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摘要：LAMP 实时浊度法是采用环介导等温扩增（Loop Mediated Isothermal Amplification，LAMP）技术通过实时浊度仪实

时检测反应过程中所产生的白色沉淀，从而实现对扩增全过程的监控，弥补了显色法只能观看反应终点的缺陷，使引物筛选和

反应体系的优化有数据可依。本研究以转基因玉米 MON810 为研究对象，针对外源基因苏云金芽孢杆菌杀虫毒蛋白 CryIA(b)与

内源基因边界序列设计 6 条特异性引物，通过实时浊度法在 63 ℃的恒温条件下完成检测，对检测的灵敏度、特异性、稳定性进

行了评价。建立了转基因玉米MON810 的 LAMP 实时浊度检测方法，该方法最低检出限为 0.5%，与 LAMP 显色法和实时荧光

PCR 法进行结果比对，符合率为 100%，经评价具有特异性高、稳定性强、准确简便等优点，非常适合转基因玉米 MON810 的

快速检测，有较好的应用价值。 
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Abstract: LAMP real-time turbidity method is based on the loop-mediated isothermal amplification, detecting a white precipitate 

generated during the reaction by a real-time turbidimeter, in order to monitor the whole process of amplification. This technique 

overcomes the defects of LAMP chromomeric method which could only monitor the end of reaction, therefore becomes more scientific 

for primers screening and the reaction optimization. Six specific primers were designed for the junction sequences of exogenous gene 

CryIA(b) and endogenous gene of genetically modified maize MON810. Detection conducted by real-time turbidity method at 63 ℃, the 

detection sensitivity, specificity and stability were verified. The results indicated that the lowest detection limit of this method was 0.5%, 

and the coincidence rate compared with the LAMP chromomeric method and the real-time PCR method was 100%, The method had high 

specificity, stability, accuracy and convenience which was suitable for the rapid detection of genetically modified maize MON810 and 

has good application value. 
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转基因玉米 MON810 是由孟山都公司研发，国内

较为常见的进口的转基因玉米品系，常用于动物饲 
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料，因其转入苏云金芽孢杆菌杀虫毒蛋白 CryIA（b）

基因而具有抗虫特性[1]。然而，人们对转基因玉米的

安全性仍然存在着巨大的争论。欧盟、美国、日本等

国家先后出台了相应的法律和管理办法，对转基因食

品实行强制标识或自愿标识[2]。我国于 2002 年 7月开

始实施《转基因食品卫生管理条例》，对转基因食品产

品进行标识管理。转基因食品安全问题成为目前人类

在发展过程中必须面对的一个棘手的环境问题[3]，加

上生物基因工程技术对我国经济利益带来的冲击和国
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外转基因产品对生态环境和消费者可能带来的风险，

对转基因玉米进行检测具有重要的现实意义[4]。目前

国际上常用的转基因产品检测方法主要有酶联免疫检

测（ELISA）、定性 PCR、荧光定量 PCR 检测等技术。

ELISA方法针对外源蛋白进行检测，当外源蛋白不表

达或者因加工造成破坏时便无法检出；定性PCR 法灵

敏度低，操作繁琐。荧光定量PCR 法是目前使用最广

泛的方法，灵敏度高却需要高成本的试剂及仪器设备
[5]。 

环介导等温扩增法是针对靶基因的 6 个区域设计

4 种特异的引物，利用链置换 DNA聚合酶在恒温条件

保温几十分钟，完成核酸扩增反应[6]。该技术具有反

应时间短、不需要PCR 仪、加染料或直接通过肉眼即

可判断结果等特点，大大缩短了检测时间。而 LAMP

实时浊度法有别于一般的 LAMP 显色法，显色法只能

通过反应终点是否显色判断有无扩增，无法区分特异

性扩增与非特异性扩增，而 LAMP 实时浊度法可实时

监测反应过程中所产生的白色沉淀，从而实现对

LAMP 整个反应过程的实时监控，有效的排除非特异

性扩增，在方法建立时尤为重要[7-10]。本研究旨在针

对转基因玉米MON810的CryIA(b)基因与玉米内源基

因的边界序列设计特异性 LAMP 引物，建立 LAMP

实时浊度快速检测方法，并对该方法的特异性、灵敏

度和稳定性进行评价。 

1  材料和方法 

1.1  仪器 

LAMP 实时浊度仪 LA-320C，日本荣研化学株式

会社；高速冷冻离心机 3K18 型，德国 Sigma 公司；

超纯水处理器 milli-Q plus，法国密理博公司；高速离

心机 5430，德国 Eppendorf 公司；紫外分光光度计

NanoDrop，美国Thermo 公司；金属浴D1100-230V，

美国 labnet 公司；实时荧光定量PCR 仪 7500Fast，美

国 ABI 公司；漩涡混合器 MS 2，德国 IKA公司；移

液器 1000 μL、200 μL、100 μL、10 μL，2.5 μL，德国

Eppendorf 公司；分析天平 AL104，梅特勒-托利多仪

器有限公司。 

1.2  材料和试剂 

转基因标准品：转基因玉米 MON810、NK603、

MON863、GA21、MON88017、CBH351、BT11、BT176、

MON89034、MIR604、MM88、T25，转基因大豆

GTS40-3-2、MON89788、DP356043，转基因油菜

GT73、转基因甜菜 H7-1、转基因小麦 B73-6-1，购于

上海惠诚生物科技有限公司。转基因水稻 KF6、BT63、

KMD1，由中国检验检疫科学研究院馈赠。非转基因

植物及食品样品实验室留样或超市购得。 

DNA 提取试剂盒 Biosprint 15 DNA plant kit，

QIAGEN 公司。Bst DNA polymerase large fragment，

New England Biolabs 公司；甜菜碱(Betaine)，10× 

ThermolPol 缓冲液，Sigma 公司；dNTPs，宝生物工

程(大连)有限公司；SYBR Green I 荧光染料，厦门致

善生物科技有限公司；LAMP 引物，宝生物工程(大连)

有限公司。 

1.3  LAMP引物设计和合成 

根据 LAMP 引物设计和品系鉴定基因选定的原

则，针对 GenBank 公布的转基因玉米 MON810 外源

基因 CryIA(b)与玉米内源基因的边界序列（Accession 

no. AF490398.1），使用在线设计软件Primer Explorer 

version4 和 LAMP Designer 软件设计特异引物，设计

多套 LAMP 引物，经筛选获得一套特异性引物，共 6

条分别为外引物 1，外引物 2，内引物 1 和内引物2，

环引物 1 和环引物 2。引物序列见表 1。 

表 1 转基因玉米 MON810LAMP 引物序列 

Table 1 LAMP primers sequences for MON810 

引物名称 序列信息 

外引物 1(F3,5’-3’) GGGCTACATCGAAGACAGC 

外引物 2(B3,5’-3’) GCAAGCAAATTCGGAAATGA 

内引物 1(FIP,5’-3’) 
GCCAGAGGGAACCAGTACCGATT 

TACCTGATCCGCTACAA 

内引物 2(BIP,5’-3’) 
AAGTGTGCCCACCACAGCGAAA 

GTCCTCGTTCAGGTC 

环引物 1(LF, 5’-3’) TTGACGGTCTCGTGCTTG 

环引物 2(LB,5’-3’) CACCACTTCTCCTTGGACAT 

1.4  样品 DNA提取 

将样品置粉碎机中碾磨至粉末状，商品化粉末标

准品直接取样，称取100 mg样品进行DNA提取。DNA

提取步骤按试剂盒的说明书进行，所提取的 DNA 经

紫外分光光度计检测浓度并稀释至 100 ng/µL，于

-20 ℃保存备用。 

1.5  LAMP扩增反应 

配制 LAMP 反应体系 25 µL，包括：内引物 FIP

和 BIP 各 1.6 µmol/L，外引物 F3 和 B3 各 0.2 µmol/L，

环引物 LF 和 LB各 0.8 µmol/L，10×Thermol Pol缓冲

液 2.5 μL，1 M甜菜碱，6 µmol/L MgSO4，1.6 µmol/L 

dNTP，8 U Bst 大片断 DNA聚合酶、DNA模板 2 µL
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（约 200 ng）。混匀离心后将1 μL的显色液点在管盖

中间，小心盖紧管盖，避免显色液掉入反应液中。最

后参照 LAMP 浊度仪使用说明书，将混合物置于反应

孔中，于 63 ℃恒温反应90 min，80 ℃下保温5 min

以结束反应。如果发生扩增反应，则会产生白色焦磷

酸镁沉淀，倒转离心管，让管盖的显色液加入到混合

液中，则显色液从橙色变成绿色。 

1.6  特异性实验 

利用建立的 LAMP 实时浊度法，分别对多种常见

转基因植物及加工产品、非转基因植物及加工产品进

行检验，并与 LAMP 显色法和实时荧光 PCR 法的结

果作比对，以评价该方法的特异性。 

1.7  灵敏度试验 

取 10%转基因玉米 MON810 标准品，与非转基因

玉米以不同比例充分混合均匀，制备成添加浓度分别

为 0.01%、0.05%、0.1%、0.5%、1%和 5%的 MON810

阳性模拟样品，按照 LAMP 实时浊度法进行检测，以

评价该方法的灵敏度。 

1.8  稳定性实验 

利用建立的 LAMP 实时浊度法，分别对 3 个不同

浓度（空白样品 0%、添加浓度0.5%、1%）的 MON810

阳性模拟样品及 10% MON810标准品进行检测，每个

样品重复20 次，并与 LAMP 显色法和实时荧光 PCR

法的结果作比对。 

2  结果与分析 

2.1  LAMP引物筛选结果 

 
图 1 MON810-2 引物引入环引物的 LAMP 实时浊度法检测结果 

Fig.1 Results of LAMP detection of primers with ring 

注：CH5-6：MON810 阴性样品，CH7-8：MON810阳性 

 

 

样品。 

用 10%的转基因玉米 MON810 标准品作为阳性

模板进行引物的初步筛选，结果显示引物 MON810-2

发生了扩增反应，出峰时间为 45 min 左右，峰高为

0.13，出峰时间和峰高值都适中。进而引入环引物对

反应进行优化，MON810-2 引物引入环引物的 LAMP

实时浊度法检测结果见图 1。由图 1可知，MON810-2

引入环引物后，出峰时间提早到 20 min 左右，可以初

步将反应时间定在60 min 进行后续实验。 

2.2  特异性实验结果 

LAMP 实时浊度法特异性检测结果见表 2。由表

2 可知，LAMP 实时浊度法对多种类型样品的检验结

果与 LAMP 显色法及实时荧光 PCR 法的结果符合率

为 100%，表明该方法特异性良好。 

2.3  灵敏度实验 

 
图 2 MON810-2 引物的灵敏度结果 

Fig.2 Sensitivity result of LAMP primers MON810-2 

注：CH1：10%；CH2：5%；CH3：1%；CH4：0.5%；

CH5：0.1%；CH6：0.05%；CH7：0.01%；CH8：阴性对照。 

LAMP 实时浊度实验结果见图 2。LAMP 实时浊

度法结果显示转基因玉米MON810的10%标准品、5%

模拟样品、1%模拟样品、0.5%模拟样品出现阳性扩增，

且反应管出现显色反应，即与显色法结果一致。表明

该方法可以检测出转基因含量低至 0.5%的玉米

MON810，灵敏度较高。 

2.4  稳定性实验 

LAMP 实时浊度法稳定性实验结果见表 3。采用

本方法分别对 10%的标准品和 3 个不同浓度（空白样

品 0%、添加浓度 0.5%、1%）的模拟样品进行检测，

每个样品重复 20 次。结果显示 4 个浓度的 LAMP 实

时浊度法实验结果重复性好，与 LAMP 显色法的结果 
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一致。 

表 2 LAMP 实时浊度法特异性检测结果 

Table 2 Specificity result of LAMP 

样品类别 样品名称 
转基因 

特征 

LAMP 实 

时浊度法 

LAMP 

显色法 

实时荧光 

PCR 法 

非转基因 

植物样品 

(5 份) 

玉米(D1) 非转基因 - - - 

玉米(D2) 非转基因 - - - 

玉米(D3) 非转基因 - - - 

玉米(D4) 非转基因 - - - 

玉米(D5) 非转基因 - - - 

非目的转 

基因成分 

的转基因 

样品(10

份) 

玉米(211) NK603 - - - 

玉米(212) MON863 - - - 

玉米(213) MIR604 - - - 

玉米(214) CBH351 - - - 

玉米(215) MON89034 - - - 

玉米(216) GA21 - - - 

玉米(217) MON88017 - - - 

玉米(218) BT11 - - - 

玉米(219) BT176 - - - 

玉米(220) T25 - - - 

其他植物 

样品(9份) 

大豆(1331) GTS-40-3-2 - - - 

大豆(1332) MON89788 - - - 

大豆(1333) DP356043 - - - 

小麦(1338) B73-6-1 - - - 

油菜(1339) RT73 - - - 

甜菜(1340) H7-1 - - - 

水稻(1355) Bt63 - - - 

水稻(1356) KF6 - - - 

水稻(1357) KMD1 - - - 

其他植物 

加工产品 

(5 份) 

豆浆(1567) 非转基因 - - - 

米粉(1568) 非转基因 - - - 

麦片(1569) 非转基因 - - - 

薯片(1570) 非转基因 - - - 

米线(1571) 非转基因 - - - 

含目的转 

基因成分 

的植物样 

品(5 份) 

玉米(B1) MON810 + + + 

玉米(B2) MON810 + + + 

玉米(B3) MON810 + + + 

玉米(B4) MON810 + + + 

玉米(B5) 

MM88 

(MON863× 

MON810) 

+ + + 

含目的转 

基因成分 

的加工产 

品(5 份) 

玉米粉(C1) MON810 + + + 

玉米羹(C2) MON810 + + + 

玉米球(C3) MON810 + + + 

饲料(C4) MON810 + + + 

玉米片(C5) MON810 + + + 

注：“+”表示检出，“-”表示未检出。 

表 3 LAMP 实时浊度法稳定性实验结果 

Table 3 Stability result of LAMP 

检测方法 

阳性样品数/实验样品数 

标准品 

/10% 

模拟样品 

/1% 

模拟样品 

/0.5% 

空白样品 

/0% 

LAMP 实时浊度法 20/20 20/20 20/20 0/20 

LAMP 显色法 20/20 20/20 20/20 0/20 

实时荧光 PCR 法 20/20 20/20 20/20 0/20 

3  结论 

本研究建立了转基因玉米 MON810 的 LAMP 实

时浊度检测方法。该方法检测转基因玉米 MON810 品

系较常规的PCR 法更快速、简便，不需要昂贵的仪器

设备，1 h 内即可完成检测，对其它转基因植物和非转

基因植物均无扩增信号，检测结果与实时荧光 PCR 法

一致。可见该 LAMP 实时浊度法检测转基因玉米

MON810 具有较高的特异性，且检测低限为0.5%，完

全满足现行的欧盟和其他国家转基因检测要求（欧盟

要求农产品中含有获批准转基因成分 0.9%即为转基

因产品）[10]。LAMP 实时浊度法在方法开发时，弥补

了 LAMP 显色法由于只能看到终点显色无法判断是

否为非特异性扩增的缺点，同时又具有 LAMP 法的优

点，即操作简单、耗时短、结果判定简单、特异性和

灵敏度高等，能满足转基因检测的要求，尤其适合在

基层检验检疫机构和实验室推广和应用。随着商品化

试剂盒的不断开发，该法将具有更广阔的发展前景。 
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