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一种适用于乳制品基因组 DNA快速提取 

方法的研究 

王之莹, 李婷婷, 于文杰, 陈爱亮* 

(中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所, 北京  100081) 

摘  要: 目的  对比 NaOH 裂解法、PBS 裂解法以及直接煮沸法 3 种方法提取乳制品中核酸的提取效果, 优

化提取条件, 确定一种更适用于现场检测、简便快速的的乳制品 DNA 快速提取技术。方法  以牛奶、水牛奶、

牦牛奶、羊奶、骆驼奶、以及驴奶 6 种常见的乳制品为材料, 分别用 NaOH 裂解法、PBS 裂解法以及直接煮

沸法 3 种提取方法提取乳制品中的 DNA, 并根据裂解液用量和裂解时间进行优化, 通过 PCR 扩增和琼脂糖凝

胶电泳分析, 检测 DNA 提取的质量和灵敏度。结果  NaOH 裂解法能够提取所有物种的乳制品 DNA, 而且可

以在最佳裂解条件下提取模拟掺假混合乳的 DNA 进行检测 , 发现其检测限能达到 1%的牛奶含量。        

结论  该方法取样量小, 成本低, 在 15 min 内即可完成快速提取, 为实验室乳制品 DNA 定性或定量鉴别, 以

及乳制品的现场掺假鉴别提供了一种快速灵敏低成本的样品前处理技术。 
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Study on rapid extraction of genomic DNA from dairy products 

WANG Zhi-Ying, LI Ting-Ting, YU Wen-Jie, CHEN Ai-Liang* 

(Institute of Quality Standards and Testing Technology for Agro-products, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100081, China) 

ABSTRACT: Objective  To compare the extraction effect of nucleic acid from dairy products by NaOH lysis 

method, PBS lysis method and direct boiling method, optimize the extraction conditions, and determine a fast and 

convenient milk DNA extraction technology, which was suitable for on-site detection. Methods  With 6 common 

dairy products such as cow milk, water buffalo milk, yak milk, goat milk, camel milk, and donkey milk, NaOH lysis 

method, PBS lysis method and directly boiling method were used to extract DNA from dairy products, and optimized 

the dosage of cracking and cracking time, then analyzed the quality of the DNA and sensitivity of the method by PCR 

amplification and agarose gel electrophoresis analysis. Results  The NaOH lysis method could extract DNA from 

dairy products of all species, and the limit of detection could reach to 1% cow milk by extracting DNA from 

simulated adulterated mixed milk under the optimal cracking conditions. Conclusion  This study proposes a 

low-cost and little-sampling DNA extraction of dairy products, which can be quickly finished within 15 min, and 

provide a rapid, sensitive and low-cost sample pretreatment technology for the qualitative or quantitative detection of 

dairy products on-site. 
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1  引  言 

近年来, 随着乳制品行业的发展和消费者日益增长

的需求, 一些用牛奶掺假高价值的奶制品如水牛奶[1]、羊

奶[2]等事件不断发生, 使得乳制品的质量和安全受到社会

各界的高度关注, 而鉴定乳制品真实性最常用的方法是生

物分子技术[3], 特别是以基因组 DNA 为基础的研究方法, 

在群体遗传变异性研究, 数量性状基因座鉴定, 标记辅助

选择和食品可追溯性等方面发挥着巨大作用[4,5]。而从组织

中提取高质量的基因组 DNA 对于实验起着举足轻重的作

用。目前的研究主要是从肌肉组织或者血液中提取 DNA, 

如传统方法的酚/氯仿抽提法[6]、Chelex 100 法[7]、异丙醇

沉淀法[8]、甲酰胺裂解法[9]和盐酸胍裂解玻璃棒缠绕法[8], 

以及一些改良的基于硅离心柱法和磁珠法的商业提取试剂

盒[9]。然而, 对于乳制品中 DNA 的提取, 由于乳中蛋白质

和脂肪的含量较高, DNA 的含量较低[10], 且其存在的体细

胞又易受到外界环境(胎次、物种、季节、健康状况)的干

扰[11], 所以提取到的 DNA 的纯度和浓度亦受到很大影响。

虽然已经有很多研究报道了乳制品中 DNA 提取的方法, 

但这些方法一般需要 2~3 h, 耗时较长, 操作过程繁琐, 实

验成本较高, 有些试剂甚至会对人体造成危害, 不适合快

速鉴别的要求[12,13]。 

目前 DNA 快提技术如碱裂解法[6]及 PBS 裂解法[14], 

能够快速裂解细胞并释放 DNA, 具有提取浓度高、操作方

便、成本低廉且不污染环境等优点, 因此广泛应用于动物

组织和血液基因组 DNA 的快速提取。但是此类方法在快

速提取乳制品 DNA 的方法中的研究较少, 因此, 本研究以

牛奶、水牛奶、牦牛奶、羊奶、骆驼奶、以及驴奶 6 种常

见的乳制品为材料, 用 NaOH 裂解法、PBS 裂解法以及直

接煮沸法 3 种提取方法分别提取乳制品中的 DNA, 利用通

用引物和牛的特异性引物进行 PCR 扩增, 并优化了裂解液

用量和裂解时间, 检测这 3种方法提取 DNA的质量和检测

限, 提出了一种简单快速, 低成本高质量的乳制品 DNA提

取技术。该方法取样量低, 能够在 15 min 内提取不同乳制

品的 DNA 以满足 PCR 扩增的需求, 为实验室乳制品 DNA

定性或定量鉴别奠定基础, 也为采用恒温扩增技术进行乳

制品的现场快速掺假鉴别提供了一种快速灵敏低成本的样

品前处理技术。    

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

牛奶、水牛奶、牦牛奶、羊奶、骆驼奶、以及驴奶来

源于北京某超市以及各大牧场, 置于 4 ℃保存。 

琼脂糖(美国 Vetec 公司); 2×Taq PCR Master Mix(PCR

预混液)(美国 novoprotein 公司); 6×DNA Loading Buffer(上

样缓冲液 )、GoldView II 型核酸染色剂、MarkerⅠDNA 

Ladder(DNA条带电泳标志)(北京 Solarbio公司); 氢氧化钠

NaOH、乙二胺四乙酸 EDTA、无水磷酸氢二钠 Na2HPO4、

二水磷酸二氢钠 NaH2PO4ꞏ2H2O、氯化钠 NaCl(分析纯, 国

药集团北京化学试剂有限公司); TIANGEN血液/细胞/组织

基因组 DNA 提取试剂盒(天根生化科技有限公司); 引物

(上海生工生物工程公司)。 

DK-S24 电热恒温水浴锅(上海森信实验仪器有限公

司); MiniSpin plus 离心机(德国 Eppendorf 公司); Vortex 2

涡旋仪(德国 IKA 公司); DYY-6C 型电泳仪、EDC-810 PCR

仪(东胜国际贸易有限公司); Alphalmager EP 凝胶成像系统

(美国 Protein Simple 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  2 种裂解液的配制 

NaOH 裂解液: 配制 0.5 mol/L 的 NaOH 溶液, 然后加

入 EDTA, 使其浓度达到 0.1 mol/L, 混匀。 

PBS 裂解液 : 依次准确称取 Na2HPO4 1.42 g、

NaH2PO4ꞏ2H2O 0.435 g 和 NaCl 4.25 g 于 100 mL 容量瓶, 

加水定容至刻度线, 配成 0.1 mol/L 的 PBS 裂解液。 

2.2.2  DNA 提取 

取牛奶、水牛奶、牦牛奶、羊奶、骆驼奶、以及驴

奶各 1 mL, 加入 200 μL NaOH 或 PBS 裂解液, 直接煮沸

法无需加入裂解液 , 涡旋 5 s 后置于 100 ℃水浴锅     

5 min。取出后, 13400 r/min 离心 10 min, 取中间清液作

为 DNA 模板。 

2.2.3  PCR 反应 

设计并合成哺乳动物的线粒体基因的通用引物[15]和

牛的线粒体基因的特异性引物 [11], 分别用于检测不同物

种 DNA 提取的质量以及掺假牛奶的检测限。引物序列如

表 1。 

取 1 μL 粗提取的不同物种的乳制品 DNA 作为 PCR

反应的模板, 采用通用引物进行 PCR 扩增。每个反应都

包括了 50 μL 的 PCR 体系: 25 μL 的 PCR Master Mix, 各

2 μL 的正向引物和反向引物, 1 μL 的 DNA 模板, 20 μL 的

无菌去离子水。涡旋并离心, 然后置于 PCR 仪进行扩增, 

反应程序为: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 20 s, 55 ℃ 20 s, 72 ℃   

1 min, 30 个循环; 72 ℃ 5 min。然后, 取 7 μL 的扩增产物

和 1 μL 的 6×DNA Loading Buffer 混匀, 以 MarkerⅠDNA 

Ladder 为标准参照, 在 120 V 的电压下用 2 %的琼脂糖凝

胶电泳 30 min, 最后在凝胶成像系统中观察凝胶, 根据

PCR 扩增产物评价 DNA 提取的质量, 进而判断 3 种提取

方法的效果。 
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表 1  引物序列信息 
Table 1  Sequence of primers. 

基因 序列(5’-3’) 扩增片段/bp 

通用基因 F: AAACTGGGATTAGATACCCCACTA 
R: GAGGGTGACGGGCGGTGTGT 

431 

牛的特异性基因 F: GTACTACTAGCAACAGCTTA 
R: GCTTGATTCTCTTGGTGTAGAG 

256 

 
2.2.4  优化裂解液的用量和裂解时间 

在 1 mL 牛奶中分别加入 100、200、300、400 μL 的

NaOH 或 PBS 裂解液, 并分别煮沸 5、10、15、20 min。取

出后, 13400 r/min 离心 10 min, 取中间清液作为 DNA 模

板。用牛的特异性引物对模板进行扩增, 将扩增产物进行

琼脂糖凝胶电泳, 根据 PCR 扩增产物判断 DNA 的质量, 

从而筛选最佳裂解液用量和裂解时间。 

2.2.5  对 DNA 快提技术的灵敏度的检测 

分别将 8、5、3、1、0.5、0.1 mL 的牛奶混入羊奶中, 配

制成总体积为 10 mL 的混合乳, 即按照 80%、50%、30%、10%、

5%、1%的牛奶比例进行模拟掺假。然后从不同比例的混合乳

中分别取1 mL的乳液用NaOH或PBS裂解法的最佳条件提取

DNA 作为模板, 用牛的特异性引物进行扩增。接下来, 对扩增

产物进行电泳分析, 以此检测两种 DNA 快提技术的灵敏度和

检测限, 评估该技术在掺假乳制品中的应用效果。 

3  结果与分析 

3.1  不同提取方法对乳制品 DNA 的提取效果 

将 NaOH 裂解法、PBS 裂解法以及直接煮沸加热法提取

的 6 种乳制品的 DNA 直接用通用引物进行 PCR 扩增和琼脂

糖凝胶电泳分析, 判断这 3 种方法提取不同种类乳制品 DNA

的优劣程度。如图 1 所示, NaOH 裂解法能够提取到所有物种

的乳制品 DNA, 且条带清晰, 无拖带现象, 表明提取到的

DNA 浓度高, 质量好, 无蛋白质、多糖等抑制剂的影响, 能够

满足 PCR 反应的需求。相较之下, PBS 裂解法提取到的牛奶、

水牛奶以及骆驼奶的 DNA 能够在凝胶电泳上显示清晰的条

带, 而对牦牛奶 DNA 显示微弱的条带, 甚至对羊奶以及驴奶

的 DNA 出现无电泳条带的现象, 表明该方法只能提取到部

分乳制品的 DNA, 无法提取到羊奶和驴奶的 DNA。同样地, 

直接煮沸法只能检测到牛奶和水牛奶的 DNA, 而对其他 4 个

物种的乳制品 DNA 无扩增现象, 说明该方法不能完全裂解

所有乳制品的体细胞, 导致 DNA 无法释放。 

因此, 对于市场上常见的 6 种乳制品提取 DNA 进行

比较, 我们发现 NaOH裂解法能够提取到所有物种的 DNA, 

并满足 PCR 扩增的要求; PBS 裂解法能够提取到 4 种乳制

品的 DNA; 而直接煮沸法只能提取到两种乳制品的 DNA。

表明 NaOH 裂解法在加热过程中能够充分裂解体细胞的细

胞壁, 使蛋白质变性, 从而释放 DNA, 更加适用于不同种

类乳制品 DNA 的快速提取技术。 

3.2  裂解液用量和裂解时间对乳制品 DNA 质量的

影响 

基于这 3 种提取方法对 6 种乳制品 DNA 提取效果的

比较, 我们认为 NaOH 裂解法和 PBS 裂解法更能充分裂解

体细胞以获得 DNA。为了进一步确认这两种裂解液的提取

效果, 找到最佳的裂解条件, 我们对这两种方法进行裂解

液用量和裂解时间的优化。通过牛的特异性引物进行 PCR

扩增, 从图 2 可以看出, 在 5~20 min 的裂解时间内, 这 2

种方法对 DNA 提取的效果并无太大差异, 特别是 5 min 和

15 min, DNA 扩增产物在凝胶电泳的条带亮度几乎一样, 

因此我们认为 5 min 的裂解时间足够使蛋白质变性, 释放

出 DNA。而随着裂解液用量的增加, 2 种方法在不同的裂

解时间内均显示亮度逐渐递增的的电泳条带, 特别是加入

300 μL 的裂解液时, DNA 产物在凝胶电泳显示出最明亮的

条带, 表明该浓度的裂解液能够使细胞壁完全解离, 从而

提取到高浓度的 DNA。 

另外地, 对比 2 种提取方法, NaOH 裂解法显而易见

地比 PBS 裂解法的条带更加清晰, 因此, 我们认为 NaOH

裂解法相比于 PBS 裂解法能够使蛋白质变性更加完全, 而

且抑制多糖、酚类等物质对 PCR 扩增过程中的影响。最终, 

我们选择在 1 mL 的乳制品中加入 300 μL 的 NaOH 裂解液, 

煮沸 5 min, 从而提取到质量较高的 DNA。 

3.3  DNA 快提技术的灵敏度分析 

根据最佳裂解条件, 同时评估 2 种裂解法的灵敏度和

检测限。分别在一系列 1 mL 牛奶和羊奶的掺假混合乳中加

入 300 μL NaOH 或 PBS 裂解液, 100 ℃下煮沸 5 min, 将提

取到的 DNA 用牛的特异性引物进行扩增, 通过琼脂糖凝胶

电泳分析 2 种方法的灵敏度。通过图 3, 由于牛的特异性引

物只能检测牛奶的 DNA, 而随着牛奶含量的下降, 条带的

亮度也逐渐降低, 呈现一定的亮度梯度, 表明该提取技术能

够准确的提取相应乳制品中的DNA, 且提取到的DNA浓度

可以满足 PCR 扩增定量检测的需求。在 NaOH 裂解法中, 1%

牛奶的 DNA 产物在琼脂糖凝胶电泳中显示微弱的条带, 而

PBS 裂解法只能检测到 10%的牛奶 DNA。因此可以认为, 

NaOH 裂解法的灵敏度更高, 检测限为 1%的牛奶, 更适合

乳制品 DNA 的提取和实际掺假检测, 也能够满足 PCR 定量

检测的要求。此结论也与以上 2 个实验的结果相一致。 
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注: 编号 1: NaOH 裂解法, 编号 2: PBS 裂解法, 编号 3: 直接煮沸法。 

图 1  不同裂解方法对 6 种乳制品 DNA 提取的效果 

Fig.1  Effects of different methods on DNA extraction of 6 dairy products 
 

 
 

 
 

 

 
注: 5-100: 裂解时间 5 min, 裂解液用量 100 μL。 

图 2  优化 NaOH 裂解法和 PBS 裂解法的裂解液用量和裂解时间对牛奶 DNA 提取质量的影响 

Fig.2  DNA extraction quality of cow milk by optimizing lysate dosage and boiling time of NaOH method and PBS method  
 

 
 

 
 

 
图 3  NaOH 裂解法和 PBS 裂解法对一系列模拟掺假牛奶的灵敏度分析 

Fig.3  Sensitivity of simulated adulterated milk by NaOH method and PBS method. 
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4  结论与讨论 

乳制品由于蛋白质、脂肪以及多糖含量较高[16], DNA

提取的质量很容易收到影响[17], 而目前的 DNA 提取技术

耗时较长, 操作复杂, 无法满足快速提取的需要。虽然现

在已经有很多关于动物组织和血液的 DNA 快提技术, 但

当前对于乳制品 DNA 快提的报道还比较少。因此, 本研究

以市场上常见的 6 种乳制品为材料, 用 NaOH 裂解法、PBS

裂解法以及直接煮沸法 3 种提取方法分别提取乳制品的

DNA。通过对 PCR 扩增产物在琼脂糖凝胶电泳的分析, 判

断不同方法提取 DNA 的质量, 并优化了裂解液用量和裂

解时间以获得最佳提取条件。结果表明, 0.5 mol/L 的 NaOH

裂解液在 100 ℃的温度下煮沸 5 min, 即能提取到不同物

种乳制品的 DNA, 且其提取到的 DNA 经过 PCR 扩增后能

够在凝胶电泳上显示清晰明亮的条带, 进一步采用模拟掺

假混合乳对该方法的灵敏度进行分析 , 发现能够检测到

1%的牛奶含量, 完全满足PCR定量检测的需求, 同时实现

现场检测、简便快速的技术要求。 

总的来说, 该研究提出了一种能够快速提取乳制品

DNA 的方法。相比于其他方法[1820], 整个提取过程取样量

低, 仅需 1 mL 的乳制品, 在 15 min 内即可完成快速提取。

相对于商业试剂盒, 该方法无需纯化、洗脱等复杂步骤, 

通过 NaOH 溶液和热处理技术对蛋白质的变性, 以及对多

糖、酚类等杂质的解离, 从而消除了这些抑制剂对 PCR 扩

增的影响, 能够实现高浓度高效率的 DNA 提取。而且, 该

技术成本极低, 使用的 NaOH 和 EDTA 试剂对环境无污染, 

非常适合实验室乳制品 DNA 定性或定量鉴别的需求, 更

加为市场上乳制品的现场掺假鉴别提供了一种快速灵敏低

成本的样品前处理技术。 
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 “粮油质量安全检测与分析”专题征稿函 

 
民以食为天, 食以安为先。食品安全的源头在农业, 粮油产品是基础。我国作为粮食生产大国和人口大国, 

粮油质量安全受到政府、产业和消费者的高度关注。与此同时, 随着乡村振兴战略和农业高质量发展, 发掘不同

产地、不同品种粮油产品特异品质, 促进优质粮油产品开发, 是推动粮油产业高质量发展、满足人民日益增长的

消费需要的重要举措。 

鉴于此, 本刊特别策划了“粮油质量安全检测与分析”专题, 由中国农业科学院油料作物研究所张良晓副研

究员担任专题主编, 主要围绕粮油质量安全检测技术研究、粮油产品特异品质挖掘与评价、粮油产品质量安全

风险评估、真实性与产地溯源、检测方法的标准化和分析质量控制技术以及粮油质量安全管理技术等方面展开

论述和研究, 本专题计划在2020年4月出版。  

鉴于您在该领域的成就, 本刊编辑部及专题主编张良晓副研究员特别邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一

步提升该专题的学术质量和影响力。综述及研究论文均可, 请在2020年1月20日前通过网站或E-mail投稿。我们

将快速处理并优先发表。  

同时, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和E-mail。  

谢谢您的参与和支持！  

投稿方式:   

网站: www.chinafoodj.com  

E-mail: jfoodsq@126.com(注明专题)  
《食品安全质量检测学报》编辑部 

 


