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摘　 要：目的　 建立 Ｔａｑｍａｎ 实时荧光 ＰＣＲ 法对奶制品中掺加物大米、玉米、小麦、高粱、大麦等谷物源性成分的

初筛检测体系。 方法　 以常见掺加物大米、玉米、小麦、高粱、大麦等谷物的叶绿体 ｒｂｃＬ 基因作为靶基因，通过

ＢＬＡＳＴ 软件比对，选择其同源保守区域设计引物和探针。 经通用性、特异性、灵敏性试验对探针和引物可行性进行

验证，并通过模拟含谷物奶粉及市售奶类制品检测对其实际检测能力进行验证。 结果　 所建立体系可扩增大米、
玉米、小麦、高粱、大麦等常见的谷物掺加物的 ＤＮＡ 提取物，与市售奶制品的主成分牛奶、羊奶以及其常见添加物

香蕉、红枣、菠萝、草莓、西红柿、花生、大豆等动植物源性成分无交叉扩增（Ｃｔ ＞ ３５）。 对小麦纯 ＤＮＡ 提取物检出限

为 ０􀆰 ０１ ｎｇ。 对分别掺加 ５ 种谷物成分的模拟奶制品检出限均可达 ０􀆰 ５％ ，对市售的 １４ 份奶类食品中的谷类成分

的检测结果均与食品标签相符。 结论　 本研究建立的 Ｔａｑｍａｎ 实时荧光 ＰＣＲ 体系具有通用、相对特异、灵敏、实用

等优点，可用于奶制品中掺加或掺杂掺假谷物源性成分的快速定性检测。
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　 　 奶制品掺杂掺假、以次充好一直是影响奶制

品安全的重要问题。 其中以低成本的谷物源性成

分掺入奶制品中冒充高价奶成分最为常见。 从掺

米汤、面粉、淀粉到糊精、植物蛋白，掺加手段越来

越复杂。 掺假方式也呈现多样化趋势，从掺单一

物质到同时掺多种物质。 这使得对奶制品的掺伪

鉴别和安全监管变得越来越困难。 目前对奶制品

掺谷物源性成分的检测仍以传统化学方法最为常

见［１ － ３］ 。 化学方法虽能检测出奶制品中掺加的淀

粉形式或糊精形式的谷物源性成分，但灵敏度低，
且存在人为判断误差，对于非淀粉形式的谷物源

性成分的掺假难以检出，不能满足市场监督的要

求。 实时荧光 ＰＣＲ 方法是以 ＤＮＡ 为基础的一种

检测技术，不受掺加形式的影响，可以进行快速、
批量、自动、实时检测分析，具有灵敏度高、准确性

好等优点，已广泛用于食品掺杂掺假的检测［４ － ５］ 。
本研究建立了基于 Ｔａｑｍａｎ 实时荧光 ＰＣＲ 法对奶

制品中掺加谷物源性成分的通用性检测方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品

香蕉、菠萝、红枣、草莓、西红柿、花生、大豆、小
麦粉、大米、高粱、玉米、大麦购自苏州各大型超市；
鲜牛奶、鲜羊奶购自苏州某奶农处，于 － ２０ ℃保存

备用，用于通用性和特异性检测。
在苏州市选取不同的大、中、小型超市分别抽

样购买全脂奶粉、婴儿配方奶粉、纯牛奶、纯羊奶

粉、奶酪、酸奶、婴儿奶米粉、乳清蛋白米粉、营养麦

芽蛋白型固体饮料共 １４ 份奶类样品，用于方法的实

际应用检测。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

Ｂｉｏ ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ｐｌｕｓ 核酸蛋白含量测定仪（德国

Ｅｐｐｅｎ⁃ｄｏｒｆ）、７５００ ｆａｓｔ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ）、ＤＫＢ⁃
１９１５ 型恒温水浴槽、ＪＦＳＤ⁃１００ 型粉碎机、冷冻离心机。

细胞组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、植物基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒均购自天根生化科技有限公司，
Ｔａｑｍａｎ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ （美国 ＡＢＩ）、ＰＢＳ
（磷酸盐缓冲体系，ｐＨ ＝ ７􀆰 ２）购自友康基业生物科

技（北京）有限公司、无水乙醇（分析纯）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品制备

大米、高粱、玉米、大麦、大豆、花生样品经粉碎

机磨成粉，过 ８０ 目筛，备用；香蕉、菠萝等水果样品

采用组织研磨器加液氮研磨成粉，备用；奶酪用剪

刀剪成细小颗粒，备用。 不同样品分开处理，以防

交叉污染。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＤＮＡ 提取

牛奶、羊奶等液体样品［６］：取 １０ ｍｌ 样品，１ ５００
× ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，去上清；将沉淀重新悬浮于 ２ ｍｌ
ＰＢＳ 中，１２ ０００ × ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，如此重复 ３ 次，最终

将沉淀悬浮于 ２００ μｌ ＰＢＳ 中。 后按细胞组织基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书操作步骤进行。
水果样品：取 １􀆰 ２􀆰 １ 处理好的样品约 ５０ ｍｇ，按照

植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书操作步骤进行。
奶粉、谷物、奶酪等其他样品：取 １􀆰 ２􀆰 １ 处理好

的样品约 ３０ ｍｇ，按照细胞组织基因组 ＤＮＡ 提取试

剂盒说明书操作步骤进行，略作修改，使蛋白酶 Ｋ
消化时间由 １ ～ ３ ｈ 延长至消化过夜。
１􀆰 ２􀆰 ３　 引物和探针设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 所公布的大米、玉米、小麦、高
粱、 大 麦 （ Ｄ００２０７、 Ｚ１１９７３、 Ｄ００２０６、 ＡＭ８４９３４１、
Ｘ００６３０）的 ｒｂｃＬ 基因序列，经 ＢＬＡＳＴ 软件比对后，
取同源保守区域，利用 Ｐｒｉｍｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓ ３􀆰 ０ 软件设计

引物及探针，见表 １。

表 １　 引物探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ
引物探针 碱基序列（５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ
上游引物 ＴＧＴＴＧＡＴＴＴＡＴＴＧＣＧＣＧＡＴＧＡＴ
下游引物 ＣＧＧＴＡＴＡＡＣＡＣＣＴＧＧＣＡＴＧＧＡ ９４
探针 ＦＡＭ⁃ＡＴＣＧＴＴＣＴＣＧＣＧＧＴＡＴＣＴＴＴＴＴＣＡＣＴＣＡＧＧ⁃

ＴＡＭＡＲＡ

１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光 ＰＣＲ 反应

反应体系：ＡＢＩ Ｔａｑｍａｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，
１２􀆰 ５ μｌ；上、下游引物各 １ μｌ，荧光标记探针 １ μｌ，终浓

度均为 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ；模板 ＤＮＡ（０􀆰 ０００ ５ ～ ２５ ｎｇ ／ μｌ）
２ μｌ；用灭菌双蒸水补齐至 ２５ μｌ。 反应条件：５０ ℃，
２ ｍｉｎ；９５ ℃，１０ ｍｉｎ；９５ ℃，１５ ｓ；６０ ℃，１ ｍｉｎ，４０ 个循

环。 使用 ７５００ ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｖ２􀆰 ０􀆰 ６ 进行数据分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 通用性和特异性试验

取小麦、大米、玉米、大麦、高粱、香蕉、红枣、菠
萝、草莓、西红柿、花生、大豆、鲜牛奶、鲜羊奶样品

提取 ＤＮＡ 模板。 调整模板浓度为 ２５ ｎｇ ／ μｌ，各取

２ μｌ，分别进行实时荧光 ＰＣＲ 反应，以验证所设计

的引物探针的通用性和特异性。
１􀆰 ２􀆰 ６　 灵敏度试验

取小麦粉提取 ＤＮＡ，用灭菌双蒸水 １０ 倍倍比
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稀释，使 ＤＮＡ 浓度为 ０􀆰 ０００ ５ ～ ５ ｎｇ ／ μｌ。 取 ２ μｌ 作
为模板，每个浓度设 ３ 个平行，分别进行实时荧光

ＰＣＲ 扩增。
为进一步检测该引物探针体系的灵敏度，将小

麦粉和全脂牛奶粉配制成不同含量的模拟样品。
使小麦粉在混合样中所占的质量分数分别为 ３０％ 、
１０％ 、５％ 、１％ 、０􀆰 ５％ 。 对每个混合样提取 ＤＮＡ 模

板进行实时荧光 ＰＣＲ 反应。
１􀆰 ２􀆰 ７　 模拟样品及市售奶制品中谷物成分的实用

性检测

将米粉、玉米粉、高粱粉、大麦粉分别用全脂牛

奶粉配制成 ０􀆰 ５％ （Ｗ ／ Ｗ）的模拟样品。 同时，收集

市场常见奶类食品共 １４ 份样品备用。 提取其 ＤＮＡ
模板进行实时荧光 ＰＣＲ 反应，以进一步验证该引物

探针体系的准确性和实用性。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 通用性和特异性试验

由图 １ 可知，所设计的引物探针体系对奶制品

中常见的掺加物小麦、大米、玉米、大麦、高粱 ５ 种

谷物成分进行正常扩增，Ｃｔ 值在 １８ ～ ２２ 之间，而
对市售奶制品的主成分牛奶、羊奶及其常见添加

物香蕉、红枣、菠萝、草莓、西红柿、花生、大豆等动

植物源性成分未见有效扩增，其 Ｃｔ 值均 ＞ ３５，故以

此作为阴性样品判断标准，可见该引物探针体系

对奶制品中常见的谷物源性掺加成分小麦、大米、
玉米、大麦、高粱等的扩增具有很好的通用性，而
与奶制品标签中常被标明的主成分牛奶、羊奶以

及其常见添加物香蕉、红枣、菠萝、草莓、西红柿、
花生、大豆等无交叉扩增，表现较好的相对的特异

性。 这说明该引物探针体系的通用性和相对特异

性结果能满足奶制品掺加谷物源性成分的通用性

检测的要求。

图 １　 通用性试验扩增结果

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｕｎｉｖｅｒｓａｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

２􀆰 ２　 灵敏度试验

由图 ２ 可知，小麦粉 ＤＮＡ １０ ～ ０􀆰 ００１ ｎｇ 均出现

扩增曲线。 根据通用性试验中的 Ｃｔ 值 ＞ ３５ 阴性判

定标准，因 ０􀆰 ００１ ｎｇ 小麦 ＤＮＡ 的 Ｃｔ ＞ ３５ 不能作为

有效扩增，故该引物探针体系对小麦 ＤＮＡ 的灵敏度

确定为 ０􀆰 ０１ ｎｇ。 对质量百分比为 ３０％ 、１０％ 、５％ 、
１％ 、０􀆰 ５％ （Ｗ ／ Ｗ）的小麦粉和奶粉混合样品 ＤＮＡ
均出现扩增曲线，Ｃｔ 值在 １９􀆰 ３ ～ ２６􀆰 ０（见图 ３），可
将该引物探针体系对模拟样品的灵敏度确定为

０􀆰 ５％ （Ｗ ／ Ｗ）。 可见该方法对小麦 ＤＮＡ 和掺加有

谷类的奶类混合制品均具有较高的灵敏度，可以满

足定性检测需要。

图 ２　 小麦粉 ＤＮＡ 的实时荧光 ＰＣＲ 检测灵敏度

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｗｈｅａｔ ＤＮＡ ｗｉｔｈ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

图 ３　 奶粉中不同质量分数的小麦粉成分的

实时荧光 ＰＣＲ 检测灵敏度

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｈｅａｔ
ｐｏｗｄｅｒ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

２􀆰 ３　 模拟样品及市售奶制品中谷物源性成分的实

用性检测验证

图 ４　 模拟样品的实时荧光 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｍｏｄｅｌ ｓａｍｐｌｅｓ

为进一步验证该引物探针体系的实用性和准

确性，用所建立的引物探针体系，对米粉、玉米粉、
高粱粉、大麦粉 ４ 种谷物源性成分的模拟混合样品

进行检测，０􀆰 ５％ （Ｗ ／ Ｗ）的米粉、玉米粉、高粱粉、大
麦粉的模拟奶类样品均出现扩增（见图 ４）。 这进一

步证实了该引物探针体系的灵敏度为 ０􀆰 ５％质量分



—１２６　　 —
中国食品卫生杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＦＯＯＤ ＨＹＧＩＥＮＥ ２０１４ 年第 ２６ 卷第 ２ 期

数的奶粉混合模拟样品，同时也验证了该引物探针

体系在对奶制品中掺加的谷物源性成分的检测具

有可行性。
对购自苏州各不同超市的 １４ 份奶制品样品进

行检测能力验证，结果见表 ２。 该引物探针体系对

含有大米成分和麦芽提取物成分的含谷物源性成

分的奶制品样品出现阳性扩增，而对其他不含谷物

源性成分的样品均无阳性扩增，且检测判定结果与

食品标签完全符合。 说明该引物探针体系具有实

用性，可用于奶类食品掺加谷物源性成分的检测。

表 ２　 市售样品检测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
样品名称 标识主成分 样品数 ／ 份 Ｃｔ 值 检测结果 判定结果

纯牛奶、酸奶 生牛乳、鲜奶等 ４ ＮＤ － 与标识相符

全脂奶粉、纯羊奶粉、奶酪 生牛乳、鲜牛奶、乳粉、生羊乳等 ５ ＮＤ － 与标识相符

婴儿配方奶粉 生牛乳、乳清蛋白粉、脱脂奶粉、大豆磷脂等 ２ ３５ ～ ３９ － 与标识相符

婴儿奶米粉、乳清蛋白米粉 大米、全脂奶粉、酸奶粉、大豆蛋白、浓缩乳清蛋白等 ２ ２１ ～ ２３ ＋ 与标识相符

营养麦芽蛋白型固体饮料 麦芽提取物、全脂奶粉、乳清粉、大豆蛋白粉等 １ ２９ ～ ３０ ＋ 与标识相符

注：ＮＤ 为未检测到； － 为未检测出谷物成分； ＋ 为检测出谷物成分

３　 讨论

国外多利用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 技术对低价奶代替

高价奶的掺假行为进行检测［７ － １０］，但涉及植物成分

掺假的研究较少；而国内利用荧光 ＰＣＲ 方法对奶类

食品掺假的研究主要是针对植物类中大豆成分的

检测［１１］。 目前市场监督抽查奶制品是否掺杂掺假

面粉、淀粉等植物成分主要是从感官和化学方法的

角度来判断。 这种方法灵敏度低、存在人为判断误

差，且对于奶类产品中掺加非淀粉形式的谷物源性

成分（如蛋白类物质）掺假不能检出，不能满足市场

监督执法的要求。 李亮等［１２］ 利用近红外光谱法检

测牛奶中掺植物性填充物，但需要足够的专业知识

建立模型才能进行分析；覃芳芳等［１３］利用普通 ＰＣＲ
对牛奶中植物成分进行检测，但此方法具有普通

ＰＣＲ 低通量、特异性差、易污染、需电泳等缺点。 本

研究建立的对奶制品中掺加谷物源性成分的实时

荧光 ＰＣＲ 法可以弥补上述检测的不足。
谷物成分是奶制品中常见的植物源性掺杂掺

假物，种类众多。 为获得较好的通用性，本研究选

择通用性较好的叶绿体 ｒｂｃＬ 基因作为靶基因［１４］。
因大米、玉米、小麦、高粱、大麦最为常见且具有代

表性，故本研究选择该 ５ 种谷物成分进行通用性检

测。 经试验证实，该引物探针体系对该 ５ 种谷物都

具有较好的扩增，但对市场上奶制品标签中常被标

识的主成分牛奶、羊奶以及其他常见添加物香蕉、
红枣、菠萝、草莓、西红柿、花生、大豆等动植物源性

成分无交叉扩增，表现出较好的相对特异性。 进一

步经灵敏度试验和实用性检测验证，本研究建立的

引物探针体系灵敏度高，对小麦提取的纯 ＤＮＡ 检出

限为 ０􀆰 ０１ ｎｇ，对模拟奶制品中 ５ 种谷物成分的检出

限均为 ０􀆰 ５％ 质量分数。 本方法实用性强，在对市

售奶制品的检测中，该体系只对含谷物源性成分的

奶制品样品出现阳性扩增，而对其他不含谷物源性

成分的样品均无阳性扩增，且检测结果均与其食品

标签相符。 因此，本研究建立的 Ｔａｑｍａｎ 实时荧光

ＰＣＲ 体系具有通用、相对特异、灵敏、实用等优点，
可用于奶制品中掺加谷物源性成分的快速定性检

测，为市场监督部门和检验检疫部门防范相关食品

掺假提供技术手段。
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