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实验技术与方法
实时荧光 d<’法快速检测肉类中貉源性成分
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摘#要!目的#建立貉源性成分的实时荧光 d<’快速检测手段" 方法#根据貉的线粒体 ,B!8基因序列设计引物

和探针!通过优化扩增反应体系进行实时荧光 d<’%’P*d<’&扩增!产物进行快速检测" 结果#此方法特异性良

好!灵敏度可达到 $% ‘) ;L貉源性 Z7(的量" 在混合或纯肉样品以及常见的肉制品中均可检测" 结论#本方法可

以满足实际工作中肉类掺假检测的要求"
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##肉类作为人类重要的营养来源%与人们生活和
健康息息相关%然而以廉价肉或未经检验检疫的动
物肉冒充优质高价肉的行为不仅侵犯了消费者的
经济利益%而且也危害了食用者的身体健康%甚至
产生社会习惯+宗教信仰问题.

貉"2B>!"C"%!"$6CE>BEFEGK"$#是毛皮动物的主要
品种之一%目前已形成很大的养殖规模%在获取皮
毛之后%动物尸体作为副产物的再利用缺乏监管手
段. 对于这些未经检验检疫的肉类%需要建立相关
检测方法%实现有效监管%以保证消费者的食品
安全.

以 Z7(分子特异基因扩增技术鉴定为基础的实
时荧光 d<’"CB>A*?=JBd<’%’P*d<’#具有简单+快
速+灵敏度和准确性高的优点%目前已经是肉制品物
种源性成分鉴定普遍采用的方法,$- . 为此%本试验建

立 ’P*d<’快速检测肉制品中貉源性成分的方法.

$#材料与方法
$-$#材料
$-$-$#阳性对照与检测样品

貉"乌苏里亚种#+水貂"黑色标准貂#+狐狸"北
极狐#+狗"中华田园犬#+驴"德州驴#肉均通过河北
昌黎某养殖基地获得%牛 ,8K6"S# $%%$/"-+山羊
"K6)%.$#+绵羊"K6)%&/#源性成分标准物质通过
中国标准物质信息网购买%鸭 "g<*(7*%%" #+猪
"g<*(7*%%. #+ 鹌 鹑 " g<*(7*%%/ #+ 兔 " g<*(7*
%%!#+鹅 "g<*(7*%%+ #+马 "g<*(7*%%) #+猫 "g<*
(7*%$&#源性成分标准物质通过标准物质网购买%

肉制品通过超市和农贸市场购买.
$-$-&#主要仪器与试剂

d<’FGH?BJ"/%%基因扩增仪"美国(KV#+研磨机.
d<’试剂盒"美国 (KV#%<P(K+SZP(+三氯甲

烷+异戊醇+异丙醇+乙酸钠+乙醇+PC=H饱和酚均购
自北京 F@A>CR=@&<P(K提取液$!! JJ@A0Y<P(K%
$ )%% JJ@A0Y7><A%&% JJ@A0YSZP(%$%% JJ@A0Y
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PC=H%用 $%^盐酸调 NU至 +-%% $&$ a高压灭菌
&% J=;%备用&<P(K沉淀液$$.-"! JJ@A0Y<P(K%
)% JJ@A0Y7><A%$&$ a高压灭菌 &% J=;%备用&PS

缓冲液 "PC=H+SZP(缓冲液 #$$% JJ@A0YPC=H*U<A
"NUs+-%#%$ JJ@A0YSZP(" NUs+-%#&PC=H饱和
酚抽提液$PC=H饱和酚*三氯甲烷*异戊醇比例为 &!r
&) r$ "/)/#& 蛋白酶 k" )% J(;H@; X0JL% A@?w
FYKZ%!,&e%美国 F=LJ>#$&% JL0JA&氯化钠水溶
液$$ &%% JJ@A0Y7><A%溶于双蒸水中.
$-&#方法
$-&-$#样品 Z7(的提取

样品经研磨成肉糜或者细粉%需要称重配混合
样品的先烘干再研磨成粉后称重. 若样品油脂含
量高%采用乙醚洗涤 $ i& 次后过滤%可有效去除油
脂. 取 $%% JL放入 & JA离心管中%加入<P(K提取
液 ,%% %A和蛋白酶 $% %A%,! a水浴加热 $ 5%加入
PC=H饱和酚抽提液 +%% %A摇匀%离心取上清加入
$-! JA离心管中%加入 & 倍体积的 <P(K沉淀液%室
温静置 $ 5%离心弃上清%先加入氯化钠水溶液
)%% %A摇匀溶解沉淀%再加入 )%% %A三氯甲烷摇
匀%离心取上清%加入新的 $-! JA离心管中%加入
%-+ 倍体积的异丙醇摇匀静置 $ 5%离心弃上清%加
入 $ %%% %A"%^ 酒精洗涤%离心静置晾干%溶
于$%% %A水中.
$-&-&#引物设计与反应体系

通过 8B;K>;I 中貉 ,B!8基因序列与近源物种犬
科动物狗+狐+狼%毛皮动物常见的水貂+狐狸%以及食
用肉类常见物种牛+羊+猪+鸡+鸭+兔的 ,B!8基因序
列进行比对分析%设计一组特异性引物探针%由大连
P>k>’>公 司 合 成. 上 游 引 物 D$ !n*P(<(8<P8
(P<P<<P<(<8PP((<(*.n&下游引物 ’$!n*PP88<<
8(P8(P8(P8(((8*.n& 探 针 序 列 d$ !n"D(b#*
((PP8<(88<<((<<88P<8((<*.n"P(b’(#.

实时荧光 d<’反应体系 "&! %A#$$&-! %A& _
’P*d<’ K:44BC% 上+ 下 游 引 物 各 $ %A"终 浓 度
%-& %J@A0Y#% 35Wb>; 探 针 d $ %A" 终 浓 度
%-& %J@A0Y#%提取的产品 Z7(模板 & %A%纯水
"-! %A.

d<’反应程序为$/! a预变性 $% J=;&/! a
$! H%,% a $ J=;%循环 )! 次%仪器设置荧光自动
收集.
$-&-.#特异性试验

利用所设计检测貉源性成分的特异性引物与
探针%分别以貉+水貂+狗+鸡+鸭+猫+猪+鹌鹑+狐+
牛+羊+驴+兔+鹅+马动物的 Z7(为模板%以灭菌双
蒸水为空白对照模板%进行实时荧光 d<’%验证引

物的特异性.
$-&-)#灵敏度试验

用超纯水 $% 倍梯度稀释貉肉 Z7(%每个反应
体系内模板 Z7(的量从 %-%%% $ i$%% ;L%按 $-&-&
进行 ’P*d<’检测.
$-&-!#混合纯肉样品的检测

取貉肉样品%按照干重的质量比 $r$% 分别与牛
肉+羊肉+猪肉+鸡肉+驴肉混合%按照 $-&-$ 和
$-&-& 进行 Z7(提取和 ’P*d<’检测.
$-&-,#混合肉制品的检测

采用制作肉丸人工模拟肉制品试验 ,&- . 样品
肉经烘干研磨成粉%按照羊肉 +%^%貉肉 $%^%其他
成分包括木薯淀粉+食用盐+大蒜组合成分占 $%^
制作混合肉丸. 肉丸分别经!烘箱 &%% a热处理
.% J=;,.- &"高压灭菌锅 $&$ a处理 .% J=;,)- %按照
$-&-$ 和 $-&-& 进行 Z7(提取和 ’P*d<’检测.

为了检测真实肉制品中复杂成分和工艺对检
测结果的影响%按照肉制品的主要加工工艺和主要
成分 ,!- %取不同厂家的不同主要成分的香肠+肉丸+

熏肉等样品%烘干研磨成粉%与貉肉样品按照干重
的重量比 $r$% 分别混合%按照 $-&-$ 和 $-&-& 进行
Z7(提取和 ’P*d<’.

&#结果
&-$#特异性试验结果

检测结果如图 $ 所示%$ 号样品"貉#出现阳性
扩增曲线%其他样品没有貉源性成分 Z7(%荧光信
号 ,!值与貉相差很多" m$!#或无信号检出%空白
对照也无信号检出. 说明上述引物和探针有良好
的特异性.
&-&#灵敏度试验结果

$% 倍稀释的模板含量与检测平均 ,!值结果如
图 &%相关系数 C& s%-//"%扩增效率 /+^%扩增效果
达到要求%本方法的检测低限可达 $% ‘) ;L貉源性
Z7(的量.
&-.#混合纯肉样品以及肉制品的检测结果

貉肉与常见的食用肉类如牛肉+羊肉+猪肉+鸡
肉+驴肉按 $%^混合后%均能检出%不同物种肉组织
成分和 Z7(均不影响本方法的检测.

貉肉制作肉丸人工模拟肉制品%经过粉碎+高
温烘烤+蒸煮等处理%试验结果均为检出%肉制品的
加工处理工艺不影响本方法的检测.

貉肉与常见的肉制品混合试验%貉肉成分均为
检出%结果见表 $. 常见的肉制品中淀粉+大豆蛋
白+油脂+盐和调料以及不同处理工艺如发酵+熏烧
等造成的复杂成分均不影响本方法的检测.
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注$$2貉&&2貂&.2狗&)2鸡&!2鸭&,2猫&"2猪&+2鹌鹑&狐+牛+

羊+驴+兔+鹅+马以及空白对照未检测到信号

图 $#d<’特异性扩增曲线
D=L:CB$#FNB3=4=3=?G@4d<’

注$Z7(含量单位为 ;L

图 &#模板 Z7(含量与 ,!值的相关线性图
D=L:CB&#’BA>?=@;H5=N RB?QBB; ?5B>J@:;?@4?BJNA>?B

Z7(=; ?5B>HH>G>;E ,!O>A:BH

表 $#混合纯肉样品以及肉制品的检测结果

P>RAB$#’BH:A?H@4@4?5B>HH>G=; I=;EH@4JB>?NC@E:3?H
肉制品种 主要肉成分 样品数0份 检测结果
腌腊肉 猪 & 检出
酱卤肉 鸡 & 检出
熏烧焙烤肉制品 羊 & 检出

鸭 & 检出
干肉制品 牛 & 检出

猪 & 检出
油炸肉制品 鸡 . 检出

猪 & 检出
肠类肉制品 猪 $% 检出

牛 & 检出
鸡 & 检出
鱼 & 检出

火腿肉制品 猪 & 检出
调制肉制品 猪 , 检出

鸡 & 检出

.#讨论
貉肉属于肉中不应该存在的成分%而且少量添

加没有经济利益和必要%在大比例添加的情况下%
检测到貉肉成分的荧光信号会很明显%而且判断经
得起推敲. 但不同的肉制品%由于主要成分存在差
别%可能存在的 d<’抑制剂等因素%影响 Z7(的含
量和扩增效率%,!值差异会比较大%因此建议在实
际检测样品时%对扩增体系须进行质量控制%设置
阳性对照+阴性对照+空白对照以及内参基因对照.
以貉肉提取的 Z7(为阳性对照%以已知不含有貉源
性成分样品提取的 Z7(为阴性对照%以灭菌双蒸水
为空白对照%以真核生物 $+F C’7(基因为内参基
因 ,,- . 样品和对照均设置两个平行的反应体系.
一个有效的试验应满足空白对照和阴性对照无荧
光对数增长%对应的 ,!值 m)%&阳性对照和内参对
照有荧光对数增长%且出现典型的扩增曲线%对应
的 ,!值 o.%. 在符合以上条件的情况下%被检测样
品如果 ,!值!.!%则判定为阳性&如果 ,!值")%%
则判断为阴性&在 .! o,!值 o)% 时%需要重复试
验%如果 ,!值仍然 o)%%则判定为阳性%如果 ,!值
仍然")% 判断为阴性.

中国是世界上貂+狐+貉最大的养殖国家,"- %目前
国内的毛皮动物养殖方式主要为农户家庭养殖为主%
仍然缺乏统一规范的流通监督管理. 貉作为毛皮动
物的主要品种%目前我国貉的饲养量有 $ +%% 万只%以
经济价值较高的乌苏里貉为主%主要分布在河北+山
东+辽宁+吉林+黑龙江和内蒙古等地,+- . 在毛皮动物
养殖不断繁荣的同时%所带来的副产物处理问题也摆
在面前. 一只成年的貉体重在 , i$% IL,/- %据河北省
毛皮产业协会统计 &%$) 年中国貉取皮数量在
$ )%% 万张左右,$%- %由此附带的动物尸体的流向却很
少获得关注%这其中蕴含着巨大的风险. 因此%需要
建立一套毛皮动物肉掺假快速检测技术%以保证食品
安全. 目前毛皮动物源性成分的鉴定研究报道较少%
无高通量筛选技术手段. 毛皮动物基于荧光 d<’的
物种鉴定方法很少%近两年虽出台了对貂和狐狸的检
测标准方法,,%$$- %但对于体型大+产肉量高的貉源性
成分检测较少报道%鲜见实时荧光 d<’的鉴定方法.

d<’技术因其高效快速+操作简便+特异性强
等特点%已被广泛应用于动物源性成分的检测. 实
时荧光 d<’检测具有快速+简便+环保的优点%近年
来获得较广的推广 ,$&- . 本研究建立的 ’P*d<’方
法%适用于生鲜肉及常见肉制品中貉源性成分的检
测%在食品中动物源性成分的快速检测方面具有良
好的应用前景.
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实验技术与方法
凯氏蒸馏*电子滴定器碘滴定法测定食品中的二氧化硫

毛琏!王娣!张兰天!张雷雷!张斌!石伟杰
!河北省食品检验研究院 河北省食品安全重点实验室"河北 石家庄#%!%%/$#

摘#要!目的#利用凯氏蒸馏仪前处理和电子滴定器滴定检测样品中的二氧化硫残留量!分析食品中二氧化硫

残留量的含量水平" 方法#对 &/ 类 $ $&! 份样品中的二氧化硫残留量进行蒸馏’滴定检测!进一步研究该方法

的检出限’精密度和加标回收率!并对检测数据进行分析" 结果#凯氏蒸馏*电子滴定器碘滴定法的检出限为

%-%$% L0IL!PDV为 &-)^ i!-$^!加标回收率为 +"-%^ i//-,^!$ $&! 份样品中!&%-+^ %&.) 0$ $&!&检出二

氧化硫!$/-$^%&$! 0$ $&!&检出但未超二氧化硫最大允许使用量" 结论#凯氏蒸馏*电子滴定器碘滴定法快速’

准确!适用于食品中二氧化硫残留量的检测#个别样品如蜜饯’饼干’粉条’海米中的二氧化硫残留量数据异常!

高于我国最大允许使用量!存在一定的食品安全隐患"
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