
0 引言

香石竹 (Dianthus caryophyllus L.)，又名康乃馨，

石竹科石竹属多年生草本植物，是当代世界主要的切

花品种。其生产面积和销售量居切花品种之首，全球

生产总面积已达 8700多 hm2[1]。尽管传统育种方法在

香石竹遗传改良方面取得了显著成就，但仍不能满足

当前市场对优质花色品种的需求。随着生物技术的飞

速发展，基因工程已经广泛应用于花卉育种。从1987

年首例基因工程改造花色以来，已在多种植物上成功

地进行了花色、花形、花香、花寿命等基因工程操

作[2]。目前，以基因工程技术为核心的现代分子育种

技术成为香石竹育种的重要研究方向。
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摘 要：以澳大利亚Florigene公司和日本Suntory公司研发的两种转基因香石竹Moonshade、Moonlite为

研究对象，针对内参照基因ANS和外源基因F3’5’H、CHS启动子、D8ter，建立基因特异性定性PCR检

测方法。此外，分别在外源MAC启动子和DFR基因上设计PCR引物，开展构建特异性PCR检测，定性

PCR方法的检测灵敏度为0.5%。该方法的建立为转基因香石竹的进口检测、中国监管和环境安全评价

提供了初步数据。
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Abstract: In this study, In view of the endogenous reference gene ANS and the exogenous genes such as F3'
5'H, CHS promoter, D8ter, the gene and construct – specific qualitative PCR detection methods were
established for transgenic carnations——Moonshade, Moonlite which were developed by Japanese Suntory
company and Australian Florigene company. In addition, PCR primers were designed respectively in the
exogenous MAC gene promoter and the DFR gene, construct–specific qualitative PCR detection was carried
out. The detection sensitivity reached 0.5%. The establishment of this method provides preliminary data for the
transgenic carnation import detection, domestic supervision and environmental safety assessment.
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澳大利亚Florigene公司和日本Suntory公司从杂

交矮牵牛中克隆到二氢黄酮醇 -4- 还原酶基因

（Dihydroflavonol-4-Reductase，DFR）基因和类黄酮-3',

5'-羟基化酶基因（Flavonoid-3',5'-Hydroxylase，F3’5’

H）基因，构建载体 pCGP1470并通过农杆菌介导转化

白色的香石竹品种FE123，经筛选获得花色呈蓝紫色

的转基因香石竹 [3-4]。月之霓裳（Moonshade）、月之伊

人（Moonlite）是其中的两个品系。该香石竹是在中国

进行环境安全评价中间试验的第一例商业化的转基因

花卉。笔者针对这两种转基因香石竹的内源基因

ANS 以及外源基因 F3’5’H、CHS、D8ter 进行定性

PCR 检测，设计PCR引物，优化反应条件，建立了适用

于转化载体pCGP1470的转基因香石竹的基因特异性

PCR检测方法。在此基础上，分别在MAC启动子和

DFR基因上设计PCR引物，进行构建特异性的PCR检

测，并探索了定性PCR 反应的最低检测限，为转基因

香石竹的进口检测、中国监管及环境安全评价提供初

步数据。

1 材料与方法

1.1 材料

转基因香石竹品系月之霓裳Moonshade、月之伊

人Moonlite与亲本FE123的插条由澳大利亚Florigene

公司提供。图 1 为该转基因香石竹所用的质粒

pCGP1470示意图。SuRB是变异的乙酰乳酸合成酶

基因，来源于烟草。CHS启动子来源于金鱼草，控制

目的基因在花瓣上皮细胞高水平表达。F3’5’H 和

DFR 共同控制翠雀花素的合成。MAC 启动子控制

DFR基因的表达。

D8ter 和 MAS 终止子来源于杂交矮牵牛和农杆

菌。其他花卉材料阴性对照购自上海花卉市场。

图1 pCGP1470质粒示意图

CaMV35S SuRB(ALS) CHS F3′5′H D8 MAC DFR MAS RB

1.2 试剂

dNTP Mixture、10×PCR buffer(含 Mg2 +)、DL2000

DNA Marker、Taq DNA聚合酶、核糖核酸酶(RNaseA)

等均购自宝生物工程(大连)有限公司，其它试剂均为

国产分析纯。

1.3 仪器设备

SYNGENE自动凝胶成像分析系统、VERITI PCR

扩增仪、电泳仪、Biophotometer核酸蛋白分析仪。

1.4 PCR引物

根据转基因香石竹内源基因ANS、外源基因F3’5’

H、CHS、D8ter、MAC、DFR 基因序列设计 PCR 引物。

引物由英潍捷基上海贸易有限公司（Invitrogen）合成，

各引物序列、扩增片段长度及其性质见表1。

1.5 DNA的提取与纯化

取适量香石竹叶片或其它植物材料，液氮研磨至

粉状，参照农业部标准方法进行植物材料总DNA的提

取和纯化[5]。采用紫外分光光度法测定DNA 浓度和

纯度。

1.6 PCR体系及反应条件

PCR 反应体系见表2，反应条件见表3。

每个样品设两个平行反应。设置阳性对照、阴性

对照和空白对照。

PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳，以DL2000为分

子量标记。应用凝胶成像系统储存图像并分析。

检测基因

内源基因

ANS

基因特异性

F3’5’H

基因特异性

D8ter

基因特异性

CHS

构建特异性

Mac1-DFR

引物名称

ANS-1F

ANS-2R

F35H-1F

F35H-2R

D8ter -1F

D8ter -2R

CHS -1F

CHS -2R

Mac1-1F

DFR -2R

引物序列(5’-3’)

CGTCCAAATTCACGCTATGTCTC

GGAGGTCACCATACCCGTGAAG

CATGCATAGTCGATGGTTATTAC

CTTGGAGTAACCATAGCTTCAAG

TTGTTTTACAACCCAATCCTCA

TCAGTCTCCCGTGTAAATCCTT

TTTTTCTTGTAGTGGGCATCCT

GTACATTTGCATTGTCCTCGAA

CGCGGGTATTCTGTTTCTATTC

AAGTTTTTGTTGCTCTTGCACA

PCR产物大小(bp)

359

218

286

271

835

基因来源

香石竹内源

矮牵牛外源

矮牵牛外源

金鱼草外源

表1 转基因香石竹PCR检测所用引物
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2 结果与分析

2.1 ANS内源基因的特异性PCR检测

用香石竹花青素合成酶基因作为内标准基因对转

基因香石竹、非转基因香石竹试样进行了PCR 扩增。

结果所有香石竹样品中均被扩增出了 359 bp 的 PCR

产物，空白对照以及其它对照物种均没有扩增出目的

片段(图2) 。

2.2 基因特异性PCR检测

对转基因香石竹的外源基因F3’5’H、D8ter、CHS

基因进行PCR 扩增，PCR产物经琼脂糖凝胶电泳分析

表明，转基因香石竹Moonshade及Moonlite中分别检

出了F3’5’H基因、D8终止子、CHS启动子，且片段大

小与目的基因片段大小相符。同时，矮牵牛中检出

F3’5’H和D8ter基因，金鱼草中检出CHS启动子，阴

性对照和空白对照中未出现PCR产物(图3)。

2.3 构建特异性PCR检测

在基因特异性检测的基础上，分别在MAC基因

上设计了左侧引物，DFR基因上设计了右侧引物，进

行构建特异性的定性PCR检测。PCR 产物经琼脂糖

凝胶电泳分析表明，转基因香石竹 Moonshade 及

Moonlite中检出了与设计相符的片段，而矮牵牛与金

鱼草中均未扩增出该片段，阴性对照和空白对照中未

出现PCR扩增产物(图4)。

2.4 PCR扩增灵敏度检测

为了解此研究中PCR扩增的灵敏度，分别对转基

因 香 石 竹 外 源 基 因 D8ter 及 构 建 特 异 性 基 因

Mac1-DFR进行灵敏度检测试验，比较了转基因成分

含量不同的DNA作为模板进行扩增的结果(图5)。结

表2 转基因香石竹PCR检测的反应体系

注:反应体系中各试剂的量可根据实际情况或不同的反应总体积进行适当的调整。

试剂

10 ×PCR Buffer (含Mg2+ ,TaKaRa)

dNTPS

上游引物5’primer

下游引物3’primer

Taq 酶

DNA 模板DNA template

ddH2O

储备液浓度

-

2. 5 mmol/ L

10 pmol/μL

10 pmol/μL

5 U/μL

100ng/μL

-

加入PCR 反应体系的体积/μL

3.0

3.0

1.0

1.0

0.3

2. 0

补足反应体积30 μL

基因名称

ANS、F35H、D8ter、CHS

Mac1-DFR

变性

94℃ 5min

94℃ 5min

扩增条件

94℃ 30s，58℃ 30s，72℃ 30s

94℃ 30s，58℃ 30s，72℃ 1.5min

循环次数

35

35

最终延伸

72℃ 7min

72℃ 7min

表3 转基因香石竹PCR扩增反应条件

注:反应条件可根据不同的仪器适当调整。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

359bp

M：DNA marker DL-2000；1：空白对照；2-3：非转基因香石竹；4-5：转基因香石竹亲本FE123；6-7：转基因香石竹Moonshade；8-9：转基因香石竹

Moonlite；10：矮牵牛；11：金鱼草；12：大豆；13：玉米；14：棉花 。

图2 内标准基因的PCR检测结果
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果显示：对于转基因香石竹的DNA 质量分数为 0.5%

的样品，分别在 286 bp和 835 bp 处均能扩增到条带，

且随着阳性DNA含量的增加，扩增条带亮度增加，说

明这两对引物的特异性较好，灵敏度较高。

3 讨论

笔者根据Florigene公司提供的香石竹序列信息，

设计并合成了香石竹花青素合成酶基因(ANS)片段的

引物，对转基因香石竹及其亲本、非转基因香石竹、矮

牵牛、金鱼草、大豆、玉米、棉花等物种进行了PCR 扩

增。结果表明，所有香石竹试样中均被扩增出 359 bp

的PCR 产物，空白对照和其它物种中没有扩增出目的

片段，表明该基因是香石竹特有的内源基因。在转基

因香石竹Moonshade及Moonlite中，分别检出了F3’5’

H、D8ter、CHS基因，且片段大小与目的基因片段相符，

在矮牵牛中检出F3’5’H和D8ter基因，在金鱼草中检

出CHS基因，从而对这些基因的来源进行了复核验证。

该文以转基因香石竹Moonshade、Moonlie为供试

材料，建立了适于转基因香石竹基因特异性检测和构

建特异性检测的定性PCR方法。结果表明：该方法特

异性强，可用于经载体 pCGP1470 遗传转化的转基因

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A

B

C

218bp

286bp

271bp

A：转基因香石竹F3’5’H的PCR检测结果；B：转基因香石竹D8ter的PCR检测结果；C：转基因香石竹CHS的PCR检测结果；1-2：空白对照；

3-4：非转基因香石竹；5-6：转基因香石竹亲本FE123；7-8：转基因香石竹Moonshade；9-10：转基因香石竹Moonlite；11(图A、图B)：矮牵牛；11(图C)：金

鱼草；M：DNA marker DL2000。

图3 外源基因的PCR检测结果

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

835bp

M：DNA marker DL-2000；1-2：空白对照；3-4：非转基因香石竹；5-6：转基因香石竹Moonshade；

7-8：转基因香石竹Moonlite；9：矮牵牛；10：金鱼草

图4 外源基因Mac1-DFR的PCR检测结果

M 1 2 3 4 5 6

A

B

286bp

835bp

A：用D8ter对不同含量转基因成分的扩增；B：用特异性引物Mac1-DFR对不同含量转基因成分的扩增；

M: DNA marker DL-2000；1：空白对照；2~6：转基因香石竹的DNA质量分数分别为10.0%、3.0%、0.5%、0.1%、0.05%。

图5 对不同含量转基因成分的检测
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香石竹的特异性检测；检测灵敏度较高，可达到 0.5%

的检测限，高于欧盟标准的要求(0.9%)。构建特异性

引物可用于扩增Mac启动子和DFR基因之间的片段，

其检测的特异性相对更高，有利于减少在检测过程中

形成的交叉污染，提高检测的准确性。转基因香石竹

月之清辉 Moondust 也是经质粒 pCGP1470 遗传转化

获得，因此转基因香石竹Moonshade、Moonlite的基因

和构建特异性检测方法同样适合于月之清辉

Moondust品系。

此文建立的是基因特异性和构建特异性定性

PCR检测方法，虽然该方法的检测灵敏度比较高，但

无法象定量 PCR方法一样准确检测供试材料中转基

因成分的含量。目前，对转基因作物品系特异性定量

PCR检测的报道越来越多[6-8]，随着国家对转基因生物

监管力度的加大、转基因检测的标准化及其国际贸易

对标准、检测方法互认的需求，定量PCR检测将成为

重要的发展方向。笔者正在积极开发适合转基因香石

竹定量检测的方法，为转基因香石竹的进口检测、安全

监管和环境安全评价提供科学依据。
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