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摘要: 建立了转 Bt 基因棉花中 Cry 杀虫蛋白的提取、样品前处理以及酶联免疫(ELISA)定量分析方法，并使用凝胶

电泳、普通聚合酶链式反应(PCＲ)和实时荧光定量 PCＲ 等分子生物学手段对转基因棉花中的 Bt 基因进行定性和

定量检测． 所建立的苏云金芽孢杆菌杀虫晶体蛋白(Cry1Ab 蛋白和 Cry1Ac 蛋白) 标准曲线线性关系良好，相关系

数 r2均大于 0． 999，相对标准偏差 ＲSD 均小于 2． 0% ． 方法简单、快速、重现性和精密度好，可为农业食品行业和环

境领域科研人员提供一种简便快速地从转基因棉花中检测 Bt 毒蛋白的分析方法．
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转基因生物技术的研究，大多集中在抗虫基因

工程和品质改良基因工程等领域． 例如，通过对苏

云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)杀虫蛋白基

因的修饰和改造、表达载体的构建和组织转化等转

基因手段，将 Bt 基因导入植物体中． 目前，在全世

界范围内已获得了包括烟草、玉米、棉花、马铃薯和

水稻等多种抗虫转 Bt 基因农作物． 为解决棉花生

产的虫害问题，1991 年我国“863”计划启动抗虫棉

研制工作，中国农业科学院的郭三堆研究员
［1 － 2］

通

过花粉管通法把 Bt 的 GFMCry1A 融合 Bt 抗虫基因

导入棉花，研制形成了具有自主知识产权单价抗虫

棉品种，在国内广泛推广种植． 自从 1996 年开始大

面积商业化种植 Bt 抗虫棉以来，全世界 Bt 抗虫棉

种植面积迅猛增加，从 170 万公顷大幅度增加到

2011 年的 660 万公顷
［3］． 迄今为止，中国成为世界

上第二大转基因棉花种植国家，2011 年 Bt 抗虫棉

种植面积为 390 万公顷，约占全国棉花总种植面积

的 71． 5%［3 － 5］．
植物基因工程发展到一定程度后，对检测方法

也提出了更高的要求，转基因表达产物的检测也成

为转基因研究的一项重要内容． 当前所应用的检测

方法主要有生物个体水平上的生物测试法
［6］(主要

是实验室及田间的毒性测试)、蛋白质水平上的测

定法
［6 － 7］(Western blot 和酶联免疫法)和 DNA 水平

上的 测 定 法
［8］ ( 普 通 和 实 时 荧 光 定 量 PCＲ 和

Southern blot)等． 这些方法各有特点，需要根据目

的和要求来选择合理的检测方法． 转 Bt 基因棉花

是抗虫基因工程的典型代表，因此有必要建立恰当

和简便的方法对其分泌的 Cry1Ac 毒蛋白基因进行

快速鉴定与检测． 这也是开展对转基因棉花中表达

的 Bt 基因进行研究的前提，能够促进农业转基因作

物的安全管理，同时监控和保护生态环境，有助于进

一步开 展 农 业 转 基 因 生 物 的 生 态 风 险 评 估 的 研

究
［9 － 10］．
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1 实验部分

1． 1 仪器与试剂

S1000 － 96 梯 度 PCＲ 仪 (Bio － Ｒad 公 司，美

国);StepOnePlus Ｒeal － Time PCＲ 荧光定量 PCＲ 仪

(ABI 公司，美国);Power /PAC 300 电泳仪(Bio － Ｒad
公司，美国);ND － 1000 核酸蛋白分析仪(Nanodrop
公司，美国);Gel Doc XＲ + 全自动凝胶成像系统

(Bio － Ｒad 公司，美国);Thermo Varioskan Flash 全

波长酶标仪(Thermo Fisher Scientific 公司，美国) ．
试剂盒 THUNDEＲBIＲD SYBＲ qPCＲ Mix( 东

洋纺 TOYOBO，日本);商业化 Cry1Ab /Cry1Ac 定量

试剂盒 AP 003(EnviroLogix 公司，美国);植物基因

组 DNA 提取试剂盒(离心柱型)DP305(天根生化科

技有限公司，中国);Cry1Ab 蛋白标准品和 Cry1Ac
蛋白标准品(EnviroLogix 公司，≥99%，美国)，其它

试剂为分析纯，购自中国国药集团化学试剂有限公

司．
实验棉花品种:转 Cry1Ac 单价 Bt 基因抗虫棉

“GK 12”和其亲本常规棉“泗棉 3 号”，这 2 种棉花

种子均由中国农业科学院棉花研究所提供．
1． 2 样品前处理

1． 2． 1 Bt 毒蛋白的提取

先配置 pH 为 7． 4 的磷酸盐缓冲液 PBS(1． 9
mmol /L NaH2PO4，8． 1 mmol /L Na2HPO4，150 mmol /
L NaCl，pH 7． 4)，然后在 PBS 中加入适量 Tween －
20，配置成为含 0． 55% Tween － 20 的 PBST 提取溶

液． 选取同一品种棉花生长大体一致的植株，对其

叶片取样分析，每株植株选取顶端 3 ～ 4 片叶片，标

好名称，于 － 70 ℃ 超低温冰箱保存，备用． 棉籽用

浓硫酸脱绒(叶片不需要)后，在液氮保护下，将脱

绒棉籽迅速研磨成粉末状，然后再加入配好的提取

液 PBST 溶液，继续研磨提取． 过滤去除种皮与组织

后，快速地将研磨成浆的粗蛋白转移到离心管中，在

－ 4 ℃、13 000 rpm 离心 3 min，然后移取上清液做

为 Bt 粗蛋白，于 － 70 ℃冰箱保存．
1． 2． 2 植物基因组的提取

分别取转基因棉花 GK 12 种子、泗棉 3 号种

子、GK 12 的叶片、泗棉 3 号的叶片 4 个植物组织样

本，按照天根植物基因组 DNA 提取试剂盒 DP305
中的方法对其 DNA 进行提取，所有操作均在冰上进

行． 提取得到的基因组产物如不立即进行下一步实

验，则立即放置于 － 20 ℃冰箱中保存．
1． 2． 3 普通 PCＲ 的扩增

根据 转 Bt 基 因 的 特 性，使 用 引 物 设 计 软 件

Primer Premier 6． 0 (PＲEMIEＲ Biosoft International，
Canada)和 Primer 3 V． 0． 4． 0(http: / / frodo． wi． mit．
edu /)设计 PCＲ 引物，然后委托上海生工生物工程

有限公司合成． 设计了 3 组 Cry1Ac 的引物和 1 组

Cry1Ab 的引物(表 1)，以 1． 2． 2 中提取的植物基因

组 cDNA 为模版，利用特异性引物进行 PCＲ 扩增，

20 μL 反应体系样品加入量如下:Template(DNA 模

板)为 2． 5 μL，Primer 1(正引物)为 0． 4 μL，Primer 2
(反引物)为 0． 4 μL，Taq PCＲ Master Mix 为 10 μL，

ddH2O 为 7． 1 μL，体系总量为 20 μL．
反应在 S1000 － 96 梯度 PCＲ 仪上运行，PCＲ 扩

增程序的设置如下:

表 1 引物和探针序列

Table 1 Primer and probe sequences

引物名称 引物和探针 DNA 序列

Cry1Ac － 1F
Cry1Ac － 1Ｒ
Cry1Ac － 2F
Cry1Ac － 2Ｒ
Cry1Ac － 3F
Cry1Ac － 3Ｒ
Cry1Ab － F
Cry1Ab － Ｒ

5’－ GAAGGTTTGAGCAATCTCTAC － 3’
5’－ CGATCAGCCTAGTAAGGTCGT － 3’
5’－ TAAGGGGGAAATCACATGGATAACAATCCGAAC － 3’
5’－ GGGGATTCCTTACAAGTAAAGCATATA － 3’
5’－ GTTCCAGCTACAGCTACCTCC － 3’
5’－ CCACTAAAGTTTCTAACACCCAC － 3’
5’－ CAGCGGCGCCAACCTCTACG － 3’
5’－ TGAACGGCGATGCACCAATGTC － 3’
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PCＲ 反应结束后，把扩增得到的产物，用 1% 的

琼脂糖凝胶进行电泳，电泳结束后把 PCＲ 扩增得到

的产物置于 4 ℃冰箱保存．
1． 2． 4 实时荧光定量 PCＲ 的检测

分别以 GK 12 种子、GK 12 叶片、泗棉 3 号种

子、泗 棉 3 号 叶 片 的 植 物 组 织 基 因 组 提 取 液 为

cDNA 模 板，使 用 试 剂 盒 THUNDEＲBIＲD SYBＲ

qPCＲ Mix，反应总体系为 20 μL，内含 10 μL SYBＲ
qPCＲ Mix，0． 3 μL 正向引物和 0． 3 μL 反向引物，2
μLcDNA 模板，利用特异性引物进行实时荧光定量

PCＲ 检 测． 20 μL 反 应 体 系 样 品 加 入 量 如 下:

Template(cDNA 模板) 为 2． 0 μL，SYBＲ qPCＲ MIX
为 10 μL，Primer 1(正引物) 为 0． 3 μL，Primer 2(反

引物) 为 0． 3 μL，ddH2 O:7． 4 μL，体 系 总 量 为 2
0 μL．

反应在 StepOnePlus Ｒeal － Time PCＲ 荧光定量

PCＲ 仪上运行． 同时，将上面提取的阳性 cDNA 模

板分别稀释为 10、102、103、104
倍，加上母液( 不稀

释)总共 5 个浓度梯度，每个浓度做 3 个重复，然后

进行 PCＲ 扩增，做标准曲线，通过得到的复相关系

数 r2和扩增效率，来检测本实验方法的敏感性，验证

实时定量 PCＲ 是否优化．
Ｒeal Time PCＲ 扩增程序的设置如下:

反应总共进行了 40 个循环的扩增，以 Ct 值为

X 轴，荧光值为 Y 轴，由仪器软件自动生成荧光定

量 PCＲ 扩增曲线图和熔解曲线．
1． 2． 5 ELISA 定量分析方法

运用 ELISA 对转 Bt 基因棉花中的 Bt 毒蛋白含

量进行测定，使用 Cry1Ab /Cry1Ac 定量试剂盒 AP
003 对样品中的转基因成分进行分析． 该转基因检

测试剂盒采用夹心 ELISA 方法，试剂盒里面包括一

块预先 包 埋 多 克 隆 做 为 一 抗 和 辣 根 过 氧 化 物 酶

(HＲP)做为二抗的 96 微孔板，将样品提取液加入

包被有目标蛋白抗体的微孔板中，目标蛋白会与抗

体发生特异性反应并牢固地结合形成保持有活性的

免疫复合物，用缓冲液洗涤除去其他物质后，加入用

HＲP 标记的目标蛋白抗体． 当加入底物时，底物会

被 HＲP 酶催化形成有色产物，根据颜色反应的程度

进行该抗原的定性或定量分析． 颜色深浅与目标转

基因成分含量正相关． 用 PBST 溶液将 Cry1Ab 和

Cry1Ac 标准品分别稀释为 1． 0、0． 5、0． 2、0． 04、0
． 008 ng /mL5 个不同浓度梯度的标准溶液． 每个浓

度设置 3 个重复，按照 AP 003 中的方法，在 450 nm
的波长下使用 Thermo Varioskan Flash 全波长酶标

仪检测各个浓度的 OD 值，然后使用 OriginPro 8 绘

制标准曲线． 通过外标法建立的标准曲线对所检测

的样品中的 Bt 蛋白浓度进行定量分析．

2 结果与讨论

2． 1 棉花组织中基因组的定性

为了对棉花组织中的 Bt 基因表达量进行定性

和定量，需要获得植物体基因组的 DNA 信息，这也

是获得较好的 PCＲ 产物的关键步骤． 转 Bt 基因棉

花和普通棉花的总 DNA 提取样品通过核酸测定仪

检测纯度． 在 ND － 1000 核酸蛋白分析仪上测定各

样品的 OD260 /OD280 比值，所有样品测定值落在 1
． 7 ～ 1． 8之间，从而排除了 ＲNA、其它蛋白质以及腐

殖酸等对 PCＲ 扩增反应的影响，满足 PCＲ 扩增的

要求． 图 1 为总 DNA 提取样品通过 1%的琼脂糖凝

胶电泳后，在 Gel Doc XＲ + 全自动凝胶成像系统中

获得的照片．

图 1 棉花基因组总 DNA 电泳检测图

Fig． 1 Electrophoretic image of cotton genome DNA

从图 1 可以清楚看到 4 条亮的泳带，说明基因

组的 DNA 提取成功． 这 4 条亮带从左到右分别是

GK 12 叶片、泗棉 3 号种子、GK 12 种子、泗棉 3 号

叶片的植物组织基因组，其中中间 2 条条带比较亮，
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而两侧 2 条相对比较暗淡，但是也能清楚看到． 2 条

较亮的条带为种子的 DNA，说明种子中提取的 DNA
浓度较叶片提取的浓度要高． 提取的 DNA 完整性

好，可以用于下一步的普通 PCＲ 扩增和实时荧光定

量 PCＲ 实验．

2． 2 棉花中 Bt 基因的 PCＲ 扩增

不同组织提取的棉花基因组使用前面设计的 4
对引物对 Bt 基因进行扩增，扩增后的产物用琼脂糖

凝胶进行电泳，结束后，把琼脂糖凝胶置于 Gel Doc
XＲ + 全自动凝胶成像系统中进行拍照查看(图 2) ．

图 2 棉花基因组 PCＲ 扩增电泳检测图

Fig． 2 Electrophoretic image of cotton after genomic PCＲ amplification
从左到右的泳道依次为:(1) GK 12 种子(引物 1);(2) GK 12 种子(引物 2);(3) GK 12 种子( 引物 3);(4)

GK 12 种子(引物 4);(5) 泗棉 3 号种子(引物 1);(6) 泗棉 3 号种子(引物 2);(7) 泗棉 3 号种子( 引物 3);

(8) 泗棉 3 号种子(引物 4);(9) GK 12 叶片(引物 1);(10) GK 12 叶片( 引物 2);(11) GK 12 叶片( 引物

3);(12) GK 12 叶片(引物 4);(13) 泗棉 3 号叶片(引物 1);(14) 泗棉 3 号叶片(引物 2);(15) 泗棉 3 号叶

片(引物 3);(16) 泗棉 3 号叶片(引物 4);(17) 阴性对照(引物 1);(18) 阴性对照( 引物 2);(19) 阴性对照

(引物 3);(20) 阴性对照(引物 4);(21) DL 2000 DNA Marker

由图 2 可以看出目标基因的泳道(泳道 1)只有

一条特异性扩增产物，并且较亮，产物与 301 bp 位

置又十分接近，说明反转录的 cDNA 模板质量高，产

物具有特异性． Cry1Ac 基因是一段长为 301bp 的碱

基序列
［11］，经过常规的 PCＲ 扩增后，凝胶电泳检测

结果表明，1 号有明显的扩增条带，9 号也能看到微

弱的扩增条带，说明 GK 12 经过引物 1 的 PCＲ 扩增

后，能得到目的基因产物． 用 1 号模板进行扩增，也

就是 GK 12 种子基因组，使用设计的引物 1 进行扩

增，效果是最明显的． 另外，从泳道 1 中没有发现引

物二聚体，也无杂带，说明引物可以进一步用荧光定

量 PCＲ 来验证目标基因和管家基因扩增效率是否

一致．
引物 1 对转基因棉花的 Bt 基因有比较好的扩

增效果，故继续使用它来对不同组织提取的棉花基

因组进行 PCＲ 扩增，检测的结果如图 3 所示．

图 3 引物 1 对棉花基因组 PCＲ 扩增电泳检测图

Fig． 3 Electrophoretic image of cotton after genomic
PCＲ amplification with primer 1

(1) 泗棉 3 号叶片; (2) GK 12 叶片;

(3) 泗棉 3 号种子; (4) GK 12 种子
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由图 3 可以看到转基因棉花提取的基因组，不

管是种子还是叶片，经过 PCＲ 的扩增后，使用前面

实验所设计的引物 1 进行扩增，所得产物电泳后都

能得到信号强度比较明显的条带． 该条带经过内参

Marker 比对，所对应的是 300 bp 左右的碱基序列，

这与 Cry1Ac 基因报道的是一段 301 bp 的碱基序列

相符合． 而普通棉花提取的基因组，不管是种子还

是叶片，都未能看到任何微弱的信号强度． 从实验

的结果看没有发现样品有非特异性扩增的现象，自

此可以确信棉花品种 GK 12 自身具有 Cry1Ac 基因，

通过实验室种植后棉花叶片也能检测到转基因成

分，说明转 Bt 基因棉花在生长过程中自身能表达

Cry1Ac 基因．

2． 3 棉花中 Bt 基因的实时荧光定量 PCＲ 检测

用前面提取的 cDNA 模板来对棉花中表达的 Bt
蛋白基因进行检测． 为了对所要检测样本之间进行

比较，在荧光定量 PCＲ 反应的指数期，先设定一定

荧光信号的域值 Ct，也就是 PCＲ 扩增信号刚进入对

数增长期时的荧光值
［12］． 每个模板的 Ct 值与模板

的起始拷贝数的对数存在线性关系，故通过 Ct 值的

大小可以判断样本中是否含有转基因成分甚至浓度

的大小． 由于实时荧光定量 PCＲ 具有定量、特异性

强、灵敏度高、污染少和更加快速的优点，自出现以

来发展十分迅速，目前已经广泛应用于生物学、医学

和环境等领域微生物的检测、转基因产品的检测和

定量、基因表达分析等方面
［13 － 14］．

图 4 棉花基因组荧光定量 PCＲ 扩增曲线和融解曲线

Fig． 4 Amplification plot and melt curves of cotton after genomic quantitative real － time PCＲ

图 4 扩增曲线中 GK 12 种子和 GK 12 叶片分别

代表转基因棉花种子和转基因棉花叶片，泗棉 3 号

种子和泗棉 3 号叶片分别代表普通棉花种子和普通

棉花叶片． 从图中所设定的阈值 Ct 上看，转基因棉

花种子和转基因棉花叶片都能检测到 Bt 基因，而常

规棉花无论是种子还是叶片均未检测到 Bt 基因．
融解曲线显示能见到单峰，并且 Tm 值都大于 80
℃，说明没有引物二聚体的出现．
2． 4 ELISA 定量方法的建立

以浓度为横坐标，光密度 OD 值为纵坐标，在 0
～ 1． 0 ng /mL的 Cry1Ab 和 Cry1Ac 蛋白标准系列溶

液的浓度范围内绘制标准曲线，标准曲线的回归方

程与复相关系数分别为:

Cry1Ab: Y = 0． 001 3X + 0． 106 6，r2 = 0． 999 6
Cry1Ac: Y = 0． 002 2X + 0． 084 6，r2 = 0． 999 6
Cry1Ab 和 Cry1Ac 的浓度与 OD 值呈良好的线

性关系，证明本实验所使用的定量方法可行，仪器运

行状态良好，检测结果可信，可用于对 Bt 蛋白进行

定量分析．
相对标准偏差(ＲSD)用来作为检验方法重现性

的重要指标，通过考察日内和日间的变异性来对定

量分析方法的重现性进行评估． 本实验对标准品溶

液 Cry1Ab 和 Cry1Ac 的日内(n = 5) 和日间(n = 3)

分别作了变异性考察，数据见表 2． 从表 2 可以看
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出，Cry1Ab 和 Cry1Ac 在日内和日间变异的 ＲSD 都

小于 2． 0%，表明建立的定量分析方法具有良好的

重现性．
方法 的 精 密 度 是 通 过 分 别 重 复 测 量 5 次

Cry1Ab 和 Cry1Ac 的标准品溶液，经酶标仪读数分

析计算浓度来测定的，其结果的 ＲSD 均小于 2． 0%，

表明建立的定量分析方法具有良好的精确性．

表 2 Cry1Ab 和 Cry1Ac 的日内和日间变异分析结果

Table 2 Analytical results of intra － day and inter － day variabilities for Cry1Ab and Cry1Ac

化合物
日内 /(ng /mL)

Mean ± SD ＲSD /%

日间 /(ng /mL)

Mean ± SD ＲSD /%

Cry1Ab 0． 942 ± 0． 018 1． 91 0． 933 ± 0． 016 1． 71

Cry1Ac 0． 916 ± 0． 015 1． 64 0． 925 ± 0． 012 1． 30

Bt 蛋白稳定性的考察是通过在室温下 ( 约 2
3 ℃)不避光放置样品溶液，48 h 内按设定的时间间

隔取样进行酶联免疫反应，经酶标仪读数分析计算

浓度来 测 定 的． 结 果 表 明，Cry1Ab 和 Cry1Ac 的

ＲSD 均大于 26%，表明样品在室温下容易降解，较

不稳 定，必 须 在 使 用 完 后 即 刻 放 进 超 低 温 冰 箱

( － 70 ℃)保存，尽量避免 Bt 蛋白标准品母液反复

的冻融．

3 结论

本文采用多种分子生物学手段( 凝胶电泳、普

通 PCＲ、实时荧光定量 PCＲ 和 ELISA 等)，建立了对

转基因棉花中的 Bt 基因成分的快速定性与定量分

析方法． 所建立的方法简单、快速、重现性和精密度

较好，可为从事农业食品行业的工作人员和环境领

域的科研人员提供一种简便快速地从转基因棉花中

检测 Bt 毒蛋白的分析方法
［15 － 16］．
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Analysis of Cry Insecticidal Proteins in Transgenic Bt Cotton
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Abstract: An enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) quantitative method has been established to analyze Cry proteins extracted
from transgenic Bt cotton． Various molecular biological methodologies such as gel electrophoresis，ordinary polymerase chain reaction
(PCＲ) and real － time fluorescence quantitative PCＲ were applied to detect Bt gene in transgenic cotton qualitatively and
quantitatively． Both standard curves of Bacillus thuringiensis insecticidal crystal protein Cry1Ab and Cry1Ac proteins in the ELISA
analysis were of good linearity with correlation coefficients ( r2 ) of ＞ 0． 999，and the relative standard deviations (ＲSD) for the
analyses were less than 2% ． The newly established method is easy to operate，rapid，reproducible and precise，and it can be used in
the fields of agro － food industry and environmental science to analyze Bt toxin proteins in genetically modified crops．
Key words: transgenic Bt cotton;Cry insecticidal protein;ELISA;gel electrophoresis;real － time fluorescence quantitative PCＲ
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