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核桃(Juglans)作为“四大干果”之一，其营养价值非常
丰富，脂质和蛋白质含量高，符合联合国粮农组织（FAO）和世
界卫生组织（WHO）规定的标准，消化率高达85%，属于优质植物
蛋白，具有抗衰老、抗癌、预防神经衰退，强身补脑等作用[1]。
以核桃为原料所制成的核桃乳饮料因其营养丰富等特点为广大民
众喜爱。研究发现，一些不良商家为谋取私利，使用廉价原料（花
生、大豆等）混用替用核桃原材料，致使核桃乳饮品市场掺杂使
假现象混乱，严重侵害了消费者的正当权益。同时，过敏性食源
标签制度也要求核桃、花生等主要过敏食源需要在食品中标出。
因此，为了维护广大消费者的健康和权益，亟需建立一种快捷、
准确的核桃乳饮品真伪鉴别方法。

DNA分子鉴别是从基因水平上进行的一种精准、高效鉴别方
法[2]，该法开展的前提和基础是高质量DNA 的获得。作为深加
工产品，核桃乳饮品在加工过程中会损失部分原料DNA，这无疑
增加了DNA提取的困难。同时常规DNA提取过程复杂,提取时间冗
长，无法满足核桃乳饮品的高通量现场检测需求。因此探索核桃
乳饮品DNA的快速提取方法势在必行。

目前，人们对DNA的快速提取研究已经取得了一些成果，如
郭梁等[3]通过比较CTAB 法和试剂盒法提取DNA的质量，获得了
乳制品较高质量DNA的提取方法。李柯[4]等以花生为材料，通过
简化裂解法步骤，在短时间内获得高通量DNA，大大缩短了DNA提
取时间，并成功应用于PCR反应。郑琪[5]等成功运用碱裂解法快
速提取中药炒制品的DNA。目前，针对核桃乳饮品DNA快速提取方
面的研究尚无报道，本研究通过比较碱裂解法、PBS法和直接煮
沸法快速提取核桃乳DNA的质量，寻找核桃乳饮品DNA最佳快速
提取方法，为实现核桃乳饮品的快速准确分子鉴别奠定基础。
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效提取是进行分子鉴别的前提和基础。实验分别采用碱裂解法、PBS法和直接煮沸法提取市售不同品牌核桃乳饮品DNA，并进行PCR

扩增，根据扩增产物的电泳条带筛选最佳DNA快速提取方法，同时分析提取方法的有效性。结果表明，利用碱裂解法快速提取核桃

乳饮品DNA的质量较好，其PCR扩增产物电泳条带清晰、明亮，可用于核桃乳DNA快速提取。
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1  材料与方法
1.1材料与试剂
1.1.1材料
市售 8 种核桃乳饮品，分别购自吉林某超市和淘宝网站。
1.1.2试剂
Taq DNA 聚合酶、dNTPs、琼脂糖等均购自Takara Bio 公

司，PCR 扩增引物为ITS2、rbcL、psbA-trnH 和 matK 4 个条
形码片段的通用引物，均由上海生工生物工程有限公司合成，引
物序列参照文献[1 ]。

1.2方法
1.2.1核桃乳饮品预处理
取1.5 mL 适量核桃乳饮品于无菌离心管中，向管中加入

1.5 mL异丙醇，上下颠倒混匀，室温静置5min后，12000 r/min
离心6 min，弃上清留沉淀，并重复以上操作1遍。

1.2.2基因组DNA快速提取
参照王之莹的[6]操作，分别采用碱裂解法、PBS 法和直接

煮沸法快速提取饮品DNA。
碱裂解法：分别向1.2.1中离心管中加入0.25 mL 0.4 mol/

L NaOH 裂解液（含0.1 mol/L EDTA），将离心管涡旋混匀，
于沸水浴中5min， 13500 r/min离心10min，取中间清液作为
PCR 反应模板。

PBS法：分别向1.2.1中离心管中加入0.25 mL 0.1 mol/L
PBS 缓冲液（含0.1mol/L Na

2
HPO

4
、0.028 mol/L  NaH

2
PO

4
·

2H
2
O，0.73 mol/L NaCl）0.25 mL，将离心管涡旋混匀，于

沸水浴中5min，13500 r/min离心10min，取中间清液作为PCR
反应模板。
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直接煮沸法：分别向1.2.1 中离心管中加入0.25 mL 无菌
水，将离心管涡旋混匀，于沸水浴中5min，13500 r/min 离心
10min，取中间清液作为PCR反应模板。

1.2.3PCR扩增及电泳检测
以提取的核桃乳饮品DNA为模板，采用通用引物ITS2 进行

PCR扩增， PCR扩增体系为25 uL，包括2 X Premix Taq 12.5 uL、
上下游引物各1.2 uL，DNA 模板 1 uL，去离子水9.1 uL。

PCR反应程序为：94℃预变性5min后，反应39个循环（94℃
变性30s，55℃退火30s，72℃延伸45s），最后72℃延伸10min。
PCR产物进行1%琼脂糖凝胶电泳，根据电泳条带的清晰度和特异性
筛选和确定核桃乳饮品组DNA的快速提取技术。实验重复2次。

1.2.4 提取方法有效性分析
利用上述筛选的最佳基因组DNA快速提取方法随机提取1种

核桃乳DNA，利用4个通用引物（ITS2、rbcL、psbA-trnH和matK）
对提取的进行PCR扩增，扩增体系及反应程序同上，ITS2、rbcL、
psbA-trnH 和 matK 通用引物退火温度依次为55℃、54℃、56
℃、46℃。同时对matK扩增条带进行回收、测序和序列比对，根
据扩增产物条带和序列比对结果，判断提取方法的有效性[5]。

2 结果与分析
2.1 DNA快速提取方法比较
以市售 8 种核桃乳饮品为材料，采用碱裂解法、PBS 法和

直接煮沸法快速提取DNA，并利用ITS2通用引物进行PCR扩增，
根据扩增产物的电泳条带筛选最佳DNA快速提取方法。由图1A可
知，利用碱裂解法提取的8种核桃乳饮品DNA均有扩增条带，且
条带清晰明亮，无拖尾现象；由图1B可知，利用PBS法提取的样
品4基因组DNA无扩增条带，其余均有扩增条带，条带较碱裂解
法偏弱，无拖尾现象；由图1C可以看出，利用直接煮沸法提取
的样品1、3、4、6基因组DNA无扩增条带，其余4个样品有扩增
条带，但整体条带偏弱，说明该法不能破坏所有核桃乳饮品细
胞，阻碍了基因组DNA释放。

综上，碱裂解法提取核桃乳饮品DNA 浓度比较高，DNA 质
量较好；而PBS法和直接煮沸法无法提取所有样品DNA，不适于
核桃乳饮品 DNA 快速提取。

图 1  提取 DNA 扩增产物电泳图

注:M是100bp marker, 1-8为不同核桃乳饮品；A：碱裂解

法；B：PBS法；C：直接煮沸法

2.2 碱裂解法有效性分析
为检验碱裂解法快速提取核桃乳饮品DNA 的有效性，团队

利用4个DNA条形码通用引物扩增提取的DNA，扩增产物的凝胶
电泳结果如图 4 所示，可以看出，ITS2、rbcL、psbA-trnH
和 matK 4 个通用引物均有扩增产物，扩增产物大小依次约为
500bp、250bp、350bp 和 600bp，且产物电泳条带单一、清
晰、明亮，无杂带。

回收matK 基因片段扩增产物并测序，测序结果与NCBI 网
站中核桃matK 基因序列比对，结果显示序列同源性为97.21%，
可见，碱裂解法可用于核桃乳 DNA 快速提取。

图 4  不同引物扩增产物电泳图

注: 1-2为ITS2；3-4为rbcL;5-6为psbA-trnH；7-8为matK

3 讨论
作为深加工食品，核桃乳饮品DNA 破坏比较严重，同时饮

品中丰富的蛋白质、脂肪和多糖多酚等的存在也增加了DNA 提
取的困难。因此探寻高效、快速、低成本的核桃乳饮品DNA 快
速提取方法具有重要意义。实验以市售 8 种核桃乳饮品为材
料，通过碱裂解法、PBS 法和直接煮沸法快速提取 DNA，并对
ITS2 条形码进行PCR扩增，通过分析扩增产物凝胶电泳条带的
清晰度和特异性，筛选最佳DNA 快速提取方法。结果发现，以
碱裂解法提取DNA为模板进行PCR反应，8个市售样品均有扩增
产物，且产物电泳条带清晰明亮，而另外 2 种方法提取的DNA
在进行PCR 反应后，仅有部分样品有扩增产物，且条带明显较
弱，这可能与 D N A 释放不完全有关。可以推测，碱裂解法提
取DNA 质量更高，结果与王之莹[6]的研究一致。团队进一步
利用ITS2、rbcL、psbA-trnH 和 matK 4 个常见条形码研究该
法提取DNA的有效性，并对扩增的matK片段进行测序和序列比
对，发现利用碱裂解法快速提取DNA完全能够满足PCR分子检测
的需求。该法所需饮品少（1 . 5 m L），提取过程简单、快速、
且成本低，对实现核桃乳饮品的快速、低成本、高通量现场
检测具有重要意义。

参考文献：

[1]韩晴.DNA条形码技术对杏仁、核桃饮料掺假鉴别的研究

[D].河南农业大学，2016.

[2]王金灿,王春淼,赵晴,等.基于 ITS2序列的金莲花种子

DNA条形码鉴定研究[J].承德医学院学报,2019,(04):52-57.

[3]郭梁，刘国强，罗建兴，等.乳及乳制品中DN A提取方

法的比较研究[J]农业与技术，2021,41(20):46-50.

[4]李柯,赵昆昆,宁龙龙,等.花生DNA快速提取方法及应用

[J].山东农业科学,2019,51(09):68-72.

[5]郑琪,蒋超,黄璐琦,等.碱裂解法快速提取中药炒制品DNA

的研究[J].2014,39(19):3678-3683.

[6]王之莹,李婷婷,于文杰,等.一种适用于乳制品基因组DNA

快速提取方法的研究[J].2020,11(1):134-139.

* 通讯作者：王霞

1   2   3    4   5    6       7 8  M

1   2       3       4   5   6       7       8  M

1   2       3       4   5   6       7       8  M

A

B

C

1     2    3      4   5    6      7     8  M


	财经与市场 22年10期清样（印刷版）_83.pdf
	财经与市场 22年10期清样（印刷版）_84.pdf

