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3组常见马源性成分鉴定引物特异性和 

灵敏度比较 

夏慧丽 1, 马新宇 2, 潘映秋 1, 黄雅芳 2, 管  峰 2* 

(1. 台州市食品检验检测中心, 台州  318000; 2. 中国计量大学生命科学学院, 杭州  310018) 

摘  要: 目的  比较筛选基于聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)技术的马源性成分鉴定方法中

高灵敏度和特异性引物。方法  选取来自国标法、专利和文献报道的 3 组马源性成分鉴定引物, 比较其灵敏

度和特异性, 筛选高灵敏度和特异性引物。结果  3 组引物的灵敏度和特异性存在差异, 以线粒体 DNA 为靶

标的Ⅱ组马源性成分鉴定引物的特异性和灵敏度优于分别以线粒体和核基因组DNA为靶标的马驴通用鉴定引

物, 检出最低限度均满足检测需求。结论  通过比较马源性成分鉴定的 3 组 PCR 引物, 以线粒体 DNA 为靶

标的Ⅱ组马源性成分特异性鉴定引物可作为马成分鉴定的首选, 线粒体和核基因组靶标联合可提高马成分鉴

定的准确性并可用于杂交种鉴定, 为马源性成分及产制品鉴定提供了一定基础。 
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Comparison of specificity and sensitivity of common primers for 
identification of horse derived components in 3 groups 
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ABSTRACT: Objective  To compare and screen the highly sensitive and specific primers in polymerase chain 

reaction (PCR) based methods for identification of horse derived components. Methods  Three groups of primers 

for identification of horse derived components from Chinese national standard method, invention patent and literature 

report were selected, and the sensitivity and specificity were further compared to screen highly sensitive and specific 

primers. Results  The sensitivity and specificity of the 3 groups of primers were different. In addition, the specificity 

and sensitivity of the primers group Ⅱ for horse specific identification with mitochondrial DNA as targets were better 

than those of other 2 pairs of primers, which were universal primers for identification of donkey and horse with 

mitochondrial and nuclear genomic DNA as targets, respectively. The limits of detection for all the primers met the 

market detection demands. Conslusion  The specific primers of group II using for horse derived components 

identification targeting mitochondrial DNA can be used as the first choice for identification of horse components by 
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comparing 3 groups of PCR primers. Furthermore, the combination of mitochondrial and nuclear genome targets can 

improve the accuracy of horse components identification, which can be used for hybrid identification. These results 

provide a basis for the identification of horse derived components and products. 

KEY WORDS: horse derived component; authenticity identification; primers; specificity; sensitivity 
 
 

0  引  言 

食品安全问题一直以来都备受关注, 在 2000 年第 53

届日内瓦世界卫生大会上被列为世界卫生组织工作的重中

之重。2013 年欧洲爆发“马肉风波”引起了世界范围内对于

食品掺假问题的严重关切和讨论[1‒3]。近年来, 全球范围内

屡屡曝光的肉类食品掺假和安全问题, 给整个行业造成了

巨大经济损失和安全信任危机, 加强食品安全监管尤其是

动物源性成分的真伪鉴定成为食品监测领域的一项重要任

务。随着马在农业生产中地位的改变和人们消费的多样化, 

马肉及加工产品逐渐进入大众消费市场[4‒5]。另一方面, 同

为马属动物的驴不仅是大众消费肉类的来源, 更是阿胶等

高价值产品的原料来源, 在消费市场比马具有更高的附加

值。加上马和驴有着较近的亲缘关系, 马源性成分成为冒

充驴成分尤其是驴皮阿胶的重要掺伪来源, 因此无论从技

术上还是诸多产品中都需要二者的鉴定[6‒9], 马源性成分

成为市场监管中重要的检测对象[10‒14]。 

针对国内外出现的涉及马和驴产制品掺伪相关问题, 

传统鉴定肉类掺假及物种成分的方法如感官鉴定和理化鉴

定等, 其准确度和检测效率及检测技术标准方面都不能满

足如今市场监管的需要[10,15‒19]。生化分析技术如高效液相

色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)和

酶联免疫法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)等

也因仪器昂贵或检测需要特定抗体等, 存在样品鉴定费用

高、技术优化烦琐等问题而难以普遍推广应用[20]。分子鉴

定技术由于具有检测速度快、重复性好、灵敏度高和特异性

强等优点, 成为物种鉴定领域中马属动物鉴定广泛应用的

方法[12,21‒23], 国家标准方法 GB/T 21107—2007《动物源性饲

料中马、驴源性成分定性检测方法 PCR 方法》和团体标准

T/CAAA 060—2021《驴肉及其制品中马源性成分测定实时荧

光 PCR 法》就是其中之一。另外, 还有发明专利技术和文献

报道, 都为马属动物鉴定提供了重要技术参考[24‒27]。近年来

发展起来的用于未知成分鉴定的 DNA 条形码技术在马属动

物成分鉴定中也发挥了重要作用[28‒31]。一方面, 这些基于普

通聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)技术平台

开发的鉴定方法都具有适用范围广和易于推广应用等优点; 

另一方面, 这些检测引物和靶标更是开发高通量检测以及定

量检测技术的重要物质基础, 但是这些报道材料中诸多引物

组合和不同检测靶标让技术人员难以抉择。为了从中筛选高

灵敏和特异性更好的引物并深入发掘马成分鉴定特异性靶基

因, 本研究比较筛选来自国家标准方法、专利和最近文献的 3

组马源性成分鉴定引物, 其分别具有强制性、实用性和新颖

性的特点, 目的在于选出特异性和灵敏度最优的鉴定引物和

靶基因, 为后续建立多重鉴定方法和定量检测提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

3 份马 (Equus caballus)血样于 2019 年采自新疆 , 

DNA 提取后冷冻保存; 马肉 7 份和马肠 3 份为 2021 年收

检产品; 肉牛(Bos taurus)、奶牛(Bos taurus)、山羊(Capra 

aegagrushircus)、绵羊(Ovis aries)、驴(Equus asinus)、狼

(Canis lupus)、岩羊(Pseudois nayaur)、鸡(Gallus gallus)和

鸭(Anas gracilis)肌肉组织为实验室保存样品。 

动物组织DNA提取试剂盒(货号 4005050, 杭州新景生

物技术有限公司); 蛋白酶 K (20 mg/mL)、核酸染料 Gelred 

(10000x)(杭州新景生物技术有限公司); Taq 酶(5 U/µL, 美国

Thermo Scientific Fisher 公司); 琼脂糖[分析纯, 生工(上海)

生物技术有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

PTC 200 PCR 仪(美国 MJ Research 公司); Mini-Sub 

Cell GT 水平电泳系统(美国 Bio-Rad 公司); Nanodrop2000

微量核酸蛋白分析仪(美国 Thermo Scientific Fisher 公司)。 

1.3  引物来源 

用于本研究测试的 3 组马源性成分鉴定引物分别来

自 GB/T 21107—2007、发明专利[24]和文献[32]。3 组引物

都是基于普通 PCR 平台的方法, 前两者以线粒体 DNA 

(mtDNA)为靶标, 后者基于马驴细胞核保守基因肌肉肌酸

激酶(muscle creatine kinase, MCK)为靶标, 其扩增产物大

小分别为 294、456 和 217 bp。另外, 还使用一组包含 4 条

引物用于本研究样品鉴定的 DNA 条形码[31]。其全部引物

序列如表 1 所示。 

1.4  方  法 

1.4.1  样品 DNA 提取和质量检测 

血液和肌肉组织样本 DNA 提取使用动物组织 DNA

试剂盒, 参照说明书进行 DNA 提取。马肠样品则横切后剪

取肌肉、血块和其他不同组织填充物适量, 混匀后取适量, 

用生理盐水浸泡冲洗 2~3次后进行DNA提取, 最后用试剂

盒中 TE 缓冲液溶解 DNA, 使用核酸分析仪检测 DNA 质

量, 置于 4.0℃保存备用。 
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1.4.2  待测样品物种的 DNA 条形码检测 

为验证 DNA来源样品物种成分是否与记录名称一致, 

对所有提取样品的 DNA 参照文献[31]使用通用 DNA 条形

码进行鉴定。产物送至杭州擎科生物科技有限公司直接双

向测序, 测序结果编辑校正, 通过 NCBI 网站(http: //blast. 

ncbi.nlm.nih.gov)的 BLAST 工具进行对比 , 相似度大于

98.0%即为鉴定到种[33‒34]。 

1.4.3  3 组引物 PCR 优化及特异性和灵敏度分析 

本研究在使用相同试剂和仪器的前提下, 对测试引物进

行温度梯度优化, 并在最优温度下测试比较各组引物的特异性

和灵敏度。依据文献设定马Ⅰ、马Ⅱ和 MCK 基因引物的退火温

度区间, 设置温度梯度, 通过比较琼脂糖凝胶电泳扩增产物的

亮度和预期条带大小, 判定最适退火温度。PCR 程序和温度梯

度设置详见表 2, 在梯度范围内 PCR 仪自动分配为 8 个梯度。 

PCR反应以 20.0 μL为基本体系, 组分包括: 10×buffer 

2.0 μL、25 mmol/L 的 dNTP mixture 1.6 μL、25 mmol/L 的

MgCl2 2.0 μL、10 µmol/L 的上下游引物各 1.0 μL、5 U/µL

的 Taq 酶 0.4 μL、模板 DNA 3.0 μL, 补充 ddH2O 至 20.0 μL。 

取 5 份经鉴定的马 DNA 等量混合, 混匀后进行浓度

测定, 用于引物特异性和灵敏度测试。PCR 特异性测试以

肉牛、奶牛、山羊、绵羊、驴、狼、岩羊和鸡鸭 DNA 为

对照。同时, 对浓度测定后的混合样本连续 10 倍梯度稀释

至 0.00636 ng/μL, 进行 PCR 灵敏度测试。电泳结果以阳性

PCR 产物在相同含量 Gelred 染料的 2.0%琼脂糖凝胶成像

系统的亮度和条带有无判定特异性和灵敏度。 

2  结果与分析 

2.1  DNA 提取和条形码鉴定结果 

对所有提取样品 DNA 在 24 h 后进行质量检测, 测得

OD260/280 值在 1.73~2.21 之间, 平均 1.96±0.24, 表明 DNA

质量满足进一步 PCR 分析的需要。对样本 DNA 使用 DNA

条形码引物进行 PCR 扩增, 产物大小与预期长度 680 bp

一致(图 1), 适于测序分析。 

 
表 1  马属动物鉴定的引物信息 

Table 1  Primers information for identification of equine species 

引物名称 序列(5’-3’) 产物/bp 

国标法Ⅰ组 TGCCACAGTTGGATACATCAAC ATTGAGATTAGGCGATTGTT 294 

专利Ⅱ组 CACAGCCCTGGTAGTCGTACA TGTCCGCCGATTCATGTTAGT 456 

MCK 基因 TCATCGTAGCATCGAGGGGA AGCAGAGCAGGAAGGGAGT 217 

Fish F2-t1 TGTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC 680 

Fish R2-t1 CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA  

F2-t1 TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC  

FR1d-t1 CAGGAAACAGCTATGACACCTCAGGGTGTCC  

 
表 2  3 对引物的 PCR 程序 

Table 2  PCR procedures for 3 sets of primers 

引物 温度梯度/℃ PCR 程序 

马Ⅰ 55±12 94.0℃预变性 5 min; 94.0℃变性 60 s, 退火 60 s, 72.0℃延伸 60 s, 共 35 个循环。72.0℃延伸 6 min 

马Ⅱ 55±14 94.0℃预变性 5 min; 94.0℃变性 45 s, 退火 45 s, 72.0℃延伸 45 s, 共 35 个循环。72.0℃延伸 6min 

MCK 基因 55±12 94.0℃预变性 5 min; 94.0℃变性 45 s, 退火 45 s, 72.0℃延伸 45 s, 共 35 个循环。72.0℃延伸 6 min 

注: 温度梯度设置以 55℃为基准, 设置浮动温度后, 默认自动分配的温度。 

 

 
 

注: 泳道 M 为 DNA 标准物, 下同; 泳道 1~3 为马肠; 泳道 4~6 为 

马血; 7~9 泳道为马肉; 泳道 10 为驴。 

图 1  马属动物样本的 DNA 条形码检测 

Fig.1  DNA barcoding results of equine samples 

将电泳检测的马来源样本的阳性PCR产物进行直接双

向测序, 结果表明测序峰值图分型清晰, 无杂峰和双峰, 部

分结果如图 2所示, 测序结果编辑查验后进行BLAST比对。 

根据比对序列的覆盖率和相似度, 13 个样品实际测序

得到片段长度在 650~718 bp 之间, 对比结果显示匹配度和

覆盖率分别大于 99.3%和 98.0%, 且相似率≥98.3%的样品

有 10个, 均为马血和马肉, 对应 JQ340135.1、GU734785.1、

MK449357.1、JN398453.1、HQ439450.1 和 EF597514.1, 6

个匹配序列均为马基因组序列; 3 个马肠样品的匹配度分

别为 97.1%、95.7%和 96.6%, 覆盖率在 85.12%~93.24%
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之间, 相似率分别为 95.2%、92.2%和 96.8%, 对应序列也

均为马属动物。根据样品成分分析结果, 推测马肠样品匹

配度较低的原因可能是马肠中含有的其他非肉类填充成分, 

在使用 DNA 条形码引物扩增时受到其他 DNA 竞争或抑制

剂影响, 造成匹配率和覆盖率降低, 在测序结果中部分区

段产生双峰, 也可能由于马肠样品脂肪含量较高, 提取的

DNA 中存在较多蛋白类 PCR 抑制剂影响扩增给对比带来

不利影响。 

2.2  温度优化结果 

依据温度梯度 PCR 产物电泳结果, 3 组引物马Ⅰ、马Ⅱ

和 MCK 基因引物均获得预期大小的 PCR 产物, 分别对应

在 Marker 分子量的 300、500 和 200 bp 附近(图 3)。由图 3

可知, 引物马Ⅰ的退火温度在 51.5和54.0℃时电泳条带明亮

清晰, 选取退火温度 54.0℃进一步分析。 

引物马Ⅱ的退火温度为 50.5 和 53.7℃时电泳条带明亮, 

选取退火温度 53.7℃进一步分析。引物 MCK 基因引物的

PCR 适宜退火温度为 59.5 至 62.1℃时电泳条带明亮, 选取

退火温度 60.0℃进一步分析。 

2.3  引物特异性分析 

在确定最佳退火温度后, 使用肉牛、奶牛、山羊、绵

羊、驴、狼、岩羊和鸡鸭 DNA 进行特异性测试, 马 DNA

为阳性对照。使用上述 3 对引物分别对测试物种 DNA 进

行 PCR 扩增。 

引物马Ⅰ扩增产物电泳结果显示, 驴和马样品 DNA 均

能扩增出明亮特异性条带, 而其他物种均未扩增出条带, 

说明引物对马属动物具有良好的特异性, 结果见图 4。 

使用引物马Ⅱ的 PCR 产物电泳结果显示, 只有马样

品 DNA 扩增出明亮特异性条带, 而驴 DNA 样品扩增出

多条非特异性产物且均小于马 DNA 扩增产物及预期

456 bp 条带, 而其他物种均未扩增出条带, 说明马Ⅱ引物

不但具有较好的特异性还能特异性区分马源性成分, 结

果见图 5。 

 

 
 

图 2  测序峰值图 

Fig.2  Sequencing figure of peak chart 
 
 

 
 

图 3  引物马Ⅰ(A)、马Ⅱ(B)和 MCK (C)温度梯度电泳结果 

Fig.3  Electrophoresis results of primer horse I (A), horse Ⅱ (B) and MCK (C) temperature gradient 
 
 

 
 

图 4  引物马Ⅰ特异性检测电泳结果 

Fig.4  Electrophoresis results of primer horse I specific detection 

 
 

图 5  引物Ⅱ特异性检测电泳结果 

Fig.5  Electrophoresis results of primer II specific detection 
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使用 MCK 基因引物扩增的 PCR 产物电泳结果显示, 

驴、猪、羊和马的 DNA 均能被扩增出条带, 马和驴 DNA

扩增产物与预期 217 bp 大小一致, 但猪和羊 DNA 扩增产

物明显为非特异性扩增, 说明该引物特异性不高, 电泳结

果见图 6。 

 

 
 

图 6  引物 MCK 特异性检测电泳条带 

Fig.6  Electrophoresis bands of primer MCK specific amplification 
 

综上可见, 3 对用于马属动物鉴定的引物中, 引物马Ⅰ

可以特异性的鉴定马和驴, 无其他物种的非特异性扩增, 

但是不能区分马和驴; 引物马Ⅱ可以特异性扩增马 DNA 样

品及非特异性扩增驴 DNA, 未检测到其他非特异性扩增, 

可以从产物大小及有无区分马和驴成分; 而 MCK 基因引

物除了特异性扩增马和驴 DNA 外, 还能非特异性扩增猪、

羊等物种。本部分测试中, 尽管引物马Ⅰ具有高度特异性, 

但本组引物基于马驴通用物种设计, 不能区分两个物种, 

而引物马Ⅱ则可实现二者的差异鉴定, 在物种鉴定方面更

具优势。另一方面, 这两组引物均为母系遗传物质 mtDNA

引物, 实际鉴定中不能鉴定杂交种(骡)的父本来源。 

2.4  灵敏度分析 

依据 3 对引物的特异性分析结果, 优先选取引物马Ⅰ

和Ⅱ组引物进行灵敏度测试。连续梯度稀释的混合 DNA 样

品扩增结果显示, 在 2%琼脂糖凝胶中, 梯度稀释的 DNA

模板 PCR 扩增产物亮度呈现连续变化, 当稀释至 PCR 反

应体系中 DNA 质量浓度 0.0636 ng/μL 时马Ⅱ组引物仍可见

能判定结果的条带, 而引物马Ⅰ的检测限度在 PCR 体系中

的质量浓度在 0.0636~0.00636 ng/μL 之间, 而 MCK 基因引

物质量浓度在 0.0636 ng/μL 时凝胶成像系统已无可见电泳

条带。引物马Ⅰ和Ⅱ组无论从 PCR 体系中 DNA 总量还是质

量浓度计算, 均能满足 DNA 检出限为 0.1%的要求, 引物

马Ⅱ组灵敏度检测结果见图 7。引物Ⅰ和引物Ⅱ的灵敏度均高

于细胞核基因 MCK, 这可能与肉类来源的基因组中

mtDNA 的拷贝数远高于核基因拷贝数以及在加工产品中

前者稳定性更好有关[35‒36]。 

3  讨论与结论 

食品掺伪由来已久, 中国自古就有“挂羊头卖狗肉”的

说法。而自古对食品掺伪的检测监督也应运而生, 从较早的 

 
 

注: 泳道 M 为 DNA markerC, 泳道 1~7 位连续稀释 DNA 产物。 

图 7  引物Ⅱ浓度梯度电泳结果 

Fig.7  Electrophoresis results of primer II concentration gradient 

 
感官检验到理化鉴定再到基于物种特异性 DNA 分子的鉴

定 , 检测技术与食品掺伪手段形成螺旋式上升的发展趋

势。如今, 分子检测鉴定成为当前食品真伪检测鉴定的主

要技术, 并且不断发展创新, 衍生出诸多基于 DNA 检测的

联合应用技术, 如结合 DNA 扩增的双拖尾重组聚合酶恒

温扩增与核酸杂交试纸条联合的马源性成分检测技术[23], 

以及团体标准 T/CAAA 060—2021 和其他物种的同类检测

技术等。一方面, 这些基于 DNA 分析的物种鉴定技术多以

PCR技术为基础, 选用mtDNA靶标开展鉴定研究, 经过多

方面体系优化和靶标具有的多拷贝和热稳定性优势, 形成

了马属动物物种鉴定完整的技术体系。另一方面, 如本研

究中选用的国标法和专利法均以 mtDNA 靶标为鉴定对象, 

在与近源物种驴的鉴别中存在交叉反应, 同时存在难以鉴

定马驴杂交种和无法定量及多物种同步检测的不足, 需要

对这些检测靶标进一步优化并组建多重检测体系。在选择

这些同类技术作为参考时又给研究人员带来困惑, 对诸多

引物的特异性和灵敏度不清而难以抉择。如今, 随着农牧

业发展, 马属动物的应用价值逐步转向食品产业且成为国

际贸易和食品安全监管中重要的物种鉴定对象之一。同时, 

与驴较近的亲缘关系以及杂交种群的存在, 使得马也成为

保健品掺假防控中重要的监管对象[6‒7,20,32]。近年来, 尽管

已有诸多马属动物的物种鉴定研究报道 [6‒7,9,37], 也有如

SN/T 3730.5—2013《食品及饲料中常见畜类品种的鉴定方

法 第 5 部分: 马成分检测实时荧光 PCR 法》和 SN/T 

3730.4—2013《食品及饲料中常见畜类品种的鉴定方法 第

4 部分: 驴成分检测实时荧 PCR 法》等标准, 但伴随着市

场监管需求和掺伪手段的不断变化, 针对马属动物源性成

分的检测技术方法也在不断革新, 如基于 PCR 平台发展起

来的更为高效的多重 PCR 及灵敏度更高的微流控芯片结

合检测技术等[7,32,38], 都为马属动物鉴定提供了技术参考。

因此, 比较筛选马鉴定 PCR 引物的特异性和灵敏度是该物

种检测技术优化和革新的重要基础, 本研究对组建多重

PCR 体系以及靶标筛选仍具有一定意义和应用价值。 

鉴于不断发展的分子检测技术和未来定量检测掺假

的需要, 本研究选择具有代表性的 3 组马属动物检测普通
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PCR 引物并比较测试灵敏度和特异性。结果表明, 以线粒

体基因组 DNA 为靶标的Ⅱ组马源性成分特异性鉴定引物

具有较好的灵敏度和特异性, 可作为马物种特异性鉴定的

首选和建立多重鉴定技术的靶标。但线粒体靶标也存在拷

贝数高和不能确定父系来源的不足[31,39], 其在肌肉细胞中

不确定的拷贝数和不同产品加工工艺使得其在定量检测中

难以和肌肉质量建立固定的相关关系[40‒41], 相比之下具有

单拷贝的核基因在物种定量鉴定中具有一定的优势[42]。因

此, 基于不同需求的马源性成分鉴定需要线粒体和核基因

组靶标联合应用, 以提高鉴定的准确性和灵敏度。 
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