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微滴式数字聚合酶链式反应在食品安全检测 
领域的应用 

牛会敏, 王静怡, 姚晓洁, 魏华琳, 陈万胜, 邓迎春* 
(河南省口岸食品检验检测所, 郑州  450003) 

摘  要: 微滴式数字聚合酶链式反应(droplet digital polymerase chain reaction, ddPCR)是一种新型核酸扩增技

术, 可对 DNA 或 RNA 分子采用绝对定量的方式进行分析。其结果具有更高的精准度、准确性和灵敏度, 大

大提升了数字 PCR 技术的可扩展性与实用性, 促进了现代分子生物学在精准定量检测方面的发展和应用。本

文重点论述了 ddPCR 法的技术原理、优势以及在食源性致病微生物定量检测、转基因成分分析、食品源性成

分检测等食品安全检测领域的应用研究进展情况。 
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Application of droplet digital polymerase chain reaction  
in food safety detection 

NIU Hui-Min, WANG Jing-Yi, YAO Xiao-Jie, WEI Hua-Lin, CHEN Wan-Sheng, DENG Ying-Chun* 
(Food Inspection and Testing Institute of Henan Province, Zhengzhou 450003, China) 

ABSTRACT: Droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR) is a new kind of nucleic acid amplification 

technology, which can be used to analyze DNA or RNA molecules in an absolutely quantitative way. The result has 

higher precision, accuracy and sensitivity, which greatly enhances the scalability and practical of digital PCR 

technology, and promotes the development and application of modern molecular biology in accurate quantitative 

detection. This paper reviewed the technical principle and advantages of ddPCR method and its application in food 

safety field, such as quantitative detection of food borne pathogenic microorganisms, analysis of transgenic 

components, and detection of food-derived components. 
KEY WORDS: droplet digital polymerase chain reaction; absolute quantification; food safety detection 
 

 
1  引  言 

微 滴 式 数 字 聚 合 酶 链 式 反 应 (droplet digital 

polymerase chain reaction, ddPCR)技术, 是在实时荧光定

量 PCR(real-time quantitative polymerase chain reaction, 
qPCR)技术基础上发展起来的一种新的核酸定性定量检测
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方法, 可直接测得样品中的目标基因的绝对拷贝数, 被称

为“第 3 代 PCR”技术[1,2]。ddPCR 技术与传统 PCR、定量

PCR 技术相比 , 不依赖于扩增曲线的循环阈值 (cycle 
threshold, Ct)进行定量, 不受扩增效率的影响, 不需要内

参基因和标准曲线, 准确度高、重现性好, 可以实现绝对

定量分析 , 因此该方法具有广泛的应用范围 , 已用于医

学、生物学等多个领域, 如医学临床诊断方面的肿瘤早期

诊疗[3‒5]、无创产前检查[6,7]、病毒检测[8,9]、拷贝数变异研

究 [10,11]等 , 生物学方面的基因表达分析 [12,13]、下一代测  
序[14‒16]等。 

目前, 各国对食品安全问题均高度重视, 加大了对

食品的生产、加工、流通和销售等各个环节管理和监控

力度。ddPCR 技术可以在 2~3 h 对样品中核酸进行精确定

量, 在食源性病原体鉴定和预警、食品原材料掺假鉴别、

转基因成分分析等问题上展现出强大优势, 并已开始广

泛应用于食品安全检测领域。本文就该技术的原理和优

势进行了阐述, 对其在食品安全检测领域的应用和研究

进展进行综述, 旨在为该技术在食品安全检测领域的进

一步发展提供参考。 

2  微滴式数字 PCR 技术简介 

2.1  微滴式数字 PCR 技术发展简介 

数字 PCR 技术提出至今, 相关技术和产业化发展非

常迅速。该技术主要分为 3 类: 微孔板数字 PCR 技术、微

流控芯片数字 PCR 技术和微滴式数字 PCR 技术[17‒19]。其

中 ddPCR 技术利用微流控技术生成油包水乳化微滴颗粒, 
以每个油包水小颗粒作为反应体系, 进行 PCR 扩增及荧光

检测, 大大增加了反应器的数量, 简化了微流控芯片, 操
作较为简单, 解决了微孔板数字 PCR 技术操作复杂、成本

高的问题, 因此是目前商业化应用最广泛、最理想的数字

PCR 技术平台。 
Bio-Rad 和 Rain Dance Technologies 是商业化开发

ddPCR 技术的公司代表。Quanta Life 公司最早开发 ddPCR
技术平台, 2011 年被 Bio-Rad 收购后改名为 QX100 微滴式

数字 PCR 系统。2012 年, Rain Dance 公司推出 Raindrop 型

号设备, 该设备可以将每个标准反应体系分割为包含 100
万至 1000 万个皮升级别的微滴反应乳液, 从而获得超高

的微滴数目。2013 年, Bio-Rad 公司将 ddPCR 系统升级为

QX200TM Droplet DigitalTM PCR 系统, 同步上市的还有目

前市场上唯一经过实验室严格验证的检测体系。2017 年, 
Bio-Rad 宣布收购 Rain Dance, 这一步巩固了 Bio-Rad 在数

字 PCR 技术领域的领先地位。 

2.2  微滴式数字 PCR 技术原理 

该技术利用微滴发生器将含有核酸分子的荧光 PCR
反应体系“分割”为数万个纳升级的微滴, 核酸分子在各微

滴中随机分散, 每个微滴或不含待检核酸靶分子, 或含有

至少 1 个待检核酸靶分子, 且每个微滴都是一个独立的

PCR 反应器。经 PCR 扩增后, 利用微滴分析仪逐个对每个

微滴进行检测, 有荧光信号的微滴判读为“1”, 没有荧光信

号的微滴判读为“0”, 最终根据泊松分布原理以及阳性微

滴的比例即可得出待检靶分子的起始拷贝数或浓度, 从而

实现对最初反应体系中核酸靶分子数的绝对定量[20‒22] 。 
 

 
 

图 1  ddPCR 原理示意图 
Fig.1  Schematic diagram of ddPCR 

 

2.3  微滴式数字 PCR 技术优势 

ddPCR 技术采用一种全新的方式进行核酸分子的定

量, 与普通 PCR 和 qPCR 技术相比, 具有无可比拟的优势。

通过对样品的微滴化处理及分子技术的检测手段, 摒弃了

通过循环阈值计算间接定量的方式, 而直接获取目标基因

的绝对拷贝数, 实现真正意义上的绝对定量, 更加提高了

检测精度和分辨率, 这是其他方法诸如二代测序、芯片杂

交等平台无法企及的。该技术在进行低丰度及稀有序列精

准定量时, 通过核心的微滴化处理, 使得稀有的核酸序列

与大量的背景 DNA 分开, 显著降低了有竞争性作用的背

景序列浓度, 进而提高检测的灵敏度及重复性。通过终点

荧光检测方式进行结果判读, 因而受扩增效率的影响大为

降低, 对抑制物的耐受程度大大提高, 因此可适用于多种

复杂稀有样本的检测。此外 , ddPCR 技术除了能检测

TaqMan 水解探针的荧光信号外, 还兼容 EvaGreen 染料法

的检测功能, 使得实验的反应成本更低, 利用 EvaGreen 法

无差别结合双链 DNA 序列的特点, 还可实现多重数字

PCR 技术的检测[23]。 

3  微滴式数字 PCR 技术在食品安全检测领域

的应用 

3.1  微滴式数字 PCR 技术在食源性致病微生物定

量检测方面的应用 

食源性致病微生物是影响食品安全的重要因素之一, 
建立其快速、灵敏、特异的定量检测方法是控制食源性

疾病的关键。传统培养法是微生物定量检测的主要技术

手段, 但需繁琐的增菌、分离、鉴定等步骤, 费时费力, 辅
助的 qPCR 方法, 虽在时间上有了很大突破, 但其结果的
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准确性依赖于标准曲线的构建和引物的扩增效率 , 而

ddPCR 技术弥补了这一缺陷。同时由于其抗抑制能力使

其可能成为高通量筛选微生物以评估食品质量和安全性

的有用策略, 已开发了同时检测乳制品中 8 种致病病原

体的 ddPCR 方法。目前, 常见的食源性致病菌如大肠杆

菌 O157: H7、单核细胞增生李斯特菌、副溶血性弧菌、

大肠菌群、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌等均已建立 ddPCR
技术定量检测的方法。 

我国 ddPCR 技术起步较晚, 但近几年很多学者利用

该技术已开展大量致病性微生物定量检测工作。董莲华

等[24]以大肠杆菌 O157: H7 的 rfbE 基因为靶基因建立了可

准确定量的 ddPCR 方法, 此方法定量限为 4 copies/20 μL, 
检出限为 3 copies/20 μL, 具有较好的特异性。方佩佩   
等[25]和赵丽青等[26]分别建立了副溶血性弧菌和单核细胞

增生李斯特氏菌的 ddPCR 技术快速定量检测方法, 确定

了方法的特异性及定量检测的线性范围, 副溶血性弧菌

有效基因组 DNA 浓度范围为 2～19440 copies/20 μL, 菌
悬液浓度为(50～4.86×105) CFU/mL, 与 3M 测试片所得

菌悬液浓度无显著性差异(P＞0.05), 与 qPCR 技术相比, 
可进行更低浓度检测且能准确定量 ; 单增李斯特菌的

ddPCR 方法中, 最佳探针浓度为 5 pmol/μL, 特异性好, 
检出限为(3.6±0.1) copies/20 μL, 重复性良好, 标准偏差

为 0.067%, 拷贝数与细菌浓度形成的线性关系较好。周

巍等[27]建立了发酵乳中金黄色葡萄球菌的 ddPCR 定量检

测方法 , 该方法特异性良好 , 灵敏度为 3.3×101 CFU/g, 
定量的偏差率为+10.18%, 证明了 ddPCR 技术用于绝对

定量检测的可行性。 
国外学者如 Rothrock 等[28]用 ddPCR 技术对商业家禽

处理水样进行沙门氏菌和单增李斯特菌检测, 结果表示, 
与传统定量方法比较, ddPCR 技术具有灵敏度高、特异性

强等优点。Bian等[29]采用 ddPCR 技术对大肠杆菌 O157: H7
和单增李斯特菌进行检测, 同时与 qPCR 方法进行比较, 
ddPCR 技 术 具 有 很 高 的 灵 敏 度 , 最 低 检 测 下 限 为       
10 CFU/mL。与定量 PCR 方法对比, ddPCR 技术具有灵敏

度高、特异性好及检出限低等特征。 
目前我国研究人员已成功将 ddPCR 技术与死菌残留

DNA 去除试剂相结合, 开发出了检测食源性致病菌的新

方法, 能有效去除死菌细胞残留的核酸, 实现致病菌活菌

的准确定量。赵丽青等 [30]将叠氮溴化丙锭 (propidium 
monoazide, PMA)与 ddPCR 技术相结合, 用于金黄色葡萄

球菌活菌的检测, 结果表明, PMA-ddPCR 法可以定量检测

活菌, 避免死菌 DNA 的干扰, 检出限达到 10 copies/20 μL, 
具有较高的灵敏度。此外 , 王静等 [31,32]还用脱氧胆酸钠

(sodium deoxycholate, SD)-叠氮溴化丙锭-微滴式数字 PCR
技术(SD-PMA-ddPCR)建立了沙门氏菌和单增李斯特菌的

定量检测方法, 利用 SD 对受损细胞预处理, 使 PMA 进入

受损细胞与 DNA 发生共价交联, 提取细菌基因组 DNA 进

行 ddPCR 方法检测, 灵敏度达到 2.0 copies/20 μL, 具有特

异性强、稳定性好等优点, 在食源性致病微生物的定量检

测中有很大发展空间。 

3.2  微滴式数字 PCR 在转基因成分检测方面的应用 

联合国粮食署对转基因食品在研发生产和安全性评

估上有着严格的文件规范, 各国政府均出台相应的管理和

执行法规, 对转基因产品的含量必须进行标识, 包括我国

在内的 50 多个国家和地区实施了转基因产品的标识制度, 
并制定了各自的标识阈值[33], 这对转基因成分的精准定量

提出了迫切要求。qPCR 法是转基因成分检测中重要的手

段, 但该方法还存在难以突破的瓶颈, 对低含量转基因成

分检测时, 结果可靠性差, 易漏检; 必须依据标准物质构

建的标准曲线进行, 且易受样品中 PCR 反应抑制剂的影响, 
造成检测结果不理想。而 ddPCR 技术可以克服以上弊端[34], 
不仅彻底摆脱对标准品的依赖, 检测结果的精确度、重复

性更好, 检测成本也比 qPCR 法更低。 
Dany 等[35]首次利用 QX100 系统论述了 ddPCR 技术

在转基因检测领域的优点和可行性, 并与 qPCR 技术及芯

片式数字 PCR(chip digital PCR, cdPCR)进行了系统比较, 
结果显示 ddPCR 技术灵敏度堪比 cdPCR 和 qPCR 技术, 其
超过 4 个数量级的动态范围优于 cdPCR 2~3 个数量级, 可
满足日常转基因检测需要。Demeke 等[36]利用双重 ddPCR
技术对转基因油菜 OXY235 品系和大豆 DP305423 品系进

行绝对定量, 结果发现含量为 0.001%的标准品样品只能被

ddPCR 法检出, 表明 ddPCR 法具有更高的灵敏度。我国学

者也利用 ddPCR 技术开展了大量的关于转基因成分检测

的相关研究[37‒39], 张佳玲等 [40]创建了我国未批准转基因

玉米品系 VOC-01981-5的二重 ddPCR定量检测方法, 在相

对标准偏差不大于 25%时, 最低可稳定定量 5 个拷贝的

VOC-01981-5 品系特异性序列分子和 4 个拷贝的内源基因

hmg 分子, PCR 反应模板量与测定样品拷贝数之间呈高度

正相关, 相关系数达 0.99 以上, 表明该方法特异性强、稳

定性好、灵敏度高、定量范围广。柴成梁等[41]利用 ddPCR
技术对大豆毛油样品进行外源转基因成分检测, 所建立的

方法准确可靠, 可进行推广应用。 
我国转基因成分 ddPCR 技术定量检测已取得突出成

果, 并开始向标准化方向转化。目前已经有 3 项出入境检

验检疫行业标准颁布并实施。GB/T 38132-2019《转基因植

物品系定量检测数字 PCR 法》[42], 该标准可采用微滴数字

PCR 反应体系定量检测物理加工种子样品中转基因玉米

MON810、MON89034、MIR162、转基因大豆 GTS-40-3-2、
转基因水稻克螟稻、转基因棉花 GHB119 和转基因油菜

RT73 品 系 , 定 量 检 测 限 为 0.1%( 质 量 分 数 ); SN/T 
4853-2017《转基因大米定量检测 数字 PCR 法》系列标   
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准[43]共包括 7 部分, 分别规定了稻谷和大米中 TT51-1、克

螟稻、科丰 6 号、M12、LL62、T2A-1、T1C-19 品系的数

字 PCR 定量检测方法; SN/T4993-2017《转基因玉米检测 
微滴式数字 PCR 定量法》[44]则覆盖了对 15 种转基因玉米

品系的检测, 对 30 ng玉米基因组 DNA的检测低限为 0.1%, 
150 ng 玉米基因组 DNA 的检测低限为 0.02%。 

3.3  微滴式数字 PCR 技术在食品源性成分检测中

的应用 

由于市场需求的增加和原料价格的上涨, 一些不良

商家为了减少生产成本, 在产品中掺入成本低廉的非产品

标志的原料, 以次充好, 如用廉价肉代替价格较高的牛羊

肉进行销售, 或在植物蛋白饮料中掺入成本低廉的植物原

料, 使得掺杂使假等问题日益突出。此外由于在生产加工

过程中共用生产线等, 造成产品偶然掺杂未经标识的食品

源性成分的现象也很普遍。因此急需建立有效的检测方法

能快速、定量检测食品源性成分并准确区分上述 2 种不同

性质的掺入。 
ddPCR 技术已经应用于鸡、牛、羊、猪、鸭、鹅[45‒49]

等动物源性成分及核桃、大豆、椰子、花生、红薯[50‒52]

等植物源性成分的定量检测研究中。在动物源性食品的掺

假中, 任君安等[53]通过设计合成羊和猪的特异性引物和探

针, 获得单位质量 2 种肉基因拷贝数之比的固定值, 将样

品中羊肉和猪肉的拷贝数转换为相对质量分数, 从而建立

羊肉中掺杂猪肉的精准定量 ddPCR 检测方法, 定量结果准

确、重复性高。杨华等[54]利用 ddPCR 技术, 创建了牛肉及

其制品中掺入鸡肉、鸭肉和猪肉的多重 ddPCR 技术快速定

量检测方法, 对 9 个实际样品的检测结果与已知信息完全

相符, 结果可靠准确。同样的原理, 杨硕等[50]建立了市售

核桃乳中核桃源及主要掺杂物种大豆 2 种源性成分的准

确、快速多重 ddPCR 检测方法, 该方法灵敏度高, 核桃中

掺杂大豆的质量检测限为 0.5%, 相对误差为 5.6%, 用实际

样品进行验证, 样品大豆与核桃质量之比高于 10%时, 判
断存在掺杂使假, 大豆与核桃质量之比低于 0.2 时, 极低

的检出量推断为工艺沾染, 该研究建立的准确、快速的多

重 ddPCR 定量检测方法可以作为鉴别核桃乳中掺杂使假

的有效手段。 
目前, 在建立动植物源性成分精准定量检测技术并

区分有意掺假和无意掺杂方面, qPCR 技术并不能提供有

效的解决方法, 而 ddPCR 技术则可以依据拷贝数含量与质

量的相关性, 估算源性成分的质量百分比, 从而准确判断

食品源性成分是故意添加还是无意沾染。 

4  前景与展望 

ddPCR 技术是近 10 年刚发展起来的第 3 代 PCR 技术, 
凭借其较好的准确度、重现性、绝对定量等优势, 与采用

相对定量技术的 qPCR 方法等相关分子生物学检测技术在

食品安全检测领域互为补充, 弥补了在定量检测方面必须

依赖标准曲线与 PCR 扩增效率等问题的不足, 目前已经在

致病菌检测、转基因成分检测、食品源性成分及掺杂使假

等食品安全领域广泛应用, 为多个食品安全监管专业领域

的限量值或阈值设定提供了新的度量标尺。 
近几年 ddPCR 定量检测技术发展迅速, 我国在转基

因成分检测、病毒检测及致病菌检测领域已经颁布实施

了二十几项相关标准, 食品和饲料中动物源性成分数字

PCR 定量测定方法标准正在制定中, 另外在转基因植物

及其产品成分检测领域还批准了数字 PCR 方法制定指南

的国家标准, ddPCR 技术的逐步标准化将进一步普及该

技术的应用。 
但 ddPCR 技术还存在一定局限性, 如仪器昂贵及需

要开发配套试剂等在一定程度上限制了该技术的全面推广; 
另外, 在定量检测中, 仍不能满足市场上种类繁多样品的

检测需求, 比如对于成分复杂、添加大量添加剂及未知掺

假物质的食品, 该方法的作用依然有限, 还需要更多的理

论研究来突破瓶颈。但是, 随着生命科学产业的不断发展, 
越来越多的研究者将利用该技术找到更多突破点, 取得更

大的成果, 为保障食品安全提供更为先进的技术手段。 
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