
基因修饰食品的检测方法

叶富根 李汴生 赵秋艳

（华南理工大学食品与生物工程学院，广州，!"#$%#）

摘 要 介绍了基因修饰食品定义、特点以及可能存在的安全问题，概述了基因修饰食品检

测的策略和方法的研究发展情况，阐述了基因修饰食品的检测方法和技术，特别是&’(技术
的关键问题，介绍了几种具体基因修饰食品的检测技术。探讨了人类在检测基因修饰食品方

面所面临的巨大挑战。
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基因修饰食品（简称,-.）又被称为转
基因食品或基因工程食品。在欧盟新型食品

条例中将基因修饰食品定义为：“一种由经基

因修饰的生物体（/010234566789:3;30:9</51=
3>8>，,-?）生产的或该物质本身的食品。”
具体包括两类：（"）包含基因修饰组分的食品
和食品基料；（)）由基因修饰生物生产，但并
不包含基因修饰组分的食品［"，)］。

可作为食品或食品基料的基因修饰生物

体包括基因修饰的植（作）物、动物和微生

物［@］。其中以植物基因工程发展最快，目前

至少已有)+种基因工程农作物由美国政府
机构及其他一些国家批准允许使用，对生物

体进行的基因修饰主要达到以下目的：提高

产量和质量；提高抗病虫害能力；改善生产工

艺、降低生产成本［@，%］。

基因重组技术的应用对传统农业生产产

生巨大的影响，被认为是解决世界人口剧增

所导致的食品资源匮乏的最有前途的良方。

但是目前国际上对基因修饰食品还存在着很

大的争议，各国对该新型食品的态度不一致，

人们对基因修饰食品的生物安全方面和生物

伦理方面存有忧虑，人们主要担心：引入基因

本身或所表达的物质有毒害作用；引入基因

所表达的蛋白质会引致过敏；引入基因可能

以人们目前还不甚了解的方式破坏食物中的

营养成分；引入基因通过人体将抗药性基因

转移给致病微生物；摄入基因修饰微生物可

能导致人体内微生物体系失衡；引入基因提

高作物的抗病虫害能力，对环境生态平衡造

成威胁。

目前人类已经获得了大量的基因修饰生

物，不少已作为食品或食品基料加工成为制

品在市场上流通，鉴于上述人类对基因修饰

食品的忧虑，很有必要区分基因修饰食品与

非基因修饰食品。但是相对于基因修饰食品

的迅速发展，基因修饰食品检测方法和技术

的发展较为滞后。基因修饰食品的检测方法

是"AA$年以后逐渐发展起来的，至今仍面临
着一些严峻的挑战。

" 基因修饰食品检测的方法

总体上说，基因修饰食品的检测方法都

是基于BCD、食品中新增的蛋白质或脂肪酸
等。以下对基因修饰食品的几种检测方法作

一些概要性的介绍。

!"! 基于#$%检测

BCD存在于生物体的大部分细胞内，无
组织依赖性。而且由于非编码基因的存在以

及密码子的简并性，BCD提供了更为详细的
信息。此外，BCD分子相对稳定性好，受食
品加工的影响小。因此，基于BCD的检测
方法特异性高，被认为是最有前途的检测基

因修饰食品的方法。
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基于!"#的检测的方法可以分为两
类，即!"#杂交法和基于$%&的检测方法。

!"#杂交法相对比较耗时，需要考虑标记探
针的比活性，限制了其操作和应用，而且需要

纯净!"#的量比较多，对于基因序列相近
的品种难以鉴别。适用于检测小于’((个碱
基对的短链!"#。目前主要用于检测几种
肉类中已经部分降解的 !"#［)，*］。基于

$%&的检测方法近几年发展很快，目前已经
开发了多种可行的方法，它们分别适用于不

同的情况。

（’）线粒体!"#的$%&扩增物的序列
分析法：线粒体!"#含量相对比较丰富，拷
贝数大大超过核酸，而且线粒体!"#都是
来自单方的基因，避免了杂合基因型序列的

模糊性。但是线粒体!"#突变率高，点突
变充分积累后易与相邻近的物种混淆。同时

线粒体!"#表现出单碱基多态性。此法耗
时较多，技术要求比较高，但是所提供的信息

也比较多，一般用于分析细胞色素+基因。
（,）$%&扩增物的限制性消化：均一性
高的序列难以用其他方法进行检测，采用限

制性酶消化的方法将!"#酶解成大小不同
的片段，由于不同的物种的酶切位点不同，消

化产物也不同，再利用琼脂糖凝胶电泳而得

到检测。

（-）特异性$%&引物：在合适的严格控
制的反应条件下，特异性的引物使得其中的

一部分!"#实现扩增，这种方法还可以预
测产物的大小。如果采用非选择性的特异性

引物，还可以同时检测多种样品。但是这种

方法需要一些基因序列的信息才能设计相关

的引物。而且要控制合适的条件才能减少假

性结果，尤其是检测线粒体!"#。
（.）单链构象的多态性!"#（//%$）分
析：双链 !"#变性形成单链 !"#，单链

!"#根据其序列特征形成一定的二级结构，
在合适的条件下进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，

由于不同的二级结构，它们有不同的电泳移

动性和不同的电泳图谱。可以检测单碱基序

列的不同样品。这种方法需要选择敏感性高

的限制性酶，可以同时检测多种品种。但这

种方法极大的依赖于反应条件，特别是温度

条件，结果的可重复性将至关重要。可能会

出现的!"#完全消化、特异性消失或者产
生了新的限制性酶切位点，阻碍了这种方法

的应用。

（)）随机扩增多态性!"#（&#$!）分析：
引物和要扩增的多态性!"#编码基因都是
随机的，采用’(个碱基左右的短引物，在合
适的$%&条件下进行扩增，再经过电泳产生
大小不同的电泳带，对应不同的品种。采用

不同的引物进行时，产生的电泳带也会不同，

可由经验来判断。&#$!方法的可重复性也
受到了人们的极大的关注。反应条件特别是

所用的!"#聚合酶的类型对最后的指纹谱
产生影响。通过&#$!法进行分析时，样板

!"#的存在状况极为重要。如果!"#发生
严重降解，影响扩增产物的大小。

（*）01234基因家族基因序列检测法：

01234基因家族具有编码基因高度保守区，在
不同的品种中所含的内含子的大小和位置也

不同。利用01234基因家族基因序列可以获
得特异性的指纹谱。并可以同时扩增几种

01234基因。
（5）竞争性$%&技术：竞争性$%&技术
主要有,种，即双重竞争性$%&技术和在线

$%&检测技术。6789等采用双重竞争性

$%&技术通过大豆凝集素基因检测了&&/
的含量；采用:0;<04在线检测技术检测了

&&/的初始含量及其在样品中所占的比
例［5］。双重竞争性$%&技术适用于阈值检
测。在线检测技术具有以下方面的优点：应

用于基因修饰食品含量的检测，并适合于自

动化；检测的信号的序列特异性强；可应用于

原物料、加工食品和混合性食品。竞争性

$%&技术不需要特别的装置，采用已经标准
化和较为成熟的检测系统，消除了实验中存

在的抑制效应的影响，降低了实验的错误率，

增强了这种方法的敏感性，因此各个实验室
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竞相采用。

!!" 蛋白质的检测
基于蛋白质的检测方法主要有电泳法和

免疫组织化学法，在基因修饰食品方面广泛

使用的有等电聚焦法和各种不同形式的

"#$%&试剂盒（酶联免疫法）的方法。由于
蛋白质受热变性，蛋白质的热不稳定性是这

类方法在应用上的最主要的障碍，而采用抗

热性蛋白抗体会有所改善。此外供检测样品

存在外源性污染时可能造成假性的结果。

免疫组织化学法在检测基因修饰食品时

必须依赖于在基因修饰食品中新蛋白质得到

表达（且表达水平不能太低）以及抗体抗性，

这使得这种方法的应用受到限制。基因修饰

番茄中包含一种人工引入的基因，该外源基

因转录成信使’()&与由编码半乳糖醛酸
酶基因转录而成的信使’()&相结合，这*
种分子碱基对互补导致了对基因表达的抑

制，所表达的+,酶反而戏剧性地减少，用
免疫组织化学法难以检测。

免疫组织化学法的检测方法有*种：定
量检测法和限定阈值法。其中定量检测法较

为成熟并已经标准化，对每一种新型蛋白质

都严格定义了这类方法的正确性、敏感性、特

异性、精确性、基质效应和提取效率等因素。

美国食品与药品管理局（-.&）和环保局
（"+&）等立法机构已开发出相关应用方法的
数据包。限定阈值法对基因修饰食品的测定

是通过将其与一种已知含量的特定参考物进

行比较而实现的，对每种食品片段和新型蛋

白质的检测方法并不都需要进行严格的定

义、证实和批准，任何一项独立的测定都可以

通过与特定参考物的比较得到确切的结果。

采用这种方法时，必须对阴性参照物（不含

,/0）和阈值参照物（例如含12,/0）以同
样的方式制备样品、测试分析。将测试的结

果通过数理统计的方法来证实该检测方法的

有效性，这样才有足够的灵敏度来检测阈值

浓度。对于样品中,/0浓度的测定，可以
通过类似的方法来确定其是高于阈值还是低

于阈值。一般来说，要保证结果的正确性需

要进行多次实验，但这种方法所需的时间和

资金仍相对较少。%3456采用"#$%&的检测
方法对$(//(789:8;(64:<=/大豆进行限
定阈值法检测［>］。

免疫学的检测方法特异性强，从而降低

了样品制备的复杂性；灵敏度高，"#$%&检
测方法检测的最低阈值约为1?@1*!1?@1A

’7B／#，采用化学荧光法时检测的最低阈值
达到1?@1C’7B／#［D］；这类方法还具有简单灵
活、成本低、不需要专业人员的特点，是一种

较为理想的定量检测的方法，目前已被人们

广泛使用。使用这种方法时参考物要做到统

一管理，使得在不同实验室可以得到同样检

测结果，此外选用参考物还应遵循有利于实

验的原则。目前在参考物的确定上面临很大

的挑战：在大量物料系统检测时需要的标准

参考物太多而难以满足；食品混合物体系检

测时的标准参考物难以确定，不可能找到一

种适用于各种基因修饰食品的参考物。一种

较为可行的方法是找到一种适用于检测某些

组分和这些组分主要贮存组织部位的参考

物，并加强检测时对关键控制点的控制。

!!# 脂肪酸的检测
酶解甘油酸酯二位上的酯键后，通过气

相色谱检测脂肪酸同分异构体，可以根据样

品中的一些脂肪酸以鉴定部分肉类品种。但

是这种方法难以应用于混合物及其加工过的

食品。

* +E(方法检测基因修饰食品的关
键问题

由于引物设计，反应成分浓度，热力循环

参数（温度，时间和循环次数）的因素使得

+E(实验技术更趋多样性和复杂性，要取得
扩增的特异性和扩增效率间的平衡。引物设

计以及.)&样品的制备成为+E(实验的关
键。此外，控制好.)&变性温度是关系成败
的关键之一。

"!! 样品的制备
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供分析的样品必须具有代表性，在!"#
分析中仅仅需要$%%!&%%’(的样品，而食
品原料往往是公斤级或吨级的，只占很小比

例基因修饰生物必须均匀地分散到全部的原

料中，获得均一性的样品是进行!"#分析
的关键。同时还要考虑到交叉受精（如玉米

花粉）以及运输和加工过程中灰尘的污染。

样品的均质方法在一些资料上有所介

绍。一般对于固体样品可加入无菌水恒温培

养)%*，再充分搅拌。对于湿料可以直接进
行均质。对于液体样品应充分振荡后再称

重。需要单独的样品制备区以防交叉污染。

!"! #$%的提取
分离!"#的纯度和产量是+,-检测

!"#的)个关键。加工食品的!"#一般都
已很大程度上降解成低于.%%/0的小片段。
食品中含有蛋白质、脂肪和多糖类物质，尤其

是其中的多糖类物质、多酚类化合物（如单

宁）和其他一些微量成分是食品中分离!"#
的主要障碍，它们与蛋白质、核酸相互作用，

很难将它们与!"#分离开来，而且多糖类
物质对!"#聚合酶具有抑制作用。
目前有)种!"#的分离方法应用于基

因修饰食品原料。（$）“,1#2”法：食品样品
在含有表面活性剂（如十六烷胺溴化物）的培

养基中恒温培养后，用氯仿浓缩，再用异丙醇

沉淀!"#；（)）食品样品先经酶作用（如蛋白
酶3）及化学处理（4!4），再直接通过键合

!"#的硅胶树脂净化!"#，这种方法可应
用于 !"#含量很低的食品原料（如卵磷
脂）。为了提高产量，建议对食品样品进行浓

缩，富集和纯化。

目前!"#的提取和纯化方法已经有较
大的发展，现在已经能够在较短的时间内制

备好用作扩增的!"#，商业上也出现了可靠
性比较好的+,-试剂盒，改良的“,1#2”方
法以及两者相结合的方法都已有报道，现简

要说明如下：56’’78’9::等评估了;种不
同的提取大豆核酸的方法表明，!"#键合树
脂或“,1#2”方法提取的!"#质量好，但是

产量低，而采用 -<=7、#>?9>6或,*7>7@A$%%
（26<-9B）等方法得到的!"#质量差，但产
量高［$%］。"7C>7<:-*DE<0F87试剂盒法已经
成功应用于许多蔬菜和加工食品的检测，特

别是从样品中分离多糖类物质。GF8H等报
道了一种适用于卵磷脂的改良方法。$%’I
己烷、$’I胍硫氰酸和)(卵磷脂加入到缓
冲溶液中并充分搅拌，经过)次离心分离，再
以异丙醇沉淀!"#，滤菌胶纯化［$$］。J7D78
报道了一种改良的“,1#2”法，他们用KL#
MF6C?1J!"#纯化剂替代氯仿，采用这种方
法待测样品增加到)(，特别适合于低!"#
含量的食品原料。而对于凝胶性样品可加入

"A淀粉酶恒温培养以增加溶液的流动性［$)］。
经浓缩、提纯的!"#可通过紫外分光

光度法NOA)P%:’，试剂（如+6C<Q877:）诱变
荧光法（分子探针），溴化乙锭染色凝胶光密

度法和荧光核酸凝胶染色法等进行检测。一

般情况下样品中含有-"#和核苷酸，如果
样品未经核酸酶处理而直接测定!"#时含
量会偏高，此外!"#的组成（基因组!"#、
线粒体!"#、叶绿体!"#）及含量取决于细
胞组织类型，一般来说，提取的!"#须经过
稀释（稀释到R!R%:(）才能用于+,-。

!"& ’()检测

+,-检测技术的特异性依赖于引物和

+,-参数的选择，目前已经有相应的引物设
计的软件，如“SILQSRT%+86’78#:9>D=6=
4<UEV987”（"2L，+>D’<F:E*，J"，N4#）。
模型检测系统：德国2(OO研究小组已

经开发出&种标准方法，其中之一用于检测
基因修饰番茄柿，另一种用于检测发酵液中

基因修饰微生物（!"#$%&"#’(()*#)+,"$)*），
还有一种是用于检测酸乳酪的酵母发酵所用

的基因修饰菌。特异性检测系统：第一种特

异性检测方法是检测基因修饰番茄，后来又

开发了几种特异性的检测方法，如-<F:BF0
-79BD1J大豆的检测，2EA$WP玉米的检测；而
对X67>BQ98B玉米 和1)R玉米的检测方法
仍有待开发。如果特异性的检测方法，甚至
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!种基因元件（"#!$%、&’(!和&)*）都不能使
用时，放影"+,检测方法则可以应用于大多
数基因修饰食品，例如已用于检测基因修饰

大豆和玉米。

无论是采用特异性检测方法还是放影检

测方法，其"+,扩增产物都需要进行鉴定。
已有几种方法用于鉴定"+,的扩增产物，它
们各自的可靠性，精度和成本各不相同。限

制性核酸内切酶作用使扩增产物裂解，!$%#
启动子的-.$/)片段被限制性核酸内切酶裂
解成--$/)和01/)的2个片段。%’3*456&
印迹法更为耗时，但更具特异性。分离的

"+,产物转移到膜上，再与对目标序列特异
性的789分子探针杂交。还可以对"+,扩
增产物直接进行序列分析。除了电泳的方法

进行分析外，探针技术和碎片技术已经开发

出来，但是目前还处于雏形阶段，使用成本很

高，应用受到限制。而包括荧光技术等新型

技术更有可能取得突破。封闭试管法可以对

"+,反应进行实时检测。与传统的检测方
法相比，新型方法检测时间短，潜在污染小，

而且容易获得量化性数据。如果同时采用特

异性的引物和探针则具有更高的特异性。目

前已有多种荧光检测技术用于分析特异性的

"+,产物，所用的引物包括：:;3’65(<5&*、

=>?@&=?、?’;5<3;@6A5@<’&(、%<’6)B’&=?和

CBD4*+E<;56=?。

"+,产物可以直接进行测序，这种方法
适用于多数基因修饰食品。也可以采用套式

"+,技术，这种方法具有更高的特异性和敏
感性，可以检测出原料以及终产品中低水平

的789。

! 几种典型基因修饰食品的检测

目前人们已对多种基因修饰食品如小

麦［-!］、大豆［-F］、芹菜［-$］、肉类［-G，-H］、鱼类［-0］

的检测进行了大量探索性的研究。以下介绍

几种比较成熟的基因修饰食品的检测：

（-）基因修饰番茄的检测：最早检测的
基因修饰食品是:;@I6%@I6=?番茄，这种番茄

包含编码"J酶的基因，卡那霉素抗性基因，
病毒启动子+@?K!$%，这!种外源基因可以
通过2种"+,技术来实现检测。第一个引
物加强了抗卡那霉素的基因上的-H!/)的

789片段。第二个引物是与启动子序列杂
交的一段低聚核苷酸［-0］。

（2）基因修饰大豆的检测：,’3&L3)
,5@LE=?大豆已经在美国批准使用，这种植
物的基因组中包含一种新的从土壤杆菌

!"#$%&’($)*中获得的M"%"%基因，表达后
产生一种酶———!#烯醇式丙酮酸#$#磷酸合成
酶，该细菌来源的酶不受甘磷酸抑制，对除草

剂具有抗性。N’))5;等设计了一种用于

,’3&L3),5@LE=?大豆的套式引物"+,模式
的检测方法，这种检测方法具有很高的特异

性和灵敏度，其检测阈为21)D789，相当于
常规原料中1O1-P!1O-P基因修饰大
豆［-.］。

（!）基因修饰玉米的检测：基因修饰的
玉米含有合成肉毒素<6EQ9（/）基因，其中

G$P是来源于+&’(,,"*-."/()0($)*(*的野生
菌的<6EQ9（/）基因的类似物。%*3L56等将引
物插入到<6EQ9（/）基因处，检测阈值与上述
方法相近。为增加浓缩789的扩增，另一
种基于玉米醇溶蛋白质缺陷的特异性的

"+,检测技术已经开发出来［21］。

F 结 语

尽管目前对于基因修饰食品的安全性还

存在着很大的争议，但认识到基因修饰食品

对人类社会将可能产生的巨大影响以及种种

不确定因素的存在，世界各国都在基因修饰

食品的立法以及发展相关检测方法和技术方

面投入了大量的人力，物力和财力。在这些

方面，欧洲走在世界的前头，为使检测技术和

新型食品的立法跟上基因修饰食品的发展，

欧洲每隔$@要求对其法规进行修订。除了
各国的研究计划外，由欧盟提供大量资金支

持的一项旨在加强基因修饰食品研究的“基

因修饰食品的检测方法的发展”的研究计划。
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主要有以下!个方面的研究活动：（"）研究
基于#$%的检测方法及其发展；（&）开发自
动检测系统，以提高常规基因修饰食品检测

的效率；（’）开发其他的测试方法，如基于蛋
白质的检测方法，基于%()的检测方法和
基于扩增片段长链高聚物的方法；（!）建立
一个市场上基因修饰食品的数据库及各基因

修饰食品的检测方法［&"!&’］。我国在&**"
年+月公布实施的《农业转基因生物安全管
理条例》规定，对基因修饰食品生产的全过程

进行管理，并启动有关生物安全的研究计划

项目。我国已加入 ,-.，将有更多的基因
修饰食品进入我国市场，因此必须制订、完善

相应的法规，建立相关的机构，研究、确定基

因修饰食品的标准检测方法。
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