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ISSR分子标记鉴定陆川猪及其肉制品
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摘  要：采用ISSR分子标记对陆川猪及其肉制品进行鉴伪识别，利用ISSR技术，对纯种陆川猪、陆川猪杂交品种

（二元杂猪和三元杂猪）及广西本地的巴马香猪和环江香猪的DNA指纹图谱进行分析。结果表明：从34 条引物中

筛选出3 条带型清晰、重复性好的引物WM12、WM27、WM10，其中引物WM12可用于鉴别陆川猪、二元杂猪和三

元杂猪的生鲜样品及腊肉制品，引物WM27可用于鉴别陆川猪和巴马香猪的生鲜样品及腊肉制品，引物WM10用可

于鉴别陆川猪和环江香猪的生鲜样品及腊肉制品。ISSR技术可快速准确的鉴定陆川猪、陆川猪杂交品种、巴马香

猪、环江香猪及其肉制品。
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Abstract: In this study, species identification of Luchuan pig meat and meat products was carried out by DNA fingerprint 

profiling of meats from purebred Luchuan, hybrid Luchuan, Bama miniature and Huangjiang miniature pigs using ISSR 

(inter-simple sequence repeat) molecular markers. The results showed that 3 clear and repeatable primer pairs WM12, 

WM27 and WM10 were selected from 34 primers. WM12 was useful for discriminating fresh and cured meat from 

purebred Luchuan and hybrid Luchuan pigs, while Luchuan pigs could be distinguished from Bama miniature pigs by using 

WM27, and from Huangjiang miniature pigs by using WM10. In conclusion, the ISSR method enables rapid and accurate 

identification of fresh meat and meat products from purebred Luchuan, hybrid Luchuan, Bama miniature and Huangjiang 

miniature pigs.
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陆川猪是中国八大地方优良猪种之一，属于国家级

保护品种。因其原产于广西省东南部的陆川县而得名。

其畜产品可加工成香肠、无皮五花腊肉、白切猪脚、脆

皮乳猪、扣肉等肉制品，受到广大消费者的喜爱。但市

场上的陆川猪肉制品真伪难辨，目前针对陆川猪及其杂

交品种的肉质研究主要是通过测定猪胴体和肉质特征来

评价生鲜肉及其肉制品品质，如瘦肉率、嫩度、pH 值、

肉色等，但是由于饲养条件和猪个体存在差异，且测定

过程中对供试样品的采集时间和取样部位有要求，所以

测定结果不稳定不可靠。因此探索快捷、准确的分子标

记技术进行陆川猪纯种的鉴伪，对陆川猪的发展有重要

意义。

DNA分子标记（DNA molecular marker）是以生物

大分子的多态性为基础的一种遗传标记，它是DNA水平

遗传多样性的直接反映。DNA多态性在作物的遗传育种

和品种鉴定中已经得到了广泛的应用。畜牧业方面，黄

敏瑞[1]、孙俊丽[2]等利用DNA多态性分析了陆川猪与华

南其他品种猪的遗传进化关系；还有利用DNA分子鉴

定技术将牦牛与黄牛等加以区分的报道[3]。ISSR（inter-

simple sequence repeat）标记是在SSR基础上发展起来

的一类新型分子标记技术，以其较低的成本、简单的操

作、良好的稳定性、重复性、多态性丰富以及能较好地

反映物种的遗传结构和遗传多样性变化等特点，被视为

理想的遗传标记方法，已经广泛应用在品种鉴定、物种
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的分类以及居群生物学的研究中[4-5]。但是它在PCR扩增

阶段需要一定时间来摸索最适反应条件，且是显性遗传

标记，不能区分显性纯合基因型和杂合基因型。SSR和

ISSR技术在食品溯源中主要应用在粮食作物、水果品

种、蔬菜品种、动物产品的鉴别以及其他经济作物如橄

榄树[6]、条斑紫菜等的鉴别中。Nagaraju等[7]用荧光ISSR

和荧光SSR方法鉴定Basmati和非Basmati大米，在研究

中分别用这两种方法绘制了指纹图谱，并进行了聚类分

析，结果显示，这两种方法都显示了良好的分辨率、重

复性和灵敏度，两种方法的结合可以很好的将一些品种

区分开来。Montemurro等[8]采用SSR和扩增片断长度多态

性（amplified fragment length polymorphism，AFLP）法

鉴定112 个油橄榄品种，从27 条SSR引物中得到多态性

图谱引物对样品进行实验，并从AFLP引物序列中筛选出

3 对引物用于区分所有112 个样品。目前，用DNA分子

鉴定技术来鉴别肉制品源性的研究并不多，特别是用于

陆川猪及其产品的真伪鉴别的研究较少。鉴于目前的研

究现状以及对陆川猪品牌产品的保护，本课题提取陆川

猪及其杂交品种、巴马香猪和环江香猪及其肉制品的总

DNA，用ISSR法分析DNA多态性，探索可用于鉴伪识别

的陆川猪的检验方法，开发陆川猪及其肉制品的DNA分

子鉴定技术。这对规范陆川猪市场和深加工企业的经营

行为，引导深加工企业的健康发展以及维护“陆川猪”

品牌形象具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

实验所采用的生鲜猪肉品种如表1所示，腊肉制品主

要是采用表1中生鲜猪肉在实验室模拟加工而成。由于每

头生鲜样品均取自原产地及纯种养殖场，所以可以保证

样品的纯种性和真实性。

表 1 供试的生鲜猪肉编号、品种、数量及来源

Table 1 Details of the pig breeds tested in this study

样品编号 品种 数量/头 来源

1、2、3、5

陆川猪

4 广西陆川神龙王集团

4 1 市售（回回香陆川土猪饭店）

6 1 纯种猪养殖场

7、8、9、10 长陆二元杂 4 南宁新食记食品有限公司

11、12、13、14 大陆二元杂 4 南宁新食记食品有限公司

15 内三元杂 1 南宁新食记食品有限公司

16 外三元杂 1 南宁新食记食品有限公司

17、18 龙宝猪 1 贵港杨翔饲料有限公司

19、20、21、22 巴马香猪 4 广西巴马福禄寿食品有限责任公司

23、24、25、26 环江香猪 4 广西环江毛南族自治县黑香猪开发有限责任公司

27、28、29 环江腊香猪 3 广西环江县山珍食品加工厂

实验设计了34 个ISSR引物（表2），其中引物1～5

以及引物14～15，分别来自有关文献[9-11]中的7 个引

物，其他ISSR引物都是自行设计的带有2～8 个重复碱基

的序列，由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。

表 2 引物序列

Table 2 Primer sequences 

引物编号 引物序列

1 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTTG-3’ 
2 5’-CACACACACACAAC-3’ 
3 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTAC-3’
4 5’-CTCTCTCTCTCTCTCTGC-3’ 
5 5’-CACACACACACAGT-3’ 
6 5’-GAGAGAGAGAGAGG-3’
7 5’-GTGTGTGTGTGTGG-3’
8 5’-GAGAGAGAGAGACC-3’
9 5’-GTGTGTGTGTGTCC-3’
10 5’-CACCACCACGC-3’
11 5’-GAGGAGGAGGC-3’
12 5’-CTCCTCCTCGC-3’
13 5’-GTGGTGGTGGC-3’
14 5’-CACACACACACAAG-3’ 
15 5’-CACACACACACAGG-3’ 
16 5’-CGCCGCCGCGC-3’
17 5’-ATAATAATAGC-3’
18 5’-ACAACAACAGC-3’
19 5’-AGAAGAAGAGC-3’
20 5’-GCGGCGGCGGC-3’
21 5’-TATTATTATGC-3’
22 5’-TCTTCTTCTGC-3’
23 5’-TGTTGTTGTGC-3’
24 5’-CTCCTCCTCAC-3’
25 5’-CTCCTCCTCGT-3’
26 5’-CTCCTCCTCTC-3’
27 5’-CTCCTCCTCAT-3’
28 5’-CTCCTCCTCCT-3’
29 5’-CTCCTCCTCAG-3’
30 5’-CTCCTCCTCCG-3’
31 5’-CTCCTCCTCTG-3’
32 5’-CTCCTCCTCGG-3’
33 5’-CTCCTCCTCCC-3’
34 5’-CTCCTCCTCTA-3’

1.2 仪器与设备

TGL-16G型高速台式离心机 上海医用分析仪器厂； 

DYY-5型稳压稳流电泳仪、DYY-6C型电泳仪 北京 

市六一仪器厂；BTS-20-M型紫外成像系统 英国Uvitec

公司；UV-5200型紫外-可见分光光度计 上海元析仪器

有限公司。

1.3 方法

1.3.1 样品DNA提取、纯化及纯度检验  

称取生鲜猪肉0.2 g（腊肉0.5 g），采用改良后的十二烷

基磺酸钠（sodium dodecylsulfate polyacrylamide，SDS）法 

提取样品DNA，原方法[12-13]中使用了液氮研磨、蛋白酶K、 

酚-氯仿-异戊醇（25∶24∶1，V/V）、KAC等试剂，且

需在50～55 ℃条件下温育数小时；改进后在冰上研磨



12 2014, Vol. 28, No. 10
分析检测

肉类研究
MEAT RESEARCH

中国肉类食品综合研究中心
CHINA MEAT RESEARCH CENTER

样品，代替了液氮研磨，采用65 ℃温育，时间缩短到

30 min，并分别使用饱和酚和氯仿-异戊醇（24∶1，V/V） 

进行2  次抽提。采用DNA纯化回收试剂盒（离心柱

型），按照试剂盒使用说明书操作操作。用0.8%的琼脂

糖凝胶电泳检测其完整性和纯度，用紫外分光光度计检

测DNA的质量和浓度，分别测OD260 nm和OD280 nm
[14-15]。

DNA纯度为OD260 nm/ OD280 nm。

1.3.2 PCR反应及产物检测

反应体系：模板DNA 1 μL、引物 2 μL、2×Taq PCR 

Master Mix 12.5 μL、ddH2O补足至25 μL。
优化后的反应程序：95 ℃预变性5 min，然后95 ℃

变性30 s，36 ℃退火30 s（退火温度进行梯度实验确定，

不同的引物设置不同的温度），72 ℃延伸2 min，进行

30 个循环，最后72 ℃总延伸5 min。结束后降温到4 ℃。

PCR反应产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。

2 结果与分析

2.1 DNA提取结果与分析

采用改良后的SDS法提取样品的DNA，经过纯化回

收后，通过凝胶电泳检测得到的条带比较清晰，片段大

小一致，无降解现象，无明显的RNA条带干扰和污染。

经过DNA纯度检测，所提DNA样品OD260 nm/OD280 nm比值

均在1.7～2.0之间，表明DNA纯度能满足后续ISSR反应

的需要。

由于腊肉制品特别是扣肉制品在制作过程中经过将近

200 ℃的高温油炸，DNA破坏比较严重，这也给提取造成

一定困难，但用此方法提取到的腊肉制品的DNA质量较

好，与生鲜肉提到的DNA质量相差无几，且方法简单、操

作方便、成本低廉，比文献[16]中提到的采用试剂盒、异硫

氰酸胍法[17]、酚-氯仿抽提法[18]等方法更加实用和简单。

2.2 样品的ISSR检测结果与分析

2.2.1 纯种陆川猪及其杂交品种ISSR检测结果与分析

实验分别对生鲜猪肉和腊肉制品进行了 P C R

扩增和带型分析，在设计合成的 3 4  个引物中，筛

选出了1  个多态性好，条带清晰的引物（W M 1 2：

5’-CTCCTCCTCGC-3’）可用于区别陆川猪、二元杂猪

和三元杂猪。如图1所示，引物WM12在陆川猪与二元杂

猪、三元杂猪样品扩增获得900～1 000 bp特异带，其在

二元杂猪、三元杂猪均有出现，而陆川猪没有此条带产

生。同样的结果也出现在陆川猪与二元杂猪、三元杂猪

的扣肉样品中，在大约900 bp处，5 头陆川猪均没有条带

产生，而其他的长陆二元杂、大陆二元杂、外三元杂、

龙宝猪和内三元杂均有一条比较清晰的条带产生。说明

此引物能够将陆川猪与二元杂猪、三元杂猪的生鲜样品

和腊肉样品区分。

MarkerA

1 200 bp
1 000 bp

900 bp
800 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 121314 15 16 17 18

Marker

1 000 bp

B

900 bp
800 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

引物12 PCR扩增时的退火温度为36 ℃，其中Marker 为100 bp Plus 

DNA Ladder，加入量为5 μL。图1A中1～6泳道为6 头陆川猪PCR后

的电泳图谱，7～10泳道为4 头长陆二元杂猪PCR后的电泳图谱，

11～14泳道为4 头大陆二元杂猪PCR后的电泳图谱，15～18泳道分

别为1 头龙宝猪、2 头外三元杂猪和1 头长陆长白内三元杂猪PCR

后的电泳图谱；图1B中1～5泳道为5 头陆川猪腊肉样品PCR后的

电泳图谱，6～9泳道为4 头长陆二元杂猪腊肉样品PCR后的电泳图

谱，10～12泳道为3 头大陆二元杂猪腊肉样品PCR后的电泳图谱，

13～15泳道分别为1 头外三元杂猪、1 头龙宝猪和1 头长陆长白内

三元杂猪的腊肉样品PCR后的电泳图谱。样品加入量均为8  μL。

图 1 引物12扩增出的生鲜肉（A）与腊肉（B）电泳图谱

Fig.1    Electrophoresis fingerprinting of amplification products from 

fresh meat (A) and Chinese bacon (B) using primer 12

2.2.2 陆川猪和巴马香猪ISSR检测结果与分析

在3 4  个引物中，筛选出了1  个引物（W M 2 7：

5’-CTCCTCCTCAT-3’）用于区别陆川猪和巴马香猪。

如图2所示，在1 000～1 200 bp之间，所有巴马香猪扣肉

存在着一条明显的条带，而所有陆川猪都是没有这个条

带。同样，陆川猪与巴马香猪扣肉样品的电泳图谱与生

鲜陆川猪和巴马香猪的电泳图谱一致。说明此引物能够

将陆川猪与巴马香猪的生鲜样品和腊肉样品区分。

Marker

1 200 bp
1 000 bp

A
1 2 3 4 5 6 7 8
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Marker

1 200 bp
1 000 bp

B
1 2 3 4 5 6 7 8

引物27 PCR扩增时的退火温度为36 ℃，其中Marker 为100 bp Plus 

DNA Ladder，加入量为5 μL。图2A中1～5泳道为5 头陆川猪样品PCR

后的电泳图谱，6～8泳道为3 头巴马香猪样品PCR后的电泳图谱。图

2B中1～4泳道为4 头陆川猪扣肉样品PCR后的电泳图谱，5～8泳道

为4 头巴马香猪扣肉样品PCR后的电泳图谱。样品加入量均为8 μL。
图 2 引物27扩增出的生鲜肉（A）与扣肉（B）电泳图谱

Fig.2 Electrophoresis fingerprinting of amplification products from 

fresh meat(A) and braised meat (B) using primer 27

2.2.3 陆川猪和环江香猪的ISSR检测结果与分析

A
Marker 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 200 bp
1 000 bp

900 bp
800 bp
600 bp
500 bp

B
Marker 1 2 3 4 5 6 7 8

1 200 bp

1 500 bp

1 000 bp
900 bp

600 bp

引物10 PCR扩增时的退火温度为36 ℃，其中Marker 为100 bp Plus 

DNA Ladder，加入量为5 μL。图3A中1～5泳道为5 头陆川猪样品PCR

后的电泳图谱，6～10泳道为5 头环江香猪样品PCR后的电泳图谱。

图3B中1～4泳道为4 头陆川猪腊肉样品PCR后的电泳图谱，5～8泳

道为4 头环江腊香猪样品PCR后的电泳图谱。样品加入量均为8 μL。
图 3 引物10扩增出的生鲜肉（A）和腊肉（B）电泳图谱

Fig.3 Electrophoresis fingerprinting of amplification products from 

fresh meat (A) and Chinese bacon (B) using primer 10

在3 4  个引物中，筛选出了1  个引物（W M 1 0：

5’-CACCACCACGC-3’）用于区别陆川猪和环江香猪。如

图3所示，引物WM10在陆川猪与环江香猪生鲜肉样品扩

增获得800～900 bp之间和500～600 bp之间2 条特异带，

陆川猪生鲜样品均有这两条特异带，而在环江香猪生鲜

肉样品中均没有这两条特异条带。而在陆川猪与环江香

猪腊肉制品电泳图谱中，在900 bp有特异带，在陆川猪腊

肉样品中均有出现，但是在环江香猪腊肉样品中没有出

现。说明引物能够将陆川猪和环江香猪的生鲜样品和腊

肉样品区分。

3 讨 论

陆川猪的养殖已从过去的农户散养发展成现在规

模化的养殖，肉制品加工产业也得到了迅速的发展。但

是，市场上利用杂交猪冒充陆川猪的现象却层出不穷。

传统的胴体品质和肉质品质评价可以大致体现陆川猪与

其他品种猪的差别[19]，但却没有严格的界限，难以作为

区别陆川猪及其他品种猪的标准。胴体品质包括宰前活

质量、胴体质量、胴体长、屠宰率、瘦肉率、眼肌面

积、膘厚、皮厚、骨质量等指标；肉质指标包括肉色、

系水力、嫩度、pH值、大理石纹、肌肉脂肪、肌纤维

直径、游离氨基酸含量等指标。一般的质检人员在实际

操作中很难根据这些指标鉴别陆川猪肉的真伪。首先，

供试样品不易获得，测定胴体指标需要对整头猪胴体进

行评价；测定肉质指标时，对猪的年龄、性别、样品部

位、宰后时间有严格的要求，这对于实验操作特别是市

场采样是不现实的。再者，这些指标均受饲养条件和个

体差异的影响，往往是不稳定的，没有统一的鉴别标

准。另外，对加工变形后腊肉制品更是无法检测。

而分子标记技术直接以DNA的形式表现，具有很高

的稳定性，在生物体的各个组织及各个发育阶段均稳定

存在，不受取样部位、年龄、生长条件等的限制。分子

标记技术操作简便，价格低廉，准确度高，结果稳定可

靠，易于实现标准化，检测时间短，检测样品多，一次

可对100多份样品同时进行检测，具有高效、快捷、实用

性强的优点[20]。随着科技的进步，分子标记技术也在不

断的发展和完善。ISSR 技术的应用在动物遗传结构研究

的相关领域也逐渐被采纳[21]。本实验利用ISSR技术探索

一种可以快速准确的对陆川猪及其肉制品进行真伪鉴定

的方法。

I S S R技术中，引物的设计具有随机性和其扩

增结果具有不可预见性。一般要设计大量候选引

物，而最终有效的引物却为数极少。本研究设计了

34  条，从中获得3  条有效引物。其中，引物WM12

（5’-CTCCTCCTCGC-3’）能够区分陆川猪与其二元杂



14 2014, Vol. 28, No. 10
分析检测

肉类研究
MEAT RESEARCH

中国肉类食品综合研究中心
CHINA MEAT RESEARCH CENTER

猪、三元杂猪；引物WM27（5’-CTCCTCCTCAT-3’）可

以区分陆川猪和巴马香猪的生鲜样品及腊肉制品；引物

WM10（5’-CACCACCACGC-3’）可用于区分陆川猪与

环江香猪。韩晓磊等[22]从77 个ISSR引物中选出3 条引物

对同为雅罗鱼亚科鱼类的鲶鱼、草鱼及赤眼鳟的DNA进

行扩增，得出ISSR技术可以对形态特征差异不明显的鲶

鱼、草鱼和赤眼鳟进行分子水平的区分鉴定，与本实验

的研究有相同之处。笔者也注意到，同是陆川猪样品，

其扩增得到的带型并不完全一致，这也体现了陆川猪这

一品种内具有一定的遗传多样性，虽然如此，但是从陆

川猪与其他品种的猪肉制品的各个电泳图谱中可以清晰

的看到其他猪肉制品具有特异带，陆川猪是没有的，可

以依据这些特异性条带对陆川猪进行鉴定。

4 结 论

综上所述，利用ISSR技术可快速准确的鉴定陆川

猪、陆川猪杂交品种、巴马香猪、环江香猪及其肉制

品。研究结果对规范陆川猪市场和深加工企业的经营行

为，引导深加工企业的健康发展以及维护“陆川猪”品

牌形象具有重要的意义，同时也为广西地方猪的育种和

标准化养殖提供参考，也希望能为其他肉类产品的鉴伪

识别提供可借鉴的技术方法。
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