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ＤＮＡ条形码技术在食用血制品掺杂成分

鉴别中的应用
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摘要：目的：建立一种可食用血制品中７种动物源成分

（包括猪、牛、羊、鸡、鸭、鹅、兔）掺杂鉴别的分析方法。方

法：血制品经ＤＮＡ提取纯化及ＰＣＲ扩增后，将克隆测序

结果提交至７种血制品的ＤＮＡ条形码本地数据库进行

序列比对。对血制品的预处理方式、ＤＮＡ提取方式以及

ＰＣＲ扩增条件进行选择和优化，并建立常见血制品掺杂

模型，研究模型的最低掺杂检出率。结果：７种可食用血

制品的ＤＮＡ扩增效率为１００％，各种掺杂模型中的最低

掺杂检出率为５％；利用该法对２５批次市售可食用血制

品进行掺杂鉴定，发现有２１批次存在掺有其他动物源成

分的情况。结论：该方法简单、可靠，可作为日常可食用

血制品质量监督的检测方法。

关键词：ＤＮＡ条形码；可食用血制品；ＣＯＩ；掺杂

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲：Ａ ＣＯＩｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ ＤＮＡ

ｂａｒｃｏｄｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ｓｅｖｅｎａｎｉｍａｌｄｅｒｉｖｅｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｐｉｇｓ，ｃｏｗｓ，ｓｈｅｅｐ，

ｃｈｉｃｋｅｎｓ，ｄｕｃｋｓ，ｇｅｅｓｅａｎｄｒａｂｂｉｔｓ）ｉｎｅｄｉｂｌｅｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓ．

犕犲狋犺狅犱狊：Ａｆｔｅｒｔｈｅｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙ

ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅｃｌｏｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｓｕｂｍｉｔｔｅｄｔｏｔｈｅＤＮＡｂａｒｃｏｄｅｌｏｃａｌｄａｔａｂａｓｅｏｆｔｈｅ

７ｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ．Ｔｈｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｍｅｔｈｏｄ， ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅａｌｓｏｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｏｐｔｉｍｉｚｅｄ，

ａｎｄｖａｒｉｏｕｓｃｏｍｍｏｎｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｓｗｅｒｅ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｌｏｗｅｓｔａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅ

ｍｏｄｅｌｓ．犚犲狊狌犾狋狊：ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｓｅｖｅｎｅｄｉｂｌｅｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗａｓ１００％，ａｎｄｔｈｅ

ｍｉｎｉｍｕｍ ａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｉｎ ｖａｒｉｏｕｓａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅｌｓｗａｓ５％；２５ｂａｔｃｈｅｓｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅｅｄｉｂｌｅ

ｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｍｅｔｈｏｄ，

ａｎｄ２１ｂａｔｃｈｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｔｏｂｅａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒａｎｉｍａｌ

ｄｅｒｉｖｅｄｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｒｅｌｉａｂｌｅ

ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｔｅｓｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄａｉｌｙｑｕａｌｉｔｙｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ

ｏｆｅｄｉｂｌｅｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊： ＤＮＡ ｍｉｎｉｂａｒｃｏｄｉｎｇ； ｅｄｉｂｌｅ ｂｌｏｏｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；

ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＩ；ａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ

可食用动物血制品，又叫血豆腐、血旺，是一种肉制品

加工生产副产品，是以动物血液为原料制作成的一种传统

食材，Ｑ弹爽口，富含蛋白质（含量为１７％～２２％）、矿物质

和维生素等营养成分，具有提高免疫力、预防贫血、解毒清

肠等功能，深受消费者喜爱［１－２］。常见制作血豆腐的原料

主要有鸭血、猪血、鸡血、鹅血、牛血、羊血、兔血７种畜禽类

血液。由于各种动物的血液供应量受其体型及屠宰量等

因素影响，如理想条件下猪的采血量为２．５ｋｇ／头左右，牛

的为１５ｋｇ／头左右，家禽的为０．１ｋｇ／头左右。由于各种血

豆腐的性状等相差不大，而且现代食品加工工艺可以通过

添加各种香精香料等添加剂来改变各种食品的性状、感官

气味等，普通消费者难以通过外观、色泽、气味来区分各种

血豆腐，部分不法商家为谋求利润，通过添加其他动物源

血液来冒充某种或某些血豆腐［３－６］。

目前动物源食品掺杂鉴别技术主要分为两类：基于
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蛋白质的掺杂鉴别技术和基于 ＤＮＡ的掺杂鉴别技术。

由于在深加工过程中，蛋白质容易变性，基于蛋白质的掺

杂鉴别技术应用有所限制；而相对于蛋白质，ＤＮＡ在高

温、高压、高盐、高糖等条件下，仍能保持相对稳定［７－９］。

近年来有很多研究［１０－１２］采用ＤＮＡ条形码技术来对物种

进行鉴别，包括动物源食品的掺杂鉴别。该技术的基础

是需要易扩增的、相对较短的、有足够变异的ＤＮＡ片段，

而线粒体细胞色素Ｃ氧化酶亚基Ι（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅ

ｓｕｂｕｎｉｔＩ，ＣＯＩ）的基因片段完全符合要求，足够变异的

犆犗犐基因片段保证了各物种间的特异性，可以实现对各

种动物源成分的快速、准确鉴别。很多研究［１３－１５］采用全

片段的犆犗犐基因（大约６５０ｂｐ）的ＤＮＡ条形码技术（ｆｕｌｌ

ｌｅｎｇｔｈＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ）对物种进行鉴别，同时也有将此

技术应用于食品掺杂鉴别检测中的。目前关于可食用血

制品掺杂的方法研究不多，而且现有研究内容有很多局

限性，比如研究的对象单一，没有系统地进行研究［１６－１７］；

采用一般的传统分子生物学手段，利用特定引物进行扩

增，导致其掺杂结果判断具有局限性，不能进行系统、全

面的筛查［１８－２０］。研究拟针对常见的可食用血制品掺杂

情况，以全片段的犆犗犐基因的ＤＮＡ条形码技术为基础，

通过选择和优化预处理方法、ＤＮＡ提取方式、ＰＣＲ扩增

条件等，建立７种血制品的ＤＮＡ条形码本地数据库，并

将克隆测序结果提交至本地数据库进行比对分析，以期

建立一套可食用血制品中７种动物源成分掺杂鉴别的简

单、可靠、系统的方法。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

猪、牛、羊、鸡、鸭、鹅、兔７种新鲜血液：采自屠宰场；

２５批次可食用血制品：市售；

ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ提取试剂盒、ＱＩＡｘｃｅｌＲ

ＤＮＡＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＫｉｔ（１２００）、ＱＸＡｌｉｇｎｍｅｎｔＭａｒｋｅｒ

１５／６００ｂｐ、ＱＸＤＮＡＳｉｚｅＭａｒｋｅｒ１５～１５００ｂｐ：德国凯杰

公司；

即用ＰＣＲ扩增试剂、ＰＣＲ产物及ＤＮＡ片段回收试

剂盒：生工生物工程（上海）股份有限公司；

Ｔ４连接试剂盒、ｐＧＥＭＴ载体、ＤＨ５α感受态细胞：

天根生化科技有限公司。

１．２　仪器与设备

梯度ＰＣＲ仪：Ｖｅｒｉｔｉ９６Ｗｅｌｌ型，美国应用生物系统

公司；

全自动毛细管电泳仪：ＱＩＡｘｃｅｌＡｄｖａｎｃｅｄ型，德国凯

杰公司；

真空冷冻干燥器：ＥＹＥＬＡＦＤＵ１１００型，日本东京理

化公司；

微量核酸蛋白测定仪：ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００型，美国赛默

飞公司；

高速离心机：３１８Ｋ型，德国Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　试验方法

１．３．１　可食用血制品制备　新鲜血液无需特殊处理，直

接取样提取ＤＮＡ；７种动物血在实验室经过凝血、高温真

空脱气、挤压脱水等加工后，制作成研究所需的单一来源

的可食用血制品。

１．３．２　样品预处理　可食用血制品需进行以下处理：样

品经料理机粉碎后置于烧杯中，加入５００ｍＬ生理盐水，

超声（频率２０～４０ｋＨｚ；功率５００～１０００Ｗ）处理３０ｍｉｎ，

经滤纸过滤后，将剩余的残渣重复上述超声处理２遍，置

于－４０ ℃冰箱预冷冻３～５ｈ，再置于真空度＜１×

１０－４Ｐａ、温度＜－５０℃的真空冷冻干燥箱内干燥处理

４８ｈ，经料理机粉碎处理后，置于干燥器中常温保存。

１．３．３　ＤＮＡ提取　取预处理后的样品粉末０．２ｇ于５ｍＬ

离心管中，加入２ｍＬＡＴＬ缓冲溶液和０．２ｍＬ 蛋白酶

Ｋ，混合后于５６℃条件下裂解直至样品完全裂解澄清

（２～３ｈ）。取上述液体０．２５ｍＬ上ＤＮＡ净化柱，经ＡＷ１

和ＡＷ２缓冲液洗柱膜后，用预热至３７℃的 ＡＥ缓冲液

洗脱ＤＮＡ，提取后的ＤＮＡ模板置－２０℃保存。同时做

试剂空白。

１．３．４　犆犗犐 基因的扩增及扩增片段确认　参照文献

［１５］，选择一对适合扩增７种可食用血制品的通用引物

ＣＯＩＡ（详细序列见表２），扩增出猪、牛、羊、鸡、鸭、鹅、兔

７种物种的犆犗犐的全片段基因，引物合成由杭州擎科生

物技术有限公司完成，为便于后续测序在引物末端连

接 Ｍ１３。

采用２５μＬ的ＰＣＲ扩增体系，每个体系由以下试剂

组成：各种血制品提取净化后的 ＤＮＡ模板２μＬ，即用

ＰＣＲ扩增试剂１２．５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ的正向和反向引物各

０．５μＬ，最后用重蒸水补齐。全片段ＤＮＡ条形码片段扩

增程序见表１。将扩增片段贮藏于－２０℃，备用。

　　采用ＱＩＡｘｃｅｌ毛细管凝胶电泳分析系统对ＰＣＲ扩增

产物进行确认分析，对可食用血制品的全片段犆犗犐基因

的扩增片段进行初步确认。将校准并平衡好的凝胶卡夹

表１　全片段ＤＮＡ条形码片段扩增程序

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｆｏｒｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ

ＤＮＡｂａｒｃｏｄｅ

程序 温度／℃ 步骤 时间／ｍｉｎ 循环数

程序１ ９５ 预变性 ２．０ １

程序２ ９５ 变性 １．０ ５

４６ 退火 １．０

７２ 延伸 ０．５

程序３ ９５ 变性 １．０ ３５

５３ 退火 １．０

７２ 延伸 ０．５

程序４ ７２ 延伸 １０．０ １
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置于仪器内，样品分析盘内分别放入已加入１０μＬＤＮＡ

ｓｉｚｅｍａｒｋｅｒ 以 及 扩 增 产 物 的 小 管，经 ＤＮＡ Ｈｉｇｈ

ＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＫｉｔ（１２００）凝胶电泳分离后进行确认分析，时

间为５ｍｉｎ。确认后的扩增产物进行测序（杭州擎科生物

技术有限公司），测序结果切除两端引物序列后，获得最

终的目标片段序列。

１．３．５　ＰＣＲ产物克隆测序　由于掺杂鉴别试验的目标片

段可能会是两种以上物种的混合物，所以采用克隆测序

对可食用血制品中７种动物源血成分进行鉴别。克隆测

序操作见图１，将提取的ＤＮＡ送杭州擎科生物技术有限

公司进行测序。

图１　克隆测序操作流程图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｌｏｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｆｌｏｗｃｈａｒｔ

１．３．６　测序结果分析　全片段犆犗犐基因序列的测序结果

经切除引物和质粒序列后，同时提交至７种可食用血制品

的ＤＮＡ条形码本地数据库ＢＬＯＯＤ和ＮＣＢＩ数据库，经序

列相似性比对，并根据得到的评分进行真伪鉴别。

２　结果与分析
２．１　样品预处理方式选择

可食用血制品一般需要经过凝固、胶化等工艺处理，

并加入食盐、柠檬酸钠、食用胶（比如瓜尔胶）、氯化钙等

配料。这些工艺处理会使得血制品呈现凝固胶状等特

性，在进行ＤＮＡ提取前，如果可食用血制品不进行预处

理或者处理方式选择不当，极易引起样品混合不均一，造

成被掺杂成分的漏检和误检。分别采用料理机粉碎法、

液氮研磨法和真空冷冻干燥法对２０份掺有１０％比例猪

源性成分的鸭血样品进行均匀性考察，然后依１．３试验方

法进行检测，结果见图２。

　　３种样品预处理方式中，经料理机直接粉碎处理的样

品，掺杂的猪血检出率仅有２０％，可能是因血制品含有较

高的胶质等添加物，用普通的料理机直接粉碎处理，混匀

效果非常差；液氮研磨法处理后的样品，掺杂的猪血检出

率不到５０％，是由于可食用血制品中含有较高的水分，样

品在液氮研磨过程中非常容易结块，混匀效果一般；而经

过真空冷冻干燥处理后的样品，掺杂的猪血检出率达到

１００％，样品中的水分经升华后完全干燥，经料理机粉碎

成粉末状样品后，样品均一性较高。所以最终采用真空

冷冻干燥法对可食用血制品进行粉碎预处理。

２．２　ＤＮＡ提取方式优化

研究以采用微量核酸蛋白分析仪对７种纯可食用血

制品检测所得的 ＤＮＡ 质量浓度和纯度（即 ＤＮＡ 在

２６０ｎｍ 处的吸光值与在２８０ｎｍ处的吸光值的比值，以

犃２６０ｎｍ／犃２８０ｎｍ表示）为指标，对快速提取法和柱膜法两种

ＤＮＡ提取方式进行可靠性考察。并非测得的ＤＮＡ浓度

越高越好，一般情况下，如果能保证一定浓度（在５０～

１００ｎｇ的量）的ＤＮＡ且犃２６０ｎｍ／犃２８０ｎｍ值在１．８～２．０范

围内，则可认为该ＤＮＡ提取方法可靠，所得的ＤＮＡ质量

较好。由图３可知，虽然７种可食用血制品通过快速提

图２　预处理方式对掺杂成分检出率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｕｃｋｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄ

ｗｉｔｈｐｏｒｋ ｂｌｏｏｄ ｍｏｄｅｌ （１０％）ｂｙ ｔｈｒｅｅ

ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

图３　提取方法对ＤＮＡ提取效果的影响
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取法得到的 ＤＮＡ质量浓度比柱膜法的高，但是其所得

ＤＮＡ的纯度较柱膜法低且 犃２６０ｎｍ／犃２８０ｎｍ值在１．１９～

１．４０。快速提取法虽然相对柱膜法较简单快速，但是其缺

少净化步骤，导致提取物中的杂质较多，ＤＮＡ纯度较低。

由于ＤＮＡ纯度高低对后续ＰＣＲ扩增影响较大，因此选

择柱膜法对血制品中的ＤＮＡ进行提取。

　　由于掺杂鉴别试验的特殊性，样品需要有一定的代

表性和均一性，如取样量不合适会导致漏检或误检，所以

合适的取样量是决定检测方法可靠性的关键因素之一。

针对血液和组织等生物样本，ＤＮｅａｓｙ提取试剂盒建议取

样量为１０～２５ｍｇ，试验依此对掺混样品的取样量进行考

察，采用掺有１０％猪源性成分的鸭血样品，经冷冻干燥处

理后，分别取其粉末２５，５０，１００ｍｇ，各取２０份，以掺杂成

分（猪源性成分）检出率为评价指标，对取样量的代表性

和可靠性进行考察，结果见图４。随着取样量的增加，掺

杂模型中的猪源性成分的检出率越来越高，当取样量为

１００ｍｇ时，其检出率为１００％，说明取样量具有足够的代

表性和均一性，而ＤＮｅａｓｙ血液与组织提取试剂盒建议的

取样量不适合该方法。因此，取样量选择１００ｍｇ。

２．３　ＤＮＡ条形码序列片段扩增条件优化

影响ＤＮＡ目标片段的扩增效率的因素主要包括引

物、ＤＮＡ模板浓度以及ＰＣＲ扩增程序中的退火温度，其

图４　取样量对掺杂成分检出率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｕｃｋｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄ

ｗｉｔｈｐｏｒｋ ｂｌｏｏｄ ｍｏｄｅｌ （１０％）ｂｙ ｔｈｒｅｅ

ｓａｍｐｌｅｗｅｉｇｈｔｓ

中最关键的是引物的选择。试验选择ＣＯⅠＡ和ＣＯⅠ

Ｂ两对通用引物（具体引物序列见表２），并采用 ＱＩＡｘｃｅｌ

毛细管凝胶电泳分析系统对其扩增效率进行评估分析。

结果（图５）发现，引物ＣＯⅠＢ虽然能非常有效地扩增出

７种可食用血制品的基因片段，但对鹅血的扩增效率基本

为０，其相对应的条带为空白；而引物ＣＯＩＡ能全部高效

地扩增出大小为６５８ｂｐ左右的目标片段。

表２　基因引物序列

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｇｅｎｅｓ

名称 上游引物（ＦＰｒｉｍｅｒ５’３’） 下游引物（ＲＰｒｉｍｅｒ５’３’）

ＣＯＩＡ ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＴＣＴＣ

ＡＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＲＧＡＹＡＴＹＧＧ

ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＴＡＧＡＣ

ＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＣＲＡＡＲＡＡＹＣＡ

ＣＯＩＢ ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＴＣＴＣ

ＡＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＡＧＡＣＡＴＴＧＧ

ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＴＡＧＡＣ

ＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＣＡＡＡＧＡＡＴＣＡ

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ（１５～１５００ｂｐ）　１．ＰＣＲ产物（猪）　２．ＰＣＲ产物

（牛）　３．ＰＣＲ产物（羊）　４．ＰＣＲ产物（鸭）　５．ＰＣＲ产物（鸡）

　６．ＰＣＲ产物（鹅）　７．ＰＣＲ产物（兔）

图５　７种可食用血制品（未掺杂）ＤＮＡ条形码的

ＰＣＲ扩增电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｉｍａｇｅｓｏｆＤＮＡｍｉｎｉｂａｒｃｏｄｉｎｇ

ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｆｒｏｍ ７

ｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　由于毛细管凝胶电泳上的毛细管输出端配置了光检

测器，其扩增产物的扩增效率以荧光值（ＲＦＵ）的形式被

检测器记录，所以可以利用毛细管凝胶电泳分析系统记

录的各个产物条带的荧光值，对扩增效率进行量化考察。

ＤＮＡ模板浓度过高或者过低，退火温度过高或者过

低，均会影响ＤＮＡ目标片段的扩增效率。ＤＮＡ模板用

量及退火温度对７种可食用血制品的犆犗犐基因片段扩增

效果的影响见图６。由图６可知，当 ＤＮＡ模板用量为

２μＬ、退火温度为５３℃时，７种可食用血制品ＤＮＡ目标

片段的扩增效果较好，条带的荧光值（ＲＦＵ）最高，能保证

方法的可靠性和灵敏度。７种可食用血制品的测序结果

见表３。

２．４　可食用血制品掺杂模式考察

研究主要设定两种来源的动物血的掺杂模式，考察

了７种可食用血制品的掺混情况，共４２个可食用血制品

掺杂模型，同时考察掺杂模型的检测灵敏度（即掺入的动

物源血的最低比例），用建立的分析方法分析，结果发现，
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表示差异显著（犘＜０．０５）

图６　ＤＮＡ模板用量与退火温度对ＰＣＲ扩增效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅａｍｏｕｎｔａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎｔｈｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ７ｅｄｉｂｌｅｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓ

表３　７种可食用血制品（未掺杂）ＤＮＡ条形码检测结果

Ｔａｂｌｅ３　ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒ７ｂｌｏｏｄｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｆｏｕｎｄｔｏｃｏｎｔａｉｎｏｎｅｓｐｅｃｉｅｓ

序号 纯血类别 基因相似度／％ 物种匹配结果

１ 猪血 ９９ 犛狌狊狊犮狉狅犳犪（野猪）

２ 牛血 ９９ 犅狅狊狆狉犻犿犻犵犲狀犻狌狊（原始牛）

３ 羊血 ９９ 犆犪狆狉犪犺犻狉犮狌狊（山羊）

４ 鸭血 ９８ 犃狀犪狊狆犾犪狋狔狉犺狔狀犮犺狅狊（绿头鸭）

５ 鸡血 ９９ 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊（普通家鸡）

６ 鹅血 ９８ 犃狀狊犲狉（鹅属）

７ 兔血 ９９ 犗狉狔犮狋狅犾犪犵狌狊犮狌狀犻犮狌犾狌狊（家兔）

４２个可食用血制品掺杂模型中，掺杂成分的检出比例最

低为５％，可以满足日常掺杂鉴别要求。

２．５　基于ＢＬＡＳＴ＋的７种血制品的ＤＮＡ条形码本地

数据库建立

　　ＢＬＡＳＴ是美国国家生物信息中心（ＮＣＢＩ）提供的局

部碱基比对工具，通过对目标序列与库中的已知序列进

行碱基比对，同时排除区分干扰序列，检索出与目标序列

相匹配的序列。常见的比对方式是采用在线ＢＬＡＳＴ，要

求用户与 ＮＣＢＩ服务器连接才能完成比对，其优点是

ＮＣＢＩ服务器上庞大的数据库，能够提供较多的序列可能

性，缺点是比对时间较长，比对结果可能会有偏差。

ＢＬＡＳＴ本地化工具（ＢＬＡＳＴ＋）及其数据库可以通过自

行构建的方法脱机运行，其通过将所需的目标物种的测

序结果建立一个标准的本地数据库，后续的测序结果即

可通过脱机检索建立的本地数据库进行比对，使得查找

更具有针对性，速度更快，结果更准确。

在计算机上按照ＮＣＢＩ提供的ＢＬＡＳＴ＋２．１２．０软件

工具包。在本地电脑上安装ＢＬＡＳＴ＋之后，会在目录中

形成两个文件夹（ｂｉｎ和ｄｏｃ），其中ｂｉｎ文件夹下为各种

比对程序，包括核酸序列比对需要的ｂｌａｓｔｎ．ｅｘｅ。首先将

７种动物源血成分的条形码片段核酸序列存为单一的

ＦＡＳＴＡ格式文件ｂｌｏｏｄ７，然后使用ＢＬＡＳＴ＋工具包的

ｍａｋｅｂｌａｓｔｄｂ命 令 （ｍａｋｅｂｌａｓｔｎｄｂｉｎ．＼ｂｌｏｏｄ７．ｆａｓｔａ

ｄｂｔｙｐｅｎｕｃｌｐａｒｓｅ＿ｓｅｑｉｄｓｏｕｔＢｌｏｏｄ），对上述序列文件进

行数据格式化和索引化，形成可供ＢＬＡＳＴ检索的本地数

据库Ｂｌｏｏｄ。

取掺杂模型、实际样品的测序结果。使用本地数据

库的ｂｌａｓｔｎ命令将待检索序列结果对数据库进行检索，

结果自动保存于ｒｅｓｕｌｔ．ｔｘｔ文件。在结果目录下打开

ｒｅｓｕｌｔ．ｔｘｔ文件，根据比对得分（Ｓｃｏｒｅ）情况进行结果分析。

２．６　实际样品检测

利用建立的ＤＮＡ条形码技术对市售２５批次的可食

用血制品（血豆腐）进行掺杂鉴别，其中包括１２批次的鸭

血豆腐、５批次的猪血豆腐、４批次的牛血豆腐、２批次的

羊血豆腐以及２批次的鹅血豆腐。结果（表４）发现，有

４批次的鸭血豆腐检出猪源性成分，１批次的牛血豆腐检

出猪源性成分，其他的血豆腐鉴定结果与其标签标示的

品种一致。１２批次的鸭血豆腐中有４批次的鸭血豆腐检

出猪源性成分，不合格率为３３％；５批次的牛血豆腐中检

出１批次的猪源性成分，不合格率为２０％；２５批次的血豆

腐中一共检出５批次的掺混产品，不合格率为２０％。依

据农业部标准 ＮＹ／Ｔ３３０９—２０１８，采用实时荧光定量

ＰＣＲ方法对上述结果进行可靠性验证，发现其结果与该

方法一致。

３　结论
通过对猪、牛、羊、鸡、鸭、鹅、兔７种血制品的预处理

方式、ＤＮＡ提取及扩增条件的选择与优化，在全片段

犆犗犐基因的ＤＮＡ条形码技术的基础上，建立了一套适合

７种常见可食用血制品掺杂鉴别的分析方法。真空冷冻

干燥处理后的样品粉末经ＤＮＡ提取纯化和扩增后，扩增

７４
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表４　实际样品检测结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

样品

名称

ＤＮＡ条形码

鉴定结果

基因相

似度／％

判断

结果

实时荧光定性

ＰＣＲ法结果

鸭血ａ 鸭血 ９９ 符合 鸭源性成分

鸭血ｂ 检出猪源性成分 ９８ 掺杂 猪源性成分

鸭血ｃ 检出猪源性成分 ９９ 掺杂 猪源性成分

鸭血ｄ 鸭血 ９９ 符合 鸭源性成分

鸭血ｅ 鸭血 ９９ 符合 鸭源性成分

鸭血ｆ 鸭血 ９８ 符合 鸭源性成分

鸭血ｇ 鸭血 ９８ 符合 鸭源性成分

鸭血ｈ 检出猪源性成分 ９８ 掺杂 猪源性成分

鸭血ｉ 鸭血 ９９ 符合 鸭源性成分

鸭血ｊ 鸭血 ９９ 符合 鸭源性成分

鸭血ｋ 检出猪源性成分 ９８ 掺杂 猪源性成分

鸭血ｌ 鸭血 ９９ 符合 鸭源性成分

猪血ａ 猪血 ９８ 符合 猪源性成分

猪血ｂ 猪血 ９９ 符合 猪源性成分

猪血ｃ 猪血 ９８ 符合 猪源性成分

猪血ｄ 猪血 ９９ 符合 猪源性成分

猪血ｅ 猪血 ９９ 符合 猪源性成分

牛血ａ 羊血 ９７ 符合 羊源性成分

牛血ｂ 羊血 ９８ 符合 羊源性成分

牛血ｃ 检出猪源性成分 ９８ 掺杂 猪源性成分

牛血ｄ 羊血 ９９ 符合 羊源性成分

羊血ａ 羊血 ９９ 符合 羊源性成分

羊血ｂ 羊血 ９８ 符合 羊源性成分

鹅血ａ 鹅血 ９９ 符合 鹅源性成分

鹅血ｂ 鹅血 ９８ 符合 鹅源性成分

产物经切胶纯化后进行克隆测序，将测序结果与建立的

７种血制品的ＤＮＡ条形码本地数据库Ｂｌｏｏｄ进行比对。

该方法基于特异性较强的 ＤＮＡ条形码技术，同时鉴定

猪、牛、羊、鸡、鸭、鹅、兔７种血制品的真伪，其鉴定结果

可靠、高效，可作为市售可食用血制品掺杂鉴别的一种

手段。
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