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摘要：近年来，随着转基因技术的快速发展和我国转基因产业化应用的不断推进，对我国农业转基因生物安全

监管工作提出了更高的要求。为更好地满足监管工作需求，转基因快速检测技术的研究与应用尤为重要。本文从

基于核酸水平的快速检测技术、基于蛋白水平的快速检测技术和其它快速检测技术三个方面，介绍了核酸快速提

取技术、核酸恒温扩增技术、核酸试纸条技术、免疫层析试纸条技术和生物传感器等重要技术的原理、研究进展、优

缺点及应用情况。总结分析了转基因生物成分快速检测技术发展趋势、应用前景以及亟需解决的难点问题，以期

促进我国转基因产品快速检测技术发展，为我国农业转基因生物安全监管工作提供有效支撑。
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Research progress on the rapid detection technologies for composition of genetically modified organisms
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Abstract: In recent years, with the rapid development of genetically modified technology and industrialization

in China, the safety supervision of agricultural genetically modified organisms has faced higher requirements and
challenges. The research and application of genetically modified rapid detection technology is particularly important
to our supervision work. In this article, we divide genetically modified rapid detection technologies into 3 categories:
rapid detection technologies based on nucleic acid levels and protein levels respectively, and other rapid detection
technologies. The principles, research progress, advantages and disadvantages and applications of important technol⁃
ogies were introduced, such as nucleic acid rapid extraction, nucleic acid isothermal amplification, nucleic acid test
strip, immunochromatographic test strip and biosensors. The development trend, application prospects and bottle⁃
neck problems of rapid detection technology for genetically modified products were also summarized and discussed,
to promote the development of rapid detection technologies and to provide effective support for the safety supervi⁃
sion of agricultural genetically modified organisms in China.
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随着转基因技术的快速发展，全球转基因作物

商业化势头迅猛，根据国际农业生物技术应用服务

组织（ISAAA）2020年最新统计数据，2019年全球转

基因作物种植面积为 1. 904亿公顷，比 1996年增长

了 112倍，占全球耕地面积的 12%，转基因种植国家

达到 29个，转基因进口国家有 42个[1]。2019年，我

国进口大豆 10032. 82万吨，基本上为转基因大豆，

主要来自巴西、美国、阿根廷和加拿大。我国也是
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转基因生物研发和应用大国，目前我国依托转基因

重大专项的实施，建立了集重要功能基因发掘、转

基因新品种培育及产业化应用等上中下游技术于

一体的研发平台，成为全球仅有的几个拥有转基因

核心技术的国家之一。截止 2020年 12月，我国新

批准 4个转基因玉米和 3个转基因大豆的生产应用

安全证书。随着全球转基因作物大规模种植和全

球一体化下频繁的贸易流通，加之我国转基因产业

化进程的不断推进，转基因监管的任务将越来越

重。转基因检测作为监管工作的技术支撑和保障，

对其要求也将越来越高。PCR等常规转基因检测

技术应用广泛、准确可靠，但无法满足转基因大规

模快速筛查的监管需求。2021年中央一号文件指

出“尊重科学，加强监管，有序推进生物育种产业化

应用”。为落实文件要求，做好转基因监管工作，提

升转基因监管能力，建立简便、快捷、准确、经济的

转基因现场快速检测方法势在必行。

目前，常见的转基因检测技术主要是基于核酸

水平和蛋白水平。基于核酸水平的检测技术主要

包括定性 PCR技术、定量 PCR技术、等温扩增技术

和基因芯片技术等，基于蛋白水平的检测技术主要

包括ELISA技术、Western blot检测技术和免疫层析

试纸条技术等[2]。基于核酸水平的检测技术主要针

对整合进受体植物基因组上的外源基因进行检测，

根据靶序列的不同，按特异性由低到高依次为筛选

特异性检测、外源基因特异性检测、转基因构建特

异性检测和转化事件特异性检测[3]。基于核酸的快

速检测方法一般都是以核酸扩增技术为核心，包括

核酸提取、核酸扩增、扩增产物检测 3个步骤。这 3
个步骤缺一不可，且操作较为繁琐，对仪器设备要

求较高。基于蛋白水平的检测技术主要依据免疫

分析的原理针对外源表达蛋白进行检测，操作较为

简便，外源蛋白较为稳定，在现场快速检测领域应

用较为广泛。本文就转基因快速检测技术的研究

与应用进展做一简要概述，旨在明确转基因快速检

测技术发展方向及应用策略，为转基因监管提供技

术支撑，做好技术储备。

1 基于核酸水平的快速检测技术

1. 1 核酸提取技术

核酸提取是核酸扩增前不可或缺的一个步骤，

对检测结果的准确度有重要影响。核酸提取的方

法有很多，如CTAB法、改良CTAB法、SDS法、SDS-
PVP法及试剂盒法等[4]。但是这些方法都需要组织

裂解破碎、核酸提取、纯化等步骤，非常耗时，且提

取成本较高，依赖许多大型仪器。因此，传统的核

酸提取方法难以满足大规模现场快速检测。

为了满足转基因快速检测和现场检测的需求，

一些新型快速高效的核酸提取方法得到开发和应

用。碱裂解法是一种有效的DNA快速提取方法，通

过设置合适的碱性环境，使细胞裂解，染色体DNA
变性分离，从而获得DNA[5]。该方法无需水浴和离

心，操作简便、快速，已广泛用于玉米、大豆、水稻等

的转基因成分检测、SSR鉴定等领域[6,7]。磁性微球

DNA提取方法是在磁场作用下对DNA进行特异性

吸附和脱附，无需离心分离和使用有机溶剂即可获

得纯度较高的DNA[8]。王柳[9]通过水热法和TEOS水
解法合成了磁性微球，并将其用于大米基因组DNA
的提取，比传统方法节约时间近 70％。赵晓丽等[10]

制备了纳米磁性微球用于提取转基因大豆基因组

DNA ，结果证明 DNA浓度明显高于植物基因组提

取试剂盒（Plant genomic DNA kit，北京天根）。气压

法提取DNA是利用正压代替离心，达到快速、简便、

现场提取植物基因组DNA的一种方法。陈丽丽[11]

利用注射器搭配过滤器和硅胶膜柱研制了DNA提

取装置，完成单个样品的DNA纯化仅需 15 min，且
减少了对离心机的依赖。基因组DNA 直接提取法

是利用EDTA、表面活性剂等物质混合成裂解液，高

温孵育 10 min即可完成 DNA提取，并可直接作为

PCR模板进行扩增[12]。纤维素滤纸提取纯化方法是

基于纤维素的滤纸可快速结合核酸，经快速洗涤去

除污染物并将其保留，然后将其直接洗脱到扩增反

应中。Zou等[13]研制了一种纤维素过滤器，可在不

到 30秒的时间内从多种植物，动物和微生物样品中

纯化核酸，而无需任何专用设备。Wang等[14]采用

PVC塑料板做支撑，研制了EZ-D核酸提取试纸条，

提取更加高效和稳定。

1. 2 核酸扩增技术

PCR是最常用的核酸扩增方法，通过变性、退

火、延伸三个步骤，结合凝胶电泳或荧光检测等方

法进行分析。但 PCR方法对温控设备、检测设备和

操作人员有较高的要求，且非常耗时，限制了该技

术在现场快速检测领域的发展和应用。

核酸等温扩增技术是近年来新兴的分子诊断

技术，可实现恒温下核酸快速扩增，无需依赖温控

设备，能够在现场实现核酸的快速准确检测。目

前，应用较为广泛的是环介导等温扩增技术

（LAMP），并已经发布相关标准。其基本原理是依
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赖链置换DNA聚合酶和 4条不同的引物，通过自动

循环的链置换反应实现指数扩增。王嘉钰等[15]基于

LAMP技术，以中性红染料作为比色试剂，建立了玉

米内标基因和 cry1Ab基因的可视化快速检测方法，

既快速又简便且尤其适用于现场检测。Chen[16]等基

于LAMP反应，使用终点检测法，实现了对三种转基

因大米样品的鉴定，灵敏度可达到 0. 005%。Cheng
等[17]将 LAMP与横向流动检测试纸条技术结合，用

于检测 DP305423×GTS 40-3-2复合性状转基因大

豆。Wu等[18]开发了一种实时荧光LAMP方法，利用

便携式仪器检测荧光信号，30 min内可以现场检测

出含有 0. 1%的转基因大豆制品。与传统 PCR 相

比，虽然 LAMP技术摆脱了传统扩增方法对精密温

控设备的要求，但反应体系配置和扩增时间并没有

明显的优势，依然有开盖操作，也存在非特异性扩

增。整体来看，还需进一步优化。

近几年出现的重组酶聚合酶扩增技术（RPA）可

以在37℃~42℃条件下，通过重组酶和链置换聚合酶

的作用，实现模板DNA的快速扩增，扩增结束后可

采用电泳、Twist Amp TM exo探针和核酸检测试纸

条进行可视化检测[19,20]。与其它等温扩增技术相

比：一是RPA无需热变性，反应时间更短，20 min内
即可实现核酸准确检测，是最快的扩增技术之一；

二是可以在相对较低的温度下进行，如 37 ℃反应；

三是即使样品中含有某些杂质也不会影响检测，可

省去 DNA纯化过程，因此该技术更加便捷；四是

RPA体系中的酶呈冻干态，运输时不需要冷藏，更

加便于运输。目前，RPA技术已经成功应用于转基

因检测。谢石龙等[21]建立了转基因大豆MON89788
的实时荧光RPA技术，相对检测限为 0. 05%，检测

在39℃，10 min内完成；Li等[22]将RPA技术与测流层

析试纸相结合构建了一种三重转基因成分的检测

方法，整个过程仅需要 30 min，该方法无需任何大型

仪器，即可完成可视化、快速、灵敏的检测。Tian
等[23]通过磷酸基团标记的引物进行RPA扩增，实现

靶标的恒温可视化检测，并且该方法成功应用于转

基因玉米MON810的检测中，在试剂盒开发方面具

有广泛前景。但该技术的应用研究仍处于起步阶

段，在实际应用中还存在一些问题，如RPA与试纸

条联用时需对产物进行稀释，否则会出现假阳性结

果；RPA的引物探针需研发专业软件进行设计。

1. 3 扩增产物检测技术

核酸扩增产物可以采用多种方法进行检测，如

凝胶电泳、实时荧光、核酸试纸条和显色、生物传感

器等。核酸试纸条法是通过对引物或探针进行生

物素、地高辛等标记，核酸扩增结束后使用带有相

应抗体的核酸试纸条检测扩增产物，根据条带的显

色情况进行分析 [24,25]。汪琳等[26]利用核酸试纸条技

术显示 LAMP扩增结果，建立了一种可视化、快速、

灵敏、特异的转 EPSPS 基因作物检测方法，检测限

可达到 10 个拷贝。Huang等[27]基于 CPA扩增开发

了核酸试纸条产品，用于高灵敏度现场检测 CaMV
35S启动子。Liu等[28]开发了一种更有效的基于RPA
和核酸试纸条的平台，可以灵敏、特异且稳定地检

测 9种转基因材料中的 P-35S和 T-nos。核酸试纸

条可以代替电泳仪等大型仪器，与蛋白试纸条一样

快速、便携。但是存在引物二聚体和气溶胶产生假

阳性现象，需要搭配密封装置。

在核酸扩增过程中，会生成副产物焦磷酸，可

以通过检测焦磷酸达到检测的目的，操作简单、用

时少，大大降低了成本。钙黄绿素作为金属离子指

示剂，可与锰离子结合，导致钙黄绿素荧光猝灭，而

核酸扩增过程中产生的焦磷酸根可以竞争结合锰

离子，使钙黄绿素恢复荧光，因而可通过荧光信号

进行检测[29]。Mori等[30]在反应体系中加入镁离子，

与焦磷酸产生白色沉淀，设计了一种通过浊度定

性、定量判断 LAMP扩增结果的装置。翟景波等[31]

研制了一种试剂盒，其中的试剂与焦磷酸反应生成

红色的甲暨，根据显色现象进行定性判断或通过测

定吸光度实现定量分析。然而，该方法也会因为一

些非特异性扩增显色，导致假阳性结果。

2 基于蛋白水平的快速检测技术

基于蛋白的转基因快速检测技术是以免疫分

析为基础的对转基因产品中外源表达蛋白进行定

性和定量检测的一种技术，操作相对简便、快速、成

本低，国内外均已研制出相关的快速检测产品，在

实验室和现场检测中都得到了广泛应用[2]。
2. 1 免疫层析试纸条技术

免疫层析试纸条技术是目前应用最为广泛和

成熟的现场快速检测技术。在国家和地方农业主

管部门的转基因督查监管工作以及海关部门的口

岸转基因检测工作中，都使用免疫层析试纸条进行

初筛检测。该技术基于三明治夹心式技术原理，将

抗体耦合到胶体金试纸条上，当抗体和样品中的抗

原结合后，试纸条上就会发生显色反应来显示检测

结果。蛋白试纸条检测无需仪器和专业技术人员，

就可直接进行检测，用时短且成本低廉，是目前最
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常用的快速检测方法之一。Zeng等[32]研制了一种胶

体金免疫层析试纸条，用于同时检测 CP4 EPSPS、
Cry1Ab和Cry1Ac三种蛋白，其中CP4 EPSPS蛋白的

检测灵敏度达到了0. 1%。

目前，在政府监管、企业进口加工、筛查检测等

方面应用最广泛的产品是 cry1Ab/Ac、bar、Cp4-ep⁃
sps等转基因检测蛋白试纸条，其检测范围可以覆盖

大部分常见转化体。为了更好地满足监管和市场

需求，G10 EPSPS、VIP3A、Cry1F等新蛋白检测试纸

条以及多重试纸条陆续被研制出来。但是，免疫层

析试纸条技术存在一定的局限性。它只能检测有

无外源蛋白存在，仅做定性分析，无法通过检测转

化体特异性序列确定具体的转基因品种。此外，这

种检测法灵敏度较低，存在假阴性的情况，只适合

田间种植作物的快速筛查，不适于外源蛋白已发生

降解或者经深加工的转基因产品检测。

2. 2 纳米增强ELISA技术

酶联免疫吸附（ELISA）技术是一种通过抗原和

抗体的可视免疫反应来检测和鉴定目标蛋白的技

术，也是目前转基因靶标蛋白定量分析的主要技术

手段，具有设备需求低、易于读取结果和应用成熟

的突出优点。但该方法需要多步孵育和清洗步骤

以及存在灵敏度不足等缺点，限制了其在现场快速

检测中的应用。金纳米颗粒具有较高的比表面积

和独特的理化性质，与DNA、抗体、酶和其它生物分

子结合，可以增强反应信号以应用于生化检测。近

年来，基于纳米颗粒和酶联免疫吸附法（ELISA）的

高灵敏度蛋白质检测方法，即纳米增强ELISA技术

（Nano-ELISA）被开发出来。 Jia等[33]用目标蛋白

p53的单克隆抗体修饰微磁珠，用另一种单克隆检

测器抗体和辣根过氧化物酶（HRP）修饰金纳米颗粒

（AuNPs），通过抗体与抗原之间的相互作用形成夹

心结构，AuNPs表面的HRP催化氧化底物并产生反

映目标蛋白数量的光信号，用这种方法在不到 2h的
时间内即可检测到低至 5 pg/mL的蛋白质。高鸿

飞[34]开发了一种简易、灵敏的 Nano-ELISA便携装

置，可以在 1. 5 h内完成外源蛋白一步式定量分析，

以实现可视化检测，未来该技术可能在转基因现场

定量检测中得到应用。

3 其它快速检测技术

生物传感器是一种新型分析技术，基于目标化

合物和识别元件之间的选择性相互作用，如碱基互

补配对和抗原抗体识别等，分析产生电或光信号进

行检测识别[35]。生物传感器主要包括识别元件和信

号转换元件两部分，识别元件主要是核酸、蛋白等

生物材料，信号转换元件主要是光、电、磁、热等[36]。
生物传感器具有灵敏度高、分析速度快、通量高等

优点，非常适合转基因的现场检测和快速筛查，并

已在相关转基因产品研究中取得了突破性进展[25]。
Volpe等[37]使用磁珠作为固定载体研发了一种免疫

磁电化学传感器（IMES），用以检测转基因玉米粉中

Cry1Ab / Ac蛋白的含量。高鸿飞[34]合成了新型碳纳

米粒子，将其和转基因靶标抗体结合修饰在工作电

极上，首次构建了无需标记任何信号分子的电化学

发光免疫传感器用于转基因作物的快速定量分析，

该方法检测 Cry1Ab蛋白时分析灵敏度达 3. 0 pg/
mL，检测PAT/bar蛋白分析灵敏度达 0. 05 ng/mL，高
于绝大多数已报道的转基因靶标蛋白分析方法，目

前已成功应用于转基因油菜RF3，转基因水稻BT63
和转基因玉米MON810的定量分析。在上述方法学

研究的基础上，该研究团队进一步研制了微型电极

芯片，开发了手持式检测设备，操作简易，可以直接

读取含量数值而无需进行数据分析处理，非常适合

非专业人员使用，能够在 30 min以内完成定量

分析[34]。
表面等离子体共振（SPR）技术是一种基于物理

光学原理的新型生化分析技术。近年来，因其具有

检测用量少、高灵敏度、高特异性、实时和快速等优

势而广泛应用于各个领域，如临床诊断、转基因成

分定性及定量检测、病毒鉴定、环境微生物检测

等[38]。程志强等[39]利用表面等离子共振成像技术，

分析了玉米的 6种转基因序列和 6种调控元件，将

探针与靶序列结合的信号放大 40倍左右，且省去了

复杂的PCR扩增环节。Jang等[40]研制了一种高灵敏

的 LSPR生物传感芯片，能够高度灵敏地现场检测

转基因作物。

4 总结与展望

基于核酸水平的转基因快速检测技术，需要在

核酸提取、扩增和检测三个步骤同时优化提速。首

先，对于核酸提取，要加快便携简易的研磨装置，特

别是对于种子材料，如何在现场快速研磨，是提速

的关键。DNA直接提取法和核酸提取试纸条等可

以省略核酸纯化步骤，将细胞裂解液作为模板直接

进行扩增可大大缩短时间，简化操作。但是，如何

克服细胞内离子、蛋白等抑制剂对核酸扩增的不利

影响，是将快速核酸提取应用于核酸检测需要解决
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的问题[41]。其次，对于核酸扩增环节，核酸恒温扩增

技术摆脱了传统PCR技术对大型仪器的依赖，具有

较好的应用前景。其中，RPA扩增是特异性最好、

最为快速的方法。但如何降低RPA酶的成本，提升

酶的运输保存稳定性，优化引物设计，这些问题仍

需进一步研究。第三，对于扩增产物检测阶段，一

般分为实时检测和终点检测两种类型。终点检测

更加贴近快速、可视的检测需求。核酸试纸条和显

色法均属于终点检测，如何避免气溶胶污染，保证

灵敏度和特异性，是应用的关键。总的来说，基于

核酸的快速检测技术检测靶标更加广泛，可以检测

非目标蛋白表达的序列如载体构建特异性序列、转

化体特异性序列、筛选元件等，也可以确认转化体

身份，更加真实、全面地反映产品的特征，是最接近

实验室检测的手段，具有更广阔的应用价值。目

前，优化三个步骤的相关技术和产品，建立一体化、

全流程的检测策略，做好三个步骤的有效衔接，实

现核酸快速提取技术、RPA技术和试纸条检测技术

或可视化检测技术联用，需要探索和突破。

基于蛋白水平的转基因快速检测技术无需进

行核酸提取步骤，样品只需要简单研磨即可进行检

测，操作简便，成本低廉，非常适合转基因现场快速

筛查。特别是免疫层析试纸条，国内外已经研发出

了很多成熟的产品，在转基因快速检测领域应用最

为广泛。但是该技术无法进行转化体身份确认和

定量分析，是其进一步应用的局限所在。而且，随

着转基因外源蛋白种类和数量的不断增多，如何制

备高质量转基因蛋白靶标抗体是现今亟待解决的

重点技术问题。特别是对于某些结构高度相似的

转基因蛋白，如 Bt系列蛋白，研制特异性抗体是当

前一大难点。应加强对这类蛋白的跟踪、分析和研

究，建立相关数据库和生产线。

目前，世界上许多国家或地区对转基因产品实

行强制定量标识制度，且规定了较低的标识阈值，

如欧盟阈值为 0. 9%，巴西和澳大利亚定量标识阈

值为 1%。我国目前施行的是定性标识，但不可否

认定量标识管理将是未来发展的趋势。因此，发展

精准、快速的定量检测技术迫在眉睫。生物传感器

技术非常容易实现高度自动化、微型化和集成化，

为基于蛋白水平的现场快速定量分析提供了一个

可行的技术方案[34]。将纳米材料合成技术、等离子

共振技术等与生物传感器技术结合，发展多组分免

疫传感分析研究，进一步提升检测效率，研发便携

式设备，加强应用推广，将是转基因高灵敏、现场快

速定量分析的发展方向。
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