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数字 PCR技术在转基因检测与溯源中的应用 
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摘  要: 转基因食品的安全性一直备受关注, 准确测定转基因成分及其含量十分重要。近年来, 数字聚合酶链

式反应(digital polymer chain reaction, dPCR)技术因具有高灵敏度、受基质干扰少等优势而被广泛用于转基因

食品检测。本研究综述了数字 PCR 技术的原理、系统各部件的优劣势, 梳理了数字 PCR 技术在转基因检测与

溯源技术(标准物质)方面的进展和发展趋势, 以期为转基因食品检测领域提供参考依据。 
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Application of digital PCR technology in transgenic detection 
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ABSTRACT: The safety of genetically modified food has always been controversial. It is of great significance to 

accurately determine the content of genetically modified ingredients. Digital polymerase chain reaction (dPCR) 

analysis is widely used in the detection of genetically modified food in recent years because of its advantages of high 

sensitivity and less matrix interference. This paper reviewed the principle of digital PCR technology, the advantages 

and disadvantages of each part of the system, and summarized the development trend of digital PCR technology in 

transgenic detection and traceability technology (reference materials), in order to provide reference for the detection 

of genetically modified food. 
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1  引  言 

转基因是人为引进基因编码, 使该基因转录, 产生额

外特定功能的蛋白的技术。目前全球转基因农作物约有 30
种, 涉及上百种转化体[1,2]。世界上大多数国家都对转基因

农作物的使用有明确规定, 德国、法国、奥地利规定食品

中不得含有大于 0.1%的转基因含量, 饲料中转基因含量介

于 0.1%~0.9%之间; 瑞士、荷兰、芬兰等国家采用更加严

格的限制, 在饲料和食品中禁止添加转基因成分, 并禁止

在动物喂养的过程中使用转基因成分[3]。近年来, 农作物、

饲料、食品和配料中使用的转基因成分的多样性增加了检

测的复杂性, 检测方法对于定量检测结果的准确性具有重

要影响 [4,5]。 
目前转基因检测常用的 2 类检测方法分别是基于

DNA 和基于蛋白质的方法。基于蛋白的转基因检测是从作

物或加工产品(食品等)中提取的原材料, 通过检测 DNA 编

码产生的新蛋白进行测定, 但受到基质干扰影响较大[6,7]。

而基于 DNA 的转基因检测的结果更稳定, 被更多实验室

认可, 目前基于 DNA 的转基因检测最为常用的方法[8,9]有

4 种: (1) DNA 印迹法;(2)荧光定量 PCR (quantitative PCR, 
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qPCR)技术 ; (3)下一代测序技术 ; (4) 数字 PCR(digital 
polymer chain reaction, dPCR)技术。DNA 印迹法常用于定

性的测定以及基因的编辑和分型, 而不能用于定量检测; 
荧光定量 PCR 技术是目前转基因测定的金标方法, 但此方

法受基质影响较大并且不适合多重检测; 下一代测序技术

多用于大米和大豆转基因检测中, 对于多倍体作物, 如玉

米、马铃薯和小麦等的检测仍有难度, 且噪音较大, 影响

方法的灵敏度, 导致检出限较高[10,11]; dPCR 技术可以在不

需要校准的情况下对核酸目标序列进行可靠、准确的定量, 
得到绝对拷贝数和核酸含量, 被认为是可溯源至国际单位

制(SI)的绝对定量方法。dPCR 技术适合应用于单一及多重

转基因的测定, 是近年来食品和饲料的转基因检测中的研

究热点, 在转基因检测中具有巨大的潜力[12]。目前尚未有

dPCR 技术应用于转基因检测以及相关溯源技术(标准物质)
的综述, 本文概述了数字 PCR 技术的原理、系统各部件的

优劣势, 梳理了 dPCR 技术在转基因检测与进展和发展趋

势, 以期为转基因食品检测领域提供参考依据。 

2  dPCR 技术的原理、仪器系统和影响因素 

2.1  dPCR 原理 

目前 PCR 技术经历了 3 代的改进: 首先是传统 PCR, 
方法通过控制反应温度, 使待测核酸分子在不同温度下变

性、复性、延伸循环复制, 再对经多次复制后的核酸分子

进行凝胶分析, 观察是否出现目标核酸的条带(定性测定); 
之后是荧光定量 PCR, 方法在传统基础之上, 加入特定的

荧光染料, 荧光强度与扩增后和染料相结合的扩增后核酸

分子的数量相关, 对比扩增后荧光值与初始设定荧光强度, 
得到待测核酸的阈值(Ct), 将 Ct 值代入到由已知含量 DNA
建立的标准曲线, 计算待测核酸的 DNA 含量; 再之后是

第三代的定量 PCR 技术, 即 dPCR。dPCR 是将通过样品大

量稀释等量均分到相互隔离的大数量微小的反应单元(芯
片微孔或微滴液珠)中, 每个微单元中最多包含一个待测

核酸分子。在扩增反应后, 在荧光下显示荧光(含待测核

酸分子, 表示为“1”), 或没有荧光(不含待测核酸分子, 表
示为“0”), 计算没有荧光的微反应单元数量(“0”)与总单

元数量(“1”+“0”)的比例, 根据泊松统计得到待测核酸的

绝对含量[13,14]。 

2.2  数字 PCR 仪器系统 

dPCR 的扩增过程大致上可以分为 3 步: 样品的分散、

样品的热循环扩增和样品的检测。对于数字 PCR 仪器系统, 
各个部件之间仍然有较大的改进空间, 要发挥部件之间的

协同作用是很重要的, 而且有持续研究的价值。表 1 中总

结了部分常见的数字 PCR 系统的类型, 以及相对在硬件、

便携性、性价比和自动化程度上的比较[15,16]。 
 

表 1  常见数字 PCR 系统各部分组成方式及特点 
Table 1  Components and characteristics of common dPCR system 

 类型 优势 劣势 硬件复杂性 便携性 性价比 自动化

分散方式 

液滴(共聚焦、流

路聚焦、T 型) 

液滴体积小,  
(10-9～10-18 L) 
高通量 , 可以使用多种驱

动方式便于操作 

换体系容易造成污染 较复杂 差 低 低 

通道 平行性好 反应体系较大(10-9) 复杂 NA 低 中 

微反应池 
平行性好 , 容易和加热检

测系统连接 
相对于液滴体积较大 (10-9 ～
10-15  L) 

复杂 NA 低 中 

印刷 清洗后可重复使用 NA 简单 NA 高 高 

加热方式 

焦耳热 加热快 降温慢, 热惯性大 较复杂 好 高 高 

通电加热 降温快 NA 简单 好 高 高 

表面声波加热 温度变化速率高 NA 复杂 中等 低 NA 

光子加热 光能转化成热 温度变化速率低 复杂 差 低-高 NA 

感应加热 耗能低, 体积小 芯片制作复杂, 有污染的风险 复杂 中等 一般 NA 

微波加热 
能量高 , 热惯性小 , 温度

变化速率高 

介电常数随温度变化影响效率, 
限于狭窄的体积范围和典型的

微波频率 
复杂 差 低 高 

太阳能热 不需电源 太阳光对荧光的干扰 简单 差 一般 高 

检测方式 
光电转化 适用于液滴, 误差小 低通量 复杂 差 低 高 

扫描拍照 高通量 数据分析时间长 复杂 差 低 高 

注: NA, 未提及。 
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精确简便的操作方法、便携的设备和良好的实际应用

性价比是 dPCR 技术发展的方向, 数字 PCR 系统各部分具

有不同的构成和各自的优劣势, 其多样性和可扩展性使得

dPCR 不断发展, 达到各部分的协同优化[1720]。表 2 列出

目前部分数字 PCR 系统商业化产品型号以及常见的数字

PCR 系统性能参数。 

2.3  dPCR 技术定量结果的影响因素 

影响 dPCR 定量结果的因素包括: 仪器采用的分散方

式与数量、溶液稀释方法、分散体积的准确性以及结果表

达方式。分散方式与数量由数字 PCR 系统决定, 分散体积

和结果表达方式需要实验人员在实验过程中优化得到。 
2.3.1  分散方式与数量 

数字 PCR 系统的分散方式决定了分散数量, 其结果

基于统计的方法进行定量, 增加反应单元数量(统计样本

量), 可以增加其检测的容量和动态检测线性范围达到和

qPCR 相近的动态范围, 同时减小一个反应单元中包含多

个分子所造成的误差, 达到提高灵敏度和准确度[16]。 
2.3.2  溶液稀释方法 

qPCR 常使用目标序列的拷贝数或某一给定样品中转

基因的百分比来体现方法灵敏度。由于 qPCR 和 dPCR 实

验过程所用试剂的兼容性较好, 在使用 dPCR 进行转基因

检测时, 通常直接参照 qPCR 的方法。使用不同技术对相

同样品检测时, 两种方法的灵敏度是否具有可比性成为关

注的问题。Burns 等[21]使用 Fluidigm 公司的 12.765(12 板, 
每板 765 个微单元)芯片数字 PCR 分析仪测定标准物质

ERM-AD413 检测转基因玉米 MON810。该小组应用 dPCR
技术评估在 qPCR 定义下的灵敏度数值 , 在拷贝数

200~700 之间,  dPCR 与 qPCR 的测量结果具有一致性。

但与 qPCR 的灵敏度相比, dPCR 在低于拷贝数 200 时有被

低估的风险, 在高于拷贝数 1000 时有被高估的风险。dPCR
在同一阵列上同时测量转基因和内源性靶点时, 需要稀释

内源性靶点和转基因靶点在合理拷贝数范围内以保证

dPCR 测量结果的准确性。 
2.3.3  分散体积的准确性 

dPCR 在使用过程中需要特别注意体积误差造成的结

果偏差。体积误差对于测量绝对拷贝数浓度会产生显著的

偏差。目前 dPCR 中体积优化方法以光学显微镜观测为主。

分散体积的差异会增加拷贝数结果的不确定性, Emslie 等
[22]使用光学显微镜纵向拍照比较图片边缘的微小差异, 考
察了数字 PCR 系统中每个微孔内和孔与孔间的体积差异

对实验结果的影响程度。Corbisier 等[23]使用微滴数字 PCR
对 6 种不同质量分数棉籽粉质粒 DNA 标准物质

[ERM-AD623a–f, 浓度范围(10~106) copies/μL]进行分析, 
优化了液滴体积得到相应校正因子, 并使用该校正因子发

现并校准了运行软件中液滴体积不变的假设而引起的数据

偏离, 数据结果的一致性有明显提高。 
2.3.4  结果统计方式 

dPCR 的结果统计方式有 2 种, 一种是采用标记多种颜

色, 通过不同检测通道分辨不同颜色和强度, 再根据分散液

滴的数量计算待测基因的含量; 另一种采用概率统计的数

据处理方法, 即通过泊松分布的方法对结果进行分析。 
应用概率统计分析数据和对数据处理方法的模型直

接关系着结果的准确性和分析时间的长短。常用的统计方

法是假设每个微反应单元的体积相同, 根据泊松统计计算

拷贝数, 公式为:  
 Ni= N ×ln(1x/N) (1) 
式中 Ni 是目标总拷贝数量; N 是微反应单元数量; x 是发光

的微反应单元数量。 
 
 

表 2  部分数字 PCR 系统性能参数 
Table 2  Some dPCR system performance parameters 

厂家名称 仪器型号 类型 反应单元数量 反应单元体积* 通道数量 

Fluidigm 公司 Bio-mark 芯片式 770 6 nL 4 

Life Technologies(Thermo) Open Array 芯片式 3,072 33 nL 4 

Thermo QuantStudio 3D 微孔板(微反应池) 20,000 0.86 nL 4 

Bio-Rad QX200 微液滴 20,000 0.85 nL 2 

RainDance RainDrop 微液滴 1,000 万 5 pL 2 

JN MEDSYS Clarity 芯片在管 10,000 1.5 nL 2 

Stilla Technologies Naica crystal 微液滴 30,000 0.8 nL 3 

注: *反应单元体积=加样体积/反映单元数量 
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    或根据式(2)得到浓度:  

 C =ே೔௏೟  =− ே௏೟ ቀ1 −  ln ௫ேቁ copies/unit volume (2) 

式中 Vt 是所有反应单元的总体积。 
如果待测样品浓度较高, 或者每个微反应单元的体

积不相同, 会造成结果中含有拷贝数的低估, Majumdar 等
[24]在泊松分布的基础上提出泊松 Plus 模型, 即用荧光强度

来估计微反应单元的体积, 优化了芯片 dPCR 技术在高浓

度下的结果, 改进了由浓度和微反应单元体积非均一性引

起的误差, 并使用蒙特卡洛法验证了模型的可靠性。 
dPCR 的测量结果通常表示为绝对含量, 即拷贝数绝

对值或转基因质量百分比, 而 qPCR 结果通常表示为拷贝

数的质量分数。目前市场上可购买到大多数转基因标准物

质, 以 qPCR 定值的标准物质是以拷贝数(单倍体基因组当

量)的质量分数来表示特性量; 以 dPCR 定值的标准物质直

接采用拷贝数比例来表示特性量。不同方法使用不同的表

示方式, 会造成测量结果不可比。因此质量分数、拷贝数

和拷贝数比例之间的关系需要转化, 才能得到单位一致, 
数值可比的数据。EU 联合研究中心建议使用转换因子从

拷贝数换算到质量分数[25,26]。 

3  数字 PCR 技术在转基因检测中的应用 

相比于 qPCR, dPCR 在转基因检测中具有以下优势: 
(1)检测灵敏度高: 理论上 dPCR 的灵敏度可达 1 个拷贝, 
而实际应用中 dPCR 的最小检出限和最低定量限数值非常

接近, 所以 dPCR 可以在非常低的目标拷贝数下得到精确

的结果; 通常转基因比参考基因(内源基因)浓度低很多; (2) 
前处理简单且受基质成分干扰较小: dPCR 反应效率和精

密度受到食品基质成分干扰影响较小, 可应用于混合基质

样品中低丰度 DNA 的检测;  (3)dPCR 对抑制剂的敏感性

较低: 由于 dPCR结果表示为“有荧光”或“无荧光”, 即使存

在抑制剂降低了荧光强度仍可以表示为“有荧光”; (4)适合

多重转基因检测: 食品或饲料提取的 DNA 中可能包含多

种转基因片段, 可以进行多重 dPCR 检测, 提高分析效率。

同时, dPCR可以直接溯源至 SI 国际单位制摩尔, 适合单一、

双重及多重转基因标准物质研究, 一次可识别不同的转基

因区域。下面详细进行说明。 

3.1  用于低含量的转基因定量测定 

欧盟对于转基因产品要求在包装上标明转基因含量, 
使得准确测定转基因含量成为关键。Glowacka 等[27] 对转

基因烟草 T-DNA 拷贝数和纯合性进行了实验, 结果表明

微滴数字 PCR 的结果可靠, 速度更快。Demeke 等[28]使用 
dPCR 可检测到 0.001%(1000 ng)的加标油菜和大豆的转基

因 OXY235 和 DP305423 的 DNA 样本, 证明检测低含量的

转基因样品时 , dPCR 比 qPCR 具有更高的灵敏度 ; 
Cottenet[29]等使用 dPCR 对 9 种转基因大豆和 15 种转基因

玉米的高(≥4%)、中(1%)、低(≤0.5%)3 个水平的转基因成

分进行检测, 分析结果的准确性和精密度。最低定量限

(limit of quantification , LOQ)(m/m)在 0.025%~0.090%之间, 
方法灵敏度高。Deng 等[30]采用微滴数字 PCR 方法对水稻 6
个基因(gos9、PLD、SPS、RBE4、ppi-PPF 和 oriazain)进行

了特异性定量方法的比较和评价。结果表明, dPCR 在水稻

同源基因的分析中, 方法可对 0.1%含量的转基因进行定量, 
定量限 LOQ 为 10~20 copies/reaction, 优于 qPCR 方法。 

3.2  用于无前处理的转基因含量的测定 

大部分dPCR的方法需要对样品进行限制性内切酶消化

与热变性等前处理[21,28], 从而使参考组和目标组具有更好的

分离效果。目前有研究表明, dPCR 无需前处理, 可直接应用

于转基因分析。Fu 等[31]基于筛选元件的无预处理 dPCR 检测

方法, 以CaMV35s启动子和NOS终止子作为筛选元件, 用微

滴数字PCR和微孔数字PCR对MON810、MON863、TC1507、
MIR604、MIR162、GA21、T25、NK603 和 Bt176 等 9 种转

基因作物进行测试, 建立了拷贝数含量和质量含量的线性关

系, 并对结果的重复性进行了实验室内和实验室间的评估, 
结果表明, 在无预处理的情况下, 2 种数字 PCR 检出限(limit 
of detection, LOD)均达到 0.1%, CaMV35s 和 NOS 元件在转

基因作物的出现概率分别为 65.7%和 53.49%, 组合后可覆

盖 81.4%的转基因农作物, 即该方法可覆盖大多数转基因作

物。Zhu 等[32]使用相同的方法, 对双重数字 PCR 进行 7 种

转基因玉米的检测。结果表明, 未经前处理的样品在双重数

字 PCR 中的检测结果良好, LOQ 为 0.5%。 

3.3 用于复杂基质的转基因含量测定 
Košir 等 [33]对大豆 lectin gene (Le1)和 MON40-3-2 

(MON-Ø4Ø32-6)建立 dPCR 技术进行单重和混合后双重方

法, LOD 在 20-24 copies/reaction 之间, 使用单重和双重方

法对 4 个复杂基质的真实样品进行检测, 发现复杂基质会

导致 qPCR 抑制难以量化, 而对 dPCR 影响不大, 即在使用

dPCR 进行转基因定量检测时, 可直接使用高浓度的基质

样品而无需由于基质抑制效应多倍稀释样品。 
Lwobi 等[34]对比了抑制剂对 dPCR 和 qPCR 扩增结果

影响情况。实验使用 3 种常用的乙二胺四乙酸(EDTA, 0.1 
~1.0 mmol/L)、十二烷基硫酸钠(SDS, 0.001%~0.010%, V/V)
和 乙醇(MtOH, 0.0625%~1%, V/V)扩增抑制剂在不同浓度

下比较了 dPCR 和 qPCR 的转基因和参考基因的扩增情况。

实验表明, qPCR 在检测内源参考基因时抑制剂对结果的

影响并不明显, 而检测转基因时抑制剂浓度不同扩增结果

波动较大 , 对相同转基因样品的检测转基因含量结果

(EDTA)在 109%~161%之间变动; 而 dPCR对转基因和参考

基因检测结果变化不大 , 不同浓度的 EDTA 结果在

80%~91%之间。另外 2 种抑制剂与 EDTA 结果类似。证明

抑制剂对 dPCR 的干扰较小。 
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3.4  用于多重检测 

近年来, 欧盟为某些未经授权的转基因生物设定了

0.1%的技术零容忍限度[3538]，大量的检测带来了对同时检

测和量化多种转基因序列多重分析需求的日益增加。dPCR
多重检测可在不使用标准曲线的情况下, 在同一分析过程

中同时测定单一或多个转基因与参考基因的比率, 提高检

测的效率节省重复操作。 
Lwobi 等[34]从 100%转基因参考大豆植株(CV127)中

提取 DNA 稀释至低拷贝数, 在 2 拷贝(标称值)处测定 LOD, 
优于 qPCR 分析结果。实验中分别对 2 种大豆样品的 DP356
和 DAS684162 个转基因进行分析, qPCR 使用 2 次单独实

验分析 2 种转基因, dPCR 采用一次双重实验得到 2 种转基

因, 2 种方法测定结果的分散程度相似, 但 dPCR 可减少实

验的时间。 
Košir 等[39]使用多重数字 PCR 对 11 种大豆品系进行

性能评估, 方法性能参数设置为偏差±25%; 刘晓等[40]对 3
种大豆外源基因进行双重 dPCR 检测, 结果表明双重 dPCR
方法特异性良好, 方法定量限 LOQ 为 0.05%。双重 dPCR
可满足低纯度的转基因检测。 

4  dPCR 技术用于溯源性研究 

dPCR 技术用于溯源性研究主要是用于转基因标准物

质的研制过程。 
转基因标准物质可分为 3 种类型: 真实的转基因材料

(如模拟真实生长的植物, 大豆、玉米等农作物)、基因组和

质粒 DNA。第一种方法使用接近真实的样品, 从而减少了

实际样品和参考标准物质之间的差异, 但制备困难； 而后

2 种方法更适合批量制备[6]。遵循良好的规范和使用特定

的参考物质对结果质量进行控制, 可以避免由于操作和定

量方法等多种原因所导致的结果误差[4143]。 
dPCR 技术应用于溯源性研究主要体现为可溯源至国

际计量单位制的方法, 其在转基因标准物质的应用范围在

逐渐扩展。其在标准物质定值方面的优势包括: 依据计数

的方法, 可以向国际单位摩尔(mol)直接溯源。dPCR 技术

的系统设备可保证测量结果一致性, 可应用于标准物质量

值的确定和稳定性、均匀性考察, 且可以有多家参考实验

室联合定值[43,44]。 
我国已应用 dPCR制备多种转基因标准物质(表 3), 包

括转基因玉米、水稻、油菜等多种质粒标准物质和基体标

准物质, 为我国转基因农作物的量值溯源提供可靠标准。 

5  讨论与展望 

转基因是关系粮食安全和食品安全的重要问题。准

确快速地了解转基因农产品情况并针对性地控制, 对确

保粮食和食品安全具有重要意义。因此, 目前世界各国

政府都十分重视转基因农产品的分析和检测, 并制定了

相应的限量标准。相比于第一代 cPCR 技术和第二代

qPCR 技术, dPCR 技术具有绝对定量, 可溯源至 SI 国际

单位制摩尔; 基质成分干扰较小 [51]; 灵敏度高; 对抑制

剂的敏感性较低 ; 适合多重转基因检测 [52,53],可提高分

析效率 ; 实验条件优化简单 [54]对实验条件优化的要求

较低 , 适合多重基因检测等优势 , 可为转基因农作物提

供准确的量值保证, 目前 dPCR 仪器的价格仍然十分昂

贵, 但随着系统加工工艺的改进以及使用较便宜的材料, 
集合成更小的体积 [55,56], 其价格将会不断的降低 , 使其

应用到更多的检测中。 

 
 

表 3  采用 dPCR 技术溯源的标准物质 
Table 3  Reference materials traced by digital PCR 

名称 标准物质类型 参考值 定值方法 参考文献

转基因玉米 MIR604 基体 0.50(拷贝数比值) MIR604/Adh1 二重 dPCR [45] 

转基因水稻 G6H1 基体 4.986~49.825 g/kg 
使用 dPCR(ddPCR)测定外源基因和内源

基因的拷贝数比值 
[46] 

转基因油菜 Ms8 质粒分子 1.12(拷贝数比值) 
3D-dPCR 测得 pMs8 的外源基因和内源

基因的比值 
[47] 

转基因油菜 质粒分子 200~600 copies/μL 
cdPCR, dd PCR,3D-PCR 测定 pCAN 上内

外源基因的拷贝数 
[48] 

转基因 BT63 水稻种子粉 基体 0.50%~5.03%(质量分数) 

采用 dPCR法分别对插入水稻基因组中的

外源基因拷贝数与水稻基因组中的内标

准基因的拷贝数进行测量 , 得到拷贝数

分数作为参考值 

[49] 

转基因水稻 BT63 质粒分子 2.2×102~ 8.9×105 copy/μL 
dPCR 对 BT63 转化体特异性基因片段和

内源基因片段的拷贝数比值定值。 
[50] 
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本研究对数字 PCR 技术在转基因检测与溯源的研究

进展进行了综述。dPCR 在转基因检测方面的应用仍处于

研究和探索的阶段。相比于目前的“金标”荧光定量 PCR 检

测方法, 数字 PCR 具有诸多优点, 但也存在一定的不足, 
如成本高、仪器操作复杂、经济效益低等。虽然实际检测

应用中 dPCR 技术尚未完全普及, 但我国目前已有多家国

产数字 PCR 仪器面世或即将面世, 这些 dPCR 仪器在操作

中集成了前处理以减少手工移液和样品转移的操作, 增加

了通量, 并在价格上具有优势。面对日益严格的限量标准

和可预期降低的仪器购置成本, 数字 PCR 将在食品检测领

域起到越来越重要的作用。同时, 数字 PCR 技术带来的绝

对量值的溯源方式, 也将成为转基因标准物质的主要研究

方向。发展 dPCR 协同分析和自动化程度, 使其具有更好

兼容性、更低廉的成本, 可使数据结果不间断地纳入到全

食品安全全产业链中, 从而在未来的食品检测中得到更广

泛的应用。 
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