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浓缩苹果汁中扩展青霉菌实时 PCR
快速检测条件的优化
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[摘　要 ]　为了研究苹果汁生产中棒曲霉素产生菌的快速检测 ,利用实时 PCR方法快速检测扩展青霉的可能

性 ,对扩增条件进行优化。在 polygatacturonase基因引物设计和传统 PCR扩增扩展青霉 DNA 的基础上 ,研究实时

PCR扩增时退火温度、引物浓度以及底物质量浓度对扩增效果的影响 ,以获得最佳的参数。结果表明 ,用 Lightercy2
cler实时 PCR扩增扩展青霉 DNA的最佳退火温度为 61 ℃,最佳引物浓度为 0. 20～0. 40μmol/ L ,底物质量浓度对实

时 PCR扩增的影响较小。在以上参数下 ,可以获得良好的 PCR扩增曲线、产物溶解曲线以及清晰的产物条带。研究

获得的快速检测扩展青霉的实时 PCR参数 ,可用于浓缩苹果汁工业化生产中扩展青霉的快速检测 ,也可作为其他微

生物实时 PCR检测时的方法学参考。
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Abstract : In order to to detect Penici l l i um ex p ansum rapidly in apple juice concent ration ,t he real time

PCR method was used to detect Penici l l i um ex p ansum and t he conditions were also optimized. Based on

t he primers f rom polygatact uronase gene , t he effect of annealing temperat ure , p rimer concent ration and

template concent ration of real time PCR on t he amplification was evaluated. The result showed t hat t he am2
plification temperat ure of Penici l l i um ex p ansum DNA was 61 ℃when using Lightcycler ,p rimer concen2
t ration was between 0. 20 - 0. 40μmol/ L ,and t he template concent ration had lit tle effect on amplification.

U sing above mentioned parameters ,t he best amplification ,p roduct melting curve and clear bands could be

obtained. The parameters to detect Penici l l i um ex p ansum obtained in t his study can be used in t he detec2
tion of Penici l l i um ex p ansum in apple juice p roduction ,it can be also used as a reference for real time PCR

detection for ot her microbes.
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　　陕西省是我国浓缩苹果汁生产的主要省份之

一 ,出口量位居全国第一 ,不仅成为陕西省创汇的利

税大户 ,也大大增加了果农的收入[1 ]。苹果汁质量

是决定其出口量和价格的关健 ,其质量受许多因素

的影响 ,其中棒曲霉素含量是苹果汁出口中一项要

求很严的指标[2 ]。扩展青霉是苹果汁生产过程中棒

曲霉素的主要产生菌 ,对苹果汁质量有着直接的影

响[3 ]。由于我国的苹果汁生产原料主要是残次落

果 ,扩展青霉的污染比较严重 ,苹果汁中棒曲霉素残

留一直是困扰我国苹果汁生产企业的主要问题 ,目

前采用的方法主要是加工后吸附脱除 ,但并未从源

头上解决问题[ 425 ]。由于棒曲霉素产生菌的传统检

验方法是培养法 ,需时较长 ,无法实现快速检测的目

的。目前 ,PCR技术在快速检测方面较传统方法具

有明显的优势[629 ] ,但目前主要还是实验室的纯菌培

养[10 ] , 离实际应用还有一定距离。因此 ,研究如何

快速检测棒曲霉素产生菌 ,并设法在工艺过程中对

其进行控制 ,减少该毒素产生量 ,对提高苹果汁质量

具有重要意义。本文基于 PCR快速和特异的优点 ,

在传统 PCR的基础上 ,研究和探讨利用实时 PCR

进行棒曲霉素产生菌快速检测的可能性 ,获得了一

套最适实时 PCR扩增扩展青霉 DNA 的优化参数 ,

以期为实际应用提供理论依据和方法学参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1 　菌 　种 　扩展青霉 ( Penici l l i um ex p an2
sum) 、Penici l l i um lory lop hi l um、产黄青霉 ( Peni2
ci l l i um chrysogenum ) 、烟曲霉 ( A s pergi l l i us f u2
mi gat us) 、黄曲霉 ( A s pergi l l us f l av us) 、杂色曲霉

( A s pergi l l i us vercicolor ) 、赭曲霉 ( A s pergi l l us

ochraceus) 、黑曲霉 ( A s pergi l l us ni ger)等 ,均由加

拿大国家食品安全研究所收集和保藏。

1. 1. 2　试　剂　DNA聚合酶、dN TPs、反应缓冲液

等购自 Roche公司 ,100 bp DNA 标准购自 Invit ro2
gen公司 ,溴乙锭购自 New Zealand公司。

1. 2　扩展青霉和其他菌的培养

在无菌操作条件下 ,将扩展青霉菌接种到 Malt

ext ract agar 和 Malt ext ract broth ,其他菌接种到

Malt ext ract brot h ,30 ℃避光培养 3～4 d ,用于提

取 DNA。

1. 3　扩展青霉和其他菌 DNA的提取

参考 Cenis[11 ]的方法 ,并稍做修改。菌体培养

结束后 ,用 10 mL 无菌水冲洗培养平板 ,并用无菌

接种环轻轻刮擦 ,使菌体以及孢子尽可能多地存在

于无菌水中 ,然后用无菌吸管吸取 1 mL 装入 1. 5

mL 离心管中。液体培养结束后 ,匀化液体培养基 ,

用无菌吸管吸取 1 mL 放入 1. 5 mL 离心管中。装

有菌液的离心管在 14 000 r/ min离心 20 min ,小心

弃去上清液 ,沉淀中加入 500μL 裂解液 ( 15 g/ L

SDS + 2. 5 g/ L Tris ,p H 8) ,溶解后在沸水浴中加热

30 min后 ,加入 V (酚) ∶V (氯仿) ∶V (异戊醇) =

25∶24∶1的有机溶剂 500μL ,强烈振荡 10 min以

提取 DNA。提取液在 14 000 r/ min 离心 20 min。

将上清液转入另一离心管中 ,加入 1 mL 预冷的丙

酮 ,离心 ,小心去掉上清液 ,将沉淀阴干 ,加入 50μL

双蒸水溶解 DNA ,备用。

1. 4　引物的选择

参考文献 [ 12 ]的方法 ,引物为 polygalacturo2
nase ( POL)基因内一段保守区段 ,设计扩增的目的

片断大小为 404 bp ,正向引物为 5′2A TC GGC T GC

GGA T T G AAA G23′,反向引物为 5′2A GT CAC

GGG T T T GGA GGG A23′( GenBank登录号为 A F

047713) ,由加拿大圭尔夫大学实验服务中心合成 ,

- 20 ℃保存。

1. 5　扩展青霉 POL 基因的 PCR扩增

传统 PCR的反应体系为 25μL :5μL DNA 模

板 ,0. 8μmol/ L 正、反向引物 ,2. 5μL 10倍 PCR缓

冲液 ,0. 25μL dN TPs (100 mmol/ L )以及 0. 2μL

Tt h DNA 聚合酶 (5 U/μL) ,双蒸水补充到 25μL。

扩增循环条件 (通过预试验确定)为 : 94 ℃预热 5

min ;94 ℃解链 1 min ,52 ℃退火 45 s ,72 ℃延长 1

min ,40个循环 ;最后在 72 ℃延长 5 min结束循环。

实时 PCR在 20μL 的专用玻璃毛细管中进行 ,

实时 PCR仪为 Lightcycler ,用 Roche 公司试剂盒。

扩增条件为 :95 ℃预变性 10 min ;然后 95 ℃变性

10 s ,退火 (温度分别为 55 ,61 ,65 ℃) ,72 ℃延长 16

s ,40个循环。循环完成后 ,取 4μL 扩增产物进行

1. 5 %琼脂糖凝胶电泳分析 ,溴乙锭染色。

1. 6　引物浓度和底物质量浓度对实时 PCR扩增结

果的影响

在最佳退火温度条件下 ,添加引物浓度分别为

0. 10 ,0. 20 ,0. 40 ,0. 60 ,0. 80和 1. 0μmol/ L ,研究引

物浓度对实时扩增 PCR结果的影响。

在最佳退火温度条件下 ,添加底物质量浓度分

别为 0. 01 , 0. 02 , 0. 05 , 0. 10 , 0. 20 , 0. 40 , 0. 60 ,

0. 80 ,1. 0μg/μL 的反应液 ,研究底物质量浓度对实

时 PCR扩增结果的影响。
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2　结果与分析

2. 1　扩展青霉 POL 基因的 PCR扩增

试验结果表明 ,引物对扩展青霉 DNA 的扩增

特异性很高 ,扩增产物只有 404 bp 的目标片段 ,无

任何其他片段存在 (图 1) ,因此 ,可以利用该引物特

异地检测扩展青霉的存在。琼脂平板培养和液体培

养后所提 DNA的扩增基本没有差异。用该引物对

其他供试真菌 DNA进行扩增 ,可以看到 ,该引物对

其他真菌 DNA 基本不予扩增 ,反应液中引物几乎

未被消耗 ,在这些真菌 DNA 的 PCR 扩增产物中 ,

形成引物二聚体的可能性大 ,因此在 PCR的产物电

泳图上 ,可以看到有一个较亮的区域 ,这可能是形成

的引物二聚体 (图 1) 。

2. 2　退火温度对实时 PCR扩增结果的影响

在传统 PCR试验中获得了理想的循环温度参

数 ,退火温度为 52 ℃。按照实时 PCR退火时间短、

温度要求高的特点 ,进行了退火温度的参数优化。

经过反复试验 ,获得的理想退火温度是 61 ℃,退火

时间 16 s ,这时可以获得理想的扩增效果 ,扩展青霉

DNA的系列稀释曲线关系良好 (图 2) ,溶解曲线中

的引物二聚体 (p rimer2dimers)影响非常小 ,几乎看

不到引物二聚体的存在 ,产物的溶解温度约在 90 ℃

(图 3) 。如果再提高退火温度 ,扩增效率则呈下降

趋势 ;退火温度降低 ,引物二聚体的影响较大。61

℃1 6 s实时 PCR之后进行的电泳条带也非常清

晰 ,特异性很高 (图 4) 。

图 1　扩展青霉 ( Penici l l i um ex pansum)和其他几种食品、

饲料常见真菌 DNA的 PCR扩增结果

M. DNA Marker (100 ,200 ,400 ,500 ,1 000 ,1 400 bp) ;1.液体培

养所提扩展青霉 DNA ;2.琼脂平板培养所提扩展青霉 DNA ;

3. Penici l li um lory lophi l um CB11 ;4. Penici l li um lory lophil um

CB23 ;5.产黄青霉 ;6.烟曲霉 ;7.黄曲霉 1 ;8.黄曲霉 5 ;

9.杂色曲霉 ;10.赭曲霉 ;11.黑曲霉 ;12.空白对照

Fig. 1　PCR amplification of DNA from Penici l l i um

ex pansum and other common food and feed fungi

M. DNA Marker (100 ,200 ,400 ,500 ,1 000 ,1 400 bp) ;1. Penici l li um

ex pansum DNA from brot h ;2. Penici l li um ex pansum DNA

from agar plate ;3. Penici l li um lory lophil um CB11 ;4. Penici l li um

lory lophil um CB23 ;5. Penici l li um chrysogenum ;6. A s pergil l i us

f umi gatus;7 . A s pergil l us f lav us 1 ;8 . A spergil l us f lav us 5 ;

9 . A s pergil li us vercicolor ;10 . A spergil l us ochraceus ;

11 . A s pergi l l us ni ger ;12. Negative cont rol

图 2　最佳退火温度下扩展青霉 DNA

系列稀释扩增的最小循环数 (CT值)

Fig. 2　CT values of Penici l l i um ex pansum DNA serial

dilution amplification at the best annealing temperature

图 3　最佳退火温度下获得的扩展青霉 DNA

系列稀释扩增溶解曲线图

Fig. 3　Amplification melting curve of Penici l l i um ex pansum

DNA serial dilution at the best annealing temperature
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图 4　最佳退火温度下扩展青霉 DNA系列

稀释的实时 PCR扩增电泳结果

M. 100 bp DNA标准 ;1.提取液 ;2. 10 - 1倍稀释液 ;

3. 10 - 2倍稀释液 ;4. 10 - 3倍稀释液 ;5. 10 - 4倍稀释液

Fig. 4　Elect rophoresis result of real time PCR of

Penici l l i um ex pansum DNA and it s serial dilutions

M. DNA 100 bp Marker ;1. Original ext raction ;2. 10 - 1 serial dilution ;

3. 10 - 2 serial dilution ;4. 10 - 3 serial dilution ;5. 10 - 4 serial dilution

2. 3　引物浓度对实时 PCR扩增结果的影响

引物浓度对 PCR扩增效率的影响极大。一般

而言 ,在传统 PCR 时 ,引物浓度多为 0. 8～ 1. 0

μmol/ L ,而实时 PCR所用引物浓度更低 ,但具体浓

度目前尚无明确的资料报道。本试验中 ,经反复比

较 ,确定比较理想的引物浓度为 0. 20～ 0. 40

μmol/ L ,在此引物浓度下 ,DNA 的系列稀释可以获

得满意的 CT曲线和温度溶解曲线 (图 2 ,3) 。引物

浓度较高时 ,在温度溶解曲线中 ,形成的引物二聚体

溶解曲线很明显 ,溶解温度约为 78 ℃(图 5) ,电泳

图中也可以看到非常明显的引物二聚体存在 (图

6) ;引物浓度过低时 ,基本不形成引物二聚体 (图 7

和图 8) ,但扩增效率受到很大影响 ,溶解曲线显出

只有原始液 ,10 - 1 ,10 - 2和 10 - 3反应管中的 DNA 扩

增 (图 7) ,而电泳图上只有原始液和 10 - 1 ,10 - 2反应

管中的 DNA扩增得到的条带 (图 8) 。

图 5　引物浓度为 0. 6μmol/ L 时 Lightcycler实时

PCR扩增产物和引物二聚体溶解曲线

Fig. 5　Melting curve of PCR product s and primer2dimers

at primer concentration 0. 6μmol/ L

图 6　引物浓度为 0. 6μmol/ L 时 Lightcycler

实时 PCR扩增产物的电泳图

M. 100 bp DNA标准 ;1.提取液 ;2. 10 - 1倍稀释液 ;

3. 10 - 2倍稀释液 ;4. 10 - 3倍稀释液 ;5. 10 - 4倍稀释液

Fig. 6　Elect rophoresis of Lightcycler real time PCR product s

and primer2dimers at primer concentration 0. 6μmol/ L

M. DNA 100 bp Marker ;1. Original ext raction ;2. 10 - 1 serial dilution ;

3. 10 - 2 serial dilution ;4. 10 - 3 serial dilution ;5. 10 - 4 serial dilution

2. 4　底物质量浓度对实时 PCR扩增结果的影响

从理论上讲 ,PCR扩增的效率应该是 2或接近

2 ,无论底物质量浓度高低 ,产物都应该得到很好地

扩增 ,但在实际试验中 ,扩增效率则受许多因素的影

响 ,如 DNA 浓度、引物浓度、DNA 和引物的比例、

聚合酶活力等 ,所以扩增效率一般在 1～2。根据实

时 PCR中底物质量浓度和扩增产物荧光值跃变的

关系可知 ,底物质量浓度增加或减少 10倍 ,产物荧

光跃变的最小循环数 (CT值)仅减少或增加 3. 3 ,而

不影响产物的扩增曲线以及产物的溶解曲线。从本

试验结果可以看出 ,在 20μL 的实时 PCR 毛细管

中 ,底物质量浓度从 0. 05～0. 6μg/μL 时反应液都

能获得较好的扩增曲线和溶解曲线 ,电泳检测中也

可以看到清晰的扩增条带 ,但当底物质量浓度再降
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低时 ,实时 PCR的扩增效率大大下降 ,要获得清晰

的电泳条带 ,循环次数要增加到 50 次甚至更多 ,显

现不出实时 PCR快速扩增的特点。

图 7　引物浓度为 0. 1μmol/ L 时 Lightcycler实时

PCR扩增产物溶解曲线

Fig. 7　Melting curve of Lightcyder real time PCR product s

and primer2dimers at primer concentration 0. 1μmol/ L

图 8　引物浓度为 0. 1μmol/ L 时 Lightcycler实时

PCR扩增产物的电泳图

M. 100 bp DNA标准 ;1.提取液 ;2. 10 - 1倍稀释液 ;

3. 10 - 2倍稀释液 ;4. 10 - 3倍稀释液 ;5. 10 - 4倍稀释液

Fig. 8　Elect rophoresis of Lightcycler real time PCR

product s at p rimer concentration 0. 1μmol/ L

M. DNA 100 bp Marker ;1. Original ext raction ;2. 10 - 1 serial dilution ;

3. 10 - 2 serial dilution ;4. 10 - 3 serial dilution ;5. 10 - 4 serial dilution

3　讨论与结论

苹果汁生产中最严重的安全问题是棒曲霉素 ,

产生棒曲霉素的主要真菌是扩展青霉 ( Penici l l i um

ex p ansum) ,它主要引起苹果的腐烂并产生棒曲霉

素。目前 ,世界各国包括我国对棒曲霉素的控制主

要是加工后的后脱除 ,未能从根本上解决棒曲霉素

的问题。在北美和欧洲国家 ,一些科技工作者试图

在加工前对棒曲霉素产生菌进行控制 ,以尽量少产

生棒曲霉素 ,这就需要对棒曲霉素产生菌进行快速

检测和诊断 ,以判断该菌的来源和种类 ,找出关键控

制点 ,采取相应的措施。利用 PCR技术可以快速鉴

定棒曲霉素产生菌 , Paterson 等[8 ]和 Pat rick 等[12 ]

分别以不同的引物对棒曲霉素产生菌进行了 PCR

检测 ,但都是在实验室进行的纯菌培养 ,并未真正涉

及到苹果样品 ,也未见有关实时 PCR检测的报道。

另外 ,目前 PCR检测成本较高 ,对检测人员的素质

要求也高 ,因此 PCR技术在实际应用中还存在一些

问题 ,如需要克服样品中其他 DNA 的影响 ,以及如

何区别不同类别的真菌 ,只有解决了这些问题 ,PCR

技术才能真正应用于实际生产中。

本研究结果表明 ,用 Lightercycler实时 PCR扩

增扩展青霉 Penici l l i um ex p ansum DNA 的最佳退

火温度为 61 ℃,扩增时间 16 s ,引物最佳浓度为

0. 20～0. 40μmol/ L ,底物质量浓度对实时 PCR扩

增的影响较小。在以上参数下 ,可以获得良好的

PCR扩增曲线、产物溶解曲线以及清晰的产物条

带。本研究获得的快速检测扩展青霉的实时 PCR

参数 ,可作为其他微生物实时 PCR检测时的方法学

参考 ,也可用于浓缩苹果汁工业化生产中扩展青霉

的快速检测和质量控制。
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