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基于线粒体 12S rRNA基因鉴别混合牛肉及制品的牛
种来源 
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摘要: 线粒体基因组具有种内高度保守性。它的 12S rRNA 基因同时具有抗腐蚀、耐高温的特点, 而被用于饲

料、鲜肉及肉制品的来源追踪和物种成分鉴别等研究。利用牦牛、普通牛、水牛作为研究材料, 在牛线粒体 12S 

rRNA 基因通用引物扩增片段区域发现 3 种特异的酶切位点, 可用于混合鲜牛肉及制品的牛种来源的鉴别。结

果显示: 牦牛 12S rRNA 扩增片段被酶切为 203 bp 和 250 bp, 普通牛为 134 bp 和 318 bp, 水牛为 86 bp 和 367 bp, 

通过测序验证了特异性位点和酶切的正确性; 对样品经过不同温度(100℃、120℃、140℃、160℃和 180℃)处

理均能扩增到目的条带, 但条带从 120℃开始变淡。该方法在鲜牛肉及制品的牛种来源鉴别上具有简单、快速、

廉价等优点。 

关键词: 12S rRNA; 酶切; 牛线粒体基因; 内源参照基因 

Differentiation of Bos grunniens, Bos Taurus, and Bubalus 
from meat products mixture based on mitochondrion 12S 
rRNA gene 
CHEN Dong1, BAI Fan2, ZHOU Ming-Liang1, ZHANG Xiang-Yu1, WU Deng-Jun1

1. College of Animal Science and Technology, Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014, China; 
2. Sichuan Feedstuff Workstation, Chengdu 610041, China 

Abstract: Mitochondrial DNA sequence is highly conserved within species. Gene 12S rRNA is able to endure degeneration 
and high temperature, which allows identification of feedstuff, fresh meat, processed meat, and traceability. In the present 
study, three unique restriction sites were detected in the fragments of mitochondrial 12S rRNA gene regions amplified with 
universal primer, which were able to distinguish Bos grunniens, Bos. taurus, and Bubalus in fresh meat and processed meat 
mixture. The fragment of yak was digested to 134 bp and 318 bp, scalper 134 bp and 318 bp, and buffalo 86 bp and 367 bp. 
The specific locus and digestion were verified by sequencing analysis. There was no difference between PCR amplification 
products from various treatments at different temperatures (i.e., 100℃, 120℃, 140℃, 160℃, and 180℃). However, the sig-
nal was weak at 120℃ and above. This method is simple, fast and cheap in identification of fresh meat and processed meat. 

Keywords: 12S rRNA; enzyme cuts; bovine mitochondrial gene; endogenous control gene  
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牦牛肉是高原特有无污染的绿色食品, 其价格
与其他牛肉存在较大差异, 市面上出现很多用普通
牛肉、水牛肉假冒牦牛肉制品的情况。为了确保消

费者的利益和监督牛肉制品产业链, 有必要寻找一种
简单快速的方法对牛肉制品中牛源性成份进行鉴别。 

常规鉴别普遍采用PCR分子标记的方法, 基于
此的微卫星和SNP的鉴定方法使用最为广泛 [1], 但
其不适用于饲料和加工肉制品。线粒体基因组具有

种内高度保守性, 线粒体上的 12S rRNA基因同时具
有抗腐蚀, 耐高温的特点[2], 在饲料、肉制品鉴别上
逐渐被人重视。近几年来, 基于 12S rRNA基因的鉴
定方法不断出现。Sasazaki等 [3]用PCR-RFLP成功鉴
别出肉制品中日本黑牛和日本黑牛与黑白花杂交F1

代。Girish等 [4,5]通过序列分析法和PCR-RFLP法, 鉴
别出了肉制品中普通牛、水牛、绵羊和山羊。Martín
等 [6]通过扩增不同种属各自的特异片段鉴别饲料中

牛、绵羊、山羊。Fajardo等[7]用同样方法鉴别出肉

制品中马鹿、欧洲小鹿、狍。Martín等[8]采用多重PCR
技术鉴别鸭种属间的肌肉二元混合物。Fajardo等人
[9]采用实时荧光PCR技术鉴别出马鹿、欧洲小鹿、狍
肉制品二元混合物。上述方法中最精确的是对 12S 
rRNA基因进行测序分析 , 但其成本和时间都耗费
较多, 对于混合样品测序显得力不从心; 特异片段
扩增用在不同物种之间的鉴别; 多重PCR引物设计
复杂, 条件不易控制; 实时荧光PCR需要寻找适应
条件, 探针设计染料价格较贵。对线粒体 12S rRNA
基因进行酶切分析相对于其他鉴别方法被认为是实

用、简单、快速的技术 [10]。值得一提的是Shackell
等[11]从理论上推断出微卫星可以鉴别最多 10 种不
同牛肉混合物, 但其局限于新鲜肉, 对于饲料和加
工肉制品则无能为力。 

本研究用牦牛、普通牛、水牛作为研究材料, 对
在牛线粒体 12S rRNA 基因通用引物扩增片段区域
发现 3 种特异的酶切位点进行酶切鉴别牦牛、普通
牛、水牛三元混合肉制品, 以期从实验中获得一套
理想、廉价、快速的方案, 从而对牛肉制品中牛源
性成份鉴定提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验样本 

牦牛样品包括九龙牦牛、天祝白牦牛, 分别采
自四川省甘孜藏族自治州九龙县、甘肃省天祝藏族

自治县当地屠宰场或市场采集; 普通牛样品包括巴
山黄牛、云南黄牛、秦川黄牛、安西黄牛、皖南黄

牛、三江黄牛、汉源黄牛、黄坡黄牛, 分别在四川
省宣汉县、云南省马关县、陕西省乾县、甘肃省安

西县、安徽省黟县、四川省阿坝藏族羌族自治州汶

川县、四川省汉源县、广东省吴川市黄坡镇当地屠

宰场或市场采集; 水牛样品包括江汉水牛、德昌水
牛、云南水牛、安徽水牛, 分别在湖北省江陵县、
四川省凉山彝族自治州会理县、云南省马关县、安

徽省宿松县当地屠宰场或市场采集。每个品种采集

肌肉样 30个, 共 420个。 

1.1.2  引物和试剂 

引物 1 采用Fajardo等[9]设计的通用引物扩增内

源参照 18S rRNA基因片段 ; 引物 2 采用Kocher   
等[12] 设计的通用引物扩增 12S rRNA基因片段。特
异性酶切位点在http://rebase.neb.com限制性内切酶
数据库中获得, 并根据每种牛的 12S rRNA片段基因
进行序列数据、甲基化敏感性、晶体结构等相关分

析, 确定每种牛的 12S rRNA片段基因的特异性酶切
位点和相应的内切酶(表 1)。所用的引物均由上海英
骏生物技术有限公司合成。蛋白酶K、PCR产物纯化
试 剂 盒 TaKaRa DNA Fragment Purification Kit 
Ver.2.0 购自宝生物工程(大连)有限公司, Mastermix
购自博瑞克成都有限公司, 内切酶BspHⅠ、EcoNⅠ、
HpaⅡ均购自NEB公司。引物序列如下:  

引物 1: F1: 5′-TCTGCCCTATCAACTTTCGA- 
GTA-3′; R1: 5′-AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTC- 
T-3′。 

引物 2: F2: 5′-GCTTCAAACTGGGATTAGAT- 
ACCCCACTAT-3′; R2: 5′-TGACTGCAGAGGGT- 
GACGGGCGGTGTGT-3′。 

1.2  方法 

1.2.1  加工模拟组 

牛肉制品加工中高温是对鉴别结果影响最大的

因素。为了寻求在何种温度条件下可获得目的片段, 
在研究中根据牛肉制品的加工过程设置加工模拟组, 
对加工过程进行模拟, 牦牛、普通牛、水牛新鲜样
品各取 15 个, 按照 100℃、120℃、140℃、160℃、
180℃温度梯度加热处理 30 min。 

1.2.2  混合肉制品制备 

    新鲜样品牦牛、普通牛、水牛各取 1 g 充分剪
碎混匀; 加工模拟组在相同温度处理下的牦牛、黄 
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表 1  牦牛、普通牛、水牛 12S rRNA 基因片段特异性酶

切位点及相应内切酶 
Table 1  The specific site and restriction endonucleases of 
Bos grunniens, Bos taurus and Bubalus in 12S rRNA gene 
fragment 

品种 
Breed 

酶切位点 
Site 

限制性内切酶 
Restriction  

endonuclease 
牦牛 

Bos grunniens 
T∧CATGA BspHⅠ 

普通牛 
Bos taurus 

CCTNN∧NNNAGG EcoNⅠ 

水牛 
Bubalus 

CC∧GG HpaⅡ 

注:“N”代表A、C、G、T或者U任意碱基;“∧”代表酶切位点。 
Notes: The letter“N”delegate A, C, G, T or U; The sign“∧

”

represents the restriction enzyme site. 
 
牛、水牛中各取 1 g 充分剪碎混匀。混合处理后的
样品加入 50 毫升已灭菌的磷酸盐缓冲液(PBS: 136 
mmol/L NaCl, 1.4 mmol/L KH2PO4, 8.09 mmol/L 
Na2HPO4⋅12H2O, 2.6 mmol/L KCl, pH 7.2)用搅拌机
搅拌使其微粒均匀分布。 

1.2.3  模板 DNA 的提取及纯度测定 

新鲜样品DNA提取按照标准的蛋白酶K消化过
夜和酚氯仿抽提的方法进行。加工模拟组DNA提取
方法参照赵秀玲等[13]的Chelex法。用分光光度计测
定OD值, 根据OD260/OD280判断DNA纯度。 

1.2.4  PCR 扩增 

PCR采用 10 μL扩增体系, 上、下游引物(10 pmol/ 
μL)各 0.15 μL, Mastermix 2.5 μL, 超纯水(ddH2O)1.7 
μL, 模板DNA (0.3~6 μg/μL) 0.5 μL。PCR反应条件为
94℃预变性 5 min; 94℃ 40 s, 60℃ 50 s, 72℃ 60 s, 35
次循环; 最后再 72℃延伸 8 min, 4℃保存。用 1%的琼
脂糖凝胶电泳检测PCR产物, 拍照保存。 

1.2.5 12S rRNA PCR 产物酶切 

    12S rRNA PCR 产物纯化采用 TaKaRa DNA 
Fragment Purification Kit Ver.2.0纯化试剂盒。纯化
后取 7 μL 依次加入 BspHⅠ、EcoNⅠ、HpaⅡ各   
0.5 μL, NE buffer4 2.5 μL, 37℃温浴 3 h。酶切产物
用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测, 拍照保存。 

1.2.6 测序验证 

扩增的 12S rRNA基因片段送往宝生物工程(大
连)有限公司进行测序, 验证酶切结果。 

1.2.7 灵敏度确定 

取1 g新鲜样品提取的总DNA用已灭菌的磷酸盐

缓冲液(PBS)进行连续 10 倍稀释并混匀, 使其含量达
到相当于实际样品含量的 1%, 0.1%, 0.01%, 0.001%。
本次研究中 12S rRNA基因片段将作为后续酶切鉴别, 
因此以能扩增 12S rRNA基因片段同时能够作为后续
酶切分析的最低 DNA模板浓度作为最低灵敏度。 

2  结果与分析 

2.1  PCR扩增结果 

2.1.1  内源参照基因 18S rDNA与 12S rRNA基因片

段扩增 
引物 1所扩增的 18S rDNA片段和预期 137 bp

相符(图 1), 验证了提取 DNA 模板质量的有效性, 
可用于进一步的 12S rRNA 基因片段扩增。引物 2
扩增的 12S rRNA片段和预期 453 bp(普通牛 452 bp)
相符(图 2)。两对引物的通用性都很好, 没有非特异
性扩增, 可用于后面的酶切鉴别分析。 
 

 
 
图 1  18S rDNA PCR 扩增电泳图 
M: DNA分子量标准Ⅰ; 1: 牦牛; 2: 普通牛; 3: 水牛; 4: 加工模拟组; 
5: 混合新鲜样品; 6: 混合加工模拟样品。 
Fig. 1  PCR amplification of 18S rDNA 
M: DNA markerⅠ; 1: Bos grunniens; 2: Bos taurus; 3: Bubalus; 4: 
Processded meat; 5: Ternary mixture of fresh meat; 6: Ternary 
mixture of processed meat. 
 

 
 
图 2  12S rRNA PCR 扩增电泳图 
M: DNA分子量标准Ⅰ; 1: 牦牛; 2: 普通牛; 3: 水牛; 4: 加工模拟组; 
5: 混合新鲜样品; 6: 混合加工模拟样品。 
Fig. 2  PCR amplification of 12S rRNA 
M: DNA markerⅠ; 1: Bos grunniens; 2: Bos taurus; 3: Bubalus; 4: 
Processed meat; 5: Ternary mixture of fresh meat; 6: Ternary mix-
ture of processed meat.  
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2.1.2  加工模拟组扩增结果 

对进行温度梯度处理后的单一样品和混合样品

分别用引物 1和引物 2扩增 18S rDNA和 12S rRNA
基因片段, 在单一样品和混合样品中均出现相同结
果(图 3): 在所有温度下都扩增出了 12S rRNA 和
18S rDNA基因片段。但是当温度达到 120℃时, 12S 
rRNA 基因片段开始减淡, 当温度达到 160℃时, 难
以扩增出 12S rRNA 基因片段, 在此温度下, 18S 
rRNA 片段开始变淡, 而达到 180℃时难以扩增出
18S rDNA基因片段。12S rRNA基因片段将作后续
酶切分析, 虽然其在 180℃时仍能扩增出条带, 但
已相当模糊, 不能作后续的酶切鉴别分析。得出在
满足酶切鉴定的情况下, 能扩增 12S rRNA 基因片
段得最高的温度处理为 160℃。 
 

 
 
图 3  不同温度处理下 18S rDNA 和 12S rRNA 扩增片段

电泳图 
M: DNA分子量标准Ⅰ; 1～5: 依次为 100℃、120℃、140℃、160℃
和 180℃处理下 18S rDNA 扩增片段; 6~10: 依次为 100℃、120℃、    
140℃、160℃和 180℃处理下 12S rRNA扩增片段。 
Fig. 3  PCR amplification of 18S rDNA and 12S rRNA from 
the meat treated at different temperatures 
M: DNA markerⅠ; 1−5: 18S rDNA-PCR products from the meat 
processed at 100℃, 120℃, 140℃, 160℃, and 180℃; 6−10: 12S rRNA 
PCR products from the meat processed at 100℃, 120℃, 140℃, 160℃, 
and 180℃. 

 

 

 

 
图 4  不同牛 12S rRNA 基因片段 BspHⅠ、EcoNⅠ和 Hpa
Ⅱ酶切后图谱 
M: DNA 分子量标准Ⅰ; 1: 水牛酶切片段; 2: 普通牛酶切片段; 3: 
牦牛酶切片段; 4: 混合酶切片段。 
Fig. 4  12S rRNA PCR amplification products digested 
with BspHⅠ, EcoNⅠ, and HpaⅡ 
M: DNA markerⅠ; 1: Restriction fragment of Bubalus; 2: Restric-
tion fragment of Bos taurus; 3: Restriction fragment of Bos grun-
niens; 4: Enzyme section breaks of ternary mixture. 

2.2  酶切鉴别结果 

新鲜样品和加工模拟组的单一样品和混合样品

扩增出的 12S rRNA 基因片段经过纯化后同时加入
BspHⅠ、EcoNⅠ、HpaⅡ3种内切酶, 经过温浴, 单
一酶切和混合酶切均得到和预期一样的结果(图 4), 
BspHⅠ把牦牛样品酶切为 203 bp和 250 bp, EcoNⅠ
把普通牛样品酶切为 134 bp和 318 bp, HpaⅡ把水牛
样品酶切为 86 bp 和 367 bp; 在混合样品酶切中同
时出现了预期的 6 条带: 从上到下依次为 367 bp、
318 bp、250 bp、203 bp、134 bp、86 bp, 没有出现
非特异性酶切条带, 表明每种牛的 12S rRNA 基因
片段上的酶切位点均具有高度的种内保守性和特异

性(表 2)。 

2.3  灵敏度确定 

采用连续稀释的方法, 模板浓度从 0.001%至亮
1%的稀释度都能扩增出 12S rRNA基因片段,度逐渐
变暗, 当含量达到 0.001%时扩增出的条带很暗, 比
较模糊(图 5)。得出 PCR能扩增 12S rRNA基因片段
的最低 DNA 模板浓度为 0.001%。在后续酶切分析
中发现 DNA模板浓度在 0.001%时, 牦牛 12S rRNA
基因片段酶切条带几乎不可见, 得出酶切鉴别的最
低 DNA模板浓度要求为 0.01%。 
 
表 2  牦牛、普通牛、水牛 12S rRNA 基因片段酶切结果 
Table 2  Restriction pattern of mitochondrial 12S rRNA 
gene for Bos grunniens, Bos Taurus and Bubalus 
特异性酶 
Species  
enzymes 

牦牛 
Bos  

grunniens 

普通牛 
Bos taurus 

水牛 
Bubalus 

BspHⅠ 203 bp+250 bp − − 

EcoNⅠ − 134 bp+318 bp − 

HpaⅡ − − 86 bp+367 bp

 

 
 

图 5  灵敏度检测结果 
M: DNA分子量标准Ⅰ; 1~4: 依次为 DNA模板浓度为 1%、0.1%、
0.01%和 0.001%下 12S rRNA基因扩增片段; 5~8依次为 DNA模板浓
度为 1%、0.1%、0.01%和 0.001%下 12S rRNA基因扩增片段酶切。 
Fig. 5  The result of sensibility detection 
M: DNA markerⅠ ; 1−4: 12S rRNA PCR products form DNA 
processed at 1%, 0.1%, 0.01%, and 0.001%; 5−8: Enzyme section 
breaks of 12S rRNA-PCR products form DNA processed at 1%, 
0.1%, 0.01%, and 0.001%. 
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2.4  14个品种 420个个体研究结果 

本次研究中采集 2个牦牛品种, 8个普通牛品种, 
4个水牛品种, 共计 420个样品。所有样品均扩增出
137 bp的内源参照参基因 18S rDNA片段; 2个牦牛
品种和 4个水牛品种 180个样品均扩增出 453 bp的
12S rRNA基因片段, 8个普通牛品种 240个样品均
扩增出 452 bp的 12S rRNA基因片段。经加工模拟
处理后结果显示: 所有 420个样品能扩增 18s rDNA
片段和 12S rRNA 基因片段的最高处理温度分别为   
180℃和 160℃, 未发现有高于此温度的个体。酶切
结果显示: 2 个品种的 60 个牦牛样品均被酶切为 203 
bp和 250 bp; 8个品种的250个普通牛样品均被酶切为
134 bp和 318 bp; 4个品种的 120个水牛样品均被酶
切为 86 bp和 367 bp。未发现非特异性酶切。灵敏
度检测结果: 所有 420 个样品均得出 PCR 能扩增
12S rRNA 基因片段的最低 DNA 模板浓度为

0.001%。酶切鉴别的最低 DNA 模板浓度要求为

0.01%。未发现能在 DNA模板浓度小于 0.001%扩增
出 12S rRNA基因片段和 DNA模板浓度小于 0.01%
达到酶切鉴别要求的个体。 

2.5  酶切位点测序验证 

基因序列会出现突变, 虽然酶切位点位于高度 

保守的 12S rRNA基因片段上, 但是仍需要用其它方
法来进一步对酶切位点进行验证。本次研究采用

DNA测序的方法来进一步对酶切位点进行验证。通
过大量的测序表明 (表 3): 牦牛的酶切位点为T∧

CATGA, 酶切片段分别为 203 bp和 250 bp; 普通牛
的酶切位点为CCTTC∧TAGAGG, 酶切片段分别为
134 bp和 318 bp; 水牛的酶切位点为CC∧GG, 酶切
片段分别为 86 bp和 367 bp。测序结果同理论预期结
果以及酶切鉴别结果完全一致。强有力的证明了上

述酶切鉴别结果。 

3  讨 论 

3.1  基因的选取 

线粒体基因组具有种内高度保守性, 在物种鉴
别上被广泛应用 [14]。有研究证明位于线粒体上的

12S rRNA基因序列在种间呈现适当的变异, 在种内
呈现高度保守[15], Zhang等[2]发现在同一样品无论是

新鲜肉 , 腌肉 , 还是经过加工的肉制品 , 其 12S 
rRNA基因序列上都未发现变化 , 证明其具有很强
的抗腐蚀性。因此, 12S rRNA基因适合作为进化分
析[15]和物种鉴别[17]。 

 

表 3  牦牛、普通牛、水牛 12S rRNA 基因片段测序结果及酶切位点 
Table 3  The sequence result of the yak, scalper, and buffalo of 12S rRNA and specific site 

品种 
Breed 

12S rRNA基因片段序列 
Sequence of 12S rRNA 

酶切位点 
Locus 

 
 

 

牦牛(453 bp) 
Bos grunniens 

GACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAGATAATTACATAAA
CAAAATTATTTGCCAGAGTACTACCAGCAACAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGC
TTTATATCCCTCTAGAGGAGCCTGTTCTGTAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAGTTC
TTGCTAATACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAAGGAAAAAAAGTAAGC
ACAATCATGATACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAAATGGAAAGAAATGG
GCTACATTCTCTACACTAAGAGAATCAATGCACGAAAGTTATTATGAAATTAGTAACCAAA
GGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAGTAGAGTGCTTAGTTGAATTAGGCCATGAAGCACGC
ACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAATA 

T∧CATGA 

 
 

 

普通牛(452 bp) 
Bos taurus 

GACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAGATAATTACATAAA
CAAAATTATTCGCCAGAGTACTACTAGCAACAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGC
TTTATATCCTTCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATTC
TTGCTAATACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAAGGAAAAAAAGTAAGC
GTAATTATGATACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAAATGGGAAGAAATGGG
CTACATTCTCTACACCAAGAGAATCAAGCACGAAAGTTATTATGAAACCAATAACCAAAG
GAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAATTAGGCCATGAAGCACGCA
CACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAATA 

CCTTC∧ 

TAGAGG 

 
 

 

水牛(453 bp) 
Bubalus 

GACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATAATTATATTAAC
AAAATTATTCGCCAGAGTACTACCGGCAATAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCT
TTATATCCCCCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTCACCAATTCT
TGCTAATGCAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAAGGTACAAAAGTAAGCG
CAATCACAATGCATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAAATGGGAAGAAATGGG
CTACATTTTCTACACCAAGAATACCCAACACGAAAGTTATTATGAAAGTTAATAACCAAAG
GAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAACTAGGCCATGAAGCACGCA
CACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTA 

CC∧GG 

注:“∧”代表酶切位点。 
Note:“∧

”represents locus. 
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3.2  温度对扩增 12S rRNA基因片段的影响 

线粒体DNA大量存在于组织细胞中, 具有较强
的抗腐蚀性, 即使少量的样品也足以提供可供检测
的PCR扩增结果。Fairborther等[18]证实PCR具有从高
度退化DNA中扩增出短片段的能力。Ebbehøj等[19, 20]

证实, 当肉加热到 100℃时锐减到 1 100 bp左右, 加
热到 120℃时减至 600 bp以下。本次研究中, 从 100
℃、120℃、140℃、160℃、180℃不同温度处理 30 
min的DNA模板均扩增出 453 bp(普通牛 452 bp)的
12S rRNA基因片段, 但是条带从 120℃开始变淡 , 
这个结果和Matsunaga等 [21]对马肉进行相同处理(目
的片段 439 bp)得出的结果非常相似。 

3.3  内源参照基因设立 

设置内源参照可以对 DNA 的质量进行有效的
评估。在 PCR反应中, 对模板的质量均有很高的要
求。当提取的 DNA 中含有 PCR 抑制物或者发生降
解, 可能会得不到有效扩增。通过检测从样品 DNA
中获得的内源参照可以有效减少已知和未知因素造

成的错误, 同时能够保证在鉴别中具有很好的重复
性。实际应用中, 加工方法千差万别, 极有可能出现
一些不明因素影响 PCR反应, 设置内源参照就显得
极其重要。用通用引物扩增所有真核生物常染色体

18S DNA 基因的保守序列(137 bp)作为内源参照起
着相似的作用。 

3.4  检测灵敏度 

对 1%含量的DNA模板进行连续稀释, 得出扩
增 12S rRNA基因片段的DNA模板检测浓度最低为
0.001%, 这一点和Lahiff等 [22]得出的结果相符 , 但
是和Wang[23]和潘良文等[24]得出的 0.125%和 0.1%有
出入, 分析认为这可能是对样品进行处理的方法和
引物不同的缘故。 

3.5  非牛源物质的排除 

本次研究中采用的 12S rRNA通用引物除了牛
以外 , 还可以扩增包括禽类和昆虫类在内的生物 
体[25]。因此可能出现所采集样品不是牛肉制品, 同
样扩增出类似的片段造成鉴别失败的可能。Martín
等[26]通过实验解决了这个问题, 采用一对特异引物
扩增牛种属线粒体 12S rRNA基因上特有的 84 bp特
异片段, 并在其他 38种常见动植物上验证了其特异
性。在对可疑肉制品进行鉴定前, 应先用这对特异
引物进行验证。 

本研究所建立的方法具有特异性强和灵敏度

高、简便易行、结果可靠的特点, 可以作为混合牛
肉制品中鉴别牦牛、普通牛、水牛的常规方法。 
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