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摘要 针对大豆精加工产品提取 D N A 纯度和浓度不高的难题
,

对传统的 C T A B 法
、

试剂盒法及 改

良试荆盒法进行了比较研究
,

采用改良的试别盒法快速提取 了满足 实时荧光定黄 P C R 检浏要求的

高纯度和高产全 D N A
,

并且利用 实时荧光定 1 P C R 定性检洲出 了大豆精加 工产品中的 内源基 因

和外派基因
。
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大豆是我国主要油脂原料
,

油脂企业的副产品

豆粕又是重要的饲料和植物蛋白工业原料
,

近年来

由于我国大豆进出口 t 很大
,

其中大都是转基因大

豆
。

据统计用转基因作物生产加工的食品和含有转

基 因成分的食品已达 4 0 0 0 余种
。

而转基 因食品的

安全性更是全球社会普道关注的问题
。

2 0 0 2 年 3

月 2 0 日起
,

凡是在中国境内销售的大豆
、

玉米及制

品若属转基因生物
,

必须进行标识
。

2 0 0 4 年 2 月底

农业部对农业转基因生物安全审批的放行
,

使人们

再次将目光集中在
“
生物安全性

” , “
强制标识

”
和

“

绿

色壁垒
”

等词上闭
。

我国加人 W T O 后
,

伴随进 出口

贸易的频繁往来
,

有大盘的大豆及大豆精加工产品

的进 出口
。

大豆油
,

高温粕
,

低温粕
,

大豆分离蛋白
,

大豆组织蛋白
,

大豆低聚糖
,

大豆异黄酮等产品远销

俄罗斯
,

土耳其
,

意大利
,

南非
,

香港
,

台湾
,

韩国等世

界各地
。

目前 国外还没有转基因深加工食品的检侧

方法标准 ; 国内转基因检测方法标准只有 国标 G B /

T ( 2 0 0 4 年 ) 和行标 S N ( 2 0 0 3 年 ) [ ,〕 ,

其中对深加工

食品的 D N A 提取方法只是应用 C T A B 法 [’J
.

有关

针对大豆精加工 产 品快速简便提取 D N A 和荧光

P C R 检测方法方面 的研究至今未见报导
。

研究大

豆精加工产品 D N A 的快速提取及荧光 P C R 检侧

技术的研究对实施转基 因食品标识提供必要的技术

支持
,

对于保护我国人 民身体健康和保护消费者的

知情权和选择权具有重要意义
。

本研究针对快速简

便试剂盒是否适用大豆精加工产 品 D N A 提取和应

用实时荧光定 t P C R 检侧技术做了进一步的研究
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 样品

转基因大豆粉
,

大豆分离蛋白
,

大豆组织蛋 白
,

大豆异黄酮
,

豆昔
.

1
.

1
.

2 主要试剂

D N A 提取试剂盒 H i g h P u r e GM O S a m p l e

P r e P a r a t i o n K i t ; GM O S e r e e n i n g K i t , G M O oS y a

Q u a n t i f i e a t io n K i t ( R o e h e
)

。

1
.

1
.

3 仪器与设备

离心机 ( SO R V A I L )
、

涡旋展荡器 ( IK A )
、

恒温

水浴箱
、

核酸蛋白分析仪 ( B
e e km a n

)
、

天平 ( M E T
-

T L ER )
、

纯水器 ( M i l l i一 Q )
、

微量移液器 ( E p p e n -

d o r f )
、

实时荧光定 t P C R 仪 ( R o e h e )
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 D N A 提取与纯化 (改 良试剂盒法 )

称取 0
.

2 9 样品于 Zm L 离心管中
,

加人 1
.

s m L

B of felr
,

混匀
,

80 ℃水浴振荡保温 0
.

s h ; 12 0 0o r pm/ m i n

离心 10 m in
;
取上清液 (如果上清液中有微量悬 浮

物 )加人装有过渔柱的 Zm L 离心套管中进行过滤
,

SO0 o r p m /m i n 离心 1 m i n
。

其余按 照 H ig h P u r e

GM O S a m p l e P r e p a r a t io n K i t D N A 提取试剂盒操
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作说明完成
。

1
.

2
.

2 实时荧光定量 Pc R 检测大豆精加工产品内 2 结果与分析
源基因 ( t R N A l e u 和 l e e t i n )和外源基因 ( N O S

,

3 5 5 /

e T P )
,

所用引物由 GM O s e r e e n i n g K i t
,
G M o 5 0 一 2

.

1 e T A B 法 c̀ 〕 、

试剂盒法与改 良试剂盒法 D N A

y 。 Q u a n t i f i e a t i o n K i t 试剂盒提供
。

p c R 反应体系 提取的结果 比较 (见表 l )
。

和条件按照试剂盒提供说明操作
。

本研究 D N A 提

取和 P C R 扩增实验均设阳性对照
,

空白对照
。

表 1 CT A B法
、

改良试剂盒法与试剂盒法 D N A 提取的比较结果

T a b l e 1 oC m p a r
i n g t h e m e t h od fo r C T A B

、 o p t i而名i呀 ik t a dn k i t

方法

M e t hod
s

D N A 纯度 H e ll m a r k

( 0珠:0 /O珠的 . )

D N A 浓度 oC
n e e n tar t i o n

(
n g /拌l)

提取时间

T im e s
( h )

备注

N o t e

C T A B 法

改良试荆盒法

试荆盒法

1
.

7一 2
.

0 因含担体 D N A
,

所以无法确定 D N A 浓度 2
.

5一 3

1
.

7一 2
.

0

1
.

2一 1
.

7

5 00一 10 q0

2 0 0一 8 00

孺要加人担体共沉淀

不孺要加人担体

不裕要加人担体

三种方法提取 D N A 纯度和浓度均用核酸蛋白

分析仪检测
。

从以上结果看出
,

C T A B 法较其它两

种方法提取时间长
,

未知 D N A 浓度
,

需要加人担体

共沉淀
。

试剂盒法由于提取纯度不够不适用于大豆

精加工产品的 D N A 的提取
。

改良试剂盒法不仅提

取时间短
,

D N A 提取浓度和纯度高
,

而且不需 要加

人担体
。

2
.

2 改 良试剂 盒 法提取 大豆 精加 工 产品 中的

D N A
,

用 G M O S o y a q u a n t i f i e a t i o n K i t 试剂盒检测

样品中的内源基因 ( l e e t i n )和外源基因 ( 3 5 5 / C T P )

的结果 (见图 1
,

2)
。

图 l 中阳性对照扩增曲线扬起
,

空白对照扩增曲线水平
,

说明样品 D N A 内源基 因提

取正常
。

图 2 中阳性对照 扩增曲线扬起
,

空 白对照

扩增曲线水平
,

转基因大豆粉扩增曲线扬起
,

其余样

品未出现扩增 现象
,

说明转基 因大 豆 粉检测到 了

3 5 5 / C T P 外源基因
。
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图 1 L ec it n 内源荃因扩增曲线
。

基线下方
: 4 空白对照 ;基

线上方
:
2 阳性对照

.

6转基因大豆粉
,

8 大豆分离蛋白
,

10 大

豆组织蛋白
,

12 豆普
,

14 大豆异黄酮

F i g
.

1 A m p li f ie d e u r v e s o f le e t in g e n e
.

U dn
e r t h e l e v e l :

4 )

B la n k e o n t r o l
.

A bo v e t h e le v e l
: 2 ) M as e u lien e o nt r o l

,

6 )

G M O s o y a OP w d e r ,

8 ) oS ay s e P a r a t e P or t e i n
,

10 ) T i s s u e Por
-

t e i n o f so y a ,

14 ) oS y a e a t s u p
,

16 ) oS y a is o f l a v o n e s

2
.

3 改良试剂盒法 提 取大豆 精加工 产 品 中的

D N A
,

用 G M O S e r e e n i n g K i t 试剂盒检测 内源基因

( t R N A l e u
)和外源基因 ( N O S ) 的结果 (见图 3

,

4 )
.

图 2 35 5 / C T P 外源基因扩增 曲线
.

基线下方
:
3 空白对

照
,

7 大豆分离蛋白
,

9 大豆组织蛋白
,

11 豆普
,

13 大豆 异黄

酮 .墓线上方
:
l 阳性对照

,

5 转基因大豆粉

F ig
.

2 A m p li fi e d e u vr e s o f 3 55 / C T P
.

U dn
e r t h e l e v e l : 4 )

B la n k co nt or l
.

A bo
v e t h e et v e l :

2 ) M a s e u li ne co
n t r o l

,

6 )

GM O s o y a 卯w d e r ,

8 ) oS y a s e p a r a t e p or t e i n
,

10 ) T is s u e P r o -

t e i n o f s o y a ,

14 )肋 y a e a t s u p
,

16 ) oS y a
i
s o f l a v o n e s

图 3 说明只有空白对照未出现内源基 因扩增现象曲

线在基线下方
,

样品和阳性对照内源 基因 t R N A leu

出现扩增现象曲线在基线上方
。

图 4 说明只有阳性
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对照出现外派荃因 N OS扩增现象曲线在基线上方
,

线下方
。

样品和空 白对照外源荃因未出现扩增现象曲线在基

气ù飞ù
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图 3

图 3 t R N iA e u 内抓基因扩增曲线
。

基线下方
: 4 空白对照 .

基线上方
: 2 阳性对照

,

6 大豆异黄用

F i g
.

3 A m P li f ied
e u vr es o f tR N lA e u g e n e

.

U dn e r t
he le v e l :

4 ) lB a kn co n t or l
.

A bo
v e t h e le v e l : 2 ) M a s e以 in e co nt or l

,

6 )

oS y a iso if a vo n e .

以上结果表明
:

当基因出现扩增时
,

曲线在墓线

上方上扬
,

反之
,

当基因未出现扩增时
,

曲线在基线

下方
.

通过大豆精加工产品中内源基因 ( t R N A leu

和 lec it n ) 的检侧
,

可 以判定是否 成功地提取 到

D N A
,

所提取的 D N A 是否适用于 P C R 的扩增
,

以

防止假阴性结果的存在
。

本研究改 良试剂盒法快速

简便提取了转墓因大豆粉
,

大豆分离蛋白
,

大豆组织

蛋白
,

大豆异黄翻
,

豆昔等产品中的 D N A
,

通过实时

荧光定 t P C R 仪检侧到内源基因
,

说明本研究改良

的试剂盒法可 以成功的提取 D N A
,

而且提取 D N A

的纯度和产 t (不加担体 )完全可以满足实时荧光定

t P C R 扩增检侧的裕要
。

通 过外源 基 因 ( N O S
,

3 55 /C T P )的检侧
,

除了阳性对照和转基因大豆粉样

品检侧出外源墓因以外
,

其余大豆精加工产品样 品

均未检侧出外薄基因
。

3 讨论

大豆精加工产品中由于大豆分离蛋白的加工工

艺最为复杂
,

它是以低温豆片为原料
,

通过浸出一分

离一酸沉一水洗一老化一中和一喷雾干操等生产工

艺精加工而成的高科技产品 s[]
。

大豆分离蛋白有 A

型属凝胶型
,
D 型属分散型

,

E 型属注射型
,

具有持

油性
、

持水性
、

凝胶性
、

分散稳定性
、

乳化性
。

不仅经

过浓酸和高温的过程使 D N A 破坏严重
,

而且 又添

加了改变其剂 型的复杂成分
,

在 D N A 提取过程 中

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

伽
le s

图 4

图 4 N O S 外抓羞因扩增曲线
。

荃线下方
:
3 空白对照

.

5 大

豆异黄用 .基线上方
: l 阳性对照

F i g
.

4 A m p il f i曰 e u vr es o f N O S
.

U dn er t h e le v e l : 3 ) B la kn
e o n t r o l

,

5 ) oS y a i so if a vo nes
.

A bo
v e t ha le v e l : 1 ) M a s e d i n e

co n t r o l

仍保持较好的凝胶性和分散称定性
,

是目前大豆精

加工产品中 D N A 最难提取的产品
。

本研究中使用的 D N A 提取试剂盒
,

由于提取

时间短
,

提取质 t (纯度和浓度 )高
,

操作简便
,

又避

免了配试剂批次之间差异经常被实验者使用
。

但应

用中发现有许多产品并不适用
,

经过本试验研究认

为
,

该 D N A 提取试剂盒由于提取纯度不够而无法

进行定性和定 t P C R 扩增
,

不适用于大豆分离蛋白

等精加工产品的 D N A 的提取 ( D N A 提取试剂盒说

明书中应用范围是适用于植物原料和加工过的产

品 )
。

本研究通过对传统的 C T A B 法
、

试剂盒法及改

良试剂盒法进行了比较研究后认为
,

改良后的 D N A

提取试剂盒完全适用于大豆精加工产品的 D N A 的

提取
.

传统的 C T A B 方法中为提高 D N A 产 t 偏要

加人担体
,

担体的纯度和浓度也会影 响 D N A 提取

质 t
,

如果 D N A 浓度不够或担体的纯度和质 t 不

高就不能满足实时荧光定 t P C R 仪对核酸纯度和

浓度的要求
,

而且提取时间一般为 2
.

5一 h3
; 而改良

试剂盒法提取过程中由于采用柱过滤和柱 纯化法

D N A 的丢失很少
,

提取时间一般为 l h
,

既 提高了

D N A 的纯度和浓度
,

还缩短 了提取时间
,

完全满足

实时荧光定 t P C R 仪对核酸纯度和浓度的要求是

此改良试剂盒方法最大的优点
。

由此 可见
,

本研究

所采用的改良的 D N A 快速简便提取方法
,

不仅适

用于大豆精加工产品 D N A 提取
,

而且完全满足 实
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时荧光定 tP R C仪对核酸纯度和浓度的要求
,

同时

应用实时荧光定 t P c R 定性检测 出了大豆精加工 3

产品中的内外源基因
。
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