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摘 要：大豆疫霉根腐病是由卵菌纲病原菌—疫霉菌（Phytophthora sojae）引起的大豆毁灭性病害之一。本研究前期利用

农杆菌介导转化技术，将广谱抗病基因 hrpZm导入栽培大豆 Williams 82，获得高抗疫霉根腐病转基因大豆新品系

B4J8049，并已进入环境释放试验阶段。为进一步推进该转化事件的生物安全评价及应用，本研究采用热不对称交错

PCR（thermal asymmetric interlaced PCR，TAIL-PCR）方法分析外源 T-DNA整合位点右边界序列，并依据其序列特征，建

立该转化事件特异性检测方法。Southern杂交检测结果表明，转基因大豆事件 B4J8049外源 T-DNA插入拷贝数为 1个。

根据外源 T-DNA插入片段序列设计 3条嵌套特异性检测引物，与简并引物组合进行 TAIL-PCR扩增反应，获得外源 T-
DNA插入位点右边界序列。BLAST分析（https://soybase.org/）表明，外源 T-DNA片段以单拷贝形式反向插入的方式整合到

大豆基因组中第 8号染色体的 187 824位点。在此基础上，依据插入位点右边界序列设计检测引物，建立转基因大豆事

件 B4J8049特异性检测方法。本研究为该抗病转基因事件 B4J8049及其衍生产品特异性检测提供依据。
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Abstract：Phytophthora root and stem rot, caused by an oomycete pathogen Phytophthora sojae, is one of the most
devastating diseases in soybean production. In our previous study, we introduced a broad-spectrum disease resistant
gene hrpZm into the soybean cultivar‘Williams 82’by the Agrobacterium-mediated transformation to generate the
transgenic event B4J8049，which exhibited high resistance to P. sojae and approved for environmental release. To
advance safety assessment and application of the transgenic soybean event, we analyzed the insertion site of the for⁃
eign T-DNA in the genome of the event B4J8049 using the thermal asymmetric interlaced PCR (TAIL-PCR), and
established the event-specific detection method based on the flanking sequence at the right border of the T-DNA in⁃
sertion. Southern blot analysis confirmed the single-copy insertion of the foreign T-DNA in the soybean genome.
Three nested specific primers based on the T-DNA sequence and the arbitrary degenerate primers were designed to
amplify the right border flanking sequence by TAIL-PCR. BLAST analysis (https://soybase.org/) revealed that the
foreign T-DNA was inserted into the position 187 824 on the soybean chromosome 8 in the reverse way. Based on
the flanking sequence of the right border, an event-specific detection method was established for the transgenic soy⁃
bean B4J8049 and its derivative products.
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大豆疫霉根腐病是由卵菌纲病原菌—疫霉菌

（Phytophthora sojae）引起的大豆毁灭性病害之一。

该病害近年来在我国大豆主产区的发生和为害程

度逐步加重，一般发病率在 5%～10%，严重地块

甚至绝产，且该病害一旦发生，很难根除 [1-4]。目

前生产上对大豆疫霉根腐病的防治主要采用种植

抗、耐性品种，改良栽培措施以及化学防治等方

法。由于大豆疫霉菌生理小种分化明显，新的病

原小种不断出现，田间毒性小种演替频率较高，

如何进一步拓宽大豆疫霉根腐病抗源基础，提高

大豆疫霉根腐病抗性及持久性，对于有效防治病

害的发生具有重要的意义。本研究前期利用农杆

菌介导转化技术 [5]，将广谱抗病基因 hrpZm导入栽

培大豆Williams 82，经多年抗性鉴定，获得对疫霉

根腐病抗性水平显著提高的转基因大豆事件

B4J8049。 hrpZm 基因来源于丁香假单胞杆菌

（Pseudomonas syringae），并按照大豆偏爱性密码

子进行人工优化合成。该基因编码 14.7 kDa富含

甘氨酸的蛋白质 [6-7]，能够触发普通烟草中的超敏

反应（hypersensitive response，HR）[6]。本研究获得的

高抗疫霉根腐病转基因大豆事件 B4J8049对疫霉

菌 1号生理小种具有较强的抗性，室内接种死亡

率为 6.67%～17.24%，且农艺性状与非转基因对

照没有明显差异 [8]。该转基因事件已于 2015年批

准进入环境释放阶段 [农基安审字（2015）第 037
号]。

由于外源 T-DNA在植物基因组中的整合具

有随机性和不可复制性，不同转基因事件中外源

T-DNA插入位点侧翼序列均存在差异，因此，分

析外源 T-DNA在植物基因组中的整合位点，并依

据插入位点侧翼序列建立的特异性检测方法，是

准确识别不同转基因事件，实现转基因事件及其

产品有效监督管理的一个重要依据。目前侧翼序

列的分离方法主要包括以 PCR技术为基础的染

色体步移法（反向 PCR法、连接 PCR法、特异引物

PCR法、热不对称交错 PCR等）[9]及基因组重测序

法。其中，热不对称交错 PCR因其简便、高效、高

特异性、高灵敏度等特点在分子生物学研究的各

领域得到广泛应用 [10-12]。本研究旨在利用 TAIL-
PCR技术分析外源 T-DNA在转基因事件 B4J8049
基因组中的整合位点侧翼序列，并依据侧翼序列

特征，建立该转基因事件特异性 PCR检测方法，

为转基因大豆事件 B4J8049及其衍生品系检测提

供参考，推进该转基因事件的生物安全评价及应

用。

1 材料与方法

1.1 实验材料

抗病转基因大豆事件 B4J8049由吉林省农业

科学院农业生物技术研究所创制并保存 [8]。该转

化事件是利用携带 pTF101-Gmubi3-hrpZm 的质

粒，采用农杆菌介导转化法获得的。该转基因事

件已于 2015年批准进入环境释放阶段。栽培大

豆品种Williams 82、沈农 9号及高油酸转基因大

豆 L72由本课题组保存。

1.2 Southern杂交检测

利用高盐 CTAB法（Hexadecyltrimethy Ammoni⁃
um Bromide）提取大豆植株叶片基因组 DNA[13]。
约 30 μg的基因组 DNA经 Xba I（New England Bio⁃
labs Inc., Beverly, Massachusetts）酶切后，转移至

HyboodTM-N+尼龙膜（GE Amersham，RPN303B，美
国）。利用地高辛（DIG）11-dUTP标记 hrpZm片段

（423 bp）作为探针进行 Southern杂交检测，具体检

测方法参照试剂盒说明书（DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter KitⅡ，Roche公司，德

国）。 探 针 扩 增 引 物 为 HRP-F2：5′-ATG⁃
CAAAGCCTTAGTTTGAACTCTTC-3′，HRP-R2：5′-
TCACCATTGAAACTGCTGTTGCTG-3′）。PCR反应

条件：95℃ 5 min，94℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 1 min，
共 35个循环；72℃ 10 min。杂交温度 42℃，室温下

用 BCIP / NBT进行化学染色，直到出现清晰的杂

交信号 [8，13]。

1.3 T-DNA右边界序列扩增

根据表达载体 pTF101-Gmubi3-hrpZm T-DNA
区右边界（right border，RB）序列特征设计 3条高退

火温度嵌套特异性引物，分别命名为 101RB-0a、
101RB-1a、101RB-2a（表 1）。按照 Liu等 [14]报道，

设计高简并性引物 LAD-1、LAD-2及锚定引物Ac1
（表 1）。利用 TAIL-PCR反应原理 [14-16]，依次利用

101RB-0a/LAD-1/LAD-2、101RB-1a/Ac1和101RB-
2a/Ac1引物组合，对转基因大豆事件 B4J8049外源

T-DNA右边界侧翼序列进行 3轮 PCR扩增。第一

轮反应体系中，简并性引物 LAD-1或 LAD-2与特

异性引物 101RB-0a浓度比为 3:1，扩增模板为基因

组 DNA。在第二和第三轮反应体系中，特异性引

物 101RB-1a或 101RB-2a与锚定引物 Ac1浓度比

为 1:1，扩增模板为稀释 1 000倍后的上一级 PCR
反应产物。经过三轮 PCR，获得 T-DNA插入位点

的旁侧序列，扩增程序见表 2。
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1.4 扩增产物测序及分析

上述第三轮扩增产物用 1.0%琼脂糖凝胶电

泳分离后，利用 DNA回收试剂盒（北京天根）回收

特异性扩增条带，并连接到 GENSTAR公司的 EZ-
T克隆载体中。挑选阳性克隆送上海生工测序。

根据测序结果，利用 DNAMAN软件（version 5.2），
并检索大豆基因组数据库（https://soybase.org/），分
析扩增片段序列与载体序列和大豆基因组序列的

同源性，序列比对参数为默认。

1.5 转基因大豆事件B4J8049特异性PCR检测

根据表达载体 pTF101-Gmubi3-hrpZm中目的

基因 hrpZm 和筛选标记 bar 的表达框设计引物

（SEQ-1/2和 SEQ-3/4，表 1），分别对 hrpZm和 bar
基因表达框进行 PCR扩增。同时，根据外源 T-
DNA（右边界序列一侧）及紧邻整合位点的大豆

基因组序列设计 PCR检测引物（SEQ-5/6，表 1），
建立事件特异性的 PCR 检测方法。PCR扩增体

系（25μL）为 10×PCR 缓 冲 液 2.5μL，10 mmol/L
dNTPs 0.5μL，5U/μL Taq酶 0.5μL，大豆样品 DNA

1.0μL，10μmol/L上游和下游引物各 0.5μL，ddH2O
19.5μL。PCR扩增程序为：95℃ 5 min，94℃ 30 s，
59℃ 30 s，72℃ 3 min，35个循环；72℃ 10 min。扩

增产物于 1%琼脂糖凝胶检测。

2 结果与分析

2.1 转基因事件 B4J8049外源 T-DNA插入拷贝

数检测

植物表达载体 pTF101-Gmubi3-hrpZm中目的

基因为 hrpZm（序列见图 1A），由大豆组成型强启

动子 Gmubi3驱动，终止子为 nos；bar基因作为筛

选标记，由 CaMV 35S启动子驱动（图 1B）。利用

地高辛标记 hrpZm片段作为探针对转基因大豆事

件 B4J8049进行 Southern杂交检测。结果表明，在

转基因大豆中检测到一条明显的杂交条带，而对

照非转基因植株中无杂交信号，表明外源基因已

整合至大豆基因组中，且为单拷贝（图 1C），与 Du
等 [8]报道一致。

表1 引物序列表

引物名称

101RB-0a
101RB-1a
101RB-2a
LAD-1
LAD-2
Ac1
SEQ-1
SEQ-2
SEQ-3
SEQ-4
SEQ-5
SEQ-6

引物序列

5′-ACGTGGTTAAACAAATGCAGAAAATCGACGTCGTC-3′
5′-AGTAGACTGACAAATAAATTACCTGACAACATCGTTTCAC-3′
5′-CACAAAAAGGGAGTGCATTTTCCAGGGC-3′
5′-ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC(G/C/A)N(G/C/A)NNNGGAA-3′
5′-ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGC(T/A/C)N(A/G/C)NNNCCAC-3′
5′-ACGATGGACTCCAGAG-3′
5′-TCCTTAAGTTGCAGCATTTAACACATCTCCTC-3′
5′-GAATTCCCGATCTAGTAACATAGATGACAC-3′
5’-AATTTTTTTCTCTAATGAGGAGATGTGTTAAATGC-3′
5′-TATTGCACTCCCTTTTAACTGTTTTTTATTACAAAAATG-3′
5′-TTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAG-3′
5′-GACGCCGTCAACAATGGTGAAC-3′

表2 TAIL-PCR扩增程序

扩增反应

第 1轮

第 2轮

第 3轮

循环数

1
1
10
1
25
1
12
1
7
1

程序

93℃ 2 min
95℃ 1 min
94℃ 30 s，60℃ 1 min，72℃ 3 min
94℃ 30 s，25℃ 2 min，72℃ 3 min
94℃ 20 s，60℃ 1 min，72℃ 3 min
72℃ 5 min
94℃ 20 s，68℃ 1 min，72℃ 3 min，94℃ 20 s，68℃ 1 min，72℃ 3 min，94℃ 20 s，50℃ 1 min，72℃ 3 min
72℃ 5 min
94℃ 20 s，68℃ 1 min，72℃ 3 min，94℃ 20 s，68℃ 1 min，72℃ 3 min，94℃ 20 s，50℃ 1 min，72℃ 3 min
72℃ 5 min
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2.2 外源 T-DNA右边界侧翼序列分析

依次利用 101RB-0a/LAD-1/LAD-2、101RB-
1a/Ac1和 101RB-2a/Ac1引物组合，对转基因大豆

事件 B4J8049外源 T-DNA右边界侧翼序列进行

PCR扩增。检测结果表明，第三轮扩增获得预期

大小的特异片段（引物 101RB-2a/Ac1），大小约为

1 kb左右，而在阳性质粒和野生型Williams 82中
均没有扩增（图 2）。将扩增片段进行测序，并检

索大豆基因组数据库（http://soybase.org/）。结果表

明，转基因事件 B4J8049的 T-DNA右边界旁侧序

列共 1 027 bp，其中第 13～993 bp为大豆基因组

序列（Chr08 186 844-187 824），第 994～1 027 bp
为 T-DNA片段，如图 3所示。以上结果证明抗病

转基因大豆事件 B4J8049外源 T-DNA片段以单拷

贝形式反向插入的方式整合到大豆基因组中第 8
号染色体的 187 824位点。

2.3 外源表达框检测以及事件特异性 PCR的建

立

根据 hrpZm（ubi3-hrpZm-nos）和 bar 表达框

（35S-bar-Tvsp）设计引物，扩增结果见图 4A，该结

果表明，引物 SEQ1/2和引物 SEQ3/4可分别从转化

事件 B4J8049中获得与阳性质粒中大小一致的条

带，而野生型Williams 82中则无扩增，表明转基因

事件 B4J8049中外源 T-DNA表达框完整地插入到

大豆基因组中。

图1 hrpZm基因序列、植物表达载体图谱以及Southern杂交检测

（A）hrpZm基因序列；（B）以 pTF101.1为骨架的植物表达载体；（C）T4代转基因株系 B4J8049 Southern杂交检测

M：15K DNA marker；P：阳性质粒；WT：野生型Williams 82；8049：转基因事件 B4J8049

图2 转基因大豆B4J8049外源T-DNA右边界

旁侧序列分离

M：2K DNA marker；P：pTF101-Gmubi3-hrpZm质粒；

WT：野生型Williams 82；8049：转基因大豆 B4J8049
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图4 转基因大豆B4J8049特异性PCR检测结果及序列分析

（A）表达框检测；M：2K DNA Marker；Ctl+：阳性质粒；WT：野生型Williams 82；8：转基因事件 B4J8049；
FK：事件特异性引物 SEQ5/6检测；hrpZm：hrpZm基因表达框检测；bar：bar基因表达框检测；（B）M：15K DNA Marker；

SN9：非转基因大豆沈农 9号（常规品种）叶片基因组 DNA；L72：高油酸转基因大豆 L72叶片基因组 DNA；
8R和 8S：分别为 B4J8049根和种子基因组 DNA；（C）B4J8049 T-DNA右边界旁侧序列

单横线：大豆基因组序列；双横线：T-DNA序列

利用特异性引物 SEQ-5/SEQ-6进行 TAIL-PCR
扩增时，非转基因植株均无扩增条带，只有转基因大

豆B4J8049植株叶片和种子DNA产生 1 010 bp特异

性扩增条带（图 4A，FK），包括第 1～976 bp的大豆

基因组序列和第 977～1 010 bp的外源 T-DNA片
段，其核苷酸序列如图 4C所示。利用该对引物，以

沈农 9号、高油酸转基因大豆[13]以及B4J8049的根和

种子DNA为模板，可以有效地识别转基因大豆事件

B4J8049，而其它转基因大豆和非转基因大豆均无条

带（图 4B）。由此可见，上述引物可以用于转基因大

豆事件B4J8049的特异性检测。

3 结论与讨论

目前 PCR方法是检测转基因农产品的常规手

段，它具有快速、准确、灵敏度高、操作简便易行

等优点，适用于开展转基因农作物种子及其相关

产品的检测工作。但是在转基因植物中，由于外

源 T-DNA插入的随机性使得转基因作物的安全

性遭到质疑，而且转基因产品的专利保护、标识问

题也同样已引起政府与民众的高度关注[17]。因此，

图3 转基因事件B4J8049 T-DNA右边界旁侧序列

单横线：大豆基因组序列；双横线：T-DNA序列
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有必要开发适合转基因大豆或者其他作物的检测方

法。由于外源基因在受体基因组中的整合位点具有

品系特异性，而且不可重复，因此，根据外源基因及

其整合位点旁侧序列设计引物，通过 PCR扩增建立

的检测方法，具有较高的特异性。侧翼序列的分离，

不仅利于研究外源基因的表达机理和外源基因的表

达对受体基因组产生的影响，而且对于转基因品系

的鉴定和安全性评估具有重要意义[18]。
TAIL-PCR技术是基于 PCR扩增为主要手段

的染色体步移技术（Genome-walking）[14-16]，虽然步

移距离比基于构建基因组文库的染色体步移要

短，但是由于其具有简单、快速、高效等特点，在

已知序列的旁侧序列分离中得到了广泛应用，如

应用于转基因水稻 [19]、棉花 [20]、大豆 [21-22]、油菜 [23-25]、
玉米 [26]、小麦 [27]等旁侧序列的分离。本研究利用

Genome-walking的原理，通过 TAIL-PCR方法，获

得抗病转基因大豆事件 B4J8049外源 T-DNA旁侧

序列，标定了转基因大豆外源 T-DNA整合位点为

大豆 Chr08染色体的 187 824位点，整合方式为单

拷贝反向插入。将测序所得的序列信息在数据库

中进行 BLAST检索，未找到与插入位点处基因组

序列同源的 mRNA或 cDNA克隆，只发现与大豆

基因组信息同源的未知序列。本研究依据旁侧序

列信息，建立的特异性 PCR检测方法，可快速准

确地识别该转基因事件及其衍生品，为转基因大

豆及其产品检测提供依据。
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