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肉制品真伪鉴别技术研究进展
任君安1,2，黄文胜1，葛毅强2,3，陈  颖1,*
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摘  要：肉类制假、掺假问题严重侵害了消费者权益、身体健康和进出口贸易。目前，肉类掺假检验技术已经逐渐

成为研究热点，主要的研究方法有形态学、基于代谢物的检测和基于蛋白水平及核酸水平的检测等几大类，主要包

括酶联免疫吸附实验、色谱、质谱和聚合酶链式反应等。本文综述了食品中肉类成分鉴别技术的研究进展，并对其

发展趋势进行讨论。
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Abstract: Currently, meat adulteration issues occur frequently, and severely impact import and export trade, consumers’ 

rights and people’s health. The development of reliable and accurate testing methods has become a hot research topic 

in many countries. The most reported meat authenticity detection techniques for meat products include microscopic 

examination, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), liquid chromatography, tandem mass spectrometry and 

polymerase chain reaction, based on the characteristics of morphology, metabolites, proteins and nucleic acids. This paper 

reviews the progress in identification techniques for meat ingredients and their future trends are discussed.
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肉及其制品营养丰富，蛋白质含量约为10%～20%，

畜肉中含丰富的B族维生素，禽肉中不饱和脂肪酸含量较

高，如人体必需的亚油酸，约占总脂肪含量的20%[1]。全

球范围内肉制品的产量和消费量持续升高，2013年我国成

为全球肉类生产第一大国，年产量达8 536 万t，伴随而来

是近年来肉制品的掺假掺杂事件频繁发生。2013年，我国

部分地区开展了肉及其制品的掺假情况调查[2]，结果显示

有25.6%的样品与标识不符，肉制品掺假情况较明显，熟

制牛肉和食用羊肉卷是肉类掺假高危品。目前，肉制品的

掺假主要表现在：1）原料肉的掺假；2）组织的替换，如

用其他动物组织（脂肪等）替换肌肉组织成分；3）非肉

成分的添加，如注水以及掺入植物蛋白等[3]。这些问题的

出现严重干扰了全球范围内的肉业生产，不仅成为制约肉

品质量提升的主要因素，而且严重损害了消费者的经济利

益和知情权，甚至涉及宗教信仰等问题（例如在清真食品

中掺杂进猪肉或其他血浆成分等非清真食品）。
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为保护消费者权益，全球不同国家和地区对肉制品

的标识要求都做了不同程度的规定。欧盟定量成分声明

（quantitative ingredient declaration，QUID）强制要求

肉制品需要标识出所有成分及其净含量，详细规定了净

含量的计算方法，并规定肉的主要成分为骨骼肌蛋白、

结缔组织蛋白和脂肪等成分需单独列出且规定了最高含

量，其中猪肉的脂肪最高限量为30%，结缔组织蛋白限

量为25%，鸟类和兔肉的脂肪最高限量为15%，结缔组织

蛋白限量为10%，其他哺乳动物纯肉及混合肉制品脂肪

含量和结缔组织蛋白限量为25%，这是最严格的肉类成

分标识制度[4]。美国食品药品监督管理局（Food and Drug 
Administration，FDA）食品标签指南规定肉制品中需要

标识出所有成分，并在食品外包装的主展示面上根据质

量按照降序顺序罗列所有成分。我国于2011年发布预包

装食品标签通则，也规定各种配料应按制造或加工食品

时加入量的递减顺序一一排列。

综上所述，各国已有肉制品标识的法律法规来约束

生产者和经营者的行为，但要保障相关法规的有效执

行，还需要借助科学的检测方法[5]。各国学者近年来基于

各类技术平台研究肉制品中动物种类的定性定量检测方

法，大致可分为形态学方法、基于代谢物的检测方法以

及基于蛋白、核酸的检测方法。本文就各种肉类掺假鉴

别方法的研究进展进行分析和总结，并对该领域的未来

发展方向进行探讨。

1 形态学检测方法

形态学方法是以组织学特性为基础，通过立式显微

镜和复合光学显微镜观察样品粗糙颗粒和细小颗粒形态

学构造来区分不同动物组织的一种检测方法，此种方法

仍然是目前欧盟官方唯一认定的可用于肉骨粉仲裁检测

的标准方法[6]，可以在几乎不存在假阴性的情况下检测

出低于0.1%的肉骨粉含量[7]，检测假阳性率低，检出限

低，分析热稳定性好。但是显微镜分析结果有一定的主

观性，与检测人员的经验有较大关系，例如在有细胞存

在的肉骨粉样品中尽管能够检出微量的动物源性成分，

但无法区分动物种类，只可以区分哺乳动物、禽类和鱼 

类[8]，因此迫切需要寻找分辨率和灵敏度更高的鉴定方

法。近几年，基于电镜与数字图像分析相结合的组织学

技术已成功地应用在肉类加工产品中肌肉组织含量的 

评价和检测，前提是肉在微切片后的形态学改变并不明

显[9]，该技术成功用于分析美国热狗中的骨骼肌含量及

结缔组织和骨组织等其他成分，结果表明大部分品牌的

热狗产品中肉（骨骼肌）含量均低于10%，水分占50%以

上，所有品牌的热狗中均含有其他组织成分。基于光镜

的图像分析技术也被用来检测4 个商业品牌的意大利饺子

馅中存在的各种动物组织及其骨骼肌含量 [10]，并检测

了不同品牌和批次样品的骨骼肌密度、骨骼肌蛋白大

小和不同批次的均一性，结果表明该方法的检测结果

可靠，可以对加工肉制品中的微量动物组织成分和含

量进行鉴定。

2 基于代谢物的检测方法

广义上，代谢物包括了生物体内除核酸、蛋白之

外的所有化合物，如糖类大分子、脂类大分子及各种小

分子代谢物，但目前代谢物检测只涉及分子质量小于

2 000 D的小分子代谢物。一些研究者报道了根据肉类

中的氨基酸、糖和酚类物质等生物代谢物组成进行动物

种属鉴别的方法[11-13]。代谢物检测的常用技术有光谱、 

色谱-质谱及各类传感器（如电子鼻和电子舌）等。光谱

检测常用于研究物质的分子结构和组成，由于拉曼散射

光谱和红外吸收光谱可以有效表征小分子代谢物中的C、
N、O、H之间的化学键及相应官能团，因此自20世纪70
年代起被广泛用于有机物和农产品品质成分的定性定量

检测。电子鼻和电子舌是基于电化学传感器和模式识别

的气体、液体分子分析仪器，能同时与样品中的各类分

子相互作用，获取样品的整体信息，近年也已用于食品

农产品的品质检测和种类鉴别。

由于各种代谢物往往含有多种官能团且多有相似分

子结构，因此各物质光谱、电子鼻舌等的测量信号交叉

重叠，无法直接测得食品农产品中各物质的含量，因而

这种定量也被称为“黑匣子”定量。需要运用化学计量

学将测量信号与典型样品的已知质量参数进行关联，通

过大量典型样品的测量数据建立定量分析模型，才能用

于样品定量检测，目前常用的建模方法有主成分分析、

判别分析、偏最小二乘回归分析和人工神经网络等。

2.1 光谱学技术

光谱学方法是一种快速、无损的食品饲料动物成分

检测鉴别方法，其突出特点是分析速率快，样品制备简

单，可同时测定多种成分，简单无污染，只需对比已知谱

图，即可进行快速、简单、可重复、无损伤的定性定量分

析。拉曼光谱和近红外光谱检测的都是物质分子的各种振

动、转动频率和能级的信息，反映了样品分子中有机物结

构和官能团类型，且拉曼光谱与红外光谱在应用对象上各

具特色。近几年，国内外很多实验室开展了拉曼光谱法和

近红外光谱法鉴别不同动物源性成分的方法研究。

拉曼光谱是由物质分子对光源的散射产生的一种非

破坏性的指纹成像技术。Ellis等[11]首次运用傅里叶变换

拉曼光谱技术，鉴别了鸡肉和火鸡鲜肉，同时对不同

部位的鸡肉，如鸡胸肉和鸡腿肉进行了有效地区分。

Sowoidnich等[12]应用转移激发拉曼光谱（shifted-excitation 
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raman difference spectroscopy，SERDS）技术原位鉴定牛

肉、猪肉、鸡肉和火鸡的鲜肉切片，对两个激发光波长

的光谱数据进行主成分分析，结果表明4 种肉类可被明确

区分。但比之于红外光谱，拉曼光谱的灵敏度较低，待

测物需要较高的含量才可检测。

常用波长在780～2 526 nm范围的近红外光谱法。

Ding等[14]用近红外技术研究牛肉汉堡包掺假问题，采用

400～2 500 nm波长范围的红外光对生、熟及碎肉进行

分析，并通过建立偏最小二乘回归（partial least-squares 
regression，PLS）模型判断掺假程度，发现掺假量与准

确度成正比例关系，其中，掺入量为5%～25%的牛肉样

品，判断准确率在92.7%以上。Restaino等[15]将近红外光

谱及化学计量学相结合，应用线性判别分析（spatially 
smooth linear discriminant analysis，SLDA）鉴别意大利

肉块的动物种类，对牛肉、猪肉肉块的鉴别准确率为

100%。Morsy等[16]利用近红外光谱对新鲜的解冻的牛肉

尝试进行了定量检测。最近Kamruzzaman等[17]应用近红

外高频谱图像分析法检测碎羊肉中掺杂的猪肉含量，该

技术的最大特点为光谱技术与成像技术有机结合，通过

光谱鉴定分析物的动物种类，通过图像分析计算样品切

片中各种肉类的空间分布。笔者选择4 个波长进行分析

并建立了多重线性回归（multi-linear regression，MLR）
模型，在4%～40%的范围内可检测掺杂肉的含量。孙

淑敏等[18]用近红外光谱快速鉴别羊肉产地来源。对来自

国内5 个产区共99 份羊肉样品的光谱数据进行分析，建

立了羊肉产地来源的定性判别模型。结果表明，不同地

区羊肉的近红外光谱有显著差异，整体正确判别率达到

100%。证明近红外光谱结合化学计量学方法可以作为羊

肉产地溯源的一种有效技术手段。近红外光谱法的缺点

是：1）需要大量有代表性且测量值已知的样品建立模

型。2）模型不通用，每台仪器的模型都不相同，限制它

的使用范围。

2.2 电子鼻和电子舌技术

电子鼻采用氧化物半导体和固体电解质等气敏传感

器对气味进行捕捉和检测，模拟人鼻的感觉功能，属于

气味指纹检测方法。电子舌以电化学传感器模拟人的味

蕾功能，用于检测液体中风味相关物质，属于嗅觉指纹

检测方法。电子鼻和电子舌已在食品品质控制、新鲜度

评价及原料种类鉴别等方面得到了广泛应用[19]，在检测

肉品时具有样品预处理简单、操作方便、成本低、重现

性好及可同时检测多种成分等优点。

贾洪锋等[20]尝试用电子鼻进行肉类掺假识别，对牦

牛肉、牛肉和猪肉样品进行分析。结果表明，电子鼻能

够有效识别样品中的猪、牛肉，并能对牦牛肉和普通牛

肉的不同部位进行有效区分，但不能区分猪肉的不同部

位。在牛肉馅中掺入不同比例的猪肉馅时，电子鼻响应

信号和猪肉馅掺入比例之间有很好的相关性，PLS模型

预测误差在1.27%～7.00%之间。García等[21]采用多传感

器阵列电子鼻系统，在传感器阵列中溅射入SnO2薄膜，

结合主成分分析（principal component analysis，PCA）和

概率神经网络（probabilistic neural network，PNN）数据

分析技术可以鉴别4 种品牌的火腿肉，准确率为100%。

Tian等[22]利用电子鼻鉴别羊肉中掺杂的猪肉成分，结果表

明，采用线性判别分析可以区分掺入不同比例猪肉的羊

肉样品，并采用PLS、MLR和反向传播神经网络（back 
propagation neural network，BPNN）分析建立预测模型，

能有效区分掺入羊肉中的猪肉比例。

田晓静等[23]报道了利用电子舌方法对羊肉中混入不

同比例鸡肉的样品进行定性和定量检测。通过主成分分

析和典型判别分析，电子舌能区分混入不同比例鸡肉的

羊肉糜样品；采用多元线性回归分析和偏最小二乘回归

分析建立的定量预测模型能有效预测混入的鸡肉比例。

韩剑众等[24]将自行开发的多频脉冲电子舌应用于鲈鱼、

鳙鱼、鲫鱼等3 种淡水鱼和马鲇鱼、小黄鱼、鲳鱼等3 种
海水鱼的鉴别实验中，表明电子舌不仅可以有效区分淡

水鱼和海水鱼，而且还可以辨识不同品种淡水鱼或海水

鱼之间的差异。

3 基于蛋白质的检测方法

蛋白质是生命的物质基础，氨基酸序列和三维结构

通常具有一定种内保守性和种间特异性，是适用于物种

鉴别技术的理想分析对象。Wilkins等[25]首次提出了蛋白

质组的概念，随后，研究人员逐渐开始采用电泳方法、

基于抗原抗体特异性反应的免疫学方法或质谱分析等方

法等对肉及其制品中的总蛋白或蛋白标志物进行分析检

测[26]。每种方法都有其优缺点，需要对不同样品找到最

适合的检测方法。

3.1 蛋白质电泳技术

电泳方法是一种传统的动物源性成分检测方法，至

今仍得到广泛的应用。动物的品种、组织结构、保存时

间和加工技术都会对蛋白质产生影响。利用蛋白质组学

对肉类进行鉴别的电泳技术主要包括聚丙烯酰胺凝胶电

泳（polyacrylamide gel electrophoresis，PAGE）、十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-
PAGE，SDS-PAGE）、双向凝胶电泳（two-dimensional 
gel electrophoresis technology，2-DE）等。

2-DE根据蛋白质的等电点（pI）和分子质量（Mw）

对蛋白质进行分离纯化，能在一张凝胶上同时鉴定

10 000 个蛋白点[27]，并且可以实现与质谱技术的结合，

对不同品种的肉制品做定性或定量分析，成为蛋白质组

学研究的主要支撑技术之一。19世纪80年代双向凝胶电
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泳技术第一次应用到了动物源性食品鉴别领域，初步鉴

定了屠宰后的生肉样品。随后，2-DE技术在过去20 a中
得到了飞速的发展，部分物种的肌肉2-DE图谱已经公

布，包括猪[28-29]、牛[30]和鸡[31]的骨骼肌蛋白图谱，一些图

谱已被用于获得与肉类种属性状相关的分子标记。研究

人员分析了猪的不同品种[32-33]、不同性别[34]和不同肌肉部

位[35]的蛋白表达量差异，但是表达量的差异并不能作为

不同动物源性食品鉴别的依据[36]。随后，Montowska等[37]

鉴定出牛、猪和鸡等生鲜及加工样品可以差异表达的蛋

白质，可用作动物源性成分鉴别的蛋白靶标，包括调节

蛋白、代谢酶和肌纤维血浆蛋白。双向凝胶电泳技术本

身存在局限性，操作自动化程度低，在分离过程中分子

质量高于2 000 kD和低于1 000 kD的蛋白质易丢失、对于

极酸、极碱、难溶、低丰度的蛋白质分离效果差等[38]，

因此也对检测结果的准确性产生一定的影响。

3.2 免疫学技术

免疫学技术是通过抗原和抗体的特异性结合反应

和信号放大技术达到鉴别动物源性成分的方法。自从

Warneck和Saffle用肌肉水浸液做兔体免疫抗原，解决了

血清学实验中最重要的抗体制备问题之后，肉类食品

品种掺假的免疫学检测方法不断涌现，例如试管沉淀

法、琼脂扩散法、对流免疫电泳法、放射免疫法以及酶

联免疫吸附实验（enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA）等，其中以ELISA方法的应用最为广泛[39]。

酶联免疫是将抗原抗体反应的高度特异性和酶的

高效催化作用相结合发展建立的一种免疫分析方法[40]。

利用抗原-抗体反应的显著特异性，进行成分的鉴别和

血清学分型。目前，用于肉类等食品鉴别的ELISA方法

主要包括间接酶联免疫和夹心酶联免疫分析，一些公

司（Neogen、ELISA Technologies、SDI和Stamford）已

经开发出一系列肉类检测的ELISA试剂盒，可以选择性

的进行生熟肉样品的检测。20世纪90年代，Martin等[41] 

就采用ELISA方法对牛肉中掺杂0%到80%的猪肉成分

绘制标准曲线，定量检测猪肉成分含量，最低检测限

为1%，变异系数18%，检测的牛肉样品中，最高含有

的猪肉成分为48%。之后Renčová等[42]通过将兔肌肉蛋

白100 ℃或120 ℃加热30 min后制备热稳定性多克隆抗

体，成功检测了62 种市售热加工产品中的家禽肉、马

肉、袋鼠肉和鼠肉，检测灵敏度为1%～5%。随后，Liu
等 [43]利用抗体夹心法，以猪tnI蛋白为抗原制备了两种

单克隆抗体（MABs 8F10和5H9），最低能够检测鸡肉

和牛肉中0.05%和0.1%的猪肉成分，并可以检出经过高

温处理后大豆蛋白基料饲料中和肉骨粉中的肉成分。 

Giovannacci等[44]采用ELISA试剂盒成功鉴别了牛肉、猪

肉和羊肉，但是无法区分禽肉样品的鸡肉和火鸡肉。

ELISA法的优点是操作简单方便，非专业人士也可

以熟练掌握，使用范围广泛；成本低，灵敏度和通量较

高，可以同时检测大量样品。难点是必须找到一个热稳

定的抗原或者使特异性蛋白复性，研制出针对此抗原的

特异性单克隆抗体。骨骼肌中的肌钙蛋白Ⅰ具有高特

异性和热稳定性，是理想的抗原之一。如果抗体特异性

低，则在鉴别同一物种的不同品种动物源性食品时，容

易出现交叉反应，产生假阳性结果。另外，该方法对于

加工后样品成分的鉴定的准确度会降低，这是由于环境

因素的改变都会对蛋白抗原决定簇的立体结构产生影

响，因此常常需要其他方法辅助检测。

3.3 色谱和质谱技术

液相色谱（气相色谱）可根据有机物的分子质量、

疏水性和电负性，将其在色谱柱中分开，而后串联的质

谱仪可根据荷质比确定测待分子的种类，因而液相色谱-
质谱联用和气相色谱-质谱联用也广泛用于生物有机物和

多肽的定性定量检测。

Chou等 [45]利用高效液相色谱法鉴别牛肉、猪肉等

15 种生熟肉品，变异系数小于6%。Aristoy等 [13]以高

效液相色谱法对肉制品来源的反刍动物饲料进行特异

性检测，通过确定肌肽和鹅肌肽的含量鉴定加入饲料

中的哺乳动物源性成分，当肌肽和鹅肌肽含量之比大

于0.3时，认为饲料中含有哺乳动物成分，最低检测限

为0.5%，证明高效液相色谱（high performance liquid 
chromatography，HPLC）可作为哺乳动物源性成分检

测的筛选手段，但还需用其他方法进一步确定哺乳动

物种类。Giaretta等 [46]利用超高效液相色谱技术（ultra 
performance liquid chromatography，UPLC），以肌红蛋

白作为靶蛋白检测生牛肉汉堡中的猪源性成分含量。生

肉样品需要通过亚硝酸钠预处理，将氧合肌红蛋白和脱

氧肌红蛋白转化为较稳定的高铁肌红蛋白，然后再上柱

检测，最低检测限可达到5%（25 mg/500 mg）。然而，

由于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；对仪器、

试剂和样品处理均有较高要求，在分析混合成分时难度

较大，因此在实际应用中较少，标准化与推广应用的前

景均受到很大局限[47]，因此，一般不作为标准检测方法

或仲裁鉴定方法，而作为快速筛查方法使用。

目前，将鸟枪法和质谱法相结合对肉制品中不同动

物源性成分进行鉴别成为了新的发展方向。这种方法操

作简单，不需要在质谱检测前通过双向凝胶电泳法分离

动物源性蛋白，只需将总蛋白酶解成肽段，通过质谱分

析鉴别特征肽，并以质谱多反应监测方法检测特征肽

含量，可实现不同动物源性成分的定量检测。Christoph
等 [48]首次采用此方法，鉴别了牛肉中的马肉和猪肉成

分。他们以鸡肉、羊肉和牛肉为阴性对照，筛选出马和

猪的特征肽，并确定牛肉中马肉和猪肉的最低定量检
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测限为0.55%。此方法利用三级质谱（multiple reaction 
monitoring，MRM3）降低基质效应，提高信噪比，有效

提高定量灵敏度，可以定量检测牛肉中掺有0.13%的猪肉

成分。随后，Montowska等[49]采用电喷雾解吸电离质谱技

术（desorption electrospray ionization，DESI-MS）与液滴

萃取表面分析质谱（liquid extraction surface analysis-mass 
spectrometry，LESA-MS）技术首次检测牛、猪、马、鸡

和火鸡肉等5 种肉类的骨骼肌蛋白，根据信噪比和多元分

析法（multivariate analysis，MVA）成功检测鉴别5 种肉

类成分的特征肽，并发现LESA-MS方法的稳定性和灵敏

度优于DESI-MS方法。

4 基于核酸的检测方法

近几十年来，以核酸为标志物的动物种类鉴别检测

方法飞速进步，并获得了广泛应用。常用技术有核酸杂

交、聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）
及其衍生方法、DNA条码及新兴的数字PCR技术等。与

蛋白质相比，DNA不易受到食品加工方式的影响，稳

定性更高；存在于大部分的组织细胞中，即使动物组织

部位不同，也可得到可靠的鉴定信息。同时，这些分析

方法与红外光谱法[50]、ELISA[51]、毛细管电泳等方法相

比，更加灵敏，且可以检测经过热处理的肉制品[52]，因

此成为动物源性成分鉴定的主流技术。

4.1 核酸杂交技术

早期研究中多用DNA杂交完成动物源性成分鉴定，

该方法将用放射性同位素标记的动物全基因组DNA物种

特异性探针与固定到尼龙膜上的样品DNA进行杂交，

根据产生的放射信号鉴定样品的物种组成 [53]。利用这

种方法对加工过的鸡肉、猪肉样品 [54]以及牛肉和猪肉

的混合制品 [55]进行同源性鉴定，得到了良好的效果。 

Kirsten等[56]利用此方法鉴定了牛肉中掺杂的猪肉，将提

取出的猪DNA固定在尼龙膜上，使其与32P标记的猪DNA
探针杂交，建立信号强度与DNA数量的函数关系，可在

牛肉样品中检测出0.1%含量的猪肉成分，在加工后的肉

制品中最低可检出0.5%的猪肉成分。这种方法耗时长、

有放射性、对DNA的纯度要求高，探针信号的强度常受

到样品组织来源或其加工方式等因素的影响，且灵敏度

不高，定量困难，因此在实际应用中受到了限制。

4.2 常规PCR技术

PCR的突出特点是其具有极高的灵敏度，这在检测

食品中的猪成分和饲料中的牛羊源性成分时极为重要，

因食品中只要污染了微量的猪成分就不能作为清真食

品，目前其他方法不具备如此高的灵敏度。PCR方法的

另一特点是它的极高的分辨率，由于采用种属特异性的

DNA序列作为靶标，PCR方法不仅可分辨动物的种类

甚至可用于动物的品种鉴别和个体身份识别，这在肉类

的溯源体系中已获得广泛应用。PCR检测方法的适用范

围广，因为基因组DNA序列决定了动物的物种、品种

和个体差异，且每个动物个体的DNA序列都具有唯一

性，且终生不变，因此动物不同组织或器官的DNA 序
列完全相同，无论肉块、骨头、皮、角等，都能从中提

取DNA进行检测。由于DNA不具有挥发性且比大多数

蛋白的热稳定性高，因此，PCR方法能用于各种加工肉

品和产品的检测。肉种类鉴定中常选用线粒体基因作为

PCR检测靶标，包括线粒体细胞色素b基因、D-Loop区、

12S rRNA、16S rRNA等。这是由于线粒体DNA进化速

度快，具有广泛的种内、种间多态性和高度的物种特异

性，且拷贝数多，加热时不容易被彻底破坏，存活机率

大，更容易被扩增，不会发生基因重组[47,57]。陈颖等[58-59]

根据牛、羊和马属动物（马和驴）mtDNA序列，设计了

牛、羊和马属动物源性成分的特异性扩增引物，建立了

牛、羊源性成分和马属动物（马和驴）成分的快速检测方

法，并首次通过选用不同的内切酶区分食品和饲料中的马

和驴成分，在食品真伪鉴别中具有很好的实用价值和现

实意义。Martin等[60]利用线粒体12S rRNA序列设计特异性

引物对鸭肉混合物进行检测，扩增的靶基因片段长度小

于100 bp，检测限为0.1%～1.0%，因此适用于经高压或热

加工后DNA出现高度降解的肉制品定性分析。Soares等[61] 

选取线粒体cyt b和12S rRNA作为目的基因，对猪肉和家

禽肉进行双重PCR鉴定，灵敏度为0.1%，具有良好的重

复性。Safdar[62]和Amaral[63]等分别运用PCR方法对马肉、

大豆蛋白、家禽、香肠同时鉴定和香肠中野兔、家兔、马

鹿、猪和母牛成分鉴别进行了研究。近几年的文献报道中

多选用线粒体基因组编码序列作为肉类定性鉴别的目的基

因，对于定量检测来说，线粒体基因组在不同组织中数量

变异较大，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，可能导致定量结果的偏差。核基因DNA在

各个组织中拷贝数恒定，在定量方面更加准确，但由于拷

贝数低，导致灵敏度降低，因此对实验设计要求较高[57]。 

Aslan等[64]对75～100 ℃加热条件下牛肉中的GAPDH、

CAST和CTSB基因降解程度做了初步研究，发现在100 ℃
的高温加热后仍然可以检测到大于150 bp的片段，为以核

基因为靶基因的定性定量检测提供依据。

PCR方法也用于动物的品种鉴别和个体身份识别，欧

盟的管理法规强制要求自2005年1月1日起销售的肉品都必

须具备可追溯性。加拿大、澳大利亚等国家也都相继建立

肉类溯源管理系统。当肉制品发生污染时，对其DNA 标
记进行检测可以快速地追溯到它的产地和亲本来源，

完成肉品的从生产到餐桌的全程溯源[65]。Vázquez等[66] 
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建立3 个微卫星多态性标记，用DNA指纹图谱技术对鲜

牛肉片进行溯源。Heaton等[67]用SNP标记对牛肉进行溯

源，错误识别率仅为百万分之一。

4.3 PCR-限制性片段长度多态性（restriction fragment 
length polymorphism，RFLP）和PCR-单链构象多态性

（single strand conformation polymorphism，SSCP）技术

限制性片段长度多态性分析是指利用限制性内切酶

识别双链DNA分子的特定序列并在此将DNA切开，形成

长度不等的限制片段作为指纹图的分析技术。PCR-RFLP
是结合了RFLP与PCR技术各自的特点，通过第一步对

基因组DNA进行PCR特定引物扩增，然后对扩增产物进

行限制性内切酶酶切，用凝胶电泳进行多态性分析[68]。 

Chikuni等[69]根据微卫星DNA序列设计绵羊和山羊的特异

性引物，并对PCR产物进行测序，结果表现出92%的同

源性，然后通过4 个限制性酶切位点区分绵羊和山羊。

Sharma等[70]运用RFLP技术鉴别了生猪肉、高温蒸煮处

理后和高温高压处理后的猪肉样品，检测结果均与生肉

样品一致，并没有受到加热处理的影响。Doosti等[71]利

用RFLP技术研究建立牛肉、羊肉、猪肉、鸡肉、驴肉

和马肉的鉴别方法并进行了实际样品检测验证。与核酸

序列分析相比，这项技术的优点在于省去了直接测序的

环节，价格低廉。缺点是操作中DNA用量大，纯度要

求高，DNA制品中的污染（如蛋白质、酚、氯仿、乙

醇、乙二胺四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，
EDTA）、SDS、高浓度盐）均能抑制酶切活性，但可

以通过增加酶浓度、增大反应体积稀释可能的抑制剂和

延长反应时间加以克服；此外，由于操作环节多、周期

长、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，如有些酶由于受旁侧

核苷酸甲基化的影响，导致在特异位点的切割效率降

低，这些都限制了RFLP技术大范围地应用。

常规PCR方法通常要求具有特异性的引物，单链构

象多态性分析则可使用通用引物。多数方法选择线粒体

细胞色素b基因（cyt b）进行扩增，将扩增后的目的片

段经高温处理后解链并自我复性，在合适的条件下进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳，由于复性后单链DNA长度、空间

构象差异，最后形成不同的谱图，通过此方法，可以区

分序列中小至单个碱基的差异。陈颖团队的吴亚君等[72]

采用PCR-CE-SSCP技术建立了梅花鹿产品的快速筛查方

法，在cyt b基因上设计出可以扩增出梅花鹿、白唇鹿等

7 个鹿种样品的鹿科通用引物，实现了大批量梅花鹿保健

品中掺假鹿种成分的快速检测。但影响SSCP稳定性的因

素较多，实验过程中须严格控制实验条件，鉴定时要求同

时使用标准品以保证实验的准确性，实际应用较少[73]。

4.4 实时荧光定量PCR技术（real-time PCR）
传统PCR技术对扩增产物进行终点检测，而实时荧

光PCR是通过荧光化合物在整个反应过程中检测和收集

扩增信号。由于指数增长期是分析数据的最佳时期，样

品中DNA含量与PCR产物在任意的循环数内存在定量关

系，因此real-time PCR可通过标准曲线对样品模板浓度进

行定量分析[74-75]。

实时荧光定量PCR主要包括两大类：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 real-
time PCR和利用染料分子插入双链DNA产生荧光变化的

SYBR Green real-time PCR。SYBR Green法的优势在于

DNA扩增后通过溶解曲线检测出单碱基突变[76]。López-
Andreo等[77]用之鉴别牛肉、猪肉、马肉和袋鼠，最低检

测限达到了0.04 pg DNA，对实验室人工掺杂的肉制品

均有良好的检测效果，随后进行的二重PCR的检测灵敏

度略有降低。郭云霞等[78]利用SYBR Green实时荧光PCR
方法建立了食品中的鲨鱼源性成分鉴定方法，对9 种鲨

鱼样品和48 种非鲨鱼类动植物样品进行检测，检测限为

0.000 1 ng/μL DNA，并用此方法对20 种常见鲨鱼产品进

行了检测，检测特异性强，灵敏度高。Soares等[79]利用

SYBR Green实时荧光PCR法检测出了禽肉制品中掺入的

猪肉成分。杨丽霞等[80]利用SYBR Green 实时荧光PCR法
检测出了肉类产品中的鸭肉成分。

TaqMan real-time PCR技术通过TaqMan探针与模板

的结合与水解极大地增强了反应特异性，且实时检测荧

光信号，省去了电泳的环节，使得同一反应中多种肉类

同时鉴别的可靠性大大提升。这种方法在新鲜样品和加

工品如灭菌罐头中均可以获得较好的效果，但一些深加

工肉制品如明胶、肉汤类产品由于DNA被高度破坏造成

检测难度较大。现阶段，国内外运用实时荧光PCR技术

鉴别肉类的常见应用如表1所示。陈颖团队的Wang等[81]

根据牦牛的细胞色素b基因设计特异性引物探针，对8 个
不同地方品种的牦牛和9 种其他动物DNA扩增，只有牦

牛可以产生特异性的扩增曲线且与其他动物DNA无交叉

反应，在混合肉品中检测灵敏度达到了0.001%，并在对

市售牦牛制品检测时，发现部分商品以黄牛肉冒充牦牛

肉。Ulca等[82]针对土耳其的牛肉、鸡肉和火鸡肉等42 种
肉制品中掺假情况进行了检测，其中40 种产品没有掺假

情况，2 种产品不同程度的掺杂其他肉制品，检测限低于

0.1%。张弛等[83]针对市售羊肉中常常掺杂鸭肉现象，根

据鸭cyt b基因中的保守序列，建立了肉制品中鸭源性成

分定性和定量检测技术，检测灵敏度达到1.78 pg DNA。

López-Andreo等[84]采用MGB探针对65～126 ℃条件下加

热10～30 min后的猪肉和牛肉混合样品中的猪肉成分进

行定量检测，结果显示，处理后与处理前的猪肉样品 

Ct值相差2，处理后的DNA降解至大约100 bp左右，证

明加热对检测结果产生了一定程度的影响，所建立的方
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法可以最低定量检测到5%的加热处理后的猪肉成分。

Soares等[85]利用TaqMan实时荧光PCR法检测出了肉制品

中掺入的大豆成分。Kesmen等[86]通过基于TaqMan探针

的双重实时荧光PCR法定量检测了生的和热加工过的驴

肉和猪肉。陈颖团队的吴亚君等[87]利用实时荧光PCR方

法建立了加工工艺复杂的阿胶产品中的马驴成分检测方

法，为市售商品的监管及原料品质控制提供了快速有效

的技术手段。

我国也于近几年研究建立了利用PCR方法和实时荧

光PCR法鉴别畜、禽、鱼类的一系列国家和行业标准，

包括进出口食品和饲料中常见禽类[88]（火鸡、鸡、鹅、

鹌鹑、鸭、鸽子、鹧鸪）的品种鉴定标准，马、驴、

鹿、骆驼 [89]和牛 [90]等畜类产品的鉴定标准和三文鱼、

鳕、河豚、黄鱼、金枪鱼等[91]鱼类产品鉴定标准等，为

鉴别和检测饲料中的不同动物源性成分提供一种实用、

有效的分子生物学方法。

尽管近年来实时荧光PCR技术给生熟肉制品及肉类加

工品掺假的定性定量检测带来了长足的飞跃，但是相关方

法的完善和推广仍然面临着诸多挑战。由于不同动物样品

性别、种别、年龄、组织器官和肌肉类型的DNA总量，特

别是线粒体DNA总量存在很大差异，使得较难确定标准样

品，并且扩增的靶序列不同，PCR反应效率之间的差异也

会对检测结果产生影响，阻碍方法的标准化。

表 1 以实时荧光PCR技术为基础的常见肉类鉴别方法国内外研究现状

Table 1 An overview of species identification of common meat by real-

time PCR

物种 PCR技术 扩增目的基因 参考文献

火鸡、鸡、牛、猪、羊、 real-time PCR 16S rRNA  [92-94]
火鸡、鸡、猪、鸭、鹅、牛、

羊、马和驴等
real-time PCR Cyt b  [81, 83, 92, 79, 95-96, 94, 98]

猪、反刍动物和禽类 SYBR Green real-time PCR 12S rRNA  [79, 99]
鸭、鹅、鸡、火鸡和猪 real-time PCR 12S rRNA  [95]

牛、绵羊、山羊、火鸡和鸡等 real-time PCR 18S rRNA  [98,100]
牛、绵羊和山羊 real-time PCR 线粒体D-Loop区  [100]

猪 SYBR Green real-time PCR 18S rRNA  [79]
火鸡和鸡 real-time PCR 线粒体NADH脱氢酶亚基  [101]

牛、猪、马和羊 Multiplex real-time PCR PRLR、GHR1、ACTB  [102]

鸭、猪和鸡 Multiplex real-time PCR β-肌动蛋白、生长因素基因、
T-细胞生长因子基因

 [99]

牛和猪 Multiplex real-time PCR β-actin、抑肌素基因、GMP磷
酸二酯酶基因

 [103]

驴、猪和马 real-time PCR 线粒体ND2、ND5和ATP 6-8  [100, 104]
黇鹿、马鹿和梅花鹿 real-time PCR 生长因子基因  [105]

4.5 DNA条码技术

在2003年发展起来的DNA条码技术是一种快速、可

靠、低成本的鉴定技术[106]。该方法利用生物体内一段几

百个碱基的DNA序列作为条形码进行物种鉴定。目前，

常用线粒体细胞色素c氧化酶亚基Ⅰ（COX I）基因的部

分序列作为动物的条形码。Eaton等[107]利用基因条码技

术对来自非洲中部及南美的哺乳动物和爬行动物进行分

子鉴定，对23 个野生动物品种设计了一段扩增长度为

645 bp的通用引物，204 份样品中有179 份（87.7%）获

得了高质量的条码序列，COX I基因片段的种内多态性普

遍较低，平均值为0.24%，而在同属物种之间的差异达到

了9.77%，证明基因条码技术是一种可以用来监管濒危物

种的偷猎和非法交易的有效手段，尤其是针对不易用形

态学区分的半加工产品和野生动物产品。

4.6 数字PCR技术

PCR方法具有准确、灵敏、快速、简便的优点，实

时荧光PCR更将原有的常规PCR技术发展成为一种高特

异性、高灵敏的半定量基因分析技术。尽管实时荧光

PCR方法在肉及其制品的定性和半定量检测中发挥了巨

大作用，但是在PCR过程中影响扩增效率的因素很多，

反应过程中扩增效率的差异，实际样品和标准样品以及

不同样品之间的扩增效率的变化，均会导致循环阈值发

生改变，进而使定量检测结果不准确，因此实时荧光

PCR的定量只是半定量，准确度和重现性依然不能满足

行政执法和贸易商品检测所用方法的要求。

数字PCR是一项可以精确定量DNA拷贝数的核酸检

测新技术。它相较实时荧光PCR来说，不需要使用标准

物质生成标准曲线，可以实现DNA拷贝数的绝对定量。

数字PCR实验过程一般包括两步，即PCR扩增和荧光信

号分析。在PCR扩增阶段，要将样品DNA平均分配到几

千至几万个单元中，稀释到单分子水平进行反应，并在

扩增期间或扩增结束后采集每个反应单元的荧光信号，

最后通过直接技术或泊松分布计算样品DNA的原始浓度

和含量[108]。这种方法不同于real-time PCR对每个循环的

实时荧光进行测定的方法，可消除real-time PCR中本底信

号的影响，提高低丰度靶标的扩增灵敏度，简单计算出

DNA模板拷贝数，而不需要采用标准物质作为外标。数

字PCR在临床诊断医学、单细胞表达、转基因定量、环

境微生物检测和下一代测序等方面发挥了重要作用[109]，

但尚未见应用数字PCR进行肉类定量检测的研究报道，

但是由于数字PCR技术具有拷贝绝对定量的优点，相信

在肉制品的掺假检测中有良好的应用前景。

5 结 语

动物源性食品的掺假、掺杂是食品产业中的重要问

题。以上方法，是近几年应用于肉制品种属鉴别的主要

方法。形态学方法发展较早，已经从最初的更多依赖实

验操作人员的光学显微镜技术发展为将电镜和数据图像

分析相结合的新型鉴别方法；光谱学技术样品制备简

单，分析速度快，但常需要大量已知样品建立模型，且

模型通用性不强；基于蛋白水平的免疫技术操作简单，
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通量高，成本低，但是准确度不高，常用作快速筛查手

段；核酸检测方法特异性、灵敏度高，结果较为准确，

成为了国际上肉类掺假检验的主流方法，实时荧光PCR
技术和数字PCR技术为肉类成分检测开辟了新的途径。

目前，肉类产品的定性检测方法研究较为充分，但是如

何判定掺假成分是添加还是污染所致，如何确定掺假严

重程度都需要可靠的定量技术作为依托，因此研发精准

的定量检测技术将成为检测方法的发展方向。
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