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摘要: 【目的】转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 是杭州瑞丰生物科技有限公司研发的新型抗虫玉米ꎬ于 ２０２１
年获批农业转基因生物安全证书(生产应用)ꎮ 本研究旨在为转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 设计特异性扩

增引物和 ＴａｑＭａｎ 探针ꎬ并对其转化体成分进行定量检测ꎬ为管理部门提供安全监管的依据ꎮ 【方法】通
过体系优化、正确度及精密度检测、稳健性测试等系列研究ꎬ设计特异性引物和探针ꎬ对浙大瑞丰 ８ 转化

体成分进行定量检测ꎮ 【结果】本研究研制的方法能够特异、定量检测出浙大瑞丰 ８ 转化体成分ꎬ对拷贝

数比值在 ０.１％ (２０ 个拷贝数)以上的阳性样品可进行准确定量ꎬ对 ０.０５％ (１０ 个拷贝数)的阳性样品可

特异性检出ꎮ 【结论】本研究结果为管理部门对浙大瑞丰 ８ 的安全监管提供了有效的支撑ꎬ说明研制的方法可用于浙大瑞

丰 ８ 的定量检测和安全监管ꎮ
关键词: 转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ꎻ 实时荧光定量 ＰＣＲꎻ 检测
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　 　 玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.是我国种植面积最大、分布最

广的经济作物ꎮ 根据国家统计局数据显示ꎬ２０２２
年ꎬ我国玉米播种面积 ４３０７０１ ｋｍ２ꎬ玉米总产量

２７７２０.３ 万 ｔꎬ单位面积产量 ６４３６.１ ｋｇ􀅰ｈｍ－２(国家
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统计局ꎬ２０２２)ꎮ 根据海关总署公布的数据显示ꎬ
２０２２ 年ꎬ我国进口玉米 ２０６２ 万 ｔꎬ绝大部分为转基因

玉米(２０００ 万 ｔ 以上)ꎮ 因此ꎬ加大玉米新种质的选

育ꎬ是保障玉米种植业持续稳定发展的有力举措ꎮ
随着我国对生物育种产业化应用政策逐渐放

开ꎬ转基因监管工作也面临新的挑战ꎬ既要区分是

不是“转基因”ꎬ还要知道是不是“合法转基因”“转
基因含量是多少”ꎮ 转基因监管工作不能因为要推

进产业化而放松ꎬ严格监管是推进转基因生物育种

产业化应用的重要前提ꎮ 因此ꎬ转基因检测在转基

因监管工作中发挥着重要作用ꎬ可保障标识制度有

效实施和合理监管(蒋诗萌ꎬ２０１４)ꎮ 聚合酶链式反

应技术(ＰＣＲ 技术)因特异性高、操作可控性好ꎬ被
广泛应用于转基因产品检测中ꎮ 转化体特异性

ＰＣＲ 检测方法具有高度专一性ꎬ已成为国际上转基

因产品检测方法标准的首选 (李凌燕等ꎬ２０２３ａꎬ
２０２３ｂꎻ 温洪涛等ꎬ２０２３)ꎮ

转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ꎬ能同时表达 ２ 种

Ｂｔ 杀虫蛋白质(Ｃｒｙ１Ａｂ 和 Ｃｒｙ２Ａｂ)ꎬ是杭州瑞丰生

物科技有限公司研发的新型抗虫玉米ꎮ 经安全性

评价表明ꎬ转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 分子特征清

晰ꎬ在环境安全和食用安全方面与常规栽培玉米实

质性相同ꎬ于 ２０２１ 年 １２ 月获批生产应用安全证

书ꎮ 因此ꎬ急需为浙大瑞丰 ８ 转化体研制特异性定

量检测方法ꎮ
本研究以转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 转化体

的 ３′端特异性序列为靶标ꎬ设计特异性引物ꎬ利用

实时荧光定量 ＰＣＲ (ｑＰＣＲ)技术(安娜等ꎬ２０１９ꎻ 刘

双等ꎬ２０２１)ꎬ建立转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 特异

性定量检测方法ꎬ以期能为转基因抗虫玉米浙大瑞

丰 ８ 的安全监管提供有力技术支持ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 试验材料

１.１.１　 样品　 转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 及其非

转基因亲本受体瑞丰 １ 的种子均由杭州瑞丰生物

科技有限公司提供ꎮ
其他转基因玉米混样:在本实验室原有(李凌

燕等ꎬ ２０２３ｂ) 基础上新增 ＭＩＲ１６２、 ＤＡＳ４０２７８￣９、
４１１４、 ＭＯＮ８７４２７、 ５３０７、 ＤＢＮ９８５８、 ＮＤ２０７、
ＤＢＮ９５０１、 瑞 丰 １２５、 ＤＢＮ９９３６、 ＭＯＮ８７４１１、 ＭＺ￣
ＩＲ０９８、ＢＦＬ４￣２、ｎＣＸ￣１ 转化体ꎬ且各转化体质量百

分比含量为 １％ꎮ

转基因大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ. 混样:在本

实验室原有(李凌燕等ꎬ２０２３ｂ)基础上新增 ＤＡＳ￣
４４４Ø６￣６、 ＭＯＮ８７７５１、 ＳＨＺＤ３２０１、 ＣＡＬ１６、 中 黄 ６１０６、
ＤＢＮ９００４ 转化体ꎬ各转化体按 １％质量百分比添加ꎮ

转基因水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. 混样、转基因油菜

Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ. 混样和转基因棉花 Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ. 混样使用本实验室已制备好样品(李凌

燕等ꎬ２０２３ｂ)ꎮ
非转基因玉米混样:５ 种常见非转基因玉米

(天农九、先玉 ３３５、郑单 ９５８、湖北 ６ 号、东单 １３３１)
按 ２０％质量百分比混合ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 ＱＩＡＧＥＮ ＤＮｅａｓｙ® Ｐｌａｎｔ Ｍａｘｉ ｋｉｔ
(２４)(刘欣等ꎬ２０１３)购于杭州沃森生物技术有限

公司ꎻＴａｑＭａｎＴＭ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ (Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 等购于宝生

物工程(大连)有限公司ꎮ 引物由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成ꎮ
１.１.３　 仪器设备　 德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 台式微量冷冻离

心机ꎻ ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎻ
ＨＩＴＡＣＨＩ ＣＲ２２６ ＧＩＩＩ 离心机ꎻ美国 Ｑｕａｗｅｌｌ Ｑ５０００
超微量紫外分光光度计ꎻ美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＣＦＸ ９６ 实时

荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 基因组 ＤＮＡ 提取　 将转基因抗虫玉米浙大

瑞丰 ８ 及其非转基因亲本受体瑞丰 １ 种子育苗ꎮ 按

照 ＱＩＡＧＥＮ ＤＮｅａｓｙ® Ｐｌａｎｔ Ｍａｘｉ ｋｉｔ(２４)试剂盒操作

说明书分别提取浙大瑞丰 ８ 及其受体瑞丰 １ 植株、转
基因混样和非转基因玉米混样基因组 ＤＮＡꎬ测定浓

度和纯度ꎬＤ２６０ / ２８０在 １.７~１.９、Ｄ２６０ / ２３０大于 ２ 的用于后

续试验(安娜等ꎬ２０１９ꎻ Ｇｒｙｓｏｎꎬ２０１０)ꎮ
１.２.２　 引物设计与筛选　 根据研发单位提供的序

列信息ꎬ在插入序列的两端分别设计荧光探针和相

应的正反向引物(中华人民共和国农业部ꎬ２０１５)ꎮ
本研究所用玉米内标准基因为 ｚＳＳＩＩｂ (中华人

民共和国农业部ꎬ２０１３)ꎬ其扩增引物和探针序列为:
ｚＳＳＩＩｂ￣３Ｆ: ５′￣ＣＧＧＴＧＧＡＴＧＣＴＡＡＧＧＣＴＧＡＴＧ￣３′ꎻ
ｚＳＳＩＩｂ￣４Ｒ: ５′̄ ＡＡＡＧＧＧＣＣＡＧＧＴＴＣＡＴＴＡＴＣＣＴＣ￣３′ꎻ
ｚＳＳＩＩｂ￣Ｐ: ５′̄ ＴＡＡＧＧＡＧＣＡＣＴＣＧＣＣＧＣＣＧＣＡＴＣＴＧ￣３′ꎮ
以 １.２.１ 提取的转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 及

其受体基因组 ＤＮＡ 为初始浓度ꎬ分别用 １×ＴＥ 稀释

为 ２５ ｎｇ􀅰μＬ－１母液ꎬ按照公式:浙大瑞丰 ８ 转基因

含量 / ％ ＝ (浙大瑞丰 ８ 拷贝数 / ｚＳＳＩＩｂ 拷贝数) ×
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１００ꎬ配制转基因含量为 １０％的 ＤＮＡ 作为模板ꎮ 采

用农业部 １８６１ 号公告－３－２０１２ 中所述的反应体系

和反应程序进行引物筛选ꎬ每对引物设置 ３ 个重

复ꎮ 根据结果选择扩增信号最强、Ｃｑ 值最小的引

物作为建立检测方法的候选引物ꎮ
１.２.３　 反应体系优化　 以 １.２.２ 配制的转基因含量

为 １０％的 ＤＮＡ 作为模板ꎬ分别设置 ０.１、０.２、０.３、
０.４、０.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１引物浓度梯度ꎬ引物浓度为探针

浓度的 １ 倍ꎬ每种引物浓度设置 ３ 个重复ꎬ根据荧

光曲线的线型、相对 Ｃｑ 值等ꎬ确定引物和探针的最

佳浓度(Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ ＆ Ｊｕｎｋｏꎬ１９９６)ꎮ

１.２.４　 特异性检测　 将 １.２.２ 制备的 １０％的 ＤＮＡ
用 ２５ ｎｇ􀅰μＬ－１ 瑞丰 １ 母液稀释为转基因含量为

１％的测试样品ꎬ与非转基因亲本受体瑞丰 １、转基

因作物混样和非转基因玉米混样等测试样品一并

对 １.２.２ 筛选到的引物组合和 １.２.３ 确定的引物探针浓

度进行特异性检测ꎬ每个测试样品设置 ４ 个重复ꎮ
１.２.５　 标准曲线的建立　 将 １.２.１ 提取到的浙大瑞

丰 ８ 基因组 ＤＮＡ 稀释为 ５０ ｎｇ􀅰μＬ－１的初始浓度ꎬ
倍比稀释后进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应(表 １)ꎬ每
个 ＰＣＲ 反应设置 ３ 个平行ꎬ重复 ３ 次ꎮ 统计标准曲

线的斜率 ｂ、决定系数 Ｒ２ 和 ＰＣＲ 扩增效率 Ｅꎮ

表 １　 浙大瑞丰 ８ 转化体检测体系中的 ＤＮＡ 含量及拷贝数
Ｔａｂｌｅ １　 ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ.

ＤＮＡ 含量
ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ / ｎｇ

ｚＳＳＩＩｂ 基因拷贝数
ｚＳＳＩＩｂ ｇｅｎｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

浙大瑞丰 ８ 转化体拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

Ｇ１ １００.００ ４００００.００ ２００００.００
Ｇ２ １６.６７ ６６６８.００ ３３３４.００
Ｇ３ ２.７８ １１１２.００ ５５６.００
Ｇ４ ０.４６ １８４.００ ９２.００
Ｇ５ ０.０８ ３０.８０ １５.４０

１.２.６　 正确度及精密度检测　 以 １０％的 ＤＮＡ 为初

始浓度ꎬ按照 １.２.４ 的方法梯度稀释 ５.０％、１.０％和

０.１％ ３ 个 ＤＮＡ 样品进行实时荧光 ＰＣＲ 反应ꎮ 每

个浓度样品重复测试 ３ 次ꎬ计算多次测试的偏差

(Ｂｉａｓ)、标准偏差(ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬ ＳＤ)和相对标

准偏差(ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬ ＲＳＤ)ꎮ
１.２.７　 定量限(ＬＯＱ)测定　 本研究以实施标识制

度管理且标识阈值最低的欧盟标准 ０.９％为参考ꎬ
将目标浓度设定为 １.０％ꎮ 根据农业部 ２２５９ 号公

告－５－２０１５ 标准(中华人民共和国农业部ꎬ２０１５)规
定ꎬ确定本方法的定量限不高于 ０.１％ꎮ

采用 １５ 份转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 含量为

０.１％的 ＤＮＡ 样品进行定量测试(以 ＰＣＲ 反应体系

中加入 ５０ ｎｇ 模板测算)ꎮ
１.２.８　 稳健性测试　 通过 ｑＰＣＲ 试剂、ｑＰＣＲ 仪以

及操作者 ３ 个变量对 ０.１％定量限样品的稳健性表

现进行测试ꎮ 每个变量设置 ２ 个平行ꎬ分别测试 ３
个平行子样 ３ 次重复的拷贝数比值以及不同变量

下的 Ｂｉａｓ、ＳＤ 和 ＲＳＤꎮ

２　 结果与分析
２.１　 引物 /探针的设计与筛选

在浙大瑞丰 ８ 转化体 ３′端设计如表 ２ 所示的引

物与探针ꎬ将引物与探针正交组合成 ２５ 对(表 ３)ꎮ
结果表明ꎬ在均获得特异性扩增组合中ꎬ最终选择扩

增信号最强和 Ｃｑ 值最小的组合 ７ 即 ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ /
ＱＲ２ / ＱＰ１ 作为候选引物 /探针组合(图 １)ꎬ并对其进

行后续测试ꎬ命名为 ＲＦ ８￣ＱＦ / ＱＲ / ＱＰꎮ
２.２　 反应体系优化

依据图 ２ 试验结果ꎬ在综合扩增效率、体系配

制适用性等基础上ꎬ确定了抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 转

化体检测体系中的引物浓度为 ０.４ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ探针

浓度为 ０.２ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎮ

表 ２　 浙大瑞丰 ８ 转化体候选引物和探针
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

引物 / 探针 Ｐｒｉｍｅｒ / ｐｒｏｂｅ 序列(５′－３′) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′) 引物 / 探针 Ｐｒｉｍｅｒ / ｐｒｏｂｅ 序列(５′－３′) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＲ１ ＣＡＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＣＡＣＴＣＴＣＡＣＣ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＲ３ ＧＴＣＡＧＡＡＣＣＡＴＴＣＣＡＴＴＧ
ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ１ ＡＡＴＴＣＧＧＣＧＴＴＡＡＴＴＣＡＧＴＡＣＡＴ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ３ ＣＧＴＣＡＡＴＴＴＧＴＴＴＡＣＡＣＣＡ
ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＰ１ ＣＧＡＣＧＧＣＴＧＡＧＡＴＧＡＡＧＡＴＡＣＧＡ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＰ２ ＴＣＧＴＡＴＣＴＴＣＡＴＣＴＣＡＧＣＣＧＴＣＧ
ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＲ２ ＣＡＡＣＴＧＧＣＧＡＣＡＣＡＧＧＧＴＧ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ４ ＣＧＣＡＡＴＧＴＧＴＴＡＴＴＡＡＧＴＴＧ
ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ ＧＴＴＧＴＣＴＡＡＧＣＧＴＣＡＡＴＴＴＧＴＴＴＡＣ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＰ３ ＡＴＧＡＧＴＣＣＡＡＧＡＡＣＣＡＧＡＧＣＡＣ
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表 ３　 浙大瑞丰 ８ 转化体引物 /探针组合
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒ / ｐｒｏｂｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

序号 Ｎｏ. 组合 Ｇｒｏｕｐ 产物大小 Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ / ｂｐ 序号 Ｎｏ. 组合 Ｇｒｏｕｐ 产物大小 Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ / ｂｐ

１ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ１ / ＱＲ１ / ＱＰ１ ２０１ １４ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ３ / ＱＲ２ / ＱＰ１ ８２
２ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ１ / ＱＲ１ / ＱＰ２ ２０１ １５ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ３ / ＱＲ２ / ＱＰ２ ８２
３ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ１ / ＱＲ２ / ＱＰ１ １４１ １６ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ３ / ＱＲ３ / ＱＰ１ １７３
４ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ１ / ＱＲ２ / ＱＰ２ １４１ １７ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ３ / ＱＲ３ / ＱＰ２ １７３
５ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ / ＱＲ１ / ＱＰ１ １５２ １８ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ３ / ＱＲ３ / ＱＰ３ １７３
６ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ / ＱＲ１ / ＱＰ２ １５２ １９ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ４ / ＱＲ１ / ＱＰ１ １６８
７ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ / ＱＲ２ / ＱＰ１ ９２ ２０ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ４ / ＱＲ１ / ＱＰ２ １６８
８ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ / ＱＲ２ / ＱＰ２ ９２ ２１ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ４ / ＱＲ２ / ＱＰ１ １０８
９ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ / ＱＲ３ / ＱＰ１ １８３ ２２ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ４ / ＱＲ２ / ＱＰ２ １０８
１０ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ / ＱＲ３ / ＱＰ２ １８３ ２３ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ４ / ＱＲ３ / ＱＰ１ １９９
１１ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ２ / ＱＲ３ / ＱＰ３ １８３ ２４ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ４ / ＱＲ３ / ＱＰ２ １９９
１２ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ３ / ＱＲ１ / ＱＰ１ １４２ ２５ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ４ / ＱＲ３ / ＱＰ３ １９９
１３ ＲＦ ８￣ＬＢ￣ＱＦ３ / ＱＲ１ / ＱＰ２ １４２

图 １　 浙大瑞丰 ８ 转化体引物探针筛选
Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ / ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

图 ２　 浙大瑞丰 ８ 转化体引物探针反应浓度优化
Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ / ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

２.３　 特异性检测

如图 ３ 所示ꎬ仅从抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 转化体

样品中获得预期的扩增曲线ꎬ而在其他样品中均未

获得预期的扩增曲线ꎬ表明本试验所确定的方法特

异性良好ꎮ

２.４　 标准曲线的建立

本试验绘制了 ３ 组标准曲线(图 ４)ꎬ结果表

明ꎬ３ 组标准曲线斜率 ｂ 均位于￣３.６ ~ ￣３.１ 的允许区

间内ꎬ决定系数 Ｒ２ 均高于 ０.９８ꎬ扩增效率 Ｅ 均位于

９０％~１１０％的允许区间内ꎮ
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图 ３　 浙大瑞丰 ８ 转化体特异性测试

Ｆｉｇ.３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ
１:１％抗虫玉米浙大瑞丰 ８ꎻ２:瑞丰 １ 受体玉米ꎻ３:空白对照ꎻ４:其他转基因玉米混合样品ꎻ５:转基因大豆混合样品ꎻ

６:转基因水稻混合样品ꎻ７:转基因棉花混合样品ꎻ８:转基因油菜混合样品ꎻ９:非转基因玉米混合样品ꎮ
１: １％ ｉｎｓｅｃｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｉｚｅ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ꎻ ２: Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｍａｉｚｅ ｏｆ Ｒｕｉｆｅｎｇ １ꎻ ３: Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ４: Ｏｔｈｅｒ ＧＭ ｍａｉｚｅ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ５: ＧＭ

ｓｏｙｂｅａｎ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ６: ＧＭ ｒｉｃｅ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ７: ＧＭ ｃｏｔｔｏｎ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ８: ＧＭ ｒａｐｅ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎻ ９: Ｎｏｎ￣ＧＭ ｍａｉｚｅ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ.

图 ４　 浙大瑞丰 ８ 转化体检测方法标准曲线
Ｆｉｇ.４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ
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２.５　 正确度及精密度检测

表 ４ 测试结果显示ꎬ３ 个含量样品测量平均值

的偏差 Ｂｉａｓ 在允许的±２５％区间内ꎬ表明浙大瑞丰 ８
转化体荧光定量 ＰＣＲ 方法测量结果具有良好的正

确度ꎬ重复性相对标准偏差 ＲＳＤ 小于规定的 ２５％ꎬ
表明测量结果具有良好的精密度ꎮ
２.６　 定量限(ＬＯＱ)的确定

含量为 ０.１％的转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 测试

结果显示(表 ５)ꎬ１５ 份样品的偏差的绝对值和相对标

准偏差均≤２５％ꎬ故本研究的定量限确定为 ０.１％ꎮ
２.７　 稳健性测试

如表 ６ 所示ꎬ不同的操作者利用 ＴａｑＭａｎ Ｇｅｎｅ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (试剂 １) 和 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
(Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)(试剂 ２)２ 种试剂ꎬＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(仪器 １)和 ＣＦＸ ９６ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 仪(仪器 ２)２ 台仪器ꎬ在 ７２ 次测试中拷贝

数比值均位于 ０.０７５％ ~ ０.１２５％ꎬＢｉａｓ 的绝对值、ＳＤ
和 ＲＳＤ≤２５％ꎬ浙大瑞丰 ８ 转化体实时荧光定量

ＰＣＲ 方法检测结果的精确度和正确度均满足要求ꎬ

定量结果准确可靠ꎬ具有良好的稳健性ꎮ

３　 讨论与结论
转基因抗虫玉米浙大瑞丰 ８ 是国内最早表达

Ｃｒｙ１Ａｂ 和 Ｃｒｙ２Ａｂ 的二价抗虫产品ꎮ 本研究为浙大

瑞丰 ８ 转化体 ３′端侧翼序列设计特异性引物和

ＴａｑＭａｎ 探针(吴影等ꎬ２００７)ꎬ在 ２５ 对引物 /探针组

合中筛选目标引物ꎬ确定了 ｑＰＣＲ 反应最优体系ꎬ经
特异性、稳健性等系列指标测试ꎬ建立了抗虫玉米

浙大瑞丰 ８ 特异性 ｑＰＣＲ 定量检测方法ꎮ
结果表明ꎬ本试验方法特异性强、灵敏度高、重

复性好ꎬ具有良好的正确度、精密度和稳健性ꎬ定量

限达 ０.１％(约 ２０ 个拷贝)ꎬ检出限达 ０.０５％(约 １０
个拷贝)ꎮ 在方法的建立过程中ꎬ使用了农业部

２２５９ 号公告－５－２０１５ 中推荐的反应体系ꎬ引物退火

温度与内标准基因一致ꎬ保证了本方法在检测浙大

瑞丰 ８ 转基因抗虫玉米时的高通量ꎬ为安全监管提

供规范化技术保证ꎬ也为相关转基因标准物质定值

提供了计量方法(郑子繁等ꎬ２０２３)ꎮ

表 ４　 浙大瑞丰 ８ 转化体检测方法的正确度和精密度测试
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

预期含量
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｃｏｎｔｅｎｔ / ％

浙大瑞丰 ８ 测定含量
Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ / ％

重复 １ Ｒｅｐｅａｔ １ 重复 ２ Ｒｅｐｅａｔ ２ 重复 ３ Ｒｅｐｅａｔ ３

平均值
Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ / ％

偏差
Ｂｉａｓ
/ ％

标准
偏差
ＳＤ / ％

相对标
准偏差
ＲＳＤ / ％

５.０ ５.１４ ４.８３ ４.９７ ４.９８ ￣０.４０ ０.１５５ ３.１２
１.０ １.０５ ０.９９ １.０６ １.０３ ３.３３ ０.０３８ ３.６６
０.１ ０.１０ ０.１１ ０.１１ ０.１１ ６.６７ ０.００６ ５.４１

表 ５　 浙大瑞丰 ８ 转化体定量限测试结果
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｔｅｓｔ ｆｏｒ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

重复
Ｒｅｐｅａｔ

浙大瑞丰 ８ 转化体拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ

ｚＳＳＩＩｂ 基因拷贝数
ｚＳＳＩＩｂ ｇｅｎｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔ / ％

１ ３１.１ ２７６１２ ０.１１３
２ ３３.６ ３１１９４ ０.１０８
３ ３２.５ ２８２０６ ０.１１５
４ ２７.０ ２８５５４ ０.０９５
５ ３１.７ ２８５３２ ０.１１１
６ ３０.８ ３１３４０ ０.０９８
７ ３４.６ ２９８７１ ０.１１６
８ ３６.１ ３５４０６ ０.１０２
９ ３６.０ ３５７６６ ０.１０１

１０ ３６.２ ３３７３４ ０.１０７
１１ ２９.０ ３０８２３ ０.０９４
１２ ３５.０ ３０７２１ ０.１１４
１３ ３０.１ ２９８０９ ０.１０１
１４ ３７.６ ３３４１５ ０.１１３
１５ ３７.７ ３４０８０ ０.１１１

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ３３.３ ３１２７１ ０.１０７
偏差 Ｂｉａｓ ６.６２０
标准偏差 ＳＤ ０.００７
相对标准偏差 ＲＳＤ ７.０１８
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表 ６　 浙大瑞丰 ８ 转化体稳健性测试结果(拷贝数比值)
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓ ｔｅｓｔ ｆｏｒ Ｚｈｅｄａ Ｒｕｉｆｅｎｇ ８ ｅｖｅｎｔ (ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｒａｔｉｏ)

仪器
ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

子样
Ｓｕｂ￣ｓａｍｐｌｅ

操作者 １ Ｏｐｅｒａｔｏｒ １

试剂 １ Ｒｅａｇｅｎｔｓ １

重复 １
Ｒｅｐｅａｔ １

重复 ２
Ｒｅｐｅａｔ ２

重复 ３
Ｒｅｐｅａｔ ３

试剂 ２ Ｒｅａｇｅｎｔｓ ２

重复 １
Ｒｅｐｅａｔ １

重复 ２
Ｒｅｐｅａｔ ２

重复 ３
Ｒｅｐｅａｔ ３

操作者 ２ Ｏｐｅｒａｔｏｒ ２

试剂 １ Ｒｅａｇｅｎｔｓ １

重复 １
Ｒｅｐｅａｔ １

重复 ２
Ｒｅｐｅａｔ ２

重复 ３
Ｒｅｐｅａｔ ３

试剂 ２ Ｒｅａｇｅｎｔｓ ２

重复 １
Ｒｅｐｅａｔ １

重复 ２
Ｒｅｐｅａｔ ２

重复 ３
Ｒｅｐｅａｔ ３

平均值
Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ

偏差
Ｂｉａｓ
/ ％

标准
偏差
ＳＤ
/ ％

相对
标准
偏差
ＲＳＤ
/ ％

仪器 １
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ １

子样 １
Ｓｕｂ￣ｓａｍｐｌｅ １

０.１１４３ ０.１０３２ ０.０９７６ ０.０７５８ ０.０７７９ ０.０８０９ ０.１１７３ ０.１０５２ ０.０９５５ ０.０７７８ ０.０７４６ ０.０９４６ ０.０９２０ －８.０ ０.０１４９ １６.２２４５

子样 ２
Ｓｕｂ￣ｓａｍｐｌｅ ２

０.１１６２ ０.１２０１ ０.１０３３ ０.０８２０ ０.０９３９ ０.０９６４ ０.０９４６ ０.０８８５ ０.０８５０ ０.０８４２ ０.０８００ ０.０７９９ ０.０９３７ －６.３ ０.０１２９ １３.８１７５

子样 ３
Ｓｕｂ￣ｓａｍｐｌｅ ３

０.０９４３ ０.０８７６ ０.０９７８ ０.０７５２ ０.０７５８ ０.０７８３ ０.１１３３ ０.１４７１ ０.０９８９ ０.０７６９ ０.０８７６ ０.０８９９ ０.０９４１ －５.９ ０.０２０３ ２１.５２２５

仪器 ２
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ２

子样 １
Ｓｕｂ￣ｓａｍｐｌｅ １

０.０９０９ ０.０９２３ ０.０９３５ ０.１０７７ ０.１１０８ ０.１１７７ ０.１０９０ ０.１２５２ ０.１１９１ ０.１１２３ ０.１０３４ ０.１２００ ０.１０８５ ８.５ ０.０１１０ １０.１３８１

子样 ２
Ｓｕｂ￣ｓａｍｐｌｅ ２

０.０９４４ ０.０９５４ ０.０８４３ ０.０７４２ ０.０７７６ ０.０８３４ ０.１１９８ ０.１２１４ ０.１２２７ ０.０９０９ ０.１０９９ ０.１２１０ ０.０９９６ －０.４ ０.０１７６ １７.６９４１

子样 ３
Ｓｕｂ￣ｓａｍｐｌｅ ３

０.１２４０ ０.０９７４ ０.１０４５ ０.０８５３ ０.０９４７ ０.１０１１ ０.１２３９ ０.１１７２ ０.１２０２ ０.０９９４ ０.１０１１ ０.１０８５ ０.１０６４ ６.４ ０.０１１９ １１.１８４４

　 　 试剂 １:ＴａｑＭａｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎻ试剂 ２:Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ (Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)ꎻ仪器 １:ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎻ仪器 ２:ＣＦＸ
９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎮ

Ｒｅａｇｅｎｔｓ １: ＴａｑＭａｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎻ Ｒｅａｇｅｎｔｓ ２: Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ (Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)ꎻ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ １: ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔꎻ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ２: ＣＦＸ ９６ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ.
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