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摘要:目的:为食品监管部门有效检测食品中大豆、小麦

过敏原提供技术支撑.方法:分别依据小麦醇溶蛋白基

因及大豆Lectin 基因为模板设计并创建TaqMan探针双

重荧光PCR方法,大豆Lectin 基因检测采用FAM 标记,
小麦醇溶蛋白基因检测采用 HEX标记,同时以真核生物

１８SrRNA作为内参基因确保检测体系的有效性.结果:
所创建的实时多重TaqMan探针 PCR体系对大豆、小麦

过敏原之外的物种成分无荧光扩增;大豆、小麦混合样品

的检出限均能达到０．０１％(质量分数).结论:所创建的

实时多重TaqMan探针PCR体系针对大豆、小麦过敏原

有高特异性,可用于食品中过敏原大豆、小麦成分的同步

快速检测.
关键词:实时荧光聚合酶链反应;食品过敏原;大豆;小麦

Abstract:Objective:AmultiplexfluorescencePCRmethodbased

onTaqManprobewasdevelopedforsimultaneousdetectionof

soybeanandwheatallergensinfood．Methods:TaqManprobe

dualPCR wasdesignedandestablishedbasedonwheatgliadin

geneandsoybeanlectingene,respectively．ThesoybeanLectin

genewasdetectedwithFAM marker,andthewheatgliadingene

wasdetectedwith HEX marker．Moreover,theeukaryotic１８S

rRNAwasusedasinternalreferencegenetoensuretheeffectiveＧ

nessofthedetectionsystem．Results:Themultiplexfluorescence

PCRmethodfordetectionofsoybeanandwheatallergenscreated

inthisstudyhadnocrossＧreactiontoingredientsotherorganisms

showingstrongspecificity．Thedetectionlimitofsoybeanand

wheatmixturewasupto０．０１％(massratio),andthedetection

sensitivitywashigh．Conclusion:TheestablishedTaqManprobe

realＧtimemultiplexdetectionsystemforsoybeanandwheatallerＧ

gens has the characteristics of good specificity and high

sensitivity,which can be used for simultaneous and rapid

detectionofsoybeanandwheatallergensinfood．

Keywords: realＧtime fluorescence PCR; food allergens;

soybean;wheat

近年来,食品过敏事件的报道处于上升趋势[１],这不

但与社会的工业化有关,也与检测、医疗技术的提升有密

切关系.过敏原对于正常消费者来说是一种无危害的营

养物质,但对于过敏患者来说是一种可能危及生命的物

质,食品过敏原的管理和检测无疑成为食品安全的热点

问题之一[２].

对食源性过敏原的检测研究主要从两个领域入手:对
过敏原蛋白以及物种的特异性核酸片段[３－６]进行检测.基

于过敏原蛋白特异性反应的检测方法主要有酶联免疫

(ELISA)法[７－８]、试纸条法[９]和蛋白芯片法[１０]等.ELISA
法和试纸条法操作简便,且方法的灵敏度高,目前已被许

多国家接受成为标准方法,市场上也有比较成熟的商品化

试剂盒产品.然而,该方法通常只能检测一种过敏原,由
于抗体生产的批间稳定性差,常产生交叉反应,容易导致

假阳性结果[１１].另外,在食品加工蛋白质提取过程中会使

蛋白质变性,影响抗体对抗原蛋白的特异性安静结合能

力,使得该法检测能力下降,甚至是假阴性结果[１２].蛋白

质的非免疫检测技术还包括液相色谱(HPLC)[１３]、毛细管

电泳[１４－１５]等技术,但由于分离度不佳、无商品化标准品、

灵敏度差等问题,极少被应用于过敏原的检测工作中.

由于 DNA在各种生物样本中的高度稳定性,基于核

酸的检测方法更有优势[１６－１８].基于目的基因检测的方

法有经典PCR 法[１９－２０]、多重 PCR 法[２１]、环介导等温扩

增技术[２２－２３]以及基因芯片技术.然而,经典PCR技术一
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个反应体系只能检测单一基因,检测通量低,后期还需要

电泳来区分核酸片段,对于大小相近的片段检测容易产

生误差.多重PCR技术虽可同时扩增多重靶标,但同样

需要进行电泳检测.基因芯片技术是将多个不连续的样

品分析过程集成到一个芯片中,实现了高通量和微量化,
但检测仪器昂贵,且对检测人员要求较高[２４－２６].研究拟

建立一种能实时同步检测食品中大豆、小麦过敏原的

TaqMan探针双重荧光 PCR检测方法,以期为食品监管

部门有效管理过敏原标识提供技术支撑.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

ABITaqManUniversalPCRmastermix:赛默飞世尔

科技(中国)有限公司;
引物以及TaqMan荧光探针:生工(上海)生物工程

股份有限公司;

DP３０４基因组DNA提取试剂盒:天根生化科技公司;
植物基因组 DNA提取试剂盒:天根生化科技公司;
无 DNA酶水:QIAGEN公司;
无水乙醇:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;
大豆、小米、红豆、玉米、水稻、大麦:大润发超市.

１．２　仪器与设备

高速冷冻离心机:SorvallST８R 型,ThermoFisher
Scientific公司;

微量核酸测定仪:Epoch型,美国伯腾公司;
实时荧光PCR仪:ABI７５００型,美国 ABI公司;
金属干式恒温仪:MKＧ１０型,杭州奥盛公司;
组织研磨器套装:OSEＧY３０型,天根生化科技有限

公司;
恒温水浴锅:WNB４５型,美墨尔特(上海)贸易有限

公司.

１．３　试验方法

１．３．１　基因组 DNA模板制备　使用组织研磨器对大豆、

小米、红豆、玉米、水稻、大麦等样品进行均质处理,分别

过８０目筛备用;为避免不同样品间的交叉污染,不同的

样品的处理物品不通用.按照植物基因组 DNA 提取试

剂盒要求进行核酸提取,利用 Epoch微量核酸测定仪测

定提取 DNA的纯度,DNA 的纯度 OD２６０nm/OD２８０nm比率

在１．７和２．０之间满足要求;利用 Qbit测定仪测定浓度,

根据使用情况,对核酸样本进行分装和保存.

１．３．２　特异性引物、探针的设计与合成　从 Genbank数

据库中搜索获得大豆、小麦成分的特异性核酸序列,通过

软件 Meglign比对分析相近物种基因序列,选取匹配度

低、差异大的序列片段,使用 PrimerExpress３．０ 以及

PrimerBlast等软件工具设计获得针对大豆、小麦成分基

因的引物和不同荧光标记的探针序列,并进行特异性理

论值的验证.同时,以真核生物１８SrRNA作为内参照基

因确保试验的有效性,内参基因引物探针设计来源于任

易婕等[２７]的相关研究.

１．３．３　多重实时荧光PCR检测　采用２５μL扩增反应体

系,反应液中包含１３μLTaqManPCR mastermix、１μL
上游引物(１０μmol/L)、１μL下游引物(１０μmol/L)、１μL
荧光 标 记 探 针 (１０ μmol/L)以 及 ３ μL 模 板 DNA
(４０ng/mL).

反应循环参数:５０ ℃,２ min;９５ ℃,１０ min;９５ ℃,

１５s,６０℃,１min,４０个循环反应,试验于 ABI７５００型实

时荧光PCR仪上进行.

１．３．４　特异性检测　按照 DNA 提取试剂盒说明书上的

步骤分别提取大豆、小米、红豆、玉米、水稻、大麦以及花

生等样品的核酸,核酸质量浓度控制在５０ng/μL左右,

为确保试验过程的有效性,多重体系中添加了真核生物

１８SrRNA作为内参基因.按照１．３．３中体系要求进行扩

增反应,扩增完成后根据每个体系中模板 DNA的扩增曲

线和临界循环值(Ct值)来确定所设计的多重荧光体系的

特异性.

表１　试验引物探针序列†

Table１　Probesandprimersoftest

物种 引物、探针序列 目标基因

内参

F:５＇ＧAGCCTGAGAAACGGCTACCＧ３＇

R:５＇ＧTGCTGGCACCAGACTTGCＧ３＇

P:５＇ＧCY５ＧTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTＧ３＇

真核生物

１８SrRNA

小麦

F:５＇ＧGCAGCAATGCAAACCTGTGTＧ３＇

R:５＇ＧCACTTGGCAATCGCTTTGTGＧ３＇

P:５＇ＧFAMＧACTGGTGTCATCCCTCTGGTCAATGATCTGＧ３d

醇溶蛋白

大豆

F:５＇ＧCTCTACTCCACCCCCATCCAＧ３＇

R:５＇ＧGAAGGAAGCGGCGAAGCTＧ３＇

P:５＇ＧHEXＧTGGGACAAAGAAACCGGTAGCGTTGCＧ３＇

Lectin

　　　　　　　　　　†　F代表上游引物,R代表下游引物,P代表探针.
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１．３．５　体系灵敏度检测　按照１．３．１方法提取纯大豆及

小麦 DNA,用不含 DNA酶的无菌蒸馏水稀释核酸样本,
核酸质量浓度为１０．０００~０．００１ng/μL.按照１．３．３中检

测体系和反应参数进行测试,确定该多重体系对于大豆

及小麦 DNA的核酸水平最低检测限.
为了进一步检测 TaqMan探针多重荧光 PCR 检测

系统的抗干扰能力,拟制备不同质量比的混合样进行测

定.首先,将均质粉碎后的小米、红豆、玉米、水稻以及花

生这几种常见谷物按照质量比１∶１∶１∶１∶１混合,作
为检测的干扰样品.然后,根据表２和表３所示比例,分
别将大豆和小麦与干扰样品进行混合,作为检测用模拟

混合样品.采用 TaqMan探针的多重实时荧光 PCR 法

测定混合样品检测体系的检出限.

１．３．６　市售食品样品中大豆、小麦过敏原检测　进一步

测试所建体系对加工样品的检测能力,对１０种常见市售

谷物食品(表４)进行大豆、小麦过敏原检测.

２　结果与分析

２．１　特异性试验

由图 １ 可 知,建 立 的 实 时 荧 光 PCR 方 法 对 １８S
rRNA内参基因均有明显的扩增信号.内参照基因的有

效扩增,说明所建方法的反应过程运行正常.

表２　大豆模拟DNA混合样品

Table２　DNA mixturesamplesofsoybean
％

编号 大豆 干扰样品

A １０．００ ９０．００

B ５．００ ９５．００

C １．００ ９９．００

D ０．１０ ９９．９０

E ０．０１ ９９．９９

表３　小麦模拟DNA混合样品

Table３　DNA mixturesamplesofwheat
％

编号 小麦 干扰样品

F １０．００ ９０．００

G ５．００ ９５．００

H １．００ ９９．００

I ０．１０ ９９．９０

J ０．０１ ９９．９９

表４　市售加工食品信息表

Table４　Commerciallyavailableprocessedfoodinformationsheet

编号 样品名称 主要成分信息 有无过敏原标识

１ 津味锅巴　　 大米粉、玉米粉、小麦粉、淀粉等 无

２ 青稞麦　　　 小麦、植物油、芝麻、青稞、花生等 有(小麦、青稞、花生、芝麻)

３ 紫薯味豆浆粉 豆粉、紫薯全粉等 有(大豆及其制品)

４ 豆奶　　　　 水、大豆等 无

５ 牛奶香脆饼干 小麦粉、食用植物油、维生素、食品添加剂等 有(小麦和乳制品)

６ 红枣豆奶　　 水、大豆、红枣浓缩汁等 无

７ 蛋白粉　　　 大豆分离蛋白、浓缩乳清蛋白、大豆磷脂 无

８ 蒸蛋糕　　　 小麦粉、白砂糖、鲜鸡蛋、乳粉等 无

９ 素香肠　　　 大豆分离蛋白、淀粉、水等 无

１０ 蛋白肉　　　 大豆分离蛋白、低温豆粕、小麦粉、大豆浓缩蛋白 无

图１　７个测试样品１８SrRNA扩增结果

Figure１　Amplificationof１８SrRNAfrom
７testsamples

　　大豆过敏原成分检测体系采用FAM 荧光标记,小麦

过敏原成分采用 HEX荧光标记,由图２(a)可知,在FAM
荧光通道上,建立的方法仅对大豆样本有明显的扩增反

应,其他样本如小米、红豆、玉米等均未检测到荧光信号.
由图２(b)可知,在 HEX荧光通道上,建立的方法仅对小

麦样品有明显的扩增信号,其他样品均未检测到荧光

信号.

　　综上,所建立的方法可特异性检测出大豆和小麦过

敏原.

２．２　灵敏度试验

大豆和 小 麦 过 敏 原 DNA 模 板 质 量 浓 度 分 别 为

１０．０００,１．０００,０．１００,０．０１０,０．００５,０．００１ng/μL.

　　由 图 ３(a)可 知,大 豆 过 敏 原 DNA 质 量 浓 度 为

１６
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０．０１ng/μL 时,Ct值为２９．１＜３５．０,且扩增曲线呈典型

“S”型,说明该反应体系检测大豆过敏原的最低限度为

０．０１ng/μLDNA 浓度.由图３(b)可知,在０．０１ng/μL
DNA模板浓度下,小麦过敏原 Ct值为２９．４＜３５．０,扩增

曲线呈典型“S”型,说明该反应体系检测小麦过敏原的最

低限度为０．０１ng/μLDNA浓度.因此,在保证特异性的

前提下,TaqMan探针多荧光 PCR系统对大豆和小麦中

过敏原 DNA的最低核酸水平检测限均为０．０３ng.

图２　特异性检测结果

Figure２　Specifictestresults

图３　灵敏度检测

Figure３　Thesensitivitydetections

２．３　抗干扰试验

根据１．３．３的体系条件对表２及表３中模拟样本A~
J进行测定,每个样品做３个平行,样品核酸浓度选定在

４０ng/mL 左 右,检 测 结 果 见 表 ５.从 表 ５ 可 以 看 出,

１０．００％~０．０１％的大豆和小麦模拟样品均获得成功扩

增,Ct值分别为３３．２３,３２．５８,均＜３５．０.结果说明,所建

立的混合检测检测体系均能对混样给出正确判断,抗干

扰性号,对大豆和小麦过敏原成分可达到０．０１％质量水

平的检测限.

２．４　市售加工样品检测

采用自建的双重荧光 PCR方法对市售的１０批次加

工食品进行了大豆、小麦过敏原检测.由表６可知,内参

基因通道扩增正常,Ct值均＜３５．０,说明反应过程正常运

行,检测体系对加工食品适应良好.编号１、２、５、８以及

１０号样品检出小麦成分,而３、４、６、７、９以及１０号样品检

出大豆成分,检测结果与样品的标签成分相符,说明所建

方法适用于加工食品.

３　结论
建 立了一种基于TaqMan探针双重荧光PCR的检

表５　混合样品检测结果†

Table５　TheresultofDNA mixturesamples

检测体系 样品编号 目标质量比/％ 平均Ct值 结果判定

大豆

过敏原

A １０．００ ２３．９２±０．１１ ＋

B ５．００ ２４．７６±０．０７ ＋

C １．００ ２６．７９±０．０７ ＋

D ０．１０ ２９．８２±０．１９ ＋

E ０．０１ ３３．２３±０．０６ ＋

小麦

过敏原

F １０．００ ２４．１４±０．０８ ＋

G ５．００ ２５．３７±０．１８ ＋

H １．００ ２６．８０±０．０３ ＋

I ０．１０ ２８．７９±０．０８ ＋

J ０．０１ ３２．５８±０．０５ ＋

　†　“＋”代表检出,“－”代表未检出.
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表６　市售加工食品检测结果

Table６　Testresultsofcommerciallyavailable

processedfood

编号 大豆成分Ct值 小麦成分Ct值 内参基因

１ ＞３５．００ ２２．５６ ２８．１１

２ ＞３５．００ ２４．１８ ２６．８４

３ ２０．７６ ＞３５．００ ２８．５６

４ ２２．８６ ＞３５．００ ２６．４６

５ ＞３５．００ ２４．２５ ２７．０５

６ ２３．５５ ＞３５．００ ２４．８８

７ １９．３５ ＞３５．００ ２６．４１

８ ＞３５．００ １９．７５ ２７．４５

９ ２４．３３ ＞３５．００ ２６．８８

１０ ２５．６３ ２４．８８ ２９．１１

测方法,通过在同一反应管内设置内参照基因和两种目

标基因进行同步扩增,实现食品中大豆和小麦过敏原的

同时检测.所建立的方法仅对大豆和小麦过敏原 DNA
有特异性的扩增,最低检测限为０．０３ng,在混合样品的检

测中也表现出很好的抗干扰能力.相较于传统的酶联免

疫等抗体检测方法,更适用于大批量样品的多成分同步

筛选.相较于基因芯片等技术,操作简便,使用成本低.

该法可以为其他过敏原成分的检测提供参考,适用于大

批量样品的筛查,具有一定的推广价值,为食品过敏原监

管提供有效依据.
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