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实验技术与方法
用 !’0.基因序列分析鉴定肉制品掺假

马伊萨兰!吕明星!唐俊妮!陈娟!张荣!龙虎
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摘"要!目的"采用 !’0.基因进行肉制品真伪鉴定的尝试性探索" 方法"随机采集 $! 份肉制品样品!首先采用
=Z,J法方法提取样品 W8,!基于 !’0.基因的通用引物对 $! 份样品 W8,进行 ]=%扩增!把扩增产物进行测序!然

后采用 W8,̂ ,8软件进行序列的比对分析" 结果"=Z,J方法适合肉制品的 W8,提取" !# 份牛肉样品中 0 份与

标注吻合!! 份检测出是猪肉$$ 份羊肉样品中 ! 份与标注吻合!! 份检测是猪肉$$ 份猪肉样品中 ! 份与标注吻合!

! 份检测是鸡肉$! 份鸡肉样品与标注吻合$* 份牦牛肉样品中 $ 份与标注吻合!- 份检测是水牛肉" 结论"用 !’0.

基因序列分析比对方法适合肉制品的真伪鉴定!市场上肉制品存在掺假问题"

关键词!肉制品$ 鉴定$ ]=%$ !’0.基因$ 测序$ 食品$ 掺假
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""肉是人类优质蛋白质和多种营养素的主要来
源&含有多种微量元素和丰富的必须氨基酸 -!. * 近
年来&肉的欺诈和掺假行为越来越受到人们的关
注 -$. * 在’马肉风波(事件发生之前&国内早已曝光
一些不法商家售卖采用化学药物处理的’假鱼翅()
以及采用牛肉膏处理的鸭肉或猪肉冒充牛肉等相
关事件* 这些不仅涉及到食品掺假欺诈的商业行

为&而且也涉及到宗教信仰和民族问题 -/. * 因此&

基于经济和宗教等方面的考虑&肉的真伪鉴定具有
非常重要的意义 --. *

目前&由于经营人员和肉品来源途径广&食品
的掺假方式和范围也越来越复杂* 国家已制定了
相关法律禁止以次充好和假冒伪劣肉制品在市场
上售卖&由于肉制品的鉴定比较复杂&这类掺假现
象还是屡禁不止* 传统依靠肉类感官与形态特征
的鉴别方法&目前已经不能满足对肉品掺假现象的
控制和监管需求* 随着现代仪器分析和分子生物
学技术的迅速发展&先后出现了以脂肪)蛋白质)
W8,分子为检测对象&结合免疫分析技术)色谱)光
谱)显微技术和 W8,分析技术等快速灵敏的特点&

提高了检测的精确性和准确度 -&.+. * 在所有这些技
术中&分子生物学技术在肉品鉴定中的应用逐渐成
为热点* 最近几年&采用 ]=%技术用于肉制品鉴定
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的研究也越来越广泛&如吕二盼 -0.应用 ]=%技术建
立了各种动物源性肉及肉制品鉴别检验方法"刘岑
杰等 -!#.建立了一种检测肉制品中的鸭源性成分实
时荧光 ]=%方法&该方法能够快速有效检测肉品中
的鸭源性成分"范丽丽 -!!.建立了一种实时荧光 ]=%

技术检测猪)牛)羊)鸡和鸭肉 & 种肉源"何玮玲
等 -!$.针对食品中 - 种肉类成分建立了一种多重
]=%快速鉴别方法&用于食品中牛肉)猪肉)羊肉以
及鸡肉成分的快速鉴别"QP@M>等 -!/.采用多重实时
]=%方法定量检测肉糜中的牛肉和猪肉成分"]=%
技术在肉类鉴定中已经得到广泛研究&同时也可以
看出&从核酸分子水平上对物种进行鉴定已成为未
来的一种趋势和有效手段*

线 粒 体 W8, 分 子 # I>?@46@;DC><AW8,&
I?W8,$&被认为是动物体内唯一存在的核外遗传
信息载体&其结构简单&一般没有间隔序列&并且
属于严格的母系遗传&几乎不发生易位)倒位等畸
变和重组 -!-. * 近年来&通过对 I?W8,上的细胞色
素 M 基因#!’0.$和控制区的部分序列进行动物的
物种鉴定及生物学分类非常广泛 -!&. * 如尚柯
等 -!*.根据牛)猪)羊的线粒体 !’0.基因序列&确立
一种多重 ]=%检测方法用于对牛肉)猪肉和羊肉
的调查* 综上&目前以 !’0.基因建立的 ]=%相关
方法&只能鉴定出几种设计特异性引物的肉品物
种&不适合大规模肉品的检测鉴定* 因此&基于
!’0.基因的保守性&本文通过对不同肉制品的
!’0.基因进行扩增&然后将序列进行比对分析&从
而达到对多种肉制品进行真伪鉴别的目的&具有
更广泛的实际应用价值* 该研究思路与方法可为
相关检验监管部门提供借鉴&让肉制品安全得到
充分保障*

!"材料与方法
!’!"材料
!’!’!"样品来源

从成都地区不同的超市和食品市场采集不同
品种的肉及肉制品共计 $! 份&采样重点为标注的鸡
肉)猪肉)羊肉)牛肉以及牦牛肉等散卖的熟食及成
品包装的袋装肉制品*
!’!’$"主要仪器与试剂

凝胶成像系统 #美国 J>@.%<D$&]=%仪 #美国
,LLA>BD J>@GFG?BIG$&8<;@WC@L$### 分光光度计 #美
国 ,̂],W,$* 琼脂糖 #西班牙 J>@PBG?$&液氮&十
六烷基三甲基溴化铵 #=Z,J$溶液&氯仿.异戊醇
#$-s!&HIH$&!# g]=%J:55BC)@/AW8,聚合酶)
D8Z] >̂N?:CB) K̂=A$ 等购自宝生 #大连$生物工程

有限公司&* I@A1V的碘化钾溶液)无水乙醇))&‘
酒精溶液)/ I@A1V的醋酸钠溶液均为分析纯&灭菌
超纯水*
!’$"方法
!’$’!"引物合成

通用引物参考文献 -!).&上游序列为 !’0..(%
&f.==,Z==,,=,Z=Z=,Y=,ZY,ZY,,,./f&下游序
列 为 !’0..%% &f.Y====Z=,Y,,ZY,Z,ZZZYZ==
Z=,./f&引物序列由上海生工合成&引物的理论扩增
长度为 /&0 ML*
!’$’$"样品前处理

将采集的样品进行分类标记&从成品包装中取
出一些放入无菌的小烧杯中&加入双蒸水浸泡过
夜&去除肉制品表面的调味料&将其分别取出剁碎&
并用液氮研磨成细粉&取出放入 R]管中&每管称取
约为 #’- K放置冰箱中保存备用*
!’$’/"样品 W8,提取

肉制品的 W8,提取方法采用文献-!+.报道的
方法进行操作* 提取的 W8,溶液经过适当稀释&采
用 8<;@WC@L$### 分光光度计来测定 W8,分子在溶
液中的 J?$*# 1$+#比值*
!’$’-"]=%扩增

]=%扩增反应体系为%$ &A!# g]=%M:55BC#不
含 K̂$ l $& !’$ &AD8Z] >̂N?:CB# 每 种 浓 度 为
$’& II@A1V$&!’* &A$& II@A1V K̂=A$&$# &I@A1V

的上下游引物各 #’& &A&! &A样品W8,模板&#’$ &A
@/AW8,聚合酶 #& U1&A$&灭菌超纯水补足 $# &A
体系*

]=%扩增条件%0- h预变性 & I>;"0- h变性
&# G&*# h退火 &# G&)$ h延伸 -# G&共 /& 个循环"
)$ h延伸 ) I>;&最后 - h保存*

]=%产物琼脂糖电泳检测%配置 !‘琼脂糖凝
胶&取 ]=%扩增产物 + &A进行上样&电泳条件
+# j&电泳 -& I>;&凝胶成像系统观察结果*
!’$’&"测序与比对

将 ]=%产物送至上海生工进行测序&测序结果
采用 W,8̂ ,8#j*$软件进行比对分析*

$"结果与分析
$’!"样品采集结果

本次试验中&在成都)石家庄等地随机采集
$! 份肉制品样品&!)$)-)*)) 号为散卖熟食样品&
& 号为小摊贩散卖羊肉串样品&其余为超市售卖的
不同品牌的成品包装肉制品* 样品种类详见表 !&

其中&标注的牛肉样品 !# 份&猪肉样品 $ 份&牦牛
肉样品 * 份&鸡肉样品 ! 份&羊肉样品 $ 份*
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表 !"样品采样一览表
Z<MAB!"E<ILABGA>G?

编号 样品名称 生产日期 保质期 采样地点
! 熟食鸡肉 $#!& 1#!1$* * 天 成都某超市
$ 熟食猪肉 $#!& 1#!1$* * 天 成都某超市
/ 猪肉松 $#!- 1!#1!# /## 天 成都某超市
- 熟食羊肉 $#!& 1#!1$* * 天 成都某超市
& 羊肉串 $#!& 1#/1$& $ 天 成都某校园周边摊贩
* 熟食牛肉 $#!& 1#!1$* * 天 成都某超市
) 熟食牛肉 $#!& 1#!1$* * 天 成都某超市
+ 牛肉条 $#!& 1#!1!& /## 天 成都某超市
0 牛肉棒 $#!- 1#01$$ !+ 个月 成都某超市
!# 牛肉棒 $#!& 1#!1#/ !$ 个月 石家庄某超市
!! 牛肉干 $#!- 1!#1$/ !$ 个月 成都某超市
!$ 牛肉干 $#!- 1!$1!$ !$ 个月 成都某超市
!/ 牛肉片 $#!- 1#01#) !$ 个月 石家庄某超市
!- 卤牛肉 $#!- 1!#1#* /*# 天 石家庄某超市
!& 灯影牛肉 $#!- 1#01!# !$ 个月 成都某校园周边超市
!* 手撕牦牛肉 $#!& 1#!1!/ !$ 个月 成都某超市
!) 手撕牦牛肉 $#!- 1#-1!) !$ 个月 成都某超市
!+ 手撕牦牛肉 $#!- 1!#1#* !$ 个月 成都某超市
!0 牦牛肉 $#!- 1!#1$# !$ 个月 成都某校园周边超市
$# 手撕牦牛肉 $#!- 1!$1!# /*# 天 成都某超市
$! 手撕牦牛肉 $#!- 1!#1!& !$ 个月 成都某校园周边超市

$’$"样品 ]=%扩增结果
采用 =Z,J法对 $! 份样品的 W8,进行提取&

并对提取的 W8,进行纯度检测&J?$*# 1$+# 范围在
!’0$ _$’!$ 之间&表明 =Z,J法提取肉制品 W8,效
果理想* 采用 !’0.基因的通用引物针对 $! 份样品
进行]=%扩增&部分样品的!’0.基因扩增结果见图
!* 扩增条带大小与理论大小相吻合&约在 /&0 ML
左右&扩增产物与预期一致*

注%!3熟食鸡肉"$3熟食猪肉"/3熟食羊肉"-3羊肉串"&3熟食牛

肉"*3牛肉条")3牛肉棒"+3牛肉干"03牛肉片"!#3卤牛肉"

!!3灯影牛肉"!$3手撕牦牛肉"!/3牦牛肉"83阴性"

^3分子量标准 WV$###

图 !"部分样品 !’0.基因 ]=%扩增产物的电泳图
(>K:CB!",K<C@GBKBABAB4?C@L6@CBG>G@5]=%LC@D:4?G5C@I

IB<?G<ILABGpW8,P>?6 !’0.KB;B

$’/"样品 !’0.基因测序比对结果
将 $! 份样品的 ]=%扩增产物送上海生工进行

测序&序列比对采用 W8,̂ ,8软件进行操作&并与
YB;J<;H 中的已知序列进行分析和比较&构建的
$! 份样品基于 !’0.基因的进化树详见图 $* 由图 $

的比对分析可以看出&共有 !/ 份样品分析为水牛
肉&它们分别是样品 *&)&+&0&!!&!$&!/&!-&!&&!*&

!0&$# 和 $!"$ 份样品为牦牛肉 #样品 !) 和 !+$&
! 份样品为绵羊肉#样品 -$&/ 份样品为猪肉#样品
$&& 和 !#$&$ 份样品为鸡肉#样品 ! 和 /$*

图 $"基于 !’0.基因的序列比对结果
(>K:CB$",A>K;IB;?5@CIB<?G<ILABGM<GBD @; !’0.

KB;BGB\:B;4BO<C><?>@;G

通过以上的分析并与实际标注样品比较发现%
!# 份牛肉样品中 0 份与标注相吻合"$ 份羊肉样品&
! 份与标注相吻合"$ 份猪肉样品&! 份吻合"! 份鸡
肉样品与描述相吻合"* 份牦牛肉样品中&$ 份与标
注相吻合* & 份熟食样品与测序结果完全吻合"& 号
散卖的摊贩羊肉串检测出是猪肉&而加工的成品包
装肉制品样品中掺假也比较严重&其中&! 份标注的

牛肉检测出是猪肉&! 份标注的猪肉松检测出是鸡
肉&特别是牦牛肉样品&* 份样品中 - 份假冒&用水
牛肉替代为牦牛肉现象较为普遍*

/"讨论
上文已经提及到基于食品安全)经济和宗教等

方面的考虑&对肉的真伪进行鉴定具有非常重要的
意义* 特别是思考如何建立一些更灵敏和更可靠
的检测方法来鉴定动物食品或动物源性加工食品
的物种来源非常关键 -!0. * 因此&近年来关于肉的物
种鉴定成为学者们研究的热点* 根据文献检索&大
多数的研究是基于 !’0.基因建立的 ]=%方法&以及
由此延伸的多重 ]=%和荧光实时定量 ]=%方
法 -0.!#&!*&$#.$!. * 这些方法已经应用到猪肉)鸭肉)鸡

肉)鹅肉)牛肉)鹿肉)鱼肉等物种的鉴定 -!)&$$.$/. * 通
过比较这些方法&发现都需要设计针对不同肉品物
种的特异性引物而进行操作&在实际检测过程中的
适用范围会受到一定的限制&因为样品的背景不清
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楚&要不断对待检样品进行筛选和排查* 如果针对
大规模采样和样品检测&本研究探索的序列比对思
路应该更为科学和适用*

本研究中&共采集了 $! 份样品&其中 & 份样品
专门采集的是不同肉品的熟食&这几种熟食在超市
购买时&有些形态完整&可以通过外观进行鉴别&目
的是为了对序列比对的准确性进行核对* 事实上
& 份熟食样品的比对结果与样品本身也完全吻合*
其余样品采集的是深加工的成品肉制品&大部分已
经无法根据肉的形态进行判定&采用基于 !’0.基因
的序列比对分析&发现市场上售卖的成品包装加工
肉制品掺假情况确实存在&并且较为严重* 特别是
牦牛肉制品&* 份样品中有 - 份是用水牛肉代替*
另外&采集的唯一 ! 份摊贩售卖的羊肉串检测出来
是猪肉代替* 本研究的目的是进行肉制品真伪鉴
定的一种尝试性探索&因此&在样品采集数量上有
一定的局限性&以后建议可加大采样量&数据将更
具有代表性* 另外&值得一提的是市场上肉制品价
格目前比较混乱&如含大豆蛋白的牛肉粒与同重量
牛肉干和牦牛肉价格相近&牛肉粒中大豆蛋白的含
量占到 ) 成左右&肉只占到 / 成左右&还有的样品中
同时出现几种不同颜色的肉块* 希望本研究结果
能引起有关部门重视&以加强对肉制品市场的监控
与管理&保证肉制品安全*

本研究针对市场上售卖的熟肉及成品包装的
$! 份肉制品样品进行肉品真伪鉴定的探索&采用
=Z,J法提取样品的 W8,分子&然后基于动物组织
的 !’0.基因通用引物对 $! 份样品进行 ]=%扩增&
并把扩增产物进行测序&采用 W,8̂ ,8软件对序列
进行比对&达到了最初设想的通过 !’0.基因序列比
对方式对不同肉制品进行鉴别的目的* 本研究结
果表明由于肉制品经深加工&仅靠感官检验已不能
快速准确地检测出肉品真伪&基于保守基因序列的
比对分析方法可用于市场上肉制品的真伪鉴定&并
且具有一定的优越性*
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