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肉制品中羊源性成分的定性和定量检测
钱俊平，郭 梁*，海 小，郭元晟，雅 梅

（锡林郭勒职业学院生物工程研究院，锡林郭勒食品检验检测和风险评估中心，内蒙古 锡林浩特 026000）

摘  要：通过检测肉制品中DNA的来源进行动物源性检测是打击鲜肉及加工肉制品制假掺假的重要技术手段。依

据GB/T 25165—2010《明胶中牛、羊、猪源性成分定性检测方法 实时荧光PCR法》合成用于TaqMan 实时荧光聚

合酶链式反应的引物和探针，利用鲜肉及加工肉制品进行羊源性成分定性和定量检测方法研究。首先利用12 种不

同动物鲜肉组织的DNA检测方法的特异性，然后以羊源DNA梯度稀释液为模板进行灵敏度实验，最后在加工肉制

品中检测方法的适用性和定量检测能力。结果表明：此方法具有羊源性成分检测特异性，对其他动物来源的鲜肉

DNA均无扩增信号，可以检出羊肉和猪肉混合样品中0.1%的羊肉；方法灵敏度高，可以检出10 pg的羊源DNA；方

法适用性广，可以对加工肉制品（羊肉干）进行羊源性成分的定性和定量检测。
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Qualitative and Quantitative Determination of Sheep-Derived Ingredients in Adulterated Meat Products
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Abstract: Authentication of meat products through the source identification of DNA is an important technical means for fight 
against meat adulteration. In this study, we developed a TaqMan-based real-time fluorescence polymerase chain reaction 
(RT-PCR) assay for qualitative and quantitative determination of sheep-derived ingredients in adulterated meat and meat 
products. Sheep-specific primers and probes were designed according to the Chinese National Standard (GB/T 25165‒2010). 
The specificity of the PCR assay was evaluated by using it to detect DNA from 12 different animal species. Diluted sheep 
DNA solutions were utilized as templates to test the sensitivity of this method. Finally, its applicability and potential for 
quantitative determination were tested in processed meat products. The results showed high specificity for sheep rather than 
other animals, the ability to detect 0.1% sheep meat when mixed with pork, high sensitivity (10 pg of ovine DNA), and wide 
applicability to qualitatively and quantitatively identify sheep-derived ingredients in adulterated processed meat products. 
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肉制品是人类膳食结构的重要组成部分，肉制品中

富含蛋白质、脂肪、碳水化合物、维生素和矿物质（包

括微量元素）等营养物质，这些营养成分不仅是组成宏

观人体和微观细胞的基础，也是调控人体生命活动和细

胞内生物化学反应的重要基础物质[1]。肉制品除了含有丰

富的常规营养成分之外，色、香、味俱佳的感官体验更

是赋予其美食的内核。然而，伴随着日益增长的生产量

和消费量，肉制品成为在食品生产、加工、流通及餐饮

领域中造假掺假的主要目标[2-3]。一些不法企业和商贩用

低价肉或非肉成分冒充高价肉，在牛肉、羊肉、鹿肉等
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高价肉制品中掺杂鸡肉、鸭肉等低价肉。这些造假掺假

的欺诈违法行为对人类健康、消费者权益、市场公平交

易机制及民族宗教等各方面都产生了巨大威胁[4-5]。动物

源性成分检测技术能够应对上述问题，除了能保护消费

者合法权益、维持市场公平交易机制、维护及尊重民族

传统和宗教信仰，还能预防动物源性疾病（疯牛病、口

蹄疫及牛海绵状脑病等）的传播[6-8]。

羊肉是消费者广泛食用的家畜肉之一，羊肉不仅

营养丰富、肉质细嫩、容易消化、具有高蛋白、低脂

肪、含磷脂多、胆固醇少的特点，同时羊肉的食用也没

有宗教和文化的禁忌。目前，动物源性成分检测技术建

立在对样品蛋白质、脂肪酸及核酸等分子结构、组成特

异性或种属标签序列分析的基础上，通过种属特异分

子鉴别肉制品的动物来源[9-11]。动物制品真伪鉴别所涉

及的技术手段包括电泳[12-13]、免疫组化[14-15]、质谱[16]、

色谱 [17]、膜芯片 [18]、环介导等温扩增（loop-mediated 
isothermal amplification，LAMP）[19-20]和聚合酶链式反

应（polymerase chain reaction，PCR）[21-23]。由于蛋白质

和脂肪酸在肉制品生产、加工、贮藏及运输过程中的不

稳定性，使得相应检测技术耗时长、前处理复杂多样及

检测成本较高；而脱氧核糖核酸（DNA）作为遗传物质

包含全部遗传信息，并且基于其稳定性高的特点，加工

过程中很难被破坏，是非常理想的标记物，能够很好地

进行物种标记，用于准确鉴定动物制品的物种源性[24]。

目前，以DNA为基础的PCR技术是全球肉制品真伪鉴别

的主流技术[25-26]。其中，实时荧光PCR（real-time PCR，
RT-PCR）技术以低耗时、强特异性、高灵敏度及高通量

等优点成为近期研究热点。RT-PCR技术使用荧光染料

（SYBR Green或EvaGreen）[27-29]或探针（TaqMan）[30-31]， 

通过对每个循环的扩增产物进行实时监测，实现对目标

DNA模板的定性和定量检测。相比以荧光染料为检测手

段的RT-PCR技术，探针技术由于引入种属特异的TaqMan
探针，提高了RT-PCR的特异性。目前，RT-PCR技术是

动物源性成分检测的主流技术手段，相比普通PCR技

术，其具有快速和高通量的特点，相比膜芯片和测序

技术具有低成本和拥有潜在定量能力的特点，而且通过

引物和探针的设计和优化可以实现多通道多源性同步检

测。利用RT-PCR技术定性及定量检测动物源性成分已

有大量报道。然而，其中还存在一些问题，如混合样品

的检测灵敏度和定量曲线的适用性（用于鲜肉和加工肉

制品）等。

本研究根据GB/T 25165—2010《明胶中牛、羊、猪

源性成分定性检测方法 实时荧光PCR法》[32]设计引物

和探针，建立鲜肉及加工肉制品中羊源性成分的TaqMan 
RT-PCR检测方法，并在标准的基础上利用DNA梯度稀释

液为模板，评价方法的检测限，建立定量标准曲线，探

讨方法的定量检测能力，并在此基础上对混合样品的检

测灵敏度以及定量曲线在加工肉制品中的适用性进行研

究，为下一步研发具有定性和定量检测能力的方法和标

准提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲜肉（羊肉、黄牛肉、牦牛肉、水牛肉、猪肉、马

肉、驴肉、鹿肉、狗肉、兔肉、鸭肉和鸡肉）及加工肉

制品（蒙羊羊肉干、尚清斋鸡肉烤肠、金锣火腿肠、肉

粒多火腿肠、呼纳斯牛肉干、金蒙典牛肉干、马肉干和

五香驴肉）购于锡林浩特市德克隆超市及109农贸市场。

鲜肉样品采集自肌肉组织，在采集和分装过程中避免交

叉污染，－20 ℃保存。

TransStart Probe qPCR SuperMix购于北京全式金生物

技术有限公司；引物和探针由北京睿博兴科生物技术有

限公司合成。

1.2 仪器与设备

5418R Centrifuge高速台式离心机 德国Eppendorf
公司；Nanodrop 2000c核酸蛋白测定仪 美国Thermo 
Fisher公司；7300 Plus实时荧光PCR扩增仪 美国ABI 
公司。

1.3 方法

1.3.1 引物和探针

根据GB/T 25165—2010，委托北京睿博兴科生物技术

有限公司合成引物和探针。引物与探针序列如表1所示。

表 1 引物和探针序列

Table 1 Primer and probe sequences used in this study

引物和探针 序列

左引物 5’-ACACAACTTCTACCACAACCC-3’
右引物 5’-AAACAATGAGGGTAACGAGGG-3’
探针 5’-（FAM）-ACACCGAAACAAAATACTCCTTGAGAAACA-（TAMRA）-3’

注：FAM. 6-羧基荧光素（6-carboxy flouorescein）；TAMRA. 四甲基罗
丹明（tetramethylrhodamine）。

1.3.2 DNA提取

取10～20 mg肉制品样品，用液氮进行研磨，利

用十六烷基三甲基溴化铵（cetyltrimethylammonium 
bromide，CTAB）法[33]提取其DNA，通过Nanodrop 2000c
核酸蛋白分析仪测定其质量浓度；将母液稀释至100 ng/μL 
左右，保存于－20 ℃。

1.3.3 反应体系与反应条件

反应体系（20  μL）：TransS ta r t  P robe  qPCR 
SuperMix 10 μL、左引物和右引物各1 μL、探针1 μL、模

板DNA 1 μL，补水至20 μL。
反应条件：94 ℃、1 min，1 个循环；94 ℃、5 s，

60 ℃、31 s，45 个循环。
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1.3.4 特异性实验

分别提取12 种动物鲜肉组织（羊肉、黄牛肉、牦牛

肉、水牛肉、猪肉、马肉、驴肉、鹿肉、狗肉、兔肉、

鸭肉和鸡肉）的DNA，对其进行RT-PCR扩增实验。根据

PCR反应的循环阈（cycle threshold，Ct）值检验方法对

于不同动物鲜肉组织的特异性。

混合样品（羊肉和猪肉）的制备：分别称取相应质

量的羊肉和猪肉，利用液氮和研磨器制作羊肉质量分数

为0.1%、1.0%、10.0%、30.0%、70.0%、90.0%、99.0%

和99.9%的混合样品。分别提取8 种混合样品的DNA，对

其进行RT-PCR扩增。

1.3.5 灵敏度实验

用灭菌ddH2O稀释羊肉DNA（质量浓度100 ng/μL）， 

共8 个梯度，质量浓度分别为100、10、1、0.1、0.01、
0.001、0.000 1、0.000 01 ng/μL。以不同质量浓度的DNA
为模板进行RT-PCR反应，根据Ct值检验方法对于不同质

量浓度模板DNA的检测灵敏度。

1.3.6 加工肉制品中羊源性成分的检测

分别提取不同加工肉制品的DNA，对其进行RT-PCR
扩增实验。根据PCR反应的Ct值检验方法对于加工肉制

品的适用性。用灭菌ddH2O稀释羊肉干DNA（质量浓度

100 ng/μL），共8 个梯度，质量浓度分别为100、10、
1、0.1、0.01、0.001、0.000 1、0.000 01 ng/μL。以不同

质量浓度的羊肉干来源DNA为模板进行RT-PCR反应，

根据Ct值检验方法对于不同质量浓度羊肉干模板DNA的

检测灵敏度。

1.4 数据处理

利用RT-PCR扩增仪（ABI 7300 Plus）分析软件对扩

增结果进行扩增曲线和Ct值的分析。

2 结果与分析

2.1 羊源性成分检测特异性实验

0.0

40 8 12 16 20 24 28 32 36 40

0.5

1.5

1.010
6

图 1 12 种鲜肉样品中羊源性成分的扩增曲线

Fig. 1 Amplification curves of sheep-derived ingredients in 12 raw meats

利用羊源性成分检测的引物和探针对羊肉、黄牛

肉、牦牛肉、水牛肉、猪肉、马肉、驴肉、鹿肉、狗

肉、兔肉、鸭肉和鸡肉的DNA进行TaqMan RT-PCR扩

增实验。由图1和表2可知，羊肉鲜肉样品（5 个羊肉样

品，每个样品3 个平行）出现特异性扩增曲线，5 个羊肉

样品的Ct值分别为（18.59±0.26）、（17.77±0.06）、

（16.94±0.04）、（18.38±0.61）和（16.99±0.19），

其他11 种动物鲜肉样品DNA均未出现典型扩增曲线。以

上结果说明，本研究用于动物源性成分检测的引物和探

针具有羊源性特异性，可以用于羊肉的真伪鉴定。

表 2 引物和探针的特异性扩增结果

Table 2 Specific amplification with the primers and probes

物种 样品号
DNA产量/
（ng/μL）

DNA上样量/
（ng/μL） A260 nm/A280 nm Ct值

羊

1 553.6 125.3 125.30 18.59±0.26
2 523.6 124.5 124.50 17.77±0.06
3 839.9 126.6 126.60 16.94±0.04
4 729.6 123.1 123.10 18.38±0.61
5 678.8 125.6 125.60 16.99±0.19

黄牛 574.3 118.8 1.78 0.00
牦牛 1 697.1 108.3 1.91 0.00
水牛 2 034.1 105.9 1.89 0.00
猪 710.3 121.5 1.77 0.00
马 2 292.6 127.9 1.79 0.00
驴 1219.0 115.6 1.94 0.00
鹿 1 270.7 122.5 1.87 0.00
狗 924.7 117.7 1.91 0.00
兔 875.2 116.3 1.74 0.00
鸭 968.9 111.2 1.87 0.00
鸡 1 332.9 102.5 1.80 0.00

2.2 混合样品中羊源性成分的鉴定
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图 2 混合样品中羊源性成分的扩增曲线

Fig. 2 Amplification curves of sheep-derived ingredients in meat mixtures

表 3 混合样品中羊源性成分的鉴定结果

Table 3 Identification of sheep-derived ingredients in meat mixtures

羊肉含量/% 猪肉含量/% Ct值
0.1 99.9 28.88±0.15
1.0 99.0 25.80±0.64
10.0 90.0 18.94±0.14
30.0 70.0 16.36±0.19
70.0 30.0 14.61±0.22
90.0 10.0 15.26±0.50
99.0 1.0 14.04±0.06
99.9 0.1 14.34±0.14

由图2和表3可知，8  种混合样品均出现典型特

异性扩增曲线，羊肉含量为0 .1%的混合样品Ct值为

（28.88±0.15）。以上结果说明，混合样品并不会对羊
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源性成分鉴定产生干扰，并且可以检出混合样品中0.1%

以上的羊肉成分。

2.3 羊源性成分检测灵敏度实验

0.0

40 8 12 16 20 24 28 32 36 40 42 44

1.0

0.5

1.5

10
6

10

100
1

0.01

0.1

0.001 0.000 1 0.000 01

图中数值为DNA模板质量浓度（ng/μL）。图4B同。

图 3 羊肉DNA梯度稀释模板的RT-PCR扩增曲线

Fig. 3 RT-PCR amplification curves with diluted ovine DNA as templates 

表 4 羊肉DNA梯度稀释模板的RT-PCR扩增结果

Table 4 RT-PCR amplification results with diluted ovine  

DNA as templates

DNA质量浓度/
（ng/μL）

Ct值
平行实验1 平行实验2 平行实验3 平均值±标准差

100 16.944 16.978 16.891 16.94±0.04
10 23.432 20.100 22.165 21.90±1.37
1 25.227 25.738 25.206 25.39±0.25

0.1 28.662 29.087 27.138 28.29±0.84
0.01 33.345 33.538 33.444 33.44±0.08
0.001 0.000 0.000 0.000 0.00

0.000 1 0.000 0.000 0.000 0.00
0.000 01 0.000 0.000 0.000 0.00

由图3和表4可知：当羊肉DNA模板质量浓度稀释至

0.01 ng/μL（即10 pg羊源DNA/μL）时，RT-PCR出现典型

扩增曲线，Ct值为（33.44±0.08），x为DNA质量浓度的

对数，y为Ct值。当羊肉DNA模板稀释至0.001 ng/μL时，

未出现典型扩增曲线，Ct值为0.00。以上结果说明，羊特

异性引物和探针的检测灵敏度达0.01 ng/μL，即RT-PCR
反应可以检出10 pg羊源DNA。

2.4 羊源性成分的定量检测

对羊肉来源DNA的8 个梯度稀释模板进行RT-PCR
扩增实验。得到羊源性成分定量检测的标准曲线方程为

y=－3.939x＋48.826（R2=0.990 8），x为DNA质量浓度的

对数，y为Ct值。利用标准曲线，通过检测鲜肉中羊源性

成分的Ct值计算羊源DNA模板质量浓度。说明检测方法

中羊源性成分检测的引物和探针不仅可以对肉制品中的

羊源性成分进行定性检测，而且具备定量检测能力。

2.5 加工肉制品中羊源性成分的定量检测

由图4A和表5可知，2 种羊肉干（每种样品3 个平

行）出现特异性扩增曲线，Ct值分别为（26.01±0.21）
和（24.15±1.26），其余加工肉制品并无扩增曲线，Ct
值均为0.00。

利用羊源性成分检测的引物和探针，以羊肉干来

源DNA梯度稀释溶液为模板，进行加工肉制品（羊肉

干）的TaqMan RT-PCR扩增实验。由图4B可知，当模板

DNA质量浓度稀释至0.1 ng/μL时，RT-PCR仍出现典型

扩增曲线，Ct值为（34.74±0.21）。以上结果说明，羊

特异性引物和探针对于加工肉制品（羊肉干）的检测灵

敏度为0.1 ng/μL，即RT-PCR反应可以检出0.1 ng羊肉干

来源DNA。
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图 4 加工肉制品中羊源性成分检测的扩增曲线及灵敏度检测

Fig. 4 Amplification curves and sensitivity of detection of sheep-derived 

ingredients in processed meat products

表 5 11 种加工肉制品中羊源性成分检测的RT-PCR扩增结果

Table 5 RT-PCR amplification results of sheep-derived ingredients in 

11 processed meat products

加工肉制品 成分来源 Ct值
蒙羊羊肉干（原味） 羊 26.01±0.21
蒙羊羊肉干（香辣味） 羊 24.15±1.26

尚清斋鸡肉烤肠 鸡 0.00

金锣火腿肠1 猪 0.00

金锣火腿肠2 猪 0.00

肉粒多火腿肠1 猪 0.00

肉粒多火腿肠2 猪 0.00

呼纳斯牛肉干 牛 0.00

金蒙典牛肉干 牛 0.00

马肉干 马 0.00

五香驴肉 驴 0.00

对羊肉干来源DNA的8 个梯度稀释模板进行RT-PCR
扩增实验。得到加工肉制品中羊源性成分定量检测的标

准曲线方程为y=－4.011x＋54.464（R2=0.995 3）。利用

标准曲线，通过检测肉制品（羊肉干）中羊源性成分

的Ct值（22.84、26.41、29.99）计算出DNA模板的质量

浓度为75.9、9.8、1.3 ng/μL，计算结果与原始质量浓度

（100、10、1 ng/μL）偏差较小。以上结果说明，此方法

具有较高的适用性及特异性，可用于市售加工肉制品中

的羊源性成分的定性和定量检测。
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3 结 论

根据GB/T 25165—2010合成应用于明胶中羊源性

成分定性检测的引物和探针，利用鲜肉和加工肉制品对

以此引物和探针为基础的羊源性成分检测方法进行特异

性实验。利用混合样品进行羊源性成分的鉴定，结果表

明，混合样品并不会对检测结果产生干扰，并且本方法

可以检出混合样品中含量为0.1%的羊肉。在特异性的

基础上拓展了灵敏度检测，结果表明，此方法可以检出

10 pg的羊源DNA。由于此方法使用TaqMan RT-PCR，相

比常规PCR表现出特异性更强、检测效率更高的优势。

RT-PCR可以利用荧光信号对PCR产物进行实时监控，

具有定量模板的能力。鉴于此方法的定量潜力，利用梯

度稀释模板得到定量标准曲线方程y=－3.939x＋48.826
（R2=0.990 8），探讨羊源性成分的定量检测潜力，发现

此方法具有羊源性DNA定量检测能力。最后，对加工肉

制品（肉干和香肠）进行羊源性成分的定量检测，结果

表明，此方法可以对来源于加工肉制品的DNA进行定量

检测。

本研究分别对羊肉和羊肉干进行羊源性成分检测的

灵敏度实验和DNA定量检测曲线的构建，结果表明，羊

肉干的检测灵敏度较低。推测加工肉制品（羊肉干）中

的DNA存在降解情况，导致有效DNA模板较少，使得灵

敏度相比鲜肉较低。在定量检测曲线的构建中发现，羊

肉和羊肉干的DNA定量曲线并不相同。以上结果说明，

动物源性成分检测的灵敏度和定量曲线由于样品类型的

不同而有较大差异。本研究团队前期将多物种线粒体基

因序列比对设计应用于羊源性成分检测的引物和探针，

可以检测出1 pg的羊源DNA，并且构建了定量检测标准

曲线（R2=0.976）[34]。李亮等[35]研发出的牛源性成分检测

技术的灵敏度达10 pg/μL，而付理文等[36]研发的应用于羊

源性成分检测的引物和探针可以检出85 pg的羊源DNA。

虽然本研究方法检测羊源性成分的灵敏度并没有达到

1 pg，但是对于动物源性检测已经足够，更为重要的是此

方法具有羊源性DNA的定量检测能力。
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