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如何做好大豆粉转基因成分检测能力验证 

尤  波*, 吴永生, 周雅男, 王秋菊 
(绥芬河出入境检验检疫局综合技术中心, 牡丹江  157300) 

摘  要: 目的  能力验证是利用实验室间比对来确定实验室检测或校准能力的活动, 是提高检验机构内部质量

控制最有效的手段之一。方法  通过参加 2012 “CNAS T0659大豆粉中转基因成分定性检测”能力验证获得满意

结果, 对实验室参加能力验证过程中应注意的问题做简要分析。结果与结论  标准方法的选择, DNA 提取效率, 

以及实验过程的质量控制等都是影响能力验证结果的重要因素。 
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How to test the genetically modified soybean flour 
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ABSTRACT: Objective  Proficiency test is the activity to determine the laboratory testing or calibration ability 

by comparison of the laboratories. It could improve the internal quality control of inspection and agency 

effectively. Methods  To verify the satisfactory results by participating in the 2012 "CNAS T0659 qualitative 

detection of transgenic components in soybean flour", analyzed the problems which laboratories should pay 

attention to briefly. Results and Conclusion  The choice of standard method, DNA extraction efficiency and the 

quality control of the experiment process are the important factors to influence the proficiency testing results. 
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第三方检测机构参加国际或国内权威机构组

织的实验室间能力验证比对计划 , 可以有效地提
高检测机构出具检验数据可靠性和有效性 , 同时
有利于检测机构质量管理体系的自我评定和检测

能力的快速提升 , 确保实验室持续维持较高的检
测校准技术水平 [1], 增强客户对实验室出具检验结
果可靠性能力的信任度。2012年, 笔者参加了辽宁
省产品质量监督检验院组织的 CNAS T0659 大豆
粉中转基因成分定性检测, 5 个样品检测结果均为
满意。由于 CNASAL07-2011能力验证频次要求规
定食品转基因为 1 次/2 年[2], 加之转基因成份测定

能力验证(以下简称 PT)试验不同于化学分析领域, 
有其试验过程本身的特殊性等, 转基因 PT 的提供
者并不多[3]。现就参加 2012 “CNAS T0659 大豆粉
中转基因成分定性检测”能力验证过程中应注意的
问题做一简要分析、归纳, 为今后参加该类能力验
证活动提供参考。 

1  能力验证要求描述 

本次能力验证样品为大豆粉 , 需要参加实验
室对样品中的基因成分进行测定 , 包括大豆的内
源基因和确定是否含有外源基因。所提供 5份样品
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的检测结果与样品指定值完全一致 , 方可获得检
测结果满意评价 , 否则该实验室的检测项目结果
为不满意。 

2  材料与方法 

2.1  样品 

由能力验证承办方提供5份大豆粉末样品, 且每
份样品有唯一标识(编号为 0085、0096、0256、0385、
0228), 采用试管密封包装。针对这些样品检测大豆
的内源基因 Lectin、外源基因 NOS、CaMV35S、
EPSPS。实验设置阳性对照、阴性对照和空白对照。
阴性对照为阴性大豆样品, 阳性对照为阳性大豆样
品, 分别来源于日常非转基因大豆的样品、宝生物
工程(大连)有限公司。空白对照采用的是无菌一级纯
净水。 

2.2  主要仪器和试剂 

ABI 7500实时荧光仪(美国)、Kingfisher磁珠纯
化仪(美国)、冷冻离心机 Z 36HK(德国 Hermel)。
KingFisher Plant DNA Kit 试剂盒 , 来自 Thermo 
Fisher Scientific Oy Ratastie 2, P.O. Box 100 FI-01621 
Vantaa Finland No.N11996), Premix Ex Taq、ROX 
Reference Dye II (50x)*4试剂以及检测引物和探针均
购于宝生物工程(大连)有限公司。 

2.3  DNA 提取方法 

采用磁珠纯化仪及配套试剂盒法提取样品

DNA。具体步骤如下: 分别称取样品 50 mg置于 1.5 

mL 无菌试管内, 每管内加入 200 mL 样品裂解液
56 ℃水浴 30 min。14000 r/min离心 10 min, 吸取上
清液 100 mL加入到 A反应孔内, 然后依次按表 1中
A、B、C、D、E和洗脱的顺序以及加入量添加提取
液。将添加好的反应板放入磁珠纯化仪, 反应 20 min, 
待仪器反应结束后, 吸取 E孔内的纯化液 60 μL, 用
于进一步实时荧光 PCR扩增。 

表 1  DNA 提取试剂及加入量 
Table 1  DNA extraction reagents and dosage 

添加顺序编号 添加试剂名称 添加量(μL) 

A 
KingFisher磁珠 10 

结合缓冲液 80 

B 洗涤 1 洗涤缓冲液 1 120 

C 洗涤 2 洗涤缓冲液 2 120 

D 洗涤 3 洗涤 80%乙醇 120 

E 洗涤 4 洗涤缓冲液 3 120 

洗脱 洗脱缓冲液 60 

 
2.4  实时荧光 PCR 扩增反应 

实时荧光 PCR反应体系见表 2。 
实时荧光 PCR 反应条件为: 预变性 95 ℃反应

30 s, 1个循环体系为 95 ℃反应 5 s, 60 ℃反应 34 s
同时收集荧光, 共进行 40个循环。 

表 2  实时荧光 PCR 反应体系参数 
Table 2  System parameters of real-time fluorescence PCR reaction 

组分 工作液浓度 加样量 (μL) 反应体系终浓度 

Premix Ex Taq TM (2X) 12.5 1* 

ROX Reference DyeII (50X)*4 0.5 0.2 μmol/L*1 

正向引物 10 μmol/L 0.5 0.2 μmol/L*1 

反向引物 10 μmol/L 0.5 0.2 μmol/L*1 

荧光探针 2.5 μmol/L 1.0 1* 

DNA 模板  2.0 *3 

去离子水  8.0 *5  
 
 
 



第 5期 尤  波, 等: 如何做好大豆粉转基因成分检测能力验证 1603 
 
 
 
 
 

 

 

3  结  果 

本次能力验证活动采用 SN/T 1204-2003<<植物
及其加工产品中转基因成分实时荧光 PCR 定性检验
方法>>进行检测。采用本方法进行检测是因为核酸
检测技术中实时荧光 PCR 技术具有敏感性高、特异
性强的优点, 已经成为应用范围最为广泛并且成熟
的转基因检测技术平台[4]。 

样品检测结果如图 1所示, 由图 1可见, 阳性对
照样品、阴性对照样品及 5 份检测样品的内源基因
Ct值均在 25~28之间; 阴性对照样品和空白对照的外
源基因 Ct 值均大于 40; 阳性对照样品以及编号为
0085、0096、0256、0385 的 4 份检测样品的外源基
因 Ct值均在 25~35之间; 编号为 0228样品的外源基
因 Ct值大于 40。结果表明, 本次能力验证样品检测
结果为编号 0085、0096、0256、0385的 4份样品为

阳性, 编号为 0228 的 1 份样品为阴性。五分样品的
内源、外源基因 CT值如表 3所示。  
 

4  分析与讨论 

4.1  检测方法的影响 

本次能力验证共 37家实验室参与, 其中 18家实
验室选取 SN/T 1204-2003《植物及其加工产品中转基
因成分实时荧光 PCR定性检验方法》进行检测, 占
参与方的 48.65%, 21 家实验室虽未标注具体的检
测标准, 但均采用荧光定量 PCR 的方式进行检测, 
占 56.76%。实时荧光 PCR 仪在使用操作的过程中
简单易行, 省去凝胶电泳的繁琐, 且结果准确。可
见实时荧光 PCR 技术凭借敏感性高、特异性强的
优点, 已经成为应用范围最为广泛并且成熟的转基
因检测方法[5]。 

 

图 1  实时荧光 PCR检测样品的图谱 
Fig. 1  Pattern of real-time fluorescence PCR 

表 3  五份样品内源、外源基因 CT 值 
Table 3  The endogenous and exogenous gene CT values of five samples 

样品编号 0085 0096 0256 0385 0228 

Lectin 27.05 25.40 27.49 26.46 26.13 

NOS 29.17 28.19 29.55 26.90 Undet 

CaMV35S 29.22 28.25 29.13 27.47 Undet 

EPSPS 29.39 27.54 29.82 27.98 Undet 
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4.2  DNA 提取效率的影响 

本次能力验证测试采用磁珠纯化试剂盒的方式

提取样品中的 DNA, 操作简单, 浓缩后的 DNA溶液
纯度高, 完整性较好, 含有较少抑制因子, 有利于荧
光 PCR 扩增。与原手工提取方法相比, 检验成功率
明显提高, 极大减少了手工操作的工作量, 使纯化工
作更为简捷方便, 并且可有效控制人为因素对实验
的影响, 结果的准确性更有保障[6]。  

4.3  检测过程的质量控制 

本次检测的样品为粉末状, 易产生气溶胶和粉
尘, 所以样品 DNA的提取过程需严格谨慎[7]。5份样
品需分开处理, 在转基因检测实验室的 DNA 提取室
内进行操作, 每个样品的操作过程均在生物安全柜
内进行, 避免交叉污染。 

实验操作过程使用一次性手套并及时更换, 使
用的取样器、试管等用品应在使用前经过彻底的清洗

和高压灭菌, 实验中单独使用[8]。 
在引物与酶添加的过程中, 由于添加的引物探

针及酶的量均较小, 所以必须准确吸入, 每次添加试
剂后要及时更换枪头。阴性对照与阳性对照、空白对

照的设置是证明实验成败的关键[9]。对照实验不仅可

以保证检测结果的有效性, 同时可以帮助分析检测
结果的特性[10]。 

综上所述, 做好转基因产品检测能力验证活动, 
从标准方法的选择, 到 DNA 提取质量以及实验过程
的质量控制都是影响结果的重要因素, 需做好每一
步的准备、操作工作才能获得满意的检测结果。 
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