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转基因植物的分子检测与鉴定方法及进展

贺熙勇 1 , 2，陈善春 3，彭爱红 3

（1. 西南大学　园林园艺学院，重庆 北碚，400716；2. 云南省热带作物科学研究所，云南　景洪 666100;

3. 中国农业科学院柑橘研究所，重庆 北碚 400712）

摘要：对转基因育种过程中分子检测与鉴定的3个阶段（即外源基因是否整合的检测；目的基因是否转录的检测；目的基

因是否有效表达的检测）所涉及的方法进行了概述，并对近期发展起来的新方法作简要介绍。
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Abstract: The various molecular screening and detection methods of transgenic plants at three periods from integration and number of copes,

transcription to translation were all reviewed. In addition to some novel methods of detection in resent years were briefly introduced in this

paper.
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随着分子生物学和植物基因工程的不断发展，越

来越多的育种工作者开始利用转基因技术获得常规育

种技术难以得到的新种质和新品种。植物转基因技术

最大的好处在于可以打破自然界物种间原有的生殖隔

离，促进基因在不同物种间的交流，极大地丰富变异

类型，增大遗传多样性，为植物新品种的培育提供丰

富的育种资源。通过对基因功能的研究，筛选出目的

基因，还可实现植物性状的定向改良。因此该技术自

1983年首次获得转基因植物以来，便深受育种工作者

青睐，得到了蓬勃地发展。至今已有30多科约200多

种植物转基因成功；国际上相继有30多个国家批准

3 000多例转基因植物进入田间试验，并且在美国、加

拿大、中国等20多个国家成功进行了商品化生产[1]。

到 2006 年止，全球转基因作物的商业种植面积达

1.02亿hm2，比2005年增长13%，是1996年的62倍
[2]。转基因作物品种在农业生产中日益显现出巨大潜

力。

植物转基因操作中，除利用抗生素抗性和除草剂

抗性等选择基因排除非转化细胞而留存转化细胞，以

及利用 GUS和GFP等报告基因显示转基因成功外，更

重要的是从分子水平鉴别出阳性转化体，明确目的基

因在转基因植株中的拷贝数和转录与表达情况。本文

就常用的转基因植株检测与鉴定方法作一概述，并对

近期发展起来的新方法做简要介绍。

1　外源基因整合与否及其整合拷贝数的鉴定

1.1　PCR（polymerase chain reaction）检测

1.1.1　常规 PCR

PCR技术对目的片段的快速扩增实际上是一种在

模板DNA、引物和4种脱氧核糖核苷酸存在的条件下

利用DNA聚合酶的酶促反应，通过3个温度依赖性步

骤（即变性、退火和延伸）完成的反复循环。经PCR

扩增所得目的片段的特异性取决于引物与模板 DNA

间结合的特异性。根据外源基因序列设计出一对引

物，通过PCR反应便可特异性地扩增出转化植株基因

组内外源基因的片段，而非转化植株不被扩增，从而

筛选出可能被转化的植株。

由于PCR 检测所需的DNA 用量少，纯度要求也

不高，不需用同位素，实验安全，操作简单，检测灵

敏，效率高，成本低，使之成为当今转基因检测不可

或缺的方法，被广泛应用。然而，PCR检测易出现假

性结果。引物设计不合理，靶序列或扩增产物的交叉

污染，外源DNA插入后的重排、变异等因素都会造成
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检测的误差。因此常规PCR的检测结果通常仅作为转

基因植物初选的依据，有必要对PCR技术进行优化，

并对PCR（real-time quantitative PCR）检测为阳性的

植株做进一步验证。　　　　　

1.1.2　优化的 PCR

PCR 技术的优化目的在于提高扩增产物的特异

性、推测目的基因的拷贝数及整合情况，从而提高检

测的效率。常见的有多重 PCR（Multiplex PCR,

MPCR）、降落 PCR（Touchdown PCR，TD-PCR）、

rpPCR、反向PCR（inverse PCR，IPCR）、实时定量

PCR 等。

1.1.2.1　多重PCR

MPCR是在同一管PCR 反应体系中，使用多套针

对多个DNA 模板或同一模板的不同区域进行PCR 扩

增的方法。与普通PCR 法相比，MPCR 反应更快捷，

更经济，只需1次PCR反应，就能检测多个靶基因。

Matsuoka 等[3]用该方法同时扩增出了转基因玉米的

5种外源基因Bt11，Bt176Mon810，T25 and GA21。陈

明洁[4]等用MPCR对转基因小麦植株的报告基因 uidA

和选择基因 bar 进行扩增，MPCR 的检测结果与单基

因的PCR 检测结果完全一致。

由于MPCR 技术是在同一反应管中加多对引物同

时对多个靶位点进行检测，因此对引物的要求较高，

不同引物间的相互干扰应降至最低；同时扩增的目的

片段大小也不能太接近，否则凝胶电泳时难以分开，

无法辨别。

1.1.2.2　降落PCR

TD-PCR 是一种在一个反应管或少数几个反应管

中通过一系列退火温度逐渐降低的反应循环来达到最

佳扩增目的基因的PCR方案。它通过体系自身的代偿

功能弥补以反应体系和并非完美的循环参数所造成的

不足。此策略保证了最初形成的引物模板杂交体具最

强的特异性。尽管最后一些循环采用的退火温度会降

到非特异的Tm值，但此时的扩增产物已开始几何扩

增，在余下的循环中处于超过任何非特异性PCR产物

的地位，从而使PCR 产物仍然呈现出特异性扩增。

R. H. Don 等认为，PCR过程中的前几个循环对于扩增

产物的纯度非常重要，因此前几个循环较高的退火温

度,会增加引物与模板结合的特异性，TD-PCR方法可

以阻止非特异性产物的形成[5]。由于TD-PCR的策略

是在较早的循环中避免低Tm 值配对，故在TD-PCR

中必须采用热启动技术。田路明等[6]用TD-PCR对高

羊茅转基因植株两个片段进行了扩增，结果表明TD-

PCR 能快速准确检测转基因植株。

1.1.2.3　rpPCR

 由于外源基因整合到目标基因组时常发生重排，

因此Southern杂交并不能清楚地分析转基因的拷贝数

和整合情况。Kumar和Fladung[7]在研究转基因杨树的

外源基因整合行为时发明了rpPCR方法。这种方法就

是利用不同的引物进行配对，对基因组DNA扩增，根

据不同的引物对的扩增情况及产物的大小来推定

T-DNA的拷贝数、整合情况及拷贝的完整性等信息。

与Southern杂交相比，该法的优点在于能比较方便快

捷地指出重复单位是否完整，并能表明这种重复的方

向。此方法的不足之处是在有多拷贝整合在不同的染

色体上时不能显示作用[8]。

1.1.2.4　反向PCR

IPCR 与普通PCR 相同之处是都有一个已知序列

的DNA片段，引物都分别与已知片段的两末端互补。

不同的是对该已知片段来说，普通 P C R 两引物的

3`- 末端是相对的，而IPCR 则是相互反向的。因而

IPCR 可以扩增已知序列片段旁侧的未知序列。根据

这一特点，可以对外源基因在植物基因组中整合的拷

贝数进行分析，多拷贝多位点整合时，扩增产物在电

泳图谱上呈现多条带，单拷贝时只得到一条带。

然而，该技术要求DNA模板复杂度低于109bp，如

果高于此值，则不能获得理想的效果[9]。另外，自连

接（环化）的效率也是限制该技术成功的因素[10]。

1.1.2.5　实时定量PCR

实时定量PCR 是一种在PCR 反应体系中加入荧

光基团，利用荧光信号积累实时监测整个PCR进程，

最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法
[11]。其特点是：特异性好, 实时定量PCR技术通过引

物或和探针的特异性杂交对模板进行鉴别，具有很高

的准确性，假阳性低；灵敏度高，采用灵敏的荧光检

测系统对荧光信号进行实时监控；线性关系好，由于

荧光信号的强弱与模板扩增产物的对数呈线性关系，

通过荧光信号的检测对样品初始模板浓度进行定量，

误差小；操作简单，自动化程度高， 实时定量PCR技

术对PCR 产物的扩增和检测在闭管的情况下一步完

成，不需要开盖，交叉污染和污染环境机会少；没有

后处理，不用杂交、电泳、拍照[12]。

Ingham 等[13]研究发现可用双向实时定量PCR检

测转基因植物中的外源基因拷贝数。他们通过对37个
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株系的实时定量PCR检测，发现仅有2个株系是由于

多个拷贝同时插入到了1个位点而与Southern 结果不

符，其余35个株系的双向实时定量PCR检测结果与

Southern 结果高度吻合，表明实时定量PCR技术可用

于检测转基因植物的拷贝数。杜春芳等[14 ]则建立了一

种双重定量PCR 技术鉴定转基因植物纯合子的新方

法，该方法能鉴定出转基因植株是纯合型还是杂合

型，并能准确鉴定出转化植株外源基因的拷贝数，为

鉴定转基因植物的整合性提供了方便。

1.2　Southern 杂交

Southern杂交是利用经过标记的DNA、RNA 探针

与靶DNA 进行特异性杂交，分析外源基因在植物染

色体上的整合情况（如拷贝数、插入方式）以及外源

基因在转基因后代的稳定性问题。Southern 杂交可以

不受操作过程中的DNA 污染影响和清除转化中的质

粒残留所引起的假阳性信号， 准确度高同， 特异性强，

是研究转基因植株外源基因整合最可靠的方法。已广

泛应用于水稻[15,16]、小麦[17]、玉米[18,19]、大豆[20]、油菜
[21]、桃[22]等各类作物转基因植株的检测。然而该方法

程序复杂，成本高，且对实验技术条件要求较高，使

其使用受到了限制。

2　外源基因在转化植株中是否转录的检测与鉴定

2.1　Northern 杂交

外源基因在转化植株中的转录水平可以通过细胞

总RNA和mRNA与探针杂交来分析，称为Northern杂

交，它是研究转基因植株中外源基因表达及调控的重

要手段。Northern杂交程序一般分为三个部分：植物

细胞总RNA的提取；探针的制备；印迹及杂交。Northern

杂交比Southern杂交更接近于目的性状的表现，因此

更有现实意义。如竺晓平、孙辉、刘君等用Northern

杂交分别对马铃薯[23]、水稻[24]、烟草[25]的目的基因表

达进行了鉴定。

但Northern杂交的灵敏度有限，对细胞中低丰度

的mRNA检出率较低。因此在实际工作中更多的是利

用RT-PCR（reverse transcription PCR）技术对外源基

因的转录水平进行检测。

2.2　RT-PCR

RT-PCR 的原理是在反转录酶作用下，以待检植

株的mRNA 合成cDNA，再以cDNA 为模板扩增出特异

的DNA。因此， RT-PCR 可在mRNA 水平上检测目的

基因是否表达。RT-PCR十分灵敏，能够检测出低丰

度的 mRNA，特别是在外源基因以单拷贝方式整合

时，其 mRNA 的检出常用RT-PCR。

Samia Djennane等[26 ]把烟草硝酸还原酶基因Nia2

经农杆菌介导导入马铃薯，经RT-PCR分析，Nia2基

因在转基因马铃薯体内RNA水平得到表达。周苏玫等
[27]以皖麦48为受体导入反义trxs基因，研究抗穗发芽

特性，用RT-PCR检测 trxs基因的转录水平，结果表

明反义trxs基因正常表达的阳性植株，trxs基因mRNA

的丰度极显著降低，从而起到抵制穗发芽的作用。

由于RT-PCR 是在总RNA 或 mRNA 水平上操作，

检测过程中必须注意RNA 的降解和DNA 的污染，另

外还要设置严格的对照来防止假性结果的出现。

3　转基因植株外源基因表达情况的检测与鉴定

尽管在mRNA水平也能一定程度地研究外源基因

的表达，但存在mRNA在细胞质中被特异性地降解等

情况[28]，mRNA与表达蛋白质的相关性不高（相关系

数低于0.5）[29,30]，基因表达的中间产物mRNA水平的

研究并不能取代基因最终表达产物的研究[31]。转基因

植株外源基因表达的产物一般为蛋白，外源基因编码

蛋白在转基因植物中能够正常表达并表现出应有的功

能才是植物基因转化的最终目的。外源基因表达蛋白

检测主要利用免疫学原理，ELISA及Western杂交是

外源基因表达蛋白检测的经典方法。

3.1　ELISA 检测

ELISA 是酶联免疫吸附法（enzyme-linked

immunosorbent assays）的简称，基础是抗原或抗体的

固相化及抗原或抗体的酶标记，把抗原抗体反应的高

度专一性、敏感性与酶的高效催化特性有机结合，从

而达到定性或定量测定的目的。ELISA有直接法、间

接法和双抗夹心法之分，目前使用最多的是双抗夹心

法，其灵敏度最高。一般 ELISA为定性检测，但若作

出已知转基因成分浓度与吸光度值的标准曲线，也可

据此来确定样品转基因成分的含量，达到半定量测定
[32]。该方法已在棉花[33]、辣椒[34]、水稻[35]、烟草[36]、番

茄[37]等多种转化植株的检测中应用。

使用ELISA检测外源基因表达蛋白具有便捷、灵

敏、特异性好、试剂商业化程度高、成本低、适用范

围广、试验结果易读等特点。但也存在易出现本底过

高，缺乏标准化等问题。

3.2　Western 杂交
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   Western杂交是将蛋白质电泳、印迹、免疫测定

融为一体的蛋白质检测技术，其原理是将聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS — PAGE）分离的目的蛋白原位固定

在固相膜上（如硝酸纤维膜），再将膜放入高浓度的

蛋白质溶液中温育，以封闭非特异性位点，然后在印

迹上用特定抗体（一抗）与目的蛋白（抗原）杂交，再

加入能与一抗专一结合的标记二抗，最后通过二抗上

的标记化合物的性质进行检出。根据检出结果，可知

目的蛋白是否表达，浓度大小及大致的分子量。此方

法特异性高, 可用于定性检测[38]。

由于Western杂交是在翻译水平上检测目的基因

的表达结果，能够直接表现出目的基因的导入对植株

的影响，一定程度上反映了转基因的成败，所以具有

非常重要的意义，被广泛采用。该方法已应用于烟草
[39,40]、青蒿[41]、枸杞[42]、杨树[43]等相关目的基因导入后

的表达。Western杂交的缺点是操作烦琐，费用较高，

不适合做批量检测。

4　转基因植株检测的其它技术

4.1　基因芯片技术

生物芯片技术是起源于核酸分子杂交，于20世

纪 80 年代提出，90 年代初期迅速发展，1991 年

Affymetrix公司Fodor小组对原位合成的DNA芯片作

了首次报道。生物芯片（biochip）是指高密度固定在

固相支持介质上的生物信息分子（如寡核苷酸、基因

片段、cDNA 片段或多肽、蛋白质）的微阵列。生物

芯片可分为基因芯片及蛋白质芯片。这两类芯片都可

用于转基因植物的检测与鉴定，但目前应用潜力较大

的是用于转基因植株中外源基因表达调控的cDNA 芯

片。cDNA 芯片能够检测出由外源基因整合及外源基

因不同的整合方式所引起的植物基因组任何微小的表

达差异。将不同被测样品的mRNA分别用不同的荧光

物质标记，各种探针等量混合与同一阵列杂交，可以

得到外源基因表达强度差异的信息，从而实现外源基

因表达调控的比对研究。如用基因芯片比较转基因植

物和野生型植物的基因表达水平差异，HAT4 基因在

转基因植物中的表达水平是其野生型的50倍[44]。将目

前通用的报告基因、选择标记基因、目的基因、启动

子和终止子的特异片段固定于玻片上制成检测芯片，

与从待检植株抽提、扩增、标记后DNA杂交，杂交信

号经扫描仪扫描后，再经计算机软件进行分析判断，

可对转化植株进行有效筛选。例如，利用基因芯片对

转基因水稻、木瓜、大豆、玉米、油菜等[45-49]作物的

检测结果表明，该方法快速、准确。

与常规技术相比，生物芯片技术的突出特点是高

度并行性、多样性、微型化及自动化。

目前，由于受到成本高的局限，使得该项技术的

推广应用受到了限制，同时，一些假阳性背景也使得

其应用受限。相信随着生命技术的不断向前发展，计

算机处理软件的进一步开发利用，生物芯片必将得到

越来越多的应用。

4.2　试纸条技术

与ELISA原理相似，不同之处是以硝化纤维膜代

替聚苯乙烯反应板为固相载体。先将特异性抗体吸附

在膜上，将膜放入混有样品的溶液中，蛋白质随着液

相扩散，遇到抗体，发生抗原-抗体反应，通过阴性

对照筛选阳性结果，并给出转基因成份含量的大致范

围[50]。试纸条方法是一种快速简便的定性检测方法，

将试纸条放在待测样品抽提物中，5～10min就可得出

检测结果，检测过程不需要特殊仪器和熟练技能，经

济便捷，特别适用于田间和现场检测[51]。Akiyama H等
[52]用试纸条检测了转基因水稻中CryIAc蛋白质的含

量，精度可达0.012 mg·g-1。但试纸条检测只能对特

定的单一靶蛋白进行检测。

另外，近来有文献报道了试纸条检测技术的新发

展，可利用试纸条技术对样品中某一核酸序列进行特

异性的检测, 并且实现了在同一试纸条上对多个核酸

序列的同时检测[53,54]。这无疑拓展了这项技术的应用

范围，有助于检测效率的提高。

4.3　原位杂交技术

原位杂交是通过杂交确定被检物在样本中的原本

位置，是目前外源基因在染色体上定位及外源基因在

组织细胞内表达定位的主要方法[55]。染色体DNA原位

杂交可用来确定外源基因在染色体上的整合位置，对

研究外源基因遗传特性有重要意义。许多实验[56,57]表

明位置效应是影响外源基因稳定及表达的重要因素。

mRNA 原位杂交可直观地观察到外源mRNA 的表达量

及不同发育时期表达有否差异。外源基因表达蛋白的

组织细胞免疫定位可用来确定表达蛋白在转基因植物

组织及细胞中的分布，成为研究转基因植物中外源基

因功能及外源蛋白稳定性的重要手段。A. P. Santos等
[58]报道了利用原位杂交技术使不同组织和物种在分裂

间期的外源基因（包括单拷贝基因）和它的转录本可

视化，与在细胞分裂中期研究基因行为相比，因基因
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（外源基因）的表达主要是发生在染色体分裂间期的，

因此更直观、更有意义，有助于准确预测外源基因是

否表达，可望减少外源基因后期检测时间。王逸群等
[59]利用蛋白免疫原位杂交法研究了转基因植物外源基

因表达，认为该法比Western 杂交操作简便、有效可

行，适用于在翻译水平上对转基因植物进行分子检

测。

4.4　其它方法

近几年还发展了一些新的外源基因的检测方法，

如质谱分析[60]、色谱分析[60]、生物传感器[61,62]、近红外

光谱[63]、微纤维装置（Microfabricated Device）[60]等，在

转基因植物检测中都有应用。

5　展望

综上所述，转基因植物的检测方法有很多。PCR

可以检测目的基因是否整合在受体细胞的染色体上，

但PCR 检测灵敏，易受DNA 污染，同时对多位点插

入难以检测。检测外源基因整合在植物染色体上最可

靠的方法就是Southern 杂交和原位杂交。Southern 杂

交可检测外源基因插入的拷贝数和插入方式，是一种

较为精确的分析，也是目前鉴定外源基因存在于转基

因植物中的权威方法；原位杂交是可以检测外源基因

存在的位置、整合外源基因的染色体及外源基因在该

染色体上的位置。在外源基因的转录水平上，可用

Northern 杂交和RT-PCR检测。Northern 杂交是研究

转基因植物中外源基因表达的重要方法，然而较烦

琐，而RT-PCR 较之操作简单，且更灵敏，特别是单

拷贝时更常用。外源基因若编码蛋白，在转基因植物

中表达蛋白的检测可采用ELISA和Western杂交。用

Western杂交检测外源基因是否表达，用ELISA则可

做定量检测，两者常结合起来应用。

从转基因植物的检测技术的来看，新技术不断涌

现，多种技术相互结合，互相补充，朝着高效、便捷、

安全、自动化方向发展。

致谢：承蒙张兴国教授在写作过程中给予的热情指导

与帮助，谨致以衷心的感谢！
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究等各项工作，为我省的社会、经济、科技进步继续

做出应有的贡献。2008年重点做好如下几项工作：

（一）2008年下半年按学会章程规定如期召开学

会第七次会员代表大会，选举生产新一届理事会、常

务理事会和领导集体；以发展热区现代农业为主题，

进行学术研讨。

（二）在云南省科学技术协会和云南省农垦总局

的组织和领导下，承办好2008年中国昆明“走出去”

发展国际学术研讨会。

（三）3月份完成《云南省主要热带作物病虫害诊

断与综合防治原色图谱》的出版发行工作。

（四）上半年邀请省内外有关专家，对《云南天

然橡胶产业发展战略研究》进行评审，评审后上报省

政府有关部门和省科协。

（五）3月底完成农业行业标准《小粒种咖啡病虫

害防治技术规程》（征求意见稿）的起草工作；7月底

完成农业行业标准《小粒种咖啡病虫害防治技术规

程》（送审稿）的审改工作。

（六）继续以实施“走出去”发展战略，发展替

代罂粟种植产业为契机，接受委托争取完成 “走出

去”发展替代种植可行性研究项目1～2项。

　云南省热带作物学会

二○○七年十二月二十九日

（上接第47页）
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