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骨胶原蛋白肽粉中 DNA的提取及猪、羊 
源性成分的检测 

沈晓丽, 闫明俞, 耿文宁, 李海芳* 
(新疆维吾尔自治区药品检验研究院, 乌鲁木齐  830054) 

摘  要: 目的  优化深加工骨胶原蛋白肽粉中 DNA 的提取方法, 鉴定检测其动物源性成分。方法  采用 2 种试

剂盒法, 并对试剂盒部分步骤进行适度修改后提取骨胶原蛋白肽粉中的基因组 DNA, 分别用猪、羊引物和探针

对提取的 DNA 片段进行实时荧光 PCR 扩增检测。结果  只有 DNeasy Blood & Tissue Kit 提取试剂盒法提取的

DNA 纯度较好, A260/A280 比值为 1.73, 浓度为 8.2 ng/μL, 并且经 18S rDNA 片段的 PCR 扩增结果表明样品中含有

哺乳动物 DNA, 且 DNA 中不含抑制 PCR 反应物质。检测结果表明该骨胶原蛋白肽粉中含有猪源性成分。      

结论  采用试剂盒法提取深加工骨胶原蛋白肽粉中 DNA 时, 需对部分步骤做修改后才可进行。 
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Extraction of DNA from bone collagen peptide powder and detection of pig 
and sheep derived components 

SHEN Xiao-Li, YAN Ming-Yu, GENG Wen-Ning, LI Hai-Fang* 
(Xinjiang Uygur Autonomous Region Institute for Drug Control, Urumqi 830054, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the method for extracting DNA from deep processed bone collagen peptide 

powder, and to identify and detect animal-derived components. Methods  Totally 2 kit methods were used to extract 

genomic DNA from the collagen peptide powder after some steps of the kit were moderately modified. The extracted 

DNA fragments were amplified by real-time fluorescence PCR using primers and probes from pigs and sheep 

respectively. Results  Only the DNA extracted by the DNeasy Blood & Tissue Kit extraction kit method had good 

purity. The A260/A280 ratio was 1.73 and the concentration was 8.2 ng/μL, and the PCR amplification results of the 18S 

rDNA fragment showed that the sample contained mammalian DNA, and the DNA did not contain a substance that 

inhibited the PCR reaction. Test results showed that the collagen peptide powder contained pig-derived ingredients. 

Conclusion  When the kit method is used to extract DNA from deep-processed collagen peptide powder, some steps 

need to be modified before proceeding. 
KEY WORDS: bone collagen peptide; DNA extraction; real-time fluorescence PCR; source component detection 
 
 

1  引  言 

动物骨骼中富含矿物质、蛋白质、氨基酸、骨胶等具

有保健作用的功能物质, 所含蛋白质中, 胶原蛋白占 90%
以上[1,2], 但胶原蛋白具有特殊的三股螺旋结构, 很难被人

体消化吸收, 而胶原蛋白肽是胶原的三股螺旋结构中分子
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链被断开形成的小分子蛋白, 是一类水溶性较强, 蛋白含

量高且黏度较低, 极易被人体所吸收的物质[35]。研究表明, 
服用胶原蛋白肽可以改善皮肤松弛、延缓衰老等[6], 并能

够促进大鼠股骨的骨折愈合和人成骨细胞Ⅰ型胶原蛋白基

因的表达, 从而具有消除关节疼痛的作用[7]。骨胶原蛋白

产品在市场上琳琅满目, 因动物来源不同而价格相差较大, 
较昂贵的有鹿骨胶原、牦牛骨胶原、深海鱼骨胶原等, 而
猪牛羊为普通家畜, 其副产品骨胶廉价, 因此市场上常以

次充好, 换取暴利。近年来, 以 DNA 为基础的 PCR 扩增

技术被广泛用于鉴定食品中的动物源性成分[8]。许多研究

报道了以 DNA 作为模板, 用 PCR 扩增的方法对食品进行

源性成分鉴定, 包括传统的普通 PCR 扩增[9]、实时荧光

PCR[10] 、多重 PCR[11] 、限制性片段长度多态性分析

(restriction fragment length polymorphism, RFLP)[12]、随机

扩增多态性 DNA 分析 (randomly amplified polymorphic 
DNA, RAPD)[13]、DNA 测序及膜基因芯片技术[14]等。    

目前对骨胶原蛋白肽的研究较多, 但未见动物源性

成分检测的相关分析报道。为了甄别产品以次充好, 以及

故意掺假欺骗消费者, 有必要对深加工类动物骨胶原蛋白

制品掺杂的价格较低廉动物源性骨胶原进行定性定量检

测。本研究以市场上买到的骨胶原蛋白肽粉为材料, 其未

注明动物来源, 从骨胶原蛋白肽粉中提取 DNA 后进行实

时荧光 PCR 检测, 以确定其是否含有猪羊源性成分, 为相

关监管单位的日常监测工作提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  供试样品 

骨胶原蛋白肽粉, 某公司生产的疑似问题产品。 

2.2  仪器与试剂 

QuantStudio7 Flex 实时荧光 PCR(美国 ABI 公司); 

7300 实时荧光 PCR(美国 ABI 公司); Nanodrop 2000 超微量

分光光度计(美国 Thermo 公司); XS 205DU 型分析天平(德

国赛多利斯公司 ); 3K15 型低温高速冷冻离心机 (美国

Sigama 公司)。 

深加工食品 DNA 提取试剂盒(日本 TakaRa 公司); 
DNeasy Blood & Tissue Kit 试剂盒(德国 Qiagen 公司); 羊源

性成分核酸检测试剂盒(PCR-荧光探针法)(澳东检验检测公

司); 引物与探针均由英潍捷基(上海)贸易有限公司提供。 

2.3  引  物 
参照标准 SN/T 3730.8-2013《食品及饲料中常见畜类

品种的鉴定方法 第 8 部分: 猪成分检测实时荧光 PCR 法》
[15]分别合成扩增 18S rDNA 和猪源性片段的引物及探针。

羊源性引物与探针由羊源性成分核酸检测试剂盒提供。 

2.4  实验方法 
2.4.1  DNA 的提取 

参照深加工食品 DNA 提取试剂盒(TakaRa)说明书方法

提取, 为了使样品裂解完全, 将孵育时间由 1 h 延长至 3 h, 
提取得到样品 S1。完全参照试剂盒说明书提取得到样品 S3。 

参照 DNeasy Blood & Tissue Kit 提取试剂盒(QIAGEN)
说明书方法提取, 部分步骤略做改良。首先将样品按 2:1(V:V)
加水制成混悬液, 再取混悬液 200 μL+蛋白酶 K 30 μL+ AL 
200 μL 混合均匀, 56 ℃过夜, 使样品裂解完全。后续提取同

说明书, 最后洗脱时加入 100 μL 洗脱液 AE, 在室温条件下

孵育 1 min, 8000 r/min 离心 1 min, 收集洗脱液, 重复此步操

作, 即得样品 S2。完全按说明书提取得到样品 S4。 
2.4.2  DNA 提取质量分析 

分别将 2 种试剂盒提取的 DNA 样品(S1 和 S2)用超微

量分光光度计测 A260/A280 比值, 并测得 DNA 浓度。 
2.4.3  18S rDNA 片段和猪、羊源性成分的 PCR 反应体系     

18S rDNA片段PCR反应体系: 10×PCR缓冲液 2.5 μL, 
dNTPs 2.5 μL, 引物 2 μL, 模板 DNA 3 μL, Taq DNA 聚合

酶 0.5 μL, 探针 0.5 μL, 加 ddH2O 至 25 μL。以已知猪成分

的 DNA 作为阳性对照, ddH2O 作为样品提取的 DNA 为阴

性对照, ddH2O 为空白对照, 分别以深加工食品 DNA 提取

试剂盒所提取 DNA S1 和 DNeasy Blood & Tissue Kit 提取

试剂盒所提取 DNA S2 为样品模板 DNA。 
 

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

扩增片段 序列 目的基因 

内参照 5’端引物 F: 5’-TCTGCCCTATCA ACTTTCGAT GGTA-3’ 

真核生物 
18S rDNA 基因 

内参照 3’端引物 R: 5’-AAT TTGCGC GCCTGCTGCCTTCCTT-3’ 

内参照探针 P:5’-FAM-CCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACC-TAMRA-3’ 

猪 5’端引物 F:5’-ATCTACATGATTCATTACAATTAC-3’ 

猪线粒体 
atp8 基因 

猪 3’端引物 R:5’-CTATGTTTTTGAGTTTTGAGTTCA-3’ 

猪探针 P:5’-FAM-ATCTCAAACTACTCATACCCA-TAMRA-3’ 
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猪源性 PCR 反应体系: 参照标准 SN/T 3730.8-2013
《食品及饲料中常见畜类品种的鉴定方法 第 8 部分: 猪
成分检测实时荧光 PCR 法》[8], 以已知猪成分的 DNA 作

为阳性对照, ddH2O 为阴性对照。 
羊源性 PCR 反应体系: 由羊源性成分核酸检测试剂

盒提供反应体系, 试剂盒中提供阳性对照和阴性对照。  
2.4.4  18S rDNA 片段和猪、羊源性成分的 PCR 反应条件 

18S rDNA 片段 PCR 反应条件: 95 ℃预变性 2 min, ; 
45 个循环为 95 ℃变性 15 s, 60 ℃退火/延伸 40 s。 

猪 源 性 成 分 PCR 反 应 条 件 : 参 照 标 准 SN/T 
3730.8-2013《食品及饲料中常见畜类品种的鉴定方法 第 8
部分: 猪成分检测实时荧光 PCR 法》[8]。 

羊源性成分 PCR 反应条件: 由羊源性成分核酸检测

试剂盒提供反应条件。 

3  结果与分析 

3.1  DNA 提取质量分析 

经核酸蛋白分析仪测定, 经改良的方法所提取骨胶

原蛋白肽粉 S1 和 S2 DNA 浓度分别为 2.6 ng/μL 和      
8.2 ng/μL, A260/A280 比值分别为 1.08 和 1.73, 完全按说明书

未改良的方法提取的样品 S3 和 S4DNA 浓度分别为    
1.2 ng/μL 和 2.4 ng/μL, A260/A280 比值分别为 1.01 和 1.32。
说明只有 S2 样品(DNeasy Blood & Tissue Kit 提取试剂盒

改良后提取)DNA 浓度和纯度符合要求, 提取过程中无多

肽类和酚类物质污染, 能满足后续实验要求。 

3.2  内参照 18s rDNA 基因片段实时荧光检测结果 
内参照 18s rDNA 基因片段实时荧光检测结果表明, 

阳性对照 Ct=14, 样品 S1 Ct＞40, 样品 S2 Ct=25, 阳性对

照和样品 S2 Ct 值均小于 30, 阴性对照 Ct＞40, 空白对照

Ct＞40, 表明该实验有效, 且 S2 PCR 反应曲线为典型的

PCR 扩增曲线, 说明其 DNA 中不含抑制 PCR 反应的物质, 

结果与 3.1 相符。后续实验以样品 S2 为模板 DNA，见图 1。 

3.3  猪线粒体 atp8 基因实时荧光检测结果 

猪源性实时荧光 PCR 结果显示, 阳性对照 Ct=13, 以
样品 S2 为模板做 2 份平行实验, 其中样品 1 Ct=32, 样品 2 
Ct=34, 即样品 1 和 2 Ct 值均小于 35, 阴性对照 Ct＞40, 表
明该实验有效, 骨胶原蛋白肽粉中检出猪源性成分。见图 2。 

3.4  羊基因实时荧光检测结果 

羊源性实时荧光 PCR 结果显示, 阳性对照 Ct=28, 样
品 1 Ct=37, 样品 2 Ct＞40, 阴性对照 Ct＞40, 表明该实验

有效, 骨胶原蛋白肽粉中未检出羊源性成分。见图 3。 

4  结论与讨论 

骨胶原中 DNA 含量较低, 且骨胶原蛋白肽粉在深加

工过程中经过多道工序处理, 基因组 DNA破坏严重, 依据

试剂盒提取步骤获得 DNA 极低, 故对该提取方法做相应

的改进, 可提高 DNA 含量。因此针对深加工骨胶原制品, 
选取一种能得到高质量 DNA 的方法, 并能保证其满足后

续实验要求, 难度较大。 
本研究使用TaKaRa 公司的深加工食品DNA提取试剂盒

和QIAGEN公司组织总DNA提取试剂盒分别进行DNA提取, 
对部分实验步骤做了修改, 但深加工食品 DNA 提取试剂盒仍

未得到 DNA 纯度和浓度较满意的结果; 而将 QIAGEN 公司试

剂盒样品中先加 ATL、蛋白酶 K、AL 混匀后再进行消化裂解, 
增加蛋白酶K的量至30 L, 为保证DNA提取质量, 56 ℃条件

下延长孵育时间至过夜以使裂解完全, 这与罗家琴等[16]的研

究一致。通过比较取样品原粉 25 mg、50 mg、样品加水溶解

(2:1、1:1, V:V)提取 DNA 浓度与纯度, 证明样品加水溶解(2:1, 
V:V)提取效果最好, 本试验经过 TE 100 L 洗脱 2 次, DNA 浓

度由 2.4 ng/μL, 提高到 8.2 ng/μL。 
 

 
 

注: 1—阳性对照; 2—S2; 3—S2; 4—阴性对照; 5—空白对照。 
图 1  内参照 18S rDNA 基因实时荧光检测结果 

Fig.1  Internal reference 18S rDNA gene real-time fluorescence detection results 
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注: 1—阳性对照; 2—样品 1; 3—样品 2; 4—阴性对照。 
   图 2  猪线粒体 atp8 基因实时荧光检测结果 

Fig.2  Real-time fluorescence PCR detection of porcine mitochondrial atp8 gene 
 
 

 
 

注: 1—阳性对照; 2—样品 1; 3—样品 2; 4—阴性对照。 
图 3  羊源性基因实时荧光检测结果 

Fig.3  Real-time fluorescence PCR detection of ovine derived gene 
 

DNA的质量关系到 PCR 的成败, 所以 DNA要尽可能

纯化, 否则会干扰 PCR 反应, 从而降低检测的灵敏性。根

据所提取样本 DNA 的紫外检测结果, 可得到 DNA 浓度, 
及 A260/A280 比值可判断 DNA 纯度。根据内参基因的扩增

结果, 才可以确定是否提取到 DNA 及 DNA 是否存在对

PCR 反应有抑制作用的物质, 以避免检测结果出现假阴性

结果。对提取到的 DNA 进行了真核生物含有的同源序列

18S rDNA 片段的 PCR 检测, 结果为阳性, 再通过猪、羊源

性成分的 PCR 检测结果进一步表明所建立的 DNA 提取方

法的可行性。 
该骨胶原蛋白肽粉包装未注明骨胶原动物来源, 通

过猪、羊引物和探针运用实时荧光 PCR 法检测出猪源性成

分, 但未检测其它动物源性成分, 后续可以用基因测序分

析仪对该蛋白肽粉基因组 DNA 做系统全面检测, 以此能

更加准确可靠检测出其是否还含有其它动物源性成分, 并
做出相对定量分析。 
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