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微滴数字PCR法对肉制品中牛源和猪源 
成分的定量分析

苗 丽1，张秀平2，陈 静2，李 轲2，王永杰2，白 杰2

（1.河南出入境检验检疫局，河南 郑州 450003；2.河南检验检疫鉴定咨询中心，河南 郑州 450003）

摘  要：为准确检测肉及肉制品中肉源成分的含量，实验基于微滴数字聚合酶链式反应（droplet digital polymerase 

chain reaction，ddPCR）技术，建立了定量检测肉及肉制品中牛肉和猪肉含量的方法。由ddPCR结果可知，在一定

范围内生鲜肉质量与DNA含量、DNA含量与DNA拷贝数之间均呈现明显的线性关系，并以DNA含量为中间值计算

出DNA拷贝数（C）与生鲜肉质量之间的换算公式M牛=0.062C－0.943，M猪=0.045C－1.72。应用建立的数字ddPCR

方法对已知目标肉种含量的混合肉样进行检测，结果表明测量值和真实值基本一致，且不受外源物种的干扰。通过

对市售样品的检测，能够准确检测出不同样品中牛肉和猪肉的含量，并发现存在掺假现象，说明该检测方法具有

良好的市场应用前景。本实验建立的ddPCR方法在肉及肉制品中牛肉和猪肉含量的定量检测方面具有较大的应用潜

力，可为肉制品真伪鉴别日常检测提供有力的科学依据。

关键词：微滴数字PCR；肉制品；DNA拷贝数；掺杂使假

Quantitative Analysis of Bovine and Porcine Ingredients in Meat Products by Droplet Digital PCR
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Abstract: A highly precise quantitative method based on the droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR) technique 

was developed to detect bovine and porcine ingredients in meat products. By using the ddPCR method, we found good linear 

relationships between the raw meat weight and DNA content and between the DNA content and DNA copy number. Using 

the DNA content as an intermediate value, we established the following formulae for calculating the weight of the original 

raw meat from the specific DNA copy number: Mbeef = 0.062C - 0.943，Mpork = 0.045C - 1.72. By examining the mixed meat 

samples of known compositions, we found that the final quantitative results for the mixed samples were similar to the true 

raw meat weights, free from interference from exogenous species. Analysis of commercial samples showed that the ddPCR 

quantification system enables determination of the proportions of bovine and porcine ingredients in meat products with good 

practicability. Quantitative analysis indicates that ddPCR is highly precise in quantifying beef and pork in meat products and 

therefore has the potential to be used in routine analysis and meat adulteration of various species.
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肉及肉制品的“掺杂使假”是食品加工、流通和餐

饮中存在的重要问题，由于价格差异带来的利益诱惑，

驱使一些不法商贩和企业在牛、羊等高价肉制品中掺杂

一些低廉肉种，用低价肉经过香精处理后冒充高价肉，

严重侵害消费者权益[1-2]。三聚氰胺、瘦肉精、假牛肉事

件以及2013年的马肉风波[3]等食品问题层出不穷，政府及

检验检疫部门应加强对肉及肉制品“掺杂使假”行为的

监督，而可靠的定性和定量检测方法是检验的关键。

在所有动物源性成分的检验技术中，聚合酶链式反

应（polymerase chain reaction，PCR）技术广泛应用于肉

及肉制品的定性检测[4-6]，特别是荧光定量PCR，不但能

用于定性检测[7]，还可以根据反应中的循环数Ct值与初始

DNA模板浓度进行相对定量[8-9]。但是由于普通PCR的扩

增效率低、定量PCR需建立标准曲线及容易出现假阳性

等因素，使得其定量体系需进一步完善[10-11]。

微滴数字PCR（droplet digital PCR，ddPCR）是准确

定量核酸的一门新的核酸扩增技术[12-13]。将含有DNA或

RNA的PCR反应体系分成约20 000 个微滴，经PCR扩增

后，逐个对每个微滴反应进行检测，有荧光信号的微滴

判读为1，没有荧光信号的微滴判读为0，根据泊松分布

原理及阳性微滴的个数与比例即可得出靶分子的起始拷

贝数[14]。由于其不需要建立标准曲线，在低浓度的核酸

含量下，也可高度灵敏和准确的对核酸的拷贝数进行绝

对定量，使得ddPCR技术广泛用于基因表达分析[15]、拷

贝数变异分析[16-17]、致病菌检测[18]、转基因食品检测[19]

等，具有较好的应用前景。

本研究将具有绝对定量特性的ddPCR应用于肉及肉

制品中牛肉和猪肉的定量检测，旨在探索肉的质量与拷

贝数之间的关系，通过检测样品中不同肉种的质量来达

到甄别恶意掺假与轻微沾染的目的，为质检部门打击不

法商贩，维护消费者权益，提供有力科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

生鲜牛肉、猪肉、鸭肉、鸡肉、羊肉、鹅肉、鹌鹑

肉、貂肉、狐狸肉等肉样；猪肉松、牛肉松、火腿肠、

速冻撒尿牛肉丸等牛肉和猪肉制品、小麦粉、大豆粉、

玉米粉等购自郑州某农贸市场。

1.2 试剂

Tris-饱和酚  索莱宝生物科技有限公司；蛋白

酶K（20 mg/mL） 日本Takara公司；ddPCR Master 

Mix   美国Bio-Rad公司；组织裂解液（1 mol/L Tris-HCl、

0.5 mol/L乙二胺四乙酸、10%十二烷基硫酸钠）、氯仿-异

戊醇（24∶1，V/V）、3 mol/L醋酸钠溶液均为自配试剂。

1.3 仪器与设备

DT500电子天平 江苏常熟长青仪器厂；Z36HK高

速冷冻离心机 德国Hermle公司；NTS-4000AM恒温振

荡水槽 日本Tokyo Tikakikai公司；BioSpec-nano微量

核酸蛋白仪 岛津企业管理（中国）有限公司；Quest 

LabCycler梯度PCR仪 德国Senso公司；QX200 ddPCR

微滴生成仪 美国Bio-Rad公司。

1.4 方法

1.4.1 引物与探针的设计

根据GenBank中公布的牛肉单拷贝β-actin基因序列，

通过软件Meglign对其特异区域进行多序列的比对，针对

其保守区域设计牛肉的特异性引物和探针，用FAM荧光

染料基团标记牛探针的5’端，非荧光淬灭基团BHQ标记

牛探针的3’端，并满足数字PCR的要求。猪源引物和探针

引自文献[20]，引物和探针均由上海生物工程技术有限公

司合成。详细序列见表1。

表 1 ddPCR的引物和探针

Table 1 Primer and probe sequences for quantitative ddPCR assays

引物和探针名称 序列（5’→3’） 靶基因

Beef-F GTAGGTGCACAGTACGTTCTGAAG

β-actinBeef-R GGCCAGACTGGGCACATG

Beef-P FAM-CGGCACACTCGGCTGTGTTCCTTGC-BHQ

Pork-F CGTAGGTGCACAGTAGGTCTGAC

β-actinPork-R GGCCAGACTGGGGACATG

Pork-P VIC-CCAGGTCGGGGAGTC-MGB

1.4.2 肉样制备

取新鲜肉样的肌肉组织，绞碎后于烤箱中80 ℃烘干

72 h，于组织匀浆机中进行匀质处理，作为实验的标准

品，并用于制作模拟混合样品，匀质过程中不同肉类分

开处理，防止不同动物组织粉末交叉污染。

1.4.3 DNA提取

采用苯酚-氯仿法提取基因组DNA[20-21]。向50 mg肉

粉里加入700 μL组织裂解液和20 μL蛋白酶K，涡旋振

荡混匀，56 ℃水浴2 h，加入等量饱和酚，上下颠倒混

匀，10 000 r/min离心10 min；取上清液，加入1/2体积的

饱和酚和1/2体积的氯仿-异戊醇（24∶1，V/V），混匀，

10 000 r/min离心10 min；取上清转移至一干净的EP管

中，加入等量氯仿-异戊醇（24∶1，V/V），10 000 r/min 

离心 1 0  m i n ；取上清液，加入等体积的氯仿， 

10 000 r/min离心10 min；取上清液约400 μL，加入2.5 倍

体积的无水乙醇及1/10体积的3 mol/L的醋酸钠溶液，混

匀，－20 ℃沉淀2 h后4 ℃ 12 000 r/min离心30 min；弃上

清液，加入1 mL 75%乙醇溶液，4 ℃、12 000 r/min离心

10 min；弃上清液，自然干燥后加入ddH2O 100 μL溶解

DNA，采用核酸定量测定仪测定提取肉样的DNA含量，
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确保提取DNA的OD260 nm/OD280 nm比值均在1.8～2.0之间，

于－20 ℃保存备用。

1.4.4 ddPCR反应程序

20 μL反应体系：上下游引物各1.8 μL（900 nmol/L）， 

探针0.5 μL（250 nmol/L），ddPCR Master Mix 10 μL，
DNA模板4 μL，其余用无菌水补齐。通过微滴生成仪

约生成20 000 个微滴。PCR反应条件：95 ℃ 10 min；

94 ℃ 30 s，60 ℃ 1 min，98 ℃ 10 min，40 个循环。最后

用微滴分析仪对扩增产物进行分析。

1.4.5 引物与探针的特异性

为验证所建ddPCR方法的特异性，将通过试剂盒测定

的牛肉和猪肉阳性样品作为阳性对照，以羊、鸡、鸭、

鹅、鹌鹑、貂、狐狸肉等常见肉及小麦粉、大豆粉、玉米

粉等植物物种等提取的DNA作为模板进行检测。

1.4.6 肉样质量与拷贝数换算公式的确定

1.4.6.1 肉样质量与DNA含量的关系

分别称量10 个质量梯度的牛肉和猪肉（含量依次从

5～50 mg）样品，提取基因组DNA，运用核酸定量测定

仪测定DNA含量。每个梯度重复3 次。相关系数R2的计

算用Excel自动生成。

1.4.6.2 DNA含量与拷贝数的关系

将提取的牛肉和猪肉的DNA进行系列稀释后，分别

以10 个DNA质量浓度梯度（25～250 ng/μL）进行ddPCR

的检测，分析DNA含量与拷贝数之间的关系。每个梯度

重复3 次。相关系数R2的计算用Excel自动生成。

1.4.7 ddPCR的抗干扰实验

为验证所建ddPCR方法的抗干扰性，以总质量为

50 mg，分别称量10 个质量分数（10%～100%）的牛肉

粉与猪肉粉制成两两混合样品；同时分别在牛肉粉与

猪肉粉最低含量（10%）时添加不同质量分数的其他肉

种，制成多肉样混合样品。按1.4.3节的方法提取混合肉

样DNA，进行10 倍稀释后，取4 μL进行ddPCR检测，进

行抗干扰实验。

1.4.8 市售样品的检测

分别从某市场中购买牛肉和猪肉制品（猪肉松、

速冻肉包、火腿肠、速冻撒尿牛肉丸等），用建立的

ddPCR方法对肉制品中牛源和猪源成分的质量进行检

测，进一步验证所建方法的准确性和实际应用能力。

1.5 数据分析

所有结果采用SPSS 17.0进行统计学分析，利用Excel

进行图表编辑。

2 结果与分析

2.1 引物和探针特异性

为验证本实验选用的牛肉和猪肉引物和探针的特

异性，选择常见肉样及部分植物物种作为DNA模板进

行ddPCR检测，结果显示选取的引物和探针对其他肉样

及植物物种均无交叉反应，表明引物和探针的特异性良

好，能够用于牛肉和猪肉含量的检测。

2.2 DNA提取及含量的测定

为摸索不同肉样质量与DNA含量的关系，提取牛肉

和猪肉各10 个质量梯度（质量依次从5～50 mg）样品

的DNA，运用核酸定量测定仪检测提取肉样的DNA含

量。通过3 次批间重复，结果显示肉的质量与其所测定的

DNA含量之间有明显的线性关系。牛肉和猪肉的相关系

数R2分别是0.995 9（图1）和0.997 7（图2），表明肉的

质量在5～50 mg范围内与DNA含量有明显的线性关系，

即y牛=11.406x＋13.602和y猪=11.957x－3.160 7，其中x代表

肉的质量/mg；y代表所测得的DNA含量/（ng/μL）。
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图 1 牛肉的质量与DNA含量的关系

Fig.1 Linear relationship between meat quantity and nucleic acid 

content of beef
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图 2 猪肉的质量与DNA含量的关系

Fig.2 Linear relationship between meat quantity and nucleic acid 

content of pork

2.3 DNA含量与DNA拷贝数的关系

为摸索DNA含量与DNA拷贝数之间的关系，在

ddPCR检测最高核酸质量浓度范围内，将提取的牛肉和

猪肉DNA进行10 个梯度的系列稀释（25～250 ng/μL），

取4 μL模板进行ddPCR的检测。结果显示在ddPCR检测

过程中，每个样品的微滴生成均在15 000以上，满足了

绝对定量的要求，且DNA含量与其所生成的DNA拷贝

数之间有明显的线性关系。牛肉和猪肉的相关系数R2分

别是0.999 0（图3）和0.999 2（图4），表明核酸的含量

在100～1 000 ng范围内与拷贝数呈明显的线性关性，即

y牛=3.526 2x－4.008 2和y猪=4.626 4x＋43.857，其中x代
表所加模板DNA总量/ng；y代表所测得的DNA拷贝数/

（copies/μL）。



190  2016, Vol.37, No.08             食品科学	 ※安全检测

0
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1 000

500
1 000
1 500
2 000
2 500
3 000
3 500
4 000

DNA /ng

D
N

A
/

co
pi

es
/ μ

L

y 3.526 2x 4.008 2
R2 0.999 0

图 3 牛肉DNA含量与DNA拷贝数的关系

Fig.3 Linear relationship between nucleic acid content and DNA copy 

number of beef
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图 4 猪肉DNA含量与DNA拷贝数的关系

Fig.4 Linear relationship between nucleic acid content and DNA copy 

number of pork

2.4 肉样质量与拷贝数换算公式的确定结果

根据肉样的质量与所提取DNA含量之间的线性关

系，及DNA含量与所测定DNA拷贝数之间的线性关系，

选择DNA含量作为中间值，计算肉样的质量与拷贝数之

间的关系，从而达到通过测定DNA拷贝数来计算原始肉

样质量的目的。牛肉质量与DNA拷贝数之间的关系式：

M牛=0.062C－0.943；猪肉质量与DNA拷贝数之间的关系

式：M猪=0.045C－1.72，其中C代表每微升的DNA拷贝数/

（copies/μL）；M代表肉样的质量/mg。

2.5 已知质量混合肉样的数字PCR抗干扰实验结果

表 2 已知质量的多种混合肉样的ddPCR定量分析

Table 2 Results of quantification of samples with known concentration

样品
编号

牛肉 猪肉 鸡肉
实际质
量/mg

鸭肉
实际质
量/mg

实际质
量/mg

测量
值/mg

相对标准
偏差/%

实际
质量/mg

测量
值/mg

相对标准
偏差/%

1 45 44.24 －1.68 5 5.28 5.6 0 0

2 40 40.89 2.22 10 11.86 18.6 0 0

3 35 34.77 －0.66 15 15.95 6.33 0 0

4 30 29.58 －1.4 20 21.8 9 0 0

5 25 24.57 －1.72 25 27.39 11.6 0 0

6 20 19.13 －4.35 30 30.35 1.17 0 0

7 15 14.16 －5.6 35 36.97 5.63 0 0

8 10 9.4 －6 40 40.33 0.83 0 0

9 5 4.63 －7.4 45 45.33 0.73 0 0

10 5 4.27 －5.4 0 0 0 45 0

11 5 5.02 0.4 0 0 0 0 45

12 5 5.28 5.6 15 15.83 5.53 15 15

13 0 0 0 5 5.35 7 45 0

14 0 0 0 5 5.66 13.2 0 45

15 15 14.33 4.47 5 5.3 6 15 15

为验证实验方法的准确性，分别对已知目标肉样质

量分数的混合样品提取DNA，进行10 倍稀释后，取4 μL

进行ddPCR检测，将DAN拷贝数值代入肉样质量与拷贝

数关系式中计算肉样质量。结果显示测得的数值与真实

肉样基本一致，并且不受外源肉样的干扰（表2），表明

所建立的ddPCR方法可以应用于不同肉制品中牛源和猪

源成分的定量检测。

2.6 市售样品的检测结果

表 3 市售样品的ddPCR定量分析

Table 3 Results of quantification of samples from local supermarket 

%

样品 测得牛肉含量 测得猪肉含量

儿童牛肉松 27.8 0

速冻撒尿牛丸 2.41 10.64

火腿肠 0 8.7

儿童猪肉松 0 26.6

卤牛肉 93.7 0

牛肉卷 2.5 36

腊肠 0 88.6

猪肉卷 0 91.2

猪肉脯 0 72.8

牛肉干 63 0

使用本研究建立的ddPCR方法，对市售肉制品中的

牛源和猪源成分进行检测，结果如表3所示，其中儿童牛

肉松和儿童猪肉松中牛肉和猪肉含量约为30%，经ddPCR

测定后牛肉和猪肉的含量分别为27.8%和26.6%；速冻撒

尿牛肉丸成分包含猪肉、鸡肉和牛肉，经检测牛肉含量

仅为2.41%，相对含量较少。对牛肉卷的检测发现，牛肉

含量占2.5%，而猪肉含量占36%，这表明市售肉制品存

在掺假现象。通过一系列的市售食品的定量检测，验证

了建立的牛肉和猪肉定量ddPCR检测体系的实际应用能

力，可以用来甄别无意沾染与故意掺假以及衡量肉制品

的掺假程度。

3 讨 论

食品安全、质量和原料组成成分等问题已经越来越

多的受到公众的关注[22-23]，而传统的依靠感官与经验鉴别

的手段已远不能满足对市售肉制品掺假现象进行控制和

监管的需要，建立有效地测定肉源成分的检测方法是诸

多研究人员研究的热点。

定量PCR是依靠标准曲线或参照基因来测定核酸含

量[9,24-25]，而ddPCR能够直接数出DNA分子的个数，是对

起始样品的绝对定量[12,14]。因此特别适用于检测依靠Ct值

不能很好分辨、以及目的核酸含量较低的样品。

本研究通过ddPCR分析了牛肉和猪肉样品的质量与

拷贝数的关系，发现肉质量与DNA含量、DNA含量与
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DNA拷贝数之间均具有明显的线性关系，建立了肉质量

与DNA拷贝数之间的换算公式，证明了ddPCR技术可以应

用于肉及肉制品中种源成分的定量分析。这对于市售样品

中某种肉源成分的无意沾染或有意添加可以进行准确的判

断，由于检测过程不需要构建标准曲线，直接增加了检测

效率，使得肉制品中掺假行为能够快速准确的检出。

本研究建立的检测体系主要着眼于市售肉及肉制

品，鉴于其成分复杂，肉种多样，本研究制备了已知目

标肉种质量分数的混合肉样来检验所建体系的抗干扰能

力，结果显示本研究建立的牛源和猪源的检测体系无论

在两两混合还是多肉样混合的情况下，抗干扰能力都很

强，与实际质量相差不大。

为进一步验证所建方法的实际应用能力，选取含有

目标肉种的市售加工食品进行检测。牛肉和猪肉ddPCR

检测体系都能够特异性地检出各种肉制品中的目标肉种

的含量。通过两种检测体系的联用，还可以进一步发现

是否掺杂标签未注明肉类，如本研究发现某品牌牛肉卷

中牛肉含量占2.5%，而猪肉含量占36%，说明牛肉卷中

掺杂有大量的猪肉成分，证明市场上确实存在用低价肉

冒充高价肉的掺假现象。

综上所述，本研究所建立的ddPCR检测体系弥补了

传统检测方法的缺陷，更加快速、准确、灵敏，且可以

进行绝对定量，可满足当前食品中种源性成分掺假的定

量检测，尤其是应用于清真食品检测，以及保护对某种

肉（牛、猪）成分过敏者，为质检部门打击不法商贩的

食品掺假、造假行为，维护消费者合法利益提供有力的

科学依据。
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