
转基因植物检测实验室是对转基因植物进行身

份验证、成分检测等工作的生物化学实验室。实验室

的检测结果不仅依赖于检测方法的准确进行，而且

与实验室的环境条件、标准参照物的使用、仪器的准

确度和人员的操作水平等因素也有着密切的关系。
在转基因植物成分检测过程中，最大的问题之一就

是污染的控制。
本文通过分析污染的来源情况，从环境、程序和

人员操作控制 3 方面达到对污染发生的预防，并对

确定为污染的情况作出分析并提出具体解决办法。

1 污染的来源

1.1 样品间的交叉污染

检测样品在粉碎、DNA 提取、往 PCR 反应体系
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加模板过程中由于粉末的漂移、容器的使用、样品密

封不严溢出容器、模板制备中移液器在使用过程中

均会产生交叉污染，导致样品出现假阳性。
1.2 PCR 试剂污染

在进行 PCR 试剂配制的过程中，因移液器、容
器被污染导致 PCR 用的双蒸水及其它溶液被 PCR
核酸模板污染，或在操作中剧烈地摇动反应管，开盖

时、吸样时及移液器的反复吸样都可形成气溶胶，导

致空气污染。
1.3 PCR 扩增产物的污染

这是 PCR 反应中最主要最常见的污染问题。因

为 PCR 产物拷贝量大(一般为 1013 拷贝 /mL)，远远

高于 PCR 检测数个拷贝的极限，所以极轻微的

PCR 产物的污染，即可造成假阳性污染。最可能造

成 PCR 产物污染的原因仍然是气溶胶。
1.4 人员操作的污染

进行 PCR 操作时，操作人员应该严格遵守操作

规程，最大程度降低可能出现的 PCR 污染或杜绝污

染的出现。操作不当就会造成污染，编号错误、未更
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换移液器枪头、未戴一次性手套等操作不当造成的

污染。

2 污染的预防

对于可能产生污染的原因，有针对性的采取一

些防止污染的措施，是控制污染发生的前提和最主

要的手段。一般分为环境控制、程序控制和人员操作

控制 3 类。
2.1 环境控制

2.1.1 实验室设计要求分区

转基因成分检测对检测实验室的环境及硬件设

施要求较高，一般采用单向操作(ONE-WAY-SYS－
TEM)，即在连续而独立的实验室内完成不同的、连
续的实验步骤，在实验分析开始后严禁返回已经完

成操作的实验室(图 1)。因此在工作流程方面要求设

计合理、工作区域相互隔离、区域分工明确，并且需

配备传递仓、缓冲间、紫外灯等设备，这样能够在整

体布局、环境控制及硬件方面有效预防污染的产生。

2.1.2 实验室正负压设计

如果条件允许，可以在 PCR 前处理区(磨样室、
DNA 提取室)、PCR 准备一室和 PCR 准备二室设

置正压通风系统；在后 PCR 室(PCR 仪器室及电泳

室)设置负压通风系统，因为此步骤产生大量游离分

子及气溶胶，容易对其它实验室造成环境污染。在

磨样室、DNA 提取室、PCR 准备一室和 PCR 准备二

室中设置通风柜或生物反应柜造成局部负压。
2.2 程序控制

2.2.1 外部服务和供应品采购

对检验工作质量有影响的采购和供给进行控

制，以确保设备、消耗性材料等在选择、购买、验收和

贮存过程中符合质量标准。因此一般选择值得信赖

或经过质量认证的厂家，排除从药品及试剂方面的

污染来源。
2.2.2 试剂的验证和分装

新购买的试剂需进行实验前验证，即在进行正

式检测之前需对药品进行预实验，确保药品的有效

性。试剂的分装应在装有紫外灯的超净工作台上进

行，保证每管药品均不被污染。双蒸水、引物和

dNTPs 等试剂均应分装成小管储存，并标明日期，

每次使用取出一管融化后使用，避免反复冻融，并防

止污染。
2.2.3 标准物质的管理

使标准物质始终处于受控状态并保持完好，防

止因标准阳性样品产生的污染。标准物质应遵循说

明书中的要求和保存规定进行贮存，超过保质期的

标准物质，应当立即停止使用。过期阳性参照物质要

集中单独处理，防止交叉污染其它检测样品。
2.2.4 检验样品处置和管理

在检验样品接收、流转等各环节实施有效的质

量控制，要检查送检样品的完好性，记录接收转台及

样品贮存、流转、处置过程的转移，防止在流通过程

中出现编号不统一，样品与编号不一致等情况的产

生，检测结果为阳性的样品应参照标准物质处理办

法进行处理，防止人为造成污染及交叉污染。
2.3 人员操作控制

2.3.1 仪器的操作

各仪器应保持清洁，不允许有粉尘存在；检测工

作开始前应保证正负压设备及空调系统正常运行，

保证实验环境符合检验要求；粉碎机使用后，对其各

零件及实验台彻底清洁 (条件允许可配备专门的阳

性样品粉碎机)；定时对实验室进行紫外照射消毒。
2.3.2 检测人员的操作习惯

操作人员养成良好习惯，是避免人为污染的重

要元素之一。首先应在不同实验区配备专用实验服，

配戴并经常更换一次性手套，防止实验室间的交叉

污染；吸头一次性使用，不要长时间暴露于空气中，

避免气溶胶污染。实验前后对仪器及工作区进行紫

外灭菌或其它防污染措施；使用经灭菌处理的移液
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器，不同实验区配备专用移液器，PCR 操作以及电

泳过程中的移液器不交叉使用等良好习惯均能够对

污染的发生起到抑制作用。

3 污染的监测

一次检测过程是否发生污染情况，最有效的手

段就是设置对照。转基因检测一般分为提取对照(包
括空白提取对照、阳性提取对照和阴性提取对照)和
扩增反应对照 (包括 DNA 阳性对照、DNA 阴性对

照、空白对照和 PCR 抑制物对照)。
3.1 空白提取对照

用纯水代替测试样品进行 DNA 提取，并以此

为模板进行扩增，判定在 DNA 提取过程中是否存

在污染。在提取过程中，如有必要可进行一个空白提

取对照。
3.2 阳性提取对照

在 DNA 提取过程中，提取一份阳性样品为模

板进行扩增，作为对照，此对照将证明提取所用试剂

和提取过程是否有误。当使用一批新的提取试剂时，

需先进行阳性提取对照。
3.3 阴性提取对照

在 DNA 提取过程中，提取一份阴性样品为模

板进行扩增，此对照将证明提取过程是否存在污染。
3.4 DNA 阳性对照

以含有目的片段的 DNA(或质粒)作为模板进行

扩增，证明 PCR 试剂是否有效、扩增过程是否正确

及待测样品中是否含有目的片段。因阳性样品扩增

效率高，应严格控制，避免其成为潜在的污染源。建

议 DNA 阳性对照使用含量为 1%的阳性 DNA，这样

可以减少气溶胶和 PCR 扩增过程中的污染的发

生。
3.5 DNA 阴性对照

以不含有目的片段的阴性样品作为模板进行扩

增，用于证明扩增过程中无假阳性现象。
3.6 空白对照

以纯水作为模板进行扩增，用于证明扩增过程

中无假阳性现象。
3.7 PCR 抑制物对照

在与阳性对照相同的反应体系中，加入相同数

量的待测样品 DNA，如果未扩增出目的片段，证明

此待测样品 DNA 中存在 PCR 抑制物。
3.8 PCR 平行反应

在进行 PCR 反应中，同一样品可设置 3 个平行

扩增反应管，根据 3 个平行管的扩增结果判断是否

存在污染的发生。

4 污染的确定及处理方法

确定检测过程是否存在污染，就是通过对检测

过程中各种对照的结果进行分析，看其是否存在异

常。如果阴性对照经过 PCR 扩增后在电泳图谱中却

有和目的片段大小相同的条带出现，这个对照就可

以确定为被污染了。如果需要进一步确认，就需对此

PCR 产物进行回收测序，验证序列是否与目的片段

扩增序列相同。如果阳性对照经过 PCR 扩增后在电

泳图谱中却没有出现和目的片段大小相同的条带出

现，说明此次检测出现了假阴性，可能试剂、人员操

作或者在 DNA 提取过程中出现了抑制物等情况的

发生，需要对试剂进行确认或进行 PCR 抑制物的扩

增，以确定污染源，进行处理。
污染发生后，发现人员在操作过程或在执行其

它程序中出现不合格程序项，并且因此可能造成污

染或检测工作无法继续进行，要进行内部管理体系

审核，制定纠正措施，明确完成日期，组织实施，排除

污染，恢复正常的检测工作。根据不同对照所对应的

污染源进行排查，查出污染源所在，并清除污染，以

保证检测结果的准确性。具体情况见表 1。
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表 1 污染的处理

对照 扩增结果 可能的污染源 解决办法
空白提取对照 阳性 DNA提取试剂 重新配制 DNA提取所需所有试剂
阳性提取对照 阴性 提取过程可能有误 重新提取 DNA、更换提取试剂或使用其它提取方法
阴性提取对照 阳性 提取过程可能有误，发生交叉或粉尘污染 重新提取 DNA
DNA阳性对照 阴性 PCR 试剂或扩增过程存在问题 验证 PCR 试剂、验证引物、调整扩增体系与程序
DNA阴性对照 阳性 PCR 试剂受到污染，或者扩增过程存在问题 排除被 PCR 试剂污染、验证引物特异性、调整扩增体系与程序
空白对照 阳性 PCR 试剂被污染 更换新的 PCR 试剂，扩增时设立不同的反应管，逐个对每一试剂

进行排除，检出被污染试剂
PCR 抑制物对照 阴性 待测样品 DNA中存在 PCR 抑制物 将 DNA进行稀释、纯化再进行 PCR 扩增或重新提取 DNA

5 讨 论

随着全球转基因技术的研发与产业化的发展，

给转基因生物安全领域带来前所未有的挑战，因此

对转基因检测实验室的能力要求也越来越高。转基

因成分检测在转基因检测工作和环境安全评价过程

中均发挥了极大的作用，在检测过程中，最常见的污

染也成为了最难解决的问题之一。因此，从实验室设



第 1 次 大豆 SW80 06·04 06·26 07·10 07·21 09·17 20.33±5.68 a
播 种 吉育 71 06·06 06·28 07·12 07·23 09·20 16.66±5.68 b
高密常规 大豆 HOA80 07·02 07·21 08·06 08·17 / /
第 2 次 大豆 SW80 07·02 07·21 08·06 08·17 / /
播 种 吉育 71 07·03 07·23 08·08 08·19 / /
低密常规 大豆 HOA80 07·01 07·20 08·04 08·15 / /
第 2 次 大豆 SW80 07·01 07·20 08·04 08·15 / /
播 种 吉育 71 07·02 07·21 08·06 08·18 / /

低密常规 大豆 HOA80 06·04 06·26 07·10 07·21 09·17 23.33±3.51 a

表 5 大豆繁育能力调查结果(第 1，2 次播种)
播种方式 品种 出苗期(月·日) 始花期(月·日) 盛花期(月·日) 终花期(月·日) 成熟期(月·日) 单株粒数
高密常规 大豆 HOA80 06·05 06·28 07·12 07·23 09·18 23.66±11.0 a
第 1 次 大豆 SW80 06·05 06·28 07·11 07·23 09·18 24.66±7.57 a
播 种 吉育 71 06·07 06·30 07·13 07·25 09·21 18.33±3.51 b

3 结论与讨论

3.1 在荒地地表撒播条件下，转基因大豆与非转

基因大豆一样，均不能出苗(出苗率为 0)，不会与

杂草发生任何生存竞争。
3.2 在荒地正常播种条件下，高油酸转基因大豆

HOA80 同受体大豆 SW80 比较，大豆株高、覆盖度

等方面无差异；与对照大豆吉育 71 比较，大豆繁

殖能力方面存在差异。但是，无论是高密度或低密

度处理小区，大豆生长受杂草的严重影响，不能全

部正常发育成熟，即使能极少量正常成熟的植株

也表现为矮小、分支少、茎细、生长势弱，不具备演

化成超级杂草的可能。
3.3 在荒地条件下，田间发生杂草种类、密度的

不同，对大豆出苗、生长、成熟等影响也不同。其

中杂草覆盖度是主要影响因子，覆盖度大 ，大豆

生长就弱，二者之间影响程度呈负相关。

综上所述，在荒地条件下，高油酸转基因大豆

HOA80 在株高、覆盖度、复叶动态、繁殖能力、单株

粒数等方面，与受体大豆 SW80 比较无差异。与对

照大豆吉育 71 比较，生长发育相似，可以成熟。说

明目的基因的导入，没有改变受体大豆的其它农

艺形状(除油酸含量增加外)，而且与杂草比较，生

长速度、覆盖度等方面很差，不具备竞争能力，更

没有演变成杂草的趋势，因而对农业环境生态安

全无任何影响。
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计规划、建设等硬件措施的环境控制到实验人员的

操作控制等方面环节均要得到充分重视，实验室的

质量控制也很重要，维持并提高实验室的检测能力，

对实验室的管理及检测操作程序进行审核和监督，

能够有效控制污染，保证实验室质量体系的正常运

行。只有这样，才能有效的控制污染的发生。随着

PCR 技术的不断完善及应用领域的不断扩大，防止

PCR 污染的措施将不断完善，对污染源的处理措施

也将不断更新。PCR 技术在转基因成分检测方面的

应用也将更加广泛。
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