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本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由合肥神笔生物科技有限公司提出。
本文件由中国商品学会归口。
本文件起草单位：合肥神笔生物科技有限公司。
本文件主要起草人：。
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自发光植物培育工艺技术规范
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[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了自发光植物培育工艺的试验试剂、仪器设备及耗材、培育工艺技术流程、安全评估、隔离措施、应急措施、监督评估。
本文件适用于利用转基因技术培育以 Hisps、Cph、H3h、Luz 基因为基础的自发光植物。
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本文件没有规范性引用文件。
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下列术语和定义适用于本文件。
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自发光植物 Self - luminous plants
通过基因工程手段，将特定的发光基因导入植物基因组，使其在无需外源添加发光底物的情况下，能在黑暗环境中自发产生可见荧光的植物。

载体 vector
用于携带目的基因进入植物细胞的工具，如双元表达载体 pCAMBIA2300，其包含启动子、终止子、抗性基因和多克隆位点等元件。

目的基因 target gene
用于构建自发光植物的 Hisps、Cph、H3h、Luz 基因，来源于南比新假革耳，在真菌生物发光系统中参与荧光素合成与发光过程。
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试剂
试验试剂包括：
物激素类：IAA、GA3、IBA、6-BA、2,4-D、KT、NAA、CK等；
抗生素类：硫酸卡那霉素、利福平、头孢霉素、羧苄青霉素、除草剂Bar、氨苄青霉素钠等；
培养基：固体MS（不含蔗糖和琼脂）、蔗糖、琼脂、植物凝胶、葡萄糖、活性炭、酵母提取物、胰蛋白胨（OXOID）、氯化钠等；
其它药剂：噻苯隆、次氯酸钠、乙酰丁香酮、氢氧化钠、盐酸、无水乙醇、过氧化氢、二甲基亚砜、丙三醇等。
试剂盒
植物总 RNA 抽提纯化试剂盒、琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒、反转录试剂盒、质粒小提试剂盒等。
菌株及引物
大肠杆菌 DH5α、农杆菌 LBA4404、Hisps、Cph、H3h、Luz 克隆引物、pCAMBIA2300 载体、CaMV35S扩增引物。



仪器设备
万分之一电子天平、恒温水浴锅、冰箱、PCR仪、电泳仪、凝胶成像仪、灭菌锅、超净工作台、核酸蛋白测定仪、光照培养箱、NanoDrop2000 分光光度计、涡旋振荡仪、恒温摇床、紫外分光光度计、pH计、超低温冰箱、小型高速离心机、高速离心机、磁力搅拌器、制冰机、超纯水机等。
耗材
组培瓶、不同规格一次性培养皿、玻璃培养皿、封口膜、皮筋、无纺布、烧杯、量筒、玻璃棒、涂布棒、称量纸、滤纸、镊子、剪刀、酒精灯、不同规格离心管、不同规格锥形瓶、广口瓶、喷壶、离心管架等。
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目的基因克隆
以目的基因片段 mRNA 为模板，利用反转录试剂盒合成 cDNA 第一链，特异性引物引导DNA聚合酶在体外快速复制特定的DNA片段合成新的 DNA 链。在基因克隆过程中确保目的基因序列的完整性和准确性，辅助元件和抗性基因筛选满足高效表达的基本要求。
载体构建
原则
构建载体要遵循分子生物学基本原则，确保基因插入位点的正确性；同时选择适当的筛选标记，满足后续遗传转化和阳性鉴定；在构建载体时应进行质粒纯化和验证阶段。
目的片段的连接与转化
使用限制酶对载体进行双酶切，将胶回收的目的基因片段通过同源重组法连接到经过双酶切的载体上，将连接产物转化至 DH5α 大肠杆菌感受态中，并挑取单菌落进行 PCR 鉴定，选取片段大小正确的单克隆菌落进行摇菌，后将该菌液送至通用生物公司测序。
重组质粒的提取
将测序结果正确的 200 µl 菌液置于 40 ml 含有卡那霉素抗性（Kan）的 LB 液体培养基中 37 ℃摇床过夜培养，按质粒 DNA 小提试剂盒说明书提取质粒，并使用浓度仪检测其浓度和纯度。
重组质粒转化农杆菌
选取浓度和纯度高的质粒，按说明书将质粒转化至 LBA4404 农杆菌感受态中，挑取单菌落进行 PCR 鉴定，鉴定单克隆菌落条带大小正确的菌落进行测序验证，测序结果正确的菌落即为阳性重组质粒。
植物组培体系建立
选取不同观赏植物的茎、叶、花等器官作为外植体，采用 70%～75% 酒精消毒、灭菌水冲洗、0.1% 次氯酸钠或 0.1% 生汞处理、无菌水冲洗的脱毒方法。脱毒后的外植体接种于不同培养基，通过正交试验建立组培苗再生体系，获取无菌组培苗。
自发光植物遗传转化
菌种活化
将含质粒的农杆菌 LBA4404 在 LB 固体培养基（含 50 mg/L Km 和 50 mg/L Rif）划线或均匀涂抹后，28 ℃ 培养 2 d。
用枪头或圆头牙签挑取平板上生长良好的单克隆菌落，放入 50 mL 液体 LB（含 50 mg/L Km 和 50 mg/L Rif）培养基中，28 ℃、220 rpm 在摇床中振荡培养至 OD 600 值 0.4～0.8。
常温下，5 000 rmp 离心 8 min 后倒掉上清液，在无菌滤纸上倒扣离心管，将上清液去除。
用MS液体将菌液的沉淀悬浮，悬浮后活化培养 1 h。

农杆菌介导法遗传转化
以无菌组培苗为受体，预培养后放入农杆菌侵染液侵染 10～20 min，接种于共培养培养基 2～3 d，再转接至筛选培养基，使伤口与培养基充分接触，光照培养，间隔 15～25 d 更换一次培养基，长出再生苗后壮苗生根。组培苗及侵染条件为 25 ℃±2 ℃，pH 5.8～6.2，光照强度 800～1 200 lx，光照周期 16 h 光照 8 h 黑暗。
阳性克隆鉴定
对侵染后的再生苗单株取样，采用 CTAB 法提取转基因植株叶片的 DNA，通过 PCR 检测和表型鉴定筛选阳性转基因植株。阳性植株收获后种植得 T1 代，以此类推获得 T2 代纯系植株，同时进行分子检测验证目标基因整合与表达。
培养与再生
根据培养阶段和材料种类优化培养基，对再生转基因植株继代扩繁，严格控制培养条件，保障植株正常生长。
遗传稳定性检测
对再生植株组培苗进行分子检测、发光强度定量分析和多代遗传稳定性检测，评估目标基因的稳定遗传情况。
田间试验及质量控制
转基因材料用专用种子袋和穴盘包装，标签明确。
选择肥沃、排水好、无污染土地作为试验区，人工点播种植。
生长期间统一科学管理，定点定量施肥浇水，防虫防病，剔除弱苗。4 月下旬用乐果防治蚜虫。
收获时人工统一收获，种子冷库保存，残留部分整地做堆肥。试验遵循法规标准，评价植株性状和环境适应性，统计分析试验数据。
功能鉴定
阳性植株应具备自发光特性，在夜晚自发荧光，具备较高观赏和经济价值。
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转基因植物安全性评价
目的基因表达无特异性，所用启动子和终止子通用，载体无致病性。
转基因植物遗传性状稳定，与受体植物相比，适应性、致病性等特征未改变，对生态系统无影响，不改变土壤微生物群落，可以确保生态系统的稳定与可持续性。
本试验转基因植物不应对生态系统产生影响，不改变土壤微生物群落。 
对转基因植株的生长状况、发光时长、发光强度等多项指标进行评估，确保与非转基因植株在安全性能上无显著差异，确保对人体健康无潜在风险。
应遵循相关规定，进行自发光转基因植物的申报、审批流程。
通过公开透明的监督评估过程，增加公众对转基因植物的了解，提高其对转基因技术的信任度。
实验室安全
仪器设备安全
实验室应防火防爆、规范使用酒精灯、保障用电安全、远离火源及电源、保持消防通道畅通、定期检验仪器、规范操作高温、高速旋转设备。高速旋转仪器设备应保证配平，通风柜使用前应进行检查，在距离通风柜内至少 15 cm 的地方进行作。应注意无菌操作间和紫外灯使用安全。


 药品试剂安全
防毒：实验前应了解药品毒性及防护措施；在通风橱内进行有毒气体操作；剧毒药品应妥善保管，避免与皮肤接触。
防爆：使用可燃性气体时，应防止气体逸出，避免明火，室内通风应良好；部分药品受震和受热易引起爆炸，应小心使用；不应将强氧化剂和强还原剂存放一起；进行容易引起爆炸的实验，应有防爆措施。
防火：有机溶剂使用时避免明火、电火花和静电放电，应及时回收处理，防止自燃。部分物质在空气中易氧化自燃，应隔绝空气保存。
防灼伤：强酸、强碱、强氧化剂、冰醋酸等会腐蚀皮肤，液氧、液氮等低温会灼伤皮肤，不应随意混合、加热。
试验地安全监控
环境监控
温度与湿度监控：使用温湿度传感器对试验地的温度和湿度进行实时监测。根据研究需求设定适宜的温湿度范围，并确保环境控制系统能够稳定维持这些条件。
光照监控：使用光照传感器测量试验地的光照强度和光照周期。根据植物的生长需求和研究目的，调整光照条件以提供最佳的光照环境。
空气质量监控：使用空气悬浮微生物采样器或空气质量检测仪对试验地的空气质量进行监测。定期检测空气中的微生物数量、尘埃颗粒和其他污染物，确保空气质量符合研究要求。
植物生长监测
生长状态监测：定期检查作物的生长状态，包括株高、叶面积、生长速度等指标。使用专业的生长监测仪器进行精确测量，并记录数据以便后续分析。
病虫害监控：定期检查作物是否受到病虫害的侵害。使用病虫害监测工具和方法进行早期预警和防治。
转基因作物监控：对转基因作物的生长和表达情况进行定期检测。使用基因检测技术监测转基因作物的遗传稳定性和表达效率。
数据记录与分析
实验记录：在实验过程中详细记录实验操作步骤、试剂使用情况、仪器参数等。确保实验记录的可追溯性和结果可复现性。
数据记录：建立完善的试验数据记录系统，详细记录试验过程中的各项数据。
数据分析：使用专业的数据分析软件对收集到的数据进行处理和统计分析，包括温湿度、光照、空气质量等环境数据以及作物生长和转基因表达数据。根据分析结果调整实验条件或优化研究方法，以得出准确的结论。
安全监控
安装安全监控摄像头，对试验地进行全方位、全天候的监控。配备报警系统，当发生异常情况时，能够立即发出警报并采取相应的应急措施。试验地的监控年限属于试验全年间不间断无死角监控。
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物理隔离
在试验地周围设置围栏或围墙，入口设置门禁系统，设置明显的警示标志，设置隔离种植带隔栏带。
生物隔离
对进出试验区域的人员、设备和物品进行消毒处理；采取防虫防鼠措施，设置防虫网、使用灭鼠药等，以防止昆虫和鼠类等动物进入试验区域；对于植物试验，采取隔离种植措施，如设置隔离带、使用无菌土壤等，以防止病原体或有害微生物的传播。
信息隔离
应对试验过程中产生的数据进行保密；对试验区域内的信息进行实时监控，及时发现并处理异常活动或潜在的安全风险。
其他措施
对试验区域内的环境进行严格控制，如温度、湿度、光照等，以确保试验条件的稳定性和一致性。
定期对试验区域进行安全巡查，检查围栏、门禁系统、警示标志等是否完好有效，及时发现并处理安全隐患。
制定应急预案，针对可能出现的突发事件或紧急情况，如火灾、泄露等，进行及时有效的应对。
试验地的隔离措施应综合考虑物理、生物、信息等多个方面，以确保试验结果的准确性和安全性。同时，这些措施应根据试验的具体需求和实际情况进行灵活调整和优化。
试验地周围留有边界标记，设立警示牌和空白隔离带；明确试验区监控人员，并配备紧急联系方式。
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人员安全监控
对进入试验地的人员进行健康监测，如体温检测、手部消毒等，确保人员遵守无菌操作规范，防止交叉污染；对于人身安全问题，制定详细的应急预案，包括人员疏散、设备关闭、报警求助等步骤；定期进行应急演练，提高员工的应急处理能力和安全意识。
环境异常处理
当环境参数超出设定范围时，立即启动应急处理机制。调整环境控制系统以恢复适宜的环境条件，并记录异常情况以便后续分析。
生物安全事件处理
在发生生物安全事件时，如微生物泄漏或人员感染，立即启动应急预案。采取必要的隔离、消毒和救治措施，防止事件扩大和扩散。
其他安全措施
试验结束后，由试验区负责人观察调查，铲除收获后残留材料，一年时间内该地区不再种植非转基因材料，第二年继续检查，如发现有残留转基因材料，及时清理，并做相应记录。如遇到意外释放应立即回收并销毁意外释放的转基因植株材料，如遇到无法回收情况则对意外释放的地点进行标记并进行监控，以铲除或销毁转基因植株材料。
[bookmark: _Toc190956351][bookmark: _Toc190956467]监督评估
风险评估
在转基因植物商业化之前，进行全面的风险评估，包括植物安全性评估、生物安全评估、环境影响评估、人员安全评估等。
标签制度
实施转基因品种标签制度，让消费者了解产品是否含有转基因成分，以便自主选择。
监管机构
建立专门的转基因植物监管机构，负责监督评估工作的实施，确保评估过程的公正性与科学性。


合作监督
加强企业间在转基因植物监督评估方面的合作，共享信息、交流经验，提高宽范围内的监管水平。
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