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对引进的美国大豆品种进行转基因成分的检测
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摘要　利用田间表型鉴定和 PC R检测相结合的方法 ,对从美国引进的 46个大豆品种进行了转基

因成分的检测。实验过程中 ,首先通过喷洒草甘膦对待测材料进行表型鉴定 ,然后通过 PC R分子

检测分析 CaMV35S启动子和 NOS 终止子的有无 ,初步判定引进材料是否为转基因大豆 ,最后对

目的基因 CP4 - EPSPS 进行检测 ,进一步确定所测材料是否为抗草甘膦转基因大豆 。大豆本身的

凝集素基因作为 PCR检测的内置检测标准 ,有效排除了由于 DNA 质量 、实验操作等因素对检测

结果的影响 。结果表明 ,在所检测的 46个引进品种中 ,5个是抗草甘膦转基因品种 ,41个是非转基

因品种 ,它们可作为我国大豆新品种选育的亲本材料。
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　　自 1994年美国孟山都(M onsanto)公司研制的

抗除草剂转基因大豆品种获准推广以来 ,转基因大

豆的种植面积不断扩大[ 1 , 2] 。2003年 ,美国种植了

2400多万公顷转基因大豆(其中 2200万公顷为抗

除草剂转基因大豆),占其大豆总面积的 81%。阿

根廷种植的转基因大豆更是接近其大豆种植面积的

100%。目前 ,转基因大豆的播种面积已占世界大豆

总面积的一半以上 ,并有进一步扩大的趋势
[ 3 -5]

。

随着我国农产品市场的不断开放 ,国外的转基

因大豆大量涌入我国[ 6 , 7] ,从国外引进的大豆品种

也很可能是转基因材料 。因此 ,完善转基因大豆的

检测方法不仅对保护我国消费者的知情权和生态环

境非常必要 ,而且对我国大豆育种特别是转基因大

豆的研究和利用具有重要意义[ 8 , 9] 。

在过去的 10余年中 ,美国在大豆育种领域取得

了新的进展 。美国大豆品种具有高产 、高油 、抗倒等

优良特性 ,可供我国大豆育种者利用。因此 ,及时引

进美国大豆品种作为我国大豆育种的亲本 ,可拓宽

我国大豆品种的遗传基础 ,提高大豆育种的水平 。

本研究旨在通过田间鉴定和 PCR技术相结合的方

法 ,对近年引进的美国大豆品种进行转基因成分检

测 ,以期为我国大豆育种者提供不含转基因成分的

亲本材料 ,同时 ,为实现对进口转基因大豆的高效 、

可靠检测提供技术支持 。

国内外学者对作物转基因成分的检测方法已进

行了不少研究
[ 10 -14]

。本研究采用田间表型鉴定和

PC R检测相结合的方法 ,对近年从美国引进的大豆

新品种进行了转基因成分的检测 。实验过程中把大

豆自身的凝集素基因作为内置检测标准 ,排除了由

于 DNA 质量 、实验操作等因素对 PCR检测结果的

影响
[ 15 - 17]

,这不但可以为转基因大豆的快速鉴定提

供可靠方法 ,而且可以用于引种材料的转基因背景

分析。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　植物材料

供试的美国大豆[ Glycine max (L.)M err. ]品

种名称见表 1。其中 ,41份为美国近 10余年来育成

的新品种(伊利诺大学 Randall Nelson 博士提供),

其余 5 个 可 能 为 转 基 因 品 种 (H 6686RR 、

RT560RR、H 6255RR 、RT557RR 和 RT512RR , 由

邱丽娟博士提供)。研究中以非转基因大豆品种绥
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农 14为阴性对照 ,转基因大豆品种 Ag4501
[ 10 - 14]

为 阳性对照 ,所有供试品种在本所网室隔离种植。
表 1　供试美国大豆品种清单

Table 1　List of so ybean varie ties introduced from U . S. A.

品系名称

Line

熟期组

Matu ri ty group

品系名称

Line

熟期组

Matu rity group

品系名称

Line

熟期组

Maturity group

品系名称

Lin e

熟期组

Matu ri ty group

Dak soy 0 NE 3297 Ⅲ Tif fin Ⅱ UA RK - 5896 Ⅴ

Sargen t 0 NE 3399 Ⅲ Apollo Ⅱ T N5 - 95 Ⅴ

W alsh 0 Rend Ⅳ HF93 - 083 Ⅱ Delsoy 5710 Ⅴ

Jim 0 Omaha Ⅳ S avoy Ⅱ Fow ler Ⅴ

MN 0301 0 HS 93 - 4118 Ⅳ Olym pus Ⅱ Clif f ord Ⅴ

MN 0901 0 Ina Ⅳ Darby Ⅲ Anand Ⅴ

Su rge 0 TN4 - 94 Ⅳ Athow Ⅲ H 6686 RR -

Titan Ⅰ Troll Ⅳ Kottman Ⅲ RT 560RR -

MN 1302 Ⅰ St rong Ⅳ Pana Ⅲ H 6255 RR -

MN 1801 Ⅰ Pace Ⅴ S tou t Ⅲ RT 557RR -

NE 1900 Ⅰ Accomac Ⅴ NE 3400 Ⅲ RT 512RR -

St ride Ⅰ TN93 - 99 Ⅴ

1. 1. 2　引物

根据已知转基因大豆品种基因组中特有基因构

件成分的序列[ 13 , 14] ,分别针对 CaM V35S 启动子 、

NOS 终止子 、CP4 - EPSPS 基因和大豆内源凝集素

基因(lect in)合成了相应的特异引物(表 2)。

1. 2　方法

1. 2. 1　非抗草甘膦大豆致死浓度的筛选

分别将绥农 14和 Ag4501种在 65cm ×45cm 的

种子箱内 , 种子密度为 20 粒 /行 ×7 行 /箱。出苗

14d后对其进行不同浓度的草甘膦喷洒处理 ,处理浓

度分别为有效成分 0kg /hm2(CK)、0. 8 、1. 0 、1. 2 、

1. 4 、1. 6和 1. 8kg /hm
2
。处理 4d后 ,对其进行表型

鉴定 。

1. 2. 2　对实验材料的处理和表型鉴定

将待检测的 46 个引种材料和绥农 14 及

Ag4501分别种在直径为 26cm 的花盆中 ,出苗 14d

后 ,用得出的致死浓度进行喷洒处理 ,处理 4d后 ,进

行表型鉴定 。

1. 2. 3　总 DNA提取

称取约 30mg 幼嫩叶片 ,参照吕山花等[ 15] 的方

法提取大豆总 DNA 。

1. 2. 4　PCR检测

抗草甘膦转基因大豆 PCR 检测均采用相同的

PCR 反应体系 , 总反应体积 25ul , 包括 16. 7ul

ddH2 O , 2. 5ul 10×buf fer(含 M g
2 +
), 1. 6ul 2. 5mM

dN TPs , 2×0. 625ul 10uM 检测 Prime r , 2×0. 375ul

10uM lect in Primer , 0. 2ul 5U Taq酶 , 2. 0ul基因组

DNA(30 - 60ng)。反应程序为:95℃预变性 5min

后进行 40个热循环 ,每循环 94℃变性 1min ,退火

30s , 72℃延伸 1min ,循环结束后 72℃延伸 5min 。扩

增CaM V35S 启动子 、NOS 终止子 、CP4 - EPSPS 基

因的退火温度分别为 59℃、56℃和 58℃。检测时 ,
表 2　引物序列和扩增片断大小

Table 2　Primer DNA sequences and the leng th of PCR products

检测对象

Detect target

引物名称

Primer name

产物长度

Length of PC R product

引物序列

P rim er DNA sequen ce

C aMV35S 启动子 35S - 1
35S - 2

165bp
5'TCA TCC C TT ACG TCA GTG GAG3'
5'CCA TC A TTG CGA TAA AGG AAA3'

NOS 终止子 NOS - 1

NOS - 2
180bp

5'GAA TCC TGT TGC CGG TC T TG3'
5'TT A TCC TAG T TT GCG CGC TA3'

CP4 - EPSPS基因 CP4 - EPS PS - 1

CP4 - EPS PS - 2
146bp

5'GCA AAT CCT C TG GCC T TT CC3'
5'CT T GCC CGT A TT GAT GAC G TC3'

凝集素基因 Lectin - 1

Lectin - 2
436bp

5'CT T CGC CGC TT C C TT CAA C3'
5'GAG TCC CGT GGC AGC AGA G3'
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均以绥农 14 为阴性对照 、Ag4501 为阳性对照 、

ddH2 O为空白对照。

1. 2. 5　PCR检测结果与材料表型鉴定的比较

将 PCR检测结果与草甘膦喷洒处理后材料的

表型进行比较 ,确定田间抗性检测与 PCR检测的一

致性 。

2　结果与分析

2. 1　非抗草甘膦大豆的致死浓度

草甘膦喷洒处理 4d 后 ,经表型鉴定发现 ,不同

的草甘膦浓度处理对阳性对照(Ag4501)均无影响 ,

而随草甘膦浓度的增大 ,阴性对照(绥农 14)受害反

应越来越明显 ,其表型反应对比如图 1。草甘膦浓度

等于或大于 1. 0kg /hm 2 时 ,阴性对照叶片枯黄 ,叶

边缘卷曲 ,生长点坏死 ,植株死亡 ,可以确定 1. 0kg /

hm 2为非抗草甘膦大豆的致死浓度 。

图 1　大豆对不同浓度草甘膦处理的反应

F ig . 1　The reaction o f so ybean lines to g lypho sate.

草甘膦浓度(glyphosate concentra tion):1:0kg /hm2 ;2:0. 8

kg /hm2 ;3:1. 0 kg /hm2 ;4:1. 2 kg /hm2 ;5:1. 4 kg /hm2 ;6:1. 6

kg /hm2 ;7:1. 8 kg /hm2 .

每组左侧植株为阳性对照(Ag4501), 右侧植株为阴性对照

(绥农 14)。

In each g roup , the near side plant is the positive cont rol

(Ag4501) and the sta rboard plant is the negative cont rol

(Suinong 14).

2. 2　供试材料的田间表型

处理 4d后 ,阳性对照(Ag4501)及5个可能的转

基 因 品 系 H 6686RR 、 RT560RR 、 H 6255RR、

RT557RR和 RT512RR 对于 1. 0kg /hm2 的草甘膦

未产生受害反应 。而阴性对照(绥农 14)和 41个尚

待检测的引进材料均对草甘膦呈现受害反应 。说明

该检测浓度在田间检测中也是有效的 ,初步判断在

H 6686RR 、 RT560RR 、 H 6255RR 、 RT557RR 和

RT512RR中可能含有草甘膦抗性基因 ,而其它 41

个引进材料中可能不含该基因成分 。

2. 3　PCR检测结果

进 一 步 的 PCR 检 测 发 现 , H 6686RR、

RT560RR 、H 6255RR 、RT557RR 、RT512RR 针对

CaM V35S 启动子的 PCR 扩增产物约为 160bp 、

NOS 终止子的 PC R 扩增产物约为 180bp 、CP4 -

EPSPS 基因的 PCR扩增产物约为 150bp(图 2),与

研究设计相符。说明这 5个材料为抗草甘膦转基因

大豆 。

图 2　疑似转基因大豆外源基因和凝集素

基因的 PCR检测结果

Fig. 2　PC R analysis of fo reign gene and lectin

g ene in possible t ransgenic soybeans

A:CaM V35S 启动子和凝集素基因的 PCR 检测结果

PCR analy sis o f CaM V35S promoter and lectin g ene.

B:NOS 终止子和凝集素基因的 PCR检测结果

PCR analy sis o f NOS termina tor and lectin gene.

C:CP4 - EPSPS 基因和凝集素基因的 PCR检测结果

PCR analy sis o f CP4 - EPSPS and lec tin g ene s

M:M arker;1:ddH 2O;2:Ag4501 (positive contro l);3:Sui-

nong 14 (nega tive contro l);4:H 6686RR;5:RT560RR;6:

H6255RR;7:RT557RR;8:RT512RR.

另外 41个待测引进品种对 CP4 - EPSPS 基因

的 PC R检测结果均呈阴性(图 3)。其中 ,内置标准

凝集素基因的 PC R扩增产物约为 440bp ,说明这 41

种材料均不是抗草甘膦转基因大豆 。

2. 4　PCR检测结果与材料表型鉴定的比较

田间表型鉴定表明 ,在所检测的 46份美国大豆

品种中 ,41份材料对草甘膦敏感 ,而 5个可能的转基

因 品 系 H 6686RR 、 RT560RR 、 H 6255RR 、

RT557RR 、RT512RR对该浓度的草甘膦不敏感。

这与 PC R检测结果吻合 ,说明前 41 种材料不是抗

草甘膦大豆 ,而后 5 种大豆为抗草甘膦的转基因大

豆。
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图 3　可能的非转基因大豆中 CP4 - EPSPS 基因和凝集素

基因的 PCR检测结果

Fig. 3　PCR analy sis o f CP4 - EPS PS and lectin g enes in

po ssible nontr ansgenic soybeans

A:1:ddH2 O;2:Ag4501;3:Suinong 14;4:Accomac;5:

Anand;6:Apo llo;7:Athow ;8:Clifford;9:Daksoy;10:Darby;

11:Delsoy5710;12:Fow le r;13:HF93 - 083;14:HS93 -

4118;15:I na;16:Jim;17:Kottman;18:M N0301;19:

M N0901;20:M N1302;21:M N1801;22:NE1900;23:

NE3297.

B:1:ddH 2O;2:Ag4501;3:Suinong 14;4:NE3399;5:

NE3400;6:Olympus;7:Omaha;8:Pace;9:Pana;10:Rend;

11:Sar gent;12:Savoy;13:Stout;14:S tride;15:S trong;16:

Surge;17:Tiffin;18:Titan:19:TN4 - 94:20:TN5 - 95:21:

TN93 - 99;22:T ro ll;23:UARK - 5896;24:Walsh.

3　讨论

在众多转基因作物的检测方法中 ,当蛋白质不

表达或对转基因原料进行加工时 , 用 ELISA 法 、

Weste rn法 、酶法可能无法检测出外源基因的表达

产物 。而 Southern 、Nor thern 等方法成本大 , 耗时

耗力 ,不适合进行大量材料的检测。相对而言 ,直接

对植株进行田间表型鉴定和 PCR检测则简便易行 ,

成本相对较低 ,便于进行大规模检测。

本研究在他人已有工作基础上进一步完善了将

田间表型鉴定和 PC R检测相结合的转基因大豆检

测方法。检测中首先通过田间实验得到非抗草甘膦

大豆的致死浓度 ,然后通过田间实验对待检测材料

进行表型鉴定 。再通过 PCR检测分析 CaMV35S启

动子和 NOS 终止子 ,初步判定该大豆是否为转基因

大豆 ,最后对插入的 CP4 - EPSPS 基因进行 PCR检

测 ,进一步判定材料是否为抗草甘膦转基因大豆。

实验中把大豆内源凝集素基因作为内置检测标准 ,

排除了由于 DNA 质量 、实验操作等因素对 PCR检

测结果的影响。大豆凝集素基因的 PC R扩增产物

长度为 436bp ,与 CaMV35S 启动子 、NOS 终止子 、

CP4 - EPSPS基因的扩增产物长度有明显差异 ,可

在同一 PCR反应体系中检测 。内置标准的设定避

免了假阴性结果的发生 ,增加了检测结果的准确性 。

在本研究筛选出的 41份非转基因大豆中 ,属于

0成熟期组的早熟品种与黑龙江中部至吉林北部的

品种熟期组相当 ,属于 V 成熟期组的较晚熟品种的

熟期类型相当于黄淮海夏大豆晚熟品种 、长江下游

夏大豆早熟品种和西南高原晚熟春大豆品种[ 18] ,其

它品种的熟期组介于上述两类品种之间 。可见 ,这

些引进品种可在我国南北主要大豆产区试种或作杂

交育种的亲本 ,在完成本研究的转基因成分鉴定和

植物检疫工作后 ,这些育种材料已分发给有关育种

单位 ,将在今后的工作中对其农艺性状进行系统的

观察和考评 ,为我国的育种工作者提供种质材料。
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IDENTIFICATION OF THE TRANSGENIC ELEMENTS IN THE INTRODUCED

AMERICA SOYBEAN LINES

Song Yang　Wu Cunx iang　H ou Wensheng 　H an Tianfu

(Insti tute of Crop Sciences , The Chinese Academy o f Agricultural Sciences , Bei j ing 100081)

Abstract　In the present study , bo th field screening and PC R de tection w ere conducted to identify the

t ransgenic elem ents in 46 accessions of introduced America soybean varieties. F irst , the introduced varie-

ties we re screened by foliar spaying o f g lyphosate at lethal concentration in the field;Secondly , CaMV35S

promoter , NOS terminator and lect in genes w ere examined by using PCR to dete rmine if these lines w ere

genet ically modified;Finally , CP4 - EPSPS and lectin genes w ere ampli fied w ith PCR to determine if they

were g lyphosate - resistant transgenic soybeans. The lectin g ene of so ybean itself w as used as internal

standard to exclude the interference o f DNA quali ty and expe rimental operat ion problem s. Am ong the fo r-

ty - six int roduced America soybean varieties , f ive w ere found to be g lypho sate - resistant and transgenic ,

and o ther fo rty - one w ere nontransgenic. The lat te r can be used as parents in soybean breeding pro gram in

difference regions of China.

Key words　T ransgenic soybean ;G lypho sate;PCR;CP4 - EPSPS
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