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转基因玉米 BT11品系环介导等温扩增 
(LAMP)检测方法的建立 

王清华 1, 徐君怡 2, 曹冬梅 2, 刘  宇 2, 曹际娟 2* 
(1. 大连工业大学生物工程学院, 大连 116034; 2. 辽宁出入境检验检疫局, 大连 116001) 

摘  要: 目的  建立转基因玉米 BT 11品系的环介导等温扩增(LAMP)检测方法。方法  根据转基因玉米 BT 11

品系特有序列(AY123624.1和 AY629236)设计引物, 优化建立 LAMP反应体系, 对该体系进行特异性、灵敏度、

稳定性分析。结果  本研究设计的引物具有很好的特异性, 可特异性检测出转基因玉米 BT 11品系; 检测灵敏

度可达 0.5%; 经精密度实验分析, 该方法的稳定性良好。结论  LAMP方法检测转基因玉米品系 BT 11具有特

异性高、稳定性好、快速灵敏、过程可视等优点, 具有广阔的应用前景。 
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Establishing a loop-mediated isothermal amplification(LAMP)detection 
method for genetically modified maize BT11 
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ABSTRACT: Objective  To establish a loop-mediated isothermal amplification(LAMP)detection method for 
BT 11. Methods  The primers were designed according to the specific sequence(AY123624.1, AY629236)of 
BT 11, and then the LAMP reaction system was established. The specificity, sensitivity and stability of the 
system were analyzed. Results  The primers in this research specifically detected the BT 11. The detection 
sensitivity was up to 0.5%, and the precision of the experimental analysis was proved to be of high stability. 
Conclusion  The results showed that LAMP was a specific, stable, rapid, sensitive and visible way for the 
detection of BT 11, and it would have broad prospects for application. 
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1  引  言 

作为全球重要的粮食作物之一, 玉米的单位面
积产量位居世界榜首[1]。近年来, 基因技术飞速发展, 
新品种的转基因植物在改善农作物性状中发挥着显

著作用。转基因玉米 BT 11具有抗草铵膦除草剂的特
性, 是目前用于加工食品和饲料较多的转基因玉米
品系之一[2]。由于转基因产品在环境安全和食品安全

两方面都存在着一定的风险, 人们对其安全性也越
发关心。因此, 在转基因产品商业化之前, 进行转基
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因成分的品系鉴定和定量检测, 具有十分重要的现
实意义[3]。 

随着分子生物学理论和技术的快速发展, 以聚
合酶链式反应(PCR)为基础的新型鉴定技术已得到广
泛应用。2000 年, 日本学者 Notomi 等[4]公开了一种

新的基因诊断技术—DNA 环介导的恒温扩增法

(loop-mediated isothermal amplification of DNA, 
LAMP)。LAMP 检测技术是一种新型的体外等温扩
增特异核酸片段的技术, 该技术主要依赖于能够识
别靶 DNA上 6个特异区域的 4条特异引物和一种具
有链置换活性的 Bst DNA 聚合酶, 使反应中模板两
端引物结合处循环出现环状单链结构, 从而实现了
恒温条件下引物便可与模板进行连续的快速扩增[5]。

LAMP检测技术具有特异性高、快速灵敏、高效廉价、
操作简便等特点, 在基因芯片、医疗卫生及食品检测
等领域都具有广阔的应用前景[6]。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

转基因玉米 BT 11 标准样品 (ERMBF 412F, 
sigma)、BT 176标准样品(ERMBF 411F, sigma)、GA 
21 标准样品(0407-B, AOCS)、MON 810 标准样品
(ERMBF 413EK, sigma)、MIR 604标准样品(0607-A2, 
AOCS)、MON 88017标准样品(0406-D, AOCS)、MON 
89034标准样品(0906-E, AOCS)、转基因玉米 EVENT 
98140、转基因玉米 MON 863; 转基因水稻 BT 63、
科丰 6号、科丰 8号; 转基因土豆EH 92-527-1(0806-C, 
AOCS); 转基因大豆 A 5547-127(0707-C3, AOCS)、
GTS 40-3-2、DP 305423、DP 356043、MON 89788; 转
基因油菜 GT 73(0304-B, AOCS); 非转基因豌豆、扁
豆、大米、羽扇豆、土豆、玉米、大豆、螃蟹、绿豆、

核桃、胡萝卜、小麦, 均来源于辽宁出入境检验检疫
局食品检测中心留存样品。 

2.2  基因组 DNA 的提取 

选取 2.1 中实验材料, 在液氮中研成粉末后, 使
用 DNA Extraction Kit for GMO Detection Ver.2.0 
(TaKaRa Code No.D9093)进行基因组 DNA的提取。
提取的 DNA溶于 100 µL TE溶液中, 经超微量分光
光度计(NanoDrop)对基因组 DNA进行质量检测和浓
度测定。通过 OD260/OD280 的比值来评价提取 DNA
的质量, 本研究中所用 DNA的 OD值均在 1.8左右。 

2.3  LAMP 引物设计 

查阅相关文献[7～10], 利用 NCBI比对找到 BT 11
品系特有序列(AY123624.1 和 AY629236), 该目的片
段覆盖于玉米基因组和外源序列的接头部分。使用在

线软件 Primer Explorer version 4(http://primerexplorer. 
jp/e/)和 LAMP Designer设计特异引物。LAMP引物
包括 2 条外引物和 2 条内引物, 能特异性结合靶序
列上的 6个特异区域。内引物 FIP包含 F1c(与 Fl区
域互补)和 F2序列, 内引物 BIP包含 B1c(与 B1区域
互补)和 B2 序列; 外引物为 F3 序列和 B3 序列。本
研究在内、外引物的基础上又加入了 2 条环状引物
FLP 和 BLP, 极大缩短了反应时间。引物的具体信
息见表 1。 

2.4  LAMP 反应体系的建立 

采用 25 µL 的 LAMP 反应体系, 其成分包括: 
1×ThermoPol缓冲液、外引物 F3和 B3各 0.2 µmol/L、
内引物 FIP和 BIP各 1.6 µmol/L、1.4 mmol/L dNTPs、
0.8 mmol/L甜菜碱、6 mmol/L硫酸镁、0.32 U/µL Bst 
DNA聚合酶、DNA模板 200 ng。将除模板外的其他
试剂配制成均匀的混合液后, 每管分装 23 µL, 加入 

表 1  转基因玉米 BT11 品系的 LAMP 引物 
Table 1  LAMP primers for genetically modified maize BT11 

引物名称 引物序列(5′→3′) 

F3 GCTGTAGCTGGCCTAATC 

B3 GGCCAAGGTATCTAATCAGC 

FIP(F1c+F2) TATCTGTCTCAGGGGCAGACTCTCAACTGGTCTCCTCTCC 

BIP(B1c+B2) GCCAAGAAGGCGCAAGTCCATCCCATTTGTGATCTTTGTC 

FLP GTGTTCCCTCGGATCTCG 

BLP ACCGCGAGTTGTTGTATCATA 
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20 μL密封液, 再分别加入 2 µL模板 DNA或阴、阳
性对照模板, 混匀离心后将 1 µL 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。参照
LAMP 浊度仪使用说明书, 将混合物置于反应孔中, 
65 ℃恒温反应 60 min, 最后 80 ℃下灭活 5 min结束
反应。 

2.5  LAMP 引物特异性实验 

用转基因玉米 BT 11品系 DNA和豌豆、扁豆、
大米、羽扇豆、土豆、玉米、大豆、螃蟹、绿豆、核

桃、胡萝卜、小麦、转基因水稻 BT 63、科丰 6号、
科丰 8号、转基因玉米 BT 176、EVENT 98140、GA 
21、MON 863、MON 810、MIR 604、MON 88017、
MON 89034、转基因土豆 EH 92-527-1、转基因大豆
A 5547-127、GTS 40-3-2、DP 305423、DP 356043、
MON 89788、转基因油菜 GT 73的 DNA作为 LAMP
反应模板, 表 1 中的引物作为 LAMP 引物, 进行
LAMP反应, 63 ℃下运行 60 min, 以验证 LAMP反

应的特异性, 并利用 LAMP 浊度仪观察反应结果。 

2.6  LAMP 检测灵敏度实验 

将含量为 5%的转基因玉米 BT 11品系DNA(100 
ng/μL)用非转基因玉米 DNA(100 ng/μL)分别稀释至
转基因成分含量为 2%、1%、0.5%、0.1% 的 4个梯
度, 每个稀释度分别取 2 µL 进行 LAMP 实验, 用
ddH2O 作为阴性对照 , 转基因玉米 BT 11 品系
DNA(5%, 100 ng/μL)作为阳性对照, 表 1中的引物作
为 LAMP 引物, 进行 LAMP 反应, 63 ℃下运行 60 
min, 以确定 LAMP 检测的灵敏度, 并根据最低灵敏
度的出峰时间及假阳性的最早出峰时间, 确定反应
时间。 

3  结果 

3.1  LAMP 引物特异性 

根据 2.5中 LAMP引物特异性实验的方案, 进行
LAMP反应, 结果如图 1所示。 

 

图 1  LAMP引物特异性检测图 
Fig. 1  The LAMP primers specific detection figure 

注: 图 1A. CH1: 阳性对照(BT 11), CH2: 阴性对照(超纯水), CH3: DP 356043, CH4: RT 73, CH5: MON 89034, CH6: MON 89788, CH7: 
MON 88017, CH8: MON 863; 图 1B. CH1: MIR 604, CH2: A 5547-127, CH3: DP 305423, CH4: GTS 40-3-2, CH5: EVENT 98140, CH6: BT 
176, CH7: MON 810, CH8: GA 21; 图 1C. CH1: BT 63, CH2: 科丰 6号, CH3: 科丰 8号, CH4: EH 92-527-1, CH5: 绿豆, CH6: 核桃, CH7: 
胡萝卜, CH8: 小麦; 图 1D. CH1: 豌豆, CH2: 扁豆, CH3: 大米, CH4: 羽扇豆, CH5: 土豆, CH6: 玉米, CH7: 大豆, CH8: 螃蟹 
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由图 1可见, 除图 1A中的 CH1(转基因玉米 BT 
11 品系 DNA)外, 其余 30 种样品均未出现阳性峰。
这说明本研究设计的引物只对转基因玉米 BT 11 品
系有特异性检出, 且特异性良好。 

3.2  LAMP 检测灵敏度 

根据 2.6中 LAMP检测灵敏度实验的方案, 进行
LAMP反应, 结果如图 2所示。 

 

图 2  LAMP引物检测的灵敏度 
Fig. 2  The sensitivity of the LAMP detection 

注: CH1: 5% BT 11标准样品; CH2: 2% BT 11模拟样品; CH3: 1% 
BT 11模拟样品; CH4: 0.5% BT 11模拟样品; CH5: 0.1% BT 11模
拟样品; CH6: 阴性对照(超纯水) 
 

由图 2可见, 不同浓度的转基因玉米 BT 11品系
DNA 进行 LAMP 扩增时, 出峰时间和浓度呈明显的
梯度变化, 检测灵敏度可达 0.5%; 此外, 最低检出限
0.5%约在 36 min 出峰, 且未出现假阳性结果, 故可
将 LAMP反应的时间确定为 60 min。 

3.3  方法的稳定性 

将转基因玉米 BT 11品系 DNA(5%, 100 ng/μL)
用非转基因玉米 DNA 稀释至 0.5%作为模板, 取 20
份模板作为平行样品, 以 ddH2O作为阴性对照, 转基
因玉米 BT 11品系 DNA(5%, 100 ng/μL)作为阳性对
照。表 1 中的引物作为 LAMP 引物, 进行 LAMP 反
应, 63 ℃下运行 60 min, 结果如图 3所示。 

由图 3可见, 20份 0.5%转基因玉米 BT 11品系
DNA平行样品的平均出峰时间前后偏差均在 5 min
内。结果表明, 本方法检测精密度的稳定性良好。 

4  结  论 

目前, 转基因玉米成分的检测方法主要为 TaqMan 

 

图 3  0.5%转基因玉米 BT11品系 DNA的精密度实验图 
Fig. 3  0.5% BT11 DNA precision experimental figure 

注: 图 3A. CH1: 阳性对照(5% BT11 DNA), CH2: 阴性对照(超纯
水), CH3-8: 0.5% BT11 DNA; 图 3B. CH1-8: 0.5% BT11 DNA; 图
3C. CH1-6: 0.5% BT11 DNA 
 
实时荧光 PCR检测法和普通 PCR检测法。普通 PCR
检测法由于操作繁琐、污染环境、灵敏度低等不足已

被 TaqMan实时荧光 PCR检测法取代。但是, TaqMan
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实时荧光 PCR 检测法对技术的要求较高, 且成本昂
贵, 所以急需制定出适用于基层实验室的安全、快
速、简便、准确的检测方法。 

由于LAMP检测法只有在 4条引物完全与靶序列
匹配的情况下才能顺利进行, 因此比传统 PCR检测法
具有更高的特异性。同时, 高活性的 Bst DNA聚合酶
在 60 ℃左右的恒温条件下便可扩增核酸, 保证了反
应的高效性[11]。由于 LAMP反应时核酸大量合成, 生
成的副产物为白色焦磷酸镁沉淀, 所以可直接通过肉
眼判断或进行浊度检测。也可用结合双链 DNA 的荧
光染料 SYBR Green I染色, 在紫外灯或日光下通过肉
眼进行判定。若含有扩增产物, 反应混合物变绿; 反之, 
则保持 SYBR Green I的橙色不变。利用这一特性, 日
本已研制出专门用于 LAMP 检测的实时监控浊度仪, 
实现了对 LAMP扩增过程的全程监控[12-14]。 

本研究建立的检测转基因玉米 BT 11 品系的
LAMP方法, 具有很好的特异性和稳定性。该方法简
便、灵敏、结果可视、成本低廉, 弥补了传统 PCR
检测方法的不足, 具有很好的推广和应用前景。 
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