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摘要: 简要介绍了转基因产品的发展历程、优缺点以及对转基因产品进行检测分析的迫切性,着重综述了近期基于

DNA、蛋白质、生物传感器以及联用技术检测转基因产品的分析方法,最后对转基因产品的分析方法进行了展望.
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　 　 转基因生物 ( genetically modified organisms,
GMOs)是指利用转基因技术将某些外源性基因转

移到动物、植物或微生物体内,与生物体自身的基因

进行重组后得到的满足人类不同需求的新的生

命体.
早在 1971 年,Chakrabarty[1]发现了具有高效分

解浮油的假单胞菌,拉开了转基因生物研究的序幕.
1982 年转基因动物转基因超级鼠出现,被誉为分子

生物学发展的里程碑[2] . 1983 年第一例转基因植

物烟草在美国问世,自此人类转基因技术的研究逐

步走向深入[3] . 1994 年美国 Calgene 公司开发的延

熟番茄 Flav r-SaV rTM 被批准进行商业化生产[4],
成为全球首次批准的可进行商业化生产的转基因植

物,转基因作物开始批量种植. 截至 2009 年底,全
球已有 25 个国家批准了 24 种转基因作物的商业化

应用. 目前全球转基因生物主要以转基因经济作物

为主,四大转基因作物分别是大豆、玉米、棉花和甜

菜. 从转基因作物的种植面积看,2013 年全球已达

到 1. 75 亿公顷,相当于总耕地面积的 11% . 而中国

对转基因项目的研究始于上世纪 80 年代后期的

“863”计划,目前转基因作物的种植面积为 420 万

公顷,居全球第六位[5-6] .
转基因作物能够广泛种植和被食用,主要因为

它具有自身独特的优势. 从性状上讲,转基因可大

幅改良作物的性状,提高抗病抗虫性,减少农药的使

用,节约生产成本,提高农产品的市场竞争力,有效

地保护农田环境,丰富农田的生物多样性. 另一方

面,某些优良特性如抗冻、抗旱性也使得育种突破了

地域和季节的限制,通过转基因技术可提高育种速

度,作物增产增收,从而更好地利用土地资源,缓解

粮食短缺问题,减少发展中国家的贫穷,缓解当前的

环境压力[7] . 随着转基因技术的发展,转基因作物

的种植面积显著增加,商业化趋势日益明显,每年会

有大量的转基因作物流入市场.
但是,人们对转基因食品的安全性仍抱有怀疑

态度. 1998 年普斯泰向公众发布转基因马铃薯会使

大鼠体重和器官重量减轻、免疫系统遭到破坏的消

息[8] . 虽经证实其实验数据不足,但“普斯泰事件”
唤起了人们对转基因生物安全性的深度思考. 通过

长期的试用发现:在环境方面,转基因作物本身可能

变成杂草,若干年后可能对环境造成危害,威胁生物

多样性[9] . 转基因产生的新性状可能会导致生态系

统中关系链的新变化,破坏生态平衡[10] . 另外,产
物基因表达的改变,可能会改变宿主体内的代谢途

径,从而使营养成分间的相互作用发生改变. 植物

病毒间存在着异源重组现象,一部分抗病毒转基因

作物可能与其他基因重组形成新的病毒[11] . 此外

转基因作物很可能通过基因漂流对近缘物种产生潜

在威胁[12] . 因此,各国开始对转基因作物的推广采

取控制措施,甚至颁发禁令. 2000 年,全球有 131 个

国家签署了有关转基因食品安全的《生物安全议定

书》 [13] .
不论是对转基因产品进行标识管理,或是对转

基因与非转基因原料的分别输送,对转基因原料和
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食品的检测都是必不可少的. 因此,寻找快速有效、
准确可靠检测转基因产品的分析方法具有十分重要

的意义. 本文重点综述了近年来各种检测技术在转

基因产品检测中的研究进展.

1　 转基因产品的检测方法

当前针对 GMOs 的分析方法主要可以分为基于

DNA 的检测方法、基于蛋白质的检测方法和一些新

的检测方法.
转基因生物的嵌入物包括 3 种基因单元[14]:启

动子、性状基因和终止子. 启动子需在植物体内得

到大量的表达,而终止子是基因转录的终止信号,
CaMV 35S 和 NOS 分别是最常用的启动子和终止

子. 性状基因介于启动子和终止子之间,可使植物

表现出特殊的性状,如抗旱性、抗病性等,虽然有很

多的性状基因经授权嵌于转基因生物中,但对转基

因生物进行检测时最常用的性状基因如下:
(1) CP4-EPSPS 基因,该基因可编码合成具有

抗草甘膦特性的 5-烯醇丙酮酸-3-磷酸酶;(2) Bar
基因和 PAT 基因,均负责编码合成具有抗草丁膦特

性的草丁膦乙酰转移酶;(3) Bt、Cry1Ab 和 Cry1Ac
基因,均负责编码合成抗虫性蛋白[14] .
1. 1 基于 DNA 的检测方法

1. 1. 1 　 聚 合 酶 链 式 反 应 法 ( polymerase chain
reaction, PCR)

PCR 法利用聚合酶链式反应,以外源性的核酸

序列为检测对象,可以快速识别物种中是否含有转

基因成分,其检测灵敏度高、操作简单、既能定性又

能定量,在目前转基因检测中应用最为广泛[15] . 近

年来 PCR 方法发展迅速,已衍生出巢式 /半巢式

PCR 方法、复合扩增 PCR、定量 PCR 等多种方

法[16] .
巢式 PCR 利用两对引物、通过两轮常规 PCR

可实现对靶标序列的高特异性、高灵敏度扩增,若巢

式 PCR 的其中一条引物既做外引物,又当内引物,
即只用一对半引物,则称为半巢式 PCR[17] . Ao
等[18]在 2011 年利用多重巢式 PCR 方法对转基因

大豆、玉米、水稻中的 CP4-EPSPS、Cry 1Ab、Bar 和

PAT 等 4 种 外 源 基 因 进 行 了 检 测, 灵 敏 度 为

0. 005% . 闫伟等[19]在 2015 年采用单管半巢式 PCR
方法对转基因大豆、玉米和棉花中的 CaMV 35S 启

动子和 NOS 终止子进行了检测,检测灵敏度分别为

0. 01%和 0. 05% ,该方法具有便捷、准确、灵敏等

特点.
复合扩增 PCR(Multiplex PCR)是在同一 PCR

体系中加入两对以上引物,可同时扩增产生多个靶

序列的 PCR 反应,比常规 PCR 方法节约时间,减少

费用. 2015 年 Wang 等[20] 在反向斑点杂交系统里

(reverse dot blot,RDB)采用复合扩增 PCR-不对称

超分支滚环扩增联用技术对转基因大豆进行了检

测,对 DNA 的检测限为 0. 5 ng / L,此法可快速、廉价

地检测转基因生物.
定量 PCR 法可以对待测样品中的 GMO 含量进

行半定量地检测, 其又分为定量竞争 PCR 法

(quantitative competitive PCR,QC-PCR)、实时定量

PCR 法 ( quantitative real - time PCR) 和差分定量

PCR 法 ( differential quantitative PCR ). 1999 年

Hübner 等[21]利用定量竞争 PCR 法成功地对转基因

大豆和玉米进行了检测,证明此法具有较高的灵敏

度. Nakamura 等[22]利用实时定量 PCR 技术对转基

因木瓜及其各类木瓜制品进行了有效地检测,证明

其具有可行性和准确性. Cankar 等[23] 在 2008 年利

用差分定量 PCR 技术检测了转基因玉米中的 CaMV
序列和 P35S 启动子,此法可快速、简单地对转基因

生物进行检测,并且在经济上具有可行性.
此外,Li 等[24]在 2009 年利用连续流动式 PCR

微流控芯片对转基因大豆进行了检测,可在 9 min
内实现 P35S 和 Tnos 序列的扩增,检测限为 0. 005
ng / μL,是一种快速又经济的方法. Ha 等[25]在 2015
年用官能化后的聚碳酸酯微型装置作 PCR 反应器,
成功地对转基因大豆叶片中的 35S 启动子序列和

Bar 基因进行了检测,该装置的检测速度约是传统

热循环仪的 3 倍.
1. 1. 2　 核酸印迹法(Southern blot)

该技术于 1975 年由英国科学家 Southern 创建,
已成为检测特定 DNA 片段的经典方法[26] . 核酸印

迹法以放射性或荧光标记的外源目的基因的同源序

列作为探针,与待测样品的总 DNA 进行杂交. 首先

用限制酶消化受体的总 DNA ,通过凝胶电泳按大小

分离所得的片断,随后使 DNA 在原位变性,并从凝

胶转移至另一固相载体上. DNA 转移至固相载体

的过程中,各个 DNA 片断的相对位置保持不变,用
放射性或荧光标记的探针与各个 DNA 片断杂交,经
放射自显影(autoradiography)确定与探针互补的电

泳条带的位置[16] .
Southern 杂交技术特异性强,灵敏度高,可应用
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于检测样品中 DNA 及其含量,了解基因的状态.
Miao 等[27]在 2011 年成功地用 Southern blot 技术检

测了携带 Thanatin 基因的转基因小鼠. Zabelina
等[28]在 2015 年用该技术成功地对转基因蚕进行了

检测.
1. 1. 3　 DNA 环介导等温扩增技术(Loop Mediated

Isothermal Amplification,LAMP)
LAMP 技术通过一对能特异性识别一段正义链

序列和一段反义链序列的内引物和一对链置换引

物,在无外切酶活性的 Bst DNA 聚合酶作用下,恒温

条件下即可实现对外源转基因的扩增,在反应结束

后加入显色液,即可用肉眼观察到反应结果[29] .
Huang 等[30]在 2014 年利用 LAMP 技术成功地检测

了转基因玉米中的肌醇六磷酸酶基因. 该方法可在

20 min 内实现目标基因的检测且不用凝胶电泳即可

见到扩增现象,灵敏度是传统 PCR 方法的 33 倍,是
一种可视性强、灵敏度高、装置简单的快速检测手

段. Zhou 等[31] 根据转基因甘蔗的选择标记基因

Cry1Ac 的序列,设计特异性 LAMP 引物,利用实时

浊度仪对反应体系中扩增产物的实时监控筛选出最

佳引物,建立转基因甘蔗 Cry1Ac 基因的 LAMP 检测

方法. 该方法能直接看出结果,不需要复杂的仪器

和操作、所需时间比 PCR 方法快 10 倍、灵敏度高、
特异性强.
1. 1. 4　 PCR 与其他技术联用

Liu 等[32]在 2004 年用 PCR-酶联免疫吸附测定

联用技术对转基因大豆和玉米进行了检测,是一种

可快速、准确、特异性检测 GMO 成分的方法.
Zhang 等[33]研究采用多重 PCR 技术同时扩增

6 对 引 物 ( GA21、 Bt11、 NK603、 Bt176、 Mir604、
Mon810),仅一次反应就可进行筛选和鉴定,扩增产

物用毛细管电泳-激光诱导荧光联用快速检测,灵
敏度达 0. 1 ng.

微流控芯片又称芯片实验室(lab-on-a-chip),
是将生物和化学样品的制备、生物与化学反应、分
离、检测等基本操作单元集成到一块几平方厘米

(甚至更小) 的芯片上,由微通道形成网络,以可控

流体贯穿整个系统,用以取代常规生物或化学实验

室功能的一种技术. 微流控芯片系统在定量的准确

性、客观性和操作的简易性等方面有明显优越

性[34] . Obeid 等[35] 自行组装的微流控芯片系统可

对转基因大豆进行快速的分析和鉴定,NOS 终止

子、35S 启动子和大豆内源基因 lectin 3 个片段的

PCR 产物在玻璃芯片上经电泳分离后用激光诱导

荧光(LIF)技术检测,仅需 60 s 即可完成分析,产物

检出限低至 0. 1% .
1. 2　 基于蛋白质的转基因检测方法

目前通过蛋白质检测转基因的方法主要分为以

下 4 种.
1. 2. 1 　 酶联免疫吸附测定法 ( enzyme linked

immunosorbent assay, ELISA)
ELISA 方法将抗原抗体的特异性免疫反应与酶

的高效催化作用相结合,可实现对抗原或抗体的测

定. 当抗原与抗体结合时,根据显色反应,借助比色

或荧光反应鉴定转基因成分,由于酶与底物反应的

信号强度与样品中抗原的含量成正比,可以定量检

测转基因成分. 1999 年,Rogan 等[36] 将此法应用于

转基因大豆中 CP4 - EPSPS 基因的检测. 之后,
Giovannoli 等[37]将毛细管电泳免疫竞争法结合量子

点,通过酶联免疫吸附实验,采用荧光法,发展了针

对 Cry1Ab 的新的检测方法. 2013 年, Santiago -
Felipe 等[38] 用 重 组 聚 合 酶 扩 增 ( recombinase
polymerase amplification, RPA)-ELISA 联用方法,检
测了转基因 promoter-P35S 和 terminator TNOs,发现

该方法具有灵敏度高、温度影响小、扩增时间短、操
作简便易行、经济可行等特点. 王敏等[39] 利用双抗

体夹心酶联免疫检测方法成功地对转基因抗虫棉

pat 蛋白进行了检测,此法避免了直接包被提取物易

受样品中油脂等干扰物影响的缺点,具有更好的灵

敏度、稳定性和特异性.
1. 2. 2 　 免疫试纸条法 ( immune lateral flow strip,

ILFS)
ILFS 方法采用硝化纤维试纸条对蛋白质进行

定量检测. 将特异抗体交联到试纸条和有色物质

上,当抗体和特异抗原结合后,再和带有颜色的特异

抗体进行反应,就形成了带有颜色的三明治结构,并
且固定在试纸条上. 如果没有颜色, 则表明没有相

应的检测抗原. 此法在 5 ~ 10 min 内即可完成,成本

低、方法简单,可用于现场检测,也适合于样品的早

期筛选.
Fagan 等[40]在 2001 年应用免疫试纸条法成功

地检测了抗草甘膦大豆中的转基因成分. 2005 年阚

贵珍等[41]用该方法检测了抗草甘膦大豆中的外源

基因. 郭嘉等[42]在 2013 年利用叶片喷雾法和叶片

离体平板培养法处理样品后用该方法成功地检测了

玉米 Pa91 和丹 340 叶片.
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1. 2. 3　 蛋白质十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶

电 泳 方 法 ( sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electropheresis, SDS -
PAGE)

蛋白质 SDS-PAGE 方法仅根据蛋白质亚基分

子量的不同就可以分开蛋白质,体系中外来因素少,
检测结果较稳定,重复性好,找到能区别转基因、非
转基因作物的蛋白质表达带,即可较稳定地利用蛋

白质检测转基因作物. 相对酶联免疫法检测转基因

作物中的蛋白质时需要被测蛋白质的抗体,蛋白质

SDS-PAGE 方法具有明显的优势. 金红等[43] 用蛋

白质 SDS-PAGE 方法成功地对转基因大豆进行了

检测,具有体系中外来影响因素少、检测结果较稳

定、重复性好的特点. 此外,在此基础上发展出的双

向电泳(2-DE)技术是目前检测蛋白质组差异的一

种常用技术,其利用蛋白质组的差异来检测转基因

植物中的外源基因,可通过低成本操作获得较高的

蛋白分辨率,但是在分离具有极端等电点和分子量

的疏水性蛋白质时受到限制[44] .
1. 2. 4　 Western 印迹法(Western blot)

Western 印迹法是利用 SDS- PAGE 分辨蛋白质

样 品, 再 转 移 至 醋 酸 纤 维 或 聚 偏 氟 乙 烯

(polyvinylidene fluoride, PVDF)吸附膜上,以酶标记

的特异抗体直接或间接检测特异性蛋白质的表达,
并分析其相对含量[45] . 此法可普遍用于分离、检测

特异的目标蛋白质,尤其适用于样品中低含量或超

低含量目标蛋白质的分析,因此可通过分析转基因

产品中的特异性蛋白实现对转基因作物的检测.
Duijn 等[46] 用此法检测 Roundup Ready 大豆中的

CP4 合成酶,检测限在 0. 5% ~1% . 王莉江等[47]在

2002 年成功用此法对转基因水稻进行了检测,证明

其对稻瘟病菌侵染具有抗性. Emmerling 等[48] 在

2011 用 Western 印迹法分析了转基因 BT 玉米中的

Cry 1Ab 蛋白经蚯蚓消化后的含量变化.
通过蛋白质检测转基因的方法种类较多,但是

还有较大的局限性. 首先,蛋白质在加工过程中易

受外界影响而变性或失活,因而只能用于天然、未加

工食品的检测. 其次,该方法所能检测的对象较少,
需要转基因食品中含有待测基因. 另外,需要较多

的抗原和抗体,检测成本比较高. 因此,如何进行转

基因成分的定量检测以及如何降低免疫分析技术的

成本是免疫分析法研究的重点.

1. 3　 生物传感器方法(biosensors)
生物传感器是把生物信号转化成可测量信号的

分析装置. 转基因生物的特异性探针与目的基因杂

交时,会进行分子识别并产生信号,而生物传感器就

是将这些杂交信号转换成可检测的各种物理信号的

装置. 根据检测信号的不同可将 DNA 生物传感器

分为 光 学 传 感 器、 压 电 传 感 器 和 电 化 学 传 感

器[49-50] .
1. 3. 1　 光学传感器

靶基因与固定探针杂交时,光学传感器通过检

测在不同材料界面处折射率的变化来显示分析物的

结合程度. Feriotto 等[51] 最早将表面等离子体共振

技术(SPR)应用于转基因作物的扫描与检测. 薄金

层包被的棱镜与流动的分析液界面处发生着各种各

样的生物分子相互作用,SPR 技术可以有效地对这

些相互作用进行检测. 随后 Gambari 以 SPR 技术为

基础实现了对转基因大豆快速又简便的自动分

析[52] . Chen 等[53]利用表面增强拉曼光谱仪条形码

探针检测了转基因大米中的 Cry 1Ab 和 Cry 1Ac 基

因,具有较好的灵敏度和准确度,避免了假阳性结果

的出现. Zhu 等[54] 使用基于磁珠的电化学发光

DNA 生物传感器对转基因烟草中的 CaMV 35S 进行

了检测,灵敏度为 5 nmol / L,具有快速、简便、安全可

靠、可重复使用、低成本等诸多优点. 表面增强拉曼

光谱仪与磁分离技术相结合是另一种新颖的检测

CaMV 35S 的方法,线性范围为 25 ~ 100 nmol / L,检
测时间不超过 40 min,检测限低至 11 nmol / L[55] .
Qiu 等[56]利用荧光生物传感器检测了转基因菜花中

的 CaMV 35S 启动子,证明此法可用于定性定量检

测转基因作物,检测限为 2 nmol / L,线性范围为 5 ~
900 nmol / L.
1. 3. 2　 压电传感器

基于可以检测纳克级质量变化的石英制成的石

英微天平分析仪(QCM)是一种质量灵敏的压电装

置. 压电生物传感器利用压电装置,以标记目的基

因序列与探针杂交时的质量增加来实现对转基因作

物的检测. Karamollaoǧlu 等[57] 在 2009 年利用基于

QCM 的生物传感器成功地对转基因烟草进行了检

测,结果显示该方法可在无标记的情况下对转基因

生物进行实时、直接的检测. Lien 等[58] 基于吡咯掺

杂的多壁碳纳米管,利用电阻抗光谱(EIS)与石英

微分析天平 (QCM) 研究 DNA 的杂交状况,发现

QCM 方法具有高度的灵敏性,可检测目标物中低至
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4 pmol / L 的浓度.
1. 3. 3　 电化学传感器

电化学传感器的建立通常分为以下几步:电极

表面 DNA 探针的固定,探针与目的基因杂交,标记

和电化学信号的读取. 其中 DNA 探针的固定起决

定性作用,直接影响到电化学传感器的性能好坏.
设计电化学传感器时,需要充分考虑传感器、目的基

因、探针固定方式的选择,并最后对标记和检测进行

性能评估. DNA 探针的固定有多种方法,例如吸附、
共价键合、自组装单层膜、电聚合等[14] . Ulianas
等[59]用电化学生物传感器和纳米金颗粒成功地检

测了转基因大豆中的 CaMV 35S 基因,且反应可在

4 ℃的条件下稳定 45 天,用 NaOH 再生后可重复利

用 7 次,具有较好的重现性和再生性、较低的检测

限. Liao 等[60]利用电化学传感器对转基因作物中

的 DNA 进行了复合扫描,非转基因 DNA 的存在也

不会对检测产生干扰,该方法具有快速、廉价、高保

真扫描 DNA 的特点. Nan 等[61] 利用多通道微流控

芯片电泳法高效地对转基因大米进行了检测,发现

该方法比传统的平板凝胶电泳法快 15 倍,可同时对

多个转基因样品进行平行检测,具有再现性好、灵敏

性高的特点. Tian 等[62] 利用共价自组装的多壁碳

纳米管和金纳米颗粒,结合循环伏安分析法与差分

脉冲伏安法测定了转基因谷物中的 DNA 序列,此种

方法具有较高的灵敏性和选择性,其检测限可达到

0. 403 nmol / L. Tam 等[63] 利用基于单壁碳纳米管

(single-walled carbon nanotube,SWCNT)的电化学

生物传感器对转基因大豆进行了检测,检测的灵敏

度为 0. 32 nA / nM,结果表明可有效地对转基因生物

进行检测.
1. 3. 4　 其它传感器

Huang 等[64]成功地用基于 DNA 的防污染带状

传感器(contamination-proof strip biosensor),结合交

叉启动放大技术 ( cross - priming amplification) 对

CaMV 35S 基因进行了检测,可以检测低至 0. 05%
的浓度. 方法具有简单快速、高灵敏性、应用前景广

阔等特点.
Kalogianni 等[65]用一种干试剂试纸对转基因大

豆成功地进行了可视化检测. 该试纸为一次性使

用,具有成本低廉、简单等优点,可检测转基因生物

及其深加工制品.

2　 问题与展望

转基因生物的检测方法分为 DNA 方法、蛋白质

方法、生物传感器方法等. DNA 方法中,高灵敏和特

异性的 PCR 方法是应用最广、最基本的检测手段,
且常用于验证其他检测方法的有效性和准确性[14],
现也已发展出多种基于标准 PCR 的方法,如巢式 /
半巢式 PCR、复合扩增 PCR、定量 PCR 等[16] . 基于

蛋白质的检测方法中 ELISA 方法应用最广泛,此外

利用电泳方法分离蛋白质也常作为转基因生物分析

的辅助手段. 生物传感器是新兴的检测手段,近年

来发展迅速,尤以电化学生物传感器为最[49],预计

在未来,研究用于固定 DNA 探针的载体材料和新型

固定方式将成为一大热点. 此外,各种技术之间的

交叉联用也将更加多样和广泛. 但是在实际检测

中,并非任何一种方式对某种转基因生物的检测都

有效,因此,应根据生物的种类、相应生物制品的加

工方式、生物体内可能含有的转基因片段的不同选

择相应的检测方法[66] .
应该注意的是,目前所报道的检测手段主要是

以转基因大豆、棉花、玉米等常见作物为检测对象.
而转基因生物多种多样,因此具体到其它生物的检

测,我国的科研工作者可以做相关方面的研究工作

来完善并拓展转基因生物的检测方法.
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Research Progress in Analytical Methods of Genetically
Modified Organisms

ZHANG Wen-zhu,SHI Jian-hao, XIAO Ming
(Chemical, Environmental and Biological Science and Technology, Dalian University of Technology,

Dalian 116024, Liaoning China)

Abstract: By the use of transgenic technology, some of exogenous genes can be transferred into the body of
organisms (including animal, plant, and microorganism) and recombine the initial gene of the organism with itself
to meet human’ s various needs, which can eventually produce the so - called genetically modified organisms
(GMOs). GMOs a develop rapidly due to their advantages and characteristics. However, with the continuous
marketing of transgenic organisms, people hold suspicious and even hostile attitude to their development. The need
to monitor and testify the presence and the amount of GMOs in transgenic organisms has boosted various analytical
methods for the rapid, effective, accurate and reliable detection of these organisms. In this article the development
process, advantages and disadvantages of GMOs, and the urgency to detect and analyze them are introduced. And
the recent methods based on DNA, protein, biosensor, and multiple techniques for the detection of genetically
modified products are reviewed, and the prospect for the detecting methods of transgenic products in the future is
also put forward.
Key words: GMOs;detection;DNA;protein;biosensors
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