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摘  要：马铃薯块茎淀粉组分（直链/支链淀粉比 AM/AP）影响淀粉特性以及决定其在食品和其他工

业上的应用。AM/AP 的测定对其合理利用以及选育特异淀粉组分的专用品种等具有重要意义。采用 96

孔板双波长法对马铃薯不同 AM/AP 比率标准样品进行测试，发现当测试样品 AM/AP 比率超过制作标准

曲线的 AM/AP 比率（33.3%）时，测试结果明显高估直链淀粉含量。基于 96 孔板的碘染分析，建立了马

铃薯 AM/AP 比率和最大吸收峰下波长的标准曲线：y = 601.88 x0.0215，R2 = 0.9999。该方法进一步提高了

测试准确度和应用范围。利用该方法测试了 198 个马铃薯品种（系）以及高直链淀粉组分的转基因块茎，

明确了收集的马铃薯品种（系）的直链淀粉组成范围为 17.4% ~ 33.3%。新建立的马铃薯淀粉组分测试方

法为高效准确筛选遗传育种材料以及改良淀粉组分株系提供了方便。 
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Abstract：Potato starch composition（amylose/amylopectin，AM/AP）influences functional 

characteristics for food and other industrial applications. The determination of AM/AP ratio is of great 

significance for rational utilization of starch and breeding special varieties with specific starch components. 

The dual-wavelength method for determination of AM and AP contents was established in a 96-well plate 

format firstly. It was identified that the AM contents was dramatically overestimated when the AM/AP 

ratio of tested samples exceeded the AM/AP ratio（33.3%）of the standard curve. Furthermore，the new 

standard curve of potato AM/AP ratio and wavelength under the maximum absorption peak were  
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established：y = 601.88x0.0215，R2 = 0.9999. This method further improves the accuracy and is applicable 

over large ranges of AM/AP ratio needed for screening. This method was used to determine the AM/AP 

ratio from 198 potato varieties（lines）and a few transgenic tubers with high amylose contents. The result 

revealed that the range of AM contents in our potato genetic resources is 17.4%–33.3%. In conclusion，a 

simple and efficient method for the accurate estimation of the potato starch composition was established 

which is especially suitable for the detection of genetic breeding materials and improvement starch 

composition lines. 

Keywords：potato；starch component；detection system；amylose；amylopectin 

 

淀粉在植物种子、果实、根和茎等部位积累，是植物贮存营养的一种主要形式，也是人类粮食、

动物饲料和工业原料的重要来源（Schirmer et al.，2013）。淀粉从分子结构上可分为直链淀粉

(Amylose，AM）和支链淀粉（amylopectin，AP）两大类。AM/AP 比率是决定淀粉性质和用途的重

要指标，不同淀粉组分在食品加工和工业应用中具有不同的用途。AM 含量是影响加工特性的重要

因素，是评价品质的 1 个重要指标（Delwiche et al.，1995）；AP 含量增加使淀粉品质整体优化，可

作为优良的增稠剂、乳化剂、黏着剂、悬浮剂而广泛地应用于食品、造纸、纺织等工业（罗发兴 等，

2007）。在天然淀粉中，AM 和 AP 的含量与淀粉的来源有关，大多数原料中含直链淀粉 20% ~ 30%、

支链淀粉 70% ~ 80%。工业上通常采用不同的工艺分离 AM 和 AP 或生产变性淀粉拓宽其应用范围，

但产品生产成本高，而且会导致严重的水污染。研究人员利用天然突变或基因操作筛选和创制了一

系列不同淀粉组分的作物品种或材料，如高 AM 或高 AP 含量的水稻（Sun et al.，2017；Fei et al.，

2019）、玉米（Guan et al.，2011；Zhao et al.，2015）、马铃薯（Schwall et al.，2000；Hofvander et al.，

2004；郭志鸿 等，2008）和甘薯（Kitahara et al.，2007）等。AM/AP 比率测定对淀粉类作物的合

理加工，淀粉的合理利用，农业选种和育种等均具有重要意义。 

大量研究者建立了多种测定 AM/AP 含量的方法，包括商业化的酶法（K-AMYL，Megazyme 

International，Ireland），由于这些方法费时费力且费用高，在大量材料鉴定上应用受限。基于碘染显

色原理开发的双波长法具有较准确和方便的优势（Zhu et al.，2008），逐渐应用于不同作物中，但会

高估 AM 含量（Kaufman et al.，2015）。由于不同作物来源的淀粉特性不同，与碘结合存在一定差

异，淀粉标准品和测试淀粉物种来源不一致可能是导致检测误差的原因之一（戴双 等，2008）。另

外，测试样品淀粉组分偏离制作标准曲线的淀粉组分也可能导致检测误差（Willims et al.，1970）。

因此，利用本物种的淀粉标准品制作标准曲线，能最大限度减少检测误差。 

商业化的马铃薯 AM 和 AP 标准品为提高测定马铃薯 AM/AP 比率准确性奠定了良好的基础。

本研究中采用商业化的马铃薯 AM 和 AP 标准品，通过优化碘染显色操作过程，建立基于 96 孔板的

双波长法马铃薯淀粉组分检测体系，明确该方法检测结果的准确度及其对淀粉组分检测的适应范围，

同时探索建立一种简单、准确度高和应用范围广的马铃薯淀粉组分检测新体系，为高通量准确筛选

遗传育种材料以及淀粉突变体或基因工程改良淀粉组分株系提供简单高效的方法。 

1  材料与方法 

1.1  试材与仪器设备 

试材为来源于薯类生物学与遗传育种重庆市重点实验室北碚育种基地（29°46′N，106°21′E）的
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马铃薯 198 个常规品种（系），以及温室盆栽的同时干涉 SBEⅠ和 SBEⅡ转基因马铃薯株系。各材料

选取无病虫害的块茎 3 ~ 5 个切碎，80 ℃烘干后研磨过 60 目筛（张娇，2018）备用。 

仪器与设备为 JA2003A 电子天平（上海精天电子仪器有限公司）、Sorvall ST16R 通用台式离心

机（Thermo Scientific，USA）、HWS-24 恒温水浴锅（上海齐欣科学仪器有限公司）、Infinite 200 PRO 

多功能微孔板检测仪（Tecan，Swiss）和 RVC 2-18 CD plus 真空冷冻离心浓缩仪器（Christ，Germany）。 

1.2  碘试剂以及直链淀粉和支链淀粉标准液的配制 

称 5 g 碘化钾溶于 50 mL 蒸馏水，然后把 2.5 g 碘溶于碘化钾溶液中，充分搅拌后即成碘试剂原

液，使用时取 1 份原液加 9 份纯水稀释。马铃薯 AM 和 AP 标准品均购于 Sigma-Aldrich 公司。准确

称量 100 mg 的 AM 和 AP 标准品，加入 10 mL KOH 溶液（1 mol · L-1）沸水浴 60 min，期间搅拌几

次至完全溶解，待冷却后用蒸馏水定容到 100 mL，即成为 1 mg · mL-1 AM 和 AP 标准液。 

1.3  基于 96 孔板的双波长法检测马铃薯直链淀粉和支链淀粉含量的标准曲线制备 

分别吸取 AM 标准液 50 µL 和 AP 标准液 150 µL，加入纯水至 1 mL，在 96 孔板中分别加入

10 µL 标样、90 µL 醋酸盐缓冲反应液（pH 3.5）和 100 µL 的碘试剂，以 10 µL 纯水、90 µL 醋酸盐

缓冲反应液（pH 3.5）和 100 µL 的碘试剂为空白对照在多功能微孔板检测其可见光段吸光度，扫描

波长范围 400 ~ 900 nm，间隔 1 nm 读数，由此得到 AM 和 AP 的扫描光谱图谱，根据双波长法等吸

收原理，采用作图法选定 AM 测定波长 λ1 和参比波长 λ2，以及 AP 测定波长 λ3 参比波长 λ4。 

分别取 AM 标准液 0、20、40、60、80、100、120、140、160、180 和 200 µL 于 2 mL 离心管

中，分别加入纯水至 1 000 µL。每份标样分别取 10 µL 标液与 90 µL 醋酸盐缓冲液（pH 3.5）及 100 µL

的碘试剂混合反应，以 100 µL 醋酸盐缓冲反应液（pH 3.5）和 100 µL 碘试剂混合反应为对照，在

多功能微孔板检测仪检测 λ1 和 λ2 吸光值，制作 AM 含量标准曲线。分别取 AP 标准液 0、50、100、

150、200、250、300、350、400、450 和 500 于 2 mL 离心管中，加入蒸馏水到 1 000 µL，按照和

AM 标曲曲线制作方法测定 λ3 和 λ4 吸光值，制作 AP 标准曲线。 

1.4  双波长法对不同淀粉组分样品准确性评价 

分别将 AM 和 AP 标准液按照 AM + AP（单位均为 µL）为 0 + 100、5 + 95、10 + 90、20 + 80、

30 + 70、40 + 60、50 + 50、60 + 40、70 + 30、80 + 20、90 + 10 和 100 + 0 混合成 100 µg · mL-1 的淀

粉浓度样品，按照双波长方法检测各混合液 λ1 ~ λ4 吸光值。每个样品平行 3 次重复试验，每个测量

值 3 次技术重复，计算平均测量值，评价样品的回收率。 

1.5  淀粉组分比与最大吸收峰波长曲线关系建立 

将样品分别在多功能微孔板检测仪检测其可见光段吸光度，扫描波长范围 400 ~ 900 nm，每间

隔 1 nm 读数，确定最大吸收峰的波长。以 AM/AP 比值与最大吸收峰的波长拟合函数，建立淀粉组

分比的标准曲线。 

1.6  马铃薯块茎样品淀粉组分测试 

取 10 ~ 30 mg 块茎干粉于 2 mL 离心管，加入 90%乙醇 85 ℃水浴 30 min，去除上清液，重复 2

次，沉淀真空冻干。沉淀加入 1 mL KOH 溶液（1 mol · L-1），沸水浴 60 min，期间摇晃几次使其充

分溶解，待冷却后 8 000 × g 离心 2 min，吸取上清液 100 µL 到 1.5 mL 离心管，再加入 900 µL 纯水

为样品待测液。每个样品 3 次生物学重复，测定过程与标准曲线测定一致。 
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2  结果与分析 

2.1  马铃薯直链和支链淀粉含量双波长法检测体系的建立 

将 0.05 mg · mL-1 的 AM 和 0.15 mg · mL-1 的 AP 在多功能微孔板检测仪上进行了 400 ~ 900 nm

的吸收光谱测定，采用作图法确定 AM 的测定波长 λ1 = 620 nm，参比波长 λ2 = 507 nm；AP 的测定

波长 λ3 = 560 nm，参比波长 λ4 = 727 nm（图 1）。 

 
图 1  马铃薯双波长法的参比波长 

Fig. 1  Potato dual-wavelength reference wavelength 

 

在 λ1 和 λ2 两波长处分别测定 AM—碘复合物的吸光值 A，以 y = Aλ1–Aλ2 为纵坐标，AM 质量

浓度为横坐标（x），绘制双波长 AM 标准曲线（图 2，A），AM 浓度在 0 ~ 0.10 mg · mL-1 范围内，

回归方程为 y = 1.2318x + 0.0004，R2 = 0.9995。在 λ3 和 λ4 两波长处分别测定 AP—碘复合物的吸光

值 A，以 y = Aλ3–Aλ4 为纵坐标，AP 质量浓度为横坐标（x），绘制双波长 AP 标准曲线，图 2，B，

AP 质量浓度在 0 ~ 0.3 mg · mL-1 的范围内，回归方程 y = 0.7576x–0.0026，R2 = 0.9992。通过参比

波长绘制相应的标准曲线，标准曲线的决定系数均超过了 0.999，达到极显著水平，说明均较好。 

 

 
 

图 2  马铃薯直链（A）和支链淀粉（B）含量标准曲线 
Fig. 2  The standard curve of amylose（A）and amylopectin（B）content in potato 
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2.2  双波长法对不同马铃薯淀粉组分样品的准确度测试 

利用标准 AM + AP 样品混合进行回收率检测。结果如表 1 所示，当 AM 的比例 ≤ 20%时，AM

和 AP 回收率分别为 102.1% ~ 104.5%和 95.9% ~ 100.1%，说明在这些样品中 AM 和 AP 含量测试值

和实际值接近，测试准确度较高。当样品 AM的比例在 30% ~ 60%，AM的回收率在 118.2% ~ 129.3%，

AP 的回收率在 102.2% ~ 103.4%，说明这些样品中 AM 测试值明显高于实际值，测试准确度不高，

AP 含量测试值与实际值仍接近，测试准确度较高。当 AM 的比例在 70%以上时，AM 和 AP 回收率

分别在 109.8% ~ 121.3%和 114.0% ~ 210.0%之间，说明在这些样品中 AM 和 AP 含量测试值均高于

实际值，测试准确度较低。综上，该方法测定淀粉组分时对样品的淀粉组成含量有限定范围，当淀

粉中 AM 含量超过 30%，该测定方法明显高估其含量。 

 
表 1  马铃薯直链和支链淀粉含量回收率 

Table 1  Recycling rate of potato amylose and amylopectin  

AM + AP 标准样品/µL 
Standard AM + AP 

测定值/（µg · mL-1） 
Measured value 

回收率/% 
Recycling rate 

AM AP TS AM AP TS 
 5.0 + 95.0 
10.0 + 90.0 
20.0 + 80.0 
30.0 + 70.0 
40.0 + 60.0 
50.0 + 50.0 
60.0 + 40.0 
70.0 + 30.0 
80.0 + 20.0 
90.0 + 10.0 

5.2 ± 0.1 
10.2 ± 0.1 
20.9 ± 0.2 
35.5 ± 0.4 
51.7 ± 0.2 
63.2 ± 0.1 
71.6 ± 0.2 
84.9 ± 0.4 
93.3 ± 0.3 
98.8 ± 0.4 

93.2 ± 0.2 
86.4 ± 0.5 
80.1 ± 0.2 
71.5 ± 0.2 
61.4 ± 0.2 
51.7 ± 0.1 
41.1 ± 0.1 
34.2 ± 0.1 
24.5 ± 0.2 
21.0 ± 0.5 

98.4 ± 0.2 
96.6 ± 0.4 

101.0 ± 0.3 
107.0 ± 0.1 
113.1 ± 0.2 
114.9 ± 0.2 
112.7 ± 0.2 
119.1 ± 0.3 
117.8 ± 0.2 
119.8 ± 0.4 

104.1 
102.1 
104.5 
118.2 
129.3 
126.4 
119.3 
121.3 
116.6 
109.8 

98.1 
95.9 

100.1 
102.2 
102.3 
103.4 
102.8 
114.0 
122.5 
210.0 

98.8 
96.6 

101.0 
107.0 
113.1 
114.9 
112.7 
119.1 
117.8 
119.8 

注：AM：直链淀粉；AP：支链淀粉；TS：总淀粉。测定值数据表示为平均值 ± 标准误。下同。 

Note：AM：Amylose；AP：Amylopectin；TS：Total starch. Measured value data were shown as mean ± standard error. The same below. 

 

2.3  马铃薯直链和支链淀粉组成与最大吸收峰的关系 

利用不同比例 AM + AP 淀粉样品，扫描 400 ~ 900 nm 下吸光值，确定了各自波峰波长值（表 2）。 

 
表 2  不同淀粉组分的最大吸收峰波长 

Table 2  The wavelength with maximum absorption value of different starch components 

AM + AP 标准样品/µL 
Standard AM + AP 

直/支比率 
AM/AP 

最大吸收峰波长/nm 
Maximum absorption peak  
wavelength 

AM+AP 标准样品/µL 
Standard AM + AP 

直/支 
比率 
AM/AP 

最大吸收峰波长/nm 
Maximum absorption  
peak wavelength 

0.0 + 100.0 
5.0 + 95.0 

10.0 + 90.0 
20.0 + 80.0 
30.0 + 70.0 
40.0 + 60.0 

0 
0.053 
0.111 
0.250 
0.429 
0.677 

560 
565 
574 
584 
591 
597 

50.0 + 50.0 
60.0 + 40.0 
70.0 + 30.0 
80.0 + 20.0 
90.0 + 10.0 

100.0 + 0.0 

1.000 
1.500 
2.333 
4.000 
9.000 
+∞ 

602 
607 
613 
620 
620 
620 

 

通过回归分析发现，AM/AP 比率在 0.053 ~ 4.000 范围内，AM/AP 比率和最大吸光值的波长之

间存在幂函数关系：y = 601.88x0.0215，R2 = 0.9999（图 3），说明可以通过淀粉与 I2-KI 反应的最大吸

收峰值的波长预测马铃薯淀粉中 AM/AP 比率。 
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为了明确淀粉浓度是否对该曲线最大吸收峰的波长有影响，对 10、40、80、160、200 和

300 µg · mL-1 淀粉浓度下的 AM/AP 为 0.25 和 0.50 的样品分别进行同样的分析，其最大吸收峰的波

长分别稳定在 584 nm 和 602 nm，说明至少在 10 ~ 300 µg · mL-1 的淀粉浓度范围内，淀粉浓度不影

响 AM/AP 比率与最大吸收峰波长之间的函数关系，表明该方法具有在广泛淀粉浓度范围内 AM/AP

比率的检测潜力。 

 

图 3  淀粉组成比率和最大吸光值下波长的函数关系 

Fig. 3  The functional relationship between starch composition and wavelength with the maximum absorbance value 

 

2.4  马铃薯品系直链和支链淀粉比的检测应用 

选取了 198 个马铃薯品种（系）以及由 RNAi 抑制淀粉分支酶基因 SBEⅠ和 SBEⅡ创制的高 AM

含量的 12 个转基因株系块茎进行检测。结果（图 4）显示，198 个马铃薯品种（系）中块茎淀粉的

最大吸收峰波长范围在 582 ~ 593 nm 之间。依据图 3 中的函数关系计算对应的 AM 含量在 17.4% ~ 

33.3%之间，平均为 24.4%。其中最大吸收峰波长范围在 585 ~ 591 nm（即 AM 含量在 20% ~ 30%）

之间的材料占测试样品的 86.4%，最大吸收峰波长小于 585 nm（AM 含量低于 20%）的材料占比

11.1%，最大吸收峰波长大于 591 nm（AM 含量超过 30%）的材料占比 2.5%。 

如图 5 所示，12 个转基因株系淀粉最大吸收峰波长均高于野生型，说明其 AM 含量提高，其中

4 个转基因株系淀粉最大吸收峰大于 594 nm，即 AM 含量超过 35%。这些测试结果说明该方法能应

用在马铃薯淀粉组分分析。 

图 4  198 份马铃薯品种（系）淀粉组分 

Fig. 4  Determination of AM/AP ratio in 198 potato varieties（lines） 
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图 5  转基因株系中淀粉组分 

Fig. 5  Determination of AM/AP ratio in transgenic lines 

3  讨论 

与其他淀粉（如玉米淀粉、木薯淀粉）相比，马铃薯淀粉具有糊化温度低、黏度高、透明度高、

膨胀度大等独特性质，在化工行业上的应用具有优势（Singh & Kaur，2016）。由于 AM 具成膜性好、

胶凝温度低、不易被人体吸收等特性，在食品、医疗、纺织、造纸、包装、石油、环保、光纤、高

精度印刷线路板和电子芯片等行业有着广泛的应用。马铃薯 AP 在稳定性、溶解性、粘滞性、透明

性和不易凝沉等方面性能优良，广泛应用于造纸、纺织、建筑和石油化工产业，在食品行业更具有

潜在应用价值。目前种植的马铃薯栽培品种 AP 含量为总淀粉含量的 70% ~ 80%，AM 含量仅为总

淀粉含量的 20% ~ 30% （吕文河 等，2017；Ngobese et al.，2017）。分别从淀粉中分离 AM 和 AP

的产率有限，而且成本高，限制了开发和应用。马铃薯淀粉组分差异也影响淀粉不同变性过程中的

反应性（Copeland et al.，2009）。明确马铃薯资源的淀粉组分，对合理利用具有指导意义。培育特

异淀粉组分含量的马铃薯新品种，对于拓展马铃薯淀粉应用领域，促进马铃薯产业的发展及提高经

济效益亦具有重要意义。快速准确的马铃薯淀粉组分检测方法能为种质资源评价以及加速特异淀粉

组分品种的选育进程提供技术支撑。 

在大量育种材料淀粉组分评价或突变体筛选过程中，具有应用价值的测试方法通常需要兼具低

成本、简单高效和高准确性等优势。K-AMYL 商业酶法试剂盒测定 AM/AP 准确度高，但操作过程

费时费力成本高，对于大样品量的筛选并不经济。基于碘染的比色法具有较好的经济性，已有报道

分别用马铃薯 AM 和 AP 的最大吸收峰的吸光值比值快速评估 AM/AP 比值的方法，但该方法会高

估 AM 含量（Hovenkamp-Hermelink et al.，1988；Fajardo et al.，2013）。开发的双波长法克服了单

波长法的局限性，能大幅度提高测定的灵敏度、选择性和准确度（Zhu et al.，2008；杨焕春 等，2015）。

在双波长法检测淀粉组分时，通常采用 KOH 溶解淀粉样品，但淀粉—碘复合物在 pH 3 ~ 5 范围内

稳定，因此测试前需要对淀粉样品溶液进行 pH 调整，然后再定容待测样品，而且测试设备常用分

光光度计进行单样品检测，测试程序较繁琐，检测效率也较低。为了简化操作过程以及提高检测效

率，本研究一方面在样品测试前统一按碱抽提的样品和醋酸盐缓冲液（pH 3.5）体积比 1:9 混合，

保障反应体系 pH 值稳定在测试要求的范围内，另一方面利用可同时检测 96 个样品的多功能微孔板

检测仪来提高检测效率。利用 96 孔板的容量，设计 200 µL 测试体积，分别为 10 µL 样品溶液、90 µL

醋酸盐缓冲液（pH 3.5）和 100 µL I2-KI 溶液为反应体系，样品反应后直接利用多功能微孔板检测仪
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中振荡功能进行混匀和设置稳定的测试温度，减小环境温度变化对测试结果的影响，进一步减少操

作环节并提高检测的稳定性，而且减少了试剂的用量，节约了测试成本。 

利用该方法对不同淀粉组分样品的准确性进行测试，发现样品淀粉组分偏离制作标准曲线的淀

粉组分时，增加了测量误差，尤其是对高 AM 含量的样品误差较大，影响了测试的准确性和应用范

围。测定中发现 AM/AP 比率在 0.053 ~ 4.000 范围内，最大吸收峰值的波长与 AM/AP 比率呈现幂函

数关系：（y = 601.88x0.0215，R2 = 0.9999），说明可以通过淀粉与 I2-KI 反应的最大吸收峰值波长准确

预测马铃薯 AM/AP 比率。对不同浓度淀粉含量的各种淀粉组分的样品进行测试，发现相同淀粉组

分与 I2-KI 反应的最大吸收峰值波长非常稳定，进一步说明该方法具有高精确度和准确性，扩大了

对淀粉组分检测范围。利用该方法对 198 个马铃薯常规品种（系）资源进行了检测，最大吸收峰波

长在 582 ~ 593 nm 范围内，即 AM 含量为 17.54% ~ 33.35%，平均 24.4%，该结果与之前报道的马铃

薯常规品种（系）AM 含量范围（宿飞飞 等，2006；曾凡逵 等，2012；Šimkováa et al.，2013）基

本一致。另外对 RNAi 同时干涉 SBEⅠ和 SBEⅡ的 12 个转基因株系的块茎进行了分析，发现转基因

组株系块茎淀粉最大吸收峰波长均高于野生型，即高 AM 含量，与前人研究报道（郭志鸿 等，2008）

基本一致，说明该方法对于高 AM 含量的样品同样适用。 

本研究建立了一种基于 96 孔板的简单高效准确检测马铃薯淀粉组分的新方法，该方法简化了

测试流程，节省操作时间和试剂用量。相对双波长法，该方法无需精确称量样品质量、提高了准确

度、拓宽了样品应用范围，尤其适宜早代马铃薯材料以及突变体和遗传操作转基因材料淀粉组分的

高通量筛选。 
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