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随着转基因技术的日趋成熟，各种转基因农作物由实验

室走向环境释放，其中不少农作物已进行商品化生产，且种

植面积急剧扩大. 根据国际农业生物技术应用咨询服务中心

（ISAAA）2007年的报告，95%的转基因农作物集中在大豆、

玉米、棉花和油菜籽4种植物上，抗各种杂草和抗虫害的两

个转基因类型占主导地位. 由此带来的转基因生物及产品的

安全 性问题已经成为人们讨论的热点问题 . 世界多数国家

和国际组织的普遍做 法是对转基因产品实施标 识管理，大

部分实施转基因产品标 识管理政策的国家都规定了各自不

同的标识阈值. 例如：欧盟（2002）规定转基因产品成分高于
0.9%，巴西为4%，澳大利亚和新西兰为1%，俄罗斯、中国香

港和中国台湾地区都为5%时，就必须进行标识 . 我国2001年

颁布实施《农业转基因生物安全管理条例》，其中第四章第

二十八条明确规定，在中华人民共和国境内销售列入农业转

基因生物标 识目录的农业转基因生物，应当有明显的标 识 . 
因此，为转基因产品实施标签制度的定量检测技术显得尤为

重要. 
近年来，对转基因生物产品进行定量分析的主要方法

是荧光定量PCR技术. 由于该技术不仅实现了PCR从定性到

定量的飞跃，而且与常规PCR相比，具有特异性强和灵敏度

高的特点，避免了PCR产物进行后期处理，克服了以往PCR
技术中存在的假阳性污染和不能进行准确定量的缺点 [1]，极

大地提高了检测速度和自动化程度. 荧光定量PCR技术是指

在普通PCR反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累监

测整个PCR反应的进程，最后通过标准曲线对未知模板进行

定量的方法. 荧光定量PCR的荧光基团包括探针类和染料类

两种. 本文所用染料类如SYBR Green I是一种非饱和菁类荧

光素，利用与双链DNA小沟结合发光的理化特征指示扩增产

物的增加，其处于游离状态时，检测不到荧光信号，当结合

dsDNA后荧光强度明显增强，即被荧光探测系统检测到，荧

光强度的增加与初始模板量相关. 目前实时荧光定量PCR中
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摘  要   建立了一种以SYBR Green I为结合染料、快速准确检测转抗除草剂基因成分的实时荧光定量PCR方法. 以转基

因大豆与转基因玉米标准品为材料，通过使用特异性引物和SYBR Green I结合染料实时荧光定量PCR技术，对转基因

农作物中外源抗除草剂基因进行了定量检测，绘制了两种基因扩增的标准曲线图，根据标准曲线方程计算外源基因

含量；并作了溶解曲线、检测方法检测灵敏度和精密度的分析. 研究发现，两者标准曲线方程线性关系良好，R2值分

别达到0.993 9与0.992 4. 通过已知标准品进行验证，实测值与真值接近，与实际含量的相对偏差是6.52%和7.90%. 结果

表明，SYBR Green I结合染料法完全可以用于转基因农作物定量PCR检测. 图5 表2 参11
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使用特异性的荧光探针较多，但由于反应体系中荧光探针能

与靶序列特异性杂交，同时存在猝灭不彻底、合成和标记复

杂、成本较高等缺陷 [2~4]. SYBR Green I荧光染料成本较低，

但尚未在定量检测转抗除草剂基因作物中应用. 为了降低检

测成本，本研究利用SYBR Green I荧光染料代替价格昂贵的
TaqMan探针进行定量检测，分别建立了两种商品化程度最

高的转基因大豆CP4-EPSSPS和转基因玉米（TC1507）PAT两

种抗除草剂基因的定量PCR检测体系，以期为我国转基因定

量标识检测体系提供技术支持. 

1  材料与方法
1.1  材 料  

转基因大 豆标准品（Roundup ReadyTM soya beans）
（ERM-BF410f、ERM-BF410d、ERM-BF410a），其中转基因

成分 含量分别占5%、1%、0%；转基因玉米标准品（TC1507 
Maize），转基因成分含量分别占0%、1%、10%，以上标准品

均由国际标准物质收藏中心（IRMM）制备，均购自Fluka公

司. 阴性对照材料大豆为鲁豆4号、玉米吉单275，系本实验室

保存. 
1.2  酶及试剂

PCR反应试剂（包括ExTaq酶、SYBR Premix ExTaq、

dNTPs、buffer）购自TaKaRa宝生物工程（大连）有限公司；

CTAB提取液[200 mmol/L Tris-HCl，2 mol/L NaCl，25 mmol/L 
EDTA，0.5% SDS，pH 8.0]；沉淀缓冲液[2% CTAB，100 mmol/
L Tris-HCl，20 mmol/L EDTA，1.4 mol/L NaCl，1% PVP]；100 
μg/mL蛋白酶K；酚 : 氯仿 : 异戊醇（25 : 24 : 1）；氯仿 : 异戊

醇（24 : 1）；异丙醇；75%乙醇. 
1.3  主要仪器

定量PCR仪：美国BIO-RAD公司生 产；离心机：德国
Eppendorf 5810型；PCR仪：德国Eppendorf公司Master Cycler 
gradient 96；核酸蛋白分析仪：瑞典APBiotech产品；生物安全

柜：上海力新有限公司. 
1.4  PCR引物

引物由上海生工生物工程有限公司合成，其核苷酸序列

和扩增片段长度见表1. 引物采用中华人民共和国出入境检验

检疫行业标准SN/T1195-2003、SN/T1196-2003. 
1.5  基因组DNA的提取

采用SN/T1195-2003标准 提取 基因组DNA，用核酸 蛋

白分析仪测定核酸提取液中DNA的浓度，稀释到400 ng/μL
备用. 

1.6  定性PCR对内源基因的检测与定量PCR对CP4-
EPSPS和PAT外源基因的检测 
大豆和玉米的内源基因分别是Lectin、IVR，其检测引物

如表1中所示，定性PCR反应在25 μL体系中进行. 反应体系：
10×PCR Buffer（含Mg2+）2.5 μL，dNTP（2.5 mmol/L）2 μL，引

物（10 pmol/L）各0.5 μL，ExTaq酶（5 U/μL）0.125 μL，模板
DNA（100 ng/μL）1 μL，加灭菌双蒸水使总体积为25 μL. 扩增

条件为预变性95℃ 5 min；变性94 ℃ 30 s，退火60 ℃ 30 s，延

伸72 ℃ 30 s，35个循环；最后72 ℃延伸4 min. 
采用TaKaRa宝生物工程（大连）有限公司提供的试剂

盒，在25 μL的反应体系中进行，其余按照说明书进行. 定量
PCR反应条件：50 ℃ 2 min；95 ℃ 5 min；60 ℃ 40 s；40个循

环. 反应结束后，记录参照样品和待测样品的Ct值，熔解曲线

温度范围设置为65.0 ℃至95.0 ℃，每间隔0.5 ℃读数一次，每

次1 s，并且连续记录荧光信号的变化，将温度的变化与荧光

信号的变化求负倒数后对温度作图，可得到产物的 Tm 值. 除
特别注明外，每个 试样均做3个重复，并同时设 立空白对照

和非转基因样品的阴性对照. 
1.7  DNA模板的制备

提取转基因大豆含量（转基因大豆基因组量/大豆总基

因组量）为5%的标准参照物质的DNA样品，利用核酸蛋白分

析仪检测DNA的浓度，稀释到400 ng/μL. 用双蒸水分别将其
DNA稀释1倍、5倍、25倍、125倍制作标准曲线，为了验证生

成的标准曲线，特别将浓度为400 ng/μL、1%的转基因大豆标

准品作为待测样品. 取不同稀释倍数的DNA待测样品进行实

时荧光PCR检测，建立合适的标准曲线，用于待测转基因大

豆样品的定量检测. 将转基因玉米TC1507含量为10%的参照

物质提取的DNA样品稀释到400 ng/μL. 用双蒸水分别将其
DNA稀释1倍、2倍、10倍、50倍、250倍制作标准曲线，用于待

测转基因玉米TC1507样品的定量检测. 
1.8  定量标准曲线的建立和验证及溶解曲线分析

通过对模拟不同转基因含量的转基因大豆和转基因玉

米样品的测定，计算机自动生成标准曲线，纵坐标为Ct，横坐

标为百分 含量的对数. 根据回归曲线方程，将样品的Ct值代

入公式，即可得到该转基因作物的百分含量. 
荧光 染 料的优 势在于能检 测各种双链 DNA序列的 扩

增，无需设 计探针，检测过程简便，成本低廉 . 然而正是由

于荧光染料能和任何dsDNA结合，对DNA模板没有选择性，

因此也能与非特异的dsDNA结合，使实验容易产生假阳性信

号，目前引物二聚体的问题可以通过溶解曲线分析加以解决. 

表1  大豆Lectin、玉米IVR内源基因和转化的CP4-EPSPS、PAT基因的PCR引物序列及产物大小
Table 1  List of PCR primers designed for Lectin, CP4-EPSPS in RR soybean and IVR, PAT 

in maize TC1507, and the sizes of their products
基因 Gene 引物序列 Primer sequence 产物片段大小 Amplifi ed fragment (bp)

Lectin
Forward 5’-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3’
Reverse 5’-GCC CAT CTG CAA GCC TTT TTG TG-3’′

118

     CP4-EPSPS
Forward 5’-CCA CTA TCC TTC GCA AGA CCC TTC C-3’
Reverse 5’-CTT CTG TGC TGT AGC CAC TGA TGC-3’

320

IVR
Forward 5’-CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC C-3’
Reverse 5’-GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C-3’

226

PAT
Forward 5’-GTC GAC ATG TCT CCG GCG AG-3’
Reverse 5’-GCA ACC AAC CAA GGG TAT C-3’

191
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1.9  检测方法精密度分析[5]

本实验在讨论以上两种标准品的基础上分别选择了3个

不同转基因含量的浓度（0.04%、1.00%、5.00%），分别进行10
次重复测定，通过统计分析方法计算两者的精密度. 

2  结果与分析
2.1  大豆和玉米DNA的质量及其内源基因的扩增

经 过 核 酸 蛋 白 测 定 仪 测 定 ，提 取 的 基 因 组 D N A 的
D260 nm/D280 nm在1.7~2.0之间，稀释DNA的浓度为400 ng/μL. 提
取高质量的DNA是进行转基因成分检测的前提条件. 通过检

测内源特异参照基因，可以判定DNA是否被提取出来，或所

提 DNA是否存在抑制PCR扩增的物质，从而可以避免检测

出现的假阴性结果. 首先通过对大豆和玉米基因组中内源单

拷贝Lectin基因与IVR基因进行定性PCR检测，验证所提取的

基因组DNA能够适合于PCR扩增. 图1、图2分别显示Lectin基

因与IVR基因扩增结果，由图可以看出，分别扩增出了预期的
118 bp内源Lectin基因片段和226 bp的内源IVR基因片段，表明

提取的基因组DNA质量完全符合PCR扩增的要求. 

2.2  定量标准曲线的建立和验证
将转基因大 豆含 量 为5%和 转基因玉 米 含 量 为10%的

DNA标准品，通过5倍稀释模拟5%、1%、0.2%、0.04%不同含

量的转基因样品建立标准曲线，将待测样品扩增得到的Ct值

代入公式，即可得到待测样品的转基因成分的百分含量的对

数，进而计算转基因成分的含量，最后通过已知百分含量的

标准品进行验证所建立的标准曲线是否适合对转基因大豆

和转基因玉米TC1507的定量检测. 研究表明：Ct值与该模板

的起始拷贝数的对数存在线性关系[6]. Ct值越小，模板DNA的

起始拷贝数越多；Ct值越大，模板DNA的起始拷贝数越少. 图
3与图4分别是两个基因实时荧光定量扩增图. 由图可以看出

，虽然两个基因的起始含量（大豆为5%和玉米为10%）不同，

但是由于拷贝数 /基因组的差异，它们在25个循环左右开始进

入指数扩增期，且两个基因扩增稳定，浓度较低的样品用较

多的循环次数才能产生较高的荧光信号，其Ct值也相应增大. 
检测转基因大豆得到的标准曲线方程为y = -2.9429x + 20.918
，r2 = 0.9939. 其中：x为外源基因的百分含量的对数，y为Ct值

，r2为线性相关系数；检测转基因玉米TC1507得到的标准曲

线方程为y = -3.4394x + 23.193，r2=0.9924. 
以上定量PCR检测的标准曲线相关系数 达到了0.99以

上，具 有较 好的线性关系和可以接受范围内的SD值，检测

灵敏度为0.04%，该灵敏度是目前国际上设定的转基因最低

标 识限量的25倍，已经完全能满足转基因产品标 识检测的

需要. 将已知转基因含量的待测样品Ct均值代入方程，得出
0.9348%和1.079%，与实际含量的相对偏差是6.52%和7.9%，

可以看出，线性方程完全可以满足转基因抗除草剂大豆和玉

米的定量PCR检测需要.

2.3  溶解曲线分析
在SYBR GreenⅠ染料法检测中，染料与所有的双链DNA

图1  大豆内源Lectin基因的定性检测      

  Fig. 1  Qualitative detection of the endogenous gene Lectin of soybean
M：100 bp DNA ladder marker（Tiangen）；泳道1、2、3为5%转基因大豆标准

品；4、5、6为1%转基因大豆标准品；7：阴性对照（pBI121）；8：阳性对照（鲁

豆4号）；9：提取空白对照；10：试剂空白对照

M: 100 bp DNA ladder marker; Lanes 1, 2, 3: Transgenic soybean 
reference of 5%; Lanes 4,5,6: Transgenic soybean reference of 1%; Lane 7: 
Negative control (pBI121); Lane 8: Positive control (Ludou No. 4); Lane 9, 
Environment control; Lane 10: Reagent control 

图2  玉米内源IVR基因的定性检测

Fig. 2  Qualitative detection of the endogenous gene IVR of maize
M：100 bp DNA ladder marke（Tiangen）；1、2、3为10%转基因玉米标准品；

4、5、6为1%转基因玉米标准品；7：阴性对照（鲁豆4）；8：阳性对照（非转基

因玉米）；9：提取空白对照；10：试剂空白对照

M: 100 bp DNA ladder marker; Lanes 1, 2, 3: Transgenic maize reference 
of 10%; Lanes 4, 5, 6: Transgenic maize reference of 1%; Lane 7: Negative 
control (Ludou No. 4); Lane 8: Positive control (Jidan No. 275); Lane 9: 
Environment control; Lane 10: Reagent control 

图3  转基因大豆标准品CP4-EPSPS基因SYBR Green I染料荧光定量
PCR扩增曲线

Fig. 3  Quantitative real-time PCR detection of CP4-EPSPS in GM soybean 
references with SYBR Green I dye 

图4  转基因玉米TC1507标准品PAT基因SYBR Green I染料荧光定量
PCR扩增曲线

Fig. 4  Quantitative real-time PCR detection of PAT in GM maize references 
with SYBR Green I dye 
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相结合，不需要探针，检测方法简便；但其特异性完全依赖

于引物，对引物设计要求特别高. 引物二聚体、单链二级结构

以及错误的扩增产物都将引起假阳性的出现 [7]，这将严重影

响到定量检测的精确性和可靠性. 但利用荧光染料可以指示

双链DNA熔点的性质，通过温度的变化进行熔解曲线（Tm）

分析 [8]，可识别扩增产物和引物二聚体，然后在检测的过程

中通过提高退火温度，区分非特异扩增，从而降低非特异产

物的影响. 一般通过熔解曲线来分析其扩增特异性. 理想的

熔解曲线应该是单峰型曲线，如果出现两个或两个以上的峰

，说明有引物二聚体等非特异性扩增产生. 本实验根据CP4-
EPSPS和Lectin的扩增产物特点确定的读板温度分别为83.5 
℃和82 ℃，生成的溶解曲线如图5（A、B），可以看出，这两

个基因的溶解曲线都是单峰型，说明PCR扩增过程中没有出

现非特异性扩增，由此推断定量PCR扩增所获得的数据是可

靠的. 

2.4  检测方法灵敏度和精密度的分析　
对 于不 同 检 测 方 法 来 讲，其 检 测的灵敏 度 在 很 大 程

度上决定了检测结果的可信度，尤其是 对于特异性不强的

SYBR Green I荧光染料法. 如果本实验的检测灵敏度不高，

就很可能将阳性结果判为阴性. 本实验以模拟的转基因大豆

和转基因玉米1%、0.2%、0.04%的模板进行扩增. 结果如图3、

图4，所有不同含量的标准品均能够正常扩增，由此可以确定

此荧光定量PCR方法的检测灵敏度为0.04%，完全满足国际

上对转基因含量检测的最低标识（欧盟2003）0.9%的要求. 
精密度表征测定过程中随机误差的大小，表 示测量的

再现性，是保证准确度的先决条件. 一般说来，精密度不高，

就不可能有高的准确度；反之，精密度好，准确度不一定高. 
这种情况表明测定中随机误差小，但系统误差较大 . 本实验

选择不同水平0.04%、1.00%和5%转基因大豆和玉米TC1507
样品，进行10次重复测定，通过统计分析方法计算该检测方

法检测的精密度. 从表2可知，0.04%、1.00%和5%的转基因大

豆和玉米TC1507样品的最终实际测定值分别为0.040 3%、
1.085 5%、5.079 7%和0.040 6%、1.051 4%、5.034 4%；变异系

数分别在1.948 4%~3.711 8%，说明本实验建立的方法准确可

靠，具有良好的重现性. 

3  讨 论
3.1  实时荧光PCR技术进行定量的方式

随着转基因标签制度的实施，对转基因产品检测的要求

不仅是要能够给出是或否的定性检测结果，更要能够对农作

物及其产品中的转基因成分进行精确定量，因此实时荧光定

量PCR检测技术正日渐成为转基因产品检测的热点问题 . 利
用实时荧光PCR技术进行定量的方式有3种：第1种方式是目

前国际上采用的质量百分比（m/m）对转基因产品进行定量，

标准品是将不同质量百分比的转基因与非转基因干粉混合后

提取DNA定量检测；第2种方式是转基因产品（纯品）DNA与

非转基因产品DNA的百分比，即将转基因产品纯品提取DNA
后，与非转基因产品的DNA进行不同梯度的稀释，用所得的
Ct值绘制出标准曲线：第3种方式是计算样品中的基因初始

拷贝数，这需要将阳性质粒DNA溶液作不同拷贝数的稀释，

绘制出不同拷贝数的标准曲线 [9]. 本实验采用的是第一种方

式，探讨进行定量的可行性，通过标准曲线可以得出待检样

品中外源基因DNA的含量. 
3.2  荧光染料的优缺点

由于FQ-PCR是指在PCR反应体系中加入能够特异标记

PCR产物的荧光物质，利用荧光信号积累实时监控整个PCR
进程，得到S型的扩增曲线. 这种荧光物质可分为特异性荧光

探针和嵌入荧光探针两大类. 本研究选用了嵌入荧光染料即

SYBR Green I，它是一种成本较低的结合染料的PCR检测方

法. 在反应体系中，加入过量SYBR荧光染料，SYBR荧光染

图5  使用SYBR Green I染料测得标准品与待测样品的溶解曲线

Fig. 5   Melting curve resulting from FQ-PCR analysis 
with SYBR Green I dye

A为引物CP4-EPSPS特异扩增的溶解曲线；B为引物PAT特异扩增的溶解

曲线  

A: Melting curve of the CP4-EPSPS gene; B: Melting curve of the PAT gene 

表2  转基因大豆Roundup Ready和转基因玉米TC1507定量检测精密度结果分析
Table 2  Precision analysis of quantitative detections of transgenic RR soybean and maize TC1507

精密度分析

Precision analysis

转基因成分检测值 Quantity (% of content)
转基因大豆Roundup Ready

GM soybean 
转基因玉米TC1507
GM maize TC1507

0.04% 1% 5% 0.04% 1% 5%

平均值（10次重复）Average value   (AV)
标准偏差  Standard deviation (SD)
变异系数  Coeffi cient of variation （CV/%）

0.0403
0.0019
3.7118

1.0855
0.0475
3.0608

5.0397
0.0508
2.9389

0.0406
0.0017
3.2017

1.0514
0.0694
2.6011

5.0344
0.0981
1.9484
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料特异性地掺入DNA双链后，发射荧光信号，而不掺入链中

的SYBR染料分子不会发射任何荧光信号，从而保证荧光信

号的增加与PCR产物的增加完全同步. 其优点是对模板没有

选择性，使用非常方便，但也易与非特异性双链DNA结合并

产生荧光信号，从而产生假阳性，引物二聚体是最常见的假

信号源，而且任何非特异的双链DNA的存在都会产生信号，

这些荧光信号有可能被当作来自目标扩增序列的信号，特别

是当目的序列的扩增量很少或者根本没有的时候，但是 这

些不足之处可以通过融解曲线的分析 [10]，优化反应条件，降

低或者消除引物二聚体的干扰. 因为引物二聚体的片段一般

很小，融解温度通常都比目标PCR产物的融解温度低. 如果

在高于引物二聚体的Tm但低于特异产物的Tm的温度下读板，

由于引物二聚体已经变性，与之结合的SYBR Green I（SGI）
都脱离下来，因此这个时候检测到的荧光都来自目标扩增序

列，这就消除了因引物二聚体而产生的荧光信号. 而在这个

温度下，大部分的特异产物仍然保持双链形式与SGI结合. 此
时检测到的荧光信号，就没有了因引物二聚体而产生的干扰

信号，荧光信号就与特异扩增产物量的关联性更加紧密. 
3.3  定量检测存在的问题

在荧光定量PCR技术中仍存在一些有待解决的问题. 在
标准曲线定量中，标准品的制备是一个必不可少的过程. 目
前由于无统一标准，各 个实验室所用的生成标准曲线的样

品各不相同，致使实验结果缺乏可比性. 另外，与传统的PCR
技术相比，FQ-PCR的不足之处 [11]是：(1) 由于运用了封闭的

检测，减少了扩增后电泳的检测步骤，因此也就不能监测扩

增产物的大小；(2) 因为荧光素种类以及检测光源的局限性，

从而相对地限制了FQ-PCR的复合式（Multiplex）检测的应用

能力；(3) 目前FQ-PCR实验成本比较高，从而限制了其广泛

的应用. 随着技术不断改进和发展，目前FQ-PCR已成为转基

因检测技术的主要工具，该技术未来的应 用前景是 令人 鼓

舞的，一方面FQ-PCR技术与其它分子生物学技术相结合使

定量极微量的基因表达或DNA拷贝数成为可能. 另一方面荧

光标记核酸化学技术和寡核苷酸探针杂交技术的发展以及

Real Time技术的应用，使定量PCR技术有一个足够的基础为

广大检测室所接受，将有助于对转基因生物产品成分进行准

确、快速的检测. 
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