 HNl 对不同含量转基因成分的扩增; C:用特异性引物 HN2 对不同含量转基因成分的扩增;

M:DNA marker D12∞021:空白对照;2:" 台农 2 号";3-7:"华农一号"的 DNA 质量分数分别为 0.05% 、0.10% 、0.50% 、2.00% 、 1∞.∞%

图 5 对"华农一号"不同含量转基因成分的检测

Fig.5 Sensitivity test of .. Huanong No. 1" event叩ecific assay 

2.2.3 事件特异引物用于"华农一号"不同组织的

检测 为了进一步证明 2 对特异性引物适合于对

"华农一号"的特异性检测，分别抽提"华农一号"番

木瓜果肉、果皮、种予等组织的 DNA ，进行 PCR 检

测，结果(图的显示，都能够得到明显的特异性扩增

条带，说明本研究建立的"华农一号"的特异性检测
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方法特异性好，可广泛应用于其各种组织的 PCR

检测

123456M M123456 

753 bp 
298 bp 

A B 

A :以 HNl 为引物的检测 ;B: 以 HN2 为寻|物的检ìJ!tl; M: DNA marker 

DI20∞;1:空白对照;2:" 台农2 号";3:"华农一号"叶片片:"华农一

号"果肉 ;5:" 华农一号"果皮 ;6:"华农一号"种子

图 6 ..华农一号"植株不同组织的 PCR 检测
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