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重组酶介导等温扩增技术快速检测牛肉及 

牛肉制品中的牛源性成分 

郭燕华, 王德莲, 王  强, 聂炎炎, 吴  环, 张  慧, 陈  遂, 杨  静, 曾国权, 
陈景亮, 郭新东* 

(广州质量监督检测研究院, 广州  511447) 

摘  要: 目的  建立重组酶介导等温扩增技术快速检测牛肉及牛肉制品中牛源性成分的方法。方法  应用重

组酶聚合酶等温扩增技术(recombinase polymerase amplification, RPA), 根据牛源性线粒体细胞色素 b(Cytb)基

因序列设计筛选了一对可用于扩增的引物, 建立基于重组酶介导的等温扩增技术检测方法, 并对该方法进行

扩增温度、特异性和灵敏性验证。结果  40 ℃等温扩增条件下, 所设计的引物的特异性为 100%, 该检测方法

的灵敏性可达 0.1 ng/µL。结论  本研究成功建立了牛源性肉制品的等温扩增方法, 该方法快速简便, 具有较

高的特异性和灵敏性, 适用于市售生鲜肉制品及加工肉制品中牛源性成分的鉴定。 

关键词: 等温扩增; 快速检测; 牛肉; 牛源性成分 

Determination of bovine ingredient in beef and its derivates with recombinase 
polymerase mediated isothermal amplification 
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CHEN Sui, YANG Jing, ZENG Guo-Quan, Chen Jing-Liang, GUO Xin-Dong* 

(Guangzhou Quality Supervision and Testing Institute, Guangzhou 511447, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid detection of bovine ingredient in beef and its derivates by 

recombinase polymerase amplification assay (RPA). Methods  According to the Cytb gene sequence of bovine, a 

pair of RPA primers was designed and a novel event-specific detection method for beef and its derivates based on 

RPA was established. The specificity and sensitivity of this method were respectively performed for validation. 

Results  Primers for RPA had good specificity under the condition of 40 . This method had a high sensitivity of ℃

0.1 ng/L. Conclusion  The RPA method for detection of bovine in meat and meat products is successfully 

established. This method is rapid, efficient and suitable for the identification of meat and its derivates from the 

market. 
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1  引  言 

肉类食品是人类动物源性膳食的主要来源, 随着人

民生活水平的提高, 对肉类产品的质量安全问题越来越关

注。由于不同肉类品种间的价格差异较大, 有些不法分子

为了追逐利润, 在肉制品的加工销售中使用廉价的猪肉或

鸭肉冒充牛肉、羊肉, 极大地损害了消费者的合法权益[1]。

肉制品的安全问题不仅涉及经济、营养价值等问题, 还涉

及进出口问题肉制品的监控, 甚至是宗教信仰。1987年始

发于英国的疯牛病事件之后, 多数国家和地区为了有效控

制与管理动物源性成分在食品中的使用, 都要求肉及肉制

品的食品标签必须明确地标明肉类来源, 尤其是敏感性反

刍动物源性成分[2]。 

国内外对肉及肉制品的真伪鉴别常用技术有: 免疫

分析法[3]、红外光谱法[4]、色谱法[5]、电子鼻技术[6]。但是, 

这些方法大都对样品要求高, 技术操作复杂, 且需要贵重

的仪器来完成。随着生物学技术的发展, 基于 DNA序列特

异性的分子生物学技术以动物种属间遗传信息的差异作为

肉种辨别的检测靶点而广泛应用, 其中 PCR检测技术是食

品中鉴别肉类成分的主要应用技术[7-10]。PCR 技术也存在

一定的局限性, 反应过程需要在精准的 PCR 仪完成, 反应

过程需要数小时, 不适宜于缺乏昂贵精密仪器的基层的工

作人员操作。重组聚合酶等温扩增技术 (recombinase 

polymerase amplification, RPA)是 2006 年由英国公司

TwistDx Inc研发的一种核酸恒温扩增技术, 基于重组聚合

酶介导的扩增原理, 体外模拟生物体内DNA复制, 在恒温

条件下即可对目的片段进行扩增[11-13]。目前基于 RPA技术

建立的检测方法已经在食品相关领域检测、病原体检测、

疾病诊断等多个领域得到越来越广泛的应用[14-16]。本研究

根据基层实验室日常检验和进出口现场检验的条件与需求, 

以牛源性线粒体色素 b(Cytb)基因序列为靶基因, 设计并筛

选 RPA检测引物, 建立适合于现场检测肉及肉制品中牛源

性 RPA检测方法。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

实验用的牛肉、牛肉干、牛肉丸等样品均购自广州大

型超市。 

基因组DNA提取试剂盒(DNeasy mericon food kit, 德

国QIAGEN公司); RPA反应试剂盒(TwistAmp EXO kit, 英

国 TwistDx 公司 ); DNA Marker(中国 GenStar 公司 ); 

5xGelRed 琼脂糖电泳加样缓冲液 (含核酸染料 )(中国

Generay 公司)。以牛源性线粒体基因 Cytb 基因序列(登录

号: KJ193457.1)为模板设计引物, 引物序列见表 1。所用引

物由 life公司合成。 

NanoDrop 2000(英国 Thermo公司); DK-8D电热恒温

水槽(上海精宏实验设备有限公司); 离心机(3-30K, 美国

Sigma公司)。 

2.2  试验方法 

2.2.1  基因组 DNA 提取  

先用灭菌剪刀将牛肉干、牛肉粒、牛肉丸等加工的样

品剪成 2~4 mm见方小块, 用 1×TE(10 mmol/L Tris-HCl, 1 

mmol/L EDTA, pH=8.0)浸泡 3~6 h, 以去除样品表面的调

味料及水溶性物质, 沥干水分后, 将样品匀浆破碎成浆状, 

然后按照 DNeasy mericon food kit 试剂盒说明书进行基因

组提取。 

2.2.2  RPA 反应体系及条件  

向装有重组酶及聚合酶干粉的反应管中加入 25 μL反

应缓冲液; 上下游引物(10 μmol/L)各 2.4 μL以及 2 μL模板

DNA, 用 ddH2O补至总体积为 47.5 μL后充分混匀, 将 2.5 

μL 280 mmol/L醋酸镁溶液加到反应管盖内, 上下颠倒 6~8

次混合均匀, 瞬时离心后, 放置于所需温度的水浴锅中反

应 20 min。 

3  结果与分析 

3.1  DNA 提取结果 

DNA 的提取质量直接影响到后续的扩增反应, 为了

检测实验样本的 DNA, 使用 NanoDrop 2000分析仪测定本

研究所提取 DNA的浓度及纯度(A260/A280), 结果见表 2。所

提取的牛肉、牛肉干等样品的 DNA浓度在 40~250 ng/µL

范围内, 生鲜牛肉的 DNA 浓度明显高于深加工的牛肉制

品, 究其原因, 应该是产品加工过程中会造成 DNA 的损

失。从 DNA 提取的纯度(A260/A280)来看, 所有样品的的

A260/A280数值均介于 1.75~2.10之间, 符合后续扩增的对纯

度的要求。 

 

 
表 1  牛源性成分 RPA 检测引物序列 

Table 1  The RPA primer sequences of bovine ingredient 

引物名称 序列(5’－3’) 扩增片段长度 

Niu-F1 TTAGAGATTGAGAGCCATATACTCTCCTTGGTGACA 
300 bp 

Niu-R1 TTTGATGTTGGGAATAGTAGGCTTGGGAATAGTACGA 
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表 2  实验样品 DNA 提取结果 
Table 2  Results of DNA extraction from samples 

样品编号 样品名称 DNA浓度(ng/µL) A260/A280 

1 黄牛肉 236 1.83 

2 牛肉卷 1 189 1.90 

3 牛肉卷 2 192 2.00 

4 西冷牛排 137 1.80 

5 儿童牛排 150 1.95 

6 牛板筋 83 1.79 

7 牛肉丸 62 1.72 

8 牛肉罐头 45 2.05 

9 芝麻牛肉 67 1.83 

10 牛肉干(五香) 71 1.87 

11 牛肉干(香辣) 64 1.79 

12 11度牙签牛肉 87 1.81 

13 牛肉粒 50 1.78 

14 手撕风干牛肉 96 1.84 

15 美味孜然牛肉 49 1.80 

16 牛肉脯 120 1.87 

 
3.2  牛源性成分 RPA 扩增最优扩增温度 

配置 6管 RPA反应体系, 除了空白反应管外, 其他反

应管中每管加入 1 µL 100 ng/µL的牛肉 DNA, 其他组分完

全相同, 设置恒温水浴锅 5 个梯度的扩增反应温度: 25、

30、37、40、45 , ℃ 然后将配置好的反应管分别放在不同

温度的水浴锅中进行扩增, 其中空白反应管放置于 37 ℃

水浴锅内反应 20 min, 扩增结束后各取 3 µL扩增产物与 1 

µL 5xGelRed 琼脂糖电泳加样缓冲液混匀后进行琼脂糖凝

胶电泳, 结果如图 1 所示, 扩增温度在 25~45 ℃范围内均

可扩增出牛源性成分特异性目的条带, 扩增温度越高特异

性越好, 因此牛源性成分 RPA引物最优扩增温度为 40 ℃。

RPA扩增过程不依赖于精密的 PCR仪, 不需要进行高温变

性、低温退火及适温延伸的循环扩增, 可在 25~45 ℃范围

的等温条件下完成反应, 有研究者报道将反应管放在人体

腋窝下即可完成扩增过程[12]。 

3.3  牛源性成分 RPA 引物物种特异性检测 

以羊肉、猪肉、鸡肉、鸭肉、鹅肉、马肉、驴肉的

DNA 作为模板, 对牛源性成分 RPA 引物的特异性进行验

证, 如图 2所示, 只有牛肉 DNA扩增出来了目的条带, 而

在 7 种不同物种的 DNA 中, 牛源性成分 RPA 引物均未扩

增出目的条带, 表明本研究所设计的牛源性 RPA引物具有

良好的物种特异性。 

3.4  牛源性成分检测的RPA扩增方法的灵敏度测试

结果 

1号样品牛肉的DNA浓度为 236 ng/µL (A260/A280=1.83), 
 

 
 

图 1  RPA引物温度梯度扩增结果 

Fig. 1  DNA amplification using RPA primers at incubation 
temperatures 

注: M: DNA分子量标记; B: 空白对照; 泳道 1~5: 扩增温度分别

为 25、30、37、40、45 ℃ 

 

 
 

图 2  牛源性 RPA引物物种特异性扩增结果 

Fig. 2  Results of the specificity of bovine RPA primers 
注: M: DNA分子量标记; B: 空白对照; P: 阳性对照; 泳道 1~7分

别为: 羊、猪、鸡、鸭、鹅、马、驴 
 

 
 

图 3  牛源性成分 DNA浓度灵敏度 RPA扩增结果 

Fig. 3  Results of the sensitivity of RPA for the detection of bovine ingredient 
注: M: DNA分子量标记; B: 空白对照; 泳道 1~4: 牛肉DNA浓度

依次为 10、1、0.1、0.01 ng/µL 
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图 4  样品中牛源性成分的 RPA扩增结果 

Fig. 4  RPA results of the beef-derived products sample 
注: M: DNA分子量标记; B: 空白对照; 泳道 1~16: 牛肉及牛肉制品 

 

 
将其稀释为 100 ng/µL, 然后进行 10倍梯度的稀释, 共配

制 4个不同的浓度: 10、1、0.1、0.01 ng/µL, 然后以其为

模板进行 RPA 扩增, 扩增结束后进行电泳检测。扩增图

谱表明, RPA扩增产物的亮度随着 DNA模板浓度的降低

而逐渐下降, 浓度为 0.1 ng/µL以上的牛肉DNA都可扩增

出清晰的 300 bp 的条带, 这一结果表明, 该检测方法的

灵敏度可达到 0.1 ng/L(图 3), 与普通 PCR检测方法的灵

敏度相当[8]。 

3.6  RPA 技术在牛肉及其制品中牛源性成分检测中

的应用 

为了检测本研究所建立的 RPA 方法是否适用于市售

的各种牛肉制品中牛源性成分的鉴别, 采用本研究所建立

的等温扩增方法, 对市面上在售的 16 份牛肉及其制品样

品进行鉴定。所有的样品均能扩增出 300 bp的清晰目的条

带(图 4), 这一结果表明 16 份肉制品样品中都包含有牛源

性成分。 

4  结  论 

实验结果表明, 本文所设计的牛源性 RPA 引物只能

特异性扩增出以牛肉为模板的目的条带, 而以猪、羊、鸡、

鸭、鹅、马、驴肉为模板时均扩增不出来条带, 该引物具

有较好的特异性。且来源于市场的 16份牛肉制品样品均可

扩增出来清晰的目的条带(300 bp), 表明该引物可用于牛

及其加工产品的牛源性成分检测。同时, 本研究建立的重

组酶介导的等温扩增技术的检测极限达到了 0.1 ng/μL,本

研究建立的实验方法可以摆脱 PCR 精密仪器的束缚, 在

25~45 ℃的水浴锅中即可完成扩增反应, 甚至在脱离实验

室的室温条件下都可以进行扩增。该方法具有成本低、易

操作、不依赖于大型贵重检测仪器等优点, 适用于实验条

件匮乏的基层工作人员, 具有重要的实际意义。 
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