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环介导等温扩增技术在转基因作物成分检测中的应用
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摘要：转基因作物成分检测为农业转基因生物安全管理提供了重要技术支撑。环介导等温扩增（Loop-mediat⁃
ed isothermal amplification，LAMP）技术操作简便、灵敏度高、特异性强，在转基因作物成分检测中得到了广泛应用。

本文针对近年来LAMP技术在转基因大豆、玉米和油菜成分检测中的应用情况进行了分析和总结，以期为LAMP技
术在转基因作物成分检测中的应用和标准化提供科学参考。
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Abstract: The detection of genetically modified (GM) crops provides important technical support for the safety

management of agricultural genetically modified organisms (GMOs). Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) technology is easy to operate, efficient, sensitive, and specific. It has been widely used in the detection of
GM crops. This article analyzes and summarizes the application of LAMP technology in the detection of GM soy⁃
bean, maize and rapeseed in recent years, hoping to provide scientific references for further application and stan⁃
dardization of LAMP technology in the detection of GM crops.
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从全球范围来看，转基因大豆、玉米和油菜仍

是种植最广泛的转基因作物，且新品系、新产品等

仍在不断研发中。目前，我国已经批准了部分转基

因大豆、玉米和油菜品种作为加工原料进口[1]，农业

农村部近期为国内自主研发的多个转基因材料颁

发了农业转基因生物安全证书，包括转 cry1Ab和 ep⁃
sps 基因抗虫耐除草剂玉米 DBN9936、转 cry1Ab/
cry2Aj和 g10evo-epsps基因抗虫耐除草剂玉米瑞丰

125、转 epsps和 pat基因耐除草剂玉米 DBN9858、转
g10evo-epsps基因耐除草剂大豆 SHZD3201，以及转

g2-epsps和 gat基因耐除草剂大豆中黄 6106（http://

www. moa. gov. cn/ztzl/zjyqwgz/）。转基因产品数量和

种类的不断增加，极大地加剧了农业转基因生物安

全评价、监管和标识管理的难度，而转基因成分检

测是农业转基因生物安全评价、监管和标识管理的

重要技术保障[2]。
日本学者Notomi在 2000年提出的环介导等温

扩增（loop-mediated isothermal amplification，LAMP）
技术是一种核酸恒温扩增技术，因其灵敏度高、特

异性强等特点，已经被广泛应用于疾病诊断、食品

安全检测及转基因检测等领域[3~5]。2020年 8月，农

业农村部发布了国家标准《转基因植物及其产品成
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分检测 环介导等温扩增方法制定指南》（农业农村

部公告第 323号-9-2020），进一步推进了 LAMP技

术在我国转基因检测过程中的标准化应用。

本文对目前基于 LAMP技术的转基因大豆、玉

米和油菜成分检测的应用和标准化进行了总结和

分析，为拓展 LAMP技术的发展和在转基因作物成

分检测中的应用和标准化提供科学参考。

1 LAMP技术介绍

LAMP技术是基于引物和DNA聚合酶的恒温指

数核酸扩增技术，其关键在于引物的合理设计。通

常利用 PrimerExplorerV5在线网站设计（http://prim⁃
erexplorer. jp/lampv5e/index. html），根据靶标的 6个
区域设计 4对引物，包括内引物 FIP和 BIP，外引物

F-3和R-3。同时，为进一步提高扩增效率，还可以

向反应体系中加入环状引物 Loop F和 Loop R。
DNA聚合酶是具有 3'到 5'的延伸活性，而缺乏 5'到
3'的外切酶活性的恒温扩增酶，其最适温度在 60~
65°C，此温度范围恰好与基因组的单双链动态平衡

相吻合，因此确保了引物与靶标的结合、延伸，以及

在短时间内实现靶标的恒温指数扩增。

LAMP扩增的产物可以通过琼脂糖凝胶电泳

法、显色法、荧光法、浊度法等进行信号输出[6]。由

于LMAP反应的扩增产物是大量重复单元的双链产

物，因此可以在琼脂糖凝胶中显示出弥散的梯形条

带；显色法通常采用钙黄绿素和氯化锰指示剂，在

LAMP反应扩增之前由于钙黄绿素和锰离子结合体

系呈黄色，而 LAMP反应扩增之后由于焦磷酸根离

子的产生可以剥夺钙黄绿素结合的锰离子，进而体

系呈现绿色；LAMP反应的双链扩增产物可以与

SYBR Green I荧光染料结合，进而实现 LAMP的实

时荧光监测；而浊度法是由于 LAMP的高效扩增可

以产生大量的焦磷酸根，进而与反应体系中的镁离

子结合形成焦磷酸镁沉淀。

2 国内LAMP技术在转基因作物成分

检测中的应用

随着技术的发展，LAMP逐渐用于转基因作物

检测领域，在转基因植物检测中的应用经历了由外

源基因检测到品系检测的发展过程，涉及到包含油

料作物在内的多种作物，如大豆、玉米、油菜等。

2. 1 转基因大豆

2018年转基因大豆以 9590万公顷的种植面积，

在全球主要转基因作物种植面积中位居首位，占比

50%[7]。我国转基因大豆现已颁发了 21项农业转基

因生物安全证书，其中生产应用为 2项，进口用作加

工原料为 19项。除草剂耐受性是转基因大豆的主

要性状[7]。
近年来，研究人员已建立起了关于转基因耐除

草 剂 大 豆 GTS40-3-2、MON87708、356043 和

MON89788等的 LAMP检测方法。杨丽霞[8]等建立

了两种针对转化体 GTS40-3-2的特异性等温扩增

方法：一种方法是显色法，反应前加入金属离子指

示剂羟基萘酚蓝（HNB）作为 LAMP 扩增的指示剂，

根据染料颜色判定反应结果；另一种方法是将普通

LAMP与实时荧光扩增技术相结合，建立了实时荧

光LAMP检测技术。两种方法的定性检测限均达到

0. 1%，均可有效运用于转基因大豆GTS40-3-2的成

分检测。王永[9]等建立了基于新型钙黄绿素染料可

视化 LAMP技术对GTS40-3-2转化体进行检测，其

灵敏度可达 0. 001%，是普通定性 PCR方法灵敏度

的10倍。Long等[10]采用实时浊度法和SYBR Green I
显 色 法 ，首 次 建 立 了 针 对 4 种 转 基 因 大 豆

MON87701、MON87705、MON87708和MON87769转
化事件的可视化 LAMP检测方法，两种方法的检测

限均可达到 0. 05%。Ji等[11]基于 SYBR Green I显色

法建立的 356043转化体特异性 LAMP检测方法检

测限也可达到 0. 05%。Di等[12]采用实时浊度法检测

MON89788转化体特异性，检测限为 0. 01%。LAMP
技术在转基因大豆成分检测中的应用大多数为转

化体特异性检测[13]。
2. 2 转基因玉米

2018年全球转基因玉米的种植面积达到了

5890万公顷，仅次于转基因大豆。转基因玉米在 14
个国家有种植，其中美国以 3317万公顷的种植面积

远超第二位的巴西（1540万公顷）和第三位的阿根

廷（550万公顷），成为全球种植转基因玉米最多的

国家[1]。我国已为 24种转基因玉米颁发了农业转基

因生物安全证书，其中 20种用作加工原料、4种为生

产应用（http://www. moa. gov. cn/ztzl/zjyqwgz/）。

LAMP技术在转基因玉米中的应用越来越广

泛。王小玉等[14]建立了LAMP实时浊度法快速检测

转基因玉米MON810，对特异性、灵敏度、稳定性进

行测试，检测限为 0. 5%，与实时荧光 PCR方法检测

结果一致。邵碧英等[15]建立了LAMP方法检测转基

因耐除草剂玉米GA21转化体，在反应体系中加入

SYBR Green I 荧光染料，就可以在实时荧光定量

PCR仪上实现对 LAMP检测的实时监测。杨丽霞、
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甄贞等[16,17]基于不同的检测原理，分别采用显色法

和实时荧光检测法对转基因玉米NK603转化体特

异性进行检测，检测限均达到 0. 1%。马丹等[18]用
LAMP实时荧光检测法、钙黄绿素显色法和荧光

PCR法分别检测转基因玉米MON88017，最终三种

方法检测结果相同，进一步证实了 LAMP检测方法

准确可信。Zhen等[19]基于 SYBR Green I显色法所建

立的针对MON88017转化体特异性的 LAMP检测方

法检测限低至 40个拷贝。凌莉等[20]采用实时浊度

法建立了Bt176的 LAMP检测方法。以上检测方法

均是通过检测转化体特异性达到转基因玉米及其

加工品初筛的目的。

2. 3 转基因油菜

全球转基因油菜的种植面积为 1010万公顷，占

全球油菜种植面积的 29%[1]。耐除草剂性状是转基

因油菜改良的主要性状，具有多种性状组合的转基

因油菜也在不断的研发中，部分转化体已获得批

准。我国的转基因油菜研究保持国际先进水平，研

究成果涵盖面较广泛。

Maurizio等[21]针对MS8、RF3两种转基因油菜品

系的特征序列建立了LAMP快速检测方法，检测限达

到 0. 01%。张吉红等[22]针对转基因油菜MS8品系的

特征序列设计了1组特异性引物，对反应体系进行优

化，其检测方法在60 min内即可完成扩增，检测结果

通过肉眼观察染色情况即可分辨，方法灵敏度高，检

测限可达到 65. 12 pg/L，并且具有良好的特异性，适

用于转基因油菜MS8品系室内和现场检测。马路

遥[23]针对转基因油菜RT73品系旁侧序列以及内源序

列E9分别设计了RT73特异引物和内参引物，建立并

优化LAMP检测转基因油菜RT73反应体系，同时就

稳定性、灵敏度、特异性、检测时间、判读方法等方面

对LAMP法与实时荧光PCR法两种方法进行比较分

析。结果发现，LAMP方法检测转基因油菜稳定性良

好，灵敏度高，特异性强，实时浊度法检测时间约30~
40 min，染色法仅需 10 min左右。LAMP方法的检测

结果可以通过实时浊度仪、染色法、目视法三种途径

进行判读。LAMP法相对于实时荧光PCR具有快速、

结果判读简便的优势，灵敏度和实时荧光PCR相同，

但此方法检测低含量（≤0. 01%）转基因样品时，其稳

定性和重复性有待完善。

3 LAMP技术在我国转基因作物成分

检测中的标准化进程

我国农业转基因生物安全标准体系主要包括

国标委体系（GB/T）、农业部/农业农村部标准体系

（NY/T、农业部/农业农村部公告）、检验检疫行业标

准体系（SN/T）和地方标准体系（DB/T）[24]。农业农村

部公告第 323号-9-2020规定了转基因植物及其产

品成分检测的环介导等温扩增方法建立的要求和

程序。出入境检验检疫行业标准（SN/T）中关于转

基因成分 LAMP检测方法有 30个标准，包括 1项通

用要求和定义、1项筛选方法，28项转化体特异性检

测方法。其中，12个玉米品系，5个大豆品系和 1个
油菜品系。标准的检测方法详见表1。

现行 SN/T标准中，转基因成分 LAMP检测方法

多采用 SYBR Green I染色法，在外源基因和作物基

因组边界序列设计引物，定性检测极限为 0. 5％。

其中，玉米MON88017品系可选用 SYBR Green I或
钙黄绿素染色达到检测目的（SN/T 3767. 10-2014）；

玉米 59122品系基于钙黄绿素显色法，使体系中的

锰离子和钙黄绿素结合，进一步加强钙黄绿素的荧

光强度，其定性检测极限为 1％（SN/T 3767. 14-
2014）；玉米 3272品系则采用转基因成分 LAMP检

测现行标准中多重检测的方法，在同一反应体系和

反应条件下，实现对磷酸甘露糖异构酶 PMI和高温

α-淀粉酶 797E两个目标基因的快速检测，定性检

测极限为1％（SN/T 3767. 13-2014）。

4 LAMP技术的优缺点

转基因作物从单一性状逐渐发展成抗虫耐除

草剂等复合性状，全球转基因作物呈现出快速发展

的态势[1]。随着《中华人民共和国生物安全法》的发

布，生物安全制度和政策的改善及强化需要检测方

法作为技术支撑。LAMP技术优势明显，由于其灵

敏度高、特异性强、恒温扩增，几十分钟内产生大量

片段，实现核酸的高效扩增，且该技术不需要复杂

的仪器设备，适合基层实验室、转基因检验机构和

进出口岸现场抽检。在DNA的完整性较低的情况

下，LAMP更适合于转基因食品和深加工品的现场

快检。

目前，转基因作物成分检测仍然以定性和定量

PCR的方法为主，LAMP在转基因成分检测中的应

用还有很大提升空间[25]。一是由于 LAMP属于链置

换反应，对靶序列的长度有一定的限制，很难做多

重扩增，在定量能力上不如实时荧光 PCR。二是反

应体系不封闭，容易受到气溶胶的影响，产生假阳

性，不易区分非特异性扩增，且反应产物的回收、克

隆方面不如传统PCR方法。三是LAMP方法的引物
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设计较 PCR引物相对较复杂，需要经过预实验来验

证引物的可行性。

5 展望

随着转基因产品数量和种类的不断增加，由于

LAMP检测的高灵敏度、强特异性、操作简单，LAMP
技术已发展成为转基因检测领域的一种重要检测

手段。对此，LAMP技术和酶联免疫吸附反应、实时

荧光定量PCR等检测技术联用可以实现准确定量，

提高灵敏度；与试纸条结合使用，可以降低假阳性

的概率。此外，LAMP在多重检测中的研究仍需继

续深入。LAMP技术在我国转基因作物成分检测中

的标准化进程也发挥着重要的作用，未来基于

LAMP技术的转基因作物成分检测标准会朝着原

位、实时、多重、高灵敏的方向不断发展进步。且应

更加注重交叉学科对于 LAMP技术的推动作用，继

续深入 LAMP技术的创新和完善，使其在应对转基

因成分低水平混杂、农业转基因生物标识管理、农

表1 基于LAMP检测方法的转基因成分出入境检验检疫行业标准（SN/T）
Table 1 Industrial standards for Entry-Exit Inspection and Quarantine of GMO based on LAMP detection methods

序号

Num.
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

标准号

Industrial standards
SN/T 3767.3-2014

SN/T 3767.4-2014

SN/T 3767.5-2014

SN/T 3767.6-2014

SN/T 3767.7-2014

SN/T 3767.8-2014

SN/T 3767.9-2014

SN/T 3767.10-2014

SN/T 3767.11-2014

SN/T 3767.12-2014

SN/T 3767.13-2014

SN/T 3767.14-2014

SN/T 3767.15-2014

SN/T 3767.16-2014

SN/T 3767.17-2014

SN/T 3767.18-2014

SN/T 3767.19-2014

SN/T 3767.30-2014

适用范围

Application scope
转基因玉米Bt-11
GM maize Bt-11
转基因玉米Bt-176
GM maize Bt-176
转基因玉米 GA21
GM maize GA21
转基因玉米 MIR162
GM maize MIR162
转基因玉米 MIR604
GM maize MIR604
转基因玉米 MON810
GM maize MON810
转基因玉米 MON863
GM maize MON863
转基因玉米 MON88017
GM maize MON88017
转基因玉米 MON89034
GM maize MON89034
转基因玉米 T-25
GM maize T-25
转基因玉米 3272
GM maize 3272
转基因玉米 59122
GM maize 59122
转基因大豆A2704-12
GM soybean A2704-12
转基因大豆A5547-127
GM soybean A5547-127
转基因大豆DP356043
GM soybean DP356043
转基因大豆GTS40-3-2
GM soybean GTS40-3-2
转基因大豆MON89788
GM soybean MON89788
转基因油菜RT-73
GM soybean rapeseed RT-73

显色方法

Staining method
SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ
钙黄绿素Calcein
SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

钙黄绿素Calcein

钙黄绿素Calcein

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

SYBR Green Ⅰ

定性检测低限

Low limit of qualitative detection
0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

1％

1％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％

0.5％
注：本表格仅统计了转基因玉米、大豆、油菜3种作物的LAMP检测标准

Note: This table only summarizes the industrial standards of GM maize, soybean and rapeseed
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业转基因生物进口安全管理等问题及转基因标准

的研制中发挥更大作用。
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