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转基因抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１
精准定量检测方法的建立
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摘要: 【目的】抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１ 是孟山都远东有限公司利用农杆菌介导方法研发的玉米转

化体ꎬ已获得我国进口用作加工原料的农业转基因生物安全证书ꎮ 为满足生物安全监管的要求ꎬ亟需建

立该转化体的定量检测方法ꎮ 【方法】根据抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１ 的两端旁侧序列信息设计引物

和 Ｔａｑｍａｎ 探针ꎬ进行引物筛选、特异性检测、ＰＣＲ 体系优化、标准曲线建立、正确度及精密度检测、检出

限及定量限测试、微滴数字 ＰＣＲ 方法验证等ꎮ 【结果】该方法能特异、定量地检测出抗虫耐除草剂玉米

ＭＯＮ８７４１１ 转化体成分ꎬ检出限低至 １０ 拷贝ꎬ定量限为 ４０ 拷贝ꎮ 对测试样品定值准确ꎬ经微滴数字 ＰＣＲ
方法验证结果一致ꎮ 【结论】本方法为该新品种转基因玉米品系的精准定量提供了一种新的检测方法ꎬ为生物安全监管提

供了有效的技术支撑ꎮ
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　 　 自 １９９６ 年转基因作物商业化种植以来ꎬ全球

种植面积已达 １.９ 亿 ｈｍ２ꎮ 转基因玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.
作为主要的转基因作物之一ꎬ仅 ２０１９ 年种植面积

就达到 ６０９０ 万 ｈｍ２ꎬ种植面积占全球玉米种植总面

积的 ３１％ (国际农业生物技术应用服务组织ꎬ
２０２１)ꎮ 随着转基因作物及其产品的不断推广和应

用ꎬ转基因作物及其衍生食品的安全性问题引起了

社会的强烈关注(徐若梅ꎬ２０１８)ꎬ全球已有 ７１ 个国

家或地区相继对转基因产品进行了强制标识管理ꎬ
如韩国和日本分别将转基因成分的标识阈值定为

３.０％和 ５.０％ꎬ欧盟仅为 ０.９％ꎮ 我国也颁布了«农
业转基因生物标识管理办法»ꎬ对转基因生物实行

标识管理制度(Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
转基因成分标识是基于转基因成分含量的精

准定量检测ꎮ 国际上检测转基因的主要方法是基

于核酸水平的 ＰＣＲ 检测ꎬ而实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)技术是目前应用最为广泛的技术

之一(雷展等ꎬ２０２１ꎻ Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 该技术是

在 ＰＣＲ 反应体系中加入荧光基团ꎬ利用荧光信号

积累实时监测整个 ＰＣＲ 进程ꎬ根据已知浓度标准

的 Ｃｔ 值与其浓度对数呈负线性相关的原理ꎬ建立

标准曲线ꎬ然后对目标基因进行定量分析ꎬ具有灵

敏度高、特异性强、自动化程度高、实时、准确等特

点ꎮ 微滴式数字 ＰＣＲ ( ｄｒｏｐｌｅｔ￣ｂａｓｅｄ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎬ
ｄｄＰＣＲ)是新兴的一项核酸检测定量技术ꎬ该技术

不依赖任何校准物ꎬ无需构建标准曲线ꎬ以形成大

量油包水微滴的形式对核酸进行成千上万倍稀释ꎬ
然后以每个小微滴为独立的反应单元进行 ＰＣＲ 反

应ꎬ最后利用泊松分布原理ꎬ实现对核酸检测的绝

对定量ꎮ 该方法操作简便、快速高效、准确性高、重
复性好ꎬ也成为转基因成分含量精准检测的定量方

法之一(斯能武等ꎬ２０２１)ꎮ
抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１ 是孟山都远东

有限公司利用农杆菌介导的方法研发的抗虫耐除

草剂玉米转化体ꎬ该转化体能耐受草甘膦除草剂ꎬ
还具有防控玉米根虫的性状ꎮ ２０１４ 年澳新食品标

准 局 ( Ｆｏｏｄ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ａｕｓｔｒａｌｉａ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄꎬ
ＦＳＡＮＺ)批准孟山都转基因玉米 ＭＯＮ８７４１１ 用于食

品ꎬ２０１５ 年美国最终审批ꎮ 该转化体已获得进口用

作加工原料的农业转基因生物安全证书ꎬ具有良好

的产业化前景ꎮ 在国际上ꎬ欧盟已经发布了针对该

转化体的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测标准 ( ＥＮＧＬꎬ
２０１６)ꎬ但该标准在国内尚未得到确认ꎮ 我国也没

有相 关 的 国 家 标 准ꎮ 刘 二 龙 等 ( ２０１７ ) 针 对

ＭＯＮ８７４１１ 转化体插入序列 ５′端与玉米基因组邻

接区序列设计引物和探针ꎬ建立了该转化体特异性

实时荧光定性定量 ＰＣＲ 检测方法ꎮ 本研究拓展了

转基因玉米 ＭＯＮ８７４１１ 转化体的定量检测方法ꎬ以
转化体插入序列 ３′端与玉米基因组邻接区序列设

计引物和探针ꎬ建立了一种新的定量检测方法ꎬ以
期为我国转基因玉米的安全监管提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料

１.１.１　 样品　 抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１、非转

基因受体玉米 ＬＨ２４４ꎬ由孟山都远东有限公司提

供ꎻ特异性测试样品中ꎬ其他转基因玉米、大豆 Ｇｌｙ￣
ｃｉｎｅ ｍａｘ ( Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.、水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.、油菜

Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ.和棉花 Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｓｐｐ.及非转基

因样品均由本实验室长期保存ꎮ 转基因作物混合

样品混合比例见表 １ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 高效植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒购于天根生化科技(北京)有限公司ꎻＴａｑＭａｎＴＭ

Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购于赛默飞世尔科技

(中国)有限公司ꎻ２×ｄｄＰＣＲ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ｆｏｒ ｐｒｏｂｅｓ 预

混液ꎬ购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ引物和探针由上海生

工生物公司合成ꎻ其余试剂均为国产分析纯ꎮ
１.１.３　 主要仪器设备 　 台式冷冻离心机(Ｅｐｐｅｎ￣
ｄｏｒｆꎬ 美 国 ) Ｑ５０００ 超 微 量 紫 外 分 光 光 度 计

(Ｑｕａｗｅｌｌꎬ美国)、Ｃ１０００ 型梯度 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ
美国)、ＣＦＸ ９６ 实时荧光分析仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)、
ＱＸ￣１００ 微滴数字 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 基因组 ＤＮＡ 提取 　 将抗虫耐除草剂玉米

ＭＯＮ８７４１１ 及其受体种子单株育苗ꎬ用天根高效植

物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡꎮ 转基

因玉米混合样、转基因大豆混合样、转基因油菜混

合样、转基因水稻混合样、转基因棉花混合样、非转

基因大豆、非转基因玉米、非转基因棉花、非转基因

油菜、非转基因水稻取 １００ ｍｇ 粉末样品ꎬ按照植物

基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒操作说明书操作ꎮ 超微量

紫外分光光度计测定 ＤＮＡ 质量和浓度ꎬ用去离子

水将 ＤＮＡ 溶液稀释至 ２５ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎮ
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表 １　 转基因混合样品组分
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅ

样品 Ｓａｍｐｌｅ 组分 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ 混合方式 Ｍｉｘｅｄ ｍｏｄｅ

转基因玉米混合物
Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｒｎ ｍｉｘｔｕｒｅ

Ｂｔ１１、 Ｂｔ１７６、 ＭＯＮ８１０、 ＭＯＮ８６３、 ＧＡ２１、 ＮＫ６０３、
Ｔ２５、 ＴＣ１５０７、 ＭＯＮ８９０３４、 ＭＯＮ８８０１７、 ５９１２２、
ＭＩＲ６０４、３２７２、ＭＯＮ８７４６０、ＭＩＲ１６２、ＤＡＳ４０２７８￣９、
４１１４、ＭＯＮ８７４２７、５３０７

每种转化体含量为 １％ꎬ以非转基因玉米为填充物
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ｗａｓ １％ ａｎｄ ｎｏｎ￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍａｉｚｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｆｉｌｌｅｒ

转基因大豆混合物
Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｉｘｔｕｒｅ

ＧＴＳ４０￣３￣２、 ＭＯＮ８９７８８、 Ａ５５４７￣１２７、 Ａ２７０４￣１２、
３５６０４３、 ３０５４２３、 ＣＶ１２７、 ＭＯＮ８７７０１、 ＭＯＮ８７７０８、
ＭＯＮ８７７６９、 ＭＯＮ８７７０５、 ＦＧ７２、 ＤＡＳ６８４１６￣４、
ＳＨＺＤ３２￣１

每种转化体含量为 １％ꎬ以非转基因大豆为填充物
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ｗａｓ １％ ａｎｄ ｎｏｎ￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｆｉｌｌｅｒ

转基因水稻混合物
Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒｉｃｅ ｍｉｘｔｕｒｅ

ＴＴ５１￣１、 ＫＦ￣６、 ＫＭＤ￣１、 Ｍ１２、 ＫＦ￣８、 ＫＦ￣２、 Ｇ６Ｈ１、
Ｔ１Ｃ￣１９

每种转化体含量为 １％ꎬ以非转基因水稻为填充物
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ｗａｓ １％ ａｎｄ ｎｏｎ￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｆｉｌｌｅｒ

转基因油菜混合物
Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒａｐｅ ｍｉｘｔｕｒｅ

ＭＳ１、ＭＳ８、ＲＦ１、ＲＦ２、ＲＦ３、Ｔ４５、Ｏｘｙ￣２３５、Ｔｏｐａｓ１９ /
２、ＭＯＮ８８３０２、７３４９６

每种转化体含量为 １％ꎬ以非转基因油菜为填充物
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ｗａｓ １％ꎬ ａｎｄ ｎｏｎ￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｆｉｌｌｅｒ

转基因棉花混合物
Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｔｔｏｎ ｍｉｘｔｕｒｅ

ＭＯＮ１４４５、 ＭＯＮ５３１、 ＭＯＮ１５９８５、 ＬＬＣＯＴＴＯＮ２５、
ＭＯＮ８８９１３、ＧＨＢ６１４、ＣＯＴ１０２

每种转化体含量为 １％ꎬ以非转基因棉花为填充物
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ｗａｓ １％ ａｎｄ ｎｏｎ￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｔｔｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｆｉｌｌｅｒ

１.２.２　 引物和探针的设计　 本研究以外源插入序

列与玉米基因组连接区域的转化体特异性序列为

靶标ꎬ应用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３.０ 设计引物探针ꎬ共设

计 ８ 对引物组合ꎬ同时将转化体研发者提供的引物

探针组合(３′￣３)引入试验进行对比(表 ２、３)ꎮ 引物

筛选以 ｚＳＳＩＩｂ 为内标准基因ꎬ以 １０％的 ＭＯＮ８７４１１
基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用实时荧光 ＰＣＲ 扩增体系

[ＤＮＡ 模板 ２. ０ μＬꎬ ２ × ＴａｑＭａｎＴＭ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ １２.５ μＬꎬ上、下游引物 (１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
各 １.０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１探针 ０.５ μＬꎬ补充 ｄｄＨ２Ｏ
至 ２５.０ μＬ]和反应程序(９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎꎬ １ 个

循环ꎻ ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ ４０ 个循环)
进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ每个反应设置 ３ 个平行 ３ 次重复ꎮ

表 ２　 ＭＯＮ８７４１１ 实时荧光 ＰＣＲ 检测备选引物和探针
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＯＮ８７４１１

５′端引物和探针
５′￣ｅｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ

序列(５′—３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′—３′)

３′端引物和探针
３′￣ｅｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ

序列(５′—３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′—３′)

ＭＯＮ８７４１１￣５￣Ｑ ＣＣＧＧＧＡＡＡＴ ＣＴＡＣＡＴＧＧＡＴＣ ＭＯＮ８７４１１￣３￣２Ｑ ＣＧＧＣＣＧＣＧ ＴＴＴＡＡＡＣＴＡＴ
ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｆ￣２ ＧＧＣＡＡ ＡＡＣＡＣＴＡＡＴＧ ＡＡＴＡＧＴＴＡＡＧ ＭＯＮ８７４１１￣３￣１Ｆ ＴＧ ＴＡＡＣＡＧＡＡＡＡ ＣＡＣＣＡＴＣ
ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｆ￣３ ＧＧＣＡＡＡＡＣＡＣＴＡＡＴＧ ＡＡＴＡＧ ＭＯＮ８７４１１￣３￣１Ｒ ＴＧＣＡＡＣＡＡＡＧＴＧＡＡＣＡＣＣＡＧ
ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｒ ＧＣＴＧＣＧＧＡＣＡＴＣＴＡＣＡＴＴＴＴ ＭＯＮ８７４１１￣３￣２Ｒ ＡＡＧＴＧＡＡＣＴＡＧＴＴＣＴＡＧＧＧＴＡＧ
ＭＯＮ８７４１１￣５￣２Ｒ ＡＡＴＡＡＣＧＣＴＧＣＧＧＡＣＡＴＣＴ
ＭＯＮ８７４１１￣５￣３Ｒ ＣＴＣＣＡＴＡＴＴＧＡＣＣＡＴＣＡＴＡＣＴＣ

表 ３　 ＭＯＮ８７４１１ 实时荧光 ＰＣＲ 检测备选引物探针组合
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＯＮ８７４１１

序号
Ｎｕｍｂｅｒｓ

上游引物
Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ

下游引物
Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物探针组合
Ｐｒｉｍｅｒ / ｐｒｏｂｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

片段长度
Ｓｅｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

５′￣１ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｆ￣２ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｒ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣Ｑ １４１
５′￣２ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｆ￣２ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣２Ｒ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣Ｑ １４６
５′￣３ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｆ￣２ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣３Ｒ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣Ｑ ８４
５′￣４ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｆ￣３ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｒ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣Ｑ １４１
５′￣５ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｆ￣３ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣２Ｒ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣Ｑ １４６
５′￣６ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣１Ｆ￣３ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣３Ｒ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣５￣Ｑ ８４
３′￣１ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣３￣１Ｆ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣３￣１Ｒ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣３￣２Ｑ １４６
３′￣２ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣３￣１Ｆ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣３￣２Ｒ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣３￣２Ｑ １０３
３′￣３ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣ＱＦ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣ＱＲ 　 　 ＭＯＮ８７４１１￣ＱＰ １０９

１.２.３　 特异性测试　 以去离子水作为空白对照模

板ꎬ以受体玉米 ＤＮＡ 作为阴性对照模板ꎬ采用通用

实时荧光 ＰＣＲ 扩增体系和程序进行扩增ꎬ每个反

应设置 ３ 个平行重复ꎮ
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１.２.４　 引物与探针浓度的确定 　 为了获得最优的

引物和探针反应浓度ꎬ试验设置 ０.１、０.２、０.３、０.４、
０.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１共 ５ 个探针浓度ꎬ对应的引物浓度为

探针浓度的 ２ 倍ꎮ 以 １０％ 的 ＭＯＮ８７４１１ 基因组

ＤＮＡ 为模板ꎬ通用实时荧光 ＰＣＲ 体系和程序进行

扩增ꎬ通过扩增曲线和 Ｃｔ 值筛选最优组合ꎮ
１.２.５　 标准曲线的建立　 以 １.２.１ 提取的抗虫耐除

草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１(经传统 ＰＣＲ 方法鉴定为杂合

子)及其受体植株叶片基因组 ＤＮＡ 作为标准品ꎮ
用去离子水将基因组 ＤＮＡ 溶液稀释至 １００ ｎｇ􀅰
μＬ－１ꎬ用去离子水依次稀释配制成 １００、１０、１、０.２５、
０.０６２５ ｎｇ􀅰μＬ－１ ５ 个浓度的样品ꎮ 分别以这 ５ 个

浓度的样品为模板ꎬ进行玉米内标准基因 ｚＳＳＩＩｂ 和

ＭＯＮ８７４１１ 转化体特异性序列的荧光定量扩增ꎮ
每个样品设 ３ 个平行ꎬ重复 ３ 次ꎮ 以 Ｃｔ 值为纵坐

标ꎬ样品中检测靶标拷贝数对数值为横坐标ꎬ绘制

标准曲线ꎮ
１.２.６　 正确度和精密度测试 　 设置抗虫耐除草剂

玉米ＭＯＮ８７４１１ 和阴性对照样品基因ＤＮＡ 初始浓度

为 １００ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ配制抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１
含量为 ５％、１％和 ０.１％玉米基因组 ＤＮＡ 梯度样品ꎬ
每次设 ３ 个平行样ꎬ重复 ３ 次实验ꎬ计算结果的偏差

(Ｂｉａｓ)和相对标准偏差(ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬ
ＲＳＤ)ꎬ评价检测方法的正确度和精密度ꎮ
１.２.７　 检出限( ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ＬＯＤ)和定量限

( ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎꎬ ＬＯＱ)的确定 　 ＬＯＤ 的确定:
设置抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１ 转化体含量为

０.１％和 ０.０５％的样品分别进行 ６０ 次测试ꎬ计算结

果的偏差和相对标准偏差ꎮ
ＬＯＱ 的确定:设置 １８ 份抗虫耐除草剂玉米

ＭＯＮ８７４１１ 转化体含量为 ０.１％的样品ꎬ进行定量测

试ꎬ计算偏差和相对标准偏差ꎮ

１.２.８　 微滴数字 ＰＣＲ 验证　 以抗虫耐除草剂玉米

ＭＯＮ８７４１１ 含量为 ５％、１％、０. １％ 的玉米基因组

ＤＮＡ 样品为模板ꎬ应用 １.２.２ 所述的 ｚＳＳＩＩｂ 内标准

基因和筛选出的转化体特异性引物序列ꎬ采用通用

的微滴数字 ＰＣＲ 反应体系和程序进行扩增ꎬ测试

样品含量ꎬ评价测试方法的正确度和精密度ꎮ 在 ２０
μＬ 的 ＰＣＲ 反应体系中ꎬ包括 ２×ｄｄＰＣＲ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ｆｏｒ
ｐｒｏｂｅｓ 预混液 １０ μＬꎬ上下游引物和探针各 １ μＬꎬ模
板 １ μＬꎬ无菌超纯水补足 ２０ μＬꎬ混匀后离心ꎮ 将

其小心转移至微卡发生器ꎬ切忌产生气泡ꎬ同时与

微卡发生器相应位置加入重油 ７０ μＬꎬ盖上垫片ꎬ放
入微滴生成器中生成微滴ꎮ 吸取 ４０ μＬ 生成的微

滴ꎬ小心转移至数字 ＰＣＲ ９６ 孔反应板中ꎬ１７０ ℃热

封后在 ＰＣＲ 仪上开始循环ꎬＰＣＲ 仪爬坡速度设置

为 ２ ℃􀅰ｓ－１ꎬ循环参数为:９５ ℃ꎬ１０ ｍｉｎꎻ４０ 个循环

(９４ ℃ꎬ３０ ｓꎬ６０ ℃ꎬ１ ｍｉｎ)ꎻ９８ ℃ꎬ１０ ｍｉｎꎮ

２　 结果与分析
２.１　 引物探针的筛选

以 ｚＳＳＩＩｂ 为内标准基因ꎬ以 １０％的 ＭＯＮ８７４１１
基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用 １.２.２ 中扩增体系和反应

程序进行扩增ꎬ每个反应设置 ３ 个平行重复ꎮ 根据

结果选择扩增信号最强、Ｃｔ 值最小的引物作为候选

引物ꎮ 扩增结果如图 １Ａ 所示ꎬ８ 对引物探针组合

均获得特异性扩增ꎬ且引物探针组合 ５′￣１、５′￣２、５′￣３
扩增 Ｃｔ 值较小ꎬ效果较好ꎮ 但是分析引物序列发

现ꎬ５′￣１ 与 ５′￣２ 正向引物相同ꎬ扩增片段长度只相

差 ５ 个碱基ꎬ差异较小ꎬ故选 ５′￣２、５′￣３ 与 ３′￣３ 引物

探针组合进行比较ꎬ用于下一步验证ꎮ
验证结果见图 １Ｂꎬ在空白和阴性样品中没有扩

增曲线ꎬ且 ３′￣３ 组合 Ｃｔ 值较小ꎬ明显优于其他的引

物 /探针ꎬ因此ꎬ选用 ３′￣３ 组合进行后续测试ꎬ并将此

引物 /探针组合命名为 ＭＯＮ８７４１１￣ＱＦ / ＱＲ / ＱＰꎮ

图 １　 ＭＯＮ８７４１１ 实时荧光 ＰＣＲ 方法引物 /探针的筛选(Ａ)及比较(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｉｍｅｒｓ / ｐｒｏｂｅｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ (Ａ) ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ (Ｂ) ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＭＯＮ８７４１１
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２.２　 特异性测试

以 ２.１ 筛选的引物 /探针组合 ＭＯＮ８７４１１￣ＱＦ /
ＱＲ / ＱＰ 进行特异性测试ꎬ结果如图 ２Ａ 所示ꎬ仅在

抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１ 中获得了典型的扩

增曲线ꎬ而在其他转基因作物混样和非转基因作物

中均未获得扩增曲线ꎬ表明本方法筛选的引物 /探
针具有很好的特异性ꎮ

由图 ２Ｂ 可知ꎬ探针浓度的增加ꎬ荧光扩增曲线

上升幅度增大ꎬＣｔ 值略有减少ꎬ探针浓度为 ０. ４
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１及以上浓度的 Ｃｔ 值基本保持不变ꎮ 综合

考量扩增效率和体系配置的适用性等因素ꎬ确定检

测的引物浓度为 ０. ８ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ探针浓度为 ０. ４
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎮ

图 ２　 ＭＯＮ８７４１１ 实时荧光 ＰＣＲ 方法特异性测试(Ａ)及引物 /探针浓度测定(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ (Ａ) ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ / ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ (Ｂ) ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＭＯＮ８７４１１

１: 空白对照ꎻ ２: 阴性对照ꎻ ３: 非转基因棉花ꎻ ４: 转基因大豆混合样ꎻ ５: 其他转基因玉米混合样ꎻ ６: 转基因棉花混合样ꎻ
７: 转基因水稻混合样ꎻ ８: 转基因油菜混合样ꎻ ９: 非转基因大豆ꎻ １０: 其他非转基因玉米ꎻ １１: １％ ＭＯＮ８７４１１ꎻ

１２: 非转基因水稻ꎻ １３: 非转基因油菜ꎮ 探针浓度:０.１、０.２、０.３、０.４、０.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎮ
１: Ｂｌａｎｋꎻ ２: Ｎｅｇａｔｉｖｅꎻ ３. Ｎｏｎ￣ＧＭ ｃｏｔｔｏｎꎻ ４: Ｍｉｘｅｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｏｙｂｅａｎ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ５: Ｏｔｈｅｒ ＧＭ ｍａｉｚｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ６: Ｍｉｘｅｄ ＧＭ

ｃｏｔｔｏｎ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ７: Ｍｉｘｅｄ ＧＭ ｒｉｃｅ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ８: Ｍｉｘｅｄ ＧＭ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ９: Ｎｏｎ￣ＧＭ ｓｏｙｂｅａｎꎻ １０: Ｏｔｈｅｒ ｎｏｎ￣ＧＭ ｍａｉｚｅꎻ
１１: １％ ＭＯＮ８７４１１ꎻ １２. Ｎｏｎ￣ＧＭ ｒｉｃｅꎻ １３: Ｎｏｎ￣ＧＭ ｃａｎｏｌａ. Ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ: ０.１ꎬ ０.２ꎬ ０.３ꎬ ０.４ ａｎｄ ０.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ .

２.３　 标准曲线的建立

每个 ＰＣＲ 反应设置 ３ 个平行ꎬ重复 ３ 次试验ꎮ
根据标准 ＤＮＡ 溶液 ＰＣＲ 反应的 Ｃｔ 值及初始模板

拷贝数的对数分别绘制 ＭＯＮ８７４１１ 和 ｚＳＳＩＩｂ 的标

准曲线(图 ３)ꎬ结果显示ꎬ３ 次重复试验中抗虫耐除

草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１ 转化体和 ｚＳＳＩＩｂ 检测反应标

准曲线的回归系数 Ｒ２、效率 Ｅ、斜率、截距等所有指

标均满足标准(标准曲线斜率￣３.６ ~ ￣３.１ꎬＲ２≥０.９８ꎬ
扩增 效 率 ９０％ ~ １１０％)ꎬ 抗 虫 耐 除 草 剂 玉 米

ＭＯＮ８７４１１ 转化体和 ｚＳＳＩＩｂ 检测体系的 Ｃｔ 值与模

板拷贝数间均具有良好的线性关系ꎮ

图 ３　 ＭＯＮ８７４１１ 和 ｚＳＳＩＩｂ 的标准曲线
Ｆｉｇ.３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＭＯＮ８７４１１ ａｎｄ ｚＳＳＩＩｂ

Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ: ＭＯＮ８７４１１ꎻ Ｄꎬ Ｅꎬ Ｆ: ｚＳＳＩＩｂ.
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２.４　 正确度和精密度测试

如表 ４ 所示ꎬ３ 次重复测试结果显示 ３ 个浓度

的偏差均小于 ２５％ꎬ相对标准偏差均小于 ２５％ꎬ说

明转基因玉米 ＭＯＮ８７４１１ 转化体实时荧光 ＰＣＲ 定

量检测方法的正确度与精密度均符合相关标准的

要求ꎬ重复性较好ꎮ

表 ４　 ＭＯＮ８７４１１ 检测方法的正确度和精密度测试
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＭＯＮ８７４１１

预期含量
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ / ％

ＭＯＮ８７４１１ 测定含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＭＯＮ８７４１１ / ％

第 １ 次
Ｎｏ.１

第 ２ 次
Ｎｏ.２

第 ３ 次
Ｎｏ.３

平均值
Ａｖｅｒａｇｅ / ％

偏差
Ｂｉａｓ / ％

标准偏差
ＳＤ / ％

相对标准
偏差

ＲＳＤ / ％

５.０ ５.７８ ５.０６ ４.９０ ５.２５ ４.９７ ０.４７ ８.９６
１.０ １.００ ０.９０ １.１１ １.００ ０.３３ ０.１１ １０.７８
０.１ ０.１１ ０.０９ ０.１２ ０.１１ ６.６０ ０.０２ １５.４０

２.５　 检出限(ＬＯＤ)和定量限(ＬＯＱ)的确定

ＬＯＤ 的确定:分别设置模板 ＤＮＡ 为 ０. １％和

０.０５％的情况下 ６０ 次平行反应均有典型扩增曲线

(图 ４)ꎬ由此确定本方法的检出限可达 ０.０５％ꎬ以反

应体系中加入 ５０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ 计算ꎬ为 １０ 个拷贝ꎮ
ＬＯＱ 的确定:设置模板 ＤＮＡ 为 ０.１％的样品ꎬ

进行 １８ 次定量测试的扩增曲线(图 ５)ꎬ结果表明ꎬ
偏差和相对标准偏差均≤２５％(表 ５)ꎬ即确定本方

法的定量限为 ０.１％ꎬ以反应体系中加入 １００ ｎｇ 模

板 ＤＮＡ 计算ꎬ为 ４０ 个拷贝ꎮ

图 ４　 ＬＯＤ 测试扩增曲线图
Ｆｉｇ.４　 Ｐｌｏｔ ｏｆ ＬＯＤ ｔｅｓｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１:空白对照ꎻ２:抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１ꎮ
１: Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２: Ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ ＭＯＮ８７４１１.

图 ５　 ＬＯＱ (０.１％)测试扩增曲线图
Ｆｉｇ.５　 Ｐｌｏｔ ｏｆ ＬＯＱ (０.１％) ｔｅｓｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ａ: ｚＳＳＩＩｂꎻ Ｂ: ＭＯＮ８７４１１.

表 ５　 ＭＯＮ８７４１１ 的 ＬＯＱ 测试结果
Ｔａｂｌｅ ５　 ＬＯＱ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＯＮ８７４１１

重复
Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＭＯＮ８７４１１ 转化体拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｖｅｎｔ ＭＯＮ８７４１９ / ｃｏｐｉｅｓ

ｚＳＳＩＩｂ 基因拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｚＳＳＩＩｂ ｇｅｎｅ / ｃｏｐｉｅｓ

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ / ％

偏差
Ｂｉａｓ / ％

１ ２８.７ ３１８００ ０.０９０ ９.８１
２ ２８.９ ３３４００ ０.０８７ １３.４７
３ ２９.１ ３３９００ ０.０８６ １４.０９
４ ２９.７ ３３９００ ０.０８６ １３.７８
５ ３０.２ ３５３００ ０.０８５ １４.５５
６ ３０.４ ３５７００ ０.０８５ １４.８７
７ ３７.０ ３６９００ ０.１００ ０.２４
８ ４０.０ ３７４００ ０.１０７ ６.８９
９ ４２.０ ３７７００ ０.１１２ １１.５２

１０ ４２.６ ３７７００ ０.１１３ １２.９１
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续表 ５　

重复
Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＭＯＮ８７４１１ 转化体拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｖｅｎｔ ＭＯＮ８７４１９ / ｃｏｐｉｅｓ

ｚＳＳＩＩｂ 基因拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｚＳＳＩＩｂ ｇｅｎｅ / ｃｏｐｉｅｓ

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ / ％

偏差
Ｂｉａｓ / ％

１１ ４９.９ ４２０００ ０.１１９ １８.９０
１２ ５１.２ ４２７００ ０.１２０ １９.８９
１３ ４５.４ ４３５００ ０.１０４ ４.２７
１４ ４５.９ ４３８００ ０.１０５ ４.７７
１５ ４７.１ ４３９００ ０.１０７ ７.３４
１６ ４７.５ ４４７００ ０.１０６ ６.１９
１７ ４９.３ ４５０００ ０.１０９ ９.４６
１８ ４９.６ ４７３００ ０.１０５ ４.８６

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ － － ０.１０ １０.４４
标准偏差 ＳＤ － － ０.０１ －
相对标准偏差 ＲＳＤ － － １１.７２ －

２.６　 微滴数字 ＰＣＲ 验证

由表 ６ 和图 ６ 可知ꎬ３ 个浓度的偏差(Ｂｉａｓ)均
小于 ２５％ꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)均小于 ２５％ꎬ说明

ＭＯＮ８７４１１ 检测方法的正确度与精密度均符合相

关标准的要求ꎬ重复性较好ꎮ

表 ６　 微滴数字 ＰＣＲ 测试结果
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏ￣ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ ｔｅｓｔ

百分比
Ｅｌｅｍｅｎｔ

/ ％

ＭＯＮ８７４１１ 转化体拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｆｏｒｅｉｇｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ / ｃｏｐｉｅｓ

１ ２ 平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ

ｚＳＳＩＩｂ 拷贝数
Ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｚＳＳＩＩｂ / ｃｏｐｉｅｓ

１ ２ 平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ

测试含量
Ｔｅｓｔ

ｃｏｎｔｅｎｔ
/ ％

偏差
Ｂｉｓｓ / ％

标准偏差
ＳＤ / ％

相对标准
偏差

ＲＳＤ / ％

５.０ １０４０.０ ９７２ １００６.０ １９４４０ １９１６０ １９３００ ５.２１ ０.２１ ０.１９８ ３.８０
１.０ １８１.２ １８８ １８４.６ ２００００ １９４４０ １９７２０ ０.９４ ￣０.０６ ０.０４９ ５.２９
０.１ ２６.８ ２８ ２７.４ ２５８８０ ２５９６０ ２５９２０ ０.１１ ０.０１ ０.００７ ６.７３

图 ６　 ＭＯＮ８７４１１ 数字 ＰＣＲ 扩增微滴图

Ｆｉｇ.６　 Ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＭＯＮ８７４１１

３　 讨论与结论
目前ꎬ我国研究人员多以定性检测方法为主检

测转基因玉米转化体(温洪涛等ꎬ２０２０ꎻ 武文艳等ꎬ
２０２０)ꎮ 随着各国转基因阈值管理和标识制度的实

施ꎬ转基因产品的定量检测是必然趋势(Ｚｈｕａｎｇ ＆
Ｙｕꎬ２０１３)ꎮ 目前ꎬ国际公认的转基因成分定量分析

方法主要是实时荧光 ＰＣＲ 和数字 ＰＣＲ (杨晨ꎬ

２０２１)ꎮ 但是ꎬ实时荧光 ＰＣＲ 在定量过程中ꎬ需要

依靠标准品建立标准曲线来实现未知样品的相对

定量ꎮ 数字 ＰＣＲ 可以有效解决实时荧光 ＰＣＲ 法的

局限性ꎬ无需借助标准物质构建标准曲线来实现定

量目的(龙丽坤等ꎬ２０２１)ꎬ但数字 ＰＣＲ 检测成本

高ꎬ设备普及率低ꎬ限制了转基因检测方法的应用

推广范围(刘双等ꎬ２０２１ꎻ 赵新等ꎬ２０２２)ꎮ 建议在

检测过程中ꎬ根据样品实际情况灵活结合运用实时

荧光 ＰＣＲ 与数字 ＰＣＲ 进行检测ꎮ
本研究以抗虫耐除草剂玉米 ＭＯＮ８７４１１ 的 ３′

端旁侧序列为靶标ꎬ基于实时荧光 ＰＣＲ 技术设计

特异性引物和 Ｔａｑｍａｎ 探针ꎬ经引物筛选、特异性、
正确度、精密度、检出限、定量限等指标测试及微滴

数字 ＰＣＲ 方法验证ꎬ建立了抗虫耐除草剂玉米

ＭＯＮ８７４１１ 的特异性精准定量检测方法ꎮ 结果表

明ꎬ本方法特异性强、灵敏度高、重复性好ꎬ定量限

达 ０. １％ (４０ 个拷贝)ꎬ检出限达 ０. ０５％ (１０ 个拷

贝)ꎬ本研究为 ＭＯＮ８７４１１ 的定量检测提供了新的

靶标位点和方法ꎬ为 ＭＯＮ８７４１１ 的安全监管提供了

技术支撑ꎮ
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