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方向为利用生物工程技术开发锡林郭勒野生动植物和微

生物资源以及实时荧光 ＰＣＲ 和高通量测序技术 Ｉｏｎ Ｐｒｏ￣
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　 　 摘要:　 随着动物源性产品(农产品、食品和饲料)中掺假造假事件不断增多以及动物来源性疾病的传播风险

逐渐加大ꎬ作为保障食品安全和维护消费者权益的高效检测手段ꎬ动物源性成分的定性和定量检测技术已成为国

内外的研究热点ꎮ 本研究通过比对分析 ８ 种动物的线粒体全基因组序列筛选出羊源性成分特异性的引物和探针

组合进行基于实时荧光 ＰＣＲ 技术的羊源性成分鉴定ꎮ 结果表明ꎬ所研发的羊源性成分检测的引物和探针具有高度

的特异性ꎬ同时具有较好的灵敏度(可检测到 １ ｐｇ 的 ＤＮＡ)ꎮ 羊肉制品中羊源性定量检测试验结果说明ꎬ此方法具

有较好的定量检测能力ꎮ 综上所述ꎬ以此引物和探针为基础的检测方法适用于羊源性食品和农畜产品的动物源性
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　 　 动物源性成分是指动物肉类及其制品ꎮ 动物源

性成分检测是指从农产品、食品以及饲料中检测其

含有某一源性成分的技术方法ꎮ 不同动物源性成分

价格的不同驱使一些不法商贩和企业在牛、羊、鹿、
马、驼等高价肉制品中掺杂猪、鸭、鸡、鹅等低价肉原

料ꎬ甚至用香精处理低价肉后冒充高价肉ꎮ 上述这

些掺杂造假的行为不仅严重损害了消费者利益ꎬ有
时还会涉及到民族、宗教问题以及进出口贸易[１]ꎮ
农产品、食品以及饲料中动物源性成分的检验检测

技术可以有效地检测原料中动物来源ꎬ不仅能够有

效地保护消费者的合法权益和宗教信仰还能防止来

源于某些动物的传染病(牛海绵状脑病、传染性海

绵状脑病、疯牛病以及口蹄疫等)的流行ꎮ 作为羊、
牛、马、驼产品(肉和乳)基地的锡林郭勒盟迫切需

要研发具有自主知识产权的动物源性成分检测试剂

盒ꎮ 目前ꎬ动物源性成分检测技术大部分是建立在

对样品中蛋白质和 ＤＮＡ 的特异性检测和分析的基

础上ꎮ 涉及的技术手段包括酶联免疫(ＥＬＩＳＡ)、聚
合酶链式反应(ＰＣＲ)、电泳、色谱和质谱等[２]ꎮ 其

中实时荧光 ＰＣＲ ( Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＰＣＲ)以它高通量、高效率、高特

异性及高灵敏度等优点在众多技术中脱颖而出ꎮ Ｉｉ￣
ｊｉｍａ 等[３]建立了通过 １８ Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序技术鉴定

食品中动植物源性成分来源的分析方法ꎮ Ｇｉｒｉｓｈ
等[４]建立了通过线粒体 １２ Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序的动物

源性 成 分 的 鉴 定 方 法ꎮ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 等[５] 以 基 于

ＴａｑＭａｎ 的实时荧光定量 ＰＣＲ 技术建立起了混合肉

样中猪肉成分定性和定量检测的方法ꎮ
本研究通过比对羊、牛、猪、马、鸡、鸭、兔、鹅等

８ 种动物的线粒体全基因组序列ꎬ筛选出羊特异的

引物和探针组合进行羊源性成分的定性和定量检

测ꎮ 研发出以此引物和探针为基础的具有高度特异

性和灵敏度ꎬ适用于羊源性食品和农畜产品检验检

测的动物源性成分鉴定方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与仪器

羊肉购买于锡林浩特市 １０９ 农贸市场ꎬ５ 个独

立样品(１、２、３、４、５)分别来源于 ５ 家肉店ꎮ 牛肉、

猪肉、马肉、鸡肉、鸭肉、兔肉、鹅肉采样于锡林浩特

市 １０９ 农贸市场和德克隆超市ꎮ 羊肉干(蒙羊集团

生产)购买于德克隆超市ꎮ
基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒和 Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ￣

Ｍｉｘ 购于北京全式金生物技术有限公司ꎬ电泳上样

缓冲液和琼脂糖购于宝生物工程(大连)有限公司ꎮ
凝胶成像系统和 Ｔ１００ ＰＣＲ 扩增仪购于美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎬ２０００ｃ Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计购于美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ７３００ｐｌｕｓ 实时荧光 ＰＣＲ 扩增仪

购于美国 ＡＢＩ 公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＤＮＡ 提取与质量评价 　 利用匀浆器和液氮

对 ８ 种动物的新鲜肉样进行研磨ꎬ取出 ５０ ｍｇ 放入

离心管中用于后续的 ＤＮＡ 提取试验ꎬ其余－８０ ℃储

存备用ꎮ 按照全式金基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒的提

取步骤提取各样品的基因组 ＤＮＡꎮ 通过 ２０００ｃ
Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计和琼脂糖凝胶电泳测量和评

价所提取 ＤＮＡ 的质量浓度和质量ꎬ利用 Ａ２６０ / Ａ２８０
的吸光度比值评价 ＤＮＡ 的质量ꎬ并将母液稀释至

１００ ｎｇ / μｌ左右(模板浓度)ꎮ
１.２.２　 引物设计与合成　 通过比对羊(ＫＲ８６８６７８.１、
ＫＰ９８１３８０.１、ＫＰ９８１３７８. １、ＫＦ９７７８４６. １、ＫＦ９３８３３６. １、
ＫＦ９３８３３５. １、ＫＦ９３８３３２. １、ＫＦ９３８３２７. １、ＫＦ９３８３１９. １、
ＫＦ９３８３１７. １ )、 牛 ( ＧＵ９４７０１９. １、 ＧＵ９４７０２０. １、
ＧＵ９４７０２１.１、ＤＱ１２４４０５. １、ＤＱ１２４４１０. １、ＤＱ１２４４１８. １、
ＧＵ９４７０１４.１、ＧＵ９４７０１５.１、ＧＵ９４７０１６.１、ＧＵ９４７０１７.１)、
猪(ＫＰ１２６９３９.１、ＫＸ１４７１０１.１、ＫＰ７６５６０３.１、ＫＰ２９４５２２.
１、ＫＸ０９４８９４.１、ＫＰ２２３７２８.１、ＫＪ７２０２０５.１、ＫＰ１２６９５４.１、
ＫＸ１４７１００. １、 ＫＣ５０５４０６. １ )、 马 ( ＨＱ４３９４８７. １、
ＨＱ４３９４５６.１、ＨＱ４３９４９４.１、ＨＱ４３９４８２.１、ＨＱ４３９４８６.１、
ＨＱ４３９４８９.１、ＨＱ４３９４９０.１、ＨＱ４３９４９２.１、ＨＱ４３９４９３.１、
ＨＱ４３９５００. １ )、 鸡 ( ＫＭ４３３６６６. １、 ＫＰ２６９０６９. １、
ＫＸ９８７１５２.１、ＫＪ７７８６１７.１)、鸭(ＫＪ８３３５８７.１、ＭＦ０６９２５１.
１、ＥＵ７５５２５２. １、 ＭＦ０６９２４８. １ )、 兔 ( ＮＣ ＿ ００１９１３. １、
ＡＪ００１５８８.１)、鹅(ＫＵ２１１６４７.１、ＫＴ４２７４６３.１)等 ８ 种动

物的线粒体全基因组序列ꎬ筛选出羊特异的序列ꎮ
利用 Ｐｒｉｍｅｒ５ 软件对羊特异的序列进行引物和探针

的设计ꎬ引物和探针名称和序列见表 １ꎮ 引物和探

针由北京睿博兴科生物技术有限公司合成ꎮ
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表 １　 羊源性成分检测的引物及探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ

　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 探针序列(５′￣ＦＡＭ→３′￣ＴＡＭＲＡ)

ＬＰ: ＡＧＡＡＡＴＧＧＧＣＴＡＣＡＴＴ(Ｔ / Ｃ)ＴＣＴ ＣＣＣＡＡＧＡＡＡＡＴＴＴＡＡＴＡＣＧＡＡＡＧＣＣＡＴＴ

ＲＰ: ＴＴＴＡＣＴＧＣＴＡＡＡＴＣＣＴＣＣＴＴ

１.２.３ 　 实时荧光 ＰＣＲ 反应体系 (２０ μｌ) 　 １０ μｌ
Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘꎬ正向引物 ＬＰ 和反向引物 ＲＰ
各 １ μｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ探针 １ μｌ、模板 １ μｌꎬ灭菌双蒸

水 ６ μｌꎮ 反应条件:９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性

１５ ｓꎬ６０ ℃延伸 ９４ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１.２.４　 检测灵敏度试验　 将羊 ＤＮＡ(从 １ 号羊肉样

品中提取) 分别稀释 １０１、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６ 和

１０７倍(包括原液共 ８ 个模板质量浓度梯度)进行羊

源性成分检测灵敏度试验ꎮ 反应条件同 １.２.３ꎮ
１.２.５　 数据处理　 利用 ７３００ｐｌｕｓ 实时荧光 ＰＣＲ 扩

增仪自带分析软件对结果进行扩增曲线和循环阈

(Ｃｔ)的分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 利用实时荧光 ＰＣＲ 进行羊源性成分检测

通过所研发的羊特异性引物和探针对 ８ 种动物

的肌肉基因组 ＤＮＡ(稀释液为模板)进行实时荧光

ＰＣＲ(ＴａｑＭａｎ 探针方法)检验检测ꎮ 由图 １ 可知在

羊肉组织样品中出现典型扩增曲线ꎬ在其他 ７ 种动

物的肌肉组织中均未出现典型扩增曲线ꎮ 利用实时

荧光 ＰＣＲ 对 ８ 种动物进行动物源性检测的 Ｃｔ 值如

表 ２ 所示ꎬ羊的肌肉组织样品(５ 个羊肉样品ꎬ每个

样品 ３ 个平行试验)的 Ｃｔ 值不为 ０ 且小于 ３５ꎬ样品

源性符合动物来源ꎮ 根据国家动物源性检测标准

(中华人民共和国出入境检验检疫行业标准 ＳＮ /
Ｔ２０５１－２００８ 食品、化妆品和饲料中牛羊猪源性成分

的检测方法)以及前人的研究结果[６] 表明ꎬ当样品

的 Ｃｔ 值不为 ０ 且小于 ３５ꎬ并有典型的扩增曲线时ꎬ
判断样品具有相应源性ꎮ 其他 ７ 种动物(牛、猪、
马、鸡、鸭、兔和鹅)的肌肉基因组 ＤＮＡ Ｃｔ 值均为 ０ꎬ
即样品不具有羊源性ꎮ 以上结果说明以所研发的引

物和探针为基础的羊源性成分的鉴定方法可以有效

检测出羊肉中的羊源性成分ꎬ在其他动物肌肉组织

中没有检出羊源性成分ꎬ即鉴定方法具有较高的特

异性ꎮ

图 １　 利用 ＴａｑＭａｎ ＰＣＲ 对 ８ 种动物肌肉组织进行羊源性成分

检测

Ｆｉｇ. １ 　 Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎｆｅｒｒｅｄ
ｆｒｏｍ ＴａｑＭａｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

２.２　 利用实时荧光 ＰＣＲ 检测的灵敏度

将羊的基因组 ＤＮＡ 分别稀释 １０１倍、１０２倍、１０３

倍、１０４倍、１０５倍、１０６倍和 １０７倍(包括原液共 ８ 个模

板质量浓度梯度)进行羊源性成分的检测灵敏度试

验ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ原液(１００.０００ ００ ｎｇ)、稀释 １０１倍

(１０.０００ ００ ｎｇ)、稀释 １０２倍(１.０００ ００ ｎｇ)、稀释 １０３

倍(０􀆰 １００ ００ ｎｇ)、稀释 １０４倍(０􀆰 ０１０ ００ ｎｇ)、稀释

１０５倍(０􀆰 ００１ ００ ｎｇ)的羊基因组 ＤＮＡ 样本均出现典

型扩增曲线ꎬ而且伴随着稀释倍数的加大扩增曲线

向右移动ꎻ稀释 １０６ 倍(０􀆰 ０００ １０ ｎｇ)、稀释 １０７ 倍

(０􀆰 ０００ ０１ ｎｇ)均未出现典型扩增曲线ꎮ 利用实时

荧光 ＰＣＲ 对稀释模板进行动物源性检测的 Ｃｔ 值如

表 ３ 所 示ꎬ 原 液 (１００􀆰 ０００ ００ ｎｇ )、 稀 释 １０１ 倍

(１０􀆰 ０００ ００ ｎｇ)、稀释 １０２倍(１􀆰 ０００ ００ ｎｇ)、稀释 １０３

倍(０􀆰 １００ ００ ｎｇ)、稀释 １０４倍(０􀆰 ０１０ ００ ｎｇ)、稀释

１０５倍(０􀆰 ００１ ００ ｎｇ)的 Ｃｔ 值不为 ０ 且小于 ３５ꎬ而且

随着模板稀释的进行 Ｃｔ 值逐渐变大ꎻ当羊基因组

ＤＮＡ 稀释至 １０６和 １０７倍ꎬＣｔ 值均为 ０ꎮ 以上结果说

明以自主研发的羊特异性引物和探针为基础的羊源

性成分鉴定方法可以有效地检测出０􀆰 ００１ ００ ｎｇ 的

羊 ＤＮＡꎬ检测灵敏度达到 １ ｐｇꎬ具有较高的检测灵

敏度ꎮ
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表 ２　 ＤＮＡ 提取以及实时荧光 ＰＣＲ 的 Ｃｔ 值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ａｎｄ Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｆｒｏｍ ｅｉｇｈｔ ｍｅａｔｓ

样品
基因组 ＤＮＡ 浓度(ｎｇ / μｌ)

母液 稀释液
Ａ２６０ / Ａ２８０

Ｃｔ 值

平行试验 １ 平行试验 ２ 平行试验 ３ 平均值±标准差

羊肉 １ １ ０４４.１ １１９.３ １.８８ １６.１４ １６.９７ １６.８９ １６.６７±０.４６
羊肉 ２ ９０５.１ １１２.３ １.８６ １５.３７ １５.０２ １６.８９ １５.７６±１.００
羊肉 ３ ９４５.５ １１５.３ １.８６ １３.４０ １３.２８ １３.８０ １３.４９±０.２７
羊肉 ４ ５４０.１ １１６.４ １.８７ １５.６７ １５.００ １５.４４ １５.３７±０.３４
羊肉 ５ １ １９８.４ １２７.１ １.８５ １６.６２ １５.０１ １７.２２ １６.２８±１.１４
猪肉 １５８.０ １２９.１ １.８９ ０ ０ ０ ０
牛肉 １４０.０ １０５.９ １.８９ ０ ０ ０ ０
马肉 ３７７.４ １２１.１ １.８９ ０ ０ ０ ０
鸡肉 ２５５.５ １０５.９ １.８９ ０ ０ ０ ０
鸭肉 ２７３.１ １２２.７ １.９０ ０ ０ ０ ０
兔肉 ３０１.０ １０８.４ １.８６ ０ ０ ０ ０
鹅肉 ２００.３ １０２.８ １.８５ ０ ０ ０ ０

图 ２　 羊源性成分检测的灵敏度

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｈｅｅｐ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ

表 ３　 以不同稀释倍数羊 ＤＮＡ 为模板的实时荧光 ＰＣＲ 的 Ｃｔ 值
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｅｄ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｓｈｅｅｐ

基因组 ＤＮＡ
质量浓度
(ｎｇ / μｌ)

Ｃｔ 值

平行试验 １ 平行试验 ２ 平行试验 ３ 平均值±
标准差

１００.０００ ００ １７.９４ １８.４７ １２.７５ １６.３９±３.１６
１０.０００ ００ １７.３１ １７.９５ １７.５１ １７.５９±０.３３
１.０００ ００ ２２.２１ ２３.４７ ２２.７２ ２２.８０±０.６３
０.１００ ００ ２７.６７ ２８.１６ ２６.９６ ２７.５９±０.６０
０.０１０ ００ ２９.４７ ２９.５３ ２９.６８ ２９.５６±０.１１
０.００１ ００ ３２.５１ ３２.８７ ３１.９６ ３２.４５±０.４６
０.０００ １０ ０ ０ ０ ０
０.０００ ０１ ０ ０ ０ ０

２.３　 羊源性成分定量检测

利用羊基因组做标准曲线定量检测肉制品中羊

源性成分的含量ꎮ 将羊 ＤＮＡ 的 ８ 个模板质量浓度梯

度进行引物和探针的检测ꎬ制作羊源性成分定量检测

标准曲线(图 ３)ꎮ 通过肉制品的相应源性的 Ｃｔ 值和

标准曲线方程可以计算得到肉制品中羊源性成分的

定量检测结果ꎮ 用实时荧光 ＰＣＲ 检测加工肉制品

(羊肉干)ꎬ通过羊源性成分定量检测标准曲线计算相

应的质量浓度值与实际的质量浓度值(５０ ｎｇ / μｌ)符
合程度较高(表 ４)ꎮ 以上结果说明所研发的羊源性

成分检测的引物和探针可以对加工肉制品中的羊源

性成分进行鉴定ꎬ而且具有定量检测能力ꎮ

图 ３　 羊源性定量检测标准曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ￣
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ

表 ４　 肉制品中羊源性的定量检测

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ ｉｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｍｅａｔ

样品 Ｃｔ 值 检测的质量浓度(ｎｇ / μｌ)

羊肉干 １６.９６ ４６.７７
１６.３１ ７２.４４
１６.２８ ７４.１３
１６.７８ ５３.７０
１６.２６ ７５.８６

实际的质量浓度为 ５０ ｎｇ / μｌꎮ
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３　 讨 论

目前ꎬ基于 ＰＣＲ 技术检测肉制品中的动物源性成
分已经成为研究和应用的热点 [７￣９]ꎮ 由于普通 ＰＣＲ 检
测耗时较长ꎬ通量较低及存在染料污染等问题ꎬ实时荧
光 ＰＣＲ 技术在动物源性成分检测领域的研发为食品
监管部门加强食品安全管理ꎬ打击肉制品市场上的以
廉价肉冒充高价肉的不法现象提供了科学有效的检测
方法[１０￣１１]ꎮ 在实时荧光 ＰＣＲ 技术的应用过程中ꎬ首先
是基于染料法的实时荧光 ＰＣＲ 技术在动物源性成分
检测领域的应用得到广泛的发展[１２￣１３]ꎮ 然而ꎬ近几年
基于 ＴａｑＭａｎ 探针的方法在动物源性成分检测领域逐
渐增多ꎬ其技术不仅依赖特异性的引物ꎬ还依靠特异性
的探针ꎬ相对基于染料法的实时荧光 ＰＣＲ 技术ꎬ基于
ＴａｑＭａｎ 探针的方法特异性更强ꎮ 本研究通过比对羊、
牛、猪、马、鸡、鸭、兔、鹅等 ８ 种动物的线粒体全基因组
序列ꎬ筛选出羊源性成分检测的引物和探针ꎮ 以 ８ 种
动物的肌肉组织基因组 ＤＮＡ 为模板进行以荧光定量
ＰＣＲ 为基础的特异性试验ꎬ结果表明ꎬ所研发的针对羊
源性成分检测的引物和探针具有高度的特异性ꎬ仅对
羊源性成分相关 ＤＮＡ 模板有典型扩增曲线ꎬ对其他动
物来源的 ＤＮＡ 模板无扩增ꎮ 通过特异的引物和探针
的组合特异地鉴定肉类中的羊源性成分ꎬ此方法相对
普通 ＰＣＲ 方法具有检测时间短ꎬ无需电泳检测ꎬ降低开
盖气溶胶污染及染料致癌风险[１４￣１５]ꎮ 检测灵敏度试验
结果表明ꎬ以此引物和探针为基础的检测方法可以检
测到 １ ｐｇ 的来源于羊的 ＤＮＡ 模板ꎬ而且检测的平行度
较高ꎮ 以所研发的引物和探针为基础的羊源性成分检
测方法的灵敏度与所报道的基于普通 ＰＣＲ 和基于染
料法的实时荧光 ＰＣＲ 的灵敏度相当ꎬ都可以检测到 ｐｇ
级的 ＤＮＡ 分子[１６￣１７]ꎮ 付理文等[１８] 利用 ＴａｑＭａｎ 实时
荧光 ＰＣＲ 技术所研发的猪、牛、羊、鸡、鸭、鹅 ６ 种动物
源性成分的检测方法分别可以检出０􀆰 ０４９ ｎｇ、０􀆰 ０４８ ｎｇ、
０􀆰 ０８５ ｎｇ、０􀆰 １３０ ｎｇ、０􀆰 １６２ ｎｇ、０􀆰 ０７４ ｎｇ 的模板ＤＮＡꎮ 以
上结果说明自主研发的羊特异性引物和探针的检测灵
敏度达到 １ ｐｇꎬ具有较高的检测灵敏度ꎮ 羊肉干中羊
源性定量检测结果说明此方法在加工肉制品中具有较
好的羊源性检测效果以及具有较好的定量检测能力ꎮ
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