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高通量二代测序基因条形码技术 
在动物源性制品物种鉴定中的应用 
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摘要：该研究利用二代测序和 DNA 条形码技术对生物制品中动物源性成分鉴定方法进行探索性研究。首先对常见的哺乳动物、

禽类、鱼类物种以及多种混合样本进行了核酸提取，并利用 PCR 技术对其线粒体基因 16S rRNA 区域 354 bp 的检测位点进行扩增。

使用 Illumina Miseq 二代测序技术获取所有序列信息，并与 GenBank 数据库比对分析样本中的物种组成。结果显示，混合样品中所有

动物源性成分均得到正确鉴定；鹅和鸭核酸的最低检测下限为 0.5 ng/μL；市售商业化动物源性制品经检测发现 2 起标签不符问题。

该检测方法在一个高通量测序和结果比对分析实验周期内，实现了混合 DNA 片段序列信息的一次性获取。检测结果准确，适用范围

广，有望为动物制品标识符合性检查、打击走私等方面提供技术保障。 
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Abstract: This study used high-throughput sequencing and DNA barcoding technology to make an exploratory study on the identification 

method of animal-derived components in biological products. Nucleic acid was extracted from common mammals, avian, fish species and a 

variety of mixed samples. PCR technology was used to amplify the 354 bp detection site of the mitochondrial gene 16S rRNA region. Illumina 

Miseq sequencing technology was used to obtain all sequence information, and the species composition in the samples was compared with 

GenBank database. The results showed that all the components of animal origin in the mixed samples were correctly identified; the minimum 

detection limit of nucleic acid of goose and duck was 0.5 ng/μL; two labels of commercial products of animal origin were found to be 

inconsistent after testing. The detection method achieved a one-time acquisition of mixed DNA fragment sequence information in a 

high-throughput sequencing and result comparison analysis experimental cycle. The test results are accurate and applicable in a wide range, and 

it is expected to provide technical support for animal product identification compliance inspection and anti-smuggling. 
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近几年，国内外重大动物源性食品、生物制品安

全事件频发。2013 年初，欧盟“马肉风波”[1,2]、2018 
年上旬出现的“虹鳟三文鱼”事件[3,4]、2018 年 10 月 24 
日，中华人民共和国科技部公布处罚信息，多家国内 
著名医院和生物公司违反了人类遗传资源管理规定
[5]，将人类遗传资源违规运送出境。海关总署随后立

即开展了进出境动物源性生物材料监管相关工作。这

一领域的分子生物学检测技术基础研究和方法的建立

工作亟需开展。 
动物源性制品的掺假、标签误标、瞒标等是关系

到人类健康和社会发展的重要问题。物种鉴定方法是

非常重要的研究领域。由于具有高度遗传稳定性和种

间遗传信息特异性，线粒体 DNA（mtDNA）基因如

细胞色素 b[6-8]，12S 和 16S[9]，细胞色素 C 氧化酶 I
（COI）[10,11]，D-loop[12]等区域经常被选择作为靶基因

区域用于物种鉴定。目前，最常用的物种鉴定方法多

基于聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction，
PCR）。如常规 PCR 法[13]，实时荧光 PCR 技术（Real- 
time fluorescence polymerase chain reaction，qPCR）
[14,15]，环介导等温扩增技术（Loop-mediated isothermal 
amplification method，LAMP）[16,17]，液滴式数字 PCR
法（droplet digital PCR technology，ddPCR）[18-20]。然

而，上述检测方法均存在一定技术瓶颈，即它们都只

能针对一种已知物种信息的物种进行有针对性的检

测。如果待测样品是混合样品或完全无法预知的物种，

则这些方法均不适用。 
二代测序技术（The Next Generation Sequencing 

technology，NGS）[21]和 DNA 条形码技术（DNA 
barcode）[22-24]以其自身的技术优势迅速成为全球分类

学、生态学、进化学、遗传学等领域的研究热点。本

研究中，摆脱传统的物种鉴定的思路（使用特异性的

引物探针对某个物种进行一对一检测），综合利用这两

项新技术的优势，根据各物种线粒体基因寻找两端具

有足够保守性而中间序列具有高区分度的区域进行全

新的通用型引物设计，通过大量比对和验证来确保该

通用引物兼顾核酸扩增所需的保守性以及物种区分的

特异性。再结合二代测序的高通量能力以及后续生物

信息学分析，可以在一次测序反应中获得来自于混合

样本中所有目标片段的序列，然后将这些序列与相应

的数据库进行比对即可确定其代表物种。从而初步实

现了对复杂背景样本和未知物种样本中各种动物源性

成分信息的高通量检测。 

1  材料与方法 

 

1.1  材料与试剂 

表 1 实验中所使用的动物源性标准品信息 

Table 1 Information on animal - derived standard substances 

used in the experiments  

序号 物种名称 拉丁文 
1 牛 Bos taurus 

2 绵羊 Ovis aries 

3 山羊 Capra hircus 

4 猪 Sus scrofa 

5 鸡 Gallus gallus 

6 鸭 Anas platyrhynchos 

7 鹅 Anser anser 

8 火鸡 Meleagris gallopavo 

9 鹌鹑 Coturnix coturnix 

10 鸽子 Columba livia 

11 驴 Equus asinus 

12 马 Equus caballus 

13 水牛 Bubalus bubalis 

14 猫 Felis catus 

15 大西洋三文鱼 Salmo salar 

16 虹鳟 Oncorhynchus mykiss 

17 鳗鱼 Anguilla japonica 

18 鸵鸟 Struthio camelus 

19 袋鼠 Macropus rufus 

20 梅花鹿 Cervus nippon 

21 骆驼 Camelus bactrianus 

22 东北虎 Panthera tigris altaica 

23 黑冠长臂猿 Nomascus gabriellae 

24 狮子 Panthera leo 

本实验中所使用的动物源性标准品信息见表 1。
所有动物源性标准品均为实验室保存材料。1-18 号物

种标准品购自于 Zyagen Laboratories(美国)公司；19-24
号野生动物物种标准品由上海动物园提供。经一代测

序鉴定并确认物种信息准确性和代表性。在上海本地

超市和电商平台购置了 10 个市售商业化样本，如猪肉

火腿肠、清真鸡肉火腿肠，风干骆驼肉等，见表 6。
核酸提取试剂为美国 OMEGA 公司， M9145 
Mag-Bind® Viral DNA/RNA 96 Kit（50 μL）；核酸纯

化使用普洛麦格（北京）生物技术有限公司，Wizard 
Genomic DNA Purification kit；普通 PCR 使用宝生物

工程（大连）有限公司 Premix Taq™（Ex Taq™ Version 
2.0）；核酸定量使用美国通用医疗 GE NanoVue Plus
超微量分光光度计和赛默飞世尔科技（中国）有限公 
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司 Qubit dsDNA BR Assay Kit 核酸定量试剂盒；

Illumina Miseq 高通量测序平台相关测序试剂等。 

1.2  仪器与设备 

VeritiTM 96 梯度 PCR 仪，美国 Applied 
Biosystems 公司；Nanovue Plus 微量分光光度计，英

国 GE 公司；Invitrogen Qubit® 2.0 荧光定量仪，赛默

飞世尔科技（中国）有限公司；Life ViiA™ 7 实时荧

光定量PCR仪，美国Applied Biosystems公司；Illumina 
Miseq 高通量测序仪，美国 illumina 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  引物设计 

首先根据动物线粒体全长基因寻找两端序列具有

足够保守而中间序列具有高种间区分度的区域进行通

用型引物设计并进行后续实验优化。根据后续二代测

序平台的特点，PCR 产物的长度控制在 350 bp 左右，

这样既保证了足够的物种特异性信息量，也确保靶基

因长度符合 NGS 平台片段读取长度限制。与此同时，

通过筛选试验进一步确保该引物对不同物种核酸具有

基本相似的扩增效率。本研究重新设计、合成、优化、

筛选了该通用引物对。在理论上，利用 NCBI 在线生

物信息学软件工具（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 
cgi）进行序列搜索和比对。结果表明，该引物能有效

扩增常见哺乳动物、鸟类和鱼类的核酸。引物由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。 
表 2 通用引物序列 

Table 2 Primer sequences for universal amplification experiment 

Primer/Probe Sequence/labeling Amplicon region 

Universal-354-F TAAGACGAGAAGACCCTRTGGA Mitochondrial gene 
16S ribosomal RNA Universal-354-R TTAATCGTTGAACAAACGAACC 

1.3.2  核酸提取 
使用磁珠法 DNA 提取试剂盒对实验中所有的动

物源性样品进行核酸提取，具体操作步骤见试剂盒说

明书。使用 Nanovue Plus 微量分光光度计对 DNA 样

品的浓度纯度进行检测。每个样品同时检测 3 次取平

均值，并用无菌水将质量浓度调整至 4 ng/μL，-20 ℃
储存备用。 
1.3.3  PCR 扩增 

使用Premix Taq酶对所有动物源性样品核酸进行

PCR扩增。PCR扩增体系：TaKaRa Ex10×Ex Taq Buffer
（Mg2+ Plus）5 μL，dNTP Mixture （各 2.5 nM）4 μL，
上游引物和下游引物（终浓度 1 μM）各 0.5 μL TaKaRa 
Ex Taq 酶（5 U/μL）0.25 μL，模板 DNA 5 μL，加灭

菌蒸馏水补齐至 50 μL。PCR 扩增程序：95 ℃预变性

10 s；98 ℃变性 10 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，
35 个循环；72 ℃再延伸 2 min；4 ℃保存。PCR 产物。

每个物种的 PCR 扩增产物使用琼脂糖凝胶电泳检测。

各取 2 μL 的 PCR 产物于 1.5%的琼脂糖凝胶（含溴化

乙锭）中，电压 120 V，电泳 45 min，在凝胶成像系

统上拍照并分析引物的扩增效果。 
1.3.4  sanger 测序 

为了保证实验中所有涉及的动物源性核酸物种特

异性信息的准确，利用一代测序技术，即 Sanger 测序

法对每个单一物种的核酸进行了测序比对。进行测序

所有特定物种的准确性，每一个单一物种的 DNA 样

本都采用 Sanger 测序法进行测序。首先，根据制造商

的说明，使用 AmpliTaq Gold™360 Master Mix

（Applied Biosystems, Foster City，USA，California，
USA）扩增靶基因模板。PCR 产物采用 ExoSAP-IT
（Affymetrix Inc, Santa Clara，CA，USA）处理样本。

然后，使用 BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit（Thermo Fisher Scientific Corporation，Carlsbad，
CA，USA）进行扩增。扩增产物经过纯化步骤后，装

入 ABI3730 毛细管测序仪（美国加州福斯特市应用生

物系统公司）进行测序。最后使用 Chroma
（Technelysium Pty Ltd，South Brisbane，Australia）
和 Bioedit（http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit）对产生

的电图进行分析和可视化检查。获得的序列使用在线

生物信息学比对软件 blast（https://blast.ncbi.nlm. 
nih.gov/Blast. cgi）进行物种分析鉴定以识别每个样本

的代表性物种。 
1.3.5  二代测序 

采用 Agencourt AMPure® XP Reagent（Beckman 
Coulter）对扩增产物中的游离引物和引物二聚体进行

纯化。引入不同的 barcode 用于区分不同来源的样品。

每个文库的浓度测定均使用 Qubit®2.0 Green 双链

DNA 法。安捷伦公司的 Bioanalyzer®2100 和 Agilent 
DNA 1000 试剂盒被用于文库质量控制。根据测序覆

盖率的需要，所有已标记 barcode 的文库都应该被汇

集起来用于一次测序。最后使用美国 Illumina 公司

MiSeq 系统按照制造商的说明和步骤进行测序操作。

建库和测序均委托生工生物工程（上海）股份有限公

司完成。 
1.3.6  数据分析 
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根据重叠片段信息，利用 PEAR（v0.9.6）软件进

行 Illumina 短片段组装。然后对 fastq 文件进行处理，

生成相应的 fasta 和 qual 文件，便于在后续的标准化

数据比较分析过程中使用。使用 cutadapt 软件（v1.2.1，
https://pypi.org/project/cutadapt/1.2.1/）和 Prinseq 软件

（v0.20.4, http://prinseq.sourceforge.net/）修剪长度小于

200 bp 或大于 400 bp 的序列，去除含有歧义碱基的序

列。利用 UCHIME(v4.2.40，http://drive5.com/usearch/ 
manual/uchime_algo.html)、Usearch(version 5.2.236，
http://www.drive5.com/usearch)和 BLASTN 去除扩增

过程中产生的嵌合序列。最后使用 Usearch（version 
5.2.236，http://www.drive5.com/usearch/）将所有干净

的数据聚类到 Operational Taxonomic Units（OTU），

相似性 97%。使用 BLASTN 将每个 OTU 中丰度最高

的序列与数据库进行比对。序列的相似性和覆盖率均

满足>95%的，用于后续分类。不满足条件或有效比例

小于 0.5%的序列认定为未检出标记为未分类。 
1.3.7  模拟样本和商业化样本测序分析 

动物制品来源广泛，加工工艺多样，成分复杂。

为验证该方法在实际动物源性产品中的准确性和适用

性，在实验室内人工制作了已知成分的模拟样品并收

集了商场中销售的 10 种商业化产品进行了测序分析。 

2  结果与分析 

2.1  引物设计与扩增 

表 3 不同物种靶序列区域上下游引物比对结果 

Table 3 Comparison results of upstream and downstream primers in target sequences of different species 

序号 名称 
靶基因扩增区域(5'-3') 

基因编号 
正向引物区域 反向引物区域 

1 牛 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA MG736676.1 

2 水牛 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA AY488491.1 

3 驴 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA NC_001788.1 

4 马 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA MF925712.1 

5 绵羊 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA KR868678.1 

6 山羊 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA KR059225.1 

7 梅花鹿 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA HQ832482.1 

8 骆驼 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA NC_009628.2 

9 虎 TAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA HM185182.2 

10 鸡 TAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA MH732978.1 

11 鸭 TAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA KJ778676.1 

12 鹅 TAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA NC_011196.1 

13 火鸡 TAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA EF153719.1 

14 鹌鹑 TAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA KX712089.1 

15 鸵鸟 TAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA AF338715.1 

16 鸽子 TAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA GU908131.1 

17 袋鼠 CAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA KY996501.1 

18 三文鱼 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA AF133701.1 

19 虹鳟 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA DQ288271.1 

20 鳗鱼 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA KJ948424.1 

21 猫 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA U20753.1 

22 长臂猿 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA NC_018753.1 

23 狮子 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA JQ904290.1 
24 猪 TAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAA TTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA AF034253.1 

注：表中带下划线区域为通用引物结合区域。 

在理论上，利用在线生物信息学分析软件

（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）进行序列搜索

和比对。结果表明，该引物能有效扩增常见哺乳动物、

鸟类和鱼类的核酸。扩增出的不同物种的序列位置如

表 3 所示。另一方面，为了验证引物在实际应用中的

适用性，对实验室保存的哺乳动物、鸟类、鱼类和植
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物等常见物种特异性 DNA 样本进行了扩增。琼脂糖

电泳结果显示，所有样品均获得了明亮单一的扩增条

带，相似的灰度表明各物种核酸扩增效率基本相似，

未见非特异性扩增（图 1）。实验结果说明设计的通用

型引物对不同动物基因组中的靶基因具有较好的适用

性。与已经报道的通用引物[25]相比较，本研究中设计

优化的引物在保证了高效扩增效率和较好适用范围的

前提下，为后续测序片段比对工作提供了更为丰富的

序列信息，有助于提高物种鉴定的分辨率。

 
图 1 1-24 号物种特异性核酸 PCR 扩增产物琼脂糖电泳结果 

Fig.1 Agarose electrophoresis results of 1-24 species-specific nucleic acid PCR amplification products 

2.2  sanger 测序：鉴定物种特异性序列 

对本实验中所有涉及的动植物样本 DNA 使用通

用引物（Universal-354-F，Universal-354-R）分别进行

扩增，所得扩增产物均需要经 sanger 测序认定物种信

息。测序片段均使用 Blast 中的 Nucleotide collection
（nr/nt）数据库默认设置进行比对。24 个物种 DNA
测序结果均与数据库中比对出来的代表性物种一致。

实验结果表明，该通用引物对这 24 个哺乳动物、禽类

和鱼类样本核酸具有较广的适用范围和较高的扩增效

率。图 1 各个物种扩增产物条带亮度相似，也说明该

通用引物对不同物种核酸的扩增效率接近。确定了物

种信息的 DNA 样品用于后续的二代测序实验。所有

DNA 样本均保存于-80 ℃冰箱。 

2.3  混合 DNA 样品检测分析 

为了验证该测序鉴定方法的准确性，实验室内人

工配制了 2 组不同物种特异性 DNA 的混合样本。

Sample1：十二种动物（牛、驴、绵羊、山羊、猪、马、

骆驼、鸡、鸭、鹅、鹌鹑和猫）DNA 混合比例相同。

每个物种的最终浓度约 8.3 ng/μL。Sample 2:12 种动物

（牛、驴、绵羊、山羊、猪、马、骆驼、鸡、鸭、鹅、

鹌鹑和猫）和 5 种植物（小麦、高粱、豌豆、燕麦、

土豆）DNA 混合比例相同。每个物种的最终浓度约

5.9 ng/μL。通过扩增建库、测序和数据比对分析，实

验结果清楚地显示了混合样品中每个预添加物种的准

确信息。从结果中可以看出，即使是多种不同动物和

植物物种基因组 DNA 混合物（图 2a、b），该检测方

法仍然可以清晰地显示出每种成分的特异性信息。检

测结果没有物种间干扰现象出现。测序结果中没有发

现漏检或假阳性现象。植物基因组 DNA 无法检测到，

且对其他动物物种的鉴定没有影响（图 2b）。实验验

证了该方法的准确性。混合DNA样本sample 1总reads

数目为 75160，测序深度为 72187×；sample 2 总 reads
数目为 222778，测序深度为 213967×。 

 

 
图 2 已知成分配比混合 DNA样品测序检测鉴定结果 

Fig.2 Sequencing and identification results of mixed DNA 

samples known as distribution ratios 

2.4  模拟动物源性样品检测 

动物制品来源广泛，加工工艺多样，成分复杂。

为了验证该方法在实际动物源性产品中的适用性，在

实验室内按照肉丸制作方法制作了两个模拟肉丸样

本。其中肉丸 1 使用不同质量绞碎的山羊肉、马肉、

火鸡肉、牛肉、猪肉；肉丸 2 使用等质量绞碎的鹅肉、

马肉和小麦粉、玉米粉、大豆粉。添加适量食盐、味

精、酱油、胡椒粉等佐料搅拌混匀并捏制成丸后煮熟。

随后对两个模拟样品进行采样并进行测序检测分析。
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实验结果显示，模拟样品 1 和 2 中预添加的所有动物

源性成分均可以在一次测序检测中检测到。模拟样本

肉丸 2 中小麦、大豆、玉米三个植物源性成分则无法

检测到（表 4）。没有发现误检或遗漏。也没有发现

日常食品中使用的佐料或者加热这样的烹饪方式对检

出结果有影响。这一结果证实了该二代测序检测方法

的准确性和实用性。 
表 4 已知成分的模拟样本测序检测结果 

Table 4 Sequencing test results of simulated samples with 

known components 

模拟样本 预添加成分 reads 数 reads 数占比/% 检测结果 

肉丸 1 

山羊肉 22441 42.79 检测到 

马肉 15857 30.24 检测到 

火鸡肉 10234 19.51 检测到 

牛肉 2680 5.11 检测到 

猪肉 1133 2.16 检测到 

肉丸 2 

马肉 24313 44.71 检测到 

鹅肉 30021 55.21 检测到 

小麦粉 0 0.00 未检测到 

大豆粉 0 0.00 未检测到 

玉米粉 0 0.00 未检测到 

2.5  已知浓度占比动物源性样品检测 

表 5 已知浓度占比混合样本三次测序检测结果 

Table 5 Sequencing test results of mixed samples with known 

concentration ratio 

物种名称 预添加占比/% 实际检测占比/% SD N 
马 27.62 36.92 0.020 3 

山羊 27.62 24.53 0.028 3 

猫 13.81 15.88 0.024 3 

牛 13.81 11.60 0.017 3 

猪 6.91 5.03 0.001 3 

绵羊 6.91 2.64 0.010 3 

火鸡 1.38 2.40 0.012 3 

鸡 1.38 0.65 0.001 3 

鹅 0.28 0.00 0.000 3 

鸭 0.28 0.00 0.000 3 

未分类 0.00 0.01 0.000 3 

不同物种基因组 DNA 按已知比例进行混合。原

液浓度分别为马、山羊（100 ng/μL），猫、牛（50 ng/μL），
猪、绵羊（25 ng/μL），火鸡、鸡（5 ng/μL），鹅、

鸭（1 ng/μL）。每个物种 DNA 各取 10 μL，则混合液

中 10 个物种 DNA 终浓度分别为马、山羊（10 ng/μL），
猫、牛（5 ng/μL），猪、绵羊（2.5 ng/μL），火鸡、

鸡（0.5 ng/μL），鹅、鸭（0.1 ng/μL）。混合液中各

物种间 DNA 比例为 100:50:25:5:1。充分混匀后单独

进行三次测序检测鉴定实验。实验结果显示（表 5），

山羊、猫、猪、火鸡的预计占比分别为 27.62%、13.81%、

6.91%和 1.38%，而三次平行检测结果平均值分别为

24.53%、15.88%、5.03%和 2.40%。各物种检测结果

与预添加比例具有相对一致性。说明该方法不但能够

区混合样本中物种成分，而且具备对每个组分含量进

行初步定量检测的潜力。但实验中发现，该引物对不

同物种靶基因扩增效率存在一定差异，这也导致同一

浓度组的两个物种的实际检测占比与预添加占比产生

一定差异，说明如果需要进行定量检测，则后续还需

要对引物的扩增效率进一步优化。在 1 ng/μL 浓度水

平的鹅、鸭两个预添加物种均未能检出，也证明了该

二代测序物种鉴定方法存在最低检测下限。实验结果

显示，当鹅和鸭的核酸在初始混合液中浓度为 0.5 
ng/μL 时，本测序方法无法得到有效的特异性物种信

息。 

2.6  商业化样本测序分析 

表 6 商业化样本测序检测结果 

Table 6 Sequencing test results of commercial samples 

商品名称 标签成分 检测成分 

猪肉火腿肠 猪 猪和鸡 

猪肉馅 猪 猪 

清真鸡肉火腿肠 鸡 鸡 

风干鹿肉 鹿 鹿 

羊肉罐头 羊 羊 

牛肉干 牛 马和牛 

鸡肉米饭狗粮 鸡 鸡 

酱驴肉 驴 驴 

风干骆驼肉 骆驼 骆驼 

酱板鸭 鸭 鸭 

商业化动物源性制品种类繁多，样本特性不相同。

为了验证该测序检测方法在面对不同特性样本的适应

性，该测序方法被用来对市售样本进行了完整流程的

检测实验。测试结果显示，10 个样品中有 2 个不符合

标签。检测结果表明，猪肉火腿肠中发现标签中未标

识的鸡核酸成分；牛肉干中也发现了马成分（表 6），

这些实验结果证明了该 NGS 检测方法具有广泛的适

用范围和较高的实用性。通过对 10 种市售商业化动物

源性制品的采集、前处理、核酸提取、测序分析，全

流程检测后发现，实验涉及的所有的样品都可以用这

种方法完成测序检测。虽然对于一些脂肪含量高的样

品，核酸提取效率会降低，但在后续的核酸扩增测序

过程中没有发现无法完成检测的现象。 
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3  结论 

本研究针对生物制品中动物源性成分鉴定的短板

和存在的问题，提出、建立并优化了一种基于大规模

通用靶基因平行扩增测序策略。首次使用全新设计和

优化的通用型引物。通过序列比对和 PCR 扩增实验，

证明该引物能够以相似的扩增效率有效扩增多种哺乳

动物，禽类和鱼类的核酸。扩增产物的长度接近 350 
bp，具有较高的物种特异性分辨率。通过进一步的实

验，验证了该方法的准确性，灵敏度和检测下限。特

别是在针对市售的 10 个商业化动物源性制品样本测

序检测后发现了两例标签不符问题。这不单说明市售

商品确实存在问题，还证明了该检测方法的实际应用

能力。此外，该物种鉴定系统具有较好的开放性，不

仅适用于哺乳动物，禽类和鱼类，而且可以通过选择

适当的引物组和生物信息学分析方法应用于昆虫和植

物物种的鉴定。 
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