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基于多重荧光
=BQ

检测的肉及其制品中

鸭
O+P

成分的鉴别方法
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摘要!针对现有肉制品中鸭
O+P

成分检测方法不能检测番

鸭
O+P

成分的问题#通过下载番鸭%家鸭及其相近物种的

%#17O+P

序列#使用
B/a1WP/_#

进行序列比对#筛选特

异性序列#设计了一对通用引物及两条番鸭%家鸭特异性探

针#构建了可同时检测番鸭%家鸭
O+P

成分的实时荧光

=BQ

方法$结果表明'最终构建的检测方法可在掺伪量为

$*%N

的情况下#检测出样品中的家鸭或番鸭
O+P

成分$该

方法相比普通
=BQ

或单重荧光
=BQ

检测方法节省了劳动

力#提高了检测效率#补充了现有检测方法的不足#为更有效

地识别掺伪肉类提供技术支持$

关键词!番鸭&家鸭&肉制品&实时荧光
=BQ

&
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自
#$%!

年爆发#马肉风波$以及#假羊肉事件$以来!肉

类食品掺伪问题显然已成为全球性的食品安全问题0

%

1

&鸭

肉由于其廉价且颜色等性质与红肉接近!因此使用鸭肉掺假

更加具有隐蔽性!多被发现用于相对价格较高的羊肉中进行

掺伪0

#

1

&肉类掺假不仅涉及经济利益!若使用未经检验检疫

的病死肉掺伪!还可能严重威胁消费者的身体健康&

据调查0

!Y"

1

!中国饲养的肉鸭品种主要有两种!一个是

起源于鸭科 *

#,0;/,09

+鸭属 *

#,0G

+中绿头野鸭 *

#,0G
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?
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+和斑嘴鸭*

#:
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+!即家鸭,另一

个是起源于鸭科*

#,0;/,09

+栖鸭属*

A0/=/,0

+中疣鼻栖鸭

*

A0/=/,0C(GE50;0

+的番鸭&番鸭原产于南美洲和中美洲热

带地区!

%&

世纪番鸭由东南亚引入中国!已成为中国的主要

饲养品种之一&现有文献0

!Y"

1对番鸭的研究多集中在饲

养上&

食品中肉类成分的鉴别技术不断发展!已逐步形成了基

于蛋白质和基于
O+P

的两种检测方法&其中!由于肉类食

品中蛋白质的稳定性差'含量变化范围广!干扰因素多等原

因!均导致了该类方法灵敏度较低'假阳性率较高的现象0

D

1

&

虽然可基于热稳定蛋白0

&Y>

1

!免疫小鼠!筛选单克隆抗体!建

立
K/R1P

检测方法!但由于肉类耐热蛋白物种间序列差异

太小!导致特征单克隆抗体的筛选极困难0

I

1

&在食品加工过

程中!

O+P

的耐热稳定性'耐酸碱稳定性均高于蛋白质&因

此目前在肉类食品属性鉴别方面!基于
O+P

的检测方法为

主要检测方法&中国已颁布关于鸭的
=BQ

检测方法有
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/

W!&!%*"

(
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"食品及饲料中常见禽类品种的鉴定方

法
!

第
"

部分)鸭成分检测
=BQ

法%'

1+

/

W#&#&

(

#$%$

"饲

料中禽源性成分检测方法
!

实时荧光
=BQ

方法%&同时!也

"I



有一些已发表文献0

#

!

D

!
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1中公布了鸭
O+P

成分检测方

法!但是这些方法均不可以检测番鸭
O+P

成分!考虑到番鸭

已是中国养鸭业中极为重要的品种0

A

1

!而使用现有标准方法

检测容易导致漏检&本试验拟通过在国际公认
+BGREF95

6-9̂

数据库下载获取的核酸序列!通过
B/a1WP/

序列比

对软件比对获取特异性序列!并在该序列基础上设计了一套

一次反应即可同时测试家鸭和番鸭
O+P

的特异性引物探

针!并对所构建的检测方法检测限'特异性测试!所构建的方

法能够达到有效防止漏检问题的目的!更好地为食品安全执

法提供技术支撑&
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!

材料与方法
%*%

!

材料与仪器
!

肉及肉制品)市售,

实时荧光
=BQ

反应预混液0

=7F<8:K:W-

X

*

#b

+1)分子

生物学级!宝生物工程*大连+有限公司,

引物'探针)

@=/B

级!上海生工生物工程有限公司,

核酸提取试剂盒0

O+F-;

.

<F780(9]((MH84

*

DI"%A

+1)

分子生物学级!凯杰生物技术*上海+有限公司,

实时荧光
=BQ

仪)
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型!美国
PGR)8VF4F0S9()(

2

8F;
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试验方法
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提取
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+说明书操作&
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引物探针设计
!

从
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数据库下载家鸭
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+'鹌 鹑

*
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+'北美火鸡*

K]%"!&%I

+的线粒体
%#17O+P

全基

因序列!使用
B/a1WP/_#

进行序列比对&

%*#*!
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实时荧光
=BQ

反应体系及程序
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模板
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+反应程序)
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+结果判断)

B4

值
(

!"

时!可判定检测结果为阳性,

B4

值
'

!"

时!可判定检测结果为阴性&

%*#*A

!

特异性试验
!

提取各种肉类*家牛'水牛'猪'绵羊'山

羊'马'兔'鼠'鸡'家鸭'番鸭'鹅'鹌鹑'鸽子'火鸡+

O+P

作

为扩增模板!使用
O+P

条形码检测方法*

GZ/O1

.

;4F<

+对

肉类鉴定!以确保样品的真实性&使用番鸭'家鸭引物探针

验证方法的特异性&

%*#*"

!

灵敏度试验
!

取下瘦肉部分!使用粉碎机粉碎!然后

互相掺比混合成
$*%N

"

"$*$N

的人工掺假肉!使用番鸭'家

鸭引物探针检测其灵敏度&

%*#*D

!

样品检测
!

对
%A!

批次牛羊肉制品及
ID

份牛羊肉切

片进行检测&

#

!

结果与分析

#*%

!

引物探针的设计

引物设计时!共分析了家鸭'番鸭'斑嘴鸭'家鹅'鸿雁'

鸡'家鸽'北美火鸡'鹌鹑的线粒体
%#17O+P

全基因序列&

找到了一段
%#&6

?

的特征片段!在该序列上!通过设计鸭

O+P

检测通用引物!以及分别设计家鸭'番鸭探针!实现了

在同一管反应中检测家鸭'番鸭
O+P

成分!见图
%

&

图
%

!

序列比对图
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!!

已有的
O+P

检测方法中!肉类鉴别的靶基因主要集中

于两种
O+P

序列)线粒体
O+P

序列和染色体
O+P

序列&

其中!线粒体
O+P

在肉类细胞中拷贝数多!且为环状
O+P

!

在食品的加工过程中不易被破坏!以此寻找特异性序列开发

检测方法!其灵敏度高!且在深加工食品中也能够稳定检测!

是肉类食品属性鉴别的首选0

%

!

%$

1

&本研究选取了线粒体

O+P

中
%#17O+P

片段!找到了家鸭'番鸭的特征序列!

%#17O+P

为目前实时荧光
=BQ

常用的靶基因位点0

%#Y%!

1

!

+BGR

数据库中各物种
%#17O+P

基因序列较为齐全!这有

助于提高引物探针设计的特异性&

#*#

!

特异性试验结果

#*#*%

!

O+P

条形码检测结果
!

用于特异性实验验证的肉类

经
O+P

条形码技术鉴定!与相关物种序列匹配度达
IIN

!

可确认其真实属性!见表
%

&

基于
O+P

的实时荧光
=BQ

法目前在肉类食品检测中

为公认的核心检测方法!现有检测标准大多基于该方

法0

D

!

%AY%"

1

&而另外一种在物种属性鉴别领域发展迅速的方

法为
O+P

条形码技术!其使用一段公认的标准
O+P

片段!

对物种 进 行 鉴 定!通 常 采 用
D>$6

?

左 右 长 的
BZR

序

列0

%DY%&

1

!将测序获得的序列与生物信息学数据库比对!获得

匹配信息!得以鉴定物种属性&但是对于深加工的肉类食

品!常混合有多种物种的
O+P

!而检测用引物是通用引物!

现有测序方法无法完成混合样品的直接测序!对其进行鉴定

需挑选多个
=BQ

产物转化后单克隆菌落!过程繁琐且存在

极大的漏检可能性0

%D

1

&因此该技术在深加工肉类食品中使

用时的便捷性及准确性不及实时荧光
=BQ

法&本研究使用

该方法对特异性试验肉类样品属性进行鉴别!以保证方法验

证的准确性&

表
%

!

O+P

条形码检测结果
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2.
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条形码比对结果

%
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#
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>
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?
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.
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.
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%!
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%"
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2
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2

-))(

?
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#*#*#

!

特异性检测结果
!

提取各种肉类
O+P

作为扩增模

板!包括家牛'水牛'猪'绵羊'山羊'马'兔'鼠'鸡'家鸭'番

鸭'鹅等
O+P

!进行荧光
=BQ

反应!以验证方法的特异性!

见表
#

&验证结果表明该方法具有很高的特异性!番鸭和家

鸭引物探针可特异扩增鸭
O+P

成分&

表
#

!

特异性试验结果

W-6)F#

!
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F08V8084

.
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.

QF-)548<F
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.

;

O+P

B4

值

家鸭 番鸭
O+P

B4

值

家鸭 番鸭

家牛
&

!"

&
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鸡
&
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&
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水牛
&
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&

!"

家鸭
% %&

&

!"

猪
! &
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&

!"

家鸭
# %>

&
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绵羊
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番鸭
%

&

!" %&
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番鸭
#
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!" %>
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&
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鹌鹑
&

!"

&

!"

鼠
! &
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&

!"

鸽子
&

!"

&

!"

#*!

!

灵敏度试验结果

使用粉碎机粉碎!然后互相掺比混合成
$*%N

"

"$*$N

的人工掺假肉!检测其灵敏度&检测结果显示
$*%N

的番鸭

肉和家鸭肉可以被检出!见表
!

及图
#

&依据
1+

/

W#$"%

(

#$$>

"食品'化妆品和饲料中牛羊猪源性成分检测方法
!

实

时
=BQ

法%和
1+

/

W#&#&

(

#$%$

"饲料中禽源性成分检测方

法
!

实时荧光
=BQ

方法%等标准实时荧光
=BQ

检测方法对

动物属性
O+P

成分的检测限为
$*%N

&通过灵敏度试验测

试!本研究建立的多重
=BQ

方法可达到该检测限&

图
#

!

灵敏度试验结果图

]8

2

37F#

!

QF;3)4(V1F9;868)84

.

K:

?

F78<F94OF4F04FM6

.

QF-)548<F])3(7F;0F90F=BQP;;-

.

;

&I

第
!!
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"
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!

霖等)基于多重荧光
=BQ

检测的肉及其制品中鸭
O+P

成分的鉴别方法
!



表
!

!

鸭引物探针灵敏度试验结果列表

W-6)F!

!

QF;3)4(V1F9;868)84

.

K:

?

F78<F94OF4F04FM6

.

QF-)548<F])3(7F;0F90F=BQP;;-

.

;

所含肉比例
B4

值

平行
%

平行
#

N

#

"$N

家鸭/
"$N

番鸭
%D*&

/

%D*> %D*I

/

%D*&

A$N

家鸭/
A$N

番鸭
%&*#

/

%&*! %&*%

/

%&*A

!$N

家鸭/
!$N

番鸭
%&*A

/

%&*D %&*D

/

%&*"

#$N

家鸭/
#$N

番鸭
%>*!

/

%>*D %>*!

/

%>*> $*II%

/

$*I&#

%$N

家鸭/
%$N

番鸭
%I*"

/

%I*% %I*D

/

%I*!

"N

家鸭/
"N

番鸭
#$*A

/

#$*% #$*"

/

#$*A

$*%N

家鸭/
$*%N

番鸭
#D*"

/

#D*$ #D*!

/

#D*%

#*A

!

样品检测试验结果

对
%A!

批次牛羊肉制品及
ID

份牛羊肉切片进行检测!

在
I

批次中检测出家鸭或番鸭
O+P

成分!其中检出家鸭

O+P

成分!检测结果与
1+

/

W#&#&

(

#$%$

"饲料中禽源性成

分检测方法
!

实时荧光
=BQ

方法%中鸭
O+P

成分检测结

果一致!见表
A

&本试验证明了使用本研究建立的多重检测

体系可在实际检测中应用&

表
A

!

样品检测结果

W-6)FA

!

1-<

?

)F;OF4F04FMQF;3)4

序号
样品

名称

1+

/

W#&#&

(

#$%$

鸭
O+P

成分

自设计

家鸭
O+P

成分 番鸭
O+P

成分

%

羊肉卷
!

检出
!

检出
!

未检出

#

羊肉卷
!

检出
!

检出
!

未检出

!

羊肉卷
!

检出
!

检出
!

未检出

A

羊排卷
!

检出
!

检出
!

未检出

"

羊肉卷
!

检出
!

检出
!

未检出

D

羊肉卷
!

检出
!

检出
!

未检出

&

羊肉片
!

检出
!

检出
!

未检出

>

羊肉卷
!

检出
!

检出
!

未检出

I

羊肉切片 未检出 未检出 检出
!

!

!

结论
本研究根据特征序列!对家鸭'番鸭设计了一对通用引

物!减少了
=BQ

体系中引物对的数量!减少扩增体系的负

担!也减少了操作步骤,对家鸭和番鸭分别设计了一条特异

性探针!可特异性检测家鸭和番鸭
O+P

成分!通过探针预混

液形式加入扩增体系中并标记不同的荧光基团!使得同一反

应体系可同时检测家鸭和番鸭
O+P

成分!节省了劳动力!提

高了检测效率&最终构建的检测体系可检测低至
$*%N

的掺

伪量&该方法的建立!补充了标准检测方法的不足!为更有

效地识别掺伪肉类提供了技术支持&但由于荧光
=BQ

方法

定量需依赖标准曲线!且不同部位或者不同个体的线粒体数

量会有所差异等各方面因素!导致该方法不可用于准确定量

具体掺伪的含量!后续通过数字
=BQ

技术可能解决该方面

的问题&
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