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　　玉米是我国重要的粮食作物和饲料来源，是全世界总产
量最高的粮食作物。２０１３—２０１４年，由于玉米种植面积的增
加，中国玉米产量将会增加３００万～４００万ｔ，玉米需求量增加
８００万～１７００万ｔ，其中饲料用量增加６００万～１２００万ｔ。从
当前来看，国内玉米生产增长的速度跟不上需求增长的速度，

为了满足需求，２０１３—２０１４年中国将进口６００万 ～７００万ｔ玉
米，并将储备量下调４００万～５００万ｔ，而２０１２年中国的玉米
进口量占全球玉米贸易的５％［１］，进口的主要为美国和巴西

的转基因玉米。

多重 ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）又称多重引物 ＰＣＲ或复合
ＰＣＲ，它是在同一个 ＰＣＲ反应体系中加入２对及以上特异性
引物，针对多个 ＤＮＡ模板或同一模板的不同区域同时扩增
出多个目的片段的 ＰＣＲ技术［２］，也是当前基因组检测方法的

一种。由于多重 ＰＣＲ试验设计较单一 ＰＣＲ要复杂得多，技
术难度大，因而在建立多重 ＰＣＲ反应体系时，必须对其中的
主要成分和反应条件进行繁琐的优化［３－４］。

玉米转基因检测所采用的方法是针对通用元件进行检

测，其特异性较差，许多委托单位更趋向于特异性最高的转基

因玉米转化体的检测。按照农业部有关标准或通告要求，目

前对转基因玉米 Ｂｔ１７６、ＭＯＮ８１０、ＭＯＮ８６３、ＮＫ６０３等的转化
体检测方法均为单一ＰＣＲ方法，通常采用的方法参考农业部
８６９号公告－８－２００７、农业部８６９号公告 －９－２００７、农业部
８６９号公告－１０－２００７、农业部８６９号公告－１３－２００７。本研
究针对单一ＰＣＲ方法成本高、所用时间长和检测产生的废液
多等弊端，利用转基因玉米的４种转化体作为研究材料，摸索
优化转基因玉米转化体的多重ＰＣＲ体系和扩增条件，可以快
速准确地对样品进行检测，缩短检测时间，减少废液产生和试

剂的使用，降低成本，也为其他作物品种转基因转化体的多重

ＰＣＲ检测方法的推广使用打下基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
转基因玉米 Ｂｔ１７６、ＭＯＮ８１０、ＭＯＮ８６３、ＮＫ６０３，购自艾吉

析科技（北京）有限公司；非转基因玉米辽单５６５由辽宁省农
业科学院开放实验室保存。

１．２　使用试剂
ＤＮＡ提取试剂盒 ＤＰ３０５购自天根生化科技有限公司；

Ｔａｑ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）、ＤＬ２０００ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ购自大连宝生物工程有限公司；其
他试剂及耗材购自鼎国昌盛生物技术有限公司。

１．３　主要仪器
德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产的 ５４２４型高速离心机；美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司生产的 ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００型 ＤＮＡ定量仪；Ｃ１０００
型梯度 ＰＣＲ仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋凝胶成像仪由美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公
司生产。

１．４　试验方法
１．４．１　ＤＮＡ提取　采用试剂盒法，使用天根 ＤＰ３０５试剂盒
提取转基因玉米４种转化体Ｂｔ１７６、ＭＯＮ８１０、ＭＯＮ８６３、ＮＫ６０３
及非转基因玉米的基因组 ＤＮＡ［５］，经检测后，对 ＤＮＡ进行稀
释，使其浓度为２５ｎｇ／μＬ，备用。
１．４．２　引物设计　各农业部公告中对应转基因玉米４种转
化体的单一ＰＣＲ引物设计见表１。针对多重 ＰＣＲ检测试验
的特点、原则和要求，对引物大小差未超过３０ｂｐ的，借助软
件进行重新设计，利用 ＯｌｉｇｏＶ６２２对设计引物进行评估，筛
选出引物之间相互干扰最小的引物组合，保证ＰＣＲ产物片段
大小在２００ｂｐ以内时间隔大于３０ｂｐ。因此，针对 ＭＯＮ８１０，
利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件进行引物设计并借助 ＯｌｉｇｏＶ６．２２软件
进行引物评价，具体的引物序列见表２，由大连宝生物工程有
限公司合成。

１．４．３　４种转化体的单一 ＰＣＲ扩增　分别以转基因玉米
Ｂｔ１７６、ＭＯＮ８１０、ＭＯＮ８６３、ＮＫ６０３这４种转化体ＤＮＡ为模板，
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表１　各转化体单一ＰＣＲ引物序列及扩增片段

扩增基因 引物名称 引物序列 目的片段长度（ｂｐ）
Ｂｔ１７６ Ｂｔ１７６－Ｆ ５′－ＡＡＧＣＡＣＧＧＴＣＡＡＣＴＴＣＣＧＴＡＣ－３′ ５７０

Ｂｔ１７６－Ｒ ５′－ＴＣＧＡＣＴＴＴＡＴＡＧＧＡＡＧＧＧＡＧＡＧＧ－３′ ５７０
ＭＯＮ８１０ ＭＯＮ８１０－Ｆ ５′－ＣＡＡＧＴＧＴＧＣＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣ－３′ １０６

ＭＯＮ８１０－Ｒ ５′－ＧＣＡＡＧＣＡＡＡＴＴＣＧＧＡＡＡＴＧＡＡ－３′ １０６
ＭＯＮ８６３ ＭＯＮ８６３－Ｆ ５′－ＧＣＡＣＴＣＡＡＡＧＡＣＣＴＧＧＣＧＡＡＴＧＡ－３′ ４１１

ＭＯＮ８６３－Ｒ ５′－ＣＣＡＴＣＴＴＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴＧＴＣＧ－３′ ４１１
ＮＫ６０３ ＮＫ６０３－Ｆ ５′－ＡＴＧＡＡＴＧＡＣＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＣＴＴＧＴＴＡＡ－３′ １０８

ＮＫ６０３－Ｒ ５′－ＡＡＧＡＧＡＴＡＡＣＡＧＧＡＴＣＣＡＣＴＣＡＡＡＣＡＣＴ－３′ １０８

表２　引物序列及扩增片段

扩增基因 引物名称 引物序列 目的片段长度（ｂｐ）
ＭＯＮ８１０ ３５Ｓ－Ｆ ５′－ＴＣＧＡＡＧＧＡＣＧＡＡＧＧＡＣＴＣＴＡＡＣＧ－３′ １７０

３５Ｓ－Ｒ ５′－ＴＣＣＡＴＣＴＴＴＧＧＧＡＣＣＡＣＴＧＴＣＧ－３′ １７０

根据对应的农业部公告的具体要求，配好对应的反应体系，按

照不同的反应程序进行 ＰＣＲ扩增，具体要求见表３。反应结
束后在ＰＣＲ产物中加入 ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ５μＬ混匀后，取

１０μＬ进行２％琼脂糖凝胶电泳，待指示剂迁移至凝胶中部
时，将凝胶取出，在凝胶成像仪中观察结果。

表３　各农业部公告中使用的转化体的ＰＣＲ方法

转化体 使用标准 扩增条件

Ｂｔ１７６ 农业部８６９号公告－８－２００７ ９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ
ＭＯＮ８１０ 农业部８６９号公告－９－２００７ ９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ
ＭＯＮ８６３ 农业部８６９号公告－１０－２００７ ９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ
ＮＫ６０３ 农业部８６９号公告－１３－２００７ ９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ

１．４．４　４种转化体的多重 ＰＣＲ扩增　以转基因玉米 Ｂｔ１７６、
ＭＯＮ８１０、ＭＯＮ８６３、ＮＫ６０３这４种转化体ＤＮＡ为模板，转化体
Ｂｔ１７６、ＭＯＮ８６３、ＮＫ６０３引物按照表１设计，转化体 ＭＯＮ８１０
引物按照表２设计，对４种转化体采取同一反应体系和同一
反应条件进行多重 ＰＣＲ扩增。确定的具体反应体系为：
１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ（含Ｍｇ２＋）４μＬ，上下游
引物 转 化 体 Ｂｔ１７６和 ＭＯＮ８６３为 １μＬ（终 浓 度 各
０．４μｍｏｌ／Ｌ），转化体ＭＯＮ８１０和ＮＫ６０３的引物为０．５μＬ（终
浓度各０．２μｍｏｌ／Ｌ），模板ＤＮＡ各２μＬ，Ｔａｑ聚合酶０．５μＬ，
用ｄｄＨ２Ｏ将体积调整为２５μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃ 预
变性５ｍｉｎ；９４℃变性６０ｓ、６０℃退火９０ｓ、７２℃延伸９０ｓ，进
行３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后在 ＰＣＲ产物中
加入６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ５μＬ混匀后，取１０μＬ进行４％琼脂糖
凝胶电泳，待指示剂迁移至凝胶中部时，将凝胶取出，在凝胶

成像仪中观察结果。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ模板
经ＤＮＡ定量仪检测，所提取的样品基因组 ＤＮＡ浓度分

别为９２．３、７６．５、８６．９、５６．７ｎｇ／μＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的比值分别
为１．８２、１．８６、１．８５、１．８３，符合要求（在１．７～１．９之间）。
２．２　４种转化体的单一ＰＣＲ扩增结果

４种转化体的 ＰＣＲ扩增结果见图１。从结果来看，转化
体ＭＯＮ８１０和 ＮＫ６０３按照农业部公告中所给出的引物设计，
因其大小相近，２条谱带非常接近；要进行４种转化体的多重
ＰＣＲ检测，必须对其中的某一转化体的引物进行重新设计，
以满足ＰＣＲ产物片段大小在２００ｂｐ以内时间隔大于３０ｂｐ、
５００ｂｐ以上时间隔大于７０ｂｐ的原则。
２．３　４种转化体的多重ＰＣＲ扩增结果

４种转化体的多重ＰＣＲ扩增结果见图２。通过对
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ＭＯＮ８１０转化体的引物重新设计，同时优化多重 ＰＣＲ反应体
系和反应条件，４种转基因玉米的转化体完全能够在同一反
应体系和相同反应条件下进行检测，所建立的多重ＰＣＲ方法
简单、快速、特异性较高，可作为转基因玉米安全监管中成分

检测的科学依据。

２．４　４种转化体的单一ＰＣＲ和多重ＰＣＲ检测情况比较
从表４中可以看出，在转基因玉米的筛选检测过程中，从

检测耗时、所用成本和产生废液的角度来比较，单一 ＰＣＲ的
耗时为４８０ｍｉｎ，而多重 ＰＣＲ的耗时仅为１８０ｍｉｎ；单一 ＰＣＲ
所花费的成本也较高，达 １２０元／样品，而多重 ＰＣＲ仅为
３０元／样品；单一 ＰＣＲ所产生的废液也较多，是多重 ＰＣＲ
的４倍。　

表４　４种转化体单一ＰＣＲ及四重ＰＣＲ检测情况比较

检测方法 扩增基因 检测依据
耗时

（ｍｉｎ）
成本

（元）

产生废液量

（ｍＬ）

单一ＰＣＲ Ｂｔ１７６ 农业部８６９号公告－８－２００７ １２０ ３０ ０．３
ＭＯＮ８１０ 农业部８６９号公告－９－２００７ １２０ ３０ ０．３
ＭＯＮ８６３ 农业部８６９号公告－１０－２００７ １２０ ３０ ０．３
ＮＫ６０３ 农业部８６９号公告－１３－２００７ １２０ ３０ ０．３
合计 ４８０ １２０ １．２

多重ＰＣＲ Ｂｔ１７６、ＭＯＮ８１０、ＭＯＮ８６３、ＮＫ６０３ 优化确定的检测条件及方法 １８０ ３０ ０．３

３　结论与讨论

ＤＮＡ提取采取的是试剂盒的方法，在提取时还发现，使
用试剂盒的植物干粉提取法比植物组织法所提取的样品基因

组ＤＮＡ纯度更高，浓度增加，提取效果更好。
在多重 ＰＣＲ反应中，引物的设计至关重要，它是影响

ＰＣＲ反应成败的关键［６－７］，除按照 ＰＣＲ引物设计通用准则
外，还要具备与目的基因高特异性及引物间无同源性的特点，

这样才能保证无错配合引物二聚体的出现［８］。在研究多重

ＰＣＲ选取引物时，各引物之间还遵循 ＰＣＲ产物片段大小在
２００ｂｐ以内时间隔大于３０ｂｐ、５００ｂｐ以上时间隔大于７０ｂｐ
的原则［９］，因此依靠 Ｐｒｉｍｅｒ５．０和 ＯｌｉｇｏＶ６．２２软件对
ＭＯＮ８１０的引物重新进行设计和评价。

在对４种转化体进行多重 ＰＣＲ反应体系和反应条件的
摸索过程中，结合农业部公告中单一 ＰＣＲ的相关要求，调整
各转化体所对应引物浓度、ＤＮＡ模板浓度、Ｍｇ２＋浓度和退火
温度等条件，在保证谱带清晰的基础上避免了引物二聚体的

出现。

在转基因玉米４种转化体的检测过程中，所采取的多重
ＰＣＲ检测技术比按照标准或公告进行的单一 ＰＣＲ检测技术
时间缩短６３％，成本降低７５％，所产生的废液减少７５％，因
此，利用多重ＰＣＲ检测技术对转基因玉米进行检测有着效率
高、成本低、速度快污染小等优点。
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