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摘  要: 目的  建立转基因苜蓿草 J101品系特异性定性 PCR检测方法。方法  根据转基因苜蓿草品系 J101 5’

端外源插入片段与苜蓿草基因组 DNA 之间的邻接区序列设计引物,建立了转基因苜蓿草 J101 品系特异性定性

PCR检测方法，并对本方法的特异性、灵敏度进行了测定。结果  建立的检测方法特异于转基因苜蓿草 J101检

测, 检测最低 DNA浓度为(1imit of detection, LOD)为 80 pg, 相当于 50拷贝转基因苜蓿草 J101基因组 DNA。    

结论  本研究建立的转基因苜蓿草 J101品系特异性定性 PCR检测方法特异性好,灵敏度高, 能够快速、准确地对

转基因苜蓿草 J101进行检测分析。 
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Event-specific qualitative PCR detection method of genetically modified 
alfalfa events J101 
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ABSTRACT: Objective  To establish a event-specific qualitative PCR detection method for genetically 

modified (GM) alfalfa events J101. Methods  The specific primer pairs based on the 5’junction sequence 

spanning the alfalfa DNA and inserted fragment of J101 were designed and then the PCR detection system was 

established. The specificity and sensitivity were analyzed. Results  The qualitative PCR method was specific 

for GM alfalfa J101 detection, the limit of detection (LOD) were 80 pg J101 genomic DNA or 50 copies of 

alfalfa J101 genomic DNA. Conclusion  The established event-specific PCR method for GM alfalfa J101 

detection has a high specificity and good sensitivity, and is suitable for detection of J101 samples quickly and 

accurately. 
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1  引  言 

我国牛奶的产量和品质较国外有较大的差距 , 

优质的饲草(以苜蓿草为代表)缺乏也是原因之一。目

前高质量的苜蓿草主要从美国进口, 据统计, 2014年

1~6 月中国进口苜蓿草总计 40.56 万吨 , 同比增

26.94%; 进口金额总计 14966.77万美元[1]。 

抗草甘膦转基因苜蓿草 J101(商品名 Roundup 

Ready alfalfa events J101 )是由美国孟山都公司研制

开发的一种抗除草剂转基因苜蓿草品系,2005 年美国

和加拿大批准环境释放作为饲料应用[2], 目前尚未获

得我国转基因生物安全证书。 

对转基因产品标识需要检测方法的支撑。目前对

转基因产品的检测主要包括对蛋白质和核酸检测两

大类, 后者以 PCR 技术基础应用的更加广泛。根据

扩增目标片段位置的不同, 基于核酸基础上的 PCR

检测可以分为 4 种检测策略:(1)筛查法: 对转基因产

品中的启动子、终止子等通用基因进行筛查; (2)基因

特异性检测: 对转基因产品中的外源目的基因进行

检测;(3)构建特异性检测: 对外源目的基因与启动子

或终止子的特异连接序列进行检测; (4)品系特异性/

转化事件特异性检测 : 对外源片段与宿主基因组

DNA特异连接序列进行检测[3]。 

本研究基于 J101 5’端外源插入片段与苜蓿草基

因组 DNA之间的邻接区序列列建立了转基因苜蓿草

J101 品系特异性定性检测方法, 实现了转基因苜蓿

草 J101 品系进行鉴别性检测, 可以满足检疫监管的

需求。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

转基因玉米品系 MIR162, 转基因玉米品系

89034, 转基因玉米品系 NK63, 转基因玉米品系

BT11, 转基因大豆 GTS40-3-2, 转基因大米 cry 

IA(a/b), 非转基因大叶苜蓿、小麦和油菜籽由本实验

室储备, 转基因苜蓿草 J101 由重庆出入境检验检疫

局惠赠。 

主要试剂: Ex taq酶(TaKaRA); 植物基因组DNA

提取试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司; 引物

由宝生物公司合成, 稀释为终浓度为 10 mol/L的工

作液使用。 

主要仪器: PCR仪(BIORAD S1000)、微量分光光

度计(nanodrop2000c, 美国)、研磨机(IKA,德国)。 

2.2  方  法 

2.2.1 植物材料以及混合样品基因组 DNA 的提取与

纯化 

称取 100 mg左右研磨成干粉的样品, 使用天根

植物基因组 DNA提取试剂盒并按照其操作说明书提

取基因组 DNA。提取的基因组 DNA用微量分光光度

计 nanodrop2000c 测定浓度。提取的 DNA 溶液在

-20 ℃保存备用。 

2.2.2 引物设计 

为了建立抗草甘膦转基因苜蓿 J101 品系特异性

定性检测方法, 查找专利得到 J101 品系转基因片段

部分序列[4], 其外源插入片段元件组成见图 1。 

 

图 1  转基因苜蓿 J101品系外源插入片段示意图 

Fig. 1  The sketch map of inserted exogenous fragment in 
roundup ready alfalfa event J101 

Genome:苜蓿草基因组 DNA; P-eFMV: 增强的玄参花叶病毒

(FMV35s）启动子; HSP70: 热休克 70 kDa蛋白; CTP2: 叶绿体转

运肽基因 2; cp4epsps: 来源于农杆菌 CP4的莽草酸羟基乙酰转移

酶基因(5-烯醇丙酮莽草酸-3-磷酸酯合成酶基因); E9 3’: 终止子; 

A为本文扩增边界片段 

genome: alfalfa genome DNA; P-eFMV: enhanced version of the 
Figwort Mosaic Virus (FMV)35S Promoter; HSP70: heat shock 70 
kDa protein HSP70; CTP2: the chloroplast transit peptide 2; 
cp4epsps:5-enolpyrul–shilkimate-3-phosphate synthase obtained 
from Agrobacterium sp.strain CP4; E9 3’: E9 3’ terminator; A: the 
location of the primer pair 

 
基于苜蓿基因组DNA的 5’端外源插入片段与苜

蓿基因组 DNA 之间的邻接区序列分析, 使用 Primer 

Premier 5 设计引物和探针。将设计的引物在 NCBI

网站数据库中进行 Blast 比对, 确定引物和探针理论

上的特异性。内源基因 acc(acetyl CoA carboxylase )[2]

引物用于检测苜蓿样品基因组 DNA是否成功提取以

及是否适于进行实时荧光 PCR 扩增; 引物和探针均

由 TaKaRa公司合成。序列信息详见表 1。 

2.2.3  PCR 反应体系 

PCR反应体系为 25 μL: Takara Ex Taq 12.5 μL, 

J101-1/2分别 0.5 μL, DNA模板 1 μL, ddH2O 10.5 μL;

反应程序为: 98 10 s, 60 30 s, 72  30 s℃ ℃ ℃ , 40个循
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环。扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳进行分析。 

2.2.4  PCR 的特异性和灵敏度测试 

为确定本文检测 J101品系引物 J101-1/2的特异

性, 采用转基因玉米品系 MIR162, 转基因玉米品系

89034, 转基因玉米品系 NK63, 转基因玉米品系

BT11, 转基因大豆 GTS40-3-2, 转基因大米 cry 

IA(a/b),非转基因大叶苜蓿、小麦、油菜籽和苜蓿草

J101共 10种基因组 DNA为模板, 利用普通 PCR进

行扩增, 进行特异性检测。 

采用 100 ng/μL、16 ng/μL、1.6 ng/μL、0.16 ng/μL、

0.08 ng/μL及 0.016 ng/μL的 J101品系的基因组 DNA

为模板进行普通 PCR检测, 进行灵敏度测试。 

3  结果与分析 

3.1  引物设计 

本研究根据转基因苜蓿草 J101品系的 5’外源插入

片段和苜蓿草基因组 DNA 邻接区序列进行分析, 设计

了多对品系特异性引物, 对引物扩增效果进行筛选和分

析, 最终选择 J101-1/2引物建立转基因苜蓿草 J101品系

特异性检测方法(序列见表 1), 引物位置如图 2所示。 

3.2  PCR 检测苜蓿草 J101 的特异性和灵敏度

测试 

为确定本文检测 J101品系引物 J101-1/2的特异 

性, 对不同品种的农作物基因组 DNA 进行了普通

PCR检测, 电泳结果表明, 引物对 J101-1/2能特异性

扩增出 J101品系的 201 bp片段, 其他 9种作物无扩

增(图 3 A)。该对引物的普通 PCR的灵敏度显示, 采

用 100 ng/μL、16 ng/μL、1.6 ng/μL、0.16 ng/μL、0.08 

ng/μL及 0.016 ng/μL的 J101品系的基因组 DNA为

模板进行检测, 在模板量不少于 0.08 ng 时, 特异性

201 bp的片段能扩增出来。表明其灵敏度约为 0.08ng

基因组 DNA, 由于苜蓿草的基因组 DNA 的估算为

1510 Mbp, 重量大约可估算为 1.6 pg[5], 即本文建立

的定性检测方法的灵敏度相当于 50拷贝基因组DNA, 

结果如图 3 B所示。 

4  讨  论 

目前我国对优质饲草需求量非常大 , 转基因

苜蓿通过饲料进入动物养殖的食物链 , 存在一定

食品安全风险。根据《农业转基因生物标识管理办

法》, 凡是在中国境内销售的转基因生物, 必须进

行标识[6]。目前各国强制标识的转基因限量各不相

同。欧盟和俄罗斯为 0.9%[7,8], 韩国和日本分别是

3%和 5%[9,10], 中国目前实施无阀值的强制性标识

制度[5]。 

表 1  引物和探针序列 
Table 1  Sequence of primer pair/probe used in this study 

检测目标 引物/探针 序列(5’-3’) 扩增产物长度/bp 来源 

J101 J101-1 GTGTGTACGGATACAAAGTCAAACA 
201 本研究设计 

 J101-2 GGGATCAGATTGTCGTTTCC 

acc acc-1 GATCAGTGAACTTCGCAAAGTAC 
91 [2] 

 acc-2 CAACGACGTGAACACTACAAC 

 

图 2  J101 5’端邻接区序列及引物在序列上的位置(下划线部分为 J101基因组 DNA序列) 

Fig. 2  Locations of primer pair in J101 5’flanking sequence (J101 genomic DNA sequence was underlined) 
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图 3  J101品系定性 PCR检测 

Fig. 3  Qualitative PCR detection of genetically modified alfalfa events J101 
A. J101品系特异性试验; 1. J101; 2~10. 9种非 J101农作物; B. J101品系灵敏度试验; 1~6分别为 100 ng, 50 ng, 16 ng, 1.6 ng, 0.16 ng和 0.08 

ng J101基因组 DNA模板 

A．Specificity test :1.J101;2-10 non- genetically modified alfalfa event J101 crops ;B.Sensitivity tests: The quantities of the J101 genome in each 

dilution were 100, 16, 1.6, 0.16,0.08和 0.016ng per reaction, respectively. 

 
 

国内转基因苜蓿草检测主要采用筛查的办法 , 

检测启动子、终止子或 EPSPS 等基因来确定是否转

基因苜蓿草, 但对于不同品系的转基因苜蓿草不能

进行鉴别性检测, 无法满足转基因产品身份识别等

需求。品系特异性检测方法是基于外源插入片段和宿

主基因接合区的边界序列建立特异性的检测方法 , 

即使对于转化于同一类质粒的不同基因品系也可进

行区分(如 Rf1 和 Rf2 油菜), 被认为是最适合转基因

标识的检测判定方法[11]。zimmermanm等[12]首次使用

inverse PCR策略获得 Bt11的接合区序列并建立品系

特异性检测方法。目前已建立转基因棉花、转基因水

稻等多种品系特异性检测方法[13,14]。 

本文根据转基因苜蓿草品系 J101 5’端外源插入

片段与苜蓿草基因组 DNA之间的邻接区序列设计引

物针, 建立的转基因苜蓿草 J101 品系特异性定性

PCR检测方法特异性好、快速准确, 适用于相关实验

室对转基因苜蓿草 J101进行品系鉴定。 
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