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［摘　 要］ 　 为对鼠源细胞进行鉴别检测，以鼠线粒体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列为靶位点设计特异性引物

及探针，建立实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法，并评价该方法的特异性及敏感性。 结果显示，所建立的

检测方法特异性好，针对鼠源细胞基因组荧光定量 ＰＣＲ 扩增曲线良好，其他物种来源细胞基因组及

生物制品原辅材料未出现特异性扩增曲线；敏感性高，基因拷贝数检出限度为 ４５． ３ 拷贝。 本试验建立

的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法能够有效地对鼠源细胞进行快速检测，为细胞质量控制提供了有效方法。
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　 　 实验细胞资源是目前兽用生物制品研制、生产

与检验中应用最广泛、最重要的实验工具之一，使
用背景清楚的细胞是控制兽用生物制品质量的关

键。 不同类型的细胞在制备、扩繁及使用等过程

中，经常会发生交叉污染［１］。 如曾报道的 Ｈｅｌａ 细

胞与不同类型细胞的交叉污染［２］，有学者 ２０１０ 年

公布了 ３６０ 种被种间交叉污染或错误认定的人源

细胞系［１］，北京协和细胞资源中心发布其保藏的 ６
个非人源细胞系的种属鉴定结果与预期种属不符

（共检测 １６０ 个细胞系） ［３］。
有效判断细胞的种属来源和确保细胞在制备

及体外操作等过程中无不同种属间细胞交叉污染，
是细胞质量控制的重要内容之一［４ － ５］。 目前，《中
华人民共和国兽药典》 （２０２０ 年版） ［５］ 和最新的

ＷＨＯ［４］对于细胞种属鉴定及排除细胞间交叉污染

的方法，主要是胞核学检验、染色体分析、ＳＴＲ 图谱

和同工酶图谱分析法，然而这些方法操作复杂、耗
时久，且对技术水平要求较高。 因此，建立一种简

易、高效、灵敏的快速鉴定细胞种属的鉴别方法，用

于细胞系种属间交叉污染初筛检验，对于细胞系质

量把控具有重要意义。
荧光定量 ＰＣＲ 作为一种快速、灵敏的诊断方法已

广泛应用于病原检测、分子诊断、分子生物学研究、动
植物检疫以及食品安全检测等方面［６ －８］。 目前有关鼠

源细胞的快速鉴定方法还未见报道，结合线粒体 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 在不同种属动物间进化保守性差异较大、种属

内变异性较低的特点［９］，本研究拟以鼠线粒体 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因为靶位点设计特异性引物及探针，建立基

于荧光定量 ＰＣＲ 技术的鼠源细胞快速鉴别方法。
１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 细胞　 本研究中除鸡胚成纤维细胞（Ｃｈｉｃｋ
Ｅｍｂｒｙｏ Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ， ＣＥＦ）外的细胞均由中国兽医药

品监察所保存（表 １）。 从勃林格购买 ＳＰＦ 鸡胚，按
照药典制备 ＣＥＦ。 各细胞用胰酶消化后 １５００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ 取细胞沉淀，台盼蓝染色后计数，用磷

酸盐缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｂｕｆｆｅｒｅｄ Ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ）稀释

成 １０５ ／ μＬ， － ２０ ℃保存备用。

表 １　 研究中使用的细胞

Ｔａｂ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｕｓｅｄ

编号 细胞 种属

１ 非洲绿猴胚胎肾细胞（Ｍｅａｔ Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ － １４５， ＭＡＲＣ１４５） 猴

２ 罗猴胚胎肾细胞（Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ － １０４， ＭＡ１０４） 猴

３ 非洲绿猴肾细胞（Ｖｅｒｄａ Ｒｅｎｏ， ＶＥＲＯ） 猴

４ 猪睾丸细胞（Ｓｗｉｎｅ Ｔｅｓｔｉｓ ｃｅｌｌ， ＳＴ） 猪

５ 猪肾细胞（Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌ， ＰＫ） 猪

６ 新生牛鼻甲细胞（Ｂｏｖｉｎｅ Ｔｕｒｂｉｎａｔｅ ｃｅｌｌ， ＢＴ） 牛

７ 犬肾细胞（Ｍａｄｉｎ － Ｄａｒｂｙ Ｃａｎｉｎｅ Ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌ， ＭＤＣＫ） 犬

８ 猫肾细胞（Ｃｒａｎｄｅｌｌ － Ｒｅｅｓ Ｆｅｌｉｎｅ Ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌ， ＣＲＦＫ） 猫

９ 山羊子宫内膜细胞（Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ， ＥＥＣ） 羊

１０ 幼年仓鼠肾细胞（Ｂａｂｙ Ｈａｍｓｔｅｒ Ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌ， ＢＨＫ） 鼠

１１ 鸡胚成纤维细胞（Ｃｈｉｃｋ Ｅｍｂｒｙｏ Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ， ＣＥＦ） 鸡

１２ 鸡胚成纤维细胞（Ｄｏｕｇｌａｓ Ｆｏｓｔｅｒ － １， ＤＦ － １） 鸡
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１． １． ２　 生物制品原辅材料　 胎牛血清（ＰＡＮ，Ｃａｔ＃：
ＳＴ３０ －３３０２）、小牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ，Ｃａｔ＃：ＳＨ３０４０６． ０５）、
５％蔗糖（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｃａｔ＃：Ｓ８２７１）、１０％ 脱脂乳（ＢＤ，
Ｃａｔ＃：２３２１００）、２％ ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ，Ｃａｔ＃：Ｂ２０６４）、胰酶

（Ｇｉｂｃｏ，Ｃａｔ ＃： ２５２００ － ０５６ ）、 Ｍ１９９ （ Ｇｉｂｃｏ， Ｃａｔ ＃：
Ｃ１１１５０５００ＢＴ）、ＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ，Ｃａｔ ＃：１１０９５ － ０８０）、
ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ，Ｃａｔ＃：Ｃ１１９９５５００ＢＴ）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 引物设计与合成　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的

猴、猪、牛、犬、猫、羊、鼠及鸡 ８ 种动物线粒体 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列，经 ＢＬＡＳＴ 比对分析，针对鼠特异

性碱基位点分别设计特异性引物及探针。 引物和

探针由北京六合华大基因科技有限公司合成。
１． ２． ２　 ＤＮＡ 提取　 分别取 １００ μＬ 各细胞悬液或

生物制品原辅材料，使用离心柱式组织基因组 ＤＮＡ
小量抽提试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，Ｃａｔ＃：６９５０６）基于全自动

核酸提取仪 （Ｑｉａｇｅｎ） 自动提取 ＤＮＡ。 提取的总

ＤＮＡ 样品溶于 ５０ μＬ 洗脱液中，于 － ２０ ℃ 保存

备用。
１． ２． ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系和反应条件

参考 ２ ×Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ（Ｐｒｏｂｅ）（Ｂｉｏｍｅｄ，Ｃａｔ＃：ＭＴ５３０）
推荐的反应体系和反应条件，固定反应体系和模板浓

度，综合考虑 Ｃｔ 值、荧光强度，确定最终反应体系与反

应条件。 ２０ μＬ 反应体系：２ × Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ上游引物 ０． ８ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 下游引物

０． ８ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 探针 ０． ２ μＬ，模板 ３ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
５． ２ μＬ。 反应条件：９５ ℃预变性５ ｍｉｎ；９５ ℃变性１０ ｓ，
６０ ℃退火 ３５ ｓ，收集荧光信号，４０ 个循环。
１． ２． ４　 特异性试验　 分别以提取的各细胞悬液或

生物制品原辅材料 ＤＮＡ 为模板，采用建立的实时

荧光定量 ＰＣＲ 方法进行扩增，同时设立双蒸水对

照，分析所建立检测方法的特异性。
１． ２． ５　 标准曲线的建立及敏感性试验　 根据金色

大鼠线粒体基因（序列号：ＮＣ＿０１３２７６． １）合成所设计

的特异性引物扩增区域，将其连接至 ｐＭＶ 载体，构
建标准品质粒。 使用超微量核酸蛋白检测仪测定标

准品质粒浓度，按照公式 Ｎ ＝ （质粒浓度（ｎｇ ／ μＬ） ×
１０ －９ ×６． ０２ ×１０２３） ／ （重组质粒碱基数 ×６６０）计算重

组质粒拷贝数为 １． ５１ × １０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 将重组质粒

１０ 倍系列稀释，获得拷贝数为 １． ５１ × １０７ ～ １． ５１ ×
１００ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 等 ８ 个稀释度的重组质粒作为标准阳

性模板，以优化的反应条件进行实时荧光定量 ＰＣＲ
检测，确定其灵敏度，绘制标准曲线。

此外，将 １０５ ／ μＬ 的 ＢＨＫ 细胞原液用 ＰＢＳ 进行

１０ 倍系列稀释，取 １０ － ３、１０ － ４、１０ － ５、１０ － ６及 １０ － ７稀

释度的样品各 １００ μＬ，提取细胞 ＤＮＡ 后进行检测，
判定所建立检测方法对不同数量 ＢＨＫ 细胞的检

出率。
１． ２． ６　 人工污染试验　 为了验证所建立的方法是

否可用于其他种属细胞污染鼠源细胞的检测，进行

人工模拟细胞种源污染试验。 ＢＨＫ 细胞和猴、猪、
牛、犬、猫、羊、鸡等物种来源细胞分别传代后使用

台盼蓝染色法计数，将 １０ 个、５ 个 ＢＨＫ 细胞分别加

入到 １００００ 个其他物种细胞中，定容到 １００ μＬ，提
取细胞 ＤＮＡ，采用所建立的实时荧光定量 ＰＣＲ 方

法进行检测。
２　 结果与分析

２． １　 引物设计与合成　 根据猴、猪、牛、犬、猫、羊、
鼠及鸡 ８ 种动物线粒体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列比对结

果，针对鼠设计特异性引物及探针，具体见表 ２。

表 ２　 引物和探针序列

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ
引物和探针 序列（５′ － ３′）

Ｍｕｒｉｎｅ － １６Ｓ ｒＲＮＡ － Ｆ ＡＡＧＡＣＧＡＧＡＡＧＡＣＣＣＴＴＧＧＡＣＴＴＴＡ

Ｍｕｒｉｎｅ － １６Ｓ ｒＲＮＡ － Ｒ ＧＡＴＴＧＣＧＣＴＧＴＴＡＴＣＣＣＴＡＧＧＧＴＡ

Ｍｕｒｉｎｅ － １６Ｓ ｒＲＮＡ － Ｐ ＦＡＭ － ＣＣＧＡＡＴＧＡＴＴＡＴＡＡＣＣＴＡＧＡＣＴＴＡＣＡＡＧＴＣ － ＢＨＱ１
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２． ２　 特异性检测结果 　 特异性试验结果显示，所
设计的针对鼠的特异性引物和探针只有与鼠源细

胞基因组 ＤＮＡ 反应才会有典型 Ｓ 型扩增曲线，与

其余动物源细胞、生物性材料和双蒸水反应无典型

扩增曲线、无非特异性扩增（图 １），说明建立的检

测方法特异性好。

图 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 特异性检测

Ｆｉｇ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

２． ３　 标准曲线的建立　 以 １０ 倍系列稀释的标准

品质粒做模板，进行荧光定量 ＰＣＲ，获得相应的 Ｃｔ
值，以 Ｌｏｇ（拷贝数）为横坐标、Ｃｔ 值为纵坐标绘制

标准曲线。 标准曲线如图 ２Ａ，２Ｂ 所示：相关系数

Ｒ２ ＝ ０． ９９７，标准曲线方程 Ｙ ＝ － ３． ３１３Ｘ ＋ ３７． ８１９，
其中 Ｙ 为 Ｃｔ，Ｘ 为 Ｌｏｇ（拷贝数）。

Ａ： 标准品质粒扩增曲线； Ｂ： 标准曲线的建立

Ａ： Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ； Ｂ： Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

图 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 敏感性检测及标准曲线的建立

Ｆｉｇ ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

２． ４　 敏感性检测结果 　 经检测，所建立的荧光

定量 ＰＣＲ 方法基因拷贝数检出浓度为 １５ ． １ 拷

贝 ／ μＬ（图 ２Ａ） ，反应体系中共加入 ３ μＬ 模板，
因此检出限度为 ４５ ． ３ 拷贝。 此外，将 ＢＨＫ 细胞

按 １０ 倍系列稀释，提取基因组 ＤＮＡ 进行检测，
扩增曲线见图 ３，各稀释度 ＢＨＫ 细胞的检测

Ｃｔ 值见表 ３。 结果显示，所建立的方法能够检测

１０ 个 ＢＨＫ 细胞。

·３１·
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图 ３　 系列稀释的 ＢＨＫ 细胞的扩增曲线

Ｆｉｇ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｄｉｌｕｔｅｄ ＢＨＫ ｃｅｌｌｓ

表 ３　 系列稀释的 ＢＨＫ 细胞的 Ｃｔ 值

Ｔａｂ ３　 Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｄｉｌｕｔｅｄ ＢＨＫ ｃｅｌｌｓ
细胞浓度

／ （１００·μＬ － １）
１００００ １０００ １００ １０ １ ＰＢＳ

Ｃｔ 值 ２２． ０７ ２６． １６ ２９． ９０ ３３． １８ ＮＡ ＮＡ

　 　 ＮＡ：未检测到 Ｃｔ 值

２． ５　 人工污染试验　 通过将 ５ 个、１０ 个 ＢＨＫ 细胞

分别加入到 １００００ 个其他物种细胞中，提取细胞

ＤＮＡ 进行荧光定量 ＰＣＲ 检测的结果显示，针对混

合 １０ 个 ＢＨＫ 细胞的样品，其 Ｃｔ 值 ＜ ３５，且扩增曲

线较典型，判定为阳性，混合 ５ 个 ＢＨＫ 细胞的样品

不能有效检测（表 ４）。

３　 讨　 论

不同种属细胞间的交叉污染是影响细胞质量控

制的重要因素，使用交叉污染的细胞得到的研究结

果不可信且浪费资源［１０］。 国外学者报告，在使用中

的细胞有 １５％ ～２０％已经不是原来的细胞系或者与

其他细胞系发生了交叉污染［１１］；国内学者分析了来

自 １１３ 个研究机构的 ３８０ 例细胞系，种属间交叉污染

达 ２８％（９５ ／ ３８０） ［１２］；世界上多个细胞资源中心，如

美国 ＡＴＣＣ、欧洲 ＥＣＡＣＣ、德国 ＤＳＭＺ、瑞尔医学研究

所、日本细胞库和北京协和细胞资源中心都报道过

其保藏的部分细胞为“错误”细胞系［３， １３ － １４］。

表 ４　 检测人工将 ＢＨＫ细胞污染不同动物来源细胞的 Ｃｔ 值

Ｔａｂ ４　 Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＨＫ ｃｅｌｌｓ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｅｌｌｓ

细胞类型

Ｃｔ 值

人工污染 ５ 个
ＢＨＫ 细胞

人工污染 １０ 个
ＢＨＫ 细胞

ＭＡＲＣ －１４５ ３８． ６１ ３２． ６１

ＭＡ１０４ ３９． ４１ ３３． ８３

ＶＥＲＯ ３８． ２６ ３４． １２

ＳＴ ３８． ５３ ３４． ０１

ＰＫ ０ ３４． ３１

ＢＴ ３８． ０４ ３４． １６

ＭＤＣＫ ３８． ５１ ３３． ６６

ＣＲＦＫ ３７． １６ ３４． ２９

ＥＥＣ ０ ３４． ２４

ＣＥＦ ３８． ４６ ３４． ３１

ＤＦ － １ ３９． ７９ ３２． ２６

　 　 目前，主要依靠胞核学检验、染色体分析、ＳＴＲ
图谱和同工酶图谱分析法进行细胞种属鉴别或种

属间交叉污染检测，但相关试验操作繁琐、耗时长，

且敏感性较低、相关材料昂贵［４ － ５］。 因此，人们一

直在寻找简单快速的 ＰＣＲ 和荧光定量 ＰＣＲ 方

法［１５ － １６］。 鉴于线粒体 ＤＮＡ 具有快速进化及缺少

重组等特点，加之在脊椎动物中，线粒体基因组较

小、易于测序及分析，因此，目前线粒体 ＤＮＡ 已成

·４１·
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为鉴定物种来源的理想对象［１７ － １８］。 脊椎动物线粒

体基因组含有 １３ 个蛋白质基因（细胞色素 ｂ 基因

与细胞色素 Ｃ 氧化酶三个亚基基因在不同脊椎动

物间最保守，同源性最高）、２２ 个 ｔＲＮＡ 基因，２ 个

ｒＲＮＡ（１２Ｓ ｒＲＮＡ 和 １６Ｓ ｒＲＮＡ）和非编码区［１９］。 基

于线粒体细胞色素 ｂ 基因，Ｄｏｏｌｅｙ 等［２０］ 分别建立

了牛、猪、羊、鸡和火鸡的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

方法，何玮玲等［２１］ 报道了区分猪、牛、羊和鸡的多

重 ＰＣＲ 检测方法，韩志玲等［２２］ 发表了牛、猪、鼠、
人、犬、非洲绿猴和仓鼠等 ７ 种不同种属来源细胞

的 ＰＣＲ 鉴定方法；基于线粒体 １２Ｓ ｒＲＮＡ 基因，
Ｇｉｒｉｓｈ 等［２３］应用 ＰＣＲ － ＲＦＬＰ 成功鉴定了牛、水牛、
绵羊及山羊，陈冬等［２４］ 建立了鉴别牛种来源的

ＰＣＲ 检测方法；基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ，张晶鑫等［２５］建立了

灵敏度在 ＤＮＡ 水平可达 ｐｇ 级的鸭源肌肉 ＤＮＡ 荧

光定量 ＰＣＲ 方法，Ｇｈｏｖｖａｔｉ 等［２６］ 报道了可以对反

刍动物、家禽和猪进行鉴别的多重 ＰＣＲ 技术。 各

学者所建立的方法各有优缺点，考虑到鼠源细胞在

科学研究及应用中的重要作用，本研究以一级结构

相对保守的线粒体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因为靶标建立了鉴

别鼠源细胞的荧光定量 ＰＣＲ 方法。
本研究所建立的荧光定量 ＰＣＲ 方法，在反应

体系中加入特异性荧光标记的探针，机器直接探

测、收集反应过程中荧光信号的变化，从而实现对

扩增产物的定量，避免了扩增后二次开盖检测，大
大降低了污染的可能性，而鉴别鼠等 １０ 种不同动

物种属来源细胞交叉污染的 ＰＣＲ 方法，操作较繁

琐、费时［２７］；此外，该方法敏感性较高，检出限度为

４５． ３ 拷贝；在生物制品生产中，生产和检验用细胞

如果存在有效的鼠源细胞污染，其污染量是巨大

的，而在人工污染试验中，所建立方法可检出其他

种属细胞中 １０ 个 ＢＨＫ 细胞的污染。 因此，本研究

建立的荧光定量 ＰＣＲ 方法可以应用于实际细胞生

物制品中鼠源细胞的检测。
综上，建立的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法能够有

效地对鼠源细胞进行快速检测，为细胞质量控制提

供了基础。 本研究在建立方法的过程中即同时对

单位菌种保藏中心的细胞进行了检测，除鼠源 ＢＨＫ

细胞外，其他猴、猪、牛、犬、猫、羊及鸡来源细胞检

测结果都为阴性，本研究后续将进一步对来源于不

同单位的细胞进行检测。
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ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｏｌｉｓｈ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１９， ２２（２）： ４０５ － ４１３．

［７］ 　 Ｓｕｎａｇａ Ｆ， Ｔｓｕｃｈｉａｋａ Ｓ， Ｋｉｓｈｉｍｏｔｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ

ｏｎｅ － ｒｕｎ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２０， ８２（２）： ２１７ － ２２３．

［８］ 　 Ｈａｒｓｈｉｔｈａ Ｒ， Ａｒｕｎｒａｊ Ｄ Ｒ． Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ： Ａ ｔｏｏｌ

ｆｏｒ ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ， ２０２１， ４９（５）： ８００ － ８１２．

［９］ 　 Ｈａｒｒｉｓｏｎ Ｊ Ｓ． Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ， ｂｉｏｇｅｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｔｙ ｏｆ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ １６ Ｓ ａｎｄ ＣＯＩ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｃｒａｂ ｇｅｎｕｓ Ａｕｓｔｉｎｉｘａ （Ｄｅｃａｐｏｄａ： Ｐｉｎｎｏｔｈｅｒｉｄａｅ） ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ， ２００４， ３０： ７４３ － ７５４．

［１０］ Ｋａｔｓｎｅｌｓｏｎ Ａ． Ｂｉｏｌｏｇｉｓｔｓ ｔａｃｋｌｅ ｃｅｌｌｓ＇ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃｒｉｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ，

２０１０， ４６５（７２９８）： ５３７．

［１１］ Ｆｒｅｓｈｎｅｙ ＲＩ． Ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ｍｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ［ Ｊ ］ ．

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１０， １２６（１）： ３０２．

［１２］ Ｙｅ Ｆ， Ｃｈｅｎ Ｃ Ｇ， Ｑｉｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ａｎ
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ａｌａｒｍｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｒｏｓｓ － ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

ｕｓｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． ＦＡＳＥＢ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０１５， ２９（１０）： ４２６８ － ７２．

［１３］ Ｃａｎｎｙ Ｇ． Ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．

Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ２０１３， ８９（３）： ７６．

［１４］ Ｍａｃｌｅｏｄ Ｒ Ａ Ｆ， Ｄｉｒｋｓ Ｗ Ｇ， Ｄｒｅｘｌｅｒ Ｈ Ｇ． Ｗｈｅｒｅ ｈａｖｅ ａｌｌ ｔｈｅ

ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｇｏｎｅ？ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１３， １３２

（５）： １２３２．

［１５］ Ｓｉｎｇｈ Ｃ， Ｒｏｙ － Ｃｈｏｗｄｈｕｒｉ Ｓ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ － Ｔｉｍｅ ＰＣＲ：

Ｒｅｃｅｎｔ Ａｄｖａｎｃｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１６，

１３９２： １６１ － ７６．

［１６］ Ｓａｅｚ Ｒ， Ｓａｎｚ Ｙ， Ｔｏｌｄｒａ Ｆ． ＰＣＲ － ｂａｓｅｄ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｍｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

［Ｊ］ ． Ｍｅａｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００４， ６６（３）： ６５９ － ６６５．

［１７］ 宋 洁， 张小芳， 刁雪淘， 等． 线粒体 ＤＮＡ １２Ｓ ｒＲＮＡ、１６Ｓ

ｒＲＮＡ 研究进展 ［Ｊ］ ． 安徽农学通报， ２００８， １４（９）： ４２ － ４３．

Ｓｏｎｇ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｆ， Ｄｉａｏ Ｘ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ １２Ｓ ｒＲＮＡ ａｎｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ ［ Ｊ ］ ． Ａｎｈｕｉ

Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ， ２００８， １４（９）： ４２ － ４３．

［１８］ Ｇａｏ Ｔ Ｘ， Ｌｉ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ［ Ｊ］ ．

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， ２００３， １０（５）： ５９ － ６２．

［１９］ 翟中和， 王喜忠， 丁明孝， 编． 细胞生物学 ［Ｓ］ ． 高等教育出

版社， ２０１１．

Ｚｈａｉ Ｚ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｘ Ｚ， Ｄｉｎｇ Ｍ Ｘ． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ［ Ｓ］ ． Ｈｉｇｈｅｒ

Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｐｒｅｓｓ， ２０１１．

［２０］ Ｄｏｏｌｅｙ Ｊ Ｊ， Ｐａｉｎｅ Ｋ Ｅ， Ｇａｒｒｅｔｔ Ｓ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅａｔ

ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｉｎｇ Ｔａｑ Ｍａｎ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ ［ Ｊ ］ ． Ｍｅａｔ

Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００４， ６８（３）： ４３１ － ４３８．

［２１］ 何玮玲， 张 驰， 杨 静， 等． 食品中 ４ 种肉类成分多重 ＰＣＲ 的

快速 鉴 别 方 法 ［ Ｊ ］ ． 中 国 农 业 科 学， ２０１２， ４５ （ ９ ）：

１８７３ － １８８０．

Ｈｅ Ｗ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｃ， Ｙａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ Ｑｕｉｃｋ Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｕｒ Ｍｅａｔ Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｉｎ Ｆｏｏｄ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａ Ｓｉｎｉｃａ， ２０１２， ４５ （ ９ ）：

１８７３ － １８８０．

［２２］ 韩志玲， 郝 鹏， 商晓桂， 等． ７ 种不同种属来源细胞的 ＰＣＲ

检测方法与应用［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０１９， ５１（４）： ８７ － ９１．

Ｈａｎ Ｚ Ｌ， Ｈａｏ Ｐ， Ｓｈａｎｇ Ｘ Ｇ， ｅｔ ａｌ． ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ａｎｉｍａｌ

Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９， ５１（４）： ８７ － ９１．

［２３］ Ｇｉｒｉｓｈ Ｐ Ｓ， Ａｎｊａｎｅｙｕｌｕ Ａ Ｓ Ｒ， Ｖｉｓｗａｓ Ｋ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅａｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ － ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ （ＰＣＲ － ＲＦＬＰ） ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ １２Ｓ ｒＲＮＡ

ｇｅｎｅ ［Ｊ］ ． Ｍｅａｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００５， ７０（１）： １０７ － １１２．

［２４］ 陈 冬， 柏 凡， 周明亮， 等． 基于线粒体 １２Ｓ ｒＲＮＡ 基因鉴别

混合牛肉及制品的牛种来源 ［ Ｊ］ ． 遗传， ２００８， ３０ （ ８ ）：

１００８ － １０１４．

Ｃｈｅｎ Ｄ， Ｂａｉ Ｆ， Ｚｈｏｕ Ｍ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｓ

ｇｒｕｎｎｉｅｎｓ， Ｂｏｓ Ｔａｕｒｕｓ， ａｎｄ Ｂｕｂａｌｕｓ ｆｒｏｍ ｍｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｍｉｘｔｕｒｅ

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ １２Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ， ２００８，

３０（８）： １００８ － １０１４．

［２５］ 张晶鑫， 樊艳凤， 唐修君， 等． 基于线粒体 ＤＮＡ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因鉴别畜禽肉中鸭源性成分研究 ［ Ｊ］ ． 中国家禽， ２０１６， ３８

（１７）： ４１ － ４４．

Ｚｈａｎｇ Ｊ Ｘ， Ｆａｎ Ｙ Ｆ， Ｔａｎｇ Ｘ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ

ｏｒｉｇｉｎ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ａｎｄ ｐｏｕｌｔｒｙ ｍｅａｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｐｏｕｌｔｒｙ， ２０１６， ３８

（１７）： ４１ － ４４．

［２６］ Ｇｈｏｖｖａｔｉ Ｓ， Ｎａｓｓｉｒｉ Ｍ Ｒ， Ｍｉｒｈｏｓｅｉｎｉ Ｓ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｆｒａｕｄ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｍｅａｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ， ２００９， ２０（８）： ６９６ － ６９９．

［２７］ 纳 涛， 袁宝珠． 基于细胞色素 ｂ 序列差异的细胞种属鉴别及

种属间细胞交叉污染的快速检测方法 ［ Ｊ］ ． 药物分析杂志，

２０１４， ３４（１１）：２０５４ － ２０５９．

Ｎａ Ｔ， Ｙｕａｎ Ｂ Ｚ． Ａ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂ ｂａｓｅｄ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｒａｐｉｄｌｙ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｃｅｌｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ － ｓｐｅｉｃｅｓ ｃｒｏｓｓ － ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ

［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ２０１４， ３４

（１１）： ２０５４ － ２０５９．

（编 辑：李文平）
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