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实验技术与方法
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摘　 要：目的 　 建立肉制品中猪、鸭和羊源性成分的环介导等温扩增 （ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＬＡＭＰ）检测方法，对市售羊肉片、羊肉卷、羊肉串进行猪、鸭和羊源性成分检测分析。 方法　 针对猪、鸭和羊线粒体

Ｃｙｔｂ 基因分别设计 ２ 条外引物、２ 条内引物和 ２ 条环引物，优化 ＬＡＭＰ 反应条件，对猪、鸭和羊源性成分进行特异性

和灵敏度试验，对羊肉制品进行上述动物源性成分监测。 结果　 在 ０ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 外引物（Ｆ３ 和 Ｂ３）、１ ６ μｍｏｌ ／ Ｌ 内

引物（ＦＩＰ 和 ＢＩＰ）、０ ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 环引物（ＦＬＰ 和 ＢＬＰ）、１ ｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜碱、６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４、１ ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ 等参数

的优化条件下，ＬＡＭＰ 法对肉制品中猪、鸭和羊源性成分的检测灵敏度达 ０ ５％ 。 ＳＹＴＯ⁃９ 荧光染料的荧光实时检

测结果与 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料肉眼观察结果一致。 调查发现，该批市售羊肉及制品中存在掺假现象，掺假率为

３４ ５％ 。 结论　 ＬＡＭＰ 法具有操作简便、特异性强、灵敏度高、检测结果准确的特点，能有效地对肉制品中的猪、鸭
和羊源性成分进行检测，可作为羊肉制品掺假的一种快速检测方法。
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　 　 近年来，不法商家由于利益的驱动，羊肉和牛

肉中掺假事件时有发生，特别是近期接二连三曝光

的制售假羊肉案件，引发了社会的广泛关注。 目前

羊肉掺假主要有两种方式：一是在羊肉中掺入鸭

肉、猪肉、狐狸肉等其他价值较低的肉类；二是直接

用猪肉、鸭肉掺上羊油、香精、羊肉粉以及添加明

胶、胭脂红、硝盐、保水剂等。 掺假现象经常发生在

烤肉和羊肉卷等食品中。 为了严格进行食品安全

监管，严厉打击羊肉等肉类产品掺假售假等违法行

为，动物源性成分的检测鉴别显得尤为重要，动物

源性成分的检测是一种重要的识别掺假的手段。
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目前肉制品及其他食品中动物源性成分的属性鉴

别已成为一个非常活跃的研究领域。
早在 ２０ 世纪 ８０ 年代，国外就开展了动物源性

成分的检测鉴别研究。 至今已经发展出物理、化
学、免疫学和分子生物学等检测方法，其中尤以分

子生物学方法最为快速、灵敏。 就动物源性成分检

测而言，目前的主要检测方法有光谱法［１］、免疫学

方法［２］、ＤＮＡ 杂交［３⁃４］、基因芯片技术［５］、常规 ＰＣＲ
技术［６⁃７］、多重 ＰＣＲ 技术［８⁃９］、荧光 ＰＣＲ［１０⁃１３］ 等。 这

些方法中常规 ＰＣＲ 和荧光 ＰＣＲ 法仍然是羊肉等肉

制品属性鉴别的主要方法，基于时效性和准确性上

的优势，实时荧光定量 ＰＣＲ 技术已经逐步取代了普

通 ＰＣＲ 方法，成为检测动物源性成分最常用的分子

生物学方法。 但是该方法的不足之处是需要昂贵

的荧光定量 ＰＣＲ 仪，检测成本较高。
环介导等温扩增技术（ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是近年来兴起的一项新的 ＤＮＡ
扩增技术［１４］。 该技术根据靶序列设计两对特异性

内引物（ＦＩＰ ／ ＢＩＰ 引物对）和外引物（Ｆ３ ／ Ｂ３ 引物

对），特异识别靶序列上的 ６ 个独立区域。 为缩短

反应时间，还可设计两条环引物 （ＦＬＰ 和 ＢＬＰ）。
ＬＡＭＰ 技术克服了传统 ＰＣＲ 反应需要通过反复热

循环扩增的缺点，避免了反复升降温的耗时过程，
可实现恒温条件下的连续快速扩增，具有操作简

单、快速、特异性强的特点。 Ａｈｍｅｄ 等［１５］ 开发出了

基于 ＬＡＭＰ 和电化学芯片技术联用的动物源性成分

生物传感鉴定技术，用于检测混合样品中的猪肉、
鸡肉以及牛肉成分。 至今国内外采用 ＬＡＭＰ 技术对

食品中猪、鸭和羊源性成分检测鉴别的研究鲜有报

道。 本研究根据线粒体 Ｃｙｔｂ 基因设计 ＬＡＭＰ 引物，
通过试验条件的优化，首次建立了肉制品中猪、鸭
和羊源性成分的 ＬＡＭＰ 检测方法，旨在为羊肉的掺

假鉴别检测提供方法依据和技术支撑。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 样品来源及处理

羊肉片、羊肉卷、羊肉串、鸡、鸭、鹅、猪、牛、龟、
马、竹鼠、驴、骡、梅花鹿、家鼠、狗、狐狸、貂、猫、章
鱼、锦鲤、鸽、鹌鹑、家兔、青蛙、虾、麻雀、鳄鱼、蛇等

动物组织均购自中山市超市或农贸市场。
将生鲜羊肉和生鲜鸭肉按不同质量比例混合

制备标准样品，用于确定样品中羊和鸭源性成分的

最低检出限；将生鲜猪肉和生鲜羊肉按不同质量比

例混合制备标准样品，用于确定肉制品中猪源性成

分的最低检出限。

１ １ ２　 主要仪器与试剂

实 时 荧 光 ＰＣＲ 仪 （ ＡＢＩ ７５００， 美 国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、恒温荧光检测仪（ＤＥＡＯＵ⁃３０８Ｃ，广州迪澳

生物科技有限公司）、高速冷冻离心机、超纯水系统。
Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶（８ Ｕ／ μｌ，美国 ＮＥＢ），ＣＴＡＢ、Ｔｒｉｓ、

ＮａＣｌ、Ｎａ２ＥＤＴＡ、甜菜碱等溶液均购自美国 Ｓｉｇｍａ，Ｔａｑ
酶、ｄＮＴＰ 等均购自大连宝生物工程有限公司。
１ ２　 方法

１ ２ １　 ＬＡＭＰ 引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中猪、鸭和山羊的线粒体基

因序列（ＫＣ５０５４１１ １、ＥＵ７５５２５２ １ 和ＫＪ９４０９６９ １），通过

ＢＬＡＳＴ 在线比对软件进行分析，利用 ＬＡＭＰ 引物在线

设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ Ｖｅｒｓｉｏｎ ４ 设计了猪、鸭和羊

ＬＡＭＰ 扩增引物。 在羊 ＬＡＭＰ 扩增引物的设计过程

中，由于所选择的山羊线粒体基因序列与绵羊、岩羊、
塔尔羊等具有较高的同源性，因此该段序列可作为羊

物种成分的扩增序列。 羊源性成分的 ＬＡＭＰ 扩增引

物设计，见图 １。 包括 Ｆ３、Ｂ３ 两条外引物，ＦＩＰ（Ｆ１ｃ ＋
Ｆ２）、ＢＩＰ（Ｂ１ｃ ＋ Ｂ２）两条内引物和 ＦＬＰ、ＢＬＰ 两条环

引物。 引物由上海生工生物工程有限公司合成，
ＰＡＧＥ 纯化。 ３ 种动物源成分的引物序列，见表 １。

图 １　 羊源性成分 ＬＡＭＰ 引物设计

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｓｈｅｅｐ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ＬＡＭＰ

１ ２ ２　 ＤＮＡ 的提取

准确称取 ０ １ ｇ 样品于玻璃匀浆器中，加入８００ μｌ
ＴＥ 溶液，匀浆 １５ ｍｉｎ；吸出 ２００ μｌ 匀浆液，加入 ８００ μｌ
动物裂解液［５ ｍｏｌ ／ Ｌ 异硫氰酸胍，０ ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ
（ｐＨ ＝６ ４），０ ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ（ｐＨ ＝８ ０），１ ３％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００］［１６］，６５ ℃水浴 ２ ｈ；冷却后加入 ５ μｌ ２０ ｍｇ ／ ｍｌ
ＲＮＡａｓｅ，混匀后室温反应５ ｍｉｎ；加入 １ ｍｌ 酚⁃氯仿⁃异
戊醇（２５∶ ２４∶ １，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ），１２ ０００ ｒ ／ ｍ 离心１５ ｍｉｎ；取
上清液，加入等体积氯仿⁃异戊醇 （２４ ∶ １， Ｖ ／ Ｖ），
１２ ０００ ｒ ／ ｍ离心 １５ ｍｉｎ；取上清液，加入 １ ／ １０ 体积

乙酸钠（ ｐＨ ＝ ５ ２）及等体积异丙醇， － ２０ ℃ 沉淀

３０ ｍｉｎ；１２ ０００ ｒ ／ ｍ 离心 １５ ｍｉｎ，弃上清液，加入

５００ μｌ ７０％ 乙醇溶液，颠倒混匀，１２ ０００ ｒ ／ ｍ 离心
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　 　 　 　表 １　 检测猪、鸭和羊源性成分的 ＬＡＭＰ 引物设计

Ｔａｂｌｅ １　 ＬＡＭＰ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎ，ｄｕｃｋ，
ｓｈｅｅｐ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

物种 引物 引物序列（５′⁃３′）

猪

鸭

羊

Ｐ⁃Ｆ３ ＧＣＣＴＡＡＴＣＴＴＧＣＡＡＧＴＣＣＴＡＡ
Ｐ⁃Ｂ３ ＧＧＣＴＧＴＴＧＣＴＡＴＡＡＣＧＧＴＡＡ
Ｐ⁃ＦＩＰ ＡＣＧＴＣＴＣＧＡＣＡＧＡＴＧＴＧＴＧＴＡＡ⁃ＧＧＣＣＴＧＴＴＣＴＴ

ＡＧＣＡＡＴＡＣＡ
Ｐ⁃ＢＩＰ ＣＧＣＴＡＣＣＴＡＣＡＴＧＣＡＡＡＣＧＧＡ⁃ＡＴＣＣＧＴＡＧＴＡＴＡ

ＧＡＣＣＴＣＧＧ
Ｐ⁃ＦＬＰ ＧＣＴＧＴＴＧＴＴＧＴＧＴＣＴＧＡＴＧＴＧ
Ｐ⁃ＢＬＰ ＴＴＧＣＣＴＡＴＴＣＡＴＣＣＡＣＧＴＡＧＧ
Ｄ⁃Ｆ３ ＡＣＡＣＡＧＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＡＧ
Ｄ⁃Ｂ３ ＴＡＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧ
Ｄ⁃ＦＩＰ ＧＴＴＡＧＧＧＣＧＴＧＧＡＴＧＧＣＡＴ⁃ＣＴＣＡＧＧＣＧＴＡＡＣＴ

ＧＴＣＡＣ
Ｄ⁃ＢＩＰ ＡＧＧＡＴＴＣＴＡＣＴＴＣＡＣＣＧＣＣＣＴＡ⁃ＴＧＴＣＧＧＣＧＡＴＴ

ＧＡＧＡＡＴＧ
Ｄ⁃ＦＬＰ ＣＣＴＴＣＴＧＴＧＡＴＧＣＴＧＴＧＧＴ
Ｄ⁃ＢＬＰ ＡＧＣＡＡＴＡＧＡＧＴＡＣＣＡＴＧＡＡＧＣＣ
Ｓ⁃Ｆ３ ＣＡＣＣＡＡＡＧＧＡＣＡＡＡＣＡＴＧＡＡＣ
Ｓ⁃Ｂ３ ＧＴＴＧＧＣＴＧＴＣＡＧＴＣＧＴＡＣ
Ｓ⁃ＦＩＰ ＣＣＴＧＴＡＡＴＴＡＣＡＧＣＣＣＣＴＧＣＴＣＣＣＣＡＣＴＣＡＴＴＴ⁃

ＡＣＡＣＣＡＡＣＴ
Ｓ⁃ＢＩＰ ＡＡＣＴＡＡＡＧＣＡＴＣＡＣＴＣＧＣＣＣＡＴＧＣＡＴＴＧＧＧＡＴ⁃

ＴＡＧＴＧＧＴＧＴ
Ｓ⁃ＦＬＰ ＧＧＧＡＡＴＡＧＣＣＡＴＧＣＣＴＡＧＡＴＴ
Ｓ⁃ＢＬＰ ＴＣＣＴＡＣＣＡＣＡＡＧＧＡＡＣＧＣ

１ ｍｉｎ；弃上清液，加入 ５００ μｌ ７０％乙醇溶液，颠倒混

匀洗涤 ＤＮＡ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ；空干后加

１００ μｌ灭菌去离子水溶解， － ２０ ℃保存。 用紫外分

光光度计测定 ＤＮＡ 浓度。
１ ２ ３　 ＬＡＭＰ 检测

２５ μｌ ＬＡＭＰ 反应体系中含有 １ ２ ～ ２ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＦＩＰ、 １ ２ ～ ２ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ ＢＩＰ、 ０ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｆ３、
０ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｂ３、 ０ ８ ～ １ ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 甜 菜 碱、 ４ ～
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４、１ ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ、２ ５ μｌ １０ ×
Ｔｈｅｒｍｏｐｏｌ Ｂｕｆｆｅｒ、１ μｌ Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶及 ２ μｌ ＤＮＡ
模板。 反应条件为 ６３ ℃，反应 ６０ ｍｉｎ。 以双蒸水作

为阴性对照。 将 ＬＡＭＰ 反应体系配制完成后置于

０ ２ ｍｌ 离心管中，在离心管中加入 １ 滴石蜡油以避

免反应体系挥发和污染。
采用恒温实时荧光法检测，在反应体系中加入

０ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＹＴＯ⁃９，通过实时荧光 ＰＣＲ 仪设定保

温阶段 ６３ ℃ ３０ ｓ，１ 个循环；循环阶段 ６３ ℃ １５ ｓ，
６３ ℃ ４５ ｓ，６０ 个循环，于 ６３ ℃ ４５ ｓ 处收集荧光信

号，荧光通道为 ＦＡＭ。 在恒温荧光检测仪中，在程

序界面把试验时间设为 ６０ ｍｉｎ，温度设为 ６３ ℃，放
入样品管点击“开始”即可进行反应。 也可通过向

ＬＡＭＰ 产物中加入 １ μｌ 稀释倍数为 １００ 的 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料肉眼观察扩增情况，颜色变绿表明发生

了扩增，橙色表明未发生扩增。

１ ２ ４　 荧光 ＰＣＲ 检测

分别参照 ＳＮ ／ Ｔ ２０５１—２００８《食品、化妆品和饲

料中牛羊猪源性成分检测方法 实时 ＰＣＲ 法》 ［１７］ 和

ＳＮ ／ Ｔ ２７２７—２０１０《饲料中禽源性成分检测方法 实

时荧光 ＰＣＲ 方法》 ［１８］ 对羊、猪和鸭源性成分进行

检测。
１ ２ ５　 实际样品检测

用建立的 ＬＡＭＰ 检测方法以及实时荧光 ＰＣＲ
定性检测方法对市售的羊肉含量标称 １００％的羊肉

片、羊肉卷、羊肉串样品进行猪、鸭和羊源性成分

检测。

２　 结果与分析

２ １　 引物设计的优化

ＬＡＭＰ 反应最少需要 Ｆ３、Ｂ３、ＦＩＰ 和 ＢＩＰ ４ 条引

物（见表 １）。 本研究针对猪、鸭和羊线粒体基因序

列分别设计了上述 ４ 条引物。 为了缩短检测时间，
同时还设计 ＦＬＰ 和 ＢＬＰ 两条环引物。 环引物使用

后，可在 ６０ ｍｉｎ 内获得检测结果。
２ ２　 ＤＮＡ 模板提取结果

对鸡、鹅、牛、龟、马、竹鼠、驴、骡、梅花鹿、家
鼠、狗、狐狸、貂、猫、章鱼、锦鲤、鸽、鹌鹑、家兔、青
蛙、虾、麻雀、鳄鱼、蛇等对照试验样品以及标准样

品（羊肉与鸭肉，羊肉与猪肉，按不同比例混合而

成）的 ＤＮＡ 提取结果表明，获得的 ＤＮＡ 模板的

２６０ ／ ２８０ 比值均在 １ ８ ～ ２ ０ 之间，浓度在 ２００ ～
５００ ｎｇ ／ μｌ。 说明提取方法较为合适，提取的 ＤＮＡ
质量和浓度较高，适合后续的扩增反应。
２ ３　 ＬＡＭＰ 试验条件优化结果

本研究主要对 ＦＩＰ、ＢＩＰ、甜菜碱、Ｍｇ２ ＋ 浓度等参

数进行了优化。 经过优化后，确定的 ＬＡＭＰ 反应体

系（２５ μｌ）为：内引物 ＦＩＰ 和 ＢＩＰ 各 １ ６ μｍｏｌ ／ Ｌ，外
引物 Ｆ３ 和 Ｂ３ 各 ０ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ，环引物 ＦＬＰ 和 ＢＬＰ
各 ０ ８ μｍｏｌ ／ Ｌ，１ × Ｔｈｅｒｍｏ Ｐｏｌ 缓冲液，１ ｍｏｌ ／ Ｌ 甜菜

碱，６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４，１ ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ，０ ３２ Ｕ ／ μｌ
Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶，ＤＮＡ 模板 ２００ ｎｇ。 优化体系下的

扩增结果（采用 ＡＢＩ ７５００ 荧光 ＰＣＲ 仪），见图 ２。

图 ２　 ＬＡＭＰ 扩增图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＬＡＭＰ ｒｅａｃｔｉｏｎ
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２ ４　 特异性试验结果

为了验证设计的引物对羊、猪和鸭源性成分检

测的特异性，本研究利用优化好的 ＬＡＭＰ 方法对鸡、
鹅、牛、龟、马、竹鼠、驴、骡、梅花鹿、家鼠、狗、狐狸、
貂、猫、章鱼、锦鲤、鸽、鹌鹑、家兔、青蛙、虾、麻雀、

鳄鱼、蛇等 ２４ 个对照样品进行了 ＬＡＭＰ 扩增。 羊源

性成分扩增产物采用实时荧光法及染色法进行了

检测和判别，见图 ３。 空白对照和上述对照动物样

品均未发生扩增，表明设计的两对引物对 ３ 种动物

源性成分检测具有很好的特异性，见图 ４、５。

图 ３　 羊源性成分的特异性试验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｈｅｅｐ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

２ ５　 灵敏度试验

为确定本方法的相对灵敏度，取羊肉、猪肉和

鸭肉 含 量 分 别 为 １００％ 、 ５０％ 、 １０％ 、 ５％ 、 １％ 、
０ ５％ 、０ １％ 的混合肉标准样品提取 ＤＮＡ 后，进行

ＬＡＭＰ 检测分析，见图 ６ ～ ８。
由图 ６ ～ ８ 可知，ＬＡＭＰ 可以检测到 ０ ５％的羊、

猪和鸭源性成分。 随着动物源性成分含量的增大，
其出峰时间也逐步提前，表明出峰时间与模板 ＤＮＡ

浓度成线性相关。 在 ＤＥＡＯＵ⁃３０８Ｃ 恒温荧光检测

仪和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料染色观察到的结果与在 ＡＢＩ
７５００ 荧光 ＰＣＲ 结果相似。
２ ６　 样品检测结果

猪、鸭成分为羊肉制品中最为常见的掺假成

分［１９］。 采用本研究建立的方法对市场上销售的

１０ 份羊肉片、１２ 份羊肉卷、７ 份羊肉串样品进行了

检测分析，并与荧光 ＰＣＲ 法标准方法所得的数据进
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图 ４　 猪源性成分的特异性

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

图 ５　 鸭源性成分的特异性

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｕｃｋ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

图 ６　 羊源性成分的检测灵敏度

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｈｅｅｐ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

行了比较，两种方法的检测结果见表 ２。 试验结果

表明，供试羊肉片、羊肉卷、羊肉串除均检出羊源性

成分外，还检测到了猪或鸭源性成分。 由此说明，
这些标称“１００％ 羊肉成分”的样品中存在掺假现

象，羊肉片、羊肉卷、羊肉串中的掺假率分别为

２０ ０％ （ ２ ／ １０ ）、 ４１ ７％ （ ５ ／ １２ ）、 ４２ ９％ （ ３ ／ ７ ）。
ＬＡＭＰ 检测结果与 ＰＣＲ 方法的检测结果一致，未出

现假阳性或假阴性结果。

图 ７　 猪源性成分的检测灵敏度

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

图 ８　 鸭源性成分的检测灵敏度

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｕｃｋ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

表 ２　 不同类别羊肉制品中猪、鸭和羊源性成分的

检测结果（份）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎ，ｄｕｃｋ ａｎｄ ｓｈｅｅｐ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

食物类别 样品数
含猪、鸭成分样品数

ＬＡＭＰ 法 荧光 ＰＣＲ 法

羊肉片 １０ ２ ２
羊肉卷 １２ ５ ５
羊肉串 ７ ３ ３

３　 小结

线粒体 ＤＮＡ 是高等动物唯一的核外遗传物质，
是一个比较理想的用于检测的分子标记靶基因，而
且在所有组织细胞中均含有大量的线粒体［２０］。 在

线粒体 ＤＮＡ 中，Ｃｙｔｂ 基因是线粒体基因组中研究较

多的基因，进化速度适中，既含有保守序列，又含有

可变序列，且拷贝数多，被广泛用于种类鉴定中［２１］。
本研究以动物线粒体 Ｃｙｔｂ 基因作为目的基因设计

ＬＡＭＰ 引物，以确定羊肉制品中是否含有猪、鸭和羊

源性成分。 结果表明，针对 Ｃｙｔｂ 基因序列设计的引

物具有较好的特异性。
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　 　 ＬＡＭＰ 扩增产物的检测主要通过 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ
染色法、实时浊度法［２２］。 实时浊度检测主要是依赖

ＬＡＭＰ 浊度仪来完成。 目前，在 ＬＡＭＰ 检测分析中，
已经开始引入荧光检测设备对扩增产物进行分析。
本研究采用自行研制的恒温荧光检测仪实现了

ＬＡＭＰ 扩增产物的实时检测，与 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染色

法检测结果相比，两者检测结果相似。
本研究通过恒温荧光检测模式，建立了利用

ＬＡＭＰ 法检测羊肉制品中猪、鸭和羊源性成分的新

方法。 本方法可以快速、准确地检测出羊肉制品中

０ ５％的动物源性成分，对羊肉制品掺伪检测提供了

方法支撑和依据，可作为肉制品中猪、鸭和羊源性

成分检测的有效工具，将来随着更多动物源成分引

物的设计和 ＬＡＭＰ 技术（如与微流控芯片技术相结

合）的发展，ＬＡＭＰ 方法在食品安全检测领域还将会

有更大的应用前景。

参考文献
［ １ ］　 ＤＩＮＧ Ｈ Ｂ， ＸＵ Ｒ Ｊ． Ｎｅａｒ⁃ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｅｆ ｈａｒｂｕｒｇｅｒ ａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ，
２０００，４８（６）：２１９３⁃２１９８．

［ ２ ］ 　 ＲＡＯ Ｑ Ｃ，Ｈｓｉｅｈ Ｙ Ｈ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ
ｆｅｅｄ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｅｆ ａｎｄ ｓｈｅｅｐ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒａｗ ａｎｄ
ｃｏｏｋｅｄ ｍｅａｔｓ［Ｊ］ ． Ｍｅａｔ Ｓｃｉ，２００７，７６（３）：４８９⁃４９４．

［ ３ ］ 　 Ｂｕｎｔｊｅｒ Ｊ Ｂ，Ｌｅｎｓｔｒａ Ｊ Ａ，Ｈａａｇｓｍａ Ｎ． Ｒａｐｉｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｉｎ ｍｅａｔ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ ｐｒｏｂｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｚｅｉｔｓｃｈｒｉｆｔ ｆüｒ
Ｌｅｂｅｎｓｍｉｔｔｅｌ⁃Ｕｎｔｅｒｓｕｃｈｕｎｇ ｕｎｄ Ｆｏｒｓｃｈｕｎｇ， １９９５， ２０１ （ ６ ）：
５７７⁃５８２．

［ ４ ］ 　 Ｊａｎｓｓｅｎ Ｆ Ｗ， Ｈａｇｅｌｅ Ｇ Ｈ， Ｂｕｎｔｊｅｒ Ｊ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐｅｃｉｅｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｅａｔ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ⁃ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｐｒｏｂｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９８，２１（３）：１１５⁃１２０．

［ ５ ］ 　 石丰运，缪建锟，张利平，等． 运用基因芯片技术检测牛、山
羊、猪和鸡源性成分 ［ Ｊ］ ． 生物工程学报， ２０１０， ２６ （ ６ ）：
８２３⁃８２９．

［ ６ ］ 　 孙艳华，张智禹，牛晋阳，等． ＰＣＲ 法快速检测熟肉制品中肉

类来源［Ｊ］ ． 食品研究与开发，２０１０，３１（５）：１３９⁃１４２．
［ ７ ］ 　 李林，徐江涛，张永强，等． ＰＣＲ 方法鉴别肉骨粉中的动物成

份种类［Ｊ］ ． 中国动物检疫，２００４，２１（４）：２９⁃３１．

［ ８ ］ 　 曾少灵，秦智锋，阮周曦，等． 多重实时荧光 ＰＣＲ 检测牛、山羊

和绵羊源性成分［Ｊ］ ． 生物工程学报，２００９，２５（１）： １３９⁃１４６．
［ ９ ］ 　 冯海永，韩建林． 羊肉产品中若干动物源性成分的七重 ＰＣＲ

检测技术应用研究［Ｊ］ ． 中国畜牧兽医，２０１０，３７（９）： ８５⁃９０．
［１０］ 　 Ｌａｕｂｅ Ｉ， Ｚａｇｏｎ Ｊ， Ｂｒｏｌｌ Ｈ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｆｏｏｄｓ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ
ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈ，２００７，４２（３）：３３６⁃３４１．

［１１］ 　 赵新，王永，兰青阔，等． 荧光定量 ＰＣＲ 方法鉴别肉制品中羊

源性成分［Ｊ］ ． 食品工业科技，２０１５，３６（１）：２９９⁃３０２．
［１２］ 　 沈丽，贺平丽，冯涛， 等． 基于磁珠核酸提取法的动物源性成

分检测研究［Ｊ］ ． 饲料加工与检测，２０１２，４８（２１）：７１⁃７４．
［１３］ 　 赵冉，蔡振鸿， 陈永锋． 动物产品及饲料中牛源和羊源性成

分三重荧光 ＰＣＲ 检测方法的建立［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０１２，
４４（７）：１８⁃２２．

［１４］ 　 Ｎｏｔｏｍｉ Ｔ， Ｏｋａｙａｍａ Ｈ， Ｍａｓｕｂｕｃｈｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ［Ｊ］ ． Ｎｕｃｌ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０００，２８
（１２）：ｅ６３．

［１５］ 　 Ａｈｍｅｄ Ｍ Ｕ， Ｈａｓａｎ Ｑ， Ｈｏｓｓａｉｎ Ｍ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅａｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｌｏｏｐ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＤＮＡ ｓｅｎｓｏｒ ［ Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ， ２０１０， ２１
（５）：５９９⁃６０５．

［１６］ 　 邵碧英，杨婕，张体银． 动物产品的 ＤＮＡ 提取方法［ Ｊ］ ． 畜牧

与兽医，２００５，３７（９）：４７⁃４９．
［１７］ 　 中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局． ＳＮ ／ Ｔ ２０５１—

２００８ 食品、化妆品和饲料中牛羊猪源性成分检测方法 实时

ＰＣＲ 法［Ｓ］ ． 北京：中国标准出版社，２００８．
［１８］ 　 中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局． ＳＮ ／ Ｔ ２７２７—

２０１０ 饲料中禽源性成分检测方法 实时荧光 ＰＣＲ 方法［ Ｓ］ ．
北京：中国标准出版社，２０１０．

［１９］ 　 李楠，王佳慧，沈青，等． 北京地区牛、羊肉片中鸭、鸡、猪源性

成分调查［Ｊ］ ． 中国食品卫生杂志，２０１４，２６（３）：２２７⁃２３２．
［２０］ 　 Ｍｏｍｃｉｌｏｖｉｃ Ｄ， Ｒａｓｏｏｌｙ Ａ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ

ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｆｏｏｄ ａｎｄ ｆｅｅｄ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｆｏｏｄ Ｐｒｏｔｅｃｔ，２０００，６３ （１１）：
１６０２⁃１６０９．

［２１］ 　 Ｓｅｖｉｌｌａ Ｒ Ｇ， Ｄｉｅｚ Ａ， Ｎｏｒéｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｔｅｌｅｏｓｔ ｆｉｓｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］ ．
Ｍｏｌ Ｅｃｏｌ Ｎｏｔｅｓ，２００７，７（５）：７３０⁃７３４．

［２２］ 　 李向丽，谭贵良，刘垚，等． 实时 ＬＡＭＰ 法快速检测食用植物

油中的转基因成分 ＣａＭＶ⁃３５Ｓ［ Ｊ］ ． 现代食品科技，２０１４， ３０
（２）：２４４⁃２４８．

·资讯·

印度发布《２０１４ 版食品安全及标准》等 ３ 部修订法案

　 　 ２０１５ 年 ４ 月 １６ 日，印度公布《２０１１ 版食品安全及标准（卵磷脂）》修订法案、《２０１４ 版食品安全及标准

（污染物、毒素和残留）》修订法、《２０１５ 版食品安全及标准（食品标准和食品添加剂）修订法案》。 分别批准

卵磷脂作为饼干食品添加剂并修改其使用标准，修订在各种食品中污染物、毒素及其残留水平以及甜叶菊

糖苷在各种食品中的使用标准等。 （来源：国家质检总局）
（相关链接：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｈｉｎａｂｅｖｅｒａｇｅ． ｏｒｇ ／ ｎｅｗｓ． ｐｈｐ？ ｉｄ ＝ ６３８３）


