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4 种植物源性成分多重real-time PCR检测方法的
建立及其在食用淀粉中的应用

范 维，高晓月，董雨馨，刘虹宇，李贺楠，赵文涛，郭文萍*
（中国肉类食品综合研究中心，北京食品科学研究院，北京 100068）

摘  要：建立一种可同时快速检测红薯、木薯、马铃薯、玉米源性成分的多重实时聚合酶链式反应（real-time 

polymerase chain reaction，real-time PCR）方法。分别以红薯g3pdh基因、木薯g3pdh基因、马铃薯UGPase基因、玉

米zSSIIb基因为靶基因设计特异性引物和TaqMan探针，以18S rRNA基因为内参基因，建立多重real-time PCR方法，

开展方法学验证，并对不同掺入比例模拟样品和实际淀粉样品进行检测。结果显示，该方法具有高通量、特异性

强、灵敏度高等优点。与15 种非目标源性均无交叉反应；对目标DNA的检测灵敏度可达到3×10－3 ng/μL，且具有

良好的线性关系和扩增效率；对淀粉样品的检出限可达0.1%，对50 份实际样品进行检测，结果与参比方法一致，

说明建立的多重real-time PCR法可用于食用淀粉种类掺假鉴别检测。
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Establishment of a Multiplex Real-Time PCR Method for Detection of Four Plant-Derived Components and Its 

Application to Edible Starches

FAN Wei, GAO Xiaoyue, DONG Yuxin, LIU Hongyu, LI Henan, ZHAO Wentao, GUO Wenping*
(China Meat Research Center, Beijing Academy of Food Sciences, Beijing 100068, China)

Abstract: A multiplex real-time polymerase chain reaction (PCR) method for simultaneous and rapid detection of 

components derived from sweet potato, cassava, potato, and corn was established. The g3pdhs gene of sweet potato and 

cassava, the UGPase gene of potato and the zSSIIb gene of corn were used as target genes to design specific primers and 

TaqMan probe, and the 18S rRNA gene was used as the internal reference gene. Methodological validation was performed, 

and the proposed method was applied to simulated samples with different mixing ratios and actual starch samples. The 

results showed that this method was high-throughput, sensitive and specific. No cross-reaction was found with 15 non-

target sources. The detection sensitivity for template DNA was 3 × 10-3 ng/μL, and the proposed method had a good linear 

relationship and high amplification efficiency. The detection limit for edible starch samples was 0.1%. The results of the 

PCR method for 50 actual samples were consistent with those of the reference method, indicating that this method could be 

used for the detection of common adulterants in edible starches.
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淀粉一直是人们日常饮食中较为常见的食品。现

阶段的淀粉已经不局限于为人们日常烹饪所用，更是作

为一种工业原料在食品生产、化学化工领域得以广泛使 

用 [1-2]。目前，主要的淀粉种类有红薯淀粉、马铃薯淀

粉、玉米淀粉、木薯淀粉、小麦淀粉等[3]。由于各类淀

粉原料成本和加工工艺不同 [4-5]，使其在价格上存在明

显差异，加之不同淀粉颗粒的感官性状，物化指标较为

相近，消费者很难辨识，这就导致淀粉及其制品中蓄意

掺假的行为越发严重 [6-7]。这不仅给消费者带来利益损

失、干扰食品行业有序发展，更有甚者可引起食品安全 

问题 [8]。近些年，我国深化改革，大力加强食品安全

监管和检测技术支撑能力建设，并于2022年发布了

《“十四五”推动高质量发展的国家标准体系建设规

划》，力求通过落实“四个最严”要求，切实保障群

众“舌尖上的安全”。但是，目前针对淀粉中植物源

性成分鉴定，我国尚无现行有效的标准方法，存在标

准留白的情况。因此，亟需建立一种准确可靠、高通

量，且便于推广使用的淀粉种类掺假鉴别方法，为我

国标准体系进一步完善添砖加瓦。

目前，国内外对于淀粉种类掺假鉴别检测方法的

研究主要集中在近红外光谱 [9-10]、扫描电镜 [11-12]、高

光谱成像 [13-14]、傅里叶变换红外光谱 [15-16]等方法。如

Khamsopha[17]利用近红外高光谱成像技术对木薯淀粉中

常见的掺假成分进行鉴定；常云彩等[18]利用扫描电镜对

常见的19 种食用淀粉颗粒结构、基本特性以及掺假检测

方法进行了研究。这些方法主要是通过淀粉颗粒的性状

（如形态、结构等）来鉴别不同的淀粉，但在实际应用

中易受到品种、产地、加工方式的影响，也存在依赖昂

贵仪器设备、需建立复杂数学模型、对人员技术要求高

等问题[19-21]。相较之下，多重实时聚合酶链式反应（real-

time polymerase chain reaction，real-time PCR）技术是通

过分析物种基因水平上的差异鉴定其真实属性，具有高

通量，结果准确、可靠，不易受加工工艺和环境等因素

影响，仪器普及率高等优势[22]，可作为一种有效的淀粉

种类高通量鉴别标准方法在监管部门、中小型企业及一

般检测实验室得到推广使用。

当前，采用real-time PCR技术对淀粉中植物源性成

分进行鉴定的研究多集中在单重成分鉴定方面，如韩

建勋等[23]建立了一种可快速检测食用淀粉中木薯成分的

real-time PCR法；姚晓静等[24]利用real-time PCR技术对复

配粉中马铃薯成分进行了鉴定。对于利用多重TaqMan探

针real-time PCR技术同时检测木薯、红薯、马铃薯、玉米

源性成分的研究较少。因此，本研究旨在建立一种高通

量、快速、准确的木薯、红薯、马铃薯、玉米源性成分

多重TaqMan探针real-time PCR方法，使其可以应用于市

场上可食用淀粉及其制品的种类掺假鉴别，弥补目前标

准中的空缺，以期为监管部门开展食品安全掺假鉴别风

险监测提供强有力的技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

用于对照或模拟样品制备的27 种原料及原料制成

的淀粉由北京市食品质量监督检验三站提供，均为单一

成分，包括：红薯（烟薯25、普薯32、北京553）、木

薯（面包木薯、华南9号、华南6068）、马铃薯（中薯5

号、华薯1号、晋薯2号）、玉米（农华101、登海618、

京科968）、小麦、大麦、黑麦、荞麦、大米、薏米、小

米、芋头、山药、燕麦、莲藕、绿豆、红豆、黄豆、豌

豆及其淀粉。用于实际样品测定的50 份淀粉购自北京农

贸市场或超市。

深加工食品DNA提取试剂盒、多糖多酚植物基因

组DNA提取试剂盒、植物基因组DNA提取试剂盒（离

心柱型） 天根生化科技（北京）有限公司；2×PCR 

Premix Ex TaqTM 大连宝生物科技有限公司；引物、探

针合成 北京华大基因科技有限公司；试剂盒A：植物

定性检测红薯源性成分核酸检测试剂盒、试剂盒C：掺假

掺杂木薯源性成分检测试剂盒 广州双螺旋基因技术有

限公司；试剂盒B：红薯源性成分检测PCR试剂盒 上海 

雅吉生物科技有限公司；试剂盒D：木薯源性成分探针法

荧光定量PCR试剂盒 上海联迈生物技术有限公司。

1.2 仪器与设备

FTC-3000P型实时荧光PCR仪  加拿大Funglyn 

公司；微量核酸分析测定仪 美国BioTek公司；3-30K

台式高速冷冻离心机 德国Sigma公司；DK-80恒温金

属浴 上海一恒仪器有限公司；Thermostat plus振荡器  

赛默飞世尔科技有限公司；ZK系列小型高速万能粉碎机   

上海达平仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 引物与TaqMan探针设计

从GenBank上查找并下载红薯g3pdh基因（GenBank.

EF119215）、木薯g3pdh基因（GenBank.MK129037）、

马铃薯UGPase基因（GenBank.U20345）、玉米zSSIIb
基因（GenBank.AF019297）序列，参考近年文献发表

的相关序列，使用SnapGene软件进行序列比对，筛选出

种内保守、种间差异性区域片段，使用Primer Express和

Primer Premier 5.0软件设计引物探针，再通过SnapGene软

件检测引物和探针的可行性，具体序列见表1。植物内参

照引物及探针来自文献[25]。
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表 1 实验所用引物及TaqMan探针序列

Table 1 Primer and TaqMan probe sequences used in this study

源性 引物/探针名称 序列（5’-3’） 目的基因

红薯

H-F AAAACAAAAGCACGGCACTA

g3pdhH-R AGAGCGAGAGAGTAAGTTGAAG

H-探针 CY5-TCACACCTAACCCCCAGCA-BHQ2

马铃薯

Ma-F TTGGACATGTGAAGAGACGGA

UGPaseMa-R ACTCCTTCCTATCTAGAGTCATGT

Ma-探针 HEX-GAGGTGCGAGGTAATGGTGGTAGGGGGT-BHQ1

木薯

Mu-F TGAATTGATGTATACCAGTTTACCA

g3pdhMu-R GCCATTCCAGTCAATTTTCCG

Mu-探针 FAM-GATCTGCGTGAGTAATTTGTACAT-BHQ1

玉米

Y-F ATGCTAAGGCTGATGCAGC

zSSIIbY-R ACATTCAGAAGCCACCACGAC

Y-探针 ROX-CAGATGCGGCGGCGAGTGCTCCTTA-BHQ3

内参
基因

Nc-F TCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA

18S rRNANc-R AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTT

Nc-探针 HEX-CCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACC-BHQ1

1.3.2 样品前处理

鲜原料样品：去皮后用自来水进行简单冲洗，清洗

掉样品表面可能沾染的其他源性组织或细胞。取原料内

部组织，用清洗干净的剪刀、高速粉碎机等将其研磨成

糜（或粉）状。

淀粉样品：充分混匀后进行取样。不同源性的样品

使用不同的器具，防止交叉污染。

1.3.3 DNA提取方法选择

鲜原料样品：按照植物基因组DNA提取试剂盒（离

心柱型）说明书进行提取并测定DNA纯度。

淀粉样品：分别用深加工食品DNA提取试剂盒、多

糖多酚植物基因组DNA提取试剂盒、植物基因组DNA提

取试剂盒（离心柱型）对1.0 g淀粉进行提取，并用微量

核酸分析测定仪进行DNA质量评估，选出最适的淀粉样

品DNA提取方法。

DNA的OD260 nm/OD280 nm在1.8～2.0之间、OD260 nm/

OD230 nm在2.0～2.4之间，可用于DNA扩增。将提取出的

样品和对照DNA均稀释成30 ng/μL，作为扩增模板，置

于－20 ℃冰箱备用。

1.3.4 多重real-time PCR体系及扩增条件优化

多 重 反 应 体 系 为 5 0  μ L ： 2 5  μ L  2 × P C R 

Premix Ex Taq TM；红薯、马铃薯、木薯、玉米探针

（10 μmol/L）加入量在0.4、0.6、0.8、1.0 μL 4 个梯度内

调整；上、下游引物（10 μmol/L）加入量在0.6、0.8、

1.0 μL 3 个梯度内调整；DNA模板2.0 μL；根据引物探针

加入量补水至50 μL。依据控制变量法则，每次试验只设

一个变量，以扩增效率、特异性、灵敏度为考察依据，

确定最佳多重反应体系参数。

内参基因反应体系为 5 0  μ L： 2 5  μ L  2× P C R 

Premix  Ex  Taq TM；探针（10  μmol /L）1  μL；上、

下游引物（10 μmol/L）各1 μL；DNA模板2.0 μL， 

补水至50 μL。

扩增条件：95 ℃预变性10 min；95 ℃变性15 s，

58 ℃退火60 s，40 个循环，在每个循环退火阶段收集荧

光信号。

1.3.5 多重real-time PCR特异性及包容性实验

提取12 种目标原料（不同品种）和15 种非目标原料

的DNA，并以此为模板，进行红薯、木薯、马铃薯、玉

米源性成分的多重real-time PCR扩增，验证本方法的特异

性及包容性。

1.3.6 多重real-time PCR灵敏度实验

分别将4 种鲜原料提取出的DNA用TE缓冲溶液进行

10 倍系列梯度稀释至3×10－3 ng/μL，取同等稀释水平的

4 种DNA按等体积进行混合，以各稀释度混合后的DNA

为模板进行多重real-time PCR扩增，各稀释度进行3 次平

行，同时进行阴性和空白对照实验。以质量浓度的对数

为横坐标，Ct值为纵坐标制作标准曲线，并按下式计算

扩增效率，以此考察该方法的DNA灵敏度。

扩增效率/%＝（10－1/斜率－1）×100

1.3.7 多重real-time PCR检出限实验

1.3.7.1 不同掺入比例模拟样品制备

以红薯淀粉为本源，按5 个不同的质量比（0.01%、

0.1%、1%、10%、100%），分别向其中掺入木薯淀粉、

马铃薯淀粉和玉米淀粉。不同红薯淀粉掺入比例模拟样

品以小麦淀粉为本源。参照Chen Xiaoyu等[26]的方法进行

不同比例模拟样品的制备：使用高速破碎机将1 g木薯淀

粉与9 g红薯淀粉间歇性混合6 min，得到木薯淀粉添加量

为10%的样品（编码为A1）；从A1样品中取出1 g与9 g

红薯淀粉间歇性混合6 min，得到木薯淀粉添加量为1%

的样品（编码为A2）；从A2样品中取出1 g与9 g红薯淀

粉间歇性混合6 min，得到木薯淀粉添加量为0.1%的样品

（编码为A3），同样方法依次制备0.01%样品以及其他

源性混合样品。每个样品中两种淀粉的总质量为10 g，每

组混合样品设10 个平行。

1.3.7.2 检出限测定

取不同掺入比例混合后的淀粉样品各1.0 g进行DNA

提取，并采用本实验建立的多重real-time PCR方法进行检

测。根据≥95%置信水平法则[26]，在10 次平行实验中，

10 次结果均为检出的最低目标源性掺入量即为该目标源

性的检出限。

1.3.8 实际样品检测

从农贸市场或超市购买淀粉样品共计50 份，包括

红薯淀粉20 份（编号1～20）、木薯淀粉10份（编号

21～30）、马铃薯淀粉10 份（编号31～40）、玉米淀粉

10 份（编号41～50）。取混匀后的各样品1.0 g进行DNA

提取，之后采用建立的多重real-time PCR方法对红薯、木
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薯、马铃薯、玉米源性成分进行检测。同时用标准方法

SN/T 1198—2013《转基因成分检测 马铃薯检测方法》[27]

和SN/T 1196—2018《转基因成分检测 玉米检测方法》[28]

进行马铃薯和玉米源性结果验证；采用试剂盒A和试剂盒

B进行红薯源性结果验证；采用试剂盒C和试剂盒D进行

木薯源性结果验证。

1.3.9 结果判定

内参对照、阳性对照：荧光通道有荧光信号检出，

且出现典型的扩增曲线，Ct值≤35.0；空白对照、阴性对

照：荧光通道无荧光信号检出，相应Ct值＞40.0；样品判

定：荧光通道有荧光信号检出，相应Ct值≤40.0，判定为

阳性；荧光通道无荧光信号检出，相应Ct值＞40.0，判定

为阴性。

1.4 数据统计

数据以 ±s表示。用SPSS 22.0软件分析数据，测试

水平为α＝0.05，P＜0.05表示具有统计学意义。 

2 结果与分析

2.1 引物、TaqMan探针设计结果

使用SnapGene软件对红薯g3pdh基因（GenBank.

EF119215）、木薯g3pdh基因（GenBank.MK129037）、

马铃薯UGPase基因（GenBank.U20345）、玉米zSSIIb基因

（GenBank.AF019297）序列进行比对，并将设计的引物、

探针导入软件中，对其可行性进行分析，结果见图1。 

所设计的4 组引物、探针均可以在各自对应的靶基因序列

中搜索到，且均在序列差异性区域内。说明4 组引物探针

可以用于红薯、木薯、马铃薯、玉米4 种目标源性的特异

性检测。
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图 1 引物、TaqMan探针可行性分析

Fig. 1 Feasibility analysis of primers and TaqMan probes  

2.2 DNA提取方法选择结果

淀粉样品本身含有大量蛋白质、多糖等成分，且属

于经过粉碎、精制、干燥等加工过程的深加工食品[24]，

因而在DNA提取方面存在难度。为获得高质量的模板

DNA，本实验分别采用3 种试剂盒对其进行提取，并对

提取出的DNA质量进行评估。由表2可知，采用深加工

食品DNA提取试剂盒（试剂盒A）提取的DNA，其纯度

（OD260 nm/OD280 nm及OD260 nm/OD230 nm）满足real-time PCR

方法对于模板DNA的要求，且在相同取样量的条件下，

试剂盒A提取出的DNA质量浓度更高。

综上，选择深加工食品D N A提取试剂盒（试剂 

盒A）进行淀粉样品的DNA提取。

表 2 不同DNA提取试剂盒提取效果对比

Table 2 Comparison of efficiencies of different DNA extraction kits

试剂盒
质量浓度/
（ng/μL）

OD260 nm/
OD280 nm

OD260 nm/
OD230 nm

OD260 nm OD280 nm

试剂盒A 58.1 1.88 2.27 1.16 0.62

试剂盒B 35.4 1.86 1.93 0.71 0.38

试剂盒C 7.2 1.70 1.44 0.14 0.08

2.3 多重real-time PCR体系优化结果

以最高扩增效率、对非目标源性无交叉反应、

高灵敏度为考察依据，对引物探针加入量进行了筛

选和优化，确定最佳多重real-time PCR反应体系为：

25 μL 2×PCR Premix Ex TaqTM；红薯、马铃薯、木薯

探针（10 μmol/L）各0.8 μL，玉米探针（10 μmol/L）

1.0 μL；上、下游引物（10 μmol/L）各1.0 μL；DNA模板

2.0 μL，补水至50 μL。
2.4 多重real-time PCR特异性及包容性实验结果

表 3 方法特异性及包容性实验结果

Table 3 Specificity and inclusiveness of the proposed method

源性
检测结果（Ct值）

源性
检测结果（Ct值）

多重real-time PCR 内参对照 多重real-time PCR 内参对照

红薯（烟薯25） 24.72±0.39（CY5） 16.12±0.24 黑麦 — 17.53±0.39

红薯（普薯32） 25.69±0.64（CY5） 18.03±0.42 荞麦 — 15.61±0.13

红薯（北京553） 24.98±0.41（CY5） 16.76±0.10 大米 — 17.89±0.28

木薯（面包木薯） 22.99±0.37（FAM） 17.18±0.53 薏米 — 16.74±0.50

木薯（华南9号） 23.58±0.56（FAM） 16.60±0.36 小米 — 18.06±0.19

木薯（华南6068） 24.07±0.56（FAM） 17.95±0.19 芋头 — 16.78±0.38

马铃薯（中薯5号） 18.30±0.24（HEX） 15.96±0.23 山药 — 17.39±0.21

马铃薯（华薯1号） 18.65±0.66（HEX） 18.57±0.49 燕麦 — 18.42±0.24

马铃薯（晋薯2号） 19.37±0.37（HEX） 17.78±0.50 莲藕 — 16.93±0.45

玉米（农华101） 26.42±0.51（ROX） 18.64±0.21 绿豆 — 17.50±0.37

玉米（登海618） 25.98±0.48（ROX） 17.08±0.37 红豆 — 16.82±0.34

玉米（京科968） 25.77±0.30（ROX） 16.53±0.18 黄豆 — 18.77±0.23

小麦 — 17.30±0.34 豌豆 — 19.23±0.40

大麦 — 18.55±0.23 空白对照 — —

注：—.未检出Ct值，表5同。FAM.木薯源性对应通道；HEX.马铃薯源
性对应通道；ROX.玉米源性对应通道；CY5.红薯源性对应通道。
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“S型”曲线从左到右依次为：内参对照扩增曲线，以红薯为例（HEX通

道，粉色）、马铃薯源性扩增曲线（HEX通道，黄色）、木薯源性扩增曲

线（FAM通道，绿色）、红薯源性扩增曲线（CY5通道，棕色）、玉米源性

扩增曲线（ROX通道，蓝色）、非目标扩增曲线（阴性对照＋空白对照）。

图 2 引物、TaqMan探针特异性效果分析

Fig. 2 Specificity analysis of primers and TaqMan probes

通过12 种目标源性和15 种非目标源性的多重real-

time PCR检测结果发现（表3、图2），本实验开发的方

法对常见的红薯、木薯、马铃薯、玉米品种均可检出，

且当添加的DNA模板初始质量浓度为30 ng/μL时，非特

异性信号Ct值均大于40.0。由此可知，建立的四重体系具

有较好包容性，且对非目标源性无交叉反应。

2.5 多重real-time PCR灵敏度实验结果  

按1.3.6节方法进行标准曲线绘制，结果如图3所示。

4 种源性DNA在质量浓度范围3×101～3×10－3 ng/μL 

内具有良好的线性相关性。红薯源性标准曲线为 

y＝－3.063x＋27.695，R2＝0.991 4，扩增效率＝108.9%；木

薯源性标准曲线为y＝－3.042 6x＋27.772，R2＝0.995 6，扩

增效率＝110.2%；马铃薯源性标准曲线为y＝－3.242 3x＋ 

23.047，R2＝0.998 7，扩增效率＝99.5%；玉米源性标

准曲线为y＝－3.001 3x＋28.947，R2＝0.996 4，扩增效 

率＝113.7%。由此可知，本实验开发的多重real-time PCR

方法对目标DNA的检测灵敏度可达3×10－3 ng/μL，高于韩

建勋等[29]的研究。而当模板DNA质量浓度低于该质量浓度

时，仍有扩增，但不呈线性关系，且重复性和准确性差。
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图中“S型”曲线从左到右依次对应DNA质量浓度为3×101、3×100、

3×10－1、3×10－2、3×10－3 ng/μL；A. CY5通道扩增图和红薯源性标

准曲线；B. FAM通道扩增图和木薯源性标准曲线；C. HEX通道扩增

图和马铃薯源性标准曲线；D. ROX通道扩增图和玉米源性标准曲线。

图 3 4 种目标源性扩增曲线及标准曲线图

Fig. 3 Amplification curves and standard curves for four target  

plant sources

2.6 多重real-time PCR检出限实验结果

表 4 不同源性多重real-time PCR样品检出限结果

Table 4 Detection limits of the multiple real-time PCR for four 

adulterated plant sources

目标源性 掺入比例/% 平均Ct值 10 次平行实验检出次数

红薯

100 27.77±0.31 10

10 30.26±0.50 10

1 32.93±0.26 10

0.1 34.61±0.33 10

0.01 36.93±0.75 8

木薯

100 26.42±0.49 10

10 28.98±0.16 10

1 31.07±0.51 10

0.1 34.78±0.32 10

0.01 35.94±0.63 7

马铃薯

100 23.97±0.27 10

10 26.46±0.62 10

1 29.19±0.17 10

0.1 31.73±0.43 10

0.01 33.81±0.68 9

玉米

100 28.62±0.35 10

10 31.23±0.18 10

1 33.71±0.21 10

0.1 35.59±0.47 10

0.01 37.03±0.63 7

从表4可知，当掺入比例≥0.1%时，4 种目标源性

10 次平行实验的检出次数均可以达到10 次，满足不小于

95%置信区间的测试要求，表明该掺入比例可以检出且

实验的重复性较好；而当掺入比例为0.01%时，红薯、



※安全检测 食品科学 2024, Vol.45, No.01   215

木薯、马铃薯、玉米源性的检出次数分别为8、7、9、

7 次，存在未检出的情况，若以0.01%掺入量作为方法的

检出限，会造成假阴性结果的产生。综上，为了确保使

用本方法进行淀粉样品检测时的准确性，现规定本方法

对于淀粉样品的检出限为0.1%。该检出限低于姚晓静等[24] 

研究的2%及韩建勋[29]、Wang Deguo[30]等研究的1%。

2.7 实际样品检测结果

采用本实验建立的多重real-time PCR方法与参比方

法同时对50 份实际样品中的红薯、木薯、马铃薯、玉米

源性成分进行检测。其中马铃薯和玉米源性分别采用标

准方法SN/T 1198—2013[27]和SN/T 1196—2018[28]作为参

比方法；由于红薯和木薯源性没有对应的标准方法，因

此采用市售的2 种不同品牌的试剂盒作为参比方法。从 

表5可知，本方法与参比方法结果一致，均有7 个淀粉

样品检出含有与标签成分不符的其他源性成分，不合格

率为14%（7/50）。7 个不合格样品包括5 个红薯淀粉和

2 个马铃薯淀粉。其中5 个不合格红薯淀粉中有2 个只检

出了木薯源性，1 个只检出马铃薯源性，2 个既检出红薯

又检出木薯源性；2 个不合格马铃薯淀粉中有1 个只检出

木薯源性，1 个既检出马铃薯又检出木薯源性。综上可

知，两种方法的检测结果一致，说明所建方法结果准确

可靠；同时，检测4 种目标源性成分所用的时间仅为参比

方法的1/4，且检测成本远低于试剂盒法。因此，所建方

法可作为一种有效技术手段用于市售淀粉的种类掺假鉴

别检测。此外，通过不合格样品检测结果还发现，用木

薯淀粉代替或将木薯淀粉掺入到红薯淀粉、马铃薯淀粉

中是目前主要的掺假手段。

3 结 论

本研究通过筛选靶基因、对比目标区域片段、设

计特异性引物探针，建立了一种可同时对红薯、木薯、

马铃薯、玉米源性成分进行检测的四重TaqMan探针 

real-time PCR方法，实现同一体系同时扩增4 种目标源

性，达到了缩短检测时间、提高检测效率的目的。考

虑到淀粉是一类深加工食品，本研究选取的目标序列均

小于150 bp，可以有效防止因DNA降解造成的假阴性结 

果[31]。同时，还充分考虑了不同DNA提取试剂盒对淀粉

样品DNA提取质量的影响，为该方法的应用范围从鲜

原料进一步扩展到深加工淀粉制品提供研究基础。本方

法具有较强的特异性和包容性，对于常见的目标源性品

种均可检出，且与15 种非目标源性均无交叉反应。此

外，本方法还具有较高的灵敏度，可检测到质量浓度为

3×10－3 ng/μL的模板DNA，且对于淀粉样品的检出限可

达0.1%，满足目前各标准中对4 种目标源性检出限的要

求。用该方法对50 份实际淀粉样品进行检测，结果均与

参比方法一致，而用时仅为参比方法的1/4，且检测成本

远低于试剂盒方法。综上，本研究建立的四重TaqMan探

针real-time PCR方法可以作为一种有效的检测手段，应

用于市场上淀粉种类的真伪性鉴别，为完善标准体系建

设、打击非法掺假欺诈、规范市场秩序和保障人民食品

安全提供技术支持。
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