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4.2. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ 
И МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Методы идентификации и количественного 
определения новых линий ГМО 2-го поколения 

в пищевых продуктах

Методические указания 
МУК 4.23309— 15

1. Область применения
1.1. Настоящие методические указания (далее -  МУК) определяют 

методы идентификации и количественного определения генно-инженер­
но-модифицированных организмов (далее -  ГМО) растительного проис­
хождения в пищевых продуктах и носят рекомендательный характер.

1.2. В настоящих МУК представлены методы, направленные на 
идентификацию и количественное определение рекомбинантной ДНК, 
характерной для уникальных трансформационных событий, для осуще­
ствления окончательной идентификации новых линий ГМО раститель­
ного происхождения.

1.3. Настоящие МУК предназначены для использования лаборато­
риями Федеральной службы но надзору в сфере защиты прав потребите­
лей и благополучия человека, а также другими испытательными лабора­
ториями, аккредитованными в установленном порядке на проведение 
исследований продовольственного сырья и пищевых продуктов.

II. Методы количественного определения линий ГМ сои
2.1. Метод количественного определения сои линии FG72.
Метод основан на ПЦР в реальном времени с определением гена, 

кодирующего синтез лектина (lectinl), присущего для всех линий сои, и
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области ДНК, специфичной для трансформационного события FG72 на 
границе генома сои и элемента генетической конструкции.

Для построения калибровочной прямой используются стандартные 
образцы состава ГМ сои FG72 (кат, номер AOCS 0610-АЗ) -  99,9 % и ее 
традиционный аналог (кат. номер AOCS 0707-А6).

Праймеры для идентификации рекомбинантной ДНК сои FG72: 
МАЕ071 55- AGA ТТТ GAT CGG GOT GCA GG-3’
SHA097 5’- GCA CGT ATT GAT GAC CGC ATT A-3’
TM325 FAM-5’- AAT GTG GTT CAT CCG TCT Т-З’-MGBNFQ 
Праймеры для идентификации ДНК сои (leciinl):
КУМ164 5>- CTTTCTCGCACCAATTGACA-3’
КУМ 165 5?- ТСА ААС ТСА АСА GCG ACG АС-3’
ТМ021 VIC -5’- CCA САА АСА CAT GCA GGT TAT CTT GG-3’- 

TAMRA
Реакционная смесь для определения рекомбинантной ДНК сои FG72

п/п Реактивы Объем, мкл
1 Образец ДНК 5,00
2 ПраймерМАЕО?! (5 пкмоль/мкл) 2,50
3 ПраймерБНА097 (5 пкмоль/мкл) 2,50
4 Зонд ТМ325 (5 пкмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 мММ§С12 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Деионизированная вода 8,75

Итого: 25,00

Реакционная смесь для определения ДНК сои (lectin 1)
№
п/п Реактивы Объем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 ПраймерКУМ164 (5 пкмоль/мкл) 2,50
3 ПраймерКУМ165 (5 пкмоль/мкл) 2,50
4 ЗондТМ021 (5 пкмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 MMMgCl2 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Деионизированная вода 8,75

Итого: 25,00
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Условия амплж шкации

Стадия Температура Время Детекция Циклы
Предварительная
денатурация 95 °С 10 мин нет 1

Амплификация 95 °С 15 с нет
40

60 °С 1 мин да (Green, Yellow)

2.2. Метод количественного определения сои линии SYHT0H2, 
Метод основан на ПЦР в реальном времени с определением гена, 

кодирующего синтез лектина (lectinI), присущего для всех линий сои, 
и области ДНК, специфичной для трансформационного события 
SYHT0H2 на границе генома сои и элемента генетической конструкции.

Для построения калибровочной прямой используются стандартные 
образцы состава ГМ сои SYHT0H2 (кат. номер AOCS 0411-D) -  99,9 % и 
ее традиционный аналог (кат. номер AOCS 0411-В).

Праймеры для идентификации рекомбинантной ДНК сои 
SYHTGH2:

FE08316 forward primer 5’-GGGAATTGGGTACCATGCC-3 •
FE08317 reverse primer5’-TGTGTGCCATTGGTTTAGGGT-35 
FE08318 probeFAM“5’~CCAGCATGGCCGTATCCGCAA-3’-BHQ

Праймеры для идентификации ДНК сои (lectinl):
Lecfor2 5 ?-СС AGCTTCGCCGCTTCCTTC-3 ’
GM03-126Rev 5 ’-GAAGGC AAGCCC ATCTGC AAGCC -3’
Lee probe FANLS’̂ ZTrCACCTTCTATGCCCCTGACAC-S ’-TAMRA

Реакционная смесь для определения рекомбинантной ДНК сои 
SYHT0H2

п/п Реактивы Объем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 ПраймерРЕ08316 forwardprime (5 пкмоль/мкл) 2,50
3 Праймер FE08317 reverse primer(5 пкмоль/мкл) 2,50
4 FE08318 probe(5 пкмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 MMMgCl2 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Деионизированная вода 8,75

Итого: 25,00
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Реакционная смесь для определения ДНК сои {lectinl)
Nz
n/n Реактивы О&ьем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 ПраймерЬесГог2(5 пкмоль/мкл) 2,50
3 ПраймерСМОЗ-126 Rev (5 пкмоль/мкл) 2,50
4 Lee probe(5 пкмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 MMMgCl2 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимсраза (5 единиш'мкл) 0,25
8 Деионизированная вода 8,75

Итого: 25,00

Условия амплификации
Стадия Температура Время Детекция Циклы

Предварительная
денатурация 95 °С 10 мин нет 1

Амплификация 95 °С 15 с нет 45
60 DC 60 с да (Green)

Ш, Методы количественного определения 
линий ГМ кукурузы

3.1. Метод количественного определения кукурузы линии MON89034. 
Метод основан на ПЦР в реальном времени с определением гена 

kmgA, присущего для всех линий кукурузы, и области ДНК, специфич­
ной для трансформационного события MON89034 на границе генома 
кукурузы и элемента генетической конструкции.

Для построения калибровочной прямой используются стандартные 
образцы состава ГМ кукурузы MON89034 (кат. номер AOCS 0906-Е) -  
99,4 % и ее традиционный аналог (кат. номер AOCS 0906-А).

Праймеры для идентификации рекомбинантной ДНК кукурузы 
MON89034:

MON 89034 primer 1 S^ITCTCCATATTGACCATCATACTCATT^ ’ 
MON 89034 primer 2 5’-CGGTATCX4TAATACCGTGGTTTTTAAA-3s 
MON 89034 (Probe) FAM~55~ATCCCCGGAAATTATGTT3 ’-MGBNFQ

Праймеры для идентификации ДНК кукурузы (hmgA):
hmg primer 1 5’-TTG GAC TAG AAA TCT CGT GCT GA-3’
hmg primer 2 5’-GCT АСА TAG GGA GCC TTG ТСС T-3*
hmg (Probe) FAM-5 ’-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-3 ’-TAMRA
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Реакционная смесь для определения рекомбинантной ДНК кукуру­
зы MON89034

Ж
п/п Реактивы Объем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 ПраймерМОК 89034 primer 1 (5 пкмоль/мкл) 2,50
3 Праймер2МОЫ 89034 primer 2 (5 пкмоль/мкл) 2,50
4 ЗондМОМ 89034 (Probe) (5 пкмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 MMMgCl2 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Вода деионизированная 8,75

Итого: 25,00

Реакционная смесь для определения ДНК кукурузы
Ж
п/п Реактивы Объем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 llpanMephmgprimer 1 (5 пкмоль/мкл) 2,50
3 npaftMephmgprimer 2 (5 пкмоль/мкл) 2,50
4 Зонд hmg (Probe) (5 пкмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 MMMgCf2 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Вода деионизированная 8,75

Итого: 25,00

Условия амплификации
Стадия Температура Время Детекция Циклы

Предварительная
денатурация 95 °С 10 мин нет 1

Амплификация 95 °С 15 с нет 45
60 °С 60 с да (Green)

3.2. Метод количественного определения кукурузы линии 5307.
Метод основан на ПЦР в реальном времени с определением гена, 

кодирующего синтез алкогольдегидрогеназы 1 (adhl / ) ,  присущей для 
всех линий кукурузы, и области ДНК, специфичной для трансформаци­
онного события 5307 на границе генома кукурузы и элемента генетиче­
ской конструкции.
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Для построения калибровочной прямой используются стандартные 
образцы состава ГМ кукурузы 5307 (кат. номер AOCS 0411-D) -  99,88 % 
и ее традиционный аналог (кат. номер AOCS 0411-С).

Праймеры для идентификации рекомбинантной ДНК кукурузы 5307: 
5307В’ forward primer5’-CAT GGC CGT АТС CGC AAT GTG-3’ 
5307B’ reverse primer5’-TGC ACC CTT TGC CAG TGG-3’
5307B’-s2 probe FAM-5’-ACC АСА АТА TAC CCT CTT CCC TGG 

GCC AG-3’-TAMRA

Праймеры дня идентификации ДНК кукурузы (adhl 1):
Zm adhl primer F5’-CGT CGT TTC CCA TCT CTT CCT CC-3’
Zm adhl primer R5’-CCA CTC CGA GAC CCT CAG TC-3’
Zm adhl probe VIC-5 ’-AATCAGGGCTCATTTTCTCGCTCCTCA- 

3’-TAMRA

Реакционная смесь для определения рекомбинантной ДНК кукуру­
зы 5307

JVs
п/п Реактивы Объем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 Праймер530713’ forward primer(5 пмоль/мкл) 2,50
3 Праймер530713’ reverse primer (5 пмоль/мкл) 2,50
4 Зонд530713’-82 probe (5пмоль/мкл) 1,00
$ Буфер для ПЦР с25 MMMgCI2 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Вода деонизированная 8,75

Итого: 25,00

Реакционная смесь для определения ДНК кукурузы
Ко
п/п Реактивы Объем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 npaHMepZmadhl primer (5 пмоль/мкл) 2,50
3 IlpaMMepZmadhl primer (5 пмоль/мкл) 2,50
4 Зонд Zmadhl probe (5пмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 MMMgCl2 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Вода деонизированная 8,75

Итого: 25,00
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Условия амплификации
Стадия Температура Время Детекция Циклы

Предварительная
денатурация 95 °С 10 мин нет 1

Амплификация 95 °С 15 с нет 40
60 °С 60 с да (Green, Yellow)

3.3. Метод количественного определения кукурузы линии ТС 1507.
Метод основан на ПЦР в реальном времени с определением гена 

hmgA, присущего для всех линий кукурузы, и области ДНК, специфич­
ной для трансформационного события ТС 1507 на границе генома куку­
рузы и элемента генетической конструкции.

Для построения калибровочной прямой используются стандартные 
образцы состава ГМ кукурузы ТС 1507 ERM-BF418a (< 0,1 % (m/m); 
ERM-BF418b (1,0% (т/т); ERM-BF418c (9,9%  (m/m); ERM-BF418d 
(98,6 % (m/m).

Праймеры для идентификации рекомбинантной ДНК кукурузы ТС 
1507:

1) MaiY-F15 '-TAGT СТТ CGGCCAG ААТ GG-3 ’
2) MaiY -R35 ’ -CTTTGCC AAG АТС AAGCG-3 ’
3) MaiY-SIFAM- 5’-TAACTCAAGGCCCTCACT CCG-3’-TAMRA

Праймеры для идентификации ДНК кукурузы (hmgA):
4) MaiJ“F25’“TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA-3 ’
5) mhmg-rev5>-GCT АСА TAG GGA GCC TTG ТСС T-3*
6) Mhmg-probeFAM- 5 ?-~CAATCCACACAAACGCACGCGTA-3 ’-TAMRA

Реакционная смесь для определения рекомбинантной ДНК кукуру­
зы ТС 1507

№
П/П Реактивы Объем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 ПраймерМа1У-Р1 (5 пмоль/мкл) 2,50
3 HpaHMepMaiY-R3 (5 пмоль/мкл) 2,50
4 Зонд MaiY-S1 (5 пмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 MMMgC32 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-лолимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Вода деонизировакная 8,75

Итого: 25,00
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Реакционная смесь для определения ДНК кукурузы
№
п/п Реактивы Объем, мкл

1 Образец ДНК 5,00
2 ПраймерМ aiJ-F2 (5 пмоль/мкл) 2,50
3 IIpaM M epm hm g-rev (5 пмоль/мкл) 2,50
4 Зонд Mhmg-probe (5пмоль/мкл) 1,00
5 Буфер для ПЦР с25 MMMgCl2 (10Х) 2,50
6 Смесь нуклеотидов (2 мМ) 2,50
7 Taq-полимераза (5 единиц/мкл) 0,25
8 Вода деонизированная 8 ,7 5

Итого: 25,00

Условия амплификации
Стадия Температура Время Детекция Циклы

Предварительная
денатурация 95 °С 10 мин нет 1

Амплификация 95 °С 15с нет 45
60 °С 60 с да (Green)

IV. Метод приготовления растворов стандартных образцов 
для построения калибровочной прямой

4.1. Образец приготовления стандартов для построения калибро­
вочной прямой на примере кукурузы MON89034.

4.1.1. Для построения калибровочной прямой необходимо пригото­
вить образцы с 5,0; 1,0 и 0,1 %-м содержанием ГМ кукурузы MON89034. 
Для этого следует использовать стандартные образцы состава ГМ куку­
рузы MON89034 (кат. номер AOCS 0906-Е), содержание ГМ кукурузы 
99,4 %, и ее традиционного аналога (кат. номер AOCS 0906-А).

4.1.2. Приготовление 5 %-го образца: смешать 5,03 г муки ГМ куку­
рузы и 94,97 г муки ее традиционного аналога. Приготовление 1 %-го об­
разца: смешать 2,0 г 5 %-й смеси ГМ кукурузы MON89034 и 8,0 г муки ее 
традиционного аналога. Приготовление 0,1 %-го образца: смешать 1,0 г 
1,0 %-й ГМ кукурузы MON89034 и 9,0 г муки ее традиционного аналога.

4.1.3. Из полученных смесей выделить ДНК (выделение ДНК -  гла­
ва IV МУК 4.2.2304— 07), полученные растворы ДНК будут содержать 
ГМ ДНК в количестве 5,0; 1,0 и 0,1 % соответственно.

4.2. Расчет количества рекомбинантной ДНК на основании калиб­
ровочной прямой.

4.2.1. Образец расчета количества рекомбинантной ДНК на приме­
ре ГМ сои FG72.
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Определить пороговый цикл для каждой ПЦР (Ct) по кривой ам­
плификации. Рассчитать разность между Ct, специфичным для транс­
формационного события FG72 (линии сои FG72), и С/, специфичным 
для гена 1ес. Относительное количество рекомбинантной ДНК в пробе 
определяется по формуле:

w - T (ЛСгеат - AOref> х cref, где
AC/sam -  разность между значениями Ct для трансформационного 

события FG72 шш SYHT0H2 и гена 1ес в исследуемом образце;
AC/ref -  разность между значениями Ct для трансформационного 

события FG72 или SYHT0H2 и гена 1ес в стандартном образце;
c re f-  концентрация стандартного образца.
Предел детекции метода составляет 0,01 %,

Количество циклов
Рис. 1. Кривая зависимости величины сигнала флуоресценции (Rn) 

от количества циклов ПЦР для гена 1ес

О г  4 6 В 10 12 14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34 36 38 40 42 44 46 46 50

Количество циклов
Рис. 2. Зависимость величины сигнала флуоресценции (Rn) 

от количества циклов ПЦР для рекомбинантной ДНК

1 2
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4.2.2. Образец расчета количества рекомбинантной ДНК на приме­
ре ГМ кукурузы MON89034.

Определить пороговый цикл для каждой ПЦР (СУ) по кривой ам­
плификации. Рассчитать разность между СУ, специфичным для транс­
формационного события MON89034 (линии кукурузы MON89034), и СУ, 
специфичным для гена hmgA. Относительное количество рекомбинант­
ной Д НК в пробе определяется по формуле, представленной в п. 4.2.1.

Предел детекции метода составляет 0,01 %.

Количество циклов
Рис. 3 . Зависимость величины сигнала флуоресценции (Rn) 

от количества циклов ПЦР для гена hmgA

Количество циклов
Рис. 4. Зависимость величины сигнала флуоресценции (Rn) 

от количества циклов ПЦР для рекомбинантной ДНК
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V* Правила оформления протокола исследований
Протокол исследований должен содержать следующие пункты.
Название организации, проводившей анализ, адрес, контактный те­

лефон.
Аттестат аккредитации, № __.
Наименование исследуемого образца.
Название организации заявителя.
Нормативная документация, в соответствии с которой проводилась 

оценка результатов (ТР ТС), ссылка на раздел нормативной документа­
ции, в соответствии с которым проводилось измерение.

Сведения об используемых средствах измерения и испытательном 
оборудовании.

Фактические и нормативные значения измеряемых показателей.
Протокол должен быть заверен печатью организации, проводившей 

анализ.

Пример.

т
п/п

Наименование 
определяемо­
го вещества

Фактическое зна­
чение, погрешность 

(ед, измерения)

Нормативное зна­
чение показателя 
(ед. измерения)

Методы
определе­

ния**
Приме­
чание

1

Рекомбинант­
ная ДНК, спе­
цифичная для 
сои линии 
40-3-2

Не обнаружено
(предел детекции 

метода 0,01 %) 
или

Обнаружено (10 %)

Геномная доля, 
% *

МУК
4.2.2304— 07

* Нормативное значение отсутствует. Порог маркировки/технологически не­
устранимая примесь: 0,9 %;
** Указывается номер раздела МУК, в соответствии с которым проводилось 
измерение

Выводы.
«В исследованном образце продукции не вы явлено  присутствие 

рекомбинантной ДНК сои линии 40-3-2»,
или
«В исследованном образце продукции вы явлено присутствие ре­

комбинантной ДНК сои линии 40-3-2 в количестве 10 % в расчете на 
общую ДНК сои в образце».

Соя линии 40-3-2 разрешена для использования в пищевой про­
мышленности и для реализации населению на территории Евразийского 
экономического союза.
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Испытания (исследования) провели: должность и Ф.И.О. оператора, 
подписи.

Также необходимо указать, что результаты испытаний (исследова­
ний), представленные в данном Протоколе, относятся только к пред­
ставленной пробе (образцу).
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