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前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

本标准由中国标准化研究院提出并归口。

本标准起草单位：清华大学、中国科学院微生物研究所、河北省食品检验研究院、中国标准化研

究院。

本标准主要起草人：张罛、邢新会、杜文斌、周巍、郭永、剪兴金、汪海燕、郑蒙、蔡东洋、马爱进。
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微生物痕量基因残留测定

微滴数字犘犆犚法

１　范围

本标准规定了用微滴数字ＰＣＲ法测定微生物痕量基因残留的方法。

本标准适用于加工产品中酿酒酵母和植物乳杆菌痕量特征基因残留的测定。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

３．１

痕量基因残留　狋狉犪犮犲犵犲狀犲狉犲狊犻犱狌犲

微生物加工产品在后续分离纯化中很难去除的痕量（含量在１００ｐｇ／ｍＬ以下）核酸。

４　原理

利用液滴微流控技术，将待测生物样品所残留的目标核酸ＰＣＲ扩增体系分割成几十份到几万份包

含一个拷贝的核酸分子微升级油包水微滴。按照常规ＰＣＲ体系对其进行扩增，通过荧光探针实现信号

读出。所产生微滴阳性信号的数目即代表了原始样本中目标核酸分子的拷贝数，从而直接数出目标核

酸分子的个数，对起始样品的痕量基因残留进行定量。

５　试剂或材料

除非另有规定，仅使用分析纯试剂。

５．１　水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水。

５．２　ＤＮＡ提取试剂盒。

５．３　微滴数字ＰＣＲ反应试剂盒。

５．４　酿酒酵母引物和探针：

ＳＣＦ：５′ＧＧＡＣＴＣＴＧＧＡＣＡＴＧＣＡＡＧＡＴ３′；

ＳＣＲ：５′ＡＴＡＣＣＣＴＴＣＴＴＡＡＣＡＣＣＴＧＧ３′；

ＳＣＰ：５′ＦＡＭＣＣＣＴＴＣＡＧＡＧＣＧＴＴＴＴＣＴＣＴＡＡＡＴＴＧＡＴＡＣＢＨＱ１３′。

５．５　植物乳杆菌引物和探针：

ＬｐＦ：５′ＴＴＡＣＡＴＴＴＧＡＧＴＧＡＧＴＧＧＣＧＡＡＣＴ３′；
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ＬｐＲ：５′ＡＧＧＴＧＴＴＡＴＣＣＣＣＣＧＣＴＴＣＴ３′；

ＬｐＰ：５′ＦＡＭＣＡＧＧＴＴＷＣＣＣＡＣＧＴＧＴＴＡＣＴＣＡＣＢＨＱ１３′。

５．６　酵母浸出粉胨葡萄糖培养基（ＹＰＤ培养基）：

称取蛋白胨２０．００ｇ，酵母提取物１０．００ｇ，葡萄糖２０．００ｇ，加水溶解后定容至１０００ｍＬ。然后在

１２１℃下高压加热灭菌１５ｍｉｎ。

５．７　乳酸细菌培养基（ＭＲＳ培养基）：

称取蛋白胨１０．００ｇ，牛肉膏１０．００ｇ，酵母膏５．００ｇ，葡萄糖２０．００ｇ，柠檬酸氢二铵２．００ｇ，乙酸钠

５．００ｇ，磷酸氢二钾２．００ｇ，硫酸镁０．５８ｇ，硫酸锰０．２５ｇ，加入吐温８０１．０ｍＬ，先加入９９０ｍＬ水溶解，

并调节ｐＨ至６．２～６．６的范围内，再定容至１０００ｍＬ。然后在１２１℃下高压加热灭菌１５ｍｉｎ。

５．８　酿酒酵母ＣＧＭＣＣ１．２４３７纯培养物：

挑取活化平板中酿酒酵母ＣＧＭＣＣ１．２４３７的单菌落接种至２５ｍＬＹＰＤ液体培养基中，在３０℃

±１℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的条件下培养过夜得到种子液。取种子液０．５ｍＬ转接于１０ｍＬＹＰＤ液体培养基

中，在３０℃ ±１℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的条件下培养至ＯＤ６００为０．３～０．４（约２ｈ～３ｈ），得到酿酒酵母ＣＧ

ＭＣＣ１．２４３７纯培养物。

５．９　植物乳杆菌ＡＴＣＣ２０４５０８纯培养物：

挑取活化平板中植物乳杆菌ＡＴＣＣ２０４５０８的单菌落接种至２５ｍＬＭＲＳ液体培养基中，在３０℃

±１℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的条件下培养过夜得到种子液。取种子液０．５ｍＬ转接于１０ｍＬＭＲＳ液体培养基

中，在３０℃ ±１℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的条件下培养至 ＯＤ６００为０．３～０．４（约２ｈ～３ｈ），得到植物乳杆菌

ＡＴＣＣ２０４５０８纯培养物。

６　仪器设备

６．１　微滴数字ＰＣＲ仪。

６．２　核酸定量仪。

６．３　热循环仪。

７　反应体系准备

７．１　酿酒酵母残留基因检测反应体系的准备

７．１．１　受试样品犇犖犃模板准备

取１．００ｇ受试样品，按照核酸提取试剂盒说明书进行ＤＮＡ提取操作，最后使用５０μＬ的无菌双蒸

水进行ＤＮＡ洗脱。提取得到的ＤＮＡ样品使用核酸定量仪检测核酸的浓度和纯度。

７．１．２　阳性对照犇犖犃模板准备

取植物乳杆菌纯培养物（５．９）１００μＬ，用无菌双蒸水稀释至ＯＤ６００为０．２（此时菌体浓度约为２×１０
８

ＣＦＵ／ｍＬ）。采用梯度稀释的方法，继续用无菌双蒸水稀释至菌体浓度为１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ。取１００μＬ

稀释后的植物乳杆菌纯培养物，加入１．００ｇ受试样品中作为阳性对照。利用ＤＮＡ提取试剂盒对上述

样品进行ＤＮＡ提取操作，最后使用５０μＬ的无菌双蒸水进行ＤＮＡ洗脱。提取得到的ＤＮＡ样品使用

核酸定量仪检测核酸的浓度和纯度。

７．１．３　阴性对照犇犖犃模板准备

采用植物乳杆菌纯培养物（５．９）为阴性对照。利用ＤＮＡ提取试剂盒对植物乳杆菌纯培养物进行
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ＤＮＡ提取操作，最后使用５０μＬ的无菌双蒸水进行ＤＮＡ洗脱。提取得到的ＤＮＡ样品使用核酸定量

仪检测核酸的浓度和纯度。

７．１．４　微滴数字犘犆犚反应体系

每个试样的微滴数字ＰＣＲ反应都设置３个平行，并按照表１设置ＰＣＲ反应体系。用无菌双蒸水

作为空白对照。

表１　酿酒酵母残留基因检测微滴数字犘犆犚反应体系

试剂 终浓度 体系

２×反应 ｍｉｘ １× １０μＬ

２０μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＦ １０μｍｏｌ／Ｌ １．２μＬ

２０μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＲ １０μｍｏｌ／Ｌ １．２μＬ

２０μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＰ １０μｍｏｌ／Ｌ ０．４μＬ

２０ｎｇ／μＬＤＮＡ模板 １２．５ｎｇ／μＬ ４μＬ

无菌双蒸水 补足２０μＬ

总体系 ２０μＬ

　　注：此为一般反应体系，可根据不同市售微滴数字ＰＣＲ试剂盒进行调整。对于实验组、阴性对照组和空白对照

组选用引物和探针（５．４），对于阳性对照组选用引物和探针（５．５）。

７．２　植物乳杆菌残留基因检测反应体系的准备

７．２．１　受试样品犇犖犃模板准备

取１．００ｇ受试样品，按照核酸提取试剂盒说明书进行ＤＮＡ提取操作，最后使用５０μＬ的无菌双蒸

水进行ＤＮＡ洗脱。提取得到的ＤＮＡ样品使用核酸定量仪检测核酸的浓度和纯度。

７．２．２　阳性对照犇犖犃模板准备

取酿酒酵母纯培养物（５．８）１００μＬ，用无菌双蒸水稀释至 ＯＤ６００为０．２（此时菌体浓度约为２×１０
７

ＣＦＵ／ｍＬ）。采用梯度稀释的方法，继续用无菌双蒸水稀释至菌体浓度为１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ。取１００μＬ

稀释后的酿酒酵母纯培养物，加入１．００ｇ受试样品中作为阳性对照。利用ＤＮＡ提取试剂盒对上述样

品进行ＤＮＡ提取操作，最后使用５０μＬ的无菌双蒸水进行ＤＮＡ洗脱。提取得到的ＤＮＡ样品使用核

酸定量仪检测核酸的浓度和纯度。

７．２．３　阴性对照犇犖犃模板准备

采用酿酒酵母纯培养物（５．８）为阴性对照。利用ＤＮＡ提取试剂盒对酿酒酵母纯培养物进行ＤＮＡ

提取操作，最后使用５０μＬ的无菌双蒸水进行ＤＮＡ洗脱。提取得到的ＤＮＡ样品使用核酸定量仪检测

核酸的浓度和纯度。

７．２．４　微滴数字犘犆犚反应体系

每个试样的微滴数字ＰＣＲ反应都设置３个平行，并按照表２设置ＰＣＲ反应体系。用无菌双蒸水

作为空白对照。
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表２　植物乳杆菌残留基因检测微滴数字犘犆犚反应体系

试剂 终浓度 体系

２×反应 ｍｉｘ １× １０μＬ

２０μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＦ １０μｍｏｌ／Ｌ １．２μＬ

２０μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＲ １０μｍｏｌ／Ｌ １．２μＬ

２０μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒＰ １０μｍｏｌ／Ｌ ０．４μＬ

２０ｎｇ／μＬＤＮＡ模板 １２．５ｎｇ／μＬ ４μＬ

无菌双蒸水 补足２０μＬ

总体系 ２０μＬ

　　注：此为一般反应体系，可根据不同市售微滴数字ＰＣＲ试剂盒进行调整。对于实验组、阴性对照组和空白对照

组选用引物和探针（５．５），对于阳性对照组选用引物和探针（５．４）。

８　微滴数字犘犆犚反应

体系配置完成后按照数字ＰＣＲ仪器的说明书进行操作，对反应体系进行分割获得油包水微滴。有

效微滴数不得低于微滴数字ＰＣＲ设备规定的微滴数量，否则需重复实验检测样本。

按照微滴数字ＰＣＲ仪的操作说明，在３０ｍｉｎ内进行ＰＣＲ扩增，或者放于４℃冰箱４ｈ之内进行

ＰＣＲ扩增。扩增可在数字ＰＣＲ或热循环仪上完成，升降温速度 ≤２．５℃／ｓ，扩增程序见表３。扩增结

束后读取所有微滴的荧光信号，用于后续数据分析。

表３　微滴数字犘犆犚扩增程序

步骤 温度／℃ 时间 循环数

预变性 ９５ １０ｍｉｎ １

变性

退火／延伸

９４

６０

３０ｓ

１ｍｉｎ
４０

酶灭活 ９８ １０ｍｉｎ １

保持 ４ ∞

　　注：一般扩增程序不变，但可根据实际试验情况调整退火温度。

９　结果分析与表述

９．１　阈值设定

根据体系中阴性扩增体系终点荧光值设定荧光的阈限值。阈限值需明确区分扩增体系中的阴性微

滴和阳性微滴。

９．２　对照组检测结果分析

阴性对照组和空白对照中没有任何扩增现象，阳性对照组出现明显的扩增现象，表明此次数字
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ＰＣＲ检测正常，无需重复检测，具有可信性。

９．３　试样检测结果分析

试样检测的结果根据以下原则分析：

ａ）　阳性对照和受试样本均出现明显的扩增现象，其扩增终点荧光信号值超过荧光阈限值，这表明

试样中检测出目的微生物残留基因，表述为“试样中检测出目的微生物残留基因，检测结果为

阳性”。

ｂ） 阳性对照得到了明显的扩增，其终点荧光信号值超过荧光阈限值，受试样本未出现明显的扩增

现象，其扩增终点荧信号值位于阈限值之下，这表明试样中未检测出目的微生物残留基因，表

述为“试样中未检测出目的微生物残留基因，检测结果为阴性”。
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