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摘 要：目的 针对小众乳与乳制品的掺假的现象，构建乳与乳制品中动物源性成分检测方法。方法 设计合成

了牛、羊、驴、水牛的特异引物探针，优化乳与乳制品中核酸提取方法，对设计的荧光 PCR 方法进行了特异性、灵敏

度、适用性进行验证。结果 该方法对于常见动物物种具有较强特异性和灵敏度，牛、羊、驴、水牛的检测灵敏度分

别为 0. 001、0. 01、0. 01、0. 01 ng。此外，该方法适用性较强，在各类乳与乳制品样品中均能检出标识动物源性成分

和掺伪动物源性成分。结论 本研究构建的检测方法，特异性、灵敏度、检出限等指标均能满足日常实验需要，可

为监管与检验提供有力的技术支撑。
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Identification of four animal derived components in milk and dairy products
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Abstract：Objective To detect the adulteration in milk and dairy products，the method for identification of animal
derived components in milk and dairy products was constructed. Methods The specific primer probes of cattle，sheep，
donkey and buffalo were designed and synthesized. The nucleic acid extraction method in milk and dairy products was
optimized. The specificity，sensitivity and applicability of the designed fluorescent PCR method were verified .
Results The method had strong specificity and sensitivity for common animal species. The detection sensitivities of
cattle，sheep，donkey and buffalo were 0. 001，0. 01，0. 01 and 0. 01 ng，respectively. Conclusion The specificity，
sensitivity，detection limit and other indicators of the constructed method can meet the needs of daily experiments，and
provide strong technical support for supervision and testing.
Key words：Milk and dairy products；animal derived components；specificity；applicability

乳及乳制品营养丰富，是一类很重要的食物来

源。乳制品中包含人类所全部的必须氨基酸，可以

保证人体正常的营养需要，促进儿童的成长发育。

除常见的牛乳外，其他物种的乳制品也逐渐进入大

众视野，如羊乳、驴乳、水牛乳、骆驼乳等。这些不

同动物源性的乳与乳制品，由于风味独特，产品特

点明确，也越来越受到消费者的青睐［1］。不同动物

源性的乳产品之间的营养成分差别很大，如羊奶中

所含的维生素 A、烟酸、碳水化合物、磷和氨基酸的

含量明显优于牛奶，其酪蛋白和白蛋白消化率与牛

乳相比，可达 98%［2］。羊奶中的短链脂肪酸含量、

免疫球蛋白、乳清蛋白含量均优于牛乳，具有安神

补气血的功效［2］。驴奶具有很高的食用和药用价

值，其维生素、矿物质、不饱和脂肪酸比例、乳清蛋

白等均优于牛乳，更易被人体消化吸收［3-4］。驴奶

乳具有调节免疫、对抗肿瘤、增强免疫等作用［2］。

水牛乳是南方非常重要的乳品来源，其固形物含量

和蛋白含量均高于普通牛乳，约为普通牛乳的 1. 6倍

左右。相关研究表明水牛乳具有抗癌、消炎、抗氧
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化等功效［1，5］。这些小众乳制品的销售，丰富了消

费市场，但其低产量高价值的特性也给不法商贩带

来可乘之机，也带来技术与监管的需求。

目前，国内外对乳与乳制品动物源性成分的检

测方法包括分子生物学方法、蛋白检测方法，气相

色谱 -质谱法、电子舌技术、光谱技术等［6］。其中，

分子生物学方法对乳与乳制品的检测方法包括聚

合 酶 链 式 反 应 法（Polymerase chain reaction，PCR
法）、实时荧光定量 PCR 法、利用限制性内切酶片

段长度多态性进行鉴定的方法（RFLP 法）、环介导

等温扩增法（LAMP 法）等［6-8］。其中荧光 PCR 具有

检测速度较快、反应灵敏的特点，成为很多动物源

性成分检测标准中的常用方法，许多研究者采用该

方法对牛乳中牛、羊源性成分进行鉴定［6-14］。因

此，本实验采用实时荧光 PCR 方法，对常见乳产品

中的动物源性成分进行引物探针设计，构建乳与乳

制品中牛、羊、驴、水牛成分的检测方法。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 样品来源

本实验肉源成分样品及乳粉、液态奶样品均购

置于市场和网络。驴生乳样品由山东东阿公司提

供。乳清粉样品和其他动物源性成分材料为本实验

室储存样本。

1. 1. 2 主要仪器与试剂

7500 FAST 实时荧光 PCR 仪（美国 ABI 公司），

NanoDrop 2000c 生物紫外可见分光光度计（美国

Thermo 公司），高速冷冻离心机（德国 Eppendorf
公司），生物安全柜（美国 Nuaire 公司）等。

TaqManTM Universal Master Mix Ⅱ ，with UNG
（Appied Biosystems 公 司）；DNeasy Mericon 食 品

DNA 提取试剂盒，DNeasy Blood & Tissue 动物组织

DNA 提取试剂盒（德国 Qiagen 公司）；引物探针由

济南博尚公司合成。

1. 2 方法

1. 2. 1 DNA的提取

采用 DNeasy Mericon 食品 DNA 提取试剂盒对

乳与乳制品 DNA 进行提取，根据样品性质不同，前

处理方法分别为：固体样品：取 0. 2 g 于 50 mL 离心

管中，加入裂解液直接进行提取；液体样品：取 10 mL
样品于 50 mL 离心管中，12 000 r/min 离心 5 min
后，刮去离心管壁上层乳脂，并吸取去除中间层乳

蛋白，留下底层沉淀，加入裂解液直接进行 DNA 制

备。裂解时间延长至 3 h。提取结束后，通过 Nano
Drop 2000c 仪器检测 DNA 的浓度及质量［8］。同时

采用 DNeasy Blood & Tissue 动物组织 DNA 提取试

剂盒对其他动物源性成分的材料进行 DNA 的提取。

1. 2. 2 引物探针的设计合成

对牛、羊、驴、水牛的引物探针进行设计、合成。

牛、羊、驴引物引用现行标准［15-16］，水牛引物探针自

行设计获得。水牛的引物探针选取线粒体 COX I

基因，利用 Primer 5 软件进行特异性引物、探针设

计。引物探针序列见表 1。

1. 2. 3 荧光 PCR方法的建立

实时荧光 PCR 反应体系：反应体系总体积为

25 μL，TaqManTM Universal Master Mix 12. 5 μL，正反

向引物（10 μmol/L）各 1 μL，探针（10 μmol/L）1 μL，
DNA 模板（1~20 ng/μL）5 μL，用灭菌去离子水补足

至总体积 25 μL。
实时荧光 PCR 反应条件为：50 ℃ 2 min；95 ℃

10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40 个循环，在延伸时

收集荧光。

1. 2. 4 引物探针特异性验证

采用动物肉源成分 DNA 作为特异性验证的材

料。分别用牛、羊、驴、水牛 4 种源性成分的引物探

针对牛、水牛、羊、驴、猪、马、骆驼、鸡、鸭、猪、牦牛

的基因组 DNA 进行扩增。

表 1 牛、羊、驴、水牛引物探针序列信息

Table 1 Primer probe sequences of cattle, sheep, donkey and buffalo
检测物种

牛

羊

驴

水牛

引物与探针序列

F: 5’-CTCCTCGGAGACCCAGATAAC-3’
R: 5’-AGAAGTATCACTCGGGTTTG-3’

P: 5’-FAM-CCAGCCAATCCACTCAACACACCC-Eclips -3’
F: 5’-CAGCCCTCGCCATAGTTCAC-3’

R: 5’-AGGGTGGAAGGGAATTTTATCTG-3’
P: 5’-FAM-TCTTCCTCCACGAAACAGGATCCAACA-Eclips -3’

F: 5’-AATAGCTCTAGCCGTACGGCTAACT -3’
R: 5’-CAGGATAATGAATGAATGTAATAAGGGCTG -3’
P: 5’-FAM-TGCCGGACATCTTCTAATCCACCTT-Eclips -3’

F: 5’-CCCTTTAGCAGGTAACCTAG-3’
R: 5’- GATCAAAGAAAGTTGTGTTTAGG-3’

P: 5’- FAM-CCACGCAGGAGCCTCGGTAGAT-Eclips -3’

目的基因

细胞色素 b基因

细胞色素 b
基因

ATPase 6基因

COX I基因
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1. 2. 5 引物探针灵敏度验证

采用动物肉源成分 DNA 作为灵敏度验证的材

料。分别将牛、羊、驴、水牛基因组 DNA 进行 10 倍

梯度稀释，制备 4 种动物 10~10-3 ng 5 个梯度 DNA
样品，并进行荧光 PCR 扩增，每个稀释度设置三个

平行。

1. 2. 6 方法适用性验证

采集 20 份市场样本，样本包括液态乳，乳粉、乳

清粉、生乳等样品类型，产品的动物源性成分包含

牛、羊、驴、水牛、牦牛、骆驼等。利用建立的 DNA 制

备方法和荧光 PCR 方法，对所采集的样品进行检测。

2 结果

2. 1 方法特异性验证

牛、羊、驴、水牛 4 种动物源性成分检测均仅有

阳性对照目标成分检出，阴性及空白对照未扩增。

验证结果显示，除目标物种外，其余物种 DNA 目标

基因均无非特异的扩增曲线产生。结果表明本方

法采用的牛、羊、驴、水牛引物探针具有良好的特异

性，对目标基因具有良好的扩增。见图 1。

2. 2 方法灵敏度验证

设定的荧光 PCR循环数（Ct值）为 40，当 Ct值>35
时，判定该物种的动物源性成分未检出。结果如图 2
所示，牛引物探针在 0. 001 ng浓度下扩增 Ct值约在

30 左右；羊、驴、水牛在 0. 01 ng 浓度下扩增 Ct值分

别在 30、35、31 左右，第 5 个稀释浓度扩增曲线均在

阈值线以下。验证结果显示牛源性成分的灵敏度为

0. 001 ng，羊、驴、水牛源性成分的灵敏度为 0. 01 ng。

注：A：牛；B：羊；C：驴；D：水牛

图 1 引物探针特异性扩增曲线图

Figure 1 Specific amplification curves of primer probe

注：A：牛；B：羊；C：驴；D：水牛

图 2 引物探针灵敏度扩增曲线图

Figure 2 Sensitivity amplification curves of primer probe
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2. 3 方法适用性

荧光 PCR 方法实验结果见表 2。提取试剂盒

对各种乳与乳制品均有良好的提取效果，其 DNA
质量可满足后续实验的需要。结果显示，牛奶、驴

奶、羊奶、水牛奶这四种液体乳的标识成分和检出

成分一致，非目标成分均未检出；在各种动物源性

成分乳粉中，有一份羊乳粉样品和一份牦牛乳粉样

品、一份骆驼乳粉样品中，标示成分分别仅有羊、牦

牛和成分，但三份样品同时检出其他动物源性成分。

其中羊乳粉、牦牛乳粉检出牛成分，骆驼乳粉同时

检出牛、羊源性成分，表明可能有掺假现象存在。

有两份羊乳清粉检出牛源性成分，但 Ct 值在 35 附

近，提示产品存在其他源性成分的非恶意带入问

题。实验结果表明，上述荧光 PCR 方法具有良好的

适用性，可满足乳与乳制品中的牛、羊、驴、水牛成

分的鉴定工作。

2. 4 方法检出限

因为在实际样本中检出非标识成分，因此以液

态乳为样本，进行方法检出限实验。分别将只有单

一物种检出的羊乳、驴乳、水牛乳，按照目标源性成

分 100%、10%、1% 的比例与牛乳混合均匀，进行

DNA 制备及荧光 PCR 实验，进行方法特异性检

测，每个实验设置 3 个平行。结果如图 3 所示。羊

和驴在 100%、10% 比例下，可检测出目标源性成

分，Ct 值分别在 27（100% 比例）和 31（10% 比例）

左右；在 1% 比例条件下，无法检测到羊、驴的目标

源性成分；水牛在 100%、10%、1% 比例下，可检测

出目标源性成分，Ct 值分别在 26（100% 比例）和

30（100% 比例）、33（1% 比例）左右。验证结果显

示，羊、驴源性成分在液体乳中的检出限为 10%，

水牛源性成分在液体乳中的检出限为 1%。

3 结论

随着经济水平的提高，一些小众乳陆续被广大

消费者所接受。然而，这些小众乳的产量低，售价

高，有不法商贩以低价牛乳成分冒充。因此，需要有

相应的检测手段对该现象进行监管。本实验设计了

一种适用于乳与乳制品中动物源性成分的检测方

法。该方法适用于乳粉、液态乳、生乳的动物源性成

分检测，可同时对乳与乳制品进行牛、羊、驴、水牛成

分的检测，提高了检测效率。该方法特异性好，对

猪、马、骆驼、鸡、鸭、猪、牦牛等物种无交叉反应；灵

敏度高，对牛，羊、驴、水牛源性成分的灵敏度分别可

达到 0. 001、0. 01、0. 01、0. 01 ng，可满足日常检验的

需要。对市面上的液态乳、乳粉、生乳样品进行收

集、验证实验，实验结果表明该方法具有良好的产品

适用性，且对于液体乳的检出限可达到 10%。该方

法的建立，可为实验室的日常检验提供方法参考，也

表 2 市场样本适用性验证结果

Table 2 Applicability verification results of market samples
编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

样品类型

牛奶 1
牛奶 2
牛奶 3
羊奶 1
羊奶 2
驴奶

水牛奶 1
水牛奶 2
牛乳粉 1
牛乳粉 2
羊乳粉 1
羊乳粉 2

羊乳清粉 1
羊乳清粉 2
驴乳粉

牦牛乳粉 1
牦牛乳粉 2
骆驼乳粉 1
骆驼乳粉 2
生驴乳 2

标识成分

牛

牛

牛

羊

羊

驴

水牛、牛

水牛

牛

牛

牛、羊

羊

羊

羊

驴

牦牛、牛

牦牛

骆驼

骆驼

驴

探针类型

牛

P
P
P
N
N
N
P
P
P
P
P
P
P
P
N
P
P
P
N
N

羊

N
N
N
P
P
N
N
N
N
N
P
P
P
P
N
N
N
P
N
N

驴

N
N
N
N
N
P
N
N
N
N
N
N
N
N
P
N
N
N
N
P

水牛

N
N
N
N
N
N
P
P
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

结果判定

检出牛源性成分

检出牛源性成分

检出牛源性成分

检出羊源性成分

检出羊源性成分

检出驴源性成分

检出水牛、牛源性成分

检出水牛源性成分

检出牛源性成分

检出牛源性成分

检出牛、羊源性成分

检出牛、羊源性成分

检出牛、羊源性成分

检出牛、羊源性成分

检出驴源性成分

检出牛源性成分

检出牛源性成分

检出牛、羊源性成分

未检出牛、羊源性成分

检出驴源性成分

注：P代表该动物源性成分检出；N代表该动物源性成分未检出

注：A：羊；B：驴；C：水牛

图 3 适用性扩增曲线图

Figure 3 Applicability amplification curves
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可及政府部门的日常监管提供技术支撑。
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