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基于双重实时荧光聚合酶链式反应的牦牛乳、犏

牛乳真实性鉴别方法研究 

庞祥艺 1, 李晓雨 1, 张廷华 2, 陈理让波 2, 曲  崧 2,3, 陈爱亮 1, 税晓燕 3, 张  娟 1* 

(1. 中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所, 北京  100081; 2. 四川菊乐食品股份有限公司, 成都  610041;  
3. 红原牦牛乳业有限责任公司, 红原  624499) 

摘  要: 目的  建立基于双重实时荧光聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)的牦牛乳、犏牛乳真实

性鉴别方法。方法  以牦牛和黄牛种属特异性核染色体基因为靶标, 筛选实时荧光 PCR 引物探针, 优化双重

实时荧光 PCR 体系, 实现对牦牛乳和犏牛乳中牦牛和黄牛源性成分的同时检测。结果  优化后的牦牛乳、犏

牛乳的双重实时荧光 PCR 体系扩增标准曲线分别为 Y=–3.4015X+30.842 (r2=0.9953)和 Y=–3.333X+30.035 

(r2=0.9984), 线性关系良好, 扩增效率分别为 96.78%和 99.54%; 与水牛、羊、驴、骆驼等乳源性成分无交叉

反应, 特异性强; 在掺假乳检测方面, 最低能检测出牦牛乳中 10%的犏牛乳掺假; 17 份实际样品的检测结果表

明了该方法具有良好的准确性。结论  该研究成功建立了一种基于核基因特异性序列的双重实时荧光 PCR 检测

方法, 可准确识别乳品中的牦牛源性成分和犏牛源性成分, 为牦牛乳真实性鉴别提供了一种准确可靠的方法。 

关键词: 犏牛乳; 牦牛乳; DNA; 双重检测; 实时荧光聚合酶链式反应法 

Research on the identification method for authenticity of yak and yak-cattle 
milk based on duplex real-time fluorescence polymerase chain reaction 

PANG Xiang-Yi1, LI Xiao-Yu1, ZHANG Ting-Hua2, CHEN Li-Rang-Bo2, QU Song2,3,  
CHEN Ai-Liang1, SHUI Xiao-Yan3, ZHANG Juan1* 

(1. Institute of Quality Standards and Testing Technology for Agro-products, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
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Hongyuan 624499, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop of a duplex real-time fluorescence polymerase chain reaction (PCR)-based 

method for the authentication of yak milk and yak-cattle milk. Methods  Using species-specific nuclear 

chromosome genes of yak and cattle as targets, real-time PCR primers and probes were designed, and the duplex 
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real-time fluorescence PCR system was optimized to achieve simultaneous detection of yak- and cattle-derived 

components in yak milk and yak-cattle milk. Results  The optimized duplex real-time fluorescence PCR system 

produced standard curves for yak milk (Y=–3.4015X+30.842, r2=0.9953) and cattle-yak milk (Y=–3.333X+30.035, 

r2=0.9984) showing excellent linearity, with amplification efficiencies of 96.78% and 99.54%, respectively. No 

cross-reactivity was observed with milk components from cattle, sheep, donkey, camel or other species, indicating 

strong specificity. In adulteration testing, the method successfully detected as low as 10% yak-cattle milk mixed into 

yak milk. Additionally, testing of 17 real samples confirmed the method’s high accuracy. Conclusion  A duplex 

real-time fluorescence PCR method based on species-specific nuclear gene sequences is successfully developed in 

this study. This method enables accurate detection of yak-derived and yak-cattle-derived components in dairy 

products, providing a reliable approach for the authenticity identification of yak milk. 
KEY WORDS: yak-cattle milk; yak milk; DNA; duplex detection; real-time fluorescence polymerase chain reaction 
 

 

0  引  言 

牦牛主要分布在青藏高原及相邻的高山和亚高山地

区, 牦牛乳被称为天然浓缩奶[1], 含有丰富的蛋白质、脂

肪、乳糖等营养成分, 具有抗缺氧、抗疲劳、抗氧化等慢

性功效[2], 是当地牧民的主要饮食成分和重要经济来源。

然而牦牛受遗传及环境因素的影响, 泌乳是季节性的, 因
此产乳量较低[3]。将牦牛与黄牛杂交获得杂种优势是提高

产能的重要方法之一, 杂交所得即为犏牛。在娟姗牛与牦

牛杂交后代泌乳量和乳品质分析研究中, 娟姗犏牛的挤奶

量比甘南牦牛高 226%[4], 显著提高了泌乳量。犏牛乳虽产

量较高, 但蛋白、脂肪等营养成分含量较低, 乳质较牦牛

乳差, 经济价值低于牦牛乳[5–8]。因此部分乳品商在收购牦

牛原料乳过程中, 面临着犏牛乳掺假的问题。为了有效识

别和打击牦牛乳中犏牛乳掺假行为, 需要建立一种快速、

准确且高效的检测方法。 
当前, 许多检测技术已被应用于乳品的真实性检测, 

包括免疫学、电子鼻技术、光谱技术、质谱技术以及核酸

分析技术等[9–16]。尽管这些方法在某些方面表现良好, 但
它们也存在一些局限性。例如 , 酶联免疫吸附测定法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)虽然灵敏, 但
其特异性可能受到交叉反应的影响, 所需抗体价格昂贵, 
并且通常需要较长的检测时间和复杂的操作程序[14,17–18]。

电子鼻技术结合多元统计分析可以同时分析多种物种成分, 
但该方法适用性差, 对工作环境要求苛刻, 依赖大量数据

构建模型和识别算法[16]。光谱技术可同时检测多种物种成

分, 有效提高检测效率, 但乳中复杂的成分可能会影响光

谱分析的精度, 同时光谱检测结果容易受温度、湿度等环

境因素的影响, 需要在稳定的实验环境下进行检测[19–20]。

质谱分析设备昂贵、操作复杂, 且对样本的前处理要求较

高, 不适合现场快速检测[21]。核酸技术成为近年来鉴别食

品物种来源的最主要技术, 主要是利用物种特异性 DNA

片段进行聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)
及其衍生技术、环介导等温扩增(loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP)技术、重组酶聚合酶扩增(recombinase 
polymerase amplification, RPA)技术[22–25]等扩增, 实现食品

物种源性成分的鉴别。目前物种特异性靶基因片段大多为

线粒体基因, 这是因为线粒体具有拷贝数高、结构简单且

稳定性强等特点, 例如 BAI 等[26]通过扩增线粒体 DNA 中

ND1 基因的靶序列, 开发了一种基于 PCR 能够检测牦牛乳

中黄牛乳掺假的检测方法。但是由于牦牛和犏牛母本均为

牦牛, 其线粒体基因相同, 因此利用传统的基于线粒体基

因靶标的 PCR 技术无法区分牦牛乳和犏牛乳。虽然当前对

犏牛乳的研究已涵盖牦牛和犏牛乳功能成分差异、品质性

状优势和改良策略等领域[7,27], 但尚未建立能够有效区分

牦牛和犏牛乳鉴别技术。 
本研究依据犏牛是由牦牛和黄牛杂交产生, 其染色

体基因同时包含牦牛核基因和黄牛核基因的特点[28–29], 分
别设计了针对黄牛和牦牛的种属特异性核染色体基因引物

探针, 开发了一种基于双重实时荧光 PCR 技术的牦牛乳和

犏牛乳真实性鉴别方法, 以实现对牦牛乳或犏牛乳中牦牛

和黄牛源性成分的同时检测, 为牦牛乳掺假犏牛乳鉴别提

供了一种准确可靠的方法。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂盒(DP304-03, 
北京天根生化科技有限公司); 硫酸镁(MgCl2, 分析纯, 国
药集团化学试剂有限公司); 脱氧核糖核苷三磷酸、Taq 
DNA 聚合酶(美国纽英伦生物技术 New England Biolabs 公

司); 无菌去离子水(北京索莱宝科技有限公司)。 
本研究共采集 17 份牦牛乳和犏牛乳样品, 所有样品

均为新鲜原乳, 取自四川省阿坝州红原县安曲镇下哈拉玛

村 , 将采集样品置于干净的 50 mL 离心管中 , 保存于
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–20 ℃, 待使用。 
为了确定双重实时荧光 PCR 检测方法的特异性, 本

研究分别收集了真实的黄牛乳、水牛乳、羊乳、驴乳、骆

驼乳样品, 所有样品的真实性均通过 DNA 条形码技术进

行了交叉验证。同样保存于–20 ℃。 

1.2  仪  器 

Legend Micro 21R 冷冻型微量台式离心机 (德国

Eppendorf 公司); Gentier 96E 全自动医用 PCR 分析系统(西
安天隆科技公司); Nanodrop 2000 超微分光光度计(美国赛

默飞世尔科技公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  DNA 的提取 
使用血液/细胞/组织基因组 DNA提取试剂盒(DP304), 

根据说明 , 从 6 mL 乳中提取 DNA 并富集。采用

Nanodrop-2000 超微分光光度计测定 DNA 浓度和纯度, 
–20 ℃条件下长期保存。 
1.3.2  引物探针的设计 

犏牛是牦牛和普通黄牛杂交的一代种, 其染色体核

基因一条来自牦牛, 而另一条来自黄牛, 本研究筛选两对

分别针对黄牛和牦牛种属特异性核染色体基因的实时荧光

引物探针(表 1), 用于鉴别牦牛乳和犏牛乳的真实性。引物

探针由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 
1.3.3  双重实时荧光 PCR 检测体系的建立与优化 

双重实时荧光 PCR 反应在 25 μL 体系中进行, 包含

以下组分: 12.5 μL 2×PCR 预混液[含 2 mmol/L MgCl2、

400 mmol/L 脱氧核苷酸三磷酸盐 (deoxyribonucleoside 
triphosphates, dNTPs)和 50 U/mL Taq DNA 聚合酶], 不同

浓度牦牛核基因引物探针组合, 不同黄牛核基因引物探针

组合, 2 μL 提取的 DNA 模板, ddH2O 补足。双重实时荧光

PCR 反应步骤为: 95 ℃预变性 10 min, 随后进行 40 个循环

的扩增, 每个循环包括 95 ℃持续 15 s 和 60 ℃持续 1 min, 
并在 60 ℃步骤时采集 6-羧基荧光素(6-carboxyfluorescein, 
FAM)和 VIC 荧光信号。 

1.3.4  双重实时荧光 PCR 检测体系标准曲线的构建 
分别提取黄牛乳和牦牛乳基因组 DNA, 利用核酸浓

度测定仪测定核酸浓度, 然后分别进行梯度稀释, 经过双

重实时荧光 PCR 检测体系进行检测并构建标准曲线。 
1.3.5  灵敏度实验 

向牦牛乳中添加犏牛乳, 配制犏牛乳含量分别为 1%、

5%、10%、20%、50%、80%和 100%的样本, 随后提取各样本

中的 DNA, 用于双重实时荧光 PCR 检测体系的灵敏度评估。 
1.3.6  实际样品的检测 

为了验证方法的有效性, 对 17 份牦牛乳或犏牛乳样品, 
用优化的实时荧光 PCR 体系及程序进行检测。所有采集的

样品提取 DNA 后使用实时荧光 PCR 进行扩增反应, 每组重

复 3 次, 同时设置空白与阳性对照, 确保实验的有效性。同

时, 对扩增产物利用 Sanger 测序方法进行确认。然后将检测

结果与实际样品信息进行比较, 检验本方法的准确性。 

1.4  数据处理 

实时荧光采集通过西安天隆 Gentier 96E 型实时荧光

PCR 仪采集, 使用 Medtl System 导出实时荧光扩增数据, 
使用 Excel (Office 2019)进行数据分析及图表格处理。实验

至少重复 3 次测定。 

2  结果与分析 

2.1  双重实时荧光 PCR 体系特异性分析结果 

根据最优条件配备实时荧光 PCR 检测体系, 向体系

中分别加入黄牛、牦牛、犏牛、水牛、羊、驴、骆驼 DNA, 
同时设置空白组进行扩增。观察其他物种是否有扩增曲线。 

实验结果如图 1 所示, 经过 40 个 PCR 循环, 其中黄

牛乳、牦牛乳分别针对各自核基因出现特异性扩增曲线, 
而犏牛乳则同时出现了黄牛和牦牛两条特异性扩增曲线, 
所有扩增曲线 Ct 值在 26~28 范围, 而其他非靶动物的

DNA 在 40 个循环内均未出现扩增。结果表明, 本研究设

计的引物和探针未与非靶种发生交叉反应。说明该检测方

法特异性好, 且能够有效区分犏牛乳与牛乳和牦牛乳。 
 

表 1  牦牛、黄牛核基因引物探针序列 
Table 1  Primer and probe sequences for yak and cattle nuclear genes 

物种 目的基因 引物序列(5'-3') 
扩增子 
大小/bp 

来源 

牦牛 锌指蛋白 280B 

5'-CCATAAATCCCATGTGATCATG-3' 

174 [30] 5'-CCATGAACTGCAGCCCACCA-3' 

5'-VIC-TGTTGAGGATGTTTGCCTCTAT-BHQ1-3' 

黄牛 生长激素基因 

5'-GCAGGCATGCTGGGGATG-3' 

135 

T/CNHFA 002—2022 《乳

及乳制品中牛(家牛、牦牛

和水牛)和羊(山羊和绵羊)
源性成分定性检测方法 实

时荧光 PCR 法》 

5'-CTAAGAACCAGGAGCGTGGACAG-3' 

5'-FAM-TACCCAGGTGCTGAAGAATTGACCCGG-BHQ1-3'
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图 1  双重实时荧光 PCR 体系特异性扩增结果 
Fig.1  Specific amplification results of the duplex real-time 

fluorescence PCR system 
 

2.2  双重实时荧光 PCR 检测体系的优化结果 

检测体系中引物浓度对实时荧光 PCR 反应有着至关重

要的影响: 引物浓度过低, 会降低整个扩增反应速率, 从而

影响反应进程; 引物浓度过高会导致扩增产生引物二聚体, 
造成假阳性结果, 从而影响对真正扩增产物的判别。针对该

双重体系, 本研究对两种核基因引物探针设置不同的引物组

合。如图 2 结果所示,  黄牛核基因 3 个组合扩增 Ct 值均相

差不大, 当引物探针终浓度为 0.8 μmol/L、0.4 μmol/L 时荧光

值虽然最高, 但是扩增效率稍差, 引物终浓度为 0.4 μmol/L、

探针终浓度为 0.2 μmol/L 或者 0.1 μmol/L 时扩增效果最

好; 牦牛核基因 3 个组合扩增 Ct 值相差较大, 当引物探针

终浓度分别为 0.8 μmol/L、0.4 μmol/L 时, 扩增效率最好, 荧
光值最高, 因此最终选择黄牛核基因检测用引物、探针

浓度分别为 0.4 μmol/L、0.1 μmol/L, 牦牛核基因检测用

引物、探针浓度分别为 0.8 μmol/L、0.4 μmol/L。 

2.3  双重实时荧光 PCR 检测体系的标准曲线 

本研究采用经优化的双重实时荧光 PCR 检测体系, 
分别对梯度稀释的黄牛乳基因组 DNA(质量浓度范围

11.00~0.69 ng/μL)、牦牛乳基因组 DNA(质量浓度范围

3.60~0.23 ng/μL)进行检测, 并建立标准曲线。实验结果表明: 
各浓度梯度的扩增曲线间隔均匀, 表明扩增效率稳定(图 3)。 

进一步以模板浓度对数(Log 10)为横坐标(X)、Ct 值为

纵坐标(Y)构建标准曲线, 黄牛乳基因组 DNA 构建的标准

曲线方程为 Y=–3.4015X+30.842, 相关系数 r2 为 0.9953, 扩
增效率为 96.78%, 表明质量浓度在 0.69~11.00 ng/μL范围内, 
黄牛乳基因组 DNA 浓度对数(Log 10)与 Ct 值具有极强的线

性关系 , 牦牛乳基因组 DNA 构建的标准曲线方程为

Y=–3.333X+30.035, 相关系数 r2 为 0.9984, 扩增效率为

99.54%, 表明质量浓度在 0.23~3.60 ng/μL 范围内, 牦牛乳基因

组 DNA 浓度对数(Log 10)与 Ct 值具有极强的线性关系[31]。 
 

 
 

图 2  黄牛(a)和牦牛(b)不同引物探针组合扩增结果 
Fig.2  Amplification results of different primer-probe combinations for cattle (a) and yak (b) 

 

 
 

注: a. 以不同浓度的黄牛乳样本为模板的实时荧光扩增曲线; b. 以不同浓度的牦牛乳样本为模板的实时荧光扩增曲线。 
图 3  双重实时荧光 PCR 体系的标准曲线 

Fig.3  Standard curve for duplex real-time fluorescence PCR system 
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综上, 所建立的双重实时荧光 PCR 体系在指定浓度

范围内具备良好的线性响应与扩增效率, 适用于后续对牦

牛乳和犏牛乳样本的鉴别分析。 

2.4  双重实时荧光 PCR 体系的灵敏度检测结果 

为了验证检测牦牛乳中犏牛乳掺假的灵敏度, 将犏 

牛乳与牦牛乳按 0%、1%、5%、10%、20%、50%、80%、

100%比例进行混合, 提取 DNA 并进行扩增。 
扩增结果如表 2、图 4、所示, 当牦牛乳中犏牛乳的

添加量达到 10%时, 40 个循环内黄牛核基因可稳定扩增, 
即犏牛乳掺假检出限为 10%。 

 
表 2  双重实时荧光 PCR 体系的灵敏度检测结果(n=3) 

Table 2  Sensitivity detection results of the duplex real-time fluorescence PCR system (n=3) 

牦牛乳中犏牛乳掺入比例/% 
黄牛源性成分检测 Ct 值 牦牛源性成分检测 Ct 

平均值 标准偏差 平均值 标准偏差 

0 － － 24.08 0.23 

1 － － 24.30 0.43 

5 － － 24.17 0.20 

10 27.70 0.34 24.08 0.18 

20 27.17 1.04 24.01 0.11 

50 25.60 0.65 24.00 0.18 

80 25.23 0.13 24.17 0.14 

100 24.19 0.25 24.17 0.30 

注: －表示无扩增。 
 

 
 

注: a~h. 依次为犏牛乳含量分别为 0%、1%、5%、10%、20%、50%、80%、100%的实时荧光 PCR 扩增结果;  
i. 空白对照实时荧光 PCR 扩增结果。 

图 4  双重实时荧光 PCR 体系的灵敏度检测结果 
Fig.4  Sensitivity detection results of the duplex real-time fluorescence PCR system  
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2.5  实际样品检测结果 
为评估所建立的双重实时荧光 PCR 体系对实际样品

中的检测能力, 本研究对安曲镇下哈拉玛村采集的 17 份

实际样品进行了检测。结果显示(表 3), 所有样品牦牛核染

色体基因均成功扩增, 且扩增产物 Sanger测序验证结果与

Genobank 中登录号为 CP027085.1 的参考序列完全一致

(图 5)。其中, 12 个样品黄牛核基因稳定扩增 3 次, 且扩增

产物 Sanger 测序验证结果亦与 Genobank 中登录号为

M57764.1 的参考序列完全一致(图 5), 据此判定为犏牛

乳样品。本研究开发的双重实时荧光 PCR 体系的检测结

果与采样信息一致, 表明该方法在真实场景中具备高度

的准确性与可靠性。 

 
表 3  实际样品双重实时荧光 PCR 检测结果(n=3) 

Table 3  Results of duplex real-time fluorescence PCR detection of actual samples (n=3) 

序号 样品编号 
黄牛源性成分检测结果 牦牛源性成分检测结果 

判读结果 
平均 Ct 值 标准差 定性结果 平均 Ct 值 标准差 定性结果 

1 犏牛乳 1 27.89 0.26 ＋ 28.76 0.20 ＋ 犏牛乳 

2 犏牛乳 2 30.71 0.62 ＋ 30.50 0.29 ＋ 犏牛乳 

3 牦牛乳 1 NA NA － 23.99 0.25 ＋ 牦牛乳 

4 西门塔尔牛乳 4 27.97 0.71 ＋ 27.70 0.28 ＋ 犏牛乳 

5 黑白花牛乳 5 29.54 0.34 ＋ 28.79 0.24 ＋ 犏牛乳 

6 改良牛乳 2 28.99 0.37 ＋ 28.58 0.37 ＋ 犏牛乳 

7 犏牛乳 25 29.34 0.21 ＋ 30.12 0.10 ＋ 犏牛乳 

8 犏牛乳 27 26.32 0.26 ＋ 25.10 0.09 ＋ 犏牛乳 

9 犏牛乳 30 27.77 0.71 ＋ 24.69 0.10 ＋ 犏牛乳 

10 犏牛乳 32 NA NA － 26.77 0.35 ＋ 牦牛乳 

11 犏牛乳 34 NA NA － 25.62 0.35 ＋ 牦牛乳 

12 犏牛乳 40 NA NA － 25.94 0.50 ＋ 牦牛乳 

13 犏牛乳 45 NA NA － 25.98 0.57 ＋ 牦牛乳 

14 犏牛乳 46 21.61 0.22 ＋ 21.70 0.11 ＋ 犏牛乳 

15 犏牛乳 50 26.61 0.75 ＋ 26.37 0.33 ＋ 犏牛乳 

16 犏牛乳 56 23.33 0.13 ＋ 23.92 0.15 ＋ 犏牛乳 

17 犏牛乳 58 22.89 0.52 ＋ 23.34 0.29 ＋ 犏牛乳 

注: +表示阳性; －表示阴性; NA 表示未有相关数值。 

 

 

 
图 5  扩增产物 Sanger 测序验证结果 

Fig.5  Verification results of the amplification products by Sanger sequencing 
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3  讨论与结论 

本研究采用黄牛与牦牛种属特异性核基因引物探针

开发了一种基于双重实时荧光 PCR 技术的牦牛乳、犏牛乳

真实性检测方法。该方法通过对乳样中的核基因进行检测, 
可以精准区分牦牛乳与犏牛乳。研究结果显示, 该方法具

有高度的灵敏度和特异性, 在纯乳样和掺假乳样的检测中

均表现出优异的性能。 
在模拟掺假乳样的检测中, 本研究能够快速、准确地

检测到低至牦牛乳中 10%犏牛乳的掺假比例, 由于经济利

益驱动的市场中乳品中掺假成分往往不低于 10%, 因此本

方法能够满足市场对牦牛乳掺假行为检测的需求, 具有良

好的应用前景和实际操作价值。尤其是在生产商、质量控

制部门和监管机构面临乳品源性掺假问题时, 这一检测方

法能够为其提供准确的技术支持。当然, 本研究也存在一

定的局限性, 无法区分是犏牛乳的单一靶标, 还是牦牛乳

和黄牛乳的混合靶标。未来的研究会考虑探索增加线粒体

分子标记, 用于同时区分黄牛、牦牛以及犏牛乳的掺假。 
综上, 本研究建立的基于双重实时荧光 PCR 的牦牛

乳、犏牛乳真实性鉴别方法, 具有操作简便、灵敏度高、

特异性强等优点, 为牦牛乳行业提供了一种有效的质量控

制手段, 具有较强的推广价值和应用前景。 
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