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酵母菌 mRNA 提取技术及实时荧光定量 
逆转录聚合酶链式反应检测方法研究 

李云霞, 张  锐, 韩  芳, 马生龙, 聂莹莹, 马莉萍* 
(甘肃省科学院传感技术研究所, 兰州  730000) 

摘  要: 目的  探究一种高效的酵母菌信使核糖核酸(messenger RNA, mRNA)提取方法, 并建立相应的酵母

菌基因实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应 (reverse transcription real-time fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction, RT-qPCR)特异检测方法。方法  采用自主研发的高性能二氧化硅磁珠为 mRNA 捕

获载体, 通过链霉亲和素磁珠(SM)-Oligo(dT)联合 Trizol 裂解捕获的方法, 优化磁珠浓度、磁吸附时间等, 建

立高效的酵母菌 mRNA 提取技术。根据酵母菌几丁质合成酶基因 2 (chitin synthase 2, CHS2)设计引物, 建立一

种酵母菌特异性的 RT-qPCR 检测方法, 对该方法的特异性、稳定性进行验证。结果  在优化提取条件下, 本

研究可以实现不同浓度酵母菌的 mRNA 提取, 低浓度菌液(2×103 cfu/mL)也能提取 2.13 μg mRNA。本研究建

立的酵母菌检测方法检出线性范围为 2×103~2×107 cfu/mL, 线性方程 Y=–1.69X+33.412 (r2=0.9966), 该方法对

目标酵母菌表现出高度的特异性。结论  本研究建立了酵母菌特异性磁珠法 mRNA 提取技术及 RT-qPCR 检

测方法, 该方法有较好的特异性、灵敏度, 为食品及科研中酵母菌的定量检测提供新技术。 

关键词: 酵母菌; mRNA 提取; 实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应; 几丁质合成酶基因 2 

Study on the extraction of yeast mRNA and the detection method of reverse 
transcription real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction 

LI Yun-Xia, ZHANG Rui, HAN Fang, MA Sheng-Long, NIE Ying-Ying, MA Li-Ping* 
(Institute of Sensing Technology, Gansu Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore an efficient method for extracting messenger RNA (mRNA) from yeast and 

establish a specific detection method by reverse transcription real-time fluorescence quantitative polymerase chain 

reaction (RT-qPCR). Methods  A high-performance silica magnetic beads by self-developed were used as carrier, an 
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efficient yeast mRNA extraction technique was developed by combining streptavidin magnetic beads (SM) 

conjugated with Oligo(dT) and Trizol lysis, followed by optimization of magnetic bead concentration and magnetic 

adsorption time. Primers based on the yeast chitin synthase 2 (CHS2) gene, established a yeast-specific RT-qPCR 

assay, and its specificity and stability were validated. Results  Under optimized extraction conditions, the 

method enabled extraction yeast mRNA from various concentration, yielded 2.13 μg mRNA even from a 

low-concentration (2×103 cfu/mL). This yeast detection methodexhibited a wide linear range from 2×103 to 2×107 

cfu/mL, with a linear equation of Y=–1.69X+33.412 (r2=0.9966), the method exhibited high specificity for the 

target yeast. Conclusion  This study successfully establish a mRNA extraction technique by yeast-specific 

magnetic bead-based and a RT-qPCR detection method, exhibits good specificity and sensitivity, provide a new 

technology for the detection of yeast contamination in food and scientific research. 
KEY WORDS: yeasts; mRNA extraction; reverse transcription real-time fluorescence quantitative polymerase chain 

reaction; chitin synthase 2 
 
 

0  引  言 

酵母菌是人类利用最早的微生物, 也是经典的真核

模式生物, 在基础生命科学与工业生物技术中扮演着核

心角色 [1]。酵母菌是一把双刃剑: 在食品工业中不可或

缺, 却也因其污染而导致食品腐败, 危害人体健康[2–5]。

GB 4789.15—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 
霉菌与酵母菌计数》规定了各类食品中霉菌和酵母菌的计

数方法, 对食品及科研样本中的酵母菌进行准确检测, 是
保障其安全性的关键。 

目前, 酵母菌的检测方法主要分为两类: (1)传统的培

养及生化检测方法, 如平板计数法、代谢检测法、生化检

测法等; (2)基于核酸的分子生物学技术[6–7]。平板计数法操

作步骤烦琐, 检测周期长, 检测过程受技术人员水平、检测

环境的影响[8]。代谢检测法利用微生物产生代谢产物的量及

种类实现鉴别, 但培养基、食品配方等会影响检测结果[9]。

生化检测法利用微生物对底物的特异性代谢实现鉴别, 但
因检测材料和特异性致使计数结果存在不准确问题[10]。分

子生物学技术是以核酸为检测目标, 为食品安全监测提供

了新路径。其中聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 
PCR)是将微量的 DNA 片段通过指数级扩增, 琼脂糖凝胶

检测实现微生物鉴定, 无法实现定量[11–12]。实时荧光定量

逆转录聚合酶链式反应 (reverse transcription real-time 
fluorescence quantitative polymerase chain reaction, 
RT-qPCR)通过监测荧光基团的累积, 实现对目标核酸的

精准定量, 该方法具有快速、无需电泳、无交叉污染等优

点, 已被广泛用于微生物检测等研究[13–14]。 
RT-qPCR 技术高度依赖于高质量信使核糖核酸

(messenger RNA, mRNA)的获取, 然而 mRNA 丰度低(仅占

细胞总 RNA 的 1%~5%)、稳定性差, 对提取方法的特异性

和富集效率提出了较高要求[15–16]。酵母菌坚韧的细胞壁及

其胞内丰富的多糖, 在提取过程中易与 mRNA 共沉淀, 使得

高质量 mRNA 的获取尤为困难[17–19]。为克服上述挑战, 研
究人员研发了多种 mRNA 提取方法, 目前酵母菌 mRNA 提

取方法较少, 离心柱纯化法虽简化了操作流程, 但存在柱结

合容量限制、易堵塞等弊端, 提取效率容易受影响[20–21]。相

较与离心柱法, 生物磁珠法因比表面积大、核酸结合效率

高、操作简便等优点, 克服了柱结合容量限制和易堵塞的问

题, 成为新一代核酸提取的有效工具[20]。朱青等[22]将全自动

免疫磁珠纯化法应用于大米、小麦制品、花生制品中黄曲

霉毒素 B1 的检测, 结果表明效率更高、成本更低, 进一步

印证了磁珠纯化法在食品检测领域的应用潜力。 
然而, 现有研究多集中于提取环节本身, 缺乏将高效

提取与下游定量检测进行系统整合; 同时, 商品化磁珠成本

较高, 且针对酵母菌的特异性 RT-qPCR 检测靶标仍有待拓

展。本研究的二氧化硅羧基磁珠为本课题组前期自主研发的

磁性纳米材料, 具有粒径均一(0.2~0.3 μm)、羧基密度高、分

散性良好等优点[23–24]。以此羧基磁珠为链霉亲和素偶联及

Oligo(dT)的固相载体, 利用真核生物 mRNA 3’末端的标志

性 poly(A)尾结构[25–26], 通过与表面修饰 Oligo(dT)的磁珠特

异性结合, 实现 mRNA 与杂质的快速分离, 获取高质量

mRNA。在此基础上, 本研究进一步以几丁质合成酶基因 2 
(chitin synthase 2, CHS2)为靶标, 设计特异性引物, 建立高

特异性、高灵敏度的 RT-qPCR 检测方法, 为食品生产过程

中酵母菌的实时监控、污染溯源提供了新方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

本研究所用菌株中, 酿酒酵母菌株及用于特异性验证

的其余 2 种酵母菌、2 种细菌和 2 种霉菌则购自中国工业微

生物菌株保藏管理中心。表 1 为本研究所用菌种类别。 
Trizol(纯度≥99%, 北京普利莱基因技术有限公司); 

NaCl、Tris、乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraacetic acid, 
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EDTA)、2-吗啉乙磺酸[2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid, 
MES]、三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐(Tris-HCl)、无水乙醇、

异丙醇 (分析纯 , 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 ); 
50×TAE Buffer(分子生物学级, 上海碧云天生物技术股份有

限公司 ); 1-乙基 -(3-二甲基氨基丙基 )碳二亚胺盐酸盐[1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride, 
EDC]、N-羟基琥珀酰亚胺、焦碳酸二乙酯、琼脂粉、

RNase-free ddH2O(分析纯 , 北京索莱宝科技有限公司 ); 
11123ES60 反转录试剂盒、11188ES08 SYBR Green 荧光定

量 PCR 试剂盒(翌圣生物科技股份有限公司); Oligo(dT)、
CHS2-F/R 引物序列(上海生工生物工程股份有限公司); 二
氧化硅羧基磁珠(质量浓度 10 mg/mL, 粒径 0.2~0.3 μm, 自
主研发); 2×BW 缓冲液(自配)。 

 

表 1  菌种列表 
Table 1  List of strains 

菌种 
类型 

菌种 菌株编号

酵母菌 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) CICC 1270

巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris) CICC 1958

路德类酵母(Saccharomycodes ludwigii) CICC 32322

细菌 
大肠埃希氏菌(Escherichia coli) CICC 10003

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) CICC 10001

霉菌 
黑曲霉(Aspergillus niger) CICC 40048

淀粉酶链霉菌(Streptomyces diastaticus) CICC 24766
 

1.2  仪器与设备 

CR22G 低温高速离心机(Hitachi 日立科学仪器有限公

司); Eppendorf D30 超微量分光光度(艾本德中国有限公司); 
SYS-I 实 验 室 超 纯 水 机 ( 成 都 渗 源 科 技 有 限 公 司 ); 
DHG-9013A实验室小型烘箱(上海一恒科学仪器有限公司); 
FQD-96X 荧光定量聚合酶链反应检测系统(杭州博日科技

股份有限公司); Bio-Rad Gel Doc XR+凝胶成像分析系统

(上海伯乐生命医学产品有限公司)。 

1.3  实验方法 

本研究选取酵母菌中酿酒酵母为标准菌株进行

mRNA 提取及检测方法的研究。 
1.3.1  酵母菌 mRNA 提取 

(1)磁珠连接链霉亲和素并连接生物素化 DNA。取

10 mg/mL 羧基磁珠 250 μL(磁珠 2.5 mg), 磁分离。加入

900 μL 活化剂 0.05 mol/L EDC (pH=6)和 200 μL 50 mg/mL 
N-羟基琥珀酰亚胺, 室温混匀下活化 1.5 h。在活化后的磁

珠中加入 500 μL 链霉亲和素(1 mg/mL), 振荡反应 2 h, 静
置 1 h, 磁分离弃上清。用 500 μL 2×BW 缓冲液[10 mmol/L 
Tris-HCl (pH 7.5), 1 mmol/L EDTA, 2 mol/L NaCl]悬浮磁

珠 , 终质量浓度为 5 μg/μL。加入 500 μL 生物素化的

Oligo(dT) DNA 水溶液, 室温下轻轻旋转混合 30 min, 磁

分离, 用 1×BW 缓冲液/0.1%焦碳酸二乙酯水清洗 2~3 次, 
得到链霉亲和素-生物素化 DNA 磁珠。由于制备过程中存

在转移损失, 后续实验均以初始羧基磁珠投料量为基准进

行标准化使用, 其理论质量浓度相当于初始的 10 mg/mL。 
(2)裂解。酿酒酵母培养基选用马铃薯葡萄糖琼脂培养

基, 30 ℃、150 r/min 振荡培养 3~5 d, 形成菌丝球。取 2 mL
菌液, 12000 r/min 离心 5 min 弃上清液, 取沉淀; 沉淀加入

1 mL Trizol溶液, 盖紧管盖, 激烈振荡 30 s, 室温静置 5 min; 
4 ℃ 12000 r/min 离心 10 min, 于冰上吸取上清转移至另一

干净的离心管中(切忌不能吸出白色的中间层)。 
(3)磁吸附。物理分离 mRNA。向上清液中加入等体积的

异丙醇, 并取适量链霉亲和素-生物素化 DNA 磁珠加入其中, 
上下颠倒离心管充分混匀后, 冰上静置, 磁分离弃上清。 

(4)清洗。加入 1 mL 75%乙醇, 轻轻上下颠倒洗涤, 磁
分离, 此步骤重复 2 次。 

(5) mRNA 洗脱。弃乙醇, 磁珠干燥 10 min, 加入 50 μL 
RNase-free ddH2O, 轻柔吸吹混匀; 孵育 2 min, 洗脱收集

上清液(含 mRNA)。 
(6)优化磁珠用量、磁吸附时间等, 探索最佳酵母菌

mRNA 提取方法。 
1.3.2  mRNA 质量检测 

(1)超微分光光度计检测。分别取酵母 mRNA 产物 1 μL
样品进行纯度和浓度的检测。 

(2)琼脂糖凝胶电泳检测。根据电泳图初步判断提取的

完整性及效率。 
1.3.3  建立 qRT-PCR 检测方法  

为评估所提取酵母菌 mRNA 的完整性及功能性, 建
立高特异性、高灵敏度的 RT-qPCR 检测方法。通过美国国

家生物技术信息中心 (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI)查找 CHS2 核酸序列, 并设计特异性引

物(表 2), 对提取的 mRNA 进行反转录(表 3), 产物于

–80 ℃保存; 并进行荧光定量 PCR 扩增(表 4)(反应条件: 
95 ℃预变性 5 min; 95 ℃变性 15 s, 55 ℃退火 20 s, 采集荧

光信号, 共 40 个循环)。 
 

表 2  引物序列 
Table 2  List of the primers 

 引物序列(5'-3') 
CHS2-F CCAGTTGCTCCGAACAGGTATGC 
CHS2-R TTGCTGGGGTGATAGATGGTAGGG 

 
表 3  反转录体系 

Table 3  Reverse transcription system  

步骤 组分 使用量 反应程序 

步骤一

RNase-free H2O 至 10 μL 

42 ℃孵育 2 min 
5×gDNA digester Buffer 2 μL 

gDNA digester 1 μL 
mRNA 1~500 ng 

步骤二
步骤一的反应液 10 μL 25 ℃ 5 min, 42 ℃

 30 min, 85 ℃ 5 min2×Hifair® Ⅱ SuperMix plus 10 μL 
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表 4  荧光定量 PCR 扩增体系 
Table 4  Real-time quantitative PCR amplification system 

组分 体积/μL 终浓度 

预混液 10 1x 

正向引物(10 μmol/L) 0.5 0.25 μmol/L

反向引物(10μmol/L) 0.5 0.25 μmol/L

模板 cDNA(稀释 10 倍) 适量 - 

无菌超纯水 至 20 μL - 

注: 互补脱氧核糖核酸(complementary DNA, cDNA); 1x 表示 1 倍

浓度; -表示此处无固定浓度值; cDNA 加入体积可根据实际浓度

调整。 

 
1.3.4  提取 mRNA 与总 RNA 的反转录效率比较 

为评估本方法提取的 mRNA 在反转录效率上的优

势, 进行反应效率对比实验。从 2×107 cfu/mL 酿酒酵母

菌液(2 mL)中分别提取 mRNA 及总 RNA, 均使用 50 μL
的 RNase-free ddH2O 洗脱。分别取 1 μL 的 mRNA 溶液和

1 μL 的总 RNA 溶液, 加入各自的反转录体系即可。实验

重复 3 次以上, 比较两组 cDNA 的循环阈值(cycle threshold, 
CT)差异:  

(1)实验组。使用本研究构建的链霉亲和素磁珠

SM-Oligo(dT)法提取 mRNA。 
(2)对照组。使用传统 Trizol 法提取总 RNA。 

1.3.5  检测方法的特异性、灵敏度测定 
(1)特异性。按照建立的方法对表 1 菌种进行 RT-qPCR

特异性验证。 
(2)灵敏度。通过菌液梯度稀释法构建 mRNA 浓度与

检测信号的量化验证, 进行 RT-qPCR 灵敏度验证。 

1.4  日间精密度实验 

通过连续 3 d 对同一样本(2×107 cfu/mL 酿酒酵母菌液

2 mL)进行独立重复实验(每天 3 次, n=3)进行评估, 结果以

均值±标准偏差及相对标准偏差(relative standard deviation, 
RSD)表示。 

1.5  数据处理 

本研究所有定量实验均设置 3 次独立重复(n=3)。采

用 SPSS Statistics 23.0 进行统计学分析, 使用 Origin 2018
进行绘制及非线性拟合。多组间比较前, 采用 Levene 检验

进行方差齐性检验, 若 P>0.05 则认为各组方差齐性。采用

单因素方差分析进行差异检验 , 采用最小显著性差异法

(least significant difference, LSD)法进行多重比较, 以不同

字母标注组间差异显著性(P<0.05)。两组间比较采用独立

样本 t 检验, 以 P<0.05 为差异统计, P<0.01 为差异显著, 
P<0.001 为差异极显著, 图中误差棒表示标准误差, 柱上

不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05), *表示与对照组

相比的显著性水平。 

2  结果与分析 

2.1  制备生物素化的链霉亲和磁珠 

傅里叶红外光谱能通过测量样品在红外光下的吸收, 
分析分子振动模式, 推断出样品中的化学键和官能团[27]。

Oligo(dT)是由脱氧胸腺嘧啶核苷酸组成的寡核苷酸链, 其对

应的吸收峰可能在1240 cm–1(不对称PO2⁻伸缩)和1080 cm–1 (对
称 PO2⁻伸缩)[28–29]。本研究对连接前后的磁珠进行了傅里叶

变换红外光谱表征: 与未连接的链霉亲和素磁珠(SM)相比, 
连接生物素化 Oligo(dT)后的复合物(SM+T)在 1240 cm–1 (磷
酸二酯键的不对称 PO2⁻伸缩振动)和 1080 cm–1 (对称 PO2⁻伸

缩振动)处出现了明显的吸收峰位移(图 1)。这种吸收峰发生的

位移源于 Oligo(dT)核苷酸链中磷酸骨架与磁珠表面官能

团偶联后, 引起的局部化学环境改变与电子云密度重排。

这表明, 生物素化的 Oligo(dT)已成功固载于链霉亲和素磁

珠表面。 
 

 
 

注: 箭头所指分别为 1240 cm–1和 1080 cm–1处吸收峰。 
图 1  链霉亲和磁珠连接 Oligo(dT)前后的傅里叶红外光谱图 

Fig.1  Fourier transform infrared spectroscopy spectra of 
streptavidin magnetic beads and beads conjugated with Oligo(dT) 

 
2.2  磁珠法酵母菌 mRNA 提取优化 

2.2.1  优化磁珠用量 
为提高磁珠的吸附率, 在其他条件不变, 对磁珠用

量梯度设置为 10、20、30、40、50、60、80、100、120、
140 μL, 在菌液浓度为 2×107 cfu/mL 的条件下, 本研究对

磁珠用量进行了优化。不同磁珠用量对 mRNA 得率具有统

计学意义: 经 Levene(采用 SPSS Statistics 23.0)检验, 各组

方差齐性(P=0.386), 因此采用单因素方差分析进行组间比

较(LSD 事后检验), 随着磁珠用量从 10 μL 增加至 50 μL, 
mRNA 得率呈显著上升趋势(P<0.05); 当磁珠用量达到

60~140 μL 各组之间无显著差异(P>0.05)。在磁珠用量为

10 μL 时, mRNA 提取水平最低, 这是因为磁珠用量过少, 
其提供的总表面积不足以完全吸附裂解液中的所有mRNA
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分子, 导致部分 mRNA 游离于体系外, 导致提取效率低。

在 20~50 μL 磁珠量下 , 随着磁珠用量的增多 , 提取

mRNA 的效率提升, 在磁珠用量为 60 μL 时, 拟合曲线达

到峰值, 磁珠用量继续增大(≥80 μL), 提取 mRNA 的浓度

没 有 变 化 , 得 率 非 线 性 拟 合 变 化 符 合 方 程

Y=5.8549–7.17509×0.96092X (r2=0.98639)(图 2)。此现象符

合磁珠-核酸结合的动力学特征: 在低浓度下, 增加磁珠量

可提高 mRNA 的结合效率, 在 60 μL 磁珠下, 生物素化的

链霉亲和磁珠对 mRNA 的结合达到饱和阈值。因此, 本研

究选择 60 μL 磁珠用量为最佳。 
 

 
 

图 2  链霉亲和素-生物素化磁珠用量对 mRNA 提取 
得率的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of streptavidin biotinylated magnetic bead on  
mRNA extraction yield (n=3) 

 
2.2.2  优化磁吸附时间 

在优化磁珠用量下, 本研究进一步对磁珠于 mRNA
的吸附时间差异对效率的影响。使用 60 μL 的最佳磁珠

用量, 对 2×107 cfu/mL 的酿酒酵母进行吸附时间优化(1、
2、3、4、5、6、7 min)。结果如图 3 所示, 1~5 min 的吸

附下, mRNA 的提取浓度随着吸附时间的增加呈现递增

趋势, 在 5 min 时达到峰值; 当吸附时间延长到 6~7 min
时吸附浓度未见显著提升。因此, 本研究选择 5 min 为最

佳结合时间。 

2.3  酵母菌 mRNA 提取验证 

2.3.1  微量样本的提取分析 
为验证优化方法对微量样本的提取适用性, 选择浓

度 2×107(对照组 CK)、2×106、2×105、2×104、2×103 cfu/mL
菌液进行梯度提取, 超微量分光光度计对产物进行浓度与

纯度检测。采用 SPSS Statistics 23.0 进行数据分析, 不同浓

度酵母菌的 mRNA 得率差异具有统计学意义(F=64.143, 
P<0.001), 采用 LSD 事后检验进行多重比较, mRNA 得率

均随着浓度梯度变化而显著变化, 低浓度 2×103 cfu/mL 菌

液能够提取 2.13 μg mRNA。超微分光光度计分析 A260/A230

比值均在 1.8~2.0 之间, 提取的 mRNA 纯度符合后续分子

生物学要求(图 4)。这说明, 本研究方法适用于低浓度微量

样本的 mRNA 提取。 
 

 

 
 

图 3  磁珠吸附时间对提取效率的影响(n=3) 
Fig.3  Effects of magnetic bead adsorption time on mRNA 

extraction efficiency (n=3) 
 

 
 

图 4  不同酵母菌浓度的 mRNA 提取效率(n=3) 
Fig.4  mRNA extraction efficiency under different yeast 

concentrations (n=3) 
 

2.3.2  不同酵母菌 mRNA 提取分析 
选取浓度均为 2×107 cfu/mL 的 3 种不同酵母菌进行提

取分析, 超微量分光光度计对产物进行浓度与纯度检测

(每种酵母菌进行了 3 次重复验证)。如表 5 所示, 本研究对

3 种不同种属的酵母菌都能够有效提取 mRNA, 纯度较好, 
所有样本的 A260/A280比值均在 1.82~2.00 之间, 表明蛋白质

污染水平较低; A260/A230 比值介于 1.65~1.86 之间, 显示样

品中盐类或有机溶剂等小分子杂质得到有效去除, 能够满

足后续酵母菌检测及分子生物学实验要求。 
在真核生物(包括酿酒酵母)中, 成熟 mRNA 通常会含

有多聚腺苷酸[poly(A)]尾[20,22]。为评估 mRNA 样品的完整

性, 取 5 μL 上述 3 种不同酵母菌 mRNA 产物, 1%琼脂糖凝

胶电泳鉴定不同酵母菌 mRNA。电泳结果显示(图 5), 在高
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分子量区均可见连续分布的拖尾片状条带, 此为真核生物

mRNA 的典型电泳形貌。该区域信号较强、分布均匀, 且
主体集中于高分子区域(1.5 kb 的区域), 表明成功富集到

的 mRNA 片段完整, 降解程度较低。 
表 5  不同酵母菌 mRNA 提取率的测定 

Table 5  Determination of mRNA extraction rates of  
different yeasts 

酵母菌 mRNA 质量浓度
/(μg/mL) 

A260/A280 A260/A230 

CICC 1270 
147.10 1.91 1.80 
150.00 1.90 1.80 
140.60 1.89 1.78 

CICC 1958 
153.20 1.98 1.78 
160.80 1.82 1.65 
163.08 1.98 1.79 

CICC 32322 
113.50 1.92 1.91 
121.80 1.89 1.83 
98.76 2.00 1.86 

 

 
 

图 5  mRNA 琼脂糖凝胶(1%)电泳图 
Fig.5  1% Agarose gel electrophoresis of mRNA 

 

2.4  建立酵母菌检测方法 

2.4.1  酵母菌 RT-qPCR 检测方法 
将所提取 2×107 cfu/mL菌液的mRNA反转录为 cDNA

作为检测对象, 建立一种酵母菌特异性分子生物学检测方

法。以酵母菌细胞壁特有的核心成分几丁质为检测对象, 
其合成受 CHS2 基因调控, 由于 CHS2 基因在酵母菌中高

度保守, 故可作为理想的检测靶标[30–31]。以反转录 cDNA
为模板, 利用设计的 CHS2 特异性引物进行 RT-qPCR 扩

增。图 6A 扩增呈现典型的 S 形平滑曲线, 具有清晰的指

数增长期与平台期 , 对数期界限清晰 , 平台期荧光曲线

稳定, 这表明反应扩增符合动力学特征, 扩增效率良好。

图 6B 熔解曲线显示, 扩增产物均呈单一、尖锐的溶解峰, 
峰型对称, 无非特异性扩增峰或引物二聚体峰出现, 表明

扩增产物高度一致, 无非特异性产物, 空白对照无溶解峰

出现。综上可知, 本研究所用 CHS2 引物在 RT-qPCR 分子

检测中有良好的反应性能, 适用于后续酵母菌的定量检测。 
2.4.2  mRNA 的效能检测   

总 RNA 中 95%以上是核糖体 RNA (ribosomal RNA, 
rRNA)和转运 RNA (transfer RNA, tRNA), 在反转录时, 这
些非编码 RNA 会与 mRNA 竞争有限的反转录酶、dNTPs
和引物等, 导致目标 cDNA 的合成效率降低。市售试剂盒中

常见为总 RNA 提取试剂盒, 对比 3 种酵母菌(2×107 cfu/mL
菌液)在两种市售竞品(总 RNA 提取试剂盒)和本方法(提取

mRNA)的提取效果, 如表 6 所示, 酵母菌 CICC 1270、
CICC 1958、CICC 32322 在浓度上高于竞品的提取效率, 
纯度也略优于市售竞品(表 6)。 

为验证纯化后的提取产物能否提高检测效率 ,  以
2×107 cfu/mL 酵母菌液为样本, 比较本方法提取的 mRNA
反转录生成的 cDNA(以下简称 mRNA-cDNA)与竞品试剂

盒提取的总 R N A 反转录生成的 c D N A ( 以下简称

RNA-cDNA)在 qPCR 中的扩增效能。以 CHS2 基因为靶标,  
 

 
  

图 6  CHS2 引物扩增曲线(A)与熔解曲线(B) 
Fig.6  Amplification curve (A) and melting curve (B) of CHS2 primer 
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表 6  酵母菌菌液提取效率对比 
Table 6  Comparison the extraction efficiency of yeast culture 

菌种类型 方法 质量浓度
/(μg/mL) 

A260/A280 A260/A230

ICC 1270 

自研 145.90 1.90 1.8 

竞品 1 82.60 2.18 1.73 

竞品 2 65.41 2.07 1.61 

CICC 1958 

自研 159.03 1.92 1.74 

竞品 1 97.32 1.92 1.74 

竞品 2 78.05 2.44 1.86 

CICC 32322 

自研 111.35 1.93 1.86 

竞品 1 94.14 1.80  1.52 

竞品 2 88.23 1.77 1.65 

 
比较两组 cDNA 的 CT 差异, mRNA-cDNA 的平均 CT 
(21.50±1.21) 显 著 低 于 总 RNA-cDNA 组 平 均 CT 
(25.80±1.24) (P<0.0001), ΔCT=4.3(图 7)。在等量菌液(以
CFU 计)前提下, 与总 RNA-cDNA 组相比, 本方法获取模板

反转录生成 cDNA 模板的效率显著更高。这表明, 通过纯化

mRNA 获取的 cDNA 模版能够有效提高 qPCR 检测效能。 

 

 
 

注: ****表示差异极高显著, P<0.0001。 
图 7  mRNA-cDNA 与 RNA-cDNA 在 qPCR 中灵敏度比较(n=3) 
Fig.7  Comparison of qPCR sensitivity betweenmRNA-cDNA and 

total RNA-cDNA (n=3) 
 

2.4.3  RT-qPCR 检测灵敏性 
为验证本研究 RT-qPCR 酵母菌检测方法的灵敏性, 

通过梯度稀释法检测不同模板浓度下的扩增曲线特征。将

酿酒酵母菌液按 10 倍依次稀释(2×107、2×106、2×105、

2×104、2×103 cfu/mL), 以此进行检测灵敏性验证。结果如

图 8A, 所有浓度梯度的扩增曲线都是典型 S 型平滑曲线, 
且随着模板浓度的降低, S 型曲线整体向右移, CT 也随之

增大。熔解曲线显示, 不同浓度梯度下, 扩增产物均呈现

单一、尖锐的溶解峰, 无非特异性扩增峰或引物二聚体峰

出现, 表明反应特异性高(图 8B)。 
以各稀释梯度下的菌液为样本, 菌液浓度对数[Lg(cfu/mL)]

与 CT 进行线性回归分析, 在 2×103~2×107 cfu/mL 的菌液梯

度下, CT 符合与线性方程 Y=–1.69X+33.412 (r2=0.9966) 
(图 9), 可实现酵母菌液中的目标检出。这表明构建的

RT-qPCR 分子生物学检测酵母菌方法能够满足酵母菌

高灵敏度检测。 
 

 
 

图 8  不同浓度酵母菌液的 RT-qPCR 扩增曲线(A)与熔解曲线(B) 
Fig.8  Amplification curves (A) and melting curves (B) of RT-qPCR 

for yeasts at different concentrations 
 

 
 

图 9  梯度菌液模板的 RT-qPCR 标准曲线(n=3) 
Fig.9  RT-qPCR standard curve of gradient yeast template (n=3) 
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2.4.4  特异性验证 RT-qPCR 检测法 
对常见的 3 种酵母菌、2 种细菌、2 种霉菌进行检测

方法特异性验证。如表 7 所示, 3 种酵母菌都能正确通过

CT 反应其检测产物, 而 2 种细菌、2 种霉菌等非酵母属模

板均无扩增信号, 不能通过本研究检测到目标分子的检测

阈值, 且在扩增范围内未出现 S 型扩增曲线, 这表明 CHS2
为检测目标的酵母菌 RT-qPCR 检测法能够实现酵母菌特

异性检测。 

 
表 7  特异性验证 RT-qPCR 检测法 

Table 7  Verification specificity of RT-qPCR detection method 

菌属 菌株 
CT 

CT 平均值 
标准偏

差 
CV/% 

重复实验 1 重复实验 2  重复实验 3

酵母 

酿酒酵母 21.86 20.98 21.69 21.51 0.47 2.17 

巴斯德毕赤酵母 23.68 23.46 23.77 23.64 0.16 0.68 

巴斯德毕赤酵母 25.52 25.75 25.98 25.75 0.23 0.89 

细菌 
大肠埃希氏菌 / / / / / / 

金黄色葡萄球菌 / / / / / / 

霉菌 
黑曲霉 / / / / / / 

淀粉酶链霉菌 / / / / / / 

注: 变异系数(coefficient of variation, CV), CV=(标准差/均值)×100%; /表示未检测到。 

 

3  讨论与结论 

本研究建立了一种基于链霉亲和素磁珠-Oligo(dT)的
酵母菌 mRNA 提取技术, 并结合 CHS2 基因靶标开发了基

于 RT-qPCR 的酵母菌特异性检测方法。通过自主研发的链

霉亲和磁珠为固相载体, 特异性富集带 poly(A)的 mRNA, 
有效避免了总 RNA 中大量 rRNA、tRNA 在反转录过程中

与 mRNA 的竞争性抑制, 从而提升了检测的灵敏性, 这一

思路与 QU 等[32]、DEWAR 等[33]中 Oligo(dT)亲和层析原理

一致。 
CAMILLE[34]系统比较了磁珠法、离心柱法、有机溶

剂法等对 mRNA 的提取效果 , 其中商品化磁珠系统

Qiasymphony 虽可实现高通量自动化, 但在 mRNA 完整性

保护方面表现不佳(完整性仅 52%), 且存在磁珠残留问题。

这表明, 持续优化磁珠表面修饰[如 Oligo(dT)的特异性捕

获]和裂解条件对维持 mRNA 完整性至关重要。朱青等[22]

比较了全自动免疫磁珠纯化法与免疫亲和柱法对食品中

黄曲霉毒素 B1 的检测效果, 免疫磁珠法仅需 40 min 即可

自动完成 20 批样品处理, 几乎无废液产生, 而免疫亲和

柱法处理相同数量样品需 3~4 h, 产生约 1000 mL 废液, 
成本可降低约 50%。这表明磁珠法在检测效率、成本控

制方面具有显著优势, 与本研究的优化目标一致。与现

有的技术相比 , 本研究展现出一定的优势 , 基于磁珠的

固相载体, 同样具备自动化的潜力。本研究采用链霉亲

和素磁珠 -Oligo(dT)策略 , 通过特异性富集 poly(A)的
mRNA, 所提取的 mRNA 在浓度、纯度、完整性上均优市

售竞品 RNA 磁珠法提取试剂盒, 实现不同酵母浓度均可

获得较高产量的 mRNA, 且能实现低浓度的微量样本的提

取(2×103 cfu/mL 酵母样本中仍可获得 2.13 μg mRNA, 且
A260/A280 比值在 1.8~2.0 之间)。本研究虽未直接测定磁珠

的动态结合容量, 但提取效率随磁珠用量增加而提升, 这
表明自研磁珠的比表面积和结合位点密度对 mRNA 捕获

具有重要影响。 
此外, 本研究构建了 RT-qPCR 酵母菌特异性检测方

法, 且灵敏度高, 检测效能高于总 RNA 传统检测, 可实现

同时多酵母菌样本检测, 本方法对酵母菌检测的线性范围

在 2×107~2×103 cfu/mL, 线性方程为 Y=–1.69X+33.412, 相
关系数 r=0.9966, 这为酵母菌的定量检测提供了一种新的

分子生物学检测组合方法。 
但本研究仍然存在一定的局限性, 首先依赖 mRNA

的 poly(A)尾结构, 因此不适用于原核生物[无 poly(A)尾]
及部分真核非编码 RNA 的提取, 应用范围受限。其次, 链
霉亲和素磁珠成本较高, 相较市售试剂盒, 本研究每样本

的成本约 6~7 元, 成本能达到市售试剂盒的一半, 仍存在

一定的应用优势, 但在大规模高通量应用中仍需进一步优

化。目前本研究仍基于单管模式, 高通量模式需要进一步

探究, DEWAR 等[34]表明新型 Oligo(dT)材料可在短时间下

实现高动态结合容量, 且可重复使用多达 250 次循环而未

见容量下降, 这为本研究的磁珠回收与循环使用提供了可

行方向。 
未来将从成本、通量、临床验证等方向进一步研究, 

以推动本研究的应用。将探索价格更低的链霉亲和素磁珠

载体, 以降低单次检测成本; 同时, 参考 DEWAR 等[34]的

多循环策略, 研究磁珠的回收与再生工艺, 以期进一步降

低成本。将优化提取流程, 适配自动化核酸提取仪, 实现

高通量操作, 以满足大规模样本筛查的需求。本研究未包
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含 与 酿 酒 酵 母 同 属 的 近 缘 非 目 标 酵 母 [ 如 贝 酵 母

(Saccharomyces bayanus)], 也未在复杂食品基质中进行验

证, 未来实际食品样本(如酸奶、饮料、发酵食品)加标回收

实验的开展, 可以进一步评估本方法在复杂基质中的稳定

性和抗干扰能力。通过这些研究, 本研究有望在食品安全

监测中实现更广泛的实际应用。 
综上 , 本研究提供了一种优化的磁珠 Oligo(dT) 

mRNA 富集流程, 可在实验室条件下用于低浓度酵母样品

的快速检测, 能够精准检测酵母菌, 其特异性保障了检测

结果的准确性, 以高特异性和高灵敏度为食品、工业中酵

母菌的检测提供可靠的技术手段。 
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