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食品中肉类成分种属鉴别技术研究进展
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摘   要：肉与肉制品的掺杂、掺假是食品质量控制面临的重要挑战。食品中肉类成分的鉴别与分析技术已逐步形

成了分别以蛋白质检测和以核酸检测为基础的方法体系，其鉴别精度可达属与亚属水平，检测灵敏度也达到了纳克

级。近年来，食品中肉类成分的定量检测与溯源又成为了本领域中的新研究热点。本文综述食品中肉类成分种属

鉴别技术的研究进展，并重点分析应用荧光定量 PCR 对食品中肉类成分进行定量分析的现状与前景。
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Abstract：Meat adulteration is one of the worldwide challenges for food quality control. In the last decade, identification

technologies for meat species in food products have been mainly focused on specific proteins or DNA sequences. The precision

of analysis has been at the genus or subgenus level, and the sensitivity of detection has reached up to the nanogram grade.

Recently, more attention has been paid to the quantitative analysis of meat ingredients in foods. In this paper, recent technologi-

cal advances for the identification of meat species in food products are reviewed. Moreover, some current potential quantitative

technologies such as real-time PCR are discussed.
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肉制品质量安全是全社会共同关注的热点话题。不

法企业使用相对廉价的猪肉、鸡肉等肉类原料，通过

各种手段的深加工，冒充牛肉、羊肉制品进行销售以

谋取不当利益，这严重侵犯了消费者的合法权益。在

我国，假冒的牛羊肉卷已多次被媒体曝光；在西方，

一项对近千种肉制品的检测分析表明，有近 20% 的产品

存在标识与品种不完全相符的现象[1]。

传统的依靠感官与经验的肉类形态学鉴别手段已远

不能满足对上述肉制品掺假现象进行控制与监管的需

要。近 10 多年来，应用现代仪器分析与分子生物学方

法对食品中肉类成分的鉴别技术不断发展，鉴别精度与

检测灵敏度均极大提高，已逐步形成了分别以蛋白质检

测和以核酸检测为基础的方法体系。近年来，荧光定

量 PCR(real-time PCR，RTi-PCR)技术的飞速发展又使得

对深加工食品中肉类原料的定量与溯源成为可能。本文

将分别综述基于蛋白质检测与核酸检测的食品中肉类成

分鉴别技术，并特别分析应用 RTi-PCR 对食品中肉类成

分定量分析的现状与问题。

1 以蛋白质检测为基础的肉类本质鉴别技术

从 20 世纪 90 年代末至今，大量研究报道了应用免

疫学方法对食品中各种动物源性成分的鉴定技术[2-5]，相

应的酶联免疫分析(ELISA)试剂盒与免疫层析试纸条也已

面世[3,6]。在抗体方面，牛 H- 钙调蛋白抗体是首先用于

检测食品与饲料中牛源性成分的种属特异性抗体，但由

于其对平滑肌以外的组织成分检测灵敏度较低，因此反

刍动物肌钙蛋白等不具组织特异性的特异性蛋白质逐步

取代了 H- 钙调蛋白，成为了肉类本质鉴别抗体技术开
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发的理想靶标[4]。商品化的 ELISA 试剂盒与免疫层析试

纸条等免疫学鉴定技术具有检测时间短、操作简便等优

势，但同时也存在着特异性较低、受样品基质影响大

的局限。另外，肉制品中的特征蛋白质会随着不同加

工条件而发生变性，因此需要针对不同变性程度的抗原

设计特异性抗体，食品的加工程度极大地影响着免疫检

测试剂盒的选择性与灵敏度[ 2 -3 ]。目前，尚未有一种商

品化的免疫种属鉴定方法通过美国 FDA 或 AOAC 等权威

机构的认证[4 -6 ]。

除免疫学方法外，根据蛋白质分布特征区分动物种

属是食品中肉类本质鉴别的另一思路。利用高效液相色

谱(HPLC)法检测肉制品提取物中组氨酸二肽、肌肽、鹅

肌肽和鲸肌肽的分布特征，可有效地对反刍动物来源的

肉制品进行鉴定[7]。此外，通过十二磺基硫酸钠 - 聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)、毛细管凝胶电泳(CE)和等

电聚焦电泳(IEF)等电泳技术对肉制品提取物中的蛋白质

分布特征进行定性、定量分析，从而鉴别肉类的方法

也屡见报道 [ 8 - 9 ]。然而，肉制品中蛋白质含量变化范围

广、干扰因素多，导致此类技术灵敏度较低、易产生假

阳性结果，标准化与推广应用的前景均受到很大局限。

2 以核酸检测为基础对食品中肉类种属的定性检测

DNA 的热稳定性与酸碱稳定性均优于蛋白质，以

动物种属间遗传信息的差异作为物种鉴别的检测靶点具

有特异性高、方法便捷、不受组织类别限制等诸多优

势，已逐渐成为食品中肉类成分鉴别的主流方法[1]。在

目标基因选择方面，线粒体基因组 DNA 序列具有高度

的物种特异性，且拷贝数多、在食品加工过程中降解

程度低的优点，因此其多态性位点是设计肉类本质鉴定

方法的首选靶点；此外，细胞基因组中的重复序列，

包括微卫星序列、短散布核元件(SINE)、端粒序列等也

是用作物种鉴别的良好靶标；而细胞基因组中的编码序

列由于为单一拷贝，食品加工过程中 DNA 部分降解后

导致检测灵敏度降低，因此较不宜用于食品中肉类成分

的鉴别 [ 1 ]。

就技术角度而言，DNA 探针杂交是最早用于食品

中肉类成分鉴定的核酸检测方法[10]。近十多年来，聚合

酶链式反应(PCR)技术的迅速发展为物种鉴别开辟的新了

途径，逐步成为了食品中肉类种属鉴定的核心方法。其

基本的实验思路为：根据不同物种细胞或线粒体基因组

序列中的特征位点设计物种特异性引物，利用 PCR 反应

实现食品中目标基因片段的指数级扩增，继而通过电泳

或荧光检测鉴别食品中可能的物种来源。自从 Tartaglia
等[11]首先报道了用 PCR 方法检测饲料中的牛、羊源性成

分至今，大量研究报道了应用 P CR 扩增、电泳检测的

流程对食品中多种肉类本质的鉴别方法[12-14]，其鉴定灵

敏度较蛋白质检测及 DNA 杂交提高了 1～2 个数量级，

并实现了在同一 PCR 反应体系里加入多对引物同时检测

牛、猪、驴、山羊、绵羊、禽类等多种肉类成分的

多重 PCR 鉴定[12-13]，相应的方法也已大量通过认证，进

入国际、国内的权威检测技术标准。

食品中 DNA 成分复杂，加之 PCR 技术的高灵敏度，

使得应用 PCR 扩增方法来鉴定物种具有因非特异性扩增

而产生假阳性结果的缺点。此外，对于未知基因序列

的物种，也难以应用上述的常规思路设计 P CR 鉴定流

程。因此，以 P CR 为基础、应用改良的引物设计策略

或新型验证手段的鉴定方法已逐步成为了肉类定性鉴别

的新方向。其中，限制性片段长度多态性扩增( P C R -
RPLF)与随机扩增多态性 PCR(RAPD-PCR)是两种主要策

略：前者将通用引物扩增后的 PCR 产物进行限制性内切

酶酶切，通过物种特异性电泳图谱进行定性分析[15-17]，

可进行不同种的牛肉等亲缘性较近的物种间的鉴别[16]；

后者针对食品中基因序列未知的肉类成分，采用随机引

物得到 PCR 产物的指纹图谱，根据指纹图间的差别区分

不同的种属[18]。然而，PCR-RPLF 的缺点是容易受到目

标基因序列中酶切位点随机突变的影响，易产生检测结

果的不确定性；RAPD-PCR 的重复性较差且受到食品中

其他 DNA 成分的严重干扰，因此两者均有不易标准化

与广泛应用的劣势。此外，P C R 扩增后的核酸序列分

析也是肉制品组分鉴别的有效方法[19]，但其受制于较高

的检测成本与繁琐的步骤等缺点，推广的潜力同样有

限。值得一提的是，Bai Weibin 等[20]与 Ahmed 等[21]分

别报道了应用通用引物多重 PCR(CM-P-PCR)与环介导等

温扩增(LAMP)对肉制品进行种属鉴别的技术，这些研

究通过对 PCR 扩增方案的巧妙构思与设计，在确保 PCR
鉴定高灵敏度的前提下，有效抑制非特异性扩增，减

少假阳性检测结果，是应用基因扩增技术进行肉类成分

定性检测卓有成效的新思路。

近 5 年来，实时荧光定量 PCR 技术开始应用于食品

中的肉类鉴别，并在提升了定性检测准确性的基础上使

得定量检测成为可能。RTi-PCR 是利用 PCR 反应体系中

荧光信号的变化对产物生成进行实时监测的技术，应用

最广泛的 RTi-PCR 技术包括两类：利用双荧光标记探针

的荧光基团解离产生荧光强度变化的 TaqMan RTi-PCR，

以及利用染料分子插入双链 DNA 产生荧光变化的 SYBR
Green RTi-PCR。在定性检测方面，TaqMan RTi-PCR 技

术通过 TaqMan 探针与模板的结合与水解，相比于常规

P C R 检测，极大改善了反应特异性，使得同一反应中

多种肉类的同时鉴别的可靠性大大提升[22-23]；SYBR Green
RTi-PCR 可生成单个 PCR 循环的溶解曲线，可根据曲线

的溶解温度进行种属的定性检测[24]。总之，RTi-PCR 凭

借其特异性好、检测自动化程度高等优势，在肉制品
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种属鉴别上具备良好的标准化与应用前景。对于目前较

常使用的几种肉类成分检测技术，其特点和存在问题比

较见表 1 。

3 应用 RTi-PCR 对食品中肉类成分的定量与溯源

在 RTi-PCR 反应中，荧光信号到达设定域值时所经

历的循环数 Ct 与模版拷贝数的对数呈线性关系，因此

RTi-PCR 是模版 DNA 定量的有效方法。应用 RTi-PCR 技

术对食品中肉类成分进行定量研究也屡见报道[25-29]，无

论使用TaqMan RTi-PCR[22,27,29]还是 SYBR Green RTi-PCR[25]，

均可通过绘制 Ct 值与模板量的标准曲线对起始目标基因

进行定量，进而结合核酸提取效率等因素推算出样品中

特定原料肉的添加量及添加比例。应用 RTi-PCR 不仅可

对食品中牛肉、猪肉、羊肉、鸡肉等不同种类的成分

进行定量与溯源，而且可利用 TaqMan 探针 5＇端首个碱

基差异实现单碱基突变或缺失的检测，从而对混合肉类

中亲缘关系很近的成分如红鹿、马鹿、獐鹿肉进行区

别与定量 [ 2 8 ]。

尽管近年来应用 RTi-PCR 的肉类成分定量技术有了

长足发展，但相关方法的完善与推广仍面临着诸多挑

战。首先，在目标基因选择方面，线粒体基因组编码

序列虽然是肉类定性鉴别的首选，但不同动物组织中线

粒体数量区别较大，在动物组织种类未知的情况下以之

作为定量检测的目标基因，则可能导致定量结果的偏

差，而现有的部分研究却未考虑这一因素[22]；细胞基因

组中的重复序列不存在组织差异，但重复序列间的高同

种类 特点 灵敏度 存在问题 参考文献

以 蛋 白 质 检 测 为 基 础

酶联免疫吸附 主要利用抗原或抗体的固相化及抗原 0.05% 特异性低；需根据蛋白质的变性程度设计特
[1,3]

分析法(ELISA) 或抗体的酶标记反应；检测快速方便 (熟肉) 异性抗体；无法鉴定到属或亚属水平

免疫层析试纸条 待测物通过毛细作用在层析条上移行与膜上试剂接触，与特异性受体 0.05% 特异性低；需根据蛋白质的变性程度设计特
[2,4]

(Immunochromatogr-aphic strip) 发生特异性免疫反应；检测快速方便；适用大规模样本筛选 (熟肉) 异性抗体；无法鉴定到属或亚属水平

高效液相色谱法(HPLC) 检测肉制品提取物中多肽的分布特征 0.5%(生肉) 灵敏度较低；易产生假阳性结果；无法鉴定到属或亚属水平 [6]
毛细管凝胶电泳(CE) 高电压下在毛细管中进行电泳，快速分离组分 未说明 检测结果的重现性差；无法鉴定到属或亚属水平 [7]

等电聚焦电泳(IEF)
利用蛋白质两性电介质荷电特征及 分析含有高盐的样品效果较差；灵敏度低；

[8]
等电点的不同对蛋白质进行分离

7.5%(生肉)
无法鉴定到属或亚属水平

以 D N A 检测为基础

DNA探针杂交(DNA hybridization) 标记的DNA 探针与样品DNA进行杂交反应 1%(生肉)5%(熟肉) 对交叉感染灵敏度差；灵敏度低 [10]

PCR技术
利用特异性或通用引物对目标基因进行 PCR 反应；可

0.125% (生肉、熟肉)
对于尚未测定基因组序列的品种不能进行

[11]
在同一体系里添加多对引物实现多重PCR检测 检测；容易产生假阳性

限制性片段长度多态性 将通用引物扩增后的 PCR 产物进行限制性内切酶酶切，
1%(生肉、熟肉)

容易受到目标基因序列中酶切位点随机
[15-17]

扩增(PCR-RPLF) 通过物种特异性电泳图谱进行定性分析 突变的影响，易产生检测结果的不确定性

随机扩增多态性 对于基因序列未知的样品，采用随机引物扩增得到 PCR 灵敏度低；实验重复性差；

PCR(RAPD-PCR) 产物的指纹图谱，根据指纹图谱间的差别区分不同的种属
未说明

易受其他DNA的干扰
[18]

实时荧光定量 利用 PCR 反应体系中荧光信号的变化对产物生成进行实时监测；灵敏度、速度、 0.1% 目标基因的选择、降解 DNA 校正及酶抑制

PCR(RTi-PCR) 精度和自动化水平较高；实现定量检测；无需电泳；有效避免假阳性结果 (熟肉) 剂校正三大因素容易造成不准确定量
[22-30]

表 1 几种肉类成分检测技术的比较

Table 1   Comparison of several detection technologies for meat ingredients

源性加大了特异性引物与探针设计的难度；细胞基因组

中单拷贝的编码序列在食品加工过程中降解严重，导致

检测灵敏度过低而不适于定量研究。因此，如何更好

地选择高保守性、多拷贝、低降解程度且组织差异小

的目标基因设计物种特异性引物和探针，将是食品中肉

类成分 RTi-PCR 定量技术改进面临的首要问题。

其次，食品加工过程导致细胞内 D N A 大量降解，

使用 RTi-PCR 对模板 DNA 的定量结果必须结合 DNA 的

降解程度才能推算出食品中原料肉的用量。经过不同处

理过程的熟制食品中 DNA 降解程度可相差 10 倍以上[27]。

针对这个问题，Laube 等[27]在 RTi-PCR 反应体系中同时

加入 m y o s t a t i n 基因特异性引物与探针，构建二重的

myostatin 校正系统。由于 myostatin 基因在不同哺乳动

物及禽类组织中的表达水平相当，因此将对 myostatin 基

因的定量结果与生肉组织中的定量结果相比，即可计算

出基因组 DNA 的降解程度，从而进一步通过降解程度

校正物种特异性扩增的定量结果。

再者，PCR 反应易受到酶抑制剂的影响导致定量结

果的偏差。加入已知浓度的阳性内参(IPC)构建二重反应

体系是校正酶抑制剂影响的有效方法。IPC 往往是人为

重组的质粒或线性 DNA 片段，体系中同时存在扩增 IPC
的引物与探针，可通过对 IPC 扩增 Ct 值的变化反映 PCR
反应的抑制程度并加以校正 [ 3 0 ]。然而时至今日，尚未

见使用 myostatin 与 IPC 系统的三重扩增体系同时校正

DNA 降解与反应抑制的肉类 RTi-PCR 定量研究报道。

此外，D N A 提取效率、食品自身状态、储存时
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间、检测仪器性能等因素均会对应用 RTi-PCR 的肉类成

分定量产生影响。总之，尽管现有研究已报道了诸多

深加工食品、混合肉制品中肉类成分定量的成功案例，

但相关方法仍处于不断改进、优化与完善之中。

4 结  论

食品中肉类成分的种属鉴定技术是打击肉制品掺

假、维护市场秩序的有效保障。通过检测特征蛋白质

或其分布的肉类鉴别技术已逐步被更灵敏实用的核酸检

测所取代。如今，荧光定量 P CR 技术的飞速发展为肉

类成分检测开辟了新的途径，使得食品中肉类成分的定

量分析与溯源成为可能。在定量检测中，通过对反应

体系的精巧设计而提升方法的准确性与实用价值将成为

相关技术的发展方向与趋势。
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