
４４

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１２月２０日 第３０卷第２４期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．２４牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０牞２０２１

基金项目：浙江省基础公益研究计划项目犤ＬＧＦ１９Ｈ２８０００２犦。
第一作者：叶 敏，女，在读硕士研究生，主管中药师，研究方向为中药制剂学，（电子信箱）４３９２６０３０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

△通信作者：张晓芹，女，硕士研究生，主管中药师，研究方向为药用植物与分子生药学，（电子信箱）７５１００８０１８＠ｑｑ．ｃｏｍ。

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－４９３１．２０２１．２４．０１３

真菌毒素污染是影响食品安全的重要因素犤１犦，其中

黄曲霉、寄生曲霉等真菌所产生的黄曲霉素具有高致癌

性、致病性，广泛存在于玉米、花生、木耳、大豆等食品

中，是威胁人类健康的首要真菌毒素犤２－４犦。黄曲霉素产

毒真菌的快速检测和防治是目前真菌毒素污染领域的

研究热点。当前对黄曲霉素产毒真菌的检测主要依靠传

统的形态学或免疫学方法。传统形态学方法主要基于菌

株形态、生理特征等进行鉴别，耗时耗力，且需要的经验

性较强；免疫学方法主要依靠黄曲霉素的抗性特点进行

检测，检测样品需经纯化、孵育等多个环节，检测周期

长、操作复杂犤５－７犦。分子生物学技术的发展为黄曲霉素

产毒真菌的快速检测提供了新途径。孙长坡等犤８犦、ＭＡＨ
ＭＯＵＤ等犤９犦，ＡＨＭＡＤ等犤１０犦等分别基于 ＲＦＬＰ、ＳＳＲ、功能
基因等对不同真菌进行了鉴定。多重聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）法是指在同一反应体系中加入多对引物，同时检
测出２种以上目的基因的方法，具有高效、快速、高通量
等优势犤１１－１４犦。从黄曲霉素的生物合成途径分析，杂色曲

霉 Ｂ（ＶｅｒＢ）、杂色曲霉 １（Ｖｅｒ－１）是黄曲霉素产生的关

键基因犤１５－１９犦，对这 ２个基因进行及时检测也是鉴定黄
曲霉素产毒真菌的关键；ＩＴＳ基因是真菌通用基因，可
通过该基因测序有效排除假阳性和假阴性。目前尚无针

对以上３种基因开展黄曲霉素产毒真菌的多重ＰＣＲ体系
研究。ＤＮＡ质量是影响多重ＰＣＲ的主要因素，ＣＴＡＢ犤２０犦、
ＳＤＳ犤２１犦及相关改良方法是目前常用的总 ＤＮＡ提取方
法，不同研究对象常需采用相应提取方法方可获得高质

量总 ＤＮＡ。为此，本研究中拟在考察了最佳 ＤＮＡ提取
方式的基础上，基于ＶｅｒＢ，Ｖｅｒ－１，ＩＴＳ基因序列设计多
重 ＰＣＲ引物，建立黄曲霉素产毒真菌的多重 ＰＣＲ检测
体系，为该类真菌的分子鉴定提供借鉴。

１ 材料与方法

１．１ 材料

仪器：ＭＪ－１５０－ＩＩ型霉菌培养箱、ＨＺＱ－Ｘ３００Ｃ型
恒温振荡器、ＤＫ－８Ｄ型三孔电热恒温水槽（上海一恒
科学仪器有限公司）；ＧｅｎｏＳｅｎｓ１８５０型凝胶成像仪（北
京勤翔生物技术有限公司）；ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００型超微量分
光光度计（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；Ｔ１００型 ＰＣＲ仪

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

黄曲霉素产毒真菌多重聚合酶链式反应体系的建立

叶 敏 １，２，林 娜 ２，张晓芹 ２△，石森林 １

（１．浙江中医药大学，浙江 杭州 ３１００００； ２．浙江中医药大学附属丽水市中医院，浙江 丽水 ３２３０００）
摘要：目的 探讨黄曲霉素产毒真菌 ＤＮＡ的提取方法，并建立其多重聚合酶链式反应牗ＰＣＲ牘检测体系。方法 优选最佳 ＤＮＡ提取试剂
盒和样品处理方式；根据杂色曲霉１（Ｖｅｒ－１）、杂色曲霉 Ｂ（ＶｅｒＢ）、ＩＴＳ序列分别设计多重 ＰＣＲ引物，优化 ＰＣＲ体系，评价引物的特异
性和灵敏性，以黄曲霉素产毒真菌验证体系的适用性。结果 液氮研磨后，以 Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒提取效果最佳；所
设计的多重 ＰＣＲ引物特异性良好，灵敏度达到１ｎｇ／μＬ，该体系在 ７ｄ内的重复性和稳定性均良好。结论 所建立的多重 ＰＣＲ检测体
系可用于黄曲霉素产毒真菌的测定，可快速检出该类真菌。
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目标基因

及登录号

Ｖｅｒ－１
（ＭＨ７５２５６４．１）

ＶｅｒＢ
（ＭＨ７５２５６４．１）

ＩＴＳ

引物

Ｖｅｒ１－Ａ
Ｖｅｒ１－Ｂ
ＶｅｒＢ－１
ＶｅｒＢ－２
ＩＴＳ１
ＩＴＳ２

序列

５′－ＧＴＧＡＣＣＣＣＡＧＡＡＧＴＡＴＧＡＡＣ－３′
５′－ＧＧＧＡＡＣＣＣＡＡＣＡＡＧＡＣＧＣ－３′
５′－ＧＧＧＡＣＡＡＧＧＴＴＣＴＡＧＴＧＡＡＧ－３′
５′－ＣＧＡＴＧＡＣＧＧＣＡＧＴＡＡＧＧＴ－３′
５′－ＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧ－３′
５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′

长度

（ｂｐ）

２０
１８
２０
１８
２６
２０

退火温

度（℃）

５１．３
５８．１
５１．１
５３．６
５１．５
５７．６

产物大

小（ｂｐ）

６２９

１１４３

７６５

（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；ＧＮＪＳ－Ⅱ型菌落计数器（上海
谷宁仪器有限公司）。

试剂：ｄＮＴＰ、Ｔａｑ酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ及真菌、植物基因
组 ＤＮＡ提取试剂盒，均购自上海生工生物技术有限公
司（批号分别为 ＧＡ１４ＫＡ７２７２，ＡＫ７１５２９Ａ，Ｈ７０１ＫＡ０５９２，
Ｈ１１１ＫＡ８４１８，ＧＢ１６ＫＡ７７９０）。细菌琼脂粉、胰蛋白胨、
葡萄糖、酵母浸粉、马铃薯－葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基、
沙氏葡萄糖液体（ＳＤＢ）培养基，均购自杭州水露生物科
技有限公司。

菌株：包括黄曲霉 ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓＡＳ３．３５５４、
寄生曲霉 ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓＡＳ３．１２４、土曲霉
ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｔｅｒｒｅｕｓＡＳ３．３９３５、杂色曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉ
ｃｏｌｏｒＡＳ３．３８８６、红曲霉 ＭｏｎａｓｃｕｓｓｐＡＳ３．７８２、烟曲霉
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ ＡＳ３．３５７２、毛 霉 ＭｕｃｏｒＡＳ
３．３４４７、链格孢霉 ＡｌｔｅｒｎａｒｉａＡＳ３．４２５５、青霉 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｅｘｐａｎｓｕｍＡＳ３．３８７５、黑曲霉 ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００３和构巢曲霉 ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｄｕｌａｎｓＡＳ３．３９１６，均购
自杭州水露生物科技有限公司。

１．２ 方法

１．２．１ 菌株培养

将１．１项下１１种菌株分别接种于ＰＤＡ培养基上，
２８℃培养箱中活化培养 ５～７ｄ，以菌落计数器观察各
菌株的生长情况。

１．２．２ 不同ＤＮＡ提取方法考察
提取试剂盒考察：分别用 Ｅｚｕｐ柱式植物基因组

ＤＮＡ抽提试剂盒、Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组ＤＮＡ抽提试剂
盒提取各菌株 ＤＮＡ，各菌株 ＤＮＡ采用液氮研磨的取材
方式，以 ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳结果和 ＩＴＳ基因序列结
果评价提取试剂盒的优劣。

处理方式考察：采用提取效果较优的试剂盒，评价

ＤＮＡ不同取材方式对总 ＤＮＡ提取的影响。即对平皿培
养后的菌落采取以下３种取材方式，直接将菌丝从平皿
上刮下，放入２ｍＬ离心管中，进行ＤＮＡ提取；用提取试
剂盒中的ｂｕｆｆｅｒＰＣＢ将斜面培养的菌丝溶解，取溶解液
适量置 ２ｍＬ离心管中，进行 ＤＮＡ提取；平皿上的菌丝
转移至研钵内，液氮研磨后再用试剂盒提取。总ＤＮＡ提
取产物用１％琼脂糖凝胶电泳验证。
１．２．３ 目标基因引物设计与扩增

根据 Ｖｅｒ－１，ＶｅｒＢ，ＩＴＳ序列，通过引物设计软件
Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计相对应的多重 ＰＣＲ引物（见表１），引物
序列由上海生工生物工程有限公司合成。

１．２．４ 单重ＰＣＲ检测的特异性与灵敏度测定
ＰＣＲ反应体系：１０．０μＬ５×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，５．０μＬ

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，５μｍｏｌ／μＬ引物２μＬ，４μＬ２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２，０．５μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ），１μＬＤＮＡ模板

（１０ｎｇ／μＬ），加 ｄｄＨ２Ｏ至 ５０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５６℃退火４５ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ；４℃保存。１％琼脂
糖凝胶电泳检测产物纯度。

以１．１项下１１种菌株的ＤＮＡ为模板，在不同反应
管中分别扩增 Ｖｅｒ－１（８００ｂｐ）、ＶｅｒＢ（１０００ｂｐ）、ＩＴＳ
（６００ｂｐ）目标基因片段，测定单基因 ＰＣＲ的特异性。以
浓度确定的黄曲霉菌株基因组 ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）为模
板，按质量浓度 １ｐｇ／μＬ～１０ｎｇ／μＬ进行梯度稀释，经
１％琼脂糖凝胶电泳检测单基因ＰＣＲ扩增的灵敏性。
１．２．５ 多重ＰＣＲ特异性与灵敏性测定

以１．１项下１１种菌株的ＤＮＡ为模板，在同一反应
管中同时进行 Ｖｅｒ－１（８００ｂｐ）、ＶｅｒＢ（１０００ｂｐ）、ＩＴＳ
（６００ｂｐ）目标基因片段的扩增，测定多重 ＰＣＲ的特异
性。以浓度确定的黄曲霉菌株基因组 ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）
为模板，依次稀释至１０，１ｎｇ／μＬ，１００，１０，１，０．１ｐｇ／μＬ，
然后分别经 １％琼脂糖凝胶电泳检测多重 ＰＣＲ扩增的
灵敏度。

１．２．６ 多重ＰＣＲ检测的重复性与稳定性测定
平行提取 ３份黄曲霉菌株 ＤＮＡ，按上述条件进行

单管多重ＰＣＲ扩增，验证体系的重复性；分别在第１，４，
７天用同一份黄曲霉菌株 ＤＮＡ进行单管多重 ＰＣＲ检
测，验证体系的稳定性。

２ 结果

２．１ 菌株培养

各菌株培养结果见图１。
２．２ ＤＮＡ提取方法比较

试剂盒优选：将１．１项下１１种菌株用液氮研磨后，
分别采用 Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组抽提试剂盒和 Ｅｚｕｐ柱
式植物基因组抽提试剂盒进行总 ＤＮＡ的提取。结果采
用真菌基因组抽提试剂盒的ＤＮＡ条带显示率为１００％，
采用植物基因组抽提试剂盒的ＤＮＡ条带显示率为５０％
（见图２）；以真菌共有 ＩＴＳ序列为目标基因，进行 ＰＣＲ
扩增，结果采用真菌基因组抽提试剂盒的ＩＴＳ扩增率为
１００％，而采用植物基因组抽提试剂盒，ＩＴＳ扩增率为

表１ 黄曲霉素产毒真菌的多重 ＰＣＲ目标基因及引物
Ｔａｂ．１ ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｏｆａｆｌａｔｏｘｉｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ
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Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ

Ｇ Ｈ Ｉ Ｊ Ｋ

Ａ．黑曲霉 Ｂ．青霉 Ｃ．毛霉 Ｄ．寄生曲霉 Ｅ．红曲霉 Ｆ．黄曲霉 Ｇ．杂色曲霉 Ｈ．烟曲霉 Ｉ．土曲霉 Ｊ．构巢曲霉 Ｋ．链格孢霉

图１ 各菌株培养结果牗×１００牘
Ａ．Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ Ｂ．Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｅｘｐａｎｓｕｍ Ｃ．Ｍｕｃｏｒ Ｄ．Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ Ｅ．Ｍｏｎａｓｃｕｓ Ｆ．Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓ Ｇ．Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ

Ｈ．Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ Ｉ．Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｔｅｒｒｅｕｓ Ｊ．Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｄｕｌａｎｓ Ｋ．Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ

Ｆｉｇ．１Ｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅａｃｈｓｔｒａｉｎ牗×１００牘

Ａ Ｂ

Ａ．Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组抽提试剂盒 Ｂ．柱式植物基因组抽提
试剂盒 Ｍａｒｋｅｒ

图２ 两种不同试剂盒 ＤＮＡ琼脂糖凝胶图像
Ａ．Ｅｚｕｐｃｏｌｕｍｎｆｕｎｇａｌｇｅｎｏｍｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ Ｂ．Ｃｏｌｕｍｎｐｌａｎｔｇｅｎｏｍｅ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔＭａｒｋｅｒ

Ｆｉｇ．２ ＤＮＡａｇａｒｏｓｅｇｅｌｉｍａｇｅｓｏｆｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｔｓ

６６．７％（见图３）。故选用真菌基因组抽提试剂盒提取。
取材方式：采用 Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组抽提试剂盒

提取各菌的 ＤＮＡ，按 １．２．２项下方法处理样品。结果
第 １种取材方式总 ＤＮＡ直接电泳，条带显示率为
１６．７％，第２种为５０．０％，第３种为１００．０％（见图４）；
以真菌共有ＩＴＳ序列为目标基因进行扩增，结果第１种
取材方式ＩＴＳ扩增率为７５．０％，第２种为９１．７％，第３种
为１００．０％（见图５）。故选用液氮研磨法处理样品。
２．３ 单重ＰＣＲ检测特异性与基因序列比对

将 １１种菌株的 ＤＮＡ用 ３个引物（ＩＴＳ，Ｖｅｒ－１，
ＶｅｒＢ）进行ＰＣＲ扩增后，仅黄曲霉和寄生曲霉出现３个
条带，分别为 ６００，８００，１０００ｂｐ的特异片段，其余 ９种
仅获得６００ｂｐ的特异片段，详见图６。

测序后与ＧｅｎＢａｎｋ中已知基因序列对比（见图７），
可见 ６００，８００，１０００ｂｐ片段分别对应的是各菌株的
ＩＴＳ片段、黄曲霉和寄生曲霉的 Ｖｅｒ－１与 ＶｅｒＢ基因序
列，表明针对目的ＤＮＡ片段检测的引物设计成功。
２．４ 多重ＰＣＲ检测的特异性及灵敏性

特异性分析：将 １．１项下 １１种菌株以液氮研磨处
理，按１．２．４项下方法扩增（图８Ａ）。黄曲霉、寄生曲霉
是已知可产毒的菌株，均出现了３个条带（泳道１和２），
除了构巢曲霉ＩＴＳ条带较弱以外，其余菌株均仅出现了
１个明亮的ＩＴＳ条带（泳道３～１１）。

灵敏性分析：将已知浓度的黄曲霉ＤＮＡ进行梯度稀释
（０．１ｐｇ／μＬ～１０ｎｇ／μＬ），按 １．２．４项下方法扩增（见
图８Ｂ）。结果表明，在 ＤＮＡ质量浓度达到１ｎｇ／μＬ时，

Ａ Ｂ
Ａ．Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组抽提试剂盒 Ｂ．Ｅｚｕｐ柱式植物基因组

抽提试剂盒

图３ 两种不同试剂盒 ＩＴＳ扩增条带
Ａ．Ｅｚｕｐ ｃｏｌｕｍｎ ｆｕｎｇａｌｇｅｎｏｍｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ Ｂ．Ｅｚｕｐ ｃｏｌｕｍｎ ｐｌａｎｔ

ｇｅｎｏｍｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ

Ｆｉｇ．３ ＴｈｅＩＴＳａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂａｎｄｓｏｆｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｔｓ
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Ａ．第１种 Ｂ．第２种 Ｃ．第３种
图４ 不同取材方式提取的ＤＮＡ凝胶图

Ａ．Ｔｈｅｆｉｒｓｔｋｉｎｄ Ｂ．Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｋｉｎｄ Ｃ．Ｔｈｅｔｈｉｒｄｋｉｎｄ

Ｆｉｇ．４ ＤＮＡｇｅｌｉｍａｇｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

Ａ Ｂ Ｃ

Ａ Ｂ Ｃ

Ａ．第１种 Ｂ．第２种 Ｃ．第３种
图５ 不同取材方式下各菌株的 ＩＴＳ图像

Ａ．Ｔｈｅｆｉｒｓｔｋｉｎｄ Ｂ．Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｋｉｎｄ Ｃ．Ｔｈｅｔｈｉｒｄｋｉｎｄ

Ｆｉｇ．５ ＩＴＳｉｍａｇｅｓｏｆｅａｃｈｓｔｒａｉｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

Ｆ Ｄ Ｉ Ｇ Ｅ Ｈ Ｃ Ｋ Ｂ Ａ Ｊ

１．ＩＴＳ ２．Ｖｅｒ－１ ３．ＶｅｒＢ
图６ １１种菌株３个目的基因单重 ＰＣＲ检测结果

１．ＩＴＳ ２．Ｖｅｒ－１ ３．ＶｅｒＢ

Ｆｉｇ．６ ＳｉｎｇｌｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｏｆ１１ｓｔｒａｉｎｓ

出现明亮的多重条带（泳道 ５）；而 ＤＮＡ质量浓度在
０．１ｎｇ／μＬ时，ＩＴＳ条带亮度很弱，另外２个目标条带则
完全不显现（泳道４）。
２．５ 多重ＰＣＲ检测的重复性与稳定性

平行提取 ３份黄曲霉的 ＤＮＡ，进行多重 ＰＣＲ检测
（图 ９Ａ）。取同 １份黄曲霉总 ＤＮＡ，分别在第 １，４，７天
进行 ＰＣＲ检测（图 ９Ｂ）。结果表明，所建立的体系连续
３次检测结果一致，且在７ｄ内稳定性良好。
３ 讨论

３．１ ＤＮＡ提取方式对多重ＰＣＲ体系的影响
ＤＮＡ质量对多重 ＰＣＲ结果的影响较大，常用的

ＤＮＡ提取方式有 ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、改良 ＳＤＳ法等，本

研究中根据 ＤＮＡ提取方式的不同，考察了 ２种提取试
剂盒，发现以 ＣＴＡＢ法为原型的 Ｅｚｕｐ柱式提取试剂盒
所提取的ＤＮＡ效果更佳。

以真菌为原材料的ＤＮＡ提取主要有菌株冻干粉直
接提取、菌株复苏培养后收集菌丝体提取、菌株培养后

菌丝体用液氮研磨后提取等多种方式，本研究中对不同

提取方式均进行了尝试，结合实际发现，菌株用平皿扩

大培养后，刮取菌落用液氮研磨后再提取 ＤＮＡ，所得总
ＤＮＡ质量最佳。原因可能是真菌的细胞裂解程度相关，
液氮冷冻处理后，再加裂解液水浴，可显著提高细胞破

碎度、增加ＤＮＡ溶出率，从而提高ＤＮＡ产量。
３．２ 引物设计对多重ＰＣＲ体系的影响

在进行黄曲霉素产毒真菌的检测中发现，若想获得

高灵敏度、高重复性、高稳定性的ＰＣＲ体系，优质、合适
的引物也是关键。本研究初期共设计了２０对引物，通过
单重 ＰＣＲ筛选，最终获得 ３条最佳引物。在引物设计
中，将引物长度控制在 １８～２７ｂｐ、产物长度控制在
２００～５００ｂｐ、引物 ＧＣ含量控制在４０％～６０％，并尽量
减少引物二聚体的形成和发卡结构的形成，可有效提高

引物有效性和特异性。

综上所述，本研究中设计的引物具有良好的特异
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性，且引物灵敏度较高，平行重复 ３次，均可呈现明
亮条带，７ｄ内稳定性良好。这说明建立的多重 ＰＣＲ
体系具有较好的适用性，可用于后续黄曲霉素产毒真

菌的检测。
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Ａ Ｂ

Ａ．特异性 Ｂ．灵敏性
注：图 Ａ中，１－１１分别为黄曲霉、寄生曲霉、土曲霉、杂色曲霉、
红曲霉、烟曲霉、毛霉、链格孢酶、青霉、黑曲霉、构巢曲霉；图 Ｂ中

１－６分别为０．１，１，１０，１００ｐｇ／μＬ，１，１０ｎｇ／μＬ。
图８ 多重ＰＣＲ检测各菌株基因组基因特异性与灵敏性检测
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