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手持式实时荧光定量聚合酶链式反应仪现场快速

检测肉类样本猪、鸡、鸭源性成分 
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摘  要: 目的  建立适用于手持式实时荧光定量聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)仪肉类成分

检测方法, 实现肉源性成分现场快速检测。方法  本研究以猪、鸡、鸭源性成分为研究对象, 探索肉类样本前

处理工具、裂解液成分、裂解液浓度、裂解液添加量等对所提 DNA 的影响, 构建肉类样本快速预处理方法; 筛

选特异性引物和探针, 利用手持式实时荧光定量 PCR 一体机进行特异性、灵敏度、检出限验证, 绘制扩增标

准曲线; 对真实单一肉类样品和混合样品进行检测。结果  建立的肉类样本快速预处理方法 5 min 完成操作, 

提取 DNA 耗时 10 min, 提取的 DNA 满足后续实验; 猪、鸡、鸭检测体系均具有良好的特异性; 对猪、鸡、

鸭源性 DNA 成分的检出限分别为 0.010、0.001、0.001 ng/µL; 所建立的标准曲线线性关系良好, 猪肉 DNA

扩增标准曲线: Y=–3.956X+38.803, r2=0.9956; 鸡肉 DNA 扩增标准曲线: Y=–3.499X+40.491, r2=0.9909; 鸭肉

DNA 扩增标准曲线: Y=–3.961X+39.192, r2=0.9962; 对 28 份肉类样本检测, 成功率为 100%。结论  本研究建

立的方法可用于在手持式实时荧光定量 PCR 一体机上对猪、鸡、鸭肉类样本的快速、准确检测, 为肉类食品

的市场监管和相关执法提供有力的技术保障。 
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ABSTRACT: Objective  To develop a meat component detection method based on handheld quantitative real-time 
polymerase chain reaction (PCR) for rapid on-site identification of meat sources. Methods  This study focused on 
the pork, chicken and duck-derived components, explored the influence of the single factors of meat sample 
pretreatment tools, lysate composition, lysate concentration and lysate addition amount on the extracted DNA, and 
constructed a rapid pretreatment method for meat samples; screened specific primers and probes, used the handheld 
quantitative teal-time PCR instrument to verify specificity, sensitivity and limit of detection, and drew amplification 
standard curves; and detected the real single and mixed meat samples. Results  The established rapid pretreatment 
method for meat samples could be completed within 5 min, the DNA extraction took 10 min, and the extracted DNA 
could meet the requirements of subsequent experiments. The detection methods exhibited high specificity for pork, 
chicken and duck samples. The limits of detection of pork, chicken and duck-derived DNA components were 0.010, 
0.001 and 0.001 ng/µL. The standard curve showed a sound linear relationship. The amplification standard curve of pig 
DNA was: Y=–3.956X+38.803, r2=0.9956. The amplification standard curve of chicken DNA was: Y=–3.499X+40.491, 
r2=0.9909. The amplification standard curve of duck DNA was: Y=–3.961X+39.192, r2=0.9962. The method was 
successfully applied to detect 28 meat samples with a 100% success rate. Conclusion  These results indicate that the 
rapid meat sample pretreatment method established in this experiment can be used for the rapid and accurate detection 
of pork, chicken and duck meat on a handheld quantitative real-time PCR all-in-one machine. This approach provides 
robust technical support for monitoring and controlling meat adulteration at the retail or market level. 
KEY WORDS: rapid pretreatment; handheld quantitative real-time polymerase chain reaction; pork, chicken and 

duck-derived components; rapid detection; food authenticity; on-site detection 
 
 

0  引  言 

随着人民生活水平的提高, 肉类消费市场发展非常

迅速, 在世界范围内广受欢迎[1–2]。一些不法商家为了获得

巨大利益进行掺假, 比如 2013 年的欧洲“马肉事件”[3], 市
售的牛肉汉堡中被发现含有未标记的马肉和其他肉类成分; 
另外, 牛肉和羊肉价格昂贵, 有些商家也会将猪肉、鸭肉、

鸡肉掺入其中以高价进行售卖[4–6]; 此行为破坏了消费者

利益, 易引起宗教冲突, 更甚者会影响我国食品企业在国

际上的形象[7]。因此, 对肉制品进行掺假检测十分重要。 
目前检测肉类组织来源的方法有很多, 比如基于传

统物理学方法、光谱法、免疫学的鉴别方法、基于 DNA
生物学的分析技术[8–10]。由于传统鉴定方法的操作步骤烦

琐, 依赖实验室专业实验设备完成, 无法满足现场快速检

测的需求。随着科技的发展, 研究者逐渐开始利用恒温扩

增 技 术 进 行 肉 类 真 伪 鉴 定 , 包 括 环 介 导 等 温 扩 增

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)、重组酶聚

合酶等温扩增(recombinase polymerase amplification, RPA)
等, 等温扩增技术一般可在 30 min 内获得检测结果, 大大

缩短检测时间, 但这些方法的引物设计比较复杂, 对扩增

的环境要求较高 [11–14]。实时荧光定量聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)不依赖抗原抗体的特异性

反应, 可以实现多物种检测, 具有特异性高、灵敏度高、

检测周期短等优势, 逐渐成为肉类组织来源检测鉴定的核

心方法[15–17]。北京中科生仪公司开发了一种手持全自动封

闭式核酸实时荧光定量 PCR 分析系统(下文简称手持式实

时荧光定量 PCR 一体机)(图 1), 可现场快速实现核酸检测

(CarryOn P1000Q), 可在 60 min 内完成现场自动化核酸检

测, 能够实现“样品进, 结果出”的快速检测。 
本研究选用猪、鸡、鸭肉作为样本, 首先建立肉类样

本快速预处理方法, 再确定猪、鸡、鸭的特异性引物和探

针, 应用手持式实时荧光定量 PCR 仪进行特异性、灵敏度

和检出限实验, 构建扩增标准曲线, 同时对 28 份市售肉类

样品进行该方法的实际应用。为猪、鸡、鸭源性成分的市

场监管和相关执法提供有力的技术保障。 
 

 
 

图 1  手持式实时荧光定量 PCR 一体机 
Fig.1  Handheld quantitative real-time PCR all-in-one machine 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

猪、牛、羊、鸡、鸭、鱼肉类样本均在山西省晋中市

榆 次 区 不 同 便 民 市 场 购 买 ; 兔 [ 生 产 许 可 证 : 
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SCXK(晋)2022-0001]、鼠[生产许可证: SCXK(晋)2024-0004]
肌肉样本来源于山西医科大学实验动物中心; 猪肉鸡肉混

合样本购自超市; 人的样本取自健康人员的唾液(山西医

科大学伦理审查委员会伦理号: 2020GLL031)。 
NaOH(浓度 1 mol/L)、琼脂糖(分析纯, 上海麦克林生

化科技股份有限公司); 十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl 
sulfate, SDS)、十二烷基三甲基溴化铵 (cetyl trimethyl 
ammonium bromide, CTAB)、异硫氰酸胍(分析纯, 北京索

莱宝科技有限公司); 磁珠法核酸提取试剂盒(北京中科生

仪有限公司); Air-DryableTM Direct RNA/DNA qPCR Blood 
Mix (北京迈迪安生物科技有限公司); TaKaRa Taq Hot Start 
Version、dNTP、6×Loading Buffer、DL500 DNA Marker(大
连宝日医生物技术有限公司); 10×PCR buffer(北京博奥拓

达科技有限公司); DNeasy Blood & Tissue 试剂盒(德国

Qiagen 公司); Qubit dsDNA HS Assay 试剂盒(美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司); 溶剂为超纯水。 

1.2  仪器与设备 

QuantStudio5 实时荧光定量 PCR 仪、ProFlex PCR 热

循环仪 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司 ); CarryOn 
P1000Q 手持实时荧光定量 PCR 一体机、微流控芯片(北京

中科生仪有限公司); Magic-8 磁力架(青岛科尔德科贸有限

公司); X1 离心机(北京基因有限公司); MX-S 涡旋振荡仪

(北京大龙仪器有限公司); GelDoc XR+凝胶成像仪(美国

Bio-Rad 公司)。 

1.3  引物和探针序列筛选 

从美国国家生物技术信息中心 (National Center for 
Biotechnology Information, NCBI)基因数据库下载不同种属

基因序列, 用 clustalW 进行序列比对[18], 选择种内保守且种

间变异的区域, 使用 Primer 5.0 软件设计引物和探针。其中

内参基因(internal positive control, IPC)的引物和探针及假病

毒 DNA 由北京中科生仪有限公司提供, 引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成, 探针由湖州河马生物科技

有限公司合成; 具体信息见表 1。 

1.4  实验方法 

1.4.1  样本前处理方法的建立及验证 
(1)样本前处理方法的建立 
以 20 mg 猪肉样本为例, 构建肉类组织样本的前处理

方法。以不同前处理工具、裂解液成分、裂解液浓度、裂

解液添加量为单因素[20–22]。前处理工具: 选择剪刀剪取、

研磨钵研磨、剪刀剪取+研磨棒研磨 3 种方式。剪刀剪取

时将 20 mg 组织放在 1.5 mL 离心管中, 用剪刀直接剪约

60 次, 达到组织破碎状态, 研磨时保证肉组织为肉泥, 裂
解液成分选择 500 µL 1 mol/L 的 NaOH。裂解液成分: 肉组

织前处理后, 加入 500 µL 1 mol/L NaOH、1% SDS、1% 
CTAB、1 mol/L 异硫氰酸胍溶液。裂解液浓度: 确定裂解

液成分后, 加入 500 µL 不同浓度的裂解液。裂解液添加量: 
确定前 3 个因素后, 加入 300 µL、500 µL、1.0 mL、1.2 mL
的裂解液。处理完组织加入裂解液后, 手摇晃 1 min, 静止

30 s, 取 20 µL 上清液, 每次处理 3 次重复, 探究肉类样本

最适的快速预处理方法。 
(2) DNA 提取和定量 
人唾液样本采用 DNeasy Blood & Tissue 试剂盒说明

书上步骤提取基因组 DNA。猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉、鸭

肉、兔肉、鼠肉、鱼肉样本采用磁珠法核酸提取试剂盒

提取基因组 DNA。取 1.5 mL 的无菌无酶离心管, 加入 
 

表 1  实验所用的引物、探针信息 
Table 1  Information of primers and probes in the experiment 

引物名称 引物序列 产物大小/bp 来源 

猪 
16S rRNA 

F: 5'-ACAAATTCACCAACATAATCCCA-3' 
R: 5'-GATGTAAGCGTGTGCGAGGAG-3' 

P: 5'-FAM-ACTCCTAGCCCAATACCGGACTAATCTATTGA-BHQ1-3' 
133 新设计 

脊椎动物 16S 
rRNA 通用引物 

F: 5'-TTACGACCTCGATGTTGGATCA 3' 
R: 5'-CTCCGGTCTGAACTCAGATCAC-3' 约 105 文献[19] 

猪 cytb 
F: 5'-TGAATCTGAGGGGGCTTTTCC-3' 
R: 5'-AGGGTTGTTGGATCCGGTTTC-3' 

P: 5'-FAM-AAGCAACCCTCACACGATTCTTCGCCTT-BHQ1-3' 
138 新设计 

鸡 cytb 
F: 5'-ATACTACGGCTCCTACCTCTACAAG-3' 
R: 5'-TAGGGTGTGTCCAATGTAGGGAA-3' 

P: 5'-FAM-CTCCTCACACTCATAGCCACCGCCT-BHQ1-3' 
175 新设计 

鸭 cytb 
F: 5'-ATGAGGACAAATATCGTTCTGAG-3' 
R: 5'-GTTAGGGTTGGGTTATCCACTGA-3' 

P: 5'-FAM-TTACCAACTTATTTTCAGCCCTCCCATACAT-BHQ1-3' 
126 新设计 

IPC 
F: 5'-AGTTGCAGTGTAACCGTCATGTA-3' 

R: 5'-TCGACGAGACTCTGCTGTTAA-3' 
P: 5'-CY5-CAGTAATCTGCGTCGCACGTGTGCA-BHQ3-3' 

100 
北京中科生

仪有限公司
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10 µL 磁珠、80 µL Lysis-binding 和 20 µL 预处理好的上

清液, 混匀后涡旋振荡 1 min, 静置 30 s; 将离心管置于磁

力架上, 吸附 30 s, 待磁珠全部吸附后弃掉上清; 取下离

心管加入 100 µL Lysis-binding, 涡旋振荡 1 min, 静置 30 s; 
将离心管置于磁力架上, 吸附 30 s, 待磁珠全部吸附后弃

掉上清; 取下离心管加入 100 µL Wash1, 振荡混匀, 将离

心管置于磁力架上, 吸附 30 s, 待磁珠全部吸附后弃掉上

清 ; 保持磁力吸附状态 , 沿离心管壁缓慢加入 100 µL 
Wash2; 随后弃掉上清; 取下离心管加入 100 µL Elution, 
振荡混匀, 60 ℃孵育 3 min; 冷却至室温后, 将离心管转移

至磁力架上, 静置 3 min, 吸取上清。 
提取的人和肉类样本 DNA 使用 Qubit dsDNA HS 

Assay Kit 试剂盒进行浓度检测, 于–20 ℃冰箱保存备用。 
(3)实时荧光定量 PCR 检测 
扩增反应体系为 : Air-Dryable™ Direct RNA/DNA 

qPCR Blood Mix 6.25 µL, 10 µmol/L 的上下游引物各 1.5 µL, 
10 µmol/L 的探针 0.5 µL, 模板 15 µL, 灭菌超纯水 0.25 µL, 
总体系为 25 µL。扩增条件为: 95 ℃预变性 2 min; 进入扩增循

环, 95 ℃变性 5 s, 60 ℃退火 20 s, 45 个循环。 
1.4.2  样本前处理方法在其他种属中的应用 

将建立的方法应用于其他肉类, 如牛、羊、鸡、鸭、

兔、鼠、鱼; 使用脊椎动物 16S rRNA 通用引物和 PCR 热

循环仪扩增反应体系和程序扩增, PCR 扩增反应体系为: 
10×PCR buffer 1 µL, dNTP 1 µL, TaKaRa Taq Hot Start 
Version 0.1 µL, 10 µmol/L的上下游引物各0.5 µL, 模板6.9 µL, 
总体系为 10 µL; 扩增条件为: 95 ℃预变性 3 min, 进入PCR 循

环, 95 ℃变性 30 s, 60 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 45 s, 30 个循

环, 最后 72 ℃延伸 5 min, 4 ℃保存。 
取扩增产物 5 µL, 6×Loading Buffer 1 µL 上样 , 

DL500 DNA Marker 6 µL, 2%琼脂糖凝胶电泳, 在凝胶成

像仪下观察结果。 
1.4.3  基于手持式实时荧光定量 PCR 一体机对猪、鸡、

鸭进行检测方法的建立及评估  
(1)一体化 qPCR 扩增体系和参数  
Air-Dryable™ Direct RNA/DNA qPCR Blood Mix  

12.5 µL, 10 µmol/L 的上下游引物各 2 µL, 10 µmol/L 的探针

1 µL, 模板 25 µL, 内参的正反向引物和探针各 0.2 µL, 假
病毒 DNA 5 µL (500 拷贝), 灭菌超纯水 1.9 µL, 总体系为

50 µL。将配制好的反应混合液全部加入微流控芯片中, 用
芯片封口膜封住加样孔, 确保封口膜完全贴合并上机。扩

增条件为: 95 ℃预变性 2 min; 进入扩增循环, 95 ℃变性 5 s, 
60 ℃退火 20 s, 45 个循环。 

(2)种属特异性检验  
对各种属使用本研究建立的方法进行 DNA 提取, 并

采用试剂盒定量, 使用磁珠法核酸提取试剂盒中的洗脱

液对 DNA 进行稀释。以 100 ng 的人、猪、牛、羊、鸡、

鸭、兔、鼠、鱼的 DNA 为扩增模板, 以无菌水为阴性对

照, 分别进行猪 cytb、鸡 cytb、鸭 cytb 引物和探针特异

性检测。 
(3)灵敏度和检出限检验  
用洗脱液对 DNA 进行稀释, 保证投入的 DNA模板量

分别为 100.000、10.000、1.000、0.100、0.010、0.001 ng, 每
个模板量 3 次重复。 

(4)标准曲线建立  
用洗脱液对 DNA 进行稀释, 保证投入的 DNA模板量

分别为 100.000、10.000、1.000、0.100、0.010、0.001 ng, 以
模板 DNA 投入量为横坐标 (X, ng), 循环阈值 (cycle 
threshold valve, CT)为纵坐标(Y)作图, 绘制猪、鸡、鸭源性

DNA 扩增标准曲线。 
(5)市售肉制品的检测  
为验证所建立预处理方法和检测体系在实际肉类样

品检测中的应用价值, 从当地市场随机购买 28 份肉类样

本作为检测对象, 包括 5 份生鲜猪肉、6 份生鲜鸡肉、4 份

生鲜鸭肉、6 份生鲜牛肉、6 份生鲜羊肉和 1 份真空猪肉鸡

肉混合样本。准确称取 3 g 待检样品进行预处理操作, 采
用现行定性检测标准 NY/T 3309—2018《肉类源性成分鉴

定 实时荧光定性 PCR 法》进行检测, 检测结果显示为阳

性的样品再利用建立的一体化检测方法进行检测, 确定是

否含有猪、鸡、鸭成分。 

1.5  数据处理 

利用手持式实时荧光定量 PCR 仪自带分析软件

FTMD (v1.5), 根据测定结果, 利用 Excel 2019 软件绘制线

性关系曲线, 建立线性关系式。所有实验均做 3个平行重复。 

2  结果与分析 

2.1  样本前处理方法的建立和实时荧光定量 PCR
检测 

2.1.1  猪 DNA 样本 16S rRNA 引物探针特异性验证 
猪 DNA 样本的 16S rRNA 引物和探针仅在猪 DNA 中

呈现典型的 S 型扩增曲线, 其他种属及空白对照均为阴性, 
表明其引物和探针具有良好的特异性。 
2.1.2  不同处理工具、裂解成分、裂解浓度、裂解液添

加量分别对 DNA 提取效果的分析 
如图 2A所示, 裂解液成分为 500 µL 1 mol/L NaOH时, 

研磨钵直接研磨、剪刀剪取+研磨棒研磨、剪刀剪取均能

有效提取 DNA 并进行扩增, 且剪刀剪取的 CT 值最小; 达
到组织破碎状态时, 剪刀剪取效果最好且时间最短为 35 s, 
研磨钵研磨为 70 s, 剪刀剪取+研磨棒研磨 60 s; 最终确定

前处理为剪刀剪取。 
如图 2B 所示, 裂解液添加量均为 500 µL, 裂解成分

为 CTAB、SDS、NaOH、异硫氰酸胍, 在直接剪刀剪取 20 mg
猪肌肉组织且不经过加热裂解的情况下提取的 DNA 均可满
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足实时荧光定量 PCR 要求。CTAB 和 SDS 在同等质量分数

的浓度下, SDS 效果更好, 1 mol/L NaOH 和 1 mol/L 异硫氰

酸胍的效果不如 1% SDS, 且试剂成本高于 SDS, 综合考

虑选 SDS。 
从图 2C 可以看出, 随着 SDS 质量浓度的提高, CT 值

仅呈现微小幅度的下降, 这说明低质量浓度的 SDS 也能满

足基本的样本裂解和扩增要求。但是为了能给复杂多变的

实际样本建立足够的性能冗余, 确保 DNA 提取效率与扩

增稳定性的最优化, 综合考虑实验成本和扩增稳健性, 最
终选择 1.0% SDS。 

从图 2D 可以看出, 裂解液添加量与 CT 值呈正相关, 
表明增大裂解液的量会稀释 DNA, 降低扩增效率。但是在

实际操作过程中, 当裂解液添加量为 300 µL 和 500 µL 时, 
肉类样本含有大量脂肪和其他杂质导致裂解完的液体过于

黏稠, 不方便吸取, 综合考虑操作便利性和提取效率, 选
择 1.0 mL 为最优裂解液添加量。

 
 

 
 

图 2  不同前处理因素对提取效果的影响 
Fig.2  Influences of different pretreatment factors on the extraction efficiency 

 
综合以上结果, 本研究选择直接剪刀剪取猪、牛、羊、

鸡、鸭、兔、鼠、鱼 20 mg, 加入 EP 管中剪碎, 加入 1.0 mL
裂解液 1.0% SDS 手动摇晃 1 min, 静止 30 s 的方式进行

DNA 提取。 

2.2  样本前处理方法在其他种属中的应用和 PCR
检测 

采用上述前处理方法提取种属样本, 吸取 20 µL 上清

液对进行 DNA 提取, 用脊椎动物 16S rRNA 通用引物进行

PCR 扩增, 2%凝胶电泳图谱见图 3, 显示所有种属条带清

晰, 大小在 105 bp 左右, 所建方法良好可应用于其他种属

肉类检材。 

 
 

注: M. Marker; NTC. 空白对照。 
图 3  猪、牛、羊、鸡、鸭、兔、鼠、鱼源性成分琼脂糖凝胶电泳图 
Fig.3  Agarose gel electrophoresis of pork, beef, mutton, chicken, 

duck, rabbit, rat and fish samples 
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2.3  基于手持式实时荧光定量 PCR 一体机对猪、

鸡、鸭进行检测 

2.3.1  引物和探针的特异性验证 
使用 100 ng 的猪、人、牛、羊、鸡、鸭、兔、鼠、

鱼的 DNA 为模板, 分别使用表 1 中猪、鸡、鸭的引物和探

针进行扩增, 结果如图 4~6 所示, 在目的种属呈阳性, 其
余种属样本及空白对照均为阴性, 说明猪 cytb、鸡 cytb、
鸭 cytb 的引物和探针具有较好的特异性。 
2.3.2  灵敏度及检出限 

分别以猪、鸡、鸭 DNA 100.000、10.000、1.000、0.100、
0.010、0.001 ng 为扩增模板, 进行灵敏度检测实验。将能稳定

检出的 DNA 量用于灵敏度和检出限分析, 其中 0.001 ng 猪

DNA 在扩增时的重复性和稳定性较低, 因此未采用该数据。

当猪DNA为0.010 ng时, CT值平均值为 36.87±0.47; 鸡DNA
为 0.001 ng 时, CT 值平均值为 37.03±0.38; 鸭DNA 为 0.001 ng
时, CT 值平均值为 37.03±0.68; 因此猪、鸡、鸭的最低检出

限分别为 0.010、0.001、0.001 ng(图 7~9)。 
2.3.3  标准曲线 

进行定量检测分析时, 需要绘制标准曲线, 按照 1.4.3
中(4)的方法绘制猪、鸡、鸭源性 DNA 扩增的标准曲线。

结果如图 10 所示, A 为猪扩增标准曲线: Y=–3.956X+38.803, 
r2=0.9956; B 为 鸡 扩 增标准 曲 线 : Y=–3.499X+40.491, 
r2=0.9909; C 为 鸭 扩 增 标 准 曲 线 : Y=–3.961X+39.192, 
r2=0.9962, 建立的标准曲线线性关系良好, 可以用于定量检测。 

 
 

注: 1. 猪源性成分; 2. 鸡源性成分; 3. 鸭源性成分; 4. 牛源性成分; 5. 羊源性成分; 6. 兔源性成分; 7. 鼠源性成分; 8. 鱼源性成分;  
9. 人源性成分; 10. 空白对照, 图 5~6 同。 

图 4  手持式实时荧光定量 PCR 一体机对猪源性成分特异性测试(A)和内部阳性对照(B) 
Fig.4  Specificity test of pork component by handheld fluorescence PCR machine (A) and internal positive control (B) 

 

 
 

图 5  手持式实时荧光定量 PCR 一体机对鸡源性成分特异性测试(A)和内部阳性对照(B) 
Fig.5  Specificity test of chicken component by handheld fluorescence PCR machine (A) and internal positive control (B) 
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图 6  手持式实时荧光定量 PCR 一体机对鸭源性成分特异性测试(A)和内部阳性对照(B) 
Fig.6  Specificity test of duck component by handheld fluorescence PCR machine (A) and internal positive control (B) 

 

 
 

注: 1. 100.000 ng DNA; 2. 10.000 ng DNA; 3. 1.000 ng DNA; 4. 0.100 ng DNA; 5. 0.010 ng DNA; 6. 空白对照。 
图 7  猪源性成分检测灵敏度及检出限分析(A)和内部阳性对照(B) 

Fig.7  Analysis of sensitivity and limit of detection of pork components (A) and internal positive control (B) 
 

 
 

注: 1. 100.000 ng DNA; 2. 10.000 ng DNA; 3. 1.000 ng DNA; 4. 0.100 ng DNA; 5. 0.010 ng DNA; 6. 0.001 ng DNA; 7. 空白对照, 图 9 同。 
图 8  鸡源性成分检测灵敏度及检出限分析(A)和内部阳性对照(B) 

Fig.8  Analysis of sensitivity and limit of detection of chicken components (A) and internal positive control (B) 
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图 9  鸭源性成分检测灵敏度及检出限分析(A)和内部阳性对照(B) 
Fig.9  Analysis of sensitivity and limit of detection of duck components (A) and internal positive control (B) 

 

 
 

图 10  猪(A)、鸡(B)、鸭(C) DNA 的扩增标准曲线 
Fig.10  DNA amplification standard curve of pork (A), chicken (B) and duck (C) 

 
2.3.4  市售肉制品检测 

从市场购买的 28 份样本, 采用现行定性检测标准的

方法进行检测, 与购买的肉类种类一致。采用本研究建立

的肉类样本快速预处理方法处理样本, 按照磁珠法核酸提

取试剂盒说明书进行 DNA 提取, 然后使用手持式实时荧

光定量 PCR 一体机进行扩增。所建立的方法对 28 个样本

进行检测, 检测结果见表 2 均与实际标签相符, 结果准确

可靠。 
 

表 2  市售肉制品检测结果 
Table 2  Detection results of commercially available meat products 

商品种类 数量/份 猪检测体系阳性数/份 鸡检测体系阳性数/份 鸭检测体系阳性数/份 合格率/% 

猪肉 5 5 0 0 100 

鸡肉 6 0 6 0 100 

鸭肉 4 0 0 4 100 

牛肉 6 0 0 0 100 

羊肉 6 0 0 0 100 

猪肉鸡肉混合样本 1 1 1 0 100 
 

3  讨论与结论 

近些年来, 肉类掺假问题非常突出, 破坏了消费者的

利益, 引起宗教矛盾[23]。目前, 我国最常采用的方法是实

时荧光 PCR[24], 已经出台了相关的国家标准和行业标准, 
比如 GB/T 38164—2019《常见畜禽动物源性成分检测方法 实

时荧光 PCR 法》、GB/T 25165—2010《明胶中牛、羊、猪源性

成分的定性检测方法 实时荧光 PCR 法》、NY/T 3309—2018, 
但现行检测方法通常涉及核酸提取、PCR 反应体系配制和扩增

反应等多个独立步骤, 且需在不同实验分区中由专业人员操

作, 一个完整的检测流程耗时约 2~3 h, 对实验场地、设备

及人员专业性要求较高, 限制了其现场快速检测的应用。为
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解决这一问题, 本研究开发了基于一体化便携设备的检测

方法。与传统方法相比较, 检测设备仅重约 1 kg、内搭载电

池可持续供电 3.5 h, 实验操作流程简化, 总检测时间缩短

至 1 h 以内, 降低对操作人员的技术依赖, 且具备体积小、

重量轻、便于携带等特点, 适用于各类现场条件下的快速

检测任务。 
在进行实时荧光定量 PCR 检测前, 首先需要对样本

进行预处理, 预处理结束后进行 DNA 提取。检材预处理方

法如液氮冷冻研磨和匀浆法不适合在现场使用, 且液氮容

易使实验人员冻伤; DNA 提取方法如有机法使用化学试剂

多、实验步骤复杂、DNA 损失较大、部分试剂对人体有害、

实验过程依赖恒温水浴锅、离心机等大型设备, 严重限制

了动物源性成分在现场的快速检测[25]。本研究在样本预处

理时采用 1.0% SDS 裂解液效果较好, 可在 5 min 内完成操

作; 预处理后采用磁珠法提取 DNA, 提取一个样本的时间

总共约为 15 min, 需要的设备仅为磁力架和涡旋振荡仪。

与传统样本前处理方法相比, 此方法不需要液氮冷冻进行

研磨仅剪刀剪取; 无需苯酚、氯仿等毒性大的有机溶剂; 
也无需水浴加热裂解; 在一定程度上保护了实验人员的安

全, 节约了时间, 减少现场检测所带实验器材, 可在常温

环境下进行操作过程[26]。前处理步骤简单, 耗时短, 有利

于在现场或者是实验条件受限的环境中的进行 DNA 提取。

经此方法进行样本前处理, 所得 DNA 的质量完全满足实

时荧光定量 PCR 仪的检测。 
采用本研究的预处理和检测方法, 猪的最低检出限

为 0.010 ng, 鸡和鸭源性成分的最低检出限均为 0.001 ng。
周藏等[27]建立的多重实时荧光定量 PCR 体系对猪、鸡、

鸭的检测灵敏度为 0.010、0.010、0.001 ng; 而在本研究中, 
猪和鸭的检测灵敏度与之持平, 鸡的灵敏度有所提高。使

用本研究建立的猪、鸡、鸭的检测方法在检测猪、鸡、鸭

肉来源实际样本时, 检出率为 100%, 展示了良好的特异性

和应用潜力。 
微流控芯片 PCR 技术利用微流控器件热质量较小和

比表面积较高的特点实现快速传热, 使得微流控芯片上的

扩增时间大大缩短[28–30], 本研究的一体机扩增时间仅需约

25 min 左右, 较常规的实时荧光定量 PCR 扩增的 1~1.5 h
缩短了 50%以上。另外, 芯片为全封闭设计, 一步加样后

整个检测过程不再开盖, 减少了污染的风险。但本研究中

一体机的扩增总体积 50 µL, 体积过大, 导致试剂与模板

的消耗量较高; 此外, 现有体系尚未实现多靶标检测, 难
以满足多种肉类样本的同时检测需求。未来本研究将从两

个方向进行推进: 第一, 致力于优化扩增体系, 缩减试剂

与模板用量, 并构建猪、鸡和鸭的多重检测体系, 以显著

缩短检测时间、降低检测成本; 第二, 着力于检测范围的

拓展, 将检测对象逐步延伸至牛、羊等其他肉源性成分, 
提升该技术平台的应用广度。 

本研究针对 3 种常见肉源性成分的现场快速检测, 建
立了剪刀剪取结合裂解液裂解的预处理方法, 操作简便, 
耗时较短; 使用手持式实时荧光定量 PCR 一体机体积小, 
携带方便, 适合现场快速检测; 依托手持式实时荧光定量

PCR 一体机, 建立了猪、鸡和鸭源性成分的核酸扩增体系, 
灵敏度高、特异性良好, 能够应用于猪、鸡和鸭源性的检

测。整体方法操作简便、检测周期短, 可广泛应用于市场

监督、食品安全检测等领域, 为食品监管部门对肉类掺假

提供有力技术支持。 
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