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　 　 摘要：　 为完善中国转基因生物及产品定量分析标准化技术体系，保障中国生物安全和降低生态风险，本研究

建立了转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 及产品的实时荧光定量 ＰＣＲ 分析方法，并用特异性、准确度、灵敏度以及测量不确定

度等指标评价了该方法。 结果显示该方法分析转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 特异性很强；２９ 次重复测量含量为 １􀆰 ５０％的

转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 样品，平均测量值（１􀆰 ５４１％）接近真实值（１􀆰 ５０％），相对偏差为 ２􀆰 ７０％，测量值的变异系数

为０􀆰 １１０ ４，回收率为 １００􀆰 ００％，测量不确定度为 ０􀆰 ０９６；在 ９７􀆰 ５％的置信水平下能检测到最低含量为 ５ 个拷贝的

ＭＯＮ８８０１７ 分子片段。 因此，本研究建立的转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法具有较高的特异性、准
确度和灵敏度，能为中国转基因生物安全监管提供良好的技术支撑。
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　 　 随着转基因作物的大面积种植，转基因作物本

身的安全性及其对人类健康和生态环境的潜在威胁
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成为国际社会和公众普遍关注的热点问题之一［１］。
转基因产品应用的时间相对较短，其潜在影响可能

需要相当长的时间才能显现出来，由于受科学技术

和人类认知水平等因素限制，目前尚无法系统、准确

地回答转基因产品对人类健康是否具有危害。 尽管

中国在转基因生物安全管理方面出台了一系列严格

的法律法规，但是尚缺乏系统和完整的转基因产品

全程溯源管理体系和定量检测标准化技术体系。 近

年来，中国出口到欧盟的大米被检出超过欧盟规定的

转基因成分标识含量阈值（０􀆰 ９％） ［２］。 由于中国缺乏

转基因成分定量检测技术标准，在国际农产品贸易中

受进口国利用转基因成分定量检测技术设置的贸易

壁垒限制，严重影响了中国农产品的出口贸易。 因此

对农产品转基因成分进行有效、快速、准确、定量分析

已成为目前亟待解决的课题。 截至目前，中国共颁布

１０１ 项转基因生物安全检测技术标准，其中农业行业

转基因成分检测标准 ４１ 项，环境安全检测技术标准

３９ 项，商检行业转基因成分检测技术标准 ２１ 项。 １０１
项标准中只有 ７ 项标准（ＧＴＳ４０⁃３⁃２、ＭＯＮ８１０、ｂｔ１７６、
ｂｔ１１、ＧＡ２１、ＴＡ２５、ＲＴ７３）是转基因成分定量检测技术

标准，其余标准都是转基因成分定性检测技术标准。
随着生物化学与分子生物学技术的飞速发展，原有定

性分析方法已远远滞后于转基因生物新品种研发和

分析技术的进步，无法满足日常转基因生物安全监管

需求。 因此，建立相关转基因生物及产品定量分析技

术显得尤为迫切。
以农产品中 ＤＮＡ 含量为依据，用 ＱＲＴ⁃ＰＣＲ

（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ）分

析特定转基因成分拷贝数（Ｃｏｐｉｅｓ）与物种内标准基

因拷贝数（Ｃｏｐｉｅｓ）之比来定量分析农产品中转基因

成分含量，是目前国际上定量分析转基因成分含量

的主流方法。 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＱＲＴ⁃ＰＣＲ）分析

方法［３⁃７］ 是在 ＰＣＲ （多聚酶链式反应， Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ）反应体系中，除采用人工化学合成的

１ 对特异寡核苷酸聚合分子（引物，起引发多聚酶链

式反应）外，还加入了 １ 条与模板 ＤＮＡ 匹配的标记

有荧光化学基团的特异寡核苷酸聚合分子（探针，
与模板 ＤＮＡ 杂交使反应产物带有荧光信号）。 随

着 ＰＣＲ 反应的进行， ＰＣＲ 反应产物不断累计，荧光

信号强度也等比例增加。 每经过一个循环，收集 １
个荧光强度信号，这样就可以通过荧光强度变化监

测产物量的变化，从而得到 １ 条含荧光信号的反应

产物积累量的曲线（扩增曲线）。 当荧光信号超过

所设定的阈值（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｖａｌｕｅ）时，荧光信号可被检

测出来。 在产物生成的对数增长期内，每个 ＤＮＡ 模

板的 Ｃ ｔ（Ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）值与该模板的起始拷贝

数的对数存在线性关系。 利用已知起始拷贝数（含
量）的基体标准物质或质粒标准分子可制备标准曲

线，将通过分析仪器获得未知样品的 Ｃｔ 值代入标准

曲线，即可计算出该样品的内源基因和转基因成分

的起始拷贝数（含量），从而计算出目标核酸拷贝数

（含量）的比值（百分数），即为转基因成分的相对百

分含量。
ＭＯＮ８８０１７ 是美国孟山都公司研发的具有抗虫

和耐除草剂特性的转基因玉米。 欧洲食品安全局

（Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｆｏｏｄ ｓａｆｅｔｙ ａｕｔｈｏｒｉｔｙ，ＥＦＳＡ）在 ２０１１ 年发

布了一份转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 在欧洲市场上市的

风险评估报告，认为 ＭＯＮ８８０１７ 不太可能对环境产

生不良影响，除了该玉米含有的 Ｃｒｙ３Ｂｂ１ 蛋白对鞘

翅类靶标害虫的抗性演化外。 中国于 ２０１３ 年底批

准进口转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 用作加工原材料，进
口有效期截止 ２０１６ 年 １２ 月 ３１ 日。 目前关于

ＭＯＮ８８０１７ 玉米的检测有相对成熟的定性分析方

法［８⁃９］，但是其定量分析方法却鲜有报道［９］。 本研

究根据 ＭＯＮ８８０１７ 外源基因插入受体玉米基因组的

旁侧 ＤＮＡ 序列，设计并合成了特异的寡核苷酸和探

针，建立了一种高灵敏度的转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７
及衍生品定量分析方法，以期为中国转基因生物及

产品定量分析提供精准定量分析技术。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

含量为 １００％的转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 粉末用

于标准曲线制备， 含量为 １􀆰 ５％ 的转基因玉米

ＭＯＮ８８０１７ 粉末 （用含量为 １００％ 的转基因玉米

ＭＯＮ８８０１７ 粉末与普通玉米粉末，按照 １􀆰 ５％的质量

百分比在本实验室制备）用作测试样品。
１．２　 试验方法

１．２．１　 试剂与仪器 　 本试验中的核心试剂基因组

ＤＮＡ 提取试剂和探针型（ＴａｑＭａｎ􀳏 水解探针）实时

聚合酶链式反应试剂［Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅ⁃
ａｃｔｉｏｎ （ＰＣＲ） ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ］购自 ＴＩＡＮＧＥＮ􀳏 天根生化

科技（北京）有限公司。
试验中使用的关键仪器有超微量分光光度计
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（Ｎａｎｏｄｒｏｐ􀳏 １０００，ｔｈｅｒｍｏ ｆｉｓｈｅｒ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）
和实时荧光 ＰＣＲ 系统（Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ ７５００，
ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ， ＵＳＡ），分别用于测试

从转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 中分离、纯化的基因组

ＤＮＡ 的质量和扩增玉米 ｚＳＳ Ⅱｂ 内源基因以及

ＭＯＮ８８０１７ 转化 ＤＮＡ 片段。
１．２．２　 ＤＮＡ 的分离与纯化　 称取含量为 １００％的转

基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 粉末和含量为 １􀆰 ５％的转基因

玉米 ＭＯＮ８８０１７ 粉末各 ０􀆰 １ ｇ。 按照植物基因组

ＤＮＡ 纯化试剂盒［ ＴＩＡＮＧＥＮ􀳏 ，天根生化科技 （北

京）有限公司产品］说明书分离、纯化转基因玉米

ＭＯＮ８８０１７ 基因组 ＤＮＡ。
１．２．３　 引物和探针设计　 按照国家标准 ＧＢ１９４９５􀆰 ４⁃
２００４［１０］合成引物和探针，扩增玉米内标基因 ｚＳＳⅡｂ；
根据 转 基 因 玉 米 ＭＯＮ８８０１７ 的 旁 侧 序 列 （ ＧＩ：
３９７１４６０４２ ）， 用 Ｐｒｉｍｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓ３􀆰 ０ （ Ａｐｐｌｅｒａ
ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ， Ｕ􀆰 Ｓ􀆰 ）软件设计跨越基因表达调控元件

（ＣａＭＶ３５Ｓ）和玉米基因组的特异引物和探针（表 １），
扩增 ＭＯＮ８８０１７ 分子片段； ｚＳＳⅡｂ 和本试验设计的

ＭＯＮ８８０１７ 的引物与探针由生工生物工程（上海）股份

有限公司（Ｓａｎｇｏｎ ｂｉｏｔｅｃｈ）进行化学合成。 合成纯度为

ＨＰＬＣ 级，探针 ５′端和 ３′端分别标记荧光基团 ＦＡＭ（６⁃
ｃａｒｂｏｘｙ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，６⁃羧基荧光素）和 ＴＡＭＲＡ（６⁃Ｃａｒ⁃
ｂｏｘｙｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ，６⁃羧基四甲基罗丹明）。

表 １　 引物和探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因 设计的引物和探针序列 产物大小（ｂｐ）

ｚＳＳⅡｂ ５′⁃ＣＴＣＣＣＡＡＴＣＣＴＴＴＧＡＣＡＴＣＴＧＣ⁃３′
５′⁃ＴＣＧＡＴＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＧＴＧＡＣＡＧＧ⁃３′
５′⁃ＦＡＭ⁃ＡＧＣＡＡＡＧＴＣＡＧＡＧＣＧＣＴＧ⁃
ＣＡＡＴＧＣＡ⁃ＴＡＭＲＡ⁃３′

１５１

ＭＯＮ８８０１７
分子片段

５′⁃ＣＧＣＴＡＧＣＡＧＣＴＣＴＣＣＴＣＣＡＡ⁃３′
５′⁃ＣＣＧＧＡＣＡＴＧＡＡＧＣＣＡＴＴＴＡＣＡ⁃３′
５′⁃ＦＡＭ⁃ＣＴＴＴＴＴＴＧＣＣＧＧＡＧＴＡＴＧＡＣＧ⁃
ＧＴＧＡＣＧ⁃ＴＡＭＡＲＡ⁃３′

９７

１．２．４　 标准曲线制备和反应体系　 将含量为 １００％
的转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 的基因组 ＤＮＡ，按照 １ ∶５
稀释成 ５ 个浓度梯度：１００􀆰 ００ ｎｇ ／ μｌ、２０􀆰 ００ ｎｇ ／ μｌ、
４􀆰 ００ ｎｇ ／ μｌ、 ０􀆰 ８０ ｎｇ ／ μｌ、 ０􀆰 １６ ｎｇ ／ μｌ。 将含量为

１􀆰 ５％的转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 基因组 ＤＮＡ 的浓度

稀释成 ５０ ｎｇ ／ μｌ。 取上述 ＤＮＡ 稀释液 ３ μｌ 加入到

２５ μｌ 反应体系：ＴａｑＭａｎ􀳏 Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ （２×）１２􀆰 ５ μｌ，
上、下 游 引 物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 各 １ μｌ， 探 针 （ １０

μｍｏｌ ／ Ｌ）０􀆰 ５ μｌ，补水至 ２５ μｌ。 每个梯度浓度的

ＤＮＡ 稀释液做 ３ 个平行反应，对测试样品进行 ２９
次重复分析。 把配制好的反应体系置于 ７５００ 型荧

光定量 ＰＣＲ 仪器上，运行如下程序： 首先 ９５ ℃预

变性 ＤＮＡ 模板 １０ ｍｉｎ，然后运行 ４５ 个热循环反应

（９５ ℃变性 １５ ｓ，５９ ℃退火 ６０ ｓ）。
１．２．５　 方法的特异性、灵敏度、精密度和测量不确

定度　 为了检验所建方法的特异性，除了将本研究

设计的引物和探针在数据库 （ ＥＭＢＬ、 ＧｅｎＢａｎｋ、
Ｐａｔｅｎｔ 等）中进行比对外，还用设计的引物和探针检

测转基因玉米 ＴＣ１５０７、ＮＫ６０３、ＭＯＮ８６３、ＭＯＮ８１０、
３２７２ 非目标转化体粉末样品和转基因大豆、棉花、
油菜、甜菜种子粉末样品来确定方法的特异性。

根据玉米基因组大小（２􀆰 ５×１０９ ｂｐ），计算出 ３
μｌ 含量 １００％ 的 ＭＯＮ８８０１７ 玉米 ＤＮＡ 溶液 （ ５０
ｎｇ ／ μｌ）含５０ ０００个拷贝（Ｃｏｐｉｅｓ）ＭＯＮ８８０１７ 分子片

段，然后连续 ４ 次 １０ 倍梯度稀释，获得 ＭＯＮ８８０１７
分子片段的 ５ 个梯度拷贝数分别为５０ ０００拷贝，
５ ０００拷贝，５００ 拷贝，５０ 拷贝，５ 拷贝，分别以这 ５ 个

梯度拷贝数的 ＤＮＡ 为模板进行实时扩增以测定方

法的灵敏度。
对转基因成分含量为 １􀆰 ５％的样品进行 ２９ 次重

复检测，然后计算这些测量数据的变异系数和回收

率来评估方法的精密度。 变异系数和回收率的计算

公式分别为变异系数（ＣＶ）＝ 标准差（Ｓ） ／算术平均

值（Ｘ），回收率（％）＝ Ｃ１ ／ Ｃ２×１００％”，其中 Ｃ１为样品

转基因成分测量值的平均值，Ｃ２为样品转基因成分

真实值（约定值）。

采用 Ｕ＝ ２× ０􀆰 ０４８ １２＋（０􀆰 １８２ ９×Ｃ） ２ 公式，计
算本试验的测量不确定度，其中 Ｕ 为扩展不确定

度，Ｃ 为试样的测量值。

２　 结果与分析

２．１　 方法的特异性和拟合的标准曲线

采用本试验设计的引物和探针分别对转基因玉

米 ＭＯＮ８８０１７、ＴＣ１５０７、ＮＫ６０３、ＭＯＮ８６３、ＭＯＮ８１０、
３２７２ 非目标转化体粉末样品和转基因大豆、棉花、
油菜、甜菜种子粉末样品的 ＤＮＡ 进行分析（图 １），
只有转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 的信号能被检测到，说
明设计的定量分析 ＭＯＮ８８０１７ 分子片段的引物和探

针对转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 有非常强的特异性。
根据最小二乘法原理，７５００ 软件（Ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏ⁃
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图 １　 方法的特异性

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｉｚｅ ＭＯＮ８８０１７

ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ， ＵＳＡ）拟合出标准曲线。 转基因

　 　 　 　 　 图 ２　 方法的检测下限

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

玉米 ＭＯＮ８８０１７ 的标准曲线方程为 Ｙ ＝ － ３􀆰 ２５ｘ ＋
３２􀆰 ６３，相 关 系 数 （ ｒ ） 为 ０􀆰 ９９９， 扩 增 效 率 为

１０３􀆰 １８％；玉米内源基因 ｚＳＳⅡｂ 的标准曲线方程为

Ｙ＝ －３􀆰 ２８ｘ＋３１􀆰 ６３，相关系数（ ｒ）为 ０􀆰 ９９７，扩增效率

为 ９９􀆰 ７３％。 结果显示本试验的内源（ ｚＳＳⅡｂ）、外
源（５９１２２ 分子片段）基因扩增效率大于 ９０􀆰 ００％，相
关系数（ ｒ）大于 ０􀆰 ９８０，说明本试验设计的引物和探

针扩增效率高。
２．２　 方法的灵敏度和精密度

用５０ ０００、５ ０００、５００、５０、５ 个拷贝数（分子数）
的 ＭＯＮ８８０１７ 分子片段作为模板，实时分析结果表

明本方法能检测到 ５ 个拷贝的 ＭＯＮ８８０１７ 分子片段

（图 ２ 和表 ２）。 为了验证本试验建立的转基因玉米

ＭＯＮ８８０１７ 定量检测低限（ＬＯＤ）的可靠性，本研究

对 ５ 拷贝的 ＭＯＮ８８０１７ 分子片段进行 ４０ 次重复检

测，结果表明 ３９ 次能够检测到 ５ 拷贝的 ＭＯＮ８８０１７

分子片段（表 ３）。 因此，试验结果表明在 ９７􀆰 ５％的

置信水平下本研究建立的转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 定

量检测方法低限为 ５ 个拷贝。

表 ２　 方法的灵敏度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ

拷贝数
Ｃｔ 值

第 １ 次试验 第 ２ 次试验 第 ３ 次试验
平均 Ｃｔ 值

５×１０４ ２６．１３ ２６．０４ ２５．９１ ２６．０３

５×１０３ ２９．１３ ２９．１２ ２９．１６ ２９．１３

５×１０２ ３２．８８ ３２．６８ ３２．６３ ３２．７３

５×１０１ ３５．４６ ３５．８７ ３５．９１ ３５．７５

５×１００ ３８．５６ ３８．５３ ３９．４５ ３８．８５

表 ３　 ９７􀆰 ５％置信水平的检测下限的 Ｃｔ 值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ａｔ
９７􀆰 ５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｌｅｖｅｌ

重复序号 Ｃｔ 值 重复序号 Ｃｔ 值 重复序号 Ｃｔ 值

１ ３８．３０１ ３５ ２３ ３９．８２６ ８１ ２０ ３９．２０１ ５８

２ ３８．２２５ ６３ ２４ ３７．９７２ ３１ ２１ ３８．１００ ３６

３ ３９．１４８ ５６ ２５ ４０．１４６ ２９ ２２ ３９．３５１ ８８

４ ３６．６２４ ０８ ２６ ３７．５９５ ０７ ２３ ３７．８６２ ４５

５ ３９．２０１ ５８ ２７ ３９．１２２ ３７ ２４ ３７．７７７ ７４

６ ３８．１００ ３６ ２８ ３７．７８５ ３０ ２５ ３６．８７４ ８７

７ ３９．３５１ ８８ ２９ ３６．６５０ ４６ ２６ ３９．１８２ ８５

８ ３７．８６２ ４５ ３０ ３７．２２５ ６５ ２７ ３９．１４９ ０５

９ ３７．７７７ ７４ ３１ ３９．２６８ ４９ ２８ ３５．５６６ ５９

１０ ３６．８７４ ８７ ３２ ３８．３３０ ０７ ２９ ３６．１６１ ８２

１１ ３９．１８２ ８５ ３３ ３８．２１８ ６６ ３０ ３７．１０２ ９９

１２ ３９．１４９ ０５ ３４ ３７．１９１ １１ ３１ ３７．２９６ ２３

１３ ３５．５６６ ５９ ３５ ３８．５８６ ７６ ３２ ３７．９０１ ７０

１４ ３６．１６１ ８２ ３６ ３７．０８９ ６２ ３３ ３８．０１９ ３４

１５ ３７．１０２ ９９ ３７ － ３４ ３６．７２２ ５９

１６ ３７．２９６ ２３ ３８ ３８．１４８ １９ ３５ ３７．１８４ ３９

１７ ３７．９０１ ７０ ３９ ３９．１２０ ４６ ３６ ３８．８０５ １９

１８ ３８．０１９ ３４ ４０ ３６．９１７ １９ ３７ ３６．９５８ ６８

１９ ３６．７２２ ５９ １６ ３８．３０１ ３５ ３８ ３９．８２６ ８１

２０ ３７．１８４ ３９ １７ ３８．２２５ ６３ ３９ ３７．９７２ ３１

２１ ３８．８０５ １９ １８ ３９．１４８ ５６ ４０ ４０．１４６ ２９

２２ ３６．９５８ ６８ １９ ３６．６２４ ０８
－：待定
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用本 试 验 建 立 的 方 法 对 含 ＭＯＮ８８０１７ 为

１􀆰 ５００％的测试样品重复检测 ２９ 次，结果表明测试

样 品 中 ＭＯＮ８８０１７ 的 相 对 含 量 为 １􀆰 ２３５％ ～
１􀆰 ８６０％，平均相对含量为 １􀆰 ５４１％（表 ４），接近真实

含量 １􀆰 ５００％（约定真值），测量值与真实值的相对

偏差 为 ２􀆰 ７％。 ２９ 次 测 量 结 果 的 变 异 系 数 为

０􀆰 １１０ ４，回收率为 １００％，说明该分析方法具有良好

的准确性和重现性。

表 ４　 含 １．５０％转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 样品的定量检测

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ １􀆰 ５％ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｉｚｅ ＭＯＮ８８０１７ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔ

重复序号 ｚＳＳⅡｂ Ｃｔ 值 ｚＳＳⅡｂ 绝对含量（ｎｇ） ＭＯＮ８８０１７ 片段 Ｃｔ 值 ＭＯＮ８８０１７ 片段绝对含量（ｎｇ） ＭＯＮ８８０１７ 片段相对含量（％）

１ ２３．２４９ ３６８．５３８ ３０．４３０ ６．５６２ １．７８１

２ ２３．２４８ ３６８．８０３ ３０．５０２ ６．２３４ １．６９０

３ ２３．２１４ ３７７．６２３ ３０．５５３ ６．０１１ １．５９２

４ ２３．２６７ ３６３．９７９ ３０．８２３ ４．９５７ １．３６２

５ ２３．２１３ ３７７．９７５ ３０．５５３ ６．０１１ １．５９０

６ ２３．２３０ ３７３．３４１ ３０．３５１ ６．９４５ １．８６０

７ ２３．０７６ ４１５．３４９ ３０．２６２ ７．４０２ １．７８２

８ ２３．３１７ ３５１．５９３ ３０．５９４ ５．８３８ １．６６０

９ ２３．１７７ ３８７．４７９ ３０．３８９ ６．７５９ １．７４４

１０ ２３．０２３ ４３０．６８６ ３０．２９１ ７．２４７ １．６８３

１１ ２２．９５８ ４５０．６０１ ３０．４８６ ６．３０５ １．３９９

１２ ２２．９２９ ４５９．６３９ ３０．４２８ ６．５７２ １．４３０

１３ ２３．０００ ４３７．７２６ ３０．４２６ ６．５８１ １．５０４

１４ ２３．００３ ４３６．８８０ ３０．３８８ ６．７６２ １．５４８

１５ ２３．０７５ ４１５．６９０ ３０．４６５ ６．４００ １．５４０

１６ ２２．９３８ ４５６．６９０ ３０．６４３ ５．６３８ １．２３５

１７ ２３．０１１ ４３４．３７２ ３０．３８５ ６．７７８ １．５６０

１８ ２２．９３６ ４５７．３９７ ３０．６０４ ５．７９７ １．２６７

１９ ２３．１７７ ３８７．２８２ ３０．６１４ ５．７５４ １．４８６

２０ ２３．１８４ ３８５．５５３ ３０．４２４ ６．５９２ １．７１０

２１ ２３．０５９ ４２０．２６２ ３０．４８７ ６．３０３ １．５００

２２ ２２．９９９ ４３７．８５２ ３０．４６３ ６．４１１ １．４６４

２３ ２３．１９７ ３８２．０８３ ３０．６６８ ５．５３８ １．４４９

２４ ２３．３６０ ３４１．３１３ ３０．５６２ ５．９７３ １．７５０

２５ ２３．１９８ ３８１．７０９ ３０．６５４ ５．５９２ １．４６５

２６ ２３．０３４ ４２７．５９０ ３０．７１０ ５．３７４ １．２５７

２７ ２３．１７９ ３８６．７７２ ３０．６０６ ５．７８９ １．４９７

２８ ２３．３５１ ３４３．５９４ ３０．９１１ ４．６５６ １．３５５

２９ ２３．２４９ ３６８．５３８ ３０．４３０ ６．５６２ １．７８１

平均 ２３．１２９ ４０２．０８５ ３０．５２４ ６．１７１ １．５４１

２．３　 测量不确定度

根据公式 Ｕ ＝ ２× ０􀆰 ０４８ １２＋（０􀆰 １８２ ９×Ｃ） ，计

算得到 ２９ 次定量分析转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 的测

量不确定度为 ０􀆰 ０９６，低于 １０％，测量值分布范围较
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窄（１􀆰 ５４１％±０􀆰 ０９６％），说明使用本方法定量分析转

基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 的检测质量较高。

３　 讨 论

中国是世界上对转基因生物及产品安全监管最

严格的国家之一，目前对转基因农产品实施的是零

容忍的定性标识制度，只要产品中检出转基因成分

都必须标识该产品含转基因成分，而不考虑产品的

安全等级差异。 这种标识制度缺乏足够的科学性，
不利于转基因生物产业的健康发展。 欧盟（标识阈

值为 ０􀆰 ９％）、日本（标识阈值为 ５􀆰 ０％）和韩国（标识

阈值为 ３􀆰 ０％）等国家（地区）采取的是定量标识制

度［１１⁃１２］，产品中的转基因成分含量高于标识阈值才

需进行含转基因成分标识。 从目前国际转基因生物

产业发展情况推测，产品的转基因成分定量标识最

终可能会成为国际趋势。
由于中国目前实施的是转基因成分定性标识政

策，所以缺乏完整的转基因产品定量分析技术体系。
国际上转基因成分定量分析主要采用荧光定量

ＰＣＲ 方法，本研究根据定量 ＰＣＲ 原理设计了定量分

析转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 的引物和探针，建立了一

种高灵敏度的转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 的实时定量

ＰＣＲ 检测方法。 对于新建的化学分析方法，一般需

要用特异性、准确性、灵敏性、精密度以及测量不确

定度等方法学指标来评价新建方法的先进性。 本研

究设计的引物和探针在 ＮＣＢＩ 数据库中进行理论比

对，除了能与转基因玉米外源基因旁侧序列结合外，
没有发现别的结合位点。 本研究还用设计的引物和

探针进一步分析了抗除草剂和抗虫转基因玉米其他

品系，仍然没有检测到 ＭＯＮ８８０１７ 分子片段，充分说

明本试验建立的定量分析转基因玉米 ＭＯＮ８８０１７ 的

方法具有很高的特异性。
结果的准确性是分析方法的内在要求。 在实际

操作中，ＰＣＲ 的扩增效率为 ９０％ ～ １１０％，对应的标

准曲线斜率的平均值为－３􀆰 ６ ～ －３􀆰 １，测试样品的 Ｃｔ
值在 １８～３０ 个循环数范围内，能够获得可靠的测量

结果［１３］。 Ｒ２是反映标准曲线数据对相关性的重要

参数，在基因的定量分析中，一般要求决定系数 Ｒ２

大于或等于 ０􀆰 ９８。 本研究用建立的转基因玉米

ＭＯＮ８８０１７ 定量 ＰＣＲ 检测方法，制备的标准曲线斜

率为－３􀆰 ２５， 扩增效率为 １０３􀆰 １８％，相关系数 ｒ 为

０􀆰 ９９９，用该标准曲线得到的检测结果（１􀆰 ５４１％）接

近样品中 ＭＯＮ８８０１７ 含量的真实值（１􀆰 ５００％）。 测

量值与真实值的相对偏差（２􀆰 ７％）小于 １０％，而且

样品测试的回收率为 １００％，充分显示本方法的测

量结果具有较高的准确度和较好的重现性。 灵敏度

是衡量检测方法先进性的主要指标，在分析化学中

一般是指测定方法能检测出物质的最低量或最低浓

度。 本研究建立的方法在高置信水平（９７􀆰 ５％）下

能够检测到 ５ 个拷贝的 ＭＯＮ８８０１７ 分子片段，远高

于袁磊等报道的 １７ ～ ３０ 个拷贝（未给出置信度）的
灵敏度［９］，说明本方法具有很高的灵敏度。 理论

上，利用 ＰＣＲ 技术可以检测到 １ 个拷贝数的 ＤＮＡ
分子，但是在分析实践中往往因为 ＤＮＡ 等大分子溶

液的均一性低于离子化合物溶液的均一性和微量液

体转移等问题导致试验不能在 １００％置信水平下检

测到 ５ 个拷贝数的 ＭＯＮ８８０１７ 分子片段。
精密度是用来表征各次测量数据大小彼此接近

的程度。 精密度越高，说明各次测量数据比较接近，
精密度是偶然误差的反映。 通过连续 ２９ 次重复测

量同一样品，测量值分布在 １􀆰 ２３５％ ～１􀆰 ８６０％，变异

系数为０􀆰 １１０ ４，显示应用本方法测量具有较高的精

密度。 测量不确定度是与测量结果关联的一个参

数，用于表征合理赋予被测量值的分散性［１４］，是评

估检测数据质量的重要参数。 本试验的测量不确定

度 Ｕ 为 ０􀆰 ０９６， 低于 １０％， 测量值主要 分 布 在

１􀆰 ４４４％～１􀆰 ６３６％，说明本方法的检测质量较高。 因

此，从特异性、灵敏度、精密度、准确度以及测量不确

定度等指标评价结果看，本研究建立的转基因玉米

ＭＯＮ８８０１７ 实时定量 ＰＣＲ 分析方法是一种高灵敏

度的转基因生物及产品定量分析技术，能为中国转

基因生物安全监管提供良好的技术支撑。
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