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摘要：为了从深加工食品中提取高质量和数量的动物源性

ＤＮＡ片段，以优化后ＣＴＡＢ方法提取，用于ＰＣＲ检测。根

据鸭线粒体基因序列，设计合成检测鸭源性成分引物，进行

ＰＣＲ体系和反应条件的优化筛选，建立三重ＰＣＲ方法；同时

扩增出牛源性１１６ｂｐ、猪源性２１２ｂｐ和鸭源性３２２ｂｐ目的

基因片段。建立的三重ＰＣＲ方法特异地鉴定牛肉及其制品

中掺假猪和鸭源性成分，对打击食品掺假伪造、审核食品标

签、保障消费者知情权、维护消费者健康等方面有重要作用。

关键词：肉制品；ＤＮＡ；ＣＴＡＢ法；多重ＰＣＲ；动物源性
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　　肉制品的质量安全问题日益成为关系国计民生的重大

问题，越来越受到有关部门和消费者的普遍关注［１］，尤其肉

制品掺假造假是常见的现象，某些不法商贩以低价肉类代替

高价肉类出售，损害了消费者的利益，造成了不正当竞争，这

不仅仅涉及经济、营养价值和食品安全等问题，更直接影响

着消费者的身体健康，并涉及宗教信仰等问题。

　　近年来，在山东、陕西和河南等地陆续出现使用鸭肉冒

充牛羊肉的报道，不法分子将大量鸭肉和少量牛羊脂肪、下

脚料混合在一起作为牛羊肉出售，赚取高额利润［２］。因为在

日常生活中，熟肉制品是经过深加工处理，肉类在经过切碎、

混合、高压、蒸煮、熏烤［３，４］等加工烹调过程中加入了大量的

食品添加剂、佐料和淀粉，这样会失去原有的形态学特征和

质地，增加了品种鉴定的难度。

　　目前，食品检测机构对肉及肉制品中动物源性的鉴定主

要依靠生物技术［５，６］，以ＤＮＡ为基础的ＰＣＲ技术
［７］被广泛

用来鉴定食品中的动物源性成分，由于ＰＣＲ方法简便，特异

性和灵敏度均较高，国内外已经运用该技术和其他技术结合

建立了多种鉴定食品动物源性成分的方法，如常规ＰＣＲ
［８］、

多重 ＰＣＲ、定 量 竞 争 ＰＣＲ、ＲＡＰＤ─ＰＣＲ 和 ＡＦＬＰ─

ＰＣＲ
［９－１３］等。近年来，基因芯片［１４，１５］和实时ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ，ＲＴ─ＰＣＲ）
［１６］等技术也逐渐应用于食品中物种的鉴

９７



定，提高了鉴定的灵敏度和特异性，为混合物的鉴定和定量

提供了新的方法。在鉴定的过程中，提取高质量、高纯度的

基因组ＤＮＡ是开展该方面研究工作的前提和关键过程。对

于深加工的动物源性食品而言，存在的一个严重问题是在深

加工过程中基因组ＤＮＡ大量降解，从而导致检测的不稳定

性，造成资源和时间的浪费［１７］。有关动物组织基因组ＤＮＡ

的提取已有文献［１８］报道，市场上也有多种提取生物基因组

ＤＮＡ的试剂盒销售，但是提取的时间较长，基因组ＤＮＡ浓

度和纯度不高。为了在食品检测方面能够更快速地从各种

动物源性食品中提取基因组ＤＮＡ，本研究以８种不同加工

类型的肉及其制品为原料，利用改进的ＣＴＡＢ方法，建立一

种快速有效的动物源食品基因组ＤＮＡ的提取方法及建立鉴

别牛肉产品中掺假猪、鸭源性成分的三重ＰＣＲ方法。

１　材料与方法
１．１　试剂和材料

１．１．１　试验材料

　　熏煮香肠（猪肉）、腐皮肉卷火腿肠（猪肉）、午餐肉（猪

肉）、腊大肉、生鲜猪肉、五香鸡大腿肉（包装品）、白牦牛肉

干、纯腿粒（鸡肉）包装品、黄牛肉、罐头（白牦牛肉）、腊牛肉、

酸菜牛肉、牛肉卷、精品和极品牛肉：购自超市和送检样品。

１．１．２　主要仪器

　　ＰＣＲ仪：ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｎｅｘｕｓＧＳＸ１型，美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司；

　　全自动凝胶成像分析仪：ＪＳ６８０Ｄ型，上海培清科技有限

公司；

　　电泳仪：ＤＹＹ１２型，北京市六一仪器厂。

１．１．３　主要试剂

　　Ｅｚｕｐ柱式动物基因组ＤＮＡ抽提试剂盒：生工生物工程

（上海）股份有限公司；

　　４ｓＧｒｅｅｎ：生工生物工程（上海）股份有限公司；

　　ＤＬ２，０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ：宝生物工程

（大连）有限公司；

　　２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＶａｚｙｍｅＴＭ）：南京诺唯赞生物科

技有限公司；

　　ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵）：分析纯，Ｓｐｅｃｔｒｕｍ

ＣｈｅｍｉｃａｌＭｆｇ．Ｃｏｒｐ；

　　异戊醇：分析纯，上海中秦化学试剂有限公司；

１．２　方法

１．２．１　引物　在ＧｅｎＢａｎｋ中检索到的鸭线粒体基因全序列

（ＫＦ１５６７６０．１；ＥＵ７５５２５２．１）。用Ｐｒｉｍｅｒ６．０设计引物，在

ＧｅｎＢａｎｋ中经Ｂｌａｓｔ软件对相似序列搜索后，无交叉反应的

引物，作为鉴定鸭源性的特异引物（ＤｕｃｋＦ和ＤｕｃｋＲ）。其

他引物序列分别为扩增任何动物Ｃｙｔｂ的万能引物 ｍｃｂ３９８

和ｍｃｂ８６９、猪源性、牛源性特异性引物，见表１。

表１　引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 基因位置 引物序列 （５’"３’） 产物大小／ｂｐ 引物来源

ｍｃｂ３９８

ｍｃｂ８６９
ｃｙｔｂ

ＴＡＣＣＡＴＧＡＧＧＡＣＡＡＡＴＡＴＣＡＴＴＣＴＧ

ＣＣＴＣＣＴＡＧＴＴＴＧＴＴＡＧＧＧＡＴＴＧＡＴＣＧ
４７２ 文献［１９］

ＤｕｃｋＦ

ＤｕｃｋＲ
１６Ｓ　

ＧＣＣＡＣＡＡＡＣＡＡＣＡＡＴＡＧＴＡＡＧＣ

ＣＣＣＧＡＧＧＴＴＣＡＧＧＴＣＴＡＣＴＡ
３２２ 新设计　

ＰｏｒｋＦ

ＰｏｒｋＲ
ｃｙｔｂ

ＧＣＣＴＡＡＡＴＣＴＣＣＣＣＴＣＡＡＴＧＣＴＡ

ＡＴＧＡＡＡＧＡＧＧＣＡＡＡＴＡＧＡＴＴＴＴＣＧ
２１２ 文献［２０］

ＢｅｅｆＦ

ＢｅｅｆＲ
ｃｙｔｂ

ＣＧＧＡＧＴＡＡＴＣＣＴＴＣＴＧＣＴＣＡＣＡＧＴ

ＧＧＡＴＴＧＣＴＧＡＴＡＡＧＡＧＧＴＴＧＧＴＧ
１１６ 文献［２１］

１．２．２　样品处理　取５ｇ各种真空包装和盐泽熏烤肉等试

验材料，置于经过１６０℃，２ｈ高温处理的研钵中，充分研磨

后各称取５０ｍｇ于２ｍＬ离心管中用３种方法提取ＤＮＡ。

１．２．３　改良ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ　称取５０ｍｇ经预处理样

品于２ｍＬ离心管中磨碎，加入６００μＬＣＴＡＢ裂解液［１％

ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵）；０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ—ＨＣｌ

（ｐＨ８．０）；０．７ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；０．０１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）］，

充分振荡混匀；加入６００μＬ（酚、氯仿、异戊醇）体积比为

（２５$２４$１）的混合液，充分震荡３０ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

３ｍｉｎ；取上清液，加０．８倍体积的异丙醇，轻轻摇动３０ｓ，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ；取沉淀，加入５００μＬ７０％乙醇清洗

１次，常温干燥１０～２０ｍｉｎ；加入１００μＬ０．５×ＴＥ（ｐＨ８．０）

溶液溶解，－２０℃保存备用。

１．２．４　试剂盒法　操作按照Ｅｚｕｐ柱式动物基因组ＤＮＡ抽

提试剂盒，编号ＳＫ８２５２说明书提取ＤＮＡ。

１．２．５　异硫氰酸胍法提取动物产品基因组 ＤＮＡ　称取

５０ｍｇ经预处理的样品于２ｍＬ 离心管中充分磨碎，加

２００μＬＴＥ溶液（ｐＨ８．０），混匀；加４００μＬ裂解液［５ｍｏｌ／Ｌ

异硫氰酸胍，０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ—ＨＣｌ（ｐＨ６．４），０．０２ｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０），１．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００］，涡旋混匀；加６００μＬ

酚
$

氯 仿
$

异 戊 醇 （２５ $ ２４ $ １），剧 烈 振 荡 １５ｓ，

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，加等体积氯仿$

异戊醇

（２４$１），剧烈振荡１５ｓ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，

加等体积氯仿，剧烈振荡１５ｓ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取

上清，加０．６倍体积的异丙醇，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取

沉淀，７０％乙醇清洗１次，干燥，加１００μＬＴＥ溶液溶解，

０８
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－２０℃保存备用。

１．２．６　Ｃｙｔｂ片段的ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系为：２×Ｔａｑ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＶａｚｙｍｅＴＭ）混 合 液 ２５μＬ，上、下 游 引 物

（１０μｍｏｌ）为２μＬ，模板ＤＮＡ为０．８～１．０μｇ，ｄｄＨ２Ｏ将体

积调整为５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃

变性４５ｓ，５３℃退火６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３５个循环；７２℃延

伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用２％ 琼脂糖凝胶电泳检测，在凝胶成

像系统中观察并记录。

１．２．７　牛肉样品中鸭和猪源性成分的多重ＰＣＲ检测　采

用新设计的鸭、猪、牛引物及最佳多重引物混合配比分别对

猪、牛和鸭基因组ＤＮＡ进行扩增，引物最适配比为牛$

猪
$

鸭＝１$１$１（１代表２５ｐｍｏｌ／μＬ）。ＰＣＲ反应条件：９４℃

预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５７℃退火４５ｓ，７２℃延伸

６０ｓ，４０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用３％琼脂糖凝

胶电泳检测，在凝胶成像系统中观察并记录。

１．２．８　样品中动物源性检测　对送检的１０种牛肉样品进

行市场检测，确定销售的牛肉产品有无掺假。

１．２．９　ＰＣＲ产物序列测定　将琼脂糖凝胶电泳检测阳性的

ＰＣＲ产物送生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

２　结果与讨论

２．１　琼脂糖凝胶电泳检测改良ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ的结果

　　用改良 ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ 经分光光度计测定，

犗犇２６０ｎｍ／犗犇２８０ｎｍ值在１．７～１．９，达到ＰＣＲ反应的要求，将

提取的基因组 ＤＮＡ 用万能引物 ｍｃｂ３９８和 ｍｃｂ８６９进行

ＰＣＲ扩增，其扩增片段电泳检测结果见图１。由图１可知，

利用改良ＣＴＡＢ法能较快地从各种加工动物源制品中提取

出高质量和浓度的基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增。

　　对于单一性质的材料，使用试剂盒提取，其方法方便简

单，且提取的基因组ＤＮＡ纯度和浓度较高
［２２］。但人们常吃

的食品成分比较复杂，包含植物油、动物脂肪、植物成分、各

种添加剂和调味料等，尤其是大多数熟制食品经过高温高

压、添加了高盐、各种佐料和防腐剂，有些加入了大量的淀粉

和粘稠剂等［２３］，其中的动物源成分经过复杂条件变化后，改

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００　１．熏煮香肠（猪肉）　２．腐皮肉卷火腿

肠（猪肉）　３．午餐肉（猪肉）　４．腊大肉　５．生鲜猪肉　６．五香鸡

大腿肉（包装品）　７．白牦牛肉干　８．纯腿粒（鸡肉）包装品　９．空

白对照（水为模板）

图１　改良ＣＴＡＢ法提取基因组ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩｍｐｒｏｖｅｄＣＴＡＢｍｅｔｈｏｄｔｏｅｘｔｒａｃｔＤＮＡａｎｄ

ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ

变了原有的质地，相应细胞中基因组ＤＮＡ也被降解，这些物

质一方面会影响ＤＮＡ的有效提取
［２４］，另一方面可能会抑制

ＰＣＲ扩增，如胶原、各种金属元素、糖原等都是 ＰＣＲ抑制

剂［２５，２６］。所以在动物源性鉴定之前，必须从样品中提取到高

质量和浓度的基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ检测才能顺利扩增，否则就

会影响 ＰＣＲ 扩增，产生错误的判定。本试验对传统的

ＣＴＡＢ法进行了优化，提取过程中不需加入蛋白酶 Ｋ，直接

加入裂解液裂解５～１０ｍｉｎ，即可进入下一步的提取，简化了

提取的步骤，３０ｍｉｎ可以完成ＤＮＡ的提取。为了证实提取

方法的有效性，通过万能引物 ｍｃｂ３９８和 ｍｃｂ８６９进行ＰＣＲ

扩增，凝胶电泳显示，改良ＣＴＡＢ法能快速地提取到ＰＣＲ扩

增需要的ＤＮＡ浓度和纯度。

２．２　琼脂糖凝胶电泳检测试剂盒提取ＤＮＡ的结果

　　用万能引物 ｍｃｂ３９８和 ｍｃｂ８６９对Ｅｚｕｐ柱式动物基因

组ＤＮＡ抽提试剂盒提取的基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，其

扩增片段电泳检测结果见图２，样品腊大肉和白牦牛肉干

ＰＣＲ扩增出了目的片段，其他样品ＰＣＲ没有扩增出目的片

段，说明使用试剂盒提取基因组ＤＮＡ有一定的局限性。笔

者通过调查发现市场上销售的大多数动物组织基因组ＤＮＡ

提取试剂盒是根据柱层析原理制造的，这些试剂盒对于单一

的动物组织提取比较快速方便［２７］，而复杂的动物源性食品

（如火腿肠等）掺杂大量的淀粉、油脂等物质，在柱层析过程

中阻碍了ＤＮＡ的吸附，因此无法提取到ＰＣＲ扩增要求的基

因组ＤＮＡ数量和质量。

２．３　ＰＣＲ扩增异硫氰酸胍法提取动物产品ＤＮＡ结果

　　用异硫氰酸胍法提取的 ＤＮＡ 经分光光度计测定，

犗犇２６０ｎｍ／犗犇２８０ｎｍ值在１．７～１．９，达到ＰＣＲ反应的要求，用万

能引物ｍｃｂ３９８和ｍｃｂ８６９进行ＰＣＲ扩增，其扩增片段电泳检

测结果见图３。由图３可知，样品熏煮香肠（猪肉）和腐皮肉卷

火腿肠（猪肉）ＰＣＲ没有扩增出目的片段，其他样品ＰＣＲ扩增

出目的片段，说明异硫氰酸胍法所提取的ＤＮＡ达到ＰＣＲ反

应的浓度，操作时间需要１ｈ完成，但提取的ＤＮＡ纯度不高，

在ＰＣＲ扩增中有影响作用，与文献［２３］报道相一致。

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００　１．熏煮香肠（猪肉）　２．腊大肉　３．午

餐肉（猪肉）　４．腐皮肉卷火腿肠（猪肉）　５．纯腿粒（鸡肉）包装品

　６．五香鸡大腿肉（包装品）　７．白牦牛肉干　８．空白对照（水为模

板）　９．生鲜猪肉

图２　试剂盒提取基因组ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｂｙｔｈｅＤＮｅａｓｙＴｉｓｓｕｅＫｉｔａｎｄ

ＰＣＲａｓｓａｙｓ
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Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００　１．午餐肉（猪肉）　２．生鲜猪肉　３．熏

煮香肠（猪肉）　４．腊大肉　５．五香鸡大腿肉（包装品）　６．白牦牛

肉干　７．腐皮肉卷火腿肠（猪肉）　８．空白对照（水为模板）　９．纯

腿粒（鸡肉）包装品

图３　异硫氰酸胍法提取基因组ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｂｙｔｈｅｇｕａｎｉｄｉｎｅｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ

ｍｅｔｈｏｄａｎｄＰＣＲａｓｓａｙｓ

２．４　多重ＰＣＲ检测结果

　　本试验根据Ｇｅｎｅｂａｎｋ报道
［２８］的鸭源性基因组，从鸭线

粒体１６Ｓ基因设计了 ＰＣＲ扩增鸭源性引物，通过与文献

［２０］和［２１］报道的猪和牛引物以最佳多重混合配比牛$

猪
$

鸭＝１$１$１（１代表２５ｐｍｏｌ／μＬ），采用梯度ＰＣＲ对

退火温度进行了优化，结果显示多重ＰＣＲ最佳退火温度为

５７℃。分别扩增出鸭、猪和牛片段３２２，２１２，１１６ｂｐ（见

图４），片段大小差异较大，凝胶电泳时很容易区分，均无非

特异扩增，结果较理想与文献［２５］报道相一致，说明新设计

的鸭源性引物特异性较好。

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１０００　１．牛源性　２．鸭源性　３．猪源性　

４．多重ＰＣＲ扩增的（牛、鸭、猪）混合基因片段

图４　三重ＰＣＲ扩增凝胶电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｒｉｐｌｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．５　ＤＮＡ测序结果

　　多重ＰＣＲ与单一ＰＣＲ相比，要省时、节约试剂
［２９－３１］。

但是应用多重ＰＣＲ时，可能由于多对引物存在竞争，常常出

现假阳性。为了判定ＰＣＲ扩增结果的准确性，对多重ＰＣＲ

扩增的阳性产物进行测序，测序结果通过序列比对同源性在

９８％以上。

２．６　多重ＰＣＲ检测应用结果

　　分别对１０种牛肉卷、精品牛肉和极品牛肉进行了多重

ＰＣＲ检测，结果发现在标记３种牛肉卷和２种精品牛肉样品

中均有掺假鸭源性成分，并且在牛肉卷中最多，结果见表２。

表２　三重ＰＣＲ检测样品结果


Ｔａｂｌｅ２　ＴｒｉｐｌｅＰＣＲｔｅｓｔｏｆｓａｍｐｌｅｒｅｓｕｌｔｓ

样品名称 编号 牛源性 鸭源性 猪源性

牛肉卷

Ａ１ ＋ ＋ －

Ａ２ ＋ ＋ －

Ａ３ ＋ ＋ －

精品牛肉

Ｂ１ ＋ － －

Ｂ２ ＋ ＋ －

Ｂ３ ＋ ＋ －

Ｂ４ ＋ － －

极品牛肉

Ｃ１ ＋ － －

Ｃ２ ＋ － －

Ｃ３ ＋ － －

　　　＋表示含有动物源性成分，－表示不含有动物源性成分。

３　结论
　　本研究对ＣＴＡＢ法提取加工食品中动物源ＤＮＡ过程

进行了优化，优化后能快速从加工肉制品中提取到ＰＣＲ扩

增的ＤＮＡ浓度和纯度。采用改良的ＣＴＡＢ法，大大缩短了

组织裂解时间，提高了提取效率，并且消除了部分影响因子

的干扰。通过与异硫氰酸胍法和试剂盒３种提取ＤＮＡ的方

法比较，改良的ＣＴＡＢ方法获得基因组ＤＮＡ的效果优于其

他两种方法，适合于加工肉产品基因组ＤＮＡ的提取，但如果

样品较为复杂、取样量较多、裂解和抽提时间太短，提取的基

因组ＤＮＡ中含有大量蛋白质，会影响ＰＣＲ的扩增。其次，

本研究建立了三重ＰＣＲ方法，能快速、简便、准确鉴别牛肉

产品中掺假猪、鸭源性成分，为今后研究出鉴定动物源性种

类更多、特异性较好的多重ＰＣＲ方法提供理论依据。
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