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前　　言
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本文件由中华人民共和国农业农村部提出.
本文件由全国农业转基因生物安全管理标准化技术委员会归口.
本文件起草单位:山东省农业科学院、农业农村部科技发展中心、中国农业科学院生物技术研究所.
本文件主要起草人:路兴波、梁晋刚、孙卓婧、徐晓辉、张晓云、郝超峰、苗朝华、郑戈、吴刚、金芜军、李

凡、杨淑珂、孙红炜.
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转基因植物及其产品成分检测
抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性PCR方法

１　范围

本文件规定了转基因抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异PCR定性和定量检测方法.
本文件适用于玉米及制品中瑞丰１２５转化体成分的定性和定量检测.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于

本文件.
农业部１４８５号公告—４—２０１０　转基因植物及其产品成分检测　DNA提取和纯化

农业部１８６１号公告—３—２０１２　转基因植物及其产品成分检测　玉米内标准基因定性PCR方法

农业部２０３１号公告—１９—２０１３　转基因植物及其产品成分检测　抽样

NY/T６７２　转基因植物及其产品检测　通用要求

３　术语和定义

农业部１８６１号公告—３—２０１２界定的以及下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列　eventＧspecificsequenceofinsectＧresistantmaizeRuifeng１２５
抗虫玉米瑞丰１２５转化体的外源插入片段５′端或(和)３′端与玉米基因组的连接区序列,包括玉米基

因组部分序列及转化载体 TＧDNA部分序列.

３􀆰２
阳性质控品　positivecontrol
用于质量控制的阳性样品,分为用于定性检测的阳性定性质控品和用于定量检测的阳性定量质控品.
注:阳性质控品宜优先选用有证标准物质,也可使用经充分验证的实验室配制样品.阳性定性质控品的转基因含量为

０􀆰１％~１􀆰０％,阳性定量质控品的转基因含量值宜与标识阈值相当.

３􀆰３
校准品　calibrator
用于绘制标准曲线的梯度稀释样品,用纯合转化体基因组 DNA 或转基因含量较高的有证标准物质

或阳性样品稀释制备,至少含５个有效浓度.宜优先选择有证标准物质.

３􀆰４
子样　subsample
试样预处理后,从同一试样不同位置随机抽取的独立样品.

３􀆰５
ΔCt值　ΔCtvalue
实时荧光PCR扩增中样品转化体特异性序列平均Ct值与内标基因平均Ct值的差值.

３􀆰６
ΔΔCt值　ΔΔCtvalue
实时荧光PCR扩增中试样的ΔCt值与阳性定量质控品的ΔCt值的差值.
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４　通用要求

４􀆰１　检测方法

第５章至第７章分别规定了抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分的实时荧光PCR定性检测、实时荧光PCR
定量检测(转化体拷贝数比值)、普通PCR定性检测３种方法,可根据实际检测需求选用.

４􀆰２　试剂、材料、模板

第５章至第７章介绍的３种不同方法间的试剂、材料、试样模板、质控品模板,在满足试验条件的情况

下可以通用.

５　实时荧光PCR定性检测方法(方法一)

５􀆰１　原理

采用规定的引物和探针对试样中玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列,进行实时

荧光PCR扩增.依据是否扩增获得预期的典型扩增曲线,判断试样中是否含有抗虫玉米瑞丰１２５转化体

成分;若试样中含有抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,计算试样与阳性定量质控品的 ΔΔCt值,判定试样与

阳性定量质控品相比转化体成分含量的高低.

５􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,仅使用分析纯试剂、蒸馏水或以上等级的水.

５􀆰２􀆰１　DNA提取试剂盒.

５􀆰２􀆰２　PCR扩增试剂:TaqDNA聚合酶、PCR扩增缓冲液、２５mmol/L氯化镁(MgCl２)溶液、dNTPs溶

液(浓度为１０mmol/L的dATP、dTTP、dGTP、dCTP４种脱氧核糖核苷酸溶液等体积混合).
注:若不采用上述PCR扩增试剂,也可选用实时荧光PCR试剂盒.

５􀆰２􀆰３　玉米内标准基因zSSIIb基因引物/探针

zSSIIbＧ３F:５′ＧCGGTGGATGCTAAGGCTGATGＧ３′;

zSSIIbＧ４R:５′ＧAAAGGGCCAGGTTCATTATCCTCＧ３′;

zSSIIbＧP:５′ＧTAAGGAGCACTCGCCGCCGCATCTGＧ３′.
注１:预期扩增片段大小为８８bp.

注２:zSSIIbＧP为zSSIIb基因的 TaqMan探针,其５′端标记荧光报告基团(如FAM、HEX等),３′端标记对应的荧光淬

灭基团(如 TAMRA、BHQ１等).

[来源:农业部１８６１号公告—３—２０１２,５􀆰１３]

５􀆰２􀆰４　抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性引物/探针

RF１２５ＧqF:５′ＧGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTＧ３′;

RF１２５ＧqR:５′ＧGGTGCCTGGAAGACAAGTTCTAＧ３′;

RF１２５ＧqP:５′ＧAGCTCAACCACATCGCCCGACGCＧ３′.
注１:预期扩增片段大小为９４bp(见附录 A中的 A􀆰１).

注２:RF１２５ＧqP为抗虫玉米RF１２５转化体特异性序列的TaqMan探针,其５′端标记荧光报告基团(如FAM、HEX等),

３′端标记对应的荧光淬灭基团(如 TAMRA、BHQ１等).

５􀆰２􀆰５　１０mol/L氢氧化钠(NaOH)溶液:在１６０mL水中加入８０􀆰０g氢氧化钠,溶解后,冷却至室温,再
加水定容至２００mL.

５􀆰２􀆰６　５００mmol/L乙二胺四乙酸二钠(EDTAＧNa２)溶液(pH８􀆰０):称取１８􀆰６g乙二胺四乙酸二钠,加
入７０mL水中,缓慢滴加氢氧化钠溶液(见５􀆰２􀆰５)直至乙二胺四乙酸二钠完全溶解,用氢氧化钠溶液(见

５􀆰２􀆰５)调pH 至８􀆰０,加水定容至１００mL.在１０３􀆰４kPa(１２１℃)条件下灭菌２０min.

５􀆰２􀆰７　１mol/L三羟甲基氨基甲烷 盐酸(TrisＧHCl)溶液(pH８􀆰０):称取１２１􀆰１g三羟甲基氨基甲烷溶

解于８００mL水中,用盐酸(HCl)调pH 至８􀆰０,加水定容至１０００mL.在１０３􀆰４kPa(１２１℃)条件下灭菌

２０min.
２
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５􀆰２􀆰８　TE缓冲液(pH８􀆰０):分别量取１０mL三羟甲基氨基甲烷Ｇ盐酸溶液(见５􀆰２􀆰７)和２mL乙二胺四

乙酸二钠溶液(见５􀆰２􀆰６),加水定容至１０００mL.在１０３􀆰４kPa(１２１℃)条件下灭菌２０min.

５􀆰２􀆰９　引物/探针溶液:用 TE缓冲液(见５􀆰２􀆰８)或水分别将上述引物或探针稀释至１０μmol/L.

５􀆰３　主要仪器和设备

５􀆰３􀆰１　分析天平:感量０􀆰１g和０􀆰１mg.

５􀆰３􀆰２　实时荧光PCR仪.

５􀆰３􀆰３　核酸定量仪.

５􀆰３􀆰４　离心机.

５􀆰４　操作步骤

５􀆰４􀆰１　抽样

按 NY/T６７２和农业部２０３１号公告—１９—２０１３中第８章的规定执行.

５􀆰４􀆰２　试样制备

按 NY/T６７２和农业部２０３１号公告—１９—２０１３中第９章的规定执行.

５􀆰４􀆰３　试样预处理

按农业部１４８５号公告—４—２０１０中６􀆰２的规定执行.

５􀆰４􀆰４　试样DNA模板制备

按农业部１４８５号公告—４—２０１０中６􀆰３、６􀆰４和６􀆰５的规定执行.每个试样取３个平行子样分别进

行DNA提取和纯化,用于PCR扩增.

５􀆰４􀆰５　质控设置

５􀆰４􀆰５􀆰１　阴性质控品

以非转基因玉米作为阴性质控品.

５􀆰４􀆰５􀆰２　空白质控品

以水作为空白质控品.

５􀆰４􀆰５􀆰３　阳性质控品

以抗虫玉米瑞丰１２５转化体含量为０􀆰１％~１􀆰０％的标准物质(标准样品)或经验证的实验室配制样

品作为阳性质控品.如需初步判定试样的转基因含量,还应设置转基因含量与标识阈值相当的阳性定量

质控品.

５􀆰４􀆰６　PCR扩增

５􀆰４􀆰６􀆰１　对试样和质控品的内标准基因和瑞丰１２５转化体特异性序列进行PCR扩增.每个试样至少设

置３个平行子样,每个子样进行１次PCR扩增;每个质控品设置１个样品,不设置子样,至少重复３次

PCR扩增.

５􀆰４􀆰６􀆰２　实时荧光PCR扩增体系:当使用PCR扩增试剂时,按表１配制扩增体系;当使用实时荧光PCR
试剂盒时,按表１规定的引物浓度、探针浓度和DNA模板量配制扩增体系,其余成分参照试剂盒说明书.

表１　实时荧光PCR定性扩增体系

试剂 终浓度 体积

ddH２O —

１０×PCR缓冲液 １× ２􀆰５μL
２５mmol/L氯化镁溶液 ２􀆰５mmol/L ２􀆰５μL
dNTPs混合溶液(各２􀆰５mmol/L) ０􀆰２mmol/L ２􀆰０μL
１０μmol/L上游引物 ０􀆰４μmol/L １􀆰０μL
１０μmol/L下游引物 ０􀆰４μmol/L １􀆰０μL
１０μmol/L探针 ０􀆰２μmol/L ０􀆰５μL
TaqDNA聚合酶 ０􀆰０４U/μL —

３
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表１ (续)

试剂 终浓度 体积

５０mg/LDNA模板 ４􀆰０mg/L ２􀆰０μL
总体积 ２５􀆰０μL

　　“—”表示体积不确定.如果PCR缓冲液中含有氯化镁,则不加氯化镁溶液.根据TaqDNA聚合酶的浓度确定其体积,
并相应调整ddH２O的体积,使反应体系总体积达到２５􀆰０μL.

玉米内标准基因PCR扩增体系中,上、下游引物和探针分别zSSIIbＧ３F、zSSIIbＧ４R和zSSIIbＧP;瑞丰１２５转化体特异性序

列PCR扩增体系中,上、下游引物和探针分别为瑞丰１２５ＧqF、瑞丰１２５ＧqR和瑞丰１２５ＧqP.

PCR扩增体系可根据仪器及试剂耗材的实际使用情况,进行相应调整.
此表是１个反应体系的体积,应按照实际反应数量进行PCR扩增体系配置.
空白对照用２􀆰０μL的水作为模板.

５􀆰４􀆰６􀆰３　将PCR管放在离心机上,５００g~３０００g 离心１０s,然后取出PCR管,放入实时荧光PCR仪中.

５􀆰４􀆰６􀆰４　进行实时荧光PCR扩增.反应程序为:９５℃变性５min(第一阶段);９５℃变性１５s,６０℃退火

延伸６０s,循环数≥４０(第二阶段);退火延伸后每个循环收集荧光信号.
注:可根据仪器和试剂要求对反应参数作适当调整.

５􀆰４􀆰６􀆰５　设定阈值:实时荧光PCR扩增结束后,以PCR扩增刚好进入指数期来设置荧光信号阈值,并根

据仪器噪声情况进行调整.

５􀆰４􀆰６􀆰６　记录Ct值:设定阈值后,荧光定量PCR仪的数据分析软件自动计算每个反应的Ct值,并记录.

５􀆰４􀆰７　PCR扩增检测合格判定标准

５􀆰４􀆰７􀆰１　阳性质控品中,玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均有典型扩增曲线,且

Ct值≤３６.

５􀆰４􀆰７􀆰２　阴性质控品中,玉米内标准基因有典型扩增曲线,且Ct值≤３６;抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异

性序列无典型扩增曲线,或Ct值＞３６.

５􀆰４􀆰７􀆰３　空白质控品中,玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均无典型扩增曲线,或

Ct值＞３６.

５􀆰４􀆰７􀆰４　同时满足５􀆰４􀆰７􀆰１~５􀆰４􀆰７􀆰３的条件,可按５􀆰５进行结果分析与表述.否则,分析具体情况,重
新按５􀆰４􀆰４或５􀆰４􀆰６进行检测.

５􀆰５　结果分析与表述

５􀆰５􀆰１　试样中玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均出现典型扩增曲线且Ct值≤
３６,表明试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,结果表述为“试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化

体成分,检测结果为阳性”.

５􀆰５􀆰２　在符合５􀆰５􀆰１的情况下,若需判定试样与阳性定量质控品相比转化体含量高低,则计算试样与阳

性定量质控品的ΔΔCt值.当ΔΔCt值≤－０􀆰４时,表明试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,含
量高于(等于)阳性定量质控品,结果表述为“试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,检测结果为阳

性,含量高于(等于)X”;当ΔΔCt值＞０􀆰４时,表明试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,含量低于

阳性定量质控品,结果表述为“试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,检测结果为阳性,含量低于

X”.
注:X 为阳性定量质控品中抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分含量,如果|ΔΔCt值|≤０􀆰４时,需采用方法二测定试样中抗

虫玉米瑞丰１２５转化体成分含量.

５􀆰５􀆰３　试样中玉米内标准基因出现典型扩增曲线且Ct值≤３６,而抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列

无典型扩增曲线或Ct值＞３６,表明试样中未检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,结果表述为“试样中未

检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,检测结果为阴性”.

５􀆰５􀆰４　试样中玉米内标准基因未出现典型扩增曲线或Ct值＞３６,表明样品中未检测出玉米基因组DNA
成分,结果表述为“试样中未检测出玉米基因组DNA成分,检测结果为阴性”.
４
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注:试样PCR扩增结果不一致的,以多数结果为准.

５􀆰６　检出限

本方法的检出限(LOD)为０􀆰０５％(相当于反应体系中含有约２０拷贝的抗虫玉米瑞丰１２５转化体特

异性序列).
注:本方法的检出限是以PCR检测反应体系中加入１００ng含有抗虫玉米瑞丰１２５转化体基因组的 DNA模板进行测

算的.

６　实时荧光PCR定量检测方法(方法二)

６􀆰１　原理

采用规定的引物和探针对校准品和试样中玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列进

行实时荧光PCR扩增.根据校准品模板拷贝数对数与Ct值间的线性关系,分别绘制抗虫玉米瑞丰１２５
转化体特异性序列和玉米内标准基因的标准曲线,将试样的Ct值代入标准曲线,计算试样中抗虫玉米瑞

丰１２５转化体特异性序列和玉米内标准基因的拷贝数及其比值,获得试样中抗虫玉米瑞丰１２５转化体的

含量.

６􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,仅使用分析纯试剂、蒸馏水或以上等级的水.

６􀆰２􀆰１　DNA提取试剂盒:同５􀆰２􀆰１.

６􀆰２􀆰２　PCR扩增试剂:同５􀆰２􀆰２.

６􀆰２􀆰３　玉米内标准基因zSSIIb基因引物/探针:同５􀆰２􀆰３.

６􀆰２􀆰４　抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列引物/探针:同５􀆰２􀆰４.

６􀆰２􀆰５　TE缓冲液:同５􀆰２􀆰８.

６􀆰２􀆰６　引物/探针溶液:用 TE缓冲液(见６􀆰２􀆰５)或水分别将上述引物或探针稀释至１０μmol/L.

６􀆰３　主要仪器和设备

同５􀆰３.

６􀆰４　操作步骤

６􀆰４􀆰１　抽样

同５􀆰４􀆰１.

６􀆰４􀆰２　试样制备

同５􀆰４􀆰２.

６􀆰４􀆰３　试样预处理

同５􀆰４􀆰３.

６􀆰４􀆰４　试样DNA模板制备

同５􀆰４􀆰４.

６􀆰４􀆰５　质控设置

６􀆰４􀆰５􀆰１　阴性质控品

以非转基因玉米作为阴性质控品.

６􀆰４􀆰５􀆰２　空白质控品

以水作为空白质控品.

６􀆰４􀆰５􀆰３　阳性定量质控品

以抗虫玉米瑞丰１２５转化体质量分数或拷贝数比值与标识阈值相当的标准物质(标准样品)或经验证

的实验室配制样品作为阳性定量质控品.

６􀆰４􀆰６　校准品制备

提取抗虫玉米瑞丰１２５转化体基因组DNA,测量DNA浓度,将 DNA 适当稀释或浓缩.然后用１×
５
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TE缓冲液或水梯度稀释DNA,制备不同浓度的抗虫玉米瑞丰１２５转化体 DNA溶液.DNA溶液至少涵

盖５个抗虫玉米瑞丰１２５转化体浓度梯度,最低模板量等于或小于定量限(约４０拷贝)且大于检出限(约

２０拷贝),最高浓度大于测试样品DNA浓度.采用相同的DNA溶液分别绘制玉米内标准基因和抗虫玉

米瑞丰１２５转化体特异性序列的标准曲线.

６􀆰４􀆰７　PCR扩增

６􀆰４􀆰７􀆰１　在同一块PCR板上对校准品、试样、质控品的内标准基因和瑞丰１２５转化体特异性序列进行

PCR扩增.每个试样设置３个平行子样,每个试样的３个平行子样应在同一次PCR扩增中进行,每个子

样至少重复３次 PCR扩增;各对照、校准品每个浓度梯度均设置１个样品,不设置子样,至少重复３次

PCR扩增.

６􀆰４􀆰７􀆰２　实时荧光PCR扩增体系:当使用实时荧光PCR扩增试剂时,按表２配制扩增体系;当使用实时

荧光PCR试剂盒时,按表２规定的引物浓度、探针浓度和DNA模板量配制扩增体系,其余成分参照试剂

盒说明书.

表２　实时荧光PCR定量扩增体系

试剂 终浓度 体积

ddH２O —

１０×PCR缓冲液 １× ２􀆰５μL
２５mmol/L氯化镁溶液 ２􀆰５mmol/L ２􀆰５μL
dNTPs混合溶液(各２􀆰５mmol/L) ０􀆰２mmol/L ２􀆰０μL
１０μmol/L上游引物　　　 ０􀆰４μmol/L １􀆰０μL
１０μmol/L下游引物 ０􀆰４μmol/L １􀆰０μL
１０μmol/L探针 ０􀆰２μmol/L ０􀆰５μL
TaqDNA聚合酶 ０􀆰０４U/μL —

DNA模板 ２􀆰０μL
总体积 ２５􀆰０μL

　　“—”表示体积不确定.如果PCR缓冲液中含有氯化镁,则不加氯化镁溶液.根据TaqDNA聚合酶的浓度确定其体积,
并相应调整ddH２O的体积,使反应体系总体积达到２５􀆰０μL.校准品反应体系中 DNA模板量不大于２００ng;试样 DNA模

板量为１００ng.
玉米内标准基因PCR扩增体系中,上、下游引物和探针分别为zSSIIbＧ３F、zSSIIbＧ４R和zSSIIbＧP;瑞丰１２５转化体特异性

序列PCR扩增体系中,上、下游引物和探针分别为瑞丰１２５ＧqF、瑞丰１２５ＧqR和瑞丰１２５ＧqP.

PCR扩增体系可根据仪器及试剂耗材的实际使用情况,进行相应调整.
此表是１个反应体系的体积,应按照实际反应数量进行PCR扩增体系配置.
空白对照用２􀆰０μL的水作为模板.

６􀆰４􀆰７􀆰３　将PCR板(管)放在离心机上,５００g~３０００g 离心１０s,然后取出PCR管,放入实时荧光PCR
仪中.

６􀆰４􀆰７􀆰４　进行实时荧光PCR扩增.反应程序为:９５℃变性５min(第一阶段);９５℃变性１５s,６０℃退火

延伸６０s,循环数≥４０(第二阶段);在第二阶段的退火延伸时段收集荧光信号.
注:可根据仪器和试剂要求对反应参数作适当调整.

６􀆰４􀆰７􀆰５　设定阈值:实时荧光PCR扩增结束后,以PCR扩增刚好进入指数期来设置荧光信号阈值,并根

据仪器噪声情况进行调整.

６􀆰４􀆰７􀆰６　记录Ct值:设定阈值后,荧光定量PCR仪的数据分析软件自动计算每个反应的Ct值,并记录.

６􀆰４􀆰７􀆰７　绘制标准曲线:根据校准品的扩增Ct值和初始模板拷贝数的对数间的线性关系,分别绘制玉

米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列的标准曲线.标准曲线按公式(１)绘制.

Ct＝a＋blgc (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
式中:

Ct———样品的Ct值;

a ———标准曲线的截距;
６
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b ———标准曲线的斜率;

c ———初始模板的拷贝数.

６􀆰４􀆰８　PCR扩增合格判定标准

６􀆰４􀆰８􀆰１　最低浓度校准品中,玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均有典型扩增曲

线,且Ct值≤３６.

６􀆰４􀆰８􀆰２　阴性质控品中,玉米内标准基因有典型扩增曲线,且Ct值≤３６;抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异

性序列无典型扩增曲线,或Ct值＞３６.

６􀆰４􀆰８􀆰３　空白质控品中,玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均无典型扩增曲线,或

Ct值＞３６.

６􀆰４􀆰８􀆰４　标准曲线的决定系数(R２)≥０􀆰９８;－３􀆰１≥标准曲线斜率(b)≥－３􀆰６.

６􀆰４􀆰８􀆰５　同时满足６􀆰４􀆰８􀆰１~６􀆰４􀆰８􀆰４的条件,可按６􀆰４􀆰９计算每个子样所有重复抗虫玉米瑞丰１２５转

化体特异性序列拷贝数平均值和玉米内标准基因拷贝数平均值的比值.否则,分析具体情况,重新按

６􀆰４􀆰４或６􀆰４􀆰７进行检测.

６􀆰４􀆰９　计算各子样转化体序列和玉米内标准基因的拷贝数比值

６􀆰４􀆰９􀆰１　将各反应(含阳性定量质控品和试样)玉米内标准基因或抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列

的Ct值代入相应的标准曲线公式,计算各反应抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列和玉米内标准基因拷

贝数.

６􀆰４􀆰９􀆰２　按公式(２)计算各子样抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列和玉米内标准基因的拷贝数比值

(以下称“检测数据”).

c－k ＝
c－１,k

c
－

２,k

×１００ (２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

c－k ———平行子样k各重复抗虫玉米瑞丰１２５转化体序列和玉米内标准基因的拷贝数平均值的比

值,单位为百分号(％);

k ———各平行子样的顺序号,记为１、２、３,阳性定量质控品仅有１个平行子样,记为１;

c－１,k ———平行子样k各重复抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列拷贝数的平均值;

c－２,k ———平行子样k各重复玉米内标准基因zSSIIb基因拷贝数的平均值.
注:阳性定量质控品分别计算３个PCR扩增重复的拷贝数比值.

６􀆰４􀆰１０　检测数据合格判定标准

６􀆰４􀆰１０􀆰１　阳性定量质控品检测数据合格判定

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰１　方法选择

当使用有证标准物质作为阳性定量质控品时,按６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰２进行阳性定量质控品检测数据合格判

定;当使用实验室配制的样品作为阳性定量质控品时,按６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰３进行阳性定量质控品检测数据合格

判定.

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰２　有证标准物质作为阳性定量质控品

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰２􀆰１　阳性定量质控品检测数据平均值的标准不确定度(平均值的标准误)
按公式(３)计算阳性定量质控品n次PCR扩增重复检测数据平均值的标准不确定度(平均值的标

准误).

uc－( ) ＝
cmax－cmin

f
􀅰 １

　
n

(３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

uc－( ) ———阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据平均值的标准不确定度(平均值的标准误);

cmax ———n次PCR扩增重复检测数据中抗虫玉米瑞丰１２５转化体序列和玉米内标准基因的拷贝数比

７
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值的最大值;

cmin ———n次PCR扩增重复检测数据中抗虫玉米瑞丰１２５转化体序列和玉米内标准基因的拷贝数比

值的最小值;

f ———极差系数(f 因子),当n＝３时,f＝１􀆰６９３;

n ———阳性定量质控品PCR扩增的重复次数,此标准中规定PCR扩增重复３次(即n＝３).

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰２􀆰２　阳性定量质控品检测数据平均值偏倚的标准不确定度(平均值差数的标准误)
按公式(４)计算阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据平均值偏倚的标准不确定度.

ubias ＝
　
u２

CRM ＋u２(c－) (４)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
式中:

ubias 　———阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据平均值偏倚的标准不确定度;

uCRM ———阳性定量质控品认定值的标准不确定度.

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰２􀆰３　阳性定量质控品检测数据平均值与其认定值间的偏倚(平均值差数)
按公式(５)计算阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据平均值与其认定值间的偏倚.

bias＝c－－cCRM (５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
式中:

bias ———阳性定量质控品检测数据n 次PCR扩增重复检测数据平均值与其认定值间的偏倚;

c－ ———阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据的平均值;

cCRM ———阳性定量质控品的认定值.

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰２􀆰４　阳性定量质控品检测数据合格判定

若 bias ＜２×ubias (扩展不确定度,９５％置信水平下包含因子为２),表明该次实验阳性定量质控品

检测数据的偏倚不显著,本次实验阳性定量质控品检测数据合格.

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰３　实验室配制的样品作为阳性定量质控品

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰３􀆰１　计算阳性定量质控品检测数据的标准差

按公式(６)计算阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据的标准差.

s＝
cmax－cmin

f
(６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

s　 ———阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据的标准差.

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰３􀆰２　阳性定量质控品检测数据的相对标准差(变异系数)
按公式(７)计算阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据的相对标准差.

sR＝
s
c－

×１００ (７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

sR ———阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据的相对标准差(变异系数),单位为百分号(％).

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰３􀆰３　阳性定量质控品检测数据平均值与其预期值的相对偏倚(相对偏差)
按公式(８)计算阳性定量质控品n次PCR扩增重复检测数据平均值与其预期值的相对偏倚(相对偏差).

biasR＝
c－－cE

cE
×１００ (８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

biasR ———阳性定量质控品n 次PCR扩增重复检测数据平均值与其预期值的相对偏倚(相对偏差),
单位为百分号(％);

cE ———阳性定量质控品的预期值.

６􀆰４􀆰１０􀆰１􀆰３􀆰４　阳性定量质控品检测数据合格判定

若sR ≤２５％,且 biasR ≤２５％,表明阳性定量质控品检测数据的偏倚不显著,本次实验阳性定量

８
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质控品检测数据合格.

６􀆰４􀆰１０􀆰２　试样检测数据合格判定

６􀆰４􀆰１０􀆰２􀆰１　计算试样检测数据标准差

按公式(９)计算试样m 个平行子样检测数据的标准差:

s′＝
c′
－

max－c′
－

min

f
(９)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

s′　 ———m 个平行子样检测数据的标准差;

c′
－

max ———m 个平行子样各自平均拷贝数比值的最大值;

c′
－

min ———m 个平行子样各自平均拷贝数比值的最小值.

６􀆰４􀆰１０􀆰２􀆰２　试样检测数据的相对标准差(变异系数)
按公式(１０)计算试样m 个平行子样检测数据的相对标准差.

sR′＝
s′
c＝

×１００ (１０)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

sR′———m 个平行子样检测数据的相对标准差(变异系数),单位为百分号(％);

c＝ ———m 个平行子样检测数据的平均值,m＝３,单位为百分号(％).
当试样检测数据平均值c＝ ≥０􀆰１％,即大于等于方法定量限条件下,若试样sR′≤２５％,本次试样检测数

据合格;当试样检测数据平均值c＝ ＜０􀆰１％,即小于方法定量限条件下,直接按６􀆰５􀆰２进行结果分析与表述.

６􀆰４􀆰１０􀆰３　检测数据合格判定

分别按照６􀆰４􀆰１０􀆰１和６􀆰４􀆰１０􀆰２对阳性定量质控品和试样的检测数据进行合格判定,若阳性定量质

控品和试样的检测数据同时合格,则表明本次检测数据有效,可按６􀆰４􀆰１１进行试样定量结果计算;否则,
做好记录,查找原因,重新进行PCR扩增或重新制备试样,直至获得有效检测数据.

６􀆰４􀆰１１　试样定量结果计算

６􀆰４􀆰１１􀆰１　试样检测数据的平均值

阳性定量质控品和试样的检测数据同时合格,计算３个子样检测数据的平均值c＝ .

６􀆰４􀆰１１􀆰２　试样定量结果不确定度评定

实验室可根据标准方法验证多家联合验证数据预评定的绝对标准不确定度(u０ )和相对标准不确定

度(ur )进行定量结果的不确定度评定.经计算,u０ 值为０􀆰０１１,ur 值为０􀆰１０５９,按公式(１１)评定试样定

量结果的标准不确定度.

u＝
　
０􀆰０１１２＋(０􀆰１０５９×c＝)２ (１１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

u ———试样定量结果的标准不确定度,保留２位有效数字,单位为百分号(％).
试样定量结果的扩展不确定度(U)按公式(１２)计算:

U＝ku (１２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
式中:

U ———试样定量结果的扩展不确定度,保留２位有效数字,单位为百分号(％);

k ———包含因子,在９５％的置信度下,k＝２.
注:上述不确定度是基于多家实验室联合验证数据的结果.如需自行评定本实验室的测量不确定度,实验室可基于足

够数量的阳性样品或有证标准物质,采用自上而下或自下而上的方法进行.

６􀆰４􀆰１１􀆰３　试样定量结果的表示

按公式(１３)表示试样转化体含量的定量结果.

C＝c＝ ±U (１３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
９
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式中:

C ———试样中抗虫玉米瑞丰１２５转化体含量的定量结果,有效数字最后一位按不确定度有效数字最

后一位修约.

６􀆰５　结果分析与表述

６􀆰５􀆰１　试样中玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均出现典型扩增曲线,且计算的抗

虫玉米瑞丰１２５转化体含量(C)高于定量限,表明试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分.结果表

述为“试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,抗虫玉米瑞丰１２５转化体含量为c＝ ±U ”.

６􀆰５􀆰２　试样中玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均出现典型扩增曲线,但计算的抗

虫玉米瑞丰１２５转化体含量(C)低于定量限,表明试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分.结果表

述为“试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,但抗虫玉米瑞丰１２５转化体含量低于定量限”.

６􀆰５􀆰３　试样中玉米内标准基因出现典型扩增曲线且Ct值≤３６,而抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列

无典型扩增曲线或Ct值＞３６,表明试样中未检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分.结果表述为“试样中

未检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分”.

６􀆰５􀆰４　试样中玉米内标准基因未出现典型扩增曲线或Ct值＞３６,表明试样中未检测出玉米基因组DNA
成分.结果表述为“试样中未检测出玉米基因组DNA成分”.

６􀆰６　检出限

本方法的检出限(LOD)为０􀆰０５％(相当于反应体系中含有约２０拷贝的抗虫玉米瑞丰１２５转化体特

异性序列).
注:本方法的检出限是以PCR检测反应体系中加入１００ng含有抗虫玉米瑞丰１２５转化体基因组的 DNA模板进行测

算的.

６􀆰７　定量限

本方法的定量限(LOQ)为０􀆰１％(相当于反应体系中含有约４０拷贝的抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异

性序列).
注:本方法的定量限是以PCR检测反应体系中加入１００ng含有抗虫玉米瑞丰１２５基因组的 DNA模板进行测算的.

７　普通PCR定性检测方法(方法三)

７􀆰１　原理

采用规定的抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列引物,对试样进行PCR扩增.依据是否扩增获得预

期的DNA片段,判断试样中是否含有抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分.

７􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,仅使用分析纯试剂、蒸馏水或以上等级的水.

７􀆰２􀆰１　DNA提取试剂盒:同５􀆰２􀆰１.

７􀆰２􀆰２　PCR扩增试剂:同５􀆰２􀆰２.
注:若不采用PCR扩增试剂,也可选用定性PCR试剂盒.

７􀆰２􀆰３　玉米内标准基因zSSIIb基因引物

zSSIIbＧ１F:５′ＧCTCCCAATCCTTTGACATCTGCＧ３′;

zSSIIbＧ２R:５′ＧTCGATTTCTCTCTTGGTGACAGGＧ３′.
注:预期扩增片段大小为１５１bp.
[来源:农业部１８６１号公告—３—２０１２,５􀆰１２]

７􀆰２􀆰４　抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列引物

RF１２５ＧF:５′ＧACCCTGGCGTTACCCAACTTAＧ３′;

RF１２５ＧR:５′ＧACATCGCCCGACGCTACAAＧ３′.
注:预期扩增片段大小为２０４bp(见 A􀆰２).

７􀆰２􀆰５　TE缓冲液:同５􀆰２􀆰８.
０１
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７􀆰２􀆰６　引物溶液:用 TE缓冲液(见７􀆰２􀆰５)或水分别将上述引物稀释至１０μmol/L.

７􀆰２􀆰７　石蜡油.

７􀆰２􀆰８　５０×TAE缓冲液:称取２４２􀆰２g三羟甲基氨基甲烷(Tris),先用５００mL水加热搅拌溶解后,加入

１００mL乙二胺四乙酸二钠溶液(见５􀆰２􀆰６),用冰乙酸调pH 至８􀆰０,然后加水定容至１０００mL.使用时用

水稀释成１×TAE缓冲液.

７􀆰２􀆰９　琼脂糖.

７􀆰２􀆰１０　１０g/L溴化乙锭(EB)溶液:称取１􀆰０g溴化乙锭,溶解于１００mL水中,避光保存.
警告———溴化乙锭有致癌作用,配制和使用时应戴一次性手套操作并妥善处理废弃物.

注:根据需要可选择其他效果相当的核酸染料代替溴化乙锭作为核酸电泳的染色剂.

７􀆰２􀆰１１　加样缓冲液:称取２５０􀆰０mg溴酚蓝,加入１０mL水,在室温下溶解１２h;称取２５０􀆰０mg二甲基

苯腈蓝,加入１０mL水溶解;称取５０􀆰０g蔗糖,加入３０mL水溶解.混合以上３种溶液,加水定容至

１００mL,在４℃下保存.

７􀆰２􀆰１２　DNA分子量标准:可以清楚区分１００bp~１０００bp的DNA分子量标准.

７􀆰２􀆰１３　PCR产物回收试剂盒.

７􀆰３　主要仪器和设备

７􀆰３􀆰１　分析天平:感量０􀆰１g和０􀆰１mg.

７􀆰３􀆰２　PCR扩增仪:升降温速度＞１􀆰５℃/s,孔间温度差异＜１􀆰０℃.

７􀆰３􀆰３　电泳槽、电泳仪等电泳装置.

７􀆰３􀆰４　凝胶成像系统或照相系统.

７􀆰３􀆰５　核酸定量仪.

７􀆰３􀆰６　离心机.

７􀆰４　操作步骤

７􀆰４􀆰１　抽样

同５􀆰４􀆰１.

７􀆰４􀆰２　试样制备

同５􀆰４􀆰２.

７􀆰４􀆰３　试样预处理

同５􀆰４􀆰３.

７􀆰４􀆰４　试样DNA模板制备

同５􀆰４􀆰４.

７􀆰４􀆰５　质控设置

７􀆰４􀆰５􀆰１　阴性质控品

以非转基因玉米作为阴性质控品.

７􀆰４􀆰５􀆰２　空白质控品

以水作为空白质控品.

７􀆰４􀆰５􀆰３　阳性质控品

以抗虫玉米瑞丰１２５转化体含量为０􀆰１％~１􀆰０％的标准物质(标准样品)或经验证的实验室配制样

品作为阳性质控品.

７􀆰４􀆰６　PCR扩增

７􀆰４􀆰６􀆰１　对试样和质控品的内标准基因和瑞丰１２５转化体特异性序列进行PCR扩增,每个试样至少设

置３个平行子样,每个子样进行１次PCR扩增;每个质控设置１个样品,不设置子样,至少重复３次PCR
扩增.

１１
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７􀆰４􀆰６􀆰２　普通PCR扩增体系:当使用PCR扩增试剂时,按表３配制扩增体系;当使用定性PCR试剂盒

时,按表３规定的引物浓度和DNA模板量配制扩增体系,其余成分参照试剂盒说明书.

表３　普通PCR扩增体系

试剂 终浓度 体积

ddH２O —

１０×PCR缓冲液 １× ２􀆰５μL
２５mmol/L氯化镁溶液 １􀆰５mmol/L １􀆰５μL
dNTPs混合溶液(各２􀆰５mmol/L) ０􀆰２mmol/L ２􀆰０μL
１０μmol/LzSSIIbＧ１F ０􀆰４μmol/L １􀆰０μL
１０μmol/LzSSIIbＧ２R ０􀆰４μmol/L １􀆰０μL
TaqDNA聚合酶 ０􀆰０２５U/μL —

５０mg/LDNA模板 ４􀆰０mg/L ２􀆰０μL
总体积 ２５􀆰０μL

　　“—”表示体积不确定.如果PCR缓冲液中含有氯化镁,则不加氯化镁溶液.根据TaqDNA聚合酶的浓度确定其体积,
并相应调整ddH２O的体积,使反应体系总体积达到２５􀆰０μL.

玉米内标准基因PCR扩增体系中,上、下游引物分别为zSSIIbＧ１F、zSSIIbＧ２R;RF１２５转化体特异性序列PCR扩增体系

中,上、下游引物分别为 RF１２５ＧF、RF１２５ＧR.

PCR扩增体系可根据仪器及试剂耗材的实际使用情况,进行相应调整.
此表是１个反应体系的体积,应按照实际反应数量进行PCR扩增体系配置.
空白对照用２􀆰０μL的水作为模板.

７􀆰４􀆰６􀆰３　将PCR板(管)放在离心机上,５００g~３０００g 离心１０s,然后取出PCR板(管),放入PCR
仪中.

７􀆰４􀆰６􀆰４　进行PCR扩增.反应程序为:９４℃变性５min;９４℃变性３０s,５８℃退火３０s,７２℃延伸３０s,
共进行３５次循环;７２℃延伸１０min;４℃保存.

７􀆰４􀆰６􀆰５　反应结束后取出PCR管,对PCR扩增产物进行电泳检测.

７􀆰４􀆰７　PCR扩增产物电泳检测

按２０g/L的质量浓度称量琼脂糖,加入１×TAE缓冲液中,加热溶解,配制成琼脂糖溶液.每１００
mL琼脂糖溶液中加入５μLEB溶液或适量的其他核酸染料,混匀,稍适冷却后,将其倒入电泳板上,插上

梳板,室温下凝固成凝胶后,放入１×TAE缓冲液中,垂直向上轻轻拔去梳板.取１２μLPCR产物与３μL
加样缓冲液混合后加入凝胶点样孔,同时在其中一个点样孔中加入 DNA 分子量标准,接通电源,在

２V/cm~５V/cm 条件下电泳检测.

７􀆰４􀆰８　凝胶成像分析

电泳结束后,取出琼脂糖凝胶,置于凝胶成像仪上成像.根据 DNA 分子量标准估计扩增条带的大

小,将电泳结果形成电子文件存档或用照相系统拍照.如需通过序列分析确认PCR扩增片段是否为目的

DNA片段,按照７􀆰４􀆰９和７􀆰４􀆰１０的规定执行.

７􀆰４􀆰９　PCR扩增产物回收

按PCR扩增产物回收试剂盒说明书,回收PCR扩增的目的DNA片段.

７􀆰４􀆰１０　PCR产物扩增测序验证

将回收的PCR扩增产物测序,与抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列(见 A􀆰２)进行比对,确定PCR
扩增的DNA片段是否为目的DNA片段.

７􀆰４􀆰１１　PCR扩增合格的判定标准

７􀆰４􀆰１１􀆰１　阳性质控品中,玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均得到扩增.

７􀆰４􀆰１１􀆰２　阴性质控品中,玉米内标准基因得到扩增,抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列未得到扩增.

７􀆰４􀆰１１􀆰３　空白质控品中,玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均未得到扩增.

７􀆰４􀆰１１􀆰４　同时满足７􀆰４􀆰１１􀆰１~７􀆰４􀆰１１􀆰３的条件,可按７􀆰５进行结果分析与表述.否则,分析具体情况,
２１
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重新按７􀆰４􀆰４或７􀆰４􀆰６进行检测.

７􀆰５　结果分析与表述

７􀆰５􀆰１　试样中玉米内标准基因和抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列均得到扩增,表明试样中检测出抗虫

玉米瑞丰１２５转化体成分,结果表述为“试样中检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,检测结果为阳性”.

７􀆰５􀆰２　试样中玉米内标准基因得到扩增,而抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列未得到扩增,表明试样

中未检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,结果表述为“试样中未检测出抗虫玉米瑞丰１２５转化体成分,
检测结果为阴性”.

７􀆰５􀆰３　试样中玉米内标准基因未得到扩增,表明试样中未检测出玉米基因组 DNA成分,结果表述为“试
样中未检测出玉米基因组DNA成分,检测结果为阴性”.

注:试样PCR扩增结果不一致的,以多数结果为准.

７􀆰６　检出限

本方法的检出限(LOD)为０􀆰１％(相当于反应体系中含有约４０拷贝的抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异

性序列).
注:本方法的检出限是以PCR检测反应体系中加入１００ng含有抗虫玉米瑞丰１２５基因组的 DNA模板进行测算的.
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附　录　A
(资料性)

抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性序列

　

A􀆰１　抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性实时荧光PCR扩增序列

１GTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCA GTCTCGTTGTAGCGTCGGGCGATGTGGTTG
６１AGCTCGAGCCCGTAGAACTTGTCTTCCAGGCACC
注１:该序列为抗虫玉米瑞丰１２５的３′端转化体特异性序列,序列方向为５′~３′.

注２:５′端单下划线部分为实时荧光PCR检测方法引物 RF１２５ＧqF的序列,３′端单下划线部分为实时荧光PCR检测方

法引物 RF１２５ＧqR的反向互补序列,双下划线部分为实时荧光PCR检测方法探针 RF１２５ＧqP的序列.

注３:１~３２为外源插入片段部分序列,３３~９４为玉米基因组部分序列.

A􀆰２　抗虫玉米瑞丰１２５转化体特异性普通PCR扩增序列

１ACCCTGGCGTTACCCAACTT AATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTA
６１ATAGCGAAGA GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAAT

１２１GCTAGAGCAGCTTGAGCTTGGATCAGATTG TCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAG
１８１TCTCGTTGTA GCGTCGGGCGATGT

注１:该序列为抗虫玉米瑞丰１２５的３′端转化体特异性序列,序列方向为５′~３′.

注２:５′端单下划线部分为普通PCR定性检测方法引物RF１２５ＧF的序列,３′端单下划线部分为普通PCR定性检测方法

引物 RF１２５ＧR的反向互补序列.

注３:１~１８２为外源插入片段部分序列,１８３~２０４为玉米基因组部分序列.
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