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DNA免提取结合 qPCR冻干试剂的

肉制品掺假鉴定方法

张娴雅  葛志强*

（天津大学化工学院，天津  300072）

摘要：【目的】建立肉制品中牛、鸭源性成分的现场快速定量检测方法。【方法】将 DNA 免提取法与荧光定量

PCR（qPCR）冻干试剂法相结合，采用 DNA免提取法制备 qPCR反应模板。通过冻干工艺制备出的预混 qPCR

试剂，利用便携式 qPCR 系统对冻干试剂进行扩增。【结果】DNA 免提取法简化了样品的提取、纯化步骤，该过

程可在 10 min内完成。DNA 免提取法结合 qPCR 冻干试剂法的检测限可达 1 pg/μL，从采样到得出结果只需

45 min。预混 qPCR冻干试剂可在 4 ℃下保存 6个月、室温下保存 4个月、37 ℃下保存 14 d。【结论】利用便携式

qPCR 系统即可对 qPCR 冻干检测试剂进行扩增，从而实现肉制品掺假的快速鉴别。
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A Method for Identification of Adulteration in Meat Products by DNA Extraction-

Free qPCR Lyophilized Reagents

ZHANG Xianya GE Zhiqiang*
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Abstract: [Objective] This study aims to achieve rapid quantitative detection of beef- and duck-derived ingredients in 

meat products. [Method] The DNA extraction-free method was combined with fluorescent quantitative PCR (qPCR) 

lyophilized reagents was developed. The DNA extraction-free method was employed to prepare the template for qPCR. 

The premixed qPCR reagents were prepared by lyophilization. A portable qPCR system was used for amplification with 

the lyophilized reagents. [Result] The DNA extraction-free method with simplified sample extraction and purification 

steps achieved the detection within 10 min. The method combining the DNA extraction-free DNA method and qPCR 

lyophilized reagents can produce results within 45 min, with the limit of detection being 1 pg/μL. The premixed qPCR 

lyophilized reagents can be stored at 4 ℃ for 6 months, at room temperature for 4 months, and at 37 ℃ for 14 d. 

[Conclusion] The qPCR lyophilized reagents are appropriate for a portable qPCR system and can thus achieve rapid 

identification of adulteration in meat products.

Keywords: DNA extraction-free; adulteration in meat products; lyophilized reagents; fluorescence quantitative 

PCR; on-site detection

随着人们生活水平的提高，牛、羊肉在日常膳

食结构中的消费比例快速增长，有些经营者为谋

取高额利润，以价格相对低廉的鸡、鸭肉制品代替

牛、羊肉制品［1］，这已成为消费者高度关注的食品

安全问题。强化肉制品掺假的现场检测工作对食

品安全监管部门履行监管职责和保障消费者合法

权益具有重要意义［2］。

目前，针对肉制品中动物源性成分的检测技

通信作者：葛志强（1963—），男，博士，副教授，硕士研究生导师，主要从事药物分析及食品安全与检测研究。 E-mail：

gezhiq@tju.edu.cn

收稿日期：2022⁃06⁃29 修回日期：2022⁃08⁃24

［文章编号］ 1673-1689（2024）12-0146-08DOI：10.12441/spyswjs.20220629003

146



Vol. 43 No. 12 张娴雅等： DNA 免提取结合 qPCR 冻干试剂的肉制品掺假鉴定方法

术主要基于 DNA 或蛋白质的方法［3-6］，尽管蛋白质

免疫测定方法操作简便，但其在近缘物种鉴别方

面存在局限性［7-8］，特别是蛋白质经过加工后会对

其鉴定结果产生影响［9-11］。DNA 的热稳定性更

好，肉制品经过热处理后仍然能提取出 DNA 片

段［12］，DNA 比蛋白质具有更丰富的种间多态

性［13］，因此 PCR 被广泛应用于动物源性成分的鉴

别［14-19］。Meira 等［20］利用实时定量 PCR 检测加工

食 品 中 的 马 肉 掺 假 情 况 ；Rodríguez 等［21］通 过

TaqMan 实时 PCR 法检测猪肉。虽然基于 DNA 的

qPCR 鉴别技术具有灵敏度高和特异性强等优点，

但受所需仪器设备的限制，需要将样品送到专门

的实验室进行检测，很难实现样品的现场检测，且

检测成本较高。此外，该方法对样品的前处理要

求高、过程复杂，肉类中的 DNA 需要经过裂解、提

取和纯化等步骤，且检测时间从采样到得出结果

一般需要 4 h 以上。在不影响检测灵敏度和特异

性的基础上，通过简化样品的前处理步骤可缩短

检测时长。近年来 DNA 免提取技术已在医学领

域和微生物检测领域受到广泛关注［22-23］。为了实

现 qPCR 检测的现场应用，已有研究者开发了可室

温携带的预混 qPCR 冻干试剂，并在实际应用中取

得了较好的结果［24-25］。目前有关 DNA 免提取与预

混 qPCR 冻干试剂联合应用的研究较少，因此有必

要开发操作简便、耗时短、成本低廉且可应用于现

场检测的 qPCR 方法。基于 TaqMan 探针技术，作

者开发了一种肉源性 DNA 免提取结合 qPCR 冻干

试剂的检测方法，评估了该方法的检测限以及可

能的影响因素。

1　材料与方法
1.1　主要试剂

裂解直扩液、冻干保护剂、磁珠纯化 DNA 提

取试剂盒 ：天津金歌联合生物科技有限公司 ；

2×TaqMan Fast qPCR Master Mix：生工生物工程

（上海）股份有限公司；鸡、兔、牛、山羊、绵羊、鸭、猪

基因组 DNA：四川华汉三创生物科技有限公司。

1.2　仪器与设备

实时荧光定量 PCR 仪：LightCycler 480 型，罗

氏诊断产品（上海）有限公司；便携式 qPCR 仪：

Palm 型，普瑞麦迪（北京）实验室技术有限公司；微

量核酸蛋白浓度测定仪：NanoDrop One 型，赛默

飞 世 尔 科 技（上 海）有 限 公 司 ；台 式 离 心 机 ：

1-14 型 ，美国 Sigma 公司 ；掌上离心机 ：D1008E

型，北京大龙兴创实验仪器（北京）股份公司；电子

天平：BS124S 型，德国赛多利斯公司；冷冻干燥

机：Alpha 1-2 LDplus 型，德国 Christ 公司；电热恒

温水浴锅：DK-8A 型，上海精宏实验设备公司。

1.3　引物和探针的设计与合成

从 GeneBank 数据库中获取牛线粒体基因序

列（MT576844.1）和鸭细胞色素 b 基因序列（NC_

009684.1），根据引物探针设计规则，分别设计了

鸭、牛源性成分的上下游引物，在可变区域分别设

计了对应的特异性探针。为提高试验结果的准确

性，引入了一条人工内标序列，并根据内标序列设

计上下游引物与探针。在 NCBI 上对上述引物和

探针序列进行 BLAST 对比分析，对其特异性进行

评估，具体的引物和探针序列见表 1。引物探针及

内标序列均由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。

表 1　引物及 TaqMan探针序列

Table 1　Sequences of primers and TaqMan probes

样品

牛源性成分

鸭源性成分

内标

名称

引物 P1

引物 P2

TaqMan探针

引物 P1

引物 P2

TaqMan探针

引物 P1

引物 P2

TaqMan探针

引物序列（5′—3′）

TGGAGTAATCCTTCTGCTCACAGT

TGACTGTTGCTCCTCAGAATGATA

ROX-AGCATTTATAGGATACGTCC-BHQ2

TCAGCCCTCCCATACATC

GGAAGTGAATGGCGAAGA

FAM-AGTGGATAACCCAACCCTAACCCG-BHQ1

GTATCATAAACAGTGCCCATCT

AGCATAGTCGGGCTTCCT

CY5-TTCCAGAAACGCCTCCAATACG-BHQ3
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1.4　qPCR 方法的建立

qPCR 扩增体系总体积为 20.0 μL，各组分为：

qPCR Mix 10.0 μL、10 μmol/L引物 1.0 μL、10 μmol/L

探针 0.5 μL、模板溶液 2.0 μL，用 ddH2O 将体系补

充至 20.0 μL，混匀后离心。 qPCR 扩增条件为：

95 ℃ 预变性 2 min，95 ℃ 变性 15 s，58 ℃ 延伸

40 s，反应 40 个循环，40 ℃冷却 30 s，在退火延伸

时收集荧光数据。

1.5　扩增样品的处理方法

用针式取样器在生、熟牛肉和鸭肉组织分别提

取若干粒圆柱形组织（直径 1.0 mm×高 1.0 mm），随

机分成牛对照组（C 牛）、鸭对照组（C 鸭）、牛试验组

（T 牛）和鸭试验组（T 鸭），根据所用组织颗粒数（1、

2、3、4 粒）分别标记为：C 牛 1、C 牛 2、C 牛 3、C 牛 4；C 鸭 1、

C 鸭 2、C 鸭 3、C 鸭 4；T 牛 1、T 牛 2、T 牛 3、T 牛 4；T 鸭 1、T 鸭 2、T 鸭 3、

T 鸭 4。按照磁珠纯化 DNA 提取试剂盒说明书，提

取纯化对照组 DNA。洗脱体积为 50 μL，用微量

核酸蛋白浓度测定仪测定所得 DNA 的质量浓度

和纯度。用 DNA 免提取法处理试验组样品：将牛

肉或鸭肉置于 1.5 mL 离心管中，加入 50 μL 裂解

直扩液，用配套研磨棒将组织碾碎，于 50~60 ℃放

置 5 min，裂解后的液体直接作为 qPCR 反应的

模板。

1.6　探针的特异性及 qPCR 的灵敏度检测

为检测牛、鸭及内标引物与探针的特异性，以

鸡、兔、猪、绵羊、山羊基因组 DNA 和提取的鸭、牛

基因组 DNA 以及合成的内标质粒作为 qPCR 反应

模板，在单重 qPCR 反应体系中对该检测方法进行

特异性验证，以无 RNA 酶水作为阴性对照，每个

物种 DNA 均设置 3 个平行。具体反应体系为：

2×TaqMan Fast qPCR Master Mix 10.0 μL、上下游

引物（10 μmol/L） 1.0 μL、探针（10 μmol/L） 0.5 μL、

DNA 模板  2.0 μL、ddH2O 6.5 μL。qPCR 扩增条件

为：95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 15 s，58 ℃延伸

40 s，反应 40 个循环，40 ℃冷却 30 s，在退火延伸

时收集荧光数据。

将鸭、牛基因组 DNA 分别进行 10 倍稀释，设

置其模板质量浓度分别为 0.000 1、0.001、0.01、

0.1、1、10、100 ng/μL。在反应体系中分别加入

2 μL 不同质量浓度的基因组 DNA 作为模板进行

扩增，以无 RNA 酶水作为阴性对照，对所建立的

三重 qPCR 方法进行灵敏度检测。反应体系为：

2×TaqMan Fast qPCR Master Mix 10.0 μL、牛

上下游引物（10 μmol/L） 1.0 μL、鸭上下游引物

（10 μmol/L） 1.0 μL、内标引物（10 μmol/L） 1.0 μL、

牛探针（10 μmol/L） 0.5 μL、鸭探针（10 μmol/L） 

0.5 μL、内标探针（10 μmol/L） 0.5 μL、DNA 模板  

2.0 μL、ddH2O 3.5 μL。qPCR 扩增条件为：95 ℃预

变性 2 min，95 ℃变性 15 s，58 ℃延伸 40 s，反应

40个循环，40 ℃冷却 30 s，在退火延伸时收集荧光

数据。

1.7　qPCR 冻干试剂的制备及稳定性检测

在 qPCR 八连管中预混合 qPCR 反应体系（不

含模板），反应体系中，除了将 ddH2O 改成 5.5 μL

冻干保护剂，其他组成与三重 qPCR反应体系相同，

反应体系总体积为 20 μL。将八连管放入-80 ℃预

冷冻 24 h，然后进行冷冻干燥。真空冷冻干燥机的

冷阱温度为-54 ℃， 冷阱压力<13.33 Pa，干燥时间

为 6 h。对 qPCR 冻干试剂进行检测，同时以新鲜

配制的 qPCR 试剂和未添加冻干保护剂的冻干

qPCR 扩增试剂为对照，分析扩增曲线的 Rn 值和

Ct值。

用铝箔袋将 qPCR 冻干试剂进行真空包装，分

别置于 4 ℃储存 6 个月、室温下储存 6 个月、37 ℃

下储存 28 d，定期对 qPCR 冻干试剂进行检测，比

较不同温度和储存时间对试剂性能的影响，同时

设置未进行冷冻干燥的试剂作为阳性对照 。

qPCR 扩增结束后，分析扩增曲线的 Rn值和 Ct值。

1.8　qPCR 冻干试剂在便携式 qPCR 仪上的试验

将鸭、牛基因组 DNA 分别进行 10 倍稀释， 用

不同梯度稀释的 DNA 作为模板，加入 qPCR 冻干

试剂。在实时荧光定量 PCR 仪和便携式 qPCR 仪

上分别进行荧光 PCR 扩增，收集荧光信号进行定

性检测。qPCR 扩增条件为：95 ℃预变性 2 min，

95 ℃变性 15 s，58 ℃延伸 40 s，反应 40 个循环，

40 ℃冷却 30 s，在退火延伸时收集荧光数据。

1.9　实际样品中鸭源性成分的检测

将市售牛肉丸、牛肉馅、肥牛卷、牛肉松、烤牛

肉串、牛肉香肠、猪肉馅、猪肉香肠、酱牛肉、羊肉

片等 50份不同种类的肉制品，按照 1.5的方法进行

处理，用所建立的 qPCR 冻干试剂法和行业标准

（SN/T 2727—2010）中的 qPCR 法分别对鸭源性成

分进行检测分析，对 qPCR 冻干检测试剂的准确性

和实用性进行综合评价。
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1.10　统计学分析

所有试验在相同条件下设置 3个平行，所有收

集数据用平均值±标准偏差表示。用 SPSS 20.0 进

行统计学分析，采用方差分析对组间差异进行统

计学分析，P<0.05代表差异有统计学意义。

2　结果与讨论

2.1　样品量和 DNA 提取方法对 qPCR 结果的影响

生物样品的 qPCR 检测需提取和纯化样品中

的 DNA，该过程包括裂解、吸附、漂洗和洗脱，一般

需要 45~70 min。虽然提取得到的 DNA 的质量浓

度和纯度较高，但步骤烦琐、耗时，且对仪器设备

的要求较高，因此，该处理过程不适用于现场快速

检测。虽然生物样品的简化处理或 DNA免提取法

简便快速 ，但可能引入潜在的污染物或抑制

物［26-27］。不过，研究表明，这对于一些样品的 qPCR

检测结果并不会产生明显的影响［28-29］。为了实现

qPCR对肉制品的现场快速鉴别，作者分析了 DNA

免提取法所得样品中 DNA 的质量浓度和纯度，应

用微量核酸蛋白浓度测定仪得到的 DNA质量浓度

和纯度的结果有误，这可能是由于样品匀浆液中

含有较多的细胞内容物（蛋白质、离子等），影响了

DNA 的测定。经过提取纯化的样品 DNA 的质量

浓度和纯度均达到了较好的水平，DNA 质量浓度

为 2.5~22.4 ng/μL，A260/A280为 1.7~1.9。对这些样品

进行 qPCR 扩增试验，结果见表 2。试剂盒法的

qPCR扩增结果表明，随着样品量的增加，Ct值逐渐

减小，4 粒生鸭肉、熟鸭肉、生牛肉、熟牛肉样品的

Ct 值较 1 粒样品的 Ct 值分别减少了 3.70、3.51、

2.20、2.49，Ct值的变化情况与样品中 DNA 模板量

的增加密切相关。DNA 免提取法的 qPCR 扩增结

果与试剂盒法的结果相反，随着样品量的增加，

Ct 值增加，扩增效率逐渐降低，4 粒生鸭肉、熟鸭

肉、生牛肉、熟牛肉样品的 Ct值较 1 粒样品的 Ct值

分别增加了 7.59、1.71、1.08、0.79，结合内标扩增曲

线的结果，推测 qPCR 扩增受到了较大的抑制，这

可能是由于较大样品量的污染物或抑制物相对较

多，抑制了 qPCR 过程。由表 2可知，样品量为 1粒

时，试剂盒法和 DNA 免提取法的 qPCR 检测结果

没有明显差异。肉源鉴别实际上属于定性分析范

畴，无需达到定量检测的精确度要求。DNA 免提

取法将处理过程缩短在 10 min 内，且操作简便。

表 2　不同样品量及 DNA 提取方法对 qPCR 扩增的影响

Table 2　Effects of different sample quantities and DNA extraction method on qPCR amplification

样品成分

生鸭肉

熟鸭肉

生牛肉

熟牛肉

样品量

1粒

2粒

3粒

4粒

1粒

2粒

3粒

4粒

1粒

2粒

3粒

4粒

1粒

2粒

3粒

4粒

Ct值（试剂盒法）

肉源性成分

21.78±0.08

19.56±0.04

18.39±0.01

18.08±0.01

18.47±0.06

16.52±0.01

15.49±0.06

14.96±0.04

21.15±0.08

19.93±0.04

19.21±0.06

18.95±0.06

22.72±0.02

21.49±0.04

21.36±0.02

20.23±0.03

内标

15.51±0.02

15.46±0.02

15.38±0.01

15.49±0.02

19.92±0.04

19.78±0.01

19.66±0.02

19.68±0.02

20.28±0.01

20.14±0.05

20.41±0.01

20.01±0.04

14.85±0.02

14.81±0.01

14.84±0.01

14.81±0.01

Ct值（DNA 免提取法）

肉源性成分

22.01±0.01

23.29±0.04

26.94±0.06

29.60±0.09

17.46±0.01

18.06±0.03

18.46±0.05

19.17±0.02

26.69±0.01

26.73±0.01

26.74±0.04

27.77±0.08

21.35±0.01

22.04±0.06

22.12±0.06

22.14±0.04

内标

23.51±0.04

32.60±0.04

—

—

20.17±0.01

20.54±0.06

21.10±0.06

21.64±0.01

22.24±0.01

24.10±0.09

25.50±0.08

—

15.68±0.01

16.57±0.06

17.94±0.06

21.49±0.04

注：“—”表示未检测到。
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因此，为了便于现场快速检测，1粒样品的 DNA 免

提取试剂完全可以满足现场 qPCR检测的要求。

2.2　探针的特异性及 qPCR 的灵敏度分析

用设计的牛、鸭、内标探针分别对牛、鸭、

鸡 、兔 、绵羊 、山羊 、猪 DNA 及内标进行 qPCR

扩增反应 ，无 RNA 酶水作为阴性对照 ，考察探

针的特异性。结果表明 ，牛、鸭和内标探针只

能和对应物种的 DNA 和内标序列产生扩增反

应 ，不会与其他物种出现交叉反应 ，表明所设

计的探针具有较好的特异性。

分别以不同质量浓度的牛、鸭基因组 DNA 为

qPCR模板，无 RNA酶水作为阴性对照，考察 qPCR

检测方法的灵敏度，扩增结果见图 1，当加入模板

量≥1 pg/μL时，牛源性成分和鸭源性成分的扩增曲

线均出现典型的 S 型，Ct值分别为 30.26 和 30.73，

且 Ct值随着 DNA质量浓度的增大而逐渐减小。当

模板量<1 pg/μL时，均未出现扩增曲线。表明该检

测方法具有较低的检出限，灵敏度较高。

2.3　qPCR冻干试剂的稳定性分析

为了便于携带 qPCR 试剂，减少现场 qPCR 操

作过程的准备流程，需要对 qPCR 试剂预混合、分

装并冷冻干燥［30］。冷冻干燥包括冷冻和干燥 2 个

剧烈变化过程，其过程可能会对 qPCR 体系中的

DNA聚合酶产生不良影响，导致 Taq酶作用效率降

低。因此，在 qPCR试剂冻干过程中，需添加一定量

的冻干保护剂来保护 Taq酶的活性，并减少或避免

真空冷冻干燥过程对 Taq酶的影响［31-33］。作者考察

了冻干试剂复溶后 qPCR 扩增曲线的 Ct值、Rn值和

扩增效率，并将其与新鲜配制的 qPCR 试剂扩增曲

线进行对比，见图 2。qPCR 冻干试剂的扩增曲线

与新鲜配制的 qPCR 试剂的扩增曲线几乎重合，

Ct 值较小，两组间无明显差异，且 Rn值较高、扩增

效率高。未添加冻干保护剂时，所得扩增曲线 Ct

值增大，Rn值较弱，扩增曲线拐点不清楚，扩增效

率较低。这可能是由于 Taq酶受冷冻干燥的影响

活性降低，导致扩增效率下降。

将避光保存于 4 ℃和室温的 qPCR 冻干试剂

分别在 1、2、4、6 个月时进行扩增检测 ，结果见

表 3。每个时间段的扩增曲线与阳性对照扩增曲

线的 Ct值没有明显差异，但室温放置的冻干试剂

在 6 个月后的 Rn值明显下降。这可能与温度对探

针荧光强度的影响有关，也可能与扩增效率的下

降有关。但是在 4 ℃放置的冻干试剂，其 Rn值和

扩增效率都没有明显改变，表明冻干试剂在 4 ℃

条件下保存 6 个月是稳定的。考虑到现场检测的

条件，作者考察了冻干试剂在 37 ℃下分别放置 7、

14、21、28 d 的稳定性。结果表明，冻干试剂在

37 ℃下放置的 14 d 内，扩增曲线的 Ct值和 Rn值与

冻干后的初始试剂没有明显差异，但从第 21 天开

图 1　qPCR 检测方法的灵敏度评价

Fig. 1　Detection sensitivity of qPCR method

图 2　冻干保护剂对 qPCR 扩增的影响

Fig. 2　Effect of lyophilized protectant on qPCR amplification
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始，其扩增效率明显下降，Rn值明显降低，这可能

与 Taq酶在 37 ℃放置时间过长导致扩增效率下降

有关。通常情况下，qPCR 冻干试剂从冰箱中取出

到检测现场的过程不超过 12 h，因此 37 ℃下放置

14 d 对扩增效率没有影响，该 qPCR 冻干试剂的稳

定性符合日常检测的需求。

2.4　qPCR 冻干试剂的敏感性分析

肉源性成分 qPCR 冻干检测试剂在便携式

qPCR 仪和实时荧光定量 PCR 仪上的敏感性对比

结果见表 4。2 种仪器的检测结果基本一致，无明

显差异 ，表明 qPCR 冻干试剂也适用于便携式

qPCR 仪。

2.5　实际样品中鸭源性成分的检测

通过该研究建立的 qPCR 冻干试剂法和现行

标准（SN/T 2727—2010）的方法对 50 份不同种类

的肉制品进行鸭源性成分检测。在 qPCR 冻干试

剂法中 ，阳性样品的 Ct 值为 20.61~31.24；SN/T 

2727—2010 的方法中，阳性样品的 Ct 值为 20.67~

31.39。其中，在 10份样品中检测出鸭源性成分，且

牛肉制品中检出鸭源性成分的占比最高，见表 5。2

种方法的检测结果一致，表明 qPCR 冻干试剂法能

够实现对肉制品中鸭源性成分的快速检测。

3　结论

qPCR 法在肉源掺假鉴别中是一种可靠灵敏

的方法，但是其样品处理过程烦琐耗时，对试剂和

表 4　qPCR 冻干试剂在不同 PCR 仪中的敏感性对比

Table 4　Comparison of sensitivity of qPCR lyophilized 

reagents in different PCR instruments

模板质

量浓度/

（pg/μL）

1×105

1×104

1×103

1×102

1×101

1×100

Ct值（鸭源性成分）

实时荧光

定量 PCR 仪

13.11±0.01

16.27±0.01

19.67±0.05

23.35±0.02

27.11±0.04

33.26±0.03

便携式

qPCR 仪

13.13±0.02

16.37±0.03

19.75±0.02

23.41±0.01

27.25±0.02

33.42±0.04

Ct值（牛源性成分）

实时荧光

定量 PCR 仪

15.11±0.02

18.31±0.03

21.83±0.01

25.28±0.03

28.37±0.01

30.29±0.04

便携式

qPCR 仪

15.12±0.02

18.43±0.05

21.86±0.04

25.29±0.02

28.37±0.02

30.31±0.02

表 5　实际样品中鸭源性成分的检测结果

Table 5　Detection results of duck-derived ingredients in 

actual samples

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

样品名称

牛肉丸

牛肉馅

肥牛卷

牛肉松

烤牛肉串

牛肉香肠

猪肉馅

猪肉香肠

羊肉片

羊肉串

Ct值

qPCR 冻干试剂法

25.72±0.02

23.47±0.02

28.13±0.03

23.23±0.02

28.56±0.03

22.35±0.02

27.60±0.06

31.24±0.01

20.61±0.04

29.66±0.04

SN/T 2727—2010方法

25.81±0.05

23.49±0.03

28.09±0.03

23.37±0.02

28.61±0.04

22.26±0.03

27.64±0.05

31.39±0.03

20.67±0.05

29.78±0.06

表 3　不同保存条件对 qPCR 冻干试剂的影响

Table 3　Effects of different storage conditions on qPCR lyophilized reagents

保存条件

4 ℃

室温

37 ℃

阳性对照

1个月

2个月

4个月

6个月

1个月

2个月

4个月

6个月

7 d

14 d

21 d

28 d

Ct值

鸭源性成分

16.08±0.01

16.09±0.02

16.09±0.02

16.11±0.01

16.08±0.01

16.09±0.02

16.10±0.03

16.16±0.05

16.08±0.01

16.09±0.01

16.19±0.01

16.49±0.02

16.08±0.02

牛源性成分

19.58±0.01

19.59±0.03

19.60±0.01

19.61±0.02

19.59±0.02

19.60±0.02

19.62±0.03

19.71±0.01

19.59±0.02

19.60±0.01

19.68±0.02

19.87±0.04

19.57±0.01

内标

19.22±0.02

19.22±0.01

19.23±0.01

19.24±0.01

19.22±0.01

19.23±0.02

19.23±0.02

19.29±0.05

19.23±0.01

19.25±0.01

19.39±0.02

20.85±0.09

19.21±0.02

Rn值

鸭源性成分

0.847±0.001

0.846±0.002

0.846±0.003

0.845±0.002

0.842±0.004

0.839±0.005

0.837±0.007

0.703±0.011

0.839±0.003

0.838±0.009

0.745±0.006

0.558±0.004

0.848±0.002

牛源性成分

2.335±0.001

2.334±0.004

2.333±0.001

2.331±0.002

2.333±0.002

2.332±0.006

2.332±0.005

2.218±0.004

2.332±0.004

2.329±0.001

1.961±0.023

1.552±0.006

2.335±0.001

内标

0.941±0.003

0.940±0.001

0.939±0.001

0.938±0.002

0.940±0.003

0.937±0.002

0.935±0.004

0.921±0.003

0.940±0.002

0.937±0.002

0.586±0.005

0.333±0.006

0.941±0.002
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设备条件要求高，难以满足现场快速检测的要求。

作者开发的 DNA 免提取法可以在 10 min 内完成

对肉类样品的处理，且可满足 qPCR 的要求，所得

扩增结果与经提取纯化的样品的扩增结果无明显

差异。此外，该研究制备的 qPCR 冻干试剂在 4 ℃

避光条件下可放置 6个月，且能保持稳定的扩增效

率；在 37 ℃环境下可稳定存放 14 d，为该冻干试

剂在现场检测的应用奠定了基础。将 DNA 免提

取与 qPCR 冻干试剂联合应用于便携式 qPCR 仪，

可实现在现场检测过程中，对肉制品类掺假的快

速鉴别。
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