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摘要　随着转基因植物种类的增多 , 转基因植物的检测也成了当今的热门话题. 电化学发光法是将电化学与化

学发光两种高灵敏度方法相结合 , 实现了检测的高效、准确、无毒害. 电化学发光 PCR法首次将电化学发光技

术、PCR技术和双探针杂交技术结合起来 , 用于检测 CaMV (cauliflower mosaic virus) 35 S启动子 , 从而判断其

是否含有转基因成分. PCR产物与生物素标记的探针杂交 , 可以起到筛选的作用 ; 与三联吡啶钌标记的探针杂

交则可用于电化学发光检测 . 两种探针同时与转基因样品 PCR产物杂交 , 使结果避免假阳性的影响而更加准

确. 实验表明 : 此方法可以准确地检测到 35 S启动子的存在. 该方法灵敏度高 , 可靠性强 , 操作简便 , 结果准

确 , 有望成为一种高效的转基因检测方法.
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　　转基因生物体或遗传工程体 GMO (genetically

modified organisms) 是借助于基因工程技术将外源

基因转入生物体内 , 实现基因在生物体内表达而获

得一种具有新的优良性状的生物体[1 ] . 目前 , 世

界上转基因植物已经有一百多种 , 全球转基因植物

田间试验数量超过 1万例. 转基因作物在带来巨大

效益的同时也有许多潜在问题 , 转基因作物的安全

性在全球范围内引起了激烈的争论与普遍关注[2 ] .

关于 GMO检测方法目前主要是 EL ISA 法和 PCR

法 , 但都存在着一些不足之处. EL ISA 法检测

GMO时 , 因蛋白质容易热变性 , 所以很难检测转

基因原料加工的食品 , 另外 , EL ISA 法的灵敏度

较低 , 而且耗力耗时 ; 普通 PCR法是特异性扩增

GMO中的启动子 , 终止子或外源基因 , 通过凝胶

电泳 , 从而达到检测的目的 , 此法比 EL ISA 法灵

敏度高 , 但是容易产生非特异性扩增和假阳性

结果.

　　电化学发光 (electrochemiluminescence , ECL) 是

指通过电化学方法产生一些特殊的物质 , 然后这些

电生物质之间或电生物质与其他物质之间进一步反

应产生的一种发光现象. 它是化学发光与电化学方

法相互结合的产物[3 ] . 其工作原理如下 : 化学发

光剂三联吡啶钌 [ Ru ( bpy) 3 ]2 +和电子供体三丙胺

( TPA) 在阳极表面分别被氧化成 [ Ru (bpy) 3 ]3 +

和TPA +·. TPA +·很不稳定 , 失去一个质子 ( H + ) ,

形 成 强 还 原 剂 TPA·. 这 两 个 反 应 基 团

( [ Ru (bpy) 3 ]3 +和TPA +·) 在电极表面迅速反应 ,

三价的 [ Ru ( bpy) 3 ]3 +被还原形成激发态的二价

[ Ru (bpy) 3 ]2 +·, TPA·自身被氧化成二丙胺和丙

醛. 接着激发态的 [ Ru (bpy) 3 ]2 +·衰减成基态的

[ Ru (bpy) 3 ]2 + , 同时发射一个波长为 614 nm的光

子 (图 1) [7 ] . 这一过程在电极表面周而复始地进

行 , 产生许多光子 , 使光信号得以增强 , 从而使检

测灵敏度大大提高[4 ] .与其他几种标记技术相比 ,

Fig11　Fluorescence spectrum of [ Ru ( bpy) 3]
2 +

1 : Fluorescence spectrum of DMF ; 2 : Fluorescence spectrum of

[ Ru(bpy) 3 ]2 + in DMF excitation = 456 nm.
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ECL 有许多优点 : 无放射性危害 , 是一种在电极

表面由电化学引发的特异性化学发光反应 , 灵敏度

高 , 检测线性范围宽 , 检测速度快 , 检测仅需几十

秒到几分钟 , 与其他化学发光体系相比 , 标记物三

联吡啶钌复合物相当稳定[5～7 ] .

　　据报道 , 大约 75 %的转基因植物中使用

CaMV (cauliflower mosaic virus) 35 S 启动子[2 ] ,

检测样品中是否含有 CaMV35 S启动子 , 可知样品

是否转基因植物. 本文中 , 首次利用电化学发光检

测仪检测 35 S启动子 , 从而判断是否存在转基因

成分 , 希望通过此实验发展一种高灵敏度的转基因

植物检测方法.

1　材料与方法

111　材料

11111 　转基因植物叶片 : 转基因番木瓜叶片来自

华南农业大学资源与环境学院.

11112　引物及探针 : 上游引物为 5′gctcctacaaa2
tgccatca 3′, 下游引物为 5′gatagtgggattgtgcgtca

3′[8 ] . 探针 1为 5′cggcagaggcatcttcaacgatggcc2biotin

3′, 探针 2为 5′Ru2tttccacgatgctcctcgtgggtggg 3′.

　　以上引物和探针的核苷酸序列均由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成.

11113　主要试剂 : UN IQ210 柱式基因组 DNA 抽

提试剂盒、Taq DNA聚合酶、dN TP、100 bp DNA

Ladder 均购于上海生工生物工程技术服务有限

公司.

11114 　仪器 : 电化学发光检测仪器由本课题组自

行设计. 其结构示意图如图 2所示 , 主要由带有磁

富集电极的电化学发光反应样品池、恒电位仪

( HDV27C ,福建三明无线电二厂) 、单光子计数模

Fig12　A diagram of the essential components of

the instrument

块 (MP2962 , Perkinelmer) 、信号采集与处理系统

构成. 其中 , 样品池中的工作电极与对电极分别采

用铂片和环状铂丝结构. 光子收集和传输采用石英

光纤束 (通光截面 5 mm , 南京春辉科技实业有限

公司) . 单光子计数模块由高灵敏度通道光电倍增

管、高压电源、信号前放器、放大甄别器等集成 ,

它将单个光子信号最终转换为标准 TTL 脉冲 , 再

由计数模块采集数字脉冲信号输入计算机. 数据采

集和处理均采用以 Labview 编程语言自行开发的

软件.

112　方法

11211 　DNA 的提取 : 取 012 g 样品叶片 , 按照

UN IQ210柱式基因组 DNA抽提试剂盒操作步骤提

取基因组 DNA.

11212　PCR扩增 : 转基因植物叶片 , 非转基因植

物叶片 , 水 (作为阴性对照) 以相同的条件进行

PCR扩增 , 扩增条件为 : 94℃ 3min (使基因组

DNA 变性 ) , 以下进行 40 个循环 , 94℃ 20 s ,

54℃40 s , 72℃60 s , 40 个循环结束后 , 在 72℃

下延伸 3 min.

11213　核酸探针杂交 : 取扩增产物 15μl , 加入过

量的核酸探针 , 置于水浴锅中控制温度进行杂交 ,

94℃5 min , 65℃1 h[9 ] .

11214 　电化学发光检测 : 依次将杂交后非转基因

植物和转基因植物样品连上链霉亲和素包被的磁

珠[4 ,10 ] , 用清洗液清洗以除去游离的探针 , 然后 ,

分别加入样品池中进行电化学发光检测. 每次加样

前 , 用蒸馏水清洗样品池.

2　结果与讨论

　　转基因植物检测方法的基本原理如图 3 所示.

如前所述 , 本文采用 Lipp 等的方法对转基因植物

的 CaMV35S启动子中一段 195 bp 序列特异扩增 ,

由于非转基因植物 DNA 中不含 CaMV35S启动子

而不被扩增. PCR产物变性后在杂交缓冲液中与

过量的两种核酸探针杂交 , 两种探针分别标记有生

物素和三联吡啶钌 , 非特异性扩增产物不能与探针

杂交. 杂交后的产物通过生物素与链霉亲和素包被

的磁珠连接 , 将生物素标记的 DNA序列收集到样

品池中 , 其他的成分则被洗去. 随后 , 用电化学发

光检测仪检测样品池中的电化学发光信号. 因为该

信号是由三联吡啶钌复合物产生 , 所以就可以根据

发光信号的强度确定成功杂交两条探针的序列含

量 , 从而可以确定样品中是否含有转基因的成分.
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Fig13　The basic principle of GMO detection

A , B : primer ; C : biotin2labeled probe ; D : ruthenium2labeled probe ;

□: biotin ; ○: ruthenium.

211　仪器灵敏度测试

　　图 4是 pmol 级不同含量标记样品的电化学发

光信号检测结果. 样品由低浓度到高浓度依次检

测 , 每次样品检测后用蒸馏水清洗样品池 , 待仪器

本底降到相同的信号值再进行新的样品检测 , 以避

免信号叠加产生的误差. 由图 4可知 : 电化学发光

检测仪可以检测到 011 pmol 的标记样品 , 并在样

品含量 011 pmol至 256 pmol之间有很好的线性度.

Fig14　Detection of picomolar quantity of samples

212　双探针杂交

　　两条探针是根据转基因植物扩增片段中的序列

设计的. 样品在进行杂交之前要进行热变性 , 使双

链 DNA解链成为两条单链. 然后 , 两条过量的探

针与单链 DNA进行杂交. 杂交上探针的转基因植

物 PCR产物可以被磁珠选择性地吸附 , 从而分离

出来 , 用于电化学发光检测. 因为非转基因植物

PCR产物和由于非特异性扩增产物中不含与探针

匹配的序列 , 所以不能和核酸探针杂交 , 这样可以

减少非特异性扩增带来的假阳性结果的产生.

213　电化学发光检测结果

　　图 5为电化学发光检测转基因番木瓜叶片的结

果. 样品 1为空白对照 , 样品 2 为非转基因番木

瓜叶片 , 样品 3 为未转基因番木瓜叶片. 可以看

出 , 在空白对照与非转基因叶片检测中 , 电化学发

光信号基本一致 , 而转基因叶片电化学发光检测信

号已经超过 100 , 信噪比很高. 因此 , 可以通过观

察电化学发光信号的强度 , 来判断植物样品中是否

含有转基因的成分 , 从而实现转基因植物的检测.

Fig15　The detection of genetically modif ied papaya leaf

1 : control ; 2 : non2GM papaya leaf ; 3 : GM papaya leaf .

　　为了验证该方法的可行性 , 本文用 PCR产物

进行 2 %琼脂糖凝胶电泳. 转基因植物 PCR 产物

的凝胶电泳出现一条 195 bp 的片段 , 非转基因植

物 PCR产物和空白对照无任何明显条带产生 (图

6) . 与电化学发光法检测的结果一致.

Fig16　PCR amplif ication of genetically modif ied plant

DNA
M : 100 bp DNA ladder ; 1 : control ; 2 : PCR product of GM plant ;

3 : PCR product of non2GM plant .

　　20世纪 90 年代初 Kenten等[10 ]建立了电化学

发光核酸分析方法 , 随着生物工程技术的进步 , 该
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法在基因检测中得到了很好的应用. 然而 , 到目前

为止 , 国内外尚未有文献报道将该法用于转基因植

物的检测. 本文首次将电化学发光分析方法、PCR

技术和双探针杂交技术结合起来用于转基因植物的

检测 , 希望通过此实验能够建立一种新的快速准确

检测转基因植物的方法. 结果显示 : 非转基因植物

样品的电化学发光信号只有几个计数 , 与空白对照

基本一致 , 我们认为检测不到信号 ; 转基因植物样

品的电化学发光信号强度约为 101 , 可以明显检测

到发光信号. 转基因和非转基因植物样品的电化学

发光信号的信噪比很高 , 因此 , 我们认为通过电化

学发光 PCR方法检测转基因植物是可行的. 在核酸

探针杂交过程中 , PCR产物与生物素标记探针杂交

可以起到样品筛选的作用 , 与连钌探针杂交的目的

则是用于电化学发光的检测. 采用双探针杂交能够

避免因为 PCR非特异性扩增产生的假阳性结果 , 提

高结果的准确性. 该方法所用的试剂中没有电泳检

测中溴化乙锭、同位素等毒害物质. 与传统的凝胶

电泳检测方法相比 , 该法操作简便. 电化学发光

PCR法检测转基因植物具有较宽的线性度 , 可望将

其发展成为一种定量检测转基因植物的方法.
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Detection of Genetically Modif ied Plant by
Electrochemiluminescence PCR Method 3
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Abstract　With the rapid development of the genetically modified plant , more and more genetically modified

plant food has been pouring into the market . It has been paid much attention to detection of GMP under the

controversy of GMP safety. Electrochemiluminescence method is the chemiluminescent reaction of species that

are generated electrochemically at the surface of an electrode. It is a high efficiency and accurate detection

method. Electrochemiluminescence PCR method makes electrochemiluminescence technique , PCR technique and

two nucleic acid probes hybridization technique band together for the first time. In this method , whether plant

containing GM component by detection of CaMV (Cauliflower mosaic virus) 35S promoter are distinguished.

The results show thus , it is indicate that , the method can detect genetically modified plant exactly. The method

is simple , reliable and correctly for analysis of GMP.

Key words　electrochemiluminescence , genetically modified plant , CaMV35S promoter

　3 This research is supported by The National Natural Science Foundation of China (60378043) , The Research2Team Project of The Natural Science

Foundation of Guangdong Province (015012) , and The Project of Science and Technology of Guangdong Province (2002C20607) .

　33 Corresponding author. Tel : 86220285210089 , E2mail : xingda @scnu. edu. cn

　Received : September 15 , 2003　　Accepted : November 10 , 2003

·873· 生物化学与生物物理进展　 　Prog. Biochem. Biophys. 　　　　　　　　2004 ; 31 (4)

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.


