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摘　 要:转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 事件采用农杆菌介导大豆遗传转化法获得ꎬ其受体为沈农 ９ 号ꎬ具有耐盐特性ꎬ目前

已经进入环境释放阶段ꎮ 为明确该转基因大豆材料的分子特征及其转基因检测方法ꎬ推进该转基因事件生物安全评

价工作ꎮ 本研究以转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 为研究对象ꎬ利用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交方法及基因组重测序技术鉴定了外源基

因的拷贝数及插入位点的位置和方向ꎮ 同时利用 ＰＣＲ 扩增技术获得了外源 Ｔ￣ＤＮＡ 的左右侧翼序列ꎬ并基于左右旁

侧序列ꎬ建立了转 ＡｔＡＲＡ６ 基因耐盐大豆 Ａ００１ 事件的特异性定性 ＰＣＲ 检测方法ꎮ 此方法能特异性检测转基因大豆植

株 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 根、茎、叶、花和种子样品ꎬ并且能够特异性识别转基因大豆事件的身份ꎬ这为后续转基因大豆及其产

品的检测和监管提供技术支持ꎮ
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　 　 自然界中ꎬ由于各种生物和非生物胁迫的因

素ꎬ农作物的产量品质受到不同程度的影响ꎬ而盐

害最为常见ꎬ主要通过抑制种子萌发和植物的生长

发育ꎬ造成作物产量的重大损失[１￣２]ꎮ 但植物有多

种方式来应对非生物胁迫ꎬ如囊泡运输等ꎮ 大量证

据表明ꎬ液泡运输确保了与压力相关的离子高效运

输到液泡[３]ꎮ 拟南芥中 ＲＡＢ５ 的一个同源基因

ＡｔＡＲＡ６ (ＲＡＢＦ１) 在内体小泡运输过程中发挥作

用ꎬ并可能在分子的再循环及降解过程中发挥关键

作用ꎬ进而参与了植物的应激反应[４￣５]ꎮ ＡｔＡＲＡ６ 由

于含有独特的 Ｎ 端的肉豆蔻酰化序列而不同于

ＲＡＢ５ 其他成员ꎬ但是它们有共同的激活因子[６]ꎮ
ＡｔＡＲＡ６ 由于参与内体运输而体现出多种生物学功

能ꎬ如信号转导、逆境胁迫、生长调节等[７￣８]ꎮ 已有

研究表明过表达 ＡｔＡＲＡ６ 拟南芥比野生型具有更高

的耐盐性ꎬＡｔＡＲＡ６ 互补过表达系 ＲＡＢＦ１Ｅ 显示出比

野生型 ＡｔＡＲＡ６ 敲除更长的根系长度ꎬ因此ꎬＮ￣豆蔻

酰化可能是 ＡｔＡＲＡ６ 发挥耐盐作用必要的部分[９]ꎮ
大豆是一种富含蛋白质、不饱和脂肪酸及多种

生物活性成分的优质油料作物ꎮ 大豆油不但能作

为食物ꎬ还可以用作生物燃料[１０]ꎮ 大豆的需求量因

其用途的多样化而日益增长ꎮ 然而当下耕地面积
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有限ꎬ且土壤面临着严重的盐渍化ꎬ通过培育耐盐

品种应对盐胁迫是提高大豆产量的有效途径ꎮ 异

源表达 ＡｔＡＲＡ６ 基因的发现促进了转基因耐盐大豆

品种的选育ꎮ 转 ＡｔＡＲＡ６ 基因耐盐大豆事件是吉林

省农业科学院张玲副研究员通过大豆子叶节介导

的农杆菌转化技术ꎬ将拟南芥来源的 ＡｔＡＲＡ６ 基因

(ＧｅｎＢａｎｋ:ＮＭ＿１１５３４１. ３)导入大豆受体品种沈农 ９
号(国审豆 ２００７０１５)而获得的ꎬ并且在 ２０２０ 年获得

农业部批准的环境释放ꎮ 该份材料较受体品种在盐

胁迫处理条件下ꎬ分别在芽期、苗期和全生育期具有

较强的萌发能力和适应性ꎬ并能够稳定遗传[１１]ꎮ
转基因技术培育耐盐大豆ꎬ不受传统育种方法

周期长的限制ꎬ可以快速获得农艺性状和遗传稳定

性良好的大豆种质ꎮ 但现阶段消费者对转基因大

豆的安全性还存在质疑ꎬ需要加强对转基因大豆的

生物安全问题进行科学的研究与评估ꎬ这是保证转

基因大豆健康发展的重要技术依据ꎬ而转基因检测

技术则是生物安全评估中的关键技术之一[１２]ꎮ 外

源基因的整合位点ꎬ不但对该基因的转录、表达以

及调控有影响ꎬ 还对该作物的遗传稳定性和安全性

有着重要意义[１３]ꎮ
本研究通过 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 和基因组重测序技术检测

出 ＡｔＡＲＡ６ 中 Ｔ￣ＤＮＡ 拷贝数及染色体插入位点ꎬ并
进一步结合 ＰＣＲ 方法分离出 Ｔ￣ＤＮＡ 整合位点的两

侧序列ꎬ最终建立了针对 ＡｔＡＲＡ６ 转基因事件及其衍

生品的特异性 ＰＣＲ 定性检测方法ꎬ旨在为后续转基

因大豆及其产品的检测和监管提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

供试转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 事件已经获得农

业部转基因生物安全—环境释放阶段批件(２０２０)
第 １４８ 号ꎮ 转基因受体对照品种为沈农 ９ 号ꎮ 对照

大豆品种吉育 ３７３３ 和中吉 ６０２ 及水稻、玉米等由吉

林省农业科学院大豆研究所邱红梅老师提供ꎮ 转

基因外源基因的载体图谱详见图 １ꎮ

图 １　 ｐＴＦ１０１￣３５Ｓ￣ＡｔＡＲＡ６ 载体质粒图谱

Ｆｉｇ. １　 Ｍａｐ ｏｆ ｐＴＦ１０１￣３５Ｓ￣ＡｔＡＲＡ６ ｐｌａｓｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒ

１. ２　 方法

１. ２. １　 外源基因拷贝数的鉴定　 采用 ＣＴＡＢ 法[１０]

提取待测样品 ＤＮＡꎬ通过紫外分光光度计和电泳检

测 ＤＮＡ 的浓度和质量ꎮ 采用地高辛标记方法、利用

Ｒｏｃｈｅ 公司的试剂盒(ＤＩＧ Ｈｉｇｈ Ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ
ａｎｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｔａｒｔｅｒ Ｋｉｔ Ⅱ)进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 分析ꎮ 以

插入的外源目的基因 ＡｔＡＲＡ６ 片段设计探针引物

(正向:５′￣ＡＴＧＧＧＡＴＧＴＧＣＴＴＣＴＴＣＴＣＴＴＣＣＡＧ￣３′ꎻ反
向: ５′￣ＴＧＡＣＧＡＡＧＧＡＧＣＡＧＧＡＣＧＡＧＧＴＡＧＣ￣３′)ꎬ 探

针大小为 ６０６ ｂｐꎮ 并根据插入序列内部的特异性酶

切位点的特性ꎬ采用限制性内切酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ和 ＢａｍＨⅠ
对转基因事件中的基因组进行单酶切分析(图 ２)ꎮ
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图 ２　 ｐＴＦ１０１￣３５Ｓ￣ＡｔＡＲＡ６ 载体的 Ｔ￣ＤＮＡ 插入序列物理图谱

Ｆｉｇ. ２　 Ｍａｐ ｏｆ Ｔ￣ＤＮＡ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｐＴＦ１０１￣３５Ｓ￣ＡｔＡＲＡ６ ｖｅｃｔｏｒ

１. ２. ２　 基因组重测序确定外源基因插入位置　 通

过 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 技术可以确定外源基因是否插入到大豆

基因组中ꎬ但是不能明确具体的位点ꎮ 本研究选用

基因组重测序技术分析和确定转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣
Ａ００１ 事件中ꎬ外源基因的插入位置ꎮ 测序试验委托

北京百迈客生物科技有限公司对样品进行外源基

因插入位置分析ꎮ 选取在大豆营养生长阶段(Ｖ３
阶段:第三叶期ꎬ第四节复叶完全展开)取新鲜幼嫩

的叶片送测序公司ꎮ 测序采用二代高通量测序

Ｘｔｅｎ 平台进行测序ꎬ测序倍数为 ３０ × ꎮ
１. ２. ３ 　 侧翼序列的分析 　 根据转基因大豆事件

ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 外源插入序列及插入位点在大豆参考

基因组中上、下游(左、右)序列ꎬ分别设计左、右侧

边界侧翼序列的 ＰＣＲ 检测引物(表 １)ꎮ 以 ＡｔＡＲＡ６￣
Ａ００１ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用上述引物分别进行

ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 反应体系选用北京康为世纪的高保

真、长片段、快速扩增 ＤＮＡ 聚合酶 Ｍｉｘ 试剂盒

(ＣＷ２９６５Ｍ)ꎬＰＣＲ 反应条件及方法参照说明书ꎮ 胶

回收及纯化单一特异性 ＰＣＲ 条带ꎬ连接至 ｐＭＴ￣１８
克隆载体ꎬ委托北京六合华大基因科技有限公司测

序验证ꎮ 将测序结果与外源插入序列和参考基因

组序列进行比对ꎬ获得转基因大豆事件 ＡｔＡＲＡ６￣
Ａ００１ 外源插入片段左、右边界侧翼序列ꎮ

表 １　 引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列 (５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

目的片段长度

Ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

用途

Ｕｓａｇｅ

Ａ００１￣ＬＢ￣Ｆ ＧＣＣＧＡＡＡＴＧＣＡＴＡＧＣＣＡＡＧＧ ２１２５ 左侧翼序列扩增

Ａ００１￣ＬＢ￣Ｒ ＧＧＴＣＡＡＣＴＴＣＣＧＴＡＣＣＧＡＧＣ

Ａ００１￣ＬＢ￣ＳＦ ＧＡＡＧＣＣＣＣＧＧＡＡＡＣＣＡＴＴＴＴ ３３０ 左边界特异检测

Ａ００１￣ＬＢ￣ＳＲ ＣＴＧＣＣＴＧＴＧＡＴＣＡＡＴＴＣＧＧＧ

Ａ００１￣ＲＢ￣Ｆ ＣＡＧＣＣＡＡＧＡＣＡＧＣＣＧＡＴＡＡＣＡＴＡ ９２９ 右侧翼序列扩增

Ａ００１￣ＲＢ￣Ｒ ＣＧＧＡＡＡＡＡＧＡＡＴＣＡＧＣＡＡＡＧＡＡＧＧ

Ａ００１￣ＲＢ￣ＳＦ ＣＣＧＣＴＣＡＣＡＡＴＴＣＣＡＣＡＣＡＡ ４３３ 右边界特异检测

Ａ００１￣ＲＢ￣ＳＲ ＴＡＡＧＧＡＧＧＡＡＧＣＡＡＣＴＧＧＧＣ

１. ２. ４　 特异性 ＰＣＲ 检测　 根据旁侧序列结果设计

转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 特异性检测引物ꎬ左边界

特异检测引物 Ａ００１￣ＬＢ￣ＳＦ / ＳＲ 扩增片段为 ３３０ ｂｐꎬ
右边界特异检测引物 Ａ００１￣ＲＢ￣ＳＦ / ＳＲ 扩增片段为

４３３ ｂｐ (表 １)ꎮ ＰＣＲ 产物融合一部分大豆基因组序

列和一部分 Ｔ￣ＤＮＡ 序列ꎮ 采用 ＣＴＡＢ 法[１０] 分别提

取转基因大豆植株 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 根、茎、叶、花和种

子样品的 ＤＮＡꎮ 以受体非转基因大豆品种沈农 ９
号、常规大豆品种吉育 ３６３、中吉 ６０２、水稻、玉米作

为对照ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 使用康为世纪的 ２ ×
ＧｏｌｄＳｔａｒ Ｂｅｓｔ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ (Ｄｙｅ)试剂盒 ＣＷ０６５５Ｍ 进

行 ＰＣＲ 反应ꎬＰＣＲ 反应条件及方法参照说明书ꎮ 利

用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
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２　 结果与分析

２. １　 拷贝数鉴定

为明确转基因大豆事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 的外源

Ｔ￣ＤＮＡ序列是否整合到受体大豆基因组中及外源目

的基因的在受体基因组中插入的拷贝数ꎬ采用

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交技术对转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 事件

进行了检测和分析ꎮ 其中 ＨｉｎｄⅢ酶切在载体上距

离 Ｔ￣ＤＮＡ 区中的 ＲＢ 端大约 １. ２ ｋｂꎬ预测在转基因

事件中ꎬ获得的杂交片段应该是大于 １. ２ ｋｂꎮ 而

ＢａｍＨⅠ酶切位点在载体上距离ＲＢ 端为０. ９７５ ｋｂꎬ预
测在转基因事件中ꎬ获得的杂交片段应该是大于

１ ｋｂ(图 ２)ꎮ 结果表明:用限制性内切酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ对

基因组 ＤＮＡ 进行酶切ꎬ获得杂交片段大小分别约为

４. ８ ｋｂ(图 ３Ａ)ꎻ用限制性内切酶 ＢａｍＨ Ｉ 单酶切ꎬ获
得杂交片段大小分别约为 ３. ４ ｋｂ(图 ３Ｂ)ꎬ均大于预

期的条带 ０. ９７５ ｋｂꎮ 由此可见ꎬＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 中外

源 Ｔ￣ＤＮＡ 以单拷贝方式整合到大豆基因组中ꎮ

　 　 注: Ｍ. １５ ｋｂ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. 阳性质粒ꎻ ２. 对照受体沈农 ９ 号ꎻ ３. 转基因事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ. １５ ｋｂ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｓｍｉｄꎻ ２. ＣＫ Ｓｈｅｎｎｏｎｇ ９ꎻ ３. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｅｖｅｎｔ ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１.

图 ３　 转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 事件 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交检测

Ｆｉｇ. ３　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ ｓｏｙｂｅａｎ

２. ２　 外源插入片段侧翼序列分析

根据测序分析获得的转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１
左边界侧翼序列信息ꎬ设计特异性引物进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ扩增产物融合一段大豆基因组序列和外源插入

序列片段ꎬ结果显示:扩增产物只在转基因大豆

ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 中 出 现ꎬ 而 阳 性 质 粒 ｐＴＦ１０１￣３５Ｓ￣
ＡｔＡＲＡ６ 和受体沈农 ９ 号中没有条带(图 ４Ａ 和 Ｃ)ꎮ

将所得片段进行测序ꎬＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 左边界侧翼序

列共 ２ １２５ ｂｐꎬ其中ꎬ１ ~ ５８２ ｂｐ 位点序列来源于沈

农 ９ 号基因组序列ꎬ５８３ ~ ２ １２５ ｂｐ 位点序列来源于

外源插入片段序列(图 ４Ｂ)ꎮ 对于右边界侧翼序列ꎬ
设计引物获得片段长度为 ９２９ ｂｐꎬ其中ꎬ１ ~７７０ ｂｐ 位

点序列来源于外源插入片段序列ꎬ７７１ ~ ９２９ ｂｐ 位点

序列来源于沈农 ９ 号基因组序列(图 ４Ｄ)ꎮ
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　 　 注:Ａ. 左边界侧翼序列 ＰＣＲ 扩增电泳结果图ꎻＢ. 左边界侧翼序列分析ꎻＣ. 右边界侧翼序列 ＰＣＲ 扩增电泳结果图ꎻＤ. 右边界

侧翼序列分析ꎻＭ. ２ ｋｂ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ ＋ . 阳性质粒为 ｐＴＦ１０１￣３５Ｓ￣ＡｔＡＲＡ６ꎻＣＫ. 受体沈农 ９ 号ꎻＡ００１. 转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ꎻ黑

色部分是栽培大豆品种沈农 ９ 号基因组序列ꎻ红色部分转基因大豆材料大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ａ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｂ. Ｌｅｆｔ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｆｌａｎｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｃ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｇｈｔ ｆｌａｎｋｉｎｇ

ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ Ｄ. Ｒｉｇｈｔ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｆｌａｎｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｍ. ２ ｋｂ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｐ. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＴＦ１０１￣３５Ｓ￣ＡｔＡＲＡ６ꎻ ＣＫ. Ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｖａｒｉｅｔｙ Ｓｈｅｎｇｎｏｎｇ ９ꎻ Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１. Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｒｏｍ Ｓｈｅｎｎｏｎｇ ９ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｆｒｏｍ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１.

图 ４　 转基因事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 左、右边界侧翼序列 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ. ４　 ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｆｔ ａｎｄ ｒｉｇｈｔ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｅｖｅｎｔ

２. ３　 特异性 ＰＣＲ 检测

根据转基因大豆事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 外源插入片

段确定的整合位点和侧翼序列设计了特异性 ＰＣＲ
检测引物ꎬ其中左边界引物 Ａ００１￣ＬＢ￣ＳＦ / ＳＲ 扩增引

物为 ３３０ ｂｐꎬ右边界引物 Ａ００１￣ＲＢ￣ＳＦ / ＳＲ 扩增引物

为 ４３３ ｂｐꎮ 当以受体非转基因大豆品种沈农 ９ 号、

常规大豆品种中吉 ６０３、吉育 ３７３３ 及玉米和水稻作

为模板时ꎬ都没有扩增产物出现ꎻ以 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１
根、茎、叶、花和种子 ＤＮＡ 为模板时ꎬ能够扩增出清

晰的条带ꎬ证明这两对引物都可以特异性识别转基

因大豆事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１(图 ５)ꎮ

　 　 注:ＬＢ. 左边界特异性引物 Ａ００１￣ＬＢ￣ＳＦ / ＳＲ 检测ꎻ ＲＢ. 右边界特异性引物 Ａ００１￣ＲＢ￣ＳＦ / ＳＲ 检测ꎻ Ｍ. ２ ｋｂ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ

１. 根ꎻ ２. 茎ꎻ ３. 叶ꎻ ４. 花ꎻ ５. 种子ꎻ ６. 大豆品种沈农 ９ 号ꎻ ７. 大豆品种中吉 ６０２ꎻ ８. 大豆品种吉育 ３７３３ꎻ ９. 玉米ꎻ １０. 水稻ꎮ

Ｎｏｔｅ:ＬＢ. Ｌｅｆｔ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ Ａ００１￣ＬＢ￣ＳＦ１ / ＳＲ１ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻ ＲＢ. Ｒｉｇｈｔ ｂｏｒｄｅｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ Ａ００１￣ＲＢ￣ＳＦ１ / ＳＲ１

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻ Ｍ. ２ ｋｂ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｒｏｏｔꎻ ２. Ｓｔｅｍꎻ ３. Ｌｅａｖｅｓꎻ ４. Ｆｌｏｗｅｒｓꎻ ５. Ｓｅｅｄｓꎻ ６. Ｓｏｙｂｅａｎ ｖａｒｉｅｔｙ Ｓｈｅｎｎｏｎｇ ９ꎻ ７. Ｓｏｙｂｅａｎ ｖａｒｉｅｔｙ

Ｚｈｏｎｇｊｉ ６０２ꎻ ８. Ｓｏｙｂｅａｎ ｖａｒｉｅｔｙ Ｊｉｙｕ ３７３３ꎻ ９. Ｃｏｒｎꎻ １０. Ｒｉｃｅ.

图 ５　 转基因大豆事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 特异性引物 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ. ５　 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｅｖｅｎｔ ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

３　 讨论

在转基因作物中ꎬ外源 Ｔ￣ＤＮＡ 插入序列在受体

植物基因组中的整合位置是随机的ꎮ 但在每个转

基因事件中的 Ｔ￣ＤＮＡ 左右端序列与受体基因组序

列拼接而成 Ｔ￣ＤＮＡ 插入位点的侧翼序列是唯一

的[１１]ꎮ 且根据这个侧翼序列建立的特异性检测方

法ꎬ是准确识别此次转基因事件身份的特异性标

识ꎬ也是在不同转基因作物检测ꎬ实现转基因作物

及其产品产权保护、检测和有效监督管理的一个重

要依据[１２]ꎮ 以往分离外源 Ｔ￣ＤＮＡ 侧翼序列主要借

助基因组步移(ｇｅｎｏｍｉｃ ｗａｌｋｉｎｇ)结合 ＰＣＲ 技术进行

分析ꎬ虽然 ＰＣＲ 技术具有快速、准确、操作简便易行

等优点ꎬ在转基因农作物种子和产品检测方面可以

起到较大作用[１３￣１６]ꎬ但对于大豆这种基因组复杂的

作物ꎬ只通过预测的基因组序列设计引物做 Ｔ￣ＤＮＡ
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左右端序列的扩增ꎬ很难一次找到准确的侧翼序列

以及特异性扩增引物ꎮ 本研究首先通过结合

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交和基因组重测序技术精准地确定了转

基因大豆事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 在大豆基因组中的位置

及外源 Ｔ￣ＤＮＡ 插入序列上下游 ２ ｋｂ 的序列ꎬ并根

据得到的序列进行侧翼序列 ＰＣＲ 扩增和特异性引

物设计等ꎬ此方法得到的结果更为精准有效ꎮ 依据

侧翼序列建立的转化事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 特异性检测

方法也能对转基因大豆事件 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 包括亲

本、衍生品系或品种ꎬ及其制品包括植株、组织、种
子等进行特异性检测ꎬ从而实现了对转基因大豆及

其产品更为准确且快速的鉴定ꎮ

４　 结论

本研究以转基因大豆 ＡｔＡＲＡ６￣Ａ００１ 为研究对

象ꎬ利用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交方法及基因组重测序技术鉴

定了外源基因的拷贝数及插入位点的位置和方向ꎮ
同时利用 ＰＣＲ 扩增技术获得了外源 Ｔ￣ＤＮＡ 的左右

侧翼序列ꎬ并基于左右旁侧序列ꎬ建立了转 ＡｔＡＲＡ６
基因耐盐大豆 Ａ００１ 事件的特异性定性 ＰＣＲ 检测方

法ꎮ 此方法能特异性检测转基因大豆植株 ＡｔＡＲＡ６￣
Ａ００１ 根、茎、叶、花和种子样品ꎬ并且能够特异性识

别转基因大豆事件ꎬ可为后续转基因大豆及其产品

的检测和监管提供技术支持ꎮ
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