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荧光 PCR方法定量检测食品中香菇成分 
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(1. 青岛海关技术中心, 青岛  266000; 2. 黄岛海关, 青岛  266400; 3. 江南大学食品学院, 无锡  214000) 

摘  要: 目的  建立定量检测食品中香菇成分的荧光聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)法, 以

辨别出口商品和国内市场中谎报香菇成分含量、以次充好的菌菇产品。方法  选取香菇基因组单拷贝核基因

Hydrophobin Protein 设计香菇种属特异性引物, 扩增 107 bp 的片段, 用于荧光 PCR 定量检测。分别以 3 种香

菇作为阳性对照和 14 种非香菇菌种、植物产品作为阴性对照, 测试实时荧光 PCR 引物和探针的特异性。以

香菇标准 DNA 进行 8 个浓度梯度稀释, 测试的方法绝对定量限, 并制备 12 个梯度含量的香菇 DNA 样品, 测

试香菇相对含量的标准曲线。结果  本研究建立的香菇荧光 PCR 定量检测方法对香菇物种的特异性好, 与其

他食品物种无交叉结果, 荧光 PCR 扩增效率为 0.90, 绝对定量限(limit of quantitation, LOQ)为 0.01 pg/μL, 含

量检测 LOQ 为 0.05%。结论  本方法重复性和实用性好, 可以满足食品和调味料中香菇含量定量检测要求。 

关键词: 香菇; 实时荧光聚合酶链式反应法; 单拷贝基因; 定量检测 

Quantitative PCR methods for the detection of Lentinus edodes in food 
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ABSTRACT: Objective  To establish a fluorescence polymerase chain reaction (PCR) method for the quantitative 

detection of Lentinus edodes in food, so as to identify the falsely reported Lentinus edodes in export commodities and 

domestic market. Methods  A single copy nuclear gene of Hydrophobin Protein from Lentinus edodes genome was 

used to design a pairs species-specific primers and probe for fluorescent PCR quantitative detection of Lentinus 

edodes, and a 107 bp fragment was amplified for quantitative detection by fluorescence PCR. Three species of 

Lentinus edodes samples were used as a positive control and 14 species of non-Lentinus edodes strains and plant 

products were used as negative controls to test the specificity of the primers and probes. Eight concentration gradient 

dilutions were carried out by the standard DNA of Lentinus edodes for the absolutely quantified test, and 12 gradients 

of different Lentinus edodes content samples were prepared for test standard curve of the relative content of the 

Lentinus edodes. Results  This fluorescence PCR quantitative detection method established in this study had good 

specificity for Lentinus edodes species, and there was no crossover between Lentinus edodes species and other food 

species. The amplification efficiency of fluorescent PCR was 0.90, and the absolute value limit of quantitation (LOQ) 



第 22 期 马  豪, 等: 荧光 PCR 方法定量检测食品中香菇成分 8753 
 
 
 
 
 

was 0.01 pg/μL and the content detection LOQ was 0.05%. Conclusion  This method has good repeatability and 

operability, which can meet the quantitative detection requirements of Lentinus edodes content in food. 

KEY WORDS: Lentinus edodes; real-time fluorescent polymerase chain reaction; single copy gene; quantitative 

detection 
 
 

0  引  言 

香菇是担子菌纲(Basidaiomycetes)、伞菌目(Agaricales)、

口蘑科(Tricholomatacete)、香菇属(Lentinus)的大型食用菌, 学

名 Lentinus edodes[1]。香菇起源于我国, 是世界第二大菇类, 

肉质肥厚细嫩、味道鲜美、香气独特、具有很高的营养、药

用和保健价值, 是一种常见的药食同源的食物[2]。 

由于香菇具有较高食用价值, 市场上拥有大量香菇

加工产品。香菇初加工产品包括保鲜香菇、香菇干制品和

腌制品等。香菇精加工产品包括干食香菇、香菇粉等。香

菇深加工产品包括香菇调味品、香菇饮料、香菇多糖等。

香菇产品因香菇原料的含量不同而价格差异较大, 在国内

市场和出口商品中有以次充好, 也有使用其他价格便宜的

菌菇, 如杏鲍菇假冒香菇作为食品原料的现象。香菇粉中

香菇成分含量少, 掺杂大量廉价物质的出口香菇产品屡有

出现, 高报出口产品价格, 获得高额出口退税补贴, 给国

家造成重大经济损失。因此急需开发能够定量检测食品和

香菇粉中香菇含量的方法, 为稳定市场次序和执法把关提

供技术支持。 

PCR 技术是检测食品物种来源的可靠技术[3]。已有中

国学者报道了使用 PCR 技术鉴定猴头菇物种和使用 DNA

条形码技术鉴别有毒鹅膏菌属物种的方法[4-5]。TSURUDA

等[6]研究开发了使用复合荧光 PCR 技术鉴别有毒的日本类

脐菇(Omphalotus guepiniformis)和香菇(L. edodes)的方法。但

是目前对大型食用真菌的物种鉴定研究主要集中在种质资

源鉴定和亲缘分析方面, 并且研究的菌种较少, 尤其是针对

食品中大型食用菌成分及其含量的检测方法未见报导。 

液滴数字 PCR 是绝对定量方法, 可用于定量检测肉

制品中牛、猪、马和鸡成分的含量[7‒8], 但数字 PCR 仪器

相对昂贵, 相比之下实时荧光 PCR 检测方法灵敏准确, 仪

器使用普遍、易于操作, 被广泛用于识别食品中各种动物

和植物成分[9‒12]。在特异性 PCR 的物种鉴定中, 最广泛使

用的是线粒体 DNA 序列。但由于不同物种或个体之间线

粒体 DNA 的拷贝数不同, 线粒体 DNA 序列不适合用于定

量分析[13]。而核基因的 DNA 序列多为单拷贝, 更适合于

定量检测。一些核基因 DNA 序列已用于定量检测肉制品

中猪肉、羊肉和禽肉物种成分的含量[14‒15]。 

为满足市场对食品和调味品中香菇成分含量检测的需

求, 本研究使用荧光 PCR 方法并选取香菇基因组高度保守

的单拷贝核基因 DNA 序列开发了检测香菇成分含量的方法, 

以期为食品中香菇含量测定提供准确可靠的技术手段。 

1  材料与方法 

1.1  样品来源 

样品包括 3 种香菇样品作为阳性对照, 10 个其他担子

菌纲的食用菌和 4 种植物材料作为阴性对照样品, 另有 2

种真实样品和 5 种模拟样品作为试剂检测样品。样品来源

见表 1, 实验用食用菌样品如图 1 所示。 

 
 

表 1  实验用香菇样品和非香菇样品来源 
Table 1  Sources of positive and negative Lentinus edodes samples 

编号 名称 来源 

 1 新鲜香菇 市购 

 2 干香菇 市购 

 3 香菇粉 市购 

 4 平菇 市购 

 5 金针菇 市购 

 6 杏鲍菇 市购 

 7 双孢蘑菇 市购 

 8 红菌菇 市购 

 9 羊肚菌 市购 

10 竹荪 市购 

11 姬松茸 市购 

12 茶树菇 市购 

13 猴头菌 市购 

14 面粉 市购 

15 大米 市购 

16 玉米粉 市购 

17 马铃薯粉 市购 

18 香菇粉末 市购 

19 香菇素肉 市购 

20 自配香菇粉 1 100%香菇粉(m:m, 下同) 

21 自配香菇粉 2 80%香菇粉+20%面粉 

22 自配香菇粉 3 50%香菇粉+50%面粉 

23 自配香菇粉 4 40%香菇粉+60%面粉 

24 自配香菇粉 5 10%香菇粉+90%面粉 
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注: 样品从第 1 排自左向右分别为: 新鲜香菇、干香菇、平菇、

金针菇、杏鲍菇、双孢蘑菇、红菌菇、羊肚菌、竹荪、姬松茸、

茶树菇、猴头菌。 

图 1  实验用食用菌样品 

Fig.1  Samples of edible fungus in this test 
 

1.2  试剂与仪器 

植物组织基因组 DNA 核酸提取试剂盒(西安天隆科

技有限公司); 特异性引物、探针由北京擎科生物有限公司

合成; TransStart Probe qPCR SuperMix 试剂盒(Lot#O10911, 

北京全式金工程有限公司); NucleoSpin Food DNA 提取试

剂盒(德国 MN 公司) 

5810R 台式离心机、U-3010 紫外-可见分光光度计(德

国 Eppendorf公司); CFX96荧光 PCR仪(美国 Bio-Rad公司); 

GZX-9076 干燥箱(上海博迅公司); BSA124S 电子天平(德

国赛多利斯公司)。 

1.3  提取样品 DNA 

所有样品各取 50 g 制样。非粉状样品, 洗净后切成薄

片, 粉状样品直接烘干。所有样品于干燥箱中 60 ℃烘干  

8 h。充分研磨, 过 200 目筛, 筛下物取 2 个平行样, 各精

确称量 50 mg 用于提取样品 DNA。采用德国 NucleoSpin 

Food DNA 提取试剂盒, 按照操作说明提取基因组 DNA。

将 DNA 预混液分别取少部分用分光光度计测量质量浓度

及纯度, 在波长 260 nm 处测量预混液 DNA 浓度, 并用光

密度(optical density, OD)的比值(OD260 nm/OD280 nm)作为衡

量 DNA 纯度的标志, 当 OD260 nm/OD280 nm 比值在 1.7~1.9

之间时可以用于本实验, 配制成质量浓度为 10 ng/μL 的

DNA 模板液, 为荧光 PCR 做准备。 

1.4  配制绝对定量限测定用梯度 DNA 溶液 

根据 GenBank:GCA_015476405.1, 香菇基因组大小

为 45870312 bp。并且香菇基因 hydrophobin1 (Hyd1)为单拷

贝基因[16], 在一个基因组中检测到的所有特定片段都等同

于一个基因组。通过分光光度法确定的香菇基因组双链

DNA 浓度为 10 ng/μL 时, 含有 1.0×107 拷贝数/μL 的目标

DNA 序列。将香菇 DNA 提取液与大豆 DNA 提取溶液按

照体积分数进行混合, 分别配制成绝对定量限测定梯度标

准 DNA 溶液和香菇相对含量测定梯度 DNA 溶液。 

以 10 ng/μL 质量浓度 DNA 溶液为起始浓度, 稀释 7

个梯度, 每个梯度之间 10 倍稀释, 每个浓度梯度的拷贝数

见表 2。梯度配制方法为: 100%的香菇预混液用 1000 μL

的香菇基因组提取液的上清液和 0 μL 的等质量大豆提取

液的上清液进行混合获得。10%的香菇预混液用 100 μL 的

香菇基因组提取液上清和 900 μL 的等质量大豆提取液的

上清液进行混合获得, 以此类推。 

1.5  配制香菇成分相对含量测定用 DNA 溶液 

测定梯度DNA溶液设置12个浓度梯度, 使用10 ng/μL

质量浓度的香菇 DNA 溶液和 10 ng/μL 质量浓度的大豆

DNA溶液, 进行 2倍梯度稀释(表 3)。梯度配制方法为: 100%

的香菇预混液用 1000 μL 的香菇基因组提取液的上清液和 

0 μL 的大豆提取液的上清液进行混合获得; 50%的香菇预混

液用 500 μL 的香菇基因组提取液上清和 500 μL 的大豆提取

液的上清液进行混合获得, 以此类推。 

 
表 2  香菇绝对定量限标准曲线的 DNA 梯度设置 

Table 2  DNA gradient settings for the absolute quantitative standard curve of Lentinus edodes 

浓度 10 ng/μL 1 ng/μL 100 pg/μL 10 pg/μL 1 pg/μL 0.1 pg/μL 0.01 pg/μL 0.001 pg/μL

拷贝/μL 1.0×107 1.0×106 1.0×105 1.0×104 1.0×103 1.0×102 10.0 1.0 

 
表 3  香菇含量测定的标准曲线的梯度设置 

Table 3  Gradient setting of the standard curve for the determination of Lentinus edodes content 

标准品 梯度 1 梯度 2 梯度 3 梯度 4 梯度 5 梯度 6 

含量/% 100 50 25 12.5 6.25 3.13 

标准品 梯度 7 梯度 8 梯度 9 梯度 10 梯度 11 梯度 12 

含量/% 1.56 0.78 0.39  0.20 0.10 0.05 
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真实样品和模拟样品检测实验室中, 配制质量分数

为 100%、80%、50%、40%、10%香菇 DNA 浓度样品液, 每

个样品加样 5 个平行, 做荧光 PCR 的 DNA 模板。 

1.6  实时荧光 PCR 引物探针与反应条件 

根 据 Genbank 香 菇 基 因 hydrophobin1 (Hyd1) 

AF217807.1 的 DNA 序列, 经过与其他物种序列比对, 选出

香菇种属特异性 DNA 序列, 使用 Primer 3 软件, 设计香菇

物种特异性引物和探针 , hyd1F: 5’-AATGGAGCGGTGG 

AGGA-3’; hyd1R: 5’-AGTAGGAGAAGAGGCGGTGA-3’; 
hyd1P: “FAM-TCGCTGTTACTAACCGTCGT-BHQ1”。DNA

扩增长度为 107 bp。 

方法绝对定量限测定梯度标准 DNA 液和香菇含量测

定梯度 DNA 溶液, 每个梯度做 4 个荧光 PCR 平行样。每

个 DNA 样品在 0.2 mL PCR 反应管中进行扩增, 最终反应

体系为 25 μL, 包括: 正向引物(10 μmol/L) 1 μL、反向引物

(10 μmol/L) 1 μL、探针(10 μmol/L) 1 μL、模板 DNA 50 ng

反应, 2×RealMaster Mix 12.5 μL, 超纯水补足至 25 μL。实

时 PCR 反应程序为: 预变性 95 ℃, 2 min; 95 ℃, 10 s; 60 ℃, 

45 s; 45 个循环。 

1.7  测定方法绝对定量限 

为了测试开发方法的绝对定量限, 测定的 7 个连续浓

度梯度 DNA 溶液的荧光 PCR 扩增循环阈值(cycle threshold, 

Ct), 使用梯度 DNA 溶液的 Mean Ct 作标准曲线。根据 8 个

连续浓度确定绝对定量极限(limit of quantitation, LOQ)。通过

计算阳性反应的数量来确定和验证 LOQ[15,17]。因为荧光 PCR

方法绝对定量低限的浓度范围常落在 0.1.00~0.001 pg/μL 内
[14‒15], 所以只需在这个范围内测定置信区间。因此 8 个梯

度浓度的标准 DNA, 前 5 个梯度每梯度做 5 个荧光 PCR

的平行样, 后 3 个梯度每梯度做 20 个荧光 PCR 的平行样。

如果 LOQ 的置信区间应大于等于 95%, 表示阳性扩增数

应至少为 20 个总反应中的 19 个[17]。以各浓度的 Ct 值平

均值为 Y 轴, 基因组 DNA 浓度的对数为 X 轴做图。同时

计算该 PCR 反应的扩增效率(E)和回归系数(R2)。扩增效率

(E)计算公式如公式(1)所示。 

E=[10(-1/slope)-1]×100%             (1) 
式中, slope 为曲线斜率。 

通过计算前 5 个浓度各 5 个平行样和后 3 个浓度的各

20 个平行样的标准偏差(standard deviation, SD)和相对标准

偏差(relative standard deviation, RSD)以及 3 个重复实验的

SD [17]。 

1.8  测定香菇成分的相对含量和检出限 

将香菇含量测定梯度 DNA 溶液和样品荧光 PCR 扩增

Ct 值填入 Excel 表, 以 Ct 值为 Y 轴, 标准品百分浓度以 10

为底的对数为 X 轴做图, 得到 Y=KX+b 的线性方程, 其中 K

为斜率, 并得出相关系数 r2。如果扩增效率在 0.9 到 1.05 之

间, 相关相关系数 r2 为 0.9~1.0, 说明标准曲线可用[18‒20]。

物种相对含量测定的低限常落在 0.01%~1.00%[14‒15], 在此

范内需要计算置信区间, 所以测定香菇相对含量实验的前

7 个梯度浓度的标准品做 5 个荧光 PCR 平行样, 后 5 个梯

度浓度的标准品做 20 个荧光 PCR 平行样, 以准确计算香

菇相对含量的 LOQ 的置信区间。为了验证所开发方法的

适用性, 使用 2 个市购样品和 5 个实验室模拟样品, 测定

该方法的准确性, 确定测量值和真实值。每个样品做 5 个

PCR 重复。 

2  结果与分析 

2.1  荧光 PCR 方法的物种特异性 

本研究设计的香菇特异性引物和探针, 在荧光 PCR

的在 40 个循环内反应中, 3 个香菇物种阳性样品为明显扩

增的“S”型曲线, 其余较为平直的为阴性对照样品。实验证

明引物探针不会与种属关系相近的担子菌和其他植物发生

假阳性的扩增, 只针对香菇这单一物种产生清晰的扩增曲

线, 具有良好的种属特异性。 

2.2  方法的绝对定量限 

由图 2 可见, 荧光 PCR 的扩增曲线自左向右“S”型曲

线所代表的香菇含量分别为 10、1 ng/μL 和 100、10、1、

0.1、0.01、0.001 pg/μL (没有全部平行孔扩增, 图 2 中未作

显示)。质量浓度为 0.001 pg/μL 的香菇 DNA(约 1 拷贝), 20

个平行 PCR 反应中 17 个出现阳性。质量浓度为 0.01 pg/μL

的香菇 DNA, 20 个平行 PCR 反应有 PCR 扩增的荧光信号, 

表明本方法的绝对 LOQ 为 0.01 pg/μL, 约 10 拷贝, 20 个重

复反应的 Ct 值的 SD 为 0.22, 小于 0.25, 方法灵敏度高, 可

以满足定量检测的需要。 
 

 
 

图 2  本方法绝对定量限的荧光 PCR 扩增曲线 

Fig.2  Fluorescence PCR amplification curves of absolute 
quantitative limit of this method 

 
根据 7 个 10 倍梯度稀释浓度标准品的 Ct 值绘制标准

曲线, 标准曲线方程为 Y=3.5861X+13.933, r2=0.9992。标准

曲线方程的斜率接近于理论值 3.32, R2 接近 1, 说明标准曲

线的试验数据与拟合函数之间的拟合度高, 有良好的线
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性。扩增效率 E 值为 0.90, 说明标准曲线具有良好的线性

和较高的 PCR 效率, 结果表明本方法可用于食品中的香菇

成分定量检测。 

2.3  香菇成分相对含量标准曲线和样品香菇含量

测定 

使用香菇相对含量测定梯度 DNA模板的平均 Ct 作标

准曲线, 即相对浓度 2 倍梯度稀释浓度标准品的 Ct 值为 Y

轴, 标准品百分浓度以 2 为底的对数为 X 轴做图。得到的

线性方程 Y=1.0786X+18.216, 相关系数 r2 为 0.989, 方法线

性较好。从实验结果可知包括 0.05%和以上含量的 20 个平

行 PCR 反应均为阳性, 所以相对含量方法的绝对 LOQ 为

0.05%, 方法灵敏度高。扩增曲线见图 3。 

将模拟样品和真实样品检测的 Ct 值作为 Y 值带入方

程 Y=1.0786X+18.216, 求得 X 值, 再将 X 值带入方程香菇

质量百分含量=100×2-X%, 可以计算得到样品中香菇成分

的质量百分含量。模拟样品和真实样品中的香菇含量测量

值、真实值和 SD, 结果如表 4 所示。所有偏差结果均在

25%的可接受水平之内, 方法准确性高。 

 

 
 

注: A 前 9 个梯度的扩增曲线。B: 后 3 个梯度的扩增曲线。 

图 3  香菇相对含量定量的扩增曲线 

Fig.3  Quantitative amplification curves of relative content of Lentinus edodes 
 

表 4  真实样品和模拟样品含量测定结果(n=3) 
Table 4  Content determination results of real samples and 

simulated samples (n=3) 

样品 平均 Ct SD 实测含量/% 标识含量/%

香菇粉末 18.35 0.20 100.00 100 

香菇素肉 21.64 0.14  11.09  10 

自配香菇粉 1 18.26 0.15  97.13 100 

自配香菇粉 2 18.61 0.25  77.57  80 

自配香菇粉 3 19.13 0.17  55.40  50 

自配香菇粉 4 19.60 0.24  41.00  40 

自配香菇粉 5 21.35 0.18  13.38  10 

 

3  结论与讨论 

本研究以香菇单拷贝核基因的 DNA 片段模板设计了

香菇物种特异性引物, 建立了荧光 PCR 方法定量检测食品

中香菇成分的方法。研究结果表明, 本方法具有特异性、

灵敏性、重现性和准确性好的特点, 适用于使用香菇子实

体作原料或者添加料的食品和调味品中香菇成分的定量检

测。并且荧光 PCR 仪已经普遍使用, 操作相对简单, 本方

法可广泛应用于食品安全质量检测、进出口检验检疫等领

域, 对维护市场次序和打击出口骗税, 有巨大的社会和经

济意义。 
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