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如何检测转基因生物 

如前所述，转基因植物的特点就是在其基因组中插入了一个新基因 (或一组新基因)。

这个/些新基因进行翻译而表达出新的蛋白质，从而使植物获得新的特性，如对某些昆虫

的抗性或对除草剂的耐性。每种转基因作物检测技术的根本目的都是为了找出转基因植物

与非转基因品种之间的差别。因此，可以检测新插入的外源 DNA 或表达出的新蛋白质，

而如果蛋白质是一种酶的话，还可以通过化学分析法检测酶促反应的产物以达到检测的目

的。 

现有两种比较常用的方法用来检测大豆、玉米、棉花及其它农作物中转基因成分的存

在。一种是酶联免疫吸附测定法 (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay，ELISA)，该法利

用表达抗原和目标抗体间结合的特异性来检测特定蛋白的存在；另一种是聚合酶链反应 

(Polymerase Chain Reaction，PCR)，该法是基于对插入农作物基因组的新 DNA 序列进行

检测的方法。这些方法不仅能确定样品中是否存在转基因物质，还可以对检测样品给出量

化的结果 (百分比形式)。 

经欧盟验证的第一个检测方法是基于 PCR 的筛选检测法，该法能够检测绝大多数目

前获准销售的转基因生物 (Lipp et al., 1999)。该法由 Pietsch 等 (1997) 建立，是基于检测

新导入基因两侧的调控序列，也就是 35S 启动子和 nos 终止子。该法的验证工作由 IHCP

的食品和生活消费品部以及联合研究中心 (JRC) 协调，并与 JRC 的参考物质和测量研究

所 (Institute for Reference Materials and Measurements，IRMM) 共同实施，IRMM 主要负

责合适的有证参考物质 (Certified Reference Materials，CRM) 的制备。 

如前面提到的，研究人员同样做了相当大的努力来发展基于蛋白的检测方法。一种利

用 ELISA 高特异性检测转基因大豆 Roundup Ready®的方法已经通过验证 (Lipp et al., 

2000)，针对其它作物的检测方法也在研究中 (http://biotech.jrc.it/methodsdatabase. htm) 。 
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DNA 和蛋白质检测方法的优点和局限性 

DNA 检测方法 

基于 PCR 技术的分析方法正越来越多地应用于检测转基因生物的 DNA 序列。 

PCR 能够从混有其它 DNA 序列的复杂样品中选择性地扩增低浓度存在的特定 DNA

片段。在 PCR 反应中，互补的 DNA 小片段作为引物成对出现。这些引物与目的基因两条

链上的互补序列识别位点相结合。DNA 聚合酶通过一系列重复进行的差异热循环使引物

对之间的序列能够复制和进行指数扩增。最后这些扩增得到的片段根据大小的不同，通过

凝胶电泳进行检测分析。 

现已发展出多种用于对农业食品和饲料作物中转基因成分进行检测和量化的 PCR 检

测方法。另外，通过基因身份鉴定可以实现对整个转基因作物供应链上转基因产品的隔离

和溯源 (身份保留)。  

转基因生物检测的一个基本要求是要了解转基因作物遗传修饰的方式，也就是导入基

因和两侧的调控元件 (启动子和终止子) 的分子组成。为了分析的需要，样品材料的最小

取样量要在完整 DNA 中包含目标基因。 

    PCR 是一种实验室技术，因此需要训练有素的实验人员和特定的仪器设备。 

PCR 检测的主要特征如下： 

-   PCR 极为灵敏，可以检测出生物有机体整套遗传物质或基因组中某个基因或待测目的

序列的单拷贝或几个拷贝。作为高灵敏度的代价，极小的无意污染都能产生假阳性。因此，

必须极为小心以免发生交叉污染。 

-   PCR 相对于免疫学试验而言仅需极少的制备试剂时间 (合成引物与制备抗体相比)。 

-   PCR 中所有用到的试剂几乎都可以买到，而且可以很容易的通过多种渠道获得。然而，

其中一些试剂用于商业检测时则需要有许可证。 

-   样品分析大约需要一天时间。 
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- 如果应用得当，PCR 能够区分不同种类的遗传改变 (也叫做转基因事件)。对特定转

基因事件进行鉴定时，需要花费更多的时间，付出更多的努力对分析方法进行验证。 

蛋白质检测方法 

蛋白质检测方法主要应用特异结合目标蛋白的抗体。通过酶联免疫吸附测定法检测或

估量样品中目标蛋白的含量，而样品中可能同时会含有多种其它蛋白。ELISA 是应用一个

抗体与特定蛋白相结合，第二抗体将检测信号放大 (可选择)，然后抗体与特定的酶偶联，

该酶的产物会产生显色反应而使结果可视化，并通过与目标蛋白的标准曲线对比进行结果

的量化。 

检测的正确实施同样需要训练有素的实验人员和特殊的仪器设备。 

ELISA 检测的主要特征包括: 

- 其灵敏度低于 PCR，因此小量污染引起假阳性的可能低于 PCR。 

- 实验体系的建立、抗体和蛋白标准品的制备造成前期成本高。 

- 一旦试剂配制成功，则每一样品的测试耗费很低。 

- 当不同的转基因事件表达具有相似特性的蛋白时，该方法法无法辨别它们之间的不同

的表达模式。 

- 蛋白质检测法需要花费大量时间进行前期准备工作，包括试剂的配制和体系的建立。 

- 当检测蛋白表达后，蛋白检测法就可以提供一个实用且有效的检测过程。但是，遗传

修饰基因的产物可能仅在特定发育阶段或在某些植物部位表达，那么这种转基因作物可能

不易用 ELISA 法进行检测。另外，加工处理易造成蛋白质变性，使得用 ELISA 检测加工

食品样品时会产生很多问题。 

鉴于这些事实，毫无疑问 ELISA 法和 PCR 法应该相互补充而不是相互排斥。 
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表 2. ELISA 法和 PCR 法的全面对比 

方  法 测试对象 持续时间 操作难度 结果 

酶联免疫吸附

测定 (ELISA) 
蛋白质 2-8 小时 

中等难度；需要熟悉

实验操作；检测涉及

作物和特异品种 

可确定特异的遗传

改变；并可以定量

聚合酶链反应 
(PCR) 

DNA 1-3 天 
难度大；需要专业的

设备，并需要进行培

训 

高灵敏度；易产生假

阳性；可确定转基因

DNA 的存在并可以

定量 
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手册的总体设想和介绍 

方法验证对实验室和管理部门都是至关重要的。理论上，每种方法应该进行操作过程

的验证，可通过由少数几个专业实验室提供的重复性、灵敏度和特异性方面的实验结果得

到确证。欧洲委员会下属的联合研究中心是第一个对方法进行验证的机构，他们对转基因

Roundup Ready®大豆样品进行 ELISA 和 PCR 检测时使用的方法进行了验证，也对适用于

转基因 Maximizer 玉米 (Bt-176) 的 PCR 检测方法以及适用于转基因 Roundup Ready®大

豆和转基因 Maximizer 玉米 (Bt-176) 加工食品样品 PCR 检测的方法进行了验证 (Lipp et 

al., 1999, 2000 和 2001)。此后，发展出了各种不同的定性和定量分析方法，并得到了验证。

经 验 证 的 转 基 因 生 物 检 测 和 定 量 方 法 的 最 新 信 息 ， 请 在 线 查 阅

http://biotech.jrc.it/methodsdatabase.htm。样品制备对于应用 DNA 和蛋白质为基础的检测和

/或定量都是十分关键的，了解每一种检测方法的局限性也是非常重要，具体应用哪种方

法取决于研究的目的 (比如是定量还是定性)。无论采用哪种检测方法，其取样量和取样

方法都会极大的影响实验结果。 

对于任何一种检测方法来说，获得合适的有证参考物质  (Certified Reference 

Materials，CRM) 都是最基本的要求。在实验过程中使用的是 JRC 下属的 IRMM 生产的

有证参考物质 (Trapmann et al., 2002 and 2001)。其特征和相应的标准物质将在第 3 章中

介绍。另一个关键步骤虽然不在课程中讲述，但也相当重要，那就是样品均匀性。 

图 1 总结了课程讲述中的不同步骤。优化的 DNA 提取方法是确保提取出高质量、适

宜 PCR 扩增 DNA 的基本保障。对大部分由市场上深加工的大豆和玉米制成的食品，这一

点特别重要。众所周知，在食品加工，特别是在水中进行热处理过程中，DNA 会发生大

量降解。因此，在加工过程中，那些仍保持足够长度、并包含完整目标基因、可用于加工

食品中转基因成分检测的 DNA 片段量就会相应减少，食品的加工程度越高， DNA 降解

的就越严重。另外，正确且适当的 DNA 提取方法可以保证除去样品中的抑制物。这一问

题将在第 4 章中讨论。现今已经研究出几种 DNA 提取方法，并且很多商业公司也生产出

随时可以使用的专用 DNA 提取试剂盒。 

  在培训课程中我们将讨论现有的各种 DNA 提取方法的可操作性和有效性。然而，为
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了避免与商业公司有直接牵连，我们决定采用所谓的 CTAB 法进行 DNA 提取，这是一种

有效和通用的方法，实践证明该法适用于各种不同样品混合物的提取。 

DNA提取完成之后，样品 (和PCR产物) 将用琼脂糖凝胶电泳法 (第 5章) 进行分析。 

聚合酶链反应 (Polymerase Chain Reaction, PCR) 的原理及其优缺点将在第 6 章中介

绍。 

正如前面提到的，现代技术在转基因生物检测中的有效使用依赖于精确信息的获得。

转基因生物检测至少需要部分的了解目标基因序列和转基因的类型。关于转基因玉米品系

MON810、Bt-176 和转基因大豆品系 Roundup Ready®的详细特征将在第 7 章中介绍。 

已经发展出很多不同的 PCR 方法用于检测已获审批的转基因生物。PCR 方法的特异

性依赖于引物的准确选择。PCR 引物可以直接对应转化事件中存在的不同基因元件。“大

范围”PCR 检测体系一般称为“筛选法”，可针对转化事件中最常用的序列来设计特定的

引物进行检测。这些序列一般是调控元件 (启动子和终止子)。转基因植物也可以根据转

入的结构基因来划分种类。另一种特异性更强的方法是将引物选择在不同基因元件的

DNA 序列上 (例如：启动子－结构基因、结构基因－终止子)。最后，如果已知转化事件

的完整特异性序列信息，为了找到针对某一转基因植物真正特异的检测方法，“品系特异

性”(转化事件特异性) 体系发展起来，该法是通过选择仅在特定转化事件中存在的、“唯

一”结合区序列进行检测。这种方法通常是将引物设计在跨越基因整合连接区的位点。插

入 DNA (T-DNA) 和宿主 DNA 间的连接区具有独特的核酸序列，这个区域是高度特异性

PCR 检测的理想目标。培训课程中使用的方法总结于图 1 中，细节描述请见第 8 章。实验

方法和操作过程见第 9 章。 

正如前面指出的，由于需要对样品中存在的转基因成分进行量化而发展出很多基于

PCR 的检测方法，这些方法不但可以给出定性结果 (存在与否)，而且可以确定给定样品

中存在的转基因成分的相对含量 (relative quantity) (精确程度取决于选择的方法)。两种最

常用的基于 DNA 的定量检测法是竞争性 PCR 和实时 PCR (Real-time PCR) (见第 10 章)。

实时 PCR 需要在特定的专业仪器进行，现在仅有少数几家商业公司拥有。培训课程中使

用的实验方案和操作见第 11 章。 
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最后，第 12 章对血清法检测转基因生物的相关问题作了简要介绍。这一部分特别对

ELISA 技术进行讲述，并提供了适合于转基因大豆品系 Roundup Ready®特异性 ELISA 检

测的实验方案和步骤。 
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图 1. 检测过程操作方法流程图 
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