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摘  要: 本研究通过对脊椎动物分子标记基因进行序列分析，最终选择线粒体 DNA (mtDNA) 16S rRNA 基因为目标基

因，利用一对通用引物，在该引物扩增区间设计了 4 条特异性基因芯片检测探针及 2 条质控探针用于对牛、山羊、猪、

鸡等 4 种动物源性成分进行检测。通过对 PCR 扩增体系及杂交体系的优化，该检测方法能实现对上述 4 种动物源性成

分同时进行快速、准确地检测，具有很好的特异性，灵敏度均达到 1 pg，最终建立了这 4 种动物源性基因芯片检测方

法。该基因芯片检测技术将为我国进出口饲料中的动物源性成分的鉴别提供新的检测方法和技术支持。 
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Abstract:  We analyzed the sequence of vertebrate molecular marker genes, then we selected the mitochondrial DNA (mtDNA) 
16S rRNA gene as marker gene. In order to detect four kinds of animal-derived ingredients, which including bovine, goat, pig and 
chicken. We utilized a pair of universal primers, designed four sets of species-specific microarray probes and two pairs of quality 
control probes. We optimized the PCR amplifications and hybridization conditions, therefore these four kinds of animal-derived 
ingredients could be rapid and accurate detected by this approach. The detection limits were all reaches 1 pg. We established the 
detection platform of these four kinds of animal-derived ingredients. This universal PCR-microarray assay provides a new method for 
the identification of animal-derived ingredients in the import-export field. 
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随着国际贸易的飞速发展，防御国际间动物疫

病传播的难度也在不断加大。为了防止疯牛病、痒

病、禽流感、甲流等经饲料、畜产品传播，世界各

国政府和组织在规范对动物源性饲料使用的同时，
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积极开展动物源性成分检测技术方面的研究。目前

国内外对于动物源性成分的检测方法的报道主要有

显微镜检法、红外光谱、ELISA、普通 PCR、荧光

定量 PCR 等方法。但上述的分子生物学方法尚不能

很好满足快速、大规模、高通量检测的需要。因此，

需要建立一种能快速准确鉴别、检测动物源性成分

的方法，提高检验检疫通关速度，对保护我国畜牧

业的安全生产具有重要的意义。 

基因芯片基本原理是将核酸片段作为识别分

子，按预先设置的排列固定于特定的固相支持载体

的表面形成微点阵，利用反向固相杂交技术，将标

记的样品分子与微点阵上的核酸探针杂交，以实现

多到数万个分子之间的杂交反应，通过特殊的检测

系统进行高通量、大规模地分析检测样品中多个基

因的表达状况或者特定基因分子的存在 [1]。基因芯

片因具有高通量、高度并行性、高灵敏度等优点而

得到了广泛的应用[2-3]。基因芯片目前主要产品包括

基因表达谱芯片，转基因农产品检测芯片，新生儿

基因检测芯片，肝炎病毒、艾滋病毒基因检测芯片，

其中肿瘤检测、肝病检测、自身免疫疾病诊断芯片

即将或已经进入临床应用和商业化运作。物种鉴定

检测芯片研制仍处于起步阶段，如应用于临床致病

真菌鉴定[4]和水产食品中常见病原微生物鉴定[5]等。

但迄今为止，基因芯片技术应用于动物源性成分鉴

定检测还未见报道。因此，本研究尝试建立用基因

芯片技术同时对牛、山羊、猪、鸡 4 种动物成分的

快速检测方法，较好地弥补了常规分子检测方法的

缺陷，能实现一次反应完成对多种动物源性成分的

种类初筛和鉴定，为我国进出口饲料及畜产品快速

筛查和种类鉴定提供有效的技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  样品  
牛肉、山羊肉、猪肉、鸡肉、绵羊肉、狗肉、

兔肉、鸭肉、鹅肉、鹌鹑肉、火鸡肉、鹧鸪肉和鱼

肉均购自广东深圳超市，驴肉和鹿肉均购自内蒙古

呼和浩特超市。这些样品均经过品种鉴定并测序验

证，结果证明均为其名称所述之物种。 

1.2  试剂和仪器 
细胞/组织-基因组提取试剂盒购自北京天根生

物公司。Ex Taq DNA 聚合酶、dNTPs、DNA Marker 

DL2000 购自宝生物工程 (大连) 有限公司。醛基化

DNA 芯片基片及盖片、4 孔围栏购自北京博奥生物

公司。 

NANO-PLOTTER2 芯片点样仪、GenePix4200A

芯片扫描仪、ABI Verti PCR 仪、凝胶成像系统 

(Bio-Rad 公司)、烘箱 (BINDER)、核酸蛋白分析仪

DU800 (Beckman) 均由深圳出入境检验检疫局动植

中心提供。 

1.3  引物和探针的设计 
根据相关检测文献及对牛、山羊、猪、鸡、鱼

等动物的 DNA 分子标记基因序列进行系统分析，最

终选择 mtDNA 16S rRNA 基因为目标基因。根据文

献选用了一对可扩增该基因的通用引物 Universal- 

Forward/Reverse[6]，在引物的扩增区间设计出一系列

探针，用于检测牛、山羊、猪、鸡源性成分。将候

选探针序列用 GenBank 的 Blastn 软件进行比对分

析，并进行实验验证，经过筛选选择了特异性较好

的序列作为固相芯片检测探针，质控探针包括阳性

定位点探针及 Cy5 标记互补链、阴性质控探针。质

控探针均与牛、山羊、猪、鸡、鱼以及马等动物

mtDNA 的 16S rRNA 基因序列无同源性。引物和探

针的合成、修饰由上海超世生物技术有限公司完成，

具体序列见表 1。 

1.4  芯片的制备 
固相探针用 1× TE 溶解至终浓度为 40 μmol/L，

与 50％  DMSO 等体积混匀后作为探针点样混合

液，加入 384 孔板中，空白对照为 50％ DMSO，按

预先设计的探针点阵排布顺序，点样至基片上。点

样后基片在湿盒中 37℃烘箱中水合 12 h，用 0.2％ 

SDS 洗液漂洗 2 min，去离子水漂洗 3 次，每次 2 min。

再放入 0.2％ NaBH4 封闭液中封闭 15 min，中间静

置 5 min；去离子水漂洗 3 次，每次 2 min，2 000 r/min

离心 2 min 干燥，4℃避光保存备用。 

1.5  基因芯片的阵列设计 
每张醛基化玻片上固定着 4 个矩阵，探针点阵

排布如图 1 所示，每个阵列共 4 行 11 列，第 1 列

和第 1 行均为阳性定位点探针，其他探针各设 5 个

重复。 
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表 1  动物源性基因芯片通用引物、检测探针和质控探针 
Table 1  Universal primers, species- specific probes and quality control probes used in this study 

Primer/Probe name Primer/Probe sequence (5′−3′) Length (bp) 

Universal-forward[6] AAGACGAGAAGACCCTTGGACTTTA 25 

Universal-reverse[6] GATTGCGCTGTTATCCCTAGGGTA 24 

Probe-bovine Probe 1* 23 

Probe-goat Probe 2* 22 

Probe-pig Probe 3* 23 

Probe-chicken Probe 4* 20 

Anchor probe NH2-(T)10-GGGTGGGATCAATTTGG 17 

Negative probe NH2-(T)10-CTGGAACAGCCAGAAGGAC 19 

Cy5- complementary anchor probe Cy5-(T)10-CCAAATTGATCCCACCC 17 
* Probe 1, Probe 2, Probe 3 and Probe 4 are applying for patent protection.  

 
A A A A A A A A A A A 

A Bovine Bovine Bovine Bovine Bovine Goat Goat Goat Goat Goat 

A Pig Pig Pig Pig Pig Chicken Chicken Chicken Chicken Chicken

A N N N N N B B B B B 

图 1  基因芯片探针排布图 
Fig. 1  Layout of microarray probes. A: anchor probe; N: negative probe; B: blank control. 
 
1.6  荧光掺入法 PCR 扩增与标记 

荧光掺入法 PCR 反应体系为：10× PCR buffer 

2.5 μL、Mg2+ 2 μL、正向引物和反向引物各 0.5 μL 

(10 μmol/L)、Taq 酶 0.2 μL (5 U/μL)、Cy5-dNTPs 

0.4 μL、DNA 模板 (10 ng/μL) 1 μL、ddH2O 补足总

体积到 25 μL。空白对照为 ddH2O 代替 DNA。PCR

扩增条件为：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，55℃

退火 30 s，72  ℃ 延伸 30 s，共 35 个循环；72℃延

伸 5 min。Cy5-dNTPs 配方为 ddH2O 2.85 μL、dATP 

(10 mmol/L) 1 μL、dCTP (10 mmol/L) 1 μL、dGTP 

(10 mmol/L) 1 μL、dTTP (10 mmol/L) 0.65 μL、

Cy5-dCTP (1 mmol/L) 3.5 μL。 

1.7  杂交及扫描 
分别取 7 μL 芯片杂交液 (5× SSC，0.1％ SDS)，

6 μL PCR 标记产物、Cy5 标记阳性定位探针互补链

1 μL，混匀后 95℃变性 5 min，立即冰浴 5 min。将

其按预计排布顺序加入芯片点样区，盖上盖玻片置

于杂交盒中 52℃烘箱中避光杂交 2 h。杂交后的芯

片依次放入 42℃预热洗液 I (0.3× SSC，0.2％SDS) 

和洗液 II (0.06× SSC) 磁力搅拌清洗，各 3 min，

2 000 r/min 离心 2 min 干燥。激光共聚焦扫描仪设置

为在 635 nm 的激发波长扫描芯片，激光功率为 60％，

PMT 设置为 60％进行扫描。图像用 GenePixs V5.0

软件分析，以 JPEG 和 TIFF 的格式保存。 

1.8  特异性实验 
为了更好地评价本检测方法的特异性，共选取

15 种不同种的动物组织  (见 1.1)，用通用引物

Universal-Forward/Reverse 进行荧光掺入法 PCR 扩

增，扩增后产物进行 1.5％琼脂糖凝胶电泳检测，杂

交、扫描过程见 1.7。 

1.9  灵敏度实验 
将提取的牛、山羊、猪、鸡的 DNA 模板原液测

量浓度后母液均定量至 10 ng/μL，分别进行 10×梯

度稀释，即 10−1~10−6 共 6 个梯度。用通用引物

Universal-Forward/Reverse 进行荧光掺入法 PCR 扩

增，扩增后产物进行 1.5％琼脂糖凝胶电泳检测，杂

交、扫描过程见 1.7。 

2  结果与分析 

2.1  靶基因片段荧光掺入法 PCR 扩增结果 
分别用牛、山羊、猪、鸡、绵羊、鹿、驴、狗、

兔、鸭、鹅、鹌鹑、火鸡、鹧鸪、鱼等 15 种动物源

性 DNA 模板和空白对照进行荧光掺入法 PCR 扩增，

电泳检测结果见图 2。通用引物 Universal-Forward/ 
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图 2  通用引物动物源性 PCR 扩增电泳图 
Fig. 2  Agarose electrophoresis analysis of PCR products by primers Universal-Forward/Reverse. M: DNA marker DL 2 000; 1−16: 
bovine, goat, pig, chicken, sheep, donkey, deer, dog, rabbit, duck, goose, quail, turkey, artridge, fish, blank control. 
 
Reverse 能有效扩增出以上 15 种动物源性的 DNA 模

板，PCR 产物经电泳分离，回收纯化并测序，结果

表明 15 种动物源性 PCR 产物序列长度分别在 234~ 

249 bp 之间，与预期扩增产物大小相同，空白对照

无扩增条带。同时，用该通用引物对牛源性成分进

行灵敏度检测，电泳结果见图 3，牛 DNA 浓度为

10−5 稀释度时，5 µL PCR 产物通过电泳已经看不到

电泳条带。 

2.2  基因芯片特异性检测结果 
用通用引物进行荧光掺入法标记 PCR 扩增，按

1.7 方法进行杂交、扫描，结果如图 4 所示。为了能

有效地对杂交信号进行评判，在根据文献[7]得出本 

 

图 3  灵敏度实验 PCR 电泳图 
Fig. 3  Agarose electrophoresis analysis of sensitivity test 
of bovine by Universal-Forward/Reverse. M: DNA marker DL 
2 000; 1−6: 10−1, 10−2, 10−3, 10−4, 10−5, blank control. 

   
A                         B                        C      

   
D                         E                        F  

   
G                         H                        I  

   
J                         K                        L 

   
M                        N                        O 

图 4  特异性检测杂交结果  
Fig. 4  Specificity test result of microarray. A−O: bovine, goat, pig, chicken, donkey, deer, dog, rabbit, duck, goose, artridge, quail, 
turkey, sheep, fish, respectively. 
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系统的阳性判定标准为通过 Gene Pix 4200A 扫描识

别的信噪比大于 3 的信号为阳性信号。阳性质控探针

及阴性质控探针杂交信号正常，4 条特异性探针与目

的产物有很好的杂交信号，与其余 11 种供试材料之

间无杂交信号，不存在交叉反应，这 4 条特异性探针

有很好的特异性。 

2.3  基因芯片灵敏度检测结果 
用通用引物进行荧光掺入法标记 PCR 扩增，按

1.7 方法进行杂交、扫描，牛、山羊、猪、鸡源性成

分的基因芯片灵敏度检测结果分别见图 5~8，最低

检测限都达到了 10−5 稀释度，即浓度为 1 pg。牛源

性成分灵敏度检测电泳结果表明 (图 3)，牛 DNA 浓

度为 10−5 稀释度时，5 µL PCR 产物通过电泳已经看

不到电泳条带 (山羊、猪、鸡电泳结果与牛基本一

致)，但是通过基因芯片杂交后仍然可以看到较为明

显的杂交信号 (图 5)。 

2.4  基因芯片检测方法可重复性验证 
从 2 批点制的检测芯片中各随机抽取 4 张，针

对 bovine 和 goat 探针位点的靶基因做 2 次杂交，每

次再从 2 批次芯片中随机抽取 2 张杂交，所用靶基

因的量 (10 ng/μL) 及杂交条件都是相同的，用以验

证该方法的重复性和稳定性。第 1 次杂交各芯片标

记为 1A、1B、2A、2B；第 2 次杂交各芯片标记为

1C、1D、2C、2D。从杂交扫描分析后的图像上可以

看出，无论是批间还是批次杂交试验都得到了明显的

信号结果 (图 9)，而且各个探针间也没有交叉反应。

   
A                       B                         C 

   
D                       E                         F 

图 5  基因芯片对牛成分的灵敏度检测结果 
Fig. 5  Sensitivity test result of bovine by microarray. (A) 10−1. (B) 10−2. (C) 10−3. (D) 10−4. (E) 10−5. (F) 10−6. 

   
A                       B                         C 

   
D                       E                         F 

图 6  基因芯片对山羊成分的灵敏度检测结果 
Fig. 6  Sensitivity test result of goat by microarray. (A) 10−1. (B) 10−2. (C) 10−3. (D) 10−4. (E) 10−5. (F) 10−6. 

   
A                       B                         C 

   
D                        E                         F 

图 7  基因芯片对猪成分的灵敏度检测结果  
Fig. 7  Sensitivity test result of pig by microarray. (A) 10−1. (B) 10−2. (C) 10−3. (D) 10−4. (E) 10−5. (F) 10−6. 
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A                          B                        C  

   
D                         E                        F 

图 8  基因芯片对鸡成分的灵敏度检测结果 
Fig. 8  Sensitivity test result of chicken by microarray. (A) 10−1. (B) 10−2. (C) 10−3. (D) 10−4. (E) 10−5. (F) 10−6. 

    
1 A                   1 B                   2 A                  2 B 

    
1 C                   1 D                  2 C                   2 D 

图 9  可重复性杂交试验结果 
Fig. 9  Repeatability results of hybrization. 1A, 1B, 1C, 1D: bovine; 2A, 2B, 2C, 2D: goat. 

 
3  讨论 

mtDNA 是高等动物唯一的核外遗传物质，所有

组织细胞中均含有大量的线粒体[8]，mtDNA 主要以

编码序列构成，种内的异质基因很少，而在不同的

物种间具有高度的变异性[9]。在高等植物中没有发

现类似结构的基因，在植物 mtDNA 中也没有相似的

编码同源蛋白的基因[10-11]，因此，高等生物 mtDNA 

16S rRNA 是一个比较理想的、保守性较好的分子标

记 基 因 。 本 研 究 通 过 该 区 段 的 一 对 通 用 引 物

Universal-Forward/Reverse 可以对 15 种脊椎动物

mtDNA 16S rRNA 基因进行有效扩增，结合特异性

探针，构建固相基因芯片，可同时进行多种动物源

性成分的鉴别检测，不仅可以降低检测步骤及时间，

还可降低检测成本。 

获得具有很好特异性和高灵敏度的探针是成功

建立基因芯片检测技术的关键[12-14]，因此如何进行

探针的设计与筛选来消除探针杂交的不利影响，提

高检测的特异性将是基因芯片应用技术研究的重点

之一[15-16]。在探针筛选过程中，本实验发现探针的

Tm 值及杂交温度[17]和探针在 PCR 产物序列上的位

置对杂交信号的强弱有着较为明显的影响。杂交温

度降低将增加探针的信号值，但探针的特异性将降

低；杂交温度提高将降低探针的信号值，但探针的

特异性将提高，而最佳的杂交温度一般低于探针的

理论 Tm 值 8 ~10℃ ℃，通过对杂交温度进行系统的梯

度性优化试验获得最佳的杂交温度。由于探针的位

置对特异性也有影响，在靠近 PCR 产物 5′端的位置

时，反向探针的杂交信号要好于正向的探针。当所

设计的探针的位置在靠近 PCR 产物中间的位置时，

正向探针的杂交信号与反向探针杂交信号相近[18]，

所以在设计探针时要考虑探针的选择位点及方向性。 

本研究在进行基因芯片灵敏度检测方法过程

中，发现 10−5 梯度稀释的牛 DNA 通过琼脂糖凝胶

电泳无目的产物，但是通过基因芯片杂交后有杂交

信号，说明基因芯片检测方法的灵敏度要高于常规

PCR，这一研究结果与翟俊辉等[19]的研究结果相符。 

本研究选取通用引物只通过一次 PCR 扩增就可

以得到 15 种动物的目的片段，结合 PCR-基因芯片

技术可同时鉴别检测多种动物源性成分，并且具有

很好的特异性和灵敏度。通过对牛、山羊、猪和鸡

动物源性成分检测方法的初步研究，获得了该体系

PCR 扩增及芯片杂交等步骤的参数，为进一步对其

余的动物源性成分的检测奠定了基础。本方法大大
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地缩短了检测周期，为口岸检验检疫提供高效、快

速、准确的检测手段，为我国进口食品、畜产品快

速筛查和种类鉴定提供有效的技术平台，具有非常

广阔的推广应用前景。 
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