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　　摘要：建立了驴源性成分的快速分子检测方法，确立了１对驴源性成分的特异性引物ＨｏｒｓｅＦ／ＨｏｒｓｅＲ，扩增目的片
段的长度是２９４ｂｐ，经验证引物对驴源性成分的特异性良好，确立了 ＰＣＲ反应的最佳反应体系和最优反应条件。反
应体系的检测灵敏度是１３．７ｐｇ／μＬ。扩增片段经ＡｌｕⅠ酶切分析确认，所得１８１、１１３ｂｐ片段与分析结果一致。利用
该方法对市售样品进行检测，检测结果准确。
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　　随着人们生活水平的提高，对肉的要求也越来越高，而目
前国内市场上在肉和肉制品的生产与销售中，一些不法商家

或个人利用掺杂掺假、以次充好等手段欺骗消费者以牟取暴

利的事件屡屡出现。我国食品工业飞速发展，食品掺假方式

越来越多，范围越来越广，内容越来越复杂。一些不法商家或

个人为了追求自身利益以低价、劣质肉冒充高价、优质肉［１］，

如用鸡肉冒充猪肉，用猪肉、鸭肉冒充牛肉、羊肉等造假行为

最为常见。这不仅涉及经济、营养价值和食品安全等问题，更

直接影响消费者健康。此外，在清真食品中掺杂猪肉等行为

还涉及宗教信仰等问题。因此，对食品中原料肉进行掺假、掺

杂检验十分必要，其重点就是快速、准确鉴定肉制品品种。

保定驴肉火烧是著名小吃，和“保定三宝”并驾齐驱。驴

肉中富含人体必需的氨基酸和脂肪酸，是一种高蛋白、低脂肪

的营养食物。此外，驴肉中矿物元素铁含量高于其他畜禽肉，

其食用价值高、营养丰富、味道鲜美，值得大力开发研究和推

广［２］。也是由于上述原因，驴肉在人们日常生活中的需求量

越来越大，价格越来越高，致使其掺假问题也越来越普遍，因

此肉种类鉴定是食品分析的一个重要方面。ＰＣＲ技术是食
品中肉类成分鉴别的主流技术，研究对象集中在市场上常见

的羊肉、牛肉、猪肉、鸡肉上，目前还没有关于驴源性成分ＰＣＲ
检测方法的报道。本研究合成了１对用于检测驴源性成分的
特异性引物，通过对反应体系的摸索及反应条件的优化，验证

了该方法的特异性与灵敏度，建立了鉴定驴源性成分的 ＰＣＲ
技术，旨在为杜绝食品贸易中的欺骗行为提供检测方法。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
蛋白酶 Ｋ、ＲＮＡ酶、ｄＮＴＰｓ、１０×ＰＣＲ缓冲液、ＭｇＣｌ２、Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶、２０００ｂｐｌａｄｄｅｒＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ琼脂糖凝胶回
收试剂盒以及血液、细胞、组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒等均
购自北京天根生化科技有限公司；Ｓａｕ３ＡⅠ、ＡｌｕⅠ限制性内切
酶购自宝生物工程有限公司。引物合成及序列测定均由生工

生物工程（上海）股份有限公司完成；其他试剂均为国产分

析纯。
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试验仪器：进口ＡＢＩ梯度 ＰＣＲ扩增仪、凝胶成像仪及电
泳系统、ｓｉｇｍａ台式离心机。
１．２　ＰＣＲ引物

合成１对特异性引物，用高压灭菌后的超纯水溶解，配制
成１００ｍｏｌ／Ｌ的储备液。引物序列：上游引物序列为 ５′－
ＴＧＣＣＡＣＡＧＴＴＧＧＡＴＡＣＡＴＣＡＡＣ－３′；下游引物序列为 ５′－
ＡＴＴＧＡＧＡＴＴＡＧＧＣＧＡＴＴＧＴＴ－３′；扩增目的条带长２９４ｂｐ。
１．３　样本总ＤＮＡ的提取

驴肉基因组ＤＮＡ提取根据血液、细胞、组织基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒说明书进行。取适量基因组 ＤＮＡ在紫外分光光
度计下检测其浓度和纯度。当 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．７～１．９时，
ＤＮＡ纯度才适宜进行ＰＣＲ扩增。
１．４　目的条带扩增

ＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲ反应缓冲液（Ｍｇ２＋ ｆｒｅｅ）５μＬ，
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ４×ｄＮＴＰｓ４μＬ，引物
ＨｏｒｓｅＦ和ＨｏｒｓｅＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ模板１０μＬ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．３μＬ，补足无菌超纯水到２５μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性６０ｓ，５６℃
退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。结束
后４℃保存。

ＰＣＲ结束后用 ２％琼脂糖凝胶，ＴＡＥ电泳缓冲系统，
９Ｖ／ｃｍ恒压电泳，２０００ｂｐｌａｄｄｅｒ作为分子量对照对目的条
带进行检测。

１．５　目的条带Ｓａｕ３ＡⅠ、ＡｌｕⅠ的酶切鉴定及测序
由于目的条带可能是马源性成分，因此对扩增产物要用

马源性成分的限制性内切酶 Ｓａｕ３ＡⅠ进行酶切，片段大小分
别是２２６、６８ｂｐ。驴源性成分的ＰＣＲ扩增产物经限制性内切
酶ＡｌｕⅠ进行酶切，片段大小分别是１１３、１８１ｂｐ。

用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收目的条带，将其进行酶切

反应，体系为：Ｓａｕ３ＡⅠ／ＡｌｕⅠ１μＬ，１０×ＨＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ＰＣＲ
回收产物２０μＬ，用无菌 ｄｄＨ２Ｏ补足到５０μＬ。将反应体系
配制好后放入３７℃温浴１ｈ后６５℃温浴５ｍｉｎ终止反应，酶
切产物用２．５％琼脂糖凝胶进行电泳检测。

将回收的目的条带交由生工生物工程（上海）股份有限

公司进行序列测定，序列校对后，在ＧｅｎＢａｎｋ中进行Ｂｌａｓｔｎ比
对分析，验证所得片段。

１．６　检测体系的灵敏度、特异性检测
１．６．１　灵敏性检测　将熟驴肉的 ＤＮＡ模板依次进行１０倍
梯度稀释，直到１０－６，每个稀释度各取２μＬ作为模板，进行
ＰＣＲ扩增，同时设立阴性对照、阳性对照，电泳检测。
１．６．２　特异性检测　取已制备的牛、羊、狗、兔、羊、鸭等
１５种动物肉的ＤＮＡ各０．１μｇ作为模板，加入体系中进行扩
增，同时设立阳性对照及空白对照，电泳检测。

１．７　市售肉制品检测
购置市售驴肉火烧、驴肉大饼和真空袋包装的驴肉样品，

提取其ＤＮＡ，用已建立的检测方法进行ＰＣＲ扩增鉴定。

２　结果与分析

２．１　基因组提取和引物扩增结果
对熟驴肉提取的基因组 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均为

１．７～１．９，说明质量较好，可以用于下游试验操作。引物对驴

肉的基因组ＤＮＡ扩增出了目的条带（图１），目的条带回收后
的酶切效果也较好（图２），得到了１８１、１１３ｂｐ的条带。扩增
的目的片段测序结果经校对后，在ＮＣＢＩ中经 Ｂｌａｓｔｎ分析，结
果表明该片段的核苷酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已登记的 Ｅｑｕｕｓ
ａｓｉｎｕｓ（家驴）的相似性是１００％，与 Ｅｑｕｕｓｈｅｍｉｏｎｕｓ（野驴）等
基因序列的相似性大于９５％，证明所得片段为目的片段。

　　序列比对结果如图３所示。
２．２　ＰＣＲ反应的灵敏度

驴肉提取的ＤＮＡ浓度是６８．５ｎｇ／μＬ，将提取的 ＤＮＡ进
行１０～１０６倍梯度稀释后，如图４所示，在模板稀释１０４倍后
再未出现反应条带，因此反应体系的灵敏度是１３．７ｐｇ／μＬ。
２．３　ＰＣＲ反应的特异性

引物对驴肉的基因组 ＤＮＡ扩增出了目的条带。如图５
所示，引物对其他动物的ＤＮＡ没有扩增出条带，但是对羊、狗
的基因组也扩增出了相似条带。如图６所示，进一步进行酶
切验证，结果没有得到正确的酶切结果，表明引物的特异性

较高。
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２．４　应用
对市售驴肉制品进行检测，结果发现市场上的一些掺假

现象。由表１可见，对一些驴肉小吃（驴肉火烧、驴肉大饼
等）取样１０份，结果有２份样品是驴源性阴性；对市售真空袋
包装的驴肉制品取样５份，结果有２份是驴源性阴性。

表１　市售驴肉制品的驴源性检测

样品
数量

（个）

驴源性阴性

数量（个）

驴源性阴性

比例（％）

现煮驴肉小吃 １０ ２ ２０
真空袋包装驴肉制品 ５ ２ ４０

３　结论与讨论

肉类检测方法有多种多样，其中 ＥＬＩＳＡ技术应用较多，
ＥＬＩＳＡ技术是将抗原、抗体反应的高度特异性和酶的高效催
化作用相结合发展建立的一种免疫分析方法［３］，但是该方法

有一定的局限性：首先要有足够的抗体供检测分析；其次肉类

食品在加工过程中经过加热、高压、辐射等处理，蛋白遭到破

坏，不适合用 ＥＬＩＳＡ方法检测。ＤＮＡ分子分布广泛、结构稳
定，作为遗传信息的载体，分子结构中携带了丰富的种源特异

性信息［４］，ＤＮＡ检测是目前物种鉴定的最有效手段［５－８］。

ＤＮＡ鉴定主要是通过 ＰＣＲ反应来实现。目前还没有驴肉检
测方法，一般是凭色泽、纹理等简单方法进行辨认，因此需要

找到具有说服力的检测方法。本研究使用的 ＰＣＲ方法灵敏
度高、特异性强、速度快。

肉类产品放置１、２、９、１６ｄ后，ＤＮＡ片段会由３万 ｂｐ降
解到１．６万ｂｐ。加热到８０℃，ＤＮＡ片段长度不受影响，而达
到１００℃则 ＤＮＡ长度锐减至１１００ｂｐ，加热至１２０℃减至
６００ｂｐ以下。市售驴肉多经过高压处理，因此本研究中选择
２９４ｂｐ的短片段，这样即使经过高压处理，肉中模板 ＤＮＡ也
不被破坏而出现假阴性结果。

引物是根据驴肉线粒体ＤＮＡ设计合成的，因此具有高度
的特异性，本研究表明，引物对其他动物的基因组 ＤＮＡ没有
扩增到可以酶切到目的片段的ＰＣＲ产物，因此该检测技术具
有高度的特异性。
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