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肉制品中猪源性成分相对定量检测方法研究 
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摘  要: 目的  建立一种肉制品中猪源性成分的相对定量检测方法。方法  针对猪的 ER-beta 基因的 mRNA

序列设计了特异性引物与探针序列, 并对引物和探针的特异性进行了验证。构建重组质粒, 利用质粒拷贝数的

log 值和 Ct 值构建标准曲线。通过标准曲线计算各个样本拷贝数, 将待测样本和标准种源样本的拷贝数进行

比较, 确定检测样本的猪源性含量。结果  实际掺加量分别为 20%、40%、50%和 60%的混合样品经该方法

检测所得掺假量均值为猪体系 24.8%、53.1%、53.1%、61%, 检测结果与其实际含量基本一致。结论  该方

法基本能实现肉制品中猪源性成分的相对定量检测。 
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Study on relative quantitative detection method of porcine-derived 
components in meat products 
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ABSTRACT: Objective  To establish a relative quantitative method for the detection of porcine-derived 

components in meat products. Methods  Specific primers and probe sequences were designed for porcine 

ER-beta-based mRNA gene sequence, and the specificity of the primers and probes was verified. A recombinant 

plasmid was constructed, and a standard curve was constructed by the log value and Ct value of the plasmid copy 

number. The copy number of each sample was calculated by the standard curve, the copy number of the sample was 

compared to be tested with the standard provenance sample, and the porcine-derived content of the test sample was 

determined. Results  The average adulteration of the mixed samples with actual addition amounts of 20%, 40%, 

50% and 60% by the method were 24.8%, 53.1%, 53.1%, 61% of the pig system. The test results were basically the 

same as their actual content. Conclusion  This method basically can realize the relative quantitative detection of the 

porcine-derived components in the meat product. 
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1  引  言 

食品安全是当今社会的热门议题, 随着人民生活水

平的日益升高, 各种动物源性食品的需求也大大提高 [1], 

不法商贩为了谋取更多利润, 开始在肉类产品上做手脚。

目前全球范围内的掺假现象呈增长的趋势, 严重侵害了消
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费者对食品行业的信任[2]。针对肉制品的种源鉴别方法有

很多, 传统的感官检验与免疫学检测方法只能鉴别生鲜肉

的种源, 但肉制品因经热加工等处理导致其外观性状、蛋

白质成分及其他免疫原性成分被破坏而难以鉴别[3,4]。PCR

扩增技术成为近年来食品中肉类种属鉴定的核心方法[5], 

许多研究报道了以 DNA 作为模板, 用 PCR 扩增的方法对

肉类种源进行鉴别, 包括传统的普通 PCR 扩增[6]、多重

PCR[7]、荧光 PCR[8]、限制性片段长度多态性分析(restriction 

fragment length polymorphism, RFLP)[9]、随机扩增多态性

DNA 分 析 (randomly amplified polymorphic DNA, 

RAPD)[10]、DNA 测序及基因芯片技术等。基于 PCR 的检

测方法现在应用于已知的一些肉制品掺假的检测标准中, 

在实际检测应用上获得满意结果[11,12], 在上述研究工作中, 

大多数为定性检测方法, 很少有定量检测, 仅 Laube 等[13]

在对肉制品种源性定量分析基础上对故意掺假与轻微污染

的甄别作了初步研究。由于不同种类的肉价格差距较大, 

一些厂家、商贩在利益驱使下将价格低的肉冒充昂贵肉种

混入加工肉制品中; 同时有些肉质加工品是含多种成分, 

但食品名称也仅含有昂贵肉的名称, 而在准确定性某食品

掺入标签未标注肉源成分时, 为了甄别故意掺假欺骗和轻

微污染等行为, 也有必要对加工肉制品掺杂的价格较低廉

种源肉进行相对定量检测。 

本研究以国内消费量高的猪肉作为研究对象, 设计

了特异的引物和探针序列, 建立猪源性成分的相对定量检

测方法, 以期为肉类食品的安全监管提供更准确的方法。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

检测样本购于延安市内某超市。 

质粒提取试剂盒、PCR Master Mix、组织基因组 DNA

提取试剂盒(北京天根生物科技有限公司); 500 bp DNA 

Ladder、PMD19-T、胶纯化回收试剂盒(宝生物科技有限公

司); 胰蛋白胨、酵母粉、Nacl、琼脂糖、氨苄青霉素(陕西

昕泰生物科技有限公司)。 

BSC-1500IIAZ-X 生物安全柜 (济南鑫贝西公司 ); 

DP2012 普通离心机(北京大龙公司); 恒温水浴箱(金坛市

科普实验仪器); FC204 电子天平 (上海恒平电子天平 ); 

ABI7500 life 实时荧光 PCR 仪、NANODrop 2000c 紫外分

光光度仪(美国 Thermo 公司); L1 低温连接仪(珠海黑马公

司); ZD-85震荡摇床(北京中兴公司); 37 ℃恒温培养箱(上

海精宏仪器公司); 高压灭菌锅(江阴滨江医疗设备有限

公司) 

2.2  引物及探针 

引物及探针由上海生工负责合成, 引物探针序列如

表 1 所示。  

表 1  引物探针序列 
Table 1  Sequences of primers and probe 

物种 引物探针序列(5'3') 

猪 

ZF-GCATAGTGCGAAAGCAGAGAAA- 

ZR-TCCTTCACTCGGGTTGTGTGAT- 

ZP-TCCTTCACTCGGGTTGTGTGAT- 

注: 探针 5'端报告荧光基团为-FAM, 3'端淬灭基团为-TAMARA。 

 

2.3  实验方法 

2.3.1  猪引物和探针序列特异性的验证 

选择新鲜无污染的猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉、鸭肉、

鹅肉、驴肉、马肉、兔肉, 用组织 DNA 提取试剂盒进行

DNA 的提取, 提取完对核酸利用紫外分光光度计进行质

量测定, 利用合成的引物探针对提取的 DNA 进行检测, 验

证合成的引物和探针的特异性。 

2.3.2  PCR 扩增反应体系与反应条件 

反应体系的体积为 20 μL: PCR master mix 10ul; 上下

游引物及探针均稀释至 10 μm, 20 μL 体系各加 1 μL, 模板

DNA(0.1~70 ng/μL) 1 μL; 其余用灭菌双蒸水补至 20 μL。 

反应条件为: 50 ℃ 2 min; 94 ℃ 10 min; 95 ℃ 20 s, 

60 ℃ 1 min, 40 个循环。 

2.3.3  猪肉 DNA 的提取 

根据组织 DNA 提取试剂盒进行猪肉 DNA 的提取, 

DNA 用紫外分光光度计进行质量控制, 控制 PCR 模板的

DNA 浓度为 50 ng/μL 左右。 

2.3.4  质粒构建 

LB 平板的制备: 按照 10 g/L 胰蛋白胨、5 g/L 酵母粉、

10 g/L Nacl、15 g/L 琼脂粉比例用单蒸水配制 200 mL LB

培养基, 高压灭菌, 待温度降至 50 ℃时, 加入氨苄青霉素

(使用浓度 50 μg/mL)。以提取的猪肉 DNA为模板, 以 2.3.2

中的扩增条件和体系扩增其目的基因, 扩增产物用 2%的

琼脂糖凝胶进行电泳, 阳性的扩增片段割胶并用胶回收

试剂盒进行片段回收, 以 PMD19-T 作为载体, Solution I

为连接酶, 低温连接仪 16 ℃连接 30 min, 利用大肠杆菌

DH5α 进行转化, 挑取白色单克隆菌落接种到 3 mL 含有

氨苄青霉素(使用浓度为 50 μg/mL)的 LB 液体培养基中, 

37 ℃ 220 r/mim 震荡培养过夜, PCR 鉴定菌液, 鉴定阳性

的菌液送上海生工公司测序, 经序列比对正确的菌液进

行冻菌保存并质粒提取, 质粒提取按照 TAKARA 的质粒

提取试剂盒进行。 

2.3.5  相对定量方法研究 

将纯品 DNA 和样品 DNA 用目的种源引物探针体系进

行检测, 同时检测依次 10 倍稀释度的重组质粒, 得到 Ct 值

与质粒拷贝数的 log 值后先计算标准曲线, 通过标准曲线方

程算样品的拷贝数, 计算样品 DNA 拷贝数与同批纯样品拷

贝数的比值, 以计算的比值来判定检测样品的掺假程度。 
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2.3.6  模拟加工样品的相对定量检测 

 (1)将猪肉煮 10 min, 65 ℃烘烤过夜, 用粉碎机分别

粉碎为肉沫进行比例混合。猪肉混合比例: 20%、40%、

50%、60%, 4 个混合肉样本、纯猪肉各取 50 mg 利用

OMEGA 组织 DNA 提取试剂盒进行组织 DNA 的提取, 用

紫外分光光度计进行核酸浓度的检测。 

 (2)将重组质粒分别进行 10倍稀释, 得到对应浓度范

围的质粒标准品 

利用(1)和(2)制备的模板根据 2.3.2 的反应体系和参数

进行 PCR。 

3  结果与分析 

3.1  重组质粒拷贝数的计算 

质粒拷贝数=质粒浓度/质粒分子量×6.02×1014, 其中

质粒浓度为紫外分光光度计测定的质粒浓度(ng/μL), 分子

量=重组质粒大小×660, 重组质粒大小=T 载体大小+目的

基因片度大小, 本研究中所用 TAKARA 公司 PMD19-T 载

体长度为 2692 bp, 目的基因的片段 82 bp。计算质粒拷贝

数, 将重组质粒标准品进行 10 倍系列稀释制作标准曲线。

经过紫外分光光度计测定, 质粒的浓度分别 104 ng/μL, 计

算得质粒拷贝数=3.4×1010 copy/uL。  

3.2  引物和探针的特异性检测 

猪源性引物和探针的特异性实验结果如图 1 所示, 设

计的引物和探针只针对猪肉的 DNA 进行了扩增, 对其他

种源的 DNA 均没有扩增, 证明设计的引物和探针对其他

相近的种源没有交叉, 检测体系特异较强。 

3.3  重组质粒灵敏度的测定 

根据公式得出重组质粒的拷贝数(每微升)为 3.4×1010,  

将重组质粒 10 倍比稀释得 100~109 浓度范围样品, 分别利用

猪的引物探针体系进行荧光 PCR 扩增, 结果如图 2, 表明所

建立重组质粒标准品灵敏性可低至数量级为 102 拷贝数。 

 

 
 

图 1  特异性检测结果 

Fig.1  Specificity test results 

 

 
 

注: 从左到右依次为 3.4×109~3.4×102 copy/μL。 

图 2  质粒灵敏度检测结果 

Fig.2  Plasmid sensitivity test results 
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3.4  模拟加工样品检测相对定量检测结果 

3.4.1  标准曲线 

根据猪源性质粒拷贝数 log 值与 Ct 值绘制标准曲线, 

计算混合样本中的猪源性成分含量。根据表 2 结果绘制标

准曲线, 回归方程为 Y=-3.1451X+40.539, r2=0.9905(其中 X

为 log 拷贝数, Y 为 Ct 值), 表明该方法线性关系好, 可准确

定量。 

3.4.2  混合样本中猪源性成分的含量 

按 3.4.1 中所述定量方法进行混合样本中猪源性成分

的含量进行检测, 结果见表 3。结果显示对于不同的混合

肉样, 经 SPSS 软件数据处理后, 掺加量分别为 20%、40%、

50%和 60%的混合样品经定量体系检测所得掺假量均值为

猪体系 24.8%、53.1%、53.1%、61%, 证明建立的相对定

量体系可以应用肉制品猪源源成分的检测。 

 
表 2  荧光 PCR 检测质粒标准品的 Ct 值 

Table 2  Ct values of plasmid standards detected by fluorescence PCR 

猪质粒拷贝数 3.4×109 3.4×108 3.4×107 3.4×106 3.4×105 3.4×104 

Ct 值 11.4 13.59 15.99 20.06 23.36 26.74 

 
表 3  混合样本中猪源性成分的含量计算(n=3) 

Table 3  Calculation of pig derived components in mixed samples (n=3) 

混合样本 A B C D E 

猪

体

系 

Ct 值 24.86±0.10 26.76±0.05 25.74±0.52 25.73±0.33 25.52±0.14 

拷贝数 96605 24044 51286 51286 58884 

计算猪肉含量 100% 24.8% 53.1% 53.1% 61% 

 实际猪肉含量 100% 20% 40% 50% 60% 

 
 

4  结论与讨论 

随着国民经济水平的不断提高, 牛、羊肉是消费量增

长速度最快的肉类[14], 尤其是城镇居民牛羊肉的消费增长

速度已超过猪肉[15], 本研究选择了消费较多的猪肉作为研

究对象, 主要原因是猪肉经常被用来冒充牛羊肉以获取更

高的利益, 不但损害了消费者的权益, 而且侵犯了我们少

数民族的信仰, 对于猪肉掺假, 已经研究了诸多的检测方

法, 但是掺假的定量方法研究相对比较少, 经常检出部门

只能定性的检测是否掺假, 但掺假量无法确定, 无法区分

是蓄意掺假还是加工时的沾染, 因此, 对于肉制品中的动

物源性成分含量的检测方法显得非常必要。 

本研究采用实时荧光 PCR 技术, 选取了单拷贝基因, 

由于线粒体及线粒体 DNA 在不同组织部位中的含量不同, 

作为目的基因检测影响结果分析的准确性, 因此本研究选

择的扩增靶基因是单拷贝基因 ER-beta 基因, 核单拷贝基

因其拷贝数为常数, 可有效避免不同目的基因类型和肉制

品本身部位来源的影响, 设计短基因片段作为目的基因避

免加工处理因素对 PCR 反应的影响。通过构建猪的重组质

粒, 利用重组质粒的标准曲线计算检测样品的含量, 同时

对模拟混合样本进行了检测, 验证了方法的有效性, 虽然

与实际掺假含量稍有差异, 模拟混合样本 C 检测出猪源性

成分 53.1%, 但实际含量为 40%, 这种结果的原因可能是

制作混合模板时人为的操作引起的误差, 其余的掺入量检

测都比较准确。由于本研究主要是根据 Ct 值来相对定量, 

因此实际检测时尽量做复孔, 计算复孔的平均值来进行数

据处理, 以减少实验误差。 

综上所述, 本研究针对猪的线粒体设计了单拷贝基

因设计引物探针, 所建立的体系特异性高, 基本能满足定

量检测要求。通过构建重组质粒建立了标准曲线, 通过检

测计算算得所检测样品中目的肉类拷贝数与标准品比值, 

可以定量肉制品中目的种源肉所占比例, 建立的肉制品中

猪肉成分的相对定量检测对肉类掺假的相对定量检测技术

奠定了基础, 可以为相关执法部门提供参考依据。 
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