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基于纳米金粒子的猪源性成分快速比色检测 

冯永巍 1*, 于丽洪 2, 杨  成 2 

(1. 无锡市食品安全检验检测中心, 无锡  214122; 2. 江南大学食品学院, 无锡  214122) 

摘  要: 目的  开发一种基于纳米金粒子快速比色的猪源性成分快速检测方法。方法  选取猪线粒体基因中

特异性 DNA 片段为靶点, 利用互补单链 DNA 与纳米金粒子偶联为探针, 提取检测目标 DNA 后在盐溶液中进

行检测。结果  探针上 DNA 结合检测目标后, 纳米金粒子失去单链 DNA 的保护, 发生聚集, 由红色变为

蓝色, 实现裸眼可视检测。核酸偶联的最佳用量为 0.1 mmol/L 的核酸添加 30 μL, 方法的检出限为 5%。    

结论  这种比色检测可以在不使用复杂仪器的条件下将猪肉与其牛肉类产品区分开来, 方法快捷迅速, 对

肉制品掺假的防控具有重要意义。 
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ABSTRACT: Objective  To develop a rapid detection method for pig-derived components based on fast 

colorimetric determination of gold nanoparticles. Methods  A specific DNA fragment of the porcine mitochondrial 

gene was selected as a target, the complementary single-stranded DNA was coupled with the nano gold particles as a 

probe, and the target DNA was extracted and detected in a salt solution. Results  After DNA binding detection on 

the probe, the gold nanoparticles lost the protection of single-stranded DNA, and they aggregated from red to blue, 

enabling visual inspection of naked eyes. The optimal amount of nucleic acid coupling was 30 μL for a 0.1 mmol/L 

nucleic acid, and the limit of detection of the method was 5%. Conclusion  This colorimetric test can be used to 

distinguish pork from beef products without using complicated instruments, which is of great significance for 

prevention and control of adulteration of meat products. 
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1  引  言 

近年来“假牛肉”“假羊肉”“假鸭血”等肉类掺假问题曝

光较多, 尤其以猪肉冒充价格较贵的牛肉最为普遍。掺假

肉的存在不仅破坏了市场公平, 也是威胁食品安全的重要

隐患[1]。为了有效识别肉类掺假行为, 建立一种高效、准

确掺假鉴别方法十分必要。 

从肉制品掺假的实际情况入手, 通过对猪源性成分

检测可以鉴别目前市场上大部分的肉类掺假。国内外的研

究以猪肉蛋白[26]、猪 DNA[611]为检测指标建立了一些猪

源性成分的检验方法, 其中以聚合酶链式反应(polymerase 

chain reaction, PCR)技术为代表的核酸检测技术应用最为
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广泛[1216], PCR 法主要是利用动物体内线粒体 DNA 的片

段设计引物, 然后进行扩增, 后用琼脂糖凝胶电泳对其分

离, 实现特异性检测[17]。该方法可以实现对猪源性肉的高

灵敏、快速检测[1821], 但是存在检测成本高、需要专业的

操作人员等问题, 推广和应用都存在一定的局限性。本研

究利用单链 DNA 修饰的金纳米颗粒对猪源性成分中 DNA

的识别作用, 建立对牛肉中掺猪肉的可视化的快速检测方

法, 以期为市场上猪肉冒充牛肉的掺假行为提供快速检测

手段。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

生猪肉和生牛肉均购于无锡本地超市, 熟肉通过生

肉煮制 40 min 获得。 

2.2  仪器与试剂 

MS105DU 分析天平(上海 Metller Toledo 公司); 微量

移液器(美国 Thermo Labsystems 公司); 200R高速冷冻离心

机(德国 Hettich 公司); RET control-visc 电磁搅拌加热器(德

国 IKA 公司); UV-2700 紫外可见分光光度计(日本岛津公

司); H7000 透射电镜(日本日立公司)。 

氯金酸、柠檬酸三钠(分析纯, 美国 Sigma 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  研究方案 

基于纳米金粒子的可视化检测为猪源性成分掺假鉴

定提供了一个崭新的技术思路。单链 DNA 会与表面带负

电的金纳米粒子发生静电吸附形成保护层, 保持溶液中纳

米金粒子的分散性[2224], 此时分散状态下的纳米金在溶液

中呈现红色; 结合成双链 DNA时, 纳米金粒子失去静电保

护, 由分散状态逐渐转变为聚集状态, 其溶液颜色也会发

生由红到蓝的改变。本研究利用上述作用原理, 研发一种

猪源性成分裸眼快速比色检测的新方法(原理示意如图 1)。

通过在纳米金粒子上修饰选取的猪特异性单链 DNA 片段

制备核酸探针, 猪肉中对应的 DNA 链能够与探针发生特

异性互补结合, 导致纳米金粒子表面失去 DNA 的保护, 在

盐离子作用下反应体系颜色发生变化, 从而实现猪源性成

分的特异性检测。 

2.3.2  猪源性成分特异性核酸探针的制备 

(1) 猪源性成分特异性核酸序列的选择 

根据 GenBank 公布的猪线粒体基因的保守序列

(GenBank: AF039170.1), 选择了“CAA CTA GAT ACA TCT 

ACA TGA TTC ATT AC”这一能代表猪种属的特异性序列

片段。片段为 29 bp, 长度约 10 nm, 该核酸序列委托生工

生物工程(上海)有限公司合成。 

(2) 纳米金粒子溶液的制备 

取 200 mL浓度 1 mmol/L氯化金溶液, 搅拌(100 r/min)

加热至沸腾并持续 2 min, 逐滴加入 3 mL 浓度 1%柠檬酸

三钠溶液, 继续搅拌加热 6 min 直至溶液呈透亮的酒红色。

冷却至室温, 装入分子量 12000 的透析袋, 用超纯水透析 2 d, 

期间换水 3 次, 得到纳米金粒子溶液。在透射电镜下观察

溶液中金颗粒的大小是否均匀一致, 有无椭圆形及多角形

金颗粒存在, 并测量金颗粒直径。 

 

 
 

图 1  猪源性成分快速比色检测原理 

Fig.1  Schematic of the gold nanoparticles-based colorimetric 
detection for pork identification 

 
(3) 纳米金粒子核酸探针的偶联 

在 8 个 1.5 mL 离心管分别加入 100 μL 纳米金粒子溶

液, 用双蒸水稀释至 1 mL。再分别向各管中加入 5、10、

15、20、25、30、35、40 μL 浓度 0.1 mmol/L 的核酸探针, 

混匀后将离心管置于 40 ℃水浴中温育 10 min, 再分别加

入 100 μL浓度 10%的NaCl溶液, 观察各管的颜色变化, 筛

选核酸偶联的最佳用量。同时将测定各管在 520 nm 处的

OD 值。 

2.4  样品 DNA 提取 

准确称取剪碎的熟肉样品 100 mg, 置于 1.5 mL 离心

管中, 加入 1 mL 组织裂解液)10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5), 

100 mmol/L NaCl, 10 mmol/L 乙二胺四乙酸 (ethylene 

diamine tetraacetic acid, EDTA), 0.5% SDS, 0.4 mg/mL 蛋

白酶 K, 盖上盖子, 将离心管置于沸水中煮 15 min, 将离

心管于 5000 r/min 离心 10 min, 吸取上清。将提取的 DNA

样品进行紫外检测, 确认 A260 nm/A280 nm的数值在 1.8~1.9 左

右, 并用超纯水调节 DNA 浓度, 使其 A260 nm=2.7, 此时

DNA 浓度约 100 μg/mL。 

2.5  目视检测实施过程及检出限 

按照 2.4 的方法提取样品中的 DNA。吸取 30 μL DNA
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样品, 加入到 1 mL 的纳米金粒子核酸探针溶液, 37 ℃温育

5 min, 再向反应体系中 10% NaCl 溶液 100 μL, 混匀, 静

置 3 min, 观察纳米金粒子探针体系的颜色变化。取适量纯

的熟牛肉, 分别添加 0%、1%、2%、5%、10%、20%的熟

猪肉, 按照 2.3.2中(3)的方法进行测试, 观察各个样品反应

体系的颜色变化。 

3  结果与分析 

3.1  纳米金粒子的形貌 

本研究采用柠檬酸三钠还原法制备了纳米金粒子溶

液, 溶液呈酒红色。溶液透射电镜结果见图 2。如图 2 所

示, 在透射电镜下观察到金颗粒的大小基本一致, 分散性

比较好, 没有多角形的金颗粒, 也没有聚集现象。通过随

机挑选电镜照片上 10 个金颗粒, 测量其平均直径大小在

10 nm 左右。 

 

 
 

图 2  纳米金粒子的透射电镜图 

Fig.2  Transmission electron microscope image of colloidal gold 
particles 

 

3.2  核酸探针偶联的最佳用量 

核酸序列的可视化检测就是利用金纳米粒子的非交联

聚集现象, 随着纳米金粒子的分散和聚集状态的变化, 其颜

色会发生相应变化, 光学性质也会有相应的改变。在单链

DNA的存在下, 表面带负电的金纳米粒子与单链DNA发生

静电吸附, 此时单链 DNA 的磷酸基团骨架暴露在金纳米粒

子外侧, 形成保护层, 使得金纳米粒子之间在盐溶液中仍能

保持分散性; 单链DNA结合成双链DNA时, DNA链上的含

氮碱基包在了螺旋结构的内部, 因而无法与金纳米粒子之

间发生静电吸附, 无法在金纳米粒子表面形成保护层, 最终

在盐溶液中发生聚集。纳米金溶液的颜色发生由红到蓝的变

化, 从而实现特征 DNA 片段的可视化检测。 

核酸与纳米金粒子偶联的最佳用量结果见表 1。1~4

管, 当体系加入中 NaCl 溶液后, 均呈现出由红变蓝的聚沉

现象, 这说明偶联的核酸量较少, 不能稳定纳米金粒子溶

液。从第 5 管开始, 体系的颜色保持红色, 说明偶联核酸

的量达到或超过了稳定纳米金粒子溶液的最低量。因此最

适核酸用量为在此基础上再加上 20%即为实际核酸用量: 

25 μL×(1+20%)=30 μL。 

表 1  目测法确定核酸最适用量 
Table 1  The most suitable amount of nucleic acid is determined 

by visual measurement 

管号 1 2 3 4 5 6 7 8

DNA 用量/μL 5 10 15 20 25 30 35 40

颜色 蓝 蓝 蓝 蓝 红 红 红 红

 
各管的紫外吸收测定结果见图 3, 1~4 管加入核酸量

不足以稳定体系, 加入盐溶液时, 体系的分散性被破坏, 

形成了蓝色沉淀, 上清液的吸光值大幅度下降。第 5 管, 即

核酸的量≥25 μL 时溶液的吸光度值基本不变, 每个试验

重复测定 3 次取平均值, 结果与目测结果一致。 

 

 
 

图 3  紫外可见分光光度法确定核酸最适用量(n=3) 

Fig.3  Optimum amount of DNA coupling with colloidal gold 
particles by ultraviolet visible spectrophotometry (n=3) 

 

3.3  实施过程及检出限 

样品中含有一定量的猪肉 DNA, 则该 DNA 会与原先

吸附在金纳米粒子表面的核酸序列进行特异性结合, 形成

双链 DNA, 因此原先的金纳米粒子失去了耐盐能力, 在

NaCl的存在下, 探针体系颜色变成灰色或有蓝灰色沉淀产

生; 如果探针体系的颜色仍是红色, 则说明检测的样品中

不含猪肉 DNA 或者其中的猪肉 DNA 含量低于检测域值。

检出限测试结果见图 4, 从图中的结果可以看到当样品中

含有 5%、10%、20%的猪肉时, 金纳米粒子出现明显的变

色, 肉眼可以很容易判断, 说明该方法可以检测出肉制品

掺假中低至 5%的猪肉掺假。 

 

 
 

图 4  金纳米颗粒比色法检测猪肉的检出限 

Fig.4  Detection limit of the gold nanoparticles-based colorimetric 
detection for pork identification 
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4  结  论 

本研究合成猪源性成分特异性核酸探针, 利用纳米

金粒子的显色特性和单链核酸片段对纳米金粒子的保护作

用 , 开发了一种快速鉴定猪源性成分掺假的比色检测方

法。该方法裸眼即可判断 5%的猪肉成分掺假。但本研究

仅采用了煮制的方法制备了熟肉样品, 不同的加工方式如

腌制、高压、发酵等对 DNA 的破坏程度不同, 因此方法的

实际应用还需做进一步的研究。 
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