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　 　 摘要：　 为了快速准确检测出肉制品中的鸡源性成分，本研究基于鸡线粒体细胞色素 Ｂ 基因（ＣｙｔＢ），设计特异

性引物和 ｅｘｏ 探针，建立了实时荧光重组酶介导等温扩增（ＲＡＡ）方法，进行特异性、灵敏性和稳定性分析，并通过

检测市售肉制品对所建立 ＲＡＡ 方法的准确性和适用性进行分析。 结果表明，该方法可以快速实现对高山鸡肉、乌
鸡肉、芦花鸡肉、白羽鸡肉和野鸡肉基因组 ＤＮＡ 的特异性扩增，而对猪肉、牛肉、羊肉等的 ＤＮＡ 均没有扩增，可稳定

检出的鸡源性成分最低质量分数为 ０􀆰 １％。 在 ９ 份标识有鸡肉成分的市售样品中，７ 份检出鸡源性成分，有 ２ 份样

品的鸡源性成分检测结果为阴性。 本研究建立的实时荧光 ＲＡＡ 方法操作简单，反应迅速，特异性强，灵敏度高，为
肉制品中鸡源性成分的检测提供了技术保障。
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　 　 肉制品掺假是食品质量控制的重要问题［１］。
一些不法商贩利用掺杂使假、以次充好等手段在牛、
羊等高价肉制品中掺杂猪、鸡、鸭等低价肉原料，有
些商贩在面粉中加瘦肉精伪造鸡肉制品出售，这些

行为侵害了消费者的权益。 如果产品出口到国外，
更损害中国食品企业的形象，影响出口贸易［２⁃３］。

动植物源性成分的检测涉及到各行各业，最初

的检测方法耗时、复杂、单一、准确性低，随着技术的

不断突破， 现在的检测方法操作方便、 准确性

高［４⁃６］。 重组酶介导等温扩增（ＲＡＡ）技术是一种新

型的体外核酸等温扩增技术［７⁃９］。 在恒温（３７～ ３９
℃）条件下，大肠杆菌的 ｒｅｃＡ 重组酶可与引物 ＤＮＡ
紧密结合，形成酶和引物的聚合体。 当引物在模板

ＤＮＡ 上搜索到与之完全互补的序列时，在单链 ＤＮＡ
结合蛋白和 ＤＮＡ 聚合酶的作用下，打开 ＤＮＡ 的双

链结构，形成新的 ＤＮＡ 互补链。 ＲＡＡ 技术能够在

恒温条件下实现模板 ＤＮＡ 解链及快速扩增，且专一

性好，还可用于实时结果的分析［１０⁃１１］。 ＲＡＡ 技术不

需要高温循环，所以整个反应速度较快，能够实现对

靶基因的有效扩增，特别适合大量样品的现场检测。
郭燕华等［１２］ 根据牛源性线粒体细胞色素 ｂ 基

因序列设计筛选了 １ 对可用于扩增的引物，成功建

立了牛源性肉制品的等温扩增方法，灵敏性可达

０􀆰 １ ｎｇ ／ μｌ，实现了对市售肉制品中牛源性成分的精

准鉴定，该技术为肉源性成分的快速检测提供了新

的方法。
本研究拟利用 ＲＡＡ 技术，设计鸡源性特异性引

物和 ｅｘｏ 探针，通过恒温扩增收集荧光信号，建立快

速鉴定鸡源性成分的实时荧光 ＲＡＡ 方法，以期为市

场监管提供可靠的检测方法。

１　 材料与方法

１．１　 材料

生鲜鸡肉、猪肉、鸭肉、牛肉、羊肉购自郑州农贸

市场，狐狸肉、马肉、鼠肉、驴肉、貂肉为本实验室保

存的样品。 鸡肉制品（腊鸡腿、脆皮鸡、鸡肉火腿、
鸡汤料包）购自郑州某大型超市。
１．２　 试剂

实时荧光 ＲＡＡ 反应试剂购自众测生物科技有

限公司，ＣＴＡＢ 提取缓冲液以及酚 ∶ 氯仿 ∶ 异戊醇

（２５ ∶ ２４ ∶ １，体积比）购自索莱宝科技有限公司，异
丙醇、无水乙醇购自国药集团化学试剂有限公司，
ＴＥ（ｐＨ８．０）缓冲液购自天根生化科技（北京）有限

公司。
１．３　 仪器与设备

Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅ １．５ 荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｒｏｃｈｅ）购自恒

久医疗器械有限公司，Ｓｉｇｍａ ３Ｋ３０ 高速冷冻离心机

购自 凯 维 丰 科 技 发 展 有 限 公 司， ＧＲＩＮＤＯＭＩＸ
ＧＭ２００ 组织匀浆机购自莱驰有限公司，ＤＴ５００ 电子

天平购自长青仪器厂，Ｔｈｅｒｍｏ Ｍｉｘｅｒ Ｃ 恒温孵育器

购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，ＢｉｏＳｐｅｃ⁃ｎａｎｏ 微量核酸蛋白仪

购自岛津企业管理（中国）有限公司。
１．４　 方法

１．４．１　 ＲＡＡ 引物和 ｅｘｏ 探针的设计　 查找 ＧｅｎＢａｎｋ
中公布的鸡以及非鸡物种的线粒体细胞色素 Ｂ 基

因（ＣｙｔＢ）序列，并进行多序列的比对，设计鸡的特

异性引物和 ｅｘｏ 探针，引物序列如表 １ 显示。 引物

和探针均由上海生物工程技术有限公司合成。

表 １　 鸡物种特异性引物和探针

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ ｆｏｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

名称 引物序列 （５′→３′） 　 　 　 　 　 　 扩增片段大小（ｂｐ） 目的基因

鸡⁃Ｆ ＡＹＴＴＣＧＧＣＴＣＣＣＴＡＹＴＡＧＣＡＧＴＭＴＧＣＣＴＣＡＴＳ ２５７ ＣｙｔＢ

鸡⁃Ｒ ＴＡＣＴＣＣＴＧＴＲＴＴＴＣＡＧＧＴＴＴＣＹＴＴＲＴＡＫＡＧＧ

鸡⁃Ｐ ＡＣＧＧＣＧＣＣＴＣＡＴＴＣＴＴＣＴＴＣＡＴＣＴＧＴＡＴＣＴ［ＦＡＭ⁃ｄＴ］［ＴＨＦ］Ｃ［ＢＱＨ⁃
ｄＴ］ＴＣＡＣＡＴＣＧＧＡＣＧ⁃Ｃ３ｓｐａｃｅｒ

Ｆ：上游引物；Ｒ：下游引物；Ｐ：探针。

１．４．２　 样品 ＤＮＡ 的提取 　 取 ０􀆰 ２ ｇ 样品至洁净的

１􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，加入 １􀆰 ０ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ 洗涤 ２ 次，洗
去样品表面的杂质和调味品，若样品不含杂质和调

味品，可省略此步骤，尽量剪碎；加入 ６００ μｌ ＣＴＡＢ

提取缓冲液，振荡混匀，瞬时离心 １０ ｓ，７０ ℃加热 １５
ｍｉｎ，振荡数秒混匀，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，取上清

液于一干净的 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，加入 ５００ μｌ 酚 ∶ 氯

仿 ∶ 异戊醇（２５ ∶ ２４ ∶ １，体积比），上下颠倒振荡混
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匀，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，取最上层清液于一新的

１􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，加入 ０􀆰 ７ 倍体积的异丙醇，上下颠

倒后振荡混匀 １ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎ，去上

清液，留沉淀，加入 ７００ μｌ ７０％乙醇，振荡重悬沉

淀，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎ，去上清液，留沉淀，打开

管盖，自然干燥３～ ５ ｍｉｎ，干燥后加入５０～ １００ μｌ ＴＥ
（ｐＨ８􀆰 ０）缓冲液，溶解 ＤＮＡ，－２０ ℃保存备用。
１．４．３　 实时荧光 ＲＡＡ 方法的建立　 计算好各试剂

的使用量（表 ２），加入适当体积的离心管中，颠倒混

匀，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｓ，置于恒温荧光检测仪中，
３９ ℃预热 １ ｍｉｎ，３９ ℃ 下等温反应 ２０ ｍｉｎ，４０ 个

循环。

表 ２　 实时荧光重组酶介导等温扩增（ＲＡＡ）反应体系

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ⁃ａｉｄｅｄ ａｍｐｌｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ（ＲＡＡ） ａｓｓａｙ

试剂　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 体积 （μｌ）

２０％ ＰＥＧ １２．５

正向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ２．０

反向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ２．０

探针（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．６

ＤＮＡ 模板（５ ｎｇ ／ μｌ） ２．０

ＭｇＡｃ （２８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ２．５

实时荧光 ＲＡＡ 反应试剂 ２８．４

１．４．４　 实时荧光 ＲＡＡ 方法的特异性分析　 分别以

不同品种鸡、鸭、黄牛、猪、羊、水牛、牦牛、马、驴、貂、
大鼠和狐狸等动物肉提取的 ＤＮＡ 为模板，进行荧光

ＲＡＡ 反应，以验证所设计引物和探针的特异性。
１．４．５　 检测下限的确定　 取总质量为 １０ ｇ 的肉粉，
在牛肉粉中添加质量百分比为 ０􀆰 １％、１􀆰 ０％、１０􀆰 ０％
的高山鸡肉粉，用研磨机进行混样，得到梯度质量分

数的鸡肉粉样品。 称取 ２００ ｍｇ 样品进行 ＤＮＡ 提取

和荧光 ＲＡＡ 扩增，每个梯度设置 ３ 个重复，根据试

验结果确定检测下限。
１．４．６　 实时荧光 ＲＡＡ 方法的灵敏度和重复性分析

　 在牛肉粉中添加鸡肉粉制成不同质量分数的鸡肉

粉样品。 分别提取 ３ 个质量分数（１􀆰 ００％、０􀆰 １０％、
０􀆰 ０１％）的鸡肉（高山鸡肉、乌鸡肉、芦花鸡肉、白羽

鸡肉、野鸡肉），每个模板进行 ２０ 次扩增反应，观察

阳性扩增效率。 同时分析统计鸡样本 ３ 个质量分数

（０􀆰 １％、１􀆰 ０％、１０􀆰 ０％）３ 次重复的标准偏差（ＳＤ）和

相对标准偏差（ＲＳＤｒ），对建立的实时荧光 ＲＡＡ 检

测体系进行重复性分析。
１．４．７　 实时荧光 ＲＡＡ 方法的应用　 为检测所建立

方法的实际应用效果，从市场选购的标注含有鸡肉

成分的食品，按照方法 １．４．２ 提取 ＤＮＡ，并通过所建

立的荧光 ＲＡＡ 方法进行鸡源性成分的检测。
１．４．８　 数据处理　 所有结果采用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件进

行统计学分析，利用 Ｅｘｃｅｌ 进行图表编辑，采用联合

国粮农组织（ＦＡＯ）统一的检测数据评价标准，即
ＲＳＤｒ≤２５％。

２　 结果与分析

２．１　 实时荧光 ＲＡＡ 方法的特异性检测

结果（图 １）显示，所建立的实时荧光 ＲＡＡ 方法

对高山鸡肉、乌鸡肉、芦花鸡肉、白羽鸡肉、野鸡肉的

ＤＮＡ 均有扩增，而对鸭肉、黄牛肉、猪肉、羊肉、水牛

肉、牦牛肉、马肉、驴肉、貂肉、大鼠肉和狐狸肉的

ＤＮＡ 均没有扩增。 表明所建立的鸡源性成分实时

荧光 ＲＡＡ 方法具有良好的特异性。

１：高山鸡肉；２：乌鸡肉；３：芦花鸡肉；４：白羽鸡肉；５：野鸡肉；６：
鸭肉；７：黄牛肉；８：猪肉；９：羊肉；１０：水牛肉；１１：牦牛肉；１２：马
肉；１３：驴肉；１４：貂肉；１５：大鼠肉；１６：狐狸肉。
图 １　 基于 ＲＡＡ 方法的不同物种肉源特异性检测结果

Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅａｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＡＡ ｍｅｔｈｏｄ

２．２　 实时荧光 ＲＡＡ 方法灵敏性和检测下限的确定

对高山鸡肉和牛肉样品进行配比，高山鸡肉质

量分数分别为 １０􀆰 ０％、１􀆰 ０％、０􀆰 １％。 图 ２ 显示，当
鸡肉质量分数为 １０􀆰 ０％、１􀆰 ０％、０􀆰 １％时，３ 次平行测

定中均出现 Ｓ 型扩增曲线，平均循环数分别为

１８􀆰 ８５、２３􀆰 ６５、３０􀆰 ９７，能够检出鸡源性成分。
　 　 表 ３ 显示，２０ 次扩增反应中，当鸡肉质量分数

为 ０􀆰 ０１％时，高山鸡肉、乌鸡肉、芦花鸡肉、白羽鸡
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１：鸡肉质量分数为 １０．０％；２：鸡肉质量分数为 １．０％；３：鸡肉质量

分数为 ０．１％。
图 ２　 基于 ＲＡＡ 方法的不同质量分数鸡肉的检测限

Ｆｉｇ．２ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＡＡ ｍｅｔｈｏｄ

肉、野鸡肉出现阳性扩增曲线次数分别为 ３、５、５、４、
３。 当鸡肉含量为 ０􀆰 １０％和 １􀆰 ００％时，２０ 次扩增反

应中，所有鸡肉样本均得到阳性结果。 表明，所建立

的实时荧光 ＲＡＡ 方法可稳定检出鸡源性成分的最

低质量分数（ＬＯＤ）为 ０􀆰 １０％。

表 ３　 不同质量分数鸡肉 ＲＡＡ 方法的灵敏度

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＡＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ

物种　 　
不同质量分数鸡肉 ２０ 次扩增

反应中阳性扩增次数

１．００％ ０．１０％ ０．０１％

高山鸡 ２０ ２０ ３

乌鸡 ２０ ２０ ５

芦花鸡 ２０ ２０ ５

白羽鸡 ２０ ２０ ４

野鸡 ２０ ２０ ３

２．３　 实时荧光 ＲＡＡ 方法重复性结果

对不同种类的鸡源性成分的重复性检测结果进

行 ＳＤ 和 ＲＳＤｒ 分析，结果（表 ４）表明，５ 种不同品种

鸡成 分 检 测 的 ＳＤ 值 为 ０．０９～０􀆰 ５９， ＲＳＤｒ 值 为

０􀆰 ４５％～２􀆰 ９１％，明显小于 ２５􀆰 ００％，符合 ＦＡＯ 标准。
说明，建立的鸡源性成分实时荧光 ＲＡＡ 方法有较好

的可重复性。

表 ４　 不同质量分数鸡肉 ＲＡＡ 方法的重复性结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＡＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ

物种
鸡肉质量

分数
（％）

循环数

重复 １ 重复 ２ 重复 ３
平均循环数 标准偏差

相对标准偏差
（％）

高山鸡 １０．０ １８．５５ １８．３２ １８．０３ １８．３０ ０．２６ １．４２

１．０ ２４．５３ ２４．６２ ２４．７８ ２４．６４ ０．１３ ０．５１

０．１ ３０．２５ ３０．１１ ３０．４２ ３０．２６ ０．１６ ０．５１

乌鸡 １０．０ １９．０１ １９．１２ １８．９５ １９．０３ ０．０９ ０．４５

１．０ ２５．２５ ２５．３４ ２４．７６ ２５．１２ ０．３１ １．２４

０．１ ３０．２８ ３０．５１ ３０．２２ ３０．３４ ０．１５ ０．５１

芦花鸡 １０．０ １７．９９ １８．４３ １８．１２ １８．１８ ０．２３ １．２４

１．０ ２４．５５ ２５．２１ ２４．８７ ２４．８８ ０．３３ １．３２

０．１ ３０．５４ ３０．４２ ３０．８８ ３０．６１ ０．２４ ０．７８

白羽鸡 １０．０ １８．０８ １８．８８ １７．８７ １８．２８ ０．５３ ２．９１

１．０ ２５．２５ ２５．２４ ２５．７０ ２５．４０ ０．２６ １．０３

０．１ ３１．１２ ３１．６２ ３０．４５ ３１．０６ ０．５９ １．８８

野鸡 １０．０ １７．９９ １８．６３ １８．７２ １８．４５ ０．４０ ２．１６

１．０ ２５．０１ ２４．３３ ２４．６６ ２４．６７ ０．３４ １．３８

０．１ ３１．０２ ３０．５５ ３０．６７ ３０．７５ ０．２４ ０．７９

２．４　 实时荧光 ＲＡＡ 对实际样品的检测

为了验证该方法在实际样品检测中的可行

性，通过所建立的实时荧光 ＲＡＡ 方法对 ９ 份不

同厂家生产的鸡肉制品进行鸡源性成分检测。

结果（图 ３）表明，腊鸡腿、脆皮鸡、鸡肉火腿均出

现了扩增曲线，且循环数在 ２０ 左右时检出鸡源

性成分。 ３ 份鸡汤料包中仅有 １ 份检出鸡源性

成分。
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１：高山鸡肉（阳性对照）；２～３：腊鸡腿；４～５：脆皮鸡；６～７ 鸡肉火腿；８～１０：鸡汤料包；１１～１２：牛肉（阴性对照）。
图 ３　 市售鸡肉制品实时荧光 ＲＡＡ 检测结果

Ｆｉｇ．３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｓｕｐｅｒｍａｒｋｅｔ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＡＡ ａｓｓａｙ

３　 讨 论

肉制品掺假是食品市场中存在的重要问题，涉
及畜牧业的健康发展，消费者权益的保障以及进出

口贸易等诸多领域［１３］。 检验检疫部门需加强对市

售掺假肉制品的控制和监管，近几年核酸扩增技术

的发展给肉类鉴别提供了有效途径［１４⁃１６］。
实时荧光 ＲＡＡ 技术是在普通 ＲＡＡ 的基础上，

利用荧光染料在激发光作用下所释放荧光光能的变

化来动态反映 ＲＡＡ 扩增产物量的新技术［１７］。 目

前，针对肉类种源的实时荧光 ＰＣＲ 方法应用较多，
而实时荧光 ＲＡＡ 技术作为一种新型技术，在肉源检

测中应用较少。
本研究根据 ＲＡＡ 引物和 ｅｘｏ 探针设计原则，设

计了鸡源性成分检测的引物和 ｅｘｏ 探针，建立了鸡

源性成分检测的实时荧光 ＲＡＡ 方法，能够稳定检出

鸡源性成分的最低质量分数为 ０􀆰 １％。 应用本方法

对市售鸡肉制品进行检测，６ 份鸡肉制品中均检出

了鸡源性成分，３ 份鸡汤料包中有 ２ 份未检出鸡源

性成分，鸡汤料包制品中可能存在掺假现象，表明本

方法可用于市场中鸡肉制品的快速检测。
实时荧光 ＰＣＲ 检测时需要摸索反应退火温度，

反应程序比较复杂，且反应时间较长。 本研究建立

的 ＲＡＡ 方法在 ３９ ℃下等温反应 ２０ ｍｉｎ，即可实现

对靶基因的有效扩增，缩短了反应时间，提高了工作

效率。 此方法不但可以在实验室应用，还可以现场

操作，有利于口岸的快速检测。 因此，本研究建立的

鸡源性成分实时荧光 ＲＡＡ 方法，特异性强，灵敏性

高，反应快速，实际应用效果好，为那些有快速检测

需求的食品安全监管部门，尤其是一线口岸食品监

管部门，提供了有效的技术支撑。
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