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肉制品中牛源性成分荧光定量聚合酶链式 
反应方法的建立与应用
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摘  要：为了能够快速准确检测出市场中掺假牛肉制品，采用TaqMan探针法，建立一种用于快速有效检测牛肉制

品中牛源性成分的荧光定量聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）方法。选择GenBank中牛β-actin基因

的保守序列，设计并合成特异性引物及TaqMan探针，以构建的pMD-18T-96-beef质粒为标准品，优化反应条件。结

果表明：重组质粒标准品经PCR、测序和酶切鉴定正确，建立的标准曲线Ct值与模板拷贝数对数值之间呈良好的线

性关系，相关系数为0.98，斜率为－3.345，敏感度为46.1 copies/µL。特异性实验表明，用该方法检测猪肉、羊肉、

鸡肉、鸭肉、鹅肉等非牛肉制品结果均为阴性。批内重复实验变异系数均小于0.98%，批间重复实验变异系数均小

于0.33%，表明该方法重复性良好。用建立的荧光定量PCR方法与SN/T 2051—2008《食品、化妆品和饲料中牛羊猪

源性成分检测方法 实时PCR法》同时对市场上40 份牛肉加工品进行检测，结果显示，本方法检测有3 份样品为牛

源成分阴性，与SN/T 2051—2008方法检测结果相同。可见，本实验建立的荧光定量PCR方法具有特异、敏感、快

速的特点，适用于检测市场中肉类掺假的行为。
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Abstract: A real-time fluorescence-based polymerase chain reaction (PCR) assay that enables rapid and accurate 

identification of adulterated beef products was developed using TaqMan probe for the rapid and effective detection of 

bovine-derived materials in meat products. A pair of specific primers and TaqMan probe was designed according to the 

conserved sequence of the bovine β-actin gene. PCR reaction conditions were optimized using pMD-18T-96-beef plasmid as 

standard. The results showed that the pMD-18T-96-beef plasmid was confirmed to be valid by PCR, sequencing and enzyme 

digestion and the developed standard curve produced a good linear relationship between Ct value and initial amounts of 

total DNA with correlation coefficient and slope of 0.98 and −3.345, respectively. The sensitivity  was 46.1 copies/µL. No 

cross-reactions were found in specimens containing pork, mutton, chicken, duck and goose. The intra- and inter-assay variable 

coefficients were less than 0.98% and 0.33%, respectively, suggesting good repeatability. A total of 40 beef product samples from 

the market were measured by this method and the routine real-time PCR method from the industry standard SN/T 2051—2008. 

Of the 40 samples, 3 were detected as positive as consistently indicated by the two assays. This real-time PCR method with strong 

specificity and high sensitivity could provide a useful approach for the identification of meat adulteration.

Key words: meat products; bovine-derived ingredients; fluorescence-based quantitative polymerase chain reaction; meat 

adulteration 
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随着市场上牛肉价格的不断上涨，使其价格远高于

其他种属肉制品，部分不法企业及商贩在高成本的牛肉

中掺入低廉的其他肉类品种，冒充牛肉进行销售来谋取

利益，这种行为在损害消费者利益的同时，也干扰了正

常市场竞争秩序的建立[1-3]，造成恶劣的社会影响[4-6]。

因此，建立一种快速、准确检测肉制品中牛肉含量的方

法，具有非常重要的意义。对于肉源成分的检测，检疫

部门通常采用以线粒体单拷贝基因为基础的荧光定量聚

合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）方法。

自Tartaglia等[7]首先报道了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PCR及多重PCR技

术对食品中不同肉类种属的鉴别方法[8-14]。实时荧光PCR

技术具有特异性强、敏感性高、操作简便、快速高效等

特点，将种属鉴定技术发展到了一个新的高度[15-18]，而探

针法荧光定量PCR由于增加了探针结合反应，更进一步

增加了该方法的特异性，在肉类掺假检测方面具有巨大

的应用潜能。

与线粒体相比，一些管家基因的DNA为单拷贝基

因，组织间差异不大[19]，有利于进行量化分析。因此，

本研究选用牛β-actin基因组单拷贝基因种间保守片段，

设计合成了一对特异性引物与TaqMan探针，构建牛源性

成分标准质粒，绘制标准曲线，建立了检测肉制品中牛

源性成分定量检测方法，为肉类掺假量化研究的进一步

发展提供方法借鉴。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

生鲜牛肉、酱牛肉、肥牛卷、牛肉干、牛肉松、牛

排、牛肉馅饺子、猪肉、羊肉、鸡肉、鸭肉、鹅肉均购

自郑州市某超市。

组织裂解液、氯仿-异戊醇（24∶1，V/V）、3 mol/L 

醋酸钠、TE缓冲液均为自配试剂；Tris平衡酚 北京 

索莱宝生物科技有限公司；Premix Ex 2×Taq™（Probe 

qPCR）、pMD-18-T载体、工程菌DH5α感受态细胞 大连 

宝生物公司；质粒小量制备试剂盒、琼脂糖凝胶快速回

收DNA试剂盒 北京百泰生物技术有限公司。

1.2 仪器与设备

ABI 7500实时荧光定量PCR仪 美国应用生物系

统（中国）公司；BioSpec-nano微量核酸蛋白仪 日本 

岛津公司；Z36HK高速冷冻离心机  德国Hermle公

司；NTS-4000AM恒温振荡水槽 日本Tokyo Rikakikai 

公司。

1.3 方法

1.3.1 引物和TaqMan探针

查找Genebank中公布的牛肉单拷贝β-actin基因组的

特异区域进行多序列的比对，针对其保守区域设计了牛

肉的特异性引物bovine-F、bovine-R和探针bovine-P，并

用FAM荧光染料基团标记探针的5’端，非荧光淬灭基团

BHQ1标记探针的3’端，PCR扩增产物长度为96 bp。引物（上

海）及探针均由生物工程（上海）技术有限公司合成。

表 1 实时荧光PCR引物和探针

Table 1 Primers and probes for fluorescence-based PCR

名称 引物/探针序列（5’-3’） 片段长度/bp 靶基因

bovine-F GTA GGT GCA CAG TAC GTT CTG AAG

96 β-actinbovine-R GGC CAG ACT GGG CAC ATG

bovine-P FAM-CGG CAC ACT CGG CTG TGT TCC TTG C-BHQ1

1.3.2 样品DNA的提取 

肉制品或生鲜样品，取100  mg充分研磨，置于

1.5 mL EP管中，加入1 mL ddH2O，混匀后置－20 ℃反复

冻融2 次，5 000 r/min离心3 min，取上清300 µL用于酚-

氯仿核酸提取，最后加入50 µL 1×TE缓冲液溶解，作为

PCR模板，贮存于－20 ℃备用。

1.3.3 标准质粒的构建 

按照琼脂糖凝胶快速回收DNA试剂盒纯化PCR产

物，并将其连接到pMD-18-T载体上，转入E.coli工程菌

DH5α感受态细胞，并做酶切鉴定，由生物工程（上海）

技术有限公司完成测序，并将其命名为pMD-18T-96-beef

标准质粒。

1.3.4 牛源性成分荧光定量PCR检测方法反应条件的

确定 

在Premix Ex Taq™的基础上，选择20 μL的反应体系，

对引物和探针浓度进行优化，以最小Ct值和最高荧光增量

值为判定依据，从而确定引物和探针的最佳工作浓度。

1.3.5 牛源性成分荧光定量PCR标准曲线的绘制 

利用核酸蛋白检测仪检测提取标准质粒的含量，取

DNA纯度在1.8～2.0之间的质粒计算其浓度和起始拷贝

数，起始模板量为3.32×106 copies/µL，10 倍倍比稀释，

共6 个梯度的标准质粒进行荧光定量PCR扩增，绘制荧光

定量PCR标准曲线。

1.3.6 牛源性成分荧光定量PCR检测方法的评价 

1.3.6.1 灵敏度

设置标准质粒梯度为3 . 3 2×1 0 6、4 . 7 6×1 0 5、

3.50×104、3.47×103、5.13×102、4.16×101 copies/µL，

荧光定量PCR能扩增的最低稀释度的拷贝数即为所建方

法的灵敏度。

1.3.6.2 特异性 

用建立的荧光定量PCR方法分别对猪肉、羊肉、鸡

肉、鸭肉、鹅肉基因组进行荧光定量PCR扩增，评价该

方法的特异性。

1.3.6.3 重复性

选取4.76×105、3.50×104、3.47×103 copies/µL稀释
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度的pMD-18T-96-beef标准质粒为模板进行荧光定量PCR

扩增，分别做3 次组内重复和组间重复，评价该方法的重

复性。

1.3.7 市售牛肉加工品的检测

为验证所建方法在实际样品检测过程中的准确性，

购买市售牛肉加工品（酱牛肉、肥牛卷、牛肉干、牛肉

松、牛排、牛肉馅饺子等）40 份，按照1.3.2节方法提取

DNA模板进行检测。同时用SN/T 2051—2008方法对此

40 份样品进行检测，比较2 种方法的符合率。

2 结果与分析

2.1 标准质粒的鉴定

M 1 2 3 4

96 bp100 bp
200 bp
300 bp
400 bp
500 bp
700 bp

1 000 bp

M. DL 1 000 bp Marker；1、2. 阴性对照；

3、4. pMD-18T-96-beef的PCR扩增产物。

图 1 标准质粒pMD-18T-96-beef的PCR鉴定

Fig.1 PCR identification of standard plasmid pMD-18T-96-beef

M             1              2

96 bp

pMD-18-T
2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M. DL 2 000 bp Marker；1. 目的片段PCR扩增产物；2. 标准质粒酶切鉴定。

图 2 标准质粒pMD-18T-96-beef的酶切鉴定

Fig.2 Enzyme digestion identification of standard plasmid  

pMD-18T-96-beef

由图1可知，对标准质粒进行PCR鉴定，可扩增到

1 条约96 bp的片段，与连接前的PCR产物大小一致。由

图2可知，标准质粒酶切鉴定正确，测序结果与目的基因

序列相符，表明pMD-18T-96-beef标准质粒构建成功。

2.2 荧光定量PCR反应条件的确定

经过对引物和探针浓度的摸索，确定反应体系为：

2×Premix Ex Taq™（Probe qPCR）12.5 μL，bovine-F、

bov ine -R终浓度为0 .5  µmol /L，bov ine -P终浓度为

0.025 µmol/L，DNA模板2 μL，用双蒸水补齐至20 μL。

实时荧光PCR反应条件为：95 ℃ /10 s、95 ℃ /  5 s、

60  ℃ /  20  s，40  个循环；35  ℃ / 10  s。结果判定， 

Ct值＜30为阳性，Ct值＞40为阴性，两者之间为可疑，

重复检验，结果一致且呈明显的对数增长，判定为阳

性，否则为阴性。

2.3 牛源性成分荧光定量PCR标准曲线的建立

按优化的反应条件，取6 个稀释度的标准质粒pMD-

18T-96-beef作为模板进行荧光定量PCR扩增，从而可以

得出拷贝数对数值（x）与循环数（Ct）值之间的线性关

系表达式：Ct=－3.345x＋36.48，相关系数R2=0.98。

2.4 牛源性成分荧光定量PCR检测方法的评价

2.4.1 牛源性成分荧光定量PCR检测方法的灵敏度 

标准质粒梯度为3.32×106、4.76×105、3.50×104、

3.47×103、5.13×102、4.16×101 copies/µL时，用荧光

定量P C R方法对不同质粒量的模板进行扩增，当标

准质粒在4.16×101 copies/µL模板浓度时，仍然可以

检测到牛源性成分阳性，故本检测方法的灵敏度为

4.16×101 copies/µL。

2.4.2 牛源性成分荧光定量PCR检测方法的特异性 

－0.50 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

0.5

5.5
6.5

2.5
3.5
4.5

1.5

图 3 牛源性成分荧光定量PCR特异性实验

Fig.3 Specificity of the quantitative PCR for detecting bovine-derived 

ingredients

以不同肉种基因组为模板进行荧光定量PCR扩增，

由图3可知，只有牛肉有荧光信号，猪肉、羊肉、鸡

肉、鸭肉、鹅肉均无有效扩增，说明所建方法有很好的

特异性。

2.4.3 牛源性成分荧光定量PCR检测方法的重复性

表 2 牛源性成分荧光定量PCR重复性实验结果

Table 2 Repeatability of the quantitative PCR

质粒含量/
（copies/µL）

批内重复 批间重复

重复次数
平均值

标准
偏差

变异
系数/%

重复次数
平均值

标准
偏差

变异
系数/%1 2 3 1 2 3

4.76×105 19.44 19.53 19.43 19.47 0.055 1 0.28 19.31 19.26 19.38 19.32 0.060 3 0.31

3.50×104 22.55 22.62 22.65 22.6 0.051 3 0.23 22.64 22.57 22.49 22.57 0.075 0.33

3.47×103 25.65 25.68 25.63 25.65 0.025 2 0.98 25.59 25.63 25.67 25.63 0.04 0.16

由表2可知，4.76×105、3.50×104、3.47×103 copies/µL 

标准质粒稀释度3 次扩增的变异系数均小于0.98%，由批

间重复性实验可知，3 个标准质粒稀释度的变异系数均小
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于0.33%。可见，本实验建立的荧光定量PCR检测方法具

有较高的可重复性，从而保证了样品检测结果的可靠性

和稳定性。

2.5 市售样品的荧光定量PCR检测结果

使用本研究建立的方法对40 份市售样品中的牛源性

成分进行定量检测，结果显示，有2 份肥牛卷和1 份牛肉

干存在检不到荧光信号的现象，表明市场上确实存在假

冒牛肉成分的商品。而且该结果与SN/T 2051—2008方法

的检测结果符合率达100%。说明本实验建立的荧光定量

PCR方法可以用于肉制品中牛源性成分的检测。

3 讨 论

肉类鉴别涉及畜牧业的健康发展，消费者权益的保

障，进出口贸易等诸多领域。对肉类鉴别方法的研究十

分必要，特别是近几年的核酸扩增技术更给肉类鉴别提

供了有利平台。肉类鉴别的靶基因主要包括3 类：线粒体

基因组DNA、细胞基因组中重复序列和单拷贝序列。

物种基因的正确选择及基因片段长度的大小是动物源

性成分检测的关键，本研究选择单拷贝β-actin基因设

计特异性引物和探针，是因为其组织间差异不大，在

定量检测时更能准确的计算其拷贝数，对其含量进行

量化分析。因此单拷贝基因DNA序列已广泛应用于研

究物种的遗传分化，物种进化食品及饲料中动物源性

成分检测的靶基因[20]。

本研究基于牛单拷贝基因组序列设计特异性引物和

荧光探针，建立了肉制品中牛源性成分检测的TaqMan荧

光定量PCR方法。经验证，本研究建立的方法特异性良

好，检测灵敏度达到41.6 copies/µL。应用本方法对市售

40 份牛肉加工品进行检测，发现确实存在牛肉成分肉类

掺假的行为，而且该结果与SN/T 2051—2008方法结果符

合率达100%。本研究可以满足日常的检测工作需要，是

防止商家掺假牟利的有效手段之一。

荧光定量PCR方法对样品中的牛源性成分进行了相对

定量，这方便了食品检测部门对样品中牛源性成分的无意

沾染和故意添加做出判定。该方法修补了行业标准的漏

洞，是对行业标准的有益补充。应用荧光定量PCR方法检

测食品中的牛源性成分是我国行业标准发展的必然趋势，

以指导我国食品检验检疫部门对食品的安全进行把关。

应用分子技术来检测食品安全是未来发展的重要方

向，肉源成分检测历经了普通PCR方法、实时荧光PCR

方法、以及定量PCR方法，虽然各方法还存在着一定的

技术性问题，比如目前还不能通过对样品中不同肉源性

成分的DNA拷贝数比来计算出其组分的质量比，但是随

着分子生物学技术的不断发展必将会日趋完善，在生命

科学技术领域有很大的应用前景。
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