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摘  要：基于 Real-time PCR 建立了乳粉中牛源性成分相对定量检测方法，并对牛的特异性引物与探

针进行了特异性、灵敏度和稳定性测试。通过模拟不同浓度牛乳粉与马乳粉混合样本，根据其△Ct 值

的函数关系进行线性拟合进而绘制标准曲线，建立乳粉中牛源性成分的相对定量检测。结果显示，该

方法的最低检测限为 0.000 01 mg/mL，回收率为 91.11%~119.2%，组间变异系数≤0.58%、组内变异系

数≤1.44%。说明该方法在特异性与稳定性上适用于乳粉中牛源性成分及含量的掺假检测。 
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Abstract: This experiment established a relative quantitative detection method for bovine derived 

components in milk powder based on Real time PCR. The specificity, sensitivity, and stability of 

cattle-specific primers and probes were tested. By simulating mixed samples of cow’s milk powder and 

horse’s milk powder with different concentrations, linear fitting was performed based on the functional 
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relationship of their △Ct values, and a standard curve was drawn to establish a relative quantitative 

detection of bovine derived components in milk powder. The results showed that the minimum detection limit of 

this method was 0.000 01 mg/mL. The recovery rate was 91.11%~119.2%, with an inter group coefficient of 

variation of ≤0.58% and an intra group coefficient of variation of ≤1.44%. This method is suitable for 

detecting the adulteration of bovine derived components and content in milk powder in terms of specificity 

and stability. 

Key words: milk powder; horse milk powder; real time PCR; adulteration detection 

乳和乳制品尤其牛乳含有对人体有益的微量

元素，对平衡人体营养方面起着重要作用[1]，含

有的必需氨基酸有助于促进人体新陈代谢[2]。 

牛乳粉中不仅含有人体所需的蛋白质、脂肪、

碳水化合物，还含有生物体遗传信息编码物质（即

基因组 DNA），分子生物学检验是基于生物遗传

物质 DNA 与 RNA 建立。其方法主要包括聚合酶

链式反应（Polymerase Chain Reaction/PCR）、基

因克隆、DNA 测序及基因表达测序等。PCR 法是

最为常用的一种方法，它通过体外扩增 DNA 片

段，使得在短时间内扩增得到大量的 DNA 片段，

近而达到检测的目的。目前涉及乳粉掺假检测的

方法有液相色谱法 [3]、电泳法 [4]、免疫组学法 [5]

和 PCR 法[6]等。化学分析方法是目前应用最多，

主要用于乳与乳制品生产、销售、运输过程中的

现场检测[7]。但随着分子生物学的发展，聚合酶

链式反应（Polymerase Chain Reaction/PCR）在种

属成分鉴别、致病菌快速筛查、掺假物质相对定

量分析等领域得到广泛应用 [8]。实时荧光 PCR

（Real Time-PCR，RT-PCR）检测技术可以实现

针对目标源性物种成分的定性与定量分析，特异

性与灵敏度都相对较高，目前在食品掺杂使假中

应用广泛[9]。付[10]开发出了骆驼乳中牛乳与羊乳

掺假快速检测试纸条方法。孙[11]建立了双重实时

荧光定量检测掺假驴乳中牛乳源性成分，最低检

出限为 0.5%。沙[12]应用实时荧光定量检测技术检

测肉制品中牛源性成分及定量研究方法。Mininni

等[13]利用 Real-time PCR 法完成了羊乳酪中牛源

性成分的检测。岳巧云等[14]利用 Real-time PCR

法完成了乳制品中掺入植物源性成分的检测。范

阳阳等 [15]建立了针对羊乳中检测牛乳及大豆源

的双重实时荧光定量法。广西壮族自治区根据对

比 PCR 检测结果的电泳图谱，出台了《食品安全

地方标准 水牛乳及其制品中掺入牛属乳的定性

检测 PCR 法》（DBS 45/023—2015），较好的解决

了牛乳中掺假的定性问题[16]。 

本文利用实时荧光定量检测技术，建立牛乳

粉相对定量标准曲线方法，旨在为乳粉真实性技

术研究提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

牛乳粉、马乳粉、骆驼乳粉、驴乳粉、羊乳

粉、鹅肉：电商平台；猪肉、鸡肉、鸭肉：河北

省石家庄某大型超市；狐狸肉、貉子肉、鼠肉：

毒理实验室。深加工食品 DNA 提取试剂盒：天

根（北京）科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

NANO DROP LITE 紫外分光光度仪：美国

Thermo 公司；电子天平 ME204/02：梅特勒-托利

多仪器（上海）有限公司；SHA-B 水浴恒温振荡

器：常州润华电器有限公司；Sigma 3K15 离心机：

德国 Sigma 公司；BCD 235STCY：青岛海尔股份

有限公司；LightCycler 480II 实时荧光定量 PCR

仪：德国罗氏诊断有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  乳粉基因组 DNA 的提取 

分别称取 100 mg 5 种乳粉，7 种动物组织肉末，

按深加工食品 DNA 提取试剂盒进行提取，其中孵育

温度改为 65 ℃，孵育时间为 4 h，孵育结束后向其

中加入 400 uL 三氯甲烷，其它步骤与试剂盒一致。 

1.3.2  引物探针 

牛特异性引物选自参考文献沙[12]。通用引物

选用 18S rDNA 作为内参基因。引物序列见表 1。 
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表 1  特异性引物与通用引物序列 

Table 1  Specific and universal primer sequences 

 上引物 5-3 下引物 5-3 探针 

牛 GCCATATACTCTCCTTGGTGACA GTAGGCTTGGGAATAAGTACGA FAM- CAATCCAGAACTGACACCAAC-TAMRA

18S rDNA TCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTT
FAM-CCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAAT 
CGAAC-TAMRA 

 
1.3.3  实时荧光 PCR 扩增 

实时荧光 PCR 扩增条件为：95 ℃预变性，

15 min；95 ℃，15 s，60 ℃，1 min，40 个循环。

扩增体系见表 2。 

 
表 2  实时荧光 PCR 扩增体系 

Table 2  Real time fluorescence PCR amplification system   μL 

反应体系总体积 25 

Super Real premix 12.5 

上引物 0.75 

下引物 0.75 

探针 0.5 

DNA 2 

ddH2O 8.5 

 
1.3.4  特异性检测 

将本文提取的 12 个物种的基因组 DNA 稀释

到统一的浓度，应用牛的特异性引物与 18S rDNA

通用性引物进行荧光定量扩增，无菌双蒸水作为

阴性对照。根据扩增结束后的荧光强度来判断特

异性与通用性引物的特异性。 

1.3.5  灵敏性检测 

将提取的牛基因组 DNA 样本进行 10 倍梯度

稀释，使其终浓度为 0.01、0.005、0.001、0.000 1、

0.000 01、0.000 001、0.000 000 1 mg/mL。以不同

浓度梯度的牛基因组 DNA 为目标模板，无菌双

蒸水为阴性对照，进行扩增。根据扩增结束后的

Ct 值判断特异性引物的最低检测浓度。 

1.3.6  相对定量标准曲线的建立 

称取不同质量梯度的牛乳粉与马乳粉的混合

样本 100 mg，其中牛乳粉的质量比为 0%、10%、

20%、40%、60%、80%、100%。将称取的混合

乳粉样本进行提取基因组 DNA 后，统一将其浓

度稀释为 0.03 mg/mL，将稀释好的基因组 DNA

进行荧光定量扩增，每个浓度样本设置 3 个重

复，结果以 x̄±S 进行表示，进而建立相对定量标

准曲线。 

1.3.7  相对定量标准曲线准确性验证 

仍称取牛乳粉与马乳粉的混合样本 100 mg，

其中牛乳粉占比分别为 5%、15%、45%、65%、

95%。提取混合样本 DNA 后，根据其基因组 DNA

的含量将其稀释为统一浓度（30 ng/μL），进行扩

增。将扩增得到的△Ct 值带入建立的相对定量标

准曲线中，计算牛乳粉的质量百分比及其回收率。

设置 3 个重复，取其平均值以验证实验方法的准

确性。18S rDNA 作为内参基因，同样本设置 3

个重复。 

1.3.8  方法稳定性评估 

本文选取了 3个不同浓度的牛基因组 DNA样

本，分别进行了组间与组内的重复性实验，同样

设置 3 个重复，根据检测得到的 Ct 值计算其变异

系数，以此来评估检测方法的稳定性。 

1.4  数据处理 

所有结果采用 SPSS 17.0 软件进行统计学分

析，利用 Excel 进行图表编辑。 

2  结果与分析 

2.1  特异性检测结果 

本文分别以牛、羊、猪、鸡、鸭、驴、马、

骆驼、鹅、狐狸、貉子、鼠 12 个物种的基因组

DNA 作为模板，对牛的特异性引物与内参引物

18S，进行扩增。由图 1 可知，12 个物种的基因

组 DNA 中，只含有牛基因组的 DNA 出现了明

显的扩增曲线，其它 11 个物种均未出现扩增曲

线，表明牛的特异性引物，符合实验要求，可

用于后续实验。由图 2 可知，内参引物 18S 对

12 个物种的基因组 DNA 均有扩增，且 Ct 值起

跳位置相对集中，说明 18S 可作为通用性引物

使用。  
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图 1  牛特异性引物验证扩增曲线 

Fig.1  Amplification curve of bovine specific primer validation 

 

 
 

图 2  18S 通用性引物验证扩增曲线 

Fig.2  Amplification curve of 18S universal primer validation  

 

2.2  引物灵敏性检测 

选取 0.01、0.005、0.001、0.000 1、0.000 01、

0.000 001、0.000 000 1 mg/mL 7 个浓度梯度的牛

基因组 DNA 作为模板，进行灵敏度扩增检测，

结果如图 3 所示，当模板浓度为 0.000 001 mg/mL 

时，相对于无菌双蒸水，特异性引物有明显的扩

增曲线，当模板浓度为 0.000 000 1 mg/mL 时，

无菌双蒸水与特异性引物无明显扩增曲线区别，

因 此 判 断 该 引 物 的 最 低 检 测 模 板 浓 度 为

0.000 001 mg/mL。 

2.3  相对标准曲线的建立 

不同比例混合的牛乳粉与马乳粉样本，进行

实时荧光定量检测，检测结果如表 3 所示。本文

建立牛乳粉相对定量标准曲线，采用牛乳粉质量

百分比 log10 值作为横坐标，△Ct 值作为纵坐标

建立标准曲线，如图 4 所示，线性回归方程为

y=–2.874 6x+1.089 3（R²=0.976 1）。 

 
 

图 3  牛特异性引物灵敏度检测 

Fig.3  Sensitivity detection of bovine specific primers 

 
表 3  不同比例牛乳粉 Ct 与△Ct 值检测结果 

Table 3  Test results of Ct and △Ct values of  

different proportions of milk powder 

Ct 值 牛乳粉质量

百分比% 牛 18S rDNA 
△Ct 值 

0 35.00 25.04±0.05 9.96±0.05 

10 28.45±0.11 24.61±0.02 3.84±–0.09

20 27.31±0.07 24.18±0.07 3.13±0.00 

40 25.87±0.06 23.38±0.13 2.49±0.07 

60 24.68±0.11 22.97±0.16 1.71±0.05 

80 23.73±0.05 22.27±0.06 1.46±0.01 

100 22.37±0.04 21.52±0.10 0.85±0.07 
 

 
 

图 4  不同质量百分比牛乳粉标准曲线 

Fig.4  Standard curves of milk powder with  
different mass percentages 

 

2.4  相对标准曲线准确性验证 

分别以不同牛乳粉质量百分比 5%、15%、

45%、65%、95%的混合样本为模板，进行荧光

扩增检测，检测结果如表 4 所示，将检测得到的

△Ct 值代入相对定量标准曲线 y=–2.874 6x+1.089 

3，计算其牛乳粉质量含量，其回收率在 91.11%~ 

119.2%之间，实验结果显示符合实践要求，具有

实际意义。 
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表 4  混合乳粉检测结果 

Table 4  Test results of mixed milk powder 

牛乳粉质量百分比/% 牛 Ct 值 变异系数（CV）/% 18S rDNA Ct 值 变异系数（CV）/% △Ct 值 牛乳粉质量含量/% 回收率/%

5 29.60±0.05 0.16 24.99±0.02 0.06 4.61±–0.03 5.96 119.20

15 27.87±0.03 0.09 24.62±0.06 0.25 3.24±0.04 17.81 118.73

45 25.78±0.04 0.17 23.58±0.03 0.11 2.20±–0.02 41.00 91.11

65 24.31±0.08 0.34 22.66±0.10 0.43 1.65±0.01 63.82 98.18

95 22.90±0.02 0.09 21.74±0.07 0.32 1.17±0.05 93.99 98.94

 

2.5  检测方法稳定性评估 

为验证本文建立方法的稳定性，选取了三个

浓度 DNA，对牛源性引物分别做了组间与组内的

重复性实验。结果如表 5 所示，组间变异系数≤

0.59%，组内变异系数≤1.44%。表明该实验方法

稳定性良好。 

 

表 5  组内及组间重复性验证结果 

Table 5  Results of intra group and inter group repeatability verification 

DNA 浓度/(ng/μL) 1 2 3 组内 Ct 值 组间 Ct 值 组内 CV/% 组间 CV/%

25.46 25.34 24.86 25.22±0.32 1.26 

25.31 25.37 25.35 25.34 ±0.03 0.12 10 

25.45 25.49 25.29 25.41±0.11 

25.32±0.15 

0.42 

0.59 

27.74 27.85 27.72 27.77±0.07 0.25 

27.73 27.71 27.80 27.75 ±0.05 0.17 5 

27.53 27.64 27.88 27.68±–0.18 

27.73±0.07 

0.65 

0.25 

28.88 29.13 29.56 29.19±0.34 1.18 

29.56 29.78 29.46 29.60±–0.16 0.55 1 

29.66 28.98 29.76 29.47±0.04 

29.42±0.13 

1.44 

0.45 

 

3  讨论与结论 

本研究利用实时荧光定量技术，以牛的线粒

体基因为特异性引物，建立了相对定量检测方法，

最低检测限为 0.000 001 mg/mL，其回收率在

91.11%~119.2%之间。选取的乳粉在其自身制作过

程中，受到高温喷粉过程的影响，其 DNA 会受

到不同程度的损失，因此针对乳粉提取困难，改

进了实验方法，主要采用 SDS 法、苯酚-氯仿抽

提法、试剂盒法、试剂盒改良法等。通过实验结

果的对比，采用深加工食品 DNA 提取试剂盒配

合三氯甲烷的提取方法更适合乳粉基因组 DNA

的提取，提取效率高。 

食品科技的发展为乳粉真实性检测提供了越

来越多的方向，本研究在基因水平对牛乳粉进行

定量检测，牛乳粉相对定量标准曲线为 y=–2.874 

6x+ 1.089 3，该方法简化了乳粉真实性检测过程，

拓宽了乳粉中动物源性成分的检测应用，为防止

乳粉掺假方面提供了一定的参考依据。 
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