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　　摘要：转基因检测作为转基因生物安全评价、监管和标识管理的重要支撑，可有效防范未经安全评价和品种审定
的转基因作物非法扩散，保障我国农业转基因生物产业健康发展。随着现代生物技术的发展，转基因检测技术也在朝

着快速、简便、高通量、自动化等方向发展，转基因快速检测技术越来越得到广泛运用并在监管过程中发挥了重要作

用。本文简要介绍了转基因作物快速检测技术的发展现状，并讨论了几种快速检测技术存在的问题，最后总结归纳了

转基因作物检测存在的新问题，为我国转基因作物的安全监管提供参考。
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　　许多转基因生物被研发公司给予不同的商品名称，以便
在市场上进行商业化运作。然而其遗传性状和商品名不一定

完全相同，即具有不同商品名称的转基因生物可能具有相同

的遗传性状，以相同商品名称出售的转基因生物可能包含不

同的遗传性状。因此，明确产品含有何种转基因成分的唯一

方法就是通过转基因生物检测。

自１９９６年转基因作物商业化以来，转基因技术研究范围
不断扩大，全球转基因作物种植面积持续增加。２０１７年，全
球转基因作物种植面积达到１．８９８亿 ｈｍ２，转基因作物在带
来巨大经济效益和生态效益的同时，其潜在风险也一直饱受

争议，因此建立快速且准确地转基因检测体系十分重要［１］。

国际上批准商业化种植的转基因作物经过了最为严格的

安全评价与检测，也建立了有史以来最为严格的监管体

系［２］。我国同样十分重视农业转基因生物安全管理工作，每

年都会组织开展农业转基因生物安全监管工作，一些相关的

检测手段也正在不断地完善中。从２００２年起，农业部发布了
一系列农业转基因生物安全标准，截至２０１７年１２月，现行有
效的标准共 １７６项，其中，产品成分检测类的标准有 １００
项［３］。作为法规实施的重要技术保障，农业转基因标准在安

全评价、安全监管、检测监测和产品标识等方面发挥了重要作

用。转基因作物管理的完善，需要快速而简便的检测方法。

一方面转基因作物种植面积逐年上升，品系（事件）越来

越多、元件构成越来越复杂，另一方面转基因作物对人和环境

的安全性问题也备受争议，同时转基因作物非法种植、流通及

低水平混杂现象时有发生。因此许多国家都制定了相应的定

性定量检测和标识制度。我国严格按照法律法规开展转基因

安全评价和安全管理，只有通过安全评价后，方可获得生产应

用安全证书。然而目前监管实践中却依然缺乏对转基因成分

进行高通量、快速高效、操作简单、低成本的检测技术与配套

产品。

１　转基因作物检测技术研究进展

１．１　商业化转基因作物的主要外源元件
目前国内外转基因生物研发迅猛，各种新型的转化体层

出不穷，给转基因检测工作带来极大挑战。现国内外商业化

转基因作物主要有玉米、大豆、棉花、水稻、油菜，这５类主要
转基因作物的外源插入基因序列按启动子、终止子、目的基

因、标记基因进行分类统计分析，主要检测元件包括：转基因
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玉米检测 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子、ＦＭＶ３５Ｓ启动子、ｂａｒ、ｐａｔ、
Ｃｐ４－ｅｐｓｐｓ、ｍ－ｅｐｓｐｓ、Ｃｒｙ１Ａｂ、ｎｐｔＩＩ、ＣａＭＶ３５Ｓ终止子、ＮＯＳ终
止子等；转基因大豆检测ＣａＭＶ３５Ｓ启动子、ＦＭＶ３５Ｓ启动子、
ｐａｔ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｐ４－ｅｐｓｐｓ、ＮＯＳ终止子、Ｅ９终止子等；转基因棉花
检测 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子、ＦＭＶ３５Ｓ启动子、ｐａｔ、Ｃｒｙ１Ａｂ／Ａｃ、
Ｃｐ４－ｅｐｓｐｓ、ＡＰＩ、ＣｐＴＩ、ｎｐｔＩＩ、ＮＯＳ终止子、Ｅ９终止子等；转基因
水稻检测 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子、ｂａｒ、Ｃｒｙ１Ａｂ／Ａｃ、ｎｐｔＩＩ、ｈｐｔ、ＮＯＳ终
止子等；转基因油菜检测 ＣａＭＶ３５Ｓ启动子、ＦＭＶ３５Ｓ启动子、
ＮＯＳ启动子、ｂａｒ、ｐａｔ、Ｃｐ４－ｅｐｓｐｓ、ＮＯＳ终止子、Ｅ９终止子等。

各类检测元件可在转基因检测相关数据库中查询，数据

库主要有 ＧＭＤＤ（ＧＭＯ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄＤａｔａｂａｓｅ）、ＥＵ
ＤａｔａｂａｓｅｏｆＲｅｆｅｒｅｎｃｅ ＭｅｔｈｏｄｓｆｏｒＧＭＯ Ａｎａｌｙｓｉｓ、ＧＭＯ
Ｃｏｍｐａｓｓ。
１．２　转基因作物的检测方法概述

根据检测转基因作物中的目标物，转基因作物的成分检

测主要从３个方面入手：（１）针对基因核酸的检测，在检测的
特异性上，又分为筛选检测、基因特异性检测、构建特异性检

测、转化体特异性检测等类型，利用的方法主要为定性 ＰＣＲ
和实时荧光定量ＰＣＲ２种；（２）针对蛋白质的检测，主要包括
蛋白质印迹法、酶联免疫吸附法、免疫层析法；（３）基于代谢
物的检测，主要包括高效液相色谱法和双向电泳法［４－８］。

目前，检测中最常用的仍是定性ＰＣＲ和实时荧光ＰＣＲ方
法［７］。与此同时，虽然许多国家已经实施了严格的转基因标

识管理规定，但经常有未经授权和不受控制的转基因作物被

释放的报道，因此迫切需要一种即时、敏感、简单、低成本、易

于操作的方法来进行现场检测转基因作物［９］。

转基因快速检测技术在政府监管、企业内控等方面发挥

的作用越来越重要。农业农村部曾在印发的农业转基因生物

安全监管工作方案中建议，充分利用试纸条等快速检测方法，

降低成本，扩大监测范围［１０］。

２　转基因作物的快速检测技术研究进展

转基因作物常规检测法结果比较可靠，但样品前处理繁

琐、检测成本高、时间长，需要专门的技术人员，无法满足快

速、低成本等实际的需要，从而催生出许多的快速检测技术，

如各种试纸条、生物芯片、传感器等，这些技术的加入为现场

检测提供了更广阔的发展空间。其中，目前实际应用比较多

的是以ＰＣＲ为基础的检测方法和以 ＤＮＡ杂交为基础的生物
传感器［１１］。

２．１　以核酸恒温扩增为基础的快速检测
核酸恒温扩增技术与常规ＰＣＲ相比，可在恒定温度下使

ＤＮＡ或者ＲＮＡ目标片段延伸，对仪器要求较低，通常简易的
水浴锅或恒温槽等就可以满足要求，摆脱了传统扩增方法对

精密温控设备的需求，实现快速检测，大致可分为４类：（１）
链置换ＤＮＡ聚合酶介导的反应，如环介导恒温扩增（ｌｏｏｐ
ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）、交叉引物恒温扩增
（ｃｒｏｓｓ－ｐｒｉｍｉｎｇａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＣＰＡ）和滚环扩增（ｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＣＡ）；（２）酶促解旋／引物退火的反应，如重组
酶介导扩增（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＰＡ）；（３）基
于ＲＮＡ转录的扩增反应，如转录介导的扩增（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－
ｍｅｄｉａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＴＭＡ）和基于核酸序列的扩增（ｎｕｃｌｅｉｃ

ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｂａｓｅｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＮＡＳＢＡ）；（４）基于单链剪
切辅 助 的 反 应，如 链 置 换 扩 增 （ｓｔｒａｎｄ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＳＤＡ）和切口酶介导的扩增（ｎｉｋｉｎｇｅｎｚｙｍｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＮＥＡＲ）［１２］。其中，以 ＬＡＭＰ、ＣＰＡ、ＲＰＡ
等简便快速的恒温扩增技术在转基因检测中已受到广泛

关注。

２．１．１　基于 ＬＡＭＰ技术的快速检测方法　ＬＡＭＰ技术依赖
于能识别靶标序列上６个特异区域的４条引物（包括正向外
引物、正向内引物、反向外引物和反向内引物）和１个具有链
置换特性的ＤＮＡ聚合酶，在等温条件下特异、高效、快速地扩
增靶基因，灵敏度高、特异性高。另外，通过设计２条环引物
（正向环引物和反向环引物）可加快ＬＡＭＰ反应速度，使整个
反应时间缩短［１３－１５］。与ＣＰＡ不同的是，ＬＡＭＰ扩增具有更高
的扩
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效率，更大的产物生成量，常用的是浊度法、钙黄绿素

法和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光法［１６］。ＬＡＭＰ扩增以其高特异性和
高扩增效率的特点在食品、环境、农业、临床等多个方面都有

广泛的应用。Ｓｈａｏ等发展了基于毛细管阵列的恒温核酸扩
增技术（ｃａｐｉｌｌａｒｙａｒｒａｙ－ｂａｓｅｄｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅｘｖｉｓｕａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓ，
ＣＡＬＭ），该平台可实现并行的多重 ＬＡＭＰ反应，研究人员选
取了７种常用且重要的转基因元件（Ｐ－ＣａＭＶ３５Ｓ、ｂａｒ、ｃｐ４－
ｅｐｓｐｓ、Ｐ－ＦＭＶ３５Ｓ、ｐａｔ、Ｔ－ｎｏｓ、ｎｐｔＩＩ），同时加入５个物种内
源基因（ＡＤＨ１、Ｓａｄ１、ＳＰＳ、ＨＭＧＩ／Ｙ、Ｌｅｃｔｉｎ）作为阳性对照对
平台进行性能测试，表明 ＣＡＬＭ技术平台具有极高的检测准
确性，也表明其在实际检测领域有着很好的运用前景［１７］。

Ｗａｎｇ等研究引入了一种新型的金属指示剂 －酸性络蓝 Ｋ
（ａｃｉｄｃｈｒｏｍｅｂｌｕｅＫ，ＡＣＢＫ），建立了闭管 ＬＡＭＰ扩增和检测
结果可视化检测技术，并以 Ｔ－ｎｏｓ和 Ｐ－ＣａＭＶ３５Ｓ为靶序
列，建立了ＴＮＯＳ－ＡＣＢＫ－ＬＡＭＰ和Ｐ３５Ｓ－ＡＣＢＫ－ＬＡＭＰ检
测体系，检测结果既可以裸眼直接判断也可以借助紫外可见

光谱分析［１８－１９］。为了使诊断技术更加简便易行，使之适用于

在田间操作，Ｗａｎｇ等建立了转基因作物叶片 ＤＮＡ快速提取
技术，并使用普通保温杯为ＬＡＭＰ反应提供所需的恒温条件，
通过肉眼判别是否产生焦磷酸镁白色沉淀来检测转基因作

物，最终研发出一套不依赖电源不依赖实验室条件、可以在

３０ｍｉｎ内完成的田间ＬＡＭＰ检测技术体系［２０］。

２．１．２　基于ＣＰＡ技术的快速检测方法　ＣＰＡ主要利用具有
链置换功能的ＤＮＡ聚合酶结合特殊的引物设计在体外恒温
条件下（６３℃）特异、高效、快速地复制模板完成扩增，并通过
侧

"

流试纸条进行检测［２１］。快速、简单、不需要昂贵仪器和

分子实验室的特点使ＣＰＡ逐渐受到关注，Ｈｕａｎｇ等利用 ＣＰＡ
结合侧横流试纸条用来对转基因产品进行现场筛选，通过检

测ＣａＭＶ３５Ｓ基因可检测０．０５％的转基因玉米ＭＯＮ８１０［２２］。
２．１．３　基于 ＲＰＡ技术的快速检测方法　重组聚合酶扩增
（ＲＰＡ）技术被称为是可以替代 ＰＣＲ的核酸检测技术。ＲＰＡ
扩增的速度非常快，灵敏度高，对硬件设备要求低，而且不需

要复杂的样本处理。这样的技术特别适合于体外诊断、兽医、

食品安全、生物防御、农业等领域。ＲＰＡ能在室温条件（３７～
４２℃）下快速检测样本里的痕量 ＤＮＡ。Ｘｕ等用这一技术在
１５～２５ｍｉｎ内检出了只含１００拷贝目标分子的样本。此外，
他们还建立了实时ＲＰＡ分析体系，成功检测了４种主要的转
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基因作物（玉米、水稻、棉花和大豆）［２３］。Ｗａｎｇ等研发了一种
靠人体加热介导的 ＲＰＡ方法，试验结果可通过肉眼直接观
察，结果表明该方法可在不同的环境温度下准确检测耐除草

剂转基因大豆ＧＴＳ４０－３－２［９］。
２．２　以ＤＮＡ杂交为基础的快速检测

贵金属纳米粒子（金、银、铜等）具有强烈的光 －物质相
互作用特性。纳米结构材料与表面价电子集体振荡频率匹配

的光子相互作用时会发生局域表面等离子体共振（ｌｏｃａｌｉｚｅｄ
ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＬＳＰＲ）现象。该方法具有样品处理
方法简化、高通量、特异性强等特征，可以免除基因检测中复

杂的ＰＣＲ扩增环节。Ｊａｎｇ等展示了金纳米粒子ＬＳＰＲ效应可
用于检测耐除草剂大豆外源基因，经过３０ｍｉｎ杂交反应后，
在５４０ｎｍ条件下可最低检测含 １ｎｍｏｌ／Ｌ目标 ＤＮＡ的样
品［２４］。程志强等利用表面等离子共振成像（ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＳＰＲｉ）技术，分析了玉米的６种转基因序列
和６种转基因操作元件，并证明可将 ＤＮＡ和 ＲＮＡ探针结合
的信号放大４０倍左右［２５］。

Ｙｕｎ等研制出自动微流控薄膜芯片（ａｕｔｏ－ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ
ｔｈｉｎ－ｆｉｌｍｃｈｉｐ，ＡＭＴＣ）来多重检测转基因玉米，将 ＤＮＡ探针
固定于方形尼龙薄膜上并置于反向斑点杂交仪器的反应室

内，该方法检测极限可达到０．１％，表明膜芯片技术的检出限
不低于普通ＰＣＲ和实时荧光定量ＰＣＲ［２６］。
２．３　以蛋白质为基础的快速检测

基于抗体识别转基因蛋白的快速检测一直是国内外快速

检测领域应用最为广泛的方法，农业部曾明文推荐该方法用

于转基因生物安全监管实践［１０］。Ｆｒｅｉｔａｓ等研制出阻抗型电
化学免疫传感器用于检测转基因玉米种子中表达的 Ｃｒｙ１Ａｂ
蛋白，该方法可检测转基因玉米种子质量分数含量为０～５％
的样品，整个分析过程约需４ｈ，且与ＥＬＩＳＡ分析具有相同的
精确度，为在田间简便快速地检测转基因作物的杀虫蛋白提

供了广阔的应用前景［２７］。Ｇａｏ等研制了一种基于碳纳米团
簇的无标记电化学发光免疫传感用于检测Ｃｒｙ１Ａｂ蛋白，该方
法可在６５ｍｉｎ内检出含３ｐｇ／ｍＬＣｒｙ１Ａｂ蛋白的样品，另外，
该方法还分别成功检出了含０．１０％转基因水稻ＢＴ６３的样品
和含０．０２％转基因玉米ＭＯＮ８１０的样品［２８］。

磁性纳米粒子（ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＮｐｓ）已运用于提
取转基因大豆基因组 ＤＮＡ，实现了样品的快速高效提取［２９］。

Ｌｉａｎｇ等又成功将该技术运用于 Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白的检测，该技术
具有更高的灵敏度，可检测 ０．１ｐｇ／Ｌ～１．０ｍｇ／Ｌ含量的
Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白［３０］。

２．４　其他快速检测技术
拉曼光谱（ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＲＳ）是一种散射光谱，具有

检测过程简单、检测效率高、不会造成环境污染、大大降低检

测成本等特点［３１－３２］。林萍等发明了一种转基因水稻种子及

其亲本的快速检测方法，采用拉曼光谱装置获取转基因水稻

种子及其亲本的拉曼光谱散射特征曲线，采用核主成分分析

法获取核主成分，将核主成分作为大间隔最近邻居算法的输

入变量，在核空间中实现转基因水稻种子样本的鉴定［３３］。

Ｋａｄａｍ等利用表面增强拉曼光谱（ｓｕｒｆａｃｅ－ｅｎｈａｎｃｅｄＲａｍａｎ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＳＥＲＳ）技术，研发出省去 ＰＣＲ扩增，且可高灵敏
精确检测出含有０．１ｐｇ转基因拟南芥的样品［１１］。

３　转基因检测讨论及展望

３．１　快速检测方法存在的问题
使用核酸恒温扩增技术已能在较短的时间内、恒定的温

度下对核酸完成扩增，不需要精密的温控设备，具备易于集成

的潜力，为便携核酸分析提供了基础，但在实际应用中仍然存

在一些不足。大部分恒温扩增检测方法自身存在一定程度的

缺陷。试纸条法：尽管核酸试纸条法价格低廉、使用方便、特

异性强，但具有需要开盖检测的弊端，使得研究者不得不借助

其他手段避免气溶胶的产生。浊度法：尽管浊度法检测核酸

扩增非常直观，但很多情况下难以用肉眼分辨结果，容易造成

误判。因此，目前尽管快速检测方法层出不穷，考虑到检测结

果的稳定性，全世界范围内转基因检测中最常用的仍是定性

ＰＣＲ和实时荧光ＰＣＲ方法［７］。

３．２　快速检测技术在监管中的应用前景
从检测原理考虑，以传统核酸扩增为基础的转基因检测

技术面临两大主要的关键挑战，即特异性检测引物设计及高

质量模板ＤＮＡ的获取。目前，随着加工技术水平和加工精度
的提高，原料ＤＮＡ在加工过程中破坏更为严重。同时，精细
化的加工过程往往容易引入更多物理、化学或生物性的 ＰＣＲ
抑制因子，造成了模板 ＤＮＡ质量的降低，客观上又给转基因
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（如深加工食品样品、干扰成分

复杂样品等）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，同时需依据相应的技术特点对不同检测技术

进行组合使用，形成行之有效的检测技术。可以预见，随着各

种商业化转基因产品种类和数量加速推出，必然要求在短时

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。

３．３　新型生物技术植物的安全管理
随着转基因技术更加精准，基因编辑技术、定点重组技术

的突破有望使基因操作实现安全化、精准化，同时也面临如何

对这个新生事物进行监管和检测的新问题。

一方面，随着转基因研究的深入与发展，如以 ＣＲＩＳＰＲ／
ＣＡＳ９为代表的基因组定点编辑技术，在转基因研发中得以应
用与发展，转基因产品呈现出多样化发展的趋势。为维护自

己的商业利益，研发单位往往不愿将相应的遗传改造信息，特

别是基因序列信息对外公布，造成遗传改造的基因序列信息

难以获取。此类基因编辑作物不同于传统转基因作物，基因

编辑作物更多的是对目的基因的删除、插入、碱基突变等，这

些基因编辑作物在基因水平上可能与传统育种相比无明显差

异，这增加了检测的复杂性。如何有效区分基因编辑作物与

自然突变作物仍然是检测的一大难点。

另一方面，对于传统转基因作物的检测技术来说，基于蛋

白质的检测技术是其重要的组成部分。但是对于ＲＮＡｉ转基
因作物（比如转基因番木瓜）来说，由于没有外源蛋白的表

达，基于蛋白质的转基因检测技术就不再适用。这对 ＲＮＡｉ
转基因作物的现场快速检测提出了更高的要求。因此，开发
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新型的可以对 ＲＮＡｉ转基因成分进行现场检测的快速检测方
法是未来ＲＮＡｉ转基因作物监管的基础。

为精确地对转基因产品中的转基因成分进行定量，研究

人员须研发出更多更好的适合转基因作物检测需求的方法和

快速筛查技术。
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