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实时荧光 PCR法测定婴幼儿谷类辅助食品中 

麸质过敏原成分 
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摘  要: 目的  建立实时荧光 PCR 法检测婴幼儿谷类辅助食品中麸质过敏原成分的含量。方法  样品加入淀

粉酶液化后, 采用试剂盒方法提取样品 DNA, 考察大麦 Hordein 基因、小麦 Gliadin 基因、黑麦 Secl 基因和燕

麦 Avenin 基因检测方法的特异性、灵敏度和检出限, 并应用于检测实际样品。结果  确定了实时荧光 PCR

反应体系条件, 各个基因的检测方法具有特异性强且灵敏度高, 检出限为 0.1%。结论  该方法操作简便, 准

确率高, 适用于婴幼儿谷类辅助食品中麸质成分的检测。 
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Determination of gluten allergens in cereals of supplementary foods for 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of gluten allergens in cereal supplement 

foods for infants and young children by real-time fluorescent PCR method. Methods  After the sample was liquefied 

by amylase, the sample DNA was extracted by kit method. The specificity, sensitivity and detection limit of the 

detection method of Hordein gene, wheat Gliadin gene, rye Secl gene and oat Avenin gene were investigated and 

applied to the detection of actual sample. Results  The conditions of the real-time fluorescent PCR reaction system 

were determined. The detection methods of each gene were specific and sensitive, and the detection limit was 0.1%. 

Conclusion  This method is simple, accurate and suitable for the detection of gluten allergens in cereal supplement 

foods for infants and young children. 
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1  引  言 

麸质是一类特殊的食品致敏原成分, 是国际社会最

早关注和研究的食品致敏原。麸质一般存在于大麦、小麦、

黑麦、燕麦和它们的杂交品种中。婴幼儿谷类辅助食品是

一种或一种以上的谷物为原料 , 并且谷物含量占干重的
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25%以上, 添加适当的营养强化剂和/或其他辅料, 经过加

工调制而成的供 6 月龄以上婴幼儿食用的辅助食品[1,2]。据

成都市妇女儿童中心医院皮肤科对 2016 年 1 月至 2017 年

5 月该院皮肤科诊治的 1 岁以下 1294 例过敏性皮肤病婴儿

进行食物过敏原皮肤点刺试验, 统计分析结果得出结论: 

最容易导致 1 岁以下婴儿过敏性皮肤病的食物为小麦、鸡

蛋清、花生、鸡蛋黄、大豆[3]。其中, 小麦中的麸质成分

是主要的致敏成分。 

GB/T 23779-2009《预包装食品中的致敏原成分》中定

义, 致敏原是能够诱发机体发生过敏反应的抗原物质[4]。同

时也罗列出了常见 8 大类食物过敏原, 即含麸质的谷类、

甲壳类、鱼类、蛋类、花生、大豆、乳及其制品、坚果。

目前过敏原已成为重要的食品安全问题, 为保护消费者的

健康, 很多国家和地区都制订了针对食品致敏原标签、标

识的法律、法规, 而评价和检测食品过敏原生物活性也是

其中很关键的环节。 

食物过敏原检测方法主要分为 2 大方法: 基于蛋白质

和基于核酸的检测方法[5]。基于蛋白质的有包括电泳法、

质谱法、免疫学方法和酶联免疫吸附法 (enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA)等; 基于核酸的主要采用各

种 PCR 的方法, 如实时荧光定量 PCR、多重 PCR[6]、逆转

录PCR、数字PCR。目前应用最广泛的是测定蛋白的ELISA

法和测定 DNA 的 PCR 法[7]。PCR 法应用于复杂食品中过

敏原的定性定量分析及物种鉴定方面, 不仅具有效率高、

结果准确、适用性强、操作简单等优点, 而且食物基质中

目标 DNA 的降解速度要比蛋白质慢很多[8], 这是 PCR 方

法在食物过敏原检测方面所存在的优势[9]。曹际娟等[10]建

立了一种实时荧光 PCR 方法检测含麸质的谷类产品的方

法 , 但该方法在处理部分婴幼儿谷类辅助食品时 , 加入

CTAB 后, 出现样液形成糊状, 影响 DNA 提取后续操作, 

最终 DNA 提取效率低等问题[11]。     

本研究建立一种简便、快捷的实时荧光定量 PCR 检

测方法, 可以检测婴幼儿谷类辅助食品中的麸质过敏原成

分(大麦、小麦、黑麦、燕麦), 为消费者选购食品提供依据, 

为监管部门监管食品提供保障。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与耗材 

DNA 提取试剂盒、实时荧光定量 PCR 扩增配套试剂

盒 Premix Ex TaqTM(Probe qPCR)、PCR 扩增引物、荧光探

针(宝生物工程(大连)有限公司)。 

2.2  仪器与设备 

Z 236K 高速台式冷冻离心机(德国 HermLe 公司); 

Maxq4450小型台式恒温摇床(美国 Thermo Scientific公司); 

Alrstream I 级 A2 型生物安全柜(新加坡艺思高科技有限公

司 ); Qubit3.0 核 酸 蛋 白 分 析 仪 ( 美 国 ABI 公 司 ); 

QuantStudio6 实时荧光定量 PCR 仪(美国 ABI 公司)。 

2.3  样品信息 

用于特异性试验样品: 大麦、小麦、黑麦和燕麦各 2

种样品以及 8 种粮谷蔬菜(大豆、玉米、大米、黑豆、芝麻、

胡萝卜、糙米、油菜), 样品来源于广州某市场。 

用于灵敏度试验样品: 将已提取的麸质 DNA 与其他

用于特异性实验的 DNA 按不同比例进行混合以得到不同

麸质含量的样品, 麸质含量分别为 100%, 10%, 5%, 1%, 

0.5%, 0.1%, 0.01%, 0.001%, 共 8 个浓度梯度。 

实际样品: 20 份婴幼儿谷类辅助食品购于广州各超

市、婴幼儿店, 见表 1。 

2.4  引物与探针 

用于试验扩增的引物和探针分别为: 大麦 Hordein 基

因、小麦 Gliadin 基因、黑麦 Secl 基因以及燕麦 Avenin 基

因, 引物探针信息来自 SN/T 1961.11-2013 《出口食品过敏

原成分检测 第 11 部分: 实时荧光 PCR 方法检测麸质成

分》[12], 序列如表 2 所示。 

 
表 1  实际样品 

Table 1  Practical samples  

样品编号 样品名称 样品编号 样品名称 样品编号 样品名称 

FZ-01 鱼肉蔬菜营养米粉-1 FZ-08 营养米粉 FZ-15 钙铁锌营养面条# 

FZ-02 牛肉番茄营养米粉 FZ-09 婴儿营养米粉☆  FZ-16 燕麦营养米粉△  

FZ-03 有机小米营养米粉 FZ-10 淮山薏米营养米粉- ☆2  FZ-17 铁锌钙营养米粉 

FZ-04 营养细米粉* # FZ-11 鱼肉蔬菜营养米粉- ☆2  FZ-18 南瓜营养米粉 

FZ-05 五谷珍宝营养米粉△  FZ-12 胡罗卜营养米粉☆  FZ-19 玉米胡罗卜多维米乳 

FZ-06 淮山薏米营养米粉-1 FZ-13 黑米红枣营养米粉☆  FZ-20 鳕鱼蔬菜营养米粉 

FZ-07 骨汤营养面条# FZ-14 强化钙铁锌营养米粉   

注: *为添加了大麦; #为添加了小麦; △ 为添加了燕麦 ☆; 为此生产线也加工含有乳制品、鱼制品、含麸质的谷物制品的食品。 
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表 2  引物与探针序列 
Table 2  Primers and probes sequences  

目的基因 引物序列(5’→3’) 探针序列 

大麦 Hordein 
5’- AACAGCTAAACCCATGCAAGGTA -3’ 

5’-FAM-TCCTCCAGCAGCAGTGCAGCCCT-TAMRA-3’ 
5’- GTTCGGGGATTTGGGGTAGTTG -3’ 

小麦 Gliadin 
5’-CCCAAAGTACGACGCAACGAC-3’ 

5’-FAM-CATGCCGACACACACATCAAGGTTGAC-TAMRA-3’ 
5’-GGATTCGGTTATGCCTTCGTG-3’ 

黑麦 Secl 
5’-AAAAGAACAATCATATCCGCAGCA-3’ 

5’-FAM-TCACACCAACCATTTCCCACACCGC-TAMRA-3’ 
5’-GAATTGGCTGTTGGGGCTGG-3’ 

燕麦 Avenin 
5’-CGGCGATGTGCGATGTATACG-3’ 

5’-FAM-CCCACCGCAGTGCCCTGTCGC-TAMRA-3’ 
5’-AGCCCTTGTAGTGTTCTTAGAAGC-3’ 

 

 
 

2.5  方  法 

2.5.1  样品核酸的提取 

将用于特异性试验的样品进行前处理, 用粉碎机将

其粉碎, 分装到密封袋中保存备用。用 1.5 mL 离心管称取

约 25 mg样品, 按照 DNA提取试剂盒所述的方法提取样品

的 DNA。此外，处理婴幼儿谷类辅助食品样品时, 应加入

20 μL 的淀粉酶使裂解体系液化。 

2.5.2  DNA 浓度和纯度的测定 

使用紫外分光光度计测定所提 DNA 260 nm 和 280 

nm 处的吸收值, 并使用核酸蛋白分析仪测定 DNA 的浓

度。经测定, OD260 nm/OD280 nm 的值均在 1.7~1.9 之间, 表明

可用于 PCR 实验等后续的操作。同时将浓度稀释至 50 

ng/μL, 于20 ℃保存备用。 

2.5.3  实时荧光 PCR 试验 

实时荧光定量 PCR 反应体系(20 μL)见表 3, 实时荧光

定量 PCR 反应条件见表 4, 同时在每个循环的退火延伸阶

段收集荧光信号。 

依据实时荧光 PCR 反应原理及相关食品检测标准, 

设定本方法的判定原则: (1)空白、阴性对照不得有 Ct 值;  

(2)当 Ct 值≤35, 有典型扩增曲线时, 判定为检出; (3)当 Ct

值＞35, 无典型扩增曲线或无 Ct 值, 判定为未检出。 

 
表 3  实时荧光定量 PCR 反应体系 

Table 3  Reaction system of real-time fluorescent PCR 

试剂 体积(μL) 

实时荧光 PCR 预混液 10 

正、反引物(10 μmol/L) 0.4 

荧光探针(10 μmol/L) 0.2 

DNA 模板(50 ng/μL) 2 

无菌超纯水 7.4 

总体积 20 

表 4  实时荧光 PCR 反应条件 
Table 4  Reaction conditions of Real-time fluorescence PCR 

步骤 反应 温度/℃ 时间/ s 循环数 

1 预热 95 10 1 

2 变性 95 5 
40 

3 退火延伸 60 34 
 
 
 
 

2.5.4  特异性试验 

提取 16 种用于特异性试验样品的 DNA, 利用建立

的实时荧光定量 PCR 方法, 分别检测大麦 Hordein、小麦

Gliadin、黑麦 Secl 以及燕麦 Avenin 基因, 验证方法的特

异性。 

2.5.5  灵敏度试验 

将已提取的麸质DNA和其他用于特异性实验的DNA

按比例混合, 得到 4 种类各 8 浓度梯度的样品(详见 2.3), 

与对应的引物、探针配置反应体系并进行扩增, 确定方法

的检出限。 

2.5.6  检测方法的实际应用 

从超市选购 20 批婴幼儿谷类辅助食品, 对样品进行

前处理后, 使用 DNA 提取试剂盒提取样品的 DNA 并稀释

至所需浓度后进行实时荧光定量 PCR 检测。 

3  结果与分析 

3.1  特异性试验结果 

引物与探针的特异性需要验证其种间特异性, 以确

定该引物是否满足检测的需要。16 种样品与麸质(大麦、

小麦、黑麦、燕麦)的引物和探针进行实时荧光定量 PCR

扩增的结果如图 1。结果显示: 大麦、小麦、黑麦和燕麦

样品在对应的源性基因中均出现了典型的扩增曲线, 说明

检测出其源性成分; 而其他样品均无出现扩增曲线。实验

结果表明引物、探针特异性满足检测要求。 
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3.2  灵敏度试验结果 

将麸质(大麦、小麦、黑麦、燕麦)DNA 分别与其他用

于特异性实验的 DNA 混合, 分别制成麸质 DNA 含量为

100%、10%、5%、1%、0.5%、0.1%、0.01%和 0.001%的

混合 DNA, 进行实时荧光定量 PCR 实验, 检测结果如表

5、图 2。由结果可以得出, Hordein、Gliadin、Secl 和 Avenin

基因在含量为 0.1%时依然可以检出, 得出本研究方法的检

出限为 0.1%。 
 

 
图 1  特异性试验结果 

Fig.1  Test results of specificity 
 

 
图 2  灵敏度试验结果 

Fig.2  Test results of sensitivity 
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表 5  灵敏度试验结果 Ct 值 
Table 5  Test result Ct value of sensitivity 

浓度 
大麦 Hordein 

Ct 值 

小麦 Gliadin 

Ct 值 

黑麦 Secl 

Ct 值 

燕麦 Avenin 

Ct 值 

100% 25.62 23.55 24.78 24.53 

10% 28.93 27.19 28.46 28.21 

5% 30.33 27.98 29.42 29.14 

1% 32.57 30.95 31.77 32.40 

0.5% 34.21 31.89 33.00 32.73 

0.1% 34.53 33.15 34.97 34.97 

0.01% / / / / 

0.001% / / / / 

 

3.3  检测方法应用结果 

为了验证方法的可靠性和实用性, 我们从市场选择

了 20 批婴幼儿谷类辅助食品(具体信息见表 1)。利用本文

建立的实时荧光定量 PCR 方法, 对样品进行 DNA 提取, 

稀释至合适浓度后进行实时荧光定量 PCR 扩增。结果显示, 

18 批样品的实时荧光定量 PCR 结果与样品实际情况一致。

编号 FZ-05 的样品, 标示添加了燕麦成分, 实验结果检出

了燕麦和大麦成分, 如图 3; 编号 FZ-10 的样品, 标示“此

生产线也加工含有乳制品、鱼制品、含麸质的谷物制品的

食品”, 实验结果检出了小麦成分, 如图 4。经复检, 判定结

果一致。对市售商品的实际检测结果表明本实验建立的方

法适用于市售婴幼儿谷类辅助食品中麸质中过敏原成分的

检测。 

 
 

图 3  样品 FZ-05 检测结果 

Fig.3  Test results of sample FZ-05 
 

 
 

图 4  样品 FZ-10 检测结果 

Fig.4  Test results of sample FZ-10 
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4  结论与讨论 

免疫学检测方法的特异性和准确性基于抗原抗体的

识别, 但食品工业中常用的热加工、酶解等深加工技术使

过敏原蛋白质变性或降解, 易导致结果出现假阴性[13]; 对

于某些过敏原, 如虾、龙虾和蟹等其他甲壳类[14], 存在较

大的交叉反应, 此外, 有研究表明 ELISA 试剂盒不适用于

鱼过敏原蛋白的检测[15], 因此免疫学检测方法在过敏原检

测方面限制了其应用。而普通 PCR 方法存在操作复杂, 易

污染等不足。 

实时荧光 PCR 法是一种新型的检测技术, 在食品与

非食品中过敏原检测中发挥了非常重要的作用。对比于普

通 PCR 法, 它在密闭管中进行, 无需在反应结束后进行电

泳分析, 因此可降低反应的污染率。实时荧光定量 PCR 法

是检测过敏原的一个重要的研究方向。本研究采用实时荧

光定量 PCR 法, 建立检测婴幼儿谷类辅助食品中麸质中过

敏原成分的方法, 该方法具有很好的特异性和灵敏度, 检

出限为 0.1%。该方法检验条件稳定, 操作简单, 适用性强, 

可准确检测市售常见婴幼儿谷类辅助食品中的麸质过敏原

成分, 适合推广使用。有利于维护消费者的知情权, 选购

合适的产品供婴儿食用, 为相关检测机构日常监管工作提

供了理论基础与数据支持。 
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