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摘要!目的!建立双重实时荧光定量
ODV

检测橙汁饮料

中橙与橘成分的方法#方法!通过设计和筛选橙"橘成分

的引物和探针!检测水果寻找橙和橘的荧光扩增规律!利

用橙和橘在
FTC

(

X6D

两个荧光通道上的比值差异来判

定橙"橘成分#采用模拟橙汁掺杂柑橘汁试验验证方法

检测的最低掺杂比例!对市售橙汁饮料进行检验来验证

方法可行性#结果!纯橙水果在
FTC

和
X6D

两通道均

有荧光扩增曲线!

FTC

(

X6D

通道荧光比值在
$3*j$3'

的

范围内!而纯橘水果仅在
FTC

通道有很强的荧光扩增曲

线#模拟掺杂试验中!可以检测出橙汁中掺有
"$̂

及以

上的柑橘汁#结论!该方法能够检测橙汁饮料中的橙和

橘成分!可用于市售橙汁饮料的鉴伪#

关键词!橙汁饮料$橙橘成分$双重实时荧光定量
ODV

$荧

光比值
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随着人们生活水平的提高%果汁的需求量和消费量

逐年增加%果汁掺假事件也频繁发生&据统计,

"

-

%世界上

约有
%$̂

%

#$̂

的果汁饮料存在不同程度的掺假现象&

消费者很难通过外观*口感识别这些虚假标识*高价果汁

掺杂低价果汁等的掺假果汁饮料&橙汁是国际上消费最

广的果汁之一%其销量占全球果汁销量的
*$̂

以上,

'

-

&

但由于市面上橙类的价格要普遍高于橘类%存在部分不

法商贩向橙汁中掺杂橘汁的行为&

目前中国对橙汁的鉴别标准有
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.绿色食品橙汁和浓缩橙汁/*

\Y

(

K"'"&!

'

'$$#

.饮料通

用分析方法/*
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.橙汁及橙汁饮料/*
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.浓缩橙汁/%但均是通过感官和一些

常规的理化指标来鉴别橙汁&为此%国内外学者研究了

多种橙汁品质鉴别的方法%如"

"

理化鉴别!测定糖,

!N&

-

*

有机酸,

*

-

*氨基酸,

%

-等#$

#

特定有机物鉴别!测定果胶*

黄酮类物质,

1

-等#$

$

无机物鉴别!测定稳定同位素,

#N)

-

等#$

)

利用先进的设备测定特定成分鉴别!如液相色

谱,

"$N""

-

*电感耦合等离子体质谱,

"'

-

*电子舌,

"!

-等#&但

由于水果成分易受品种*产地*季节*环境等因素的影响%

以及果汁中掺杂的其他化学成分%给化学成分鉴定造成

了困难,
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-
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随着分子生物技术的发展%常规
ODV

*实时荧光

ODV

*

RUT

条形码等分子生物学方法已经被应用到果汁

真伪鉴别中%如"

U

?

等,

"*

-利用分子生物学方法鉴定鲜榨

和还原橙汁$梁宇斌等,

"%

-建立了果汁中柑橘属植物成分

的
MWY\=<<7

实时荧光
ODV

检测方法$刘伟红等,

"1

-建立

了柑橘属植物成分的普通
ODV

检测方法等&以上学者

的研究均基于单一水果品种的靶向检测%未能区分柑橘

属植物成分中的橙和橘成分%在果汁鉴伪中未能鉴别是

否是高价果汁掺杂低价果汁&

试验拟设计并筛选橙*橘成分检测引物*探针%并建

立双重实时荧光定量
ODV

的方法检测橙汁饮料中的橙

与橘成分%以期实现橙汁饮料中橙和橘成分的检测&

"

!

材料与方法
"3"

!

材料与试剂

"3"3"

!

样品

美国新奇士*印度伦晚脐橙*埃及橙*南非夏橙*广西

砂糖橘*云南丑柑*柑橘*沃柑*黑加仑*红树莓*黄树莓*

黄桃*蓝莓*葡萄鲜果及橙汁饮料!如表
"

所示#"京东

超市&

"3"3'

!

主要试剂

深加工食品
RUT

提取试剂盒"北京天根生化科技有

限公司$

异丙醇"分析纯%东莞市嘉诚化工有限公司$

无水乙醇"分析纯%佛山月月红化工有限公司$

'lMJ

;

<=V<.0O=<C/L

!

O=5I<

#"北京天根生化科技

有限公司$

液氮"广州盛盈化工有限公司&
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!

仪器与设备

生物安全柜"

"!1)

型%赛默飞世尔科技!中国#有限

公司$

!!

涡旋混匀器"

CM

型%德国
6eT

公司$

台式离心机"

D<78=/>J

?

<*&!$

型%德国艾本德股份

公司$

冷冻离心机"

M8=.85:

型%赛默飞世尔科技!中国#有限

公司$
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橙汁饮料信息
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样品 成分信息 果汁含量(
^

橙汁饮料
"

浓缩橙汁
"$$

橙汁饮料
'

浓缩橙汁
"$$

橙汁饮料
!

浓缩橙汁
"$$

橙汁饮料
&

浓缩橙汁
"$$

都乐橙汁 浓缩橙汁
"$$

汇源橙汁 浓缩橙汁
"$$

良珍橙汁 浓缩橙汁
"$$

G.7.

橙子果汁饮料 浓缩橙汁
%

*$

酷儿橙汁饮料 浓缩橙汁
%

"$

美汁源果粒橙 浓缩橙汁
%

"$

粒粒橙 浓缩橙汁
_

柑橘粒
%

"$

咸柑橘水果饮料
"

柑橘汁
%

"$

咸柑橘水果饮料
'

柑橘汁
%

"$

芒果混合汁饮料 芒果汁
%

*$

蓝莓汁饮料 蓝莓汁
%

*$

桑果汁饮料 桑葚汁
%

'$

!!

恒温孵育装置"

6eTF'3$

型%德国
6eT

公司$

微量核酸蛋白测定仪"

U.75

型%日本岛津公司$

超低温冰箱"

Y/5O0J:VF)!$

型%丹麦
\VTC

公司$

实时荧光
ODV

仪"

fJ.78M8JG/5%F0<L

型%赛默飞世

尔科技!中国#有限公司&

"3!

!

方法

"3!3"

!

实时荧光定量
ODV

扩增产物合成
!

实时荧光定

量
ODV

扩增引物和探针如表
'

所示%均由生工生物工程

!上海#股份有限公司合成&

"3!3'

!

RUT

提取

!

"

#水果样品前处理"取适量水果放入洁净的预先预

冷的研钵中%加入适量的液氮进行研磨%反复重复此步骤

至样品被研磨成粉末状态%迅速将样品移至预冷离心管

中&不同水果之间的前处理要避免交叉污染%处理后的

样品存放于超低温冰箱中备用&

!

'

#果汁饮料前处理"取适量混匀后的果汁饮料于

*$ -Q

离 心 管 中%

& i

冷 冻 离 心
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%

"$$$$=
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#%弃上清%留沉淀或底部浊汁备用&

!

!

#

RUT

提取"优化试剂盒法&

"

取经过前处理后

的水果样品约
*$$

%

1$$-

?

*果汁饮料约
"-Q

于离心管

中%加入异丙醇
"-Q

%混匀后在室温放置
"$-/7

%随后放

入离心机于
"'$$$=

(

-/7

离心
"$-/7

%弃上清%重复此步

骤
"

次$

#

加 入
*$$

&

Q

缓 冲 液
\CE"

和
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&

Q
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!

'$-

?

(

&

Q

#%旋涡振荡
"-/7

%混合均匀$

$

在
*%i

恒温条件下孵育
!9

%孵育过程每隔
"*-/7

振

荡混合$

)

加入
'$$

&

Q

缓冲液
\CE'

%充分混匀%涡旋振

'(

"

X503!1

"
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陈茵茵等!橙汁饮料中橙与橘成分双重实时荧光定量
ODV

检测技术



荡
"-/7

后%室温静置约
"$-/7

$

1

"'$$$=

(

-/7

离心

*-/7

%并将上清液转移至洁净无菌离心管中$

2

向上清

液中加入
$31

倍体积的异丙醇%混合均匀%置于
N'$i

冰

箱内静止
!$-/7

%

"'$$$=

(

-/7

离心
*-/7

%弃上清%保存

沉淀$

3

向沉淀物加入
1$$

&

Q1$̂

乙醇%混合均匀%静止

"$-/7

%

"'$$$=

(

-/7

离心
*-/7

%弃上清液%重复此步骤

"

次$

4

打开离心管管盖%在室温条件下放置
*

%

"$-/7

%

直至彻底晾干离心管中残余的乙醇$

5

加入
*$

%

"$$

&

Q

的洗脱缓冲液
K+

%旋涡振荡
"-/7

%最终得到
RUT

溶液&

"3!3!

!

RUT

提取效果验证

!

"

#纯度验证"利用
U.75

核酸蛋白分析仪对提取的

各个基因组
RUT

纯度!

ER

'%$7-

(

ER

'#$7-

#以及各自的浓

度进行测定%识别
RUT

提取过程是否受到污染&

!

'

#可扩增性验证"参照
MU

(

K"'$&

'

'$"%

.植物及

其加工产品中转基因成分实时荧光
ODV

定性检验方法/

对所提取的
RUT

样品进行检测%以确定所提取
RUT

样

品的可扩增性&所使用的引物和探针见表
!

%反应体系见

表
&

%反应程序见表
*

&

"3!3&

!

V''

引物*探针通用性和特异性验证
!

使用美国

新奇士*印度伦晚脐橙*埃及橙*南非夏橙*广西砂糖橘*

云南丑柑*柑橘*沃柑
#

种柑橘属植物作为验证样品%无

菌超纯水为空白对照%验证
V''

引物和探针对扩增柑橘

属植物的通用性&使用黑加仑*红树莓*黄树莓*黄桃*葡

萄*蓝莓
%

种常见的非柑橘属水果作为验证样品%砂糖橘

表
'

!

引物和探针

K.I0<'

!

O=/-<=:.7G

;

=5I<:

引物(探针名称 序列

上游引物
V'',F *

2

,TTDK\TKTTT\\TT\T\T\T\T\T\\,!

2

下游引物
V'',V *

2

,D\KTKK\K\K\K\K\KK\TKKKK\T\KKT\KKT\,!

2

V''FTC

探针
*

2

,FTC,D\DK\D\KTKTDDTKT\TKKT\KTKDTKT\T,C\Y,!

2

V''X6D

探针
*

2

,X6D,D\DK\D\KTKTKTKDTKT\DKKT,C\Y,!

2

表
!

!

植物通用引物和探针

K.I0<!

!

\<7<=.0

;

=/-<=:.7G

;

=5I<:>5=

;

0.78:

目的基因 引物(探针名称 序列

真核生物
"#M=VUT

基因

上游引物
*h,DDK\T\TTTD\\DKTDDTK,!h

下游引物
*h,D\K\KDT\\TKK\\\KTTK,!h

探针
!!

*h

!

FTC

#

,K\D\D\DDK\DK\DDKKDDK,

!

YPf6

#

,!h

表
&

!

ODV

扩增反应体系

K.I0<&

!

ODV=<.48/57:

H

:8<-

试剂 浓度 添加量(
&

Q

'LMJ

;

<=V<.0O=<C/L

(

"'3*

上游引物
"$

&

-5Q

(

Q $3&

下游引物
"$

&

-5Q

(

Q $3&

探针
"$

&

-5Q

(

Q $3'

RUT !$

%

"$$7

?

(

&

Q '3$

GGP

'

E

)3*

合计
'*3$

(((((((((((((((((((((

表
*

!

ODV

扩增反应程序

K.I0<*

!

O=54<GJ=<5>ODV.-

;

0/>/4.8/57

温度(
i

时间(
:

循环数

*$ "'$

)* %$$

)* "*

%$ %$
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合的果汁进行
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提取和双重实时荧光
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扩增

试验&
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双重实时荧光
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法可行性验证
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对市售饮料
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提取和双重实时荧光
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扩增检测%验证双

重实时荧光
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引物和探针对橙和
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图
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围内&

使用橙类的其他栽培品种!伦晚脐橙*埃及橙*南非

夏橙#和橘类的其他栽培品种!云南丑柑*柑橘*沃柑#验

证
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引物和探针的通用性%结果见图
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如图
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#所示%橙类的其他栽培种样品的荧光扩增
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通
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表
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橙类和柑橘类其他栽培品种的荧光扩增曲线结果
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种非柑橘属水果的实时荧光
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扩增结

果均为阴性%说明
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引物和探针对非柑橘属类水果无

扩增性%具有较好的特异性&
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橙汁掺杂橘汁的模拟试验

为确定
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提取后使

用
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通
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行
RUT

提取和荧光
ODV

扩增%结果见图
%

*图
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和表
"$

&

由图
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和表
"$

可知%
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种仅含有橙汁成分的饮料均
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荧光值

FTC

通道
X6D

通道

FTC

(

X6D
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荧光扩增曲线%
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%检测成分均与标签标明的成分

信息一致$其他非橙汁饮料无荧光扩增现象&说明所建

立的双重荧光定量
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方法能够检测市售饮料中的橙

和橘成分%适用于市售橙汁饮料的鉴伪&
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结论
试验研究的双重实时荧光定量
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法%在同一反应

体系中%加入双引物和双探针%同时检测两个目的基因%

实现一管多检%省时省力%大大提高了检验的时效性&该

法使用通道荧光比值判断橙和橘成分%当
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