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摘要：为了能够快速有效的检测出肉制品中牛源性成分，采用实时荧光定量 PCR 和数字 PCR 检测方法，检测肉制品中牛源成

分。先依据牛肉单复制基因组特异区域，通过多序列比对设计特异性引物与探针，再利用苯酚-氯仿法提取标准品基因组 DNA，确立

实时荧光定量 PCR 和数字 PCR 两种方法的反应条件，测定 DNA 模版纯度及浓度可得实验提取的 DNA 溶液不含杂质，在此基础上

构建牛源性成分荧光定量 PCR 标准曲线，检测两种方法的特异性、抗干扰性与肉制品中牛源性成分。分析实验结果可知，引物与探

针在两种方法中均对牛肉有荧光信号显示，两种方法具有牛源性特异性，检测数值与实际样品数值基本一致，且两种方法抗干扰性较

好，当存在其他肉类干扰时，仍可准确监测出牛源性，两种方法的最大误差分别为 3.8%和 4.0%；可定量检测不同肉制品中牛源性成

分，两种方法均未检测出样品 10 牛肉丸中牛源性成分，验证了市面上确实存在假肉情况。说明所用方法能够准确、快速地检测出肉

制品中的牛源性成分，适用于市场中肉制品的检测，对保障消费者的权益和健康具有十分重要的意义。 
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Abstract: In order to detect bovine-derived components in meat products quickly and effectively, real-time fluorescence quantitative PCR 

and digital PCR were used to detect bovine-derived components in meat products. Firstly, the specific primers and probes were designed by 

multiple sequence alignment according to the specific region of beef single replication genome, then the standard genomic DNA was extracted 

by phenol-chloroform method. Real-time fluorescence quantitative PCR and digital PCR reaction conditions were established. The purity and 

concentration of DNA template were determined and the extracted DNA solution was free of impurities. On this basis, the fluorescence 

quantitative analysis of bovine-derived components was constructed. The specificity, anti-interference and bovine-derived components in meat 

products were detected by standard curve of PCR. The results showed that both primers and probes have fluorescence signals for beef. The two 

methods have bovine origin specificity, the detection values are basically consistent with the actual sample values. The two methods have good 

anti-interference ability. When there are other meat disturbances, the bovine origin can still be accurately monitored. The maximum errors of the 

two methods were 3.8% and 4%, respectively. The bovine origin components in different meat products can be quantitatively detected. The 

bovine origin components in 10 beef balls of samples can not be detected by all methods, which verifies the market. Fake meat does exist. It 

showed that the proposed method can accurately and rapidly detect bovine-derived ingredients in meat products, and is suitable for the detection 

of meat products in the market. It is of great significance to protect the rights and health of consumers. 
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随着社会与经济的发展，人们越来越重视自身健

康，对饮食的要求也越来越高[1]。牛肉中含有丰富的

维生素、蛋白质以及高含量的叶酸，成为人们餐桌上

最常见的肉类。但随着牛肉价格不断上涨，一些不法
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商贩为谋取利润，在牛肉中加入以猪肉、鸡肉等处理

过的廉价肉类充当牛肉，造成恶劣的社会影响。因此

检测肉制品中牛源性的方法具有重要的意义[2,3]。 
目前，已经有大量的研究学者对食品中的牛源性

成分进行抽样检测，并取得了一定的研究成果。如苗

丽[4]等提出了一种基于微滴数字PCR法的肉制品成分

定量化分析方法，对实验样本进行检测，得出真实值

与测量值之间基本保持一致，能够检测出肉制品中各

种成分的含量，但是运用该方法进行检测时，对相关

操作人员的技术要求较高，在实用性方面欠佳。赵良

娟[5]等采用免疫磁珠-PCR 试纸条方法对食品中的牛

源性成分进行检测，能够快速得出牛源性成分含量，

但是提取的纯度较低，结果可靠性不高。 
针对上述传统方法存在的问题，本文将采用实时

荧光定量 PCR 和数字 PCR 方法对市场中的各种肉类

成分进行检测与分析。实时荧光定量 PCR 技术已渐渐

取代普通 PCR 技术，近年来被广泛用于检测各种肉类

源成分，通过该方法可有效鉴别肉制品掺假情况。数

字 PCR 检测方法利用微滴发生器微滴化处理肉类样

本，对生成的微滴实施 PCR 反应，通过数字 PCR 检

测器检测微滴，获取肉制品的 DNA 浓度。数字 PCR
检测方法近年来已应用于病源检测、物种鉴定以及各

类肉源成分检测等各领域。本文将两种方法融合起来，

检测肉制品中牛源性成分。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与设备 

实时荧光定量 PCR 仪选择 Bio-Rad 伯乐 PCR 仪

T100，美国 BIO-RAD 公司；SpectraMax QuickDrop
核酸蛋白定量仪，美谷分子仪器（上海）有限公司；

DY-501 型核酸电泳仪，上海精密科学仪器有限公司。 

1.2  材料与试剂 

实验材料：生鲜牛肉、鸡肉、鸭肉、鹅肉、猪肉、

羊肉、驴肉、鲫鱼和肥牛卷等，均购于某市农贸市场；

含牛肉成分的肉制品，如牛肉酱、牛肉罐头、牛肉粒、

爆牛肉片、腌熏牛肉、牛肉味香肠、牛肉灌肠、牛肉

干、午餐肉与牛肉丸等，均购于某市各大型超市。 
主要试剂：NaOH、NaCl，天津市风船化学试剂

科技有限公司；自行配制组织裂解液、氯仿-异戊醇

（24:1）、醋酸钠溶液（3 mol/L）；Tris、EDTA、十二

烷基磺酸钠，美国 sigma 公司；Tris 平衡酚，北京索

莱宝生物科技有限公司；ddPCR Master Mix、Droplet 
Generation Oil、Droplet Reader Oil，美国 Bio-Rad 公司；

异丙醇、乙醇，上海中锂实业有限公司；Premix 
Ex2×Taq™（ProbeqPCR）、pMD-18-T 载体、工程菌

DH5α 感受态细胞，康为世纪生物科技有限公司；引

物、探针，上海生工生物技术有限公司。 

1.3  引物与探针 

依据 Genebank 内公布的牛肉单拷贝 β-actin 基因

组特异区域，利用 Meglign 软件实施多序列比对，利

用保守区域与 16S rDNA 基因序列设计特异性引物与

探针。将探针的 5´端与 3´端分别用 FAM 荧光染料基

团 FAM 与非荧光淬灭基团 BHQ 标记，确保探针符合

实时荧光定量 PCR 和数字 PCR 要求。从上海生工生

物技术有限公司采购引物与探针。 

1.4  制备样品 

将新鲜肉类肌肉组织绞碎后置于烤箱中取温度

80 ℃烘干 72 h，通过组织匀浆机将样品混合均匀，混

合后的样品作为标准样品进行实验。为防止差异肉类

组织受到污染，混合处理过程中各肉类分开处理。 

1.5  提取DNA 

利用苯酚-氯仿法提取标准品基因组 DNA。将 700 
μL 组织裂解液与 20 μL 蛋白酶 K 加入待提取样品中，

将混合液振荡混匀，56 ℃水浴 2 h，添加同样份量饱

和酚后混匀，利用 Allegra 21R Centrifuge 高速冷冻离

心机以 10000 r/min 速度离心 10 min；将同样一半体积

的饱和酚与氯仿-异戊醇（24:1）加进提取的上清液中，

以同样速度混合均匀；再取混合后的上清液，将同体

积氯仿加入，混合均匀；将 2.5 倍体积与 1/10 体积的

无水乙醇与 3 mol/L 的醋酸钠溶液加入上步骤上清液

中，混合均匀后在零下 20 ℃环境中静置两小时，以

12000 r/min速度在 4 ℃环境下离心 30 min混合均匀；

将 1 mL 75%乙醇溶液加入上步骤去掉上清液后混合

溶液中，以 12000 r/min速度在 4 ℃环境下离心 10 min
混合均匀；将上清液去掉后，将 ddH2O 100 μL 溶解

DNA 加入干燥后样品中。利用 Nanodrop ND-2000 核

酸蛋白定量仪与 DY-501 型核酸电泳仪检测提取样品

DNA 含量，将样品置于零下 20 ℃存放。 

1.6  实时荧光定量 PCR方法反应条件 

利用引物与探针可得实时荧光定量 PCR 反应体

系：2×Premix Ex TaqTM（Probe qPCR）12.5 μL，最终

浓度分别为 0.25 μmol/L、0.5 μmol/L、1.05 μmol/L，2 
μmol/L 的 DNA 模板，不足量的部分加入双氧水使最

终实验反应体系容量达到 20 μmol/L。 
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实时荧光定量 PCR 反应过程为：95 ℃ 10 s、
95 ℃ 5 s、60 ℃ 20 s，循环 40 次；35 ℃ 10 s。实

验结果 Ct 值小于 30 时，判定结果呈阳性；实验结果

Ct 值大于 40 时，判定结果呈阴性；结果值在 30 到 40
间时，再次实验检测；结果与前次实验相同且结果为

对数增长时，判定结果呈阳性，否则判定结果呈阴性。 

1.7  数字 PCR方法反应条件 

数字 PCR 反应体系为：浓度为 900 nmol/L 的上

游引物 1.8 μL；浓度为 900 nmol/L 的下游引物 1.8 μL；
250 nmol/L 的探针 0.5 μL；数字 PCR 组合 10 μL；DNA
模板 4 μL；双蒸水补齐至 20 μL。利用微滴生成仪生

成微滴数量为 20000。 
数字 PCR 反应过程为：95 ℃ 10 min、94 ℃ 30 

s、60 ℃ 1 min、98 ℃ 10 min，循环 40 次；利用

QX100TM Droplet，Digital TM PCR 系统分析扩增产

物[6,7]。 

1.8  实时荧光定量 PCR 检测方法特异性和灵

敏度 

通过对牛肉、鸡肉、鸭肉、鹅肉、猪肉、羊肉、

驴肉、鲫鱼 8 种肉类 DNA 实施荧光定量 PCR 扩增，

检测牛源性成分特异性[8]。 
设定不同标准质粒梯度，利用实时荧光定量方法

对利用双蒸水稀释的不同浓度 DNA 样本分别进行扩

增，该方法能够扩增的最低稀释浓度即为实时荧光定

量 PCR 检测方法灵敏度[9,10]。 

1.9  实时荧光定量 PCR和数字 PCR检测方法

抗干扰性 

在牛肉样品最低含量为 10%时加入 10 个质量分

数 10%~100%的混合肉类样品，总质量 50 mg。采用

1.5 小节方法提取混合肉类样品 DNA，10 倍稀释混合

肉类样品后，取 4 μL 分别利用实时荧光定量 PCR 检

测方法和数字 PCR 检测方法检测其抗干扰性。 

1.10  实时荧光定量 PCR 和数字 PCR 检测肉

制品中牛源性成分 

为验证两种方法在肉制品中检测牛源性成分准确

性，取牛肉酱、牛肉罐头、牛肉粒、爆牛肉片、腌熏

牛肉、牛肉味香肠、牛肉灌肠、牛肉干、午餐肉与牛

肉丸十种肉制品通过两种方法分别进行检测[11,12]。 

1.11  数据统计分析 

采用 foxtable 软件对测试数据进行统计，并且在

实验中运用 Matlab 软件对相关数据进行预测分析，根

据数据分析结果得出相关结论。 

2  结果与讨论 

2.1  测定DNA模版纯度及浓度 

实验过程中，在对实验样本的 DNA 进行检测时，

由于各种外在因素可能会存在碳水化合物和蛋白质等

杂质，因此不能直接判定该样本是否能够直接进行检

测，需要对其进行判断，判断其 DNA 溶液是否超过

污染标准，只有符合条件的样本才能进行下一步的实

验，具体的判断标准如表 1 所示。 
表1 DNA溶液污染标准 

Table 1 DNA solution contamination standards 

项目 DNA 溶液有污染 DNA 溶液无污染 

A260/A280>1.8  无蛋白质污染 

A260/A280≤1.8 有蛋白质污染  

A260/A230>2.0  无碳水化合物污染

A260/A230≤2.0 有碳水化合物污染  

以表 1 中的判断标准为依据对待测样本进行

DNA 浓度检测，检测结果如表 2 所示。 
表2 不同肉源品种DNA浓度 

Table 2 DNA concentration of different meat source varieties 

样品名称 浓度/(ng/μL) A260/A280 A260/A230 

生鲜牛肉 211.62 1.92 2.51 

生鲜鸡肉 151.35 1.95 2.21 

生鲜鸭肉 163.55 1.92 2.39 

生鲜鹅肉 184.95 1.92 2.39 

生鲜猪肉 169.87 1.92 2.32 

生鲜羊肉 411.07 1.88 2.43 

生鲜驴肉 314.54 1.89 2.41 

生鲜鲫鱼 142.56 1.96 2.19 

分析表 2 中数据可知，在有无蛋白质污染的检测

中，所有样本的数值均大于 1.8，表明样本无蛋白质污

染；在有无碳水化合物污染的检测中，所有样本的数

值均大于 2.0，表明样本无碳水化合物污染。上述数据

表明不同肉源品种的 DNA 浓度值均符合标准，说明

样本中均不含有蛋白质和碳水化合物等杂质，符合检

测标准，可以用于检测肉制品中牛源性成分的实验中。 

2.2  构建牛源性成分荧光定量 PCR标准曲线 

实验中反应管里荧光信号实现设定域值大小时重
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复次数为实验品的 Ct 值，利用 Bio-Rad 伯乐 PCR 仪

T100中软件获取实验原始浓度对数值与Ct值间关系。

牛特异性基因最终标准曲线为：y=-3.4046x+29.708，
R2=0.994 E=96.6%，E 表示扩增效率。内参 16S rDNA
标准曲线为： 

y=-3.4074x+21.250，R2=0.998 E=96.6%。检测样

品内牛肉含量利用以下公式计算： 
]slope/)-[(10=)( beefbeefbeef dCt

beefmeatcDNA     （1） 

]slope/)-[( 16161610=)( sss dCt
totalmeatcDNA     （2） 

100×
)(
)(

=(%)
total

beef
beef meatcDNA

meatcDNA
contentmeat     （3） 

其中：cDNA(meatbeef)与 cDNA(meattotal)表示检测样品内牛

肉与全部肉类 DNA 含量，单位为(ng/μL)；Ctbeef与 Ct16 s表示引

物为牛特异性 Rd1 与 16 s 时实验品 Ct 值；dbeef表示引物为牛肉

时标准曲线截距；d16 s表示引物为 16 s 时标准曲线截距；slopebeef

表示引物为牛肉时标准曲线斜率；slope16 s表示引物为 16 s 时标

准曲线斜率[13,14]。 

2.3  实时荧光定量 PCR与数字 PCR检测方法

的牛源性成分特异性 

以牛肉、鸡肉、鸭肉、鹅肉、猪肉、羊肉、驴肉

和鲫鱼各种肉类基因实施荧光定量 PCR 与数字 PCR
扩增，实验结果见图 1 与图 2。 

分析图 1 可知，运用实时荧光定量 PCR 方法对各

种肉类进行检测时，当循环数达到 14 次时，对牛肉有

荧光信号显示，可以进行特异性扩增，但是对其他肉

类品种并没有有效扩增；分析图 2可知，运用数字PCR
方法对各种肉类进行检测时，当循环数达到 22 次时，

对牛肉的荧光信号显示逐渐明显，可以进行特异性扩

增，但是对鸡肉、鸭肉、鹅肉、猪肉、羊肉、驴肉、

鲫鱼并没有有效扩增。说明实验所用引物与探针在两

种方法中均仅对牛肉有荧光信号显示，可进行特异性

扩增，可用于肉制品中牛源性成分的有效检测[15~17]。 

 

图 1 牛源性成分实时荧光定量PCR方法特异性实验 

Fig.1 Specificity test of real-time fluorescence quantitative PCR 

for bovine derived components 

 
图2 牛源性成分数字PCR方法特异性实验 

Fig.2 Specificity of bovine-derived components by digital PCR 

2.4  实时荧光定量 PCR和数字 PCR检测方法

抗干扰性 

 

表 3 实时荧光定量PCR方法检测结果 

Table 3 Real-time fluorescence quantitative PCR detection results 

样品编号 实际牛肉含量/mg 实际其它肉类含量/mg 检测牛肉含量/mg 检测其它肉类含量/mg 检测误差/%

1 5 45 4.8 45.2 4 

2 10 40 10.1 39.9 1 

3 15 35 14.9 35.1 0.7 

4 20 30 19.9 30.1 0.5 

5 25 25 24.8 25.2 0.8 

6 30 20 30.2 19.8 0.67 

7 35 15 34.9 15.1 0.28 

8 40 10 40.2 9.8 0.5 

9 45 5 44.8 5.2 0.5 

10 50 0 50 0 0 
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表4 数字PCR方法检测结果 

Table 4 Detection results of digital PCR 

样品编号 实际牛肉含量/mg 实际其它肉类含量/mg 检测牛肉含量/mg 检测其它肉类含量/mg 检测误差/% 

1 5 45 5.2 44.8 3.8 

2 10 40 10.2 39.8 1.9 

3 15 35 15.3 34.7 1.9 

4 20 30 19.7 30.3 1.5 

5 25 25 25.3 24.7 1.1 

6 30 20 30.3 19.7 0.1 

7 35 15 35.2 14.8 0.56 

8 40 10 40.3 9.7 0.74 

9 45 5 44.9 5.1 0.22 

10 50 0 50 0 0 

为了进一步验证实时荧光定量 PCR 和数字 PCR
检测方法的有效性，将对实时荧光定量 PCR 和数字

PCR 检测方法的抗干扰性进行验证，结果见表 3、4。 
分析表 3 和表 4 中的数据可知，同样选取十种样

本，并且样本的实际牛肉含量、实际其它肉类含量、

检测牛肉含量以及检测其它肉类含量基本保持一致，

在这种情况下，实时荧光定量 PCR 检测方法除了对样

本 1 和样本 2 进行检测时，检测误差相对较大，除此

之外，检测误差均低于 1%，误差率较低；数字 PCR
检测方法虽然检测误差较实时荧光定量 PCR 检测方

法的检测误差较大，但是其检测误差也处于较低水平。

上述数据说明两种方法均不受其他肉类样品干扰，实

时荧光定量 PCR 与数字 PCR 检测方法都可实现不同

肉制品中牛源性成分定量检测[18]。 

2.5  实时荧光定量 PCR和数字 PCR检测肉制

品中牛源性成分结果 

表5 实时荧光定量PCR方法检测结果 

Table 5 Detection results of real-time fluorescence quantitative 

PCR 

样品序号 样品名称 测定含量/% 
1 牛肉酱 99.57 

2 牛肉罐头 98.95 

3 牛肉粒 97.85 

4 爆牛肉片 98.52 

5 腌熏牛肉 97.52 

6 牛肉味香肠 54.28 

7 牛肉灌肠 87.95 

8 牛肉干 32.48 

9 午餐肉 48.59 

10 牛肉丸 0 

表6 数字PCR方法检测结果 

Table 6 Detection results of digital PCR 

样品序号 样品名称 测定含量/% 
1 牛肉酱 99.87 

2 牛肉罐头 98.62 

3 牛肉粒 97.72 

4 爆牛肉片 98.11 

5 腌熏牛肉  96.98 

6 牛肉味香肠 52.19 

7 牛肉灌肠 89.58 

8 牛肉干 33.18 

9 午餐肉 46.48 

10 牛肉丸 0 

以上述实验结果为基础，运用两种方法检测市面

上十种肉制成品牛源性成分含量，结果见表 5、6。 
通过表 5 与表 6 可以看出，运用实时荧光定量

PCR 和数字 PCR 两种检测方法对十种样本进行牛源

性成分检测时，各种食品的牛源性成分含量均有所不

同，但是两种方法的结果大致相同，说明检测结果具

有可靠性。在检测结果中，可以看出运用两种均没有

检测出样品 10 牛肉丸中牛源性成分，因此说明该牛肉

丸中并无牛肉成分[19]，说明市面上确实存在假肉情

况，也验证了两种方法的检测结果的准确性。 

3  结论 

通过对牛肉单拷贝β-actin基因组特异区域合成了

基因序列特异性引物与探针，利用该引物与探针通过

实时荧光定量 PCR 方法和数字 PCR 方法对实验材料

中肉制品中牛源性成分进行检测。结果表明，两种方

法可准确检测出肉制品中牛源性成分含量，不受其他

肉类干扰；对市面上十种牛肉制品进行牛源性检测，

检测到部分牛肉制品不存在牛源性成分，说明了市面
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上确实存在假肉现象，说明实时荧光定量 PCR 与数字

PCR 检测方法都可实现不同肉制品中牛源性成分定

量检测，是有效的肉制品中牛源成分检测方法。 
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