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摘  要: 国内外的肉类掺假由来已久, 法律上监管部门对此采取了严格监管措施, 技术上应用了感官、显微检

测和免疫学等相应的检测技术。近几年来, PCR及其衍生技术的快速发展大大推动了肉类鉴定技术的快速发展, 

尤其在多物种鉴定技术领域建立了如多重 PCR、通用单引物多重 PCR、通用引物特异性 PCR和 PCR-RFLP等

多项技术。这些技术的发展为肉类及其制品的检测提供了重要手段, 代表了检测技术领域发展的方向, 但其也

各有其优缺点。本文介绍了上述 4种多物种鉴定技术及其在肉类鉴定中的应用, 并分析了其优缺点, 旨在为物

种鉴定方法选择及其研究提供参考。 
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ABSTRACT: Adulteration of meat and its products has a long history at home and abroad. Regulators have 

taken strict control and supervision measures in laws. And analysis technologies are used in the meat control 

procedure, such as sensory examination, microscopic examination and immunological assay. In recent years, 

meat identification technologies have made a great advance with the development of PCR technology. There 

are several multiplex species identification methods developed and utilized in practice, such as multiple PCR, 

common single primer multiplex PCR, universal primer specific PCR and PCR restriction fragment length 

polymorphism (PCR-RFLP). These technologies provide identification methods for meat and meat products, 

and represent the direction of the development of the species identification technology, although each has its 

own advantages and disadvantages. In this paper, the principles, advantages and disadvantages and the 

applications of these 4 technologies were reviewed, in order to provide references for the selection and research 

of species identification technology. 
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1  引  言 

食品掺假, 尤其是肉类掺假已经成为一个国际性问

题, 中国也很早就有“挂羊头卖狗肉”的说法。肉类掺假不

仅是一个经济问题, 还可能损害消费者健康甚至带来一系

列宗教问题。因此, 建立快速高效的检测技术是打击肉品

掺假犯罪和市场监督执法的共同需求。 

由于肉类的营养价值高, 已经成为人们日常食物消

费的重要组成部分, 但是相对价格较高。因此, 在利益驱动

下肉类成为食品掺假的重要对象。使用一种或多种廉价肉

品混入价格较高的肉品中进行的肉类掺假现象较早报道于

1997 年[1], 其或发生于更早时间。随着现代食品工业的快

速发展和食品种类的多样化, 掺假对象也从原来的冷鲜肉

和简单加工肉品渗入到多个种类的产品, 尤其是现代深加

工肉品, 掺假手段方法也更加多样[2]。总之, 现代肉类食品

工业的发展也给掺假制假者带来了可乘之机, 掺假手段更

加隐蔽, 难以通过食品的外观判断其成分。另一方面, 为了

打击这些食品掺假犯罪, 维护消费者权益, 监管部门和研

究人员对掺假鉴定技术也在不断发展和完善。早期肉类的

鉴别主要依赖于感官和形态学检验, 但这些检验方法受仪

器、人员经验和肉类处理过程等诸多因素的影响, 且局限

性大、准确性低, 对于深加工肉类以及饲料中添加的动物

源性成分难以鉴别[3,4]。随着分子生物学的发展, 基于 DNA

分析的 PCR 技术在肉类和物种鉴定应用中得到了快速发

展, 成为肉类成分分析的主要技术[2,4-6]。随着基因组学和

生物信息学的发展, PCR检测靶标也从细胞核DNA转向更

加丰富稳定的线粒体 DNA(mtDNA)。mtDNA 由于稳定性

好 , 拷贝数多 , 无组织特异性等优点 , 成为物种鉴定和

“DNA 条形码”技术发展的首选靶标[6,7]。如今, 以 mtDNA

为靶标建立多物种同步检测的 PCR 技术成为物种和肉类

鉴定技术发展的趋势, 如多重 PCR、通用单引物多重 PCR、

通用引物特异性 PCR和 PCR-RFLP技术等。本文就目前这

些技术的发展和应用概况做一综述和分析, 旨在为肉类鉴

定研究提供参考。 

2  多重 PCR 技术 

多重 PCR(multiplex PCR)指在同一 PCR反应中使用 2

对及以上的引物扩增 2个及多个目的 DNA序列的 PCR技

术[8]。反应中所有引物组合利用 PCR 体系中的相同条件, 

因此需要对每对引物进行优化以找到共同反应条件, 同时

PCR 产物应尽量可以依据片段大小能够区分。随着多重

PCR 技术的发展, 目前认为使用 3 条及以上引物的复合

PCR 扩增通常都被称为多重 PCR。多重 PCR 技术最早应

用在人类杜氏肌营养不良和甾族硫酸酯酶相关的基因突变

检测中[9,10], 这项技术的应用大大提高了检测效率。多重

PCR 一次可以检测多个特异性目的基因, 可以针对不同物

种的特异性建立多重 PCR方法, 被广泛应用于常见肉类鉴

定以及掺假物种的检测。宗卉等[11]利用含有一对参照引物

的三重 PCR成功鉴定牛羊两个物种; Dalmasso等[12]用四重

PCR鉴定反刍动物、猪、鱼和禽。随着生物信息学和基因

组学的发展, 设计的引物特异性越来越高, 多重 PCR 也依

据不同需求发展了分别能同时检测鸡、鸭、鹅或山羊、绵

羊、狐狸的三重 PCR[13,14], 之后还相继发展了四重[12,15,16]、

五重[7,17,18]和六重[19,20]甚至七重 PCR[21,22], 检测物种数量

也逐步增多, 目前检测物种数量达 6 种以上。这些检测物

种不仅同时包含了牛、羊、鹿等反刍动物和猪、禽、兔、

鸡、马等常见肉类动物, 还包括了猫、狗、大鼠、狐狸和

鸵鸟等系列物种, 大大扩大了检测范围, 该技术在肉类动

物性别[23]和动物饲料成分鉴定中也得到应用。同时, 多重

PCR基于常规 PCR发展而来, 所需设备简单、试剂成本低, 

适于大部分实验室和检测单位使用, 是较为通用的多物种

检测技术。检测人员还可以根据检测物种的种类和数量组

合不同的多重 PCR体系, 大大提高了检测效率和工作的便

捷性。多重 PCR和其他分子检测技术的结合已发展出多种

多重 PCR技术, 如无需 DNA提取的直接多重 PCR[19]、荧

光定量多重 PCR[16,24]和通用单引物多重 PCR[17]等, 使得该

技术在快速检测、定量检测和灵敏度方面的优势大大提高。

但多重 PCR也存在不足, 由于 PCR体系中引物数量多, 因

此 PCR反应条件优化难度大、相对灵敏度低、引物和模板

配对效率低, 检测物种数量受限等[25-27], 一般来说检测物

种数量在 4~5个为宜[28]。尽管已有多个不同物种组合及多

种多重 PCR 鉴定技术, 但是这些方法都基于 DNA 提取过

程为前提, 仍无法满足当前快速检测的需求, 同时对未知

物种难以鉴定。 

3  通用单引物多重 PCR 技术 

通用单引物多重 PCR(common single primer multiplex 

polymerase chain reaction, CSP-M-PCR)属于多重 PCR技术

的一种类型, 基本原理与多重 PCR 技术相同, 但引物设计

原理不同。通用单引物多重 PCR 在多重 PCR 体系中不是

两两配对的引物, 而是有一条共同的上游或者下游引物, 

而对向引物则位于同一基因的不同位置, 从而在 PCR扩增

中产生大小不同的片段。由于上下引物组合位于同一基因, 

引物设计尤为重要, 通用引物为物种的保守引物, 具有对

多个物种扩增的通用性, 而对向引物则为物种的特异性引

物, 靶标基因也多选择了高变异度的线粒体DNA序列, 而

线粒体细胞色素 b(Cytb)和 12S rRNA成为该技术应用最广

泛的靶标基因。Matsunaga等[29]在 Cytb基因保守区域设计

了一条通用上游引物, 在种属特异区域设计下游引物并建

立了六重 PCR(7条引物), 常规电泳分离产物, 可以同时鉴

别山羊、绵羊、猪、鸡、牛和马等 6种动物源性成分。Fajardo

等[30]利用 12S rRNA基因通用下游引物和特异性上游引物, 
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建立了红鹿、黇鹿和狍 3个近缘物种的鉴定方法。我国科

研人员也先后建立了多个物种组合的通用单引物多重 PCR

检测方法, 检测物种组合包括鸡、牛、羊和猪[31,32], 甚至可

以同时检测山羊、绵羊、猪、鸡、牛、牦牛和马等 7种动

物[22]。通用单引物多重 PCR相比普通多重 PCR 技术减少

了引物的使用, 相对节约费用, 充分利用物种之间的保守

性和特异性, 提高了检测灵敏度, 但 PCR 体系中引物比例

需要优化[22, 30], 相应增加了工作量。同时, 对亲缘物种如

牦牛和牛的检测灵敏度较低(2.5 ng基因组 DNA)[22]。 

4  通用引物特异性 PCR 技术 

通用引物特异性 PCR(universal primer specific PCR)

用于物种鉴定的基本原理在于常见肉类动物及诸多高等哺

乳类动物间的基因序列既有物种之间的保守性, 也有变异

性。因此, 充分利用物种之间特有的差异序列以及保守序

列分别用于物种识别和通用引物设计, 这种情况下用一对

引物即可扩增多个物种的目的基因[33,34], 依据序列差异分

析技术对PCR产物进行分析即可进行物种的鉴定[35]。因此, 

通用引物特异性 PCR 技术是基于普通 PCR 技术发展起来

的多基因扩增技术, 从这一意义来说该技术是限制性酶切

片段长度多态性(PCR-RFLP)分析技术和当今 DNA 条形码

技术的前身, 但是在 PCR 产物检测的便捷性来说又优于

DNA 条形码技术。在通用引物特异性 PCR 设计之初, 设

计者充分利用了扩增产物中物种的特异性序列来鉴定物种, 

而序列长度差异是最简单的PCR产物分析方法, 如Bottero

等[35]设计了 1对可以扩增多个物种 16S rRNA基因的通用

引物, 依据各物种间产物大小不同, 可以鉴定牛、羊、猪、

马、兔、鸡、沙丁鱼和虹鳟。后来, Kitano等[36]分别以 12S

和 16S rRNA 基因为靶标分别设计通用特异性引物, 组成

双重 PCR, 同时结合 PCR产物直接测序的方法, 成功鉴别

哺乳类、鸟类、两栖类和鱼类。Tobe等[37]把通用引物特异

性 PCR与荧光多重 PCR结合, 可以鉴定欧洲 18种哺乳动

物, 包括了常见的牛、狗、狐狸、鼠、鹿、马、人、猪、

兔、鹿和绵羊等。Pereira等[38]则充分利用了基因组学信息

以及自己构建的数据库分析平台, 以通用引物特异性 PCR

实现了对真核生物种群 18 个类群中 93.3%的物种的鉴定, 

为野生未知动物物种鉴定提供了重要方法。但通用引物

PCR 方法也存在局限性, 由于检测鉴别靶标来自物种的基

因序列差异, 引物设计必须依靠大量基因组信息分析结果, 

对一些物种基因信息了解较少或缺乏相应的基因组信息限

制了这一技术的发展应用。例如, Bottero等[35]扩增的不同

物种 16S rRNA基因用于鉴定物种的 PCR产物大小差别不

明显(234~262 bp), 很难用普通琼脂糖电泳把大小相近的

片段分开, 其他分型技术带来不便的同时也增加了费用, 

受到实验条件的制约。Tobe 等[37]在鉴定欧洲 18 种哺乳动

物方法中, 用遗传分析仪对 PCR 产物进行片段差异分析, 

昂贵的仪器限制了普通实验室对本技术的开展应用。

Pereira 等[38]建立的模型和数据库等方法也难以对牛和水

牛等近缘物种进行鉴别。尽管通用引物特异性 PCR在应用

中具有一定的局限性, 但 DNA 测序技术的发展为其注入

了生机和活力, 并在此基础上诞生了 DNA条形码技术。如

今, 这项检测技术有逐渐被 DNA 条形码取代的发展趋势, 

但是其通用引物在多物种间高通量检测的优越性已经被广

泛用作物种鉴定研究的参照基因[32, 39-41], 在检测中仍然发

挥着重要作用。 

5  PCR-RFLP 技术 

PCR-RFLP(PCR restriction fragment length 
polymorphism)是较早发展起来的基因多态性分析方法, 即

基因扩增后利用限制性酶切使之产生多态性片段, 利用片

段大小和数量分析基因多态性, 也被广泛用于物种鉴定领

域。Sun 等[42]利用通用引物扩增猪、牛和羊的 12S rRNA

基因片段, 然后进行酶切, 进而区分 3 种动物。Pfeiffer 等
[43]利用通用引物特异性扩增牛、山羊、绵羊、鹿和狍的

Cytb基因后对 PCR产物进行酶切, 使之产生大小和数量不

同的片段, 用于 4种动物的鉴定。冯海永等[44]以 Cytb为检

测靶标建立了羊肉和鸭肉的 PCR-RFLP 鉴定方法。Girish

等[45]利用一对通用引物特异扩增了禽类 12S rRNA基因后

进行酶切, 使之能够鉴别鸡、鸭、火鸡、雉和鹌鹑。随着

对动物基因组学研究的不断深入和更多内切酶的发现、引

物标记物荧光制剂及商业化应用, 也推动了 RFLP 技术的

发展。Wang 等 [46]把荧光标记引物检测和多种酶的酶切

RFLP技术结合, 成功鉴定了猪、狗、牛、山羊、绵羊、马、

鸡、鼠、三文鱼和鹿等 12种常见物种, 大大提高了鉴定的

效率。Kumar等[47]也以 Cytb为检测靶标建立了牛、水牛、

绵羊、山羊和猪的 PCR-RFLP 鉴定方法, 使之在常见肉类

掺假检测中更具有实用性。近些年来, PCR-RFLP技术对常

见肉类物种的鉴定也被应用到了鱼类和贝类产品的鉴定中
[48-50], 扩大了肉食品的鉴定应用领域, 同时也应用到影响

食品安全的微生物鉴定中[51]。PCR-RFLP 技术被认为是一

种可靠性高、重复性好且简便易行的物种鉴定技术, 但其

受到当前已知内切酶的种类和识别位点及其是否具有专一

性的限制, 有时候对亲缘关系较近的物种用 1 种内切酶难

以鉴别[49], PCR-RFLP 过程中需要使用 2 种或以上的内切

酶进行酶切[44,48], 加上一些稀有的内切酶价格昂贵, 无疑

增加了检测成本和时间。由于 PCR-RFLP通过酶切使各物

种的 PCR产物产生不同片段加以鉴定, 当检测样品为两种

或多种混合肉类时, 该方法难以通过酶切片段来区分混合

样品的种类[52], 往往需要更为复杂的过程如选用多重 PCR

及多种酶同时酶切[53], 这不但降低了对掺假肉类鉴定的可

靠性还大大增加了检测费用, 费时费力。同时, 酶切后产物

的分析也对整个方法的准确性和效率产生影响, 难以通过
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普通电泳等方法分开的酶切片段往往需要结合高分辨率的

荧光技术、毛细管电泳和 DNA芯片等 PCR产物鉴定技术
[46,48], 对实验设备要求较高, 因而降低了推广价值。随着对

现有物种基因多态性的研究以及更多内切酶的开发, 这一

技术在灵敏度和可靠性方面仍具有诸多优势, 在动物微生

物 [51,54]和植物[55]等其他物种鉴定领域的应用也显示其具

有良好的应用前景。 

6  小结与展望 

基于 PCR 技术发展起来的多物种鉴定技术方法的建

立和应用在肉类鉴定中大大提高了检测效率, 节约了人力

物力和检测成本, 这些技术成为当今物种鉴定技术的重要

方向。但另一方面, 这些技术也难以摒弃 PCR技术的局限

性, 如需要对其反应体系优化、PCR 产物检测需要其他仪

器辅助、耗时长以及对有些物种灵敏度不高等。不过, 随

着分子生物学技术的发展, 这些 PCR技术都结合了相应的

技术来弥补自身的不足, 如结合荧光技术提高灵敏度, 结

合直接 PCR 缩短检测时间, 结合毛细管电泳和 DNA 芯片

提高 PCR产物检测的精准度等等, PCR与其他检测技术的

联合应用使得其在实际检测应用中发挥着举足轻重的作用, 

同时也代表了未来 DNA检测技术的发展趋势。因此, 在实

际应用中需综合考虑检测对象、实验条件和耗材成本以及

工作效率等多方面因素, 综合选择适宜的方法。 
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