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　　摘要：转基因技术在农业领域的应用与发展日新月异，转基因检测的需求日趋多样化、复杂化，现有的转基因检测
技术体系已经很难满足转基因产业快速发展的需要。近年来，以ＰＣＲ阵列技术、芯片技术、ＤＮＡ测序技术为代表的转
基因高通量检测技术发展迅猛。本文就这一领域的研究进展作一简要概述。
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　　以基因工程为核心的现代生物技术不仅在资源、环境和
医药等方面日益发挥着重要作用，在农业领域的应用与发展

也十分迅猛。２０１６年是转基因作物商业化的第２１年，转基
因作物的种植面积从 １９９６年的 １７０万 ｈｍ２迅速上升到至
２０１６年的１．８５１亿ｈｍ２，实现了近１１０倍的增长。２０１６年也
是转基因水果和蔬菜的商业化快速发展元年，美国与加拿大

先后批准了改善营养指标的转基因马铃薯和耐储存的转基因

苹果的市场销售。２０１６年，全球２６个国家种植了转基因作
物，其中包括１９个发展中国家和７个发达国家。发展中国家
种植的转基因作物占总面积的５４％，而发达国家占４６％。包
括中国和印度在内的８个亚太地区国家，在２０１６年种植了
１８６０万ｈｍ２转基因作物。２０１６年转基因作物的最大种植国
仍然是美国、巴西、阿根廷、加拿大和印度。这５个国家加起
来的种植面积达到了全球转基因作物种植面积的 ９１％［１］。

截至目前，我国共批准发放７种转基因作物安全证书，分别是
耐储存番茄、抗虫棉花、改变花色矮牵牛、抗病辣椒、抗病番木

瓜、转植酸酶玉米和抗虫水稻，但只有抗虫棉和抗病毒木瓜实

现了大规模商业化生产。二十多年来转基因商业化进程带来

的巨大经济、社会效益和显著的生态效益已充分显现，它的推

广应用速度之快创造了近代农业科技发展的奇迹。

伴随转基因作物种植面积的激增以及转基因技术研发的

日益加速，以及转基因标志制度与监管需求，现有的转基因检

测技术体系已经很难满足转基因产业快速发展的需要，影响

到转基因产品的安全评价、身份验证、国内监管、进出口检验、

企业自控和国际贸易互认，进而影响到国际贸易和国家利益。

因此，开发快速、精准、高通量的转基因检测方法，建立相应的

检测技术体系是当务之急。现有的高通量转基因检测技术主

要包括ＰＣＲ阵列技术、芯片技术、ＤＮＡ测序技术。本研究就
当前该领域的研究现状做一简要概述。

１　ＰＣＲ阵列技术

聚合酶链式扩增技术（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）是
目前应用最广的转基因方法，包括定性 ＰＣＲ和定量 ＰＣＲ
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）。多重ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）可在同
一个反应中同时扩增检测２个或多个目标基因序列，具备高
通量检测的潜质。但由于多重 ｑＰＣＲ之间的引物干扰，同时
在１个反应管中设计的多重ｑＰＣＲ最多５～６重，很难满足实
际检测需求。

随着转基因农作物种植面积的激增和品种的日益丰富，

检测需求也随之扩大，现有的检测方法通量低、过程繁杂，很

难满足转基因检测需求。近年来基于 ｑＰＣＲ的另一种策略逐
步被关注和报道，即利用内含特定引物组合的９６孔或３８４孔
预制板用于高通量转基因筛查。预制板内含有指定浓度的特

异引物，形成规律性的矩阵，可同时用于同一模板 ＤＮＡ的多
重检测。该方法也被称为实时定量ＰＣＲ阵列／芯片法（ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅＰＣＲａｒｒａｙ），结合已知的转基因信息列表，这种转基因检
测策略能够有效地简化试验操作，增加检测通量。

ＰＣＲ阵列技术最早由欧盟联合研究中心的研究人员于
２００９年建立。针对欧盟转基因法规与检测需求，依据
ＤｅｃｉｓｉｏｎＳｕｐｐｏｒｔＳｙｓｔｅｍ与ＪＲＣＧＭＯ－Ｍａｔｒｉｘ中的信息，将各
转化体、外源基因与元件设计成最简化的检测组合，利用欧盟

验证的事件特异性定量ＰＣＲ方法，可同时在７种作物中检测
３９种转化事件。这种策略能够有效地增加检测通量同时降
低人为犯错的风险。后续的研究证明这种策略能够有效地检

测加工食品与饲料产品的转基因成分，在转基因检测实验室

中被迅速推广和使用。

Ｍａｎｏ等基于９６孔预制板设计了可同时检测１５种转基
因玉米、４种转基因大豆和２种转基因油菜的 ｑＰＣＲ阵列，共
计包含２１个事件特异性、１３个外源插入基因和５个内源基
因，检测低限ＬＯＤ在０．０１％～０．２５％之间［２］。

Ｃｏｔｔｅｎｅｔ等基于 ３８４孔板整合了 ４７套 ｑＰＣＲ引物和探
针，每个孔中进行３重ｑＰＣＲ反应，可同时检测７个样本中的
４７个靶标基因，方法特异性良好，检测低限 ＬＯＤ低于
０．０４５％［３］。

欧盟联合实验室基于９６孔板开发了最新版本的转基因
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检测ｑＰＣＲ阵列，包含７个内源基因、５个元件、１个构建特异
性和３个事件特异性，涵盖８０多个转基因品系，可满足同时
检测欧盟授权的全部转基因农作物［４］。其中，９６孔预制板由
ＥｕｒｏｇｅｎｔｅｃＳＡ公司制作，检测特异性由ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司
完成。该方法相对老版本有很大改进，进一步满足了转基因

检测需求［５－７］。

２　芯片技术

基因芯片（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）又称ＤＮＡ芯片（ＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙ），
是芯片技术中研究最早、最为成熟、应用最广泛的产品。基因

芯片技术通过固体在基质表面的上千个特定探针，能够一次

性准确地对样品中不同种类的 ＤＮＡ序列进行定性、定量筛
查，具有高通量、集成化和自动化的特点。相对核酸印迹杂交

技术，基因芯片技术操作简单、自动化程度高、检测效率高，可

应用于基因突变检测、多态性分析、基因表达谱测定、功能基

因组研究等领域。

基因芯片技术应用于转基因检测的报道很多，相对 ＰＣＲ
技术，芯片检测的成本较高，但在检测通量方面具备巨大

优势。

Ｌｅｉｍａｎｉｓ等开发了 Ｓｉｌｖｅｒｑｕａｎｔ芯片检测方法用于转基
因检测，该方法利用硝酸盐沉淀来检测生物素化的扩增产物，

在灵敏度和可信度方面要优于荧光染料；该方法覆盖７个事
件特异性、４个转基因元件和５种内源基因，ＬＯＤ在０．０３％～
０．３％之间［８］。Ｔｅｎｇｓ等设计了包含了约４万个探针的Ｔｉｌｌｉｎｇ
芯片，涵盖绝大多数植物转化用的载体序列，可用于筛查未知

转化事件［９］。Ｈａｍｅｌｓ等评价了Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司的ＤｕａｌＣｈｉｐ转
基因检测芯片，该产品可一次性进行３个平行试验，包含１２
个元件、７个植物内源基因、１１个事件特异性和６个 ｃｏｎｔｒｏｌ
对照。该芯片可检测到１％的植物成分、０．１％的 ＧＭＯ，准确
率大于９５％［１０］。Ｋｉｍ等针对１９个转化事件开发了 ＤＮＡ芯
片，包含２７个探针用于检测内源基因、３５Ｓ启动子、事件特异
性和内源基因；其中事件特异性检测包括２个 ＧＭ大豆、１３
个ＧＭ玉米、３个 ＧＭ油菜和１个 ＧＭ棉花，方法检测低限约
为０．５％［１１］。Ｌｅｅ开发的转基因检测芯片包含４个植物内源
基因、２个元件和７个外源基因（Ｐ３５Ｓ、ｔＮＯＳ、ｐａｔ、ｂａｒ、ｅｐｓｐｓ１、
ｅｐｓｐｓ２、ｐｍｉ、ｃｒｙ１Ａｃ和ｃｒｙ３Ｂ），方法特异性良好，灵敏度均可
达到０．５％［１２］。Ｔｕｒｋｅｃ等针对３个ＧＭ大豆和９个ＧＭ玉米
开发检测芯片，共计设计了１８３０个６０ｎｔ的探针，最终筛选
出３３个探针可用于区分１２个ＧＭＯ事件，并开发了１套数据
算法来实现最大的检测通量和灵敏度。作者利用该芯片可直

接对土耳其市场流通的食品进行转基因定量检测，检测灵敏

度小于１％［１３］。

３　高通量测序技术

近年来，以 Ｒｏｃｈｅ／４５４、Ｉｌｌｕｍｉｎａ／Ｓｏｌｅｘａ和 ＡＢＩ／ＳＯＬｉＤ为
代表的高通量测序技术（ｎｅｘｔ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）极
大地推动了以动物、植物和微生物为研究对象的生命科学研

究［１４－１７］。相对于传统ＤＮＡ测序方法（Ｓａｎｇｅｒ法），ＮＧＳ因其
革命性的技术进步，可在很短的时间内产出千万倍的测序数

据，从而实现对一个物种的基因组或转录组的整体覆盖和全

貌精细研究。目前以ＮＧＳ技术为基础的全基因组测序、基因

组重测序、微生物宏基因组测序、转录组测序、小分子ＲＮＡ测
序和表观基因组测序等手段已广泛应用于医学、农业、食品、

生态等多个研究领域。ＮＧＳ技术革新了以基因为研究对象
的分子生物学及相关学科研究，策略上实现了由钓鱼式到撒

网式的点到面的升级，极大地推动了以基因组学与转录组学

为代表的“组学”技术发展，使从全基因组尺度开展生命科学

研究常态化［１８－２０］。

目前国内外基于 ＮＧＳ技术开展转基因检测的研究报道
还比较少。Ｔｅｎｇｓ等利用转录组测序与差减计算的方法，在
转基因拟南芥中发现了外源插入片段，理论上证明了ＮＧＳ技
术能够实现转基因检测［２１］。但由于 ＲＮＡ的时空特异性表达
与可变剪接等问题，使 ＲＮＡ的序列复杂度极高，直接导致该
研究中基于ＲＮＡ序列的差减分析存在大量的假阳性结果。
Ｙａｎｇ等利用ＮＧＳ技术对转基因水稻 Ｔ１ｃ－１９和 ＴＴ５１－１进
行的分子特征鉴定研究中指出，基于盲检模型与２０倍全基因
组测序深度，只能部分识别外源 ＤＮＡ插入片段，并且结果中
存在转基因元件的假阳性判定［２２］。

对于大片段转基因的分子鉴定试验中，染色体步移策略

是无法获取全长信息的，而ＮＧＳ技术在转基因分子鉴定领域
具备强大优势。Ｚｈａｎｇ等利用ＮＧＳ技术对转基因牛中的１个
１５０ｋｂ的人类乳铁蛋白进行了分子鉴定，一步获得外源基因
全长序列、整合位点和拷贝数等信息，结果通过了事件性ＰＣＲ
和ＦＩＳＨ试验杂交验证［２３］。

Ｂａｒｂａｕ－ｐｉｅｄｎｏｉｒ等利用 ＮＧＳ技术对１个未授权的 ＧＭ
枯草杆菌进行测序，通过 Ｂｌａｓｔ比对发现目的序列，然后设计
引物用于事件性 ｑＰＣＲ检测。结果证明，这是有效的针对未
授权ＧＭＯ的检测策略［２４］。Ｆｒｉｔｓｃｈ等利用 ＮＧＳ技术检测转
基因玉米的纯合性，结果证实 ＮＧＳ策略与 ｑＰＣＲ相比更具优
势，不需要试验步骤的优化，统计学上也更加可靠［２５］。Ｓａｈｅｂｉ
等对ＮＧＳ技术在植物遗传育种中的应用进行了综述指出，
ＮＧＳ能够解决很多传统办法不能解决的问题，但同时大数据
的安全存储和繁杂的数据分析是对研究者的极大挑战［２６］。

Ｗｉｌｌｅｍｓ等对ＮＧＳ技术应用于转基因检测中的数据分析方法
进行了讨论，作者以转基因水稻为例进行了测序和分析，提出

了用于计算Ｐ值的公式和用于阳性结果认定的算法，为 ＮＧＳ
技术在ＧＭＯ检测中的应用提供了量化标准［２７］。

由于主流转基因农作物的基因组较大（例如大豆、玉米

等），全基因组无差别测序需要很高的数据量才能实现有效

的全基因组覆盖深度，这直接导致了昂贵的测序成本、较高的

生物信息学计算负荷和大量无法避免的假阳性结果。所以，

全基因组无差别重测序策略很难实现有效的转基因检测，在

测序之前增加特异性富集步骤十分必要。特异性的富集指定

区段的ＤＮＡ序列，而后再进行深度测序能够对特定的基因组
区域或感兴趣的位点进行针对性研究，相比于全基因组无差

别测序，测序目的性更强，测序成本更低，是高效的ＮＧＳ研究
手段［２８］。近年来逐步发展并不断成熟的相关测序技术包括：

外显子组测序（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）［２９］、染色质免
疫共沉淀技术（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｉｏｎ，ＣｈＩＰ）［３０］、降解
组测 序 （ｄｅｇｒａｄｏｍｅｓｅｕｑｅｎｃｉｎｇ）［３１］、ＤＮＡ 甲 基 化 测 序
（ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）［３２］和酶切位点相关 ＤＮＡ测序
（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ－ｓｉｔｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＡＤ－ｓｅｑ）［３３］
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等等。

在ＮＧＳ测序之前先采取目的片段富集的策略，已在微生
物和医学领域存在很多报道［３４－３６］。在转基因检测领域，针对

已知元件或外源基因的上下游序列进行特异性富集，是利用

ＮＧＳ技术检测（未授权）ＧＭＯ的主要策略。目前按起始基因
组ＤＮＡ的打断方式可分为３类：直接扩增、随机打断和酶切
特异性打断。具体方法包括：（１）长模版快速扩增基因组
ＤＮＡ末端法（ｌｏｎｇｔｅｍｐｌａｔｅ－ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡｅｎｄｓ，ＬＴ－ＲＡＤＥ），该方法由ＲＡＣＥ技术演化而来，先利
用特异性引物单向外扩，ＰｏｌｙＣ加尾后再用巢式引物扩增，可
获得插入位点的上下文序列［３７］；（２）线性扩增介导的ＰＣＲ法
（ｌｉｎｅａｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄＰＣＲ，ＬＡＭ－ＰＣＲ），该方法利
用生物素标记特异探针，可以利用磁珠富集一链 ｃＤＮＡ，使用
随机引物获得二链ｃＤＮＡ后，连接接头再进行巢式 ＰＣＲ扩增
可获得目标片段［３８］；（３）非限制性线性扩增介导的 ＰＣＲ法
（ｎｏｎｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｌｉｎｅａｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄＰＣＲ，ｎｒＬＡＭ－
ＰＣＲ），该方法是 ＬＡＭ－ＰＣＲ的变种，其中二链 ｃＤＮＡ并不合
成，直接使用单链ＤＮＡ接头连接一链 ｃＤＮＡ后进行扩增，该
方法的缺点是单链ＤＮＡ连接效率较低［３５］；（４）位点特异ＰＣＲ
法（ＳｉｔｅＦｉｎｄｉｎｇ－ＰＣＲ），该方法属于半随机引物扩增策略，直
接利用基因组上的特异序列与基因特异引物配对，可直接扩

增获得目的片段，一般获得序列长短不一［３９］；（５）座位特异
ＰＣＲ法（ｌｏｃｕｓ－ｆｉｎｄｉｎｇＰＣＲ，ＬＦＰＣＲ），该方法与ＳｉｔｅＦｉｎｄｉｎｇ－
ＰＣＲ方法类似，但在巢式ＰＣＲ富集步骤中利用已知序列设计
接头用于磁珠富集以提高效率，缺点是该方法只能单向扩增

获得一侧序列，一般序列长度小于５００ｂｐ［４０］；（６）高通量的插
入追踪测序法（ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｉｎｓｅｒｔｉｏｎｔｒａｃｋｉｎｇｂｙｄｅｅｐ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＨＩＴＳ），该方法先片段化基因组ＤＮＡ，经末端修复
后连接测序接头，再结合基因特异引物可扩增插入位点的边

界序列［３６］；（７）随机片段 ＰＣＲ扩增法（ｒａｎｄｏｍｌｙｂｒｏｋｅｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔＰＣＲ，ＲＢＦ－ＰＣＲ），该方法与ＨＩＴＳ类似，基因组ＤＮＡ
片段化后加 ＰｏｌｙＡ尾，全部连接测序“Ｙ”形接头，再经巢式
ＰＣＲ扩增后可获得目标序列［４１］；（８）ＡＴ接头法（ＡＴ－ｌｉｎｋｅｒ
ＰＣＲ），基因组ＤＮＡ经酶切片段化后加Ａ尾，再利用特异引物
与ＯｌｉｇｏｄＴ复合引物配对可扩增目的片段［４２］；（９）环状接头
法（ｌｏｏｐ－ｌｉｎｋｅｒＰＣＲ），该方法与ＡＴ接头法类似，酶解基因组
ＤＮＡ后直接使用带黏性末端的环状接头与之连接，再经巢式
ＰＣＲ扩增可获得目的片段［４３］；（１０）ＴＯＰＯ载体连接 ＰＣＲ法
（ＴＯＰＯｖｅｃｔｏｒｌｉｇａｔｉｏｎＰＣＲ），该方法与Ａ－Ｔｌｉｎｋｅｒ法类似，但
使用一个平末端载体来代替 Ａ－Ｔｌｉｎｋｅｒ，使用载体的上引物
与目的基因特异引物配对，可扩增目的片段［４４］；（１１）探针杂
交测序法（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ－ｂｙ－Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＳｂＳ），利用已知目标序
列设计～７０ｎｔ探针，用于杂交富集ＤＮＡ片段再测序，该方法
不需要ＰＣＲ扩增，但必须要预制插入位点附近的序列，不适
用于未知转基因检测［４５－４６］。

总的来说，目前ＮＧＳ技术在 ＧＭＯ检测上的应用还很有
限，ＤＮＡ富集策略必须依赖预知元件，还没有非常便捷、低成
本的靶标富集方法。ＧＭ检测一般需要０．１％的灵敏度和高
通量需求，最好能够分析混合物种样本（例如玉米和大豆混

样），要想实现上述技术要求，ＮＧＳ技术还需要在低成本、高
效和宽靶标等方向有所进步。ＮＧＳ技术为ＧＭ检测打开了新

的大门，虽然还存在很多技术瓶颈，但可以预见在不久的未

来，随着测序成本的不断下降，ＮＧＳ技术必将成为转基因检
测领域的主流技术。
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ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｆｏｒｇｅｎｏｍｅｗａｌｋｉｎｇ［Ｊ］．ＩＵＢＭＢＬｉｆｅ，２０１２，６４（１０）：
８４１－８４５．　

［４４］ＫａｎｉｚａｙＬＢ，ＪａｃｏｂｓＴＢ，ＧｉｌｌｅｓｐｉｅＫ，ｅｔａｌ．ＰａｒｒｏｔｔＷＡ．ＨｔＳｔｕｆ：
Ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｏｌｏｃａｔｅｕｎｋｎｏｗｎＤＮＡｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｅ，２０１５，８（１）：６７－９８

［４５］ＬｅｐａｇｅＥ′，ＺａｍｐｉｎｉＥ′，ＢｏｙｌｅＢ，ｅｔａｌ．Ｔｉｍｅ－ａｎｄｃｏｓｔ－ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴ－ＤＮＡｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓｉｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｏｍｉｃ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（８）：７０９１２－７０９３５．

［４６］Ｚａｓｔｒｏｗ－ＨａｙｅｓＧＭ，ＬｉｎＨ，ＳｉｇｍｕｎｄＡＬ，ｅｔａｌ．Ｓｏｕｔｈｅｒｎ－ｂｙ－
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ： ａ ｒｏｂｕｓｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄｃｒｏｐｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔ
Ｇｅｎｏｍｅ，２０１５，８（１）：２５－４９．

—０３— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１期


