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豆制品中转基因成分的二重 PCR检测体系的 
优化研究 

许晓丹, 史永翠, 刘  畅, 王存芳* 
(齐鲁工业大学食品与生物工程学院, 山东省微生物工程重点实验室, 济南  250353) 

摘  要: 目的  由于转基因大豆及其制品日益增多, 其安全性亦受到了越来越多消费者的关注。为满足消费者的知

情选择权, 本研究建立一种快速检测外源基因的方法。方法  以转基因豆制品中存在的 CaMV35S启动子和 NOS终

止子为检测目标, 优化了二重 PCR 反应体系和条件, 包括引物比例和酶的用量; 运用聚丙烯酰胺凝胶电泳和琼脂糖

凝胶电泳对 PCR产物进行检测, 并对聚丙烯凝胶电泳的银染条件进行探索研究。结果  建立了运用聚丙烯酰胺凝胶

电泳更好地区分出外源基因 CaMV35S启动子和 NOS终止子的目的条带的方法。结论  本实验中的二重 PCR和聚

丙烯酰胺凝胶电泳方法适用于对转基因豆制品中这两个外源基因的检测, 为转基因豆制品检测提供了指导。 
关键词: 转基因检测; 二重 PCR; 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

Optimizing of double PCR system for detecting transgenic ingredients 
in soybean products 

XU Xiao-Dan, SHI Yong-Cui, LIU Chang, WANG Cun-Fang* 
(Key Laboratory of Microbial Engineering of Shandong Province, College of Food and Bioengineering, 

QILU University of Technology, Jinan 250353, China) 

ABSTRACT: Objective  Account of the increasing amount of transgenic soybean and soybean products, the 
safety problem has received more and more attention from consumers. In order to satisfy consumers’ right of in-
formed choice, a rapid method of detecting genetically modified products was established in this study. Methods  
CaMV35S promoter and NOS terminator in soybean products were taken as detection target. The double PCR reac-
tion system and conditions were optimized, including primer ratio and enzyme amount. Agarose gel and polyacryla-
mide gel electrophoresis were applied to analyze PCR products, and the silver staining conditions for polyacrylamide 
gel electrophoresis were explored. Results  The polyacrylamide gel electrophoresis was established and could dis-
tinguish CaMV35S promoter and NOS terminator better than agarose gel. Conclusion  The results showed that 
double PCR and polyacrylamide gel electrophoresis in this experiment were suitable for the analytic detection of two 
foreign genes in transgenic soybean products, and it could be a guidance for detecting transgenic food. 
KEY WORDS: transgenic detection; double PCR; polyacrylamide gel electrophoresis 
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转基因技术的日益成熟给人类提供了新的方法

途径, 优化创造出了各种新型的植物和食物原料。随
着对转基因产品研究的深入, 转入的目的基因、转基
因作物的种类和种植面积不断增加, 各种转基因食
品已深入到了消费者的生活领域中, 但是对其安全
性还有待商榷。2011年, 转基因大豆依然是最主要的
转基因作物 , 占全球转基因作物总种植面积的
47%(7540万公顷) [1]。我国一直以来都是大豆进口较

多的国家, 而进口的大豆中用来加工生产的豆制品
的原料几乎全部是转基因大豆。随着 2013年 3种转
基因大豆即抗除草剂大豆 CV127、抗虫大豆
MON87701 和抗虫耐除草剂大豆 MON87701× 
MON89788 作为加工原料获准入华, 在国内此类转基
因大豆的种植数量也会随之增加, 转基因大豆作为原
料的豆制品中占有的份额也会有所提高, 对于消费者
来说转基因食品的种类和数量也会随之上升, 因此对
于转基因食品的标识监管工作要求更严格。出售的转

基因产品应明确标示, 消费者在挑选食品时有权了解
该食品是否为转基因产品。目前, 对于转基因产品的
检测已有很多种, 可以基于分子水平的蛋白质和核酸
的分析, 其中包括 PCR 检测技术、酶联免疫法[2]、

Western杂交法[3]、LAMP法[4]等多种方法,。但是这些
方法都较为繁琐, 且有特定的使用范围, 对大批量的
食品检测来说较为复杂。本研究针对转基因大豆的豆

制品, 如豆腐、豆皮、豆干、豆卷、腐竹等, 以期找到
一种方便快速准确的基于分子水平的检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

转基因大豆阳性对照为青岛出入境检验检疫局

所馈赠; 豆瓣酱、豆干、豆腐、油皮、腐竹、豆卷、
豆浆、油炸豆腐泡等均为从济南超市购买。丙烯酰胺

和 Tris(Amresco)、CTAB、EDTA、酚、氯仿、过硫
酸铵均购自天津市博迪化工有限公司、SDS(sigma公
司); 引物(上海生物工程有限公司)、Marker(济南硕华
生物技术有限公司天根基因分公司)、2×Taq Master 
Mix(济南硕飞生物公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  豆制品 DNA 的提取 
由于所选取的豆制品来源比较广泛, 需要进行

预处理, 对固体豆制品首先用蒸馏水在 4 ℃下浸泡

1~2 d, 除去各种配料, 再取适量的豆制品进行均质
处理; 液体制品需要先进行离心处理, 取得到的沉淀
进行下步提取。参考 CTAB[5,6]方法并适当改进, 提取
预处理样品中的基因组 DNA, 取 5 μL 基因组 DNA
在 1%的琼脂糖凝胶电泳检测。 
1.2.2 PCR 扩增 

以大豆凝集素基因(Lectin)为内源参照基因, 用
该基因保守序列的特异性引物对所提取豆制品中的

DNA进行 PCR扩增。根据GenBank登录的CaMV35S
基因 V00140.1 和 NOS 基因 KF148031.1 序列, 应用
Primer软件 6.0设计目的基因引物, 各引物及扩增条
件见表 1和表 2。二重 PCR以阳性对照的 DNA为模
板扩增目的基因, 并且分别对二重 PCR[7]中的引物浓

度和 Taq 酶的用量进行优化。  CaMV35S① 基因和

NOS基因的引物之比为 1:1, 即引物 35S-1、35S-2、
NOS-1、NOS-2 的终浓度均为 0.2 μmol/L; Taq 酶(5 
U/μL)的用量分别选用 1、1.5、2 μL进行扩增。  ② 两

个基因的引物比为 2:1, 即引物 35S-1、35S-2的终浓
度为 0.4 μmol/L, NOS-1、NOS-2 的终浓度为 0.2 
μmol/L, Taq酶用量分别为 1、1.5、2 μL。  ③ 两个基

因的引物比为 1:2, 即 35S-1、35S-2 的终浓度为 0.2 
μmol/L, NOS-1、NOS-2的终浓度为 0.4 μmol/L, Taq
酶用量分别为 1、1.5、2 μL。对每批次不同引物浓度、
不同 Taq 酶用量的 PCR 反应体系在相同的条件下进
行二重 PCR, 扩增完毕, 取 PCR产物各 8 μL, 经 1%
琼脂糖凝胶电泳检测, 在紫外成像系统中进行拍照。 
1.2.3  二重 PCR 产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳 

根据前人研究的聚丙烯酰胺凝胶的银染方法[8-10], 
本实验对银染步骤稍加改进, 得到了一种快速显影
的方法。首先配制 8%聚丙烯酰胺凝胶 (3.2 mL 
30%Acry、6.4 mL 去离子水、2.4 mL 5×TBE、200 
μL10%APS、10 μLTMED), 灌胶于垂直电泳槽内, 静
置 40 min, 待胶凝固后取下, 取二重 PCR产物 8 μL
进行点样, 然后在 90 V电压下电泳 60 min, 电泳完毕, 
关闭电泳仪, 取下凝胶进行银染。银染的方法步骤
如下: ①分开胶板, 在胶体左下角做个切除标记, 然
后取下胶体, 将凝胶放在装有蒸馏水的培养皿中漂
洗 2 次; ②冲洗好的凝胶转移至染色液(0.1%硝酸
银、15%无水乙醇)中震荡 10 min, 然后用蒸馏水漂
洗 3次, 每次 15 s; ③将凝胶转移至显色液(3%氢氧
化钠、0.2%甲醛)中震荡 3 min开始显色, 显影较好
时拍下照片。 
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表 1  引物序列及扩增产物 
Table 1  Primers and products 

基因名称 引物名称 引物序列 PCR产物大小 

大豆 Lectin Lectin-1 
Lectin-2 

5′-GCCCTCTACTCCACCCCAATCC-3′ 
5′-GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG-3′ 118 bp 

CaMV35S启动子 35S-1 
35S-2 

5′-GCTCCTACA AATGCCATCA-3′ 
5′-GATAGTGGGATTGTGCGTCA-3′ 195 bp 

NOS终止子 NOS-1 
NOS-2 

5′-ATCGTTCAA ACATTTGGCA-3′ 
5′-ATTGCGGGACTCTAATCATA-3′ 165 bp 

表 2  PCR 的反应条件 
Table 2  PCR reaction conditions 

基因名称 PCR反应体系 PCR反应条件 

大豆 Lectin 
总体积 25 μL, 其中引物 Lectin-1、引物 Lectin-2、基因
组 DNA各 1 μL, Mix 12.5 μL, 双蒸水 9.5 μL 

94 ℃预变性 3 min; 94 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 
72 ℃延伸 30 s, 40个循环; 72 ℃延伸 7 min; 4 ℃保存

二重 PCR 
CaMV35S启动子、
NOS终止子 

①引物 35S-1、35S-2、NOS-1、NOS-2 的终浓度均为
0.2 μmol/L; Taq酶(5 U/μL)的用量分别选用 1、1.5、2 μL；
10×Buffer 2.5 μL; dNTP (250 μmol/L) 2 μL; Taq (5 U/μL) 
1 μL, 双蒸水补齐 25 μL② 两个基因的引物比为 2:1, 
即引物 35S-1、35S-2的终浓度为 0.4 μmol/L, NOS-1、
NOS-2的终浓度为 0.2 μmol/L, Taq酶用量分别为 1、1.5、
2 μL。10×Buffer 2.5 μL; dNTP (250 μmol/L) 2 μL; Taq (5 
U/μL) 1 μL, 双蒸水补齐 25 μL③ 两个基因的引物比为
1:2, 即 35S-1、35S-2的终浓度为 0.2 μmol/L, NOS-1、
NOS-2的终浓度为 0.4 μmol/L,10×Buffer 2.5 μL; dNTP 
(250 μmol/L) 2 μL; Taq (5 U/μL) 1 μL, 双蒸水补齐 25μL 

94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 30 s, 54 ℃退火 40 s, 
72 ℃延伸 60 s, 40个循环; 72 ℃延伸 7 min; 4 ℃保存

 
2  结果与分析 

2.1  DNA 的提取 

8 种大豆制品基因组的提取都得到了较好的结
果(图 1), 供试样品均有明显的 DNA条带, 拖尾现象
比较明显, 泳道尾处有很亮的条带, 说明在提取的过
程中有很多断裂的 DNA小片段。在豆制品加工的过
程中, 基因组的完整性也受到了不同程度的破坏, 一
般来说, 加工工序越多基因组断裂越严重[11-13]。 

2.2  大豆 Lectin 基因的 PCR 分析 

以大豆凝集素基因(Lectin)为内源参照基因, 用
该基因保守序列的特异性引物对所提取豆制品中的

DNA 进行 PCR 扩增, 以判断所提取的 DNA 是否为
大豆基因组, 并鉴定所提核酸是否适合于 PCR检测。
对 8 种豆制品的 DNA 进行大豆內源基因的扩增(图
2), 泳道 10为空白对照, 泳道 9为阳性对照, 选用的
8 种豆制品所提取的 DNA 都得到了很好的扩增, 说
明所提取的DNA为大豆基因组, 且能够满足 PCR扩

增的需求, 所提取的基因组中不存在对 PCR 扩增有
抑制作用的杂质。 

 

图 1  8种豆制品中提取的基因组 DNA的琼脂糖电泳 
Fig. 1  Genome DNA extracted from eight soy products and 

the correspondent agarose electrophoresis 
M. 1 kb Marker; 1. 豆瓣基因组 DNA; 2. 豆奶粉基因组 DNA; 

3. 豆腐基因组 DNA; 4. 卤香豆干基因组 DNA; 5. 豆皮基因组
DNA; 6. 油炸豆腐泡基因组 DNA; 7. 腐竹基因组 DNA; 

8. 油皮基因组 DNA 
M. 1 kb Marker; 1. thick broad-bean sauce; 2. soybean milk powder; 

3. tofu; 4. dried tofu; 5. skin of beancurd; 6. fried tofu puffs; 
7. dried beancurd sticks; 8. outermost layer of skin 
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图 2  大豆 Lectin基因在 8种豆制品中扩增的琼脂糖电泳 
Fig. 2  Lectin gene from 8 soybean products amplified and 

the correspondent agarose electrophoresis 
M. 50 bp DNA Marker; 1. 豆瓣; 2. 豆奶粉; 3. 豆腐; 4. 卤香豆干; 
5. 豆皮; 6. 油炸豆腐泡; 7. 腐竹; 8. 油皮; 9. 阳性对照; 10. 空白 
M. 50bp Marker; 1. thick broad-bean sauce; 2. soybean milk powder; 

3. tofu; 4. dried tofu; 5. skin of beancurd; 6. fried tofu puffs; 
7. dried beancurd sticks; 8. outermost layer of skin; 

9. positive control; 10.blank. 

 
2.3  CaMV35S启动子和NOS终止子的PCR分析 

根据国内已经批准了的商业化转基因资料, 转
基因植物中大多数采用花椰菜花叶病毒的

CaMV35S[14]作为启动子, 农杆菌Ti质粒的NOS为终
止子[15], 因此对材料进行 35S 启动子和 NOS 终止子
的检测可作为是否为转基因材料的判断。二重 PCR
条件的优化表明: 当 35S引物(35S-1和 35S-2)和终止
子的引物(NOS-1和 NOS-2)的终浓度之比为 1: 1, 即
均为 0.2 μmol/L时, 两外源基因均被有效的扩增, 且
得到的条带清晰。在最优的引物比例条件下, 3 种酶
量都能扩增出条带。为节约昂贵的 DNA 聚合酶, 二
重 PCR的 Taq酶用量为 1.0 μL。 

运用二重 PCR优化的结果对 8 种豆制品进行外
源基因的检测(图 3), 泳道 8(即 8号样品)没有扩增出
目的条带, 而其他的样品均得到了目的片段, 即扩增
产物中含有 165 bp的NOS基因和 195 bp的 35S基因
片段。由此说明, 8 号样品(油皮)为不含外源基因
CaMV35S启动子和NOS终止子, 即为非转基因食品, 
其他样品即豆瓣、豆奶粉、豆腐、卤香豆干、豆皮、

油炸豆腐泡和腐竹均为含有 CaMV35S 启动子和
NOS终止子的转基因豆制品。 

由于 CaMV35S 启动子的扩增产物 195 bp 和
NOS终止子的扩增产物 165 bp片段相差较小, 琼脂
糖凝胶电泳适合分辨相差 100 bp 以上的两种片段; 
而聚丙烯酰胺凝胶电泳的分辨率较大, 能够分离鉴

定小于 100 bp的 DNA片段和 DNA序列分析。因此
运用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离启动子和终止子的扩

增产物, 并且对聚丙烯酰胺凝胶电泳的银染步骤进
行了优化, 得到了清晰的目的条带如图 4。图 4 中 3
号泳道上即油皮样品, 没有出现相应的条带, 说明油
皮中不含有外源基因 CaMV35S 启动子和 NOS 终止
子, 这与图三琼脂糖电泳图片相一致。 

 

图 3  CaMV35S和 NOS基因二重 PCR的琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 3  Double PCR of CaMV35S and NOS genes and the 

correspondent agarose electrophoresis 
M. 50 bp DNA Marker; 1. 豆瓣; 2. 豆奶粉; 3. 豆腐; 4. 卤香豆干; 

5. 豆皮; 6. 油炸豆腐泡; 7. 腐竹; 8. 油皮; 9. 阳性对照; 
M.50 bp Marker; 1. thick broad-bean sauce; 2. soybean milk powder; 
3. tofu; 4. dried tofu; 5. skin of beancurd; 6. fried tofu puffs; 7. dried 

beancurd sticks; 8. outermost layer of skin; 9. positive control. 

 

图 4  CaMV35S和 NOS基因二重 PCR的聚丙烯酰胺凝胶
电泳 

Fig. 4  Double PCR of CaMV35S and NOS genes and the 
correspondent polyacrylamide gel electrophoresis 

M. 50 bp DNA Marker; 1. 豆瓣; 2. 豆奶粉; 3. 油皮; 4. 卤香豆干; 
5. 豆皮; 6. 油炸豆腐泡; 7. 腐竹; 8. 豆腐 

M.50 bp Marker; 1. thick broad-bean sauce; 2. soybean milk powder; 
3. outermost layer of skin ;4. dried tofu; 5. skin of beancurd; 

6. fried tofu puffs; 7. dried beancurd sticks; 8. tofu; 
9. positive control; 10.blank. 

 

3  讨  论 

转基因豆制品的检测至关重要。在整个检测过程

中, 首先是基因组的提取, 得到纯净的基因组, 保证
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不含有抑制 PCR扩增的物质, 是能进行下步 PCR的
基础, 这为转基因检测过程中防止出现假阳性提供
了保证。在转基因材料的检测中常用的是 PCR检测, 
普通 PCR、定量 PCR、巢式 PCR等多种分子基础的
检测方式, 由于各种目的基因的退火温度不同, 在检
测中多用单重的 PCR, 即 1次反应只能扩增 1个目的
片段, 操作起来比较费时。本实验中利用二重 PCR
对CaMV35S启动子和NOS终止子进行同时扩增, 并
对二重 PCR 条件进行优化。结果表明, 在 35S 引物
与 NOS 引物浓度终浓度为 0.2 μmol/L, 即两基因的
引物比为 1:1时得到的目的条带最清晰。在优化好的
引物浓度比例下, Taq 酶在 3种用量下都能扩增出目
的条带, 为节约昂贵的酶, Taq酶的用量选用 1.0 μL。 

CaMV35S启动子和 NOS终止子的二重 PCR产
物 165 bp和 195 bp相差较小, 而琼脂糖凝胶电泳分
辨率低, 在这里并不适合分离二重 PCR 产物。本次
实验选用聚丙烯酰胺凝胶电泳对这两种产物进行分

离, 对聚丙烯酰胺凝胶的染色选用了银染的方法, 并
在前人研究的基础上对于银染进行了优化: 在染色
液中加入了硝酸银和用于固定的乙醇, 省去了固定
步骤; 在显色液中加入了甲醛, 利用甲醛能把银离子
还原成金属银变成黑色的原理。银离子能与固定在凝

胶上的核酸结合, 且过多会使胶体变成黑棕色, 不利
于观察; 而较少则颜色发白, 条带与胶体的对比度不
明显; 甲醛的用量与显色时间相关, 较多时显色较快, 
但是胶体颜色会随之变得更黄, 反之则显色慢, 且不
易观察。本次实验优化的银染方法省去了固定和终止

步骤, 这样就缩短了银染时间, 简化了步骤, 银染中
硝酸银的用量为 0.15%, 节约了试剂成本, 此类方法
可以被检验检疫部门运用到转基因食品的检验中。 
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