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基于双拖尾重组聚合酶恒温扩增技术的核酸杂交
试纸条快速检测驴肉中的马源性成分 

陈  阳, 任星彤, 贾世龙, 吴凌亚, 王继成, 柳海宾* 

(华北理工大学生命科学学院, 唐山  063210) 

摘   要 : 目的   建立快速、操作简单、价格相对低廉的重组聚合酶恒温扩增 (recombinase polymerase 

amplification, RPA)技术结合核酸杂交试纸条快速检测驴肉中马源性成分的可视化检测技术。方法  将双拖尾

重组聚合酶恒温扩增技术与核酸杂交试纸条相结合。针对马线粒体细胞色素 b (cytb)基因设计拖尾 RPA 引物, 

这对特殊引物使 RPA 扩增子带有两个单链拖尾序列, 这两个单链拖尾序列可以特异性地被金纳米探针和试纸

条上的检测探针识别并捕获, 形成一条肉眼可见的红色条带, 从而对马源性成分进行检测。结果  该方法整个

扩增(15 min)和检测(5 min)过程在 20 min 即可完成, 对马肉的检出限达到 0.010%, 且仅对马肉核酸有特异性

扩增, 与其他 8 个物种的核酸均无交叉反应。20 份市售驴肉样品中有 2 份存在马源性成分, 且该方法与 PCR

结合凝胶电泳的检测结果具有很好的一致性。结论  该方法特异性强、灵敏度高, 可实现驴肉中马源性成分

的可视化快速检测。 

关键词: 肉类真实性; 双拖尾扩增; 核酸杂交试纸条; 马源性成分; 可视化检测 

Rapid determination of horse-derived components in donkey meat by nucleic 
acid hybridization strip based on double trailing recombinant polymerase 

constant temperature amplification technology 

CHEN Yang, REN Xing-Tong, JIA Shi-Long, WU Ling-Ya, WANG Ji-Cheng, LIU Hai-Bin* 

(College of Life Science, North China University of Science and Technology, Tangshan 063210, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid, simple and relatively low-cost visual detection technology for rapid 

determination of horse-derived components in donkey meat by recombinase polymerase amplification (RPA) 

combined with nucleic acid hybridization lateral flow strip. Methods  Double tailed RPA was combined with  

nucleic acid hybridization lateral flow strip. The double tailed RPA primers were designed from horse mitochondrial 

cytochrome b (cytb) gene. This special primers enabled the RPA products carry two single-stranded trailing sequence, 

which could be specially recognized and captured by the probes on gold nanoparticles and test line forming a red line 

visible to the naked eyes. Results  The whole process of amplification (15 min) and detection (5 min) was 

completed within 20 min. The detection limit of horsemeat reached 0.010%, and there was only specific amplification 
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of horsemeat nucleic acid, and no cross reaction with nucleic acid of other 8 species. Two of 20 commercial donkey 

meat samples were detected with horse meat, and this result was in good agreement with that of PCR combined with 

gel electrophoresis. Conclusion  This method has high specificity and sensitivity, and can be used for visual and 

rapid detection of horse derived components in donkey meat. 

KEY WORDS: meat authenticity; double trailing; nucleic acid hybridization lateral flow strip; horse-derived 

components; visual detection 
 
 

0  引  言 

肉类作为全球消耗最广泛的食品之一, 最容易被掺

杂掺假[1]。肉类掺假是指用价值较低廉的肉类代替价值较

昂贵的肉类, 以期获得较高的经济利益。英国挂牛头卖马

肉[2]和欧洲“马肉丑闻[3]”等大型食品掺假事件的出现, 揭

示了马肉掺假现象的广泛存在[2‒5]。驴肉及其制品由于营养

价值高、风味佳等特点深受广大消费者青睐[6], 部分商家

抓住马肉与驴肉纹理相似, 且人们难以通过肉眼观察进行

辨别, 将马肉原料掺入驴肉制品进行销售, 严重侵害消费

者的权益。因此, 建立一种成本较低、耗时短暂、操作简

便、准确度高、结果可视化的马肉成分鉴别技术十分重要。 

国内外研究机构普遍通过建立精准快速的真实性鉴

别检测技术, 实现对特色高值肉制品真实性和掺假的检

测。常见的肉类真伪鉴别方法包括基于形态学、代谢组学、

蛋白质和核酸这 4 大类方法。基于形态学的方法主要通过

使用显微镜观察肉的形态结构, 依据检验员的经验进行肉

种类的判断, 该方法只能区分哺乳动物、鱼类和禽类[7]。

基于代谢物的检测方法通过使用光谱、色谱、质谱等传感

器检测肉类中的氨基酸、糖和酚类物质进行动物种属的鉴

别[8‒10], 这些方法依赖于大型仪器、检测成本较高且需要

建立分析模型。基于蛋白的方法主要采用免疫学技术, 依

赖抗原抗体的特异性反应进行肉类来源的鉴别, 该方法的

难点是必须找到一个热稳定的抗原并研制出针对此抗原的

特异性抗体[11]; 且肉类经过加工烹调过程(蒸煮、熏烤、油

炸等)后, 会改变蛋白抗原决定簇的立体结构进而影响检

测结果的准确性[12]。与蛋白质相比, 基于 DNA 扩增技术

的聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)和实时

荧光定量 PCR (real-time fluorescent PCR, RT-PCR)技术应

用最为广泛[12‒13], 但 PCR 和 RT-PCR 具有依赖仪器、需要

专业的操作人员且检测所需的时间长等缺点, 难以实现对

肉源性成分的快速检测。 

重组聚合酶恒温扩增技术 (recombinase polymerase 

amplification, RPA)是英国 TwistDx 公司于 2009 年开发的一

种新型的恒温核酸扩增技术。该方法无需热循环装置, 能够

在恒定的温度下完成扩增反应且操作简单, 与其他恒温扩

增方法相比 , 特异性更强、操作简单、反应温度较低

(37~42℃)、反应更迅速(15~30 min) [14‒16]。由于 cytb 基因具

有母系遗传, 基因组结构高度保守, 以 cytb 为靶基因建立

肉源性成分快速鉴别技术, 可以提高检测效率和检测灵敏

度[17‒18]。此外, RPA 扩增反应只需两条引物, 并且引物的

设计较为简单, 反应温度较低, 甚至可以在常温下进行扩

增反应[19‒23]。目前 RPA 扩增后产物检测的手段主要包括电

泳[12]、加入荧光染料[24]以及免疫学[25]方法。电泳检测 RPA

产物所需的检测时间较长(30~40 min)、荧光染料的加入会

因引物二聚体的存在而产生假阳性结果、免疫学方法的引

入需要重复的洗涤且操作烦琐, 这些检测方法的引入弱化

了 RPA 的优势。核酸层析试纸条是一种简单的装置, 可以

实现目标分析物的可视化检测。试纸条与其他检测手段相

比优势在于: 获得结果所需时间短(5 min)、费用较低、操

作简单[26‒27]。核酸层析试纸条与免疫层析试纸条相比优势

在于成本更低(不使用抗体)、特异性更强。 

本研究在 RPA 的基础上引入拖尾引物, 使其扩增产

物包含双链主体和两侧的单链 DNA 尾巴, 便于应用 DNA

杂交技术进行扩增产物的检测 , 并与核酸杂交试纸条

(nucleic acid hybridization-lateral flow strip, NAH-LFS)相结

合, 依据马线粒体细胞色素 b (cytb)基因设计 RPA 引物, 通

过实验条件优化, 建立一种在驴肉及其制品中特异性检测

马源性成分的快速检测方法, 为驴肉及其制品的掺假鉴别

提供方法依据, 为市场监管部门提供方法支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜的马肉、驴肉、鸡肉、猪肉、羊肉、鸭肉、鹅肉、

鸽子肉、虾肉购买于唐山市各大超市及屠宰场; 酱驴肉、

驴肉火烧等商业化产品购买于超市及淘宝店; 兔肉、鼠肉

由华北理工大学实验动物中心提供。 

链霉亲和素(12 U/mg)、琼脂糖(纯度 99.90%)、柠檬酸

三钠(纯度 99.90%)、氯金酸(纯度 99.99%)、三(2-羧乙基)

膦盐酸盐 [tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride, 

TCEP](纯度 98%)(上海 Sigma 公司 ); 磷酸二氢钠 (纯

度>99.0%)、磷酸氢二钠(纯度 99%)、氯化钠(纯度 99.5%)、

盐酸(纯度 37%)(上海国药集团化学试剂有限公司); 4-羟乙

基 哌 嗪 乙 磺 酸 {2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl] 

ethanesulfonic aci, HEPES}(纯度≥99.5%)(上海麦克林生化

科技公司); Tris(纯度≥98%)、tween-20(纯度≥40.0%)、牛
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血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)(纯度≥96.0%)、蔗

糖(纯度≥99.9%)(北京索莱宝科技有限公司); RPA 扩增试

剂(英国 TwistDX 公司); 天根基因组 DNA 提取试剂盒(北

京天根生物科技有限公司); 所有引物、探针(苏州金唯智生

物科技有限公司); 聚氯乙烯(polyvinyl chloride, PVC)背

板、玻璃纤维、吸水纸、硝酸纤维素(nitrocellulose, NC)膜

(HF135s、HF90s、HF180s)(上海金标生物科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Milli-Q 纯水系统(美国 Millipore 公司); 6132 紫外可见

分光光度计(德国 Eppendorf 公司); ZQ2000 微电脑自动斩

切机、HM3035 双维往复化膜仪(上海金标生物科技有限公

司); SY-1-2 电热恒温水浴锅(天津欧诺仪器仪表有限公司); 

Gel Doc 2000 凝胶成像系统(美国 Bio-Rad 公司); 5418R 高

速离心机(德国 Eppendorf 公司); HYG-A 回转式恒温调速

摇瓶柜 (太仓市实验设备厂 ); JA2003 电子天平 (精度为

0.0001 g, 宁波市力辰科技有限公司); ZK-4OBS 真空干燥

箱(天津三水仪器有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1   样品处理 

将所采购的样品清洗、切除外层后分割成 20 g/份的小

块, ‒20℃保存备用。模拟市售掺假的驴肉样品, 按不同质

量百分比将处理后的马肉与驴肉混合均匀, 制备驴肉中马

肉质量含量为 100.000%、50.000%、10.000%、5.000%、

1.000%、0.100%、0.010%、0.001%、0 (m:m, 下同)的掺假

肉样品 , ‒20℃保存备用。驴肉中马肉质量百分比为

10.000%的掺假样品制作方法为取 90 g 驴肉并向其中加入

10 g 马肉, 混合均匀后即得到马肉质量分数为 10.000%的

掺假样品。驴肉中马肉百分比为 1.000%的掺假样品为取

90 g 驴肉, 向其中加入 10 g 10.000%的掺假样品, 即得到

驴肉中马肉含量为 1.000%的掺假样品。通过此种系列稀释

法得到驴肉中马肉含量为 0.010%、0.001%的掺假样品。 

1.3.2  DNA 提取 

使用天根基因组 DNA 提取试剂盒提取肉类样品

DNA。利用紫外可见分光光度计测量所提取的 DNA 纯度, 

保证 OD260/OD280 值在 1.7~1.9 范围内。 

1.3.3  RPA 引物与探针设计 

根据 RPA 反应对引物的要求, 查询 GenBank 数据库

中马线粒体细胞色素 b 基因序列号(NC_001640.1)并下载

该特异性基因序列, 采用 Primer 5.0 软件设计特异性引物, 

依据碱基互补配对原则设计拖尾序列和检测探针, 引物和

探针序列如表 1 所示。 

1.3.4  胶体金纳米粒子的制备及其与探针的偶联 

采用柠檬酸钠还原氯金酸的方法[28]合成粒径约为25 nm

的胶体金纳米粒子(gold nanopspheres, AuNPs)。 

识别探针(SH-probe)与 AuNPs 的偶联 : 取 10 µL 

100 µmol/L SH-probe 与 10 µL 10 mmol/L TCEP 混合均匀, 

室温下振荡反应 1 h 后, 与 1.33 mL AuNPs 混合均匀, 室温

反应 10 min 后, 加入 500 mmol/L 柠檬酸缓冲液, 调节体系的

pH至3.0[29]。反应体系于室温孵育10 min后, 加入500 mmol/L 

HEPES 缓冲液, 将体系的 pH 调至 7.6。随后, 在 2.5 h 内逐滴

加入 2 mol/L NaCl, 使体系中 NaCl 的终浓度为 300 mmol/L, 

继续室温孵育 1 h 后, 在 8000 r/min 条件下离心 10 min, 取

沉淀重悬于缓冲液 (1 mmol/L Tris-HCl, 10%蔗糖 , 0.5% 

Tween-20, 1% BSA pH=7.6)中, 以 25 μL/cm 的量喷涂于结

合垫上, 在真空下干燥 6 h。 

1.3.5  NAH-LFS 制备及工作原理 

NAH-LFS 检测原理及结构如图 1 所示, 在组装试纸

条前, 需将生物素化的探针与链霉亲和素偶联, 通过固定

链霉亲和素大分子于 NC 膜上来间接固定探针。取 10 μL 

100 μmol/L 生物素化检测探针与 7.5 μL 1 mg/mL 的链霉亲

和素混合均匀, 并加入 23 μL的 1×磷酸盐缓冲液(phosphate 

buffer saline, PBS)缓冲液, 室温下孵育 1 h, 过多的生物素

化检测探针使用离心过滤器(8000×g, 10 min)洗涤除去, 将

最终得到的链霉亲和素-生物素-捕获探针复合物重悬于

500 μL 的 PBS 缓冲液中, 并以 0.9 μL/cm 的量喷涂于 NC

膜上形成检测线。质控线的制备和喷涂步骤与检测线类似, 

只是将检测探针替换为质控探针。核酸杂交试纸条由样品 
 

表 1  RPA-NAH-LFS 所需的引物与探针 
Table 1  Primer and probe sequences for RPA-NAH-LFS 

寡核苷酸链名称 序列(5′→3′) 参与反应 扩增长度/bp 

正向引物 Forward-primer 
*ΔATTTTTCACTGGGTTTATAGT-Spacer9-TTATCCAACCCAA

ACTTCTTTC 
RPA 380 

反向引物 Reverse-primer 
#TCGAGTGACAGCTAATGTGTGATT-Spacer9-TTGTTTTGTG

ATTAGGTGGGTG 
RPA  

识别探针 SH-probe SH-ACTATAAACCCAGTGAAAAAT* NAH-LFS  

检测探针 Biotin-Capture-probe Biotin-A (16)-AATCACACATTAGCTGTCACTCGA# NAH-LFS  

质控探针 Biotin-Control-probe Biotin-A (16)-ATTTTTCACTGGGTTTATAGTΔ NAH-LFS  

注: *标记的两条序列反向互补; #标记的两条序列反向互补; Δ 标记的两条序列碱基完全相同。 
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垫、结合垫、NC 膜、吸水纸、PVC 背板构成。各部分按图

1 所示的顺序进行组装, 每两个相邻的部分需要重叠 2 mm, 

以便于样品在试纸条上流动, 组装完成后用微电脑自动斩

切机切割成宽 4 mm 的试纸条, 室温干燥保存备用。 

使用拖尾引物进行 RPA 扩增反应, 反应结束后产生

的扩增片段两端各带一条单链 DNA 尾巴。将双拖尾的扩

增产物与上样缓冲液混合后滴加于试纸条的样品垫上, 扩

增产物在毛细管的作用下向吸水纸方向移动, 首先水合结

合垫上的 AuNPs-探针复合物, RPA 产物一端的拖尾序列可

被固定在 AuNPs 上的探针特异性识别, 形成 AuNPs-单链

尾巴与探针杂交区域-双链扩增子-单链尾巴复合物。此复

合物继续在试纸条上向吸水纸方向移动, 移动到检测线位

置时, 游离的单链尾巴会被检测线上固定的捕获探针捕获, 

使带有 AuNPs 的扩增片段在检测线上聚集。大量的 AuNPs

在检测线上的聚集会形成一条肉眼可见的红色条带, 同时

过量 AuNPs-探针复合物会被质控线上的质控探针捕获, 

同样形成一条肉眼可见的红色条带。试纸条上同时具有两

条肉眼可见的红色条带, 证明样品中存在马肉成分, 只有

质控线一条肉眼可见的条带, 证明样品中不存在马肉成分; 

当试纸条质控线不显色时, 证明试纸条已经失效。 
 

 
 

图 1  核酸杂交试纸条检测原理及结构 

Fig.1  Detection principle and structure of nucleic acid hybridization lateral flow strip 
 

1.3.6  RPA 扩增反应 

使用 TwistDX 公司的 TwistAmp Basic RPA 扩增试

剂盒进行 RPA 扩增反应 , RPA 扩增体系为 50 μL, 体系

的详细信息如表 2 所示。需要特别说明的是 , Mg2+要最

后加入 , 且加入后立即颠倒混匀 , 将 RPA 扩增体系于

39℃条件下孵育 15 min, 扩增产物用琼脂糖凝胶电泳

(agarose gel electrophoresis, AGE)和核酸杂交试纸条同

时检测。 

1.3.7  试纸条工作条件优化 

使用试纸条检测 RPA 扩增产物时, NC 膜的孔径和上

样缓冲液的类型对检测结果有较大影响, 因此, 通过实验

筛选最优的 NC 膜孔径和上样缓冲液的类型, 以提高试纸

条检测的灵敏度和特异性。 

上样缓冲液的优化: 将 10 µL 的 RPA 扩增产物与 90 µL

的不同种类的上样缓冲液混匀, 滴加于样品垫上, 5 min 后

观察结果。上样缓冲液的种类包括 0.01 mol/L 磷酸缓冲液
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(phosphate buffer, PB, pH=7.4)和 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液

(pH=5.6、7.4、8.5), 选择试纸条条带颜色清晰且背景色低

的缓冲液作为最优的上样缓冲液。 

 
表 2  RPA 反应体系 

Table 2  Recombinase polymerase amplification system 

反应成分 加入体积/µL 

缓冲液 29.5 

正向引物(10 mmol/L)  2.4 

反向引物(10 mmol/L)  2.4 

DNA 模版  2.5 

冻干酶 1 粒 

醋酸镁(280 mmol/mL)  2.5 

无菌水 10.7 

 

NC 膜的优化: 将 10 µL 的 RPA 扩增产物与 90 µL 的

缓冲液混合均匀, 滴加于由不同型号 NC 膜(流速=180、

135、90 s/4 cm)参与组装的试纸条的样品垫上, 5 min 后观

察结果, 选择试纸条条带颜色清晰且背景色低的 NC 膜型

号作为最优的 NC 膜用于后续实验。 

1.3.8  RPA-NAH-LFS 灵敏度与特异性分析 

取 1.3.1 中制备的驴肉中马肉质量百分比分别为

100.000%、50.000%、10.000%、5.000%、1.000%、0.100%、

0.010%、0.001%、0 的掺假肉样品, 提取其基因组 DNA 并

进行 RPA 扩增反应, 对扩增产物同时使用琼脂糖凝胶电泳

和 NAH-LFS 检测, 观察比较两种方法的检出限以评价

RPA-NAH-LFS 的灵敏度。 

分别从马肉、羊肉、牛肉等 10 种肉类样品中提取基

因组 DNA, 按照上述 RPA 扩增方法分别进行扩增。对扩

增产物进行 AGE 和 NAH-LFS 检测 , 观察结果以确定

RPA-NAH-LFS 的特异性。 

1.3.9  RPA-NAH-LFS 实际样品检测 

购于唐山市屠宰场、大型超市、饭店以及淘宝网的驴肉

制品共 20 份, 提取其基因组 DNA 并进行 RPA 扩增, 应用核

酸杂交试纸条进行检验, 同时使用 PCR-AGE 方法进行验证, 

以确定 RPA-NAH-LFS 的准确性与实际应用价值。  

2  结果与分析 

2.1  试纸条最优工作条件 

通过改变 NC 膜的型号以及使用不同种类的上样缓冲

液来确定试纸条的最优工作条件。实验结果如图 2 所示, 

当用 PBS (pH=7.4)作为上样缓冲液时, 试纸条显色最好。

当 NC 膜的型号为 HF135s 时, 试纸条具有相对较好的显色

结果。因此选用 NC 膜型号为 HF135s, 上样缓冲液为 PBS 

(pH=7.4)作为后续 NAH-LFS 的最优工作条件。 

2.2  RPA-NAH-LFS 特异性评价 

RPA-NAH-LFS 的特异性检测结果如图 3 所示, 只有

加入马肉基因组 DNA 的 RPA 扩增产物会产生 350 bp 的扩

增产物(图 3A), 同时可以使 NAH-LFS 的检测线呈红色, 

其余物种均不能使检测线显色(图 3B)。特异性验证结果表

明 RPA-NAH-LFS 对马源性成分特异性良好, 与常见物种

无交叉反应。 

 

 

 
注: RB1: PBS (pH=7.4); RB2: PB (pH=7.4); RB3: PBS (pH=5.6); RB4: 

PBS (pH=8.5); RB5: Tris-HCl (pH=7.4)。 

图 2  上样缓冲液(A)和 NC 膜流速(B)优化结果 

Fig.2  Optimization results for running buffer (A) and the flow rate 
of NC membrane (B) 

 

2.3  RPA-NAH-LFS 检测马源性成分的灵敏度 

使用 AGE 和 NAH-LFS 检测双拖尾 RPA 扩增产物。

琼脂糖凝胶电泳的检测结果如图 4A 所示, 当驴肉中马肉

的质量百分比为 0.100%时, 在 350 bp处有肉眼可见的条带, 

即 RPA-AGE 对驴肉中马源性成分检测的灵敏度为

0.100%。使用 NAH-LFS 检测双拖尾 RPA 扩增产物的结果

如图 4B 所示, 当马源性成分的质量百分比为 0.010%时, 

检测线处的条带颜色与阴性对照有肉眼可见的明显区别, 

而马肉质量含量为 0.001%时, 检测线条带颜色与阴性对照

无肉眼可见的区别, 因此将 0.010%定义为 RPA-NAH-LFS

检测马源性成分的最低检出限。而在现实生活中, 1.000%

以下的掺假率对于不法贩卖商家来说, 利润基本为零, 故

本研究 0.010%的灵敏度完全可以满足常规检测的需要。在

以往的研究成果中 , 掺杂掺假检测灵敏度各不相同 , 如
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ZHAO 等[30]使用 PCR 结合免疫层析试纸条检测火鸡成分, 

检测的灵敏度为 0.100%; 张媛媛通过种属 PCR 法成功检

测出 1.000%的廉价肉掺杂[31]; 陈珍金等[32]使用 LAMP 技

术可检测出羊肉制品中 0.100%的大鼠源性成分。与以往检

测产品比较, 本研究所建立方法的检测灵敏度与以往方法

相当甚至优于以往方法[33‒35], 且无需昂贵仪器, 完成整个

检测过程仅需 20 min (RPA 扩增 15 min, NAH-LFS 检测 5 min)

非常适用于驴肉制品中的马肉成分的快速检测。本研究中

建立的 NAH-LFS 是基于核酸杂交的方法识别 RPA 扩增产

物, 与传统的基于抗原抗体识别的免疫杂交试纸条方法相

比[36], 不使用抗体价格相对低廉, 探针与 AuNPs 的连接相

对简单且试纸条的稳定性更高。 

 

 
 

注: 检测物种 1~8 分别为: 驴、鸡、猪、羊、鸭、鹅、鸽子、兔; P: 阳性对照; N: 阴性对照; M: D2000 DNA marker。 

图 3  琼脂糖凝胶电泳(A)和 RPA-NAH-LFS (B)的特异性 

Fig.3  Specificities of agarose gel electrophoresis (A) and RPA-NAH-LFS (B) 
 

 
 

注: N为阴性对照; M: D2000 DNA marker; N: 阴性对照; 1: 100.000%; 2: 50.000%; 3: 10.000%; 4: 5.000%; 5: 1.000%; 6: 0.100%; 7: 0.010%; 

8: 0.001%。 

图 4  琼脂糖凝胶电泳(A)和 RPA-NAH-LFS (B)检测马源性成分的灵敏度 

Fig.4  Sensitivities of RPA-AGE (A) and RPA-NAH-LFS (B) in detection of horse derived components 
 

2.4  RPA-NAH-LFS 检测实际样品 

本研究从农贸市场、超市、饭店、淘宝网等购买驴肉及

驴肉制品 20 份, 采用建立的 RPA-NAH-LFS 方法对其进行马

源性成分检测, 同时使用PCR-AGE 方法进行验证, 结果如表

3 所示。所购买的生驴肉包括 5 份鲜驴肉样品(编号 1~5)和 5

份冷冻驴肉样品(编号 6~10), 其中 1 份冷冻驴肉样品(编号 9)

检测出马源性成分; 所采集的熟驴肉包括 5 份酱驴肉样品(编

号 11~15)和 5 份驴肉火烧样品(编号 16~20), 其中 1 份驴肉火

烧样品(编号 18)检测到马源性成分。使用 PCR-AGE 的方法

对所有的检测结果进行验证, RPA-NAH-LFS 与 PCR-AGE 的

检测结果具有 100%的一致性, 证明 RPA-NAH-LFS 是检测马

源性成分的可靠方法。在采集的这 20 份商业化驴肉样品中, 

马肉的掺假率为 10%, 掺假率相对较低。 

3  结  论 

驴肉及其制品因具有独特的风味和营养价值而备受

消费者的青睐 , 但一些不良商家为了获得更高的利润 , 

常在驴肉及其制品中掺杂马源性成分, 这种行为既损害
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消费者的经济利益和身体健康, 还会导致消费者对食品

安全性失去信心。本研究通过将双拖尾 RPA 技术与

NAH-LFS 相结合成功实现驴肉中马肉成分的高灵敏特异

性检测 [可以快速 (20 min)准确地检测驴肉及其制品中

0.010%的马肉成分]。采集市售的 20 份驴肉及其制品, 评

价 RPA-NAH-LFS 检测驴肉中马源性成分的实际应用性

能, 同时使用 PCR-AGE 方法对检测结果进行验证。本研

究所建立的方法具有操作简单、所需时间短且价格低廉

等优点, 可以作为驴肉中马源性掺假成分检测的可靠方

法。未来可以通过改变 RPA 扩增过程使用的引物对, 将

RPA-NAH-LFS 用于其他掺假成分的检测, 在食品安全领

域有较大的应用前景。 
 

表 3  实际样品检测结果 
Table 3  Testing results of practical samples 

样品编号 样品名称 样品来源 标签中的肉类成分 
检测马源性成分结果 

RPA-NAH-LFS PCR-AGE 

1 鲜驴肉 超市 1 驴肉 - - 

2 鲜驴肉 超市 3 驴肉 - - 

3 鲜驴肉 农贸市场 1 驴肉 - - 

4 鲜驴肉 农贸市场 2 驴肉 - - 

5 鲜驴肉 农贸市场 3 驴肉 - - 

6 冷冻驴肉 超市 1 驴肉 - - 

7 冷冻驴肉 超市 1 驴肉 - - 

8 冷冻驴肉 超市 2 驴肉 - - 

9 冷冻驴肉 超市 3 驴肉 + + 

10 冷冻驴肉 超市 4 驴肉 - - 

11 酱驴肉 超市 2 驴肉 - - 

12 酱驴肉 农贸市场 1 驴肉 - - 

13 酱驴肉 农贸市场 3 驴肉 - - 

14 酱驴肉 饭店 1 驴肉 - - 

15 酱驴肉 淘宝网 驴肉 - - 

16 驴肉火烧 饭店 1 驴肉 - - 

17 驴肉火烧 饭店 2 驴肉 - - 

18 驴肉火烧 饭店 3 驴肉 + + 

19 驴肉火烧 淘宝网 驴肉 - - 

20 驴肉火烧 淘宝网 驴肉 - - 

注: +代表马源性成分阳性, -代表马源性成分阴性。 
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