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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则 第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
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:天津市农业科学院、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、山

东省农业科学院植物保护研究所.
本文件主要起草人:赵新、陈子言、王晨尧、刘娜、李佳岢、齐欣、李瑞环、王成、姚俊津、王雅偲、张辰、金

芜军、刘卫晓、路兴波、徐晓辉、兰青阔、王永.
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转基因植物及其产品成分检测
抗虫、耐除草剂玉米外源蛋白表达量检测技术规范

１　范围

本文件规定了抗虫、耐除草剂玉米不同生育期组织和器官中外源蛋白表达的ELISA定量检测技术

规范.
本文件适用于抗虫、耐除草剂玉米中外源蛋白表达的ELISA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.

GB４４０４􀆰１　粮食作物种子　第１部分:禾谷类

农业部９５３号公告—１０􀆰１—２００７　转基因植物及其产品环境安全检测　抗虫玉米　第１部分:抗虫性

农业部９５３号公告—１１􀆰１—２００７　转基因植物及其产品环境安全检测　抗除草剂玉米　第１部分:
除草剂耐受性

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
转基因抗虫玉米　transgenicinsectＧresistantmaize
利用基因工程技术将抗虫基因导入受体作物基因组获得的具有抗虫性状的玉米.

３􀆰２
转基因耐除草剂玉米　transgenicherbicideＧtolerantmaize
利用基因工程技术将耐除草剂基因导入受体作物基因组获得的具有耐除草剂性状的玉米.

３􀆰３
转基因抗虫耐除草剂玉米　transgenicinsectＧresistantandherbicideＧtolerantmaize
利用基因工程技术将抗虫基因和耐除草剂基因导入受体作物基因组获得的具有抗虫性状和耐除草剂

性状的玉米.

３􀆰４
目标杀虫蛋白　targetinsecticidalprotein
导入受体植物的抗虫基因所表达的具有杀虫活性的蛋白.

３􀆰５
目标耐除草剂蛋白　targetherbicideＧtolerantprotein
导入受体植物的耐除草剂基因所表达的具有除草剂耐受性的蛋白.

４　原理

在适宜生态区种植受检玉米试验材料品种(系)及其对照品种(系).根据受检玉米的转基因目标性状

特点,分别采集不同发育时期的不同组织器官;采用酶联免疫方法(ELISA)检测外源目标蛋白的表达量,
测定受检玉米材料外源目标蛋白表达水平.
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５　仪器和设备

５􀆰１　分析天平:感量０􀆰００１g.

５􀆰２　酶标仪.

５􀆰３　超低温冰箱:—８０℃.

５􀆰４　超低温冷冻研磨仪.

５􀆰５　低温离心机.

５􀆰６　低温摇床.

５􀆰７　移液器.

６　试验材料与种植管理

６􀆰１　试验材料

受检转基因玉米品种(系)和对应的对照玉米品种(系)的种子应符合 GB４４０４􀆰１的质量要求.

６􀆰２　田间种植与管理

按照农业部９５３号公告—１０􀆰１—２００７和农业部９５３号公告—１１􀆰１—２００７的规定,田间小区种植布局

采取随机区组设计,将每份试验材料分别按照３次重复(即３个小区)种植,每个小区面积不小于２４m２.
按当地玉米常规播种时期、播种方式和播种量进行播种,常规田间管理.

６􀆰３　资料记录

６􀆰３􀆰１　试验地名称与位置

记录试验所在地的名称、试验的具体地点、经纬度,绘制小区播种示意图.

６􀆰３􀆰２　气象资料

记录试验期间试验地降水(降水类型,日降水量,以 mm 表示)和温度(日平均温度、最高和最低温度、
积温,以 ℃表示)的资料.记录影响整个试验期间试验结果的恶劣气候因素,如严重或长期的干旱、暴雨、
冰雹等.

７　取样

在玉米不同生长时期,分别从种植受检转基因玉米品种(系)和对应的对照玉米品种(系)的全部小区

进行样品采集,每小区随机选择２０株生长正常的玉米植株.具体各时期取样组织器官见附录 A.根取须

根中间较为粗壮的部位,茎取顶端第一节完全拔节的茎秆,叶取植株上部第一片完全展开叶(约１０cm),
雄穗取新抽穗未开花雄穗;花丝取新吐丝未授粉花丝(顶端约１cm),籽粒取新鲜雌穗上的籽粒.将每个

小区采集的同一时期、同一组织器官的样品作为一个样本,密封包装后做好标记;将样本迅速带回实验室

检测,或用液氮速冻后放入－８０℃超低温冰箱中保存并尽快检测.

８　外源蛋白表达量检测

８􀆰１　试样制备

采用液氮人工研磨或超低温研磨仪将每个样品研磨至均匀的粉末.
每个样品称取不少于０􀆰２g(精确到０􀆰００１g)研磨后的样品粉末于适宜大小的离心管中,按质量体积

比１∶１０加入提取缓冲液,充分混匀后置于低温摇床４℃下振荡４h后,取出离心管置于４℃预冷的低温

离心机中,于８０００g 离心力下离心２０min.吸取１mL上清液移入另一个干净的离心管,待测.上清液

可在２℃~８℃储存,时间不超过２４h.

８􀆰２　试剂盒的选择

根据待检目标蛋白的类型,选用经验证适用于玉米外源目标蛋白检测的ELISA试剂盒.

８􀆰３　检测

２
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按照ELISA试剂盒操作说明书,检测试样上清液中目标蛋白含量,得到相应的光密度值(Optical
density,OD).

８􀆰４　标准回归方程建立

将标准蛋白稀释成不少于５个浓度梯度,与提取的受检转基因玉米品种(系)和对应的对照玉米品种

(系)的上清液(根据含量进行必要的稀释,稀释倍数为n)和空白对照一起加入到酶标板内相应位置,每个

样品设置３个平行,按照８􀆰３进行检测,得到相应的光密度值(X).对应的对照玉米品种(系)样品光密度

值应小于标准蛋白稀释液最低浓度的光密度值,否则重新检测.根据标准蛋白浓度与光密度值的相关性

建立标准回归方程Y＝a ＋bX,回归方程的相关系数R２≥０􀆰９８,否则重新检测.

８􀆰５　结果计算

按公式(１)计算蛋白含量.

ω＝
(a＋bX)×n×V

m
(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

ω ———蛋白浓度,单位为纳克每克鲜重(ng/g鲜重);

a ———截距;

b ———斜率;

X———光密度值;

n ———稀释倍数;

V ———试样提取时加入的提取缓冲液体积的数值,单位为毫升(mL);

m———试样质量的数值,单位为克(g).
注:计算结果保留小数点后２位数字.

计算３个小区样本外源目标蛋白含量平均值(ω－ )和标准差(s).

９　结果分析与表述

结果表述为:受检材料(××时期、××组织器官)中××外源目标蛋白含量为(ω－ ±s)ng/g鲜重.
注:若受检材料中外源目标蛋白含量较高,单位可换算成mg/g.

３
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附　录　A
(规范性)

玉米取样时期和器官参照表

　
玉米取样时期和器官参照表见表 A􀆰１.

表A􀆰１　玉米取样时期和器官参照表

发育阶段
器官

根 茎 叶 雄穗 花丝 籽粒

苗期 √ √
拔节期 √ √ √
抽雄期 √ √ √ √
吐丝期 √ √ √ √
乳熟期 √ √ √ √
完熟期 √ √ √ √

　注１:“√”表示需取样检测.

　注２:根据目的基因表达特性,可以依据安全评价的要求,酌情确定取样时期及器官.

４


