
书书书

畜牧兽医学报　２００９，４０（２）：１８５１９０

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

转基因小鼠的多重犘犆犚快速检测技术

王趁芳，李新云，王志伟，敖　红，崔文涛，李　奎

（中国农业科学院北京畜牧兽医研究所 中国农业科学院家养动物

遗传资源与种质创新重点开放实验室，农业部转基因动物与

饲料安全鉴定检验测试中心，北京１００１９３）

摘　要：转基因检测技术的标准化可以为转基因法规的制定和转基因产品的标识提供技术支持。采用碱裂解法快

速提取鼠尾基因组ＤＮＡ，用ＰＣＲ方法检测其中的外源基因结构如ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ（ＣＭＶ）启动子、ｈＧＨｐｏｌｙＡ终

止子及目的基因跨膜蛋白６６（Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ６６，犜犿犲犿６６），筛选到阳性样品。优化了多重 ＰＣＲ引物退

火温度及缓冲液浓度，并探讨了扩增速率对多重ＰＣＲ的影响。结果表明，此多重ＰＣＲ方法可得到很好的扩增效

果，可用于转基因小鼠外源基因的检测，同时为哺乳动物检测标准的建立提供参考。
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　　１９８２年超级小鼠的问世，掀起了遗传学研究的

新浪潮。很多哺乳动物、禽类及鱼类转基因动物相

继产生，经济效益、社会效益诱人，应用前景广阔。

但是这把双刃剑引起的安全问题也日渐引起世界的

广泛关注：如食用安全、环境安全、伦理安全等。

　　国际及国内都制定了转基因生物安全的管理法
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规［１２］，尤其是转基因植物和转基因微生物方面，而

转基因动物的检测发展缓慢，现在还没有标准化的

检测方法。另外，以欧盟、日本等为代表的很多国家

对转基因管理比较严谨，加上世界各国对转基因生

物及含有转基因成分进行标识的呼声越来越高［３４］，

这些都需要有技术做支撑。

　　目前，转基因检测方法很多，主要是基于２个方

面［５］：外源基因表达蛋白的检测和外源核酸的检测。

ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ和ＰＣＲ均是核酸检测的经典技

术，ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测灵敏度更高，但操作繁

琐。而随着高通量技术的出现，单一ＰＣＲ只能作为

一个基本技术，而多重ＰＣＲ因其系统、高效、简便快

捷的特点突显出来，其在转基因玉米、大豆等的检测

方面应用很多［６］，而转基因动物的检测方面还未见

报道。多重ＰＣＲ一个反应即可检测一个转基因事

件中的所有外源基因结构，尽可能排除假阳性或假

阴性，使检测结果更可靠。

　　本研究以通过显微注射生产的转跨膜蛋白６６

（犜犿犲犿６６）基因小鼠为试验动物检测外源基因，优

化多重ＰＣＲ扩增体系及条件，旨在为转基因动物外

源基因检测标准的制定提供参考。

１　材料与方法

１１　供试材料

　　本试验原受体小鼠为近交系小鼠Ｃ５７ＢＬ／６Ｒ，

转基因小鼠为本试验室２００６年制作的转犜犿犲犿６６

基因小鼠后代Ｆ１和Ｆ２代
［７］，经ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

检测为转基因阳性小鼠。阴性小鼠有２种，一种为

转基因阴性小鼠，另一种为未经转基因操作的同品

系小鼠。

图１　转基因元件

犉犻犵１　犜狉犪狀狊犵犲狀犻犮犲犾犲犿犲狀狋狊

１２　试剂

　　ｒ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ为ＴａＫａＲａ产品；普

通琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒、ＤＨ５ａ感受态细胞

购自天根生化科技（北京）有限公司；ｐＧＥＭＴＥａｓｙ

ｖｅｃｔｏｒ为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。

１３　引物

　　根据小鼠基因组（ＮＣ＿０００７２）设计内参基因

犌犃犘犇犎 的引物，Ｂｅｔｍ引物设计时跨βｇｌｏｂｉｎ内含

子和犜犿犲犿６６基因，ＣＭＶ启动子和ＰｏｌｙＡ终止子

引物根据生产父本转基因小鼠时构建的载体设计。

用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物。设计时除依据一

般引物原则外，还要考虑各引物退火温度应比较接

近，互补碱基尽量少，以避免产生大量引物二聚体而

减少目标产物的扩增效率［８］。所有引物（表１）由北京

表１　引物序列

犜犪犫犾犲１　犔犻狊狋狅犳狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊

靶基因

Ｇｅｎｅ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′－３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物大小／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｓｉｚｅ

犌犃犘犇犎 基因
ＧＡＰＤＨＦ

ＧＡＰＤＨＲ

ＧＣＣＡＡＡＣＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣ

ＧＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣＣＣＡＡＧ
６０ ４９３

ＣＭＶ启动子
ＣＭＶＦ

ＣＭＶＲ

ＴＡＣＡＴＣＴＧＣＧＴＡＴＴＡＧＴＣＡＴＣＧ

ＧＧＣＧＧＡＧＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＡＴＴＴＴ
６０ １７９

ｈＧＨｐｏｌｙＡ终止子
ＰｏｌｙＡＦ

ＰｏｌｙＡＲ

ＴＧＧＣＡＣＡＡＴＣＴＴＧＧＣＴＣＡＣＴ

ＧＣＡＧＴＧＧＴＴＣＡＣＧＣＣＴＧＴＡＡＴ
６０ ２３５

βｇｌｏｂｉｎ内含子

／犜犿犈犿６６基因

ＢｅｔｍＦ

ＢｅｔｍＲ

ＣＴＴＣＴＧＡＧＴＣＣＡＡＧＣＴＡＧＧＣ

ＧＡＧＴＧＣＴＣＴＧＡＧＴＡＴＧＧＣＧＧ
６０ ３０１

６８１
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英骏生物公司合成。

１４　犇犖犃的提取

　　将小鼠尾尖约０．５ｃｍ置于１．５ｍＬＥｐｅｎｄｏｒｆ

管中，每管加入５００μＬＳＤＳ裂解液（１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８：０．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＥＤＴＡｐＨ８，０．７５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，５ｇ·Ｌ
－１ＳＤＳ），１０μＬ蛋白酶Ｋ

（２０ｍｇ·ｍＬ
－１）。５５℃水浴中震荡消化过夜。将

消化好的组织剧烈摇晃混匀，每管各加２５０μＬ苯

酚／氯仿（１∶１，体积比），缓慢上下颠倒混匀６ｍｉｎ

左右，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心８ｍｉｎ，乙醇洗涤沉淀，

自然干燥，ＴＥ溶解。用０．８％琼脂糖凝胶电泳检测

小鼠基因组ＤＮＡ的质量，凝胶成像系统成像。核

酸测定仪测定ＤＮＡ浓度及纯度，于－２０℃保存备

用。

１５　内源基因和转基因成分的单一犘犆犚检测

　　ＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲ缓冲液１μＬ，ｄＮＴＰ

０．２μＬ，引物浓度为０．２μｍｏｌ·Ｌ
－１，模板ＤＮＡ约

５０ｎｇ，ｒ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至终体

积为１０μＬ。

　　ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性

３０ｓ，５６～６０℃温度梯度退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，

３０个循环；７２ ℃ ５ｍｉｎ。取３μＬＰＣＲ 产物，用

１．８％琼脂糖凝胶电泳检测。

１６　犘犆犚产物克隆测序

　　将１００μＬＰＣＲ反应液与上样缓冲液混合后，

２．０％琼脂糖凝胶电泳。其余步骤按普通琼脂糖凝

胶ＤＮＡ回收试剂盒说明进行。回收片段经 Ｔ／Ａ

克隆连接（参照ｐＧＥＭＴＥａｓｙｖｅｃｔｏｒ克隆试剂盒

说明书操作），转化涂板，蓝白斑筛选挑取单克隆，液

体培养基扩大培养４ｈ，菌液ＰＣＲ检测，阳性菌液送

北京英骏生物公司测序，分析结果。

１７　多重犘犆犚检测体系及扩增条件优化

　　多重ＰＣＲ采用２０μＬ反应体系：１０×ＰＣＲ缓

冲液（１．０×、１．１×、１．２×、１．３×、１．４×、１．５×）分

别加２、２．２、２．４、２．６、２．８、３．０μＬ，ｄＮＴＰ１．０μＬ，

ＧＡＰＤＨ、Ｂｅｔｍ、ＰｏｌｙＡ、ＣＭＶ体系中引物终浓度均

为３ｐｍｏｌ·μＬ
－１，即０．５μＬ（引物贮存浓度为１０

ｐｍｏｌ·μＬ
－１），模板ＤＮＡ约１００ｎｇ，ｒ犜犪狇ＤＮＡ 聚

合酶０．２μＬ（１Ｕ），加ｄｄＨ２Ｏ至终体积为２０μＬ。

　　ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性

３０ｓ，５６～６０℃温度梯度退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，

３０个循环；７２℃５ｍｉｎ。取３μＬＰＣＲ产物，２％琼

脂糖凝胶１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ检测。

２　结果与分析

２１　犇犖犃提取

　　ＤＮＡ提取步骤简单，只需苯酚氯仿一步抽提即

可，省时省力，且鼠尾无需剪碎，减少了交叉污染的

机会。消化完毕剧烈震荡，使消化下来的组蛋白与

ＤＮＡ充分游离，利于抽提。

　　提取的总ＤＮＡ经核酸测定仪检测，ＤＮＡ含量

在３００～１１００ｎｇ·μＬ
－１，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在１．８～

２．０之间，符合ＰＣＲ反应的要求（图２）。

２２　转基因成分单一犘犆犚检测结果

　　内参基因条带特异证明模板质量良好，无抑制

ＰＣＲ反应的物质，２种阴性对照均无目的条带扩增，

阳性检测样品各基因均可扩增出目的条带。为了保

证扩增结果的准确性，５个基因序列都克隆测序，

ＣＭＶ、Ｂｅｔｍ和ＰｏｌｙＡ测序结果与生产此转基因小

鼠的质粒序列比对，１００％同源；犌犃犘犇犎 与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中小鼠犌犃犘犇犎 基因序列１００％同源。研究

表明，在５６～６２℃温度梯度范围内各引物均能得到

良好的ＰＣＲ扩增结果（图３）。

１、２．转基因阳性小鼠 ＤＮＡ；３、４．转基因阴性小鼠

ＤＮＡ；５、６．野生型小鼠ＤＮＡ；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

１，２．ＤＮＡｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｏｓｉｔｉｖｅｍｉｃｅ；３，４．ＤＮＡｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｎｅｇａｔｉｖｅｍｉｃｅ；５，６．ＤＮＡｏｆｗｉｄｅｔｙｐｅｍｉｃｅ；

Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

图２　基因组犇犖犃

犉犻犵．２　犌犲狀狅犿犻犮犇犖犃

２３　转基因成分多重犘犆犚检测结果

　　试验中以经Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测为阳性的小鼠的

基因组为检测样品（ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡａｎｄＤｅｔｅｃ

ｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩ，Ｒｏｃｈｅ），Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交结果见图４。

　　以制作此转基因小鼠的质粒为阳性对照，分别

以转基因阴性小鼠和野生型同品系小鼠为阴性对

照，空白对照加ｄｄＨ２Ｏ。转基因阳性小鼠的多重

ＰＣＲ扩增条带大小与阳性对照扩增序列基本一致，

经测序验证１００％同源，２个阴性对照均只有犌犃犘

犇犎 基因扩增（图５）。
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１～６．Ｔｍ分别为５６、５６．６、５７．２、５７．９、５９．３、６０．１℃；

７．阴性对照；８．空白对照；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

１－６．Ｇｒａｄｉｅｎｔａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｅａｃｈｌｉｎｅａｒｅ

５６，５６．６，５７．２，５７．９，５９．３，６０．１℃；７．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎ

ｔｒｏｌ；８．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

图３　各引物温度梯度犘犆犚扩增

犉犻犵．３　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱犳狉狅犿犵狉犪犱犻犲狀狋犪狀狀犲犪犾犻狀犵

狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狑犻狋犺犲犪犮犺狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉狊

２．３．１　不同退火温度的多重ＰＣＲ结果　因为单一

ＰＣＲ扩增时各引物的退火温度均较宽，扩增效果明

显，且多重ＰＣＲ扩增时一般将引物的退火温度降低

４～６℃
［９］，综合考虑确定在５６～６０℃范围内进行

多重ＰＣＲ扩增。由图６可见，在设定的温度范围内

４种产物均可稳定扩增。

２．３．２　不同缓冲液浓度对多重ＰＣＲ的影响　试验

中将ＰＣＲ缓冲液的浓度梯度设置为１．０×、１．１×、

１．２×、１．３×、１．４×、１．５×，即２０μＬ体系中分别加

缓冲液２、２．２、２．４、２．６、２．８、３．０μＬ。结果显示在

设定的缓冲液浓度范围内扩增结果都很理想，见图

７。

２．３．３　不同反应速度对多重ＰＣＲ的影响　试验中

用２台ＰＣＲ仪分别扩增，为了减少误差，加样时先

配成混合液，再分装，每管２０μＬ，设定相同的反应

程序，ＰＣＲ仪 Ａ历时１ｈ２７ｍｉｎ３８ｓ完成扩增，

ＰＣＲ仪Ｂ需１ｈ１２ｍｉｎ７ｓ，相差１５ｍｉｎ３１ｓ。扩增

结果可看出ＰＣＲ仪Ａ的扩增效率比ＰＣＲ仪Ｂ的

低，稳定性也稍差（图８）。

３　讨　论

　　多重ＰＣＲ是在单一反应中同时扩增多个序列，

有省时、省力、高效的特点，也正因为多序列同时扩

１．质粒；２．空白；３．Ｆ１代转基因小鼠；４．阴

性对照

１．Ｐｌａｓｍｉｄ；２．Ｂｌａｎｋ；３．Ｆ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｏｕｓｅ；４．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图４　犛狅狌狋犺犲狉狀杂交结果

犉犻犵．４　犛狅狌狋犺犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

１～３．以生产转基因小鼠的质粒为模板分别扩增ＣＭＶ

启动子、ｈＧＨｐｏｌｙＡ终止子和Ｔｍｅｍ６６基因，作为阳性

对照；４．以含有犌犃犘犇犎 基因的质粒为模板作为阳性

对照；５．转基因阳性小鼠的多重ＰＣＲ扩增；６．转基因

阴性小鼠的多重ＰＣＲ扩增；７．野生型小鼠的多重ＰＣＲ

扩增；８．空白对照；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

１３．Ｔｈｒｅｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｒａｎｓｇｅｎ

ｉｃｐｌａｓｍｉｄｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｓｕｃｈａｓＣＭＶｐｒｏｍｏｔ

ｅｒｆｒａｇｍｅｎｔ，ｈＧＨｐｏｌｙＡｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｆｒａｇｍｅｎｔ，犜犿犲犿６６

ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔ；４．犌犃犘犇犎ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔ

ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；５．

Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｍｏｕｓｅ；６．ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｏｕｓｅ；７．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｗｉｄｅｔｙｐｅｍｏｕｓｅ；８．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

图５　多重犘犆犚扩增结果

犉犻犵．５　犕狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

增，也就使反应的特异性受到很多因素的影响，如不

同引物对之间的相对浓度、ＰＣＲ缓冲液的浓度、循

环参数、退火温度等［１０］。

　　引物的特异性是多重ＰＣＲ扩增成功的关键，本

试验中引物浓度未需调整，４种产物扩增效果均理

想，说明本试验设计的引物特异性很好，同时也有很
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１～６．Ｔｍ分别为５６、５６．６、５７．２、５７．９、５９．３、

６０．１℃；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

１６．Ｇｒａｄｉｅｎｔａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｅａｃｈ

ｌｉｎｅａｒｅ５６，５６．６，５７．２，５７．９，５９．３，６０．１℃；

Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

图６　温度梯度多重犘犆犚扩增

犉犻犵．６　 犕狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚 狆狉狅犱狌犮狋狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱

犳狉狅犿犵狉犪犱犻犲狀狋犪狀狀犲犪犾犻狀犵狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

１～６．缓冲液浓度１．０×、１．１×、１．２×、

１．３×、１．４×、１．５×；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

１６．Ｇｒａｄｉｅｎｔｂｕｆｆｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｅａｃｈ

ｌｉｎｅａｒｅ１．０×，１．１×，１．２×，１．３×，１．４

×，１．５×；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

图７　缓冲液浓度梯度多重犘犆犚扩增

犉犻犵．７　犕狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱

犳狉狅犿犵狉犪犱犻犲狀狋犫狌犳犳犲狉犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

Ａ．ＰＣＲ仪Ａ扩增结果；Ｂ．ＰＣＲ仪Ｂ扩增结果；Ｍ．１００ｂｐｍａｒｋｅｒ

Ａ．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙＰＣＲｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔＡ；Ｂ．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙＰＣＲｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔＢ；Ｍ．１００

ｂｐｍａｒｋｅｒ

图８　不同反应速度多重犘犆犚扩增

犉犻犵．８　犕狌犾狋犻狆犾犲狓犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犪狋犲狊狅犳狉犲犪犮狋犻狅狀

宽的退火温度范围。

　　不同的反应速度对多重ＰＣＲ扩增结果有影响，

分析认为扩增反应速率快的ＰＣＲ仪升降温速率均

较快，从而减少了引物的非特异结合，所以扩增产物

也有所增加。但是对扩增速率快的反应，扩增体积

只有不太大，在快速升降温时液体才反应均匀。同

时因为本试验中的扩增产物均较小，所以节省时间

更明显。

　　多重ＰＣＲ中 ＧＡＰＤＨ ＋ Ｂｅｔｍ ＋ ＰｏｌｙＡ ＋

ＣＭＶ的扩增片段分别为４９３、３０１、２３５、１７９ｂｐ，碱

基之间相差最小的为５７ｂｐ。Ｈｅｎｅｇａｒｉｕ等认为多

重ＰＣＲ因为扩增对数增多，需要延长延伸时间，同

时延长延伸时间又可增加ＰＣＲ产物的量，但是对于

转基因检测中，各基因结构相邻的情况，如图１所

示，如果延长延伸时间，就可能产生过渡延伸的产

物，产生更长的包含２个或３个目的片段的非目的

片段，从而影响结果的判断。为了避免产生这种非

特异性条带，本试验中延伸时间选择３０ｓ，结果表

明，并不影响ＰＣＲ扩增效率。

　　Ｈｅｎｅｇａｒｉｕ等认为ＰＣＲ缓冲液的浓度对提高

多重ＰＣＲ扩增效率的作用比甘油、ＤＭＳＯ或ＢＳＡ

等佐剂更重要［９］，Ｍａｒｋｏｕｌａｔｏｓ等认为缓冲液浓度

对产物的特异性影响更大［１１］，所以试验中设置了缓

冲液浓度梯度，但是试验结果表明缓冲液浓度对本

试验的引物组合没有影响，也说明引物特异性好。

　　多重ＰＣＲ中，只有Ｂｅｔｍ引物的扩增序列为本

试验转基因小鼠的特有序列，其他３个均为含有这

些结构的载体所共有，根据所述多重ＰＣＲ程序可根

据目的基因的不同做适当的调整［１２］，所以本试验的

３对引物与其他目的基因组合，条件优化好可能也
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会得到很好的结果，这还需要试验进一步证实。本

试验灵敏、省时、稳定性好，可以为转基因动物及其

产品的检测提供参考价值，加快转基因动物安全管

理和标识的速度。
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