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转基因生物检测方法研究进展

李夏莹，张秀杰，宋贵文

（农业部科技发展中心，北京   100176）

摘  要：随着转基因技术在农业领域的迅速应用与发展，转基因产品的种类与数量逐渐增加，转基因产

品的安全性也越来越被社会公众广泛关注，转基因检测技术体系也迫切需要持续的创新与发展。简要介绍

了转基因作物尤其是非授权转基因作物的成分分析检测思路及方法，目前转基因检测主要是基于外源蛋白

和核酸成分的检测技术及方法，如酶联免疫吸附技术、PCR 技术、等温扩增技术等，另外还有一些检测新技

术如指纹识别，微阵列、高通量测序等，希望对我国转基因生物安全管理工作有所启发。 
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Research progress detection methods of genetically 
modified organisms（GMOs）

LI Xia-ying，ZHANG Xiu-jie，SONG Gui-wen

（Development Center of Science and Technology，Ministry of Agriculture，Beijing 100176，China）

Abstract：With the rapid application and development of transgenic technology in agriculture，the categories 

and quantities of transgenic products progressively increased，the safety of genetically modified organisms （GMOs） 

has attracted more and more extensive concern of the public. Accordingly，it is very urgently needed constant 

innovation and development for the transgenic detection technique systems. The article briefly reviewed the common 

detection technology and method of GMO，especially the un-authorized GMO both in China and abroad，the existing 

primary detection technology and method of GMO mainly based on detection of exogenous protein and nucleic acid，

such as ELISA，PCR，isothermal amplification technology and so on，there were also a number of new technologies 

such as fingerprint identification，microarray，high-throughput sequencing. The paper may have some inspiration to 

the safety management of genetically modified organisms in our country.
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从 1996 年至今，转基因生物（GMO）已经

商业化 20 年，在此期间全球转基因作物累计种

植面积达到 20 亿 hm2，相当于中国国土面积的

2 倍，农民累计获益超 1 500 亿美元［1］。商业化

种植的转基因作物主要有大豆、玉米、棉花和

油菜 4 种［2］。随着科技的发展，转基因生物的

田间试验和商业化速度不断加快，转基因涉及

的物种、国家、遗传元件的种类、国际贸易也日

益增加，这就大大增加了 GMO 准确检测的复杂

性，故对转基因检测技术的研究和跟踪显得尤

为重要［3-4］。

目前转基因成分的检测方法主要有以下四

大类：一是基于核酸的检测方法，包括基因芯

片和 PCR，根据原理不同 PCR 方法又分为普

通 PCR、多重 PCR、巢式 PCR、竞争 PCR、实

时荧光 PCR、数字 PCR，以及包含交叉引物扩
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增、LAMP、滚环扩增、依赖核酸扩增的恒温扩

增的方法［5］。二是基于蛋白的检测方法，包括

蛋白质印迹法（Western blot）、酶联免疫吸附法

（ELISA）、免疫层析法，但这些方法都依赖于

目标蛋白抗体的获得，故存在一定难度。三是基

于代谢物的检测方法，包括直接分析检测物成

分的高效液相色谱法，以及双向电泳法。四是其

他的检测方法，包括蛋白和核酸试纸条等快速

检测的方法。虽然方法很多，但是目前检测中最

常用的还是普通 PCR 和实时荧光 PCR 的方法。

GMO 的检测方法，包含非授权 GMO 的检

测方法，许多国家，包括欧盟，在法律上区分

授权的（合法）和非授权的（非法）GMOs。目

前已有的检测方法和筛选元件并不能涵盖非授

权的 GMOs，从而会出现漏检的情况。针对这个

问题，一些国际组织也作了一些积极的尝试，

如 OECD Biotrack 主动分享数据库里转基因事

件的相关信息，但信息的不全面仍然给 GMOs

的检测和鉴定带来了挑战，特别是非授权的

GMOs［6］。本文主要阐述转基因作物的检测方

法，为 GMO 的检测提供参考。

1 GMO 基因型和表型的检测

目前大多数的 GMO 都是插入了一个外源

的基因［7］，如果转入的基因都是来源于受体物

种本身，或者是能够发生基因互换的物种，称为

基因顺化。如果插入基因内部的元素发生了重

排［8］，插入的部分或全部的 DNA 来源于其他物

种，或者受体生物不能自发基因重排，GMO 被

分类为转基因［9-10］。所有 GM 植物的基因修饰，

都是由 DNA 序列信息的改变来定义的［11］。基

因修饰也会发生在转录水平，但转录水平的调

控很容易受到外界环境的影响，如年龄、成长

阶段、器官、组织、细胞类型、时间（昼夜、季

节）的影响。故通过转录分析来检测 GMO 并不

是普遍适用的［12］，而直接对目的 DNA 序列的

分析才可以有效区分假阳性和假阴性。外源基

因翻译产生的蛋白质也被认为是 GMO 的目标标

签，但由于密码子存在简并性不同的转录本会

翻译成相同的蛋白，且其稳定性不好，故不太适

合于转基因检测。此外，也可以根据生物的表型

辨别 GMO，比如某种生物获得转基因特性之后

可以耐受除草剂。但表型识别的应用范围受到

限制，以耐除草剂植物为例，植物在自然环境中

生长，对除草剂产生抗性必须要区分好转基因

的表型和自然突变。

2 GMO 分析的现代方法

2.1 模块化的定义

在欧洲和其他很多国家，转基因的分析有

一个完整的程序（图 1）。

样品准备 数据分析 结果讨论DNA 提取
与纯化

参考基因
real-time PCR 

目的基因
real-time PCR 

实验室分析程序

实验室分析方法

图 1 GMO 分析程序

分析方法是分析程序的核心，被认为是有一

系列的步骤。Holst-Jensen ［13］ 和 Trapmann 等 ［12］

指出：在欧盟的转基因检测体系中，DNA 是唯一

具有法律效应的被分析物。GMO 检测的程序包

括样品准备、DNA 提取和纯化、PCR 扩增、数据

分析［15］。目前通用的是根“模块方法”，对于

任何一个目标序列均包括：样品准备、DNA 提

取、PCR。因此，一个模块可以被定义为一个独

立的操作，输入材料后，生成一个改变了的输出
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材料或数据。例如：（1）在样品准备模块：输入

的是谷物，输出的是粉末；（2）在 DNA 提取和

纯化模块，输入的是粉末，输出的是溶于水的纯

化 DNA；（3）在 real-time PCR 模块，输入的是

纯化的 DNA，输出的是荧光度和目的基因的拷

贝数；（4）数据分析模块，则将有效的数据加工

成为最终的测量结果。

2.2 GMO 检测的模块

模块方法的优点在于增加了灵活性，是一

种 Ad Hoc 设计合理的和成本有效的验证和测试

策略。模块方法目前主要集中于用 PCR 的方法

分析 DNA，当然从理论上来讲该方法还可以应

用于别的目标不仅仅限于 DNA。本文主要考察

PCR 模块，因为该模块是公认的应用于转基因

分析的模块。

每一个分析模块最显著的特性是其特异

性，对于 PCR 模块在 GMO 检测中有 4 个水平

可区分其特异性（图 2）。

植物基因组         启动子        外源目的基因        终止子        植物基因组

筛选 PCR

转化事件特异性 PCR

基因特异性 PCR

构建特异性 PCR

特
异
性

低

高

图 2 转化过程中 4 个层次明确 DNA 序列特异性的方法

3 检测非授权 GMOs 的方法

3.1 直接检测注册非授权 GMO
最简单的情况是个别样品存在特定的未经

授权转基因，如 2006 年拜耳作物公司由美国向

欧洲出口的大米中存在未经授权 LL601 事件，

之后该公司紧急宣布此事件为无意释放［14］。欧

盟和挪威的官方实验室使用构建特异性的检测

方法分析了此次事件中的所有大米，并很快确

定了目标，详见 EURL-GMFF［16］。2010 年，一

份来自于美国的大米接受了挪威兽医研究所的

检测，不同于直接检测 LL601 大米，样品接受了

更为广泛的筛选分析。分析结果显示：可能存在

其他非授权的大米，即 Bt63。但 Bt63 转基因水

稻是迄今为止只追溯到中国水稻，并且从未在

亚洲以外的地方发现该水稻的起源。进一步的

分析发现：该样品中包含 Bt63 （RASFF reference 

no. 2010.0853），之后对该事件做出了澄清：来

自 USA 的大米在来到欧洲之后混合了来自中国

的大米。所以，样品中 Bt63 的真正来源是亚洲，

而不是 USA。如果仅仅分析材料来源，Bt63 大

米将永远不会被检测到。对于非授权 GMOs 的

检测和分析，要综合考虑各种因素，才可能得到

准确的判断。

3.2 基于筛选由单个或少量转基因成分的产品

测试

以 PCR 方法为基础的筛选方法能否覆盖所

有的授权 GMOs 是需要考虑的问题。依据最近

的情况，很有必要筛选更为广泛的 PCR 检测方

法进行 GMO 筛选。如果法律规定只有官方认定

的成分应该被考虑，那么非认定的成分存在于

样品中也将被认定为无关的，但这并不意味着

它们不会干扰分析和混淆结果［17］。

检测极限（LOD）是一个关键的参数。

LODabs 通常是目标基因的 5～10 个拷贝。对于

每一次试验，接近于 LOD 的浓度通常具有假阴

性的风险。这是在分析结果时必须要考虑进去

的。如果两个筛查的目标都存在 GMOs，只是插

入的拷贝数不同，那么相应的 LOD 也会不同。

完善的方法是不仅可以确定 GMO 是否存在，还

可以确定检测目标的浓度。浓度可以由标准曲

线外推，但这样的推算有一定的误差。基于公开
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获得的数据做出一个合理的假设，绝大多数的

GMOs 插入目的基因的拷贝数的比值表现在 1∶

1 至 1∶5 的范围。

3.3 基于多重筛选方式的 GMO 检测方法

成分复杂的样品和（或）DNA 很容易降

解的样品会给检测带来很大的困难。DNA 降解

会显著降低 GMOs 的可检测度，因为在材料中

目的序列的拷贝数会减少［18］。多种组分混合会

减少特定组分的相对比例，导致目的序列在总

DNA 中的比例也会降低［19］。LODpract 对于任何

一个 GMO 来说，都是组分中 DNA 的完全数量，

可以通过 PCR 分析获得［20］， LODpract 此受到

过程和多种成分混合的影响。

检测过程中存在 3 个难点：一是在低浓度

的目的 DNA，二是样品成分复杂，三是不同品

种的 GMOs 含有相同的筛选目标。如果一个样

品中存在来自 3 个品种（物种）的 3 个筛选元

件或者 1 个样品中是不同 GMOs 杂交的品种，

这就意味着筛选的结果将很难解释［21］。故转基

因生物的筛选方法，有必要明确筛选 PCR 是否

可以检测出现有品种中所有的 GMOs［17］，或任

何 1 个品种中的 GMOs 是否包含检测元件。

4 应用于检测的可选、先进的技术

分子生物学技术的进步，增加了插入不包

含任何的遗传元件的转基因生物的数量。因此，

一个生物样品中存在着检测模块检测不出来的

GMO 是真正的风险，建立合作专家网络和研究

新的检测方法或许可以下降低风险。

4.1 指纹识别技术

Raymond 等［22］概括了可用于 GMO 检测和

定性的有效分析工具，并探讨了 DNA 指纹作为

鉴定转基因产品的一种替代方法［23］。从生物样

品中提取 DNA，可运用 PCR 技术扩增出高可变

位点（如 VNTR 系统，串联重复的小卫星 DNA

等）或者完整的基因组 DNA，然后将扩增出的

DNA 酶切成 DNA 片断，经琼脂糖凝胶电泳，按

分子量大小分离后，转移至尼龙滤膜上，然后将

已标记的小卫星 DNA 探针与膜上具有互补碱基

序列的 DNA 片段杂交，用放射自显影获得 DNA

指纹图谱。

4.2 多重 PCR 结合微阵列技术

多重 PCR 从单一反应中一次性检测到多个

目的基因，减少了反应次数。但多重 PCR 反应

的引物、探针设计难度较大。此外，多重 PCR 的

承载量还受到发射光和吸收光光谱的限制，因

为不同荧光的组合会增加荧光的背景，影响结

果的判定，且重叠信号是不能被使用的。目前为

止，最多可以实现六个荧光信号成功的标记在

同一个反应中。在多重 PCR 反应的基础上再结

合基因芯片的方法，就可以达到高通量检测的

目的［24-25］。基因芯片（gene chip），是一块带有

DNA 微阵列（micorarray）涂层的特殊玻璃片，

在数平方厘米之面积上安装数千或数万个核酸

探针，经由一次测验，即可提供大量基因序列相

关资讯。研究人员应用基因芯片就可以在同一

时间定性、定量的分析大量（成千上万个）的

基因表达的水平，具有快速、精确、低成本之生

物分析检验能力［26-27］。

4.3 第三代测序技术

2008 年，美国 Harris 等发明了一种单分子

测序技术，并成功对 M13 病毒的基因组进行了

重测序，因此也拉开了以单分子测序为标志第

三代测序帷幕。目前，引领第三代测序的主要

有通过检测标记荧光获得序列信息的 Helicos 的

HeliScope 遗传分析系统和 PacBio 的 SMRT 技

术，以及 Oxford Nanopore 公司的纳米孔测序技

术（Nanopore）等［28-30］。2011 年春季在欧洲引

起大量人死亡的大肠杆菌定性方面测序技术起

了重要作用［31］，2015 年也有文献报道：测序技

术有效识别未授权的 GMO（高表达维生素 B2

的枯草芽孢杆菌）［32］。

4.4 数字 PCR
数字 PCR（Digital PCR-dPCR）技术是一

种新的核酸检测和定量方法，与传统定量 PCR

（qPCR）技术不同，数字 PCR 采用绝对定量的

方式，不依赖于标准曲线和参照样本，直接检

测目标序列的拷贝数。该方法的原理是将核酸

模板进行稀释，分配到大量独立的反应空间中，

理论上使每个空间中只有一个 DNA，然后进行

PCR 扩增反应，扩增结束后对荧光信号进行统

计学分析，来计算目的 DNA 拷贝数。数字 PCR
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采用先扩增后定量，因此不依赖扩增曲线的循

环阈值（Ct），准确度高、重现性好，实现了绝

对定量分析。有研究表明：一次数字 PCR 反应

中可以同时准确定量分析了 8 个不同的目标基

因（包括 7 个转基因玉米转化事件和玉米内标

准基因）［33］。

4.5 生物传感器

转基因作物的杂交品种（即堆叠式转基因

生物）因其生产效率的提高和功能的改善而日

益流行，而堆叠式转基因生物的检测是一个亟

待解决的难题。近年来，有研究表明：多标记的

电化学生物传感器可以同时检测含多种转基因

成分的产品［34］。

4.6 替代 PCR 的前瞻性

考虑经济效益，无论是高密度微阵列还是

下一代测序都不适合于常规的转基因检测。然

而，在不久的将来，这些技术将变得更便宜，对

人员技能的要求也会降低，设备应用越来越广

泛。因此，替代和先进的工具逐渐将找到自己的

方式，也为转基因检测提供新的技术手段。

5 展望

随着转基因技术的发展，新的基因编辑技

术（如 Talen 和 CRISPR-cas9）和产品的出现，

使转基因的检测和监测越来越困难。目前，转基

因成分检测方法是主要以目的 DNA 为检测对象

的 PCR 技术。PCR 扩增技术有两个关键点：模

板 DNA 的质量和引物的特异性。随着转基因产

品加工技术水平和加工精度的提高，模板 DNA

在加工过程中破坏更为严重，加工过程引入的

物理、化学或生物性的 PCR 反应抑制因子，给

转基因检测带来了困难。因此，为提高转基因成

分检测的特异性及灵敏度，需大力发展复杂样

品的核酸提取和纯化技术，同时也应发展特异

性和灵敏度更高、重复性更好、检测更快速、结

果更可靠的新型核酸检测技术，如高通量测序

技术。随着转基因产品商业化加快，要求在短

时间内同时完成大量样品的各种转基因成分检

测，因此，高通量、自动化、微型化、低成本、高

灵敏度、高特异性、快速简便、准确高效的转基

因检测技术及技术组合将是未来转基因检测技

术研究与应用的发展方向。
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