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摘$要!目的$建立生肉制品中鸭#鸡#猪源性成分的荧光 )*7检测方法!对北京地区出售的牛#羊肉片进行成分

调查" 方法$合成检测鸭#鸡#猪源性成分的特异性引物和探针!建立实时荧光 )*7检测方法!测定方法的特异性#

灵敏度!在北京部分超市#农贸市场#餐馆采集牛#羊肉片进行成分调查" 结果$所建立的实时荧光 )*7方法对鸭#

鸡#猪源性成分具有较好特异性!与常见食用肉类 +C;在 4#’" 以内无交叉反应&对混合肉中鸭#鸡#猪成分 +C;

的检出限是 "2%g" 北京市场上采集的 <= 份牛#羊肉片中!’" 份检出上述成分!占 ’423g&羊肉片的掺假率高于牛

肉片&农贸市场采集样品掺假率明显高于超市和餐馆" 结论$所建生肉制品中鸭#鸡#猪源性成分的检测方法简

单#特异!对样品的检测结果显示!北京市售牛#羊肉中存在掺入鸭#鸡#猪肉的现象"
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$$自 !"%’ 年欧洲/马肉风波0以来"肉类掺假问题
在社会上引起极大的关注’ !"%’ 年 # 月"江苏*上海*
北京等地陆续披露了制售掺假羊肉事件"这些羊肉不
仅流入各种小火锅店"更疑似流入了不少知名火锅
店’ 出于追逐经济利益最大化"不少不法商贩用比
牛*羊肉便宜的多的鸭*鸡肉等其他肉类混合制成牛*

羊肉片销售’ 不仅侵害了消费者经济权益"添加的未
经检疫肉类更可能对人身体造成伤害’

在我国牛*羊肉片掺假已是行业内公开的秘
密"然而由于缺乏相应检测技术的支撑以及主动监
测"使得肉类掺假这一现象一直未得到有效监管’
目前对肉类鉴别的方法主要有显微镜观察法*基于
特异性蛋白质检测的方法以及 +C;分析方法’ 其
中基于聚合酶链反应 $ _K0J\OWG.O?AGFH WG?XFKH"
)*7%的 +C;分析方法应用最为广泛’ 该方法不受
加工处理及待鉴定基质中复杂干扰成分的影响*鉴
定结果准确"但是必须通过凝胶电泳*转化和测序
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等步骤"工作量大*时间较长’ 实时荧光 )*7是在
常规 )*7基础上加入荧光基团"利用荧光信号积累
实时监测整个 )*7进程"具有特异性强*灵敏度高*
定量范围宽*实时检测结果等优点’ 欧盟已相继建
立了基于实时荧光 )*7方法检测饲料和肉制品中
动物源性成分的官方方法 (% e!) "我国现行国标*行标
方法主要集中在饲料中动物源性成分的鉴定 (’ e#) "
国内一些关于肉制品中动物源性成分检测研究报
道所涉及的物种相对单一"且缺乏有针对性的市场
调查 (= e<) ’ 本研究结合相关研究报道及新闻通报"
针对市场上牛*羊肉片常见的可能掺入成分"建立
了肉制品中鸭*鸡*猪源性成分的荧光 )*7检测方
法"并对北京市场上出售的牛*羊肉片进行采样及
鸭*鸡*猪源性成分鉴定’

%$材料与方法
%2%$材料
%2%2%$样品采集

所有样品于 !"%’ 年 4 k# 月份采集’ 用于对照
的鸭*鸡*猪*牛*羊*兔肉购于北京某超市"马肉购
于内蒙古"均为整块肉"鼠肉来源于实验室大鼠’
在北京市内选择 # 家不同规模连锁超市"%" 个农贸
市场$其中包括 ! 个大型批发市场"< 个社区便民农
贸市场%"%: 家专营火锅*清真*烧烤的正规餐馆"共
采集 <= 份牛*羊肉片"所有样品均为冷冻的生肉’
超市所采集样品包装完整"具有食品标签#农贸市
场*餐馆采集样品均为散装无标签产品’ 样品具体

信息见表 %’

表 %$样品信息表
8GZ0O%$9G\_0OFH@KW\GXFKH

样品名称
采样数量,份

超市 农贸市场 餐馆 共计

牛肉片 < : !! ’:

羊肉片 %" %# !4 43

合计 %< !! 4= <=

%2%2!$主要仪器与试剂
Fl# 荧光定量)*7仪$美国1FK(7G/%*小型高速离

心机*微量紫外分光光度计$美国8AOW\K-F.AOW%’
血液,细胞,组织基因组 +C;提取试剂盒 (天

根生化科技 $北京 % 有限公司 )*65?=.*E*28K8a

$)WKZO[)*7%大连 8GbG)G*引物及探针由上海英骏
生物技术有限公司合成’
%2!$方法
%2!2%$+C;提取及浓度测定

剪刀洗净并于 %=" i烘烤 ! A"每份样品各用一
把剪刀取样’ 每份样品随机取 ! 片"在瘦肉部分两
点取样"共计 ’" \I#阳性*阴性对照样品单点取样’
将所取样品置于 %2# \0c)管中"按照试剂盒说明
书提取 +C;"测定 +C;浓度和纯度’
%2!2!$引物及探针

参照 DOH1GH] 上发布的相关物种 +C;序列"
针对线粒体 4)#"基因设计合成引物和探针"具体
序列见表 !’

表 !$引物和探针序列
8GZ0O!$)WF\OW.GH/ _WKZO.

物种 引物名称 引物序列 目标片段,Z_

鸭

猪

鸡

牛

羊

上游引物 #t(***DD**;*;*;;;8**8*;*;D(’t

下游引物 #t(8D8D88DD*8;*8D;DD;D;;;(’t <#

探针 #t-;a(**8;*8DD*8;8D*;*8;*;**D*;D;*(8;a7;’t

上游引物 #t(*D**D;*;;;D*;;***8*;*;*(’t

下游引物 #t(DD88D*D;DDD*DD8;;8D;8(’t :’

探针 #t-;a(*88*D**88**;*888;8**8D**;88*(8;a7;’t

上游引物 #t(*D;*;;***;;***88;**(’t

下游引物 #t(**;;DD;;DD8D;DD8DD;8D;8;(’t 3"

探针 #t-;a(;*;*88**8**8****888D*;;8*D*(8;a7;’t

上游引物 #t(*D**8**8*DD;D;***;D;8;;*(’t

下游引物 #t(*D;;D;;D8;8*;*8*DDD888D(’t <%

探针 #t-;a(**;D**;;8**;*8*;;*;*;***(8;a7;’t

上游引物 -)&#t(*;D***8*D**;8;D88*;*(’t

下游引物 7)&#t(*D;;DDD8DD;;DDD;;8888;8*8D(’t 33

探针 )WK&#t-;a(*88**8**;*D;;;*;DD;8**;;*;(8;a7;’t

%2!2’$实时荧光 )*7反应
扩增体系 !# !0&65?=.*E*28K8a$! 6%%!2# !0"

上下游引物*探针 $%" !\K0,N%各 % !0"+C;模板
! !0$%"" HI%"//M!S:2# !0’

扩增条件&34 i预变性 4# .#34 i变性 %# ."

=" i退火*延伸 4" ."4" 个循环"=" i收集荧光’
%2!24$特异性试验

用特异性引物及探针$如鸭%分别对 %"" HI其
他肉$牛*羊*猪*鸡*鸭*兔*马*鼠%的 +C;以及水
$空白对照%进行扩增"以检测方法的特异性’
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%2!2#$灵敏度试验
+C;提取并定量后"用 //M!S将 +C;稀释至

#" HI,!0"依次 %" 倍稀释 < 个梯度"即每个反应分
别添 加 %""* %"* %* "2%* "2"%* "2""%* "2" ""%*
"2"" ""% HI模板"以确定该方法对单一模板的检出
限’ 以 4#值 ’" 作为阳性判定标准"4#值 f’" 的最
大稀释度即为单一成分检测的灵敏度’

分别将鸭*鸡*猪 +C;与羊 +C;按照 %m%""
%m%"""%m% """ 混合"每反应 +C;总量为 %"" HI"即
鸭*鸡*猪 +C;含量分别为 %"g*%g*"2%g"以测
定有其他动物源成分存在时对鸭*鸡*猪源性成分
检测的检出限’ 4#值 f’" 的最高混合比例即为混
合组织中鸭*鸡*猪源性成分检测的灵敏度’
%2!2=$样品中鸭*鸡*猪源性成分的检测

测定样品 +C;浓度后将其调整至 #" HI,!0"以
保证每反应中 +C;的加入量不高于 %"" HI"用特异
性引物及探针扩增"同时设空白对照$用 //M!S代
替模板%*阴性对照$除目标 +C;外"其余肉类组织
中的任意一种%*阳性对照’ 4#值 f’" 的判定为检
出鸭*鸡*猪源性成分’

!$结果
!2%$+C;浓度及纯度测定

经过微量紫外分光光度计测定"用于阳性*阴
性对照的样品 +C;浓度在 ##2< k%’%2# HI,!0"
<= 份样品的 +C;浓度在 %"23 k%:%2= HI,!0"
S+!=",!<"在 %2< k!2" 之间"纯度较好"可满足实时荧
光 )*7检测的要求’
!2!$方法的特异性

分别用鸭*鸡*猪的引物探针体系对鸭*牛*羊*
猪*鸡*兔*马*鼠的 +C;进行扩增"结果如图 % k’
所示’ 鸡*猪引物探针体系对其他动物组织 +C;没
有出现扩增"特异性较好#鸭引物探针体系对其他
动物组织$牛*鸡%在 4#’= 左右出现扩增"在 4#’"
以内只有鸭 +C;出现相应扩增曲线’ 由于本研究
设定 4#’" 为阳性判定值"因此认为 4#’= 左右时出
现的扩增曲线不影响鸭 +C;检测结果的判定’
!2’$方法的灵敏度

单一鸭*鸡*猪源性成分检测的灵敏度如图 4 k=
所示’ 图中曲线从左向右 +C;量依次是 %""*%"*%*
"2%*"2"%*"2""%*"2""" %*"2""" "% HI"对应的4#值见
表 ’’ 4#值 f’" 的最大稀释度溶液中的 +C;含量为
"2"% HI$相当于 "2"%g%"即为单一鸭源性成分检测
的检出限’ 混合肉组织中鸭*鸡*猪源性成分检测的
灵敏度如图 : k3 所示’ 图中曲线从左向右 +C;加
入量依次是 %"*%*"2% HI"对应的 4#值见表 4’ 4#值

图 %$检测鸭源性成分的特异性
-FIRWO%$9_O?F@F?FXJK@XAO/R?] FHIWO/FOHX.

图 !$检测鸡源性成分的特异性
-FIRWO!$9_O?F@F?FXJK@XAO?AF?]OH FHIWO/FOHX.

图 ’$检测猪源性成分的特异性
-FIRWO’$9_O?F@F?FXJK@XAO_FIFHIWO/FOHX.

图 4$单一鸭源性成分检测的灵敏度
-FIRWO4$9OH.FXFVFXJK@.FHI0O/R?] FHIWO/FOHX.

f’" 的最大稀释度溶液中鸭*鸡*猪的 +C;含量为
"2% HI$相当于 "2%g%"即为混合组织中鸭*鸡*猪源
性成分检测的检出限’

比较单一鸭*鸡*猪成分与混合动物组织中鸭*
鸡*猪 +C;检测的 4#值显示"在鸭*鸡*猪 +C;含
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图 #$单一鸡源性成分检测的灵敏度
-FIRWO#$9OH.FXFVFXJK@.FHI0O?AF?]OH FHIWO/FOHX.

图 =$单一猪源性成分检测的灵敏度
-FIRWO=$9OH.FXFVFXJK@.FHI0O_FIFHIWO/FOHX.

$$$ 表 ’$单一鸭*鸡*猪源性成分检测 4#值
8GZ0O’$4#VG0ROK@.FHI0O/R?]"?AF?]OH GH/ _FIFHIWO/FOHX.XO.X

成分
+C;含量,HI

%"! %"% %"" %" e% %" e! %" e’ %" e4 %" e#

鸭 %=2<! %323: !’2%3 !=24’ !324% ’!2:" ’#2<= ’<2"!

鸡 %=2%4 %32%3 !!2%4 !#2%3 !<2%4 ’%2!# ’42"3 ’=2!=

猪 %=2#! !"2"= !’2%" !=2!% !32’= ’!2’’ ’#24= ’<2"’

量 o"2%g$"2% HI%时"其他肉组织 +C;对鸭*鸡*
猪 +C;检测的 4#值影响不大"因此认为检测混合
肉类样品时"其他肉类组织 +C;对鸭*鸡*猪 +C;
的检测不造成干扰’

图 :$混合肉中鸭源性成分检测灵敏度
-FIRWO:$9OH.FXFVFXJK@/R?] FHIWO/FOHX.FH \OGX\FYXRWO.

!24$样品检测结果
用所建方法对 <= 份标示或宣称为牛肉片*羊肉

片的样品进行了检测"结果如表 # k: 所示"<= 份

图 <$混合肉中鸡源性成分检测灵敏度
-FIRWO<$9OH.FXFVFXJK@?AF?]OH FHIWO/FOHX.

FH \OGX\FYXRWO.

图 3$混合肉中猪源性成分检测灵敏度
-FIRWO3$9OH.FXFVFXJK@_FIFHIWO/FOHX.FH \OGX\FYXRWO.

$$$表 4$混合肉中鸭*鸡*猪源性成分检测 4#值
8GZ0O4$4#VG0ROK@/R?]"?AF?]OH GH/ _FIFHIWO/FOHX.

FH \OGX\FYXRWO.

成分
+C;含量,HI

%"% %"" %" e%

鸭 !%2!= !42!: !=2==

鸡 !"2<% !’24% !:2!<

猪 !"243 !’2’" !:2"4

样品中共有 ’" 份检出了猪*鸡*鸭成分"总掺假率为
’423g’ ’: 份牛肉片样品中 %" 份检测出猪*鸡*鸭
成分"掺假率 !:2"g#43 份羊肉片样品中 !" 份检测
出猪*鸡*鸭成分"掺假率 4"2<g’ 牛肉片的掺假率
低于羊肉片’ 根据采样地点的不同"可以看出农贸
市场的掺假率最高"达到 ::2’g#超市的掺假率最
低"为 %%2%g’ 从掺入的肉类种类来看"’" 份掺假
样品中有 !’ 份检出猪源性成分"占 :=2:g#%% 份检
出鸭源性成分"占 ’=2:g#% 份检出鸡源性成分"占
’2’g#= 份样品检出掺入不止一种肉类’

’$讨论
在实时荧光 )*7方法的研究中"对于阳性样品

界定的 4#值没有完全统一的标准"研究人员通常根
据不同的检测目的*样本种类*与其他肉类的交叉反
应等制定判定标准’ bO.\OH 等(3 e%")建立了混合肉中
鸡肉和火鸡肉的鉴定方法"以4#4" 作为阳性判定"检
出限达到 "2""" % HI(鸡 4#值为$’=2=4 p"2#3%"火



北京地区牛*羊肉片中鸭*鸡*猪源性成分调查!!!李楠"等 !!’%$$ !

$$$$ 表 #$牛肉片样品检测结果

8GZ0O#$8O.XWO.R0X.K@ZOO@.0F?O..G\_0O.

采样地点 样品编号
检测结果

牛 猪 鸡 鸭

超市

农贸市场

餐馆

% n e e e
! n e e e
’ n e e e
4 n e e e
# n e e e
= n e e e
: n e e e
< n e e e
3 n e e e
%" n e e e
%% n n e e
%! e n e n
%’ e n e e
%4 e n e e
%# e n e e
%= n n e n
%: n e e n
%< n e e e
%3 n e e e
!" n e e e
!% n e e e
!! n e e e
!’ n e e e
!4 e e e e
!# n e e e
!= n e e e
!: n e e e
!< n e e n
!3 n e e e
’" e n e e
’% n e e e
’! n e e e
’’ n e e e
’4 n e e e
’# e n e e
’= n e e e
’: n e e e

注& n为含有所检测成分" e为未检出所检测成分

鸡为$’:2<! p"24%%)#在驴肉*猪肉*马肉的鉴定中"
马引物探针体系与猪 +C;在 4#’’2"% 有交叉反应"
由于在掺假检测中"这种交叉反应会使分析者难以判
断究竟是目标分析物浓度过低*还是与其他物种的交
叉反应所致"因此针对不同的引物探针体系可以制定
不同的 4#值’ 本研究建立的肉制品中猪*鸡源性成
分检测方法"与常见食用肉类无交叉反应"特异性较
好#而鸭引物探针体系对其他动物组织$牛*鸡%在 4#
’= 左右出现扩增’ 以 4#’" 作为阳性判定值"混合肉
中上述成分的检出限均达到 "2%g"即当掺入的肉类
+C;含量达 "2%g时即可检测出’ 由于在方法的研
究过程中发现不同物种的动物组织其 +C;含量存
在差异"即使同一物种不同样品的 +C;含量也存在
差异"因此本研究对混合肉中猪*鸡*鸭成分的检测

$$$$ 表 =$羊肉片样品检测结果
8GZ0O=$8O.XWO.R0X.K@0G\Z .0F?O..G\_0O.

采样地点 样品编号
检测结果

牛 猪 鸡 鸭

超市

农贸市场

餐馆

’< n e e e
’3 n e e e
4" n e e e
4% n e e e
4! n n e n
4’ n e e e
44 n e e e
4# e n e e
4= n e e e
4: n e e e
4< e n e e
43 e n e e
#" n e e e
#% e n e e
#! n e e e
#’ e n e e
#4 e n e e
## e n e n
#= e n e n
#: e n e e
#< e n e e
#3 n n e e
=" e n e e
=% e e e e
=! e n e e
=’ n e e n
=4 n e e n
=# n e e e
== n e e e
=: n e e e
=< n e e e
=3 n n e n
:" n e e n
:% n e e e
:! n e n e
:’ n e e e
:4 n e e e
:# n e e e
:= n e e e
:: n e e e
:< n e e e
:3 n e e e
<" n e e e
<% n e e e
<! n e e e
<’ n e e e
<4 n e e e
<# n e e e
<= n n e e

注& n为含有所检测成分" e为未检出所检测成分

灵敏度以 +C;含量计"若以重量比混合检测灵敏度
可能有所变化"这在今后的工作中应进行更为详尽
的研究’

应用所建方法对北京市内 # 家超市*%" 个农贸
市场以及 %: 家餐馆进行的采样调查显示"<= 份样
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$$$ 表 :$检测结果汇总
8GZ0O:$8O.XWO.R0X..R\\GWJ

样品名称 采样地点
样品数
量,份

检测结果

掺入猪*鸡*鸭成
分样品数量,份

掺假率,g

牛肉片

羊肉片

合计

超市 < " "

农贸市场 : # :%24

餐馆 !! # !!2:

共计 ’: %" !:2"

超市 %" ! !"2"

农贸市场 %# %! <"2"

餐馆 !4 = !#2"

共计 43 !" 4"2<

超市 %< ! %%2%

农贸市场 !! %: ::2’

餐馆 4= %% !’23

共计 <= ’" ’423

品中鸭*猪*鸡源性成分的总掺假率达到 ’423g’
羊肉片的掺假情况较为严重"达到 4"2<g"牛肉片
为 !:2"g’ 掺入的种类主要是猪肉"占 :=2:g"其
次是鸭肉 ’=2:g和鸡肉 ’2’g’ 农贸市场采集的样
品掺假率最高"达到 ::2’g"其次是餐馆 !’23g"超
市 %%2%g’ 在采样过程中发现"农贸市场出售的牛
羊肉片均为散装无标签产品"价格普遍较低"是超
市价格的 !,’ 左右"可见牛羊肉片的掺假率与价格
密切相关’ 此外在数据分析过程中还发现"一些样
品中目标成分$猪*鸡*鸭成分%的 4#值较低"可达
到 %# k!""相当于掺假 %"g以上#一些样品则接近
’""相当于掺假 "2%g以下’ 此种情况有以下可能&
"确系人为掺入其他肉类冒充牛*羊肉出售##目
标成分是在加工或出售过程中沾染而混入’ 由于
实时荧光 )*7方法灵敏度较高"且检测所需样品量
非常小$仅 ’" \I%"若生产者在食品生产或加工过
程中沾染其他肉类"则极有可能被检测出’ 由此提
示"在对肉类进行掺假调查时"实时荧光 )*7方法

的检测结果仅能作为一种方向性指示"是否掺假还
应结合相关部门的现场查证认定’
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国家卫生计生委办公厅关于黄花菜中镉限量问题的复函
国卫办食品函%!"%4&’:: 号

湖南省卫生厅’
你厅(关于将黄花菜比照叶菜蔬菜执行镉限量标准的请示) $湘卫报+!"%’,’= 号%收悉" 经研究!现答

复如下’
根据(食品中污染物限量)$D1!:=! e!"%!%及污染物限量标准制定原则!经组织专家研究!我委同意黄

花菜中镉限量参照叶菜蔬菜及芹菜中镉限量执行!即黄花菜中镉含量应小于等于 "&! 毫克,千克"
专此函复"

国家卫生计生委办公厅
二〇一四年五月四日


