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摘      要：随着基因治疗技术的成功应用和不断完善，基因兴奋剂将成为体育界和世界反兴奋

剂机构(WADA)面临的新威胁。因此，开发切实可行的基因兴奋剂检测方法是各国科学家所共同

努力的目标。在总结前人成果的基础上，从基因、蛋白质、载体和免疫反应方面对基因兴奋剂的

检测进行综述，并展望新技术在检测中的应用。 
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Abstract: With the successful application and constant perfection of gene therapy technologies, gene stimulants will 

become new threats to the sports community and the World Anti-Doping Agency (WADA). Therefore, developing 

practically feasible gene stimulant test methods is the goal to be achieved jointly by scientists in countries all over 

the world. On the basis of summarizing achievements made by predecessors, the authors gave an overview of the 

testing of gene stimulants in terms of genes, proteins, carriers and immune reactions, and expected the application of 

new technologies in the testing. 
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在 2008 年最新的兴奋剂禁用清单中把基因兴奋

剂定义为：非治疗目的的使用细胞、基因、遗传物质

或调节基因的表达来提高运动员运动能力[1]。虽然真正

应用的基因兴奋剂还没有出现，但是目前发现了很多

可提高运动能力的“运动基因”，并对“运动基因”进

行了很深入的研究[2]。从提高运动能力的机制划分，可

将“运动基因”分为 3 类：①与骨骼肌能力相关基因，

如增加肌肉体积的 Myostatin 基因；影响肌肉代谢及再

生的 HGH、IGF、MGF 和转录因子 Pax7 基因；增加

Ⅰ型肌纤维比例的受体蛋白 PPAR-delta 基因。②与氧

气供应相关基因，如增加红细胞数量的 EPO 基因；增

加组织中血管数量的 VEGF 基因。③与能量供应相关

基因，如增加肌肉对脂肪酸摄取的脂肪酸转运蛋白

FATP1，CD36 基因；增加肝脏中葡萄糖释放和提高肌

肉对葡萄糖摄取的葡萄糖运输蛋白 GLUTs 和胰岛素

受体基因[3]。随着基因治疗技术(特别是基因导入系统)

的不断完善，基因兴奋剂不再遥远，研究基因兴奋剂

检测技术是急需解决的课题。 

 

1  基因兴奋剂的检测 

1.1  基因水平的检测 

因为 cDNA 中没有内含子，所以有可能把编码转

基因蛋白的 mRNA 反转录得到的 cDNA 从自身的 DNA

序列中区分出来。转基因序列构建的任何非人类起源

序列或异常序列在理论上都可以由 PCR 检测到，事实

上由于自身多种多样的调整基因序列和其它序列可能

被并入转基因中，此时检测到的转基因不一定是由基

因兴奋剂引起的，所以这一检测结果并不准确。为了

进一步区分转基因，需要设计和实施大量的分子测试，

这将耗费大量的人力、物力和财力。如果有一个条码



 
第 6 期 刘风君等：基因兴奋剂检测方法及检测技术应用述评 103  

 

系统(bar-cording systerm)，类似于跟踪基因改造的农产

品，将会很容易识别转基因序列[4]。探寻转基因还可以

使用以 DNA 为基础的生物传感器，能够从内源性 DNA

序列中选择性分辨转基因的 cDNA 序列，这需要开发

合适的探针。例如，针对转基因 cDNA 序列和内源性

外显子结合序列的特异性单链 DNA 探针，将其固定在

传感器表面，这样只有样品中存在与固定探针相结合的

目的 cDNA 时，杂交反应才能发生。带有 cDNA 的样品

与探针发生积极的反应就能够确定转基因的存在[5]。通

过将不同的探针固定于传感器的表面，可以实现对多

个基因序列的同时检测，从而使生物传感器技术在检

测基因兴奋剂中发挥更重要的作用。 

1.2  转基因蛋白的检测 

在基因治疗中，监视基因转移和随后的表达通常

是通过检测转基因产物或载体组件来完成的。基因治

疗通常是取代有缺陷的基因，因此几乎没有内源性蛋

白表达升高。在基因兴奋剂中，转基因不会取代缺陷

基因，因此转基因蛋白的检测可依靠转基因翻译后修

饰的细微变化或者蛋白质表达水平的变化。下面以

EPO 和 GH 为例。 

在基因兴奋剂中，转基因蛋白是运动员自身细胞

通过导入外源基因产生的，它与内源性蛋白几乎相同。

然而，内源性蛋白和转基因蛋白在结构上有细微的差

别。Lasne 和同事[6]发现：在强力霉素调节启动的控制

下，在猕猴肌肉内注射含有 EPO cDNA 的 AAV（腺相

关病毒）载体，注射前和注射后检测到的 EPO 亚型在

等电聚焦下不同，即它们的电荷是不同的。肌肉组织

中转基因蛋白的异位表达会引起内源性 EPO 翻译后

修饰的不同，这可能是等电性能不同的一个因素。这

可以作为转基因蛋白检测突破口。 

目前检测 hGH 有两种方法：一种方法是使用免疫

分析法检测内源性 hGH 的不同亚型。rhGH 只有一种

亚型，分子质量为 22 ku，而内源性 hGH 存在多个亚

型，分子质量也不相同。由于负反馈的调节，注射

rhGH(22 ku)后垂体分泌 hGH 将会受到抑制。因此，用

免疫分析法分析血清，如果显示 22 ku 的 hGH 蛋白水

平异常升高，这就表明非法使用了 rhGH[7]。另一种方

法避免了检测 hGH 蛋白本身，而是着重于 hGH 作用

引起的药效学指标，即受 hGH 调节的参数的变化。hGH

通过产生胰岛素样生长因子(IGF-1)发挥主要功能。有

实验表明给运动员(15 例)服用 hGH 0.06 IU/(kg·d) 14 d，

服用 3 d 后 IGF-1 浓度开始快速地升高[8]。 

1.3  载体检测 

1)非病毒载体检测。 

在循环系统中测量 pDNA(质粒 DNA)的机率很小，

因为 pDNA 在血浆中的半衰期很短，被血浆核酸快速

降解，由肝细胞清除，然而在毛细血管床内保持良好。

在小鼠静脉中注射 pDNA 30 min 以后，在血浆中只有

0.3%到 13%的 pDNA 被检测到(这取决于 pDNA 的表

达)[9]。Parker 等[10]发现在静脉内注射 pDNA 2 d 后，血

液中的含量非常低，然而 4 周后就检测不到了。在肌

肉注射后，pDNA 限制在注射位点长期持续存在。在

一项对肌肉萎缩的临床研究中，肌肉注射载体 3 周后

用肌肉活检在注射部位检测到质粒骨架(plasmid back-

bone)[11]。 

2)病毒载体检测。 

(1)腺相关病毒载体(AAV vector)：虽然许多 AAV

的血清型在人体内普遍存在，但在健康人的血液中

AAV DNA 通常检测不到。在一项对血友病 B 患者的

临床试验中，在肌肉注射后 7 d，载体 DNA 在血清中

能被检测到；尿和唾液在注射后 1~2 d 内呈阳性，之

后就呈阴性了[12]。沿静脉向狗的骨骼肌注射，在此后

的 5 d 内血清中 AAV 载体呈阳性，8 周后仅存在注射

的肌肉内[13]。由以上信息可知，载体 DNA 能够长期持

续存在(数月之久)，但是大部分局限于存在注射的肌

肉内。 

(2)腺病毒载体(Ad vector)：Ad DNA 通常在血液中

是检测不到的。肝癌患者中，在肿瘤内注射 24 h 及更

长时间通过酶联免疫吸附试验(ELISA)，在血浆、尿液

和粪便内没有检测到 Ad 载体；qPCR 显示血液中的载

体会迅速清除，至 24 h 就检测不到了[14]。在黑瘤患者

中，注射后 48 h 通过 ELISA 和感染分析法发现血清、

尿液和粪便样品中的 Ad 载体都呈阴性[15]。可见 Ad 载

体在血液中的清除很迅速，在尿液和粪便中检测困难。 

(3)反转录病毒载体(Retrovirus vectors)：反转录载

体通常用于离体基因治疗，在这种情况下，转移进受

试者体内后载体的分布局限于离体工程细胞。在体内

应用后，有关 RV 载体分配和脱落的有价值的数据非

常的有限。在对血友病 A 患者的临床试验中发现：携

带凝血因子ⅧcDNA 的 RV 载体在静脉注射后能够长

期(一年)持续存在，在 75%的测试样品的 PBMC 中都

发现了载体 DNA[16]。在大鼠肌肉内注射慢性病毒(LV)

载体后 14 个月，注射肌肉部位能检测到转基因表达[17]。 

(4)单纯孢疹病毒载体(Herpes simplx virus vector)：

在皮下或肌肉内注射单纯孢疹病毒(HSV)载体后，载体

的分布情况目前还不清楚。在大脑肿瘤大鼠模型中，

当 HSV 载体注射入这个模型的肿瘤内 24 h 后，大部

分的载体仍停留在肿瘤内，在血液中检测不到载体[15]。

在非灵长类动物的前列腺内注射 HSV 载体后，在血液

和尿液中任何时间点(注射后 7~56 d)都没有检测到载
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体[18]。因此 HSV 载体主要集中于注射位点、肝脏和脾

脏，在体液中很难检测到。 

通过检测载体的存在来判断是否使用了基因兴奋

剂应该是一个理想的方法，但因为目前有关基因治疗

载体在人体内分布状况的报道很少，对基因治疗后载

体的具体分布还不是很清楚，甚至有些基因治疗不需

要载体。有些载体由于自身的特点不适合作为检测目

标：化学载体能够迅速分解并且注射位点难以确定，

若使用“易分解的”病毒载体作为基因治疗载体，不

久就迅速降解，病毒蛋白很少甚至并不表达。随着基

因治疗技术的发展，对载体不断的优化和更新，通过

载体来检测基因兴奋剂似乎变得更加困难。 

1.4  载体的免疫反应的检测 

1)病毒载体。 

Ad 载体进入人体数小时内就诱导产生非特异性

免疫应答。机体对 Ad 载体的先天性免疫取决于载体

剂量和操作的方法，不同个体间的差别有可能阻止转

基因的有效的表达。腺病毒载体对先天性免疫相对时

间较短，通常只持续几天。 

AAV 载体诱发的先天性免疫反应的范围比 Ad 载

体小，对 AAV 载体的适应性细胞介导的反应也大大弱

于 Ad 载体，这归因于它不能有效的感染 APC(抗原呈

递细胞)。AAV 载体介导的基因转移后细胞免疫反应水

平低在一些试验中已经被证实了[19]。 

单纯孢疹病毒(HSV)载体也会引起体内免疫反应，

炎性反应的持续时间和强度依赖于载体制剂。用糖蛋

白 HSV-2 疫苗进行肌肉内免疫会导致 HSV-2 糖蛋白

血清抗体和 HSV-2 中和抗体在血清 HSV 阴性或阳性

的受试者内长期增加[20-21]。这表明，尽管由于天然获

得性感染 50%~80%的人拥有针对 HSV 的循环抗体，

但是存在发生基因转移后 rHSV 抗体增加的可能。 

反转录病毒(RV)载体主要用于离体治疗，因此 RV

载体引起的免疫主要是针对转基因蛋白或载体中的独

立蛋白。与 Ad 载体和 AAV 载体相比，RV 载体引发

的炎症和先天性免疫反应非常低。在小鼠静脉内注射

LV 载体不会引发细胞介导的抗病毒的炎症反应[22]。 

2)非病毒载体。 

源于细菌的质粒 DNA 能够激活先天性免疫，是因

为与真核细胞 DNA 相比，它的 DNA 双链中含有丰富

的非甲基化的 CpG 序列。脂质体包埋的 siRNA(短链干

扰 RNA)在特定的序列方式下也可以引发先天性免疫反

应。质粒 DNA 几乎不能引起体液免疫反应，在小鼠肌

肉内注射不同类型的质粒载体不能引起抗双链 DNA 抗

体水平的升高[23]；在兔子的肌肉或静脉内注射质粒载体

后，没有检测到抗体；在肌萎缩症患者肌肉内注射抗

肌萎缩蛋白质粒后，检测不到双链 DNA 抗体[10]。 

由以上信息可知：由于载体引起的免疫反应通常

是短暂和温和的，Ad 载体除外，针对基因转移的先天

性免疫反应在基因兴奋剂的检测中用途是有限的。

Molnar-Kimber 等[24]的研究结果表明：即使使用 Ad 载

体，分析细胞介导的免疫反应也不能足够地确定基因

转移。先天性和细胞介导的自适应性免疫反应对其它

检测指标可能具有补充作用，然而区分基因转移引起

的特定免疫反应和自然接触到的病毒、细菌和其它无

关刺激引起的免疫反应是至关重要的。pDNA 和转基

因蛋白引起的免疫反应作为基因兴奋剂的检测目标不

可能有太大的利用价值。 

 

2  新技术在基因兴奋剂检测中的应用 

2.1  基因表达谱 

基因表达谱是通过核酸微阵列技术在成千上万的

基因中测定 mRNA 的浓度实现的。基因表达谱常被称

为是某一生理(病理)现象的“分子图像”。这类复杂的

“分子图像”，可用于同时检测成千上万个基因的表达

水平，再经专门的计算机软件解读出来。研究人员通

过比较源于不同条件下的“分子图像”的结果，可以

识别出基因兴奋剂的标志物。用表达谱芯片对大量的

基因进行分析研究是不现实的，剔除无用的基因减少

被研究的基因的数目是研究人员所希望的，功能分类

基因芯片很好地解决了这一难题。功能分类基因芯片

上通常只有几百个或更少的基因，这些基因包括了那

些与研究对象有确定关系的基因，或至少是与研究对

象的关系有待考证的基因。但是这是一项新技术还有

很多不完善的地方，特别是在数据分析方面、不同系

统和平台之间的标准化和可比较性。因此首先应在体

外细胞培养系统和动物模型进行研究。 

2.2  蛋白质谱 

蛋白质组学可以定量分析个体蛋白也可以定性分

析来鉴别个体蛋白的亚型和 PTM；它能从数量上和质

量上研究蛋白质组的相关变化[25]。蛋白质组学的一个

重要部分是利用双向凝胶电泳、毛细管电泳或一维或

二维液相色谱分离蛋白质或多肽中的复杂混合物。分

离后，使用各种质谱对多肽进行鉴别和定量，如基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱、电喷雾电离串联质

谱或傅立叶变换离子回旋共振质谱。质谱后的结果是

收集和查找数据，然后通过多肽序列分析软件来确定

混合物中的蛋白质。 

事实证明全基因组范围的蛋白质分析在技术上更

加困难，因为人体内蛋白质的庞大数量和多样性以及

广阔的动态范围。对特异蛋白亚类进行有针对性的分
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析来取代全身蛋白质组分析，这在基因兴奋剂的检测

中更实用。这种特异蛋白亚类可以从与细胞蛋白质相

互作用、信号转导通路、生物化学和基因表达数据研

究的基础上筛选出。一旦确定，这些蛋白质生物标志

物可用特异抗体的 Western Blot 和 EILSA 方法来验证。

表面增强激光解吸电离飞行时间质谱(SELDI)蛋白质

芯片技术，是目前应用于蛋白质表达分析和生物标志

物发现的一项新技术，这项技术用于发现运动员体内

rhGH 的生物标志物已经被证实了[26]。与核酸微阵列一

样，通过筛选全身或目的蛋白的变化来确定可能的标

志物需要在各类人群中进行广泛的测试，以建立参考

范围。 

2.3  代谢谱 

生物标志物发现的另一种方法是代谢物分析，其

目的是对一个生物样品进行监测，如体液，由全身生

化途径产生的所有非蛋白低相对分子质量代谢物。和

蛋白质组一样，代谢组的组成也是多种多样的，其浓度

有一个很大的动态范围(超过 7~9 个数量级)。分析代谢

组的一个优势是：代谢组是基因表达的下游产物，这

样更能恰当地反映细胞、组织或生物体的功能水平[27]。

代谢组的变化是相关的转录组或蛋白质组放大的结

果。代谢组学采用的技术有气相色谱-质谱、核磁共

振、液相色谱-电喷雾电离质谱和傅里叶变换红外光

谱(FTIR)。代谢组学已成功应用于药物代谢分析、治

疗和毒性反应的研究、疾病生物标志物的鉴定等方面。

用 FTIR 对运动员血浆的代谢谱进行分析已经开始被

使用了，这种方法可用于兴奋剂的控制和监测过度训

练。目前，对全身的代谢物进行分析仍是一个挑战，

进行快速、高通量鉴定代谢物的技术仍处于萌芽状态。

人类代谢组学领域的快速发展，包括处理、分析和确

认大型数据集合的方法，新的分析方法如以芯片为基

础的纳电喷雾质谱法和最近产生的人类代谢组数据库

草图，这些都有力说明了代谢物分析作为寻找兴奋剂

标志物的一种方法的未来可能性。 

2.4  活体内非入侵性成像 

在基因治疗研究中，活体成像是监测基因表达的

另一种方法。无论是以光学、磁共振还是核素显像为

基础的活体内成像技术都已经被开发并成功应用于动

物模型中。然而只有几种方法可应用于临床，原因如

方法的复杂性、可能具有免疫反应、缺乏敏感性和可

使用的放射性示踪剂。正电子发射断层成像(PET)和单

光子发射型计算机断层扫描(SPECT)两种放射性核素

显像技术是最敏感和最适合基因转移研究。PET 的体

内成像技术可用于人类基因治疗，这在脑胶质瘤的基

因治疗中被证实了[28]。检测基因兴奋剂更可行的方法

是在转录物或蛋白质水平上检测转基因的异位表达。

用以抗体或配体为基础的探针并适合 PET 或 SPECT

放射性核素成像，与转基因蛋白在异位位置进行特异

性绑定或相互作用。目前正在研究一种成像检测 EPO

在肌肉组织表达的方法。这种方法是使用以肽核酸为

基础的反义寡核苷酸探针标记，它能与 EPO 的 mRNA

杂交，然后使用 PET 或 SPECT 进行分析。 

非入侵性成像也可用于评估转基因表达的间接结

果，包括代谢物质的变化、形态学的变化、生理学的

变化、炎症和免疫力的激活以及转基因下游途径的调

节的变化。磁共振波普学已被应用于检测运动休息期

间或恢复后代谢物的变化，使用类似的方法也可以检

测基因兴奋剂后代谢物的变化。基因兴奋剂可能与炎

症有关联，基因转移引起的细胞介导的免疫反应期间，

体内成像可被用于追踪淋巴细胞的募集。此外，转基

因下游途径的激活会导致特异酶或受体表达增强，可

以针对这些设计成像方式。 

 

新型的技术将用于基因兴奋剂的检测，例如分子

成像技术、生物传感器技术以及更加先进的分析软件

等。若成功实现这些新技术在基因兴奋剂检测中的应

用，将为发展检测方法提供更广泛的途径。 
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