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基于壳聚糖改性聚乙烯醇水凝胶食品核酸

快速提取及分子检测

刘虎1，张鑫磊2，张勇2，夏许寒2，许元红1，邓锐杰2，邓莎2*

（1.青岛大学生命科学学院，山东青岛 266071）（2.四川大学轻工科学与工程学院，四川成都 610065）

摘要：核酸提取是快速、精准检测食源性病原分子标志物的重要支撑。为解决传统方法操作繁琐、仪器依赖强及成本

高等问题，本研究开发了一种基于壳聚糖（CS）修饰聚乙烯醇（PVA）水凝胶的新型核酸提取材料。通过反复冻融构建水

凝胶，PVA 的多孔结构吸附核酸，借助 CS 质子化氨基（-NH3
+）的静电作用，增强对带负电荷核酸的捕获。扫描电镜（SEM）

显示CS-PVA微纤维网络提供了丰富的结合位点，傅里叶变换红外光谱（FT-IR）在1 560 cm-1（-NH3
+弯曲振动）和1 651 cm-1（酰

胺Ⅰ带）处特征峰证实 CS 成功负载。性能测试表明，CS-PVA 提取核酸的 qPCR Ct 值为 20.60，显著低于传统 PVA（30.98），

吸附能力提升 1 351.74 倍；对染菌肉类样品，可在 5 min 内完成从提取至 PCR 检测。相较于离心柱法（耗时 >60 min）和

磁珠法（成本 >5 元 / 样），本方案提取时间仅需 5 min，成本降至每个样品 0.5 元。综上，CS-PVA 通过静电 - 氢键协同作

用实现高效吸附，为食品病原体现场快检提供了高效、低成本、免离心的核酸提取方案，在基层检测中具备广泛应用潜力。
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Abstract: Nucleic acid extraction offers crucial support for the rapid and accurate detection of molecular markers for 

foodborne pathogens. To address the problems associated with traditional methods, including their cumbersome operation, strong 

instrument dependence, and high cost, a novel nucleic acid extraction material was developed based on chitosan (CS)-modified 

polyvinyl alcohol (PVA) hydrogel. The hydrogel was prepared via repeated freeze-thaw cycles, and nucleic acids were adsorbed into 

the porous PVA structure. The capture of negatively charged nucleic acids was enhanced through electrostatic interactions provided 

by the protonated amino groups (-NH3
+) of CS. Scanning electron microscopy (SEM) revealed abundant binding sites within the 

CS-PVA microfiber network. Successful loading of CS was confirmed using Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), 

with characteristic peaks detected at 1 560 cm-1 (-NH3
+ bending vibration) and 1 651 cm-1 (amide I band). Based on performance 

tests, the quantitative polymerase chain reaction (qPCR) Ct value of nucleic acids extracted with CS-PVA was 20.60, which was 

significantly lower than that obtained with traditional PVA (30.98), indicating a 1 351.74-fold increase in adsorption capacity. For 

contaminated meat samples, the entire process from extraction to PCR detection was completed within 5 min. In contrast to the spin 

column method (time taken: >60 min) and the magnetic bead method (cost: >RMB 5 per sample), the present method required only 

5 minute for extraction and the cost was reduced to RMB 0.5 per sample. In conclusion, efficient adsorption is achieved through the 
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食源性致病微生物污染是全球食品安全面临的重

大挑战。其中，大肠杆菌（Escherichia coli）和沙门氏

菌（Salmonella enterica）因其广泛分布、强致病性和

高发病率，成为引发食源性疾病的主要病原体 [1,2] 。它

们通过污染水源、肉类、乳制品及果蔬等食品链环节，

可导致严重的肠胃炎、败血症甚至死亡 [3,4] 。传统微生

物培养法虽为金标准，但存在耗时长、步骤繁琐等不

足 [5,6] ，难以满足基层检测机构对污染源快速筛查、及

时预警和精准控制的迫切需求。核酸分子检测通过特

异性识别病原菌基因，可以实现高灵敏度、高特异性

的致病菌定量检测 [6,7] ，其中二代测序（NGS）具有高

通量的优势，但是依赖大型测序平台，成本高且时效

性低，在快速筛查应用中受到限制。实时荧光定量聚

合酶链式反应（qPCR）可显著降低检测周期和成本，

普及率高，目前被各级检测机构作为致病菌定量检测

的常用方法。然而，基于 qPCR 检测体系的分析速度

和检测灵敏度高度依赖于样本前处理中的核酸提取

效率。

目前，样本前处理主要利用离心柱吸附或磁珠

分离手段进行核酸提取  [8] 。离心柱法涉及多步离心操

作，通量低且易造成气溶胶污染  [9-12] ；磁珠法虽易于

自动化，但需昂贵的磁性材料和精密仪器，试剂成

本高  [12-14] 。此外，复杂的裂解、结合、洗涤和洗脱等

分离步骤不仅耗时，也增加了操作误差与交叉污染风

险 [15] 。先前的研究尝试利用纤维素滤纸提取核酸，虽

具无需设备、操作简单、成本低廉的优势，但经壳聚

糖等化合物改性后常出现高结合 - 零释放的问题 [16] ，

且存在非特异性吸附强、洗脱效率低及机械稳定性不

足等缺陷。在资源有限的现场快速筛查场景下，亟需

开发成本低廉、操作简便、快速高效且无需复杂仪器

的核酸提取新材料。

针对上述挑战，本研究通过冻融循环构建聚乙烯

醇（PVA）三维物理交联网络，提供高比表面积与优

异机械稳定性 [17-19] ；同时引入壳聚糖（CS）的质子化

氨基（-NH3
+） [20,21] ，通过强静电作用高效靶向吸附核

酸。研究表明，CS 在复杂提取液环境中仍能维持优异

的电荷富集能力，其性能显著优于纯 PVA 及魔芋葡甘

聚糖、季铵化壳聚糖、海藻酸钠、聚丙烯酸（KGM、

QCS、SA、PAA）等改性材料。结合扫描电子显微镜

（SEM）和傅里叶变换红外光谱（FT-IR）表征，证实

了 CS-PVA 复合材料的微纤维界面结构及功能基团分

布。该方法中，吸附核酸后的水凝胶可直接用于 PCR
扩增，样本提取处理用时不足 5 min，且在实际染菌样

品中仍保持高效捕获性能。本研究开发的 CS-PVA 核

酸提取材料，为食源性致病菌的现场快速、低成本核

酸检测提供了一种新型工具，在简化样品前处理流程、

提升 PCR 兼容性方面展现出良好潜力。

1  材料与方法

1.1 试剂和仪器

沙门氏菌 S.enterica（ATCC 14028）、大肠杆菌

Escherichia coli（ATCC 43889）等，中国工业微生物

菌种保藏管理中心；食品样品，当地超市；寡核苷酸，

北京擎科生物科技股份有限公司、杭州有康生物科技

有限公司；质粒，Addgene 公司，详细序列信息如表 1
所示，所购买的寡核苷酸均经过聚丙烯酰胺凝胶电泳

纯化。

表 1 寡核苷酸序列

Table 1 Oligonucleotide sequences

名称 序列（5′→3′）

ZL-F1 CCTGTCAAGGTATCCCCACG

ZL-R1 CAGGCCCAGTATGATGCAGT

ZL-F2 GGCCGCTAATACGACTCACT

ZL-R2 TCGTAAAGCAGGCAGGTCTC

DC-F CCGTTTGCCAGCCATTTTCA

DC-R CAGGCAATAGGGCAACTGGA

SM-F AAAAGCAGGCATGTCCACCG

SM-R ATCCCGCAGCGTAAAGCAAC

引文格式：

刘虎,张鑫磊,张勇,等.基于壳聚糖改性聚乙烯醇水凝胶食品核酸快速提取及分子检测[J].现代食品科技,2026,42(10):322-331.

LIU Hu, ZHANG Xinlei, ZHANG Yong, et al. Rapid extraction and molecular detection of food nucleic acids based on chitosan-

modified polyvinyl alcohol hydrogel [J]. Modern Food Science and Technology, 2026, 42(10): 322-331.

synergistic effect of electrostatic and hydrogen bonds in CS-PVA, providing an efficient, low-cost, and centrifuge-free nucleic 

acid extraction solution for on-site rapid detection of foodborne pathogens. This technique offers broad application prospects 

in grassroots testing.
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聚乙烯醇，上海国药集团化学试剂有限公司；壳

聚糖、壳聚糖季铵盐、海藻酸钠、魔芋胶、聚丙烯酸，

上海麦克林生化科技股份有限公司；吐温 -20，上海生

工生物工程股份有限公司；盐酸胍，成都科隆化学品

有限公司。

QuantStudio 3 实时定量荧光 PCR 仪，中国赛默

飞世尔仪器有限公司；Proflex 3×32 三槽梯度 PCR 仪，

中国赛默飞世尔仪器有限公司；DYY-6C 电泳仪，北京

六一生物科技公司；Champ Gel 7000 凝胶成像仪，北

京赛智创业科技公司。

1.2 实验方法

1.2.1 溶液的配制

提 取 液：1.5 mol·L-1 盐 酸 胍、50 mmol·L-1 NaCl、
1 wt.% 吐 温 -20、50 mmol·L-1 Tris-HCl（pH 值 7.0）、
5 mmol·L-1 EDTA，使用超纯水定容。

洗涤液：10 mmol·L-1 Tris-HCl（pH 值 8.0）、0.1 wt.%
吐温 -20，使用超纯水定容。

1.2.2 水凝胶制备

（1）PVA 水凝胶的制备：5 wt.% PVA 溶液，95 ℃
溶解 3 h ；注入模具，静置 1 h ；-20 ℃冷冻 6~12 h，
室温解冻 3 h，循环 3 次；超纯水透析至中性。

（2）CS-PVA 水凝胶的制备：2 wt.% CS 醋酸溶液，

60 ℃溶解 2 h ；与 5 wt.% PVA 溶液按质量比 2:1 混合，

60 ℃搅拌 1.5 h ；其余步骤同 PVA。

（QCS-PVA、SA-PVA、KGM-PVA、PAA-PVA 等

制备方法基本同 CS-PVA）。

1.2.3 核酸提取流程

（1）裁剪 10 mg 水凝胶，加入 50 μL 含靶标核酸

的提取液；

（2）室温振荡 1 min，弃液，加入 50 μL 洗涤液清

洗 1 min ；

（3）水凝胶直接用于 PCR 扩增。

1.2.4 提取条件测试

将提取时间设置为振荡 30 s、1、10、30 min，提

取液中 Tris-HCl 设置为醋酸（pH 值 6.0）、Tris-HCl（pH
值 7.0、8.0、9.0），氯化钠浓度设置为 0、50、100、
200 mmol·L-1，以探索时间、pH 值、盐离子浓度对水

凝胶提取核酸的影响。

1.2.5 表征与性能评价

结构表征：SEM、FT-IR。
实际样本测试：人工污染大肠杆菌、鼠伤寒沙门

菌的猪肉样品。

1.3 数据分析

本文涉及的所有试验均重复测定 3 次，数据处理

采用 Microsoft Office 和 Origin 2022 软件进行。

2  结果与讨论

2.1 水凝胶提取核酸原理及流程

图 1 水凝胶核酸提取流程与吸附机制示意图

Fig.1 Schematic diagram of the water gel nucleic acid extraction 

process and adsorption mechanism

注：a 为水凝胶核酸提取流程；b 为改性水凝胶静电吸附核

酸原理。

本研究基于“静电 - 氢键协同吸附”机制实现核

酸高效捕获与富集，其核心流程如下（图 1a）。在核

酸捕获阶段，将 CS-PVA 水凝胶置于含目标核酸的提

取液中，于室温下振荡孵育。在此过程中，PVA 骨架

经冻融循环形成的三维多孔网络 [22,23] ，为核酸提供了

大量物理截留位点；CS 链上质子化的氨基（-NH3
+）

通过强静电引力，特异性结合带负电荷的核酸磷酸骨

架（图 1b）；同时，提取液中的盐酸胍解离核酸高级

结构，使其暴露更多被吸附位点 [24] ，表面活性剂吐

温 -20 则通过疏水作用促进核酸向水凝胶界面迁移 [25] 。

上述过程实现了“化学结合 - 物理富集”双模协同捕

获，提升核酸吸附效率。完成吸附后，直接移去提取

液上清，使用洗涤缓冲液清洗，以去除非特异性吸附
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杂质，最终将载有核酸的水凝胶整体转移至 PCR 体系

进行扩增。该流程省去了传统方法中的洗脱步骤，不

仅将操作时间缩短，也避免了洗脱过程中的核酸损失，

为快速现场检测提供了可靠、低耗的新方案。

2.2 微观结构分析

材料的微观结构直接决定其功能特性，为系统解

析 CS-PVA 水凝胶的微观结构特征及其对核酸提取性

能的增强机制，本研究采用扫描电子显微镜（SEM）

观察材料形貌，通过傅里叶变换红外光谱（FT-IR）分

析化学组成与键合作用，同时引入纯 PVA 及其他改

性 水 凝 胶（QCS-PVA、SA-PVA、KGM-PVA、PAA-
PVA）作为对照，明确 CS 改性对 PVA 微观结构的调控

机制，为后续核酸吸附性能提供结构层面的支撑。

图 2 不同改性 PVA 水凝胶的微观结构与化学组成表征

Fig.2 Characterization of the microstructure and chemical 

composition of different modified PVA hydrogels

注：a~b 为 PVA 水凝胶 SEM 图像；c~d 为 CS-PVA 水凝胶

SEM 图像；e~f 为 QCS-PVA 水凝胶 SEM 图像；g~h 为 SA-PVA

水凝胶 SEM 图像；i~j 为 KGM-PVA 水凝胶 SEM 图像；k~l 为

PAA-PVA 水凝胶 SEM 图像；m 为水凝胶红外光谱对比。

通过 SEM 对不同水凝胶的断面形貌进行观察，

纯 PVA 经冻融循环形成孔径均一的三维多孔网络

（图 2a、2b），为截留核酸提供物理空间，但单一多

孔结构缺乏特异性吸附位点，难以实现高效核酸捕获；

而 CS 改性后（图 2c、2d）呈现显著结构重构——

PVA 大孔骨架表面密集覆盖纤维状壳聚糖，形成“PVA
大孔 -CS 纳米纤维”的微纳分级结构，其优势在于，

大孔骨架保障传质效率，纳米纤维提供高比表面积

与大量吸附位点，为“空间富集 - 静电锚定”双机

制协同奠定结构基础。在与多种改性材料的对比中，

CS-PVA 展现出显著优势，QCS-PVA 因季铵盐基团强

亲水性导致 CS 纤维过度溶胀，阻塞孔道（图 2e、2f）；
SA-PVA 的海藻酸钙交联网络致密化，比表面积下

降，难以实现核酸的有效截留与迁移（图 2g、2h）；

KGM-PVA 中，魔芋葡甘聚糖的刚性链束阻碍 PVA
冻融过程中的冰晶生长，形成非贯通闭孔，传质效

率降低（图 2i、2j）；PAA-PVA 则因聚丙烯酸链缠

结，产生无序厚壁结构，丧失传输通道（图 2k、2l）。
FT-IR 光谱进一步佐证改性机制（图 2m）：CS 特

征氨基峰（1 560 cm-1）及酰胺 I 带（1 651 cm-1）证

实其成功负载；PVA 结晶区特征峰（1 141 cm-1）向

1 140 cm-1 低频偏移，表明 CS 通过氢键破坏 PVA 有

序晶区，增强网络柔性。这种结构优势协同功能基团

（-NH3
+）作用，微纳分级结构提供高比表面积与定向传

质通道，且 CS 质子化氨基在含离液盐环境中仍保持强

静电，实现“空间富集 -静电锚定”双机制协同捕获。

综上，SEM 与 FTIR 表征证实 CS-PVA 水凝胶具

有“PVA 大孔 -CS 纳米纤维”微纳分级结构，以及
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CS-PVA 间强氢键作用，这种结构特征赋予材料高比

表面积、高孔隙率与适宜柔性，协同 CS 的静电吸附

位点，为“空间富集 - 静电锚定”双机制协同捕获核

酸提供结构支撑，且各项性能指标均优于现有同类材

料，显著提升了核酸吸附容量与环境适应性，为快速

核酸提取材料的发展提供了新思路。

2.3 水凝胶提取核酸验证

核酸提取材料的吸附效率与特异性是决定下游分

子检测准确性的核心前提 [26] ，为验证 CS-PVA 水凝胶的

核酸提取效能，本研究首先以合成质粒 DNA（质量浓

度 10 ng·μL-1，靶标片段 259 bp）为模型靶标进行验证。

如图 3a 所示，经捕获 -洗涤 -直接 PCR 流程后，PVA
与 CS-PVA 组均在电泳图中呈现清晰的 259 bp 目的条

带，证实该材料体系具备基础核酸提取能力。值得注

意的是，本研究优化传统核酸提取流程中的“洗脱步

骤”，将吸附核酸的水凝胶经洗涤后，直接用于 PCR 扩

增，不仅缩短操作时间，将时间从常规方法的 30 min
以上缩短至 5 min，而且有效避免了常规硅胶柱或

磁珠法中因洗脱不完全导致的回收率低（通常仅为

60%~80%）的问题，充分体现了“直接扩增”设计

的技术优势。

为进一步探究不同改性材料对 PVA 性能的影响，

选取食品核酸提取领域常用的 4 种改性剂——壳聚

糖季铵盐（QCS）、海藻酸钠（SA）、魔芋葡甘聚糖

（KGM）及聚丙烯酸（PAA），分别与 PVA 复合制备

改性水凝胶，对比不同修饰剂对 PVA 核酸吸附性能

的影响。首先将质粒 DNA 靶标溶于超纯水，模拟理

想无干扰环境，按上述流程检测，电泳结果如图 3b、
3c 所示，PVA 组、CS-PVA 组及 KGM-PVA 组均扩增

出有效目的条带，表明 QCS 与 PAA 修饰会显著抑制

PVA 的核酸吸附能力，推测为 QCS 过量修饰易导致材

料表面电荷过强，引发核酸非特异性脱附。考虑到实

际食品样品提取时，体系中常含蛋白质（如肉类中的

肌红蛋白）、多糖（如蔬菜中的果胶）及酚类物质（如

水果中的单宁酸）等干扰成分，本研究将 DNA 靶标

溶于提取液中，重复上述实验。琼脂糖凝胶电泳结果

显示（图 3d 左），仅 CS-PVA 组保留显著的目的条带，

其余材料组（PVA、QCS-PVA、SA-PVA、KGM-PVA、

PAA-PVA）均未观察到清晰条带，表明仅 CS-PVA 材

料在复杂基质中仍具备稳定的核酸吸附能力。为量化

验证不同材料的提取效能差异，进一步采用 qPCR 技

术进行检测，CS-PVA 新材料提取核酸后的 qPCR 数值

为 20.60，传统 PVA 材料提取核酸后的 Ct 值为 30.98，

而 QCS-PVA、SA-PVA、KGM-PVA 及 PAA-PVA 组均

未检测到有效扩增信号（图 3d），表明仅 CS-PVA 材

料在复杂环境中仍具备稳定的核酸吸附能力。

与原始材料对比分析，在理想水环境中，CS-PVA
组的核酸提取率高于 KGM-PVA 水凝胶；而在含干扰

成分的模拟提取液中，现有研究材料的提取率普遍消

失，而本研究 CS-PVA 组在无洗脱条件下仍保持较高

提取率，这一优势主要源于 CS 分子链上的氨基可通

过静电作用与磷酸集团作用，同时排斥蛋白质、多

糖等带负电杂质，实现核酸的特异性吸附。此外，本

研究 CS-PVA 组的 qPCR Ct 值（20.60）显著低于传统

PVA 材料（30.98），进一步证实 CS-PVA 材料在复杂环

境中提取高质量核酸的优越性，凸显 CS 在提升 PVA 基

材料核酸提取特异性与抗干扰性中的不可替代性。
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图 3 不同改性水凝胶核酸吸附效果验证

Fig.3 Verification of nucleic acid adsorption effects of different 

modified hydrogel materials

注：a 为核酸提取初步验证；b 为核酸吸附 PCR 电泳图；

c 为 qPCR 扩增曲线；d 为提取液中核酸吸附 Ct 值对比。

2.4 核酸提取性能优化

核酸提取过程中，吸附时间、提取液 pH 值及盐

离子浓度会通过影响水凝胶与核酸的相互作用及核酸

稳定性，显著改变提取效率。为最大化 CS-PVA 复

合水凝胶的核酸捕获能力，本研究采用单因素变量

法，对上述三个关键参数进行系统优化，以合成核

酸 DNA 为检测对象，通过琼脂糖凝胶电泳条带与

qPCR 评估提取效果，确立 CS-PVA 水凝胶的最优提

取条件。

吸附时间直接决定核酸提取的效率与操作便捷

性 [27] ，本研究设置 4 个吸附时间梯度：30 s、1、10、
30 min，其余条件统一。实验结果如图 4 所示，振荡

30 s 即可实现有效核酸捕获，琼脂糖凝胶电泳可见清

晰的 259 bp 目的条带，其 qPCR Ct 值为 25.21，证实

CS-PVA 水凝胶对核酸的吸附动力学速率较快，短时

间内即可完成初步捕获；时间为 1 min 与 30 min 时扩

增效率趋同，条带强度相似，Ct 值差距较小，分别为

22.37 与 20.28，表明 1 min 时水凝胶即可实现高效吸

附；而 10 min 组出现核酸丢失，条带灰度值降低，推

测这是在吸附 - 解吸动态平衡下，部分核酸脱离水凝

胶所致。提取液 pH 值通过调控壳聚糖氨基的质子化

程度与核酸结构稳定性，影响 CS-PVA 水凝胶的吸附

性能 [28] 。本研究设置 pH 值 6.0、7.0、8.0、9.0 四个梯度，

其余条件统一。在 pH 值 6.0 时，接近壳聚糖氨基 pKa
（6.3~6.7），其质子化程度下降，核酸结合力不足，导

致条带消失，同时 Ct 值增高为 31.34 ；pH 值 7.0 时吸

附效率达峰值，条带最为明显，Ct 值为 24.76，此时

CS 氨基质子化程度高且核酸结构稳定，二者强静电引

力实现高效捕获；pH 值＞ 8.0 时，电泳条带较为明显，

虽氨基质子化率仍高，但核酸易发生碱催化水解，且高

pH 值削弱盐酸胍离液能力，故未采用。提取液中 NaCl
浓度通过“盐离子屏蔽效应”影响核酸与水凝胶的静电

相互作用 [29]  ，本研究设置 0、50、100、200 mmol·L-1 四

个浓度梯度，吸附时间 1 min、pH 为 7.0。0 mmol·L-1 
NaCl 组中，无盐离子屏蔽时，带负电的杂蛋白与核酸

竞争，其结合水凝胶表面正电荷位点的能力增强，条

带减弱，Ct 值增至 25.81 ；50 mmol·L-1 NaCl 为最优

离子强度，电泳条带最为明显，Ct 值最低为 20.28，
此时低浓度盐离子可轻微削弱核酸分子间的排斥力，

促进其与水凝胶表面结合，同时可使蛋白发生轻微

沉淀，减少蛋白与吸附位点的结合；100 mmol·L-1 与

200 mmol·L-1 NaCl 组，电泳条带减弱，Ct 值分别增加

为 24.27、23.35，高浓度盐离子会显著屏蔽核酸磷酸

骨架的负电荷，削弱其与水凝胶的静电引力，均抑制

靶标捕获。综合上述三个关键参数的优化结果，确

立 CS-PVA 水凝胶的最优核酸提取条件为，吸附时

间 1 min（平衡提取效率与操作便捷性）、提取液为含

50 mmol·L-1 NaCl 的 Tris-HCl（pH 值 7.0）缓冲液（保障

CS 氨基质子化程度与核酸稳定性，同时抑制杂质竞争

吸附），可满足后续实际食品样品检测的需求。
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图 4 吸附条件对水凝胶核酸提取性能的影响

Fig.4 The influence of adsorption conditions on the extraction 

performance of water-based gel nucleic acids

注：a~b 为 qPCR 扩增曲线与 Ct 值表征吸附时间、pH 值及

盐浓度的影响；c~d 为电泳图谱验证参数优化效果。

图 5 食品样品核酸提取效果评价

Fig.5 Evaluation of the nucleic acid extraction effect of 

food samples

注：a 为食品样品核酸提取流程；b 为核酸提取电泳验证；

c 为 qPCR 扩增曲线；d 为 Ct 值结果分析。

2.5 实际食品评估

聚合酶链式反应（PCR）技术依托特异性热循环

体系驱动 DNA 的指数级扩增，在食品安全检测领域

具有不可替代的应用价值。该技术可通过转基因作物

成分筛查、肉类掺假分子鉴定及过敏原溯源分析等关

键场景，为食品工业的病原微生物监控与原料成分真

实性验证提供分子水平的技术支撑 [30,31] 。因此，为了

测试本方法在实际食品中的适应性，本研究选取四类

典型基质进行验证——绿叶蔬菜（菠菜）、瓜果（黄

瓜）、浆果（西红柿）及动物组织（猪肉）（图 5a）。
取 20 mg 的蔬菜或肉类样本加入 200 μL 优化裂解液，

放入研钵中研磨约 30 s。取 50 μL 样品进行水凝胶吸

附，首先通过 PCR 对提取样品进行鉴定，成功扩增

菠菜叶绿体 AT-hook 基因（515 bp）、黄瓜 PP2C 基因

（637 bp）、西红柿 CLC 基因（388 bp）及猪肉线粒

体 COX 基因（306 bp）的特异性条带（图 5b），同时

阴性对照组无扩增，证实提取物无外源核酸污染。进

一步 qPCR 分析（图 5c、5d），所有样品 Ct 值均小于

30，其中猪肉为 24.27，菠菜为 27.63 ；黄瓜为 28.59，
西红柿为 28.70 ；与电泳结果相符，猪肉组虽然核酸得

率最高，但其荧光扩增曲线斜率显著降低，推测为肉

类脂质诱发荧光淬灭。

综合上述实验结果可知，本研究制备的 CS-PVA
复合水凝胶可通过静电吸附与氢键作用，高效去除食

品样品中的蛋白质、多糖、脂质等干扰杂质，从菠菜、

黄瓜、西红柿及猪肉等不同食品中提取出高质量基因
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组 DNA ；且提取的 DNA 可直接用于下游常规 PCR
与 qPCR 反应，无明显抑制效应。这一结果充分证明，

CS-PVA 水凝胶吸附法在实际食品样品检测中具有良

好的通用性与兼容性，为食品安全分子检测领域的样

品前处理技术优化提供了有力支撑。

2.6 染菌样本评估

实际食品样品中致病菌的快速、精准检测是保

障食品安全的关键环节  [32] ，而猪肉等动物源性样品

中富含的蛋白质（如肌红蛋白、胶原蛋白，含量约

10~20 g/100 g）、脂质（如甘油三酯，含量约 5~25 g/100 g）
及多糖（如糖原，含量约 0.5~1 g/100 g）等杂质，易

与核酸竞争吸附位点或抑制 Taq 酶活性，导致传统核

酸提取方法的检测灵敏度下降，甚至出现假阴性结

果 [33] 。为系统评估本方法在实际样品中致病菌检测的

抗干扰能力与检测效能，本研究选取大肠杆菌及鼠伤

寒沙门氏菌作为模式致病菌，构建人工污染猪肉样本

模型开展验证实验（图 6a）。取 10 g 无菌猪肉匀浆

样本，加入 1 mL 上述致病菌菌液，充分混匀后静置

10 min 以模拟实际污染场景；吸取 40 μL 菌液，加

入 160 μL 提取液中，晃动混匀以裂解细菌，之后取

50 μL 进行水凝胶吸附。

结果如图 6b~6d 所示，在合成核酸靶标样品中，

优化提取液体系组与原始提取液体系组均有扩增曲

线，但优化组 Ct 值（18.90）显著低于原始体系组

（28.92）；在实际致病菌污染样本中，两组均成功扩

增大肠杆菌及鼠伤寒沙门氏菌特异性基因片段，但扩

增效能存在差异，原始组因猪肉中残留的脂质、蛋白

等抑制物影响较大，导致 Ct 值较高，且干扰 SYBR 
Green 荧光染料与 DNA 的结合，使荧光信号减弱，其

中鼠伤寒沙门氏菌为 21.51，大肠杆菌为 29.79 ；而优

化组的 Ct 值相对降低，其中伤寒沙门氏菌为 20.17，大

肠杆菌为 27.78。以原始体系组为对照。通过 2^ （-ΔCt）
法计算两组核酸提取效率，优化体系对鼠伤寒沙门氏

菌的核酸提取效率提升 2.55 倍，对大肠杆菌的提取效

率提升 4.23 倍，这一差异可能与两种致病菌的细胞壁

结构及 CS-PVA 对不同细菌裂解产物的吸附选择性相

关。综合上述实验结果可知，CS-PVA 可通过静电吸

附与疏水作用，高效去除猪肉基质中的扩增抑制物，

显著提升致病菌核酸的提取纯度与回收率，且操作耗

时仅 5 min，无需复杂仪器。该方法有效解决了传统核

酸提取技术在实际食品样品中“抗干扰性差、检测耗

时长”的关键问题，为食品中致病菌的现场快速检测

提供了一条高效、可行的技术途径。

图 6 染菌猪肉样品核酸提取评估

Fig.6 Evaluation of nucleic acid extraction from 

contaminated pork samples

注：a 为染菌猪肉核酸提取流程；b 为 qPCR 扩增曲线；c 为

Ct 值结果；d 为优化后提取效率提升对比。

3  结论

综上所述，本研究开发了一种基于壳聚糖 - 聚乙

烯醇（CS-PVA）复合水凝胶的核酸提取新材料，实现

了食源性致病菌基因组 DNA 的高效、免分离式快速
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捕获。通过冻融循环构建的 PVA 三维物理交联网络提

供高机械稳定性，而 CS 形成的微纳分级界面，显著

提升比表面积与传质效率。在含离液剂的复杂提取液

中，壳聚糖质子化氨基通过强静电作用克服电荷屏蔽

效应，特异性锚定核酸磷酸骨架，而纯 PVA、KGM-
PVA 等材料因缺乏有效质子化位点失效；经过优化，

提取时间缩短至 5 min，对实际样本，如大肠杆菌及鼠

伤寒沙门氏菌污染肉类的检出，全程耗时小于 1 h ；相

较传统离心柱 / 磁珠法，该技术具备超快速、低成本、

强环境适应性，且首次将 CS-PVA 的“静电 - 氢键协

同吸附”机制应用于病原体核酸提取。该材料为食源

性致病菌现场快检提供了设备非依赖性的前处理工具，

尤其适用于基层场景。未来可拓展至李斯特菌、空肠

弯曲杆菌等更多病原体，并开发冻干工艺实现室温存

储运输。本工作提出的“天然多糖 - 合成聚合物界面

工程”策略，为核酸高效提取和现场检测方法的开发

提供了有效工具。
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