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摘   要: 目的   建立针对食品中动物源性成分单拷贝核基因靶标的实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 

fluorescence quantitative polymerase chain reaction, qPCR)检测方法。方法  以食品中常见动物源性成分特异性

核基因为靶标设计 qPCR 引物及 Taqman 探针, 验证及确认方法的特异性、灵敏度, 采用模拟及实际市售动物

源性食品检测方法的适用性及稳定性, 并同胞质线粒体基因靶标 qPCR 扩增检测值比较分析。结果  单拷贝

核基因靶标的 qPCR 引物探针特异性良好, 其最低检出限可达 0.1 ng/μL DNA 质量浓度, 核基因靶标能够准确

识别 0.10%(质量比)的最低掺假成分含量; 核基因靶标扩增反应的扩增循环数(cycle threshold, Ct)值大于胞质

靶基因 Ct 值, 胞质靶基因可识别更低 0.01%(质量比)的掺假含量; 在对模拟及实际市售样品检测中, 核基因

qPCR 反应可以准确、有效检测出掺有不同源性成分的动物源样品, 且不易检出鸡精配料及生产线其他源性污

染成分。结论  本研究结果表明基于单拷贝核基因靶标建立的 qPCR 扩增体系对食品中常见动物源性成分检

测的特异性强, 灵敏度高, 同胞质靶基因扩增结果相比, 其检测结果不易受配料代入和加工过程中交叉污染

的影响, 可快速准确检测动物源性成分掺假情况, 利于市场监管及风险研判。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of single-copy nuclear gene targets of 
animal-derived components in food by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qPCR). 
Methods  qPCR primers and Taqman probes were designed to target the specific nuclear genes of common 
animal-derived components in food to verify and confirm the specificity and sensitivity of the method. The 
applicability and stability of simulated and actual commercially available animal-derived food detection methods 
were adopted, and the qPCR detection values were compared and analyzed with those of mitochondrial cytoplasmic 
gene target detection. Results  The qPCR primer probe for single-copy nuclear gene targets had good specificity, 
with a minimum limit of detection of 0.1 ng/μL DNA mass concentration, nuclear genes could accurately identify the 
minimum adulteration component content of 0.1% (mass ratio). The cycle threshold (Ct) value of the nuclear genes 
amplification reactions were all greater than that of the cytoplasmic target gene, and the amplification reactions of 
cytoplasmic genes could recognize a lower adulteration content of 0.01% (mass ratio). In the testing of simulated and 
actual commercially available samples, the nuclear gene qPCR reaction could accurately and effectively detect 
animal-derived samples mixed with different source components, and it was not easy to detect chicken essence 
ingredients and other source contamination components from the production line. Conclusion  The research results 
of this paper show that the qPCR amplification system established based on single-copy nuclear gene targets has 
strong specificity and high sensitivity for the detection of common animal-derived components in food. Compared 
with the amplification results of mitochondria genes, the nuclear genes’ detection method is less affected by the 
substitution of ingredients and the cross-contamination on the production line, and can quickly and accurately detect 
animal-derived component in food, which make it conducive to market supervision and risk assessment. 
KEY WORDS: animal-derived food; real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction; nuclear gene 

 
 

0  引  言 

动物源性食品是指以猪、牛、羊、鸡、鸭等家畜家禽

以及各类水产品为原料, 经加工制成的可供人类食用的肉

类、乳制品、蛋类及其制品和副产品[1–6]。随着现代食品工

业的快速发展和加工技术的不断创新, 动物源性食品的供

应链日益复杂, 其食品安全问题也呈现出多元化与隐蔽化

的趋势。在此背景下, 动物源性食品掺假造假事件频繁发

生, 不仅严重侵害了消费者的合法权益, 也对公共卫生安

全构成潜在威胁, 已成为当前食品安全监管领域亟待解决

的关键问题。 
目前, 可用于动物源性食品掺假成分检测的技术手

段正处于不断开发与拓展之中, 涵盖光谱分析、质谱分析、

免疫学技术及分子生物学方法等多种先进方法[7–12]。其中, 
实时荧光定量聚合酶链反应技术 (real-time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction, qPCR)因其高灵敏

度、强特异性等优势, 已成为当前动物源性食品源性成分

鉴别的主流检测方法, 广泛应用于市场监管、食品安全抽

检和进出口检验等领域[2,6,13–14]。现行实施的标准检测方法

主要选择线粒体 COX1、ND1、ATP8 等胞质基因作为 qPCR

方法的检测靶标[14–16]。由于线粒体基因具有良好的物种特

异性, 且在一个细胞中拷贝数众多, 而食品样本 DNA往往

高度碎片化, 因此, 采用线粒体基因进行食品掺假 PCR 技

术鉴定, 可有效提升加工食品样品中源性成分的检测灵敏

度[16–19], 然而, 不同组织及细胞内, 线粒体基因的拷贝数

存在差异, 对其检测仅可判断源性成分的有无, 无法在基

因层面比较目标源性成分的多少[19]。近年来, 随着动物源

性食品抽检工作的深入推进, 在针对肉制品、餐饮食品等

加工工艺复杂、配料组成多样的样品开展源性成分 qPCR
检测时, 配料带入或生产线交叉污染所引入的微量源性成

分常常会导致掺假成分误判情况的出现[20–23]。这一问题的

发生为市场监管工作带来了新的技术挑战与监管难题。因

此, 科学筛选检测靶标基因对于保障动物源性成分检测结

果的可靠性具有至关重要的意义。 
本研究基于单拷贝核基因靶标, 设计并优化了一套

适用于常见动物源性食品检测的 qPCR 引物与探针体系。

相较于线粒体基因在不同物种及组织间拷贝数存在差异的

特点, 单拷贝核基因在拷贝数上具有更高的稳定性和一致

性, 因而在定量分析目标源性成分 DNA 含量方面更具优

势[24–27]。此外, 线粒体基因通常为多拷贝, 检测灵敏度较
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高, 在判别由生产线污染或配料带入等原因导致的阳性结

果时存在一定困难。为此, 本研究建立了一种基于单拷贝核

基因的动物源性成分 qPCR 检测方法, 并将其与传统胞质基

因靶标检测方法进行系统比较, 评估二者在不同 DNA 含量

及不同掺假比例条件下的检测灵敏度。在模拟掺假样品及市

售动物源性食品的实际应用中, 采用两种方法对同一样本进

行平行检测, 全面评价了两种靶标基因在掺假鉴定中的适用

性与准确性, 并深入探讨了核基因靶标在鉴别掺假、配料带

入及生产线污染等多种复杂情况下的可行性与技术优势。本研

究旨在为动物源性食品掺假检测提供充分的实验依据与理论

支持, 并为相关市场监管工作提供更为有效的技术手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

所有食品材料(包括纯猪、牛、羊、鸡、鸭、马、驴

冷鲜肉、鸡精调味料)均购自于武汉市商超。 
灵敏的探针法定量 PCR 检测试剂盒(AceQ qPCR Probe 

Master Mix)(南京诺唯赞生物科技股份有限公司); 通用基因

组 DNA 提取试剂盒(MiniBEST Universal Genomic DNA)[宝
日医生物技术(北京)有限公司]; 无水乙醇(国药集团化学试

剂有限公司); 蛋白酶 K[生工生物工程(上海)股份有限公司]; 
引物和探针由武汉奥科生物公司合成。 

1.2  仪器与设备 

Nanodrop ND-2000 超微量核酸蛋白检测仪 (美国

Thermo Fisher Scientific 公司); CFX 96 Deep Well PCR 仪

(美国 Bio-Rad 公司); LEGEND MICRO21 台式高速离心机

(德国 Eppendorf 公司); Delta Plus 恒温混匀仪(德国 IKA 公

司); SMF2002 研磨仪(苏泊尔有限公司); MSX(SD EE)分析

天平(感量 0.001 g, 德国 Sartorius 公司); FD5-48 冻干机(美
国 Gold-SIM 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品处理及 DNA 提取 
取 20 g 不同动物肌肉部分, 清洗干净后, –80 ℃预冻, 

进行真空干燥冻干, 冻干样品经研磨机研磨均匀, 得到粉

末状样品。每种动物源性取 0.1 g 样品进行 DNA 提取。采

用通用基因组 DNA 提取试剂盒对样品 DNA 进行提取, 测
得 DNA 浓度及纯度, 调整 DNA 质量浓度为 100 ng/μL。梯

度稀释 DNA 模版质量浓度, 得到 100.00、10.00、1.00、0.10、
0.01 ng/μL 不同质量浓度的 DNA 样本。 
1.3.2  不同质量掺比掺假样品制备 

将目标动物源性肉粉和掺假物种肉粉按照 10.00%、

5.00%、1.00%、0.50%、0.10%、0.01%(掺假物种/目标物

种)质量比混匀得到含有不同掺假比例的掺假样品, 掺假

样品主要包括 3 种, 分别为 C1 鸡掺猪、C2 鸭掺羊、C3 猪

掺牛用于灵敏度实验检测。 

1.3.3  qPCR 检测体系及程序 
参考 GB/T 38164—2019《常见畜禽动物源性成分检

测方法实时荧光 PCR 法》、SN/T 3730—2013《食品及饲料

中常见畜类品种的鉴定方法》、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》等标准及文献[17-18,24-25]中的 PCR 检测程序及体

系 , 并结合引物探针退火温度对不同目标成分开展

qPCR 检测。PCR 反应体系为 25 μL: 上、下游引物及探

针 1 μL (10 nmol/L), AceQ qPCR Probe Master Mix 12.5 μL, 
DNA模板1 μL, 加ddH2O至25 μL。PCR程序为: 95 ℃ 10 min; 
95 ℃ 15 s, 55 ℃ 60 s, 40 个循环。 
1.3.4  模拟样品及市售样品的检测 

模拟样品 M1~M8 为不同动物组织按照一定质量比制

备而成样品(M1: 75%牛+25%鸭、M2: 75%鸭+25%牛、M3: 
65%牛+35%猪、M4: 85%牛+15%鸡、M5: 20%牛+40%猪

+40%鸭、M6: 1%羊+99%鸭、M7: 50%猪+50%鸭、M8: 90%
驴+10%马), M9 为经过鸡精调味腌制的牛肉样品, M10 为

猪肉经牛骨汤共同调味熬制样品。市售样品均购自武汉商

超及当地餐饮店, 包括肉制品(S1~S5)、餐饮食品(S6~S10)、
血制品(S11~S14)、乳粉(S15~S20)等常见动物源性食品。

模拟样品及市售样品除乳粉外均按照 1.3.1 中样品处理方

法及 DNA 提取方法提取核酸, 乳粉样品直接进行 DNA 提

取。上述样品的 DNA 质量浓度保证在 5~20 ng/μL, 用于检

测, 每次上样 DNA 量为 50 ng, 每个样品检测 3 次。 

1.4  数据处理 

利用 Bio-Rad CFX Manager 3.1 软件得到荧光扩增曲

线图和目标待测物的扩增循环数(cycle threshold, Ct)值, 扩
增曲线有无表明是否产生扩增反应, Ct≤40 表示未检出。

统计检测结果的 Ct 值; 每个样品检测重复 3 次, 取 3 次检

测结果 Ct 值的平均值, 结果用四舍五入法取整数, 并采用

Excel 2007 对数据进行统计、比较及分析; 采用 Adobe 
Illustrator CC Vesion 17.0.0 软件绘制荧光扩增曲线图。 

2  结果与分析 

2.1  核基因靶标引物探针设计及特异性验证 

本研究选择 7 种常见食品中动物源性成分(猪、牛、

羊、鸡、鸭、马、驴)作为检测目标。基于各待测源性成分

的种间特异性单拷贝核基因序列设计引物探针, 引物探针

序列见表 1。为验证所设计引物探针序列的特异性, 采用

包括上述 7 种源性成分在内的多种动物源性 DNA 分别验

证引物探针的特异性, 并以无菌双蒸水作为空白对照, 如
图 1 显示, 只有为目标待测源性的 DNA 模板时, 出现特异

性扩增曲线, 其他物种均无荧光信号值的增加。证明所设

计的引物对食品中常见的动物源检测有良好的特异性, 不
会扩增出其他非目标源性成分。 
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表 1  常见食品中动物源性成分核基因引物探针序列 
Table 1  Nuclear gene primer probe sequences of animal-derived components in common foods  

名称 序列(5'→3') 靶基因 
牛-F  GCACCCAGCACAATGAAGAT 

ACTB[28] 牛-R  CGCGATGATCTGGAGAGAGA 
牛-P  FAM-CCCAGCCGTAGCCGGACGGT-BHQ1 
羊-F AGTGGCTGACACACGGGACA 

RPA1[29] 羊-R  GTGGTCCATGTGGGTCCATGTTTAGC  
羊-P  FAM-TGTCGCCTAAGCCAGCCTTGTGCGTGTG-BHQ1  
猪-F  CTCGGAGTGTGTATCCCGTAG  

ACTB[30] 猪-R AGCCGTGTTCCTTGCACTCTCTGCAT 
猪-P  FAM-TAGGTCTGACGTGACTCCCCGACCTG-BHQ1 
鸭-F GCAACAGGAACTGGCTGAGTG 

RPA1[29] 鸭-R AATTACTGTTCCTCTTGTGTCAGAAA 
鸭-P FAM-AGTCAGCAGCTCCAACGCATGCTG-BHQ1 
鸡-F CAGAACCACACTCAACCTGTCTGA 

RPA1[29] 鸡-R TCGGGGAAATGTCTTACTGCAAG 
鸡-P FAM-CTCCTAGCAGCCTGTGCCAAGGCCA-BHQ1 
驴-F CTGTCCTGATGGAAGAGAACTTGG 

LOC106835644[31] 驴-R GGTGGTGCTGCAAATTCCACTTTA 
驴-P FAM-CTGCAGATGGTTCTGCTTTAGTGAAGCTGG-TAMRA 
马-F TGAGCCGAGCTGCGCTGA 

OBSCN[31] 马-R TCCCGACGGCTCAGCGAGA 
马-P FAM-GGAGAGCGGGAAGCCGGGCT-TAMRA 

 

 

 
 

图 1  核基因靶标引物探针特异性实验  
Fig.1  Specificity experiment of nuclear gene target primer probe 
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2.2  核基因引物探针对不同 DNA 浓度检测灵敏度

验证 

为确认 7 种动物源性成分的单拷贝核基因引物探针

组对模板 DNA 浓度检测的灵敏度情况, 本研究对梯度稀

释的目标成分 DNA 模版分别进行 qPCR 扩增, 参照 GB/T 
38164—2019、SN/T 3730—2013 等标准中的结果判定方法, 
qPCR 扩增 Ct>40 表示未检出, Ct<40, 且出现典型扩增曲线

表示检出。qPCR 检测结果显示, 如图 2, 上述 7 种引物探针

组在 DNA 质量浓度为 0.1 ng/μL 时均可以检出目标成分, 其
中鸡源性成分可检测的最低DNA浓度甚至可达 0.01 ng/μL。
此外, 为比较本研究设计的核靶标基因扩增引物同现有标

准中采用的胞质靶标基因扩增引物在 qPCR 反应中对目标

源性成分检出限的差异, 采用胞质基因扩增引物组对梯度

稀释的模版 DNA 进行平行检测试验。通过比较检测 Ct 发

现, 在模版 DNA 质量浓度高于 0.1 ng/μL 的情况下, 目标源

性成分均可被两组扩增引物检测到, 扩增 Ct<40, 但是采用

胞质基因作为靶标基因设计的引物组, 其 qPCR 反应的 Ct 比
采用核基因作为靶标设计的引物的循环数小, 这是因为食品

样品 DNA 碎片化严重, 胞质基因在细胞内存在多重拷贝, 更
易被检出。 

2.3  核基因引物探针对不同质量掺比掺假样品的检

出限验证 

本研究制得含有不同掺假比例(质量)的样品 , 提取

DNA 后, 采用设计获得的单拷贝核基因靶标扩增体系及

胞质靶标基因扩增体系分别对目标源性成分进行检测。检

测结果表明, 见表 2, 在目标成分质量占比为 1.00%时, 两
种检测体系均可检出目标成分, 而当目标成分质量占比为

0.10%时, 胞质靶标基因扩增体系仍可检出目标成分, 但核

基因靶标扩增体系存在部分目标成分未检出的情况(C3 
0.01%猪组)。考虑到实际动物源掺假样品的掺假物质量比

相对较高, 7 种动物源性成分单拷贝核基因靶标 qPCR 检

测体系可应用于动物源性食品的掺假成分检测。 
 
 

 

 
图 2  核基因引物探针对不同 DNA 浓度检测灵敏度实验 

Fig.2  Detection sensitivity of nuclear gene geophysical prospecting for different DNA concentrations 
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表 2  核基因引物探针对不同掺比掺假样品的检出限 
Table 2  Limits of detection of nuclear gene primers and probes for samples adulterated with different mixing ratios 

掺假浓度/% 
C1(鸡掺猪) C2(鸭掺羊) C3(猪掺牛) 

N C N C N C

10.00 27 20 31 19 27 19

5.00 28 20 31 18 28 20

1.00 29 22 33 20 31 22

0.50 30 24 35 21 31 22

0.10 32 26 37 24 35 26

0.01 35 30 39 27 - 30

注: C 表示胞质基因靶标检测结果(Ct); N 表示核基因靶标检测结果(Ct); -表示未检出。表 4 同。 
 

2.4  模拟样品及市售样品检测结果比较与分析 

2.4.1  模拟掺假样品检测结果与分析 
为进一步探究单拷贝核基因靶标扩增体系对动物源

性食品的检测情况, 本研究制备获得了 10 种模拟样品, 采
用单拷贝核基因靶标扩增体系对模拟样品的源性成分进行

检测, 同时采用胞质靶标基因扩增引物一同检测比较分

析。检测结果显示(表 3): 除 M9、M10 外, 所有模拟样品

中的源性成分情况均可以在 40 个 PCR 循环内被两组引物

扩增检测到荧光信号值; M9~M10 中的鸡源性成分仅在胞

质靶标基因扩增引物扩增时检测得到, 且 Ct 均大于 35。上
述结果说明, 单拷贝核基因靶标扩增体系能够有效检测出

掺有不同源性成分的动物源样品, 但对于鸡精等配料中微

量添加的源性成分, 该方法的检测能力较为有限。 
2.4.2  市售动物源性样品的检测结果分析 

实际市售动物源性食品其食品基质、加工工艺及配料 

成分复杂, 为进一步验证单拷贝核基因靶标扩增体系在实

际市售动物源性食品的检测情况。本研究对 20 种市售动

物源性食品(S1~S20)开展了源性成分检测分析, 20种动物

源性食品包括常见动物源性成分掺假的肉制品、餐饮食

品、血制品及奶制品。对实际样品的检测结果证实单拷

贝核基因靶标扩增体系能够成功检测出 20 种动物源性食

品中的主要源性成分(表 4); 然而, 在对部分因配料带入

或加工过程中存在交叉污染的食品样品(如 S3、S4、S7、
S9、S11、S15 等)进行分析时, 该方法未能有效检出相应

的源性成分。S20 驼奶粉在核基因及胞质基因两组引物扩

增体系中均可以检出掺假源性成分, 为牛源性成分、羊源

性成分。上述结果说明单拷贝核基因靶标扩增体系可以

对实际市售动物源性食品中的目标成分和掺假成分进行

检测, 而由食品配料或加工生产交叉污染等带入的源性

成分并不能完全检测出来。 
 

表 3  模拟动物源性样品 qPCR 结果 
Table 3  qPCR results of simulated animal-derived samples 

模拟 
样品 

源性成分检测(Ct) 

牛 羊 猪 鸡 鸭 马 驴 

C N C N C N C N C N C N C N

M1 17 26 / / / / / / 17 26 / / / /

M2 20 28 / / / / / / 16 27 / / / /

M3 17 26 / / 18 27 / / / / / / / /

M4 17 25 / / / / 20 27 / / / / / /

M5 20 28 / / 19 28 / / 17 28 / / / /

M6 / / 27 33 / / / / 19 30 / / / /

M7 / / / / 19 27 / / 19 30 / / / /

M8 / / / / / / / / / / 26 31 23 30

M9 17 24 / / / / 37 / / / / / / /

M10 23 32 / / 18 26 37 / / / / / / /

注: /表示此项未检测。下同。 
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表 4  市售动物源性食品 qPCR 检测结果 
Table 4  qPCR test results of animal-derived foods available on the market 

市售样品 源性成分检测值(Ct) 

类

别 
编号 

牛 羊 猪 鸡 鸭 马 驴

C N C N C N C N C N C N C N

肉

制

品 

S1 16 26 / / - - - - - - / / / /

S2 17 33 / / - - - - - - / / / /

S3 15 24 / / 39 - 36 39 31 - / / / /

S4 16 24 / / 35 - 34 - 35 - / / / /

S5 21 31 / / - - 35 37 36 - / / / /

餐

饮

食

品 
 

S6 / / / / 17 28 36 38 36 - - - 16 28

S7 18 26 / / 33 - 33 37 37 - / / / /

S8 / / 23 29 31 - 32 37 12 23 / / / /

S9 34 - / / - - 38 - 15 25 / / / /

S10 / / / / 33 - 34 - 21 30 / / / /

血

制

品 

S11 / / / / 25 29 33 - 38 - / / / /

S12 / / / / - - 39 - 18 22 / / / /

S13 / / / / 30 38 22 24 33 - / / / /

S14 / / / / - - 39 - 18 24 / / / /

奶

制

品 

S15 36 - 20 23 / / / / / / / / / /

S16 37 - 21 28 / / / / / / / / / /

S17 28 32 37 - / / / / / / / / / /

S18 32 - 21 27 / / / / / / / / / /

S19 30 - 22 27 / / / / / / / / / /

S20 23 27 28 33 / / / / / / / / / /

 
3  讨论与结论 

本研究基于动物源性成分的单拷贝核基因靶标设计

特异性扩增引物, 并与传统胞质线粒体靶基因扩增引物体

系进行比较, 系统评估其在动物源性食品检测中的应用差

异。研究结果表明, 本研究设计的单拷贝核基因扩增体系

具有较高的检测灵敏度 , 其最低检出限可达 0.1 ng/μL 
DNA 浓度, 且能够准确识别 0.10%(质量比)的最低掺假成

分含量, 满足动物源性食品掺假成分鉴别的检测需求。在

对模拟和实际样品检测中, 单拷贝核基因靶标检测方法可

有效鉴别出待测动物源性食品中的目标源性成分和掺假源

性成分, 说明该方法的实际应用能力较强, 市场应用潜力

较大。在采用线粒体基因 qPCR 体系检测模拟及市售样品

时, 本研究发现动物源性食品生产线交叉, 亦或是生产配

料中存在鸡精调味品等情况均会导致相关动物源性成分的

检出, 检出 Ct 通常在 30~40 之间, 这一结果将严重影响对

动物源性食品掺假情况的判断, 可能出现不同检测机构在

掺假情况判定上不一致的现象, 不利于市场对掺假问题食

品的监管和风险研判。本研究建立的单拷贝核基因检测方

法在预包装肉制品、餐饮食品、血制品、奶制品等常见动

物源性食品检测时, 不易受到配料带入和加工过程中交叉

污染的影响, 大部分带入源性成分不可检出, 部分检出成

分的 Ct 值均大于 35, 在对非目标检出成分掺假和带入的

判断上具有极大的优势。综上所述, 在针对 DNA 较易获得

的动物源性食品的掺假成分鉴别时, 本研究建立的单拷贝

核基因靶标 qPCR 技术可有效避免配料带入或生产交叉污

染导致的非目标成分检出问题, 更好反映食品生产的真实

情况, 为市场监管提供了重要的技术依据。此外, 区别于

线粒体基因在不同细胞中含量的差异, 单拷贝核基因的含

量稳定的特性, 通过建立 DNA 含量与扩增信号的标准曲

线, 可用此方法对目标成分 DNA 含量进行准确的定量, 进
一步为掺假成分的定量检测提供新的技术手段, 从而为判

定动物源性食品是否掺假提供更加客观、可靠的量化数据

支持。 
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