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　　摘要：为快速、灵敏并且特异性地检测红枣中链格孢菌，选取２对链格孢菌特异引物，优化多重 ＰＣＲ检测中的引
物比例、退火温度、ｄＮＴＰ浓度及Ｍｇ２＋浓度等条件，结果表明多重ＰＣＲ扩增出了预计的链格孢菌 ＰＣＲ产物，优化的条
件为Ａｌｔ－Ｆ２＼Ｒ２∶Ａｌｔ－Ｆ１＼Ｒ１＝３∶１、退火温度５２℃、ｄＮＴＰ浓度０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｍｇ２＋浓度１．５ｍｍｏｌ／Ｌ。该方法在检
测红枣链格孢菌中具有很好的应用和开发前景。
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　　红枣（ＺｉｚｙｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．）是集营养、保健于一体的优
质干果，含有丰富的多糖、维生素Ｃ、黄酮、ｃＡＭＰ等成分［１－２］，

但红枣在自然条件下贮藏容易发生真菌病害侵染引起的霉

变，在霉变过程中，真菌产生的二次代谢产物真菌毒素具有很

强的毒性，会给食用者带来危害［３－４］。近年来的研究表明，链

格孢菌是红枣霉变中的主要真菌之一［５－７］，因此对其进行快

速准确地检测，对控制红枣产品的安全性具有重要意义。

多重ＰＣＲ检测技术具有快速、简便且特异性的优点，在
许多植物真菌的检测中得到广泛应用［８－１０］，但对枣中链格孢

菌的多重ＰＣＲ检测尚未见报道。本研究针对枣中链格孢菌
特菌Ａｌｔ－Ｆ１＼Ｒ１扩增片段和 Ａｌｔ－Ｆ２＼Ｒ２扩增片段设计引
物，采用多重ＰＣＲ对其进行鉴定，研究其多重ＰＣＲ检测条件，
旨在为枣产品的链格孢菌检测提供一种新方法。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｔａｐ酶、ｄＮＴＰ，均购自 ＴａＫａＲａ公司；真菌 ＤＮＡ提取试剂

盒，Ｏｍｅｇａ公司；５３１１型ＰＣＲ仪，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＬＰＨ恒
温培养箱，上海鸿都电子科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　病原真菌总ＤＮＡ的提取　将霉变红枣上刮下的菌丝
洗涤、干燥，液氮研磨后转移至 ＥＰ管中，使用试剂盒提取基
因组ＤＮＡ作为ＰＣＲ反应的模板，０．８％琼脂糖凝胶电泳法检
测ＤＮＡ。
１．２．２　链格孢菌引物单重ＰＣＲ特异性试验　根据序列比对
结果，选取２对链格孢菌的特异引物：

Ａｌｔ－Ｆ１：５′－ＴＧＴＣＴＴＴＴＧＣＧＴＡＣＴＴＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴ－３′；
Ａｌｔ－Ｒ１：５′－ＣＧＡＣＴＴＧＴＧＣＴＧＣＧＣＴＣ－３′；
Ａｌｔ－Ｆ２：５′－ＣＴＴＴＴＧＣＧＴＡＣＴＴＣＴＴＧＴＴＴＣＣ－３′；

Ａｌｔ－Ｒ２：５′－ＣＡＧＧＣＡＴＧＣＣＣＴＴＴＧＧＡＴＡＣ－３′。
　　其中：Ａｌｔ－Ｆ１、Ｒ１扩增片段约３７０ｂｐ；Ａｌｔ－Ｆ２、Ｒ２扩增
片段约２４０ｂｐ。
　　分别从不同红枣真菌菌丝中提取基因组 ＤＮＡ，作为 ＰＣＲ
反应的模板，分别用以上２种引物进行ＰＣＲ，看能否扩增出相
应的条带。ＰＣＲ反应体系为５０μＬ：ＤＮＡ模板２μＬ、１０×缓
冲液５μＬ、ｄＮＴＰ（每种２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）
各２μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，无菌水补足至
５０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃变性
３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３５个循环，７２℃延伸
１０ｍｉｎ。反应结束后取５μＬＰＣＲ产物加１μＬ６×溴酚蓝上
样缓冲液，在２％琼脂糖凝胶上１１０Ｖ电泳３５ｍｉｎ。
１．２．３　２种引物的比例对多重ＰＣＲ反应的影响　引物Ａｌｔ－
Ｆ２＼Ｒ２和Ａｌｔ－Ｆ１＼Ｒ１的比例分别为４∶１、３∶１、２∶１、１∶１、
１∶２，ＰＣＲ反应体系为５０μＬ：ＤＮＡ模板２μＬ、１０×缓冲液
５μＬ、ｄＮＴＰ（每种２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、引物各２μＬ、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ、无菌水补足至５０μＬ。ＰＣＲ反应程
序为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５２℃退火 ３０ｓ，
７２℃ 延伸４０ｓ，３８个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后取
５μＬＰＣＲ产物加１μＬ６×溴酚蓝上样缓冲液，在２％琼脂糖
凝胶上１１０Ｖ电泳３５ｍｉｎ。
１．２．４　退火温度对多重ＰＣＲ反应的影响　选择１种引物的
比例，分别在不同的退火温度下进行ＰＣＲ，其他条件不变。
１．２．５　Ｍｇ２＋浓度对多重 ＰＣＲ反应的影响　在 ＰＣＲ反应体
系中，改变Ｍｇ２＋的加入量，使其终浓度分别为１．５、２．０、２．５、
３．０、３．５ｍｍｏｌ／Ｌ，其他条件不变，进行ＰＣＲ。
１．２．６　ｄＮＴＰ浓度对多重 ＰＣＲ反应的影响　在 ＰＣＲ反应体
系中，改变 ｄＮＴＰ的加入量，使其终浓度分别为０．０５、０．０６、
００７、０．０８、０．０９ｍｍｏｌ／Ｌ，其他条件不变，进行ＰＣＲ。

２　结果与讨论

２．１　链格孢菌引物单重ＰＣＲ特异性验证
链格孢菌引物单重ＰＣＲ特异性验证结果见图１、图２。

　　从图１、图２可以看出，Ａｌｔ－Ｆ１＼Ｒ１和Ａｌｔ－Ｆ２＼Ｒ２引物
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能够从链格孢属中的２种菌株：ＸＺＪ１（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）和 ＸＺＪ２
（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ）的ＤＮＡ中分别扩展出大小约４００、２５０ｂｐ
的特异条带，而从其他真菌如扩展青霉、皮落青霉、根霉、毛

霉、黑曲霉、链孢霉、长梗木霉的 ＤＮＡ中未能扩增出条带，说
明这２对引物可以作为链格孢霉的特异性引物。
２．２　多重ＰＣＲ反应中２种引物的比例优化

多重ＰＣＲ反应中２种引物的比例优化结果见图３。从图
３可以看出，当引物Ａｌｔ－Ｆ２＼Ｒ２和引物Ａｌｔ－Ｆ１＼Ｒ１的比例为
３∶１时，２条带扩增效果较好。随着引物比例增大，小条带逐
渐减弱，因此２种引物的比例初步确定为Ａｌｔ－Ｆ２＼Ｒ２∶Ａｌｔ－
Ｆ１＼Ｒ１＝３∶１。

２．３　多重ＰＣＲ反应退火温度优化
多重ＰＣＲ反应退火温度优化结果见图４。从图４可以看

出，当退火温度为５２℃时，２条带扩增效果较好，因此退火温
度初步确定为５２℃。
２．４　多重ＰＣＲ反应Ｍｇ２＋浓度优化

多重ＰＣＲ反应Ｍｇ２＋浓度优化结果见图５。从图５可以
看出，Ｍｇ２＋浓度变化对引物 Ａｌｔ－Ｆ２＼Ｒ２和引物 Ａｌｔ－Ｆ１＼Ｒ１
的多重ＰＣＲ反应影响不大，因此Ｍｇ２＋浓度采用１．５ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．６　多重ＰＣＲ反应ｄＮＴＰ浓度优化

多重ＰＣＲ反应ｄＮＴＰ浓度优化结果见图６。从图６可以
看出，当ｄＮＴＰ浓度超过０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ后，其浓度变化对引物
Ａｌｔ－Ｆ２＼Ｒ２和引物Ａｌｔ－Ｆ１＼Ｒ１的多重ＰＣＲ反应影响不大。

３　结论

多重ＰＣＲ检测需要通过调整 ＰＣＲ反应体系中某些反应
条件来实现。试验中发现引物比例、退火温度是影响多重

ＰＣＲ的２个重要因素，而ｄＮＴＰ、Ｍｇ２＋浓度对多重ＰＣＲ的影响
较小。研究验证了２对链格孢菌引物具有扩增特异性，并初
步确定了２对引物多重 ＰＣＲ的引物比例、退火温度、Ｍｇ２＋浓
度和ｄＮＴＰ浓度。表明该方法可检测枣中链格孢菌，具有快
速、灵敏并且特异性的优点。
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酶法提取１０－脱乙酰基巴卡丁Ⅲ的工艺优化
杨文婷，江　明，朱文婷，韦　琴

（武汉工商学院环境与生物工程学院，湖北武汉４３００００）

　　摘要：采用纤维素酶法提取曼地亚红豆杉中的１０－脱乙酰基巴卡丁Ⅲ（１０－ＤＡＢ），并对酶处理的条件进行优化。
以１０－ＤＡＢ提取率为指标，考察酶用量、酶处理时间、酶处理温度及ｐＨ值等因素对提取率的影响，通过单因素试验及
响应面试验得出纤维素酶法提取１０－ＤＡＢ的最佳条件，并结合实际进行优化。结果得到酶处理最佳条件为：纤维素
酶用量２％、酶处理时间３ｈ、酶处理温度４２℃、ｐＨ值５．０，此时１０－ＤＡＢ提取率为０．５２９７％±０．００１０６７％，与模型预
测值０．５３３６％接近，说明工艺条件稳定，模型可靠。
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　　１０－脱乙酰基巴卡丁Ⅲ（１０－ｄｅａｃｅｔｙｌｂａｃｃａｔｉｎⅢ，简称
１０－ＤＡＢ）是合成抗癌药物紫杉醇和多西紫杉醇的重要原
料［１－３］。紫杉醇为治疗多种晚期癌症的药物之一，因受到原

材料来源的限制，其原料药市场总体呈现供不应求的趋

势［４］，其制备方法有多种，而以１０－ＤＡＢ作为原料半合成是
最具实用价值的方法之一，目前已占紫杉醇原料药总产量的

２／３以上［５－６］，对于缓解红豆杉资源的短缺具有非常重要的

现实意义。１０－ＤＡＢ主要从红豆杉植株的枝叶中提取，但提
取率通常比较低［７－１０］，本研究利用纤维素酶对植物细胞壁进

行水解，以促进１０－ＤＡＢ的溶出［１１－１２］，并通过响应面试验设

计优化酶处理条件，从而确定酶法预处理的最佳条件［１３－１５］。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
曼地亚红豆杉（产地江苏）；石油醚（３０～６０℃），９５％乙

醇，二氯甲烷，甲醇，柠檬酸，柠檬酸钠，以上化学试剂均为分

析纯；４００～８００Ｕ／ｇ纤维素酶（ＳａｎｌａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＣｏ．ＬＴＤ），
４００～８００Ｕ／ｇ果胶酶（Ｂｉｏｓｈａｒｐ）。

７５２型紫外可见分光光度计（上海光谱仪器有限公司），
ＫＱ－５０Ｅ型超声波清洗器（江苏省昆山市超声仪器有限公

司），ＹＸＱ－ＬＳ－５０Ｓ１１酸度计（上海精密科学仪器有限公司）
１．２　试验方法
１．２．１　标准曲线的制作　精确称取１０－ＤＡＢ标准品５ｍｇ，
定容至５０ｍＬ容量瓶中，得到０．１ｍｇ／ｍＬ１０－ＤＡＢ母液；再
分别精确量取该母液０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ，稀释至
５ｍＬ，于２２７ｎｍ处测定吸光度。
１．２．２　原材料的预处理　将曼地亚红豆杉植株洗净风干，
４０℃ 干燥７２ｈ，粉碎过３０目筛，再以１∶５的比例用石油醚
浸渍６ｈ，以初步脱脂及色素，阴凉处密封保存备用。
１．２．３　单因素试验　准确称取曼地亚红豆杉粉末１ｇ，加入
１％果胶酶及一定比例纤维素酶，再加入一定ｐＨ值的缓冲溶
液至２０ｍＬ，振荡混匀之后分别于一定温度水浴一定时间，所
得样品 ５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清；以料液比
１ｇ∶３０ｍＬ加入无水乙醇超声处理３０ｍｉｎ，取无水乙醇层去
除溶剂，残留物加１５ｍＬ蒸馏水混悬后用石油醚萃取至醚层
接近无色，分液弃醚层，用１０ｍＬ二氯甲烷萃取，分离二氯甲
烷层，通风橱中自然挥干除去溶剂，得干燥提取物［１２］；精确量

取１０ｍＬ甲醇溶解，并适当稀释，于２２７ｎｍ处测吸光度。
初步拟定酶处理条件为：纤维素酶用量２％、提取温度为

４０℃、ｐＨ值５．０、酶处理时间２ｈ，其他条件不变，改变其中１
个条件进行单因素试验，酶处理温度分别为 ２０、３０、４０、５０、
６０℃，酶处理时间分别为１、２、３、４、５ｈ，纤维素酶用量分别为
１％、２％、３％、４％、５％，缓冲液 ｐＨ值分别为 ４．０、４．５、５．０、
５５、６．０。不同ｐＨ值溶液用不同比例的０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸溶
液和０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠溶液配制，并用酸度计将ｐＨ值调至
所需范围。

１．２．４　响应面试验　根据中心组合设计原理［１３－１４］，由单因

素试验考察的结果选取酶预处理温度（ｘ１）、酶处理时间
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