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红薯源性成分微滴式数字 PCR 的检测与定量分析 
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摘要：本文根据红薯单拷贝物种基因 β-淀粉酶基因（Ipomoea batatas beta-amylase gene，β-AMY）特异性片段设计引物组和探针，

建立了红薯成分特异性定量检测的微滴数字 PCR 检测方法及 β-AMY 基因拷贝数浓度(copy number/μL)与红薯质量（mg）的线性关系，

并对方法的特异性、灵敏度和适应性均进行了测试。结果显示建立的红薯成分数字 PCR 检测方法特异于红薯成分检测，在 20 μL 反

应体系中定量下限（limit of quantitation，LOQ）和检测下限（limit of detection，LOD）分别为 2.53 copies/μL 和 0.67 copies/μL。根据

建立的拷贝数浓度（copy number/μL）与红薯质量（mg）的线性关系，对红薯质量百分比为 5%和 25%的样本进行定量检测，检测结

果经换算得到的红薯含量分别为 4.15%和 21.33%，回收率分别为 83.06%和 85.31%，RSD 值在 6.33%~6.95%之间，表明本方法可对

质量百分比为 5%及以上的红薯成分进行准确定量，在定量检测方面具有较大应用潜力，可为市场监管提供了技术支持。 
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Abstract: In this work, primers and probes were designed based on the specific fragment of Ipomoea batatas beta-amylase gene (β-AMY), 

and a droplet digital PCR method for detection of sweet potato was established. The specificity, sensitivity and adaptability of this method were 

tested. The results showed that the established method was specific to the detection of sweet potato components. The limit of quantitation (LOQ) 

and limit of detection (LOD) were 2.53 copies/μL and 0.67 copies/μL, respectively. According to the established linear relationship between 

copy number concentration (copy number/μL) and the sweet potato quality (mg), the quantitative analysis of 5% and 25% of the sweet potato 

mass percentage was performed, and the sweet potato content converted according to the linear relationship was 4.15% and 21.33%, respectively. 

The recovery rates were 83.06% and 85.31%, respectively, and the RSD values were between 6.33% and 6.95%. It showed that this method can 

accurately quantify sweet potato components with a mass percentage of 5% or more and it indicated that ddPCR method had strong potential in 

quantifying sweet potato. This method can provide technical support for market supervision of sweet potato and its products. 
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红薯富含淀粉，是农作物中营养种较多的食品之

一。但目前市场上也存在两方面的问题：一方面是红

薯加工过程中混入掺杂其他来源，如木薯、玉米淀粉

等低价值淀粉损害消费者利益，另一方面在一些成本

相对较高的淀粉如马蹄淀粉中掺入价格较低的红薯淀 
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粉，扰乱淀粉市场。因此鉴定和精确定量红薯成分在

食品安全监管当中具有重要意义。国内外者对淀粉类

产品鉴定主运用电镜和稳定碳同位素[1]、红外光谱[2,3]、

淀粉肽指纹图[4]等技术对淀粉种类掺杂进行了研究，

在实际应用过程中易受到仪器昂贵、取样均匀性、代

表性及样品前处理复杂等问题的限制其应用，此外，

有研究者采用实时荧光 PCR 方法进行了混合样品中

食品成分进行定量研究[5]，但该类方法受实时荧光

PCR 扩增效率等影响，导致测得基因拷贝数与样品中

的实际基因拷贝数偏差较大，从而加大了定量结果的

偏差[6]。微滴式数字 PCR（droplet digital PCR，ddPCR）
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是近年在发展起来的定量技术，其利用有限稀释分析

和泊松分布分析来实现靶 DNA 拷贝数的绝对定量
[7]，被称为“第三代 PCR”技术[8]，ddPCR 技术的兴起

为解决食品的掺杂问题提供了新的解决方案，目前已

应用于转基因产品含量[9,10]及食品成分的定量检测
[11]。在食品鉴伪及成分鉴定方面，ddPCR 技术在肉源

性食品真伪鉴别领域研究较多，苗丽等[12]建立了肉制

品中牛源和猪源成分的定量分析方法，王强等[13]建立

了食品和饲料中鹅源性成分的微滴数字 PCR 检测方

法，任君安等建立了微滴式数字聚合酶链式反应精准

定量检测羊肉中掺杂猪肉，植物源性食品真伪鉴别领

域有郭楠楠等[14]立了杏仁和花生源成分的数字 PCR
检测方法，这些方法的探索有力地促进了数字 PCR 技

术在食品成分鉴定和定量技术的应用。 
单拷贝核基因相较于其他基因具有拷贝数少且数

量相对恒定等特点，具有准确且稳定的检测优势，适

用于建立定量检测方法[15]。本文以红薯单拷贝基因 β-
淀粉酶基因（Ipomoea batatas beta-amylase gene，
β-AMY）的特异性序列为扩增目标，利用微滴式数字

PCR 技术开展红薯成分的微滴数字 PCR 定量检测研

究，通过建立红薯源性成分拷贝数浓度（copy/μL）与

样品质量（mg）之间的线性关系，从靶基因拷贝数到

样品实际质量间的一步转化，实现对红薯成分的精确

定量，为市场监管提供有力的技术支持。 

1  材料与方法  

1.1  材料与试剂 

红薯、紫薯、木薯、马铃薯、耦、芋头、碗豆、

高梁、胡萝卜、蕃茄、大米、大豆和大麦作物由本室

购置保存。 

Premix Ex TaqTM，大连宝生物；Wizard Genomic 
DNA purification kit（Promega，A1120）；MasterMix
（2×）、ddPCR Droplet Generation Oil、GD8 Cartridge
均购自伯乐公司；引物和探针由闪晶生物公司合成，

稀释为终浓度为 10 μmol/L 的工作液使用。 

1.2  主要仪器 

微量分光光度计 nanodrop 2000 c，美国 GE 公司；

IKA 控制型研磨机，德国 IKA 公司；ABI 7500 FAST，
美国 ABI 公司；QX 200 微滴式数字 PCR 系统，美国

伯乐公司。 

1.3  方法 

1.3.1  DNA 的提取 
IKA 控制型研磨机研磨样品后，使用 Wizard 

Genomic DNA purification kit DNA 提取试剂盒并按照

其操作说明书提取 DNA，4 ℃保存备用。 
1.3.2  引物、探针设计及扩增体系 

本文通过对红薯单拷贝基因-红薯 β-淀粉酶基因

（ Ipomoea batatas beta-amylase gene ， β-AMY ，

GenBank：D12882.1），通过在 NCBI 上比对，选择特

异性片段 Primer Express® Software version 3.0 设计引

物和探针，引物探针序列及扩增体系见表 1。 
QX200 数字 PCR 实验反应体系： ddPCR 

TMSupermix for Probes（2×）10 μL，β-AMY-F/β-AMY 
-R/β-AMY -P（10 μmol/L）分别为 0.5 μL，DNA 模板

2 μL，补水至 20 μL。反应程序：95 ℃，5 min（1 ℃
/s）；94 ℃15 s，60 ℃1 min（1 ℃/s），共 40 个循环；

98 ℃ 10 min（1 ℃/s），12 ℃保存反应产物。反应结

束后将 96 孔反应板置微滴分析仪中读取数据，应用

Quanta Soft V1.3.2 软件进行数据分析。 
表1 引物探针序列 

Table 1 Primers and probe for dPCR 

目标序列 引物探针序列（5’-3’） 扩增片段大小 

β-AMY 

β-AMY–F：GACCTCCATATTACTGAAAGGAAG 

β-AMY–R：AGTAATTGCTCCATCCTGTTCA 

β-AMY–P：FAM-TCTACGAAGTTTAAAGTATGTGCCGCTCTC-BHQ1 

118 bp 

1.3.3  引物探针和特异性验证 
本实验根据红薯 β-AMY 特异性片段序列合成引

物和探针（见表 1），在 NCBI 上进行同源性比较，并

在实时荧光 PCR 仪上采用红薯、紫薯、木薯、马铃薯、

耦、芋头、碗豆、高梁、胡萝卜、蕃茄、大米、大豆

和大麦作物进行特异性验证。 
1.3.4  红薯质量（ mg ）与拷贝数浓度

（copies/μL）的线性关系建立 

称取梯度质量红薯粉样品 5 mg、15 mg、30 mg、
40 mg、50 mg 提取基因组 DNA，进行数字 PCR 反应，

每个梯度三个平行，以其所得拷贝数浓度与质量建立

线性关系，相关系数 R2≥98%作为线性关系良好的评

价标准。 
1.3.5  红薯成分定量检测限 LOQ 和检测限

LOD 测定及验证 
将提取的红薯 DNA 用分光光度计测定后稀释成
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梯度为 34，6.8，1.36，0.27 和 0.09 ng/μL 5 个梯度，

每个梯度设三个平行进行数字 PCR 反应，测定并验证

其 LOQ 和 LOD。 
1.3.6  适用性测试 

以大豆粉为基质，在其中掺入红薯粉使其质量百

分比为 1%、5%和 25%，用 IKA 研磨机进行混匀，制

备混合样各 10 g。每个样品称取 3 个平行，每个平行

50 mg，分别进行基因组 DNA 提取，进行数字 PCR
测试。以回收率在 80%~120%和 RSD≤25%作为质量

百分比定量数据的评价标准。 

2  结果与分析 

2.1  引物探针和特异性验证 

设计的引物探针（如表 1 所示）经 NCBI 上进行

Blast 结果表明其具有理论特异性，该组引物和探针进

行实时荧光 PCR 检测结果如表 2 所示，13 种农作物

仅红薯和紫薯有典形扩增，红薯与其他作物无交叉反

应，表明本文设计的引物探针组的特异性良好，适合

用于红薯成分的定量分析。 
表2 引物及探针种间特异性测试结果 

Table 2 Specificity test results of the primer and probe 

序号 作物 结果 

1 红薯 + 

2 紫薯 + 

3 木薯 - 

4 马铃薯 - 

5 耦 - 

6 芋头 - 

7 碗豆 - 

8 高梁 - 

9 胡萝卜 - 

10 蕃茄 - 

11 大米 - 

12 大豆 - 
13 大麦 - 

注：“+”，检测到特异性扩增；“-”，未检测到特异性扩增。 

2.2  红薯质量（mg）与拷贝数浓度（copies/μL）

的线性关系建立 

按 1.3.4 进行数字 PCR 反应，红薯在在 5~50 mg
之间，红薯质量（mg）与拷贝数浓度（copies/μL）之

间存在明显的线性关系，如图 1 所示，线性相关系数

R2=0.9807，符合本文 R2≥98%要求，红薯质量与拷贝

浓度的线性关系式为： 
y=19.596x-21.83 
其中：x 代表质量（mg）；y 代表所测得的拷贝数浓度

（copies/μL）。 

 
图1 红薯质量(mg)与拷贝数浓度(copies/μL)线性关系 

Fig.1 Linear relationship between ipomoea batatas quantity 

(mg) and target DNA copy number concentration (copies/μL) 

2.3  LOD 和 LOQ测定及验证 

采用的判定的标准以检出率≧95%时最低拷贝数

浓度为 LOD，全部样品能检出且相对标准偏差

RSD≤25%时的拷贝数浓度为 LOQ[16]。 
测试结果如表 3、表 4 所示，由表 4 数据可知拷

贝浓度在 2.53 copies/μL 时，三个平行的 RSD 为

17.80%，RSD≤25%，且由表 4 的验证数据可知，其

10 个平行实验的拷贝数浓度的 RSD 小于 25%，因此

本文确定红薯数字 PCR 检测的 LOQ 为 2.53 
copies/μL； 

表 3 可知，在最低拷贝数浓度为 0.67 copies/μL
时其三个平行均可检出，经该拷数浓度的 10 个平行验

证实验表明其 100%检出(结果如表 4)，根据判定的标

准，本文红薯数字 PCR 检测的LOD为 0.67 copies/μL。 

2.4  模拟样品测试结果 

本文以回收率在 80%~120%和 RSD≤25%作为有

效定量质量百分比数据的评价标准。含红薯质量百分

比分别 1%、5%和 25%的样品采用数字 PCR 检测的拷

贝数浓度结果如表 5 所示，经过 2.2 红薯质量（mg）
与拷贝数浓度（copies/μL）的线性关系换算结果可知，

对于质量百分比分别 5%和 25%样本，ddPCR 测得质

量百分比分别为 4.15%和 21.33%，回收率分别 83.06%
和 85.31%，三个平行之间的 RSD 值在 6.33%~6.95%
之间。根据评价标准，本方法可对质量百分比为 5%
及以上的红薯成分进行准确定量。热点图如图 2 所示。 
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表3 LOD和 LOQ测试结果 

Table 3 Results of the LOD and LOQ tests 

DNA 浓度/(ng/μL) 
拷贝数浓度/(copies/μL) 

平均值/(copies/μL) SD 相对标准偏差(RSD)
1 2 3 

34.00 372.00 363.00 384.00 373.00 10.54 2.82% 

6.80 69.00 74.10 74.10 72.40 2.94 4.07% 

1.36 16.00 15.80 14.60 15.47 0.76 4.90% 

0.27 2.50 2.10 3.00 2.53 0.45 17.80% 

0.09 0.65 0.49 0.88 0.67 0.20 29.12% 

表4 LOD、LOQ验证 

Table 4 Verification test of the LOD and LOQ 

验证

项目 
DNA 浓度
/(copies/μL) 

平行组/(copies/μL) 平均值
/(copies/μL) RSD/%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

LOQ 2.53 2.60 3.10 3.20 3.00 2.60 2.80 2.80 2.80 3.00 1.80 2.77 14.24 

LOD 0.67 0.62 0.85 0.84 0.95 0.81 0.85 1.07 0.70 0.93 0.45 0.81 21.99 

表5 样品测试结果 

Table 5 Results of simulated sample 

模拟样品 
检测结果/(copies/μL) 

平均值/(copies/μL) RSD 质量百分比 回收率 
平行 1 平行 2 平行 3 

1% 5.6 7.1 5 5.90 18.33% 2.83% 283.20% 

5% 18.3 18 20.2 18.83 6.33% 4.15% 83.06% 

25% 202 179 180 187.00 6.95% 21.33% 85.31% 

 
图2 适应性测试 

Fig.2 Test of applicability 
注：B01、C01、D01 为质量百分比 1%的样本，E01、F01、

G01 为质百分比 5%的样本，H01、B1、B02 为质量百分比 25%

的样本。 

3  结论 

3.1  在食品鉴伪方面，目前数字 PCR 技术在不同肉

类成分含量的检测中有较多的研究，一种思路是先建

立质量与 DNA 含量（或浓度）的线性关系，然后再

建立 DNA 含量（浓度）和基因拷贝数浓度的线性关

系，由数字 PCR 测得的拷贝数浓度通过这两组线性关

系的计算最后得到质量百分比含量[12~14,17]，由于该方

法需要建立两组标准曲线，进行两步转化，实验步骤

繁琐、工作量加大，特别是在实际运用中，不同提取

试剂盒、不同的样品来源和成分，在使用分光光度计

测量提取的 DNA 含量（浓度）时不可避免产生误差，

导致 DNA 含量（浓度）与质量拟合的标准曲线不甚

理想，从而难以实现准确定量的目的。第二种思路是

对于两种肉的混合样品，直接采用不同比例样品，同

时测这两种肉类的拷贝数，最终计算获得混合样中两

种肉类的比值这一固定系数[6]，其本质上也是质量与

拷贝数的关系，但这种思路只适合已经明确标识了的

两种肉的混合样品的检测，无法应用到三种及以上或

未标识的混合样品中肉成分的定量检测；第三种思路

是 C. Floren 等[18]采用比常用的 CYTB 基因更加稳定

的单拷贝基因 F2 进行测试，用 F2 基因拷贝数与基因

组对应的关系，使用 genome/genome 替代质量比。没

有考虑不同组织、不同物种 DNA 含量的不同，且检

测的实际样品也局限于两种肉混合的量。 
3.2  本文选择单拷贝基因 β-AMY 利用微滴式数字

PCR 技术通过构建红薯源性成分拷贝数浓度

（copy/μL）与样品质量（mg）之间的线性关系实现

红薯成分进行精确定量检测，实现了从靶基因拷贝数

到样品实际质量间的一步转化，无需建立质量与 DNA
浓度的标准曲线，简化了定量过程。该方法的检测下

限（LOD）和定量检测下限（LOQ）分别检测下限和
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定量检测下限分别为 2.53 copies/μL和 0.67 copies/μL；
利用已知成分含量样品对方法的适用性进行了验证，

结果显示本方法可实现红薯含量在 5%以上的样品进

行准确定量，为食品鉴伪，打击掺假、造假等监管中

提供技术支持。 
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