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摘要：为实现转基因甜菜品系 H7-1 的标识管理和精准定量，根据 H7-1 的 5’边界序列和甜菜谷氨酰胺合成酶基因（glutamine 

synthetase，GS）设计引物和探针建立双重数字 PCR 检测体系。该方法的特异性、灵敏度、精密度和准确度均进行了测试。结果显示：

建立的转基因甜菜 H7-1 数字 PCR 检测方法特异于 H7-1 品系检测，在 20 μL 反应体中 H7-1 品系特异性序列和内源基因 GS 的定量下

限（limit of quantitation，LOQ）分别为 3.1 拷贝/μL 和 6.3 拷贝/μL，检测下限（limit of detection，LOD）检出限分别为 0.6 拷贝/μL 和

1.3 拷贝/μL，精密度和准确度在可接受范围内，该定量方法不依赖于标准曲线建立，可便捷的应用于转基因甜菜 H7-1 成分的精确定

量检测。 
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Abstract: In order to achieve labeling management and accurate quantification of genetically modified sugar beet H7-1, primer pairs and 

probes based on the 5ʹ flanking sequence and glutamine synthetase (GS) of H7-1 were designed, and a duplex digital polymerase chain reaction 

(dPCR) detection method for H7-1 was established. The specificity, sensitivity, precision, and accuracy of the developed method were examined. 

The results showed that the developed dPCR method was specific for line H7-1 detection. The limits of quantitation (LOQs) of the specific 

sequence and endogenous GS gene of line H7-1 in a 20-μL reaction system were 3.1 copies/μL and 6.3 copies/μL respectively. The limits of 

detection (LODs) of the specific sequence and endogenous GS gene of line H7-1 in a 20 μL reaction system were 0.6 copies/μL and 1.3 

copies/μL respectively. The precision and accuracy were all in the acceptable range. This quantitative method does not rely on the establishment 

of a standard curve, and can be easily applied for accurate quantification of sugar beet H7-1. 
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转基因甜菜 H7-1 品系是美国孟山都公司研发的

具有草甘膦除草剂抗性的转基因甜菜品系，商品名为：

Roundup Ready™ sugar beet。2003 年~2015 年间，日

本、美国、加拿大、澳大利亚、哥伦比亚、菲律宾、 
收稿日期：2016-10-09 
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标准计划项目（2015B218k）；广东出入境检验检疫局科技计划项目

（2015GDK13） 
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物学 
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韩国和新加坡国家和地区相继批准甜菜 H7-1 品系作

为食品或饲料用途，中国于 2009 年批准用于食品和饲

料[1]。 
近年来，随着各国有关转基因标识法规的建立和

不断完善，很多国家要求对转基因含量进行定量检测，

以便进行相关标识，其标识的阈值一般在 0.9%~5%之

间[2]。建立转基因产品的定量检测技术标准尤其是精

准定量检测技术是实施转基因产品标识的技术前提。 
数字 PCR（digital PCR，dPCR）是一种基于单分

子扩增的精准核酸定量检测技术[3]。dPCR 在进行扩增

反应前，将含有 DNA 模板的 PCR 溶液稀释后分布到

大量的独立微滴或反应室，样品的这种分配可以消除
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本底信号的影响，提高低丰度靶标的扩增灵敏度[4]。

它不同于传统的实时荧光 PCR，因为采用直接计数目

标分子数而不依靠任何校准物或外标，通过计数单个

分子从而实现绝对定量[5]。国内目前对转基因甜菜

H7-1 及其衍生品种的检测方法包括普通 PCR 方法和

LAMP 方法进行定性检测[6,7]，欧盟发布的官方检测方

法[8]为实时荧光 PCR 法，尚未见转基因成分数字 PCR
定量检测方法报道。 

本文拟采用双通道检测法，将甜菜内源基因谷氨

酰胺合成酶基因（GS）和 H7-1 品系特异性序列的探

针分别标记为 VIC 和 FAM(甜菜谷氨酰胺合成酶基因

和H7-1 品系特异性序列在转基因甜菜H7-1 基因组中

均为单拷贝)，应用 QX 200 微滴式数字 PCR 通过在同

一 PCR 反应体系中测得的内源基因 GS 和 H7-1 品系

特异序列的拷贝数，实现 H7-1 含量的精确定量检测，

并将本方法的引物和探针在 QuantStudio TM 3D 芯片

式数字 PCR 仪上进行了初步的验证。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

甜菜 H7-1 品系标准品、甜菜 H7-1 阴性标准品、

非转基因水稻、水稻 Bt63 品系、玉米 MIR604 品系、

玉米 MIR162 品系、大豆 GTS40-3-2 品系、大豆

Mon89788品系、大豆A2704-12品系、大豆DAS68416- 

4 品系和大豆 FG72 品系均由本室购置保存。 
Premix Ex Taq TM，大连宝生物；植物基因组DNA

提取试剂盒 DP302，北京天根公司；MasterMix(2×)、
ddPCR Droplet Generation Oil、GD8 Cartridge 均购自

伯乐公司；引物和探针由闪晶生物公司合成，稀释为

终浓度为 10 μmol/L 的工作液使用。 

1.2  主要仪器 

ABI 7500，ABI75000FAST实时荧光定量PCR仪，

美国应用生物系统公司；微量分光光度计 nanodrop 
2000c，美国 GE 公司；IKA 研磨机，德国 IKA 公司；

QX 200 微滴式数字 PCR 系统，美国伯乐公司；

QuantStudio TM 3D 数字 PCR 仪，美国应用生物系统

公司。 

1.3  方法 

1.3.1  DNA 的提取 
使用天根植物基因组 DNA 提取试剂盒并按照其

操作说明书提取 DNA，用微量分光光度计 nanodrop 
2000c 测定其浓度。4 ℃保存备用。 
1.3.2  微滴式数字 PCR 体系及 H7-1 标准品扩

增稳定性验证 
转基因甜菜 H7-1 品系外源插入片段元件组成见

图 1。引物探针序列及扩增体系见表 1。 
 

 
图1 转基因甜菜H7-1品系外源插入片段示意图 

Fig.1 Schematic diagram of inserted exogenous fragment in sugar beet H7-1 

注：P-FMV 表示玄参花叶病毒(FMV35s)启动子；CTP2 表示叶绿体转运肽基因 2；Modified CP4 EPSPS 表示修饰过的来源于农

杆菌 CP4 的莽草酸羟基乙酰转移酶基因；E9 3’表示来源于豌豆核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶 3’终止子；A 为引物和探针设计区域。 

表1 引物探针序列 

Table 1 Primers and probes for dPCR 

目标序列 引物探针序列 扩增片段大小 来源 备注 

GS 

GS-F：GACCTCCATATTACTGAAAGGAAG 

118 bp 

[8] 

内源基因 GS-R：AGTAATTGCTCCATCCTGTTCA 

GS-P：VIC-TCTACGAAGTTTAAAGTATGTGCCGCTCTC-BHQ1 

H7-1 

品系特异性序列 

H7-1-F：GGGATCTGGGTGGCTCTAACT 

107 bp 5’边界序列H7-1-R：ACGAATGCTGCTAAATCCTGAG 

H7-1-P：FAM-AAGGCGGGAAACGAC-MGB 

QX200 数字 PCR 实验反应体系：MasterMix(2×) 
10 μL ， GS-F/GS-R/GS-P/H7-1-F/H7-1-R/H7-1-P(10 
μmol/L)分别为 0.8 μL，DNA 模板 2 μL，补水至 20 μL。
反应参数：95 ℃、5 min (1 ℃/s)；94 ℃ 15 s，60 ℃、

1 min (1 ℃/s)，共 50 个循环；98 ℃、10 min(1 ℃/s)，
12 ℃保存反应产物。反应结束后将 96 孔反应板置微

滴分析仪中读取数据，应用 QuantaSoft V1.3.2 软件进

行数据分析。 
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根据甜菜 H7-1 标准品证书介绍，该标准品为杂

合子，H7-1 品系特异性序列/内源基因 GS 的比例接近

于 1/2，为测试建立的微滴式数字 PCR 转基因甜菜

H7-1 品系的标准品的扩增稳定性，以 9 ng/μL 转基因

甜菜H7-1基因组DNA按照上述反应体系和参数进行

检测，设置 3 个平行同时对内源基因和 H7-1 品系特

异性序列进行检测，要求其结果的相对标准偏差

（Relative Standard Deviation RSD）不超过 25%。 

1.3.3  引物探针和特异性验证 
本实验根据参考标准和文献选取甜菜谷氨酰胺合

成酶（glutamine synthetase，GS）基因和甜菜 H7-1 品

系特异性基因序列合成引物和探针（见表 1），并在实

时荧光 PCR 仪上进行特异性验证，扩增体系和程序

为：Premix Ex Taq TM 10 μL，GS-F/GS-R/GS-P/H7-1- 
F/H7- 1-R/H7-1-P（10 μmol/L）分别为 0.8 μL，DNA
模板 2 μL，补水至 20 μL。反应参数：反应程序为：

Stage 1：预变性 95 ℃、30 s；Stage 2：95 ℃、5 s，60 ℃、

34 s，45 个循环，并于 60 ℃收集荧光信号。 
1.3.4  线性范围验证 

将转基因甜菜H7-1标准品基因组DNA用0.1×TE 
(Tris-HCl，EDTA-Na，pH 8.0)缓冲液进行稀释成 9、
1.8、0.36、0.072、0.014 和 0.007 ng/μL 共 6 个浓度（在

20 μL 体系中其稀释度分别为 700、140、28、5.6、1.12、
0.56 拷贝/μL 甜菜内源基因 DNA，350、70、14、2.8、
0.56、0.28 拷贝/μL 甜菜 H7-1 品系特异性序列 DNA）。

将 2 μL 上述稀释度的 DNA 模板进行数字 PCR 检测，

每个稀释度 3 个平行。定量检测限（Limit of 
Quantitation，LOQ）为检测结果的 RSD 值小于等于

25%的最低DNA样品用量或拷贝数/μL；检测限（Limit 
of Detection，LOD）为阳性样品 100%检出的样品最

低 DNA 用量或拷贝数/μL。 
1.3.5  定量检测限和检测限的验证 

取 1.3.4 线性范围下限且 RSD≤25%的 DNA 样品

用量或拷贝数/μL 进行 LOQ 验证，所得 10 个平行的

结果的 RSD≤25%为符合要求；取 1.3.4 线性范围验证

中可以稳定扩增的最低DNA样品用量或拷贝数/μL进

行 LOD 的验证，要求阳性率为 100%。LOQ 和 LOD
验证均采用 10 个平行的检测。 
1.3.6  精密度的验证 

在重复性的条件下，用相同的方法，相同的测试

项目，在同一实验室，由同一人员在很短的时间间隔

内，使用相同的仪器设备对取内源基因 GS 和 H7-1 品

系特异性序列的 LOQ 对应 DNA 样品量或拷贝数/μL

和 LOQDNA 样品量 5 倍的 DNA 样品量或拷贝数/μL
进行精密度验证，每个样品 5 个平行。将得到的检测

结果计算 RSD，要求 RSD≤25%。 
1.3.7  准确度实验 

准确度的定义为分别取内源基因GS和H7-1品系

特异性序列 LOQ、LOQ 值 5 倍、LOQ 值 25 倍的 3
组 DNA 样品量来进行检测，每组三个平行，验证检

测结果与该理论值之间的相符程度，要求其偏差小于

等于 25%。 

1.3.8  芯片式数字 PCR 验证数据 
为测试在QX 200 微滴式数字 PCR 的方法所采用

的引物和探针在QuantStudioTM 3D芯片式数字PCR上

实验的准确性和精密度，对内源基因 GS 和 H7-1 品系

特异性序列的 LOD、LOQ、LOQ5 倍和 LOQ10 倍稀

释度按照以下数字 PCR 程序和 PCR 体系进行检测，

每个样品进行 3 次平行检测，根据结果计算拷贝数百

分比、拷贝数 RSD 和偏差。 
数字 PCR 实验反应体系：MasterMix(2×)7.5 μL，

GS-F/GS-R/GS-P/H7-1-F/H7-1-R/H7-1-P（10 μmol/L）
分别为 0.6 μL，DNA 模板 1.5 μL，补水至 15 μL。反

应参数：96 ℃、10 min；60 ℃、2 min，98 ℃、30 s，
49 cycles；60 ℃、2 min；10 ℃保存的应产物。 

2  结果与讨论 

2.1  甜菜H7-1微滴式数字 PCR体系及标准品

扩增稳定性验证 

采用 1.3.2 中数字 PCR 体系和参数，对甜菜 H7-1
标准品的内源基因GS和H7-1品系特异性序列进行检

测的数据分析表 2 所示，热点图如图 2 所示。内参基

因 GS 三次扩增重复的实际检测拷贝数浓度分别为

565、607、618 copies/μL 即在 20 μL 反应体系中拷贝

数为11300、12140和12360，平均检测拷贝数为11940，
相对标准偏差（Relative Standard Deviation，RSD）为

4.69%，处于可接受的范围内（小于等于 10%）；H7-1
品系特异序列的三次扩增重复的实际检测拷贝数浓度

分别为 311、319 和 316 copies/μL 即在 20 μL 反应体

系中拷贝数为 6220、6380 和 6320，平均检测拷贝数

为 6300，RSD 为 1.28%，处于可接受的范围内（小于

等于 10%）。说明本文的内参基因 GS 和 H7-1 品系特

异性序列的引物探针、数字 PCR 体系和参数对 H7-1
阳性标准品、扩增稳定性良好。 
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表2 甜菜H7-1标准品扩增稳定性验证 

Table 2 Stability test of H7-1 by dPCR 

转基因品系 目标基因 模板上样量 拷贝数/μL 平均拷贝数/μL RSD/% 

甜菜 H7-1 

GS 

18 ng 

565 

597 4.69 607 

618 

品系特异基因 

311 

315 1.28 319 

316 

 
图2 甜菜H7-1品系标准品扩增稳定性实验结果热点图 

Fig.2 Heat map of the amplification stability test for sugar beet 

line H7-1 

注：Ch1 为 FAM 荧光通道；Ch2 为 VIC 荧光通道；C11、

D11 和 E11 为 H7-1 标准品 3 个重复；H11 为提取空白对照。 

2.2  引物探针和特异性验证 

采用表 1 中的品系特异性引物和探针进行实时荧

光 PCR 检测，11 种农作物仅甜菜 H7-1 标准品应用品

系特异性引物探针有典形扩增，如图 3 所示。 

 
图3 甜菜H7-1品系特异性实时荧光PCR实验结果 

Fig.3 Specificity test of the event-specific detection method for 

H7-1 by real-time PCR 

注：阳性信号为甜菜 H7-1 品系标准品，阴性信号包括：

甜菜 H7-1 阴性标准品、非转基因水稻、水稻 Bt63 品系、玉米

MIR604 品系、玉米 MIR162 品系、大豆 GTS40-3-2 品系、大

豆 Mon89788 品系、大豆 A2704-12 品系、大豆 DAS68416-4 品

系、大豆 FG72 品系标准品标准品和提取空白和试剂空白。 

2.3  线性范围验证 

样品的线性范围验证结果如表 3 所示，体系为 20 
μL。以模板 DNA 量为横坐标，目标序列拷贝数/μL
为纵坐标，在模板 DNA 量在 0.014~18 ng 区间内测定

内源基因 GS 拷贝数/μL 和 H7-1 品系特异性序列拷贝

数/μL，所得到线性关系图如图 4 所示，其 r2 分别为

0.9971 和 1（大于等于 0.98），说明其线性相关性良好。

在相应拷贝数/μL RSD≤25%情况下，可知本方法内源

基因 GS 可以定量下限可达 6.3 拷贝/μL、H7-1 品系特

异性序列的定量下限可达 3.1 拷贝/μL。 
表3 dPCR线性范围验证实验 

Table 3 Test of the dynamic range of the dPCR method 

模板 DNA 量 

/(ng/20 μL) 
目的序列 

理论拷贝数 

/μL 

平行组(拷贝/μL) 平均值 

(拷贝/μL) 

RSD 

/% 1 2 3 

18 
GS 700 678 669 736 694 5.24 

H7-1 350 390 373 395 386 2.99 
3.6 GS 140 146 148 163 152 6.10 

       转下页
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接上页        

 H7-1 70 76.9 71.9 78.6 75.8 4.59 

0.72 
GS 28 28.7 29.5 33.8 30.7 8.94 

H7-1 14 15.8 16.8 15 15.9 5.68 

0.144 
GS 5.6 6.5 5.8 6.5 6.3* 6.45 

H7-1 2.8 3.6 2.3 3.4 3.1* 22.6 

0.029 
GS 1.12 1 1.2 1.7 1.3 27.7 

H7-1 0.56 0.7 0.6 0.4 0.6 25.5 

0.014 
GS 0.56 0.8 0.8 0.4 0.7 33.6 

H7-1 0.28 0.3 0.2 0.3 0.3 31.6 

注：*分别表示 RSD≤25%时内源基因 GS 和 H7-1 品系特异性序列最低拷贝数/μL。 

 
图4 甜菜H7-1数字PC方法线性范围拟合标准曲线 

Fig.4 Standard curves in the linear range of the H7-1 dPCR 

assay 

2.4  定量检测限和定性检测限的验证 

从表 3 中选择 GS/H7-1 平均拷贝数分别为 6.3 和

3.1/μL（RSD≤25%）的样品 DNA 进行内源基因 GS
和 H7-1 品系特异性序列的 LOQ 验证，检测结果见表

4 和图 5。由表 4 可知，该稀释度内源基因 GS 检测

10 个平行的检测结果 RSD 为的 7.71%，H7-1 品系特

异性序列 10 个平行的检测结果的 RSD 为 18.3%，均

符合要求（≤25%）。 

 
图5 甜菜H7-1数字PCR标准的LOQ验证实验热点图 

Fig.5 Heat map of LOQ verification test of the H7-1 dPCR 

method 

注：Ch1 为 FAM 荧光通道；Ch2 为 VIC 荧光通道；A11

为提取空白对照；B11、C11、D11、E11、F11、G11、H11、

A12、B12 和 C12 为 LOQ 的 10 个重复。 

表4 甜菜H7-1数字PCR标准的LOQ验证实验 

Table 4 Verification test of the LOQ of the H7-1 dPCR assay 

模板量/ng 目标序列 
平行组（拷贝/μL） 

平均值（拷贝/μL） RSD/%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0.144 
GS 6.3 6.2 5.7 6.7 5.2 5.6 6.2 5.4 6 5.8 5.91 7.7 

H7-1 2.7 3.9 2.9 3.4 2.1 2.8 2.8 3.1 2.5 3.7 2.99 18.3 
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表5 甜菜H7-1数字PCR方法的LOD验证实验 

Table 5 LOD verification test of the H7-1 dPCR assay 

模板量/ng 目的基因 
平行组（拷贝/μL） 

平均值（拷贝/μL）
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0.029 
GS 1.1 1 1.1 1.4 1 1 1.6 1.5 1.6 1.2 1.25 

H7-1 0.69 0.62 0.94 1.02 0.45 0.59 0.79 1.23 0.81 0.67 0.78 

 
图6 甜菜H7-1数字PCR方法的LOD验证实验热点图 

Fig.6 Heat map of the LOD verification test of the H7-1 dPCR 

assay 

注：Ch1 为 FAM 荧光通道；Ch2 为 VIC 荧光通道；A09

为提取空白对照；B09、C09、D09、E09、F09、G09、H09、

A10、B10 和 C10 为 LOD 的 10 个重复。 

从表 3 中选择 GS/H7-1 平均拷贝数 0.7 和 0.3/μL
（RSD>25%）进行 10 个平行检测时，有一个样品未

检出（数据略），故采用 GS/H7-1 平均拷贝数 1.3 和

0.6/μL（RSD>25%）的样品 DNA 进行 10 个平行的内

源基因 GS 和 H7-1 品系特异性序列的 LOD 验证，结

果如表 5 和图 6 所示，阳性检出率为 100%，符合质

控要求。 

2.5  甜菜H7-1数字 PCR方法的精密度实验 

 
图7 甜菜H7-1数字PCR方法精密度实验热点图 

Fig.7 Heat map of the precision test of the H7-1 dPCR assay 

注：Ch1 为 FAM 荧光通道；Ch2 为 VIC 荧光通道；A11

为提取空白对照；B11、C11、D11、E11 和 F11 为 LOQ 的 5

个重复，D12、E12、F12、G12 和 H12 为 5 倍 LOQ 的 5 个重

复。 

 

表6 甜菜H7-1数字PCR方法的精密度实验 

Table 6 Precision test of the H7-1 dPCR assay 

模板量/ng 目的基因 
平行组（拷贝/μL） 

平均值（拷贝/μL） RSD/%
1 2 3 4 5 

0.144 
GS 6.3 6.2 5.7 6.7 5.2 6.02 9.6 

H7-1 2.7 3.9 2.9 3.4 2.1 3.00 22.9 

0.72 
GS 38.4 36.9 37.1 27.7 35.1 35.0 12.2 

H7-1 18.8 20 16.8 15.4 17.2 17.6 10.2 

取 H7-1 品系特异性序列 LOQ 临界值和 LOQ 临

界值 5 倍稀释度的 DNA 样品进行精密度验证，每个

样品 5 个平行，检测结果见表 6 和图 7。两组稀释度

的 DNA 样品所得到的内参基因 GS 组内 RSD 值分别
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为 9.6%和 12.2%，H7-1 品系特异性序列组内 RSD 值

分别为 22.9%和 10.2%，符合方法对于精密度的要求

（RSD≤25%）。 

2.6  甜菜H7-1数字 PCR方法的准确度实验 

取H7-1品系特异性序列LOQ、LOQ5倍和LOQ25
倍稀释度的 3 组阳性样品，每组 3 个平行，进行 H7-1
品系特异性序列和和内源基因 GS 拷贝数百分比的准

确度验证，结果如表 7 所示。所测得拷贝数百分比的

平均值分别为 49.1%、52.1%和 49.8%，DNA 标准样

品理论拷贝数百分比为 50%，计算得到浓度为 LOQ
值、LOQ5 倍、LOQ 值 25 倍的 DNA 样品的检测偏差

分别为-0.88%、2.13%和-0.18%，三组偏差均符合要求

（在±25%范围内）。因此本方法可以比较准确的对甜

菜 H7-1 品系进行相对定量检测。 

表7 甜菜H7-1数字PCR标准的准确度实验 

Table 7 Accuracy test of the H7-1 dPCR assay 

稀释度 平行 拷贝数（外源/内参） 拷贝数百分比/% 平均拷贝数百分比/% 理论拷贝数百分比/% 偏差 Bias/%

LOQ 
1 3.6/6.5 55.4 

49.1 

50 

-0.88 2 2.3/5.8 39.7 
3 3.4/6.5 52.3 

LOQ5 倍 

1 15.8/28.7 55.1 

52.1 2.13 2 16.8/29.5 56.9 

3 15/33.8 44.4 

LOQ25 倍 

1 76.9/146 52.7 

49.8 -0.18 2 71.9/148 48.6 

3 78.6/163 48.2 

2.7  芯片式数字 PCR初步验证 

为测试在微滴式数字 PCR 平台上引物和探针在

芯片式数字 PCR 上实验效果，采用 H7-1 品系特异性

序列和内源基因 GS 的 LOD、LOQ、LOQ 临界值 5

倍和 LOQ 临界值 10 倍的 DNA 稀释度样品按照 1.3.8
的芯片式数字 PCR 程序和体系进行检测，每个样品进

行 3 次平行检测，计算拷贝数百分比，组内 RSD 和偏

差（见表 8）。 

表8 甜菜H7-1芯片式数字PCR实验验证结果 

Table 8 Verification test by QuantStudioTM 3D digital PCR 

稀释度 平行 
内源基因 

拷贝数/μL 

外源基因 

拷贝数/μL 

内源基因 

拷贝数/μL 

平均值 

外源基因 

拷贝数/μL 

平均值 

内源基因

拷贝数 

RSD/% 

外源基因

拷贝数 

RSD/% 

拷贝数 

百分比/%
偏差/% 

LOD 
1 1.86 0.6 

2.08 0.76 101.86 43.26 36.54 -13.82 2 4.30 1.13 
3 0.08 0.53 

1LOQ 

1 6.2 3.96 

6.64 3.63 10.38 8.20 54.64 4.64 2 6.24 3.39 

3 7.43 3.53 

5LOQ 

1 35.6 18.38 

40.04 20.12 9.65 11.55 50.24 0.24 2 41.93 19.21 

3 42.61 22.76 

10LOQ 
1 83.08 38.47 

81.25 39.93 5.26 6.17 49.15 -0.85 2 76.36 38.5 
3 84.3 42.7 

从上表可知，LOD 稀释度的 DNA 样品的内源基

因 GS、H7-1 品系特异性序列均检出。稀释度为 LOQ、

5倍LOQ和10倍LOQ的样品定量结果与理论值的偏

差都在±25%以内，拷贝数 RSD 的值都小于 25%，表 
明在芯片式数字 PCR 仪上对甜菜 H7-1 品系样品进行

定量方法精密度和准确性符合要求。图 9 为在芯片式
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数字 PCR 平台检测图，其扩增效果良好，阴性点和阳

性点能截然分开。 

 
图8 甜菜H7-1芯片式数字PCR实验验证结果图 

Fig.8 Plot of the verification test by QuantStudioTM 3D digital 

PCR 

注：a 为 LOD；b 为 LOQ；c 为 5 倍 LOQ；d 为 10 倍 LOQ。 

3  结论与讨论 

3.1  多数国家对转基因产品均强制规定转基因成分

高于某一阈值时须进行标识。基于标准曲线的实时荧

光 PCR 定量方法曾被称之为转基因分析的金标准。但

随着获批准的转基因产品大量出现，此类定量方法操

作繁琐且检测成本增高[9]。此外，在在实时荧光定量

转基因的分析中，制定标准曲线及实验对照所用的参

考物质的稳定性和来源有限也限制了其应用；更加困

难的方面是对于转基因与非转基因品系的混合样品，

采用重量比例混合进行检测可能带来检测结果的偏差
[10,11]，这是由于不同来源的参考物质(如种子和叶片)，
由于成分不同，其各部分的定量检测结果可能出现差

异[12]。 
3.2  数字 PCR 技术在不依赖外部标准物质进行定量

方面具有巨大的潜力，在避免实时荧光 PCR 扩增中体

系的扩增效率、引物和探针的浓度、退火温度和 PCR
抑制因子效应对检测结果带来的影响方面更加有潜力,
对于微量拷贝的样品的定量检测更加高效,应用前景

广阔[8,12~15]。不少学者采用数字 PCR 针对转基因成分

定量检测进行了研究[16~21]。这无疑将极大推动未来转

基因作物精确定量检测技术的发展。 
3.3  本文建立的转基因甜菜H7-1的数字PCR检测方

法可对转基因甜菜 H7-1 进行精确定量，精密度和准

确度均符合相关要求，实现真正意义上的绝对定量，

相较实时荧光 PCR 方法依赖于标准曲线的定量方法，

本方法更适合转基因产品的含量分析，满足相关部门

对转基因及制品的监控、安全评价和风险预警等对转

基因精准定量的需求。 
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