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[bookmark: _Toc27457]一、工作简况
[bookmark: _Toc17351]（一）标准制定背景
根据全球咨询机构Agbiolnvestor数据，2025年全球转基因作物种植面积比上一年增长2.5%，达到2.16亿公顷。转基因玉米种植面积为7460万公顷，较2025年增长了7.9%，占全部种植面积的34.6%，仅次于转基因大豆[1]。由于转基因作物对改善农民和公众的社会经济条件的巨大益处，全球都在应用转基因作物。转基因作物的种植在带来巨大经济和生态效益的同时，其潜在风险也一直饱受争议，因此许多国家和地区均对转基因作物进行严格的监管。2020年《食品标识监督管理办法（征求意见稿）》规定：我国对转基因食品实行强制标识制度，实施标识管理的农业转基因生物目录，凡是列入标识管理目录并用于销售的农业转基因生物都必须进行标识。因此针对转基因玉米品系建立特异、灵敏、标准化的检测方法是十分必要的，标准方法的建立可以为玉米产业化后的产品溯源、标识管理及知识产权保护等管理工作提供技术支撑。
在转基因产品检测过程中，PCR技术因其灵敏度高、再现性好等特性，应用最为广泛。转基因产品PCR检测技术依据其特异性可分为筛选、基因、构建和转化体特异性4类。其中转化体特异性检测方法具有高度专一性，已成为国际上转基因产品检测方法标准的首选，我国近年来发布的检测方法标准绝大多数为转化体特异性检测方法。本次标准研制过程中同时制定了转化体特异性实时荧光PCR定性检测方法、实时荧光PCR定量检测方法和普通PCR定性方法，实时荧光PCR定性检测方法采用规定的引物和探针对试样中转化体成分进行检测，检测灵敏度和特异性较强；实时荧光PCR定量检测方法依据模板拷贝数对数与Ct值间的线性关系，可以准确计算试样中的转化体含量；普通PCR定性方法依据是否扩增获得预期的DNA片段，判断试样中是否含有转化体成分。该标准包含的三种方法便于检测单位根据自己的实际条件选择合适的方法。
耐除草剂玉米KA-1G2015-1是青岛清原种子科学有限公司研发的转OsPPO2-k1基因和pat基因的耐除草剂玉米新品系，具有耐除草剂的特性。该转基因玉米已于2025年获得转基因生物生产应用安全证书，具有良好的产业化前景[2]。截至目前，我国尚未发布针对耐除草剂玉米KA-1G2015-1的转化体特异性PCR方法检测标准，因此，亟需建立该标准，为生物育种产业化和我国转基因生物安全监管提供技术支撑。
[bookmark: _Toc5936]（二）任务来源
本标准制定任务来源于农业农村部2026年农业国家标准和行业标准制修订项目“农质标函〔2026〕78号”文件“关于下达2026年农业国家和行业标准制修订项目计划的通知”，立项标准编号NYB-26261，由中国农业科学院生物技术研究所、农业农村部科技发展中心和三亚中国农业科学院国家南繁研究院联合起草。
本标准主要起草人为：。
[bookmark: _Toc8116]（三）起草单位情况
制标单位中国农业科学院生物技术研究所，依托其成立的农业农村部植物及植物用微生物生态环境安全检验测试中心（北京）原名“农业部转基因植物用微生物环境安全监督检验测试中心（北京）”，于2008年首次通过检验检测机构资质认定（国家计量认证）、农业部农产品质量安全检测机构考核和农业部农业质检机构审查认可现场考核，获得转基因生物及其产品成分检测、分子特征评价检测、环境安全评价检测及水稻玉米等作物DNA指纹检测资质。检测中心在机构设置、仪器配备、环境条件、人才培养、质量保证体系等各方面在全国范围内处于领先水平，是我国转基因植物及其产品检测标准的主要研制单位之一。主要开展转基因植物及其产品成分和环境安全检测技术研究，承担转基因检测标准制修订、区域性转基因生物安全监测与检测等工作。检测中心在转基因植物及其产品的定性和定量检测技术及其标准化研究方面开展了大量卓有成效的工作，成功搭建了标准制定技术平台。近年来参与制定发布转基因植物安全评价、转基因植物及其产品成分检测国家标准53余项，为我国转基因生物安全评价提供了重要的科学和技术支撑。
联合制标单位农业农村部科技发展中心为农业农村部直属事业单位，加挂农业农村部转基因生物安全监管中心牌子，是国家农业转基因生物安全评价与检定中心的依托单位，是我国专门从事转基因生物检测鉴定、监测监控和安全评价的全国性技术机构，主要职能包括：参与国家有关农业转基因生物安全管理法律法规的制定和组织实施；负责农业转基因生物安全评价和标识申请的受理与审查，参与评审的组织工作；负责农业转基因生物安全评价、检定与监控技术标准的制修订；负责全国农业转基因生物安全标准化技术委员会秘书处工作；负责农业转基因生物安全技术检测体系建设与管理的组织实施；组织开展农业转基因生物产品成分、食用安全、环境安全检测鉴定与监测监控；负责承担国际《生物安全议定书》规定的农业转基因生物安全管理信息交流与交换；组织开展农业转基因生物安全评价、检定与监控技术的国际合作与交流；负责农业转基因生物安全管理技术培训与公众宣传工作；承担农业农村部交办的其他工作。近年来，根据管理工作需要，组织制定农业转基因植物、动物、微生物的转基因产品成分检测、环境安全和食用安全检测的国家和行业标准250余项。
联合制标单位三亚中国农业科学院国家南繁研究院成立于2019年10月，中国农业科学院主办的事业型研究单位，是中国农科院全面支持海南自贸港和“南繁硅谷”建设的重要举措。南繁研究院围绕国家粮食安全、营养健康等重大战略需求，聚焦农业领域基础性、前沿性重大科学问题，结合海南自贸港及“南繁硅谷”战略布局，重点开展生物育种应用基础和育种前沿技术创新研究，培养高端农业科研人才，实现种业科技自立自强。南繁研究院已建成国家南繁作物表型研究设施、种业创新中心、国家野生稻种质资源圃一期等设施，农业农村部基因编辑创新利用重点实验室(海南)，同时三亚中国农业科学院国家南繁研究院及中国农科院各单位在三亚、乐东、陵水等建设有南繁基地10个，实验室3个，国家认定的转基因基地2个，农业部农业基因组学重点开放实验室等。此外在河北、山东、河南和辽宁等地建立了田间试验基地，为本项目顺利开展提供了重要的硬件支撑，可保证项目顺利实施。
[bookmark: _Toc28889]（四）起草过程
1. 前期准备
任务下达后，按照工作需要我们及时组成了标准制定工作组，并根据实际情况初步确定了标准制定的工作计划及技术路线。工作组仔细分析了耐除草剂玉米KA-1G2015-1培育单位提供的相关背景信息和资料，研究和分析了KA-1G2015-1转化体特异性序列，同时还查阅了大量资料，参考了《转基因植物及其产品成分检测 定性PCR方法制定指南》（农业部2259号公告—4—2015）[3]、《转基因植物及其产品成分检测 实时荧光定量PCR方法制定指南》（农业部2259号公告—5—2015）[4]等相关标准和文件，并按照《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》（GB/T 1.1—2020）要求进行标准的撰写工作[5]。
2. 方法建立
根据中国农业科学院生物技术研究所提供的耐除草剂玉米KA-1G2015-1序列，对标准制定过程中使用到的碱基序列，设计引物进行扩增并测序，对碱基序列进行确认，并确认原材料、文字资料、特征序列的一致性。在此基础上，根据序列信息设计了一系列转化体特异性实时荧光PCR定性和定量检测方法引物/探针和普通PCR定性方法检测引物，分别进行引物/探针的设计和优化、PCR扩增条件和反应体系优化、特异性分析、标准曲线建立、灵敏度测试、准确性测试、检出限和定量限确认等实验，建立了耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性实时荧光PCR定性检测方法、实时荧光PCR定量检测方法和普通PCR定性检测方法。
3. 文本起草和征求意见
本次标准制定是按照《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》（GB/T 1.1—2020）[5]，参照已发布的转基因植物及其产品成分检测标准，结合实验研究的耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性实时荧光PCR定性检测方法、实时荧光PCR定量检测方法和普通PCR定性检测方法，编写《转基因植物及其产品成分检测 耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性PCR方法》标准征求意见稿，送有关单位和专家征求意见，收集整理专家回复的意见，并对征求意见稿的文本进行修改完善。
4. 标准方法验证
制定标准文本验证方案（详见附件1-1），并按验证方案的要求准备验证样品，邀请农业农村部农产品及加工品质量安全检验测试中心（杭州）、农业农村部农作物种子质量检验测试中心（深圳）、农业农村部农产品质量检验测试中心（沈阳）、农业农村部农产品及加工品检验测试中心（南京）、农业农村部农作物生态环境安全检验测试中心（上海）、农业农村部植物及植物用微生物生态环境安全检验测试中心（广州）、农业农村部农作物及产品质量检验测试中心（哈尔滨）、农业农村部谷物及制品质量检验测试中心（哈尔滨）共8个第三方检测机构对本标准方法特异性、灵敏度、准确度和精密度进行验证分析，并对标准的科学性、先进性和适用性进行综合评价。
5. 验证数据的汇总分析、标准文本完善与送审
汇总分析8个实验室的验证结果，组织专家对修改完善的征求意见稿文本、验证方案和验证结果及分析汇总结论、标准的编制说明等相关材料进行预审。根据专家意见进一步修改完善相关材料，形成标准送审稿及编制说明等相关资料，提交全国农业转基因生物安全管理标准化技术委员会进行审定。
[bookmark: _Toc9356]二、编制原则、标准的主要内容、技术参数的确定
[bookmark: _Toc7810]（一）编制原则
本标准的制定过程中遵循了以下几项原则：
1. [bookmark: _Toc4638]科学性
在检测方法的选择、技术指标的确定、结果分析判断等方面首先确保科学，在标准适用范围规定的界限内力求完整，在标准文本编制过程中力求做到技术内容的表述科学准确、清晰易懂。
2. [bookmark: _Toc28864]先进性
对标准中有关内容的确定，严格遵守我国农业转基因生物安全管理法律法规及相关规章制度的要求，力求反映本研究领域的国内外先进技术及标准的发展现状与趋势，既体现目前稳定可靠的最新研究成果，又能为未来技术发展提供框架，使标准中所规定的技术内容有利于提高检测结果的准确性和可重复性。
3. [bookmark: _Toc20143]适用性
在标准方法操作程序的设计、试剂和仪器设备需求方面，始终把经济实用和可操作性作为重要的依据，确保标准的内容便于实施。特别是引物和探针等的筛选要确保在不同的酶和仪器中能够展现最好的特异性。易于被其他标准和文件引用。
（2） [bookmark: _Toc5331]耐除草剂玉米KA-1G2015-1背景及方法建立的准备工作
1. 耐除草剂玉米KA-1G2015-1简介
耐除草剂玉米KA-1G2015-1是青岛清原种子科学有限公司研发的转OsPPO2-k1和pat基因的耐除草剂玉米新品系，研发者将外源基因OsPPO2-k1表达盒和pat表达盒构建到同一表达载体pQY003423中，借助农杆菌介导转化方法，将一段5.6 kb的插入序列转入到受体玉米ZM11中。其中，OsPPO2-k1基因是来源于水稻的目的基因，编码原卟啉原氧化酶2，赋予植物耐氟草啶除草剂；pat基因编码抗草铵膦乙酰转移酶，赋予植物对草铵膦和精草铵膦的耐受性。通过外源基因OsPPO2-k1表达盒、和pat表达盒的插入，获得耐除草剂玉米，经过多代自交获得耐除草剂性状优良的转基因玉米KA-1G2015-1。目前该转基因玉米已获得转基因生物生产应用的安全证书。
2. 耐除草剂玉米KA-1G2015-1分子特征
耐除草剂玉米KA-1G2015-1的表达载体为pQY003423，大小为11 kb，表达框内含有OsPPO2-k1基因和pat基因及其配套启动子和终止子。OsPPO2-k1基因启动子为水稻actin1启动子（OsAct1 promoter），终止子为胭脂碱合成酶基因的终止子（nos terminator）。pat基因启动子为花椰菜花叶病毒35S启动子（P-E35S），终止子为花椰菜花叶病毒35S终止子（T-35S polyA）。载体图谱如图2-1，载体各功能元件信息见表2-1。
[image: QY3423-1_载体图_20241105]
图2-1  耐除草剂玉米KA-1G2015-1的载体图谱

表2-1  pQY003423载体各功能元件的名称、位置、功能和来源
	元件
	大小
（bp）
	载体中的位置
	功能
	来源

	T-DNA

	RB
	181
	11318-11427
	T-DNA右边界序列
	农杆菌

	
	
	1-71
	
	

	间插序列
	22
	72-93
	载体元件间间隔核苷酸序列
	人工合成

	OsAct1 promoter
	1409
	94-1502
	水稻actin1启动子，驱动OsPPO2-k1基因表达（McElroy et al., 1990）。
	水稻

	CTP-MDH
	243
	1503-1745
	叶绿体定位肽，引导OsPPO2-k1蛋白至叶绿体。
	拟南芥

	CTP-OsPPO2
	132
	1746-1877
	叶绿体定位肽，引导OsPPO2-k1蛋白至叶绿体。
	水稻

	OsPPO2-k1
	1527
	1878-3404
	编码原卟啉原氧化酶2，赋予植物耐氟草啶除草剂。
	水稻

	间插序列
	6
	3405-3410
	载体元件间间隔核苷酸序列
	人工合成

	T-NOS
	256
	3411-3666
	NOS终止子，转录终止信号（Bevan et al., 1983）。
	农杆菌

	间插序列
	40
	3667-3706
	载体元件间间隔核苷酸序列
	人工合成

	P-E35S
	613
	3707-4319
	花椰菜花叶病毒 35S启动子，启动pat基因表达（Odell et al., 1985）。
	花椰菜花叶病毒

	间插序列
	3
	4320-4322
	载体元件间间隔核苷酸序列
	人工合成

	pat
	555
	4323-4877
	编码抗草铵膦乙酰转移酶，赋予植物对草铵膦和精草铵膦的耐受性
	绿色产色链霉菌

	T-35S polyA
	175
	4878-5052
	花椰菜花叶病毒 35S终止子，转录终止信号（Pietrzak et al., 1986）。
	花椰菜花叶病毒

	间插序列
	38
	5053-5090
	载体元件间间隔核苷酸序列
	人工合成

	LB
	320
	5091-5410
	T-DNA左边界序列
	农杆菌

	载体骨架

	载体序列
	186
	5411-5596
	载体骨架序列
	载体pCAMBIA1300

	KmR
	795
	5597-6391
	卡那霉素抗性基因,编码氨基糖苷磷酸转移酶III型
	粪链球菌

	载体序列
	290
	6392-6681
	载体骨架序列
	载体pCAMBIA1300

	pBR322 origin
	281
	6682-6962
	pBR322的复制起始位点，保持质粒在大肠杆菌中复制
	大肠杆菌

	[bookmark: _Hlk127975539]载体序列
	773
	6963-7735
	载体骨架序列
	载体pCAMBIA1300

	pVS1-ori
	195
	7736-7930
	作为根癌农杆菌复制原点
	假单孢杆菌质粒pVS1

	载体序列
	65
	7931-7995
	载体骨架序列
	载体pCAMBIA1300

	pVS1-RepA
	1074
	7996-9069
	控制在农杆菌中复制低拷贝质粒
	假单孢杆菌质粒pVS1

	载体序列
	428
	9070-9497
	载体骨架序列
	载体pCAMBIA1300

	pVS1-staA
	630
	9498-10127
	保持质粒在宿主根癌农杆菌稳定性
	假单孢杆菌质粒pVS1

	载体序列
	1190
	10128-11317
	载体骨架序列
	载体pCAMBIA1300



转基因耐除草剂玉米KA-1G2015-1外源插入序列以单拷贝的方式插入在玉米基因组的第9号染色体上，实际插入序列全长为5.1kb，具体位置及相关表达元件见图2-2，T-DNA区的LB端和RB端分别位于玉米基因组上的3′端和5′端。研发者提供了800 bp的LB端基因组旁侧序列和800 bp的RB端基因组旁侧序列，LB端和RB端旁侧序列信息如下：
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图2-2  耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体外源插入序列的位置图

RB端（5′端）旁侧序列800 bp：
>KA-1G2015-1_RB
1  TTTGATATAT TATATATTTT TATCATTTAA AACTTTGTTT ATATACTTAA
51  AAGAAAGTAT ATATATTATA GACTTTTATC ATTCAAAATT TTTTGAGGAT
101  CTTAATTTTT TGTTTCGCTT TGGGTCTATA AAACCTCAGG ACCGGCCTAG
151  GTAGGTGGTT ACGTACCCCC GGCCGGTCGT TGGTCATGCG AGGAACCGCC
201  CAGCCCGCAA AGATGCATGA ACGCACAGCG CGCACTGATA TGGTTGTGGT
251  TGACCTGGCG CTACGCGCTA GATTTCGTGT CCCCACCCCA CGTGAAATCA
301  ATCAGACACA GGGGATAGAG CTTTGCCTGT GTGATTGATT TCGTACGTGT
351  GCCCTCCCCG TCCCCGTCCG GCCGGCTCGC ACATGCACAT CTGACTTCAC
401  TGATAGTTTA AACTGAAGGC GGGAAACGAC AATCTGATCC AAGCTCAAGC
451  TGCTAAGCTT ATCCTCGAGG TCATTCATAT GCTTGAGAAG AGAGTCGGGA
501  TAGTCCAAAA TAAAACAAAG GTAAGATTAC CTGGTCAAAA GTGAAAACAT
551  CAGTTAAAAG GTGGTATAAA GTAAAATATC GGTAATAAAA GGTGGCCCAA
601  AGTGAAATTT ACTCTTTTCT ACTATTATAA AAATTGAGGA TGTTTTTGTC
651  GGTACTTTGA TACGTCATTT TTGTATGAAT TGGTTTTTAA GTTTATTCGC
701  TTTTGGAAAT GCATATCTGT ATTTGAGTCG GGTTTTAAGT TCGTTTGCTT
751  TTGTAAATAC AGAGGGATTT GTATAAGAAA TATCTTTAAA AAAACCCATA
LB端（3′端）旁侧序列800 bp：
>KA-1G2015-1_LB
1  CGGTACCCTT CGCGCCGCAG GATACAAGCA TGGTGGATGG CATGATGTCG
51   GGTTTTGGCA GAGAGACTTT GAGTTGCCCG CTCCTCCGCG GCCGGTCAGG
101  CCGGTGACCC AAATATGATA GTTTCTCCAT AATAATGTGT GAGTAGTTCC
151  CAGATAAGGG AATTAGGGTT CCTATAGGGT TTCGCTCATG TGTTGAGCAT
201  ATAAGAAACC CTTAGTATGT ATTTGTATTT GTAAAATACT TCTATCAATA
251  AAATTTCTAA TTCCTAAAAC CAAAATCCAG TACTAAAATC CAGATCGGGC
301  CCACTAGTGA ATTCCCCCGA ATTAATTCGG CGTTAATTCA GTACATTAAA
351  AACGTCCGCA ATGTGTTATT AAGTTGTCTA AGCGTCAATT TGTTTACACC
401  ACACTGCTCT CCTTTATATA AATAACCTAA AAAAACTAGC TCCGCGCAGG
451  TTCCACTAAC TGCTGCACCG TTGAGTAGCT CTAATCATGG AGCTAATGTA
501  CCTGTGCTTA ACTCATGAGC AAAAAGTTTT GTGGGAATAG CCACTTAGAG
551  CACGTTCGGT TTCACCCAAA CAGGAGAGGG TTGAGGGAGA TTAAATATCT
601  TTCTATTCAA TTTTAACTAT TAAGGAATTT AATCCCCTCC AATCTCCTCA
651  ATCTATTATT AACCGAACAA GCCCTTAGGA GTATACATCC CAAAATATTG
701  AACATGGGCC CAAGAGTATT TACAATATGG AACGTGAAGC GCCGGATAAA
751  GCTAGCAACA CTAGATCTTC CTGAGCGCGT ATCCCTTCTT GGTCGTTGTT
注：RB端旁侧序列800 bp中1-400 bp部分为玉米基因组序列，401-800 bp为T-DNA插入序列；LB端旁侧序列800 bp中1-400 bp为T-DNA插入序列，401-800 bp为玉米基因组序列。

3. 耐除草剂玉米KA-1G2015-1的检测方法
经文献检索和查阅研发者技术资料，仅青岛清原种子科学有限公司作为研发者开发了耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性定性和定量PCR检测方法，分别外源插入片段5′端和3′端与玉米基因组的连接区序列，扩增片段长度分别为251 bp和122 bp，序列信息见表2-2。
表2-2 研发者提供的耐除草剂玉米KA-1G2015-1的检测方法
	方法
	引物名称
	序列（5’-3’）
	扩增片段大小（bp）

	普通PCR
	F
	CAGTACATTAAAAACGTCCGCAAT
	251

	
	R
	CTCCCTCAACCCTCTCCTGTTT
	

	实时荧光PCR
	QF
	TTGATTTCGTACGTGTGCCCT
	122

	
	QR
	TTAGCAGCTTGAGCTTGGATCA
	

	
	QP
	AACTGAAGGCGGGAAACGACAAT
	


耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性定性和定量PCR检测方法是研发单位前期委托制标单位中国农业科学院生物技术研究所建立的，制标单位拥有方法建立的全套数据，因此在标准制定过程中直接采用部分相关数据。
4. 方法建立的准备工作
4.1. 分子特征验证
首先对获得的转化体分子特征序列（标准参数需要使用的部分，如旁侧序列部分碱基）正确性进行验证。使用表2-3中的引物对研发者提供旁侧序列部分碱基的正确性进行验证，序列分析表明，PCR产物测序结果与研发者提供的技术资料基本一致（表2-3和图2-3）。
表2-3  耐除草剂玉米KA-1G2015-1旁侧序列验证引物信息
	引物位置
	引物名称和序列（5′-3′）
	扩增片段
大小（bp）
	比对相似度

	5’端基因组
	yz-5F:CTTAATTTTTTGTTTCGCTTTGGGT
	600
	100%

	T-DNA
	yz-5R2:GCGAATAAACTTAAAAACCAATTCAT
	
	

	T-DNA
	yz-3F1:GTGACCCAAATATGATAGTTTCTCC
	590
	100%

	3’端基因组
	yz-3R:TTGGGATGTATACTCCTAAGGGCTT
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图2-3 转基因玉米KA-1G2015-1分子特征验证PCR产物测序比对结果
5'端序列比对：1-258为玉米基因组部分序列；259-505为外源插入片段部分序列；
3'端序列比对：1-251为外源插入片段部分序列；252-534为玉米基因组部分序列
4.2 材料的纯合性或杂合性验证
（1）材料纯合性鉴定方法
耐除草剂玉米KA-1G2015-1及其受体材料育苗后提取单株叶片的耐除草剂玉米KA-1G2015-1基因组DNA，以25 ng/μL DNA为模板，选取10个单株进行纯合性鉴定。转基因材料纯合性鉴定可采用普通PCR或微滴数字PCR两种方法。
（2）材料纯合性鉴定结果
由于尚未建立微滴数字PCR方法，本研究采用普通PCR方法鉴定耐除草剂玉米KA-1G2015-1单株。针对KA-1G2015-1转化体特征序列及插入位点两侧的基因组序列分别设计转化体特异性引物对yz-5F/yz-5R2和插入位点特异性引物对yz-5F/yz-3R，引物序列信息见表2-4。以25 ng/μL DNA为模板，进行PCR扩增，10个转基因单株的KA-1G2015-1转化体特异性引物对yz-5F/yz-5R2有扩增产物，而插入位点特异性引物对yz-5F/yz-3R无扩增产物；非转基因受体仅引物对yz-5F/yz-3R有扩增产物（图2-4）。检测结果表明10个耐除草剂玉米KA-1G2015-1单株均为纯合体。对鉴定出来的纯合的耐除草剂玉米KA-1G2015-1单株幼苗提取基因组DNA，作为后续实验材料。
表2-4  耐除草剂玉米KA-1G2015-1纯合体鉴定引物序列
	检测靶标
	引物名称
	引物序列（5'-3'）
	扩增片段大小（bp）

	转化体
	yz-5F
	CTTAATTTTTTGTTTCGCTTTGGGT
	600

	
	yz-5R2
	GCGAATAAACTTAAAAACCAATTCAT
	

	插入位点
	yz-5F
	CTTAATTTTTTGTTTCGCTTTGGGT
	623

	
	yz-3R
	TTGGGATGTATACTCCTAAGGGCTT
	


                 [image: ]
图2-4  纯合体鉴定电泳图
M: 100 bp DNA Ladder；1：空白质控品；2：阴性质控品；
3：阳性质控品；4-13：10株KA-1G2015-1
[bookmark: _Toc31295]（三）标准的主要内容、技术参数的确定
标准文本结构包括范围、规范性引用文件、术语和定义、通用要求、实时荧光PCR定性检测方法、实时荧光PCR定量检测方法、普通PCR定性检测方法、附录等8个部分。
标准文本主要技术内容包括耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性实时荧光PCR定性检测方法、实时荧光PCR定量检测方法和普通PCR定性检测方法。标准的主要技术参数包括内标准基因引物及探针序列、耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性检测引物及探针序列、目的片段大小、PCR扩增体系（成分、浓度、体积等）、PCR扩增条件（温度、时间、循环数等）、检出限、定量限等。
[bookmark: _Toc23393]方法一、耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性实时荧光PCR定性检测方法建立
[bookmark: _Toc6399]1. 引物和探针的设计与确定
[bookmark: _Toc15749]1.1 引物和探针的设计
前期对研发者提供的耐除草剂玉米KA-1G2015-1序列信息进行了确认，在此基础上，应用引物设计软件Primer Premier 5，综合考虑核苷酸序列GC含量和引物Tm值，针对插入位置的5’端和3′端序列，设计多个转化体特异引物和探针，引物探针序列信息见表2-5。
表2-5 实时荧光PCR定性检测方法引物/探针序列信息
	引物
位置
	编号
	引物/探针名称和序列（5'-3'）
	扩增片段大小（bp）

	5'端
	1
	5QF1:GCTCGCACATGCACATCTGA
5QR1:TTAGCAGCTTGAGCTTGGATCA
[bookmark: OLE_LINK1]5P:FAM-AACTGAAGGCGGGAAACGACAAT-BHQ1
	82

	[bookmark: OLE_LINK16]
	2
	5QF1:GCTCGCACATGCACATCTGA
5QR2:TCTCTTCTCAAGCATATGAATGACC
5P:FAM-AACTGAAGGCGGGAAACGACAAT-BHQ1
	119

	
	3
	[bookmark: OLE_LINK5]5QF2:TTGATTTCGTACGTGTGCCCT
5QR1:TTAGCAGCTTGAGCTTGGATCA
5P:FAM-AACTGAAGGCGGGAAACGACAAT-BHQ1
	122

	
	4
	5QF2:TTGATTTCGTACGTGTGCCCT
5QR2:TCTCTTCTCAAGCATATGAATGACC
[bookmark: OLE_LINK3]3P:FAM-AACTGAAGGCGGGAAACGACAAT-BHQ1
	159

	3'端
	5
	3QF1:CAGTACATTAAAAACGTCCGCAAT
3QR1:GCGGAGCTAGTTTTTTTAGGTTATT
3P:FAM-ATTTGTTTACACCACACTGCTCTCCTTT-BHQ1
	107

	
	6
	3QF1:CAGTACATTAAAAACGTCCGCAAT
3QR2:CTACTCAACGGTGCAGCAGTTAGT
3P:FAM-ATTTGTTTACACCACACTGCTCTCCTTT-BHQ1
	140

	
	7
	3QF2:ATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTC
3QR1:GCGGAGCTAGTTTTTTTAGGTTATT
3P:FAM-ATTTGTTTACACCACACTGCTCTCCTTT-BHQ1
	85

	
	8
	3QF2:ATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTC
3QR2:CTACTCAACGGTGCAGCAGTTAGT
3P:FAM-ATTTGTTTACACCACACTGCTCTCCTTT-BHQ1
	118


1.2 引物和探针的筛选
转化体特异性引物和探针筛选的体系和程序，先参考农业部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》[6]标准中所述的实时荧光PCR扩增体系和反应条件进行初筛，筛选出适合的引物和探针后，再进行优化。
引物探针组合筛选样品设置为空白质控品、阴性质控品（非转基因玉米）、1%的耐除草剂玉米KA-1G2015-1基因组DNA。通过其扩增曲线形状及荧光信号的高低进行比较，选择扩增曲线呈“S”型且荧光信号较高、Ct值较小的引物探针组合作为后续试验验证的候选引物。
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图2-5  8对引物/探针组合实时荧光PCR扩增图


表2-6  引物/探针筛选不同组合实时荧光PCR扩增数据
	引物/探针组合
	Ct值

	
	空白质控品
	阴性质控品
	阴性质控品
	重复1
	重复2
	重复3
	平均值

	1
	N/A
	N/A
	N/A
	31.17
	30.98
	30.91
	31.02

	2
	N/A
	N/A
	N/A
	31.53
	31.47
	31.50
	31.50

	3
	N/A
	N/A
	N/A
	30.88
	30.82
	30.66
	30.79

	4
	N/A
	N/A
	N/A
	31.11
	30.97
	31.03
	31.04

	5
	N/A
	N/A
	N/A
	31.76
	31.37
	31.48
	31.54

	6
	N/A
	N/A
	N/A
	31.59
	31.62
	31.56
	31.59

	7
	N/A
	N/A
	N/A
	31.51
	31.62
	31.67
	31.60

	8
	N/A
	N/A
	N/A
	31.63
	31.40
	31.38
	31.47



实验结果：结合扩增片段大小、扩增信号及Ct值（图2-5和表2-6），选择引物组合3（扩增片段大小为122 bp）作为候选，进行下一步分析。
1.3 引物探针的确定
根据测试结果，确定耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性序列实时荧光PCR检测使用的引物探针：
KA-1G2015-1-QF：5′-TTGATTTCGTACGTGTGCCCT-3′；
KA-1G2015-1-QR：5′-TTAGCAGCTTGAGCTTGGATCA-3′；
KA-1G2015-1-QP：5′-AACTGAAGGCGGGAAACGACAAT-3′。
其中KA-1G2015-1-QP为耐除草剂玉米KA-1G2015-1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′端标记对应的淬灭基团（如TAMRA，BHQ1等）。预期扩增片段大小为122 bp。
2. PCR扩增反应条件的优化与确定
2.1 引物探针浓度的优化
参照农业部1861号公告—3—2012标准中zSSIIb基因的反应程序，以60℃为退火延伸温度进行PCR扩增，调整优化实时荧光PCR反应体系，分别设置0.1 μmol/L、0.2 μmol/L、0.4 μmol/L、0.6 μmol/L、0.8 μmol/L等5种引物浓度梯度，探针浓度为引物浓度的一半，根据荧光曲线的线型、相对Ct值等，确定引物和探针的浓度。实时荧光PCR结果显示，引物探针浓度越高，Ct值越小，荧光信号值越高；引物浓度在0.4 μmol/L以上、探针浓度在0.2 μmol/L以上时Ct值差异并不明显（图2-6和表2-7），最后综合考量了扩增效率和体系配置的适用性等因素，确定了耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体检测体系中的引物浓度为0.4 μmol/L，探针浓度为0.2 μmol/L。
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图2-6  引物/探针浓度优化

表2-7 引物探针浓度优化结果
	组合
	引物终浓度（μmol/L）
	探针终浓度
（μmol/L）
	Ct值

	
	
	
	平行1
	平行2
	平行3
	平均值

	组合1
	0.1
	0.05
	31.088
	31.174
	31.211
	31.158

	组合2
	0.2
	0.1
	30.079
	29.988
	30.046
	30.038

	组合3
	0.4
	0.2
	29.617
	29.586
	29.388
	29.531

	组合4
	0.6
	0.3
	29.230
	29.241
	29.374
	29.282

	组合5
	0.8
	0.4
	29.244
	29.099
	29.157
	29.167


2.2 PCR扩增反应条件的确定
经优化最终确立了耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性实时荧光PCR扩增体系，各项成分按表2-8所述添加。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）；退火延伸后每个循环收集荧光信号。
表2-8 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；KA-1G2015-1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KA-1G2015-1-QF、KA-1G2015-1-QR和KA-1G2015-1-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。


3. 特异性测试
3.1 测试样品的设置
选用不同作物及其主要的商业化转化体对筛选出的引物探针组合进行特异性测试，样品设置包括3份质控品和6份试样，利用优化好的PCR扩增体系和反应程序进行检测，特异性测试样品如下：
（1）空白质控品（以ddH2O作为空白质控品）
（2）阴性质控品（非转基因玉米）；
（3）阳性质控品（转基因玉米KA-1G2015-1，转化体含量为1%）；
（4）其他转基因玉米混合样品（Bt11、Bt176、MON810、MON863、GA21、NK603、T25、TC1507、MON89034、MON88017、59122、MIR604、3272、MON87460、DAS40278-9、4114、MON87427、5307，含量各1%，以非转基因玉米为填充物）；
（5）转基因大豆混合样品（GTS40-3-2、MON89788、A5547-127、A2704-12、356043、305423、CV127、MON87701、MON87708、MON87769、MON87705、FG72、DAS81419-2，含量各1%，以非转基因大豆为填充物）；
（6）转基因棉花混合样品（MON1445、MON531、MON15985、LLCOTTON25、MON88913、GHB614、COT102，含量各1%，以非转基因棉花为填充物）；
（7）转基因油菜混合样品（MS1、MS8、RF1、RF2、RF3、T45、Oxy235、Topas19/2、MON88302、73496，含量各1%，以非转基因油菜为填充物）；
（8）转基因水稻混合样品（TT51-1、KF-6、KMD-1、M12、KF-8、KF-2、G6H1、T1C-19，含量各1%，以非转基因水稻为填充物）；
（9）非转基因玉米混合样（非转基因玉米郑58、郑单958和京单28等量混合制成的1个样品）。
3.2 样品的特异性测试
仅从耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体样品中获得预期的扩增曲线，而在其他样品中均未获得预期的扩增曲线（图2-7），说明引物/探针组合KA-1G2015-1-QF/KA-1G2015-1-QR/KA-1G2015-1-QP具有良好的特异性，其扩增产物片段大小为122 bp。
   [image: ]
图2-7  方法特异性测试
4. 靶标序列测序验证
对引物组合KA-1G2015-1-QF/KA-1G2015-1-QR/KA-1G2015-1-QP扩增的片段进行克隆测序验证，序列比对结果与研发单位提供的分子特征信息一致，序列比对结果见图2-8。
[image: ]
图2-8  实时荧光PCR扩增产物测序验证

耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性实时荧光PCR扩增序列如下：
1  TTGATTTCGT ACGTGTGCCC TCCCCGTCCC CGTCCGGCCG GCTCGCACAT
51  GCACATCTGA CTTCACTGAT AGTTTAAACT GAAGGCGGGA AACGACAATC
101  TGATCCAAGC TCAAGCTGCT AA
注1：该序列为KA-1G2015-1的5′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KA-1G2015-1-QF的序列，3′端单下划线部分为实时荧光PCR检测方法引物KA-1G2015-1-QR的反向互补序列，中间方框内部为实时荧光PCR检测方法探针KA-1G2015-1-QP的反向互补序列。
注3：1~66为玉米基因组部分序列，67~122为外源插入片段部分序列。
5. 检出限（LOD）的测试
5.1 检出限的要求
根据农业部2259号公告—5—2015等标准规定，转基因检测方法的检出限应不高于目标浓度（转基因的标识阈值）的1/20。由于我国目前法律尚未规定转基因的标识阈值，因此本方法制定时参考同类检测方法标准，确定检出限应不高于0.05%。
5.2 试验材料的选择
用于检出限测试的试验材料，可选择有证标准物质或非有证标准物质（如：研发人提供的种子），分别按5.2.1或5.2.2执行。
5.2.1 有证标准物质
若试验材料为基体或基因组DNA等有证标准物质，则按照有证标准物质证书的相关信息及要求使用。
5.2.2 非有证标准物质
若试验材料为研发人提供的种子等非有证标准物质，应先鉴定材料纯合性，尽可能选择纯合体作为试样，进行检出限测定。
由于耐除草剂玉米KA-1G2015-1没有有证标准物质，本标准选用研发人提供的纯合体种子作为试验材料，进行检出限测定。
5.3 基因组DNA质量和拷贝数的换算关系
转基因植物PCR检测方法的检出限与定量限通常使用检测目标DNA片段的拷贝数比值或拷贝数进行表示，但由于不同植物的基因组DNA大小不一致，需要将测试的DNA样品进行质量与拷贝数的换算，本标准使用以下公式进行样品质量与拷贝数的换算：
样品中植物基因组拷贝数=样品DNA质量（g）×6.02×1023/（植物单倍体基因组的大小×324.5×2）
本标准所用的材料为玉米，其参考单倍体基因组大小为2319 Mbp[7]，由此计算出1 ng的纯合玉米基因组DNA约含有400个拷贝的目标PCR产物片段。其他常见作物基因组DNA质量和拷贝数的换算关系见表2-9。
表2-9  常见作物基因组DNA质量和拷贝数的换算关系
	[bookmark: _Toc30340]序号
	[bookmark: _Toc23493]作物
	[bookmark: _Toc12149]基因组大小 Mbp
	[bookmark: _Toc19838]1 ng基因组DNA约含
[bookmark: _Toc32198]拷贝数copies
	[bookmark: _Toc3252]纯合性

	1
	大豆
	1115
	832
	纯合

	2
	玉米
	2319
	400
	纯合

	3
	棉花
	2118
	438
	纯合

	4
	水稻
	441
	2103
	纯合

	5
	油菜
	1182
	785
	纯合


5.4 检出限的初步测试样品设定要求
检出限测试时，样品的设置必须包含的6个样品：（1）转基因拷贝数含量为0.05%（相对含量）的测试样品；（2）转化体基因组DNA不高于20个拷贝（绝对含量）的测试样品；（3）转化体基因组DNA为1个拷贝的质控样品；（4）空白质控品；（5）阴性质控品；（6）其他样品浓度在1-20拷贝之间选择。
5.5 测试样品的初始化浓度
将提取的KA-1G2015-1转化体基因组DNA用0.1×TE缓冲液稀释成50 ng/μL（并换算成拷贝数浓度20000 copies/μL），确保体系中加入2 μL样品后DNA模板量为100 ng。
5.6 检出限测试样品的配制、初步测试和初始化浓度测定值的准确性判断
将50 ng/μL的KA-1G2015-1转化体基因组DNA，用50 ng/µL的非转基因玉米基因组DNA，梯度稀释成KA-1G2015-1转化体拷贝数比值为0.05%、0.025%、0.0125%、0.0025%共4个测试样品，对应的转化体拷贝数浓度为10、5、2.5、0.5 copies/µL。反应体系中加入2 μL测试样品，每个测试样品至少进行10个反应，同时设置阴性质控品和空白质控品。
模板浓度的准确性判断：若当模板量为1 copy时，10个反应中有2-5个阴性反应，表明梯度稀释的模板DNA浓度大致准确，否则重新进行DNA模板浓度测定及稀释。
测试结果显示，当模板量为1 copy时，10个反应中有5个阳性反应，表明梯度稀释的模板DNA浓度大致准确；当模板量为20、10、5 copies时，10个反应均能得到典型扩增曲线（图2-9和表2-10）。
[bookmark: _Toc965][image: ]
图2-9检出限初步测试

表2-10检出限初步测试Ct值
	模板量
	Ct值

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	20拷贝
	32.965
	32.191
	32.797
	33.754
	33.394
	33.842
	32.662
	33.243
	33.006
	32.760

	10拷贝
	33.966
	34.979
	34.970
	34.259
	34.371
	33.772
	33.976
	34.994
	35.213
	34.707

	5拷贝
	34.660
	34.789
	34.639
	34.288
	34.955
	34.338
	34.777
	34.244
	34.243
	34.965

	1拷贝
	35.956
	N/A
	36.476
	N/A
	36.157
	N/A
	36.228
	36.125
	N/A
	N/A



[bookmark: _GoBack]根据农业部2259号公告—5—2015等标准，并参考国内同类检测标准，初步确定耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体拷贝数比值为0.05%的模板浓度（即模板量为20个拷贝数）为能够稳定检出（10个均为阳性）的最低浓度。
5.7 检出限的确认
对通过初步测试的KA-1G2015-1转化体拷贝数为20拷贝的样品，进行60次测试。60次反应均有典型扩增曲线（图2-10），确认结果表明该方法在95%的置信度下，拷贝数为20的样品出现阳性结果的概率大于95%。因此确定本方法的检出限可达到20拷贝，满足转基因检测要求。
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[bookmark: OLE_LINK2]图2-10 检出限确认
6. 再现性测试
由两个不同操作人员，在两个不同时间段，利用两台不同的PCR仪，分别对30份不同拷贝数比值的样品进行测试，样品包括10份非转基因玉米样品、10份检出限样品（0.05%）、10份拷贝数比值为1%的样品。测试结果（图2-11）与预期一致，表明方法再现性符合要求。
[bookmark: _Toc26995][image: ]
图2-11  再现性测试
7. ΔΔCt法判断转化体成分含量的相对高低
实时荧光PCR反应中样品转化体特异性序列平均Ct值与内标基因平均Ct值的差值是ΔCt，实时荧光PCR反应中试样的ΔCt值与阳性定量质控品的ΔCt值的差值是ΔΔCt。
采用规定的引物和探针对试样中玉米内标准基因和耐除草剂玉米KA-1G2015-1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耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体成分。若试样中含有耐除草剂玉米KA-1G2015-1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。
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ΔΔCt值。当ΔΔCt值＜－0.4时，表明试样中检测出耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体成分，含量显著高于阳性定量质控品；当ΔΔCt值＞0.4时，表明试样中检测出耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体成分，含量显著低于阳性定量质控品；当|ΔΔCt值|≤0.4，需采用方法二测定试样中耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体成分含量。
[bookmark: _Toc29819]方法二、耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性实时荧光PCR定量检测方法建立
实时荧光PCR定量检测方法建立要经过引物探针设计及筛选、反应体系及条件优化、特异性测试、检出限测试、标准曲线绘制、准确性测试、定量限测试、稳健性测试等步骤，每个步骤的考察要点及注意事项见表2-11。
[bookmark: _Toc2334]表2-11 方法建立步骤及考察要点
	序号
	步骤
	考察要点
	注意事项

	1
	引物探针设计及筛选
	Ct值大小
荧光信号强度
	扩增片段小于150 bp，
在通用条件下筛选

	2
	反应体系及条件优化
	在不同的引物/探针浓度下都能稳定扩增
	在60℃下反应

	3
	特异性测试
	仅在含目标转化体的样品中有扩增曲线
	样品设置

	4
	检出限测试
	能稳定检测的最低浓度
	模板拷贝数浓度准确

	5
	标准曲线绘制
	斜率（b）、决定系数（R2）和PCR扩增效率（E）
	校准品浓度梯度设置

	6
	准确性测试
	重复条件下测量结果的精确度和正确度
	样品设置，1个PCR排板（试样3个子样，3个PCR重复），质控品和校准品仅设1个子样，重复3次

	7
	定量限测试
	能准确定量的最低浓度
	模板拷贝数浓度准确

	8
	稳健性测试
	改变PCR反应条件（操作者、试剂盒、PCR仪），测量结果的精确度和正确度
	用转基因含量为定量限的样品测试


1. 引物和探针的设计与确定
1.1 引物和探针的设计
同方法一的1.1。
1.2 引物和探针的筛选
同方法一的1.2。
1.3 引物和探针的确定
同方法一的1.3。
2. PCR反应条件的优化与确定
2.1 引物探针浓度的优化
同方法一的2.1。
2.2 PCR反应条件的确定
经优化最终确立了耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性实时荧光PCR扩增体系，按表2-12配制。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）；退火延伸后每个循环收集荧光信号。。
表2-12 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；KA-1G2015-1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KA-1G2015-1-QF、KA-1G2015-1-QR和KA-1G2015-1-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。


3. 特异性测试
3.1 测试样品的设置
利用“方法一3.1”的结果不重做。
3.2 样品的特异性测试
引物与荧光定性方法一致，则按照“方法一3.2”的结果不重做。
4. 靶标序列测序验证
引物与荧光定性方法一致，则按照“方法一的4”的结果不重做。
5. 标准曲线的建立
5.1 标准曲线的制备
根据农业部2259号公告—5—2015的要求，为绘制出KA-1G2015-1检测方法的标准曲线，提取耐除草剂玉米KA-1G2015-1纯合体基因组DNA（理论转基因含量100%），将基因组DNA浓度稀释到50 ng/μL。然后用水或0.1×TE缓冲液对基因组DNA进行梯度稀释，依次稀释配制5个不同含量（拷贝数浓度）的校准品。以校准品为模板进行实时荧光PCR反应，PCR体系中DNA模板量为2 μL，对应的DNA质量和拷贝数见表2-13。
表2-13  耐除草剂玉米KA-1G2015-1检测体系中的DNA含量
	样品编号
	反应体系中
DNA含量(ng)
	KA-1G2015-1玉米
拷贝数(copies)

	S1
	100
	40000

	S2
	16.67
	6667

	S3
	2.78
	1111

	S4
	0.46
	185

	S5
	0.08
	31


5.2 标准曲线的斜率、决定系数和PCR扩增效率合格判定
5.2.1 标准曲线合格判定标准
标准曲线斜率、决定系数和PCR扩增效率合格判定依据《转基因植物及其产品成分检测  实时荧光定量PCR方法制定指南》（农业部2259号公告—5—2015），其中实时荧光定量PCR的线性度以线性回归曲线的决定系数R2表示，均值一般应≥0.98；标准曲线的斜率应在-3.6～-3.1；标准曲线的扩增效率E应在90%～110%。
5.2.2 标准曲线各参数的计算方法


一般情况下仪器会自动给出标准曲线的各参数。当仪器无法自动实现时，实验室根据各水平校准品（一般设置5个水平，q=5，每个水平做3次PCR重复）的KA-1G2015-1转化体和zSSIIb基因检测数据，即y值（3次PCR重复Ct值的平均值）与x值（标称拷贝数对数）间的线性关系，绘制出实验室的内外源基因的标准曲线（y=bx+a），统计标准曲线的斜率b（，其中SPxy为x变量与y变量之间的乘积和，SSx为x变量的平方和）；决定系数R2（，其中SPxy为x变量与y变量之间的乘积和，SSx为x变量的平方和，SSy为y变量的平方和）；扩增效率E (%) = [10 ^ (-1/b) – 1] × 100%；截距a。具体计算公式如下：

 …………（1）

……（2）


                 a =-b…………………………………………（3）
式中：	

  —第j个水平的校准样品标称拷贝数对数值；

  —第j个水平的校准样品3次重复PCR测定Ct值的平均值；

  —q个水平校准样品标称拷贝数对数值的平均值；

  —q个水平校准样品所有测定Ct值的平均值；
q  —校准样品水平个数，一般q=5。
5.2.3 标准曲线各参数的测试结果和合格判定
根据标准样品PCR反应的Ct值及初始模板拷贝数的对数分别绘制耐除草剂玉米KA-1G2015-1和玉米内标准基因zSSIIb的标准曲线，本文绘制了3组标准曲线，详见图2-12。计算标准曲线的斜率、决定系数和PCR扩增效率，结果详见表2-14。表中结果显示，3组玉米内标准基因zSSIIb和耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体的标准曲线斜率b的平均值分别为-3.288、-3.275，均位于-3.6～-3.1的允许区间内；决定系数R2平均值分别为0.998、0.998，大于可接受的最低值0.98；PCR扩增效率E平均值分别为101.509%、102.044%，位于90%～110%的允许区间内。标准曲线的所有指标全部满足了标准制定的要求范围，KA-1G2015-1转化体和玉米内标准基因zSSIIb检测体系的Ct值与模板拷贝数间均具有良好的线性关系。
[image: ]图2-12  KA-1G2015-1检测方法的标准曲线

表2-14  KA-1G2015-1检测方法的标准曲线结果
	重复
	zSSIIb基因
	KA-1G2015-1转化体

	
	曲线斜率b
	决定系数R2
	扩增效率
E（%）
	曲线斜率b
	决定系数R2
	扩增效率
E（%）

	1
	-3.234
	0.998
	103.805
	-3.213
	0.997
	104.769

	2
	-3.372
	0.998
	97.936
	-3.329
	0.998
	99.718

	3
	-3.257
	0.999
	102.787
	-3.283
	0.998
	101.646

	平均值
	-3.288 
	0.998 
	101.509 
	-3.275 
	0.998 
	102.044



6. 实验室内正确度和精密度（精确度）数据分析
6.1 正确度和精密度合格判定标准
依据《农业部2259号公告—5—2015  转基因植物及其产品成分检测  实时荧光定量PCR方法制定指南》，对建立的实时荧光定量PCR方法，在实验室内进行确认时，应达到以下要求：在整个动态线性范围内，用正确度表示多次测试的平均值与该样品标称值（已知值）之间的接近程度，且偏倚（bias）不能超过标称值（已知值）的25%，即|biasR|≤25%；线性动态范围内的精密度（重复性的相对标准偏差RSD）一般应≤25%。
6.2 试样检测数据汇总统计
[bookmark: _Hlk135208559]设置初始浓度为50 ng/µL的耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体基因组DNA拷贝数比值为5%、3%、1%、0.5%、0.1%的5个含量样品进行测试，每个含量样品设置3个平行子样，每个子样重复测试3次PCR，每个样品各平行子样的转基因含量计算为3次PCR重复中耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性序列拷贝数平均值与玉米内标准基因拷贝数平均值的比值（表6-12）。
……………………………（4）
[image: ]式中：
  —平行子样k各重复耐除草剂玉米KA-1G2015-1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，单位为百分号（%）；
k  —各平行子样的顺序号，记为1、2、3；
  —平行子样k各重复耐除草剂玉米KA-1G2015-1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。
每个样品设3个平行子样、每个子样重复3次PCR。按照上述公式，计算每个含量样品各平行子样的拷贝数比值，统计汇总见表2-15、表2-16和表2-17。

表2-15  试样检测数据汇总统计（zSSIIb基因）
	样品名称/编号
	内标准基因zSSIIb Ct值

	
	重复1
	重复2
	重复3

	
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3

	标准品S1（40000拷贝）
	24.285
	24.319
	24.293
	24.135
	24.097
	24.192
	23.690
	23.685
	23.688

	标准品S2（6667拷贝）
	26.606
	26.827
	26.837
	26.628
	26.550
	26.672
	26.255
	26.161
	26.127

	标准品S3（1111拷贝）
	29.250
	29.223
	29.296
	29.137
	29.109
	29.091
	28.716
	28.758
	28.606

	标准品S4
（185拷贝）
	32.099
	32.079
	32.027
	31.986
	31.862
	31.833
	31.466
	31.369
	31.467

	标准品S5
（31拷贝）
	34.179
	34.208
	34.291
	34.346
	34.868
	34.658
	33.776
	33.702
	33.721

	标准曲线
	公式
	y=-3.234x + 39.171
	y=-3.372x +39.549
	y=-3.257x + 38.666

	
	R2
	0.998
	0.998
	0.999

	
	扩增效率
	103.805%
	97.936%
	102.787%

	KA-1G2015-1（5%）
	24.406
	24.389
	24.438
	24.371
	24.312
	24.341
	23.914
	23.947
	23.907

	KA-1G2015-1（3%）
	24.473
	24.451
	24.483
	24.284
	24.370
	24.373
	23.882
	23.903
	23.974

	KA-1G2015-1（1%）
	24.566
	24.515
	24.514
	24.399
	24.414
	24.402
	23.964
	23.933
	23.977

	KA-1G2015-1（0.5%）
	24.474
	24.485
	24.518
	24.351
	24.355
	24.475
	23.904
	23.985
	23.944

	KA-1G2015-1（0.1%）
	24.103
	24.124
	24.142
	24.021
	24.004
	24.025
	23.548
	23.585
	23.567


注1：标准曲线公式 y=ax + b ,式中以Ct值作为y轴，以拷贝数的对数作为x轴。
注2：标准曲线斜率须在-3.6到-3.1，R2值大于等于0.98，扩增效率90%到110%。

表2-16  试样检测数据汇总统计（KA-1G2015-1转化体）
	样品名称/编号
	KA-1G2015-1转化体特异性序列Ct值

	
	重复1
	重复2
	重复3

	
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3

	标准品S1（40000拷贝）
	22.506
	22.438
	22.423
	22.085
	22.271
	22.316
	22.369
	22.369
	22.301

	标准品S2（6667拷贝）
	24.951
	24.996
	25.003
	24.842
	24.881
	24.823
	24.826
	24.962
	24.892

	标准品S3（1111拷贝）
	27.611
	27.503
	27.491
	27.408
	27.505
	27.589
	27.475
	27.449
	27.471

	标准品S4
（185拷贝）
	30.004
	30.147
	30.114
	30.226
	30.291
	30.242
	30.300
	30.097
	30.015

	标准品S5
（31拷贝）
	32.262
	32.014
	32.933
	32.658
	32.120
	32.642
	32.342
	32.169
	32.984

	标准曲线
	公式
	y=-3.213x + 37.278
	y=-3.329x +37.598
	y=-3.283x + 37.468

	
	R2
	0.997
	0.998
	0.998

	
	扩增效率
	104.769%
	99.718%
	101.646%

	KA-1G2015-1（5%）
	26.911
	26.739
	26.775
	26.802
	26.889
	26.881
	26.939
	26.886
	26.957

	KA-1G2015-1（3%）
	27.583
	27.550
	27.586
	27.543
	27.680
	27.604
	27.498
	27.511
	27.721

	KA-1G2015-1（1%）
	29.052
	29.112
	29.347
	29.244
	29.089
	29.061
	29.101
	29.090
	29.108

	KA-1G2015-1（0.5%）
	30.540
	30.136
	30.217
	30.320
	30.348
	30.654
	30.042
	30.009
	30.117

	KA-1G2015-1（0.1%）
	31.943
	32.488
	32.115
	32.424
	31.968
	32.001
	31.915
	32.113
	31.784


注1：标准曲线公式 y=ax + b ,式中以Ct值作为y轴，以拷贝数的对数作为x轴。
注2：标准曲线斜率须在-3.6到-3.1，R2值大于等于0.98，扩增效率90%到110%。

表2-17  试样检测数据汇总统计（拷贝数比值）
	样品名称/编号
	zSSIIb基因拷贝数
	KA-1G2015-1转化体拷贝数
	拷贝数比值（%）

	5%
	子样1
	36654.754
	1817.519
	4.96

	
	子样2
	32324.201
	1686.100
	5.22

	
	子样3
	33631.605
	1623.542
	4.83

	3%
	子样1
	35166.703
	1049.381
	2.98

	
	子样2
	32315.877
	1003.087
	3.10

	
	子样3
	33713.918
	1032.377
	3.06

	1%
	子样1
	33638.859
	335.290
	1.00

	
	子样2
	30949.572
	350.276
	1.13

	
	子样3
	32803.297
	353.898
	1.08

	0.5%
	子样1
	34587.109
	150.004
	0.43

	
	子样2
	31211.494
	142.113
	0.46

	
	子样3
	33128.457
	181.021
	0.55

	0.1%
	子样1
	44999.879
	39.074
	0.09

	
	子样2
	40340.922 
	44.349 
	0.11

	
	子样3
	43249.219 
	48.575 
	0.11



6.3 正确度和精密度分析
6.3.1 正确度计算方法
计算各含量样品3个平行子样的转基因含量与标称值的相对偏倚[image: ]，分析实时荧光PCR定量检测方法的正确度，即：

[image: ]……………………………（5）
式中：
biasR  —试样检测数据平均值与其标称值的相对偏倚（相对偏差），单位为百分号（%）；

[image: ]  —试样3个平行子样3次重复检测数据平均值（3个平行子样转基因含量的平均值）；
cE  —试样预期值。
6.3.2 精密度计算方法
计算每个试样3个平行子样的转基因含量值，采用极差法计算3个平行子样检测数据的标准差（SD），然后计算3个平行子样检测数据的相对标准差（RSD），分析实时荧光PCR定量检测方法的精密度，即：
[image: ] ……………………………（6）
[image: ] ……………………………………（7）
式中：
SD  —试样设置3个平行子样，每个子样重复3次PCR，3个子样检测数据的标准差；

  —3个子样各自转化体拷贝数浓度平均值与内标准基因拷贝数浓度平均值的比值的最大值；

  —3个子样各自转化体拷贝数浓度平均值与内标准基因拷贝数浓度平均值的比值的的最小值；
C  —极差系数（C因子），当平行m=3时，C=1.693；
RSD  —试样设置3个平行子样，每个子样重复3次，3个子样检测数据的相对标准差；

[image: ]  —试样设置3个平行子样，每个子样3次重复，所有子样检测数据平均值（每个子样的转基因含量为各自转化体拷贝数浓度平均值与内标准基因拷贝数浓度平均值的比值，3个子样比值的平均即为）。
6.3.3 正确度和精密度计算结果
将表2-17的计算结果汇总成表2-18如下：
表2-18正确度和精密度测试结果
	含量标称值（%）
	各平行子样转基因含量（%）
	平均值（%）
	相对偏倚（%）
	标准差SD（%）
	相对标准差RSD（%）

	
	子样1
	子样2
	子样3
	
	
	
	

	5.0
	4.96
	5.22
	4.83
	5.003 
	0.067 
	0.199 
	3.969 

	3.0
	2.98
	3.1
	3.06
	3.047 
	1.556 
	0.061 
	2.006 

	1.0
	1.00
	1.13
	1.08
	1.070 
	7.000 
	0.066 
	6.128 

	0.5
	0.43
	0.46
	0.55
	0.480 
	-4.000 
	0.062 
	13.010 

	0.1
	0.09
	0.11
	0.11
	0.103 
	3.333 
	0.012 
	11.175 


6.3.4 正确度和精密度结果判定
表6-14结果显示，5个含量样品测量平均值与标称值的相对偏倚[image: ]biasR在-4.000%～7.000%之间，在允许的±25%区间内，表明KA-1G2015-1转化体荧光定量PCR方法测量结果具有良好的正确度；5个含量样品的重复性相对标准差RSD在2.006%～13.010%之间，均小于规定的25%。重复性分析结果表明KA-1G2015-1转化体荧光定量PCR方法测量结果具有良好的精密度。
7. 检出限（LOD）和定量限（LOQ）的测试
7.1 检出限（LOD）
同方法一的5。
7.2 定量限（LOQ）
7.2.1 定量限判定标准
根据农业部2259号公告—5—2015等标准规定，转基因检测方法的定量限应不高于目标浓度（转基因的标识阈值）的1/10。由于我国目前法律尚未规定转基因的标识阈值，因此本方法制定时参考同类检测标准，确定了定量限不高于0.1%。
7.2.2 定量限的初步测试样品设定要求
定量限测试时，在100 ng基因组DNA的体系中，样品的设置必须包含的6个样品为：（1）转基因拷贝数含量为0.1%（相对含量）的测试样品；（2）转化体基因组DNA不高于40个拷贝（绝对含量）的测试样品；（3）转化体基因组DNA为1个拷贝的质控样品；（4）空白质控品；（5）阴性质控品；（6）其他样品浓度在1-40拷贝之间选择。
7.2.3 测试样品的初始化浓度
将提取的KA-1G2015-1转化体及其非转基因对照的基因组DNA用0.1×TE稀释成50 ng/µL（并换算成拷贝数浓度20000 copies/µL），确保体系中加入2µL样品后DNA模板量为100 ng。
7.2.4 定量限测试样品的配制、初步测试和初始化浓度测定值的准确性判断
将50 ng/µL的KA-1G2015-1转化体基因组DNA，用50 ng/µL的非转基因玉米基因组DNA，梯度稀释成KA-1G2015-1转化体拷贝数比值为0.25%、0.10%、0.05%、0.025%、0.0125%、0.0025%共6个测试样品，对应的转化体拷贝数浓度为50、20、10、5、2.5、0.5 copies/µL。反应体系中加入2 µL测试样品，每个测试样品进行10个反应，同时设置阴性质控品和空白质控品。
模板浓度的准确性判断：若当模板量为1 copy时，10个反应中有2-5个阴性反应，表明梯度稀释的模板DNA浓度大致准确，否则重新进行DNA模板浓度测定及稀释。
测试结果（同5.6）显示，当模板量为1 copy时，10个反应中有5个阳性反应，表明梯度稀释的模板DNA浓度大致准确。
对KA-1G2015-1转化体拷贝数为50、20、10、5copies/μL共4个浓度的测试样品，进行10个反应的定量测试，将测试样品的Ct值带入标准曲线，计算每个稀释样品的拷贝数浓度（表2-19和图2-13）。对测试结果按6.3的方法进行测量结果的精密度和正确度分析。
测试结果显示（表2-20），当模板量为100、40、20、10 copies时，10个反应均能得到典型扩增曲线，RSD分别为12.25%、12.80%、24.89%、14.29%，biasR分别为0.34%、-0.82%、9.42%、37.40%。参照“7.2.1 定量限判定标准”，初步确定耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体拷贝数比值为0.1%的模板浓度（体系中转化体为40个拷贝数）为能够可靠定量的最低浓度（10个反应均为阳性，且精密度和正确度分析结果符合要求）。
表2-19  定量限初步测试数据统计
	样品名称/编号
	Ct值/拷贝数

	
	1
	2
	3

	标准品S1（40000拷贝）
	22.152
	22.156
	22.163

	标准品S2（6667拷贝）
	24.740
	24.653
	24.589

	标准品S3（1111拷贝）
	27.263
	27.289
	27.336

	标准品S4（185拷贝）
	30.198
	30.274
	30.145

	标准品S5（31拷贝）
	32.986
	32.280
	32.545

	标准曲线
	公式
	y = -3.433x +37.867

	
	R2
	0.996

	
	扩增效率（E）
	95.576%

	KA-1G2015-1（100拷贝）
	99.738
	115.493
	97.914
	114.795
	112.979

	
	90.450
	100.556
	135.949
	115.579
	98.922

	KA-1G2015-1（40拷贝）
	44.582
	50.310
	41.555
	40.165
	40.973

	
	35.110
	50.641
	48.780
	38.250
	38.067

	KA-1G2015-1（20拷贝）
	22.419
	16.956
	14.005
	23.663
	26.424

	
	16.176
	18.500
	26.170
	14.904
	14.827

	KA-1G2015-1（10拷贝）
	10.684
	10.450
	11.947
	9.933
	8.619

	
	9.294
	13.147
	9.171
	8.837
	9.411



表2-20  定量限初步测试结果精密度和正确度分析
	模板拷贝数
	阳性反应率
	平均测量值
	相对偏倚（%）
	标准差SD
	相对标准差RSDr（%）

	100
	10/10
	108.24 
	8.24 
	13.25 
	12.25 

	40
	10/10
	42.84 
	7.11 
	5.49 
	12.80 

	20
	10/10
	19.40 
	-2.98 
	4.83 
	24.89 

	10
	10/10
	10.15 
	1.49 
	1.45 
	14.29 




[image: ]
图2-13  定量限初步测试
1：标准品S1；2：标准品S2；3：标准品S3；4：标准品S4；5：标准品S5；6：KA-1G2015-1（100拷贝）；7：KA-1G2015-1（40拷贝）；8：KA-1G2015-1（20拷贝）；9：KA-1G2015-1（10拷贝）

7.2.5 定量限的确认
对通过初步测试的KA-1G2015-1转化体拷贝数比值为0.1%（在PCR检测反应体系中加入100 ng DNA模板进行测算）定量限的样品，进行15个反应的定量测试，计算检测数据的相对偏倚（biasR）和相对标准差（RSD）。
结果显示（表2-21），相对偏倚和相对标准偏差均≤25%，在允许范围之内，即确定KA-1G2015-1转化体荧光定量PCR方法的定量限可达到0.1%，满足标准的要求。
表2-21  定量限确认测试结果
	重复
	KA-1G2015-1转化体拷贝数（copies）
	zSSIIb基因拷贝数（copies）
	测量值（%）

	重复1
	38.853 
	39148.587 
	0.099

	重复2
	41.091 
	39682.177 
	0.104

	重复3
	38.322 
	39259.755 
	0.098

	重复4
	37.837 
	38429.760 
	0.098

	重复5
	38.646 
	38981.026 
	0.099

	重复6
	40.222 
	40508.850 
	0.099

	重复7
	42.968 
	42506.811 
	0.101

	重复8
	36.430 
	37613.142 
	0.097

	重复9
	37.942 
	39547.698 
	0.096

	重复10
	42.109 
	40574.949 
	0.104

	重复11
	43.633 
	41663.730 
	0.105

	重复12
	43.805 
	41115.246 
	0.107

	重复13
	43.189 
	40159.652 
	0.108

	重复14
	42.266 
	39930.813 
	0.106

	重复15
	44.503 
	41568.238 
	0.107

	平均测量值（%）
	/
	/
	0.102 

	相对偏倚
biasR（%）
	/
	/
	1.867 

	标准差SD
	/
	/
	0.004 

	相对标准差RSDr（%）
	/
	/
	4.062 


8. 稳健性测试
8.1 稳健性要求
稳健性（Robustness）是指PCR反应的条件，包括操作者、试剂盒厂家、PCR设备、PCR反应体系、引物/探针浓度、PCR退火温度等因素发生改变，依然能够获得可接受的定量检测结果。在定量检测过程中，各实验室通常严格执行标准，按标准规定配置PCR反应体系，并在规定的退火温度下进行PCR扩增。但一个标准方法在实施过程中，各实验室会选用不同的操作者、不同厂家生产的荧光PCR试剂盒、不同的荧光PCR仪，进行试样的定量检测，因此需要针对操作者、荧光PCR试剂盒、荧光PCR仪等因素进行方法的稳健性考察。
8.2 稳健性测试
用转基因含量为定量限的样品进行荧光定量PCR方法的稳健性测试。每改变一个因素，进行一次重复实验。根据标准曲线和样品的Ct值，计算各反应样品拷贝数比值（表2-22）。
表2-22  稳健性测试结果
	因素
	1%样品测试结果（%）
	平均测量值（%）
	相对偏倚
biasR（%）
	标准差SD
	相对标准差RSD（%）

	
	1
	2
	3
	
	
	
	

	其他操作者
	0.94 
	1.10 
	1.06 
	1.03 
	3.33 
	0.083 
	8.058 

	其他荧光定量
PCR试剂盒
	1.03
	0.97
	1.06
	1.02 
	2.00 
	0.046 
	4.493 

	其他荧光定量
PCR仪
	1.02 
	1.09 
	0.90 
	1.00 
	0.33 
	0.096 
	9.577 


8.3 稳健性结果判定
分析各重复实验检测数据的正确度biasR和精确度RSD（表6-18）。计算方法同6.3.1和6.3.2。其他操作者检测数据的正确度biasR为3.33%，精密度RSD为8.058%，；选用其他荧光定量PCR试剂盒，检测数据的正确度biasR为2.00%，精密度RSD为4.493%；选用其他荧光定量PCR仪，检测数据的正确度biasR为0.33%，精密度RSD为9.577%。结果表明，在实际检测过程中，改变操作者、荧光定量PCR试剂盒、荧光定量PCR仪等因素，KA-1G2015-1转化体实时荧光PCR方法检测结果的正确度和精确度均满足要求，定量结果准确可靠，具有良好的稳健性。
[bookmark: _Toc11315]方法三、耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性普通PCR定性方法建立
1. 引物设计与筛选
1.1 引物设计
根据研发者提供的转基因玉米KA-1G2015-1外源插入序列及其5'端和3'端侧翼序列信息，应用引物设计软件Primer Premier 5，综合考虑核苷酸序列GC含量和引物Tm值，分别设计多个转化体特异引物，根据《转基因植物及其产品成分检测定性PCR方法制定指南》（农业部2259号公告—4—2015）标准的要求，定性PCR产物长度宜为120 bp~300 bp，选择12对引物组合进行测试，引物序列信息见表2-23。
表2-23  转基因玉米KA-1G2015-1定性PCR检测引物信息
	引物位置
	编号
	引物名称和序列（5'-3'）
	扩增片段长度（bp）

	5'端
	A
	A-F:GATATGGTTGTGGTTGACCTGGC
A-R:TCGTTTCCCGCCTTCAGTTTA
	193

	
	B
	B-F:GATATGGTTGTGGTTGACCTGGC
B-R:TTTGGACTATCCCGACTCTCTTCTC
	273

	
	C
	C-F:GATATGGTTGTGGTTGACCTGGC
C-R:TTAGCAGCTTGAGCTTGGATCA
	220

	
	D
	D-F:GATATGGTTGTGGTTGACCTGGC
D-R:TCTCTTCTCAAGCATATGAATGACC
	257

	
	E
	E-F:ATCAATCAGACACAGGGGATAGAGC
E-R:TTTGGACTATCCCGACTCTCTTCTC
	213

	
	F
	F-F:ATCAATCAGACACAGGGGATAGAGC
F-R:TTAGCAGCTTGAGCTTGGATCA
	160

	
	G
	G-F:ATCAATCAGACACAGGGGATAGAGC
G-R:TCTCTTCTCAAGCATATGAATGACC
	197

	3'端
	H
	H-F:CTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACC
H-R:GCGGAGCTAGTTTTTTTAGGTTATT
	261

	
	I
	I-F:CTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACC
I-R:CTACTCAACGGTGCAGCAGTTAGT
	294

	
	J
	J-F:CAGTACATTAAAAACGTCCGCAAT
J-R:CTCCCTCAACCCTCTCCTGTTT
	251

	
	K
	K-F:ATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTC
K-R:CTCCCTCAACCCTCTCCTGTTT
	229

	
	L
	L-F:ATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTC
L-R:GATTGGAGGGGATTAAATTCCTTAA
	284


1.2 引物筛选（依据扩增强度和灵敏度）
为了使该标准与先前发布的一系列转基因检测标准相适应且方便操作，参照农业部1861号公告—3—2012玉米内标准基因检测中所述的PCR反应程序，本次测试的退火温度设定为58℃，对自行设计的12对引物进行引物初筛。PCR扩增反应程序为：95℃变性5 min；95℃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。 
引物筛选样品设置为1%的耐除草剂玉米KA-1G2015-1模板DNA，通过其扩增条带亮度、特异性进行比较，选择扩增条带清晰、特异性好的引物作为后续试验验证的候选引物。18对引物组合的筛选结果显示，引物组合J（251 bp）满足上述要求（图2-14），作为候选引物组合，进行下一步测试。
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图2-14  18对引物组合的筛选结果
M：100 bp DNA Ladder；1：空白质控品；2-3：阴性质控品；4-5：1% KA-1G2015-1

1.3 引物的确定
根据测试结果，确定耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性序列普通PCR检测使用的引物：
KA-1G2015-1-F：5′-CAGTACATTAAAAACGTCCGCAAT-3′；
KA-1G2015-1-R：5′-CTCCCTCAACCCTCTCCTGTTT-3′。
预期扩增片段大小为251 bp。
2. 特异性测试
2.1 测试样品的设置
选用不同作物及其主要的商业化转化体进行特异性测试，样品设置包括3份质控品（空白、阴性和阳性样品）和5份测试样品，具体样品信息见如下：
（1）空白质控品（以水作为空白质控品）
（2）阴性质控品（非转基因玉米）；
（3）阳性质控品（转基因玉米KA-1G2015-1，质量分数为1%）；
（4）其他转基因玉米混合样品（Bt11、Bt176、MON810、MON863、GA21、NK603、T25、TC1507、MON89034、MON88017、59122、MIR604、3272、MON87460、DAS40278-9、4114、MON87427、5307，含量各1%，以非转基因玉米为填充物）；
（5）转基因大豆混合样品（GTS40-3-2、MON89788、A5547-127、A2704-12、356043、305423、CV127、MON87701、MON87708、MON87769、MON87705、FG72、DAS81419-2，含量各1%，以非转基因大豆为填充物）；
（6）转基因棉花混合样品（MON1445、MON531、MON15985、LLCOTTON25、MON88913、GHB614、COT102，含量各1%，以非转基因棉花为填充物）；
（7）转基因油菜混合样品（MS1、MS8、RF1、RF2、RF3、T45、Oxy235、Topas19/2、MON88302、73496，含量各1%，以非转基因油菜为填充物）；
（8）转基因水稻混合样品（TT51-1、KF-6、KMD-1、M12、KF-8、KF-2、G6H1、T1C-19，含量各1%，以非转基因水稻为填充物）；
2.2 样品的特异性测试
分别上述提取样品的DNA进行测试，测试结果显示，仅从含有耐除草剂玉米KA-1G2015-1样品中扩增到预期大小DNA片段，且无非特异扩增，而在其他样品中均未扩增到预期大小的条带，如图2-15。表明引物组合KA-1G2015-1-F/KA-1G2015-1-R（251 bp）具有良好特异性，可作为耐除草剂玉米KA-1G2015-1普通PCR检测方法的候选引物。
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图2-15  特异性测试结果
M：100 bp DNA Ladder；1：空白质控品；2：阴性质控品；3：阳性质控品；4-5：其他转基因玉米混合样；6-7：转基因大豆混合样；8-9：转基因棉花混合样；10-11：转基因油菜混合样；12-13：转基因水稻混合样
3. PCR扩增反应条件的优化与确定
3.1 PCR扩增反应条件的优化
以1%浓度的耐除草剂玉米KA-1G2015-1基因组DNA为模板，调整优化PCR反应体系和PCR反应程序。PCR反应体系优化，采用与玉米内标准基因zSSIIb一致的退火温度58℃（当筛选引物使用的退火温度与内参或其他转化体一致时，可以用此温度直接进行引物浓度梯度优化，不再进行其他4种退火温度优化），引物浓度设置5种不同浓度梯度0.1 µmol/L、0.2 µmol/L、0.4 µmol/L、0.6 µmol/L、0.8 µmol/L进行PCR反应扩增。结果表明：在引物浓度为0.4 μmol/L及以上浓度时时扩增效果较优（图2-16）。根据比较结果，以及为了方便实际检测需求，最终确定最佳引物终浓度为0.4 µmol/L，退火温度为58℃。
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图2-16  反应体系和反应条件的优化结果
M：100 bp DNA Ladder；1：空白质控品；2-3：阴性质控品；4-5：转基因玉米KA-1G2015-1（1%）
3.2 PCR扩增反应条件的确定
经优化最终确立了耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性普通PCR扩增体系，各项成分按表2-24所述添加。普通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；4℃保存。
表2-24  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

	“—”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；KA-1G2015-1转化体特异性序列PCR扩增体系中，上、下游引物分别为KA-1G2015-1-F、KA-1G2015-1-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。


4. 靶标序列测序验证
对引物组合KA-1G2015-1-F/KA-1G2015-1-R扩增的片段进行克隆测序验证，结果与研发单位提供的分子特征信息无差异，序列比对结果见图2-17。
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图2-17  引物组合KA-1G2015-1-F/KA-1G2015-1-R扩增序列测序比对验证

耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性普通PCR扩增序列如下：
1  CAGTACATTA AAAACGTCCG CAATGTGTTA TTAAGTTGTC TAAGCGTCAA TTTGTTTACA
61  CCACACTGCT CTCCTTTATA TAAATAACCT AAAAAAACTA GCTCCGCGCA GGTTCCACTA
121  ACTGCTGCAC CGTTGAGTAG CTCTAATCAT GGAGCTAATG TACCTGTGCT TAACTCATGA
181  GCAAAAAGTT TTGTGGGAAT AGCCACTTAG AGCACGTTCG GTTTCACCCA AACAGGAGAG 
241  GGTTGAGGGA G
注1：该序列为KA-1G2015-1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KA-1G2015-1-F的序列，3′端单下划线部分为普通PCR定性检测方法引物KA-1G2015-1-R的反向互补序列。
注3：1~62为外源插入片段部分序列，63~251为玉米基因组部分序列。
5. 检出限的测试
5.1 检出限的要求
依据ENGL-GMFF 2015对检出限测试的要求，根据检出限（灵敏度）测试结果，确定能够连续60次稳定检出的最低浓度作为该方法的检出限。
5.2 检出限的初步测试样品设定要求
检出限测试时，样品的设置必须包含的3个样品为：相对含量是转基因拷贝数含量浓度是0.1%、0.05%和空白质控品。
5.3 测试样品的初始化浓度
将提取的KA-1G2015-1转化体及其非转基因对照的基因组DNA用0.1×TE稀释成50 ng/µL（并换算成拷贝数浓度20000 copies/µL），确保体系中加入2 µL样品后DNA模板量为100 ng。
5.4 检出限测试样品的配制、初步测试
将50 ng/µL的KA-1G2015-1转化体基因组DNA，用50 ng/µL的非转基因玉米基因组DNA，梯度稀释成KA-1G2015-1转化体拷贝数比值为100%、10%、5%、1%、0.1%、0.05%、0%共7个测试样品，对应的转化体拷贝数浓度10000、1000、500、100、10、5copies/µL。反应体系中加入2 µL测试样品，每个测试样品3个反应。
测试结果表明，拷贝数比值为0.05%及以上的模板中，均能扩增得到耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体预期251 bp的DNA片段，如图2-18，为了能够稳定检出KA-1G2015-1，参考同类标准，初步确定本方法检出限为0.1%。
[image: 图片1]
图2-18  检出限初步测试结果
M：100 bp DNA Ladder；1-3：100% KA-1G2015-1；4-6：10% KA-1G2015-1；7-9：1% KA-1G2015-1；
10-12：0.5% KA-1G2015-1；13-15：0.1% KA-1G2015-1；16-18：0.05% KA-1G2015-1；
19-21：阴性质控品；22-24：空白质控品
5.5 检出限的确定
依据检出限初步测试结果，综合考虑本标准在使用时的稳定性和适用性，依据ENGL-GMFF 2015对检出限测试的要求，随机抽取60份耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性序列拷贝数比值为0.1%（依据5.4中测试的检出限浓度确定）的样品进行测试。
结果显示，60份耐除草剂玉米KA-1G2015-1拷贝数比值为0.1%的样品中（依据6.3中测试的检出限浓度确定），KA-1G2015-1-F/KA-1G2015-1-R均能扩增得到耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体预期251 bp的DNA片段，如图2-19。由此可以确定普通PCR方法的检出限为0.1%（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，相当于反应体系中含有约40拷贝的耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性序列）。
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图2-19 检出限确定测试结果
M：100 bp DNA Ladder；1~60：0.1%的转基因玉米KA-1G2015-1；
61：空白质控品；62：阴性质控品；63：1%的转基因玉米KA-1G2015-1
6. 稳健性测试
指派另一名实验人员使用不同品牌和型号的PCR仪进行测试，测试样品包括阳性质控品、阴性质控品、1%的转基因玉米KA-1G2015-1和0.1%的转基因玉米KA-1G2015-1（依据5.5中确定的检出限浓度）的样品。测试结果（图2-20）与预期一致，表明方法稳健性符合要求。
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图2-20  稳健性测试结果
M：100 bp DNA Ladder；1-3：阳性质控品；4-6：1%的转基因玉米KA-1G2015-1；7-9：0.1%的转基因玉米KA-1G2015-1；10-12：阴性质控品；13-15：空白质控品；
[bookmark: _Toc22886][bookmark: _Hlk134113159]三、试验验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益
[bookmark: _Toc8745]（一）实验室间验证及结果统计
研究并确立了实验室间方法验证方案，详细内容见《转基因植物及其产品成分检测  耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性PCR方法  标准文本验证方案》（见附件1-1）。
[bookmark: _Hlk134113223]实验室间验证时，各实验室各样品检测数据通常表示为：
下标i  —第i个实验室，编号为i=1,2,...,p；
下标j  —第j个水平，编号为j=1,2,...,q；
下标k  —第k个平行子样，编号为k=1,2,...,m；
下标l  —第l次PCR重复，编号为l=1,2,...,n；
注：对某个水平（含量）样品而言，“实验室平均值”是指每个实验室对各自检测数据单独平均，“全部实验室平均值”是指全部实验室检测数据进行平均。
1. 实时荧光PCR定性验证结果分析
1.1 特异性验证
8个实验室分别对下表中11个样品进行耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性定性验证，每个试样设置3个平行子样，每个子样PCR重复3次。实时荧光PCR定性结果显示，在阳性质控品、1% KA-1G2015-1和0.05% KA-1G2015-1（实时荧光定性PCR方法检出限）的样品中均有典型扩增曲线，其他样品中无扩增曲线。8个实验室验证结果一致（表3-1），与实验室内部测试结果相符。
表3-1  耐除草剂玉米KA-1G2015-1实时荧光定性PCR方法实验室间测定结果
	样品名称／编号
	KA-1G2015-1转化体特异性序列重复测定结果

	
	子样1
	子样2
	子样3

	
	重复1
	重复2
	重复3
	重复1
	重复2
	重复3
	重复1
	重复2
	重复3

	空白质控品
	—
	/
	/
	—
	/
	/
	—
	/
	/

	阴性质控品
	—
	/
	/
	—
	/
	/
	—
	/
	/

	阳性质控品
	+
	/
	/
	+
	/
	/
	+
	/
	/

	1% KA-1G2015-1玉米
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	其它转基因玉米混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	转基因大豆混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	转基因水稻混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	转基因棉花混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	转基因油菜混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	非转基因玉米混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	0.05% KA-1G2015-1玉米
（检出限）
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


注：“+”表示阳性结果，“—”表示阴性结果，“/”表示不需验证。
1.2 检出限验证
8个实验室分别对拷贝数比值为0.05%（本方法的检出限是在PCR检测反应体系中加入100 ng DNA模板进行测算的，相当于反应体系中含有20拷贝的KA-1G2015-1转化体特异性序列）的KA-1G2015-1样品进行了测试，结果显示，8个实验室的72个反应均有典型扩增曲线，结果见表3-2，与实验室内测试出的LOD值相符。表明本方法中耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性序列实时荧光PCR方法的检出限为0.05%，相当于反应体系中含有20拷贝的KA-1G2015-1转化体特异性序列。
表3-2  耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体实时荧光PCR方法检出限室间测试结果
	Lab
	0.05% KA-1G2015-1

	
	子样1
	子样2
	子样3

	
	重复1
	重复2
	重复3
	重复1
	重复2
	重复3
	重复1
	重复2
	重复3

	Lab1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab3
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab6
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab7
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab8
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


注：Lab1~Lab8农业农村部农产品及加工品质量安全检验测试中心（杭州）、农业农村部农作物种子质量检验测试中心（深圳）、农业农村部农产品质量检验测试中心（沈阳）、农业农村部农产品及加工品检验测试中心（南京）、农业农村部农作物生态环境安全检验测试中心（上海）、农业农村部植物及植物用微生物生态环境安全检验测试中心（广州）、农业农村部农作物及产品质量检验测试中心（哈尔滨）、农业农村部谷物及制品质量检验测试中心（哈尔滨）。
2. 实时荧光PCR定量验证结果分析
按照验证方案，8个实验室对5个水平（各转基因含量）样品进行定量检测，检测时在同一块PCR板上进行转化体和内标基因的PCR扩增，推荐按表3-3进行样品布局和数据统计分析。
表3-3  每个实验室各水平样品排列表
	转化体特异性序列
	内标准基因

	3个平行子样，每个子样3次PCR重复检测数据
	子样1
	子样2
	子样3
	3个平行子样，每个子样3个PCR重复检测数据
	子样1
	子样2
	子样3

	
	子样1
	子样2
	子样3
	
	子样1
	子样2
	子样3

	
	子样1
	子样2
	子样3
	
	子样1
	子样2
	子样3

	子样平均值
	a1
	a2
	a3
	子样平均值
	b1
	b2
	b3

	最终转基因含量=(a1/b1+a2/b2+a3/b3)÷3

	注：（1）cijkl 为第i实验室（p个实验室，i=1,2,...,p）、第j个水平（q个水平，j=1,2,...,q）、第k个平行子样（每个水平m个平行子样，k=1,2,...,m）、第l个PCR重复（每个子样n个PCR重复， l=1,2,...,n）的检测数据。
（2）转化体和内标准基因的校准品（每个水平1个样品，3次PCR重复）+质控品（每类1个样品，3次PCR重复）；每个水平试样设3个平行子样，每个子样重复3次PCR，并与校准品和质控品在1个PCR板上进行内标准基因和转化体特异性序列的扩增。



制标单位从8个实验室收集验证检测数据，核对后进行统计分析。
2.1 标准曲线分析与合格判定
每个实验室用5个水平校准品绘制标准曲线，根据PCR板的数量收集相关标准曲线数据。
2.1.1 标准曲线各参数（斜率、决定系数和PCR扩增效率）合格判定标准
根据农业部2259号公告-5-2015的要求，转化体和内标基因的标准曲线合格标准为：斜率b值均应位于-3.6～-3.1区间内；决定系数R2可接受的最低值0.98；PCR扩增效率E应位于90%～110%的区间内。
2.1.2 各实验室标准曲线各参数计算
参照本文“标准曲线各参数的计算方法”进行计算。
2.1.3 实验室标准曲线各参数统计结果
将8个实验室的标准曲线各参数分别进行统计，汇总结果详见表3-4。
表3-4  各实验室实时荧光PCR方法标准曲线参数汇总结果
	实验室
	PCR板序号
	zSSIIb基因
	KA-1G2015-1转化体

	
	
	曲线斜率
b
	决定系数
R2
	扩增效率
E（%）
	曲线斜率
b
	决定系数
R2
	扩增效率
E（%）

	Lab 1
	1
	-3.366 
	0.999 
	98.200 
	-3.415 
	0.999 
	96.300 

	
	2
	-3.324 
	0.999 
	99.900 
	-3.346 
	0.998 
	99.000 

	
	3
	-3.301 
	0.998 
	100.900 
	-3.291 
	0.999 
	101.300 

	Lab 2
	1
	−3.355
	0.997 
	98.700 
	−3.354
	0.997 
	98.700 

	
	2
	−3.352
	0.998 
	98.800 
	−3.351
	0.997 
	98.800 

	
	3
	−3.344
	0.997 
	99.100 
	−3.343
	0.997 
	99.200 

	Lab 3
	1
	-3.303 
	0.997 
	100.800 
	-3.344 
	0.998 
	99.100 

	
	2
	-3.180 
	0.993 
	106.300 
	-3.298 
	0.998 
	101.000 

	
	3
	-3.216 
	0.997 
	104.600 
	-3.314 
	0.999 
	100.400 

	Lab 4
	1
	-3.347 
	1.000 
	99.000 
	-3.368 
	1.000 
	98.000 

	
	2
	-3.243 
	1.000 
	103.000 
	-3.370 
	1.000 
	98.000 

	
	3
	-3.287 
	1.000 
	101.000 
	-3.348 
	1.000 
	99.000 

	Lab 5
	1
	-3.267 
	0.999 
	102.362 
	-3.422 
	0.998 
	95.987 

	
	2
	-3.328 
	0.997 
	99.751 
	-3.295 
	0.998 
	101.123 

	
	3
	-3.269 
	0.999 
	102.279 
	-3.297 
	0.999 
	101.047 

	Lab 6
	1
	-3.314 
	0.996 
	100.300 
	-3.307 
	0.998 
	100.600 

	
	2
	-3.324 
	0.998 
	99.900 
	-3.211 
	0.996 
	104.900 

	
	3
	-3.331 
	0.999 
	99.600 
	-3.272 
	0.999 
	102.100 

	Lab 7
	1
	-3.117 
	0.999 
	109.300 
	-3.233 
	0.999 
	103.900 

	
	2
	-3.121 
	0.999 
	109.100 
	-3.226 
	0.998 
	104.200 

	
	3
	-3.113 
	0.999 
	109.500 
	-3.316 
	0.999 
	100.200 

	Lab 8
	1
	-3.361 
	0.998 
	98.411 
	-3.408 
	0.996 
	96.541 

	
	2
	-3.288 
	0.998 
	101.431 
	-3.307 
	0.996 
	100.644 

	
	3
	-3.345 
	0.998 
	99.054 
	-3.381 
	0.997 
	97.585 



2.1.4 实验室标准曲线各参数合格判定
表3-4的检测数据显示，8个实验室耐除草剂玉米zSSIIb内标基因和KA-1G2015-1转化体的标准曲线斜率分别在-3.366～-3.113、--3.422～-3.211之间，均位于-3.6～-3.1区间内；决定系数R2分别在0.993～1.000、0.996～1.000之间，均大于可接受的最低值0.98；PCR扩增效率分别在98.200%～109.500%、95.987%～104.900%之间，均位于90%～110%的允许区间内。
8个实验室耐除草剂玉米zSSIIb内标基因和KA-1G2015-1转化体的标准曲线的3个参数均在允许范围内，符合农业部2259号公告-5-2015的要求，满足验证样品的定量需求。
2.2 检测数据统计及有效性确认
2.2.1 检测数据统计
按照标准文本，8个实验室各自对统一提供的5个已知转基因含量样品检测，每个水平的样品设3个平行子样，每个子样至少重复3次PCR。每个实验室根据各水平样品的测定的Ct值和绘制的标准曲线，计算各样品的转基因含量（公式8）。每个子样3次重复PCR，采用3次重复测量的转化体拷贝数浓度平均值与内标准基因拷贝数浓度平均值的比值作为该水平试样的1次平行的结果。

（其中n=3) …………………………（8）
【特别提示1：上述公式n是第i个实验室第j个水平试样中的第k个平行子样的重复PCR次数】
按照上述公式，核对各实验室对各个含量样品各子样转基因含量的检测结果，并汇总见表3-5。
表3-5  8个实验室对5个含量样品各3个子样的检测结果统计汇总
	实验室
	子样
	样品转基因含量标称值（%）

	
	
	水平1
5.00
	水平2
3.00
	水平3
1.00
	水平4
0.50
	水平5
0.10

	Lab 1
	子样1
	4.56 
	2.75 
	0.96 
	0.54 
	0.10 

	
	子样2
	4.85 
	2.68 
	0.92 
	0.52 
	0.10 

	
	子样3
	4.48 
	2.71 
	1.03 
	0.54 
	0.10 

	Lab 2
	子样1
	5.53 
	3.40 
	1.18 
	0.59 
	0.11 

	
	子样2
	5.51 
	3.38 
	1.18 
	0.59 
	0.11 

	
	子样3
	5.47 
	3.34 
	1.16 
	0.58 
	0.11 

	Lab 3
	子样1
	5.06 
	2.91 
	0.96 
	0.51 
	0.10 

	
	子样2
	5.20 
	3.02 
	0.94 
	0.52 
	0.10 

	
	子样3
	5.11 
	3.11 
	1.03 
	0.49 
	0.10 

	Lab 4
	子样1
	5.15 
	3.02 
	1.09 
	0.55 
	0.12 

	
	子样2
	5.13 
	3.06 
	1.08 
	0.54 
	0.13 

	
	子样3
	5.13 
	3.04 
	1.04 
	0.53 
	0.12 

	Lab 5
	子样1
	5.13 
	3.02 
	1.09 
	0.57 
	0.11 

	
	子样2
	5.12 
	3.00 
	1.11 
	0.58 
	0.10 

	
	子样3
	5.16 
	3.00 
	1.10 
	0.57 
	0.12 

	Lab 6
	子样1
	5.35 
	2.77 
	0.96 
	0.54 
	0.11 

	
	子样2
	4.96 
	3.10 
	0.99 
	0.51 
	0.11 

	
	子样3
	5.26 
	2.90 
	1.08 
	0.51 
	0.11 

	Lab 7
	子样1
	4.87 
	2.83 
	0.94 
	0.49 
	0.11 

	
	子样2
	5.08 
	2.91 
	1.09 
	0.49 
	0.11 

	
	子样3
	4.98 
	2.94 
	1.00 
	0.48 
	0.11 

	Lab 8
	子样1
	5.07 
	3.41 
	1.01 
	0.57 
	0.11 

	
	子样2
	5.39 
	3.33 
	1.10 
	0.55 
	0.09 

	
	子样3
	5.52 
	3.05 
	1.09 
	0.57 
	0.11 

	平均值
	/
	5.128 
	3.028 
	1.047 
	0.539 
	0.108 



2.2.2 检测数据的有效性确认
2.2.2.1 检测数据离群值分析
根据标准GB/T6379.2—2004[8]，采用科克伦法（Cochran's test）和格拉布斯法（Grubbs tests）检测各实验室检测数据是否存在离群值。如果检验统计量小于或等于5%临界值，则接受被检验项目为正确值；如果检验统计量大于5%临界值，但小于或等于1%临界值，则称被检验项目为岐离值，该岐离值保留，并用于后续计算；若检验统计量大于1%临界值，则被检验项目称为统计离群值，要剔除该离群值。
2.2.2.1.1 科克伦检验（等精度检验）
5个水平（转基因含量）样品（q=5），分别在8个实验室（p=8）各进行了3个平行子样检测，每个子样3次PCR重复。计算各个含量样品在各实验室3个平行子样检测结果的标准差（sij），按照8个实验室的sij进行从大到小的排序后，找出的最大标准差（smax，j），计算检验统计量值Cj，汇总后详见表3-6。
各水平的科克伦检验统计量Cj计算公式为
[image: ]…………………………（9）
式中：
Cj  —每个含量样品的科克伦检验统计量
[image: ]  —各实验室第j水平m个平行子样测量结果标准差中的最大值（共8个实验室，8个数据比较）。
sij  —第i个实验室第j个含量样品m个平行子样检测结果的标准差。
p  —实验室个数。
表3-6   各含量样品标准差最大的实验室及其检验统计量
	序号
	样品含量标称值
	Sij最大实验室（smax，j）
	检验统计量值Cj
	5%临界值
	1%临界值

	
	
	
	
	实验室p=8、重复m=3时

	1
	5.0%
	实验室8
	0.356
	0.516
	0.615

	2
	3.0%
	实验室8
	0.450
	
	

	3
	1.0%
	实验室7
	0.311
	
	

	4
	0.5%
	实验室6
	0.300
	
	

	5
	0.1%
	实验室8
	0.496
	
	



科克伦检验结果表明（表3-6），对5.0%、3.0%、1.0%、0.5%和0.1%的5个水平的样品，检验统计量值依次为：0.356、0.450、0.311、0.300和0.496。当实验室个数p=8、子样个数m=3时，科克伦检验5%临界值为0.516；1%临界值为0.615。8家实验室对5个水平的样品，均无岐离值和离群值，所有数据都可用于后续分析。
2.2.2.1.2 格拉布斯检验（异常平均值检验）
对每个含量样品，分别将各个实验室3个平行子样的平均值按大小升序排列（每个实验室3个平行子样平均，即8个实验室8个数据），检验最大平均值（[image: ][image: ][image: ]）和最小平均值（[image: ][image: ][image: ][image: ]）是否为离群值。
计算j含量样品最大平均值格拉布斯检验统计量Gmax, j：
[image: ]…………………………（10）
式中：
Gmax, j  [image: ]—第j水平最大平均值格拉布斯检验统计量；
[image: ][image: ][image: ][image: ][image: ]  —第j水平每个实验室平均值，在8个实验室中选其平均值最大的1个。（相当于对每个实验室9个cijkl数据平均，选8个实验室值中最大的1个值）；

[image: ]  —第j水平8个实验室3个平行子样的总平均值（即24个结果的平均值）；
[image: ]  —第j水平8个实验室平均值的标准差，其中[image: ]依据下式计算。

…………………………（11）
计算第j水平最小平均值格拉布斯检验统计量Gmin, j：

[image: ]…………………………（12）
式中：
[image: ]Gmin, j  —第j水平最小平均值格拉布斯检验统计量；
[image: ][image: ][image: ]  —第j水平每个实验室平均值中被选中最小的值；

[image: ]  —第j水平8个实验室总平均值；
[image: ]  —第j水平8个实验室平均值的标准差。
格拉布斯检验表明（表3-7），对5.0%、3.0%、1.0%、0.5%和0.1%的5个水平样品，最大平均值格拉布斯检验统计量依次为：1.472、1.657、1.830、1.398、1.881；最小平均值格拉布斯检验统计量依次为：1.952、1.513、1.118、1.520、1.404。当实验室个数p=8、子样个数m=3时，格拉布斯检验5%临界值为2.126，1%临界值为2.274。对5个含量样品，最大平均值格拉布斯检验统计量和最小平均值格拉布斯检验统计量均小于格拉布斯检验5%临界值2.126，表明8个实验室数据无离群值或岐离值。
表3-7  各含量样品格拉布斯检验
	序号
	样品含量标称值
	格拉布斯检验统计量
	5%临界值
	1%临界值

	
	
	Gmax, j
	[image: ]Gmin,j
	实验室p=8、子样m=3时

	1
	5.0%
	1.472
	1.952
	2.126
	2.274

	2
	3.0%
	1.657
	1.513
	
	

	3
	1.0%
	1.830
	1.118
	
	

	4
	0.5%
	1.398
	1.520
	
	

	5
	0.1%
	1.881
	1.404
	
	


2.2.2.2 实验室有效检测数据统计
经科克伦检验和格拉布斯检验后，8个实验室的数据均为有效数据。根据表3-5数据，统计汇总8个实验室对5个含量样品3个平行子样的检测结果，计算8个实验室检测结果的总平均值分别为5.128、3.028、1.047、0.539和0.108。（详见表3-5）。
2.3 准确度分析方法和结果
2.3.1 精密度（重复性和再现性）分析方法和结果
2.3.1.1 精密度分析方法

根据GB/T6379.2—2004[8]，对有效检测数据进行统计，分析方法的重复性和再现性。可分2种情况进行分析：一是理想情况下，即各实验室各含量样品子样个数相等(相当于重复测量次数相等)，如：mij=3，则根据下面“2.3.1.1.1”的步骤分析精密度；二是无论各实验室重复次数是否相等，均可根据下面“2.3.1.1.2”步骤的扩展通用公式，按5个统计量进行简便计算。
2.3.1.1.1 理想情况下精密度分析方法的推导


第j个水平下，第i个实验室的第l个子样检测平均值（3次重复PCR的平均值）记为ijl，当理想情况（各实验室平行子样个数mij均相等，相当于重复次数相等，m=3），p个实验室，共有pm次重复值。对这pm次重复值可以按以下步骤统计重复性方差、实验室间方差和再现性方差[image: ]。
（1）平方和（Sum of Square,SS）与自由度（degree of freedom ，df）的剖分



方差分析中，平方和以及自由度是可以线性剖分的，即总平方和可以剖分成实验室间（组间）平方和以及实验室内（组内）平方和，公式表示即：



=+…………………………………………（13）



总自由度可以剖分成实验室间（组间）自由度以及实验室内（组内）自由度，公式表示即：



=+……………………………………………（14）
总平方和、总自由度公式如下：

[image: ]…………………………………（15）

[image: ]……………………………………………（16）
实验室间平方和、自由度公式如下：

[image: ]…………………………………（17）

…………………………………………（18）
实验室内平方和、自由度公式如下：

[image: ]………………（19）

[image: ]………………………………………（20）
（2）均方（Mean Square, MS）的计算
实验室内均方公式如下：

[image: ]……………………（21）
实验室间均方公式如下：

[image: ]………………………（22）
（3）方差（variance）组分估计
1）重复性方差（实验室内方差）

实验室内均方差（误差方差）即是估计的重复性方差。


= [image: ]…………（23）
2）实验室间方差
根据抽样理论即期望均方（Expected Mean Square, EMS）可知实验室间均方差(MSL)的方差构成为：

[image: ]………………………………………………（24）

于是可得实验室间方差：

[image: ]……………………（25）
3）再现性方差：
[image: ]…………………………………………………（26）
2.3.1.1.2  精密度分析方法的扩展通用公式
（1）统计量的简便计算




以第j水平为例，无论各实验室平行子样个数mij是否相等，均可按5个统计量简便计算验证结果的重复性方差、实验室间方差和再现性方差：[image: ]……………………………………………………（27）

[image: ]………………………………………………（28）

[image: ]…………………………………………………（29）

[image: ]………………………………………………（30）

[image: ]………………………………………（31）
其中

…………………（32）
式中：
[image: ][image: ]  —j水平的T1统计量；
[image: ]  [image: ]—j水平的T2统计量；
[image: ]  [image: ]—j水平的T3统计量；
[image: ]  [image: ]—j水平的T4统计量；
[image: ]  [image: ]—j水平的T5统计量；
[image: ]  [image: ]—i实验室j水平的平行子样个数；
[image: ][image: ]  —i实验室j水平检测结果平均值（平行子样的平均值）；
[image: ][image: ]  —i实验室j水平3个平行子样检测结果的方差；
p  —参加联合验证的实验室个数。
（2）方差（variance）组分估计
1）重复性方差（实验室内方差）

[image: ]……………（33）
2）实验室间方差

当各实验室重复数[image: ]不等时，需要计算平均的重复数，

[image: ]……（34）

所以实验室间方差:

[image: ]


[image: ][image: ]

………………………（35）

3）再现性方差

…………………………………………（36）
2.3.1.1.3  相对标准差的计算
无论使用“2.3.1.1.1”还是“2.3.1.1.2”的计算方法，当获得重复性方差s2jr和再现性方差s2jR后，即可开方获得其相应的标准差，即重复性标准差sjr和再现性标准差sjR，从而可以计算出重复性相对标准差RSDjr和再现性相对标准差RSDjR，公式如下：
[image: ]………………………………………（37）
[image: ]………………………………………（38）
式中，[image: ]—第j水平的重复性标准差，
[image: ]—第j水平的总平均值，

—第j水平的再现性标准差。
2.3.1.2 精密度分析结果
2.3.1.2.1 检测结果的平均值和标准差
统计各实验室（共8个）、各水平（含量）样品（共5个）的检测结果平均值（[image: ]）和标准差（[image: ][image: ]）（表3-8和8-9）。
[bookmark: _Hlk116824355]表3-8  8个实验室5个含量样品的检测平均值（[image: ]）和平行子样个数（mij）
	实验室
	不同含量样品标称转基因含量（%）

	
	5.0
	3.0
	1.0
	0.5
	0.1

	
	[image: ]
	mij
	[image: ]
	mij
	[image: ]
	mij
	[image: ]
	mij
	[image: ]
	mij

	Lab1
	4.630 
	3
	2.713 
	3
	0.970 
	3
	0.533 
	3
	0.100 
	3

	Lab2
	5.503 
	3
	3.373 
	3
	1.173 
	3
	0.587 
	3
	0.110 
	3

	Lab3
	5.123 
	3
	3.013 
	3
	0.977 
	3
	0.507 
	3
	0.096 
	3

	Lab4
	5.137 
	3
	3.040 
	3
	1.070 
	3
	0.540 
	3
	0.123 
	3

	Lab5
	5.137 
	3
	3.007 
	3
	1.100 
	3
	0.573 
	3
	0.110 
	3

	Lab6
	5.190 
	3
	2.923 
	3
	1.010 
	3
	0.520 
	3
	0.110 
	3

	Lab7
	4.977 
	3
	2.893 
	3
	1.010 
	3
	0.487 
	3
	0.110 
	3

	Lab8
	5.327 
	3
	3.263 
	3
	1.067 
	3
	0.563 
	3
	0.103 
	3


表3-9  各实验室5个含量样品检测数据的标准差（[image: ]）和平行子样个数（mij）
	实验室
	不同含量样品标称转基因含量（%）

	
	5.0
	3.0
	1.0
	0.5
	0.1

	
	[image: ]
	mij
	[image: ]
	mij
	[image: ]
	mij
	[image: ]
	mij
	[image: ]
	mij

	Lab1
	0.195 
	3
	0.035 
	3
	0.056 
	3
	0.012 
	3
	0.000 
	3

	Lab2
	0.031 
	3
	0.031 
	3
	0.012 
	3
	0.006 
	3
	0.000 
	3

	Lab3
	0.071 
	3
	0.100 
	3
	0.047 
	3
	0.015 
	3
	0.002 
	3

	Lab4
	0.012 
	3
	0.020 
	3
	0.026 
	3
	0.010 
	3
	0.006 
	3

	Lab5
	0.021 
	3
	0.012 
	3
	0.010 
	3
	0.006 
	3
	0.010 
	3

	Lab6
	0.204 
	3
	0.166 
	3
	0.062 
	3
	0.017 
	3
	0.000 
	3

	Lab7
	0.105 
	3
	0.057 
	3
	0.075 
	3
	0.006 
	3
	0.000 
	3

	Lab8
	0.232 
	3
	0.189 
	3
	0.049 
	3
	0.012 
	3
	0.012 
	3



2.3.1.2.2 各含量样品的统计量和方差
计算得到5个含量样品的统计量如表3-10所示。并由此计算j水平下重复性方差[image: ]、实验室间方差[image: ]和再现性方差[image: ]（表3-10）：
表3-10  5个含量样品重复性和再现性统计分析
	统计量
	水平j（%）

	
	1
	2
	3
	4
	5

	标称值%
	5.0
	3.0
	1.0
	0.5
	0.1

	T1j
	123.070 
	72.680
	25.130
	12.930
	2.589

	T2j
	632.459 
	221.010
	26.413
	6.991
	0.281

	T3j
	24
	24
	24
	24
	24

	T4j
	72
	72
	72
	72
	72

	T5j
	0.302 
	0.159
	0.037
	0.002
	0.001

	重复性方差[image: ][image: ]
	0.01885 
	0.00661 
	0.00153 
	0.00008 
	0.00002 

	实验室间方差[image: ][image: ]
	0.05875 
	0.04116 
	0.00425 
	0.00115 
	0.00006 

	再现性方差[image: ][image: ]
	0.07760 
	0.04777 
	0.00577 
	0.00123 
	0.00008 



2.3.1.2.3 各含量样品重复性和再现性的标准差和相对性标准差
8家联合定值实验室对5个含量样品进行检测，各实验室平行子样个数均相等，相当于重复次数相等，采用理想情况下精密度分析方法计算5个含量样品检测数据的重复性标准差sjr、重复性相对标准差RSDjr、再现性标准差sjR和再现性相对标准差RSDjR（表3-11）。
表3-11  5个含量样品的重复性和再现性分析
	统计量
	水平j（%）

	
	1
	2
	3
	4
	5

	标称值（%）
	5.0
	3.0
	1.0
	0.5
	0.1

	检测总平均值（%）
	5.128 
	3.028 
	1.047 
	0.539 
	0.108 

	重复性标准差sjr
	0.137 
	0.081 
	0.039 
	0.009 
	0.005 

	重复性相对标准差RSDjr（%）
	2.677 
	2.685 
	3.730 
	1.694 
	4.389 

	再现性标准差sjR
	0.279 
	0.219 
	0.076 
	0.035 
	0.009 

	再现性相对标准差RSDjR（%）
	5.433 
	7.217 
	7.257 
	6.510 
	8.420 



2.3.1.2.4 各含量样品检测的精密度分析结果
5个含量样品的重复性相对标准差RSDjr在1.694%～4.389%之间，均小于规定的25%，再现性相对标准差RSDjR在5.433%～8.420%之间，均小于规定的35%。重复性和再现性分析结果表明KA-1G2015-1转化体荧光定量PCR方法测量结果具有良好的精密度。
2.3.2 正确度分析方法和结果
2.3.2.1 正确度分析方法
计算实验室测量总平均值与标准值的偏倚biasj和相对偏倚biasRj，判定验证检测结果的正确度。即：
[image: ]………………………………………（39）
[image: ]………………………………（40）
式中：
biasj  —j含量样品测量平均值的偏倚；
biasRj[image: ]  —j含量样品测量平均值的相对偏倚；

[image: ]  —j含量样品的测量总平均值；
[image: ][image: ]  —j含量样品标准值。
2.3.2.2 正确度分析结果
计算样品各水平下，8个实验室测量总平均值与标称值的偏倚[image: ]和相对偏倚[image: ]，汇总结果见表3-12：
表3-12  5个含量样品测量总平均值的偏倚分析
	统计量
	水平j（%）

	
	1
	2
	3
	4
	5

	标称值（%）
	5.0
	3.0
	1.0
	0.5
	0.1

	[bookmark: _Hlk136886535]总平均值（%）
	5.128 
	3.028 
	1.047 
	0.539 
	0.108 

	偏倚biasj
	0.128 
	0.028 
	0.047 
	0.039 
	0.008 

	相对偏倚[image: ]biasRj（%）
	2.558 
	0.944 
	4.708 
	7.750 
	7.875 



5个含量样品检测结果总平均值与标称值的相对偏倚[image: ]biasRj在0.944%～7.875%之间，在允许的±25%区间内，表明KA-1G2015-1转化体荧光定量PCR方法检测结果具有良好的正确度。
2.3.3 准确度分析方法和结果
方法的准确度包括正确度和精密度。汇总“2.2.2实验室有效检测数据统计”的结论、表3-11和表3-12的数据，形成实验室联合验证数据的汇总分析结果（详见表3-13）。可以看出：5个含量样品8个实验室的测量平均值分别为5.128%、3.028%、1.047%、0.539%和0.108%，检测平均值相对偏倚（biasRj）在0.944%～7.875%之间，位于±25%的区间内，正确度符合要求。重复性相对标准差RSDjr均小于25%，再现性相对标准差RSDjR均小于35%，精密度符合要求。
鉴于结果的正确度和精密度指标均符合农业部2259号公告—5—2015的要求，说明本方法具有良好的准确度。
表3-13  实验室联合验证数据的汇总分析结果
	
	测试样品预期值（%）

	
	5.0
	2.0
	1.0
	0.5
	0.1

	返回数据实验室数
	8
	8
	8
	8
	8

	每个实验室平行样品个数
	3
	3
	3
	3
	3

	离群值数
	0
	0
	0
	0
	0

	数据分析方法
	科克伦法和格拉布斯法

	平均值（%）
	5.128 
	3.028 
	1.047 
	0.539 
	0.108 

	重复性标准差sjr
	0.137 
	0.081 
	0.039 
	0.009 
	0.005 

	重复性相对标准差RSDjr（%）
	2.677 
	2.685 
	3.730 
	1.694 
	4.389 

	再现性标准差sjR
	0.279 
	0.219 
	0.076 
	0.035 
	0.009 

	再现性相对标准差RSDjR（%）
	5.433 
	7.217 
	7.257 
	6.510 
	8.420 

	偏倚biasj
	0.128 
	0.028 
	0.047 
	0.039 
	0.008 

	相对偏倚[image: ]biasRj（%）
	2.558 
	0.944 
	4.708 
	7.750 
	7.875 


2.4 检测限（LOD）的验证
KA-1G2015-1转化体特异性荧光定量PCR方法的检出限同方法一中荧光PCR定性检测方法的检出限。
2.5 定量限（LOQ）的验证
在建立方法过程中，确定耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性荧光定量PCR方法的定量限LOQ可达到0.1%，以100 ng初始DNA模板计，相当于反应体系中含有40拷贝的KA-1G2015-1转化体特异性序列。在多个实验室循环验证样品中包含了转基因含量为0.1%的定量限样品（LOQ样品），多个实验室按标准方法在PCR反应体系中加入100 ng DNA模板进行定量检测。结果显示8个实验室的LOQ样品百分含量测量值的平均值在0.096%～0.123%之间，总平均值为0.108%，实验室内相对标准差、重复性相对标准差、再现性相对标准差均小于25%，测量总平均值相对偏倚7.875%，位于±25%范围内（表3-14）。定量限样品的联合验证结果表明测量结果的准确度满足转基因定量检测方法的准确性目标，证明本方法的定量检测极限不高于0.1%（约40拷贝KA-1G2015-1转化体特异性序列），与实验室内测试出的LOQ值相符。
表3-14  定量限样品测量结果统计分析
	子样个数
	LOQ样品百分含量测量值（%）
	mean
	RSDr
（%）
	RSDR（%）
	bias（%）

	
	Lab1
	Lab2
	Lab3
	Lab4
	Lab5
	Lab6
	Lab7
	Lab8
	
	
	
	

	子样1
	0.100 
	0.110 
	0.098 
	0.120 
	0.110 
	0.110 
	0.110 
	0.110 
	0.108 
	4.389 
	8.419 
	7.875 

	子样2
	0.100 
	0.110 
	0.096 
	0.130 
	0.100 
	0.110 
	0.110 
	0.090 
	
	
	
	

	子样3
	0.100 
	0.110 
	0.095 
	0.120 
	0.120 
	0.110 
	0.110 
	0.110 
	
	
	
	

	mean
	0.100 
	0.110 
	0.096 
	0.123 
	0.110 
	0.110 
	0.110 
	0.103 
	
	
	
	

	s
	0.000 
	0.000 
	0.002 
	0.006 
	0.010 
	0.000 
	0.000 
	0.012 
	
	
	
	

	sr（%）
	0.000 
	0.000 
	1.586 
	4.681 
	9.091 
	0.000 
	0.000 
	11.175 
	
	
	
	



2.6 ΔΔCt值法判断样品中转基因成分含量
计算8个实验室对5个浓度含量样品和阳性定量质控品定值过程中的ΔΔCt值。分别计算耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性序列平均Ct值和内标准基因zSSIIb平均Ct值的差值，获得ΔCt值，再计算试样的ΔCt值与阳性定量质控品的ΔCt值的差值，获得ΔΔCt值，汇总结果见表3-15。
表3-15  耐除草剂玉米KA-1G2015-1实验室联合验证数据ΔΔCt值汇总分析
	Lab
	测试样品ΔΔCt

	
	5%
	3%
	1%
	0.5%
	0.1%

	Lab1
	-0.91 
	-0.11 
	1.66 
	2.54 
	4.65 

	Lab2
	-0.76 
	-0.05 
	1.59 
	2.59 
	4.94 

	Lab3
	-0.73 
	0.01 
	1.59 
	2.52 
	4.94 

	Lab4
	-0.75 
	0.00 
	1.50 
	2.46 
	4.64 

	Lab5
	-0.80 
	-0.02 
	1.42 
	2.34 
	4.70 

	Lab6
	-0.93 
	-0.10 
	1.38 
	2.31 
	4.64 

	Lab7
	-0.74 
	0.04 
	1.54 
	2.54 
	4.76 

	Lab8
	-0.85 
	-0.12 
	1.63 
	2.24 
	4.98 

	平均值
	-0.81 
	-0.04 
	1.54 
	2.44 
	4.78 



结果显示：8家实验室5%样品ΔΔCt＜-0.4，表明样品中检测出耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体成分，含量显著高于阳性定量质控品（3%）；1%、0.5%和0.1%样品的ΔΔCt＞0.4，表明样品中检测出耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体成分，含量显著低于阳性定量质控品（3%）；3%样品|ΔΔCt值|≤0.4，表明样品中检测出耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体成分，含量接近与阳性定量质控品（3%），需采用方法二（实时荧光PCR定性检测方法）测定试样中耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体成分含量。
3. 普通PCR方法验证结果分析
3.1 特异性
8个实验室分别对下表中11个样品进行耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性定性验证，每个样品3个子样，3次重复。普通PCR结果显示，在阳性质控品、1% KA-1G2015-1和0.1% KA-1G2015-1（普通PCR方法检出限）的样品中扩增出清晰明亮的特异性条带，其他样品中无扩增条带。8个实验室验证结果一致（表3-16），与实验室内部测试结果相符。
表3-16  普通PCR定性方法室间测试结果
	样品名称／编号
	KA-1G2015-1转化体特异性序列重复测定结果

	
	子样1
	子样2
	子样3

	
	重复1
	重复2
	重复3
	重复1
	重复2
	重复3
	重复1
	重复2
	重复3

	空白质控品
	—
	/
	/
	—
	/
	/
	—
	/
	/

	阴性质控品
	—
	/
	/
	—
	/
	/
	—
	/
	/

	阳性质控品
	+
	/
	/
	+
	/
	/
	+
	/
	/

	1% KA-1G2015-1玉米
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	其它转基因玉米混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	转基因大豆混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	转基因水稻混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	转基因棉花混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	转基因油菜混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	非转基因玉米混合样
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	—

	0.1% KA-1G2015-1玉米
（检出限）
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


注：“+”表示阳性结果，“—”表示阴性结果，“/”表示不需验证。
3.2 检出限
8个实验室分别对拷贝数比值为0.1%的KA-1G2015-1样品（本方法的检出限是在PCR检测反应体系中加入100 ng DNA模板进行测算的，相当于反应体系中含有40拷贝的KA-1G2015-1转化体特异性序列）进行了普通PCR测试，结果显示8个实验室共计72个反应均能检测出预期DNA片段，见表3-17，与实验室内测试出的LOD值相符。表明本方法中耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体特异性序列普通PCR方法的检出限为0.1%，相当于反应体系中含有40拷贝的KA-1G2015-1转化体特异性序列。
表3-17  普通PCR方法检出限实验室间测试结果
	Lab
	0.1% KA-1G2015-1

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Lab1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab3
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab5
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab6
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab7
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Lab8
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+


注：“+”表示阳性结果，“—”表示阴性结果。
4. 标准文本方法验证结论
8个实验室对本检测方法的验证结果表明，本方法的主要技术参数（特异性、检出限、定量限、标准曲线的决定系数、斜率、扩增效率、重复性和重演性、正确度和精密度等）全部符合农业部2259号公告—4—2015[3]、农业部2259号公告—5—2015[4]和GB/T6379.2-2004[8]等相关标准的要求，该方法的科学性、适用性、重复性、再现性和可操作性均达到了国内领先、国际先进水平。
该方法形成国家标准后，将被转基因检测机构或相关管理部门采用，用于耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体在国内的检测和安全监管，预期能够产生良好的经济效益和社会效益。
5. 阳性定量质控品设置
阳性定量质控品宜优先选用与标识阈值相当的有证标准物质。若无有证标准物质，则使用实验室配置样品，此样品转基因含量值应与标识阈值相当。阳性定量质控品是在定量检测过程中，用于试样检测数据合格判定的质量控制样品。按照标准“6.3.4  正确度和精密度结果判定”执行。
表3-18  阳性定量质控品测量值结果统计
	子样个数
	阳性定量质控品含量测量值(%)
	mean
	RSDr
（%）
	RSDR（%）
	bias（%）

	
	Lab1
	Lab2
	Lab3
	Lab4
	Lab5
	Lab6
	Lab7
	Lab8
	
	
	
	

	子样1
	2.51
	3.28
	3.05
	3.07
	2.99
	2.73
	2.96
	3.01
	2.988
	4.081
	7.829
	-0.403

	子样2
	3.04
	3.51
	2.95
	2.95
	2.96
	2.69
	2.97
	3.43
	
	
	
	

	子样3
	2.59
	3.27
	2.98
	3.08
	2.76
	2.81
	3.03
	3.09
	
	
	
	

	mean
	2.713
	3.353
	2.993
	3.033
	2.903
	2.743
	2.987
	3.177
	
	
	
	

	s
	0.286
	0.136
	0.051
	0.072
	0.125
	0.061
	0.038
	0.223
	
	
	
	

	sr（%）
	10.530
	4.049
	1.714
	2.385
	4.307
	2.227
	1.268
	7.020
	
	
	
	



表3-18结果显示，8家实验室阳性定量质控品测量值的平均值在2.713%～3.353%之间，总平均值为2.988%，实验室内相对标准差、重复性相对标准差、再现性相对标准差均小于25%，测量总平均值相对偏倚-0.403%，位于±25%范围内（表9-1），表明阳性定量质控品检测数据合格。
6. 实时荧光定量不确定度评定
6.1 不确定度评定的原则
不确定度的评定可以选择自上而下或自下而上的方式进行。校准品和阳性定量质控品类型（有证标准物质或实验室自制样品）及其认定值的标示方式（拷贝数或拷贝数比值）都影响不确定度评定。
检测实验室宜优先选择自上而下的方式进行。
6.2 定量结果的不确定度评定方法

实验室根据本文件进行检测之初，可根据文本验证时多家联合验证数据预评定的相对标准不确定度分量（ur）和绝对标准不确定度分量（u0）,评定定量结果的不确定度。根据实时荧光PCR定量方法实验室间统一验证样品（各水平顺序号用j表示，共q个水平）的检测数据再现性标准差与检测平均值（）间的线性关系，绘制再现性标准差sjR与各水平（q=5）验证样品检测数据平均值（[image: ]）的回归曲线[image: ]，确定定量结果的相对标准不确定度分量（[image: ][image: ]r）和绝对标准不确定度分量（u0）。ur是回归曲线的斜率，u0是回归曲线的截距，斜率和截距的计算公式参照本文“标准曲线各参数的计算方法”进行计算。根据表3-10中的数据绘制的回归曲线如图3-1所示。回归曲线为y=0.0558x+0.0136[image: ]，计算的相对标准不确定度分量ur为0.0558，绝对标准不确定度分量u0为0.0136。

图3-1 实验室间联合验证结果再现性标准差与验证样品检测平均值间的线性关系

检测结束后，检测实验室将试样检测结果的平均值([image: ])带入下面的公式，计算定量结果的标准不确定度：
………………（41）
随着检测工作的开展，每个实验室需评定自己的测量不确定度。如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。
取扩展因子k=2，则试样定量结果的扩展不确定度（U）表示为：
[image: ]………………………………………（42）

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；
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（%）。
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，实验室可依据现行有效标准进行评定。
6.3 试样定量结果的标示
按公式（43）标示试样转化体含量的定量结果：
……………………（43）
式中：
  —试样中耐除草剂玉米KA-1G2015-1转化体含量的定量结果（%）（结果修约至不确定度保留位数）；
  —试样3个平行子样3次重复检测数据平均值（%）（结果修约至不确定度保留位数）；
U  —试样定量结果的扩展不确定度（%）（保留2位有效数字）。
[bookmark: _Toc23482]（二）预期的经济效益、社会效益和生态效益
本标准将为农业行政主管部门对生物技术产品监管、或有效处置意外扩散事件，保护消费者知情权，避免非法生产造成严重经济损失，维护农产品贸易秩序，保障农业生物技术产业推进和舆论安全，发挥重要的技术支撑作用，社会效益显著。另外，利用这些检测技术开发商业化试剂盒、并开展检测服务，也将为全国检测机构创造良好的经济效益。
[bookmark: _Toc9384]四、与国际、国外同类标准技术内容的对比情况
本标准严格遵循我国已发布的《转基因植物及其产品成分检测 实时荧光定量PCR方法制定指南》（农业部2259号公告—5—2015）标准开展研制，并参考了测量方法与结果准确度评估的国家标准。本标准主要技术内容与国内现行有效的转基因植物转化体特异性检测方法相一致。主要技术参数，如定性PCR方法的特异性、灵敏度、实时荧光PCR定量方法的检出限、定量限、准确性、精确性等，均达到了方法指南的要求。
[bookmark: _Toc5485]五、以国际标准为基础的起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明未采用国际标准的原因
本标准内容无对应的相关国际标准。
6、 [bookmark: _Toc6945]与现行标准、法律法规和强制性标准的关系
目前，我国尚没有专门针对耐除草剂玉米KA-1G2015-1的检测标准。本标准作为推荐性标准，在国内首次提出，与现行相关法律、法规和强制性标准没有冲突。
[bookmark: _Toc4589]七、重大分歧意见的处理经过和依据
无重大分歧意见。
[bookmark: _Toc9733]八、涉及专利的说明
本标准内容不涉及专利和专利纠纷。
[bookmark: _Toc4022]九、标准作为强制性或推荐性标准发布的意见及实施建议
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