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转基因玉米MON87411双重微滴式数字

PCR定量检测方法的建立

闫邦奇，水克娟，黎财慧，徐淼锋，林伟，廖力，张卫东*

（拱北海关技术中心，广东珠海 519001）

摘要：基于微滴式数字 PCR 技术，建立了转基因玉米 MON87411 双重微滴式数字 PCR 定量检测方法。试验结

果显示，该方法仅有玉米 MON87411 能特异性检出，其他样品均无扩增反应。扩增稳定性试验，3 次平行扩增内外

源基因拷贝数 RSD 分别为 0.56% 和 3.93%，均符合 RSD 小于 25% 的要求。线性相关性曲线显示，当模板 DNA 质

量浓度在 50~0.08 ng/μL 之间时，目标序列拷贝数与模板 DNA 浓度具有良好的线性关系，相关系数 R2
均大于 0.99，

品系特异性序列定量线性范围在 26.6~17 086.6 拷贝之间，定量限（LOQ）为 1.34 拷贝 /μL。准确度试验，五个不同

质量浓度模板 DNA 平均拷贝数含量分别为 52.14%、63.09%、66.08%、60.50%、52.16%，均在理论拷贝数含量范围

内。综上所述，该研究建立的双重微滴式数字 PCR 定量检测方法特异性强，稳定性好，定量范围广，灵敏度和准确

度高，可以用于转基因玉米 MON87411 的定量检测。
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Establishment of A Quantitative Duplex Droplet Digital PCR Detection 

Method for Genetically Modified Maize MON87411
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(Technical Center of Gongbei Customs District, Zhuhai 519001, China)

Abstract: Based on the droplet digital PCR technology, a quantitative duplex droplet digital PCR detection method 

for genetically modified maize MON87411 was established. The results showed that only the maize MON87411 could be 

specifically detected by this method, with no amplification reaction being observed in other samples. In the amplification 

stability test, the copy number RSD of endogenous and exogenous genes in three parallel amplifications were 0.56% and 

3.93%, respectively, which met the requirement of RSD less than 25%.The linear correlation curve showed that when the 

mass concentration of template DNA was between 50 ng/μL and 0.08 ng/μL, there was a good linear relationship between 

the copy number of target genes and the template DNA concentration, with correlation coefficients R2 greater than 0.99. The 

quantitative linear range of MON87411-specific gene was between 26.6 and 17 086.6 copies with the limit of quantification 
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随着生物技术的快速发展，转基因技术在农业

上的应用规模迅速扩大 [1] 。截至到 2022 年，全球

种植的转基因作物面积高达 2.022 亿 hm²，占全球

农作物种植面积的 12%，比 1996 年增长了 118 倍，

多达 71 个国家或地区应用转基因作物，玉米 Zea 
mays L. 是应用最多的转基因作物之一，占全球玉米

种植面积的 32.9% [2] 。转基因作物商业化种植为全

球带来了巨大的经济效益，但是，近年来，对于转

基因作物潜在的食品安全、生态环境安全和社会风

险 [3] 等问题争议愈发激烈。许多国家为了兼顾保障

转基因生物安全和国际贸易的利益，制定了转基因

阈值标识制度 [4] ，欧盟设定阈值为 0.9%，韩国为 3%，

日本为 5% [5] ，转基因阈值标识的设定，使转基因检

测由定性向定量发展，为转基因检测监管体系提出

了更高要求。为了解决转基因精准定量、转基因成

分低水平混杂 [6] 等问题，迫切需要建立稳定、准确

的转基因作物定量检测方法。

目前，各国研究人员普遍采用实时荧光 PCR
技术进行转基因定量分析，建立了诸如转基因大豆

GTS40-3-2 [7] ，转基因玉米 98140 [8] 等转基因作物的

实时荧光 PCR 定量检测方法，该方法依赖于标准物

质或阳性质粒建立标准曲线。标准曲线的质量易受

到核酸纯度、抑制因子等诸多因素影响，而且样品

与标准物质或阳性质粒存在差异，PCR 扩增效率可

能不同 [9,10] ，因此采用 qPCR 方法进行转基因定量检

测存在一定的局限性。

微 滴 式 数 字 PCR（Droplet Digital Polymerase 
Chain Reaction, ddPCR）是一种绝对定量检测技术，

通过极限稀释，将传统的 PCR 反应划分为数万个独

立的 PCR 反应微滴，理论上达到大多数微滴单元中

存在零或一个目标序列，每个微滴单元独立检测，

通过泊松分布原理统计分析阳性和阴性微滴的数量

来确定模板的起始浓度 [11] 。与传统实时荧光 PCR 相

比，ddPCR 可以直接定量 DNA 分子，既不需要任

何标准曲线，也消除了对 Ct 值的依赖，减少了抑制

物等因素对 PCR 反应的干扰，实验操作简便、灵敏

度和精确度高 [12,13] 。转基因玉米 MON87411 是孟山

都公司研发的抗虫耐除草剂玉米转化体，2020 年我

国批准该品系进境，用于加工原料。目前我国尚无

该品系定量检测的标准，未有采用数字 PCR 技术对

转基因玉米 MON87411 定量检测研究的报道。本研

究拟以转基因玉米 MON87411 为材料，建立转基因

玉米 MON87411 双重微滴式数字 PCR 定量检测方

法，推动相关数字 PCR 定量检测标准的建立，以期

为转基因监管体系提供技术支撑，为我国进出口贸

易提供保障。

1  材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验材料

以转基因玉米 MON87411 品系为研究对象，另

外选取 7 种其他转基因玉米品系，11 种其他转基因

植物标准物质以及 5 种非转基因植物作为试验材料。

上述材料信息详见表 1。

1.1.2 主要仪器与试剂

Eppendorf Centrifuge 5804R 离 心 机， 德 国 艾

本德公司；ThermoMixer C 恒温孵育器，德国艾

本德公司；ESCO class Ⅱ生物安全柜，新加坡艺

思高科技有限公司；QX200 Droplet Digital PCR 系

统，美国伯乐公司；DanoDrop 3300 微量分光光度

计，美国赛默飞公司；2×Superstart Premix，珠海

宝锐生物科技有限公司；ddPCR Droplet Generation 
Oil、ddPCR SuperMix、ddPCR Droplet Reader Oil、
Droplet Generator DG8 Gasket、Droplet Generator 
DG8 Cartridge，美国伯乐公司；引物和探针由广州

天一辉远基因科技有限公司合成。

(LOQ) being 1.34 copies/μL. In the accuracy test, the average copy number content at the five different template DNA mass 

concentrations were 52.14%, 63.09%, 66.08%, 60.50% and 52.16%, respectively, which were all within the theoretical copy 

number content range. In summary, the quantitative duplex droplet digital PCR detection method established in this study had 

high specificity, good stability, wide quantification range, high sensitivity and accuracy, thus can be used for the quantitative 

detection of genetically modified maize MON87411. 

Key words: duplex droplet digital PCR; genetically modified maize; MON87411; quantitative detection
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表 1  试验材料信息

Table 1 Test materials list

序号 材料 来源 货号

1 转基因玉米 MON87411 美国油脂化学家协会 0215-B

2 转基因玉米 Bt11 欧盟标准局 ERM-BF-412ek

3 转基因玉米 MON810 欧盟标准局 ERM-BF-413gk

4 转基因玉米 MON863 欧盟标准局 ERM-BF-416d

5 转基因玉米 DP98140 欧盟标准局 ERM-BF427d

6 转基因玉米 MIR162 美国油脂化学家协会 1208-A

7 转基因玉米 MON88017 美国油脂化学家协会 0406-D

8 转基因玉米 GA21 美国油脂化学家协会 0407-B

9 转基因油菜 GT73 美国油脂化学家协会 0304-B

10 转基因油菜 RF1 美国油脂化学家协会 0711-B2

11 转基因油菜 RF2 美国油脂化学家协会 0304-C2

12 转基因油菜 MON88302 美国油脂化学家协会 1011-A

13 转基因水稻 Bt63 中国检科院 JKY-BZ-002

14 转基因大豆 GTS40-3-2 欧盟标准局 ERM-BF-410gk

15 转基因大豆 MON87769 美国油脂化学家协会 0809-B

16 转基因大豆 MON87701 美国油脂化学家协会 0809-A

17 转基因大豆 MON89788 美国油脂化学家协会 0906-B

18 转基因棉花 MON88913 美国油脂化学家协会 0906-D

19 转基因棉花 MON1445 美国油脂化学家协会 0804-B

20 非转基因玉米 美国油脂化学家协会 0411-C2

21 非转基因水稻 本实验室保存 /

22 非转基因大豆 本实验室保存 /

23 非转基因小麦 本实验室保存 /

24 非转基因油菜 本实验室保存 /

表 2  引物探针序列

Table 2 Primer probe sequence

目标序列 引物探针序列 (5′-3′) 片段大小 /bp

MON87411

MON87411-F:CTCTGTAACAGAAAACACCATCTAGAG

109MON87411-R:ACAAAAGTGAACTAGTTCTAGGGTAGAT

MON87411-P:FAM-CCGCGTTTAAACTATCAGTGTTTAGAGAAT-BHQ1

HMG

HMG-F:TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA

79HMG-R:GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT

HMG-P:HEX-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-BHQ1

室公布的 MON87411 qPCR 检测方法 [14] ，详细信息见

表 2。以转基因玉米 MON87411 品系为研究对象，选

取 7 种其他转基因玉米品系，11 种其他转基因植物

标准物质以及 5 种非转基因植物材料，在实时荧光

PCR 仪上，对引物探针的特异性进行验证，实时荧

光 PCR 反应体系（25 μL）：2×Superstart Premix（含

1.2 方法

1.2.1 引物探针及其特异性验证

本研究选择内参基因玉米高速泳动蛋白基因

HMG 和转基因玉米 MON87411 品系特异性序列，引

物探针序列均参照欧盟转基因食品和饲料参考实验
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dNTP，Mg2+）12.5 μL，上下游引物（10 μmol/L）
各 0.75 μL， 探 针（10 μmol/L）0.5 μL，DNA 模

板 5 μL，加入 ddH2O补足 25 μL ；PCR反应条件：95 ℃，

10 min ；95 ℃，15 s ；60 ℃，60 s，45 个循环。

1.2.2 双重微滴式数字PCR 反应体系和反应条件

的优化与建立

本研究对 ddPCR 反应体系中的引物和探针浓

度、退火温度等进行了优化，建立了 ddPCR 反应体

系（20 μL）：2×ddPCR SuperMix 10 μL，上下游引

物各 0.8 μL（10 μmol/L），探针各 0.4 μL（10 μmol/L），
DNA 模板 2 μL，加入 ddH2O 补足体积至 20 μL。

反应条件：95 ℃预变性 10 min ；94 ℃变性 30 s，
58 ℃退火 1 min，40 个循环；98 ℃保持 10 min ；

12 ℃保存。

扩增结束后使用 QuantaSoft Version 1.7.4.0917
软件进行微滴信号读取和数据分析。

1.2.3 扩增稳定性验证

对转基因玉米 MON87411 品系标准品进行

ddPCR 扩增稳定性验证。以 10 ng/μL 转基因玉米

MON87411 品系基因组 DNA 为模板，按照 1.2.2 节

反应体系和反应条件进行 ddPCR 反应，同时设置 3
个平行反应，要求 3 个平行实验结果的相对标准偏差

（Relative Standard Deviations, RSD）不超过 25%。

1.2.4 灵敏度试验

将提取的转基因玉米 MON87411 品系标准品

基因组稀释至 50 ng/μL，再用 ddH2O 依次进行 5
个梯度的稀释，最终分别稀释成 10、2、0.4、0.08、
0.016 ng/μL。以上述梯度稀释的基因组为模板，取

样 2 μL进行 ddPCR反应，每个质量浓度做 3次重复。

计算各质量浓度 3 次重复扩增反应结果的 RSD 值 ,
以结果 RSD 小于 25% 的最低样品用量或样品拷贝

数为定量检测限（Limit of Quantitation, LOQ）。

1.2.5 定量检测限验证

根据 1.2.4 灵敏度实验结果，取相应质量浓度

的核酸样品，进行 LOQ 的验证。相应质量浓度的

DNA 均进行 10 个平行的 ddPCR 检测试验。LOQ
验证要求 10 个平行结果的 RSD 小于 25%。

1.2.6 准确性验证

以 1.2.4 节中定量数据为基础，取其中 RSD 小

于 25% 的实验数据，计算不同浓度模板 DNA 样品

的拷贝数含量、平均拷贝数含量和 RSD 值，来验证

定量结果准确性。

2  结果与讨论

2.1 引物探针及其特异性验证

应 用 实 时 荧 光 PCR 方 法 对 转 基 因 玉 米

MON87411 品系、7 种其他转基因玉米品系，11 种非

玉米转基因植物标准物质以及 5 种非转基因植物材

料进行特异性验证，结果如表 3 所示。MON87411 品

系特异性序列扩增结果显示，转基因玉米 MON87411
样品的 Ct 值为 23.78，说明该样品有特异性扩增，

检出 MON87411 品系，其他样品 Ct 值均大于等于

45.00，表明无扩增反应；内参基因 HMG 扩增结果显

示，玉米样品的扩增 Ct 值均小于 30.00，说明有检出

玉米内参基因，其他样品 Ct 值均大于等于 45.00，无

扩增反应，结果表明该引物探针对特异性良好。

表 3  引物探针特异性验证结果

Table 3 Primer probe specific validation results

序号 样品
目标序列 Ct 值

MON87411 HMG

1 转基因玉米 MON87411 23.78 23.93

2 转基因玉米 Bt11 ≥ 45.00 24.55

3 转基因玉米 MON810 ≥ 45.00 24.37

4 转基因玉米 MON863 ≥ 45.00 25.43

5 转基因玉米 DP98140 ≥ 45.00 24.83

6 转基因玉米 MIR162 ≥ 45.00 26.93

7 转基因玉米 MON88017 ≥ 45.00 23.27

8 转基因玉米 GA21 ≥ 45.00 24.97

9 转基因油菜 GT73 ≥ 45.00 ≥ 45.00

10 转基因油菜 RF1 ≥ 45.00 ≥ 45.00

11 转基因油菜 RF2 ≥ 45.00 ≥ 45.00

12 转基因油菜 MON88302 ≥ 45.00 ≥ 45.00

13 转基因水稻 Bt63 ≥ 45.00 ≥ 45.00

14 转基因大豆 GTS40-3-2 ≥ 45.00 ≥ 45.00

15 转基因大豆 MON87769 ≥ 45.00 ≥ 45.00

16 转基因大豆 MON87701 ≥ 45.00 ≥ 45.00

17 转基因大豆 MON89788 ≥ 45.00 ≥ 45.00

18 转基因棉花 MON88913 ≥ 45.00 ≥ 45.00

19 转基因棉花 MON1445 ≥ 45.00 ≥ 45.00

20 非转基因玉米 ≥ 45.00 23.90

21 非转基因水稻 ≥ 45.00 ≥ 45.00

22 非转基因大豆 ≥ 45.00 ≥ 45.00

23 非转基因小麦 ≥ 45.00 ≥ 45.00

24 非转基因油菜 ≥ 45.00 ≥ 45.00
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2.2 反应体系和反应条件的优化和确定

2.2.1  反应体系确定

双重 ddPCR 反应体系中同时含有内参基因和

品系特异性序列两对引物探针，两者之间可能存在

相互干扰，影响试验数据分析，因此需要对反应体

系进行优化验证。本研究选取引物浓度 0.4 μmol/L，
探针浓度 0.2 μmol/L 进行 ddPCR 反应体系优化试

验，结果如图 1 所示，a 和 b 图分别为 MON87411
品系和 HMG 基因的反应体系试验热点图，图中灰

色微滴代表阴性微滴，蓝色及绿色微滴分别代表

MON87411 品系特异性序列和内参基因阳性微滴。

结果显示，MON87411 品系特异性序列和内参基

因均有扩增反应，品系特异性序列和内参基因的

扩增荧光强度高，阳性微滴与阴性微滴之间分界

明显，表明两对引物和探针之间无干扰或相互干

扰影响低  [15] ，当引物和探针的终浓度分别为 0.4 和

0.2 μmol/L 时，扩增效果良好。

图 1 反应体系优化结果

Fig.1 Reaction system optimization results

2.2.2  退火温度的优化和确定

ddPCR 是将传统 PCR 的指数数据转换成数字

信号，结果以阳性和阴性微滴数目表示。阳性微滴

与阴性微滴需要一定的荧光强度差，图谱界线区分

明显，便于反应结果数据的读取分析，所以反应条

件的优化尤为重要  [16] 。本研究选取 65~50 ℃设置

了 8 个（65、63.8、62、59.1、55.7、52.9、51、
50 ℃）不同的退火温度，按 1.2.2 节配制 ddPCR 反

应体系进行扩增测试，以此来确定引物探针的最佳

退火温度，实验结果如图 2 所示，a 和 b 图分别为

MON87411 品系特异性序列和内参基因 HMG 的退

火温度优化实验热点图。结果显示，随着退火温度

的降低，品系特异性序列和内参基因阳性微滴荧光

强度均逐渐增强，当温度低至 55.7 ℃时阳性微滴荧

光强度达到最大。在 55.7~50 ℃之间时，阳性微滴荧

光强度一致，随着温度的降低，品系特异性序列阳

性微滴拖尾现象越来越明显，阳性微滴与阴性微滴

界限模糊。因此退火温度在 59.1~55.7 ℃之间时，品

系特异性序列和内参基因阳性微滴与阴性微滴荧光

强度差达到最大，ddPCR 系统能够准确读取阳性微

滴和隐性微滴的数目
 [17] 。退火温度过低，会降低引

物结合的特异性 [18] ，导致非特异性 PCR 产物的扩增，

加重阳性微滴拖尾现象，拟选择 58 ℃作为最佳退火

温度。以 58 ℃作为退火温度，ddPCR结果如图 3所示，

二维热点图中有 a、b、c、d 四个分界清晰的微滴团簇，

对应于阴性、内参阳性、品系特异性序列阳性和双阳

性微滴群，阴性微滴与阳性微滴之间分离效果较好，

表明 58 ℃可以作为最佳退火温度。

图 2 退火温度优化结果

Fig.2 Annealing temperature optimization results

注：A06 ：65 ℃；B06 ：63.8 ℃；C06 ：62.0 ℃；D06 ：59.1 ℃；

E06 ：55.7 ℃；F06 ：52.9 ℃；G06 ：51 ℃；H06 ：50 ℃。
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图 3 58 ℃时双重 ddPCR 二维热点图

Fig.3 2D hot plot of duplex ddPCR at 58 ℃

图 4 MON87411 品系特异性序列和内参基因 HMG
扩增稳定性数字 PCR 图谱

Fig.4 MON87411 strain specific sequence and internal 

reference gene HMG amplification stability digital PCR map

2.3 扩增稳定性验证

采用优化的反应体系和反应条件，以 10 ng/μL
的转基因玉米 MON87411 标准物质基因组 DNA 为

模板对内参基因 HMG 和 MON87411 品系特异性

序列进行 ddPCR 扩增稳定性验证，结果如图 4 所

示，其中图 a 和 b 分别为 MON87411 品系特异性序

列和内参基因 HMG 扩增稳定性试验热点图，验证

数据见表 4。ddPCR 扩增反应热点图显示，3 次扩

增反应微滴数均大于 15 000，完全满足泊松分布统

计学（有效微滴数大于 10 000）的要求 [19] ，总的微

滴数目越多，定量结果更加准确。MON87411 品系

特异性序列的 3 次扩增拷贝数每微升分别为 193、

199、184 拷贝，RSD 为 3.93% ；内参基因 HMG 的

3 次扩增拷贝数每微升分别为 309、309、306 拷贝，

RSD 为 0.56%。品系特异性序列和 内参基因 3 次扩

增的拷贝数 RSD 均小于 25%，符合定量要求。

表 4  扩增稳定性验证

Table 4 Amplification stability verification

目标序列
拷贝数 /

( 拷贝 /μL)
平均拷贝数 /
( 拷贝 /μL)

标准偏差 /
SD RSD/%

MON87411

193

192 7.54 3.93199

184

HMG

309

308 1.73 0.56309

306

2.4 灵敏度试验

灵敏度试验结果如表 5 所示，当模板 DNA 质

量浓度低至 0.08 ng/μL 时，MON87411 品系特异性

序列和内参基因 HMG3 次重复扩增的 RSD 仍均小

于 25%，玉米内参基因 HMG 浓度为 2.57 拷贝 /μL，
MON87411 品系特异性序列浓度为 1.33 拷贝 /μL，
结果表明，本方法灵敏度高于 Li 等 [18] 、刘津等 [20] 、

Xu 等 [21] 和 Deng 等 [22] 建立的数字 PCR 定量方法。

以模板 DNA 浓度为横坐标，目标序列拷贝数浓度

为纵坐标绘制相关曲线，结果如图 5 所示。模板

DNA 质量浓度在 50~0.08 ng/μL 之间时，目标序列

拷贝数与模板 DNA 浓度具有良好的线性关系，相

关系数 R2 均大于 0.99。内参基因 HMG 定量线性范

围在 51.4~32 780 拷贝之间，品系特异性序列定量

线性范围在 26.6~17 086.6 拷贝之间。

2.5 定量检测限验证

取在线性范围验证中可以稳定扩增的最低 DNA
质量浓度进行 LOQ 验证。由 2.4 节可知，线性范

围下限的模板 DNA 质量浓度为 0.08 ng/μL，以该

质量浓度的样品 DNA 为模板进行 10 个平行的数

字 PCR 扩增反应，LOQ 验证结果如表 6 所示，内

参基因 HMG 的平均拷贝数为 2.2 拷贝 /μL，RSD
为 15.3% ；MON87411 品系特异性序列的平均拷贝

数为 1.34 拷贝 /μL，RSD 为 17.74%，RSD 都小于

25%，符合试验方法要求。因此，本方法可以稳定

定量 1.34 拷贝 /μL（26.8 拷贝）的品系特异性序列，

低于李凌燕等 [23] 建立的转基因玉米 MON87411 实时

荧光 PCR 定量检测方法定量限（40 拷贝）。
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表 5  灵敏度验证

Table 5 Sensitivity verification

模板 DNA 质量浓度
/(ng/μL) 目标序列

拷贝数 /( 拷贝 /μL) 平均拷贝数
/( 拷贝 /μL) RSD/%

1 2 3

50
MON87411 862 829 872 854.33 2.63

HMG 1 637 1 580 1 700 1 639 3.66

10
MON87411 194 199 213 202 4.88

HMG 309 309 343 320.33 6.13

2
MON87411 36.5 37 37.4 36.97 1.22

HMG 57.9 55.8 54.3 56 3.23

0.4
MON87411 6.1 6.7 6.6 6.47 4.97

HMG 10.6 12.3 9.5 10.8 13.06

0.08
MON87411 1.6 1.3 1.1 1.33 18.87

HMG 2.7 2.9 2.1 2.57 16.22

0.016
MON87411 0.08 0.19 0.17 0.15 39.95

HMG 0.4 0.28 0.42 0.37 20.65

  

图 5 线性相关性曲线

Fig.5 Linear correlation curve

表 6  LOQ验证

Table 6 LOQ verification

质量浓度 /
(ng/μL) 目的基因

拷贝数 /( 拷贝 /μL) 平均拷贝数
/( 拷贝 /μL) RSD/%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.08
MON87411 1.30 1.60 1.20 1.30 1.40 1.80 1.30 1.13 1.40 0.95 1.34 17.74

HMG 2.3 2.3 2.4 2.8 2.3 1.9 2.2 2.1 2.2 1.5 2.2 15.3

2.6 准确性验证

本研究实验材料AOCS 0215-B标准品证书显示，

转基因玉米 MON87411 品系标准品（100% 质量百分

含量）是由孟山都公司提供的玉米种子的粉末，该种

子是外源基因来源于母本的杂合型种子。通常采用

已知转基因含量的标准物质或阳性质粒进行定量准

确性验证，但是玉米种子胚乳为三倍体，对于外源基

因来源于母本的杂合性玉米种子，胚乳细胞三分之

二的基因组含有外源基因，拷贝数含量取决于胚乳

所占的比例。根据以往研究，外源基因来源于父本

的杂合型转基因玉米标准品拷贝数含量在 33%~50%
之间 [24-26] ，反之这种外源基因来源于母本的杂合型转

基因玉米标准品，其拷贝数含量理论上在 50%~67%
之间。如表 7 所示，五个不同质量浓度模板 DNA
平均拷贝数含量分别为 52.14%、63.09%、66.08%、

60.50%、52.16%，均在理论拷贝数含量范围内，且

RSD 均小于 25%，结果表明本研究建立的转基因玉

米 MON87411 品系定量检测方法准确性高。
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表 7  准确性验证

Table 7 Accuracy verification

质量浓度 /
(ng/μL)

拷贝数含量 /% 平均值 
/%

RSD
/%1 2 3

50 52.66 52.47 51.29 52.14 1.42

10 62.78 64.40 62.10 63.09 1.87

2 63.04 66.31 68.88 66.08 4.43

0.4 57.55 54.47 69.47 60.50 13.10

0.08 59.26 44.83 52.38 52.16 13.84

3  结论

为了平衡转基因生物安全和国际贸易利益，转

基因阈值标识管理是未来的发展趋势。因此，迫切需

要建立稳定、精准的转基因定量检测方法，以满足阈

值标识监管的要求。本研究在国内首次建立了转基因

玉米 MON87411 双重微滴式数字 PCR 定量检测方法。

该方法引物探针特异性强，ddPCR 反应体系引物和

探针的最佳终浓度分别为 0.4 μmol/L 和 0.2 μmol/L，
最佳退火温度为 58 ℃ ；稳定性和重复性良好，3
次扩增内参基因和品系特异性序列拷贝数 RSD
分别为 0.56% 和 3.93%，均符合 RSD 小于 25%
的要求；模板 DNA 质量浓度在 50~0.08 ng/μL
之间时，目标序列拷贝数与模板 DNA 质量浓度

具有良好的线性关系，内参基因定量线性范围

在 51.4~32 780 拷贝之间，品系特异性序列定量

线性范围在 26.6~17 086.6 拷贝之间，定量限（LOQ）
为 1.34 拷贝 /μL ；五个不同质量浓度模板 DNA 平

均拷贝数含量分别为 52.14%、63.09%、66.08%、

60.50%、52.16%，均在理论拷贝数含量范围内，且

相对标准偏差均小于 25%，表明方法准确度高。综

上所述，本研究建立的转基因玉米 MON87411 双重

微滴式数字 PCR 定量检测方法能够满足转基因玉米

MON87411 品系精准定量的要求。 
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