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应用多重荧光PCR快速筛查
作物中转基因成分研究

邢珍娟，董立明，龙丽坤，刘 娜，夏 蔚，谢彦博，李葱葱，李飞武
(吉林省农业科学院农业质量标准与检测技术研究所，长春 130033)

摘 要：通过对我国批准进口的和获得农业转基因生物安全证书的转基因玉米转化体的序列分析发现，除

DAS40278-9和BLVA430101外，CaMV35s启动子、NOS终止子、Cry1Ab/Ac基因和 pat基因覆盖了21种玉米转基因转

化体。通过引物组合筛选、反应体系优化、灵敏度测试、适用性测试等实验，建立了基于4个通用筛选元件及 zSSIIb

内源基因的五重荧光PCR和基于转化体特异性序列的二重荧光PCR检测转基因成分方法体系。方法参数测定结

果表明，此方法特异性强、稳定性好，检测灵敏度达到0.05%。同时，此方法体系不仅适用于转基因玉米成分筛查，

对大豆、水稻等多种作物进行转基因成分筛选鉴定也有良好的适用性。
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Rapid Screening of Genetically Modified Ingredient in
Crops by Multiplex Real-time PCR
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(Institute of Agricultural Quality Standard and Testing Technology,
Jilin Academy of Agricultural Sciences, Changchun 130033, China)

Abstract: Through sequence analysis of genetically modified corn transformants approved for import and ob⁃
tained agricultural genetically modified organisms safety certificates in China, it was found that CaMV35s promoter,
NOS terminator, Cry1Ab/Ac gene, and Pat gene covered 21 corn transgenic events. In this study, a series of experi⁃
ments, including primer combination screening, reaction system optimization, sensitivity test, and applicability test
were conducted. Consequently, a five-plex fluorescent PCR system and a duplex fluorescent PCR system were estab⁃
lished based on four common screening elements and an endogenous gene zSSIIb. The measurement results of pa⁃
rameters showed that these two multiplex fluorescent PCR detection systems established in this study are character⁃
ized by strong specificity, good stability high sensitivity, which can reach 0.05%. Meanwhile, these two systems can
also be used to screen and identify genetically modified ingredients in soybean, rice and many other crops.
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2018年全球转基因作物种植面积达1.917亿hm2，

其中转基因玉米种植面积5 890万hm2 [1]。我国批准

进口的转化体数量是 21种，获得农业转基因生物
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安全证书的有3个。随着转基因植物的大面积推广

应用，其安全性问题引起了公众和研究人员的广泛

关注[2]。不同国家根据自身国情建立了相应的转基

因植物安全管理制度，为确保这些监管制度的实施，

国内外学者围绕转基因产品精准、快速检测技术开

展了大量研究，其中，PCR是最常应用的转基因分子

检测技术，已建立了一系列以外源调控元件、标记和

报告基因、目的基因、转化体成分等为靶标的单一

PCR检测方法[3，4]。

在转基因产品分子检测时，往往需要检测多个

外源基因来确认其是否为转基因产品及含哪些转基
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因成分或者需要检测包含多种转化体的样品，多重

实时荧光聚合酶链式反应 (mul- titarget real- time
polymerase chain reaction，MT-PCR)技术在转基因产

品检测中得到了应用，不仅能节省样品和试剂，同时

也能大大缩短检测时间，实现一管多检的高效率，此

方法在微生物和病毒的检测中已广泛应用[5～8]。近

年来，在转基因检测方面也有一些报道，Köppel R
等 [9]建立了能同时检测 Mhmg、Lectin、P- 35S、T-

NOS、T-35S 共 5 个基因和同时检测 PFMV、Bar、

CTP2-CP4EPSPS、Pat共 4个基因的 2个多重荧光

PCR检测方法。张耀川等[10]利用MPCR技术建立了

7种转基因油菜籽转化体的检测方法。李忆等[11]利

用多重PCR技术同时检测6种棉花转化体。董立明

等[12]采用多重PCR技术建立了转基因大豆品系的高

通量检测方法。闫伟等[13]建立了3种转基因大豆品

系的多重荧光 PCR检测体系。Samson等建立了同

时检测Zein基因、Adh1基因、MON810和GA21的四

重荧光PCR检测方法[14]。李飞武等[15]建立了能同时

检测 8种Bt基因的多重简并PCR方法。David Dob⁃
nik等[16]利用多重荧光PCR结合数字PCR建立了同

时检测 hmg基因和 7种转基因玉米的 2个多重荧光

PCR检测方法。Gu等 [17]建立了同时检测水稻内源

基因 sps、CaMV35S启动子的二重荧光定量 PCR方

法。Bhoge R K等 [18]利用 SYBR Green I荧光染料和

TaqMan 探针建立了同时检测转基因玉米 Bt11、
Bt176、MON89034以及 Adh1基因的多重荧光 PCR
方法。

根据国内外相关数据库的统计信息[19]，目前已

经批准商业化种植的、自主研发的具有产业化前景

的转基因玉米中，70%使用了CaMV35S启动子、60%
以上使用了NOS终止子。此外，cry1Ab/Ac基因是抗

虫转基因作物中应用最为广泛的目的基因，pat基因

作为耐除草剂转基因作物的目的基因。因此，选择

这4种基因元件作为转基因成分筛选检测的靶标对

象，具有很好的代表性。本研究通过对我国批准进

口的和获得农业转基因生物安全证书的转基因玉米

转化体的序列分析发现，除 DAS40278-9 和 BL⁃
VA430101外，zSSIIb、P-CaMV35s启动子、T-NOS终

止子、Cry1Ab/Ac基因、pat基因覆盖了 21种转化体。

本研究设计 1个基于 4个通用筛选元件及 zSSIIb内

源基因的五重荧光PCR(简称 S5体系)和 1个基于转

化体特异性序列二重荧光PCR(简称S2体系)对常见

的转基因作物进行初步筛选是否含转基因成分，提

高转化体检测效率、降低检测成本，为转基因作物的

安全监管和身份鉴定提供一种更为高效的技术手段。

1 材料与方法

1.1 供试材料

转 基 因 玉 米 NK603、Bt11、Bt176、MON810、
59122、MON863、T25、DAS40278- 9、MON89034、
3272、MON88017、IE034、Bt799、5307、Bt38、GA21、
MIR162、TC1507、MIR604、MON87460、MON87427、
BVLA43010、SK12-5，转基因大豆、转基因棉花、转

基因油菜、转基因甜菜、转基因水稻和非转基因玉米

均由本实验室收集保存。

1.2 主要试剂和仪器

植物基因组提取试剂盒购自北京天根生物公

司；Hi Taq probe qPCR MasterMix购自北京爱普拜生

物公司；检测引物和探针由上海生工生物公司和美

国英杰生命技术公司合成和纯化。

紫外/可见光分光光度计(ND8000)购自 Thermo
Fisher公司；实时荧光定量PCR仪(CFX96)购自Bio-
Red公司；高速离心机(5424)购自Eppendorf公司。

1.3 实验方法

1.3.1 样品基因组DNA提取

按照植物基因组提取试剂盒说明书，提取全部

试验样品的基因组 DNA，用紫外分光光度计测量

DNA的质量和浓度，用 1×TE溶液将样品的DNA稀

释至25 ng/μL，备用。

1.3.2 引物的设计及筛选

通过查阅国内外已发表论文、基因数据库及检

测标准等文献，获得了每个检测靶标的实时荧光

PCR引物和探针，具体信息见表1和表2。引物委托

上海生工进行合成，并用1×TE溶液将每种引物或探

针溶解，稀释至10 μmol/L备用。

1.3.3 PCR扩增体系及程序

S5 反 应 体 系 为 ：Hi probe qPCR MasterMix
12.5 μL，引物/探针总量 5.93 μL，DNA模板 2.0 μL，
超纯水 4.56 μL。每种引物/探针的终浓度见表 1。
S2反应体系为，Hi probe q PCR MasterMix 12.5 μL，
引物/探针总量2.5 μL，DNA模板2.0 μL，超纯水8 μL。
每种引物/探针的终浓度见表2。MT-PCR扩增程序

为，95℃预变性 5 min；95℃变性 15 s，60℃退火 60 s，
共进行45个循环，每个循环结束后收集荧光信号。

1.3.4 两个体系的引物优化

两个体系均设置 4组引物浓度组合(表 3)，每个

靶标的正、反向引物用量相等，探针用量为引物的一

半，每个样品3个平行，分别对各自的阳性对照样品

进行多重PCR扩增，筛选确定两个体系的最佳引物/
探针配比。



表1 S5体系PCR引物序列信息[20～24]

Table 1 PCR primers information of S5 system
检测靶标

Target
zSSIIb-QF
zSSIIb -QR
zSSIIb -QP
P-CaMV35s -QF
P-CaMV35s -QR
P-CaMV35s -QP
T-NOS-QF
T-NOS -QR
T-NOS -QP
pat -QF
pat -QR
pat -QP
Cry1Ab/Ac -QF
Cry1Ab/Ac -QR
Cry1Ab/Ac -QP

终浓度(μmol/L)
Final concentration

0.3
0.3
0.15
0.4
0.4
0.2
0.4
0.4
0.2
0.4
0.4
0.2
0.4
0.4
0.2

引物/探针名称及序列(5' →3')
Name and sequences of primer/probe(5' → 3')

CGGTGGATGCTAAGGCTGATG
AAAGGGCCAGGTTCATTATCCTC
HEX-TAAGGAGCACTCGCCGCCGCATCTG-BHQ1
CATCATTGCGATAAAGGAAAGGC
TGCTTTGAAGACGTGGTTGGA
FAM- TCGTGGGTGGGGGTC-MGBNFQ
ATCGTTCAAACATTTGGCA
ATTGCGGGACTCTAATCATA
Texas Red- CATCGCAAGACCGGCAACAGG-BHQ1
TTGAGGGTGTTGTGGCTGGTA
TGTCCAATCGTAAGCGTTCCT
Cy5- CTTCCAGGGCCCAGCGTAAGCA-BHQ1
GACCCTCACAGTTTTGGACATTG
ATTTCTCTGGTAAGTTGGGACACT
Cy5.5-TCCCGAACTATGACTCCAGAACCTACCCTATCC-BHQ3

扩增序列长度(bp)
Amplicon length

88

125

165

68

93

表2 S2体系引物序列信息[25，26]

Table 2 PCR primers information of S2 system
检测靶标

Target
DAS40278-9-QF
DAS40278-9 -QR
DAS40278-9 -QP
BVLA430101 -QF
BVLA430101 -QR
BVLA430101 -QP

终浓度(μmol/L)
Final concentration

0.4
0.4
0.2
0.4
0.4
0.2

引物/探针名称及序列(5' →3')
Name and sequences of primer/probe(5' → 3')

CACGAACCATTGAGTTACAATC
TGGTTCATTGTATTCTGGCTTTG
FAM- CGTAGCTAACCTTCATTGTATTCCG-BHQ1
AATTGCGTTGCGCTCACT
GCAACACATGGGCACATACC
Cy5.5- CCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCC-BHQ1

扩增序列长度(bp)
Amplicon length

98

152

表3 多重荧光PCR反应体系优化

Table 3 The optimizatipn of the fluorescence Multiplex PCR system

引 物

Primer
zSSIIb
P-CaMV35s
T-NOS
pat
Cry1Ab/Ac
注：上、下游引物体积单位为μL；探针的体积为引物的1/2。
Note: The volume unit of the upstream and downstream primers is in μL; the volume of the probe is 1/2 of the primer.

S5体系 S5 system
1
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

2
0.375
0.5
0.625
0.5
0.5

3
0.375
0.5
0.5
0.5
0.5

4
0.5
0.5
0.625
0.5
0.5

引 物

Primer
DAS40278-9
BVLA430101

／

／

／

S2体系 S2 system
1

0.625
0.5
／

／

／

2
0.75
0.5
／

／

／

3
0.5
0.5
／

／

／

4
1.0
0.5
／

／

／

1.3.5 MT-PCR体系适用性验证

分别以23种转基因玉米、7个转基因大豆、6个
转基因水稻、6个转基因棉花、9个转基因油菜、1个
转基因油菜和非转基因玉米的基因组DNA为模板，

进行两个体系的扩增，验证两个检测体系的适用性。

1.3.6 MT-PCR体系灵敏度测试

分别以转基因玉米Bt11作为 S5体系的阳性样

品，转基因玉米DAS40278-9和BVLA430101等比例

374期 邢珍娟等：应用多重荧光PCR快速筛查作物中转基因成分研究
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混合样作为S2体系的阳性样品，用0.1×TE溶液分别

进行梯度稀释，获得各品系含量分别为 25%、5%、

1%、0.2%、0.1%、0.05%和 0.01%的灵敏度测试样

品 ，进行多重荧光PCR扩增，每个样品6个平行，以

确定多重荧光PCR检测体系的灵敏度。

2 结果与分析

2.1 检测靶标的确定

表4 23种转基因玉米对应的靶标基因

Table 4 Target genes of 23 genetically modified corns

样 品

Sample
Bt11
Bt176
MON810
MON863
TC1507
GA21
NK603
T25
MON89034
59122
MIR604
3272
MON88017
MON87460
MIR162
DAS40278
5307
MON87427
BVLA430101
SK12-5
IE034
Bt799
Bt38

注：“+”表示检测结果为阳性；“—”表示检测结果为阴性。下表同。

Note:“+”means the test result is positive;“—”means the test result is negative. The same below.

靶标基因 Target gene
zSSIIb

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

P-CaMV35s

＋

＋

＋

＋

＋

—

＋

＋

＋

＋

—

—

＋

＋

—

—

—

＋

—

＋

＋

＋

＋

T-NOS

＋

—

—

＋

—

＋

＋

—

＋

—

＋

＋

＋

＋

＋

—

＋

＋

—

—

＋

＋

＋

Cry1Ab/Ac

＋

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

pat

＋

—

—

—

＋

—

—

＋

—

＋

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

通过查阅文献确定转化体所含具体的靶标基

因，用单一PCR方法验证了23种转基因玉米，结果

如表4所示，每个转化体都扩增出相应的靶标基因，

结果与预期一致。

2.2 MT-PCR体系的建立

用含量为 1%和 0.1%的 Bt11、DAS40278-9 及

BVLA430101等比例混合样，对两个多重体系的引

物/探针终浓度处理进行测试，扩增结果见图 1。当

五重荧光PCR体系中 zSSIIb、P-CaMV35s启动子、T-
NOS终止子、Cry1Ab/Ac基因、pat基因的引物终浓度

为 0.375、0.5、0.5、0.5和 0.5 μmol/L，2重荧光PCR体

系中DAS40278-9和BVLA430101的引物终浓度为

0.5、0.5 μmol/L时，1%和 0.1%样品都扩增出明显的

曲线，其他引物组合的0.1%样品不能全扩增出明显

的曲线，由此建立了五重和二重PCR体系。

2.3 S2和S5体系对转基因玉米的适用性验证

适用性测试结果由表 5所示，在 23种测试样品

中均扩增 zSSIIb基因，其Ct值均<36；两个体系的 23
种测试样品均能扩增到对应的靶标，表明这两个多

重体系可用于玉米样品中相应靶标的检测。

2.4 S5体系对其他转基因作物的适用性验证

利用7个转基因大豆、6个转基因水稻、6个转基

因棉花、9个转基因油菜和 1个转基因甜菜对 S5体

系进行适用性测试(表6)。结果表明，29个样品的测

试结果与预期结果一致，表明S5体系也能检测出其

他常见转基因作物的相应靶标基因。



图1 两个多重体系最佳引物配比组合扩增曲线

Fig.1 Amplification curve of optimal primers concentration in fluorescence multiplex PCR systems

表5 两个多重体系对转基因玉米的适用性测试

Table 5 Test of suitability to genetically modified corn of the two systems

样 品

Sample
Bt11
MON810
Bt176
59122
Bt38
MON89034
IE034
MON863
MON88017
5307
T25
NK603
TC1507
MON87460
MON87427
MIR604
Bt799
MIR162
GA21
3272
SK12-5
DAS40278-9
BVLA430101

S5体系 S5 system(Ct)
zSSIIb

27.08±0.21
26.17±0.14
27.09±0.06
27.35±0.05
26.41±0.10
26.14±0.08
27.30±0.11
26.38±0.11
26.77±0.24
26.90±0.49
25.56±0.28
26.67±0.18
28.76±0.36
27.05±0.06
25.79±0.09
26.80±0.09
26.09±0.13
24.81±0.36
25.63±0.16
27.07±0.06
26.78±0.17
26.13±0.02
26.35±0.12

P-CaMV35s

26.57±0.21
26.98±0.15
26.59±0.05
28.34±0.05
28.90±0.12
26.92±0.09
25.54±0.13
26.60±0.15
26.39±0.23

—

24.76±0.29
26.08±0.19
31.69±0.33
26.73±0.05
25.56±0.06

—

26.46±0.06
—

—

—

26.96±0.04
—

—

T-NOS

25.56±0.19
—

—

—

30.45±0.07
25.52±0.10
25.05±0.10
25.86±0.15
26.73±0.27
25.18±0.14

—

25.44±0.18
—

27.05±0.06
26.22±0.05
28.56±0.05
25.96±0.14
28.72±0.14
25.08±0.40
23.70±0.16

—

—

—

pat

26.55±0.25
—

—

27.15±0.02
—

—

—

—

—

—

24.53±0.29
—-

28.50±0.43
—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

Cry1Ab/Ac

25.99±0.22
—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

S2体系 S2 system(Ct)
DAS40278-9

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

26.23±0.23
—

BLVA430101

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

26.59±0.07

表6 S5体系对其他转基因作物的适用性测试

Table 6 Test of suitability to other crops of the two systems

作物种类

Crop type
大 豆

样 品

Sample
GTS40-3-2
MON89788
CV127

S5体系 S5 system(Ct)
zSSIIb

—

—

—

P-CaMV35s

23.79±0.19
—

—

T-NOS

22.38±0.16
—

—

pat

—

—

—

Cry1Ab/Ac

—

—

—
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续表6 Continued 6
作物种类

Crop type
大 豆

甜 菜

水 稻

棉 花

油菜

样 品

Sample
A2704-12
A5547-127
305423
356043
H7-1
KF2
KF6
KF8
KMD
TT51
M12
MON1445
MON15985
MON531
MON88913
LLCOTTON25
GHB614
MS1
MS8
OXY235
T45
RF1
RF2
RF3
Topas19/2
GT73

S5体系 S5 system(Ct)
zSSIIb

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

P-CaMV35s

23.34±0.07
24.97±0.12

—

30.26±0.29
—

25.41±0.16
23.75±0.04

—

25.84±0.10
—

—

26.80±0.09
25.84±0.39
26.15±0.03
30.86±0.26
32.22±0.11

—

—

32.65±0.28
27.77±0.27
29.66±0.05

—

—

—

29.69±0.05
—

T-NOS

—

—

—

—

—

25.12±0.06
22.18±0.03

—

23.74±0.21
24.45±0.09
26.83±0.12
25.73±0.11
25.12±0.39
25.99±0.04

—

31.04±0.15
—

31.20±0.08
29.35±0.21

—

—

28.23±0.05
29.34±0.10
24.73±0.07

—

—

pat

22.49±0.15
24.10±0.05

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

28.84±0.07
—

Cry1Ab/Ac

—

—

—

—

—

—

22.23±0.04
24.03±0.08
24.32±0.17
23.89±0.08

—

—

26.00±0.27
25.65±0.05

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

2.5 S2和S5体系的灵敏度测试

将 S2和 S5体系的阳性样品进行一系列浓度梯

度稀释，进行灵敏度测试(表 7)。结果表明，当转基

因靶标含量为25%～0.05%时，S5体系的5个靶标基

因均能扩增出典型的扩增曲线，S2体系的两个转化

事件也都能扩增出典型的扩增曲线；当转基因靶标

含量为 0.01%及以下时，两个多重体系不能全部检

测出对应的靶标基因，表明两个多重体系检测灵敏

度能达到0.05%。

表7 两个多重的灵敏度测试

Table 7 The sensitivity test of the two systems

体 系

System

S5

S2

靶标基因

Target gene

Zssiib

P-CaMV35s

T-Nos

pat

Cry1Ab/Ac

DAS40278-9

BLVA430101

样品稀释浓度

Sample dilution concentration(Ct)
25%

27.17±0.07
27.40±0.02
24.51±0.14
27.82±0.01
26.73±0.12
25.80±0.01
25.37±0.01

5%
29.23±0.04
29.49±0.05
26.72±0.08
29.88±0.05
28.84±0.04
27.05±0.02
27.05±0.01

1%
31.41±0.13
31.67±0.05
28.64±0.10
31.69±0.15
30.68±0.06
29.51±0.03
29.27±0.03

0.2%
33.15±0.11
33.63±0.08
30.65±0.16
33.45±0.07
32.78±0.13
31.47±0.06
31.76±0.04

0.1%
34.59±0.30
34.54±0.11
31.43±0.20
34.58±0.18
33.43±0.20
34.25±0.06
33.78±0.14

0.05%
36.68±0.10
35.57±0.08
32.15±0.01
35.17±0.07
35.18±0.02
35.22±0.27
35.53±0.20

0.01%
—

—

—

—

—

—

—



3 结论与讨论

在转基因产品分子检测时，一般先对几种常见

转基因成分如外源调控元件、目的基因等进行筛查，

确认样品中是否存在转基因成分，然后再进行转基

因身份鉴定[27]。在检测作物产品时，往往需要检测

多个外源基因来确认其是否为转基因产品及含哪些

转基因成分或者需要检测包含多种转化体的样品。

为提高检测通量和效率，国内外学者采用多重 PCR
策略，将多种靶标的检测引物和探针置于同一PCR
扩增体系，实现了多个品系的同步检测 [28，29]。在实

际应用中，不同引物序列对多重PCR结果存在很多

影响因素，如引物浓度、退火温度等。在关键影响因

素引物浓度选择过程中，本研究采用不同引物浓度

梯度和引物配比，建立了可特异性扩增的两个多重

体系，覆盖了目前已商品化和研发中常见的转基因

玉米转化事件。

与前期已发表的转基因产品多重荧光 PCR检

测方法相比，本研究通过分析国内已批准的转基因

玉米中的外源基因元件，建立2个多重PCR体系，实

现了对23种转基因玉米的全覆盖筛选检测。Bhoge
和尹全[31]建立的转基因玉米多重荧光PCR方法均以

转化体为靶标，可实现对转基因玉米产品的身份鉴

定。本研究建立的方法是为了快速测定样品中是否

含有转基因成分，实现的目标有所不同。在转基因

检测的实际工作中，将本研究的筛选方法与其他转

化体特异性检测方法结合使用，则即可实现筛选检

测，又能实现身份鉴定。

本研究建立的两个多重体系能对我国批准进口

的和获得安全证书的转基因玉米进行初筛，还可对

常见转基因大豆、水稻、棉花、油菜和甜菜进行筛查，

在转基因检测工作中具有很好的适用性。这种高效

的检测手段，可为我国转基因作物监管和检测提供

一定的技术支撑。而且，随着新的外源元件或转化

体的出现，还可以对多重 PCR体系进行完善，使其

可以检测更多的靶标。
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