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　　摘要：近年来，转基因作物的种植面积以及相关国际贸易的不断增加，对于转基因生物安全管理提出了更高的要
求，而发展转基因作物现场检测和快速筛查技术对于实现转基因的有效监管十分重要。本文通过对转基因作物外源

蛋白和外源基因快速检测技术的研究进展进行综述，重点介绍了ＥＬＩＳＡ、免疫层析分析、生物传感器技术、基因组ＤＮＡ
快速提取技术以及核酸等温扩增技术等在转基因作物快速检测中的最新应用情况，并对不同技术的优缺点进行比较。

同时对于转基因快速检测技术研究的发展趋势、发展方向以及目前亟待解决的重点问题做了分析。
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　　转基因生物（ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄｏｒｇａｎｉｓｍ，ＧＭＯ）一般是
指通过基因工程技术将具有特殊功能的外源基因转入生物体

内，使其表达，从而使生物体获得它本身不具有的新特性，这

样一类获得外源基因的生物称之为转基因生物［１－４］。当前转

基因技术主要成功应用于转基因农作物领域。据统计，自

１９９６年转基因作物被允许商业化种植以来，截至２０１６年，全

球转 基 因 作 物 的 种 植 面 积 从 １７０万 ｈｍ２ 增 加 到
１．８５１亿ｈｍ２，增加了 １１０倍。２１年间（１９９６—２０１６年），全
球转基因作物累计种植面积达到空前的２１亿 ｈｍ２［５］。目前
有美国、阿根廷、加拿大等２６个国家种植了转基因作物，其中
１９个为发展中国家，７个发达国家。发展中国家的种植面积
占全球转基因作物种植面积的５４％，而发达国家的种植面积
占４６％。已经商业化大面积种植的转基因作物种类主要是
玉米、大豆、棉花和油菜。除此之外，转基因作物也扩展到了

甜菜、木瓜、茄子、马铃薯以及２０１７年刚上市的苹果等。
转基因作物的迅速普及，为农民乃至为全社会带来了巨

大的农业、经济和社会效益，但同时也引发了转基因产品对人

体健康和生态环境的广泛争论。为了满足广大消费者的知情

权和选择权以及国际贸易的需求，许多国家或地区相继出台
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了转基因生物安全管理相关法律法规。目前已有６５个国家
或地区对转基因产品实行强制标志管理制度，如日本和韩国等

国家的转基因产品标志制度要求产品中转基因成分含量超过

５％或者３％的必须实施标志，而欧盟的要求更为严格，要求
０９％以上必须标志。我国于２００１年也公布并实施了《农业转
基因生物安全管理条例》，并于同年公布了《农业转基因生物

标识管理办法》等３个配套管理办法，要求对农业转基因生物
目录的产品进行严格的标志管理制度［６］。然而，近年来转基因

产品非法进口、污染及安全事故等事件不断增加，因此，加大对

转基因产品的检测监管十分必要。随着转基因作物的种植面

积以及相关国际贸易的不断增加，建立简单便捷的转基因现场

检测和快速筛查方法对于实现转基因的有效监管十分关键。

目前对转基因作物的检测方法主要分为２类：第一类是基
于外源基因检测的ＰＣＲ方法，该方法是通过ＰＣＲ技术和核酸
探针的杂交检测技术来准确、快速地检测外源基因；二是基于

外源基因表达的特异性蛋白检测的免疫方法，这类方法是利用

制备的特异性抗体和转基因作物中表达的外源蛋白的免疫结

合来实现特异、快速的转基因分析。对于外源蛋白的快速检测

主要采用酶联免疫吸附分析、免疫层析分析和生物传感器分析

等方法。对于外源基因的快速检测方法主要采用基因组ＤＮＡ
直接提取法、核酸等温扩增法以及核酸试纸条等方法。现将目

前广泛使用的几种转基因作物快速检测技术综述如下：

１　酶联免疫吸附法

酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）指将抗原或者抗体结合到固相载体上，利用抗原抗体
特异性反应将待测物与酶连接，最后通过酶与底物显色来进

行定性或者定量的检测方法［７］。

这一方法的基本原理是：（１）首先将抗原或者抗体结合
到聚苯乙烯等固相载体表面，该过程在温和条件下进行以利

于保持免疫吸附剂的免疫活性。（２）同时将酶标记相应的抗
原或者抗体以制备信号探针，该信号探针分子既保留免疫物

质的免疫活性，又保留酶的活性。（３）在测定中，待测物和信
号探针按照不同的步骤与固相载体表面的抗原或者抗体发生

免疫反应，经过洗涤等理化步骤使固相载体上结合的免疫复

合物与溶液中游离的免疫物质分离，此时固定的酶量与待测

物的量成一定的比例。（４）最后向固相载体上加入酶反应的
底物，底物被酶催化而发生颜色变化，根据产物的颜色深浅对

待测物进行定性或定量分析。

根据操作步骤的不同，该法通常可分为夹心法、竞争法和

间接法３种类型。
相比于其他方法，该测定法是基于抗原抗体的特异性反

应，因此具有高度的特异性并且无需复杂的样品前处理。同

时在该测定法中酶标记物较稳定，试剂保存期长；产生的信号

用普通的可见－紫外分光光度计就可测定，不需要昂贵的仪
器设备，因此检测成本低廉。此外该方法还具有操作简单，检

测快速，易于标准化操作等优点。基于以上特点，ＥＬＩＳＡ已广
泛应用于生物学、医学研究和临床实验诊断工作等领域中，并

已成为商业化程度最高的免疫分析方法。

目前应用于转基因产品检测的 ＥＬＩＳＡ试剂盒已被成功
开发，如 ＥｎｖｉｒｏＬｏｇｉｘ公司的 Ｃｒｙ１Ａｂ／Ｃｒｙ１Ａｃ定量检测试剂盒

和ＣＰ４－ＥＰＳＰＳ定量检测试剂盒等。
Ｔａｎ等利用豌豆种子提取的ＣｐＴ１蛋白制备相应的单抗，

随后与辣根过氧化物酶标记，建立了双抗夹心式 ＥＬＩＳＡ法，
可实现快速、有效的转基因抗虫棉花检测［８］。

值得注意的是在ＥＬＩＳＡ法中标记酶不像同位素／荧光标
记物那样能直接产生信号，而必须要和其他试剂，如酶底物、

辅酶的参与，才能完成酶反应，引起吸光谱等变化后方可进行

测定；同时由于采用肉眼可见的比色法检测，使得其灵敏度受

到一定的限制。

２　试纸条法

试纸条（ｔｅｓｔｓｔｒｉｐ）是近年来兴起的一种基于薄层层析膜
的分析方法。试纸条通常是由样品垫、结合垫、反应膜和吸收

垫组成。反应膜上存在检测线和质控线。该分析方法的基本

原理是样品加入样品垫后，在反应膜毛细管作用下和结合垫

上的示踪分子一起流经固定有生物识别分子的检测线，并与

固定的生物识别分子发生反应形成复合物，继而在检测区域

显示示踪分子的颜色，实现对待测样品的检测。

在试纸条中，反应膜的功能是利用其对生物大分子的吸

附特性而固定抗体等物质，同时驱使样品以及示踪分子流向

反应区域。因此该反应膜需具备良好的蛋白吸附能力，并且

需要具有一定的孔隙度和湿润性以保证水溶性样品的毛细迁

移，目前应用最广泛的是硝酸纤维素膜。

根据检测物质的种类不同，试纸条可分为免疫层析试纸

条（ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｔｅｓｔｓｔｒｉｐ）和核酸试纸条（ｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐ）。
２．１　免疫层析试纸条法

免疫层析试纸条是将薄层层析分析与传统的免疫分析相

结合而发展的一种新型分析方法［９－１２］。

免疫层析试纸条的基本原理是将特异性抗体预先固定在

硝酸纤维素膜的检测区域，当膜的一端浸入样品后，在毛细管

作用下，样品将沿着该反应膜向前迁移。当移动至固定有抗

体的区域时，样品中待测的抗原即与该抗体发生特异性结合。

若用免疫胶体金示踪或者免疫酶染色可使该区域显示一定的

颜色，从而实现快速简便的免疫分析。

相比于传统的免疫分析，如 ＥＬＩＳＡ法等，免疫层析试纸
条无需较长的孵育时间和多步清洗步骤，因此可以显著简化

分析流程，缩短分析时间，已成为体外快速诊断领域发展的趋

势性方法。

目前在免疫层析试纸条中应用最为广泛的是胶体金免疫

层析技术（ｇｏｌｄｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃａｓｓａｙ，ＧＩＣＡ）［１３－１６］。
该技术具有操作简单快速、结果容易判定、安全无污染等优

点。ＧＩＣＡ的基本原理是以硝酸纤维素膜为固相载体，以胶体
金作为示踪标记物来标记抗体，在反应膜毛细管作用下，基于

抗原抗体的特异性反应和胶体金特有的颜色对金标抗体与抗

原的免疫结合进行示踪，显示肉眼可见的红色条带，从而实现

对待测物的现场快速检测。

根据胶体金标记目标物的不同通常可分为夹心法和竞争

法。夹心法主要针对大分子待测物，而对于小分子待测物因

其分子量比较小，空间结构简单，一般采用竞争法。

在夹心法中，当检测线和质控线均出现肉眼可见的色带
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时，表明结果判读为阳性。仅质控线出现肉眼可见的色带，则

结果判读为阴性。在竞争法中，结果判读与之相反。值得说

明的是无论哪种分析类型，若质控线未出现肉眼可见的色带，

则表明试纸条变质失效。

胶体金免疫层析试纸条在转基因成分检测中发挥了日益

重要的作用。如美国检测ＳｔａｒＬｉｎｋ玉米中的 Ｃｒｙ９Ｃ蛋白的试
纸条已成为美国官方的检测方法。在国内，由中国农业科学

院油料作物研究所研制的 Ｃｒｙ１Ａｂ／Ａｃ蛋白检测试纸条等产
品已经量化生产并得到农业部的推荐使用。

此外，Ｋｕｍａｒ等合成营养期杀虫蛋白（Ｖｉｐ）的重组抗原，
并制备相应的抗体，将胶体金标记抗体作为信号探针，继而制

备免疫层析试纸条。该方法基本无交叉干扰，可实现快速、灵

敏、特异的转基因检测［１７］。

免疫层析试纸条是一种快速简便的定性检测方法，将试

纸条放在待测样品抽提物中，５～１０ｍｉｎ就可得出结果，不需
要特殊仪器和熟练技能。转基因蛋白快速检测试纸条的成功

研制，为转基因作物的筛查和监管提供了有力的技术支持平

台。这类试纸条非常适合于可以强表达外源蛋白的 Ｃｒｙ１Ａｂ／
Ａｃ、ＣＰ４ＥＰＳＰＳ和ｂａｒ等基因的快速筛查。按照合适的采样
步骤，免疫层析试纸条可以在给定的一批样品中以９９％的置
信水平检测出少于０．１５％的转基因成分。

但是目前大多数商业化的转基因蛋白试纸条只能检测１
种蛋白质，并且无法有效地检测外源蛋白发生降解或者结构

改变的深加工的转基因产品等。同时蛋白检测试纸条只能检

测有无外源蛋白存在而不能识别不表达蛋白的特异转化元

件，以及区分具体的转基因品种。

２．２　核酸试纸条法
核酸试纸条是将聚合酶链反应与试纸条技术结合而发展

的一种分析方法［１８－１９］。

核酸试纸条的基本原理通常是利用一对分别修饰有荧光

素和生物素的特异性引物扩增待测核酸。扩增产物无需纯

化，加入试纸条后，在毛细管作用下向前迁移。当有扩增产物

存在时，一端修饰有生物素的扩增产物首先与结合垫上标记

链霉亲和素的示踪分子结合，继而被捕获在固定有荧光素抗

体的检测线上，产生示踪分子的颜色条带。无论扩增产物存

在与否，修饰有亲和素的示踪分子都会被固定在质控线上的

生物素所捕获，以完成对核酸试纸条的质控。

核酸试纸条技术在转基因检测方面已经有了成功的报

道。如Ｋａｌｏｇｉａｎｉ等首次构建了基于胶体金作为示踪标记物
的核酸试纸条，用于检测转基因大豆中特异转化元件

ＣａＭＶ３５ｓ和ＮＯＳ。该方法灵敏度高、操作简单、检测快速、结
果能够用裸眼判读、无需特殊检测仪器［２０］。

最近，Ｃｈｅｎｇ等利用 ＤＮＡ酶增强的胶体金作为示踪物
质，建立基于多标记环介导等温扩增技术的多组分核酸试纸

条，用于检测多个转化事件堆积的转基因大豆（ＤＰ３０５４２３×
ＧＴＳ４０－３－２）。该方法能够灵敏、特异、简单、快速地实现
具有复合性状的转基因作物的现场检测［２１］。

核酸试纸条可以不依赖较为繁琐耗时的电泳检测技术或

者较为昂贵的荧光检测仪，能够大大缩短核酸扩增产物的检

测时间，降低分析成本，并能准确识别特异性转化元件，尤其

适用于深加工的转基因产品或者具有复合性状的转基因产品

的快速检测。但是由于修饰的特异性引物在扩增过程中会产

生引物间二聚体，因此会导致核酸试纸条出现假阳性现象。

同时扩增产物易受到交叉污染，因此核酸试纸条常需要配置

防污染封闭式装置，从而提高了试纸条成本。

３　转基因生物传感器检测

生物传感器（ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ）是生物、化学、物理、电子信息技
术等多种学科互相渗透而发展的一种高新技术［２２－２４］。生物

传感器由生物敏感膜和理化换能器组成，其基本原理是分析

物扩散进入固定化生物敏感膜层，经分子识别，发生生物学反

应产生响应信号，该信号继而被相应的理化换能器转变成可

处理的光电信号，再经检测放大器放大并输出，从而实现对待

测分析物的检测。生物敏感膜又称分子识别元件，是生物传

感器的关键元件，可以由酶、抗体、抗原、微生物、细胞、组织和

核酸等生物活性物质组成。换能器又称信号转换元件，其作

用是将各种生化和物理的信息转换成光电信号，通常包括电

化学电极、光敏元件、热敏元件、半导体和压电装置等。

根据使用的识别元件的不同，生物传感器可分为酶传感

器、免疫传感器、微生物传感器、细胞生物传感器和组织生物

传感器等。根据信号转化方式的不同又可分为电化学生物传

感器、光学生物传感器、热生物传感器、压电生物传感器和磁

生物传感器等。

生物传感器具有灵敏度高、选择性好、分析速度快、分析

通量高、成本低以及在复杂体系中进行在线连续监测等突出

优点。特别是非常容易实现高度自动化、微型化和集成化，使

得生物传感器在多个研究领域获得广泛的关注和蓬勃的发

展。生物传感器非常适合转基因的现场检测和快速筛查，并

已在相关转基因产品研究中取得了突破性进展。

目前，应用于转基因产品检测研究的生物传感器主要有

光学生物传感器如表面等离子共振传感器、压电生物传感器

如石英晶体微天平传感器、电化学生物传感器等。

Ｍａｒｉｏｔｔｉ等构建了转基因检测表面等离子共振传感器。
能够识别３５Ｓ启动子或ＮＯＳ终止子序列的单链 ＤＮＡ探针首
先被固定在传感器芯片表面，继而与转基因大豆中提取并扩

增的目标转基因片段发生杂交反应。通过监控杂交前后信号

的变化可以实现简单、特异和快速的转基因检测［２５］。该研究

团队同时开发了转基因检测石英晶体微天平传感器。将寡核

苷酸探针固定在传感器表面，同时提取并扩增转基因作物的

基因组ＤＮＡ，再经热变性、磁分离和酶作用获得单链 ＤＮＡ片
段，通过检测目标ＤＮＡ分子与固定的核酸探针杂交后的信号
变化实现转基因成分分析［２６］。

最近，Ｚｈｏｕ等提出了一种电化学传感器，用于检测转基
因外源蛋白。在研究中，特异性的纳米抗体作为识别元件并

修饰在电极上，通过π－π交联的石墨烯／硫槿复合物作为电
化学信号探针并标记纳米二抗。该复合探针不仅可以提供大

量的抗体结合位点而且具有高效的电子转移效率，因此能够

实现高特异、高灵敏分析［２７］。

然而，由于传感器中生物识别元件具有不稳定性和易变

性等缺点，使生物传感器的稳定性和重现性较差。目前大量

研究工作还处于针对转基因生物传感器检测方法学的初步建

立阶段，离传感器的商业化应用还有较长的距离。
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４　基因组ＤＮＡ直接提取法

在核酸分析中，常常涉及一系列操作步骤，包括样品研

磨，核酸提取，ＰＣＲ扩增，扩增产物的电泳分析或者荧光检
测。ＤＮＡ提取的方法有很多，如 ＣＴＡＢ法、核酸提取试剂盒
法等。但是这些方法需要繁琐的核酸抽提、沉淀、洗脱等多个

步骤以及数个小时的提取时间，并且 ＣＴＡＢ法需要用到氯仿
等有毒试剂，而试剂盒提取成本较高。因此，传统的核酸提取

方法不利于大量样品的分析和检测，难以满足建立在核酸分

析基础上开展的大规模现场快速检测分析的要求。

为了克服以上技术难题，基因组 ＤＮＡ直接提取法
（ｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｄｉｒｅｃｔ－ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｓｓａｙ）近年来被开发出来。
该方法的基本原理是利用ＥＤＴＡ、表面活性剂、蛋白变性剂以
及缓冲液等物质混合成裂解液，在适宜温度下，１０ｍｉｎ内即可
一步完成样品中基因组 ＤＮＡ的提取，提取的 ＤＮＡ无需纯化
即可直接作为ＰＣＲ模板进行有效扩增。与已有的 ＤＮＡ提取
方法相比，该直接提取法可大大缩短 ＤＮＡ提取时间，减少操
作的繁琐性，实现核酸分析法的快速检测和大量筛查。

基因组ＤＮＡ直接提取法已成功应用于动物组织ＤＮＡ提
取、植物侵染病毒检测以及病原菌监测等领域。目前，该方法

也开始应用于转基因检测，如中国农业科学院油料作物研究

所研制的转基因直扩检测试剂盒等。

然而这类直接快速提取试剂盒在ＤＮＡ纯度，分析灵敏度
等方面要逊色于传统的核酸提取方法。转基因直扩试剂盒能

够检测大部分研磨后的转基因作物种子和叶片样品，但是对

于含油脂较多的油菜等样品，其分析性能需要进一步提高。

５　核酸等温扩增技术

核酸等温扩增技术（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）
是能在某一特定的温度下扩增特定的ＤＮＡ或者ＲＮＡ的一类
分子生物学技术的总称。与ＰＣＲ技术相比，核酸等温扩增对
仪器的要求大大简化，反应时间大大缩短，更能满足快速简便

检测的需求。

核酸等温扩增可分为环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ），依
赖于核酸序列的扩增技术（ＮＡＳＢＡ），滚环扩增技术（ＲＣＡ），
单引物等温扩增技术（ＳＰＩＡ），依赖于解旋酶的等温扩增技术
（ＨＡＤ），链替代扩增技术（ＳＤＡ），快速等温检测放大技术
（ＲＩＤＡ），切刻内切酶核酸恒温扩增技术（ＮＥＭＡ）。

应用较为广泛的是 ＬＡＭＰ技术［２８－３１］。该技术的基本原

理是利用２对特殊设计的引物和具有链置换活性的 ＤＮＡ聚
合酶，使反应中在模板两端引物结合处循环出现环状单链结

构，从而保证引物可以在等温条件下顺利与模板结合，并进行

链置换扩增反应。扩增产物可以通过荧光定量 ＰＣＲ仪或者
利用核酸扩增过程中产生的焦磷酸镁沉淀反应用浊度仪进行

检测。

ＬＡＭＰ核酸扩增在等温条件下进行，不需要预先的双链
ＤＮＡ热变性、温度循环，同时使用４种特异性引物，产物检测
用肉眼即可判定，因此具有操作简单、快速高效、特异性高、灵

敏度高等特点。

ＬＡＭＰ技术已经越来越多地被用于核酸分析，包括病原
菌监测、基因型分析和转基因检测。最近，Ｓｈｅｎ等建立了１

种快速可视化检测转基因抗虫水稻和棉花中Ｃｒｙ１Ａ基因的环
介导等温扩增方法。该ＬＡＭＰ分析在能够识别Ｃｒｙ１Ａ基因序
列的６个区域的４种特异性引物的存在，在６５℃恒温条件
下，１ｈ内即可以完成扩增。该方法的灵敏度可以达到
００１％，比传统的ＰＣＲ方法提高了１０倍［３２］。

Ｓｈａｏ等设计了１种基于 ＬＡＭＰ技术的毛细管阵列平台，
可简单、快速、可视化地同时检测多组分转基因靶基因。在所

开发的微阵列中，ＬＡＭＰ引物被预先固定在毛细管内壁。
ＬＡＭＰ反应混合物装载至微阵列后能够自行分离到每根毛细
管中，继而平行发生等温扩增，扩增产物可以在手持ＵＶ装置
的照射下进行可视化检测。该方法已经成功地实现４种常见
转基因特异转化元件和５种不同转基因作物的检测，具有较
为广阔的应用前景［３３］。

值得注意的是ＬＡＭＰ是一种链置换扩增反应，要求合适
长度的靶基因序列，当靶序列长度大于５００ｂｐ时较难扩增，
故不能进行长链ＤＮＡ的扩增。该方法灵敏度较高，但是容易
污染而产生假阳性结果。ＬＡＭＰ技术需要多种特异性引物，
这些引物设计较为复杂。

６　结论与展望

目前常用的转基因作物快速检测方法是基于外源蛋白或

者外源基因检测的分析方法。基于蛋白质的分析方法无需较

为繁琐的样品前处理和较为昂贵的检测仪器，尤其是免清洗

的免疫层析试纸条技术，能够显著缩短分析时间，非常适合转

基因作物的田间地头的快速筛查。但是对于不表达外源蛋白

的一些外源基因，如 ＣａＭＶ３５ｓ、ＮＯＳ等转化元件，传统的蛋白
快速检测试纸条无法完成有效检测，需要构建基于核酸分析

的快速检测方法，对目前已有的转基因蛋白质快速检测方法

做有效补充，从而构建完整的转基因快速检测体系，以有效支

撑转基因相关产业发展和管理。

在转基因ＰＣＲ分析中，需要繁琐耗时的核酸提取步骤，
同时扩增产物的检测高度依赖较昂贵的荧光检测仪器或者较

复杂的电泳检测技术，这些方面显著限制了ＰＣＲ方法的现场
快速简便检测。近年来发展的基因组ＤＮＡ直接提取法，可以
在几分钟内一步完成转基因作物粉末样品中ＤＮＡ的提取，大
大缩短核酸的提取时间，但是其分析适用性有待进一步提高。

另一项技术ＬＡＭＰ技术对仪器要求不高且结果可视，但是对
引物设计的要求很高。

随着转基因作物品系的不断增加，现有的常规检测方法

已不能满足灵敏、快速、定量及高通量的要求，从而对转基因

检测技术提出了更高的要求。如何将各种已有的检测技术结

合起来，建立高效、快速、简便及低成本的检测方法，将成为今

后转基因快速检测技术研究的发展趋势。近年来兴起的转基

因生物传感器检测，有望实现转基因高度自动化、微型化和集

成化检测；同时，具有大规模、高通量、高灵敏等优势的质谱技

术有望解决转基因蛋白准确定量比较的难题，这些方法是转

基因快速检测技术今后发展的方向。以具有产业化应用前景

的转基因新品系和带有复合性状的转基因作物为研究对象，

探索免疫层析试纸条同时检测多种转基因成分的方法和条

件，实现高通量转基因检测的目的，提高检测效率，是现今转

基因快速检测技术亟待解决的重点技术问题。
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