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环介导等温扩增技术(LAMP)在转基因大豆

DBN9004品系快速检测中的应用

麦晓东1，石磊2，常彦磊3，韩宏娇1*

（1.新疆农业大学食品科学与药学学院，新疆乌鲁木齐 830000）（2.暨南大学食品安全与营养研究院，广东广州 510632）

（3.广州双螺旋基因技术有限公司，广东广州 510320）

摘要：耐除草剂转基因大豆 DBN9004 为我国自主研发的品系，已于 2021 年获得农业转基因生物安全证书，具有广

阔的应用前景。为了给该品系的转基因生物安全监管提供快捷可靠的技术支撑，该研究基于环介导等温扩增技术（Loop-

mediated Isothermal Amplification, LAMP），针对 DBN9004 的 3′端边界序列设计了 LAMP 扩增引物组，并建立了扩增时间

约为 45 min 的快速检测体系。该体系能有效区分 DBN9004 和其他转基因大豆品系，具有较高的特异性。对含有 DBN9004

序列的重组质粒的检测灵敏度达 10 fg·μL-1
，对 DBN9004 的基因组 DNA 的检测灵敏度达 1 ng·μL-1

，对混合阳性样品的检

测灵敏度的体积分数达 0.5%。该体系具有时间短、特异性以及灵敏度高等优点，对推动该品系的现场转基因产品核酸检测

技术的发展具有重要的促进作用。因此，该体系的建立为 DBN9004 的快速筛查和生物安全监管提供了实用可靠的理论基础。
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Abstract: Herbicide-tolerant genetically modified soybean DBN9004, independently developed in China, was granted 

the agricultural genetically modified organism (GMO) safety certificate in 2021, demonstrating extensive application prospects. 

To provide prompt and reliable technical support for the GMO biosafety supervision of this variety, loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) technology was employed in this study. A set of LAMP amplification primers targeting the 3′-end boundary 

sequence of DBN9004 was designed to establish a rapid detection method for DBN9004 with an amplification time of approximately 

45 min. This system effectively distinguished DBN9004 from other genetically modified soybean varieties, demonstrating strong 

specificity. Furthermore, detection sensitivity was 10 fg·μL-1 for recombinant plasmids containing DBN9004 sequences, 1 ng·μL-1 

for DBN9004 genomic DNA, and 0.5% for positive mixed samples. The results demonstrate that this system offers several 
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1993 年转基因番茄在美国的上市标志着转基因植

物开始作为商品进入大众的视线，而转基因植物的种

植面积也在随后的及时年迅速增长。截至 2019 年，全

球已有 29 个国家种植了转基因作物，当年度的种植面

积为 1.904 亿 hm2，相比于 1996 年增加了约 112 倍，

累计总种植面积已经达到达 27 亿 hm2，其中约 48%
的转基因种植面积被用于种植转基因大豆 [1] 。伴随转

基因植物的大量种植，转基因植物相关的食品安全性

也受到了公众的广泛关注，大部分国家已依据自身国

情对转基因植物制定了明确的监管法规 [2] 。其中转基

因生物的阈值标识制度被认为是比较有效监管的技术

保障，比如美国实行阈值为 5.0% 的自愿标识制度；欧

盟实行阈值为 0.9% 的强制性标识制度，韩国为 3.0%，

日本为 5.0%，而我国对转基因产品实行最严格的零阈

值强制标识制度 [3,4] 。

现阶段针对转基因植物成分的检测包括基于蛋

白质的检测方法以及以聚合酶链式反应（Polymerase 
Chain Reaction, PCR）技术及其衍生出的巢式 PCR、
多重 PCR、实时荧光定量 PCR [5-9] 。鉴于基于蛋白质

的方法无法检测启动子或终止子等非编码序列，所以

基于 DNA 的 PCR 被认为可以作为检测转基因作物的

金标准 [6,10] 。大部分 PCR 检测技术的应用都依赖于昂

贵的设备以及专业的操作人员，严重限制了这一检测

技术的应用，一些需要现场快速检测的基层机构不能

将这些方法作为常规诊断技术 [11,12] 。环介导等温扩增

技术（Loop-mediated Isothermal Amplification, LAMP）
是在 PCR 技术基础上发展而来的一种恒温核酸检测

技术，其特点是只需恒定温度（60~65 ℃）即可完成

扩增反应，并且反应时间短，通常不到 1 小时即可完

成 [13,14] 。该技术具有高特异性、高效扩增、操作简便

等优点，已经在转基因成分分析 [15-22] 、病毒检测 [23-27] 、

食品中动植物源性成分鉴定 [28,29] 等多个领域得到了广

泛应用。我国农业农村部也于 2020 年 8 月颁布了《转

基因植物及其产品成分检测 环介导等温扩增方法制定

指南》 [30] ，进一步推进了 LAMP 作为检测技术在我国

转基因成分检测过程的应用。

转基因大豆品系 DBN9004 是我国开发的新型耐

除草剂大豆品种，由于其基因组中含有耐草甘膦基因  
（epsps） [31] 和耐草铵膦基因（pat） [32] ，该品种可同时耐

受除草剂草甘膦和草铵膦，已于 2021 年获得农业转基

因生物安全证书，具有广阔的应用前景。赵新等 [33] 已

针对 DBN9004 建立了 qPCR 和 ddPCR 定量检测方法，

为转基因大豆 DBN9004 的检测提供了基础，然而，

尚未报道针对该品系的的快速检测方法。该研究旨在

利用LAMP技术，以DBN9004的 3′端边界序列为靶标，

建立一种快速便捷的 DBN9004 的检测方法，以推动

该品系的现场转基因产品核酸检测技术的发展。

1  材料与方法

1.1 实验样品

  转基因大豆品系GTS40-3-2、中黄 6106（ZH10-6）、
DBN9004 以及转基因玉米品系 MON810、双抗 12-5、
DBN9036 均选购于农业农村部科技发展中心。其余非

转基因植物样品购自广州市超市，其中 10 份为大豆，

5 份为玉米。

1.2 实验试剂

植物基因组提取试剂盒，广州双螺旋基因技术有

限公司；无 DNA/RNA 酶去离子水，天根生化科技（北

京）有限公司；DNA 扩增试剂盒（恒温扩增法），广

州双螺旋基因技术有限公司；2×RM-SCI Buffer（包

含 2.8 mmol·L-1 dNTPs，40 mmol·L-1 Tris-HCl，
20 mmol·L-1 KCl，16 mmol·L-1 MgSO4，20 mmol·L-1 
（NH4） 2SO4，1.6 mol·L-1 甜菜碱），广州双螺旋基因

技术有限公司；SYTO 9 绿色荧光核酸染料，Life 
technology ；Bst 聚合酶，NEB ；1×TE buffer，生工生

物工程（上海）股份有限公司。

1.3  实验仪器

96E 实时荧光 PCR 仪，西安天隆科技有限公司；

Nanodrop 微量分光光度计，Thermo Fisher 美国；10、
100、1 000 μL 微量移液器，Eppendorf 德国；5418 离

心机，Eppendorf 德国。

1.4 实验方法

1.4.1 引物设计及重组质粒合成

根据王登元等 [34] 的专利所提供的边界序列及注

释信息，确定插入序列和大豆基因组的边界位置。使

advantages, including a short processing time and high specificity and sensitivity, thereby playing a critical role in advancing on-

site nucleic acid detection technology for genetically modified products of this soybean variety. Therefore, this system provides a 

practical and reliable technical foundation for the rapid screening and biosafety regulation of DBN9004.

Key words: loop-mediated isothermal amplification (LAMP); genetically modified soybean variety DBN9004; rapid detection
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用 在 线 LAMP 引 物 设 计 软 件 PrimerExploer V5 对

DBN9004 的插入序列 3′ 端附近的边界序列进行引物

设计，基于引物位置、引物长度、Tm 值、GC 含量

以及是否存在二级结构对软件的候选引物进行筛选。

使用美国国家生物技术信息中心（National Center for 
Biotechnology Information）的 BLAST（https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi）对候选引物的特异性进行评估，

最后筛选出 1 套跨越边界位置的引物。委托生工生物

工程（上海）股份有限公司进行合成相应引物以及含

有其对应扩增子序列的重组质粒。引物序列及其位置

见表 1 及图 1。

表 1  引物信息

Table 1 Primers information

引物名称 序列（5′-3′） 位置 长度

F3 GGGTTTATTTATAGCTACAACTCTT 83 107 25

B3 TGATGAACCTAGATCCACAA 298 317 20

FIP
F1c AGCAGAGAAGGATACAAACGGA 149 170 22

F2 TCTTCTGTTTACGAAATTACCCTTA 109 133 25

BIP
B1c GTGCTTCTCACGTCTCGTAGTTAA 205 228 24

B2 TTCAAACACTGATAGTTTAAACG 266 288 23

LB CTTGATAACGCGGCCGCTCT 230 249 20

图 1 转基因大豆品系 DBN9004 3′ 端边界序列及 LAMP

各引物位置

Fig.1 The 3′ end border sequence of transgenic soybean event 

DBN9004 and the position of each LAMP primer

注：下划线为插入片段，斜体为大豆基因组片段。

1.4.2 DNA提取 
采用植物基因组提取试剂盒（广州双螺旋基因技

术有限公司），对所有样品进行核酸提取操作。提取过

程严格遵循试剂盒说明书中详细阐述的步骤逐步执行。

完成核酸提取后，利用 Nanodrop One 仪器对所提取核

酸的浓度进行测定。测定完成后，依据测定结果，将

核酸质量浓度调整至 10~100 ng·μL-1 的范围，以满足

后续实验对核酸质量浓度的要求。

1.4.3  LAMP反应体系的构建

参考 DNA 扩增试剂盒构建反应体系：其中

2×RM-SCI Buffer 12.5 μL，外引物 F3 及 B3 终浓度

0.2 μmol·L-1，FIP 及 BIP 终浓度为 1.6 μmol·L-1，环引

物 LB 终浓度 0.8 μmol·L-1，Bst 酶 8 U，SYTO 9 绿色

荧光核酸染料 0.5 μL，模板 2 μL，其余用超纯水补足

到 25 μL。反应温度为 63 ℃：反应时间为 45 min，设

置信号每隔 1 min 采集一次荧光。

1.4.4  LAMP反应体系特异性分析

参照 1.4.3 的反应体系及条件对转基因大豆品系

DBN9004、GTS40-3-2、中黄 6106（ZH10-6）、转基因

玉米品系 MON810、双抗 12-5、DBN9036、10 份市贩

大豆，5 份市贩玉米进行检验，以评价该方法的特异性。

1.4.5  以质粒为模板的LAMP反应体系灵敏度分析

以重组质粒（100 ng·μL-1）作为原液，使用 1×TE 
Buffer 对其进行 10 倍梯度稀释，获得 1 ng·μL-1、100、
10、1 pg·μL-1、100、10、1 fg·μL-1，共计 7 个梯度。

依照 1.4.3 的反应体系及条件对这 7 个梯度进行扩增以

确定体系灵敏度。每个梯度进行 3 个重复。另设超纯

水作为阴性对照，进行 3 个重复。

1.4.6 以基因组为模板的LAMP反应体系灵敏度分析

采用植物基因组提取试剂盒对转基因大豆

DBN9004 标准品进行核酸提取操作。提取过利用

Nanodrop One 仪器对所提取核酸的浓度进行测定。将

核酸质量浓度调整至 100 ng·μL-1，以 100 ng·μL-1 的核

酸为原液，使用 1×TE Buffer 对其进行 10 倍梯度稀释，

获得 10、1 ng·μL-1、100、10、1 pg·μL-1、100 fg·μL-1，

共计 6 个梯度。依照 1.4.3 的反应体系及条件对这 7 个

梯度进行扩增以确定体系灵敏度。每个梯度进行 3 个

重复。另设超纯水作为阴性对照，进行 3 个重复。 

1.4.7  以混合阳性样品为模板的LAMP反应体系灵

敏度分析

采用植物基因组提取试剂盒对基因大豆 DBN9004
标准品以及非转基因大豆进行核酸提取操作，利用 
Nanodrop One 仪器对所提取核酸的浓度进行测定。将

核酸质量浓度调整至 100 ng·μL-1，以不同比例混合

DBN9004 基因组 DNA 和非转基因大豆基因组 DNA，

制备成添加体积分数分别为 0.1%、0.5%、1%、5%、

10% 以及 50% 的 DBN9004 阳性模拟样品，依照 1.4.3
的反应体系及条件对这 6 个梯度进行扩增以确定体系

灵敏度。每个梯度进行 3 个重复。另设超纯水作为阴

性对照，进行 3 个重复。
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1.4.8  重复性以及数据分析

取体积分数为 50%、5%、0.5% 的阳性模拟样品，

以重组质粒（100 fg·μL-1）作为阳性对照，以超纯水

作为阴性对照。参照 1.4.3 所述的体系，进行重复性分

析。针对每个浓度的阳性模拟样品以及阴性对照，设

置 20 个生物重复样本，每个样本设置 2 个技术重复样

本。计算不同浓度的 Ct 值的平均值（Mean）、标准差

（SD）以及变异系数（CV）以评估稳定性。

CV = 
SD

Mean ×100%                  （1）

式中：

CV——变异系数；

SD——标准差；

Mean——平均值。  

2  结果与讨论

2.1 LAMP非特异性扩增风险分析结果

利用 DBN9004 的特异性引物对阳性对照（质量

浓度为 100 pg·μL-1 重组质粒）以及阴性对照（超纯

水）进行环介导等温扩增，验证 DBN9004 引物的非

特异性扩增风险。仅有阳性对照产生显著的 S 形荧光

扩增曲线，Ct 值为 11.92 ；阴性对照均无荧光扩增信

号（图 2），说明所设计的 LAMP 反应体系中各引物之

间不会自发产生非特异性扩增。

图 2 LAMP 非特异性扩增风险分析

Fig.2 Non-specific amplification analysis of LAMP 

detection system

2.2  LAMP反应体系特异性分析结果

利用 DBN9004 的特异性引物对转基因大豆品系

GTS40-3-2、中黄 6106（ZH10-6）、DBN9004 以及转

基因玉米品系 MON810、双抗 12-5、DBN9036、非转

基因植物的基因组 DNA 以及阴性对照（超纯水）进

行环介导等温扩增，验证该反应体系的特异性（图 3）。

仅有 DBN9004 产生显著的 S 形荧光扩增曲线，Ct 值
为 11.121，而转基因大豆品系 GTS40-3-2、中黄 6106
（ZH10-6）以及转基因玉米品系 MON810、双抗 12-5、
DBN9036、非转基因植物以及阴性对照（超纯水）均

无荧光扩增信号（图 3），说明该反应体系具有较好的

特异性，可特异性地扩增 DBN9004 成分。

图 3 LAMP 反应体系特异性分析

Fig.3 Specificity analysis of LAMP detection system

2.3  以质粒为模板的LAMP反应体系灵敏度分
析结果

为了评估反应体系的灵敏程度，该研究开展了相

关实验。首先，把浓度为 100 ng·μL-1 的重组质粒当作

原液，采用 1×TE Buffer 对其做 10 倍梯度稀释，得到

质量浓度分别是 1 ng·μL-1、100 pg·μL-1、10 pg·μL-1、

1 pg·μL-1、100 fg·μL-1、10 fg·μL-1、1 fg·μL-1 的质粒样本，

同时以超纯水作为阴性对照（见图 4）。之后，对这些不

同浓度的质粒样本以及阴性对照实施环介导等温扩增。

从实验结果来看，质量浓度为 1 ng·μL-1 、100 pg·μL-1、

10 pg·μL-1、1 pg·μL-1、100 fg·μL-1、10 fg·μL-1、1 fg·μL-1

的质粒都能出现明显的 S 形荧光扩增曲线。各浓度

对应的 Ct 值平均数分别为 5.28、6.83、8.81、10.16、
11.93、15.12。但对于质量浓度为 1 fg·μL-1 的质粒，

没有检测出形成明显的 S 曲线的信号，表明该引物

不能检出质量浓度为 1 fg·μL-1 的质粒。

标准曲线的R²为 0.980 9，具有高度线性（见图 5）。
此结果证明了该体系在检出限范围内具备可靠的定量

能力以及高灵敏度。

根据上述结果能够判定，该分析体系的检测下

限为 10 fg·μL-1。需要指出的是，这一结果高于赵新

等 [33] 利用 qPCR 技术得出的检测下限（25 pg·μL-1，大

约 20 拷贝）。需要注意的是，赵新等的研究用的是基

因组 DNA，而该研究用的是质粒。所以，若要进行更

有成效的对比，还需要用基因组DNA进一步开展实验。
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图 4 以质粒为模板的 LAMP 反应体系灵敏度分析

Fig.4 Sensitivity analysis of LAMP detection system for plasmid

图 5 LAMP 反应体系标准曲线

Fig.5 Standard curve of LAMP detection system

2.4  以基因组为模板的LAMP反应体系灵敏度
分析结果

为了评估反应体系的对于大豆基因组的灵敏程度，

该研究开展了相关实验。首先，以 100 ng·μL-1 的核

酸为原液，使用 1×TE Buffer 对其进行 10 倍梯度稀释，

获 得 10 ng·μL-1、1 ng·μL-1、100 pg·μL-1、10 pg·μL-1、

1 pg·μL-1、100 fg·μL-1、10 fg·μL-1，共计 6 个梯度，

同时以超纯水作为阴性对照（见图 6）。之后，对这些不

同浓度的质粒样本以及阴性对照实施环介导等温扩增。

图 6 以基因组 DNA 为模板的 LAMP 实际样品反应体系

灵敏度分析

Fig.6 Sensitivity analysis of LAMP detection system for 

genomic DNA

从实验结果来看，质量浓度为 10、1 ng·μL-1 的基

因组核酸能出现明显的 S 形荧光扩增曲线。各浓度对

应的 Ct 值平均数分别为 15.40 以及 17.32。表明该引

物不能检出质量浓度低于 1 ng·μL-1 的基因组 DNA。

该体系对基因组 DNA 的检测下限为 1 ng·μL -1，

低于赵新等   [33]   利用 qPCR 技术得出的检测下限

（25 pg·μL -1，大约 20 拷贝），但对于高浓度的样品，

本方法能在 30 min 以内得出结果，相比于赵新等的

qPCR 法具备更短的时效性，更适合于现场快速检测。

2.5  以混合阳性样品为模板的LAMP反应体系
灵敏度分析结果

为了评估反应体系对混合阳性样品的灵敏程

度， 取 0.1%、0.5%、1%、5%、10% 以 及 50% 的

DBN9004 阳性模拟样品，除 0.1% 外都能出现明显的

S 形荧光扩增曲线（见图 7）。各浓度对应的 Ct 值平均

数分别为 15.63、14.35、13.45、12.86、11.20。
根据上述结果能够判定，该分析体系对混合阳性

样品的检测下限为 0.5%，和赵新等 [33] 利用 qPCR 技

术得出的检测下限 0.05% 有一定差距，但对于浓度为

0.5% 以上的样品，本方法能在 30 min 以内得出结果，

相比于赵新等的 qPCR 法具备更短的时效性，更适合

于现场快速检测。

图 7 LAMP 实际样品反应体系灵敏度分析

Fig.7 Sensitivity analysis of LAMP detection system for 

positive mixed samples

2.6  LAMP反应体系重复性分析

取体积分数 50%、10%、1% 的阳性模拟样品，以

重组质粒（100 fg·μL-1）作为阳性对照，以超纯水作为

阴性对照。参照 1.4.3 所述的体系，进行重复性测试。

其中，阳性模拟样品以及阴性对照设置 20 个重复样本。

结果见表 2 以及表 3。经计算可知，高体积分数（50%）

的 Ct 值变异系数为 0.23%，中体积分数（5%）的 Ct
值变异系数为 2.25%，低体积分数（0.5%）的 Ct 值变

异系数为 1.73%，表明建立的反应体系重复性良好。
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表 2  阳性模拟样品重复性分析结果

Table 2 Repeatability analysis of positive simulated samples

样品
编号

Ct 值（50%） Ct 值（5%） Ct 值（0.5%）

1 11.07 11.05 13.42 13.30 15.61 15.13 

2 11.09 11.08 13.08 13.10 15.81 15.85 

3 11.02 11.06 13.71 13.95 15.24 15.26 

4 11.08 11.10 13.47 13.02 15.74 15.18 

5 11.01 11.08 13.67 13.32 15.72 15.24 

6 11.08 11.10 13.44 13.20 15.61 15.21 

7 11.10 11.04 13.54 13.02 15.39 15.48 

8 11.08 11.03 13.38 13.84 15.20 15.85 

9 11.04 11.07 13.31 13.91 15.05 15.58 

10 11.06 11.09 13.51 13.99 15.21 15.73 

11 11.07 11.05 13.42 13.30 15.61 15.13 

12 11.09 11.08 13.08 13.10 15.81 15.85 

13 11.02 11.06 13.71 13.95 15.24 15.26 

14 11.08 11.10 13.47 13.02 15.74 15.18 

15 11.01 11.08 13.67 13.32 15.72 15.24 

16 11.08 11.10 13.44 13.20 15.61 15.21 

17 11.10 11.04 13.54 13.02 15.39 15.48 

18 11.08 11.03 13.38 13.84 15.20 15.85 

19 11.04 11.07 13.31 13.91 15.05 15.58 

20 11.06 11.09 13.51 13.99 15.21 15.73 

表 3  对照组样品重复性分析结果

Table 3 Repeatability analysis of control samples

样品编号 Ct 值（阳性） Ct 值（阴性）

1 11.87 11.75 - -

2 11.83 11.90 - -

3 11.48 11.22 - -

4 11.68 11.19 - -

5 11.23 11.83 - -

6 11.30 11.47 - -

7 11.85 11.28 - -

8 11.72 11.46 - -

9 11.81 11.53 - -

10 11.77 11.26 - -

11 11.47 11.72 - -

12 11.43 11.41 - -

13 11.22 11.45 - -

14 11.51 11.41 - -

15 11.72 11.59 - -

16 11.78 11.53 - -

17 11.81 11.23 - -

18 11.27 11.71 - -

19 11.59 11.74 - -

20 11.22 11.85 - -

3  结论

在转基因大豆检测领域，准确高效的技术十分关

键。该研究针对转基因大豆品系 DBN9004，基于其 3′
端边界序列设计 LAMP 扩增引物组，成功构建了快速

检测体系。

该检测体系具备显著优势：扩增过程耗时约

45 min，结果可在扩增完成后约 30 min 内完成判

读，显著缩短了总检测时间，适用于现场快速检测；

体系表现出良好的非特异性稳定性，有效避免了假阳

性结果，确保了检测的可靠性；其特异性强，引物组

可特异性识别 DBN9004 特异性序列，可准确区分目

标品系 DBN9004 与多种非目标转基因材料，包括大

豆品系 GTS40-3-2、中黄 6106（ZH10-6），玉米品系

MON810、双抗 12-5、DBN9036 等；灵敏度高，对含

DBN9004 序列的重组质粒检测下限为 10 fg·μL-1，对

DBN9004 基因组 DNA 的检测下限为 1 ng·μL-1，对含

DBN9004 的混合阳性样品的检测下限为 0.5%。重复

性良好，高（50%）、中（5%）、低（0.5%）浓度的阳

性混合样品的变异系数分别为 0.23%、2.25% 和 1.73%。

实验结果表明，此体系集耗时短、特异性好、灵

敏度、重复性好等较高诸多优点于一身。在转基因产

品现场检测中，传统方法难以满足快速检测需求，而

本体系有望为 DBN9004 品系的现场核酸检测提供高

效方案，推动相关检测技术发展，助力转基因产品监

管与质量把控。
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