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鉴别绵羊肉中狐狸源性成分的环介导等温扩增检测方法的建立
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摘"要!目的"建立一种能够快速区分出绵羊肉中掺入的狐狸源性成分的环介导等温扩增 )A@@L.IBD><?BD

>G@?6BCI<A<ILA>5>4<?>@;!V,̂ ]*检测方法" 方法"针对狐狸线粒体 !%=O基因分别设计两条外引物和两条内引物!优

化 V,̂ ]反应条件后并进行特异性和灵敏性试验!对绵羊肉中狐狸源性成分进行检测" 结果"在 #’$ &I@A1V外引

物)DP 和 GP*#!’* &I@A1V内引物)DOC和 GOC*##’& I@A1V甜菜碱##’- II@A1VD8Z]#- II@A1V K̂ET- 等参数的优

化条件下!可检测出掺假率为 !’#‘的羊肉制品!即最低检测浓度为 $ g!# m- ;K1&A" 结论"本文所建立的 V,̂ ]法

特异性强#灵敏度高!能有效地对绵羊肉中狐狸源性成分进行检测!可作为羊肉掺假的一种快速检测方法"

关键词!环介导等温扩增技术$ 动物源性成分$ 掺假$ 羊肉$ 狐狸肉$ 鉴别$ 食品

中图分类号!%!&&’&"ZE$&!’& l/""文献标志码!,""文章编号!!##-.+-&*#$#!*$#!.##)&.#-
!"#%!#’!/&0#12342563$#!*’#!’#!)

收稿日期!$#!&.!$.#!

基金项目!山东省优秀中青年科学家科研奖励基金"JE$#!-8X##0#

作者简介!刘少宁"女"兽医师"研究方法为兽药及畜禽产品质量监督检验"R.I<>A%A>:G6<@;>;K.*S!*/34@I

!(+(,-.)(/’-04 L8@I)(’2-*0-5’2(3*(/’30364’3-/-00-DJ*(53+(*3/<5(*3(/’&3/)7’’-/
VQUE6<@.;>;K& =7R8a6>& a7,8Ya6>.I>;& =,TE6:.\><;K& X,Ta6B;

#E6<;D@;KQ;G?>?:?B@5jB?BC>;<CFWC:Kd:<A>?FQ;GLB4?>@;& E6<;D@;KkBFV<M@C<?@CF5@Cd:<A>?FE<5B?F
@̂;>?@C>;K<;D %>GH ,GGBGGIB;?@5,I>;<A]C@D:4?G& E6<;D@;K9>;<; $&##$$& =6>;<$

89&’546’% "9?(6’3+("V@@L.IBD><?BD >G@?6BCI<A<ILA>5>4<?>@; #V,̂ ]$ IB?6@D P<GDBOBA@LBD ?@DB?B4?5@N.DBC>OBD

>;KCBD>B;?G>; I:??@;3@(’2-*&"(@:CL<>CG@5GLB4>5>4LC>IBCG#DP& GP& DOC& GOC$ PBCBDBG>K;BD& CBGLB4?>OBAF3Z6B

GB;G>?>O>?F<;D GLB4>5>4>?F?BG?PBCBLBC5@CIBD <5?BC?6BV,̂ ]<GG<FP<G@L?>I>[BD3Z6B; ?6BDB?B4?>@; @55@N.DBC>OBD

>;KCBD>B;?G>; I:??@; P<G4<CC>BD @:?3A(&7,’&"Z6B@L?>I>[BD 4@;D>?>@; P<G#’$ &I@A1VB<46 @5DP <;D GP& !’* &I@A1V

B<46 @5DOC<;D GOC& #’& I@A1VMB?<>;B& #’- II@A1VD8Z]<;D - II@A1V K̂ET-’!’#‘ <D:A?BC<?BD 5@N.DBC>OBD

>;KCBD>B;?G4@:AD MBDB?B4?BD GLB4>5>4<AAF3Z6BA>I>?@5DB?B4?>@; P<G$ g!# m- ;K1&A31-/6,7&3-/"Z6>GIB?6@D >G6>K6AF

GLB4>5>4<;D GB;G>?>OB& <;D 4@:AD MB<OBCF:GB5:A?@@A5@CI:??@; <D:A?BC<?>@; DB?B4?>@;

:(% ;-5*&% V@@L.IBD><?BD >G@?6BCI<A<ILA>5>4<?>@;" <;>I<A.DBC>OBD I<?BC><AG" <D:A?BC<?>@;" I:??@;" 5@N" >DB;?>5F" 5@@D



! )*""" !
中国食品卫生杂志

=7Q8RER9TU%8,VT((TTW7XYQR8R $#!* 年第 $+ 卷第 ! 期

""近年来随着市场对羊肉的需求逐渐增加及价
格快速上涨&一些不法商贩在利益的驱动下&掺加
其他廉价肉造假冒充羊肉* $#!$ 年以来&国内曝光
了多起以猪肉)鸡肉)鸭肉冒充羊肉的事件* 而在
一些以皮毛为主的特种经济动物养殖地区&貂肉和
狐狸肉的去向成了一个谜&不少人推测其被掺入了
羊肉中进入了消费者的餐桌* 这种现象不仅会扰
乱经济秩序&而且还严重危害人们的身体健康*

目前&用于动物源性成分检测的分子生物学方
法主要有基因芯片技术 -!. )常规 ]=%-$./. )多重
]=%--.&. )荧光定量 ]=%-*.).等&其中荧光定量 ]=%
方法由于时效性和准确性两方面的优势&已逐渐取
代了普通 ]=%技术&成为检测动物源性成分最常用
的方法* 但上述诊断方法有的花费时间较长&有的
需要借助昂贵的精密仪器设备&都难以在实际生产
中普及应用*

本研究根据线粒体细胞色素 =氧化酶亚单位 Q
#!%=O$基因上动物种间多态性的差异而进行肉种
成分的鉴定* 与传统 ]=%相比&该方法操作简便&
试验仪器要求较低&在普通恒温水浴锅中反应
-# I>; 即可完成&而且可以通过在终产物中加入染
料的方法直接用肉眼观察结果&能快速准确地鉴定
出动物源性成分&具有广阔的应用前景*

!"材料与方法
!’!"材料
!’!’!"样品来源

绵羊肉)猪肉)牛肉)鸡肉)鸭肉)狐狸肉均购自
山东省某屠宰厂或动物医院*
!’!’$"主要仪器与试剂

,AL6<AI<KBCR=型凝胶成像及分析系统 #美国
,AL6<Q;;@?B46 $)]=%仪 #]Z=.$## 型& 美国 J>@.
%,W$)超微量分光光度计#8<;@WC@L.$### 型&美国
Z6BCI@E4>B;?>5>4$)台式冷冻离心机)高通量组织破
碎仪)电热恒温水浴锅*

G20W8,聚合酶 #美国 8RJ$&EXJ%Y%RR8Q
核酸染料#北京 E@A<CM>@公司$&WV$### W8, <̂CHBC
购自大连宝生物工程有限公司&甜菜碱# MB?<>;B$和
硫酸镁# K̂ET-$等溶液均购自美国 E>KI<*
!’$"方法
!’$’!"引物设计与合成

从 YB;J<;H 数 据 库 中 检 索 获 得 狐 狸
# ,X&0+&#+’! $) 牛 # 8=.##*+&/’! $) 猪 # 8=.
#!$#0&’!$) 山 羊 # 8=.##&#--’$ $ 和 绵 羊 # 8=.
##!0-!’! $ 种 属 特 异 性 的 !%=O基 因 序 列& 用
V<GBCKB;B软件进行比对分析&挑选出合适的序列片

段 #序列比对结果见图 !$&利用在线软件 ]C>IBC
RNLA@CBjBCG>@; - 进行环介导等温扩增 #V,̂ ]$引
物的设计* 引物由上海生工生物工程有限公司合
成&引物序列见表 !*

注%! 为狐狸#,X&0+&#+’!$ "$ 为绵羊#8=.##!0-!’!$ "/ 为山羊

#8=.##&#--’$$ "- 为牛#8=.##*+&/’!$ "& 为猪#8=.#!$#0&’!$

图 !"序列比对结果
(>K:CB!"EB\:B;4B<A>K;IB;?CBG:A?G

表 !"检测狐狸源性成分的 V,̂ ]引物

Z<MAB!"V,̂ ]LC>IBCG5@C?6BDB?B4?>@; @55@N.DBC>OBD >;KCBD>B;?G

引物 引物序列#&1./1 $
DP Z=Z==,Y=Z,ZY=ZYZY,
GP YYZYZ=,ZZZ,YYYZYZ,Y=
DOC ,YYY,=Y,YZZYY=Z,,,,=YY=ZZZ,ZZZZ==Z,ZZ=,=YYZ,
GOC ==,=ZZ==,=Z,=YZ,=Z=Z=,=Y,Y,,Z,,YYYY,,Z=,YZY

!’$’$"样品前处理
将生鲜羊肉和生鲜狐狸肉按不同质量比例混

合制备标准样品&用于确定样品中狐狸源性成分的
最低检出限*
!’$’/"组织 W8,的提取

准确称取 #’! K样品于 $ IA离心管中&匀浆后
加入 !+# &A十二烷基磺酸钠和 $# &A蛋白酶 k&
&# h恒温水浴锅中消化 / 6" !$ ### C1I>; 离心
!& I>; 后取上清液&加入 $## &A的酚.氯仿 # ! s!&
HIH$&!$ ### C1I>; 离心 !& I>; 后取上清液&加入
!1!# 体积的乙酸钠#L7q&’$$及 $## &A的异丙醇&
m$# h沉淀 /# I>;"!$ ### C1I>; 离心 !& I>; 后弃
上清液&加入 &## &A)#‘的乙醇溶液&颠倒混匀&
!$ ### C1I>; 离心 & I>;& 弃 上 清 液" 干 燥 后 加
!## &A灭菌去离子水溶解& m$# h保存* 用超微量
分光光度计测定 W8,浓度*
!’$’-"V,̂ ]体系建立

$& &A的V,̂ ]反应体系中DPIGP 为 #’$ &I@A1V&
DOCIGOC为 !’* &I@A1V&D8Z]为 #’- II@A1V& K̂ET-
为 - II@A1V&甜菜碱为 #’& I@A1V&G20W8,聚合酶
! &A&!# gZ6BCI@L@AM:55BC$’& &A&模板 $ &A&加双蒸
水#DD7$T$至 $& &A* 将反应液置于 $## &A]=%小
管中&混匀&恒温水浴锅中反应 -# I>;* 分别摸索内
外引物浓度比和反应温度对检测效果的影响*

内外引物浓度比摸索%参照上述的 V,̂ ]反应
体系&分别将内外引物比配成 *s!)+s!)!#s!)!$s!&
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观察其最佳反应结果*
温度梯度试验%分别观察并记录反应体系在

*#)*$)*-)** h条件下的反应结果*
!’$’&"V,̂ ]特异性和灵敏性试验

分别以绵羊肉)鸡肉)鸭肉)猪肉)牛肉和狐狸
肉作为模板&同时用水作阴性对照&采用已优化的
反应体系和反应条件&检验所建立的 V,̂ ]方法的
特异性*

为确定本方法的灵敏度&取绵羊肉和狐狸肉混
合标准样品&其中狐狸肉的含量分别为 !##‘)
!#‘)!‘)#’!‘* 提取组织 W8,后&用超微量分光
光度计测出所有样品的组织 W8,浓度&随后对其进
行 V,̂ ]检测分析*
!’$’*"样品检测

用建立的 V,̂ ]检测方法对市售的标称 !##‘
的绵羊肉卷进行狐狸源性成分检测*

$"结果与分析
$’!"W8,模板提取结果

对绵羊肉)猪肉)牛肉)鸡肉)鸭肉)狐狸肉以及
按不同比例混合#绵羊肉和狐狸肉$制备的标准样
品 W8,提取结果表明&获得的 W8,模板 J?$*# 1$+#值
均在 !’+ _$’# 之间&浓度介于 -## _*## ;K1&A* 说
明提取方法较为合适&提取的 W8,纯度较好&浓度
较高&适合后续的扩增反应*
$’$"V,̂ ]试验条件优化结果
$’$’!"内外引物浓度比的优化

试验结果显示&当内)外引物浓度之比为 +s!
时&V,̂ ]反应条带最亮&扩增最好&见图 $*

注%^为 WV$### ML W8, <̂CHBC"! 为 *s!"

$ 为 +s!"/ 为 !#s!"- 为 !$s!"& 为阴性对照

图 $"内外引物不同浓度比 V,̂ ]结果
(>K:CB$"V,̂ ]CBG:A?G@5D>55BCB;?4@;4B;?C<?>@;G@5>;?BC;<A

<;D BN?BC;<ALC>IBCG

$’$’$"温度梯度试验
试验结果显示&在所确立的反应条件下&*# _

** h水浴后 V,̂ ]反应出现特异的瀑布状条带&并
且可以看出 *- h条件下条带最亮&见图 /*
$’/"特异性试验和灵敏度试验结果

注%^为 WV$### ML W8, <̂CHBC"! 为 ** h"$ 为 *- h"

/ 为 *$ h"- 为 *# h"& 为阴性对照

图 /"温度梯度试验结果
(>K:CB/"ZBILBC<?:CBKC<D>B;??BG?CBG:A?G

分别以提取的绵羊肉)猪肉)牛肉)鸡肉)鸭肉)
狐狸肉的核酸为模板&进行 V,̂ ]检测&结果显示&
以狐狸肉为模板的泳道出现明显的梯状条带&而其
他样品均未出现该梯状条带 #见图 - $&表明该
V,̂ ]方法能特异地检测狐狸肉&按核酸染料说明
书分别加入 ! &A&## 倍稀释的 EXJ%Y%RR8Q&仅
狐狸肉变为绿色#见图 &$*

注%^为 WV$### ML W8, <̂CHBC"! 为绵羊肉"$ 为猪肉"

/ 为牛肉"- 为鸡肉"& 为鸭肉"* 为狐狸肉") 为阴性对照

图 -"特异性试验电泳结果
(>K:CB-"RAB4?C@L6@CBG>GCBG:A?G@5GLB4>5>4>?F?BG?

注%! 为绵羊肉"$ 为猪肉"/ 为牛肉"- 为鸡肉"& 为鸭肉"* 为狐狸肉"

) 为阴性对照"因杂志为黑白印刷&未能体现实际结果&

实际结果为 * 号样品变为绿色

图 &"特异性试验可视化结果
(>K:CB&"j>G:<A>[<?>@; CBG:A?G@5GLB4>5>4>?F?BG?

以不同质量比的混合肉 W8,为模板&进行
V,̂ ]反应* 由图 * 可见&V,̂ ]方法最低可以检测
到 !’#‘狐狸源性成分&得知该方法的最低检测浓
度为 $ g!# m- ;K1&A*
$’-"样品检测结果

采用本试验建立的方法对市场上销售的 -# 份
标称 !##‘绵羊肉卷样品进行了检测分析* 试验
结果表明&有 $ 份样品检测到了狐狸源性成分&掺
假率为 &‘*
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注%^为 WV$### ML W8, <̂CHBC"! 为 !##‘"$ 为 !#‘"

/ 为 !’#‘"- 为 #’!‘"& 为阴性对照

图 *"灵敏性试验结果
(>K:CB*"EB;G>?>O>?F?BG?CBG:A?G

/"讨论
动物的线粒体 W8,为双链的闭合环状分子&常

被作为分子标记的靶基因来进行检测 -+. * 目前&研
究较多的线粒体 W8,基因有 !+E C%8,)!’0.)!%=O
和 W.A@@L 区 -0. * 本研究经序列比对后选用具有种
间多态性的 !%=O基因作为目的基因设计 V,̂ ]引
物&以确定羊肉制品中是否含有狐狸源性成分* 结
果表明&针对 !%=O基因序列设计的引物具有较好的
特异性*

V,̂ ]检测技术是最近几年发展起来并逐步应
用于实践中的新型等温核酸扩增方法 -!#. &该技术克
服了传统 ]=%技术需要通过反复热循环的缺点&节
约了反应时间"又无需实时荧光定量 ]=%所需的较
高仪器和试剂成本&更因其具有操作简单)特异性
强)结果直观等特点而被认可*

以往的研究结果显示%猪)鸭源性成分为市售
羊肉制品中最为常见的掺假成分 -!!. &采用 V,̂ ]技
术对食品中猪)鸭源性成分检测鉴别的研究已有报
道 -!$. * 然而&对于大家关注的羊肉中可能掺入狐狸
等毛皮动物的研究报道较少* 本研究建立了鉴别
"""

绵羊肉中狐狸源性成分的 V,̂ ]检测方法&可以快
速)准确地检测出绵羊肉中最低含量为 !’#‘#$ g
!# m- ;K1&A$的狐狸源性成分* 因此&建议相关监管
部门从源头上加强监管力度&保障食品安全*
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