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摘  要：为了探究常见添加剂对植物蛋白饮料植物源性成分检测的影响，在荧光 PCR 反应体系中添

加不同浓度的添加剂来判定其对大豆 DNA 荧光 PCR 反应的干扰浓度，测定其 DNA 紫外吸收峰值，

并比较了试剂盒、试剂盒+氯仿、《植物蛋白饮料中植物源性成分鉴定方法》（BJS201707）三种方法。

当安赛蜜的浓度大于 105.00 μg/μL，甜蜜素浓度大于 100.00 μg/μL，抗坏血酸浓度大于 108.30 μg/μL，

D-异抗坏血酸钠浓度大于 132.00 μg/μL，肌苷酸二钠浓度大于 335.00 μg/μL，谷氨酸钠大于 150.00 

μg/μL，氯化钾的浓度大于 37.85 μg/μL 时，使得大豆 DNA 荧光 PCR 反应出现假阴性。安赛蜜浓度大

于 75.00 μg/μL，甜蜜素浓度大于 133.38 μg/μL 时，抗坏血酸浓度大于 65.00 μg/μL，D-异抗坏血酸浓度

大于 79.13 μg/μL，肌苷酸二钠浓度大于 335.00 μg/μL，检测不到 DNA 紫外吸收峰。298.75 μg/μL 浓度

的肌苷酸二钠、100.00 μg/μL、200.00 μg/μL 的谷氨酸钠与对照组 DNA 紫外吸收峰差异显著，其他添

加剂组与对照组差异不显著。三种方法中（BTS201707）提取 DNA 的效果最好，Ct 值最小，与其他

两种方法差异显著。安赛蜜、甜蜜素、抗坏血酸、D-异抗坏血酸钠、肌苷酸二钠、谷氨酸钠、氯化钾

对植物源性成分荧光 PCR 检测具有影响作用，使得检测结果出现假阴性，并且这些添加剂到一定浓度

时会通过影响 DNA 峰值而影响荧光 PCR 反应的准确性。该研究为今后探究添加剂对检测植物源性成

分的影响奠定了基础。 
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Abstract: The influence of common additives on the detection of plant derived components in vegetable 

protein drinks was studied. Different concentrations of additives were added into the fluorescent PCR 

reaction system to determine the interference concentration of soybean DNA fluorescence PCR reaction, and 

the DNA UV absorption peak was measured. And three methods: reagent kit, reagent kit+chloraform, and 

“Method for Identification of Plant-derived Components in Vegetable Protein Drinks” were compared. When 

the concentration of acesulfame was greater than 105.00 μg/μL, and the concentration of sodium cyclamate 

was greater than 100.00 μg/μL, and the concentration of ascorbic acid was greater than 108.30 μg/μL. In 

addition, the concentration of D-sodium erythorbate was greater than 132.00 μg/μL, and the concentration of 

disodium inosinate was greater than 335.00 μg/μL. Under this condition, the concentration of monosodium 

glutamate was greater than 150.00 μg/μL and potassium chloride was greater than 37.85 μg/μL, indicating 

that the RT-PCR reaction of soybean DNA was inhibited and the results were false negative. When 

acesulfame concentration was greater than 75.00 μg/μL, sodium cyclamate concentration was greater than 

133.38 μg/μL, and ascorbic acid concentration was greater than 65.00 μg/μL. D-sodium erythorbate 

concentration was greater than 79.13 μg/μL, and disodium inosinate concentration was greater than   

335.00 μg/μL, while DNA uv absorption peak could not be detected. The DNA UV absorption peaks of 

disodium inosinate, 100.00 μg/μL and 200.00 μg/μL monosodium glutamate at 298.75 μg/μL were 

significantly different from those of the control group, but no significant differences were found between the 

other additive groups and the control group. Among the three methods, had the best DNA extraction effect 

and the lowest Ct value, which was significantly different from the other two methods. The additive had an 

effect on RT PCR detection of plant components. This study laid a foundation for further study on the 

influence of additives on the detection of plant derived ingredients. 

Key words: vegetable protein drinks; plant-derived ingredients; real-time PCR; additive; absorption peak 

植物蛋白饮料是以植物的种子、果实或组织

为原料经深加工而制成的产品[1]，含有大量磷、

钾、钙及微量元素，因其坚果味、奶油质地、脂肪

酸组成和药用价值，成为动物奶的良好替代品[2]。

植物蛋白饮料在市场上的需求不断提高，生产商

为了利润 大化，常以便宜原料大豆、花生等代

替昂贵材料核桃、榛子，随后用香精勾兑成植物

蛋白饮料，以降低生产成本[3]，于是在植物蛋白

饮料中不能检出相应的植物源性成分[4]。食品掺

假是消费者普遍遇到的问题，因为他们无法用肉

眼分辨出掺假的食品[5]。因此，食品相关组织需

要建立和使用有效的方法来检测掺假，从而确保

植物蛋白饮料的真实性和纯度[6]。 

现阶段植物蛋白饮料植物源性的检测技术主

要为理化检测、红外光谱技术、ELISA、分子生

物学技术、液相色谱联用技术[7]。分子生物学方

法已成为植物源性成分鉴定的首选方法，该方法

依据植物种类特定保守基因或蛋白质进行检测，

主要包括蛋白质水平的检测和核酸水平的检测[8]。

荧光 PCR 因其可实现高效定量检测，特异性高，

灵敏度好的特性成为主流的核酸水平检测手段[9]。

但在实际检测中由于食品添加剂的使用使得检测

结果出现假阴性。食品添加剂被广泛添加到植物

蛋白饮料中，以保持色泽、风味、增强味道、改

变外观、延长保质期，提高加工、储存和包装过

程中的食品质量和安全性[10-11]。甜味剂可以增强

产品口味、增加食欲，这些甜味剂的强度是蔗糖

的数千倍，并且无残留味道[12]。抗氧化剂包括自

由基清除剂、还原剂、过氧化物和其他活性氧物

质的灭活剂以及金属螯合剂 [13]。通过降低氧含

量，中断氧化路径，破坏催化酶活性，活化核酸

内切酶等途径降低食品氧化反应[14-15]。增味剂谷

氨酸钠的增味效果是其他食物不可替代的[16]，其

与肌苷酸二钠混合时产生协同效应，可使鲜度提

高数倍至数十倍[17]；这些添加剂被大量应用于食

品生产中。现阶段的检测手段可单独检测添加剂
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的含量，亦可检测植物源性成分[18-20]，研究添加剂

对植物源性成分荧光 PCR 检测方法的影响较少。 

本实验选取常见甜味剂（安赛蜜、甜蜜素）、

抗氧化剂（抗坏血酸、D-异抗坏血酸钠）、增味剂

（肌苷酸二钠、谷氨酸钠）、氯化钾 7 种添加剂，

探究不同浓度添加剂对大豆 DNA 荧光 PCR 反应

的干预情况，并测定假阴性限值；利用 DNA 紫

外吸收峰的变化确定添加剂对大豆 DNA 的影响机

理；并在人工添加剂污染的模型中比较深加工食品

DNA 试剂盒提取方法，深加工食品 DNA 试剂盒+

氯仿提取方法，国家食品药品监督管理总局《植

物蛋白饮料中植物源性成分鉴定》（BJS201707）提

取方法三种方法中相应引物扩增 Ct 值的大小，为

改善国标检测方法提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

东北非转基因大豆：河北石家庄农贸市场；

深加工食品 DNA 提取试剂盒：天根生化科技（北

京）有限公司；安赛蜜分析纯：上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；甜蜜素、抗坏血酸、D-异抗

坏血酸钠分析纯：北京索莱宝科技有限公司；肌

苷酸二钠、谷氨酸钠分析纯：天津市光复精细化

工研究所；氯化钾分析纯：天津博迪化工股份有

限公司。 

1.2  仪器与设备 

UV-2700 紫外可见分光光度计：岛津仪器（苏

州）有限公司；SHA-B 水浴恒温振荡器：常州润

华电器有限公司；Sigma 3K15 冷冻离心机：德国

Sigma公司；Light Cycler 480 II实时荧光定量 PCR

仪：德国罗氏诊断有限公司；IKA MS3 basic 涡旋

振荡器：德国 IKA 集团；ME204/02 电子天平：

梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司。 

1.3  实验方法 

称取 100 mg 大豆样本，组织研磨机研磨，依

据 DNA 提取试剂盒提取大豆 DNA，纯大豆 DNA

为对照，并设不同浓度的添加剂，提取物 DNA

的 OD260/280 值在 1.7~1.9 之间时，进行荧光 PCR

扩增。大豆源性成分 Lectin 基因检测用引物（对）

序列为： 

大豆 5’端引物：5’-GCCCTCTACTCCACCCC-

CA-3’ 

大豆 3’端引物：5’-GCCCATCTGCAAGCC-

TTTTT-3′ 

大豆探针：5’-FAM-AGCTTCGCCGCTTCC-

TTCAACTTCAC-TAMRA-3’ 

反应体系为：Premix 12.50 μL、Primer-F 0.75 μL、

Primer-R 0.75 μL、Probe 0.50μL、DNA 2.00 μL、

ddH2O 8.50 μL。含有添加剂的荧光 PCR 反应体系

为添加剂 X μL，ddH2O（8.50-X）μL。反应参数为

50 ℃ 2 min；95 ℃ 15 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，

40 个循环。Ct 值≤35.00，判定阳性；值≥40.00，

判定阴性；35.00＜Ct 值＜40.00，重复实验一次。 

随后选取浓度为荧光 PCR 阳性的结果，加入

到提取的纯大豆 DNA 中，纯 DNA 组为对照，紫

外分光光度计测量其溶液在 200~500 nm 波长的

光吸收曲线，检测 DNA 紫外吸收峰的变化程度，

探究食品添加剂与 DNA 相结合的方式。 

将测到的影响荧光 PCR 反应的 低添加剂浓

度，添加到大豆样本中，制成人工添加剂污染的

模型，并分别选取深加工食品 DNA 试剂盒提取，

深加工食品 DNA 试剂盒+氯仿提取，国家食品药

品监督管理总局《植物蛋白饮料中植物源性成分

鉴定》（BJS201707）方法提取 DNA，用相应引物

扩增，比较三种提取方法 Ct 值的大小。 

1.4  数据分析 

利用 Sigma Plot 进行数据分析，所有数据均

采用单因素方差分析进行分析，以确定各组之间

的差异。在本研究中，如果 P<0.05，则认为两组

添加剂组间差异显著性。 

2  结果与讨论 

2.1  食品添加剂在植物蛋白饮料中的限量 

不同食品添加剂在植物蛋白饮料中的添加量

不同，本实验选择 7 种常见的食品添加剂并查阅

其使用限量，在《食品安全国家标准食品添加剂

使用标准》GB2760—2014 中规定，除安赛蜜和甜

蜜素外其余 5 种都可根据口味需要添加，安赛蜜

和甜蜜素的使用限量分别为 0.3 g/kg 和 0.65 g/kg，

在实际操作中，2 mL 的植物蛋白饮料基本可以提

取 200 μL 的适宜浓度的 DNA 用于荧光 PCR 的检

测，根据此比例即可算出食品添加剂在 DNA 中

的残留量（表 1）。 
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表 1  GB2760—2014 中不同添加剂在植物蛋 

白饮料中的使用限量 

Table 1 Limits of use of different additives in vegetable  
protein beverages in GB2760—2014 

添加剂种类 使用限量/(g/kg) DNA 中残留量/(μg/μL)

安赛蜜 0.3 ≈3.0 

甜蜜素 0.65 ≈6.5 

抗坏血酸 适量使用 — 

D-异抗坏血酸钠 适量使用 — 

肌苷酸二钠 适量使用 — 

谷氨酸钠  适量使用 — 

氯化钾 适量使用 — 

注：“—”表示根据添加剂添加量计算，残留量无具体数值。 

Note: “-” indicates that the residual amount is calculated 
according to the additive amount. 

 

2.2  大豆样本 DNA 纯度测定 

大豆样本经 DNA 提取试剂盒提取，测定其 

OD260/280 值为 1.80，浓度为：48.90 ng/μL。符

合荧光 PCR 反应要求 DNA 浓度和 OD260/280 值。 

2.3  甜味剂对大豆 DNA 荧光 PCR 反应干预 

由图 1 可知在 25 μL 荧光 PCR 反应体系中，

CT 值随着添加剂的浓度增大而增大，当安赛蜜在

DNA 溶液中的浓度大于 105.00 μg/μL，甜蜜素浓

度大于 100.00 μg/μL 时，CT 值均大于 35，对荧

光 PCR 反应产生明显抑制作用。由表 1 可知在实

际生产中，二者的 大添加量分别为 0.30 g/kg 和

0.65 g/kg，即在 DNA 中的残留量约为 3.0 μg/μL

和 6.5 μg/μL，所以在正常使用范围内，这两种添

加剂会抑制荧光 PCR的反应但不足以使荧光PCR

检验结果出现假阴性。 
 

 
注：a 为安赛蜜 1-8：0，30.00，45.00，60.00，75.00，90.00，105.00，127.50 μg/μL 对应 CT 值分别为 28.71，28.66，28.58，

28.52，29.27，31.62，35.00，>35.0 

b 为甜蜜素 1-9：0，33.38，66.75，100.00，133.38，166.75，200.00，233.50，283.50 μg/μL 对应 CT 值分别为 29.18, 28.99, 29.67, 

35.00, >35.0，>35.0，>35.0，>35.0，>35.0 

图 1  甜味剂对荧光 PCR 反应的干预 

Fig.1  Intervention of sweeteners on fluorescent PCR reactions 
 

2.4  抗氧化剂对大豆 DNA 荧光 PCR 反应干预 

不同浓度抗氧化剂对大豆 DNA 荧光 PCR 反

应的干预结果图 2，由图可知在 2 μLDNA 中随着

添加剂浓度的不断增大对荧光 PCR反应的抑制作

用也越强，虽然 CT 值没有发生明显变化但荧光

信号强度随着添加剂浓度的增大而不断降低，显

示在反应体系中有抑制反应的物质存在，当抗坏

血酸浓度大于等于 108.30 μg/μL、D-异抗坏血酸

钠浓度大于等于 132.00 μg/μL 时，对荧光 PCR 反

应体系产生明显抑制作用，使得结果出现假阴性。

GB2760 中规定抗坏血酸、D-异抗坏血酸钠可以

根据口味适量使用，因此在用荧光 PCR 检测植物

蛋白饮料植物源性成分时，需要关注添加剂的含

量，选取适宜的 DNA 提取方法，以保证检验结

果的准确性。 

2.5  增味剂对大豆 DNA 荧光 PCR 反应干预 

由图 3 可知，随着添加剂的浓度不断增大对

荧光 PCR 反应的抑制作用也越强，当肌苷酸二钠

浓度大于 335.00 μg/μL，谷氨酸钠大于 150.00 μg/μL

时，对荧光 PCR 反应体系产生影响，反应结果显

示为假阴性。GB2760 中规定肌苷酸二钠、谷氨酸

钠在生产中可以适量添加，因此在检测植物源性

蛋白饮料时，需要考虑该两种添加剂的含量，在

超过荧光 PCR 反应限量的添加剂浓度时，需注意 

检测方法的选择。 

2.6  氯化钾对大豆 DNA 荧光 PCR 反应干预 

当氯化钾的添加浓度大于 37.85 μg/μL，对反

应体系产生明显的抑制作用，反应结果呈假阴性 
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注：a 为抗坏血酸 1-9：0，21.65 ，43.35，65.00，86.65，108.30，130.00，151.65 ，184.15 μg/μL，对应 CT 值分别为 29.40，

29.21，28.99，28.66，28.26，>35.0，>35.0，>35.0，>35.0 

b 为 D-异抗坏血酸钠 1-9：0，26.38，52.75，79.13，105.50，132.00，158.38，184.75，224.25 μg/μL，对应 CT 值分别为 28.43，

28.48，28.29，29.41，34.59，>35.0，>35.0，>35.0，>35.0 

图 2  抗氧化剂对荧光 PCR 反应的干预 

Fig. 2  Intervention of antioxidants on fluorescent PCR reaction 
 

 
注：a 为肌苷酸二钠 1-9： 0，47.50，95.00，143.75，191.25，238.75，298.75，335.00，406.25 μg/μL，对应 CT 值分别为 25.64, 

25.75, 25.75, 25.90, 26.25, 26.79, 29.46, 35.00，>35.0 

b 为谷氨酸钠 1-9：0，50.00，100.00，150.00，200.00，250.00，300.00，350.00，425.00 μg/μL 对应 CT 值分别为 29.29，28.89，

29.26，5.00，>35.0，>35.0，>35.0，>35.0，>35.0 

图 3  增味剂对荧光 PCR 反应的干预 

Fig. 3  Intervention of flavor enhancers on fluorescent PCR reaction 
 

如图 4。氯化钾的添加含量为适量添加，因此在

测定植物源性 DNA 成分时，需考虑该添加剂的浓

度对荧光 PCR 反应的影响，选定 适的检测方法。 
 

 
 

注：氯化钾 1-9：0，10.00，20.00，30.05，37.85，50.00，

60.15，70.15，85.00 μg/μL，对应 CT 值分别为 28.64, 28.52, 29.24, 

30.54, 35.00，>35.0，>35.0，>35.0，>35.0 

图 4  氯化钾对荧光 PCR 反应的干预 

Fig. 4  Intervention of potassium chloride on  
fluorescent PCR reaction 

2.7  添加剂对 DNA 紫外吸收峰的影响 

DNA 紫外吸收峰值显示（表 2），添加一定浓

度的安赛蜜、甜蜜素、抗坏血酸，D-异抗坏血酸

钠、肌苷酸二钠，对大豆 DNA 的紫外吸收峰均

有影响。当安赛蜜浓度大于 75.00 μg/μL，甜蜜

素浓度大于 133.38 μg/μL，抗坏血酸浓度大于

65.00 μg/μL，D-异抗坏血酸 79.13 μg/μL，肌苷

酸二钠 335.00 μg/μL 时，检测不到 DNA 紫外吸

收峰，但安赛蜜、抗坏血酸、D-异抗坏血酸钠、

肌苷酸二钠浓度在该浓度时荧光 PCR 反应为阳

性。后续实验有待进一步确定这些添加剂对 DNA

的影响方式。谷氨酸钠与氯化钾在各浓度范围内

均能检测到紫外吸收峰值，但谷氨酸钠大于

150.00 μg/μL，氯化钾的浓度大于 50.00 μg/μL 时，

荧光 PCR 反应成假阴性，有待进一步确定这两种 
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表 2  不同浓度添加剂对 DNA 紫外吸收峰的影响（n≥3） 

Table 2  Effects of different concentrations of additives on the UV absorption peaks of DNA (n≥3) 

添加剂 浓度/(μg/μL) 吸收峰/nm 添加剂 浓度/(μg/μL) 吸收峰/nm 

对照组 0 257.81    

安赛蜜 

75.00 — 

甜蜜素 

66.75 261.00 

90.00 — 100.00 261.80 

105.00 — 133.38 — 

127.50 — 166.75 — 

抗坏血酸 

65.00 — 

D-异抗坏血酸钠 

79.13 — 

86.65 — 105.50 — 

108.30 — 132.00 — 

130.00 — 158.38 — 

肌苷酸二钠 

238.75 260.60 

谷氨酸钠 

50.00 259.60 

298.75 263.20a 100.00 260.20 

335.00 — 150.00 261.80a 

406.25 — 200.00 262.40a 

氯化钾 
30.05 259.00 

氯化钾 
50.00 258.80 

37.85 258.60 60.15 258.80 

注：没有吸收峰表示为“—”，不同浓度间差异显著（P<0.05）用肩标 a、b、c 表示。  

Note: No absorption peak is represented as "--", and significant differences among different concentrations (P < 0.05) are represented 
by shoulder label a, b and c. 

 

添加剂对荧光 PCR 反应的影响方式。298.75 μg/μL

浓度的肌苷酸二钠、100.00 μg/μL、200.00 μg/μL

的谷氨酸钠与对照组紫外吸收峰差异显著，说明

肌苷酸二钠、谷氨酸钠达到一定浓度时会通过影

响 DNA 峰值而影响荧光 PCR 反应的准确性，后续

实验有待进一步确定添加剂对 DNA 纯度的影响。

其他添加剂组与对照组紫外吸收峰差异不显著。 

2.8  植物蛋白饮料 DNA 提取方法优化 

采用三种提取方法提取含安赛蜜、甜蜜素、 

 
表 3  不同提取提取方法对荧光 PCR 反应 Ct 值的影响（n≥3） 

Table 3  Effect of different extraction methods on Ct  
value of fluorescence PCR reaction 

添加剂种类（μg/μL） 试剂盒+氯仿 试剂盒 BJS 

对照组 30.00±0.31 30.15±0.12 a 27.71±0.38 a

安赛蜜（127.50） 30.24±0.25 29.60±0.50 a 27.32±0.07 a

甜蜜（133.38） 30.84±0.19 31.32±0.28 29.45±0.63 a

抗坏血酸（108.30） 29.24±0.15 30.00±0.62 a 27.47±0.32 a

D-异抗坏血酸钠（131.25） 29.72±0.14 29.37±0.73 27.92±0.36 a

肌苷酸二钠（406.25） 29.03±0.77 a 30.97±0.35 28.04±0.58 a

谷氨酸钠（150.00） 31.09±0.16 31.41±0.25 29.51±1.40 a

氯化钾（50.00） 31.34±0.23 31.68±0.19 a 29.05±0.36 a

注：不同提取方法差异显著（P<0.05）用肩标 a、b、c 表示。 

Note: There were significant differences among different 
extraction methods (P < 0.05), which were indicated by shoulder 
label a, b and c. 

抗坏血酸、D-异抗坏血酸钠、肌苷酸二钠、谷氨

酸钠、氯化钾的大豆 DNA，并检测其大豆源性成

分，并比较三种不同提取方法 Ct 值的大小，结果

显示使用 BJS 方法提取的大豆的 DNA 进行荧光

PCR 反应其 Ct 值 小，并且与试剂盒、试剂盒+

氯仿方法差异显著。 

3  结论 

小分子食品添加剂化学性质差异大，对 DNA

是否有影响难以确定。本实验结果表明甜蜜素浓

度大于 133.38 μg/μL 时，检测不到 DNA 紫外吸收

峰，荧光 PCR 反应亦呈假阴性，说明甜蜜素对

DNA 的纯度有影响，需要继续确定甜蜜素与 DNA

的反应方式，从而选择对荧光 PCR 假阴性反应较

小的 DNA 提取方法。安赛蜜、抗坏血酸、D-异

抗坏血酸、肌苷酸二钠、检测不到 DNA 紫外吸

收峰的浓度远小于荧光 PCR 假阴性的浓度，这些

物质影响了 DNA 的紫外吸收峰，但未影响荧光

PCR 反应结果，有待进一步确定其与 DNA 的作

用方式和对荧光 PCR 的影响方式。298.75 μg/μL

浓度的肌苷酸二钠、100.00 μg/μL 的谷氨酸钠与

对照组紫外吸收峰差异显著，此浓度小于荧光

PCR 反应显假阴性浓度，可能与其在水溶液的溶
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解度有关。可能在荧光 PCR 反应过程中随着温度

的升高影响其与 DNA 的作用方式，使得其出现

假阴性的浓度高于对 DNA 紫外吸收峰的影响浓

度。本研究证明了添加剂对植物源性成分荧光

PCR 检测具有影响作用，超过一定浓度的添加剂

使得检测结果出现假阴性，会通过影响 DNA 峰

值而影响荧光 PCR 反应的准确性。 

已有研究表明柠檬酸、碳酸钠等添加剂浓度

大于 3.90 μg/μL、1.31 μg/μL 时对荧光 PCR 反应

产生抑制作用，与本次实验结果相吻合。证明了

食品添加剂超过限值会使植物源性成分荧光 PCR

反应呈现假阴性。因此在进行植物蛋白饮料植物

源性成分检测时，需要关注添加剂的含量，选取适

宜的 DNA 提取方法，以保证检验结果的准确性。 
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