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基于 PCR技术的肉类成分溯源鉴定方法研究进展 
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(1. 中国计量大学生命科学学院, 杭州  310018; 2. 舟山市食品药品检验检测研究院, 舟山  3160211 ) 

摘  要: 近几年屡屡曝光的食品安全事故引起了社会的广泛关注, 食品安全已经成为社会共同关注的问题, 

肉类掺假造假现象更是层出不穷, 其中用低价鸡肉、鸭肉、猪肉等掺入、冒充牛羊肉成为主要的掺假方式。

国内外进行肉类掺假鉴定主要以核酸作为靶标, 核酸鉴定也是物种鉴别最常用、最核心的方法, 以 DNA 检测

为基础建立起来的 DNA 条形码、多重 PCR、荧光定量 PCR、荧光探针等技术也得到空前发展和广泛应用。

我国针对动物源性成分检测也制定了相关国家标准和行业标准, 但大多现行标准中基于 DNA 检测建立的

PCR 技术只能检测单一物种, 滞后于技术的发展。目前, 基于 PCR 发展起来的衍生技术凭借其高灵敏度、强

特异性和高通量等优势在动物源性成分检测工作中显示出巨大潜力, 也是肉类成分鉴定未来的重要方向。本

文综述了 PCR 技术在肉类检测中的研究概况和现行标准的技术概况, 以期为肉类成分鉴定研究提供信息。 
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Research progress in species identification methods of meat ingredients based 
on PCR technology 

HU Xin-Yu1, HUANG Zhu-Liang2, TANG Hai-Feng2, JIN Yu-Ting1, GUAN Feng1 WANG Ping-Ya2* 
(1. College of Life Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 310018, China; 2. Zhoushan Institute for Food and Drug 

Inspection and Testing, Zhoushan 316021, China) 

ABSTRACT: In recently, many food safety accidents that have been exposed repeatedly have attracted wide 

attention of the society, and food safety has become a common concern of the society. Meat adulteration and 

counterfeiting are emerging in an endless stream, using cheap chicken, duck and pork as adulterants and pretending to 

be beef and mutton is the main way of adulteration. The main target of animal species identification is nucleic acid in 

the meat adulteration identification, whether at home or abroad. Species identification based on nucleic acid is also 

the most common and core method to identify animal species. Many assays such as DNA barcoding, multiplex PCR, 

fluorescence quantitative PCR and fluorescence probe and others have been developed and applied widely in this 

field. China has also formulated relevant national standards and industry standards for the detection of many animal 

derived ingredients, but only a single species can be identified in most current standards, and these standards are 

almost not suitable for food ingredients. PCR derived technologies have advantages with high sensitivity and high 

specificity and widely used in the study of animal species identification, which would be important methods in future. 

This paper reviewed the research situation of PCR technology in meat detection and the current standard technology, 
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in order to provide information for the identification of meat composition. 
KEY WORDS: meat food, food adulteration; DNA analysis; PCR methods 
 
 

1  引  言 

“民以食为天”, 食品质量安全关系到每一个人, 也是

关系着国计民生、社会安全的头等大事。随着人们对于食

品的高质量追求, 从有肉吃到选营养、选品质已经成为现

代生活个性化消费的方向。目前, 肉类食品成为人们日常

消费品, 其总体需求量以及高质量产品的需求都在日益增

加, 因此市场上牛羊肉价格优势明显。在这种情况下, 有
部分不法企业和个人为提升利益空间, 使用劣质肉、猪肉

和其他如鸡鸭肉做原材料以次充好、假冒牛羊肉产品, 还
有用猪肉浸泡加工后冒充牛羊肉, 使用鸡鸭肉甚至于狐狸

肉和老鼠肉加入冷冻牛羊肉中或者制作牛肉包、肠等食品

掺假销售, 给消费者带来健康危害和经济损失。2013 年一

项对杭州农贸市场、晚间大排档、路边烧烤店和卤味店等

随机调查中, 被检测的 8 份牛肉制品中, 5 份牛肉成分含量

为 0, 且 8 份检测样品全部含有猪肉成分。这意味着被检

测的牛肉产品全部涉假, 这种现象严重削弱了消费者的信

心, 影响了社会正常消费秩序。 
目前, 市场上用不同肉类进行食品掺假、欺瞒消费者

的现象仍层出不穷, 掺假手段也变化多端, 更加隐蔽。对

于动物源性食品中的肉类, 最常见的掺假方式是掺入其他

种类的肉或者加工后刻意改造外观颜色、气味, 从而冒充

价格更高的肉制品。近期, 在媒体和诸多检查部门的督查

下频频曝光的各类掺假现象严重损害了公众对于食用肉类

消费的信任感。我国在不断对食品肉品安全加大监测和监

管力度, 但是由于掺假隐蔽性强, 假冒产品在监管力度不

足的城郊结合部和农村市场销售, 仍存在潜在安全隐患并

损害消费者的经济利益。在欧美等国家, 尽管食品监管程

序相对比较完善, 但是由于利益的巨大驱使, 近几年肉品

掺假事件也时有发生。一项关于近千种肉制品的调查监测

结果显示, 国外加工肉品中有近 20%的产品存在标示与实

际成分不符的现象[1]。2013 年 1 月, “马肉风波”席卷欧洲多

个国家 , 在部分牛肉制品中掺入了马肉 , 引发消费者反

感。2013 年 2 月欧盟委员会拟订方案, 要求所有成员国对

加工牛肉开展 DNA 抽检, 以消除“马肉风波”忧虑, 恢复消

费者信心。2013 年瑞典宜家餐厅在鹿肉制品中掺猪肉导致

17600 盒鹿肉制品被封存需鉴定后重新标明成分销售。这

些严重的食品掺假事件不仅对社会公众的健康和正常的消

费秩序构成了一定的威胁, 引起了社会反感, 还严重影响

食品行业经济发展, 阻滞正常销售和出口, 一定程度上损

坏了国家形象。因此, 通过监测监管来保证食品质量和安

全, 是保证人们生活安全、建立良好社会市场秩序的重要

手段, 也是维护肉类产制品企业贸易和个人消费者经济利

益的工具, 具有重要的社会和经济意义。本文综述了 PCR
技术在肉类检测中的研究概况和现行标准的技术概况, 以
期为肉类成分鉴定研究提供信息。 

2  肉类鉴定技术研究概况 

随着我国在食品行业监管的加强, 当前肉类掺假手

段也变得更加隐蔽, 更多肉类产品经过加工后外观和气味

发生了改变, 因此, 传统的依靠感官和经验进行检测的手

段已经不能满足对上述掺假肉制品进行监管的需求。在诸

多肉类掺假鉴定技术中, 感官检验因为准确性低且重复性

差, 同时还受到技术人员的经验差异而无法开展应用。其

次, 酶标免疫测定(enzyme-labeled immunoassay, ELISA)技
术由于过程复杂、耗材和所需仪器较贵且需要特异性抗原

或抗体, 不但实验条件要求和成本高且难以鉴定未知物种

来源的肉类[2], 存在不足。因此, 必须寻求一种快速高效、

准确便捷的物种鉴定技术。随着对肉类鉴定技术的研究, 
现行方法和标准也有了一定程度的变化, 掺假、鉴定以及

标准和法规的制定推行是一个螺旋式上升的过程。 
肉类掺假鉴定方法研究伴随着生物进化研究和生物

信息分析等多学科的发展, 基本确立了以特征性的蛋白、

核酸作为物种特异性进行肉类掺假检验的基本思路[3,4]。但

另一方面, 当肉类经高温烹调处理后, 蛋白质变性降解导

致蛋白鉴定技术的难度加大, 准确性降低。而与蛋白质分

子相比, DNA 分子除了具有种内保守性高、种间特异性强

的优点外还具有比蛋白质更好的热稳定性, 其核苷酸序列

不会受到环境和加工条件影响而发生改变, 核酸鉴定在准

确性、稳定性和重复性方面凸显出更好的优越性[57]。国内

外目前实行的一系列动物源性产品中各种动物来源如猪、

牛、羊、兔、马、驴、狗和鹿成分的鉴定均采用了 DNA
检测技术。 

基于核酸检测发展起来的肉类鉴定技术主要是 PCR
及其衍生技术, 由于反应时间短, 具有较高的灵敏性和特

异性, 成为肉类鉴定中最常用的也是最核心的方法[1,3,8,9], 
并且在此技术上不断革新, 开发了一系列先进的多重 PCR
和直接 PCR 等鉴定技术[1014]。基本理论基础是, 根据不同

物种基因序列的差异设计特异性引物或通用引物, 利用

PCR 反应扩增特异基因片段进行检测, 继而判断可能的物

种来源。在目前报道的这些基于 DNA 检测技术中基本思

路有 3 种, 其一是依据每个物种各自的特异性序列设计引

物分别进行扩增, 得到大小不同的片段, 依据产物大小和

有无判定待测物种; 其次是依据相近或同属物种保守序列
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设计一端引物, 对向引物采用物种各自特异区域设计的策

略, 依据各物种 PCR 产物大小和有无判定物种; 其三是在

上述基础上加上探针或使用荧光定量 PCR 技术 , 依据

DNA 的特异性鉴定物种。这些鉴定方法的共同点就是利用

PCR 反应实现目标基因片段的扩增, 继而通过电泳或荧光

信号检测等方法来鉴别物种来源。PCR 鉴定物种来源的技

术初衷是用于动物饲料中牛羊成分的检测, 以达到降低通

过饲料传播疯牛病的风险[15,16]。随着技术发展逐步结合多

重 PCR、荧光定量 PCR、荧光探针等技术, 其在肉类和物

种鉴别领域发挥着不同优势, 在此基础上形成了一系列鉴

定规范化的标准。 
首先, 以普通 PCR为基础的鉴定方法, 其具有简单快

速和低成本的优势, 对实验仪器和实验操作人员要求不高, 
便于推广使用, 对于肉类鉴定也从单一成分增加到一次可

以鉴定牛、羊、猪和鸡、鸭等多种成分, 但是自动化程度

低。张弛等[17]以线粒体 DNA(mtDNA)为检测靶标, 分别对

牛和猪的细胞色素 B 区域设计引物实现了普通 PCR 技术

对牛和猪肉成分及其产品的鉴定, 鉴定灵敏度达到提取

DNA 的纳克级。田金辉等[18]同样以 mtDNA 为靶标, PCR
扩增 COⅠ基因序列后再进行限制性酶切, 即 PCR-RFLP 检

测技术, 建立了对牛羊猪成分的鉴定方法。沙才华等[19]通

过对现有国家标准中牛和猪源性成分的鉴定方法优化, 实
现了对食品中牛肉和猪肉成分的多重 PCR 检测, 灵敏度达

到模板至 0.01 ng/µL, 总模板量 0.02 ng 的 DNA 仍能实现

检测。此类方法已有大量报道且也在我国在行的技术标准

中应用, 如《动物源性饲料中猪源性成分定性检测方法

PCR 法》[20]和《饲料中牛羊源性成分的定性检测定性聚合

酶链式反应(PCR)法》[21], 不过这些方法指定的适用范围是

动物源性饲料的检测, 在样品处理方法和检测灵敏度与食

品存在一定差异, 因此需要进一步研究确定食品肉类相应

的处理方法、具体试剂并优化相关引物。 
通用引物 PCR 是一种以物种间保守序列设计的引物, 

该引物可以对多个物种进行基因片段的 PCR 扩增, 依据

扩增区域间 PCR 产物的长度多态性进行物种鉴定。通用

引物 PCR 会产生不同长度的产物, 每个产物对应特定的

物种[22,23]。通用引物 PCR 也多以线粒体 DNA 为靶标, 包
括 16S rRNA 基因和 CytB 基因等, 已经用于常见物种如

猪、牛、羊和鸡的鉴定[2426]。但限于线粒体 DNA 序列的

保守性和引物设计的特殊性, 该技术在物种鉴定中也存在

不足, 往往难以找到合适引物而造成扩增产物大小差异不

明显, 难以用简便便宜的琼脂糖电泳区分长度差异较小

的片段, 有时候需要耗时更长的聚丙烯酰胺凝胶电泳进

行鉴别, 或者引物的灵敏度不高而导致无法扩增出所需

片段[22,27]。Xue 等[23]设计了牛、牦牛、水牛、绵羊、山羊、

猪、骆驼和鹿共 8 种动物的通用引物, 实现了一对引物对

多种动物的同时鉴定, 大大提高了该技术的检测通用性

和效率。该技术关键在于能够寻找到多个物种的通用引

物并进行体系的优化。 
DNA 条形码是在生物信息技术和基因序列数据库全

面发展的基础上发展而来的以 PCR 为核心的物种鉴定技

术, 目前已经成为物种鉴定中最广泛应用的技术, 其优势

在于能对未知物种进行鉴定[28,29]。但同时由于 DNA 条形

码技术的核心是线粒体 DNA 的特异性序列和通用引物, 
而在常见肉类动物如猪、牛、羊和禽类中, 线粒体 DNA 同

源性较高, 靶标 DNA 同源性较高会导致难以鉴定到具体

种类, DNA 条形码用于鱼类和无脊椎动物鉴定较多, 而常

见肉用动物的鉴定较少[2931]。相比之下, DNA 条形码技术

也存在不足, 如果待测样品中为两种或以上的物种混合肉

类时, PCR 产物为非单一序列, 往往造成测序信息错误而

导致无法判定具体物种 [30,32] 。宏 DNA 条形码 (DNA 
metabarcoding)技术则弥补了上述的不足, 可以同时检测

多个物种, 还具有成本低、通量高、速度快等诸多优点[31,33], 
展示了 DNA 条形码技术的强大潜力。 

其次, 实时荧光定量 PCR 用于肉类和动物源性成分

的鉴定使该技术进一步提升了灵敏度和特异性, 提高效率

的同时还可以实现高通量甚至定量检测, 已经广泛用于饲

料 和 生 物 产 制 品 如 明 胶 等 动 物 源 性 成 分 的 检 测 鉴      
定[11,3436]。我国也已经建立了一系列基于荧光定量 PCR 技

术监测的国家标准和行业标准, 但是该方法相对成本高、

仪器昂贵。王建昌等[37]参照国标法分别设计了牛、羊和鸭

的参照引物以及鸭的特异性引物和探针, 建立了鸭肉冒充

牛羊肉的荧光定量 PCR 鉴定方法。2008 年颁布的适用于

食品中牛羊猪源性成分监测的行业标准SN/T 2051-2008也

采用了实时 PCR 法[38]。国外也建立了从多种动物成分中

监测猪肉、鸡肉等可能存在掺假情况的实时 PCR 方法[3941], 
使得该技术在动物源性成分检测领域得到了推广。 

最 后 , 以 探 针 杂 交 、 恒 温 扩 增 [(loop-mediated 
isothermal am-plification, LAMP)和 RCA 技术]和基因芯片

以及 DNA 测序为核心的检测技术方法虽然具有快速灵敏

以及高自动化检测的特点, 但是检测所需成本高、仪器要

求高、价格昂贵, 同时可能还有假阳性率高的问题, 尚未

在监管部门得到推广使用。 

3  肉类检测靶基因的选择 

以 DNA 为基础的肉类 PCR 检测技术发展已有 20 多

年的历史, 相应发展并建立了诸多 PCR 技术, 在此基础上

结合荧光定量、探针以及免疫学技术, 大大提高了检测的

效率和灵敏度。在以 DNA 为靶标的检测方法中, mtDNA
由于具有分子量小、总长 16 kb 左右、拷贝数多、种间高

度变异性、热稳定好等优势成为物种检测最具潜力的靶

标[8,10]。mtDNA 大量存在于所有组织细胞中, 无组织特异

性, 在 D-loop 区段内还具有动物区别于植物所独有的部分
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编码基因, 加上种内变异少而种间变异大的遗传特征使之

适于做物种鉴定[39], 其中 mtDNA 的 CytB、16S rRNA 和

12S rRNA 以及 D-loop 区成为物种鉴定的常用基因。由于

mtDNA 的稳定性和特异性, 同时还具有 DNA 分析的便捷

性、不受组织类别限制等诸多优点。研究还显示, 当肉加

热到 100 ℃时 DNA 片段锐减到 1100 bp 左右, 当温度

120 ℃时减至 600 bp以下, 而线粒体 DNA则具有更好的稳

定性[10], 因此 mtDNA 是一个比较理想的、用于物种检测

的靶标。 

4  国内现行检测标准分析 

目前我国在行国家标准中还很少有针对肉类食品溯

源检测的通用标准, 目前主要依据《食品、化妆品和饲料

中牛羊猪源性成分检测方法实时 PCR 法》[38]和一些相关

标准, 如国标《饲料中牛羊源性成分的定性检测定性聚合

酶链式反应(PCR)法》[21]、《动物源性饲料中哺乳动物源性

成分定性检测方法实时荧光 PCR 方法》[43]、《动物源性饲

料中鹿源性成分定性检测方法 PCR 方法》[44]、《动物源性

饲料中马、驴源性成分定性检测方法 PCR 方法》[45]、《动

物源性饲料中猪源性成分定性检测方法 PCR 方法》[20]、

《动物源性饲料中反刍动物源性成分(牛、羊、鹿)定性检

测方法 PCR 方法》[46]和行业标准《进出口动物源性饲料

中牛羊源性成分检测方法 PCR 方法》[47]等。上述在行标

准检测方法中, 首先对样品进行总 DNA提取, 之后利用待

检动物的特异性引物进行 PCR 扩增, 扩增特定片段 DNA, 
继而用琼脂糖凝胶电泳检测或荧光信号检测。这些标准方

法经过了严格的设计和验证, 具有很好的稳定性[48], 但是

这些标准方法也存在各自的优缺点, 首先《食品、化妆品

和饲料中牛羊猪源性成分检测方法实时 PCR 法》[38]中, 采
用 TaqMan 探针实时荧光多通道检测, 在对牛羊成分同时

检测时需要使用三种荧光材料, 还需探针。另外, 检测过

程需要使用指定公司的牛、羊、猪或者牛羊源性成分实时

荧光 PCR 试剂盒。这些技术的使用不但需要荧光定量 PCR
检测系统, 还要依赖于公司的试剂盒, 该方法无论实验室

仪器还是检测成本都会提高。《动物源性饲料中猪源性成分

定性检测方法 PCR 法》[20]中单单是针对猪成分的检测, 还
需要对 PCR 产物进行酶切验证, 因此检测效率不能满足当

前检测要求。《饲料中牛羊源性成分的定性检测定性聚合酶

链式反应(PCR)法》[21]中也不能实现一次反应对牛羊的同

时检测, 也需要酶切验证步骤, 而且后两者主要使用范围

是动物性饲料, 在样品处理中与肉食品处理存在差异。 
检索我国当前对于食品中肉品成分的鉴定标准, 发

现目前适用于食品中牛羊源性成分鉴定的标准主要是

2008 年颁布的行业标准《食品、化妆品和饲料中牛羊猪

源性成分检测方法实时 PCR 法》[38], 同时在检测中也参

照 2006 和 2007 年先后颁布的关于动物源性成分的检测

标准[48], 检测对象主要是饲料中动物源性成分, 检测物种

包括猪、牛、羊、兔、马、驴、狗和鹿, 而检测技术包括

了普通 PCR、巢式 PCR、荧光定量 PCR 和探针检测等, 这
些方法多数只能检测单一物种, 另外这些方法还在 PCR 技

术上结合了多重 PCR、酶切鉴定技术、二次 PCR 或者荧

光定量技术, 这些附加过程无疑延长了检测时间还增加了

实验设备的要求, 也相应增加人力物力, 因此需要建立更

为简单快捷的鉴定技术来满足市场各类肉制品成分检测的

需要。综上所述不难看出, 这些方法都存在一定的优缺点, 
需要技术革新来更好地满足检测单位对市场监管的需求。

因此, 需要对上述方法进行优化或者推行简单易行的 PCR
检测技术来满足当前市场检测的需求。 

5  小结与展望 

现代分子分析方法和信息技术的结合为肉类掺假鉴

定技术的发展提供了广阔的平台。蛋白分析和 DNA 分析

技术都可以在一定条件下进行肉类掺假鉴定分析。基于

DNA 检测发展起来的 PCR 技术具有特异性好、不受样品

限制的特点, 已经成为国内外肉类掺假检测的主流方法, 
许多国家建立并执行了多个 PCR 技术相关的检测标准。我

国也一直同步国际动物产制品中动物源性成分的检测和肉

品中掺假检测技术, 相应建立了国家标准和行业标准。但

是, 我国目前肉类掺假问题多发于小企业、小作坊、农贸

市场和夜市, 因此基层食品监管对肉类掺假检验能力的需

求日益强烈, 而现有国家标准和技术不能很好的满足对市

场的检测需求。因此, 首先需要完善现有 PCR 检测技术, 
使之更加灵敏稳定; 其次研发一些成本较低、耗时短、高

通量的检测方法, 如直接 PCR 技术和多重 PCR 检测体系

的结合 [49,50], 使之形成快速筛查与结果确证互补的检验

体系, 是未来市场需求和肉类掺假、物种鉴定技术的发展

趋势和方向; 最后 , 积极推进高效便捷的检测技术新标

准, 相关部门和组织加大监察监管力度促使相关技术标

准的推广。 
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