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摘要：本文综述了转基因植物的DNA成分定性、定量检测，基因芯片检测技术的原理和特点，初步探讨未知转基因核酸成分检测技术研究状况，最后指明转基因检测技术的发展依赖于现代分子生物学研究技术的发展并朝着低成本、自动化、高灵敏度、高特异性、高通量的方向发展。
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Abstract 

This article reviews the principles and characteristics of transgenic plants (seed) ， componenting the DNA quantitative and qualitative analysis and gene microarray technology，Explore unknown transgenic nucleic acid component detection technology research situation, Finally indicate GMO detection technology is toward high-throughput, high sensitivity, and low cost automation direction.
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自从1996年第一个转基因番茄商业化种植后，世界各国开始快速的发展转基因技术，转基因作物及其产业得到迅速扩展，并给农民带来了巨大的经济收益。据统计，20 年中（ 1996 年～ 2015 年） 全球转基因作物累计种植面积已经达到 20 亿公顷，相比我国大陆总面积（9.56 亿公顷）和美国总面积（9.37 亿公顷）的总和还多[1]。由于公众对转基因技术及其产品的认识不够，对转基因植物及产品的安全性的担忧。虽然我国强制性要求标识转基因产品，但是在标识水平上没有明确说明标识最低的范围，因此对转基因产品检测技术更进一步的学习和探索，以更加科学地管理我国的转基因产品。因此，本文就国内外转基因植物（种子）的有关DNA成分检测技术的研究进展做了综述，初步探讨对未知转基因成分检测技术的研究情况，最后提出转基因检测技术未来发展的趋势和研究的方向。

1定性PCR检测技术在转基因检测的应用

1.1常规PCR检测技术的应用

常规PCR（ Common PCR）检测是特异针对特殊序列 (如启动子、终止子和遗传标记基因)和目的基因(靶基因)设计引物，进行PCR扩增，扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳分离、核酸染料染色（如EB、GoldenView等）、紫外成像，判断电泳图像是否含有特异目的条带。Matsuoka等[2]对转基因玉米的外源基因进行序列分析，设计针对7种转基因玉米14对特异引物，引物包含转基因玉米启动子、终止子和结构基因。利用设计的引物对转基因玉米、非转基因玉米、转基因大豆、非转基因大豆、水稻、大麦和小麦等进行PCR扩增、电泳检测。实验结果表明，实验设计的引物采用PCR的方法能够快速、准确、特异、有效地检测转基因玉米种子。

1.2巢式和半巢式PCR检测技术的应用

巢式PCR(nested PCR)检测其原理是通过设计2对特异引物，第二对特异引物在第一对特异引物的扩增序列内，利用第一对特异引物（扩增较大片段）进行20～30个循环的PCR扩增后，其扩增的产物作为模板，采用第二对特异引物进行第2次扩增，对第二次PCR产物进行电泳分离、染料染色、紫外成像，最后判断电泳图像是否含有特异的目的片段。该技术是基于常规PCR技术的基础上发展改良的扩增技术。

半巢式PCR(semi-nested PCR)检测技术，其的原理与巢式PCR一样，只是半巢式PCR的第二对特异引物中上游引物或者下游引物是第一对特异引物的引物。

由于食品经过加工，尤其是深加工食品（如豆油、大豆磷脂），其DNA受到很大程度的破坏，难以获得可供利用的有效模板DNA。采用常规PCR检测技术不能完全检出样品是否含有植物内源基因成分和转基因成分，即使检出，也很难重复。与之不同的是巢式PCR和半巢式PCR具有更高的灵敏性、抗干扰能力，能检测到常规PCR不能检测到的水平，而且该方法具有特异性高，其结果一般不需要再用其他方法来验证[3]。

1.3多重PCR扩增技术的应用

多重PCR(Multiplex PCR)检测技术是设计多个基因的特异引物，并且引物间无交叉反应，将设计的多对引物（一对以上）在同一反应体系下进行PCR扩增，优化反应条件，达到同时针对几个目的基因进行一次性检测的PCR扩增技术。该技术的主要优点是能同时针对多个基因进行一次性检测，检测效率高，简单，准确等。陶震、刘光明等人[4]设计针对CaMV35S启动子和NOS终止子的特异引物，进行多重PCR检测大豆、马铃薯等样品，结果与常规PCR单个扩增结果一致。Carcia-Canas等[5]对5种转基因玉米进行多重PCR检测，建立了在一个反应体系中同时检测多种转基因玉米的多重PCR检测技术。

1.4 PCR-ELISA检测技术的应用

PCR-ELISA检测技术是PCR技术和ELISA技术的结合，其原理为设计对待检基因的特异引物，同时设计特异引物扩增片段内的特异探针，探针的5‘端加入地高辛或生物素等标记，采用特异引物进行PCR扩增，其扩增产物与特异的探针相结合，然后加入抗地高辛或生物素的酶标抗体-辣根过氧化物酶结合物，进行显色反应，判断结果是否显色。PCR-ELISA检测技术的主要特点是检测灵敏度高，相比欧盟推荐的PCR检测方法，提高了5～10倍。由于该方法的优点突出，已广泛的应用于不同的领域，包括转基因成分的检测。然而这项技术操作比较复杂，时间长等缺点，使得该技术难以大规模地应用于转基因生物的成分检测[6]。

2定量PCR检测技术在转基因检测的应用

2.1竞争性定量PCR检测技术的应用

竞争性定量PCR（competitive quantitative PCR，QC-PCR）检测技术，其主要原理是首先构建与待检测基因相同动力学特点和扩增效率的DNA，该DNA与待测样品的DNA混合在同一反应体系中，进行PCR扩增反应，使它们竞争反应体系中的底物与引物，待PCR扩增完成后，对产物进行凝胶电泳检测。同时以不同稀释梯度的竞争模板建立标准曲线，通过标准曲线可以计算待测基因的含量。研究人员已经针对35S启动子和NOS终止子在Roundup Ready大豆、Bt11、Bt176玉米等转基因产品上建立了竞争性PCR检测方法[7]。随着研究的不断深入García-Caas等人[8]建立了分析Bt-176转基因玉米的双重竞争定量PCR(Double QC-PCR，DC-PCR)检测方法。Mavropoulou等人[9]通过优化实验，建立了高通量双重竞争定量PCR(High-through DC-PCR，HC-PCR)检测方法，并将该方法应用于转基因成分定量检测分析。

2.2实时荧光定量PCR技术的应用

实时荧光定量PCR技术(Real-time Quantitative PCR)是最为广泛应用的定量PCR检测技术。其基本原理是由于在PCR扩增的初始过程，模板DNA的拷贝数的对数值与ct值之间具有线性关系。通过设计分别针对内源基因和目的基因的特异的引物和探针，分别在实时荧光定量PCR上进行PCR扩增，同时采用标准样品或质粒DNA梯度稀释样品绘制标准曲线，采集各个反应的荧光曲线，分别绘制内源基因和目的基因的标准曲线，利用标准曲线方程分别计算待测样品的内源基因和目的基因的拷贝数，最后计算目的基因的量为目的基因拷贝数/内源基因拷贝数*100%。

实时荧光定量PCR技术具有简单、方便、快速、准确等特点，已被广泛应用到动植物、微生物、病毒等的定量检测中，同时也被大量应用到转基因产品的定量检测。Vaitilingom等[10]建立对食品中Event Bt176玉米和Roundup Ready大豆的转基因成分的实时荧光定量PCR检测方法，同时将定量检测的检测低限划分为绝对低限、相对低限和实际低限。通过建立的Roundup Ready大豆的转基因成分实时荧光定量PCR检测方法的绝对检测低限为1个拷贝，而实际低限为30个拷贝。

2.3多重实时荧光定量PCR检测技术的应用

多重实时荧光定量PCR检测技术是多重扩增技术和实时荧光定量技术的整合。常规实时荧光定量检测技术只对一个目的基因进行定量检测，多重实时荧光定量PCR检测技术是对多个（1个以上）的目的基因进行同时检测。刘光明等[11]通过设计针对35S启动子和Nos终止子的双重特异引物，采用多重实时荧光定量PCR检测技术对马铃薯、甜椒、番茄、玉米、大豆共11份样品进行检测，其中甜椒1份样品、大豆1份样品、马铃薯2份样品和玉米1份样品同时检测出35S启动子和Nos终止子转基因成分，而剩下6份样品均未检出转基因成分。

3基因芯片检测技术在转基因检测的应用

基因芯片（Gene Chip）技术，又称DNA微阵列（DNA microarray），其基本原理是通过设计检测不同目的基因的特异的寡核苷酸探针，探针间高度特异不会产生交叉反应，合成特异的寡核苷酸探针，采用芯片点样仪将寡核苷酸探针固定在一定面积的基片表面上，制备成基因芯片。对待测样品的DNA进行标记，点样到芯片上与芯片进行杂交，杂交、清洗、包埋后的芯片再通过芯片扫描系统进行扫描检测，经过统计分析可以计算出样品含有哪些目的基因。由于芯片能固定大量的针对不同目的基因的寡核苷酸探针，一次检测可同时分析大量的目的基因，因而具有高通量、高特异性、自动化等优点。

基因芯片技术的发展迅猛，迅速的被应用到转基因成分的检测研究中。根据检测目的不同可以将转基因成分检测用的基因芯片分类为普通筛选型芯片、基因特异性检测芯片、构建特异性检测芯片和转化事件特异性检测芯片。研究人员Xu等[12]设计了针对20个靶基因的20个寡核苷酸探针，制备成DNA芯片。其中该寡核苷酸探针分为三类：第一类探针是普通筛选型探针，针对CaMV 355启动子、CaMV 355终止子、nos启动子、nos终止子、FMV35S启动子、hpt和Nptll等；第二类探针是物种特异性探针，针对不同物种油菜、大豆、棉花、玉米等物种特异性基因；第三类探针是目的基因特异性探针，如Cp4-EPSPS、Cry1Ab等。该基因芯片杂交后分析结果与PCR方法和DNA测序进行比较，结果具有很高的一致性，同时该芯片的检测大豆的灵敏度为0.5%、检测玉米的灵敏度为1%。然而，基因芯片虽然具有高通量特性，但是基因芯片的检测成本过高，芯片难以标准化（即不同实验室、不同操作人员做出的结果难以进行统一化、标准化）。同时，还有很多技术难点有待进一步解决，比如如何简化样品制备和标记操作程序，如何提高芯片的特异性，消除芯片背景对于结果分析的影响和增加信号检测的灵敏度等。

4未知转基因成分检测技术的应用

转基因核酸检测技术为转基因产品的安全检测、安全监督、风险评估提供技术保障。对于未知的转基因产品，其安全风险高，可能对人类健康和环境造成危害，并且PCR方法显然不能直接检测，因此建立新的检测未知转基因技术相当重要，是国际上亟待解决的一大难题。 

2005年Nesvold H等[13]首次对未知转基因技术进行研究，他们设计了一款针对单一物种基因芯片检测模式。该芯片检测模式是利用生物学和组合学的删减原则，设定未知基因芯片探针长度和数量。Torstein等[14]对这一技术进一步的探索，他们通过分析常用的235个载体，设计长度为25个碱基的探针（共37257条），制成高密度的芯片，采用该芯片对拟南芥和水稻进行检测，结果获得未知转基因序列及其结构信息。然而该技术的缺点是对检测材料的纯度要求较高，检测的结构序列大于140bp并且与已知公认的序列相似。然而，Paschalis等[15]在商品化的棉花检测中建立了一种基于事件特异性检测未知转基因检测的方法.通过检测到含有CaMV 35S启动子，然后采用基因组步移策略扩增侧翼序列，扩增产物经过序列测定，获得未知转基因的序列，经序列比对分析，未知转基因棉起源于Monsanto事件1445转基因棉花。

对于未知转基因成分检测技术的研究还处在起始阶段，相关的研究报道还很少，由于基因数量多，技术难度高，虽然有一些研究工作者做了探讨，但是技术还不成熟，检测的范围不够广泛，局限性大。高通量、自动化的基因芯片检测技术发展有可能是未来解决未知转基因检测的方法。

5展望

随着转基因技术的不断发展，转基因产品的数量连年增长，加上贸易国际化加快，转基因技术及产品被妖魔化，人们对转基因生物的安全性产生担忧，世界各国和地区均纷纷出台针对转基因生物安全的管理制度，建立转基因标识管理制度，有利于转基因植物及其产品的标识和追溯。因此，开展转基因植物及其产品检测方法的研究是保障这些法规实施极其重要。目前，针对转基因产品进行检测，主要是使用定性和定量PCR方法。在PCR检测技术为主导下的转基因成分检测技术，对未知转基因检测技术的研究仍然是未来发展的一个重要方面。由于各种检测技术的交互使用，研究快速、灵敏、自动化、低成本和高通量的新型检测方法已经成为国内外当今的研究热点和发展方向。 
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