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摘要： 目前食品安全问题越来越受到重视， 市面上常见的肉源检测方法存在自身的局限性， 本研究探索基于线粒体基因 ＡＴＰ 酶 ８ 亚基 （ＡＴＰ８）
和 ＮＡＤＨ 脱氢酶亚基 １ （ＮＤ１） 基因检测不同肉源种属， 旨在为肉类掺假鉴别新技术的开发提供技术支撑。 以猪、 牛、 羊、 鸡、 鸭、 兔、 大鼠和

小鼠共 ８ 种肉源的 ＤＮＡ 作为检测靶标， 根据 ＡＴＰ８ 和 ＮＤ１ 基因中种间特异性强的序列来设计引物， 采用 ＰＣＲ 技术对目标 ＤＮＡ 片段进行扩增， 利

用琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ 扩增产物进行检测。 结果： 成功构建了引物组合分别为小鼠＋鸡＋羊， 猪＋牛＋兔， 鸭＋大鼠的复合检测体系， 能准确鉴

别以上 ８ 种肉源种属； 随机在市场采集里脊肉、 开花肠、 飘香牛肉、 肉肠和肥牛卷共 ５ 种样本进行测试， 其中里脊肉、 开花肠、 肉肠与配料表成

分一致， 飘香牛肉、 肥牛卷与配料表成分不一致， 证实该方法可应用于市场肉制品检测； 该方法有效识别浓度达 １ ｎｇ ／ μＬ。 综上， 本研究建立了

８ 种肉源的低成本、 高效的复合 ＰＣＲ 检测体系， 可以为食品安全中的肉类掺假鉴别提供帮助。
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　 　 肉类富含多种营养素， 是人类饮食的重要组成部

分［１－２］。 然而， 一些不法商贩为牟利， 常掺假高价

肉， 严重侵害消费者权益， 扰乱市场秩序。 作为肉类
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产销大国， 肉类质量检测对保障食品安全至关重

要［３］。 目前， 针对食品掺假的多种检测方法已被报

道， 包括形态学、 分子生物学及代谢组学技术， 各具

特色但亦存在局限［４］。 种属特异性 ＰＣＲ 技术凭借其

核酸序列的物种特异性， 在生鲜及加工肉制品掺假鉴

别中得到了广泛应用［５］。 Ａｌｉ 等［６］ 设计了 ５ 对针对线

粒体 ＮＡＤＨ 脱氢酶亚基 （ ＮＤ） ５、 ＡＴＰ 酶 ６ 亚基

（ＡＴＰ６） 和细胞色素 ｂ 基因 （Ｃｙｔｂ） 的物种特异性引

物， 扩增来自猫、 犬、 猪、 猴和大鼠的 ＤＮＡ 片段，
有效鉴别伊斯兰食品中禁用的 ５ 种肉类。
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线粒体 ＤＮＡ （ｍｔＤＮＡ） 是真核生物核外遗传物

质， 结构简单， 发生变异的概率相对稳定， 可用于研

究物种鉴别［７］。 Ｃｈｅｎ 等［８］ 针对驴肉制品掺假问题，
开发了基于线粒体 ＡＴＰ 酶 ８ 亚基 （ＡＴＰ８）、 ＡＴＰ６ 及

ＮＤ２ 片段的双链 ＰＣＲ 法， 该法高效特异， 适用于生

肉及热加工肉制品中马、 驴、 骡肉的鉴别。 Ｃｈｏ 等［９］

研究发现， ＡＴＰ８ 可作为靶标测定肉制品中的牛、
羊、 猪、 鸡的 ＤＮＡ。 Ｃｏｌｇａｎ 等［１０］ 设计了针对牛、 绵

羊、 猪和家禽物种 ＤＮＡ 中线粒体 ＡＴＰ６、 ＡＴＰ８ 的

ＰＣＲ 扩增检测方法。 冉光耀［１１］ 建立了一个环介导等

温扩增反应体系， 针对猪 ＮＤ１ 基因、 狐狸 Ｃｙｔｂ 基

因、 大鼠和鸡的 Ｄ－ｌｏｏｐ 区等特定序列进行特异性识

别， 从而准确检测各种肉源性成分。 因此， 本试验根

据市场上常见的肉品来源， 基于 ＡＴＰ８ 和 ＮＤ１ 基因设

计相关引物进行肉类物种的鉴别。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 肉类样本来源

猪、 牛、 羊、 鸡、 鸭、 兔肉类样本购自市场， 大

鼠、 小鼠肉类样本来源于扬州大学比较医学中心。 里

脊肉、 开花肠、 飘香牛肉、 肉肠和肥牛卷样品购自

市场。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 （北京

天根公司）； 琼脂糖 （北京 ＢｉｏＦｒｏｘｘ 公司）； ＤＬ５００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （北京宝日医生物技术有限公司）； ＰＣＲ
仪 （南京润亚生物科技发展有限公司）； 电泳仪 （美

国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司）； 凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公

司）。
１􀆰 ３　 提取 ＤＮＡ 及定量分析

根据 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取样品 ＤＮＡ， 具

体操作如下： 小心剪取约 ０􀆰 １ ｇ 肉类样品， 打碎处理

为 细 胞 悬 液， 离 心 后 加 入 ＧＡ 缓 冲 液。 利 用

Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 溶液在 ５６ ℃ 进行组织溶解。 依次加入

ＧＢ 缓冲液、 无水乙醇， 瞬时离心后， 用吸附柱进行

回收。 加入 ＧＤ 缓冲液， 再次用吸附柱回收。 加入

６００ μＬ ＰＷ 漂洗液， 用吸附柱收集于管中， 重复 ２
次。 将吸附柱放回收集管中， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２ ｍｉｎ， 倒掉废液， 于室温放置数分钟， 彻底晾干。
悬空滴加 ５０ ～ ２００ μＬ 洗脱缓冲液 ＴＥ， 室温放置 ２ ～
５ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ， 将溶液收集到离心

管中， 即获得对应样品 ＤＮＡ。 对提取得到的 ＤＮＡ，
使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 紫外可见光分光光度计测量其浓度与

纯度， 并将其稀释至 １００ ｎｇ ／ μＬ。
１􀆰 ４　 引物设计

根据不同种属的线粒体序列， 设计大鼠 （Ｒａｔｔｕｓ
ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）、 兔 （Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ）、 羊 （Ｏｖｉｓ ａｒ⁃
ｉｅｓ）、 鸡 （ Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ）、 鸭 （ Ａｎａｓ ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓ）、
牛 （Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ）、 小鼠 （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） 和猪 （ Ｓｕｓ
ｓｃｒｏｆａ） 种属特异性引物， 其中， 鸭选用了 ＮＤ１ 基

因， 其他 ７ 个种属引物均是根据 ＡＴＰ８ 基因设计， 如

表 １ 所示。 所有引物均由北京擎科生物科技股份有限

公司合成。

表 １　 肉源种属复合检测体系引物信息

种属 基因 登录号 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′） 预期产物大小 ／ ｂｐ

猪 ＡＴＰ８ ＦＪ２３７００３
Ｆ： ＧＣＣＡＣＡＡＣＴＡＧＡＴＡＣＡＴＣＣＡＣＡＴＧＡＴＴＣＡＴＴＡＣ
Ｒ： ＴＴＧＴＴＧＧＡＴＣＧＡＧＡＴＴＧＴＧＣＧＧＴＴ

３００

小鼠 ＡＴＰ８ ＮＣ００５０８９
Ｆ： ＡＣＴＡＡＡＡＧＴＣＴＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣＡＴＴＣＣＣＡＣＴＧ
Ｒ： ＧＴＧＣＴＣＡＧＧＴＴＣＧＴＣＣＴＴＴＴＧＧＴＧＴ

２９５

牛 ＡＴＰ８ ＥＵ１７７８６２
Ｆ： ＡＡＣＡＴＧＡＣＴＧＡＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＡＴＣＡＡＴＡＴＴＣＴＴＧＡ
Ｒ： ＡＴＡＧＴＡＧＧＣＴＴＧＧＧＡＡＴＡＧＴＡＣＧＡＴＡＡＧＧＧＴＴ

２３２

鸭 ＮＤ１ ＮＣ００９６８４
Ｆ： ＣＴＧＡＡＣＣＴＣＧＧＧＧＴＣＣＴＣＴＴ
Ｒ： ＧＴＧＣＧＡＴＧＧＣＡＡＡＡＧＴＧＣＴＧ

２１４

鸡 ＡＴＰ８ ＮＣ００７２３６
Ｆ： ＣＡＡＴＴＡＡＡＣＣＣＡＡＡＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣＴＣＣＡ
Ｒ： ＧＡＴＴＣＣＴＡＧＴＡＧＧＣＡＧＧＧＧＣＴＴＧＡＧＡＡＴ

２００

羊 ＡＴＰ８ ＥＦ４９０４５６
Ｆ： ＣＴＣＡＡＡＡＣＡＣＡＡＣＴＴＣＴＡＣＣＡＣＡＡＣＣＣＡＧ
Ｒ： ＡＡＣＡＡＴＧＡＧＧＧＴＡＡＣＧＡＧＧＧＧＧＡＧＡ

１５０

兔 ＡＴＰ８ ＮＣ００１９１３
Ｆ： ＣＣＡＣＡＡＣＴＴＧＡＣＡＣＡＴＣＣＡＣＡ
Ｒ： ＧＣＡＡＧＧＧＡＡＴＧＡＡＧＴＡＧＡＣＴＣＡＡＧ

１４４

大鼠 ＡＴＰ８ ＮＣ００１６６５
Ｆ： ＡＡＣＣＴＴＴＣＣＴＧＣＡＣＣＴＣＣＣＴ
Ｒ： ＧＴＧＧＧＧＧＴＡＡＴＧＡＡＡＧＡＧＧＣＡ

１０７
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　 　 根据预期产物大小， 设置 ３ 组引物组合， 即小鼠

＋鸡＋羊， 猪＋牛＋兔以及鸭＋大鼠， 构建不同种属肉类

复合检测体系。
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 反应采用 ２５ μＬ 体系： ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物各 １􀆰 ０ μＬ， ＤＮＡ １ μＬ， 双

蒸水补足。 扩增条件为： ９４ ℃ １０ ｍｉｎ； ９４ ℃ ２０ ｓ，
６１ ℃ ２０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 扩增完成后， 采用 ３％ 琼脂糖凝胶电泳检测。
１􀆰 ６　 琼脂糖凝胶电泳

５０× Ｔｒｉｓ 乙酸盐－ＥＤＴＡ 缓冲液 （ＴＡＥ） 配制： 取

Ｔｒｉｓ ２４２ ｇ， 乙二胺四乙酸 （ＥＤＴＡ） １８􀆰 ６１ ｇ， 冰醋酸

５７􀆰 １ ｍＬ， 加去离子双蒸水 （ｄｄＨ２Ｏ） 补足至 １ Ｌ， 搅

拌直至全部溶解。 １× ＴＡＥ 配制： 取 ５０× ＴＡＥ ２０ ｍＬ
加入容器中， 加 ｄｄＨ２Ｏ 定容至１ Ｌ， 充分混匀即可。

３％琼脂糖凝胶制作： 称量 ４􀆰 ５ ｇ 琼脂糖加于锥

形瓶中， 加入 １× ＴＡＥ １５０ ｍＬ， 微波炉中高火加热约

４ ｍｉｎ， 直至完全溶解， 稍微冷却后加入 １５ μＬ 绿色

核酸染料试剂 （１０ ０００×）， 缓慢摇晃混匀后倒入胶

槽中， 静置待其凝固。
凝胶电泳： 所有 ＰＣＲ 产物取 ２０ μＬ， 用 ３％琼脂

糖凝胶， 在 １２０ Ｖ、 ４００ ｍＡ 条件下凝胶电泳 ４０ ｍｉｎ。
然后用凝胶成像仪拍照， 并分析图片。
１􀆰 ７　 市场样品检测

将市场购买的里脊肉、 开花肠、 飘香牛肉、 肉

肠、 肥牛卷用超纯水浸泡冲洗， 减少其他因素对试验

结果的影响。 小心剪取肉样中间部位 （≤１００ ｍｇ）
于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 进行 ＤＮＡ 提取、 ＰＣＲ 扩增、 琼

脂糖凝胶电泳。
１􀆰 ８　 灵敏度检测

对目标物种的预混合 ＤＮＡ 模板 （浓度为 １００
ｎｇ ／ μＬ） 进行 １０、 １００、 １ ０００、 １０ ０００ 倍的连续稀

释， 以确定可检测的最小浓度。

２　 结果

２􀆰 １　 引物特异性验证

利用 大 鼠、 兔、 羊、 鸡、 鸭、 牛、 小 鼠 和 猪

ＤＮＡ， 验证了各种属引物的特异性， 发现均可获得单

一目的条带， 其中， 大鼠、 兔、 羊、 鸡、 鸭、 牛、 小

鼠、 猪的扩增产物大小分别为 １０７、 １４４、 １５０、 ２００、
２１４、 ２３２、 ２９５、 ３００ ｂｐ。 进一步将各种属 ＤＮＡ 等体

积混匀， 用 ＤＮＡ 混样进行电泳， 均为单一条带， 证

明引物特异性良好 （图 １）。
２􀆰 ２　 复合检测体系

根据产物大小设置不同的引物组合， 得到如下复

合检测体系： 小鼠、 鸡和羊； 猪、 牛和兔； 鸭和大鼠

共 ３ 个引物组合。 在每个引物组合的 ＰＣＲ 反应中加

入 １ μＬ ＤＮＡ 混样， 以及种属上下游引物各 １ μＬ。 由

图 ２ 可见， 电泳条带清晰单一， 可明显区分种属。

Ｍ． ＤＬ５００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ０􀆰 空白对照； １ ～ ８􀆰 分别为大鼠、 兔、
羊、 鸡、 鸭、 牛、 小鼠、 猪的引物。

图 １　 引物特异性验证

Ｍ． ＤＬ５００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ０􀆰 阴性对照； １􀆰 小鼠、 鸡和羊引物组合；
２􀆰 猪、 牛和兔引物组合； ３􀆰 鸭和大鼠引物组合。

图 ２　 复合检测体系验证

２􀆰 ３　 市场样品检测

提取市场中里脊肉、 开花肠、 飘香牛肉、 肉肠、
肥牛卷等检测样品的 ＤＮＡ 进行检测， 结果如表 ２ 和

图 ３ 所示。 里脊肉和开花肠检测时， 第 １ 泳道均可见

明显 ２００ ｂｐ 条带， 说明均为鸡肉制品； 飘香牛肉检

测时， 泳道 ２ 出现明显 ３００ ｂｐ 条带， 说明肉制品中

含有猪肉， 而泳道 １ 没有条带， 说明不含牛肉， 因此

此份飘香牛肉为猪肉制品； 肉肠检测时， 泳道 ２ 出现

明显 ３００ ｂｐ 条带， 泳道 ３ 出现明显 ２１４ ｂｐ 条带， 说

明此份肉肠含猪肉和鸭肉； 肥牛卷检测时， 泳道 １、
泳道 ２ 出现明显 ２００ ｂｐ 和 ３００ ｂｐ 条带， 而泳道 ３ 没

有条带， 说明肥牛卷由猪肉和鸡肉制成， 不含牛肉。
检测的 ５ 份市场肉制品结果表明， 其中 ３ 份与配料表

成分一致， ２ 份不一致。

表 ２　 市场样品肉源成分检测

市场样品 主要成分 检测结果

里脊肉 鸡肉 鸡肉

开花肠 鸡肉、 鸡皮 鸡肉

飘香牛肉 牛肉 猪肉

肉肠 猪肉、 鸭肉 猪肉、 鸭肉

肥牛卷 牛肉、 猪肉 猪肉、 鸡肉
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Ｍ． ＤＬ５００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ０􀆰 阴性对照； １􀆰 引物组合为小鼠＋鸡＋羊； ２􀆰 引物组合为猪＋牛＋兔； ３􀆰 引物组合为鸭＋大鼠。

图 ３　 里脊肉 （Ａ）、 开花肠 （Ｂ）、 飘香牛肉 （Ｃ）、 肉肠 （Ｄ） 和肥牛卷 （Ｅ） 检测结果

２􀆰 ４　 灵敏度检测

从图 ４ 中可以发现， ３ 组引物组合均具备检测出

至少 １００ 倍稀释样本 ＤＮＡ 的能力， 表明其有效识别

浓度达 １ ｎｇ ／ μＬ。

Ｍ． ＤＬ５００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ０􀆰 阴性对照； １～５􀆰 样品 ＤＮＡ 稀释倍数分别为 ０、 １０、 １００、 １ ０００、 １０ ０００。

图 ４　 复合检测体系灵敏度结果

３　 讨论

近些年， 肉类掺假检测技术发展迅速， 如核酸检

测技术、 生物传感器技术、 光谱学分析检测技术、 免

疫学检测技术和质谱技术等［１３－１４］。 目前， 核酸检测

技术主要是 ＰＣＲ 及其衍生技术， 其高效、 灵敏的优

点使其成为肉类掺假鉴别的主要技术。 陈勇勇［１５］ 通

过对比分析 １１ 种动物靶基因序列， 设计特异性引物，
通过 ＰＣＲ 技术， 建立了具有高灵敏、 准确、 重复性

好、 成本低、 适用范围广等动物源性肉制品检测技

术。 刘婉婉［１６］利用 “公共引物” 构建了可检测 １１ 种

肉源的多重 ＰＣＲ 体系。 Ｐｒｕｓａｋｏｖａ 等［１２］ 开发的多重

ＰＣＲ 检测可有效地鉴定 ５ 种常见的肉类 （牛肉、 羊

肉、 猪肉、 鸡肉和火鸡肉） 和 ５ 种常见的禁用物种

（猫、 犬、 小鼠、 大鼠和人） 肉类。 Ｌｉ 等［１７］ 开发了

一种可同时检测 １４ 种物种的多重 ＰＣＲ 检测方法。 范

维等［１８］ 基于 ＮＤ５、 ＡＴＰ６、 ＡＴＰ８、 Ｃｙｔｂ 基因， 研发

出一种四重实时聚合酶链式反应 （ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ）
方法， 同时检测驴、 马、 猪及鸭的源性成分。 盛中伟

等［１９］建立了畜禽肉中鹅源性成分 ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 的鉴

别方法。 本研究则利用核酸检测技术来进行肉类的掺

假检测技术的研发。
线粒体 ＤＮＡ 被广泛应用于物种种源鉴定中［７］。

以 Ｃｙｔｂ 为靶基因， 陈维忠等［２０］ 成功建立了一种特异

性强、 灵敏度高的复合检测体系， 该体系可用于法医

学和食品安全等领域； Ａｎａ 等［２１］ 基于 Ｃｙｔｂ， 开发了

一种可以准确检测新西兰最常见的 １９ 种陆生哺乳动

物的多重 ＰＣＲ 鉴定方法， 用于野生动物管理和保护、
害虫入侵检测、 法医和工业目的。 Ｋｅｓｍｅｎ 等［２２］ 分别

针对驴、 猪和马的线粒体 ＮＤ２、 ＮＤ５ 和 ＡＴＰ６、 ＡＴＰ８
基因设计了特异性引物和 ＴａｑＭａｎ 探针， 用于生熟肉

制品的物种鉴定和定量分析。 以线粒体 ＤＮＡ １６Ｓ
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ｒＲＮＡ 为靶基因， 唐修君等［２３］ 检测出畜禽肉中羊肉、
牛肉、 猪肉、 兔肉和鸡肉成分。 张媛媛等［５］ 依据不

同物种线粒体 ＤＮＡ 的差异性， 成功开发了一项种属

特异性 ＰＣＲ 鉴别技术， 该技术能够有效区分肉类罐

头中的猪、 牛、 羊、 鸡、 鸭等肉类成分。 本研究基于

以线粒体基因 ＡＴＰ８ 和 ＮＤ１ 进行肉制品真伪鉴定的尝

试性探索， 鉴定了猪、 牛、 羊、 鸡、 鸭、 兔、 大鼠和

小鼠等 ８ 种肉源的 ＤＮＡ， 建立了 ８ 种肉源的低成本、
高效的复合 ＰＣＲ 检测体系。 本试验中由于样品的加

工类型不同， ０􀆰 １ ｇ 肉样可提取的 ＤＮＡ 浓度为 １００ ～
１ ０００ ｎｇ ／ μＬ （５０ μＬ）， 经灵敏度检测分析， 检测浓

度低至 １ ｎｇ ／ μＬ， 对应检测肉样质量为 ２×１０－６ ～ ２×
１０－５ ｇ。

本研究中， 对随机采集的 ５ 种市场肉制品测试结

果发现， 其中 ３ 份与标签中声明的肉源性成分一致，
２ 份不一致。 将低价格肉类做成高价格肉类售卖， 从

外观、 口感难以辨别， 市场样品检测结果说明了肉类

掺假鉴定的重要性， 也证明了本研究建立的复合检测

体系的可行性。

４　 结论

本试验建立了一种适用猪、 牛、 羊、 鸡、 鸭、
兔、 大鼠和小鼠 ８ 种肉源种属鉴定的复合检测体系，
可以有效、 准确、 廉价和快速地检测出肉制品中所含

肉源种属。
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