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要!为了鉴别羊乳是否掺假%建立基于实时荧光聚合酶链式反应技术的羊乳制品牛源性成分快速检测体系&

合成检测牛源性成分的特异性引物和探针%建立实时荧光
TZ[

检测方法%测定方法的特异性)灵敏度%并收集
C$

批次羊乳制品%开展掺伪风险评估&结果表明%新开发的检测体系对单一牛源性成分的检出限可达
$>$$%*

3

%对

混合成分的检出限均可达
$>$$"d

!体积分数"%可重复性达到要求%特异性良好#在一定范围内反应循环阈值

!

:

8

:,07/)06/',;

%

Z<

值"和
R?S

含量呈显著的线性关系#收集的样品中有
#%

批次检出牛源性成分%且配料表中

未标示该成分%问题样品率为
!$d

%可见目前市售羊乳制品的确存在牛源性成分掺伪的风险&构建的快速检测

体系可为羊乳制品中的异源蛋白掺伪检测提供技术支持&

关键词!实时荧光聚合酶链式反应#羊乳#掺伪
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羊乳富含
#$$

多种营养素和生物活性物质%是世界公认最接近人乳的乳品%其营养成分全面%且易于

被人体吸收*

%D!

+

&在古代%中医对羊乳有很高的评价%据4本草纲目5记载%羊乳性甘温%能补寒冷虚乏)润

心肺)治消瘦)疗虚劳)益精气)和小肠气)利大肠)医小儿惊厥*

J

+

#在现代%许多研究也证明羊乳具有极高

的营养价值%在国际营养学界被誉为1乳中之王2%因此越来越多的消费者倾向于选择羊乳制品来代替牛

乳&羊乳的成分比例与人乳接近%羊乳中最主要的蛋白质酪蛋白颗粒及脂肪球比牛乳小%更利于人体吸

收&由于羊乳的消费量不断上涨%但其产量相对较少%并随季节波动较大%导致市场上供不应求%价格远

高于牛乳&为了谋求暴利%一些厂家在羊乳制品中掺入牛乳对外销售%而羊乳消费的主力军是婴儿和老

人或是一些牛乳过敏者%若食用了掺假羊乳%会对消费者造成经济与身体健康的双重损害&目前中国

关于乳与乳制品的研究主要在安全性指标)标签)膳食营养方面*

"DC

+

%乳与乳制品中成分掺假的检测技

术很少涉及&因此%找到一种能较准确地检测羊乳中牛源性成分掺假情况的分析方法十分重要&目

前应用于乳品掺假的检验方法主要有色谱法*

EDA

+

)毛细管电泳法*

%$

+

)分子生物技术*

%%

+

)酶联免疫*

%#

+和

近红外光谱法*

%!D%J

+等%其中实时荧光聚合酶链式反应!
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%实

时荧光
TZ[

"%因其低耗时)强特异性)高灵敏度及高通量的优势%广泛应用于乳制品掺假掺杂检测

中*

%"D%B

+

&近年来陆续出现利用实时荧光
TZ[

技术定量检测动植物源性成分的研究*

%CD%E

+

%但研究对象

主要集中于肉制品%对乳制品很少涉及&同时%仍存在一些有待研究的问题%如复杂样品的
R?S

提

取)混合样品的检出限和定量曲线的适用性等&本研究在牛源性成分检测方法的基础上%针对乳制品

特殊性探索样品前处理方法%构建羊乳制品中牛源性成分检测体系%并对检测体系的定量检测潜力进

行初步探索#同时收集
C$

批次市售羊乳制品%对羊乳进行牛源性成分鉴定%欲为鉴别羊乳真假提供

参考&

7

!

材料与方法

7:7

!

材
!

料

%>%>%

!

样品采集

目前市场上销售的羊乳制品主要以液态羊乳和羊乳粉为主%因此我们此次收集的样品为这两类产

品&共收集市售羊乳样品
C$

批次%其中
J#

批次为羊乳粉%

#E

批次为液态羊乳&所有样品包装完整%有

食品标签&样品收集后%固态乳粉和常温液态乳置于干燥常温环境中保存%鲜乳置于
$

#

"o

冰箱冷藏保

存&鲜羊乳及鲜牛乳均购于本地乳品企业&

%>%>#

!

试
!

剂

血液,细胞,组织基因组
R?S

提取试剂盒%北京天根生化科技有限公司#

#

倍浓度荧光
TZ[

预混液%

生工生物工程!上海"股份有限公司#引物%生工生物工程!上海"股份有限公司#磷酸盐缓冲盐溶液!
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"%生工生物工程!上海"股份有限公司&

7:;

!

仪器与设备

=22SC

实时荧光定量
TZ[

仪%美国应用生物系统公司#

aD!$[

超速冷冻离心机%美国贝克曼库尔特

公司#

PND%$

干式恒温器%杭州奥盛仪器有限公司#超微量紫外分光光度计%赛默飞世尔科技&

7:>

!

试验方法

%>!>%

!

R?S

提取及浓度检测

液态乳提取步骤如下'取
%$HQ

液态乳制品样品%

Jo

条件下
"$$$m

Q

离心
%$H2*

后%弃上清及上

层脂肪层%将离心产物中加入
%HQT]9

后涡旋数秒混匀#

Jo

条件下
%!$$$m

Q

离心
"H2*

%弃上清及上

层脂肪层%留下沉淀%后续步骤按照血液,细胞,组织基因组
R?S

提取试剂盒说明书进行
R?S

提取%并

对提取的
R?S

进行质量浓度和纯度的检测&

固态乳提取步骤如下'直接取样品
#

3

至离心管%加入
%$HQT]9

后涡旋数秒混匀#

J o

条件下

"$$$m

Q

离心
%$H2*

后%弃上清及上层脂肪层%将离心产物中加入
%HQT]9

后涡旋数秒混匀#

Jo

条件

下
%!$$$m

Q

离心
"H2*

%弃上清及上层脂肪层%留下沉淀%后续步骤按照血液,细胞,组织基因组
R?S

提

取试剂盒说明书进行
R?S

提取%并对提取的
R?S

进行质量浓度和纯度的检测&

%>!>#

!

实时荧光
TZ[

反应体系

测定用引物和探针序列见表
%

&本试验所用引物和探针均由生工生物工程!上海"股份有限公司

合成&

表
7

!

引物和探针序列

I14B-7

!

T)2H0)+*;

L

)'K060

\

(0*:06

物种 引物名称 引物序列

牛

上游引物
"pDZUZZ<ZZ<ZUUSUSZZZSUS<SSZD!p

下游引物
"pDZUSSUSSU<S<ZSZ<ZUUU<<<UD!p

探针
!!

FSPDZZSUZZSS<ZZSZ<ZSSZSZSZZZD<SP[S

!!

反应体系!

#"

:

Q

"如下'

#

倍浓度荧光
TZ[

预混液
%#>"

:

Q

)上下引物各
%

:

Q

!

%$

:

H',

,

Q

")探针

%

:

Q

!

%$

:

H',

,

Q

")样品
R?S%

:

Q

)无菌双蒸水
E>"

:

Q

%同时做阴性和阳性对照反应体系%即分别用

%

:

Q

无菌双蒸水和
%

:

Q

阳性
R?S

代替
%

:

Q

样品
R?S

&

牛源性成分反应条件如下'

A"o

预变性
%$6

#

A"o

变性
"6

%

B$o

退火延伸
!$6

%

J$

个循环每循环退

火时收集荧光信号&

%>!>!

!

方法验证

用特异性引物及探针分别对牛乳)羊乳及其他植物蛋白饮料!豆)核桃)花生"的
R?S

及水!空白对

照"进行扩增%以检测方法的特异性&反应循环阈值!

:

8

:,07/)06/',;

%

Z<

值"小于
!"

的判定为检出牛源

性成分&

R?S

提取并定量后%用无菌双蒸水将目标
R?S

进行梯度稀释%共
C

个梯度%即每个反应添加

%

:

Q

稀释度分别为
%$

$

)

%$

_%

)

%$

_#

)

%$

_!

)

%$

_J

)

%$

_"

)

%$

_B的
R?S

模板&以不同质量浓度的
R?S

为模

板进行实时荧光
TZ[

反应%确定本方法对单一模板的检出限&每个质量浓度重复检测
!

次%通过标准

差!

67+*;+);;052+72'*

%

9R

"和相对标准差!

)0,+725067+*;+);;052+72'*

%

[9R

"来确定本方法的可重复性&

使用已测得仅含羊源性成分的纯羊乳%仅含牛源性成分的纯牛乳%按照体积比例%分别配比出牛乳体

积分数为
%$$d

)

E$d

)

"$d

)

%$d

)

%d

)

$>"d

)

$>%d

)

$>$"d

)

$>$%d

)

$>$$"d

的混合样品&分别提

取混合样品的
R?S

%对其进行实时荧光
TZ[

扩增%确定本方法对混合模板中牛源性成分的检出限%重

复
!

次&

%>!>J

!

市售羊乳样品牛&羊源性成分检测

测定样品
R?S

质量浓度%用特异性引物及探针扩增检测样品中牛源性成分%同时设空白对照!用无

菌双蒸馏水代替模板")阴性对照!羊乳
R?S

")阳性对照&

JA!
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结果与分析
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!
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质量浓度及纯度测定

乳制品主要包含蛋白质)脂肪)糖类等物质%

R?S

含量相对较少%且主要物质会严重干扰
R?S

提取

和后续
TZ[

效率&因此在探索检测方法时%首先需要考虑优化羊乳制品
R?S

提取方法%以提高样本代

表性同时减少其他物质的污染&研究过程中我们在通用的柱式过滤提取法的基础上%增加了羊乳制品

R?S

提取的前处理过程%通过多次低温离心的方式富集
R?S

%同时去除脂肪%减少脂肪等杂质对后续提

取步骤的干扰%优化了羊乳制品的
R?S

提取过程%大幅增加
R?S

的提取效率和纯度&经过紫外分光

光度计测定%样品
R?S

质量浓度在
%$>B

#

%#%>"*

3

,

:

Q

%

#B$*H

与
#E$*H

的吸光度比值!

@R

#B$

,

#E$

"

在
%>J

#

%>A

之间%

R?S

中存在少量的蛋白质污染%基本上能满足实时荧光
TZ[

检测的要求&通过检测

发现从液体和固体样本获得的
R?S

在含量和纯度上无明显差别%这可能是由于乳制品在加工的过程中

温度不高%有效
R?S

降解少%因此在后续试验中可采用一种类型样本!液态"

R?S

进行方法验证&在肉

类及植物蛋白成分鉴定的研究中%有不少研究者对样品质量与相应物种
R?S

含量的比值进行了研究%

获得了两者间的显著线性关系*

%CD%E

+

%但还未在乳制品成分鉴定中开展类似研究%因此本研究对羊乳制品

质量与
R?S

含量的线性关系进行的初步摸索是有意义的&本研究发现从相同蛋白含量的羊乳样品提

取获得的
R?S

量存在一定差异%相同蛋白质含量与对应
R?S

含量之间无显著的线性关系&这可能是

由于样品基质复杂或
R?S

分布不均匀导致的&

;:;

!

特异性试验结果

用引物和探针对羊乳)牛乳)植物蛋白饮料!大豆源)花生源)核桃源"的
R?S

进行牛源性成分实时

荧光
TZ[

扩增试验&

C

个样品的牛源性成分扩增曲线如图
%

所示&

!

个牛乳样品!

%

个牛乳粉)

#

个液态

牛乳"出现特异性扩增曲线%

Z<

值分别为
%C>BA!

)

#$>C"J

)

%E>E"C

%羊乳)豆源植物蛋白饮料)花生源植物

蛋白饮料)核桃源植物蛋白饮料
J

个样品
R?S

均未出现典型扩增曲线&以上结果表明%本研究用于成分

检测的引物和探针具有特异性%适用于羊乳中牛源性成分的鉴定&

%

$牛乳粉#

#

$液态牛乳
%

#

!

$液态牛乳
#

#

J

$阳性对照#

"

$液态羊乳#

B

$大豆植物蛋白饮料#

C

$花生植物蛋白饮料#

E

$核桃植物蛋白饮料#

A

$无菌双蒸水&

图
7

!

C

个样品的牛源性成分扩增曲线

8#

9

:7

!

SH

L

,2-2:+72'*:()506'-K'52*0;0)250;H+70)2+,62*C6+H

L

,06

;:>

!

方法的检出限

单一模板的检出限试验结果如图
#

所示&当牛乳的
R?S

质量浓度稀释至
$>$$%*

3

,

:

Q

时%实时荧光
TZ[

检测结果均有扩增曲线%

Z<

值分别为
!#>%BCq$>$%A

%小于
!"

#而当样本
R?S

质量浓度达到
$>$$$%*

3

,

:

Q

时%

Z<

值均大于
!"

&这说明本方法单一成分检出限可达
$>$$%*

3

&混合模板的检出限试验结果如图
!

"A!

第
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所示&对体积分数分别为
%$$d

)

E$d

)

"$d

)

%$d

)

%d

)

$>"d

)

$>%d

)

$>$"d

)

$>$%d

)

$>$$"d

的牛乳样

品
R?S

进行实时荧光定量
TZ[

扩增试验&如图
!

所示%当牛乳体积分数达到
$>$$"d

仍有扩增曲线%

Z<

值为
!!>"$Eq$>$%E

%小于
!"

%这说明在复杂成分的样本中使用本方法检出限可达
$>$$"d

!相当于

$>$$%*

3

,

:

Q

"%复杂成分中牛源性成分的检出限与单一成分检出限基本上一致&可见%在混合样本中检

测羊源性成分不对牛源性成分的检测产生干扰&

%

$稀释度
%$

$

#

#

$稀释度
%$

_%

#

!

$稀释度
%$

_#

#

J

$阳性对照#

"

$稀释度
%$

_!

#

B

$稀释度
%$

_J

#

C

$稀释度
%$

_"

#

E

$稀释度
%$

_B

#

A

$阴性对照#

%$

$无菌双蒸水&

图
;

!

单一模板的检出限试验结果

8#

9

:;

!

R070:72'*,2H277067)06(,76'-62*

3

,070H

L

,+70

%

$体积分数
%$$d

#

#

$体积分数
E$d

#

!

$体积分数
"$d

#

J

$体积分数
%$d

#

"

$体积分数
%d

#

B

$体积分数
$>"d

#

C

$阳性对照#

E

$体积分数
$>%d

#

A

$体积分数
$>$"d

#

%$

$体积分数

$>$%d

#

%%

$体积分数
$>$$"d

#

%#

$阴性对照#

%!

$无菌双蒸水&

图
>

!

混合模板的检出限试验结果

8#

9

:>

!

R070:72'*,2H277067)06(,76'-H2O0;70H

L

,+706

;:?

!

<S(

含量与
MI

值之间的定量曲线

方法重复性试验结果见表
#

%牛源性
R?S

的扩增标准曲线如图
J

所示%

<

为物种
R?S

质量浓度的

对数%

G

为对应平均
Z<

值&表
#

显示各平行试验的相对标准差均小于
"d

%这表明本方法的可重复性满

足要求&利用图
J

中的线性关系%通过检测乳品中牛源性的
Z<

值可计算样品中牛源性
R?S

模板质量

BA!
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浓度&这表明检测方法中的引物和探针不仅可以对乳制品的牛源性进行定性检测%而且可定量检测样品

中牛羊源性
R?S

质量浓度%有一定的定量检测能力&

表
;

!

方法重复性试验结果

I14B-;

!

[06(,76'-)0

L

0+70;7067

模板稀释度 模板
R?S

质量浓度,!

*

3

0

:

Q

_%

"平行试验
%

平行试验
#

平行试验
!

平均值
q

标准差 相对标准差,
d

%$

$

!

%">E

!!!!!

%C>ECE %A>%CE %E>!EC %E>JE%q$>B"" !>"J

%$

_%

%>"E

!!!!

#$>%!E #%>JC! #$>C%C #$>CCBq$>BBA !>##

%$

_#

$>%"E

!!!

#">#%C #">ABB #">CJ! #">BJ#q$>!EJ %>"$

%$

_!

$>$%"E

!!

#E>B!# #E>A"A #A>%$B #E>EAAq$>#J! $>EJ

%$

_J

$>$$%"E

!!

!#>%"$ !#>%EC !#>%BJ !#>%BCq$>$%A $>$B

%$

_"

$>$$$%"E

!

!J>AC# !B>!"J !">BA! !">BC!q$>BA% %>AJ

%$

_B

$>$$$$%"E

无扩增 无扩增 无扩增
! !

图
?

!

牛源性
R?S

的扩增标准曲线

8#

9

:?

!

SH

L

,2-2:+72'*67+*;+);:()50'-K'52*0;0)250;R?S

;:@

!

市售羊乳样品牛源性成分检测结果

利用建立的实时荧光
TZ[

方法对
C$

批次市售羊乳样品的牛源性成分进行检测分析%取
#

次平均值

进行计算&由于实时荧光
TZ[

的灵敏度较高%容易出现假阳性%因此根据
#>!

节中检出限的结果%将
Z<

值大于
!#

小于
!"

的样品归为可疑样品%进行重新取样检测&若第二次
Z<

值小于
!#

判定为检出#若第

二次仍大于
!#

则判定未检出&在
C$

批次市售羊乳样品中%

!$

批次检出牛源性成分%检出率为
J#>EBd

&

检出牛源性成分的
!$

批次样品中%有
A

批次配料表中标明加入了脱盐牛源乳清粉%总的问题样品率为

!$d

&具体如下'在
#E

批次液态羊乳样品中%有
A

批次检出了牛源性成分%问题样品率为
!#>%Jd

#在
#$

批次婴儿配方羊乳粉中%有
A

批次检出了牛源性成分%但这
A

批次配料表已标明含牛源性成分%问题样品

率为
$

#在
##

批次成人羊乳粉中%有
%#

批次检出牛源性成分%问题样品率为
"Jh"Jd

&从样品类型看%羊

乳粉的检出率要高于液体羊乳%但一般婴儿配方羊乳粉生产企业相对比较规范%会在配料表中将添加的

成分标识清楚%

!

种类型产品中成人羊乳粉的问题样品率最高&检出牛源性成分的
!$

批次样品牛源性

成分对应的
Z<

值在
#$

#

!%

之间!

R?S

质量浓度
$>$$#

#

!*

3

,

:

Q

"%由此可见%即使检测发现羊乳样品

中牛源性
R?S

质量浓度较低时%也不能排除人为掺入的可能性&从对市售羊乳制品进行风险调查的总

体结果中可以看出%市场上的确存在羊乳制品尤其是羊乳粉中添加牛源成分的风险%添加的成分可能为

乳清粉等牛源蛋白类物质%在不同类型的产品中%成人羊乳粉的掺伪掺杂风险最高&

>

!

结
!

语

通过检测体系引物探针特异性)灵敏度及模拟混掺样品的检出限等试验%我们确定牛源性成分的检

测限为
$>$$%*

3

,

:

Q

%羊乳中掺入牛乳的检测限可达到
$>$$"d

!

$>$$%*

3

,

:

Q

"%这说明建立的检测体系

CA!

第
"
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具有检测速度快)准确性高)特异性好)灵敏度高等优点&经市售乳制品检测验证了其可行性和适用性%

可快速有效地甄别羊乳制品中掺假掺杂牛源性成分%实现基因水平的定量分析&由于缺乏合适的质量和

R?S

质量浓度定量模型%本研究还无法实现质量水平的定量分析%因此我们将在后续的研究中探索可以

实现羊乳制品掺假成分的定量分析技术%从而为制定相关产品标准提供科学依据&
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