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基于三重实时荧光聚合酶链反应构建黄牛和 
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摘  要: 目的  建立一种拥有内源质控的三重实时荧光聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)技术, 

用以快速鉴定肉和乳中黄牛和牦牛的源性成分。方法  首先对黄牛肉、牦牛肉、黄牛奶、牦牛奶等 7 种动物

产品进行特异性检测, 同时通过稀释梯度方法验证此方法的绝对检出限(limit of detection, LOD), 最后通过黄

牛和牦牛肉掺假模拟试验确定该方法的相对灵敏度。结果  该方法的特异性强, 能特异性地检测到来源于黄

牛和牦牛肉和乳的 DNA, 稳定扩增的内源质控有效地避免了假阴性结果, 本方法针对黄牛奶的绝对 LOD 为

2.5×10‒3~5.0×10‒3 ng, 针对牦牛奶的绝对 LOD 为 2.5×10‒3~5.0×10‒2 ng, 本方法对黄牛肉和牦牛肉混合肉的相

对灵敏度可达 0.1%牦牛肉。结论  所建立的三重实时荧光 PCR 方法特异性强、灵敏度高, 可实现黄牛和牦牛

源性以及内源质控的同步检测, 又能通过内源质控排除实验假阴性结果。 

关键词: 三重实时荧光聚合酶链反应; 黄牛; 牦牛; 内源质控; 特异性; 灵敏度 

Development of a method for simultaneous detection of cattle and  
yak-origin ingredients based on triplex real-time fluorescence  

polymerase chain reaction 
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ABSTRACT: Objective  To establish a triplex real-time fluorescence polymerase chain reaction (PCR) technique 

with endogenous control, and realize the rapid detection of the cattle and yak origin ingredients in meat and milk. 

Methods  Firstly, the specificity of 7 kinds of animal products, including cattle meat, yak meat, cattle milk and 
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yak milk, etc. was tested. Meanwhile, the absolute limit of detection (LOD) of the method was verified by radient 

dilution. Finally, the relative sensitivity of the method was determined by simulated adulteration test of cattle meat 

and yak meat. Results  The method was highly specific and could only detect the DNA extracted from meat and 

milk of cattle and yak. The stable amplification of endogenous control effectively avoided false negative results. 

The absolute LOD of this method were 2.5×10‒3‒5.0×10‒3 ng for cattle’s milk and 2.5×10‒3‒5.0×10‒2 ng for yak’s 

milk. The relative sensitivity of this method for mixed meat of yellow beef and yak could reach 0.1% yak. 

Conclusion  The established triplex real-time fluorescence PCR method showed high specificity, high sensitivity, 

which can realize the simultaneous detection of cattle and yak provenance and endogenous control, and can exclude 

false negative results through endogenous quality control. 

KEY WORDS: triplex real-time polymerase chain reaction; cattle; yak; endogenous control; specificity; sensitivity 
 
 

0  引  言 

牦牛是生长在海拔 3000 m 以上, 以我国高原为中心, 

毗邻于高山、亚高山地区分布的特有物种[1]。目前, 全世

界牦牛数量约 1753.5 万头, 中国有 1655.6 万头, 是世界上

拥有牦牛数量和品种(类群)最多的国家[2]。牦牛肉质紧实, 

脂肪含量低,牦牛肉的质地、蛋白质和氨基酸含量也都优于

黄牛肉, 并富含 40 多种人体所需的营养元素, 是牧区人

民主要的营养来源[3]。牦牛乳中含有 4.9%~5.3%的蛋白质, 

16.9%~17.7%的矿物质和 5.5%~7.2%的脂肪, 主要营养物

质含量显著高于黄牛乳 [4‒5], 且牦牛乳产量小, 故价格偏

高[6‒8]。丰富的营养和稀缺的资源导致牦牛肉和牦牛乳在市

场中成为紧俏商品。伴随着市场和消费者的青睐, 市场中

出现用普通牛肉和牛奶冒充或掺假牦牛肉和牦牛乳的欺诈

违法行为。动物产品的冒充或掺假行为亟需稳定可靠的动

物源性检验检测方法。目前, 动物源性检验检测方法主要

集中以下两种方法。一种是基于蛋白质进行检测, 涉及到

的技术有色谱法[9]、质谱法[10]、蛋白质组学法[8]与酶联免

疫分析法[11‒12]等, 这些蛋白质为基础的检测技术非常专一, 

但灵敏度较低, 强烈的热处理时稳定性较弱, 另一种是基

于 DNA 的聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)

的特异性和灵敏度检测动物产品中物种特异的 DNA[13‒18]。

DNA 是一种相当稳定的有机分子, 在强烈的加热处理之

后仍能保持其稳定性[19]。TARTAGLIA 等[20]基于 PCR 检测

饲料中牛源性成分, 段庆梓等[21]也基于 PCR 建立了肉中

牦牛源性成分检测方法。但 PCR 方法仍存在一定的局限性, 

实时荧光 PCR 的产生, 免去了 PCR 技术后续凝胶电泳步

骤, 同时能对整个 PCR 过程进行实时监测, 已成为一种较

普及的用于肉制品真伪鉴别的方法[22‒25]。 

但上述方法并不能区分牛的种类, 为区分牛的种类, 

冀德君等[26]建立了有关黄牛和牦牛的检测方法, 但依然存

在灵敏度不高, 或者覆盖度不高, 即存在不能区分到种内

某些品种的情况。因此郭华麟等[27]、吴姗等[28]研发了同步

检定黄牛、牦牛和水牛源性成分的三重实时荧光 PCR 技术, 

但此方法对混合样中含量较低的黄牛肉和牦牛肉的检测存

在假阴性的情况, 陈冉越等[29]研发了同步检定牛、牦牛和

水牛源性的六重实时荧光技术水牛、牦牛、黄牛、山羊、

驴和鸭的物种成分同步鉴别, 也未设计内源质控。内源质

控在实时荧光 PCR 扩增中非常重要, 成功扩增内源质控可

以推断 DNA 从样品中成功纯化, 在过程中未被降解, 和

PCR 样品中不含有妨碍成功扩增 DNA 的某些物质[30]。目

前, 基于 PCR 技术的牛源性成分检测主要用于肉及肉制品, 

乳中源性检测报道极少, 并且多源性同步检测的方法缺乏

灵敏、准确、快速, 并消除假阴性的内源质控。 

基于此, 本研究基于具有物种特异性的线粒体细胞

色素 c 氧化酶亚基 III (cytochrome c oxidase subunit III, 

COIII)基因设计同步鉴定黄牛和牦牛的引物和探针, 并增

加内源质控用于监控扩增反应是否发生继而消除假阴性, 

拟建立一种包含内源质控的三重实时荧光 PCR 方法, 用以

同步鉴定肉和乳中的黄牛和牦牛源性成分, 为有效区分市

场上的黄牛和牦牛源性成分提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鲜肉包括驴肉、黄牛肉、牦牛肉、水牛肉、羊肉、猪

肉、马肉、山羊肉、鹿肉、鹅肉; 牦牛奶购于网销市场, 均

购于购于中国锡林浩特农贸市场。鲜肉样品被切成小块, 

并在‒20℃冷冻保存, 防止 DNA 的酶降解。鲜奶在‒80℃冷

冻保存。 

TransStart Probe qPCR SuperMix(北京全式金生物技

术有限公司); qPCR 引物、探针合成(北京睿博兴科公司); 

磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, PBS)、乳化剂

(90% Triton-X 100 20 mL、95% 乙醇 125 mL、0.9 g/L NaCl 

855 mL)、MiniBEST Universal Genomic DNA Extraction 

Kit[宝生物工程(大连)有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

5418R 高速台式离心机(德国 Eppendorf AG 公司); 
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Nanodrop 2000c 核酸蛋白测定仪 (美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司); 7300plus 实时荧光 PCR 扩增仪(美国 ABI

公司); AF-06A 粉碎机(天津市泰斯特仪器有限公司)。 

1.3  方  法  

1.3.1  模拟掺假肉类混合物制备 

牛肉和牦牛肉按不同质量比例混合, 其中, 黄牛肉质

量比为 99.9%、99.0%、90.0%、70.0%、30.0%、10.0%、

1.0%、和 0.1%时, 对应的牦牛肉质量比分别为 0.1%、1.0%、

10.0%、30.0%、70.0%、90.0%、99.0%和 99.9%。为了将

来自两个产地的肉类均匀混合, 本研究使用液氮冷冻肉类, 

然后在冷冻状态下粉碎机中彻底研磨和混合 4 min。所有

样品立即保存在‒80ºC, 直到进一步分析。 

1.3.2  样品 DNA 提取 

首先, 取50 mL的待测乳样品, 在4℃条件下, 4800 r/min

离心 10 min, 弃上清, 加入 30 mL PBS 冲洗沉淀, 直至沉

淀完全混匀分布于 PBS 中。然后, 在 4℃条件下, 4800 r/min

离心 10 min, 加入 30 mL PBS 和 10 mL 乳化剂冲洗沉淀, 直

至沉淀完全混匀分布于 PBS 和乳化剂溶液中, 混溶的液体

在 40℃水浴锅中孵育 10 min。液体在 4℃条件下, 4800 r/min

离心 10 min, 保留沉淀。加入 30 mL PBS 冲洗沉淀, 直至

沉淀完全混匀分布于 PBS 中。在 4℃条件下, 4800 r/min 离

心 10 min, 沉淀物保留。沉淀物保留, 根据标准十六烷基三

甲基溴化铵(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)法[30]

提取 DNA。 

根据 MiniBEST Universal Genomic DNA Extraction 

Kit 的标准操作程序提取鲜肉和混肉中 DNA。 

肉和乳样品, 用核酸蛋白分析仪测定 OD260 nm、OD280 nm

下的 DNA 浓度和纯度。吸光度(A)比 A260 nm: A280 nm 在

1.8~2.0 之间表明提取的 DNA 适合实时荧光定量 PCR 检测。

每个样品的标准质量浓度为 100 ng/μL, 用于进一步分析。 

将乳样品 DNA 进行连续 10 倍和 2 倍序列梯度稀释, 

得到 1.0×102、1.0×101、1.0×100、1.0×10‒1、5.0×10‒2、

2.5×10‒2、1.0×10‒2、5.0×10‒3、2.5×10‒3、1.0×10‒3、1.0×10‒4、

1.0×10‒5 ng/μL 的牛奶和牦牛奶 DNA, 每个稀释度取 2 μL

用作 PCR 反应的模板。 

1.3.3  引物和探针合成 

通过 DNAMAN 软件对黄牛、牦牛和其他物种的线粒

体序列进行比对, 设计引物和探针。本研究使用了特异性

引物和探针。利用六氯-6-羧基荧光素(HEX)标记牦牛探针, 

荧光报告剂 6-羧基荧光素(FAM)标记黄牛探针, 羧基-x-罗

丹明(ROX)标记内源质控探针。引物和探针由北京瑞生物

科技有限公司合成和纯化。引物与探针序列如表 1 所示。 

1.3.4  实时荧光 PCR 反应体系建立 

建立单重和三重实时荧光 PCR 反应体系, 分别使用

该体系进行物种特异性检测和黄牛-牦牛-质控的三重实时

荧光 PCR 扩增反应, 三重实时荧光 PCR 反应体系见表 2, 

单重实时荧光 PCR 反应体系见表 3。实时荧光 PCR 反应

在光学 96 孔板进行, 用光学胶膜密封后使用 ABI 7300plus

进行实时荧光 PCR 反应, 使用以下反应程序: 94℃: 30 s, 

94℃: 5 s, 60℃: 31 s, 40 个循环(检出限检测为 45 个循环)。 
 

表 1  三重实时荧光 PCR 引物和探针序列 
Table 1  Triplex real-time fluorescence PCR primer and probe sequences 

引物和探针 长度 序列(5'-3') 片段大小/bp 最终浓度/μmol/L 

黄牛左引物 25 CTCATGCTTATCATATAGTAAACCC 

135 

10 

黄牛右引物 25 ATTTGTTGTTAGGCCAATTATTAGC 10 

黄牛探针 33 FAM-CTAACCATGTGATTTCACTTTAACTCAATGACC-TAMRA 10 

牦牛左引物 25 CTCATGCTTATCACATAGTAAATCC 

137 

10 

牦牛右引物 25 GTTGTTGTTAGGCCAATTATTAAC 10 

牦牛探针 33 HEX-TTAGCCATGTGGTTTCATTTTAACTCAACAGCT-TAMRA 10 

质控探针 25 ROX-AGCCCTTGACC(T/C)CTTAC(A/G)GGAGC-BHQ-2  10 

 
表 2  三重实时荧光 PCR 反应体系(总体积 20 μL) 

Table 2  Reaction system of triplex real-time fluorescence PCR 
(total volume 20 μL) 

试剂名称 浓度 使用量/μL

TransStart Probe qPCR SuperMix 10 μmol/L 10 

左引物 10 μmol/L 1 

右引物 10 μmol/L 1 

黄牛探针 10 μmol/L 0.5 

牦牛探针 10 μmol/L 0.5 

质控探针 10 μmol/L 0.5 

模版 DNA 100~120 ng/μL 2 

灭菌 ddH2O - 4.5 

注: -表示无此项, 表 3 相同。 

表 3  单重实时荧光 PCR 反应体系(总体积 20 μL) 
Table 3  Reaction system of single real-time fluorescence PCR  

(total volume 20 μL) 

试剂名称 浓度 使用量/μL 

TransStart Probe qPCR 
SuperMix 

10 μmol/L 10 

左引物 10 μmol/L 1 

右引物 10 μmol/L 1 

探针 10 μmol/L 1 

模版 DNA 100~120 ng/μL 2 

灭菌 ddH2O - 5 
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1.3.5  特异性检测及灵敏度评价 

采用从牦牛奶、牛奶、牦牛肉、牛肉和其他非目标物

种(水牛肉、驴肉、马肉、羊肉、猪肉、鹿肉、山羊肉和鹅

肉)中提取的 DNA, 确定三重实时荧光 PCR 检测的特异性。 

为了在实验室中模拟乳制品和肉类掺假的做法, 引入独

立的肉类混合物, 以确认该技术的认证极限。每个混合 DNA

样本使用 20 个重复, 并用统计分析对鉴定结果进行分析[31]。 

通过测定检出限(limit of detection, LOD)来评价该方

法的灵敏度。采用连续 10 倍和 2 倍连续稀释牛奶和牦牛奶

DNA 计算 LOD 值。LOD 定义为在 20 次重复测量中至少

有 19 次在 45 个循环内导致荧光信号增加的最低浓度(置信

区间: 95%)[32]。每种稀释使用 20 个重复, 用统计分析确定

灵敏度(置信区间: 95%)。 

1.3.6  扩增效率 

以牛奶和牦牛奶为样本, 在100 ng/μL~10 fg/μL的质量

浓度范围内连续稀释 DNA 提取液, 确定三重实时荧光 PCR

扩增效率。扩增效率(E)按照公式(1), 由标准曲线斜率计算。 

E/%=(10‒1/斜率‒1)×100%             (1) 

2  结果与分析 

2.1  实时荧光 PCR 检测的特异性 

黄牛特异性探针用 FAM 标记, 牦牛特异性探针用 

HEX 标记, 内源性对照探针用 ROX 标记。其中每批次提

取的 DNA 样本, 对照三重实时荧光 PCR 实验结果, 在 40

个循环之内有荧光信号的检出, 且荧光通道出现明显的扩

增曲线, 再以 Ct 值为判断依据, 当 Ct 值≤40, 说明该源性

成分有检出。 

使用设计的引物和探针从黄牛和牦牛的奶和肉中识

别黄牛和牦牛相应的 DNA。在三重实时荧光 PCR 反应中, 

如图 1A、图 1C 所示, 黄牛-FAM 的特异性扩增出现在黄

牛肉和黄牛奶中, 而质控-ROX 的扩增表明实时荧光 PCR

反应消除了假阴性结果。同样, 如图 1B、图 1D 所示, 牦

牛-HEX 的扩增出现在牦牛肉和牦牛奶中, 而质控-ROX 作

为内源对照被扩增。由图 1E、图 1F 所示, 其他非目标物

种肉均没有扩增黄牛-FAM 和牦牛-HEX。 

10 种肉及 2 种奶的三重实时荧光 PCR 检测样品 Ct 值

如表 4 所示, 黄牛肉的 Ct 值为 14.37±0.07; 牦牛肉的 Ct 值

为 14.14±0.09, 黄牛奶的 Ct 值分别为 16.23±0.15, 牦牛奶的

Ct 值为 21.75±0.16, 其 Ct 值均小于 35, 并与扩增曲线一致。

黄牛肉和黄牛奶同步稳定扩增出牛-FAM 的扩增曲线, 牦牛

肉和牦牛奶同步稳定扩增出牦牛-HXE 的扩增曲线, 扩增状

态及内源质控-ROX 的 Ct 值足以验证三重实时荧光 PCR 技

术可有效控制假阴性结果。说明该引物探针特异性强, 适用

于乳与肉中黄牛、牦牛源性成分三重实时荧光 PCR 检测。 

 

 
 

图 1  实时荧光定量 PCR 扩增曲线显示该方法在肉和乳中的特异性 

Fig.1  Real-time quantitative PCR amplification curves showed the specificity of the method in meat and milk 
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表 4  三重实时荧光 PCR 的特异性结果 
Table 4  Specific results of triple real-time fluorescence PCR 

样品 
Ct 值 a 

黄牛-FAM 牦牛-HEX 质控-ROX 

黄牛肉 14.37±0.07 - 14.61±0.19 

牦牛肉 - 14.14±0.09 13.77±0.07 

水牛肉 - - 25.81±0.47 

黄牛奶 16.23±0.15 - 16.64±0.07 

牦牛奶 - 21.75±0.16 22.38±0.40 

水牛奶 - - 21.14±0.88 

驴肉 - - - 

马肉 - - - 

羊肉 - - - 

猪肉 - - - 

鹿肉 - - - 

山羊肉 - - - 

鹅肉 - - - 

注: a 表示平均数±标准偏差; -表示未检出, 下同。 

 

2.2  实时荧光 PCR 检测的灵敏度  

用实时荧光 PCR 技术验证黄牛奶和牦牛奶后, 再以 10

倍和 2 倍连续稀释黄牛奶和牦牛奶的 DNA, 测定其灵敏度。

每种稀释使用 20 个重复, 用统计分析方法分析灵敏度。如表

5 和图 2 所示, 黄牛奶 1 和黄牛奶 2 中的检测灵敏度分别为

5.0×10‒3 ng 和 2.5×10‒3 ng(置信区间: 100%), 牦牛奶 1、牦牛

奶2中的检测灵敏度分别为2.5×10‒3 ng和5.0×10‒2 ng(置信区

间: 100%)。Ct 值的 20 个重复结果与上述扩增曲线一致。由

表 5 还可以看出, Ct 值随着 DNA 的稀释而增加。因此, LOD

结果说明基于实时荧光 PCR 分析设计的引物和探针对目标

DNA 的识别是灵敏的, 且较以往的 LOD 低[33‒35]。 

为了确定实时荧光 PCR 检测的线性, 建立以黄牛奶

和牦牛奶为样本的标准曲线。牛奶的标准曲线斜率、效率

和线性拟合系数 r2 如表 6 和图 3 所示。建立标准曲线时, 

PCR 扩增效率在 90%~110%之间, 本次实验扩增效率为

95%, 标准曲线 r2≥0.98, 表明, Ct值与DNA浓度对数之间

线性关系良好, 可用于引物和探针的定量检测。 

2.3  模拟样品的检出限 

实时荧光定量 PCR 检测方法能有效检出动物源性掺

假, 在模拟掺假过程中, 采用黄牛-牦牛-内源质控三重实

时荧光对黄牛肉和牦牛肉混合肉进行检测。如表 7 所示, 

黄牛-牦牛-内源质控三重实时荧光结果显示, 黄牛-FAM检

测到 1.0%的黄牛肉, 牦牛-HEX 检测到 0.1%的牦牛肉(置

信区间: 100%)。三重实时荧光 PCR 检测的 Ct 值随着混合

物中相应肉类成分的减少而增加。质控-ROX 在所有混合

物中均可扩增。表明三重实时荧光定量 PCR 检测方法在鉴

别肉类混合物中极低含量的目标物种方面具有较高的敏感

性和特异性。 

 
表 5  牛奶和牦牛奶的检出限结果 

Table 5  Results of LOD of cattle milk and yak milk 

样品 DNA 量/ng Ct 值 a 
阳性检出

数量 

置信 

区间/% 

黄牛奶 1

1.0×101 18.51±0.49 20/20 100 

1.0×100 22.73±0.33 20/20 100 

1.0×10‒1 27.83±0.40 20/20 100 

1.0×10‒2 31.10±0.30 20/20 100 

5.0×10‒3 31.64±0.31 20/20 100 

2.5×10‒3 - 0/20 0 

1.0×10‒3 - 0/20 0 

1.0×10‒4 - 0/20 0 

1.0×10‒5 - 0/20 0 

黄牛奶 2

1.0×101 18.02±0.44 20/20 100 

1.0×100 22.64±0.35 20/20 100 

1.0×10‒1 26.62±0.34 20/20 100 

1.0×10‒2 29.31±0.29 20/20 100 

5.0×10‒3 30.95±0.23 20/20 100 

2.5×10‒3 31.37±0.22 20/20 100 

1.0×10‒3 - 0/20 0 

1.0×10‒4 - 0/20 0 

1.0×10‒5 - 0/20 0 

牦牛奶 1

1.0×101 24.59±0.22 20/20 100 

1.0×100 28.49±0.26 20/20 100 

1.0×10‒1 31.99±0.25 20/20 100 

1.0×10‒2 35.00±1.30 20/20 100 

5.0×10‒3 37.64±0.24 20/20 100 

2.5×10‒3 38.68±0.61 20/20 100 

1.0×10‒3 39.08±0.17 2/20 10 

1.0×10‒4 - 0/20 0 

1.0×10‒5 - 0/20 0 

牦牛奶 2

1.0×101 26.25±0.53 20/20 100 

1.0×100 30.29±0.55 20/20 100 

1.0×10‒1 34.30±0.49 20/20 100 

5.0×10‒2 37.22±1.06 20/20 100 

2.5×10‒2 39.25±0.56 2/20 10 

1.0×10‒2 - 0/20 0 

1.0×10‒3 - 0/20 0 

1.0×10‒4 - 0/20 0 

1.0×10‒5 - 0/20 0 
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图 2  黄牛奶和牦牛奶检出限的扩增曲线 

Fig.2  Amplification curves of detection limits of cattle milk and yak milk 
 

因为超过 10%的掺假牛奶将是非法盈利的, 本研究认

为这种技术足以达到 5%。在本研究中, 黄牛特异性探针无

法检测出混合物中小于 1.0%的牦牛肉, 而牦牛特异性探针

在进行三重实时荧光 PCR 时, 可在混合物中检测出大于

0.1%的牦牛肉(表 7)。将三重实时荧光 PCR 反应的模板浓度

调整为 100 ng。1.0%的牦牛奶或黄牛奶含量等于 1 ng 的牦牛

或黄牛 DNA。LOD 结果表明, 牦牛特异性探针和黄牛特异性

探针能稳定地从奶中检测出 2.5×10‒3~5.0×10‒3 ng 的黄 

表 6  黄牛奶和牦牛奶的标准曲线斜率、效率和拟合系数(r2) 
Table 6  Standard curve slopes, efficiency and fitting coefficient 

(r2) for cattle milk and yak milk 

样品 r2 斜率 E/% 

黄牛奶 1 0.9936 ‒4.287 71.11 

黄牛奶 2 0.9869 ‒3.785 83.74 

牦牛奶 1 0.9967 ‒3.472 94.10 

牦牛奶 2 0.9940 ‒3.985 78.21 

 

 
 

图 3  黄牛奶和牦牛奶的标准曲线 

Fig.3  Standard curves of cattle milk and yak milk 
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表 7  三重实时荧光 PCR 的相对检出限结果 
Table 7  Results of relative limits of detection for triple  

real-time PCR 

质量/% Ct 值 a 

黄牛肉 牦牛肉 黄牛-FAM 牦牛-HEX 质控-ROX

99.9  0.1 13.39±0.05 31.95±0.69 13.62±0.03

99.0  1.0 13.52±0.04 26.63±0.21 13.61±0.02

90.0 10.0 13.56±0.04 21.64±0.40 13.70±0.05

70.0 30.0 13.60±0.04 17.80±0.34 13.62±0.03

30.0 70.0 14.09±0.05 14.48±0.17 13.63±0.02

10.0 90.0 16.56±0.37 14.07±0.06 13.64±0.03

 1.0 99.0 28.26±0.82 13.94±0.08 13.64±0.02

 0.1 99.9 - 13.85±0.08 13.63±0.02

 
牛 DNA 和 2.5×10‒3~5.0×10‒2 ng 的牦牛 DNA。然而, 在同

时进行的三重实荧光 PCR 检测时, 黄牛特异性探针未能

检测到的牦牛奶中 0.1 ng 黄牛奶 DNA。单重实时荧光

PCR 检出限与三重实时荧光 PCR 检出限的极大差异表明, 

基于所设计引物和探针的单重实时荧光 PCR 在鉴定牦牛

奶和黄牛奶时比三重实时荧光 PCR 更敏感。本研究认为

3 种不同的探针可能会在三重实时荧光 PCR 中争夺 PCR

资源。三重实时荧光 PCR 资源的限制了牦牛和黄牛特异性

探针的灵敏度。 

3  讨论与结论 

本研究基于具有物种特异性的 COIII 基因设计了可同

步鉴定黄牛和牦牛的引物和探针及消除假阴性的内源质控

探针, 并在 3 个探针上分别标记了不同的荧光信号, 在优

化三重实时荧光 PCR 的条件下, 实现了同步检测肉和乳中

牛和牦牛成分, 通过内源质控有效排除了假阴性结果。利

用所研制的引物和探针对牦牛和黄牛 DNA 的特异性、灵

敏度和模拟样品的检出限结果显示, 所建立的方法能有效

检测和鉴定等量的黄牛和牦牛的肉和乳的 DNA, 其中 , 

黄牛肉的检出限比牦牛的低, 这不是由 DNA浓度决定的, 

而是跟肉样品种类有关 , 牦牛肉比黄牛肉更瘦 , 脂肪含

量低, 蛋白质含量高。另外, 在不同种类原乳中体细胞差

异非常大 , 混乳的比例并不能体现体细胞的比例 , 用探

针通过检测不同来源的 DNA 比例指示动物产品掺假比例

的逻辑基础就不存在。其次, 牦牛乳相比牛奶乳脂含量非

常高, 提取的难度大, 尤其在混乳体系中, 高脂会影响最

终实验的一致性。最后, 在市场中较难获得牦牛乳, 本研

究只能通过藏区购买或者邮寄, 每次买到的牦牛乳的品

质差异很大, 有些甚至已经发酵, 严重影响实验一致性, 

所以本研究单重实时荧光 PCR 给出黄牛奶和牦牛的检出

限, 未能提供三重实时荧光 PCR 黄牛奶和牦牛奶混合奶

的检出限结果, 所以本研究最终选择用混肉来检测方法

的适用性, 结果显示, 单重实时荧光 PCR 的 LOD 低于三

重实时荧光 PCR, 基于所设计引物和探针的单重实时 PCR

在鉴定黄牛奶和牦牛奶时比三重实时荧光 PCR 更敏感, 这

可能是 3种不同的探针会在三重实时荧光 PCR中争夺 PCR

资源, 也即三重实时荧光 PCR 资源的限制限制了牦牛和黄

牛特异性探针的灵敏度。 

本研究对建立的三重实时荧光 PCR 进行重复验证表

明, 含有内源质控的三重实时荧光 PCR 方法检测混合样品

是可行的 , 并能获得更加精确的结果 , 是一种特异性强, 

灵敏度高, 与单重 PCR 相比, 可以在同一个反应体系中同

时分析多个目标, 与杨艳歌等[36]和任易婕等[37]多重实时

PCR 相比, 可以通过内源质控有效排除假阴性结果, 操作

步骤更加简便, 能够降低试剂用量。综上所述, 所建立的

基于内源质控的三重实时荧光 PCR 技术是一种具有特异

性高、灵敏高、有效的技术, 可实现牛和牦牛源性以及内

源质控的同步检测, 并可区分市场上的黄牛和牦牛源性

成分。值得注意的是, 本研究在建立一种基于内源质控的

三重 RT-PCR 反应体系后, 可进一步建立基于内源质控四

重甚至更多重检测体系。未来将建立完善的多重实时荧

光 PCR 方法应用于更多品种的乳与乳制品的掺杂掺假鉴

定当中 , 除了市面上备受欢迎的婴幼儿乳制品以外 , 加

工程度更高的不同品种奶酪、初乳粉、营养奶片、奶油

等产品都还需要更多的研究, 以获得更大量、更详实的实

验数据, 进一步完善源性鉴定手段; 同时本研究方法也可

应用于肉制品、深加工产品、保健食品及高档名贵的预包

装产品的检测。 
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