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Rapid Detection of GMO Potato and Identification of the Line
EH92-527-1 by Multiplex PCR and DHPLC
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Abstract: UGPase gene, EH92-527-1 differential line gene, NOS terminator and NPTII gene in the line EH92-527-1
GMO potato were amplified by multiplex PCR. And the products were separated by DHPLC (Denatured High Performance
Liquid Chromatography) undenaturedly. Various grads of samples were used for the sensitivity testing. These results were
compared with gel electrophoresis. The multiplex PCR-DHPLC separation method was proposed for the detection of
transgenic components and differential line gene in potato. The results showed that the method could be used to detect the
four genes in GMO potato. And the limit of detection was 1 ng / μL which was better than that of gel electrophoresis. This
method was first-done, rapid, accurate and high throughout. And it could be used for detecting and identifying GMO potato.
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摘 要：以 EH92-527-1转基因马铃薯为试材，应用多重 PCR技术同时扩增马铃薯的内源基因（UGPase） 和外源
基因（NOS终止子、NPTII结构基因和 EH92-527-1品系特异基因），将扩增产物在 DHPLC非变性条件下分离，分析几
个基因扩增的结果；将模板进行稀释，确定了方法的检测灵敏度，并与凝胶电泳结果相比较，建立了马铃薯转基因成分

筛选检测及品系鉴定的多重 PCR-变性高效液相色谱（DHPLC）方法。试验结果表明，该方法能够同时筛选检测转基因马
铃薯的四个内、外源基因，且与凝胶成像相比，有更好的检测灵敏度，可达到 1 ng / μL。本文首次建立的马铃薯多重
PCR-DHPLC检测方法，能够高通量快速准确的检测马铃薯中的转基因成分及对品系进行鉴定。
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马铃薯（Solanum tuberosum）是茄科作物，易感
染病虫害，如晚疫病、环腐病、卷叶病等病害，及
线虫、地老虎和蛴螬等虫害。为了获得高产、抗病
虫害和高淀粉、高蛋白质含量的马铃薯品种，人们
通过转基因等生物技术手段，已研发出很多转基因

品系。目前，商品化的转基因马铃薯主要有抗马铃

薯甲虫（CryⅢA、cry3Aa）品系和抗病毒（马铃薯 Y
病毒 PVY，马铃薯卷叶病毒 PLRV）等品系[1]。这些
品系都采用 NPTⅡ作为标记基因，启动子多为
CaMV35S 或 FMV35S，终止子多为 NOS、E93′或
tbcS。现有的转基因马铃薯检测技术主要有单一
PCR方法[2-3]，多重 PCR 方法[4]及实时荧光 PCR方

遗传育种

129



中国马铃薯，第 25卷，第 3期，2011··

法[5]，其中单一 PCR和多重 PCR需要使用含有剧毒
的溴化乙锭制备琼脂糖凝胶分析结果，且操作繁琐；

实时荧光 PCR方法是对几个基因分别进行扩增，反
应成本较高；多重 PCR 方法是在一个 PCR反应里
同时对多对引物进行扩增，减少了操作过程，但邵

碧英等[4]研究的转基因马铃薯多重 PCR检测方法需
琼脂糖凝胶电泳分析，且应用的阳性样品是质粒而

不是转基因株系，不能对马铃薯的品系进行鉴定。
本文以 EH92-527-1转基因马铃薯为阳性材料，
应用多重 PCR方法，同时扩增马铃薯内源参照基因
UGPase，筛选基因 NPTII，终止子 NOS 及 EH92-
527-1品系特异基因，通过现代化仪器变性高效液
相色谱（DHPLC）技术分离这几个基因。DHPLC技术
又称WAVE核苷酸片段分析系统，是利用高效液相
色谱原理，将 PCR 扩增后的 DNA 片段与缓冲液
（TEAA）混合，形成液相流动相，流动相被高压驱
动，通过 DNA Sep分离柱对 DNA片段进行分离和
分析。通过分离片段出峰的位置，判断检测结果。
本研究旨在建立一种新的转基因检测分析方法，

高通量，简便，灵敏度高，快速准确，并将其应用

在转基因马铃薯检测中，既可筛选检测，又能品系

鉴定，为马铃薯中转基因成分的检测和监管提供有

力的技术支持和保障。

1 材料与方法

1.1 试验材料
转基因马铃薯 EH92-527-1品系由山东出入境检
验检疫局高宏伟博士提供。该品系是瑞典 BASF Plant
Science Holding Gmbh公司研发的转基因株系[6]，其

基因构建中有 gbss 基因（granule -bound starch
synthase）、NPTII和 NOS基因[7]。非转基因作物试
验材料：水稻、大豆、小麦、麦片、玉米为黑龙江
检验检疫局技术中心实验室保留样品；番茄、油
菜、马铃薯、茄子、甜椒、辣椒、芹菜、萝卜为市
售商品。
1.2 主要试剂及试剂配制

DNA 提取试剂盒（MERCK），GoTaq Flexi DNA
Polymerase，Multiplex PCR Qiagen multiplex PCR kit
（PROMEGA），三乙胺乙酰盐 TEAA（Transgenomic公
司），乙腈（FISHER公司），琼脂糖（INVITROGEN），
去离子水（MILLI-Q）。DHPLC缓冲液，A液 0.1 mol/L
三乙胺乙酰盐，B液 0.1mol /L TEAA 和 25% 乙腈，

D液乙腈 +水（8 + 2，V:V）。
1.3 主要仪器
基因扩增仪 PE9700（美国 ABI），凝胶成像系统

GEL 2000、电泳仪、电泳槽（美国 BIORAD），变性
高效液相色谱 DHPLC（美国 Transgenomic公司），纯
水器（美国 MILLI-Q），核酸蛋白仪，高速离心机
（BECKMAN），移液器（EPPENDORF）。
1.4 试验方法
1.4.1 DNA的提取
可以按照检验检疫行业标准中所述的 CTAB 方

法提取样品 DNA[1]。本文使用的是商品化的 DNA提
取试剂盒。使用核酸蛋白仪测定模板 DNA的纯度和
浓度，纯度应在 1.6以上，浓度稀释成 50 ng /μL，
备用。
1.4.2 内、外源基因的引物序列
研究设计马铃薯内源基因 UGPase基因 152 bp

和 EH92-527-1品系特异基因 135 bp，并进行特异性
试验（课题未结题，序列未公开）。NPTII基因 215 bp
引物序列为 5′-CTCACCTTGCTCCTGCCGAGA-3′，
5′-CGCCTTGAGCCTGGCGAACAG-3′和 NOS 基因
180 bp引物序列 5′-GAATCCTGTTGCCGGTCTTG- 3′，
5′-TTATCCTAGTTTGCGCGCTA-3′，为检验检疫行
业标准[8]中引用的序列。以上引物均由大连宝生物
公司合成。
1.4.3 单一 PCR反应体系及扩增程序

PCR反应体系为：5 X 的 PCR 缓冲液的 5μL，
25 mmol / L MgCl2 2.5μL，2.5 mmol/μL dNTPs 2.0 μL，
10 pmol /μL上、下游引物各 0.5μL，模板DNA2.0μL，
GoTaq DNA Polymerase 酶（5 U /μL）0.2 μL，补充水
至 25 μL。PCR扩增程序：95 ℃ 2 min；95 ℃ 30 s，
58℃ 40 s，72 ℃ 60 s，循环 40次；72 ℃ 10 min。
1.4.4 多重 PCR反应体系及扩增程序
多重 PCR反应体系：5X的 PCR缓冲液 7.5 μL，

25mmol/L，MgCl23.0μL，2.5mmol / L，dNTPs3.0μL，
GoTaq DNA Polymerase 酶（5 U / μL）0.5 μL，模板
DNA 2.0 μL，10 pmol /μL 引物各 1μL。多重 PCR
扩增程序：95℃ 2 min；95℃ 30 s，55℃ 40 s， 72 ℃
60 s，循环反应 40次； 72 ℃ 5 min。扩增多重 PCR
产物测序确证。将转基因马铃薯模板 DNA浓度稀释
成 5ng /μL，2.5ng /μL，1.25ng/μL，0.625ng/μL，使
用多重 PCR Qiagen multiplex PCR kit试剂，反应体
系为：2 X Qiagen mix 12.5μL，Q-Solution 2.5 μL，
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图 3 单一 PCR 与多重 PCR产物 DHPLC图谱比较
Figure 3 DHPLC results of PCR and multiplex-PCR

注：出峰顺序从上到下依次为多重 PCR 结果，EH92-527-1
品系基因、UGPase、NOS和 NPTⅡ基因。

Note: The sequence of apex is the result of multiplex-PCR, EH92-
527-1 line gene, UGPase, NOS, NPTⅡ from up and down.

图 1 UGPase 基因 PCR 特异性试验
Figure 1 The specific test of UGPase gene

注：1-分子量（DL 2000）；2-水空白对照；3-马铃薯；4-番
茄；5-茄子；6-甜椒；7-辣椒；8-芹菜；9-油菜；10-萝卜；11-
大豆；12-玉米；13-小麦；14-大米。

Note: 1-marker(DL 2000); 2-CK; 3-potato; 4-tomato; 5-eggplant;
6-pimiento; 7-capsicum; 8-celery; 9-rape; 10-radish; 11-soya; 12-corn;
13-wheat; 14-rice.

图 2 EH92-527-1马铃薯品系基因 PCR 特异性试验
Figure 2 The specific test of EH92-527-1 line gene

注：1-分子量（DL 2000）；2-EH92-527-1品系基因；3-非转基
因马铃薯；4-番茄；5-油菜；6-大豆；7-麦片；8-萝卜。

Note: 1 -marker（DL 2000）; 2 -EH92 -527 -1 line gene; 3 -non
GMO potato; 4-tomato; 5-rape; 6-soya; 7-cornmeal; 8-radish.

DNA2.0μL，10pmol /μLEH92-527-1品系基因引物
共 0.6 μL，UGPase 基因引物共 0.5 μL，NOS 基因
引物共 1.0 μL，NPTII 基因引物共 0.6 μL，补充水
至 PCR 反应体积为 25 μL。多重PCR 扩增程序：
95℃ 15min；94℃ 30 s，58℃ 90 s，72℃ 60 s，循环
反应 35次；72 ℃ 10 min，获得多重PCR方法的检
测灵敏度。
1.4.5 DHPLC分离方法
使用 PS-DVB & C18 DNASEP色谱柱（1.6 mm ×

50mm，粒度 3μm），检测器为紫外检测器；将 PCR
产物放入 DHPLC进样室，设定基因片段大小为 80~
420 bp。流动相：A液为 50.2 %，B液为 49.8%；柱
温 50 ℃，上样量：5 μL，流速：0.9 mL /min；进行
DHPLC分析。

2 结果与分析

2.1 新设计引物特异性实验
用常见的作物及茄科植物对马铃薯内源基因

UGPase进行引物特异性试验（图 1）。用常见的作物
对转基因 EH92-527-1 马铃薯品系基因进行特异性
试验（图 2）。结果表明：马铃薯内源基因 UDPase仅
在 3泳道马铃薯样品中有扩增，5、 6、10泳道虽然
有条带，但扩增的都不是目的片段；EH92-527-1
品系基因仅在 2泳道该品系中被扩增，说明这两对
引物特异性很高。

2.2 PCR扩增产物 DHPLC分离结果
对转基因马铃薯 EH92-527-1 品系特异性基因

135 bp，NPTⅡ筛选基因 215 bp，终止子 NOS基因
180 bp及内源 UGPase 基因 152 bp分别进行了单一
PCR和多重 PCR扩增，扩增产物的 DHPLC 分离结
果（图 3），峰图 a 的 4个峰与峰图 b、c、d、e 的
出峰时间一致，出峰的顺序依次为 EH92-527-1 品
系基因、UGPase 基因、NOS 基因和 NPTⅡ 基因。
峰图 b EH92-527-1 品系基因在 2.3 min 的位置出
现一个杂峰，可能是试剂峰或引物二聚体形成的

峰，和其它目的片段较远，不影响判定多重PCR
结果。通过与经 4%琼脂糖凝胶电泳分析后的结果相
比较（图 4），2、3、4、5泳道单一 PCR 扩增条带与
6泳道多重 PCR的几个扩增条带与目的片段一致，
且 2、3、4、5、6泳道与 b、c、d、e、a峰图一一
对应，说明 DHPLC的分离结果准确。
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gb HM036220.1 Binary vector pKM24KH, complete sequence

Length=12945

Score = 115 bits(62), Expect = 3 e-23
Identities = 62 / 62(100%), Gaps = 0 / 62(0%)
Strand = Plus / Minus

CACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCATGAGCGGAGAATTAAGG

CACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCATGAGCGGAGAATTAAGG 1979

89Query 30

Sbjct 2038

Query 90

Sbjct 1978

GA

GA

91

1977

＞ D

图 6 UGPase基因测序结果
Figure 6 Sequence result of UGPase gene

2.3 测序确证
对转基因马铃薯 EH92-527-1 品系特异基因、

NOS、NPTⅡ外源基因和内源基因 UGPase 的四重
PCR扩增产物进行凝胶电泳分析后，将目的片段切
下，回收、纯化并测序（INVITROGEN 公司），在
NCBI中比对，内、外源基因测序结果与目的片段有
100% 的同源性（图 5~8）。说明多重 PCR扩增的片
段特异性非常好，为下一步色谱分析提供可靠保证。
2.4 多重 PCR-DHPLC分析与凝胶成像检测灵敏
度差异

将稀释成 5 ng /μL，2.5 ng /μL，1.25 ng /μL，
0.625 ng /μL的转基因马铃薯模板 DNA经多重 PCR
扩增后，用凝胶电泳和 DHPLC 分别进行分析（图
9~10），a、b、c、d 峰图与 2、3、4、5泳道对应
比较，结果可以看出，当模板浓度达到 1.25 ng /μL
时，凝胶成像结果 4泳道中 UGPase 基因已检测不
到，但在 DHPLC 图谱峰图 c中还能够清晰地看到
峰型，表明 DHPLC分离比凝胶成像具有更好的分
辨率和灵敏度。

图 5 EH92-527-1 品系特异基因测序结果
Figure 5 Sequence result of EH92-527-1 line gene

图 4 单一 PCR和多重 PCR检测结果
Figure 4 Results of PCR and multiplex-PCR

注：1-分子量（50bp DNA Ladder）；2-EH92-527-1品系基因；3-
UGPase； 4-NOS；5-NPTII；6-多重 PCR；7-空白对照。

Note: 1-marker（50bp DNA Ladder）; 2-EH92-527-1 line gene;
3-UGPase; 4-NOS; 5-NPTII; 6-multiplex-PCR; 7-CK.
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152 bp

Solanum tuberosum UDP-pyrophosphorylase(UDPase), genegb U20345.1 STU20345

UGPase-Lemhilo allele,complete sequence cds

Length = 7646

Score = 176 bits(95), Expect = 2 e-41
Identities = 118/128(92%), Gaps = 6 / 128(4%)
Strand = Plus / Minus

TTTTTGCTGTG-ATTCTGGGTGATGGGGGATATCTTCAACCATTATGT-GATCTAATTAC
TTTTTGCTGTGTATTCTGGGTGATGGGGGATATCTTCAACCATTATGTTGATCTAATTAC
CACTATGATTTGGTG-T-AAGAA--TACTATAAAACAGATACTCCTACTATCCAATTTTG

CACTATGATTTGGTGGTTAAGAAAGTACTATTAAACAGATACTCCTACTATCCAATTTTG
CTGCTTAT

CTGCTTAT
124
3571

60
3503
116
3563

Query 3
Sbjct 3444
Query 61
Sbjct 3504
Query 117
Sbjct 3564

＞
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Score = 254 bits(137), Expect = 1e-64
Identities = 137 / 137(100%), Gaps = 0 / 137(0%)
Strand = Plus/Minus

Query gtart positior

TTGATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGG

TTGATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGG

TTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGC

TTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGC

GCGCAACTAGGATAAA

GCGCAACTAGGATAAA

60

113

120

53

137

36

Query 1

Sbjct 172

Query 61

Sbjct 112

Query 121

Query 52

＞ Acinetobacter baumannii expression vector pOT-RA, complete sequencegb HM219007.1
Length = 5761
Score = 320 bits(173), Expect = le-84
Identities = 176 / 177(99%), Gaps = 1 / 177(0%),
Strand = Plus / Plus
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图 9 多重 PCR-DHPLC检测灵敏度实验结果
Figure 9 Detecting limitation result of multiplex -PCR

and DHPLC

注：图谱从上到下依次为 5 ng / μL，2.5 ng / μL , 1.25 ng / μL ,
0.625 ng / μL，出峰的顺序从左到右次为 EH92-527-1 品系基因，
UDPase，NOS，NPTⅡ基因。

Note: The result of PCR-DHPLC is 5 ng / μL, 2.5 ng /μL, 1.25 ng /μL,
and 0.625 ng / μL, from up and down. The sequence of apex is EH92-
527-1 line gene, UGPase, NOS, NPTⅡ from left to right.

图 10 多重 PCR检测灵敏度结果
Figure 10 Detect limitation of multiplex-PCR

注：1-分子量（100bpDNALadder）；2-5ng /μL；3-2.5ng /μL；4-
1.25 ng /μL；5-0.625 ng /μL；6 -空白对照。

Note: 1 -marker(100bp DNA Ladder); 2 -5ng /μL, 3 -2.5ng /μL; 4-
1.25 ng / μL; 5 -0.625 ng / μL; 6 - CK.

图 7 NPTII基因测序结果
Figure 7 Sequence result of NPTII gene

图 8 NOS基因测序结果
Figure 8 Sequence result of NOS gene

ATGC-ATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGA

ATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGA
AACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATC

AACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATC
TGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGA

TGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGA

Sbjct 3832
Query 1

Query 60

Sbjct 3892

Query 120

Sbjct 3952

59

3891

119

176

3951

4006
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3 讨 论

近年来建立并迅速发展的 DHPLC是一种新型
基因分析技术，与传统方法比具有高通量检测、自
动化程度高、灵敏度和特异性较高、检测 DNA片段
和长度变动范围广、价格便宜等优点，且所要分析
的 PCR产物不用纯化，可以直接上机检测，多应用
于微生物[9]及医学领域[10]，进行基因分析、突变检测
等等。本文首次将该方法应用于马铃薯转基因成分
检测中，分析转基因片段，替代凝胶分析，不用溴

化乙锭，不用点样，跑电泳等繁琐操作。
在进行多重 PCR扩增时，许多因素影响着扩增
的结果[11]。如本文提高了缓冲液浓度，增加酶的用
量等。但在多重 PCR扩增时引物的量很难确定，由
于不同的基因在整个基因组中的拷贝数不同，且许

多转基因作物的转化信息并不公开，很难通过拷贝

数及片段的大小去算出加入引物的量，需要进行实

验摸索，优化 PCR 反应体系，这样才能得到最佳
的 DHPLC 分离图谱。本文根据多重 PCR的需要，
各引物间要有一定的片段差异，设计了符合条件的

马铃薯内源基因和品系特异基因，避免了假阳性的

出现，还能对品系进行鉴定。通过与凝胶成像结果
比较，UGPase与品系基因由于两条片段大小相差
17 bp，比较接近，在 4%的凝胶电泳下分离的效果
仍不是很理想，而在 DHPLC下却能看到很明显的 2
个独立的峰型，因为 DHPLC 的理论分辨率为 1%，
即能分开 100 bp和 101 bp的片段。
将 DHPLC结合多重 PCR 应用在转基因马铃薯

检测上国内外目前还没有相关报道。本研究建立的
马铃薯多重 PCR -DHPLC快速检测方法，提高了检
测效率，达到了高通量快速检测目的，几个基因能

够同时检测到的浓度为 1.25 ng / μL，检测灵敏度能
够满足未来转基因马铃薯产品的检测技术要求。但

受到多重 PCR扩增能力的限制或者缺乏转基因信息
等因素，对该方法的使用还属于初级研究阶段。但
随着研究的深入和技术的进步，该方法在基因检测，

甚至植物领域应用会更加广泛。
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