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转基因成分定量检测数据分析及不确定度 

评估现状概述 

杨冬燕*, 杨永存, 李  浩 

(深圳市疾病预防控制中心, 深圳  518055) 

摘  要: 在利用实时荧光定量(real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction, qRT-PCR)检测转基

因成分的含量时, 数据分析的规范化与标准化对保证实验数据的准确性及实验室间数据的可比性具有重要意

义。基于目前很多国家和地区对转基因产品有强制性标识要求的现状, 测量不确定度在进出口食品的转基因检

验中作用显著。本文在分析 qRT-PCR 实验至少应提供的信息(the minimum information for publication of 

quantitative Real- time PCR experiments(MIQE))数据分析的基础上, 综合阐述了 qRT-PCR转基因成分定量数据

分析中众多因素对定量准确性的影响, 以及 qRT-PCR 转基因成分定量不确定度来源主要要素及其相应的评估

策略。尽管 MIQE 为 qRT-PCR 实验设计及数据处理提供了参考, 但目前仍然有许多实验设计甚至已经发表的

论文并未完全遵照相关要求, 从而导致实验结果偏差甚至错误, 其数据处理的某些环节尚缺乏一致性的要求。

由于对一些影响因子缺少定量描述, 在转基因成分定量检测的不确定度分析方面还缺乏一个通行的方法。 
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Data analysis and uncertainty evaluation of genomic modified ingredients 
quantitation by real- time PCR 

YANG Dong-Yan*, YANG Yong-Cun, LI Hao 

(Shenzhen Center for Disease Control and Prevention, Shenzhen 518055, China) 

ABSTRACT: During the quantitative real-time PCR experiments for dection of genomic modified (GM) ingredients, 

the normalization of data processing is important for the accuracy of experimental results and comparability among 

different laboratories. Since it is now required to label the GM products in many countries and regions, the 

uncertainty of measurement is vital for the GM detection in the imports and exports. Based on the minimum 

information for publication of quantitative real- time PCR experiments(MIQE), the affects of various factors for 

quantitative accuracy, as well as the main resources of measurement uncertainty and corresponding evaluations were 

elucidated. Although MIQE provides reference for qRT-PCR experimental design and data processing, but at present 

many experimental design and published papers still did not fully comply with the relevant requirements, which lead 

to the result deviation even error. Some links of data processing are short in consistency requirements. Due to the lack 

of quantitative description for some factors, a generally accepted method of uncertainty analysis on genetically 
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modified ingredients quantitation has not been developed. 
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1  引  言 

在过去的十多年中, 转基因作物的全球性栽培和商

业化进程不断推进。越来越多的转基因食品、食品配料和

添加剂进入市场和餐桌, 转基因产品的食用安全、环境风

险及伦理等问题被社会普遍关注。截至 2013 年, 全球 60

多个国家和地区制定了相关的法律和法规, 要求对转基因

生物及其产品(包括食品和饲料)进行标识管理[1]。目前全球

的转基因标识管理存在限量标识和不限量标识两种方式, 

限量标识是指当转基因含量达到或超过标识阈值即需要标

识, 未达到阈值可不标识。目前, 欧盟、日本等多个国家都

实行基于转基因含量(阈值)的限量标识, 标识阈值从欧盟

规定的 0.9%至日本的 5%不等[2], 阈值作为判定转基因产

品身份的标尺, 是实施转基因产品标识管理的关键点。而

我国目前采用的是转基因不限量标识的管理方式, 对包括

大豆、玉米、棉花、油菜和甜菜 5种 17类转基因作物进行

无限量强制性标识[3,4]。但有专家指出, 随着我国转基因技

术和产业的发展, 定量标识是必然趋势[5]。 

实时荧光 PCR 定量技术(real-time quantitative PCR, 

qRT-PCR)以其灵敏度高、特异性强等优势, 成为世界各国

进行转基因食品成分定量检测的重要技术手段[6,7]。基于转

基因生物具有外源基因和受体看家基因同时存在于一个转

基因生物体的特点, 目前转基因成分定量多采用双标准曲

线相对定量法, 即标准物质DNA溶液被梯度稀释后, 基于

内、外源基因的扩增结果分别制备标准曲线, 依据标准曲

线分别定量待测样品的内、外源基因拷贝数, 最后以待测

样品的内、外源基因的拷贝数之比来近似代表样品中的转

基因质量分数[8]。 

在利用实时荧光定量 PCR 检测转基因成分含量时, 

数据分析的规范化及不确定度评估对保证实验数据的准确

性及实验室间数据的可比性具有重要意义。然而, 目前转

基因成分定量数据分析及不确定度评估要素尚不规范, 检

测员对实时定量 qRT-PCR 的操作规范和试验数据分析缺

乏共识, 使得其试验结果的可重复性以及准确性受到一定

质疑。本文针对转基因成分定量检测数据分析及不确定度

评估现状及要点进行概述。 

2  数据分析 

2009年英国学者 Bustin等[9]提出了 qRT-PCR实验至

少应提供的信息(the minimum information for publication of 

quantitative Real-time PCR experiments, MIQE)。自从 MIQE

被提出以来, 它一直被作为 qRT-PCR实验流程及数据处理

的国际化标准指南[10], 为促进 qRT-PCR检测数据的可靠性

以及数据在实验室内和实验室间的验证比对发挥重要作

用。MIQE标准规定 qPCR试验中至少需要提供的信息, 并

从名称术语、样品的采集、处理和准备、核酸的质量控制、

反转录、PCR过程和数据分析等多方面对 qPCR试验的各

个环节提出规范性要求。MIQE 指出数据分析包括检测原

始数据、原始数据质量和可靠性评价以及得出最终结果。

数据收集和处理的方法可以多种多样, 但需提供数据分析

方法和置信度以及准确度的评价方法、评价的详细信息, 

具体包括 qPCR分析程序的来源与版本、Ct值的确定方法、

异常值的确定和处理、对照样品试验结果、内参基因数量

及选择依据、技术性重复的次数和阶段、生物性重复的次

数和一致性、再现性、统计学软件及统计学方法对结果的

意义。 

尽管 MIQE 为 qRT-PCR 实验设计及数据处理提供了

参考, 但目前仍然有许多实验设计甚至已经发表的论文并

未完全遵照相关要求 , 从而导致实验结果偏差甚至错误
[11]。在利用 qRT-PCR检测转基因成分的含量时, 其数据处

理的某些环节尚缺乏一致性的要求, 并因此对转基因检测

实验室间的数据分析和可比性产生重要影响[12]。这些环节

包括: 对于源于两个平行实验数据的标准曲线绘制是基于

平行实验数据的单个值, 还是平行数据的平均值; 两个平

行实验样品Ct值, 是将两个Ct值分别代入标准曲线计算靶

标基因的拷贝数, 再计算平均值; 还是先计算平行数据的

Ct 值平均值, 再代入标准曲线计算靶标基因拷贝数; 而在

计算平均值时, 尚存在取算术平均或几何平均的问题; 此

外, 对样品进行多次重复测定后, 多次重复的数据怎样进

行统计分析, 其准确性如何判定也缺乏统一要求。针对上

述问题, 张丽等[13]研究表明, 一般基于多个平行反应 Ct值

平均值得到的标准曲线获得较好的相关系数, 但如果检测

精密度不高, 该相关系数并不能真实反映实际 PCR过程中

数据的离散性, 而基于几次平行反应的单个 Ct值计算得到

的标准曲线相关系数却能真实地反应几次平行反应数据的

离散性, 有助于检验数据的可靠性。此外, 在获得标准曲线

后, 对于待测样品的起始模板拷贝数计算, 先计算个平行

反应的平均 Ct值, 再代入标准曲线计算待测样品起始模板

拷贝数, 定量结果准确性更高; 而对于定量准确性的分析, 

需以标准物质为实验样品, 通过比较标准物质测量值与标

准值之间的差异, 将该差异与测量值和标准值的组合不确

定度进行比较, 判断测量结果的可靠性。 

此外, 欧盟转基因网络实验室(European Network of 

GMO Laboratories, ENGL)对转基因检测方法中要求[14], 采

用双标准曲线相对定量法测定转基因成分含量, 为确保实
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验结果的有效性, 其标准曲线的斜率应在-3.6~-3.1 之间, 

此时 PCR扩增效率在 90%~110%之间, 线性相关系数应大

于 0.98。通常用相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)评估测量的精密度 , 转基因定量检测要求 RSD≤

25%[15]。 

3  不确定度评估 

测量不确定度是经典的误差理论进一步发展和完善

的产物。1993年国际标准化组织等 7个国际权威组织正式

颁布《测量不确定度表述导则》(guide to the expression of 

uncertainty in measurement, GUM), 明确规定了测量不确

定度的评定和表示方法[16]。此外, 根据 ISO/17025[17]的要

求, 测试和校准实验室必须建立并实施测量不确定度评定

程序, 一份完整的定量检测结果需报告与方法对应的测量

不确定度, 但现在只有部分基因检测实验室进行转基因定

量检测的不确定度计算, 关于转基因成分测量不确定度的

研究报道还非常有限[18,19]。由于对一些影响因子缺少定量

描述, 因此在转基因成分定量检测的不确定度分析方面还

缺乏一个通行的方法。 

目前国内外对于转基因定量不确定度的分析大多参

考《欧盟转基因检测实验室不确定度评定指南》(guidance 

document on measurement uncertainty for gmo testing 
laboratories)[20]。根据该指南的要求, 转基因定量分析不确

定度评定需考虑诸多因素, 包括标准曲线偏差、标准物质

含量误差、仪器读数误差、仪器分辨率误差、加样误差和

环境引起的随机误差等。而标准曲线偏差、移液器误差、

人工和环境引起的随机误差等属于A类评定标准不确定度, 

即可用统计分析的方法对重复测量值进行评定的不确定度; 

标准物质含量误差、仪器读数误差、仪器分辨率误差等属

于 B 类评定标准不确定度, 即根据经验值或其他已知信息

评定的标准不确定度。 

3.1  标准曲线的不确定度 

黄文胜等[4]研究表明, 在转基因荧光 PCR定量测量过

程中, 内外源基因标准曲线所产生的不确定度是对测量不

确定度贡献最大的因素。而标准曲线的不确定度主要来自

于每个测量点的读数误差及测量点相对回归曲线的相关系

数。标准曲线斜率代表 PCR效率, PCR反应体系性能, 引

物探针的质量及样品 DNA 纯度等因素均可对 PCR 效率

产生影响。尽量加大标准物质的稀释梯度可提高 PCR 扩

增效率测量的准确性, 然而随着样品 DNA 的不断稀释, 

低浓度标准品 Ct 值的相对标准差不断增大, 成为标准曲

线不确定度的主要来源 , 因此 , 为了提高转基因定量检

测精度 , 需要确定合理的稀释梯度 , 既保证标准品有较

大的浓度跨度, 又避免低浓度带来的较大误差。一般而言, 

标准曲线的制作至少需要 5 个连续梯度稀释, 且每个梯

度需要 3次重复。 

3.2  样品重复测量的标准不确定度 

同一管DNA溶液在同批次 PCR反应中获得的重复测

量误差是定量结果不确定度的另一重要来源, 属 A类评定

不确定度, 这类误差主要来源包括人工操作、耗材的不均

一性和环境因素等。批内重复测量不确定度最后表现为 Ct

值的测量偏差, 所以统一用 Ct值的标准差表示。需要指出

的是, 移液误差产生的 PCR批内体积差异对最终结果有显

著影响, 然而有研究表明, 如果将参比荧光(RoxTM 染料)

加入 PCR体系, 经过 Rox荧光值的均一化校正后, Ct值的

批内标准差可大幅降低[21]。因此, 如果 PCR反应体系中加

入参比荧光, 移液误差所致的不确定度可以被忽略。此外, 

由于 PCR 仪的各孔之间热循环不均一性以及 PCR 反应板

的形状、厚度、透光度的不均一性等也对 PCR反应的批内

重复测量的不确定度有贡献, 因此, 在评估转基因定量不

确定度时也需要考虑。 

3.3  标准物质不确定度 

标准物质自身定量结果不确定度也是转基因定量不

确定度的来源之一, 属于 B 类评定。标准物质的不确定度

来源于转基因样本与非转基因样本混合的不均一性。目前

国内大部分实验室的转基因标准物质来源于欧盟联合研究

中心下属的标准物质与测量研究所(Institute for Reference 

Materials and Measure-ments, IRMM), IRMM提供的有证参

考物质带有不确定度, 可以直接用于不确定度计算。 

此外, 目前采用作物种子粉末作为标准物质的定量

方法, 是以样品内、外源基因的拷贝数之比代表样品的转

基因质量分数(genetically modified organism, GMO％), 然

而这两者之间存在事实上的差异。有研究表明, 植物不同

组织之间及同一作物的不同品种间样品的 DNA 密度有显

著差异。Xu等[22]对大豆籽粒各部分的 DNA密度测量发现, 

DNA密度从高到低依次为胚芽、种皮和子叶, 而且胚芽的

DNA 密度竟达到子叶的 30 倍左右; 此外, 不同品种的大

豆的DNA密度也存在显著差异, 15种大豆品种中Kefeng 6

的 DNA密度接近Wandou 16的 2倍。因此, 当前的定量方

法仅适用于具有相同组织来源的样品。 

4  结  论 

转基因 qRT-PCR检测数据分析方法的规范化和标准化

是提高不同实验室测量数据的可比性的重要基础。而基于目

前很多国家和地区对转基因产品有强制性标识要求的现状, 

全面准确的测量不确定度分析在进出口食品的转基因检验

中具有重要意义, 尤其是检测结果处在临界值的时候, 结果

判断依赖于不确定度提供的测量结果的可信区间。 
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