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摘 要： 苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis，简称Bt）是抗虫类转基因作物的重要外源基因来源，对作物防治虫害至

关重要。Bt转基因作物的种植和推广大大减少了合成杀虫剂的使用，给农民带来了巨大收益。然而，Bt转基因作物的

安全性也逐渐引起人们的关注。因此，开发简便、灵敏的作物Bt转基因检测方法具有重要意义。本文构建了双修饰三

螺旋 DNA 荧光分子开关（dual-modified triple helix DNA fluorescent molecular switch，简称 DTHFMS），系统研究了

DTHFMS的稳定性的影响因素和变化规律。结果表明T-AoT和C-GoC三联体交替出现的双修饰三螺旋DNA荧光分

子开关的稳定性适当，能够用于作物（玉米）种子中Bt转基因的高灵敏检测。本文通过优化关键检测参数获得了优异

的检测结果。检测限为0.05 pM，线性范围（0.1~6.0×104）pM。
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Abstract: The Bacillus thuringiensis (Bt) gene, an important exogenous gene in insect-resistant transgenic crops, plays a 

crucial role in crop pest control. The cultivation and promotion of Bt transgenic crops have greatly reduced the use of 

synthetic insecticides and brought huge benefits to farmers. However, the safety of Bt transgenic crops has gradually 

attracted people's attention. Therefore, it is of great significance to develop a simple and sensitive method for detection of Bt 

transgene in crops. This study constructs a dual-modified triple helix DNA fluorescent molecular switch (DTHFMS) and 

systematically investigates the influencing factors and variation rules of the stability of DTHFMS. The results show that 

DTHFMS with alternating triplets of T-AօT and C-GօC demonstrates proper stability, making it suitable for highly sensitive 

detection of Bt transgenes in maize seeds. This study achieves excellent detection results by optimizing key detection 

parameters. The limit of detection is 0.05 pM, with a linear range of (0.1－6.0×104) pM.

Keywords: Bacillus thuringiensis; triple helix DNA; molecular switch; highly sensitive detection

苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis，简

称 Bt）是抗虫类转基因作物的重要外源基因来

源，对作物防治虫害至关重要。Bt转基因已成为

植物基因工程及转基因育种中应用最广泛，最具

潜力和应用前景的抗虫基因。Bt转基因作物的

种植和推广大大减少了合成杀虫剂的使用，给农

民带来了巨大的利益。然而，由于转基因作物的

存在只有短短十多年的时间，许多长期影响目前

还不得而知。因此，其食用安全性一直存在着巨

大的争议。Bt转基因作物的安全性也逐渐引起

人们的关注［1，2］。我国近些年玉米进口量持续增

长，自 2010 年就从玉米净出口国变为净进口

国［3］，在我国主要的进口玉米贸易国中，除乌克

兰外，美国、阿根廷、巴西等均是商品化转基因玉

米广泛种植国。我国对进口玉米实施转基因安

全风险监控，不允许未经批准的转基因产品流入

国内。因此，开发简单、灵敏的作物中Bt转基因

检测方法具有重要的现实意义。Bt转基因的传

统检测方法有Southern印迹杂交［4］、聚合酶链反

应（PCR）［5］、DNA微阵列［6］、放射免疫分析［7］等。
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这些方法操作过程较为复杂，并且灵敏度有时不

能满足痕量检测的要求。因此，一系列新型检测

策略，如荧光发射光谱法［8-10］ 和电化学分析［11， 12］、

表面增强拉曼光谱法［13，14］以及其他方法［15，16］相继

被开发。这些方法具有较高的特异性和灵敏度，

但往往需要外切酶、内切酶等扩增酶的辅助，需要

严格的实验条件以及较长的扩增周期。因此，迫

切需要开发一种简单、无酶、灵敏的Bt转基因检测

方法。

近年来，三螺旋DNA已在许多领域引起极

大关注。通过三螺旋DNA的构象转化，已经实

现双链DNA、蛋白质、小分子和离子的检测［17-19］。

本文针对目前Bt转基因检测方法存在的灵

敏度较低、需要外加辅助酶等局限，通过组装适度

稳定的双修饰三螺旋DNA荧光分子开关（double 

modified triple helix DNA fluorescent molecular 

switch，简称DTHFMS），构建了一种简单、无酶、

高灵敏的 Bt 转基因新型检测方法。详细研究

DNA猝灭单链（BHQ-1-TFO）的不同碱基组成和

序列长度、BHQ-1-TFO的浓度、猝灭时间（组装时

间）、目标物Bt转基因与荧光分子开关的结合时间

等实验参数对DTHFMS检测性能的影响规律， 在

此基础上确定了最优检测条件，获得了优异的传

感性能。本文构建的DTHFMS可以用于检测实

际样品（玉米种子）中Bt转基因，显示了其在作物

安全检测方面的巨大潜力。

1　材料与方法

1.1　材料来源

本文涉及的所有寡核苷酸均购自上海生工

有限公司（上海，中国），序列见表 1。不含Bt转

基因的正常玉米种子和转基因玉米种子（Bt 

801）由山东农业大学小麦育种国家重点实验室

提供。实时荧光定量PCR试剂盒和限制性内切

酶均购自赛默飞世尔科技公司。所有其他化学

品（分析级）均购自国药集团（北京，中国），无需

进一步处理，直接使用。所有溶液均采用超纯水

（电阻率大于 18.2 MΩ.cm）制备。所有 DNA 储

备液（100 μM）由TE缓冲液（Tris-EDTA缓冲液）

溶解DNA干粉制备，−20 ℃保存。所有DNA工

作溶液（10 μM）均由 10 mMHAc-Ac-缓冲液（pH 

5.0）稀释储备液制备，4 ℃保存。

1.2　检测方法

1.2.1 组装双修饰三螺旋 DNA 荧光分子开关

（DTHFMS） 10 mM HAc-Ac- 缓冲液（pH5.0，

300 mM NaNO3）中两端标记荧光基团（6-羧基荧

光素，简称 6-FAM）的双螺旋分子信标（Double 

helix molecular beacon，简称DHMB）（10 μM，初

始浓度）与标记黑洞猝灭剂的（BHQ-1）的三链形

成寡核苷酸（triplex-forming oligonucleotides，简

称TFO）（10 μM）混合，在37 ℃组装1.5 h即可获

得DTHFMS。

1.2.2 目标物 Bt 转基因与 DTHFMS 杂交及荧

光测定 不同浓度的 Bt 转基因加入到包含

DTHFMS的10 mM HAc-Ac-缓冲液中，最终体积

为200 μL，在37 ℃下孵育0.8 h。利用荧光光度计

（F-7000）测定荧光强度。激发波长为495 nm，发

射波长为518 nm。

1.2.3 实际样品分析 正常玉米种子或转基因

玉米种子（Bt 801）加入到10 mM HAc-Ac-缓冲液

中，最终体积为 200 μL，组织匀浆处理，4 ℃，

1 500 转/分 离心 0.5 h，利用孔径 0.5 mm的纤维

素膜过滤得到上清液，通过限制性内切酶消化

后，加入到上述含有DTHFMS的检测系统中，最

终体积为200 μL。37 ℃下孵育0.8 h。在转基因

玉米样品（Bt 801）中加入不同浓度的Bt转基因，

并研究其回收率。

2　结果与分析

2.1　 双 修 饰 三 螺 旋 DNA 荧 光 分 子 开 关

（DTHFMS）高灵敏检测Bt转基因原理

基于DTHFMS的新型高灵敏传感器检测Bt

转基因的检测原理如图1所示。两端标记荧光团

（6-FAM）的分子信标（DHMB）序列中间包含Bt转

基因识别序列（绿色），两端包含碱基序列组成相

同的嘧啶链（黑色，含有胞嘧啶C和胸腺嘧啶T）。

标记黑洞猝灭剂的（BHQ-1）的DNA单链（BHQ-

1-TFO）含有腺嘌呤 A 和鸟嘌呤 G。DHMB 与

BHQ-1-TFO通过沃森-克里克和胡斯坦氢键作用

形成T-AoT和C-GoC（“-”代表沃森-克里克氢键，

“o”代表胡斯坦氢键）三联体交替出现的新型三螺

旋DNA荧光分子开关（DTHFMS）。靶基因Bt转

基因不存在时，DTHFMS稳定，保持“闭合”状态。

此时，黑洞猝灭剂的（BHQ-1）与荧光团（6-FAM）
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进行双重荧光共振能量转移（D-FRET），荧光被

高效猝灭，获得超低背景信号。Bt转基因存在

时，Bt转基因与荧光分子开关（DTHFMS）的识别

序列进行特异性杂交，进而打开分子开关，导致

猝灭链BHQ-1-TFO与分子信标（DHMB）分离，

荧光共振能量转移现象消失（NO-FRET），荧光

团的荧光恢复。通过测定荧光强度可以方便和

灵敏地定量目标基因。

2.2　DTHFMS 高灵敏检测 Bt 转基因可行性

验证

通过不同实验条件下的荧光光谱验证

DTHFMS传感应用的可行性。如图2所示，分子

信标（DHMB）显示较强的荧光强度（曲线 a）；当

加入DNA猝灭单链（BHQ-1-TFO）时，荧光强度

明显减弱（曲线 b），表明形成了大量的三螺旋

DNA荧光分子开关DTHFMS，通过双重荧光共

振能量转移（D-FRET），荧光基团的荧光被高效

猝灭。当将靶基因Bt转基因加入到系统中后，

荧光强度显著增强（曲线 c），这表明Bt转基因特

异性结合DTHFMS中的识别序列导致荧光分子

图1 双修饰三螺旋DNA荧光开关高灵敏检测玉米Bt转
基因示意图

Fig. 1 Schematic diagram of high-sensitivity detection 
of Bt transgene in maize by DTHFMS

表 1 双修饰三螺旋DNA荧光分子开关检测Bt转基因涉及DNA序列

Table 1 DNA sequences for the detection of Bt transgene by DTHFMS

名称 Name

DHMB-1

DHMB-2

DHMB-3

BHQ-1-TFO-1

BHQ-1-TFO-2

BHQ-1-TFO-3

BHQ-1-TFO-4

BHQ-1-TFO-5

BHQ-1-TFO-6

BHQ-1-TFO-7

BHQ-1-TFO-8

BHQ-1-TFO-9

BHQ-1-TFO-10

BHQ-1-TFO-11

BHQ-1-TFO-12

BHQ-1-TFO-13

BHQ-1-TFO-14

BHQ-1-TFO-15

Bt transgene

SM-DNA-1

SM-DNA-2

SM-DNA-3

TM-DNA

序列 Sequences （5’-3’）

FAM-TTTTTTTTTTTTTTGAGGTGCTGCCGCTGCCGAAGTGCGCTGGTTTTTTTTTTTTTTT-FAM

FAM-CCCCCCCCCCCCCCGAGGTGCTGCCGCTGCCGAAGTGCGCTGGTCCCCCCCCCCCCCC-FAM

FAM-TCTCTCTCTCTCTCGAGGTGCTGCCGCTGCCGAAGTGCGCTGGTCTCTCTCTCTCTCT-FAM

（BHQ-1）-AAAAAA

（BHQ-1）-AAAAAAAA

（BHQ-1）-AAAAAAAAAA

（BHQ-1）-AAAAAAAAAAAA

（BHQ-1）-AAAAAAAAAAAAAA

（BHQ-1）-GGGGGG

（BHQ-1）-GGGGGGGG

（BHQ-1）-GGGGGGGGGG

（BHQ-1）-GGGGGGGGGGGG

（BHQ-1）-GGGGGGGGGGGGGG

（BHQ-1）-AGAGAG

（BHQ-1）-AGAGAGAG

（BHQ-1）-AGAGAGAGAG

（BHQ-1）-AGAGAGAGAGAG

（BHQ-1）-AGAGAGAGAGAGAG

ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTC

ACCAGCCCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTC

ACCAGCGCACTTCGGGAGCGGCAGCACCTC

ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCTCCTC

ACCAGCCCACTTCGGCTGCGGCAGCACGTC

注：DHMB-1、DHMB-2和DHMB-3中的下划线区域表示同型嘧啶（三螺旋分子开关DTHFMS的两侧部分）。 DHMB-1、DHMB-2

和DHMB-3中的斜体区域表示Bt转基因的互补序列。SM-DNA-1、SM-DNA-2、SM-DNA-3和TM-DNA中的下划线区域表示错配

碱基。

Note： The underlined areas in DHMB-1， DHMB-2， and DHMB-3 represent homopyrimidine chains （two sides of DTHFMS）. The 

italic regions in DHMB-1， DHMB-2， and DHMB-3 represent complementary sequences of Bt transgene. The underlined regions in SM-

DNA-1， SM-DNA-2， SM-DNA-3， and TM-DNA indicate mismatched bases.
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开关开启，DTHFMS 解体，猝灭单链（BHQ-1-

TFO）与分子信标（DHMB）分离，荧光共振能量

转移效应消失，荧光恢复。

2.3　高灵敏检测Bt转基因关键实验参数优化

2.3.1 DNA猝灭单链（BHQ-1-TFO）的碱基组成

和序列长度的优化 为了达到最佳的检测性能，

保持三螺旋DNA荧光分子开关（DTHFMS）的适

当稳定性是必要的。DNA 猝灭单链（BHQ-1-

TFO）的碱基组成和序列长度是影响 DTHFMS

稳定性的关键因素。因此，我们对两者进行了详

细的研究，并用F/F0进行评估（其中F为目标物

Bt转基因存在时的荧光强度；F0为无目标物时

的荧光强度），如图 3所示。当碱基序列均为腺

嘌呤 A（对应BHQ-1-TFO-1至BHQ-1-TFO-5）时

（图3（a）），DTHFMS仅由氢键能较弱的T-AoT三

联体组成，稳定性较低，开关容易打开，导致背景

信号较高。F/F0随着序列长度的增加而增加，在

碱基数为12时达到平台值。当碱基序列均为鸟

嘌呤G（对应BHQ-1-TFO-6至BHQ-1-TFO-10）时

（图3（b）），DTHFMS由具有较强氢键能的C-GoC

三联体组成。此时开关具有较高的稳定性，虽然

可以保持较低的背景信号，但开启难度大。F/F0

随着序列长度的增加而增加，并在碱基为8时达

到最大值。当BHQ-1-TFO的碱基序列为A和G

交替出现时（对应BHQ-1-TFO-11至BHQ-1-TFO-

15）（图3（c）），与上述两种情况相比，由T-AoT和

C-GoC三联体组成的DTHFMS稳定性适中。F/

F0随着序列长度的增加而增加，并在碱基数为10

（对应BHQ-1-TFO-13）时达到最大值。因此，选

择含有5个A碱基和5个G碱基的DNA猝灭单链

（BHQ-1-TFO-13）进行进一步研究。与之对应的

分子信标（DHMB）应选择DHMB-3。

2.3.2 其他实验参数优化 DNA 猝灭单链

（BHQ-1-TFO）的浓度、猝灭时间（组装时间）、目

标物Bt转基因与荧光分子开关的结合时间等实

验参数也会对三螺旋 DNA 荧光分子开关

（DTHFMS）的检测性能产生影响。因此，本文首

先考察了DNA猝灭单链（BHQ-1-TFO）浓度的影

响。净荧光强度ΔF（ΔF=F－F0）随浓度的增加而

增加，在400 nM后趋于平稳。因此，选择400 nM 

BHQ-1-TFO进行下一步研究。当猝灭时间（组

装时间）从 0.5 h增加到 2.5 h时，ΔF呈先上升后

下降趋势，在 1.5 h时达到最大值。较长的猝灭

时间会使三螺旋DNA荧光分子开关（DTHFMS）

稳定性增强，带来较高的荧光共振能量转移效率

和较低的背景信号，但也会使靶基因（Bt转基因）

图2 不同条件的荧光光谱

Fig. 2 Fluorescence spectra under different conditions
注：（a）分子信标；（b）分子信标+猝灭单链；（c）分子信标+猝

灭单链+Bt转基因实验条件: 10 mM 醋酸-醋酸钠缓冲溶液 (pH 

5.0), 300 mM 硝酸钠, 100 nM 分子信标（DHMB-3）, 400 nM猝

灭单链（BHQ-1-TFO-13）, 100 nM Bt转基因, 37 °C下猝灭（组

装）反应1.5 h, 37 °C下Bt转基因与分子开关（DTHFMS）结合反

应0.8 h。

Note: （a）DHMB-3; (b) DHMB-3+BHQ-1-TFO-13; (c) 

DHMB-3+BHQ-1-TFO-13+Bt transgeneExperimental conditions: 

10 mM HAc-Ac- buffer (pH 5.0), 300 mM NaNO3, 100 nM 

DHMB-3, 400 nM (BHQ-1-TFO-13), 100 nM Bt transgene, 1.5 h 

of quenching (self-assembly) at 37 °C, 0.8 h of binding at 37 °C.

图3 DNA猝灭单链碱基组成和序列长度对三螺旋DNA荧光分子开关稳定性的影响

Fig. 3 Base composition and sequence length of BHQ-1-TFO on the stability of DTHFMS
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结合DTHFMS中的识别序列进而打开开关更加

困难。因此，1.5 h是最适宜猝灭时间。最后，本

文考察了Bt转基因与荧光分子开关的结合时间对

检测性能的影响。结果表明ΔF随着结合时间的

增加而增加，0.8 h后趋于平稳，因此，选择0.8 h作

为最佳结合时间。

2.3.3 检测性能 双修饰三螺旋DNA荧光开关

（DTHFMS）高灵敏检测玉米Bt转基因的检测性

能包括灵敏度、线性范围、特异性及实际样品分

析。本文通过改变Bt转基因的浓度来评估灵敏度

和线性范围。如图4所示，荧光强度与目标Bt转

基因浓度（0.1~6.0×104）pM的对数值成线性相关。

线性回归方程为ΔF=46.77lgC+199.16（C：nM，R2=

0.98），检测限（LOD）为 0.05 pM（LOD=3σ/S，σ为

线性斜率，S为5次空白样的检测值的标准偏差）。

本研究的检测限优于文献报道检测方法的检测

限［12-14］。详细比较见表2。本方法的高灵敏度归

因于构建的三螺旋DNA荧光分子开关通过双重

荧光共振能量转移能够保持较低的背景信号以及

双重荧光标记引起的双重信号放大。

通过比较相同实验条件不同 DNA 序列的

荧光强度来考察本方法的检测特异性，如图5所

示。三个随机位置的单碱基错配 DNA 序列

（SM-DNA-1、SM-DNA-2、SM-DNA-3）表现出相

似的荧光强度（2，3，4），并且与对照实验（1）的荧

光强度相比没有明显变化。此外，三碱基错配

DNA （TM-DNA）的荧光强度的变化（5）也可以

忽略不计。由于Bt转基因与DTHFMS中识别序

列的高效杂交，荧光强度（6）远高于存在碱基错

配的 DNA 的荧光强度。因此，本文提出的

DTHFMS对检测Bt转基因具有较高的特异性。

Bt转基因序列是转基因玉米种子中转基因

成分的特异性核酸片段。为了证明本文构建的

DTHFMS在实际样品中的应用前景，我们研究

了不同样品条件下的荧光强度，如图6所示。与

的对照实验（不含玉米种子，曲线a）相比，不含Bt

转基因的玉米种子（曲线 b）显示的荧光强度变

化可以忽略不计。而转基因玉米种子（Bt 801）

的荧光强度却大幅增加（曲线c）。根据上述线性

图4 荧光强度与Bt转基因浓度的关系

Fig. 4 Relationship between fluorescence intensity and 
Bt transgene concentration

表 2 Bt转基因检测方法性能比较

Table 2 Performance comparison of Bt transgene detection methods

检测方法

Detection method

SERS based on target triggered self-assembly of Au nanoparticles

SERS based on Au@Ag NRs and magnetic beads

Ratiometric fluorescence sensor based on silica coated supermagnetic nanoparticles 

and quantum dots

DTHFMS

检测限/pM

Detection limit

50

0.14

0.1

0.05

线性范围/pM

Liner range

（50~500）

（0.1~1.0×103）

（5~1.0×104）

（0.1~6.0×104）

参考文献

Reference

［13］

［14］

［15］

This work

图5 三螺旋DNA荧光分子开关的检测特异性

Fig. 5 Detection specificity of DTHFMS
注：1：对照（无DNA）；2：SM-DNA-1； 3：SM-DNA-2； 4：

SM-DNA-3； 5：TM-DNA； 6：Bt转基因。

Note: 1: Control (without DNA)；2:SM-DNA-1; 3: SM-DNA-

2; 4: SM-DNA-3; 5: TM-DNA; 6: Bt transgene.
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回归方程可以估算转基因玉米种子（Bt 801）中

Bt转基因浓度约为11 nM，与实时PCR试剂盒检

测的数据（8.5 nM）基本一致。此外，我们通过向

转基因玉米样品中添加了不同浓度的Bt转基因

进行回收率研究。结果如表 2所示。回收率在

98%~102.3%之间，相对标准偏差（RSD）在2.1%~

3.1%之间。以上结果充分证实了本文提出的新

型三螺旋荧光开关具有较强的实际应用前景。

3　讨 论

本文构建的三螺旋DNA荧光分子开关通过

双重荧光共振能量转移能够保持较低的背景信

号。新型荧光分子开关的设计思路是基于作者

前期的研究工作经验和文献报道［16-18］。更重要

的是本文详细考察了三螺旋DNA的稳定性的影

响因素及变化规律。结果表明T-AoT和C-GoC

三联体交替出现的三螺旋 DNA 具有适度稳定

性，可以用于构建高灵敏传感器，检测作物种子

中的特定基因，对于评估作物中存在的潜在风险

具有重要意义。与文献报道的Bt转基因检测方

法相比，DTHFMS具有以下特点：（1）高效的双

荧光共振能量转移（FRET）保证了较低的背

景信号。检测灵敏度优于文献报道检测方法。

（2）DTHFMS不涉及生物酶，操作过程简单，实

验条件温和。（3）DTHFMS设计方便，通用性良

好，通过改变相应的识别序列，可以构建一系列

用于检测其他特殊基因的检测探针。

4　结 论

本文构建了T-AoT和C-GoC三联体交替出现

的双修饰三螺旋DNA荧光分子开关（DTHFMS），

并将其用于转基因玉米种子中Bt转基因的灵敏检

测。通过探究检测性能的关键影响因素确定了最

优检测条件。检测结果令人满意，检测灵敏度为

0.05 pM，线性范围（0.1~6.0×104） pM。此外，本文

构建的DTHFMS不需要生物酶，操作程序简单，

实验条件温和。通过改变DTHFMS中相应的识

别序列，可以构建一系列用于检测其他特殊基因

的检测探针，具有较好的通用性。
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