
农作物种子转基因成分检测



• 一、转基因充分筛查元件的一般结构
1、转基因通用元件筛选PCR检测

筛选是通过对CaMV35S启动子、NOS终止子、以及NptII 标记基因

等通用元件进行的检测，初步评估所检样品是否含有转基因成分。

2、目的基因特异性PCR检测

以检测插入外源基因的特异性DNA片段作为检测手段,对如cry1Ab、

cry1Ac或CP4-EPSPS等抗虫、耐除草剂等目的基因的检测，评估所检样

品是否含有外源基因及种类。

3、构建特异性PCR检测

用于转基因作物结构基因特异性PCR检测，检测外源插入载体中两

个元件的连接区的DNA序列。



• 一、转基因充分筛查元件的一般结构
4、转化体特异性PCR检测方法

       用于转基因作物转化体特异性检测,检测外源插入载体与植物基因组

的连接区域，此外，物种特异性检测可用于评估所检作物的DNA提取质

量，是否存在足够的DNA进行转基因成分分析。



•     二、GMO实验室建造及格局



• 三、转基因筛查的一般方法
       1、生物表现型检测方法

       2、特异蛋白质检测方法

       酶联免疫检测

       横向测流条测定

       3、DNA检测方法

       定性PCR检测技术

       定量PCR检测技术



•    四、检测流程

扦样

选择测定方法和测定方案

分样（1000粒重）

磨碎混匀

DNA提取及检测

前PCR

PCR

PCR产物检测

  评价和报告结果



•    四、检测流程



•   四、检测流程

1、样品接收与制样

（1）样品接收

主要依据NY/T 672-2003《转基因植

物及其产品检测-通用要求》，NY/T 

673-2003《转基因植物及其产品检测  -

抽样》

（2）样品代表性

（3）分样方法

（4）样品保存



•   四、检测流程

 1、样品接收与制样

批 (40 ton)

送检样品

用于提取DNA的样品

用于PCR反应的DNA量
(25~50 ng)

检测样品

http://www.tinytechindia.com/images/maize1.GIF


•     四、检测流程

2、DNA提取与纯化

DNA提取方法的选择，应基于以下考虑

（1） 物种（玉米、大豆、水稻、棉花等）

（2）状态（组织、叶片、种子、加工产品等）

（3）目标DNA（核DNA、质体DNA）

（4）用途（PCR、克隆、标记、杂交等）



•     四、检测流程

DNA制备的基本原则：

（1）保证提取的DNA具有一定的长度

（2）纯化后不应存在对酶有抑制作用的物质

（3）排除有机溶剂和金属离子的污染

（4）蛋白质、多糖、脂类等降低到最低程度

（5）去除其他核酸分子（RNA）的污染



• 四、检测流程

注意事项：

（1）尽量简化操作步骤

（2）减少化学因素对DNA的降解

（3）减少物理因素对DNA的降解

（4）防止核酸的生物降解

（5）设置阴性提取对照

  提取方法：苯酚-氯仿法、SDS法、CTAB法、二氧化硅法、试剂

盒法



• 四、检测流程

基本步骤包括

试样预处理

细胞裂解及DNA释放

DNA纯化

DNA质量评价与保存



•   四、检测流程

软件：

（1）专用实验服、一次性手套；

（2）使用本区专用的仪器设备；

（3）周期性清洁通风系统；

（4）在防止粉尘扩散的设施中研磨样品。

研磨顺序：

阴性对照      试样      阳性对照。

（1）勤用漂水清洗研磨设备和工作台面。

（2）每处理完一个样品，要彻底清洗研磨器具、清洁工作台面后，

再处理下一个样品。（可适当多配置一些研磨器具）



•   四、检测流程

研磨器具的清洗流程：

清水、洗涤液、清水、漂水、灭菌水。

离心管等耗材在使用前应高压灭菌。

避免在样品前处理区加裂解液。

新鲜或冷冻材料在液氮中研磨要迅速，在液氮彻底挥发前转移至

冰或干冰中，-80 ℃保存备用；可分装后保存。

实验结束后打开紫外灯灭菌。

每个样品取2份相同的测试样进行DNA提取和纯化。   



• 四、检测流程

       
样
品
研
磨
机
粉
碎

1 g-10 g 10 g-50 g 

10 g-600 g



• 四、检测流程

快检试剂盒法种子DNA提取



• 一、田间检验  
DNA质量评价

p 琼脂糖凝胶电泳测定法

p 紫外分光光度计测定法

      DNA纯度：纯的DNA其OD260/OD280=1.8±0.1，

OD260/OD230＞2.0。

      —若OD260/OD280 ＞ 1.9，含有RNA杂质， ＜1.6，含有蛋白质

或酚等污染。

      —若OD260/OD230＜2.0，表明溶液中残存盐或小分子杂质。

      一般将DNA浓度调整为20～100 μg/mL。

   荧光定量测定法

p 内标准基因的PCR扩增



• 五、PCR反应  

     PCR 的基本反应步骤

变性
95˚C

延伸
72˚C

退火
Tm-5˚C

转基因转基因PCRPCR检测检测3-4 3-4 小时小时
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