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摘 要%实验采用磁珠提取肉制品及饲料中的核酸!并利用常规
EI8

和实时荧光
EI8

技术建立鉴定动物源性成

分的方法& 通过对磁珠核酸提取法与商品化核酸提取试剂盒进行比较 !证明磁珠核酸提取法具有方便 '快速 '
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疯牛病 !"#$%的出现使得对动物源性种类进行鉴别

变得非常有必要! 采用聚合酶链式反应 "

&'(

# 鉴别

食品$肉制品以及饲料中的动物源性成分受到广泛关

注!

)*+,*-./*

!0%首次报道了用
&'(

方法来检测牛$羊源

性成分! 结果表明
&'(

方法具有很高的特异性和灵敏

性! 然而%常规
&'(

方法对终点数据定量困难%对产物

的分析依赖于低通量技术 "如琼脂糖凝胶电泳#! 为

了克服以上缺点%在常规
&'(

基础上%发展了实时荧

光
&'(

"

()#&'(

# 技术%在短时间内能够区分微量的

不同动物源性成分%可以实现仪器在线式实时高通量

检测%因此成为近年来的研究热点 !1%

!

由于复杂样品中存在抑制
()#&'(

的物质% 从样

品中提取核酸的前处理步骤对
()#&'(

的结果起到关

键性作用 !2%

!目前%样品中核酸的提取多采用商品化的

试剂盒! 该提取方法存在提取速度慢%核酸提取不完

全等缺陷!磁性纳米材料的发展为核酸的提取提供了

新的途径! 由于磁珠分离纯化生物分子操作简单%效

率高%且具有自动工作站兼容的特性%磁珠被广泛应

用于核酸$蛋白质$细胞等的分离 !3#4%

!本试验引入磁珠

提取肉制品以及饲料中的动物源性
567

片段! 然后%

运用常规
&'(

和荧光
&'(

技术建立起肉制品及饲料中

动物源性成分的快速$特异$灵敏的鉴定方法!

!

材料与方法

"8"

检测样品 植物源性饲料为实验室自配参照

样%奶粉来自于商业委托检测样品%已知含有牛源性

成分! 牛$羊$猪$鸡$鸭肉均购自超市%使用前所有

样品都在
#$9!

密封保存!

"8$

主要试剂
:;<( =+>>? @

购自
A/-B*

公司&磁珠

法
567

提取试剂由北京百奥科生物技术有限公司提

供 &

C*+D>+ 5E " 999

等其他试剂购自天根生化科技

"北京#有限公司!

牛源性成分检测用引物"对#序列'

引物
"

'

2"#=''7)7)7')')''))==)=7'7#0"

引物
$

'

2"#=)7=='))===77)7=)7'=7#0"

羊源性成分检测用引物"对#序列'

引物
"

'

2"#)7))7=='')'''''))=))#0"

引物
$

'

2"#''')=')'7)77===77)7=''#0"

猪源性成分检测用引物"对#序列'

引物
"

'

2"#='')777)')'''')'77)==)7#0"

引物
$

'

2"#7)=777=7=='777)7=7))))'=#0"

鸡源性成分检测用引物"对#序列'

引物
"

'

2"#===7'7''',''''',)77)=7'7#0"

引物
$

'

2"#==7===',==77=77==7=)=#0"

鸭源性成分检测用引物"对#序列'

引物
"

'

2"#==7='7'',',7)'7=7=777=7'7#0"

引物
$

'

2"#=)=)=)7=7=','77=7)'77)'''#0"

以上引物在上海生工生物工程技术服务有限公

司合成! 引物溶液'用
)F

缓冲液分别将上述引物稀

释到
$2 !BGEHE

!

"80

仪器设备
&'(

仪为美国
CI (>A>*+JK

公司产品&

'>?,+/LM-> 21"2 5

型高速低温离心机为
:/-B*

公司产品&

NO&

型紫外凝胶成像仪为英国
=>?> =>?/M

公司产品!

"81

植物饲料阳性参照样的制备 首先从市场上分

别购得约
$29 -

新鲜的牛肉和羊肉% 将其冷冻干燥%然

后用电动粉碎机粉碎%分别将粉碎后的牛$羊肉粉加入

到玉米粉中%充分混匀%使其浓度为
98"$2P

%然后将制

备好的阳性参照样放在冰箱中冷冻保持%备用!

"82

总
567

抽提 利用目前市场上销售的动物源

性基因组
567

提取试剂盒进行总
567

抽提% 严格按

照说明书的操作步骤进行!

利用磁珠法进行动物源性基因组的总
567

抽

提%具体步骤如下'

称取
2Q"9 B-

研磨的动物源性饲料 "

09 B-

肉松或

粉碎后的肉 #%加入
099 !E

裂解缓冲液及
$9B-HBE

的

蛋白酶
R

溶液
$9!E

混匀%

32!

温育
09B/?

% 期间混匀样

品
$Q0

次!

"$999 +HB/?

离心
$ B/?

得到样品溶液!加入

399 !E

结合缓冲液%充分混匀!加入
19 !E

磁珠%轻柔

颠倒
"9 B/?

混匀%静置
$ B/?

后磁分离弃去清液!加入

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

收稿日期'
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&修回日期'
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资助项目 '国家自然科学基金资助项目 "

$9S9299S

#&北京市教

育委员会科技计划面上项目"

:TRC$9"$"990499$

#

作者简介'沈丽"

"S4U#

#%女%天津人%副教授%博士

V

通讯作者

灵敏!安全及可实现自动化等优点" 将磁珠核酸提取法与实时荧光
&'(

技术相结合#对猪!牛 !羊!鸭!鸡等动物

源性成分进行鉴别研究#结果表明$该方法完全适用于动物源性饲料及肉制品中动物源性成份的鉴定工作 #为

确证肉及肉产品的成份和来源#预防疯牛病的传播及物种的鉴别提供了有效的分子生物学检测方法"

关键词$动物源性成分%磁珠%

&'(

中图分类号$
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洗涤缓冲液
$

!使磁珠重新悬浮 !磁场分离 !

弃去清液"再加入
%"" !#

洗涤缓冲液
"

!同法洗涤磁

珠两遍" 将离心管置于磁力架上! 从离心管的另一

侧缓慢加入
&"" !#

洗涤缓冲液
#

!

&" '

后用弃去洗

涤液"加入
(" !#

洗脱缓冲液!使磁珠重新悬浮!

!!!

水浴
)" *+,

! 其间轻轻晃动使
-./

洗脱出来" 磁分

离!清液即为
-./

提取液!备用"

01%

常规
234

扩增 在
!5 !#

反应体系中加入动物

源性样品基因组作为模板!灭菌双蒸水为
06 !#

!

234

*+7 8! !#

!混合引物
8 !#

!

-./

模板
! !#

"

标准三步法
234

扩增条件为
9(!

预变性
! *+,

! 然后

进入循环反应 !

9(!

变性
&5 '

!

!!!

退火
(5 '

!

:8!

延伸
&5 '

!

&!

个循环后!

:8!

延伸
)5 *+,

"

);: 4<=234

扩增 在
05 !#

反应体系中加入动物

源性样品基因组作为模板! 灭菌双蒸水为
&;:! !#

!

>?@4 ABCC, $ "18! !#

!混合引物
"1! !#

!

234 *+7 ! !#

!

-./

模板
"1! !#

"

234

扩增条件为
9(!

预变性
! *+,

!然后进入循环反

应!

9(!

变性
&" '

!

!:!

退火
&" '

!

:8!

延伸
&" '

!

&!

个循

环后!

:8!

延伸至
6 *+,

!读板温度
:6!

!读板时间
"10 '

"

016 234

产物的电泳检测 用电泳缓冲液配制
0"

琼脂糖凝胶! 在胶未凝集前加入终浓度为
"1! !DE*#

的溴化乙锭!制备胶样" 在每个泳道中加入
)F !#

的

234

产物!其中一个泳道中加入
! !# -./ GHBICB

!同

时做阴性对照"

)8FJ0!" K

电压!电泳
&" *+,

"电泳结

束后!将琼脂糖凝胶置于凝胶成像仪上成像"

!

结 果

8;0

常规
234

鉴定样品中的动物源性成分 利用常

规
234

对饲料和肉制品中动物源性成分进行了鉴定"

这里以饲料中牛羊源成分的鉴定为例!对实验结果进

行分析" 如图
0

所示!泳道
0

为百奥科配方改进前羊源

性玉米饲料的
234

产物!应用磁珠法提取的基因组可

以在
8!" LM

处扩增出电泳条带" 对百奥科试剂配方做

出相应调整! 可以看到在改进后的第
(

#

!

泳道条带亮

度明显增强!而应用市场上销售的某种动物源性植物

饲料基因组试剂盒提取的基因组在
8

号泳道样本得到

扩增!

&

号泳道样本未得到扩增"由图
8

可知!应用百奥

科动物源性植物饲料基因组提取试剂盒提取的植物

性和奶粉饲料中的牛源基因组可以在
8!" LM

处扩增

出较亮电泳条带!其所用样本量小且所得结果优于市

场上销售的该种试剂盒"

8;8

荧光
234

鉴定样品中的动物源性成分 本文

利用
>?@4 ABCC, $

实时荧光
234

技术对猪# 牛# 羊#

鸭#鸡源性成分鉴别方法进行研究"以羊阳性样品的

结果为例 !由图
&/

可知 !羊源性成分的
-./

在
&&

循

环时检测到荧光信号明显增强! 而其它动物源性成

分和空白对照均无荧光信号的增长"此外!溶解曲线

中的溶解峰也可以反映反应中扩增到的产物" 由图

&@

可知! 羊源性成分的
-./

在
6";!!

有明显的溶解

峰!而其它动物源性成分和空白对照均无明显的峰"

此外!将其它物种提取后的
-./

模版进行
4<=234

扩

增!结果表明应用
>?@4 ABCC, $

实时荧光
234

技术对

猪#牛#鸭#鸡源性成分的检测结果与羊源性检测结

果相似!彼此互相不干扰" 因此!本文所采用的
4<=

234

技术具有很高的特异性"

"

讨 论

由实验结果可知! 磁珠法提取基因组
-./

与市

售商品化基因提取试剂盒相比有如下优点 $%

0

& 方

便$不需要整个过程的超速离心!只需一步简单离心
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$磁珠提取法提取
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样本!
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$阴性对照

图
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羊源性检测
$%&

产物电泳图

注$

G

$

-./ GHBICB -#8"""

!

0

$ 市售基因组试剂盒牛源饲料 %
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$磁珠法牛源饲料扩增结果 %
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样本 &!
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$磁珠法奶粉饲料扩增结果 %

&" *D

样本 &!
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$市售基因组试

剂盒奶粉饲料扩增结果%
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$阴性对照

图
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牛源性检测
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操作!简单安全"#

!

$ 快速%样本裂解后在
"#$%# &'(

内!只需几个简单的步骤!即可完成一次提取!省时

省力"&

"

$ 灵敏% 与离心柱提取所需至少
)# &*

样本

量相比! 本方法只需要
) &*

的样本即可完成基因组

+,-

的提取检测 !灵敏度更高 "&

%

$ 安全 %整个过程

都是无毒性的物质操作! 而无需用到有毒的苯酚氯

仿等有机物! 安全可靠 "&

)

$ 可配自动化磁珠提取

仪!如在
./

孔板中纯化
+,-

!程序开始后!不需任何

手工操作!在
0

小时内完成
./

个样品的纯化!最大程

度的避免了手工操作的误差!使平行性更好' 因此!

该方法推广可用于大批量样本的高通量( 快速
+,-

提取!用于分析其中的
+,-

来源'

1234 5677( 8

是一种不对称腈类荧光素!可以非

特异性地嵌合于双链
+,-

双螺旋结构的小沟中 9:;

'

在
4<=>?4

中使用
1234 5677( !

荧光染料已有较多

文献报道 9.=0@;

' 在
>?4

反应体系中!游离在溶液中的

1234 5677( 8

不发荧光 !在
>?4

聚合过程中 !越来越

多的
1234 5677( 8

分子结合到新生成的双链
+,-

中!可实时检测到增强的荧光信号!由此可进行扩增

产物的定性分析' 同时!

1234 5677( 8

可以在反应末

尾对扩增产物进行溶解! 称为溶解曲线分析' 在溶

解曲线分析过程中! 基于产物长度和
5A?

含量的不

同! 扩增产物会在不同的温度点解链' 随着产物的

解链可以观察到荧光值的降低并被
>?4

仪所测量 '

对溶解曲线进行微分可以计算出溶解峰' 溶解峰的

大小与反应中扩增产物的含量成正比! 因此用溶解

曲线数据就可以对扩增产物进行定量检测'

!

结 论

本文将磁珠核酸提取法和非探针类
4<=>?4

技

术相结合! 建立了一种快速高通量的签定动物源性

成分的检测方法' 该方法特异性强(准确性好(灵敏

度高(可重复性好!完全适用于动物源性饲料及肉制

品中动物源性成份的鉴定工作! 为明确肉及肉产品

的成份和来源!预防疯牛病的传播及物种的鉴别提供

了有效的分子生物学检测方法'
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