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转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性实时
荧光 ＰＣＲ 检测方法的建立
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摘要: 【目的】建立转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性实时荧光聚合酶链反应(ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)检测方法ꎮ
【方法】利用实时荧光 ＰＣＲ 技术ꎬ根据转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性序列设计引物和探针ꎬ建立转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１
实时荧光 ＰＣＲ 检测方法ꎬ并测定本方法的灵敏度、特异性及可重复性ꎮ 【结果】 建立的检测方法特异于转基因棉花

ＭＯＮ８８７０１ 成分的检测ꎬ灵敏度测试表明其定量下限为 ３４ 拷贝ꎻ重复性试验显示其相对标准偏差在可接受范围内ꎮ 【结
论】本研究建立的转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性实时荧光 ＰＣＲ 检测方法具有良好的特异性和高灵敏度ꎬ适合对转基

因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系进行检测ꎮ
关键词: 转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ꎻ 品系特异性ꎻ 实时荧光 ＰＣＲ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: 【Ａｉｍ】 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ (ＧＭ) Ｒｏｕｎｄｕｐ Ｒｅａｄｙ ｃｏｔｔｏｎ ｅｖｅｎｔ
ＭＯＮ８８７０１ꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｎｏｔ ｂｅｅｎ ａｕｔｈｏｒｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｃｈｉｎａ. 【Ｍｅｔｈｏｄ】 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＭＯＮ８８７０１ ｅｖｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｔｈｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. 【Ｒｅｓｕｌｔ】 Ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＭＯＮ８８７０１.
Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＬＯＱ) ｗａｓ ３４ ｃｏｐｉｅｓ ＭＯＮ８８７０１ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ. Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｅｖｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ (ＲＳＤ) ｗａｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ａｃｃｅｐｔａｂｌｅ ｒａｎｇｅ. 【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】 Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｅｖｅｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ＭＯＮ８８７０１ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｄ ｉｓ ｓｕｉｔ￣
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　 　 棉花是一种富含蛋白质、油和料纤维的高附加

值经济作物ꎬ其含纤维素 ８７％~９０％ꎬ常作为纺织和

服装的一种重要原料(毕美超ꎬ２０１６)ꎮ ２０１８ 年我国

棉花种植面积为 ３３５.２３ 万 ｈｍ２ꎬ全国棉花总产量６０９.６
万 ｔ (国家统计局ꎬ２０１８)ꎬ２０１７ 年我国累计进口棉花

１１５.４８ 万 ｔꎬ比 ２０１６ 年增长 ２９％(搜棉网ꎬ２０１８)ꎮ
ＭＯＮ８８７０１ 是一种耐受麦草畏和草铵膦 ２ 种除

草剂的转基因棉花品系ꎬ 由孟山都公司研发ꎮ
ＭＯＮ８８７０１ 经由农杆菌介导 ＰＶ￣ＧＨＨＴ６９９７ 质粒转

入 Ｃｏｋｅｒ １３０ 棉花研发而成ꎬ其 Ｔ￣ＤＮＡ 含有 ｄｍｏ 基

因盒和 ｂａｒ 基因盒ꎬ分别编码麦草畏单加氧酶和膦

丝菌素 Ｎ￣乙酰转移酶ꎬ它们在转基因植株内均为 １
个拷贝ꎮ ＭＯＮ８８７０１ 最早于 ２０１３ 年在美国上市ꎬ目
前在巴西、澳大利、新西兰、加拿大、哥伦比亚等国

生物安全学报 ２０１９ꎬ ２８(３): ２２５－２２９
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家已经获得批准种植或允许用作食品、饲料原料ꎬ
但在我国尚未获得农业部批准ꎮ

２０１６ 年欧盟转基因食物与饲料基准实验室建

立了一种 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性的实时荧光聚合

酶链反应(ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)检测方法

(Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｕｎｉｏｎꎬ ２０１６ )ꎬ 但 目 前 国 内 尚 未 见

ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性检测方法的报道ꎮ 为打破

其他国家和地区设置的转基因产品贸易技术壁垒ꎬ
完善我国转基因产品品系识别及定量检测技术体

系ꎬ保护消费者对转基因产品的知情权ꎬ本研究基

于 ＭＯＮ８８７０１ ５′端邻接区序列ꎬ建立 ＭＯＮ８８７０１ 品

系特异性实时荧光 ＰＣＲ 检测方法ꎬ为相关部门监

管转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料、试剂与仪器

１.１.１　 供试材料　 转基因油菜 ＭＯＮ８８３０２、转基因

油菜 ＤＰ￣０７３４９６￣４、转基因棉花 ＭＯＮ８８９１３、转基因

大豆 Ａ２７０４￣１２、转基因大豆 ＧＴＳ ４０￣３０￣２、转基因玉

米 ＭＩＲ１６２、 转基因玉米 ＭＯＮ８１０、 转基因 玉 米

ＮＫ６０３、转基因玉米 ＢＴ１１、转基因甜菜 Ｈ７￣１、非转

基因大米和非转基因棉花新陆早 ５１ 号ꎮ 供试材料

为本实验室购置保存ꎻ棉花内源基因棉花乙醇脱氢

酶 Ｃ 基因(ＡｄｈＣ 基因) (Ｍａｚｚａｒａꎬｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)和转

基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性片段双基因阳性

质粒样品为本实验室构建ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 Ｐｒｉｍｅｘ Ｅｘ Ｔａｑ(２×) ｆｏｒ ｑＰＣＲ(大
连宝生物)ꎻＤＮＡ 提取试剂盒(北京天根公司)ꎻ终浓度

１０ μｍｏｌＬ－１的引物和探针工作液(闪晶生物公司)ꎮ
１.１.３ 　 主要仪器与设备 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

ＡＢＩ ７５００、ＡＢＩ ７５００ＦＡＳＴ (美国应用生物系统公

司)ꎻ微滴式数字 ＰＣＲ 系统 ＱＸ ２００ (美国伯乐公

司)ꎻ微量分光光度计 ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ｃ(美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司)ꎻ研磨机(德国 ＩＫＡ)ꎮ
１.２　 实验方法

１.２.１　 样品基因组 ＤＮＡ 的提取与纯化 　 称取 １００
ｍｇ 研磨好的样品ꎬ使用基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提

取样品中的基因组 ＤＮＡꎬ然后采用微量分光光度计

测定提取基因组 ＤＮＡ 的浓度ꎬ最后将已测定好浓

度的 ＤＮＡ 溶液置于－２０ ℃条件下备用ꎮ
１.２.２　 引物和探针设计　 根据相关基因数据库所

述转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系转入的基因盒 ５′端
与棉花基因组邻接区序列ꎬ设计引物和探针通过

Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件ꎮ 然后在 ＮＣＢＩ 网站上将设计好的

引物、探针通过 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ确定引物和探针的理论

特异性ꎻ用棉花内源基因 ＡｄｈＣ 对棉花来源样品

ＤＮＡ 进行检测ꎮ
１.２.３　 实时荧光 ＰＣＲ 反应体系退火温度及引物探

针配比的优化 　 采用宝生物酶系混合物推荐的引

物探针比ꎬ采用不同体积的引物探针进行优化ꎮ
Ａ 组的扩增反应体系为:２５ μＬꎬ包括 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ

ＴａｑＴＭ １２. ５ μＬꎬ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ ０. ２ μＬꎬ １０
μｍｏｌＬ－１检测引物 ＭＯＮ８８７０１￣Ｆ 和 ＭＯＮ８８７０１￣Ｒ 各

０.５ μＬꎬ１０ μｍｏｌＬ－１检测探针 ＭＯＮ８８７０１￣Ｐ １ μＬꎬ
３４０００ 拷贝μＬ－１ＤＮＡ 模板(转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１
品系基因组 ＤＮＡ)２ μＬ 和 ｄｄＨ２Ｏ ８.３ μＬꎮ

Ｂ 组的扩增反应体系为:２５ μＬꎬ包括 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ １２. ５ μＬꎬ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ ０. ２ μＬꎬ １０
μｍｏｌＬ－１检测引物 ＭＯＮ８８７０１￣Ｆ 和 ＭＯＮ８８７０１￣Ｒ 各

０.４ μＬꎬ１０ μｍｏｌＬ－１检测探针 ＭＯＮ８８７０１￣Ｐ ０.８ μＬꎬ
３４０００ 拷贝μＬ－１ＤＮＡ 模板(转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１
品系基因组 ＤＮＡ)２ μＬ 和 ｄｄＨ２Ｏ ８.７ μＬꎮ

Ｃ 组的扩增反应体系为:２５ μＬꎬ包括 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ １２. ５ μＬꎬ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ ０. ２ μＬꎬ １０
μｍｏｌＬ－１检测引物 ＭＯＮ８８７０１￣Ｆ 和 ＭＯＮ８８７０１￣Ｒ 各

０.２ μＬꎬ１０ μｍｏｌＬ－１检测探针 ＭＯＮ８８７０１￣Ｐ ０.４ μＬꎬ
３４０００ 拷贝μＬ－１ＤＮＡ 模板(转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１
品系基因组 ＤＮＡ)２ μＬ 和 ｄｄＨ２Ｏ ５.９ μＬꎮ

退火温度分别设置为 ５８、６０ ℃ꎬ反应程序为 ９５
℃ ３０ ｓꎬ９５ ℃ ５ ｓꎬ５８ ℃ ３４ ｓꎬ４０ 个循环ꎬ于 ５８、６０
℃分别收集荧光信号ꎮ
１.２.４　 实时荧光 ＰＣＲ 检测方法的特异性　 提取转

基因油菜 ＭＯＮ８８３０２、转基因油菜 ＤＰ￣０７３４９６￣４、转
基因棉花 ＭＯＮ８８９１３、转基因大豆 Ａ２７０４￣１２、转基

因大豆 ＧＴＳ ４０￣３０￣２、转基因玉米 ＭＯＮ８１０、转基因

玉米 ＢＴ１１、 转 基 因 玉 米 ＭＩＲ１６２、 转 基 因 玉 米

ＮＫ６０３、转基因甜菜 Ｈ７￣１、非转基因棉花的基因组

ＤＮＡ 为模板ꎬ阳性对照为 Ａｄｈｃ￣ＭＯＮ８８７０１ 质粒ꎬ阴
性对照为非转基因大米 ＤＮＡꎮ 通过己建立的转基

因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性实时荧光 ＰＣＲ 检测

方法进行扩增ꎬ 对该检测方法的特异性进行鉴定ꎮ
１.２.５　 实时荧光 ＰＣＲ 方法的灵敏度及标准曲线建

立　 将提取的 Ａｄｈｃ￣ＭＯＮ８８７０１ 质粒 ＤＮＡ 稀释后

用微滴数字 ＰＣＲ 进行定量ꎬ然后用 ＴＥ 缓冲液分别

稀释至 ３４００００、３４０００、１７０００、３４００、１７００、３４０、１７０、
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３４ 和 １７ 拷贝μＬ－１ꎬ进行线性范围测试、可重复性

测试和灵敏度检测ꎮ 上述 ９ 个浓度 ＤＮＡ 溶液进行

实时荧光 ＰＣＲ 扩增ꎬ每个浓度 ３ 个平行孔ꎮ
１.２. ６ 　 可重复性测试 　 对 １. ２. ５ 中倍比稀释的

ＤＮＡ 溶液ꎬ 测定本实验建立的方法的可重复性ꎬ
并统计分析其标准偏差、相对标准偏差ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 实时荧光 ＰＣＲ 检测方法的建立与优化

２.１.１　 ＰＣＲ 检测方法的建立与优化　 该实验设计

的多对引物和探 针ꎬ 是 通 过 分 析 转 基 因 棉 花

ＭＯＮ８８７０１ 品系转入的基因盒 ５′端与棉花基因组

邻接区序列(图 １)ꎬ然后分析引物与探针的反应效

率、扩增曲线和扩增效果ꎬ对引物和探针进行筛选ꎬ
最终选择 ＭＯＮ８８７０￣Ｆ / Ｒ / Ｐ 引物和探针建立转基因

棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性检测方法ꎬ序列见表 １ꎮ
２.１.２　 ＰＣＲ 反应体系退火温度及引物探针配比优

化　 退火温度为 ５８ ℃时(图 ２)ꎬ从左到右分别为

Ｂ、Ａ 和 Ｃ 组的扩增曲线ꎬ３ 组均扩增良好ꎬＢ 组 Ｃｔ
值最小ꎻ退火温度为 ６０ ℃时(图 ３)ꎬ从左到右分别

为 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 组的扩增曲线ꎬ３ 组均可有效扩增ꎬ但
Ｃｔ 值均比 ５８ ℃时稍高ꎬ所以基于经济性和扩增效

率ꎬ考虑选择 ５８ ℃作为退火温度、Ｂ 组引物探针配

比为本研究的扩增反应体系比较合适ꎮ

图 １　 ＭＯＮ８８７０１ 特异性序列
Ｆｉｇ.１　 Ｓｐｅｃｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭＯＮ８８７０１

阴影部分依次为 ＭＯＮ８８７０￣ＦꎬＭＯＮ８８７０ＲꎬＭＯＮ８８７０Ｐꎮ
Ｔｈｅ ｓｈａｄｅｄ ｐａｒｔｓ ａｒｅ ＭＯＮ８８７０￣Ｆꎬ ＭＯＮ８８７０Ｒꎬ ＭＯＮ８８７０Ｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

表 １　 实时荧光 ＰＣＲ 的引物、探针
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ

检测目标
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔ

引物 / 探针
Ｐｒｉｍｅｒｓ / ｐｒｏｂｅｓ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′) 产物长度

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ 来源 Ｓｏｕｒｃｅ

ＭＯＮ８８７０１ ＭＯＮ８８７０１￣Ｆ ＧＡＡＡＴＧＣＡＧＡＧＴＴＡＣＡＡＧＡＡＣＡＴＣＣ １５１ 本研究设计
品系特异性序列 ＭＯＮ８８７０１￣Ｒ ＴＧＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧＣＡＧＡＡＧＣＴＴＧ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ＭＯＮ８８７０１
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＭＯＮ８８７０１￣Ｐ ＦＡＭ￣ＣＣＡＡＡＧＣＣＣＧＧＧＣＴＴＡＡＴＴＡＡＧＧＣ￣ＢＨＱ１

ＡｄｈＣ 基因 Ａｄｈｃ￣Ｆ ＣＡＣＡＴＧＡＣＴＴＡＧＣＣＣＡＴＣＴＴＴＧＣ ７３ Ｍａｚｚａｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
ＡｄｈＣ ｇｅｎｅ Ａｄｈｃ￣Ｒ ＣＣＣＡＣＣＣＴＴＴＴＴＴＧＧＴＴＴＡＧＣ ２００７

Ａｄｈｃ￣Ｐ ＶＩＣ￣ＴＧＣＡＧＧＴＴＴＴＧＧＴＧＣＣＡＣＴＧＴＧＡＡＴＧ －ＢＨＱ１

图 ２　 退火温度为 ５８ ℃时的扩增图
Ｆｉｇ.２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ Ａꎬ Ｂ ａｎｄ Ｃ ｐｒｉｍｅ / ｐｒｏｂｅ

ｇｒｏｕｐ ａｔ ５８ ℃

图 ３　 退火温度为 ６０ ℃时的扩增图
Ｆｉｇ.３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ Ａꎬ Ｂ ａｎｄ Ｃ ｐｒｉｍｅ / ｐｒｏｂｅ

ｇｒｏｕｐ ａｔ ６０ ℃
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２.２　 特异性测试

采用 １.２.４ 中 １４ 种样品的 ＤＮＡ 测定本实验建

立的转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性检测方法

的特异性ꎬ 结果 (图 ４) 表明: 采用转基因棉花

ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性引物 ＭＯＮ８８７０１￣Ｆ / Ｒ 和探

针ＭＯＮ８８７０１￣Ｐ 进行实时荧光 ＰＣＲ 时ꎬ典型荧光扩

增曲线的只有阳性样品 Ａｄｈｃ￣ＭＯＮ８８７０１ꎬ无典型曲

线的均为其他农作物材料样品ꎬ说明本实验的检测

方法特异性良好ꎮ

图 ４　 ＭＯＮ８８７０１ 的特异性测试
Ｆｉｇ.４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ ｏｆ ＭＯＮ８８７０１

１:Ａｄｈｃ￣ＭＯＮ８８７０１ 阳性样品ꎻ２~１４:分别为转基因油菜 ＭＯＮ８８３０２、
转基因油菜 ＤＰ￣０７３４９６￣４、转基因棉花 ＭＯＮ８８９１３、转基因大豆

Ａ２７０４￣１２、转基因大豆 ＧＴＳ ４０￣３０￣２、转基因玉米 ＭＯＮ８１０、
转基因玉米 ＢＴ１１、转基因玉米 ＭＩＲ１６２、转基因玉米 ＮＫ６０３、
转基因甜菜 Ｈ７￣１、非转基因棉花、阴性对照和空白对照ꎮ

１: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ａｄｈｃ￣ＭＯＮ８８７０１ꎻ ２－１４: Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｒａｐｅｓｅｅｄ ＭＯＮ８８３０２ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒａｐｅｓｅｅｄ ＤＰ￣０７３４９６￣４ꎬ
ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｔｔｏｎ ＭＯＮ８８９１３ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｓｏｙｂｅａｎ
Ａ２７０４１２ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｓｏｙｂｅａｎ ＧＴＳ ４０￣３０￣２ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ

ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｒｎ ＭＯＮ８１０ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｒｎ ＢＴ１１ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｒｎ ＭＩＲ１６２ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｒｎ ＮＫ６０３ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｓｕｇａｒ ｂｅｅｔ Ｈ７￣１ꎬ ｎｏｎ￣ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｔｔｏｎꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

２.３　 灵敏度测试

将提取的 Ａｄｈｃ￣ＭＯＮ８８７０１ 质粒 ＤＮＡ 溶液分别

稀释至 ３４００００、３４０００、１７０００、３４００、１７００、３４０、１７０、３４
和 １７ 拷贝μＬ－１共 ９ 个浓度梯度进行检测(图 ５)ꎮ
９ 个浓度梯度均有典型扩增曲线ꎬ其最低检测拷贝数

为 ３４ 拷贝(２５ μＬ 反应体系上样量 ２ μＬ)ꎮ 扩增图

从左至右分别为 ３４００００~１７ 拷贝μＬ－１扩增曲线ꎮ
２.４　 制备标准曲线

利用 ２.３ 中 ９ 个浓度梯度 ＤＮＡ 作为模板ꎬ进行

转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系实时荧光 ＰＣＲ 检测ꎬ
建立转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性序列标准

曲线(图 ６)ꎬ以实现对转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系

的相对定量分析ꎮ 测试结果的 Ｃｔ 值如表 ２ 所示ꎬ
根据表 ２ 中的 Ｃｔ 值数据与在 ３４ ~ ６８００００ 拷贝(２５

μＬ 体系中上样量为 ２ μＬ)范围内 ９ 个浓度的对数

值与所得 Ｃｔ 值建立标准曲线如图 ６ 所示ꎬ线性回

归方程为ｙ＝ －３.４８ｘ＋ ３９.９１ꎬＲ２ ＝ ０.９９ꎬ扩增效率为

９４％( 介 于 ９０％ ~ １１０％)ꎬ 表 明 本 实 验 建 立 的

ＭＯＮ８８７０１ 品系特异性实时荧光 ＰＣＲ 检测方法在

模板量 ３４~６８００００ 拷贝范围内线性相关性良好ꎬ扩
增效率高ꎬ符合 ＥＮＧＬ(ｅｕｒｏｐｅａｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｇｍｏ ｌａ￣
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ)相关要求(Ｇｒｌ￣ｇｍｆｆꎬ２００９)ꎻ在模板量为

３４~６８００００ 拷贝的线性范围内ꎬ其 Ｃｔ 值的 ＳＤ 介于

０.２２~０.６２ꎬＲＳＤ 介于 ０.７８％~２.９０％ꎬ表明在线性范

围内最低模板量 ３４ 拷贝时ꎬ其 ＳＤ 和 ＲＳＤ 均小于

２５％ꎬ所以确定本实验的定量检测下限为 ３４ 拷贝ꎮ

图 ５　 ＭＯＮ８８７０１ 的灵敏度测试
Ｆｉｇ.５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ＭＯＮ８８７０１

图 ６　 ＭＯＮ８８７０１ 实时荧光 ＰＣＲ 标准曲线
Ｆｉｇ.６　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＭＯＮ８８７０１

３　 讨论
为保证转基因产品标签制度顺利实施ꎬ需要建

立准确、稳定的检测方法来对转基因作物进行有效

鉴别(刘二龙等ꎬ２０１５)ꎮ 目前各国均研究和发展了

一些基于不同技术平台的转基因检测方法ꎬ其中以

基于核酸基础上的 ＰＣＲ 方法为主流(吴永彬等ꎬ
２０１１)ꎮ 品系特异性实时荧光 ＰＣＲ 能对外源基因插
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入受体基因组位点的唯一性特征来设计引物探针进

行检测(Ｋｌｕｇａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎬ具有特异、快速、高灵敏

性和高能量等特点(Ａｎｋｌａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎬ因此是目

前被广泛认可和采用的一种检测方法ꎮ 目前已有多

种转基因作物品系建立了实时荧光 ＰＣＲ 方法ꎬ如转

Ｂｔ 基因大米(吴孝横等ꎬ２００９)、转基因玉米 Ｂｔ１７６(李
葱葱等ꎬ２００７)、转基因大豆(吴影等ꎬ２００７)等ꎮ

表 ２　 实时荧光 ＰＣＲ 方法的灵敏度及可重复性测试
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

ＤＮＡ 模板量
Ｔｅｍｐｌａｔｅ / ｃｏｐｉｅｓ

Ｃｔ 值 Ｃｔ ｖａｌｕｅ
１ ２ ３

Ｃｔ 平均值
Ｃｔ ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ＳＤ ＲＳＤ / ％

６８００００ ２０.３８ ２０.９３ １９.７５ ２０.３５ ０.５９ ２.９０
６８０００ ２３.２６ ２３.６１ ２４.００ ２３.６２ ０.３７ １.５７
３４０００ ２４.８２ ２４.３１ ２４.７１ ２４.６１ ０.２７ １.０９
６８００ ２６.７３ ２７.０３ ２５.９０ ２６.５５ ０.５９ ２.２０
３４００ ２７.５２ ２７.８４ ２７.９３ ２７.７６ ０.２２ ０.７８
６８０ ２９.８９ ３１.００ ３０.７３ ３０.５４ ０.５８ １.９０
３４０ ３１.３７ ３２.４３ ３２.１９ ３２.００ ０.５６ １.７４
６８ ３４.７６ ３４.６９ ３４.０２ ３４.４９ ０.４１ １.１８
３４ ３５.１３ ３５.８７ ３６.３６ ３５.７９ ０.６２ １.７３

　 　 本研究针对转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系转入

的基因盒 ５′端与棉花基因组邻接区序列来设计检

测引物和探针ꎬ建立转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 品系特

异性实时荧光 ＰＣＲ 检测方法ꎬ最低定量检测下限

为 ３４ 拷贝ꎬ 其扩增效率为 ９４％ (介于 ９０％ ~
１１０％)ꎬ重复性实验的 ＳＤ 和 ＲＳＤ 均符合 ＥＮＧＬ 要

求ꎬ表明该方法具有良好的特异性、高灵敏度和稳

定性强的优点ꎬ可应用于进出境口岸、农产品监管

中转基因棉花 ＭＯＮ８８７０１ 的检测ꎮ
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