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肉及肉制品分子生物学鉴别技术研究进展 

李宗梦*, 赵良娟, 王永芳, 张宏伟 

(天津出入境检验检疫局动植物与食品检测中心, 天津  300461) 

摘  要: 2013年初随着欧洲“马肉丑闻”这一食品安全事件的发生, 食品掺假这一全球性问题引发了公众对食

品安全的担忧以及各国政府的关注。用于食品真伪鉴别的分子生物学技术包括经典的普通 PCR技术、实时定

量 PCR 技术, 以及近年来逐步发展起来的分子指纹技术等。此外, 基因芯片技术、多重 PCR技术等可提高检

测通量的新型技术近年来也得到了长足发展。随着分子生物学技术向着高灵敏度、高通量的方向发展的同时, 

用于样品初筛的具有较高灵敏度和准确度的现场快速检测方法和检测设备的开发也将成为未来食品真伪鉴别

的研究热点之一。本文对分子生物学技术在肉及肉制品真伪鉴别的应用和研究进展进行了综述。 
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Progress of molecular identification techniques used in meat and 
meat products 

LI Zong-Meng*, ZHAO Liang-Juan, WANG Yong-Fang, ZHANG Hong-Wei 

(Animal, Plant and Foodstuffs Inspection Center, Tianjin Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Tianjin 300461, 
China) 

ABSTRACT: With the food safety incident of “horse meat scandal” occurring in Europe in early 2013, the 

global problem of food adulteration has caused more concern about food safety from the public and the 

governments of many countries. Molecular techniques for food authenticity identification include the 

conventional PCR, real-time quantitative PCR, and fingerprinting techniques which developed in recent years. 

In addition, high throughput technologies such as gene chip technology and multiplex PCR technology have 

also developed considerably. At the same time, rapid on-site detection methods and equipment with high 

sensitivity and high-throughput for sample screening had become a research highlight in food authenticity 

identification. In this paper, molecular method research progress and the corresponding application on 

authenticity of meat and meat products were reviewed. 
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1  引  言 

“挂羊头卖狗肉”, 卖肉作假古已有之。近年来, 随着

食品供应链全球化、复杂化的发展, 经济利益驱动的食品

掺假问题有愈演愈烈之势。其中, 肉类掺假问题层出不穷, 

市场乱象令人堪忧。此外, 消费者在选购肉类食品时, 出于
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对价格、生活方式、宗教以及健康方面的考虑, 对于肉类

食品的成分、生产方式等信息的需求与日俱增。 

值得注意的是, 肉类掺假并不是我国特有问题, 而是

一个全球性问题。2013 年初, 影响欧洲 16个国家的“马肉

丑闻”事件中, 造假者使用来源于退役的赛马肉冒充牛肉, 

多家企业召回数以百万计“牛肉”汉堡。该食品安全事件引

发了公众对食品安全的担忧以及各国政府的关注。对国内

加工食品而言, 掺假问题一直是消费者投诉的焦点和社会

关注的热点。随着肉类价格差异逐步拉大, 掺假肉冒充高

价肉的现象越来越常见。因此, 开发和应用准确、灵敏、

快速的检测方法, 为食品质量把关, 为打击肉类掺假的违

法行为提供技术支撑具有重要的意义。为此, 本文对分子

生物学技术在肉及肉制品真伪鉴别中的应用和研究进展进

行了综述。 

2  基于 DNA 的分子生物学检测技术 

DNA 是生命体最核心的遗传信息载体和储存单元, 

大量存在于细胞核、线粒体和叶绿体等细胞器中。由于遗

传信息直接决定生物的本质, 因此通过 DNA 来鉴别生物

物种是最具权威和科学性的方法。DNA由于具有编码区和

非编码区, 比蛋白质具有更多的遗传信息。由于 DNA技术

针对特定物种或组织基因序列中的特异性片段在碱基水平

进行区分而获得比其他方法更高的分辨率。此外, DNA技

术还具有较高的特异性和灵敏度, 对于亲缘关系较近的物

种具有较高的分辨能力。然而, 基于 DNA的技术也有其不

足之处。尤其对于经过加工的肉制品来说, 加工过程可能

破坏细胞结构而释放大量的水解酶对 DNA 造成破坏。此

外, 热处理和酸性环境也会影响DNA的完整性, 增加非特

异性扩增的可能。DNA技术可能遇到的另一个瓶颈是基质

效应。对于某些成分复杂的肉制品, DNA提取过程中可能

会残留一些对 PCR 具有抑制效应的杂质从而影响后续的

扩增。因此, 应根据基质的特性对DNA提取方法进行优化, 

在保证得到足够量 DNA 的同时尽可能去除或抑制可能对

PCR反应产生抑制作用的杂质。 

线粒体 DNA 在细胞中含量丰富, 进化速度快, 用作

遗传分析灵敏度高。此外, 其具有较高的种间多样性和较

低的种内变异, 已被广泛应用于饲料、食物、食品和中药

材的动物物种鉴定以及野生动物的司法鉴定上。常用的线

粒体靶基因有细胞色素 b(cyt b)基因[1-3]、12S 和 16S 核糖

体 RNA亚基[4-6]、D-loop区[7,8]。此外, 常用的基因还有 ATP

酶亚基 6(ATPase subunit 6)[9]以及 ATP 酶亚基 8(ATPase 

subunit 8)[10]等。 

2.1  普通 PCR 技术 

作为近年来最具活力的食品真伪鉴别技术之一, PCR

方法在肉及肉制品真伪鉴别领域已被广泛建立和使用。该

方法以定性或半定量检测为主 , 不适用于含量的测定

[11-13]。有报道, 针对 ZFX和 ZFY基因设计引物, 使用普通

PCR方法可鉴别牛[14-16]、绵羊[14]、山羊[14]、猪[17]的性别。

此外, 利用 Y染色体 SRY基因可成功确定水牛的性别[18]。 

PCR 技术除了可用于动物性别决定, 在肉类成分鉴

别方面也有广泛报道。肉类制品在加工过程中可能会经过

高温高压处理, 直接影响样本中核酸的完整性, 增加了检

测的难度。有文献报道, 使用普通 PCR方法对经过热处理

的各种肉类制品中动物源性成分进行检测, 均能在较高的

灵敏度下得到理想结果[19-23]。 

Kesmen 等 [24]通过向牛、羊肉馅中添加 0%、0.1%, 

0.5%、1.0%以及 5.0%的马肉、驴肉和猪肉, 用物种特异性

PCR检测加工过的香肠中少量的猪、马、驴成分。该方法

的灵敏度可达到 0.1%。Martin等[25]针对 12S rRNA 线粒体

基因分别设计引物, 通过 PCR方法可对饲料中鸡、火鸡、

鸭和鹅成分进行区分, 扩增后分别得到长度为 95、122、64

以及 98 bp的产物。通过对 13种哺乳动物、12种鱼类以及

4 种鸟类样本进行特异性分析, 并在高温处理后的样本进

行测试, 仍可以得到理想结果。该方法的检测限为 0.1%。

此外, 有研究利用 12S rRNA 线粒体基因设计引物可对食

品及饲料中的猫、狗、大鼠以及小鼠成分进行定性检测, 灵

敏度可达 0.1%[26]。Di Pinto等[2]通过细胞色素 b基因对马

肉香肠中的猪成分进行二重 PCR检测, 可同时得到 439 bp

和 398 bp的 2个扩增产物。该方法可成功地从 30个马肉

香肠样本中检测出 6个样本中的猪成分。 

最近有报道 Karabasanavar 等[27]针对猪线粒体 D-loop 

区设计了一种高特异性引物, 经扩增可得到长 712 bp的特

异性扩增产物。该方法特异性良好, 和 24种常见动物均无

交叉反应, 灵敏度达到 0.1%。经(60~121) ℃高温高压以及

微波处理测试, 均能稳定检出猪成分。 

2.2  实时定量 PCR 技术 

随着 1996年实时定量 PCR技术的推出, PCR实现了

从定性到定量的飞跃。该技术主要原理是在反应体系加入

荧光基团, 利用荧光信号积累监测整个 PCR 反应的进程, 

最后通过标准曲线对未知模板进行定量。根据荧光标记方

式的不同, 实时定量 PCR可分为探针类和非探针类。探针

类是利用与靶序列特异杂交的探针来指示产物的增加。探

针类染料的信号产生是基于荧光共振能量迁移

(fluorescence resonance energy transfer, FRET)原理, 即当一

个荧光分子(供体分子)的荧光光谱与另一个荧光分子(受体

分子)的激发光谱相重叠时, 供体荧光分子自身的荧光强

度衰减, 受体荧光分子的荧光强度增强(如 TaqMan 探针

法)。而非探针类则利用荧光染料或特殊设计的引物来指示

产物的增加(如 SYBR GREEN法)。目前, 我国已颁布的基

于实时定量 PCR 技术的动物源性成分鉴别国家标准和行

业标准越来越多, 同时国际上实时定量 PCR方法也已经成

为大部分检测实验室的常规检测方法被广泛使用[28-31]。 
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Rodriguez等[32]通过对 12S核糖体RNA基因设计引物

和探针, 可对牛肉中的猪肉成分进行定量测定。该研究对

猪成分特异性扩增产物、内参照基因扩增产物以及猪成分

参比对照品扩增产物循环数(Ct)进行比较进而得到混合样

品中猪肉成分的百分比。该方法定量范围为 0.5%~5.0%, 

检测限为 0.01 ng DNA, 相当于 0.1%猪 DNA。然而该方法

扩增片段较长, 不利于检测经过热处理的样本。 

MGB(minor groove binding)探针是一种新型 TaqMan

探针。其淬灭基团采用的是非荧光淬灭基团, 本身不产生

荧光, 有利于降低本底信号强度。MGB 修饰基团可将 Tm

值提高 10 ℃左右, 因此可比普通TaqMan探针设计得更短, 

大大降低合成成本。López-Andreo等[33]将 2条 MGB探针

和 10条引物混合, 通过 TaqMan实时定量 PCR可定量检测

混合样本中牛、猪、羊、鸡、火鸡以及鸵鸟 DNA 成分。

该方法可有效测定 2~4 种肉类制成的混合样本中低至 1%

的猪、鸡、火鸡成分以及 5%的牛或羊成分。López-Andreo

等[34]随后将单重及二重实时定量 PCR方法与 SYBR Green 

I溶解曲线分析相结合, 可对食品中牛、猪、马和大袋鼠成

分进行鉴别和定量。该方法通过对不同溶解温度下伴随

SYBR Green I荧光强度的降低而出现的 DNA溶解曲线的

峰形评价其特异性。该方法可鉴别牛/大袋鼠混合样本中低

于 5%的牛或大袋鼠成分、猪/马混合样本中低于 5%的猪成

分和 1%的马成分以及猪/大袋鼠混合样本中低于 60%猪成

分和 1%大袋鼠成分。 

目前, 肉及肉制品成分鉴定常规技术仍依赖大型实

时定量 PCR仪, 而此类进口大型设备只有在一些规模较大

的高级实验室中配备, 同时需要具有相关经验的专业人员

进行操作。这就意味着目前的检测方法无法做到现场快速

检测, 而一些初级实验室由于设备的限制也无法开展相关

的检测工作。因此, 开发低成本、易操作、具有较高的灵

敏度、准确度的适用于现场快速检测的方法及检测设备, 

不仅能够解决核酸提取步骤繁琐、样品易交叉污染、依赖

大型设备等问题, 而且可以建立和完善从高级实验室到现

场快速检测的实验体系, 具有重要的实际意义。 

2.3  分子指纹技术 

分子指纹技术最早应用于遗传学研究, 其利用基因

组多态性特征来区分相近的品种或品系, 并进行目标性状

的基因定位。该技术建立在 DNA序列的多态性基础上, 具

有多态性高、稳定性高、变异类型丰富、没有组织或器官

的特异性, 不受环境条件和个体发育阶段的影响等优点。

常见的分子指纹技术包括限制性片段长度多态性

(restriction fragment length polymorphism, RFLP)、单链构象

多态性(single strand conformation polymorphism, SSCP)、随

机扩增多态性(random amplified polymorphic DNA, RAPD)

以及扩增片段长度多态性 (amplified fragment length 

polymorphism, AFLP)等。 

RFLP 分析的原理是 DNA 碱基置换正好发生在某种

限制性内切酶识别位点上, 使酶切位点增加或者消失。利

用这一酶切性质的改变, PCR 特异扩增包含碱基置换的这

段 DNA 后经酶切, 再利用琼脂糖凝胶电泳分离酶切产物, 

比较确定是否变异。此方法简便、快速、灵敏, 无需设计

物种特异性引物, 使用通用引物即可, 较适合于单一成分

的分析。Fajardo等[35]建立 PCR-RFLP方法扩增线粒体 12S 

rRNA 基因一段长 712 bp 的片段后经 MseI、MboII、BsII

和 ApoI酶切可对马鹿、中东黇鹿、狍、牛、绵羊和山羊进

行鉴别。Murugaiah 等[36]将 PCR-RFLP 技术和毛细管电泳

技术结合扩增线粒体细胞色素 b 基因 359 bp 片段后经

AluI、BsaJI、RsaI、MseI 和 BstUI 酶切鉴别牛肉、猪肉、

水牛肉、鹌鹑肉、鸡肉、山羊肉、兔子肉以及清真食品成

分鉴别。 

RAPD技术, 是由美国科学家Williams等和Welsh等

2个研究小组在 PCR技术的基础上发展起来的。它是一种

用于检测基因组 DNA 多态性和基因组遗传标记的方法, 

目前已被广泛应用于系统发育研究、动植物种类鉴定、基

因图谱构建、种群的遗传分析、人类基因组研究等领域。

RAPD 技术用随机排列碱基序列的寡核苷酸单链(一般为

10个 bp)作为引物, 对基因组 DNA进行单引物扩增, 通过

电泳分离和显色得到片段大小不等的扩增产物。扩增产物

片段的多态性反映了基因组 DNA 的多态性。该技术的优

点是无需专门设计引物, 也无需预知被研究的生物基因组

核苷酸信息。 RAPD反应易于程序化, 可以借助计算机进

行系统分析。Rastogi等[37]建立了 RAPD-PCR指纹技术, 根

据条带数量、强度和分布筛选出最佳引物, 可对水牛、奶

牛、山羊、猪、鸡等动物组织进行鉴别。 

3  我国现行标准现状 

目前我国已颁布基于普通 PCR和实时定量 PCR的动

物源性成分检测方法国家标准及检验检疫行业标准涉及近

22 种动物成分。普通 PCR 方法一般在引物扩增后加以限

制性内切酶酶切或测序的步骤进行确认以提高检测结果的

准确度。而实时定量 PCR方法绝大多数是采用 TaqMan探

针的形式提高检测的特异性和灵敏度。需要注意的是, 由

于 PCR方法的高灵敏度, 采样、核酸提取过程中可能出现

的器具、气溶胶污染等情况容易导致假阳性结果出现。一

方面应保证采样、PCR 体系配制过程操作规范, 尽量避免

污染情况的发生。另一方面在对结果进行分析时也应根据

扩增条带、曲线的具体情况和操作者的经验进行分析、谨

慎判定。目前所有的标准方法均为定性测定, 定量检测方

法有待进一步研究和建立。 

4  结  语 

一直以来, 食品掺假由于其“欺骗”的属性被视为经济
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问题而非食品安全问题, 未能引起重视, 其中肉及肉制品

的掺假问题尤为严重。随着近年来生活水平的提高, 一方

面食品掺假花样百出、屡禁不止, 食品安全事件层出不穷; 

另一方面, 消费者的食品安全意识日渐增长, 更加关心食

品的质量、品质、营养性等方面。传统的依靠感官与经验

的形态学鉴别手段已远不能满足肉及肉制品掺假问题控制

与监管的需要。 

分子生物学技术特别是近年发展起来的 PCR、实时定

量 PCR技术的高灵敏度、高特异性的特点使其成为最为可

靠的方法之一, 也是目前国际、国内对物种进行判定的指

定官方方法之一。芯片技术、多重 PCR技术等可提高检测

通量的新型技术近年来也有了长足的发展, 将成为未来的

研究热点。此外, 标准样品是控制分析测试质量的有力工

具, 是验证、评价、鉴定新技术和新方法的重要手段。研

究动物源性成分鉴定标准样品的关键制备技术和稳定保存

技术, 积极开展我国动物源性成分鉴定标准样品的研制可

有助于解决动物源成分定量检测的瓶颈, 促进检测方法的

标准化。值得注意的是, 肉及肉制品成分鉴定目前仍依赖

大型仪器和进口试剂, 当食品安全事件发生时, 往往需要

将样品送到具备检测能力的实验室花费数天时间进行检测, 

为食品安全现场监管和迅速响应带来了困难。因此, 开发

低成本、易操作、具有较高的灵敏度、准确度的现场快速

检测的方法及检测设备用于样品初筛, 不仅能够降低成

本、解决依赖大型设备等问题, 而且可以满足肉及肉制品

掺假问题控制与监管的需要, 具有重要意义。 
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