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摘  要: 肉及肉制品是人类重要的食物来源, 为人体提供必要的营养素。但是以经济为目的的肉制品掺假, 是

食品安全中屡禁不止的全球性问题。快速、准确、有效的检测技术是有效监督肉类掺假的关键。本文综述了

核酸检测技术中热循环扩增技术(如普通 PCR、实时 PCR、多重 PCR)和等温扩增技术[如环介导等温扩增

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)技术、重组酶聚合酶扩增(recombinase polymerase amplification, 

RPA)技术、滚环扩增(rolling circle amplification, RCA)技术、交叉引物等温扩增(cross prime amplification, CPA)

技术等]的原理及在肉类种源鉴别中的应用。提出梯型熔解温度等温扩增(ladder-shape melting temperature 

isothermal amplification, LMTIA)技术, 以期推进核酸检测技术的研究及在肉制品领域的应用。在肉类种源的

检测中, 实时荧光定量 PCR 技术、跨越式滚环等温扩增(saltatory rolling circle amplification, SRCA)技术等均能

检出 0.01%的掺伪, 可用于定量检测, 表明这些核酸技术在肉类种源检测中有很好的应用前景。 
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ABSTRACT: Meat and meat products are important food sources for human beings and provide necessary nutrients 

for human body. However, adulteration of meat products for economic purposes is a global problem that has been 

banned repeatedly in food safety. Fast, accurate and effective detection technologies are the key to effectively 

supervise meat adulteration. This paper reviewed the thermal cycle amplification technologies in nucleic acid 

detection technologies [such as ordinary polymerase chain reaction (PCR), real-time PCR, multiplex PCR] and 

isothermal amplification technologies [such as loop-mediated isothermal amplification (LAMP), recombinase 

polymerase amplification (RPA), rolling circle amplification (RCA), cross prime amplification (CPA)] and their 

application in the field of meat products were discussed in the paper, ladder-shape melting temperature isothermal 

amplification (LMTIA) was proposed. which would help us to reveal the adulteration of meat products from the 

perspective of nucleic acid detection, and promote the research and application of nucleic acid detection technology 
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in the field of meat products. In the detection of meat adulteration, 0.01% adulteration can be detected by real-time 

fluorescence quantitative PCR and saltatory rolling circle amplification (SRCA), which can be used for quantitative 

detection, indicating that these nucleic acid technologies have a good application prospect in the detection of meat 

provenance. 

KEY WORDS: nucleic acid testing; adulteration; meat products; polymerase chain reaction; ladder-shape melting 

temperature isothermal amplification 

 
 

0  引  言 

肉及肉制品是人类生活的重要营养来源, 为人体提

供必要的氨基酸、蛋白质。自 2015 年 10 月 1 日《中华人

民共和国食品安全法》施行以来, 中国食品安全呈良好稳

定状态发展, 但是在某些肉制品中还存在添加相对廉价的

鸡肉、鸭肉等情况, 严重威胁着消费者的合法权益和身体

健康[1]。肉制品掺假一直是食品安全中屡禁不止的全球性

问题[2‒3], 特别是猪肉掺假, 还涉及到宗教信仰问题(如在

羊肉中掺入猪肉)[4]。肉类种源检测技术是打击肉制品掺

假、维护市场秩序的有效保障。 

目前, 常用的检测方法有感官鉴别技术[5]、免疫学技

术[6]、核酸检测技术[7]、质谱技术[8]。近年来, 随着分子生

物学的发展, 核酸检测技术凭借其灵敏、快速、设备要求

低等优势, 在肉类种源鉴定中成为一大研究热点。本文主

要综述了核酸检测技术在肉类种源检测中的研究进展, 并

对这些技术总结分析, 以期为肉制品监测提供理论依据。 

1  核酸检测技术概况 

在肉类种源检测中, 核酸检测技术可以分为两类: 热

循 环 扩 增 技 术 和 等 温 扩 增 技 术 。 聚 合 酶 链 式 反 应

(polymerase chain reaction, PCR)是一种常见的热循环扩增

技术。等温扩增技术区别于传统的方法, 摆脱了对精密仪

器的依赖。从近几年的研究发现, 等温扩增技术如环介导

等 温 扩 增 技 术 (loop-mediated isothermal amplification, 

LAMP)[9]、重组酶聚合酶扩增技术(recombinase polymerase 

amplification, RPA)[10] 、 滚 环 扩 增 技 术 (rolling circle 

amplification, RCA)[11]、交叉引物等温扩增技术(cross prime 

amplification, CPA)[12]已经应用于肉制品的种源检测。 

2  核酸检测技术在肉制品中的应用 

2.1  热循环扩增技术 

PCR 技术是一种在体外扩增基因的方式, 机制类似

于 DNA 的天然复制过程。DNA 经变性、退火、延伸 3 个

步骤, 并在 DNA 聚合酶的作用下形成互补链, 再对新的

DNA 链解链, 循环复制[13]。普通 PCR、多重 PCR、RT-PCR

和荧光定量 PCR 都被应用到肉制品种源检测中。在定性分

析中, 往往选用线粒体基因为靶基因, 而定量分析则选用

单拷贝的核基因。 

2.1.1  普通 PCR 检测 

PCR 技术中, 引物设计较为复杂, 长度一般在 18~  

25 bp。普通 PCR 技术用于肉制品种源检测是很常见的, 可

以检测极微含量的肉成分。朱扬等[14]根据 PCR 技术对牛

肉中掺杂的猪肉进行定性检测, 检测限为 0.1%, 其研究结

果表明 DNA 的含量、纯度、完整性不会影响检测限和灵

敏度。秦盼柱[15]也做了相关研究, 建立了一种检测肉样品

中鸡肉、鸭肉和猪肉成分的 PCR 方法, 普通 PCR 和多重

PCR 的灵敏度均为 0.05%。将 PCR 技术与其他技术相结合, 

可以提高检测的灵敏度。CHEN 等[16]建立了马特异性聚合

酶链式反应结合测流传感器检测马肉的方法。肉眼在 2~  

3 min 内读出检测结果, 检测限为 0.01%。基于 PCR 的检

测方法特异性强、灵敏度高、速度快, 可为肉类行业质量

把控提供可靠依据。 

2.1.2  实时 PCR 检测 

普通 PCR 多为定性鉴定, 而实时 PCR 技术已被证明

是一种有效检测小分子物质的工具。在复杂的肉制品中, 

实时荧光 PCR 是常用的检测方法。 

BHAGWAN 等[17]创建了一种从加工过肉制品中提取

DNA 的新型试纸装置, 利用实时荧光 PCR 检测不同浓度

的稀释肉样品(0.1%~100%), 可以选择性地从肉制品中检

测出不同种类的肉类, 节约了成本。线粒体基因具有高拷

贝数, 常作为扩增靶序列。章晶晶等[18]选择线粒体 DNA

片段建立的实时荧光 PCR 测定方法, 可以用来检测实际样

品中是否含有狐狸、貉子源性成分, 与普通 PCR 相比更省

时、快速、高效, 但是无法确定肉类掺混比例。金萍等[19]

基于鸭线粒体细胞色素 Cyt b 基因建立了肉制品中的鸭源

性成分检测的 RT-PCR 方法, 可检测 1%及更低含量鸭源成

分。LI 等[20]选取单拷贝核基因建立了一种定量鉴别羊肉掺

假的方法, 该方法可准确定量模拟羊肉、羊肉中掺鸡或鸭

的掺假样品。实时荧光定量 PCR 被中华人民共和国国家质

量监督检验检疫总局(Administration of Quality Supervision, 

Inspection and Quarantine, AQSIQ)推荐为鉴定鸭基因的标

准方法, 虽然具有更高的灵敏度、特异性、准确性, 但是

该技术需要反复升降温且需要昂贵的设备, 只能在专业分

析实验室中使用。 
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2.1.3  多重 PCR 检测 

多重 PCR 只需 1 次反应和 1 次电泳即可同时检测

多个目的基因, 各引物扩增时存在竞争, 与普通 PCR 相

比 , 可避免假阳性、提高鉴定结果的准确性。因此 , 多

重 PCR 方法的建立对鉴定肉制品动物源性成分具有重

大意义[21]。有研究表明, 根据动物线粒体 Cyt b 基因的

差异性位点, 开发的多重 PCR 体系, 检测灵敏度甚至可

以达到 0.05 ng/μL[22‒25]。 

2.2  等温扩增技术 

2.2.1  LAMP 技术 

LAMP 技术作为近几年的新型核酸扩增技术克服了

PCR 检测方法反复升降温且检测周期相对较长的缺点, 具

有恒温、特异性强、灵敏度高、操作简单、性价比高的特

点。选用 Bst DNA 合成酶, 使得 LAMP 在扩增过程中发生

链置换反应[26]。在引物设计时, 常以线粒体细胞色素 b 基

因[27]、D-loop 区[28]为靶基因。将 LAMP 与其他技术相结

合, 如实时 LAMP 法、LAMP-LFA 法、可视化 LAMP 法等, 

在灵敏度、检测时间、便携性等方面具有一定的优势。 

CAI 等[29]建立了一种实时 LAMP 方法, 用于肉制品

中猪基因的检测。检出限为 1.76 pg/μL, 灵敏度是 PCR 的

1000 倍。JAWLA 等[30]针对线粒体的 D-loop 基因开发和标

准化纸基 LAMP 和侧向流动(LAMP-LFA)法鉴定牛源组

织。研究表明, LAMP-LFA 对牛组织具有高度特异性, DNA

的分析灵敏度为 0.1 μg, 能够在 3 h 内得出结果, 可用作鉴

定牛源组织的即时检测(point-of-care testing, POCT)法。朱

凯等[31]建立的可视化 LAMP 检测法, 以 4-(2-吡啶偶氮)-间

苯二酚钠盐为指示剂 , 检测结果 2 h 可见 , 灵敏度为    

10 pg/μL。SHI 等[32]将简单 DNA 提取法与 LAMP-LFD 或

LAMP-HNB 法相结合, 在 40 min 内即可鉴定出 0.1%的鸭

肉掺假。KUMARI 等[33]针对线粒体 Cyt b 基因序列, 开发

了基于试管的 LAMP检测方法, 并与传统的 PCR反应进行

特异性、敏感性比较。LAMP反应在 64 ℃下进行 45 min, 仅

在牛的样品中检查到了扩增。LAMP 法和 PCR 法的分析灵

敏度分别为 0.0001 和 1 ng。LAMP 较于其他检测技术, 操

作更简便, 成本更低、耗时较短, 且易于实现肉源性成分

分析的现场检测, 目前研究已经解决了 LAMP 技术由非特

异性扩增或气溶胶污染引起的假阳性问题。 

2.2.2  RPA 技术 

RPA 在能结合单链核酸(寡核苷酸引物)的重组酶、单

链 DNA 结合蛋白(SSB)和链置换 DNA 聚合酶 3 种酶的作

用下等温扩增 DNA[34], 具有特异性强、灵敏度高、反应迅

速等优点,在肉制品种源检测方面应用也是比较多的。 

将 RPA 技术与其他技术相结合, 可提高灵敏度, 缩短

检测时间。最常用的方法是与横向流动试纸条检测法相结

合, HSU 等[35]从快速提取 DNA 到观察结果仅用了 30 min。

在检测牛肉中的鸭肉成分中, FU 等[36]建立了 RPA 结合多

重侧向流动检测棒(MLFD)的快速可视化方法, 使用重组

酶和链置换聚合酶使 RPA 能够在室温下扩增不同的双标

记DNA扩增子, 整个反应过程可以在 35 min内完成, 可检

测 5%的鸭肉掺假。JONAS 等[37]以猪线粒体 ND2 和马

ATP6-8 基因为靶基因, 马肉和猪肉 RPA 检测分别在 6~  

11 min 内检测到 1 个 DNA 分子和 16 个 DNA 分子, 能识

别出 0.1%以下的目标 DNA。RPA 技术对温度要求不高, 被

称为是可以替代 PCR 的核酸检测技术。该技术不需要昂贵

的设备, 不受场地限制, 建立的可视化方法在肉源性成检

测中具有良好的应用潜力, 但是该方法试剂成本高, 反应

体系固定, 实用性受限。 

2.2.3  RCA 技术 

RCA 可以实现短时间的大量 DNA 扩增。使用单侧引

物, 结合在环形待检测的核酸序列上, 在聚合酶的作用下, 

不断循环复制, 形成长单链 DNA 分子[38], 扩增原理如图 1

所示[39]。目前, RCA 技术已经用于食品安全检测方面[40]。 

 

 
 

注: A: 线性滚环扩增; B: 分支滚环扩增。 

图 1  滚环扩增示意图 

Fig.1  Schematic diagram of rolling circle amplification 
 
 

RCA技术操较LAMP技术而言可以避免出现假阳性。

在食品安全方面主要用于致病菌检测[41]、生物毒素[42]、重

金属检测[43], 在肉源性成分检测方面报道的较少。胡学佳

等[44]构建了一种跨越式滚环等温扩增技术(saltatory rolling 

circle amplification, SRCA), SRCA 荧光可视法检测猪肉

DNA 的灵敏度为 6.5 fg/μL。之后, 选取鼠的线粒体 Cyt b

基因为靶基因, 验证 SRCA 方法的准确性。在人工添加鼠

肉的模拟掺假样品中, SRCA方法可检测到含量为 0.01%的

鼠肉[45]。RCA 技术无论是线性扩增还是指数扩增, 都要求

模板为环状, 过程繁琐, 耗时费力。SRCA 技术与之相比, 

操作简单, 更适用于掺伪检测分析。 

2.2.4  CPA 技术 

CPA 是中国首个具有自主知识产权的新型等温扩增

技术, 根据交叉引物数量的不同, 该技术可以分为单交叉

扩增和双交叉扩增[46]。交叉引物的 5’端与模板不互补, 当
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DNA 聚合酶延伸到上游置换引物时会被置换。该技术无

需预变性步骤, 在恒温 63 ℃下引物与模板结合成混合物, 

反应产物中通过自发形成的泡状结构, 交叉引物与 5’端的

结合可激发链置换反应的进行[47]。目前, 主要用于检测细

菌[48]、病毒[49]、病原体[50], 在肉源性成分检测中相对较少, 

常与其他技术结合使用。 

ZHENG等[51]建立了一种CPA结合胶体金核酸试纸条

技术, 用于区分牛、羊、北极狐和猪肉, 检测限为 1%。

FENG等[52]建立了一种 CPA结合核酸检试纸条的快速检测

方法检测肉类混合物中的羊肉, 核酸条带能够在 5 min 内

在靶基因的存在下显示相应的测试线, 检测限为 1%。研究

表明, 在灵敏度上, CPA 技术较 LAMP 技术低些[53]。但是

通用引物可以简化 CPA 检测体系, 可用于多个肉源性成分

分析的现场检测。 

2.2.5  梯型熔解温度等温扩增技术 

梯 型 熔 解 温 度 等 温 扩 增 (ladder-shape melting 

temperature isothermal amplification, LMTIA)技术是一种新

型等温扩增技术[54]。LMTIA 技术采用 1 对引物或 2 对巢

式引物和一个热稳定 DNA 聚酶(大片段)对水稻内部转录

间隔区(ITS)进行了梯状熔融曲线扩增。与具有相同特异性

水平的 LAMP 法相比, 嵌套引物 LMTIA 法的灵敏度提高

了 50 倍。与其他核酸检测技术相比, 该技术最大的优势是

非热、非酶促, 引物设计简单, 适用范围广。可扩增 DNA、

也可扩增 RNA, 可用单链为模板、也可用双链为模板, 靶

标长度≥60 nt, 灵敏度 3~5 copies/reaction, 扩增检测时间

15 min 左右。比 PCR 和 LAMP 更简便快捷, 又不损失灵敏

度。LMTIA 技术在新冠肺炎检测中总用时能控制在 18 min

内 (包括样品前处理), 灵敏度 50 拷贝。下一步将开展

LMTIA 技术在肉源性成分检测中的应用研究, 扩展其应

用领域。 

3  结束语 

综上所述, 核酸检测技术已经应用于肉源性成分检

测中, 现对各技术总结如表 1~2 所示。目前, 以 PCR 技术

为基础的核酸检测基础仍占主导地位 , 特别是实时荧光

PCR, 是国家标准(GB/T 38164—2019《常见畜禽动物源性

成分检测方法 实时荧光 PCR 法》)中常用的检测方法。但

是该技术需要反复升温, 且需要昂贵的热循环仪, 不适宜

现场检测, 因而研究者的研究方向更倾向于操作简单、性

价比高的等温扩增技术。目前, 等温技术扩增的研究主要

是 2 个方面, 一是理论研究及工艺优化; 二是探索其在其

他领域的应用。其他核酸等温扩增技术如单引物等温扩增、

滚动循环扩增、链置换扩增在肉源性成分检测检测方面尚

有很大的开发和应用前景。 

 
表 1  常用核酸检测技术的特点 

Table 1  Characteristics of common nucleic acid detection techniques 

技术名称 提出时间 模板 酶数量 最适温度/℃ 反应时间/min 引物数量/条 产物检测#

PCR 技术 1985 年 Mullis 首次提出 DNA、RNA 1 温度梯度 120~180 2 GE、RT 

LAMP 技术 2000 年日本学者 Notomi 提出 DNA* 1 60~65 60~90 4~6 GE、RT、

RPA 技术 
2006 年英国公司 TwistDx Inc

研发 
DNA* 2 25~42 20~40 2 GE、RT 

RCA 技术 20 世纪 90 年代中期 DNA* 2 37 60 1 GE 

CPA 技术 2009 年杭州尤思达研发 DNA 1 58~63 40~60 4~8 GE、RT 

注: *: 体系中引入逆转录酶可扩增 RNA。#: GE: 表示凝胶电泳; RT: 表示实时监测侧。 

 
表 2  不同核酸检测技术的优缺点 

Table 2  Advantages and disadvantages of different nucleic acid detection technologies 

技术名称 优点 缺点 

PCR 技术 特异性高; 灵敏度高; 应用广泛 反复升降温; 设备昂贵; 易受 PCR 抑制剂影响 

LAMP 技术 特异性高; 扩增结果可通过肉眼判断 产物设计复杂; 易产生非特异性扩增 

RPA 技术 反应条件温和; 反应时间短; 灵敏度高; 特异性高 新兴技术, 有待做进一步研究 

RCA 技术 一条引物即可完成扩增; 高通量 要求模板为环状; 耗时费力 

CPA 技术 反应速度快; 检测成本低, 操作简单 容易造成假阳性 
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