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I

转基因植物及其产品成分检测
抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性PCR方法
1  范围
本文件规定了抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性PCR定性和定量检测方法。
本文件适用于玉米及其制品中QY2569-42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/T 672  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
抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列  event-specific sequence of insect-resistant and herbicide-tolerant maize QY2569-42
[bookmark: OLE_LINK7]抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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T-DNA部分序列。
3.2
阳性质控品  positive control 
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的DNA稀释制备，确认后至少含5个有效浓度，宜优先选用有证标准物质。
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  ΔCt value
实时荧光PCR扩增中样品转化体特异性序列平均Ct值与内标准基因平均Ct值的差值。
3.6
ΔΔCt 值  ΔΔCt value
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。
4  通用要求
4.1  检测方法
第5章至第7章分别规定了抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分的实时荧光PCR定性检测方法（方法一）、实时荧光PCR定量检测方法（方法二）、普通PCR定性检测方法（方法三）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，在满足检测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
[bookmark: OLE_LINK2]采用规定的引物和探针对试样中玉米内标准基因和抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分。若试样中含有抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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：Taq DNA聚合酶、PCR扩增缓冲液、25 mmol/L氯化镁（MgCl2）溶液、dNTPs溶液（浓度为10 mmol/L的dATP、dTTP、dGTP、dCTP 4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
zSSIIb-3F：5′-CGGTGGATGCTAAGGCTGATG-3′；
zSSIIb-4R：5′-AAAGGGCCAGGTTCATTATCCTC-3′；
zSSIIb-P：5′-TAAGGAGCACTCGCCGCCGCATCTG-3′。
注1：预期扩增片段大小为88 bp。
注2：zSSIIb-P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  抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列引物/探针
[bookmark: OLE_LINK8]QY2569-42-QF：5′-TTAGCAGCTTGAGCTTGGATCAG-3′；
QY2569-42-QR：5′-ATGTTTTAAACCATACTGTAATTCG-3′；
QY2569-42-QP：5′-ATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTT-3′。
注1：预期扩增片段大小为82 bp（见附录A中的A.1）。
注2：QY2569-42-QP为抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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  10 mol/L氢氧化钠（NaOH）溶液：在160 mL水中加入80.0 g氢氧化钠，溶解后，冷却至室温，再加水定容到200 mL。
5.2.6  500 mmol/L乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）溶液（pH 8.0）：称取18.6 g乙二胺四乙酸二钠，加入70 mL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100 mL。在103.4 kPa（121℃）条件下灭菌20 min。
5.2.7  1 mol/L三羟甲基氨基甲烷-盐酸（Tris-HCl）溶液（pH 8.0）：称取121.1 g三羟甲基氨基甲烷溶解于800 mL水中，用盐酸（HCl）调pH至8.0，加水定容至1 000 mL。在103.4 kPa（121℃）条件下灭菌20 min。
5.2.8  TE缓冲液（pH 8.0）：分别量取10 mL三羟甲基氨基甲烷-盐酸溶液（见5.2.7）和2 mL乙二胺四乙酸二钠溶液（见5.2.6），加水定容至1 000 mL，充分混匀。在103.4 kPa（121℃）条件下灭菌20 min。
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10 µmol/L。
5.3  主要仪器和设备
5.3.1  分析天平：感量0.1 g和0.1 mg。
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/T 672和农业部2031号公告—19—2013中第8章的程序执行。
5.4.2  试样制备
按NY/T 672和农业部2031号公告—19—2013中第9章的程序执行。
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规定的方法执行。每个试样取3份平行子样分别进行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ddH2O作为空白质控品。
5.4.5.3  阳性质控品
以抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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化体含量，还应设置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抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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：当使用实时荧光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×
	2.5 µL

	25 mmol/L氯化镁溶液
	2.5 mmol/L
	2.5 µL

	dNTPs混合溶液（各2.5 mmol/L）
	0.2 mmol/L
	2.0 µL

	10 µmol/L上游引物
	0.4 µmol/L
	1.0 µL

	10 µmol/L下游引物
	0.4 µmol/L
	1.0 µL

	10 µmol/L探针
	0.2 µmol/L
	0.5 µL

	Taq DNA聚合酶
	0.04 U/µL
	—

	50 mg/L DNA模板
	4.0 mg/L
	2.0 µL

	总体积
	
	25.0 µL

	“—”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Taq DNA聚合酶的浓度确定其体积，并相应调整ddH2O的体积，使扩增体系总体积达到25.0 µL。
玉米内标准基因PCR扩增体系中，上、下游引物和探针分别为zSSIIb-3F、zSSIIb-4R和zSSIIb-P；QY2569-42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QY2569-42-QF、QY2569-42-QR和QY2569-42-QP。
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个扩增体系的体积，应按照实际反应数量进行PCR扩增体系配制。
空白质控品用2.0 µL的ddH2O作为模板。


5.4.6.3  将PCR板（管）放在离心机上，500 g～3 000 g离心10 s，然后取出PCR板（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5 min（第一阶段）；95℃变性15 s，60℃退火延伸60 s，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。
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，实时荧光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耐除草剂玉米QY2569-42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；抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列均无典型扩增曲线，或Ct值＞36。
[bookmark: _Hlk101559364][bookmark: _Hlk101559379]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耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，结果表述为“试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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，如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ΔΔCt值。当ΔΔCt值＜－0.4时，表明试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，含量显著高于阳性定量质控品，结果表述为“试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，检测结果为阳性，含量高于X”；当ΔΔCt值＞0.4时，表明试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，含量显著低于阳性定量质控品，结果表述为“试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分含量，如果|ΔΔCt值|≤0.4，需采用方法二测定试样中抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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，而抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，结果表述为“试样中未检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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。
5.6  检出限
本方法的检出限（LOD）为0.05%（相当于扩增体系中含有约20拷贝的抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列）。
注：本方法的检出限是以PCR检测扩增体系中加入100 ng玉米基因组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耐除草剂玉米QY2569-42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，分别绘制抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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，计算试样中抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列和玉米内标准基因的拷贝数及其比值，获得试样中抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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  抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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到10 µmol/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ddH2O作为空白质控品。
[bookmark: _Hlk109131536]6.4.5.3  阳性定量质控品
以抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体质量分数或拷贝数比值与标识阈值相当的有证标准物质（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
提取抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体基因组DNA，测量DNA浓度，将DNA适当稀释或浓缩。然后用0.1×TE缓冲液或水梯度稀释DNA，制备不同浓度的抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体DNA溶液。DNA溶液至少涵盖5个抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42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抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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；各质控品、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。


[bookmark: OLE_LINK3]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×
	2.5 µL

	25 mmol/L氯化镁溶液
	2.5 mmol/L
	2.5 µL

	dNTPs混合溶液（各2.5 mmol/L）
	0.2 mmol/L
	2.0 µL

	10 µmol/L上游引物      
	0.4 µmol/L
	1.0 µL

	10 µmol/L下游引物
	0.4 µmol/L
	1.0 µL

	10 µmol/L探针
	0.2 µmol/L
	0.5 µL

	Taq DNA聚合酶
	0.04 U/µL
	—

	DNA模板
	
	2.0 µL

	总体积
	
	25.0 µL

	“—”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Taq DNA聚合酶的浓度确定其体积，并相应调整ddH2O的体积，使扩增体系总体积达到25.0 µL。校准品扩增体系中DNA模板量不大于200 ng；试样DNA模板为100 ng。
玉米内标准基因PCR扩增体系中，上、下游引物和探针分别为zSSIIb-3F、zSSIIb-4R和zSSIIb-P；QY2569-42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QY2569-42-QF、QY2569-42-QR和QY2569-42-QP。
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个扩增体系的体积，应按照实际反应数量进行PCR扩增体系配制。
空白质控品用2.0 µL的ddH2O作为模板。


6.4.7.3  将PCR板（管）放在离心机上，500 g～3 000 g离心10 s，然后取出PCR板（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5 min（第一阶段）；95℃变性15 s，60℃退火延伸60 s，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，实时荧光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耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列的标准曲线。标准曲线按公式（1）绘制。

…………………………………………（1）
式中：
  —样品的Ct值；
a  —标准曲线的截距；
b  —标准曲线的斜率；
c  —初始模板拷贝数。
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耐除草剂玉米QY2569-42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；抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42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；－3.6≤标准曲线斜率（b）≤－3.1。
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耐除草剂玉米QY2569-42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）抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列或玉米内标准基因的Ct值代入相应的标准曲线公式（1），计算各反应抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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）计算各子样抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列和玉米内标准基因的拷贝数平均值的比值（以下称“检测数据”）。
………………………………………（2）
式中：
  —平行子样k各重复抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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（%）。其中，下标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；
  —平行子样k各重复抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列拷贝数平均值；
  —平行子样k各重复玉米内标准基因zSSIIb拷贝数平均值。
注：阳性定量质控品计算3个PCR扩增重复拷贝数平均值的比值。
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（标准样品）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（标准样品）作阳性定量质控品
6.4.10.1.2.1  计算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)。
…………………………………………（3）
式中：
  —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）；
  —n次PCR扩增重复检测数据中抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体序列和玉米内标准基因的拷贝数比值最大值；
  —n次PCR扩增重复检测数据中抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体序列和玉米内标准基因的拷贝数比值最小值；
f  —极差系数（f因子），当重复n=3时，f=1.693；
n  —阳性定量质控品PCR扩增重复次数，本文件中规定3次PCR重复（即n=3）。
6.4.10.1.2.2  计算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。
………………………………………（4）

式中：
  —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；
  —阳性定量质控品认定值的标准不确定度。
6.4.10.1.2.3  计算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。
………………………………………………（5）
式中：
bias  —阳性定量质控品n次PCR扩增重复检测数据平均值与认定值间的偏倚；
  —阳性定量质控品n次PCR扩增重复检测数据的平均值；
  —阳性定量质控品认定值。
6.4.10.1.2.4  阳性定量质控品检测数据合格判定
若（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。
…………………………………………………（6）
式中：
  —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  计算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。
………………………………………………（7）
式中：
  —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  计算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）。
……………………………………（8）
式中：
  —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（%）；
  —阳性定量质控品预期值。
6.4.10.1.3.4  阳性定量质控品检测数据合格判定
若≤25%，且≤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标准差。
…………………………………………………（9）
式中：
  —m个平行子样检测数据标准差；
  —m个平行子样各自平均拷贝数比值的最大值；
  —m个平行子样各自平均拷贝数比值的最小值。
6.4.10.2.2  计算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。
………………………………………………（10）
式中：
  —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（%）；
  —m个平行子样检测数据的平均值，单位为百分号（%）。
当试样检测数据平均值≥0.1%，即大于等于方法定量限条件下，若试样≤25%，本次试样检测数据合格；当试样检测数据平均值＜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，根据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  试样检测数据平均值的计算
阳性定量质控品和试样的检测数据同时合格，计算3个平行子样检测数据的平均值。
6.4.11.2  试样定量结果不确定度的评定
实验室可根据标准方法验证时多家联合验证数据预评定的绝对标准不确定度（）和相对标准不确定度（）进行定量结果的不确定度评定。经计算，值为0.0002，值为0.0941，按公式（11）评定试样定量结果的标准不确定度。
                        ………………………………………（11）
式中：
[bookmark: OLE_LINK5]u  —试样定量结果的标准不确定度，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。
                         ………………………………………………………（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%的置信水平下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  试样定量结果的标示
按公式（13）标示试样转化体含量的定量结果。
                        ……………………………………………………（13）
式中：
  —试样中抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体含量的定量结果；
  —试样3个平行子样3次重复检测数据平均值，单位为百分号（%），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耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列均出现典型扩增曲线，且计算的抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体含量（C）高于定量限，表明试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分。结果表述为“试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体含量为”。
6.5.2  试样中玉米内标准基因和抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列均出现典型扩增曲线，但计算的抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体含量（C）低于定量限，表明试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分。结果表述为“试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，但抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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，而抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分。结果表述为“试样中未检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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内标准基因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%（相当于扩增体系中含有约20拷贝的抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列）。
注：本方法的检出限是以PCR检测扩增体系中加入100 ng玉米基因组DNA模板进行测算的。
6.7  定量限
本方法的定量限（LOQ）为0.1%（相当于扩增体系中含有约40拷贝的抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列）。
注：本方法的定量限是以PCR检测扩增体系中加入100 ng玉米基因组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
采用规定的抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42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
[bookmark: _Hlk139904992]zSSIIb-1F：5′-CTCCCAATCCTTTGACATCTGC-3′；
[bookmark: _Hlk140077924]zSSIIb-2R：5′-TCGATTTCTCTCTTGGTGACAGG-3′。
注：预期扩增片段大小为151 bp。
[来源：农业部1861号公告—3—2012，5.12]
7.2.4  抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列引物
QY2569-42-F：5′-AGATTGTCGTTTCCCGCCTT-3′；
QY2569-42-R：5′-TTTAGTAGCCACTGGTTAAACAAACG-3′。
注：预期扩增片段大小为209 bp（见附录A中的A.2）。
7.2.5  TE缓冲液：同5.2.8。
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到10 µmol/L。
7.2.7  50×TAE缓冲液：称取242.2 g三羟甲基氨基甲烷（Tris），先用500 mL水加热搅拌溶解后，加入100 mL乙二胺四乙酸二钠溶液（见5.2.6），用冰乙酸调pH至8.0，然后加水定容到1 000 mL。使用时用水稀释成1×TAE。
7.2.8  琼脂糖。
7.2.9  10 g/L溴化乙锭（EB）溶液：称取1.0 g溴化乙锭，溶解于100 mL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。
7.2.10  加样缓冲液：称取250.0 mg溴酚蓝，加入10 mL水，在室温下溶解12 h；称取250.0 mg二甲基苯腈蓝，加10 mL水溶解；称取50.0 g蔗糖，加30 mL水溶解。混合以上三种溶液，加水定容至100 mL，在4℃下保存。
7.2.11  DNA分子量标准：可以清楚区分100 bp～1 000 bp的DNA分子量标准。
7.2.12  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0.1 g和0.1 mg。
7.3.2  PCR扩增仪。
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ddH2O作为空白质控品。
7.4.5.3  阳性质控品
以抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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。
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×
	2.5 µL

	25 mmol/L氯化镁溶液
	1.5 mmol/L
	1.5 µL

	dNTPs混合溶液（各2.5 mmol/L）
	0.2 mmol/L
	2.0 µL

	10 µmol/L 上游引物
	0.4 µmol/L
	1.0 µL

	10 µmol/L 下游引物
	0.4 µmol/L
	1.0 µL

	Taq DNA聚合酶
	0.025 U/µL
	—

	50 mg/L DNA模板
	4.0 mg/L
	2.0 µL

	总体积
	
	25.0 µL

	[bookmark: OLE_LINK4]“—”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Taq DNA聚合酶的浓度确定其体积，并相应调整ddH2O的体积，使扩增体系总体积达到25.0 µL。
玉米内标准基因PCR扩增体系中，上、下游引物分别为zSSIIb-1F、zSSIIb-2R；QY2569-42转化体特异性序列PCR扩增体系中，上、下游引物分别为QY2569-42-F、QY2569-42-R。
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个扩增体系的体积，应按照实际反应数量进行PCR扩增体系配制。
空白质控品用2.0 µL的ddH2O作模板。


7.4.6.3  将PCR板（管）放在离心机上，500 g～3 000 g离心10 s，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5 min；94℃变性30 s，58℃退火30 s，72℃延伸30 s，共进行35次循环；72℃延伸5 min；10℃保存。
7.4.6.5  反应结束后取出PCR板（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20 g/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5 µL EB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。根据电泳梳板的厚度和宽度确定上样量，取PCR产物与加样缓冲液，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2 V/cm～5 V/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扩增产物测序验证
将回收的PCR产物测序，与抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列（见附录A中的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扩增合格判定标准
7.4.11.1  阳性质控品中，玉米内标准基因和抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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；抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列检测的均未得到扩增。
7.4.11.4  若同时满足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，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耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列均得到扩增，表明试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，结果表述为“试样中检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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，而抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列未得到扩增，表明试样中未检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体成分，结果表述为“试样中未检测出抗虫耐除草剂玉米QY2569-42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%（相当于扩增体系中含有约40拷贝的抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列）。
注：本方法的检出限是以PCR检测扩增体系中加入100 ng玉米基因组DNA模板进行测算的。



附录A
（资料性）
抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性序列

A.1  抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性实时荧光PCR扩增序列
1  TTAGCAGCTT GAGCTTGGAT CAGATTGTCG TTTCCCGCCT TCAGTTTAAA CTACGCGCGA
61   ATTACAGTAT GGTTTAAAAC AT
注1：该序列为QY2569-42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QY2569-42-QF的序列，3′端单下划线部分为实时荧光PCR检测方法引物QY2569-42-QR的反向互补序列，方框内部为实时荧光PCR检测方法探针QY2569-42-QP的序列。
注3：1~52为外源插入片段部分序列，53~82为玉米基因组部分序列。

A.2  抗虫耐除草剂玉米QY2569-42转化体特异性普通PCR扩增序列
1  AGATTGTCGT TTCCCGCCTT CAGTTTAAAC TACGCGCGAA TTACAGTATG GTTTAAAACA
61  TTCATAAGTT TTGCGTTTTA AATCCGATTT GATCCATTCA AGTTGCGTTA GATTCGTATT
121  AAAATAATCT TAATTTAGAA ATATTTATCC CAATTTTTGC ACATTTTATT TAATTTAGTT
181  AAACGTTTGT TTAACCAGTG GCTACTAAA
注1：该序列为QY2569-42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QY2569-42-F的序列，3′端单下划线部分为普通PCR定性检测方法引物QY2569-42-R的反向互补序列。
注3：1~31为外源插入片段部分序列，32~209为玉米基因组部分序列。
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