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４　结论

烟叶叶片正背面都存在与叶绿素、类胡萝卜素含量显著

相关的颜色参数，通过比较发现烟叶正面的颜色参数与色素

含量的相关关系较背面高。而烟叶背面存在与主要化学成分

含量显著相关的颜色参数，而正面颜色参数与主要化学成分

含量的相关关系较小。烟叶的颜色参数与色素的含量关系密

切，颜色参数可以指示烟叶色素含量的变化，可以将色差计作

为判断鲜烟叶成熟度的辅助工具。
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ＧＬＰ体系中转基因生物检测试验的质量保证：
以转基因玉米 ＭＯＮ８６３环境评价前期试验为例

宋　君，郭灵安，雷绍荣
（四川省农业科学院质量标准与检测技术研究所，四川成都６１００６６）

　　摘要：转基因生物检测试验是转基因生物环境安全评价试验的前期小型短期试验，涉及到供试品和对照品的制
备、基因组ＤＮＡ的分离纯化以及目的核酸片段数量的放大和分离等步骤。在良好实验室规范（ＧＬＰ）体系中，转基因
生物检测试验的质量保证有其特殊性。为了加强转基因生物安全评价研究的质量保证，从转基因生物检测试验步骤、

执行ＧＬＰ的要求、试验关键阶段的检查、原始资料的审查等方面分析了转基因生物检测试验的质量保证要求和注意
事项，为我国建设转基因生物安全评价ＧＬＰ实验室提供有益探索。
　　关键词：转基因成分检测；质量保证；良好实验室规范
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　　转基因生物是科学家根据现代社会发展对农作物提出的
“高产、高抗和优质”等需求在实验室里采用“剪切和重组”甚

至“人工合成”等基因操作和化学合成等现代科学技术手段

“制造”出的新型生物，包括转基因动物、植物和微生物。目

前，转基因生物已经在全球推广种植约２０多年［１］，但是由于

潜在的安全问题［２－４］，转基因生物及产品仍然未被社会广泛

接受。为了保护生物安全和生物多样性，我国农业部组建了

３０多家转基因生物安全检测实验室（包括扩项实验室），其中
有１０多家实验室具有转基因生物环境安全评价资质。目前，
这些实验室都通过了基于ＩＳＯ／ＩＥＣ１７０２５—２００５《检测和校准
实验室能力的通用要求》的实验室资质认定和部门审查认
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可，但是转基因生物环境安全评价不纯粹是一项“产品检测”

工作，而是一项研究周期至少长达１年，涉及植物保护学、生
态学、栽培学、杂草学、昆虫学、动物分类学、分子生物学以及

数理统计学等８门学科在内的研究。转基因生物环境安全评
价是在对生物多样性影响、基因漂移和生存竞争力等田间试

验以及大量的统计学数据基础上，获得转基因生物对生态环

境影响的总体评价的研究结论，而不是单一的理化“检测数

据”。“产品检测”（通过质量控制）强调检测数据的“准确性

和重复性”，而转基因生物环境安全评价试验（通过质量保

证）强调评价数据的真实性、可靠性和重现性，在此基础上通

过客观、可靠的数据，科学得出转基因植物环境安全与非转基

因植物环境安全的差异性结论。因此，良好的实验室规范

（ｇｏｏｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｐｒａｃｔｉｃｅｓ，ＧＬＰ）比 ＩＳＯ／ＩＥＣ１７０２５：２００５质量
体系更适合转基因生物安全评价试验。

ＧＬＰ是指“有关机构运行以及非临床健康和环境安全研
究的计划、实施、监督、记录、存档和报告的运行条件的一套质

量体系”，适用于法规要求的所有非临床健康和环境安全研

究，包括医药、农药、食品和饲料添加剂、化妆品、兽药和工业

化学品的注册或申请许可证［５－８］。随着现代生物医学技术的

发展和人类环境保护意识的加强，很多产品也需要进行生态

毒理学评价［９］，如抗虫转基因作物对非靶标昆虫的毒理学评

价。目前，国内外尚无关于转基因生物环境安全评价研究的

ＧＬＰ报道，本研究尝试按照 ＧＬＰ体系中质量保证的要求，对
转基因玉米ＭＯＮ８６３环境安全评价研究的前期小型试验，转
基因玉米 ＭＯＮ８６３“身份鉴定”试验的步骤、执行 ＧＬＰ的要
求、试验关键阶段的检查和原始资料的审查等方面的质量保

证进行了分析，以期为我国转基因生物安全检测机构的 ＧＬＰ
建设奠定基础，加快我国与国际转基因生物安全评价的ＭＡＤ
（ｍｕｔｕａｌａｃｃｅｐｔａｎｃｅｏｆｄａｔａ，数据互认），缩短我国农产品出口
周期，促进我国转基因生物产业健康发展。

１　转基因玉米ＭＯＮ８６３身份鉴定试验与执行ＧＬＰ的要求

　　ＧＬＰ机构接受委托单位开展转基因玉米ＭＯＮ８６３环境安
全评价研究，ＴＦＭ（ｔｅｓｔｉｎｇｆａｃｉｌｉｔｙｍａｎａｇｅｍｅｎｔ，机构负责人）与
委托单位（ｓｐｏｎｓｏｒ）签署委托协议书。ＴＦＭ分别任命负责转
基因玉米ＭＯＮ８６３环境安全评价的ＳＤ（ｓｔｕｄｙｄｉｒｅｃｔｏｒ，专题负
责人）和 ＱＡＭ（ｑｕａｌｉｔｙａｓｓｕｒａｎｃｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔ，质量保证负责
人）。ＳＤ撰写试验计划书（试验方案），ＱＡＭ审核并保存计
划书副本，ＴＦＭ审查批准计划书。ＳＤ开始组织研究人员按
照计划书开展试验（计划书中首要小型试验）。对转基因玉

米ＭＯＮ８６３身份鉴定试验本质上是 ＧＬＰ机构对委托方提供
的供试品身份确认。身份鉴定试验主要包括供试品制备、供

试品ＤＮＡ的分离纯化、ＭＯＮ８６３转化事件核酸片段（目的片
段）的扩增、电泳分离目的片段、染色与成像６个主要步骤。

为了保证研究质量，ＧＬＰ规定 ＱＡＵ（ｑｕａｌｉｔｙａｓｓｕｒａｎｃｅ
ｕｎｉｔ，质量保证部门）应制订转基因玉米 ＭＯＮ８６３身份鉴定试
验的质量保证计划（通常基于研究的检查、设施的检查以及

过程的检查）；质量保证人员要对试验进行检查，以确定其是

否遵守ＧＬＰ原则，确定研究人员是否持有并遵守研究计划和
标准操作程序；在检查中质量保证人员要详细记录检查的内

容、发现的问题、采取的措施等并在记录上签名保存备查。此

外，由于ＭＯＮ８６３玉米身份鉴定是分子操作试验，容易污染实
验室和试验体系导致假阳性结果。因此，在该试验的检查中

还应重点检查安全卫生防护措施以避免试验中的任何污染，

包括检查研究人员的着装、实验室正负压系统、操作间的分

区等。

２　试验关键阶段的检查

试验关键阶段的研究质量直接影响整个试验的质量，因

此对关键阶段的检查非常重要。质量保证人员首先要识别试

验的关键段。ＭＯＮ８６３身份鉴定试验共分为６个阶段，每个
阶段都存在直接影响试验结果的干扰因素。在制样阶段，研

究人员按照试验方案要对供试品进行粉碎。试验室的制样设

备（干磨杯）不是一次性耗材，往往经过洗涤、烘干重复使用。

若使用的干磨杯经清洗后仍然残留肉眼看不见的样品（如干

燥的样品成分）就会污染下一次的试验样品。因此，质量保

证人员在该阶段应重点检查研究人员是否执行干磨杯清洗标

准操作程序（如笔者实验室的《干磨杯（制样仪）清洗标准操

作规范》）及记录。检查研究人员的记录里有无证明干磨杯

清洗后无原残留样品成分的证明试验及结果。笔者实验室用

上一次试验样品的内源基因引物来扩增ＭＯＮ８６３玉米 ＤＮＡ。
若能扩增出上一次样品的

!

源基因，说明研磨 ＭＯＮ８６３玉米
的干磨杯没有洗净。在ＤＮＡ提取阶段，样品间很容易交叉污
染，所以质量保证人员还要检查ＤＮＡ提取阶段是否设置了阴
性、试剂空白以及提取空白对照。此外，从核酸分离、ＰＣＲ到
凝胶电泳的每个阶段都应使用专用微量移液器，避免因使用

过程中剧烈吸、排液体产生气溶胶从而污染移液器。质量保

证人员应重点检查移液器的灭菌情况。ＰＣＲ体系的预混阶
段也是最容易污染的环节，质量保证人员应根据标准操作手

册检查ＰＣＲ体系的“阳性、阴性、空白对照以及环境对照”是
否设置；检查ＰＣＲ体系预混室负压装置运行情况；是否使用
专用移液器；根据标准操作规范，重点检查 ＰＣＲ体系配制与
ＰＣＲ体系的ＤＮＡ模板加入是否分别在不同区间或超净工作
台进行。ＰＣＲ体系配制完毕是否通过单向传递到扩增室。
电泳、染色与成像３个阶段主要应检查：（１）是否根据扩增的
预期ＭＯＮ８６３片段大小配制恰当的琼脂糖浓度；是否在考虑
了电泳槽正负两极间的距离基础上，恰当设置了电压，以便合

理控制目的片段在凝胶中的速度（除了凝胶的浓度外，分子

运动速度也是影响电泳效果的因素）；是否根据标准操作规

范配制电泳缓冲液，重点检查电泳槽中正在使用的缓冲液使

用时间是否超过规定的有效期（使用超过规定时间的缓冲液

电泳，其缓冲能力下降会影响电泳效果甚至导致电泳失败）。

（２）染色阶段重点检查正在使用的 ＥｔＢｒ溶液使用时间（次
数）是否超过标准操作规范规定的时间（ＥｔＢｒ溶液浓度下降
会影响染色效果）；检查废弃的 ＥｔＢｒ溶液是否无害化处置。
（３）最后阶段重点检查是否正确设置成像系统的曝光时间以
及废弃凝胶的无害化处理。

３　原始资料的审查

与ＩＳＯ／ＩＥＣ１７０２５等其他质量体系相比，ＧＬＰ质量体系最
大的特点就是研究质量的保证。ＧＬＰ不仅强调现场质量检
查，也重视研究过程中所有的原始资料的审查。在本试验中，
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质量保证人员应首先审查基于试验过程的原始资料，包括供

试品制备、ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、电泳分离、染色以及成像等
各环节的原始数据和记录，如样品制备记录、称量记录、ＤＮＡ
提取记录、提取 ＤＮＡ质量检测记录、ＤＮＡ质量电子影像资
料、ＰＣＲ扩增原始记录、ＰＣＲ产物影像资料。在审查这些资
料时，要注意检查记录是否客观、完整；记录有无修改（修改

是否规范）；是否有记录日期以及研究人员签名等。总之，在

ＧＬＰ体系中记录审查的唯一指导思想是记录必须能真实反映
试验的客观过程。除了基于研究过程的试验记录等原始资料

的审查外，还应审查研究中设施运行的记录，比如实验室正、

负压设施的运行记录等。

４　讨论

ＧＬＰ质量体系与 ＩＳＯ／ＩＥＣ１７０２５质量体系是目前被国际
上大多数实验室采用和通过认证的２种质量体系，但两者主
要适用范围不同。前者主要是规范安全类研究实验室的行

为，后者主要适用于检测与校准实验室。ＧＬＰ原则是在世界
近代药害事件多次发生的基础上必然产生的保障药物非临床

研究质量的管理体系。从概念上看，虽然ＧＬＰ体系主要适用
于药物和安全性研究的质量管理，但是ＧＬＰ提出了一系列保
证“研究质量”的原则，本质上适用于一切科学研究工作。

ＧＬＰ的核心是建立一套保证试验操作规范、试验数据记录真
实、研究结论科学的管理体系。

ＧＬＰ法规建立的初衷是为了杜绝人类临床用药前药物安
全性评价中的数据伪造、毒理学试验的操作不规范等实验室

不端行为。转基因生物安全包括食用安全和环境安全。转基

因生物的食用安全一直是近年国际社会关注的热点，而转基

因生物的环境安全主要是学术界争论和研究的焦点。目前，

包括我国在内的国际社会尚未将转基因生物安全评价正式纳

入ＧＬＰ质量管理体系，可能是因为截止目前人类发生的疾病
无一例是与食用转基因食品有关。以美国为首的转基因生物

及产品生产和研发大国认为转基因食品实质等同于传统食

品，所以没有像药物安全性评价那样将转基因生物安全评价

纳入ＧＬＰ体系管理。然而近年学术界关于转基因生物安全
研究的失实报道层出不穷，尤其是连国际顶级学术杂志《自

然》（Ｎａｔｕｒｅ）上发表的关于转基因生物安全的科学论文也没
能避免数据处理、试验方案设计不合理等问题，如“大斑

蝶”［１０］和“墨西哥玉米污染”［１１］事件。后来经科学家审查发

现“大斑蝶”论文作者Ｌｏｓｅｙ等的试验设计没有合理的对照和
具体的供试花粉剂量及毒素浓度［１０，１２－１３］；而“墨西哥玉米污

染”论文作者Ｑｕｉｓｔ等则因为反向ＰＣＲ引物设计不当，把从墨
西哥当地玉米品种Ｋ１、Ａ３中扩增出的产物误认为与转基因
玉米品种中的ａｄｈ１基因同源［１１，１４－１５］。上述转基因生物环境

安全评价研究［１０－１１］没有纳入 ＧＬＰ质量管理，在试验设计方
案和试验数据得不到质量保证的情况下，研究人员就将研究

结果在国际著名学术杂志《自然》（Ｎａｔｕｒｅ）上发表。文章刊
出后，作为Ｂｔ玉米主要生产商之一的Ｍｏｎｓａｎｔｏ公司股价迅速
下降了１０％；欧洲方面冻结了所有有关生产 Ｂｔ玉米的申请；
美国也对将要种植的 Ｂｔ玉米品种作了延期处理［１６］。目前，

世界上有很多政府实验室和专门研究机构在开展转基因生物

安全评价研究工作［１７－１８］。为了规范这些实验室的研究行为，

保证研究的质量，因此非常有必要将转基因生物安全评价纳

入ＧＬＰ法规管理。我国目前已经将药物、农药、化学品和化
妆品等与人类生命直接相关的安全评价研究纳入 ＧＬＰ法规
管理，转基因生物的安全评价暂时没有纳入ＧＬＰ管理。本研
究按照ＧＬＰ原则，通过转基因生物安全评价前期试验的 ＧＬＰ
实践，提出了在研究过程中的一些质量保证。这些质量保证

可能尚未完全覆盖转基因生物安全评价试验的ＧＬＰ要素，还
需在执行ＧＬＰ原则的研究实践中继续补充和完善。本研究
报道的 ＧＬＰ质量保证在转基因生物安全评价研究中的应用
是对ＧＬＰ应用新领域的初步探讨，对建设高水平管理的转基
因生物安全评价实验室有一定参考价值。
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