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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, 世界各国有关转基因产品标识制度不断建立和完善, 一些国家规定了转

基因成分的最低含量阈值, 因此相应的转基因检测技术体系也迫切需要持续的创新与发展。本文简要介绍了国

内外常用转基因成分分析检测技术及方法, 目前转基因检测主要是基于外源蛋白靶标和外源核酸成分的检测

技术及方法, 如酶联免疫吸附技术、PCR 技术、等温扩增技术、基因芯片技术及数字 PCR 技术等, 并对相应

检测技术及方法在国内外转基因成分检测中应用新进展进行了概述, 同时对各检测技术的优缺点进行了相应

的总结, 使人们对于转基因检测技术的现状及发展趋势能够有较为清晰和全面的了解。 
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ABSTRACT: With the rapid application and development of transgenic technology in agriculture, the categories and 

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

has attracted more and more extensive concern of the public, the genetically modified productions labeling systems 

all over the world has been gradually established and improved, and some countries have provided a minimum 

threshold of genetically modified ingredients (GMIs) content. 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 GMIs both in China and abroad, the existing primary detection technology and 

method of GMIs mainly based on detection of exogenous protein and nucleic acid, such as ELISA, PCR, isothermal 

amplification technology, gene chip technology, digital PCR and so on. It also summarized the application progress of 

the corresponding in the detection of GMIs, meanwhile summarized the advantages and disadvantages of each 

corresponding methods, in order to be aware clearly and completely in public about the current situation of global 
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detection technologies of GMO and their future development trend. 
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1  引  言 

自 1994 年转基因番茄在美国首次商业化种植以来, 

转基因技术在农业生产领域得到了快速的应用与发展, 转

基因作物的种植面积逐年扩大, 已经对现代农业产生了巨

大的冲击和深刻的影响。据国际农业生物技术应用服务组

织统计, 2014年种植转基因作物的国家达到 28个, 并且全

球转基因作物种植面积由 1996 年的 170 万公顷增加到

2014 年的 1.81 亿公顷, 转基因作物的种植面积增加超过

100倍[1]。随着转基因作物种植的迅猛发展, 关于转基因生

物及其产品成分食用和环境安全性的争议也与日俱增, 相

应的争议事件也频频出现。巴西坚果过敏事件[2]、帝王蝶

事件 [3]、墨西哥玉米转基因污染事件 [4]、转基因玉米

MON863对小鼠肝肾毒性事件[5]、食用转基因玉米 Mon810

后小鼠免疫表型异常事件[6]及孕妇胎儿血液 CryAb1 毒素

(Bt 蛋白)事件[7]等。虽然以上种种争议事件后续都被证实

缺乏实验设计、统计或结论的科学性, 或者缺少官方正面

申明, 但是关于对转基因生物及其产品成分食用和环境安

全性的怀疑从未停息, 还有愈演愈烈的趋势。因此, 世界各

国都在不同程度上制订了相应的管理制度, 主要包括安全

性评价制度和转基因成分标识制度等。由于不同国家和地

区在转基因产品的阈值范围、标识方式等管理制度上的差

异, 直接关系到转基因产品的进出口检疫、国际贸易互认

等诸多问题, 加之转基因生物及其产品成分食用和环境安

全性越来越被社会公众所广泛关注, 直接推动了转基因检

测技术近年来的快速发展和广泛应用[8-10]。目前国内外对

转基因作物及其相关制品的检测主要是基于外源蛋白靶标

和外源核酸成分的检测来展开的, 建立了一系列常见的快

速、灵敏的转基因定性和定量检测技术, 如酶联免疫吸附技

术(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)、PCR技术、

等温扩增技术(isothermal amplification)、基因芯片技术(gene 

chip)及数字 PCR技术(digital PCR, d PCR)等, 本文将对国内

外常见转基因检测技术方法及其相应的特点进行概述。 

2  常见转基因检测技术 

2.1  基于外源蛋白靶标的检测技术 

基于外源蛋白靶标的检测技术主要是以免疫分析技

术为基础, 利用转基因作物产生的特定的外源蛋白与抗体

的特异性识别进行检测和定量的技术。常见基于外源蛋白

靶标的转基因检测技术包括酶联免疫吸附技术(ELISA)、蛋

白印迹(Western blot)检测技术、免疫层析试纸条技术及蛋

白质芯片技术(protein chip)等。 

2.1.1  酶联免疫吸附技术 

酶联免疫吸附技术是基于外源蛋白靶标检测的主要

检测技术。该技术将抗原抗体识别的特异性、酶促反应快

速灵敏高效等优点相结合, 已被广泛用于转基因作物及其

相关制品外源蛋白的检测和定量分析。Kim等[11]采用酶联

免疫吸附技术对转基因胡椒中 PAT及NPTⅡ的不同时效表

达进行了准确定量比较研究; Kamle 等[12]建立了定量测定

转基因棉花 Bt蛋白的双抗体夹心酶联免疫吸附法; Tan等
[13]建立了定量检测 CpT1 基因表达蛋白的双抗体夹心酶联

免疫吸附法, 检测限可达 0.21 ng/mL。 

2.1.2  Western blot 检测技术 

Western blot 技术是基于外源蛋白靶标检测的一种经

典技术。其基本原理是将制备的蛋白质样品通过

SDS-PAGE 电泳区分不同的组分, 转移至固相支持物, 与

对应的抗体发生免疫反应, 再与酶或同位素标记的第二抗

体发生反应, 通过底物显色或放射自显影来检测电泳分离

的特异性目的蛋白组分。该技术将电泳的高分辨能力、抗

原抗体结合的强特异性和均一性等优点相结合, 在转基因

作物及其相关制品外源蛋白的检测和定量分析中也有相应

的应用。周兴虎等[14]采用 Western blot 技术研究了储层过

程中不同温度和时间对转基因大豆外源 EPSPS 蛋白的影

响。田芳等[15]建立了转基因饲料产品的Western Blot检测

系统, 能够实现外源 CP4-EPSPS 蛋白的快速灵敏检测,检

出限达 0.5%, 并应用 Western blot 技术研究了挤压膨化处

理对转基因大豆(TSM) 外源 EPSPS蛋白的影响。Wang等
[16]应用 Western blot 技术在转基因烟草植株叶片中成功检

测到完整外源 EPSPS蛋白的表达。 

2.1.3  免疫层析试纸条技术 

免疫层析试纸条技术是基于外源蛋白靶标检测的一

种简便技术。该技术具有操作简便快速、仪器设备简单、

特异性强、灵敏度高等特点, 在转基因作物及其相关制品

外源蛋白的检测中得到迅速开发和应用。丁耀魁等[17]以

CP4 EPSPS蛋白为检测靶标, 实现了快速检测试纸条在大

豆转基因检测中的应用, 聂新辉等[18]建立了转 Bt 基因棉

花的金标Bt-Cry1Ab/Ac试纸条定性检测技术, 中国农业科

学院油料作物研究所研制的“Cry1Ab/Cry1Ac 快速检测试

纸”成为农业部推荐使用的首选产品[19]。 

2.1.4  蛋白质芯片技术 

蛋白芯片技术是基于外源蛋白靶标检测的一种高通

量技术。该技术既有免疫分析技术快速、灵敏及特异等特

点, 又有芯片技术高通量、低成本及平行化等优势, 具备大

规模推广应用的市场前景。汪琳等[20]研制成功了一种可同

时检测 3 种转基因成分 BT Cry1Ac 蛋白、植酸酶蛋白、
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BT Cry1Ah蛋白的蛋白芯片, 沙莎[21]成功构建了转基因成

分高通量检测的微流体蛋白质芯片检测体系。 

2.2  基于外源核酸成分的检测技术 

核酸 , 特别是 DNA, 由于具有较高的稳定性及以

DNA 为靶标的检测技术具有较高灵敏度和特异性, 被广

泛应用于转基因成分检测实践中。依据所检测转基因核酸

成分的靶序列位置及序列特征, 将基于外源核酸成分的转

基因检测技术按特异性由高到低分为核酸成分筛查技术、

基因特异性检测技术、构建特异性检测技术及转化事件特

异性检测技术。核酸成分筛选技术以导入的外源基因的通

用元件或特性基因为靶序列进行检测, 基因特异性检测

技术直接以导入的外源基因为靶序列进行检测, 构建特

异性检测法直接以导入的转化载体上具有完整表达能力

的目的基因的基因盒为靶序列进行检测, 转化事件特异

性检测技术直接以导入的外源 DNA 与寄主 DNA 结合位

点的边界序列为靶序列进行检测, 可以鉴定出转基因成

分的品系, 是目前特异性最高的检测技术[22]。常见的基于

外源核酸成分的转基因检测技术主要包括定性 PCR 检测

技术、定量 PCR 检测技术、等温扩增技术、基因芯片技

术和数字 PCR技术等。 

2.2.1  定性 PCR 检测技术 

定性 PCR检测技术是基于 PCR扩增的一种最常见的

DNA检测技术。该检测技术具有灵敏度高、特异性强等特

点, 因此成为国家标准、农业部公告及出入境检验检疫行

业标准等推荐的主要的转基因检测技术被广泛采用。常见

的定性 PCR 检测技术主要包含普通 PCR、实时荧光 PCR

检测技术、巢式和半巢式 PCR(nested and semi-nested 

PCR)、多重 PCR检测技术(multiplex PCR)及多重实时荧光

PCR技术(multiplex real-time PCR)等。 

(1) 普通 PCR检测技术 

普通 PCR技术是转基因检测中常用的定性检测技术。

目前, 除被广泛应用于转基因植物及其产品转基因成分标

准化检测外, 还被应用于新的转基因成分的鉴定研究中
[23,24]。该技术检测灵敏度较高, 但模板 DNA质量要求高、

PCR抑制因子种类多及结果的准确性易受假阳性和假阴性

影响, 因此对于量少、干扰成分复杂及被严重破坏的 DNA

样品的检测往往难以得到理想的结果。此外, 普通 PCR技

术单次反应仅能针对一个靶序列, 难以满足现行转基因成

分快速检测的需求。 

(2) 实时荧光 PCR检测技术 

实时荧光 PCR 技术是目前用于转基因检测的一类成

熟和广泛的 PCR检测技术。其是在普通 PCR基础上, 在反

应体系中添加荧光染料或荧光标记的特异性的探针, 通过

荧光信号积累实时在线监控反应过程, 然后通过与参考物

质比对对未知样本进行定性分析。常用的荧光染料主要有

SYBR Green、SYTO9、LC Green及 Evagreen等, 常用的

荧光探针主要有 Taqman、分子信标及 Dual Probes 等, 其

中 Taqman探针应用最为广泛。Taqman实时荧光 PCR技术

通过特异的探针荧光信号实现了整个 PCR 过程的实时闭

管检测, 省去了普通 PCR 中电泳、测序等后续处理过程, 

具有避免产物污染、特异性强、重复性好、可靠性高及操

作时间短等优点, 是目前一种最为主流的转基因检测技术
[25]。Dinon 等[26]开发了针对 cry1A.105 及 cry2Ab2 基因的

实时荧光 PCR筛选技术, 检出限均达 0.01～0.05 ng; Moor

等[27]建立了针对 FMV DNA的实时荧光 PCR检测体系, 有

助于对转基因常用元件 FMV 34S 启动子的筛选 ; 

Grohmann[28]对 bar 和 ctp2-cp4epsps 基因的实时荧光 PCR

筛选技术进行了协同试验验证, 检出限均达 0.02%。实时

荧光 PCR技术的应用与推广, 基本上已经解决了转基因成

分定性检测对灵敏、准确和快速等的要求, 并且特异性高、

结果重现性好。但是成本昂贵、检测通量相对不足等在一

定程度上抑制了该技术在转基因检测中的应用与发展。 

(3) 巢式和半巢式 PCR检测技术 

为实现对量少、干扰成分复杂和被严重破坏的 DNA

样品的准确检测, 研发提高 PCR检测灵敏度就尤为关键。

巢式和半巢式 PCR 是在普通 PCR 基础上发展起来的两种

PCR 技术, 其基本原理相同, 都是针对同一模板, 利用两

对引物, 两次 PCR 扩增进行检测。同普通 PCR 技术相比, 

该技术既提高了检测灵敏度, 又提高了检测的特异性, 因

此在转基因检测中也得到了广泛应用与发展。闻伟刚等[29]

采用半巢式 PCR 技术建立了食品中痕量及微量转基因大

米成分的检测方法, 检出限达 0.001%～0.01%, 姚芹等[30]

运用单管巢式 PCR 技术实现了对精炼大豆油中转基因成

分的检测 , 闫伟等 [31]建立了转基因作物中常见的 Ca 

MV35S 启动子和 Nos 终止子的单管半巢式 PCR 方法, 检

出限分别达到 0.01%和 0.05%。 

(4) 多重 PCR检测技术 

多重 PCR, 又称复合 PCR, 是在同一 PCR反应体系中

同时加入 2 对及以上的引物, 能够同时扩增出多个靶序列

的 PCR反应, 其反应原理、反应试剂及操作过程等同普通

PCR相同。该技术具有快速灵敏、准确可靠、特异性高、

操作简便、成本低廉、产物污染风险低等优势, 因此, 成为

一种快速准确的转基因检测技术。Yoke-Kqueen 等[32]开发

了以 EPSPS和 Cry1Ab为检测靶基因的大豆和玉米转基因
成分的多重PCR检测方法, 魏霜等[33]建立了能够有效检测

水稻及其他作物转基因成分的 7重 PCR检测体系, 白卫滨

等[34]建立了转基因番木瓜华农一号的多重 PCR 检测技术, 

检出限达 0.2 ng, 余婧等[35]建立了烤后烟叶中 3 种外源基

因成分的多重 PCR检测技术体系, 能够有效地检测出转基

因烤后烟叶百分比含量为 0.9%(V/V)的转基因成分。 

(5) 多重实时荧光 PCR技术 

为解决实时荧光 PCR 技术成本昂贵、检测通量相对
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不足等问题, 实现在同一反应体系中多个靶系列的实时荧

光 PCR检测, 故又建立了多重实时荧光 PCR技术。多重实

时荧光 PCR技术兼具实时荧光 PCR检测技术和多重 PCR

检测技术的优点, 同时又互补克服了这两种检测技术的不

足, 成为转基因检测一种最具有研发和应用前景的检测技

术。Bahrdt等[36]建立了一种食品、饲料和种子转基因成分

的 6 重实时荧光 PCR 筛选技术, 检出限达 1000 拷贝; 

Hans-Henno 等[37]建立了一种针对 CaMV35S 启动子、NOS
终止子、FMV35S 启动子和 bar 基因的转基因成分多重实
时荧光 PCR筛选技术, 检出限达 10拷贝; Cottenet等[38]建

立了一种针对 47个检测目标的转基因成分 24重实时荧光

PCR 筛选技术, 检出限达 1~16 拷贝; Chaouachi 等[39]建立

了一种检测 4 种转基因玉米品系(Bt11, Bt176, Mon810 和

T25)转基因成分的多重实时荧光 PCR检测技术; Köppel等
[40]建立了两种食品转基因成分的多重实时荧光 PCR 筛选

技术, 检出限达 0.1%。 

2.2.2  定量 PCR 检测技术 

随着世界各国有关转基因产品标识制度的建立和不

断完善, 一些国家规定了转基因成分的最低含量阈值, 如

欧盟为 0.9%(转基因成分来源获得欧盟批准)和 0.5%(转基

因成分来源未获欧盟批准)[41], 巴西为 1%[42], 韩国(前 5种

含量最高的食品原料的转基因成分含量)为 3%[43], 日本(前

3 种含量最高的食品原料的转基因成分含量)为 5%[44], 中

国台湾地区为 5%[45]等。此外, 定性 PCR 技术在转基因检

测中本身具有一定的技术局限性, 如准确性易受假阳性和

假阴性影响、产物检测环境污染风险高等, 因此, 需要建立

和发展转基因产品定量检测技术。目前定量 PCR技术主要

分为 3大类: 基于终点检测的传统定量 PCR技术、定量竞

争 PCR技术(quantitative competitive PCR, QC-PCR)和实时

荧光定量 PCR 技术 (real-time fluorescence quantitative 

PCR)。 

(1) 基于终点检测的传统定量 PCR检测技术 

基于终点检测的传统定量 PCR 检测技术主要包括内

参照法、竞争法及 PCR-ELISA法等, 都采用终点检测, 即

PCR 进入扩增平台期后进行检测, 检测重现性相对较差。

其中, PCR-ELISA技术应用和开发较为广泛。PCR-ELISA

技术将 PCR的高效性和ELISA的高特异性相结合, 可用于

转基因的快速定性筛选, 也可进行转基因的半定量检测。

赵文军等[46]建立了一种基于 PCR-ELISA 技术的转基因快

速检测方法, 刘光明等[47]建立了基于 PCR-ELISA 技术的

转基因大豆与玉米中常用外源基因快速检测体系, 单宏等
[48]建立了一种基于 PCR-ELISA 技术的转基因大豆快速检

测方法等。虽然 PCR-ELISA 技术具备成为成本较高的实

时荧光定量 PCR技术替代技术的前景, 但由于其影响因素

较多, 如 DNA 的产量与纯度、杂交程度及批次间差异等, 

导致该技术在转基因成分检测的应用中受到局限。 

(2) 定量竞争 PCR技术 

定量竞争 PCR 技术是基于内标法发展的一种定量

PCR 检测技术, 其基本原理是人工构建与靶基因具有相同

扩增效率和引物结合位点的竞争 DNA, 将不同稀释度的

竞争DNA同样本靶基因DNA竞争相同底物和引物共同扩

增, 依据竞争DNA不同稀释度的电泳结果做标准曲线, 定

量分析样本靶基因 DNA的含量。Eri等[49]建立了一种基于

质粒的转基因大豆定量竞争 PCR筛选技术。Anastasia等[50]

研究证明竞争性 PCR 比实时 PCR 具有灵敏度高、探针价

格低廉等优势。该技术对仪器要求不高, 但实验的关键技

术-竞争 DNA的设计对于一般实验室来说难度较大[51]。 

(3) 实时荧光定量 PCR技术 

实时荧光定量 PCR 技术是目前用于转基因检测的最

成熟和广泛的一种定量 PCR检测技术。其是在实时荧光定

性 PCR技术的基础上, 加入已知浓度梯度的标准模板进行

扩增绘制标准曲线, 然后通过与标准曲线比对对未知模板

进行定量分析。其具有实时荧光定性 PCR技术避免产物污

染、特异性强、重复性好、可靠性高及操作时间短等优点, 

具有较强的研发和应用前景。宋君等[52]建立了转基因玉米

59122及产品的实时荧光定量 PCR检测方法, 汪秀秀等[53]

建立了转基因棉花 GHB119 品系特异性的 TaqMan 实时荧

光定量 PCR 检测方法, 检测限达 10 拷贝, 苏慧慧等[54]应

用实时荧光定量 PCR 技术成功检测了转基因樱桃番茄外

源基因拷贝数。同实时荧光定性 PCR技术类似, 该技术也

存在成本昂贵、检测通量相对不足等不足, 但可以通过构

建多重实时荧光定量 PCR检测体系、自行配置反应体系等

改进来提高检测通量和降低成本, 促进该技术在转基因成

分定量检测中的应用与发展。 

2.2.3  等温扩增技术 

等温核酸扩增技术近年来发展的一大类核酸扩增的

检测技术。同 PCR检测技术相比, 该类检测技术具有特异

性强、等温高效、操作简单、耗时较短、产物易检测及设

备要求低等优势, 在快速检测中具有良好的前景。常见等

温扩增技术包括环介导等温扩增技术(LAMP)、交叉引物扩

增技术(cross priming amplification, CPA)、链替代扩增技术

(strand displacement amplification, SDA)、滚换扩增技术

(rolling circle amplification, RCA)、依赖解旋酶 DNA等温

扩增技术( helicase-dependent isothermal DNA amplification, 

HDA) 、 依 赖 核 酸 序 列 的 扩 增 技 术 (nucleic acid 

sequence-based amplification, NASBA)、快速等温检测放大

技术(rapid isothermaldetection and amplification, RIDA)、切

刻内切酶核酸恒温扩增技术(nicking endonuclease mediated 

amplification, NEMA) 、转录介导的扩增技术(transcription 

mediated amplification)、等温多自配引发扩增技术

(isothermal multiple self-matching-initiated amplification, 
IMSA)等。常用于转基因检测的主要有环介导等温扩增技

术(LAMP)和交叉引物扩增技术(CPA)等。 
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(1) 环介导等温扩增技术(LAMP) 

环介导等温扩增技术是 2000 年由日本学者 Notomi

等[55]研发提出的一种“简便、快速、准确、廉价”的基因扩

增技术, 其基本原理是针对靶基因 6 个区域设计的 4 条不

同的特殊引物, 再依赖具有链置换活性的 Bst DNA聚合酶

利用链置换反应在一定温度下进行反应, 循环不断地产生

环状单链结构, 使得引物在等温条件下引发新链合成, 使

靶基因高效扩增, 然后依据扩增反应产物的有无来实现对

靶基因序列存在与否的判断。同 PCR扩增技术相比, 该技

术具有等温扩增、灵敏度高、特异性强、扩增效率高、反

应耗时短、产物易判断、仪器设备要求低、操作过程简便

等技术特点, 因此在临床疾病的诊断、流行性细菌或病毒的

定性定量检测、动物胚胎性别鉴定及基因芯片开发等领域
[56]。近年来, 在转基因检测领域也得到了一定程度的应用与

发展, 成为出入境检验检疫行业标准推荐的转基因成分检

测技术中的一种。王清华等[57]建立了转基因玉米 BT 11品系

的环介导等温扩增检测方法, 检出限达 0.5%; 肖维威等[58]

建立了CaMV35S启动子基因的环介导等温扩增快速检测的

方法, 检出限达 200 拷贝/μL; 闫兴华等[59]建立了转基因玉

米 LY038 外源基因的环介导等温扩增检测方法, 检出限达

0.01％; 邵碧英等[60]建立了转基因大豆 A2704-12 品系的环

介导等温扩增检测方法, 检出限达 0.1%; 刘二龙等[61]建立

了转基因苜蓿草 J163 品系的环介导等温扩增检测方法, 检

出限达 16 pg。环介导等温扩增技术在转基因检测中有众多

优点, 然而由于假阳性较高、引物设计要求高、检测通量不

高等不足, 该技术在转基因成分检测应用中受到局限。 

(2) 交叉引物扩增技术(CPA) 

交叉引物扩增技术是一种新型的核酸恒温扩增技术。

其基本原理同环介导等温扩增技术类似, 针对靶基因设计

特异的扩增引物和交叉引物, 然后再依赖 Bst DNA聚合酶

的高活性的链置特性在一定温度下进行反应, 使得扩增模

板不断的延长, 也使得交叉引物的结合位点不断的增加, 

最后依据扩增反应产物的有无来实现对靶基因序列存在与

否的判断。同 PCR扩增技术相比, 该技术具有等温扩增、

扩增效率高、反应耗时短、产物易判断、仪器设备要求低、

操作过程简便等技术特点, 因此在分子诊断、动植物检疫、

生物医学研究、个体化治疗等领域得到迅速应用。翟聪聪

等[62]建立了转基因水稻 Bt63 品系的交叉引物扩增技术检

测方法, 检出限达 0.1%; 黄新等[63]建立了 CaMV35S 启动
子基因的交叉引物扩增技术快速检测方法 , 检出限达

0.05%; 张芳等[64]建立了一种快速检测 NOS 终止子基因的
交叉引物扩增技术检测方法, 检出限达 0.05%。同环介导

等温扩增技术类似, 交叉引物扩增技术也存在由环境污染

导致假阳性、引物设计要求高、检测通量不高等不足。 

(3) 其他等温扩增技术 

此外, 还有一些其他类型的等温扩增技术在转基因

检测中也得到一定程度的研究与发展。周小明等[65]发明了

基于滚环扩增技术的转基因物种检测方法; 徐潮等[66]建立

了转基因抗虫水稻科丰 6号及其衍生品种转化体特异性荧

光 RPA检测方法, 检出限达 500拷贝; 邓婷婷等[67]建立了

转基因水稻 Cry1Ab/c 基因的 RPA 检测方法, 检出限达

0.1%。由于具有操作简单、耗时较短、产物易检测及设备

要求简单等优势, 等温扩增检测技术在转基因现场快速检

测中具有十分广泛的应用基础和前景。 

2.2.4  基因芯片(gene chip)技术 

基因芯片又称 DNA 芯片或 DNA 微阵列 (DNA 

microarray), 是基于核酸杂交原理于 20世纪 80年代中期提

出的一项 DNA 高通量检测技术。其基本原理是采用点样

法、显微印刷或光导原位合成等方法将大量特定 DNA 序

列的探针分子密集、有序地固定于经过相应处理的硅片、

玻片、硝酸纤维素膜等载体上,然后加入标记的待测样品,

进行多元杂交, 通过杂交信号的强弱及分布, 来分析目的

DNA分子的有无、数量及序列, 从而获得受检样品的遗传

信息。基因芯片具备高通量、集成化及自动化等优点, 因

此被广泛应用于疾病诊断和治疗、药物筛选、农作物的优

育优选、司法鉴定、食品卫生监督、环境检测、国防、航

天等许多领域。Turkec 等[68]开发了一种针对 12 种不同转

基因品系的定量筛选基因芯片, 对于其中 10种转基因品系

的检测限≤1%; Seong-Hun[69]开发了一种针对大豆、玉米、

棉花和油菜的转基因筛选基因芯片, 检测限达 0.5%; 成晓

维等[70,71]开发了一种同时检测大米、大豆和玉米转基因成

分的可视基因芯片, 检测限达 0.1%。尽管基因芯片技术已

经取得了长足的发展, 然而也存在一些需要被克服的问题, 

如成本较高、探针的合成与固定较复杂、灵敏度较低、背

景干扰严重、重复性差、分析范围狭窄等, 从而限制了基

因芯片技术在转基因检测领域的大规模应用与发展。 

2.2.5  数字 PCR(digital PCR, dPCR)技术 

数字 PCR 技术又称单分子 PCR 技术, 是近年来迅速

发展起来的一种核酸绝对定量技术。该技术主要包括两部

分内容, 即 PCR 扩增和荧光信号分析。在 PCR 扩增阶段, 

一般需要将样品稀释到单分子水平, 并平均分配到几十至

几万个单元中进行反应; PCR 扩增结束后, 对每个反应单

元的荧光信号进行采集, 然后通过直接计数或泊松分布公

式计算得到样品的原始浓度或含量。到目前为止, 已有包

括 Fluidigm、Life Technologies、Bio-Rad及 RainDance等

几家公司相继推出了数字 PCR产品, 并已经在基因表达研

究、microRNA 研究、基因组拷贝数鉴定、癌症标志物稀

有突变检测、致病微生物鉴定、转基因成分鉴定、NGS测

序文库精确定量和结果验证等诸多领域显示出广阔的应用

前景。隋志伟等[72]应用数字 PCR技术成功研制了转基因水

稻 TT51-1标准物质; Dany等[73]应用微滴数字 PCR技术对

食品和饲料中的转基因成分进行了精确定量分析; 姜羽等
[74]建立了基于数字 PCR 技术的转基因成分外源基因拷贝
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数分析方法; Dobnik等[75]应用微滴数字 PCR技术, 建立了

针对欧盟授权的 12 种转基因玉米品系转基因成分多重定

量分析方法;  Köppel等[76]建立了基于微滴数字 PCR技术

的转基因成分快速定量分析方法。与荧光定量 PCR技术相

比, 数字 PCR 采用终点定量,不依赖扩增曲线的循环阈值

(Ct), 受扩增效率的影响较小且对 PCR 反应抑制物的耐受

较强, 也无需采用内参基因和标准曲线, 准确度高、重现性

好, 可以实现绝对定量分析。虽然目前数字 PCR技术存在

一些缺陷, 在转基因检测的研究方面还处于起步阶段, 但

其综合了荧光定量 PCR的准确性及基因芯片的高通量, 并

且不依赖标准物质定量, 有望成为核酸绝对定量新标准, 

在转基因成分检测方面具有广阔的应用前景。 

3  展  望 

目前, 国内外针对转基因成分的检测主要以 DNA 为

检测对象的核酸扩增检测技术为主, 特别是 PCR 检测技

术。从检测原理考虑, 以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。一方面, 随着转基因研究的深入与

发展, 越来越多的新技术, 如以 Talen和 CRISPR为代表的

基因组定点突变(编译)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, 从而给转基因成分检测带来了很大的困

难。另一方面, 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的物理、化学或生物性的 PCR抑制因

子, 造成了模板DNA的质量降低, 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, 如高通量测序技术(high throughput 

sequencing)、生物传感器技术(biosensor)、毛细管电泳技术

(capillary electrophoresis)及纳米刻度技术(nanoscale)等; 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; 在实际检测中, 应依据食品种

类和加工类型及程度的差异, 选择最有效的检测技术或技

术 组 合 , 如 PCR-ELISA 技 术 、 免 疫 PCR 技 术

(immuno-PCR)、PCR-DHPLC技术、多重实时荧光定量 PCR

技术、多重环介导等温扩增技术、PCR-毛细管电泳技术及

恒温扩增技术与酶联技术相结合等。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。 
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