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摘  要: 目的  建立一种基于蜂蜜花粉基因检测的等温扩增方法, 结合时间分辨荧光微球试纸条(time-resolved 

fluorescent microspheres lateral flow strip, TR-LFS), 实现对蜂蜜花源真实性的快速鉴别。方法  通过构建蜂蜜中

花粉 DNA 快速提取方法, 在 20 min 内获得有效的洋槐成熟酶 K (maturase K, matK)目标基因模板。采用变性泡

介导的链交换扩增(denaturation bubble-mediated strand exchange amplification, SEA), 在约 65 ℃恒温条件下实

现目标序列的指数扩增。为提高扩增效率, 加入单链结合蛋白(single strand DNA-binding protein, SSB)以抑制

单链非特异性退火, 显著提高了引物杂交效率与扩增特异性。当蜂蜜中存在目标花粉 DNA 时, SEA 生成两端

标记的双链产物, 该产物通过 TR-LFS 实现可视化荧光检测。结果  利用 TR-LFS 的荧光信号强度, 可直观判

定蜂蜜花源的真实性。以洋槐蜂蜜为例, 本方法对目标物含量的肉眼检测灵敏度可达 1% (V:V)且与同其他花

源蜂蜜无交叉反应。结论  本研究建立的检测方法通过引入 SSB 显著提升了 SEA 技术的扩增效率, 结合

TR-LFS 高灵敏与稳定的荧光输出特性, 无需复杂热循环设备, 适用于现场快速检测, 为蜂蜜花源的真实性鉴

别提供了可靠的技术支持。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid identification method for the authenticity of honey botanical origin, 

based on an isothermal amplification approach for honey pollen gene detection, combined with a time-resolved 

fluorescent microsphere lateral flow strip (TR-LFS). Methods  A rapid DNA extraction method for honey pollen 

was constructed to obtain the effective maturase K (matK) target gene template of Robinia pseudoacacia within 20 min. 

Denaturation bubble-mediated strand exchange amplification (SEA) was employed to achieve exponential 

amplification of the target sequence under a constant temperature of approximately 65 °C. To enhance amplification 

efficiency, single strand DNA-binding protein (SSB) was added to inhibit non-specific annealing of single strands, 

significantly improving primer hybridization efficiency and amplification specificity. When target pollen DNA was 

present in the honey, the SEA amplification generated double-stranded products labeled at both ends, which were 

subsequently detected visually via the TR-LFS based on fluorescence. Results  The fluorescence signal intensity of 

the TR-LFS allowed for visual determination of honey botanical origin authenticity. Using Robinia pseudoacacia 

honey as a model, the naked-eye detection sensitivity of this method for the target content reached 1% (V:V), and no 

cross-reaction was observed with other botanical honey sources. Conclusion  The detection method established in 

this study significantly enhances the amplification efficiency of SEA technology through the introduction of SSB. 

Combined with the high sensitivity and stable fluorescence output characteristics of TR-LFS, and eliminating the 

need for complex thermal cycling equipment, this method is suitable for on-site rapid detection, providing reliable 

technical support for authenticating honey floral sources. 
KEY WORDS: honey authenticity; molecular amplification; single strand DNA-binding protein; lateral flow strip; 

on-site rapid detection 
 
 

0  引  言 

蜂蜜作为一种深受消费者青睐的天然营养食品 , 
其花源真实性直接决定其品质特征、风味属性及市场价

值 [1–2]。以洋槐蜜为代表的单花蜜由于具备独特风味和特

殊功效而备受推崇, 市场价格较高, 但也因此成为掺假仿

冒的重灾区, 严重损害消费者权益与市场秩序[3–4]。因此, 
建立准确、高效的蜂蜜花源鉴别方法对保障食品质量安全

与市场诚信具有重要意义。 
传统蜂蜜的鉴别方法, 如感官评价、理化指标分析及

花粉形态鉴定等[5–10], 在准确性、重现性和操作效率方面

存在一定局限性。蜂蜜中所含的花粉颗粒携带植物来源的

DNA 信息, 因其在加工与储存过程中仍能保持较高稳定

性, 为分子检测提供良好途径[11–12]。目前, 已有研究利用

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)及DNA条

形码技术对蜂蜜中植物源成分进行分析检测[13–17]。这类

方法不仅能判定蜂蜜的植物来源, 还可用于鉴别其是否

掺假或掺杂其他来源的蜂蜜。然而, 常规 PCR 技术严重

依赖热循环仪, 流程烦琐且耗时较长, 难以满足现场快速

检测需求[18]。 
近年来, 等温扩增技术因其恒温、快速的特点, 为开

发简便、高效的分子检测手段提供了新路径[19–20]。其中, 变
性 泡 介 导 的 链 交 换 扩 增 (denaturation bubble-mediated 
strand exchange amplification, SEA)技术利用 DNA 在约

65 ℃条件下可以形成局部变性泡, 在聚合酶的作用下实

现目标序列的指数扩增[21–24]。然而, 该技术在实际应用中

易受单链 DNA 非特异性折叠或退火等因素的干扰, 导致

扩增效率下降, 限制了其在复杂样本中的稳定性和高效

性。为攻克此瓶颈, 本研究引入单链结合蛋白(single strand 
DNA-binding protein, SSB), 利用其高度特异性结合单链

DNA 的能力[25–26], 以稳定扩增中间体, 防止非特异性结构

形成, 从而显著提升 SEA 反应的扩增效率与稳定性。 
侧向层析试纸条(lateral flow strip, LFS)作为一种成熟

的商业化快速检测工具, 已在食品安全、临床诊断及疫情

防控等多个领域广泛应用[27]。然而, 传统胶体金 LFS 在定

量分析中存在灵敏度低、难以准确定量以及抗基质干扰能

力 较 弱 等 局 限 性 [28–29] 。 时 间 分 辨 荧 光 微 球 试 纸 条
(time-resolved fluorescent microspheres lateral flow strip, 
TR-LFS) 的引入为解决上述问题提供了新的途径。与传统

荧 光 微 球 相 比 , 时 间 分 辨 荧 光 微 球 (time-resolved 
fluorescent microspheres lateral flow strip, TRFM)具有更长

的荧光信号寿命, 通常为 10~2000 μs, 约为传统荧光微球

的 103 倍, 通过延迟检测窗口可有效规避短寿命背景荧光
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的干扰, 从而显著提高信噪比[30]。此外, 其聚苯乙烯网状

结构能够高效包裹大量镧系螯合物, 不仅保护荧光中心免

受环境淬灭, 还可以进一步提升了标记物的稳定性[31]。基

于这些特性, TR-LFS 在检测灵敏度、定量能力与抗干扰性

能方面均显著优于传统胶体金 LFS, 在复杂基质样本的高

精度快速检测中展现出广阔的应用前景。 
基于此, 本研究创新性地将经 SSB 增强的 SEA 技术

(SSEA)与 TR-LFS 相结合, 构建了 SSEA-TR-LFS 检测方

法。该方法旨在实现蜂蜜中特定花粉 DNA 的超灵敏、快

速检测, 为蜂蜜花源的真实性鉴定提供可靠、实用的技术

解决方案。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

所有蜂蜜样品均由合肥海关技术中心提供并确认。 
1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐[1-ethyl-3- 

(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride, EDC]、N-
羟基琥珀酰亚胺(N-hydroxysuccinimide, NHS)、乙二胺四乙

酸(ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA)、十二烷基硫酸

钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)、十六烷基三甲基溴化铵

(cetyltrimethylammonium Bromide, CTAB)耐热单链结合

蛋白、双蒸水(double-distilled water，ddH2O)、三羟甲基氨

基 甲 烷 盐 酸 盐 (Tris-HCl) 酪 蛋 白 (Casein) 、 酪 蛋 白 钠

(Casein-Na)、牛血清蛋白(bovine serum albumin, BSA)、4S 
Red plus 核 酸 染 料 (1000×) 、 10× 磷 酸 盐 缓 冲 液

(phosphate-buffered saline, PBS)、1 mol/L Tris-HCl、1×三羟

甲 基 氨 基 甲 烷 - 乙 二 胺 四 乙 酸 缓 冲 液 [1×Tris 
(hydroxymethyl) aminomethane-ethylenediaminetetraacetic 
acid buffer, TE]、蛋白酶 K(质量浓度 20 mg/mL)、快速实

时荧光定量 PCR 预混液 (TaqMan Fast qPCR Master 
Mix)、链酶亲和素(streptavidin, SAV)、Bst 2.0 DNA 聚合 

酶(1600 U)、琼脂糖、6×Loading buffer(上海生工生物工程

有限公司 ); 异硫氰酸荧光素 (fluorescein isothiocyanate, 
FITC)抗体(杭州傲敏科技有限公司); 时间分辨荧光微球、羧

基化磁性纳米颗粒 (carboxylated magnetic nanoparticles, 
MNPs)(长沙美牛生物科技有限公司 ); 聚乙二醇 20000 
(polyethylene glycol 20000, PEG 20000)、氯化钠(NaCl)、无

水 乙 醇 、 表 面 活 性 剂 (surfactant S9, S9) 、 硼 砂

(Na2B4O7·10H2O)、硼酸(H3BO3)、Tween-20、TritonX-100、
氯化镁(MgCl2)(国药集团化学试剂有限公司); LFS 的所有组

件(包括塑料底板、样品垫、结合垫、硝化纤维素膜 CN 95、
吸收垫, 上海捷宁生物技术有限公司)。 

叶绿体 DNA 在花粉中具有高度稳定性, 不易降解, 
这为从蜂蜜中提取和扩增该 DNA 提供了可靠的模板。成

熟酶 K (maturase K, matK)是植物 DNA 条形码的核心基

因之一 , 其序列在物种间呈现较高的变异度, 适用于区分

近缘植物物种; 而在物种内部则相对保守。本研究针对洋槐

叶绿体matK基因, 基因序号为OR464933.1设计特异的引物

对, 并由通用生物合成和修饰, 具体序列见表 1。 

1.2  仪器与设备 

JA3003 分析天平(精度 0.01 mg, 上海力辰仪器科技

有限公司); MIX-Multi 迷你涡旋混合仪(杭州瑞诚仪器有

限公司); IKA MS3 漩涡混合器(德国 IKA 公司); M1416R
高速低温离心机(浙江新春兰科技有限公司); A200 便携式

PCR 仪(杭州傲敏生物科技有限公司); XYZ3050 定量喷膜

仪、ZQ4200 数控感应斩切机(杭州峰航科技有限公司); 
WL02B 紫外灯(让奇上海科技有限公司); KQ5200 超声波

仪(上海易鑫科技有限公司); SIN-pH 8.0 pH 计(杭州联测

自动化技术有限公司); DYCP-31DN/CN(电泳仪北京六一

仪器厂); ZF-258 凝胶成像分析仪(上海金鹏分析仪器有限

公司); Roche480 qPCR 仪(南充实维仪器有限公司)。 
 

表 1  本研究所用引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 

名称 序列(5'-3') 长度/nt 

引物对 1(Primer 1) 
FITC-GGGCTCAACCAGGAACGATC 20 

Biotin-ACCACTGAACGATTTAGTCGCACATTTA 28 

引物对 2(Primer 2) 
FITC-CCTATTATCCGAACATTCATTTCACTTT 28 

Biotin-TGACTACGTACCACTGAACGATTTAGTC 28 

引物对 3(Primer 3) 
FITC-CCTATTATCCGAACATTCATTTCACTTT 28 

Biotin-TTTGACTACGTACCACTGAACGATTTAG 28 

引物对 4(Primer 4) 
FITC-AACCTATTATCCGAACATTCATTTCACTTT 30 

Biotin-GTACCACTGAACGATTTAGTCGCACATTTA 30 

引物对 5(Primer 5) 
FITC-AACCTATTATCCGAACATTCATTTCACTTT 30 

Biotin-CTACGTACCACTGAACGATTTAGTCGCACA 30 
qPCR-上游引物  GCTCAACCAGGAACGATC 18 
qPCR-下游引物  GCAGCATTTGACTACGTACCA 21 
Taqman 探针  FAM-CATAAACCTATTATCCGAACATTCATTTCA-BHQ 30 

注: 定量聚合酶链反应(quantitative polymerase chain reaction, qPCR)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  蜂蜜花粉 DNA 的提取   
所有蜂蜜样品均由合肥海关技术中心提供并鉴定。为

评估方法实用性, 选取洋槐蜂蜜、油菜蜂蜜、榛子蜂蜜、

荆条蜂蜜、枣花蜂蜜及其混合物进行分析。取 500 μL 蜂蜜

样品, 加入 30 μL 蛋白酶 K (20 mg/mL)与 700 μL 细胞裂解

缓冲液[10 mmol/L Tris-HCl, 200 mmol/L NaCl, 5 mmol/L 
EDTA, 1%十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS), 
pH 8.0], 混匀后超声处理(5 min), 再于 4 ℃、13000 r/min
离心 8 min。取上清, 加入 10 μg MNPs 及 350 μL 包被缓

冲液(2 mol/L NaCl, 30% PEG 20000), 室温反应 4 min, 经
磁性分离收集结合花粉 DNA 的 MNPs, 并用 70%乙醇洗

涤两次以去除杂质。最后, 将 MNPs 重悬于 25 μL TE 溶

液(10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH 8.0), 65 ℃金

属浴加热 4 min, 使 DNA 从 MNPs 解离并溶于 TE 溶液中。 
1.3.2  TRFM 与抗体偶联的制备 

将 0.1% TRFM 超声分散 5 min 后, 取 5 μL TRFM 加

入 1 mL 0.02 mol/L 硼酸-硼砂缓冲液(pH 8.2), 并依次加

入 20 μL EDC (10 mg/mL)与 20 μL NHS (10 mg/mL), 涡
旋混合后超声 20 s, 于 3D 涡旋仪中活化羧基 30 min。随

后经 13000 r/min 离心 15 min, 弃上清, 以相同缓冲液复

溶并超声分散, 再加入 10 μL FITC 抗体(1 mg/mL), 反应

60 min 以实现抗体氨基与 TRFM 羧基的偶联。之后加入

100 μL 10% BSA 或 HSA 封闭剩余活性位点(反应 60 min), 
经 13000 r/min 离心 15 min 后弃上清, 以 100 μL 重悬液复

溶并超声分散 6 s。最终将偶联物按 4 μL/垫滴加至结合垫, 
烘干后用于 LFS 组装。 
1.3.3  TR-LFS 的构建 

为实现蜂蜜花粉来源的快速分析, 本研究构建了TR-LFS
检测系统。具体构建方法如下: 样品垫(20 mm×300 mm, 硝酸

纤维素膜)经样品垫处理液(50 mmol/L Tris-HCl, pH 8.2, 含
0.15 mmol/L NaCl、0.25% Triton X-100 及 1% S9)浸泡 2 h
后烘干; 结合垫(6 mm×300 mm, 硝酸纤维素膜)经处理液

(10 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 含 2.5%蔗糖、2.5%海藻糖及

0.3% Tween-20)浸泡 2 h, 烘干后切为 6 mm×3 mm, 滴加

TRFM-抗体偶联物并于 27℃干燥; NC 膜上以 0.5 µL/cm 速

度分别喷涂 1 mg/mL SAV (T线)与羊抗鼠二抗(C线), 32 ℃
烘干 3 h 后避光保存。最后, 将吸水垫、NC 膜、结合垫与

样品垫依次叠放于黑色聚氯乙烯(poly vinyl chloride, PVC)
底板上, 各组件重叠 2 mm, 切成 3 mm 宽试条后密封室温

保存。 
1.3.4  SSEA 扩增及 TR-LFS 分析。 

为实现蜂蜜中洋槐花粉 DNA 的快速检测 , 采用

SSEA 结合 TRFM-LFS 进行分析检测。SSEA 反应体系为

25 µL, 含 2.5 µL 10×Bst DNA 聚合酶缓冲液[200 mmol/L 
Tris-HCl, pH 8.8, 100 mmol/L KCl, 100 mmol/L (NH4)2SO4, 

20 mmol/L MgSO4, 1% Triton X-100)、1 µL Bst 2.0 DNA 聚

合酶、1 µL SSB (1 µg/µL]、1 µL MgSO4 (25 mmol/L)、1 µL
甜菜碱(5 mmol/L)、1 µL PEG 200 (10%)、0.8 mmol/L 
dNTP、0.5 µL (10 µmol/L)上下游引物及 2 µL DNA 模板, 
补水至 25 µL。扩增程序为 63 ℃反应 30 min。取 4 µL 扩

增产物滴加于 TR-LFS 样品垫, 加入 50 µL 加载缓冲液

(10 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L KCl, 5 mmol/L MgCl₂, 
2×SSC, 0.5% PEG 20000, 1% BSA, 1% CTAB, 1% 
Tween-20, pH 7.4)促进免疫侧向层析。反应 5 min 后于紫外

灯下观察: 若 C 线与 T 线均显色, 表明样品中含洋槐花粉

DNA; 仅 C 线显色则表明样品中不含洋槐花粉 DNA。 
1.3.5  qPCR 扩增 

(1) qPCR 扩增体系(总体系 25 µL) 
包括 12.5 µL 2×TaqMan Fast qPCR Master Mix, 0.5 µL

上游引物(10 μmol/L), 0.5 µL 下游引物(10 μmol/L), 0.5 µL
探针(5 μmol/L), 2.5 µL DNA 模板和 8.5 μL ddH2O。 

(2) qPCR 扩增程序 
在 95 ℃下变性 10 min, 然后进行 40 个循环, 95 ℃ 15 s, 

60 ℃ 1 min。 
1.3.6  可行性验证 

按照 1.3.1蜂蜜样品DNA的提取方法提取洋槐蜂蜜和

枣花蜂蜜的样品 DNA 模板分别当作实验的阳性模板和阴

性模板, 并进行 SSEA 扩增和普通 SEA 扩增。 
将 SSEA 扩增产物和普通 SEA 扩增产物进行 TR-LFS

分析对比。  
1.3.7  SSEA-TR-LFS 最佳反应条件优化 

为实现蜂蜜花源的快速鉴定 , 本研究以枣花蜂蜜

DNA 作为阴性对照, 洋槐蜂蜜 DNA 作为阳性对照, 系统

优化了 SSEA 与 TR-LFS 的关键参数。具体优化过程如下:  
扩增引物对优化 : 分别采用 5 组不同引物 (Primer  

1~5)进行 SSEA 扩增, 通过 TR-LFS 中 C 线与 T 线的荧光

信号强度筛选最佳引物对;  
引物浓度优化: 在 0.2~2.2 μmol/L 范围内设置 5 个梯

度, 考察不同引物浓度对扩增效果的影响;  
反应温度优化: 设定 60、61、62、63 和 64 ℃ 5 个温

度进行扩增;  
PEG 分子量优化: 比较不添加 PEG 及添加 PEG 200、

600、6000 和 20000 等不同分子量 PEG 对扩增效率的影响;  
PEG 200 浓度优化: 设置 0%、2%、4%、6%和 8% 5

个浓度梯度, 选择最佳添加浓度;  
扩增时间优化: 分别进行 15、30、40、50 和 60 min

扩增, 评估时间对产物积累的影响;  
产物上样量优化: 取 0.5、1.0、3.0、5.0 和 7.0 μL 扩

增产物进行 TR-LFS 检测, 确定最佳上样体积;  
偶联抗体浓度优化: 采用 0.5、1.0、2.0、4.0、6.0 μL 

FITC 抗体(1 mg/mL)与 TRFM 偶联, 筛选获得最佳信号强



134 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

度的抗体用量。 
所有优化实验均以 TR-LFS 上 C 线与 T 线的荧光信号

强度作为评价指标, 以确定各参数最优条件。 
1.3.8  SSEA-TR-LFS 灵敏度的检测与标准曲线的建立 

采用 SSEA-TR-LFS 技术对蜂蜜花源真实性进行可视

化快速鉴别。通过在紫外灯下直接观察 NC 膜上 C 线与 T
线的荧光信号强度, 可对蜂蜜花源作出初步定性判断; 并
使用 ImageJ 1.54 f软件分析图片的结果, 对TR-LFS T线荧

光信号强度进行定量。具体步骤如下:  
样品制备: 将洋槐蜂蜜按 0%、0.5%、1.0%、5.0%、

10.0%、20.0%和 30.0%的体积比例与枣花蜂蜜混合, 充分

振荡混匀, 作为梯度检测样本;  
DNA 提取与扩增: 按 1.3.1 方法提取花粉 DNA, 依照

1.3.4 条件进行 SSEA 扩增;  
TR-LFS 检测: 取 5 μL 扩增产物滴加于 TR-LFS 样品

垫, 再加入 50 μL 加载缓冲液推动侧向层析, 5 min 后于紫

外灯下观察 C 线与 T 线荧光, 判断蜂蜜花源;  
信号采集与定量: 使用相机拍摄 TR-LFS 结果, 通过

ImageJ 软件分析 T 线荧光强度;  
标准曲线建立: 采用 Origin 2020软件, 以洋槐蜂蜜含

量为横坐标(X, %)、T 线荧光强度为纵坐标(Y), 绘制定量标

准曲线。 
1.3.9  SSEA-TR-LFS 的特异性验证 

参照 1.3.1 方法, 分别提取洋槐蜜、枣花蜜、荆条蜜、

榛子蜜、油菜蜜及其混合蜂蜜(洋槐蜜占比 20%)的花粉

DNA; 随后按照 1.3.4 节方法对所得 DNA 进行 SSEA 扩增; 
最后采用 TR-LFS 对扩增产物进行分析, 并拍照记录其最

终结果。 
1.3.10  SSEA-TR-LFS 的重复性验证 

参照 1.3.1 方法, 提取洋槐蜂蜜含量为 0%、10%和

30%样品的 DNA作为模板进行 SSEA扩增; 每个浓度设 10
次独立重复, 扩增产物分别进行 TR-LFS 检测并采集图像; 
采用 ImageJ 软件分析图像, 获取 T 线荧光强度值, 并通过

计算各浓度下的相对标准偏差(relative standard deviation, 
RSD), 评估方法的重复性。 
1.3.11  SSEA-TR-LFS 的稳定性结果的验证 

按照 1.3.1 步骤中提取含有 0%、10%以及 30%的洋槐

蜂蜜的 DNA 作为 SSEA 扩增模板进行扩增;  
制备条件一致的 TR-LFS 后, 将其分别再室温的条件

下保存 0、10、15、20、30 d;  
将已经放置不同天数的 TR-LFS 分析测试上述浓度的

DNA 扩增后的产物, 再用相机拍照记录其最终结果;  
将得到的图片结果用 ImageJ 1.54 f 软件分析扫描, 得

到 T 线具体的信号强度值。 
1.3.12  SSEA-TR-LFS 的实际样品验证 

从当地超市购入 28 种标示为洋槐蜂蜜的商品样品, 

采用 SSEA-TR-LFS 方法对其花源真实性进行验证。具体

步骤如下: 首先提取样品中花源性 DNA并进行 SSEA扩增; 
扩增产物经 TR-LFS 检测, 反应 5 min 后采集 T 线荧光信

号图像; 采用 ImageJ 1.54 f 软件定量分析 T 线荧光强度; 
最后以 qPCR 方法检测同一批 DNA 模板 , 以验证

SSEA-TR-LFS 检测结果的准确性。 

1.4  数据处理 

本研究每组实验重复 3 次, 使用 ImageJ 1.54 f 软件试

纸条荧光图像进行定量分析: 先将图像转换为 8-bit 灰度图, 
在 T 线位置固定大小的矩形区域内测量平均灰度值, 并扣

除邻近背景区域的灰度值, 所得结果即为经背景校正的 T
线信号强度。本研究直接采用该信号强度进行分析, 未使

用 C 线信号进行标准化, 因为 C 线作为质控线主要用于

验证层析过程是否完成, 其在有效试纸条间的信号较为

稳定, 不宜作为定量归一化依据。最终数据绘图与处理在

Origin  2020 软件中完成。 

2  结果与分析 

2.1  SSEA-TR-LFS 的实验原理 

尽管 DNA双链整体结构因碱基互补配对而保持稳定, 
但单个碱基对之间的作用力较弱, 使得双链可在局部发生

瞬时解旋, 形成单链区域, 即“DNA 呼吸”现象。在约 65 ℃
的条件下, 此类动态行为可进一步促使局部区域形成变性

泡。DNA 双链形成变性泡的速率受 GC 含量和温度的共同

调控。与依赖温度循环实现变性与延伸的传统 PCR 技术相比, 
常规 SEA 扩增在效率与稳定性方面存在一定局限。为此, 本
研究开发了一种新型等温核酸扩增技术——SSEA, 该技术

利用单链结合蛋白在恒定温度下促进 DNA 双链局部解离, 
从而实现 SSEA 高效扩增。 

如图 1 所示, SSEA 反应基于 DNA 在恒定温度下自发

形成变性泡的能力。SSB 可特异性结合变性泡区域所产生

的单链结构, 阻止其复性或降解, 进而促进 Bst DNA 聚合

酶结合并启动链合成, 在低于 DNA 熔解温度的条件下完

成扩增, 无需依赖热变性步骤。在扩增过程中, 上下游引

物持续扩增合成, 生成大量带有 FITC 与生物素双标记的

双链 DNA 产物。扩增结束后, 采用 TR-LFS 对扩增产物进

行分析: 双标记双链 DNA (double-stranded DNA, dsDNA)
的 FITC 端与 TRFM 标记的 FITC 抗体结合, 随后在检测线

处由 SAV 捕获其生物素标记端, C 线则结合过量的抗体偶

联物作为质控。在紫外灯照射下, 可肉眼观察到 C 线与 T
线的红色荧光信号强度。若样品中不存在目标花粉 DNA, 
SSEA 不产生双标记产物, 此时仅 C 线显色, T 线无信号。

该方法无需热循环设备, 即可实现对蜂蜜花源成分的准确

鉴别。 
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2.2  SSEA 方法可行性验证结果及分析 

为验证 SSEA 检测方法的可行性, 首先对分别标记

FITC 与生物素的上、下游引物的扩增能力进行测试。如图 2
所示, 阴性对照组(泳道 1)未观察到扩增条带, 而阳性对照

组(泳道 2)可见清晰的目标条带, 表明该引物对适用于 SEA
扩增体系。进一步在反应体系中添加不同质量浓度的 SSB
蛋白, 结果显示, 当体系中 SSB 质量浓度为 0.02 mg/mL 时, 

SSEA反应效率已明显提升; 在0.04 mg/mL时反应效率达到

最高; 继续增加SSB质量浓度则反应效率下降, 推测可能是

由于过量的 SSB 蛋白占据了过多的单链 DNA 区域, 从而阻

碍了引物与模板的有效结合。此外, 引入 SSB 蛋白后, 阴
性对照与阳性对照间的信号强度差异显著增大, 进一步说

明 SSB 蛋白能够有效增强 SSEA 的反应效率, 证明了该方

法的可行性。 

 

 
 

图 1  SSEA-TR-LFS 原理示意图 
Fig.1  Schematic diagram of the SSEA-TR-LFS 

 

 
 

注: M 为 marker。 
图 2  SSEA 中 SSB 蛋白浓度的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of SSB protein concentration in SSEA (n=3) 



136 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

2.3  SSEA-TR-LFS 的最佳反应条件优化结果及分析 
为系统优化 SSEA-TR-LFS 检测体系的性能, 本研究

对引物序列、引物浓度、扩增温度、PEG 种类与浓度、扩

增时间、产物上样量及抗体偶联量等关键条件进行了系统

筛选与优化。首先, 基于洋槐特异性基因设计 5 对引物, 经
SSEA 扩增比较, 发现 Primer 4 扩增效率最高, 且阴阳性信

号差值最大, 故选定其用于后续实验(图 3A)。进一步对引

物浓度进行优化, 结果显示在 1.2 μmol/L 条件下信号差值

最大(图 3B)。扩增温度优化实验表明, 在 63 ℃时阴阳性信

号差异最为显著(图 3C), 因此后续 SSEA 反应均采用该温

度。在 PEG 种类筛选中, PEG 200 表现出最佳的扩增促进

效果(图 3D); 进一步对其浓度进行优化 , 发现添加 2% 
PEG 200 可显著提升反应效率(图 3E)。扩增时间优化结果

显示, 50 min 可在保持较高信号强度的同时兼顾检测效率

(图 3F)。最后, 对扩增产物上样量与 FITC 抗体偶联量进行

优化, 确定 5.0 μL 扩增产物与 4.0 μL FITC 抗体(1 mg/mL)
为最优条件(图 3G, H)。通过上述多参数系统优化, 最终确

立了 SSEA-TR-LFS 检测的最佳反应体系。 
 

 
图 3  实验参数优化(n=3) 

Fig.3  Optimization of experimental parameters (n=3) 
 

2.4  SSEA-TR-LFS 灵敏度的检测与标准曲线结果

及分析 

在最优条件下, 采用梯度稀释的洋槐蜂蜜样品(0、
0.5%、1.0%、5.0%、10.0%、20.0%、30.0%, V:V)评估所构

建 SSEA-TR-LFS 方法的灵敏度。随着样品中洋槐蜂蜜比

例的增加, 引物与模板结合更高效, 产生的双标记扩增子

增多, 从而增强了 TR-LFS T 线处的荧光信号。如图 4 所示, 
随着洋槐蜂蜜比例自 0%增至 1.0%, TR-LFS 试纸条 T 线处

可见明显荧光信号, 表明方法对目标成分具有较高检测灵

敏度。进一步增加洋槐蜂蜜比例至 30.0%使得 TR-LFS T
线上的信号强度逐渐增强。利用相机采集 TR-LFS 检测结

果, 并通过 ImageJ 1.54 f 软件进行信号定量分析。在洋槐

蜂蜜比例为 0%~30.0%范围内, T 线荧光强度与洋槐蜂蜜比

例 呈 现 良 好 线 性 关 系 , 回 归 方 程 为

Y=186.3682X+1259.2262, 决定系数 r2=0.9623, 其中检出限

(limit of detection, LOD)≈3.3×σ/k, (σ为背景信号强度值的

标准偏差, k 为标准曲线的斜率)。计算得出 LOD≈0.32% 
(V:V)。这种良好的线性响应进一步验证了该方法对样品中

洋槐蜂蜜百分比进行半定量分析的可靠性。 

 
 

图 4  SSEA-TR-LFS 平台对不同洋槐蜂蜜比例的 
灵敏度验证结果  

Fig.4  Sensitivity validation results of the SSEA-TR-LFS  
platform with different Robinia honey ratios  

 

2.5  SSEA-TR-LFS 的特异性验证结果及分析 

为验证 SSEA-TR-LFS 方法的特异性, 本研究选取油

菜花蜂蜜、荆条蜂蜜、枣花蜂蜜和榛子蜂蜜作为非目标对

照样品, 与目标洋槐蜂蜜同步进行前处理、扩增及 TR-LFS
检测。结果如图 5 所示, 所有非目标蜂蜜样品在 TR-LFS
上仅 C线出现荧光信号, T线未见可见信号; 而洋槐蜂蜜样

品在 C 线与 T 线均显示清晰荧光信号。为验证复杂基质中 
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图 5  SSEA-TR-LFS 的特异性验证结果 
Fig.5  Specific verification results of SSEA-TR-LFS  

 

 

的检测特异性, 将洋槐蜂蜜与油菜花蜜、荆条蜂蜜、枣花

蜂蜜和榛子蜂蜜按等体积(各 10 mL)混合后进行分析。结

果显示, 混合样品在 C 线和 T 线均呈现清晰的荧光信号, 
证明非目标成分未引起明显干扰。以上结果证明 , 
SSEA-TR-LFS方法具有良好的特异性, 适用于实际样品中

洋槐蜂蜜的鉴别分析。 

2.6  SSEA-TR-LFS 的重复性和稳定性验证结果及

分析 

在验证方法高灵敏度与优异特异性的基础上, 进一

步对 SSEA-TR-LFS 的稳定性和重复性进行评价, 以确认

其在实际应用中的可靠性与有效性。将同一批次制备的

TR-LFS 试纸条于室温下分别保存 0、10、15、20 及 30 d, 随

后用于检测洋槐蜂蜜含量为 0%、10%和 30%的样品。结果

如图 6A 所示, 即使储存 30 d, 试纸条 T 线荧光强度仍保持

相对稳定, 未见明显下降。进一步对上述储存时间点下的

试纸条进行 10 次重复测定, 结果显示(图 6B~D), 在 0%、

10%和 30% 3 个浓度水平下, T 线荧光强度的 RSD 分别为

4.041%、1.379%与 1.693%, 表明该方法具有良好的重复性

与储存稳定性。 

2.7  SSEA-TR-LFS 的实际样品验证结果 

为验证所构建 SSEA-TR-LFS 方法在实际样品检测中

的适用性, 将其应用于市售洋槐蜂蜜产品的花源真实性鉴

定。结果如图 7 所示, 1%洋槐蜂蜜样品在 TR-LFS 的 T 线

处可见微弱荧光信号, 据此设定视觉检测阈值为 1%, 即 T  
 

 
注: A. 在不同存储时间不同掺假比例测定结果; B~D. 相同存储时间为 0 d 的 10 次重复测量的结果。 

图 6  SSEA-TR-LFS 稳定性和重复性的验证结果 
Fig.6  Verification results of the stability and repeatability of SSEA-TR-LFS  
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图 7  SSEA-TR-LFS 检测商业蜂蜜的检测结果(n=3)  
Fig.7  Test results of commercial honey detected by SSEA-TR-LFS (n=3) 

 
线无肉眼可见荧光信号表明样品中洋槐蜂蜜含量低于 1%, 
存在高度掺假风险。在 28 个市售样品中, 共有 14 个样品

T 线未见明显荧光信号, 表面这些样品中洋槐蜂蜜成分含

量低于检测阈值或不存在。 
为验证上述结果, 进一步采用中华人民共和国出入

境检验检疫行业标准中(SN/T 4848.3—2017《出口蜂蜜中

常见蜜源植物成分的检测方法实时荧光 PCR 法》 )的
qPCR 方法对同批样品进行平行检测。以定量循环数

(quantification cycle, Cq)=32 为判定阈值, 结果显示样品

3、5、6、7、8、10、11、14、15、17、18、20、21、26、
27、28 的 Cq 值大于 32, 判定为掺假样品, 其余样品则

被确认为以洋槐蜂蜜为主要成分。对 28 个实际样品的

“真/假”判定结果进行了 Kappa 分析, 计算得 Kappa 系数

为 0.8572, 表明两种方法具有几乎完美的一致性(表 2)。
表明 SSEA-TR-LFS 在蜂蜜花源真实性鉴定方面具有可

靠的实用价值。 
 

表 2  qPCR 检测商业蜂蜜的检测结果(n=3) 
Table 2  Test results of commercial honey detected by qPCR (n=3) 

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Cq 29.4 24.4 >40 28.6 >40 >40 38.8 39.3 26.8 >40 >40 27.6 29.1 37.6

编号 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 

Cq 39.7 28.7 34.6 >40 28.9 32.5 32.6 30.4 30.6 29.2 30.5 36.8 35.9 34.2

 
3  讨论与结论 

本 研 究 成 功 构 建 了 一 种 基 于 SSB 增 强 型

SSEA-TR-LFS相结合的检测平台, 用于蜂蜜花源真实性的

快速鉴定。本方法通过引入 SSB 有效提升了扩增反应的效

率与稳定性, 在恒定温度条件下即可完成目标核酸序列的

扩增, 克服了传统 PCR 对热循环仪的依赖, 同时保持了较

高的检测灵敏度与特异性。实验结果表明, 该方法对洋槐

蜂蜜的视觉检出限可达 1% (V:V), 整个检测过程操作简

便、设备便携, 适用于现场快速筛查。 
与传统蜂蜜花源检测技术相比, 本研究方法体现出

显著优势。相较于依赖精密仪器的传统 PCR 技术, 本方法

无需热循环, 大幅降低设备成本与操作复杂度; 而与胶体

金免疫试纸条等免疫学方法相比, 本方法基于核酸检测, 
具有更高的特异性与可设计性, 不易受蜂蜜中相似蛋白成

分干扰。因此, SSEA-TR-LFS 技术在保持分子检测高灵敏

度的同时, 显著降低了对设备与环境的要求, 拓宽了分子

检测在基层与现场场景中的应用范围。尽管本研究可以在

实际场景中应用, 仍存在一定局限性, 例如尚未系统验证

其在多花源混合蜜中的分辨能力, 也未开展深度的定量分

析。下一步, 研究将重点拓展该方法在复杂混合基质中的

适用性, 探索其与重组酶聚合酶扩增、环介导等温扩增等

其他等温扩增技术联用的潜力, 以进一步提升方法的通用

性与检测灵敏度。同时, 研究也将致力于建立标准化的定

量或半定量分析流程, 以完善该技术在蜂蜜真实性鉴别中

的应用体系。 
综上所述, 本研究为食品真实性鉴别提供了一种具

有良好应用前景的现场分子检测工具。未来, 通过在多花

源混合鉴定、定量标准化及技术联用等方面的深入探索, 
该方法有望在食品溯源、品质监控等领域发挥更大作用。 
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