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摘 要：目的：探究猪肉松和肉丸加工过程中的工艺添加与高温处理对非洲猪瘟病毒（ASFV）微滴式数字PCR（ddP⁃
CR）检测效率的影响，明确主要工艺干扰因素。方法：采用阴性猪肉松和猪肉丸添加ASFV重组质粒 pUC19-P72后
设置0%～10%梯度的食品添加剂，另取ASFV阳性猪肉采用100℃、120℃、150℃温度处理30分钟，经研磨、去油预处

理后，通过 ddPCR检测核酸拷贝数变化直观反映影响。结果：油脂干扰最强，酱油次之，白砂糖无显著影响；温度≥
120℃时核酸降解显著。结论：油性物质与高温是主要干扰因素，检测深加工肉制品需强化去油前处理。肉丸因加

工温度低于肉松仍可检出ASFV，而肉松因其工艺使得病毒核酸易降解，因此原料检测是关键环节。
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Abstract:Objective：Objective：This study investigated the impact of processing additives and high-temperature treatment
during the production of pork floss and meatballs on the detection efficiency of African Swine Fever Virus（ASFV）using
droplet digital PCR（ddPCR），aiming to identify the main interfering factors. Methods：Using negative pork floss and
meatball with ASFV recombinant plasmid pUC19-P72，a gradient of food additives ranging from 0% to 10% was applied.
Additionally，ASFV-positive pork was treated at temperatures of 100°C，120°C，and 150°C for 30 minutes. After grinding
and oil removal preprocessing，the changes in nucleic acid copy numbers were detected via ddPCR to visually reflect the
effects. Results：Oil substances had the strongest interference，followed by soy sauce，while white granulated sugar had no
significant effect；when temperature reached or exceeded 120℃，nucleic acid degradation was significant. Conclusions：Oil
substances and high temperature are the main interfering factors. Deep-processed meat products require enhanced oil
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引言

非洲猪瘟是由非洲猪瘟病毒（African swine
fevervirus，ASFV）感染家猪和各种野猪（如非洲野

猪、欧洲野猪等）而引起的一种急性、出血性、烈性

传染病，致死率高、传染性强、不易杀灭[1]，被世界动

物卫生组织（WOAH）列为法定报告疫病，同时也是

农业农村部发布的一类动物疫病[2]。由于不是人畜

共患病，一些不法商贩低价购入“非瘟肉”作为深加

工肉制品的原料，尤其用于肉松和肉丸的加工，使

得非洲猪瘟疫情进一步传播[3]。食品基质加工工艺

因素能对核酸检测结果产生干扰已成为业界共识，

尤其在致病菌检测方面，其中就包括了热处理因素

和食品添加剂等的影响。虽然ASFV不易杀灭，但

由于在肉松和肉丸加工过程中采用了食品添加剂

和炒煮等工艺，一定程度上对非洲猪瘟病毒核酸

造成破坏[4]，使得采用普通 PCR或荧光定量 PCR
（qPCR）等常规检测手段难以检测到病毒核酸[5]。

微滴式数字 PCR（Droplet Digital PCR，ddPCR）能通

过微滴生成器将含有目标DNA分子及荧光探针的

PCR反应体系进行极限稀释，形成无数个含有单一

拷贝DNA模板的油包水微滴，每个微滴就是一个独

立的反应单元，再将含有无数个反应单元的反应体

系进行PCR扩增，对每个反应单元的荧光信号进行

采集，根据荧光信号的有无来判定目标 DNA 的存

在与否，荧光信号的数量就是目标 DNA分子的数

量，再利用泊松概率分布函数来计算每个分区的平

均分子数，最后根据稀释倍数获得目标分子的绝对

数量[6-9]。因此 ddPCR技术不仅能够进行精准定量，

也可以捕捉到微量的DNA分子[10-11]。原霖等[12]和邬

旭龙等[13]虽然开展了非洲猪瘟病毒 ddPCR的研究，

但尚没有肉松或肉丸中非洲猪瘟病毒检测的相关

研究报道。肉松或肉丸的加工工艺较为复杂，其中

还包括一些专利和非遗技术，从研究角度无法在实

验室内复现其加工的全过程，也无法开展多因素的

研究。由于肉松或肉丸在加工过程中加入一定量

的食用白砂糖、食用酱油、食用调和油并经过了高

温炒煮，这些工艺和烹调等因素在一定程度上势必

会对非洲猪瘟病毒核酸造成破坏[14-15]，因此我们选

择ASFV阴性的猪肉松和猪肉丸开展食品添加剂影

响的单因素实验，再选择ASFV阳性的猪肉开展温

度影响的单因素实验，以期研究以上因素对后续

ddPCR检测效率的影响。

1 实验部分

1.1 主要仪器与试剂

高通量组织研磨器：G200，北京卡尤迪公司。

高速冷冻离心机：5424R，德国艾本德公司。

微滴生成仪：QX200TM，美国伯乐生命科学公司。

热封仪：PX1TM，美国伯乐生命科学公司。

热循环仪：S1000TM，美国伯乐生命科学公司。

微滴读取仪：QX200TM，美国伯乐生命科学公司。

提取试剂盒：MiniBEST ViraL RNA/DNA Extrac⁃
tion Kit，宝生物工程（大连）有限公司。

引物：P-F：TCTGCAGCTCTTACATAC和 P-R：
CTTGCTCTGGATACGTTA，生工生物工程（上海）股

份有限公司。

探针：P-P：CCACTACGGAGGCAATGCGA，生

工生物工程（上海）股份有限公司。

重组质粒：NCBI上检索表达 P72蛋白的B646L
序列，在 pUC19酶切位点 EcoR I和 Bam HI（396bp-
417bp，图 1）上设计插入位点，命名为 pUC19-P72，
生工生物工程（上海）股份有限公司。

图1 pUC19质粒图谱

Fig. 1 pUC19 Plasmid Map

removal pretreatment. Meatballs，due to processing temperature lower than pork floss，can still detect ASFV，while pork
floss，due to its processing，makes viral nucleic acid prone to degradation，thus raw material detection is a critical link.
Key words：pork floss；pork balls；African Swine Fever Virus；Droplet Digital PCR；process interference factors
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1.2 实验方法

1.2.1 加工工艺因素核酸得率干扰评估实验

（1）食用油及调味品因素干扰试验

取经 qPCR检测为ASFV阴性的猪肉松和猪肉

丸样本各 0.03 g，加入 10 μL重组质粒 pUC19—P72，
并分别用不同浓度的食用白砂糖、食用酱油、食用

调和油处理，浓度梯度分别设定为：0%、2.5%、5%、

7.5%、10%共五个梯度，每个梯度样本做 3个重复，

经去油处理后，上机检测，数据用差异性统计分析

软件GraphPad Prism 7作直方图进行评估。

（2）温度因素干扰试验

取经 qPCR检测非洲猪瘟阳性猪肉 0.03 g分别

以 100℃、120℃、150℃三个温度梯度处理 30 min，其
中 100℃用金属孵育器加热 30 min，120℃采用高压

灭菌锅处理 30 min，而 150℃采用电子调温万用炉

进行油炸。每个温度梯度做 3个重复，经去油处理

后，上机检测，数据用差异性统计分析软件 Graph⁃
Pad Prism 7作直方图进行评估。

1.2.2 微滴式ddPCR检测

每个样品加入上下游引物 P-F和 P-R各 2 μL、
探 针 P-P 1 μL、ddPCR Super mix for Probes（No
dUTP）10 μL、DNA模板 2 μL，再加 ddH2O至 20 μL
混匀后加样到微滴生成卡的样本孔中，再加 70 μL
到生成油孔。上机，微滴生成仪将 20 μL体系混合

物生成微滴，再用热循环仪进行扩增。ddPCR反应

条件为：95℃预变性 10 min，94℃变性 30 s，54.2℃退

火 1 min，40个循环，98℃微滴固化 10 min后 4℃保

存，各步骤升温速率设置为 2.5℃/sec。PCR扩增反

应结束后利用微滴读取仪读取DNA拷贝数。

2 结果与讨论

2.1 食用白砂糖、食用酱油、食用调和油对非洲猪

瘟病毒核酸得率的干扰评估

采用研磨、振荡、离心和去油处理后，用提取试

剂盒分别提取加入 5个梯度的食用白砂糖、食用酱

油和食用调和油的猪肉松中非洲猪瘟病毒核酸拷

贝浓度，结果如图 2所示。结果表明，食用白砂糖的

浓度从 0%到 10%都不影响猪肉松中 ASFV核酸

的得率，其中不加白砂糖时核酸的拷贝浓度为

140 copies/μL，当加入 10%白砂糖水溶液时核酸的

拷贝浓度为 100 copies/μL，基本没有呈现很大幅度

的波动。加入食用酱油后 ASFV核酸拷贝浓度从

0%时的约 270 copies/μL到加入 10%浓度时则降低

至 60 copies/μL，可以发现随着食用酱油的浓度增

加，猪肉松中获得ASFV核酸越来越少，呈现一定规

律的下降。随着食用调和油的浓度由 0%增加至

10%，ASFV核酸拷贝浓度呈现明显下降趋势，即从

140 copies/μL一直减少到 30 copies/μL，可以发现随

着食用调和油浓度的增加，猪肉松中ASFV核酸的

获得呈现减少趋势。

图2 不同浓度食用白砂糖、食用酱油、食用调和油

对猪肉松中非洲猪瘟病毒核酸提取效率的影响

Fig.2 The effect of different concentrations of edible white
granulated sugar，edible soy sauce and edible blended oil on the
extraction efficiency of ASFV nucleic acid from pork floss
采用研磨、振荡、离心和去油处理后，用提取试

剂盒分别提取加入 5个梯度的食用白砂糖、食用酱

油和食用调和油的猪肉丸中非洲猪瘟病毒核酸拷

贝浓度的结果，如图 3所示。结果表明，食用白砂糖

的浓度从 0%增加到 10%，猪肉丸中ASFV核酸的拷

贝浓度都维持在 20 copies/μL以下且相差不大，可

以发现食用白砂糖的高低对其得率并没有很大的

图3 不同浓度食用白砂糖、食用酱油、食用调和油

对猪肉丸中非洲猪瘟病毒核酸提取效率的影响

Fig.3 The effect of different concentrations of edible white gran⁃
ulated sugar，edible soy sauce and edible blended oil on the ex⁃
traction efficiency of ASFV nucleic acid from pork balls
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影响，不过相比于猪肉松反倒是减少了不少。当食

用酱油的浓度从 0%增加到 10%时，猪肉丸中ASFV
核酸的得率从约 20 copies/μL降低至 10 copies/μL
左右，可以发现食用酱油对其得率有一定的影响。

而食用调和油的影响就更为明显，从 0% 的约

80 copies/μL降低至 10%的接近 0 copies/μL，呈现明

显的断崖式降低。

2.2 温度对非洲猪瘟病毒核酸得率的干扰评估

采用研磨、振荡、离心和去油处理后，用提取试

剂盒提取经过100℃、120℃和150℃处理30 min的阳

性猪肉中ASFV核酸，结果分别如图 4、图 5和图 6所
示。我们发现当ASFV阳性猪肉经 100℃处理后，样

本中非洲猪瘟病毒核酸并不会受到过多的影响，反

倒是由于 100℃的高温处理将蛋白彻底变性而使得

DNA释放出来，并获得较高纯度的核酸。而当

ASFV阳性猪肉经 120℃处理后，ASFV核酸提取浓

度降低至 4 copies/μL。当 ASFV阳性猪肉经 150℃
处理后，即模拟肉松的处理过程时发现，基本已经

无法提取到ASFV核酸了。从生物学的角度分析我

们也可知道，当温度超过 100℃时，DNA彻底变性并

开始降解。因此温度过高会将阳性猪肉样本中的

ASFV破坏，降低了阳性样本的检出可能性。

3 结论

肉松或称肉绒、肉酥，是将肉除去水分后制成

图4 不同处理温度下ASFV阳性猪肉样本数字

PCR扩增雨滴图

Fig.4 Raindrop plot of ddPCR amplification of ASFV positive
pork samples at different processing temperatures

图5 不同处理温度下ASFV阳性猪肉样本数字

PCR扩增统计图

Fig.5 Statistical chart of ddPCR amplification of ASFV positive
pork samples at different processing temperature

图6 不同处理温度下ASFV阳性猪肉样本数字

PCR扩增散点图

Fig.6 Scatter plot of ddPCR amplification of ASFV positive pork
samples at different processing temperatures

的粉末，它适宜保存，并便于携带。从蒙古帝国早

期，成吉思汗驰骋欧亚作战时的干粮就是肉松和奶

粉，马可·波罗就记述有蒙古骑兵曾携带过一种肉

松食品。按加工方式的不同猪肉松分为三种：肉粉

松、油酥肉松、太仓式肉松，其中产量较大的是肉粉

松，其主要加工工艺是用瘦猪肉为主要原料、经煮

制、撇油、绞碎、调味、收汤、炒松再用食用油脂和适

量面粉炒制成颗粒状的肉制品。猪肉丸的主要用

料包括鲜猪肉、葱、酱油、盐、糖、生姜、食用油等。

无论是猪肉松还是猪肉丸均有一定量的糖、酱油和

食用油的添加，因此我们选择了这三种添加剂作为

研究对象。由于猪肉松或猪肉丸的生产工艺较为

复杂，有的还有一定的专利或非遗文化，因此在实

验室中无法完全复现其生产工艺。此外如果同时

增加温度因子开展多因素实验，有可能造成添加剂

烧焦或引燃等风险，从而影响实验结果，因此我们

分别采用不同的样本开展单因素实验。在添加剂

实验中我们选用了有福建特色的福州猪肉松和肉

丸为样本，主要考虑了保持成品中其他成分的影响。

研究采用经 qPCR检测为ASFV阴性的猪肉松
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和猪肉丸，加入ASFV重组质粒 pUC19—P72后，作

为样本探讨了经不同浓度食用白砂糖、食用酱油和

食用调和油处理后ASFV核酸得率的问题。通过结

果分析，我们得出了油性物质对ASFV核酸提取的

影响最大，而酱油次之，白砂糖则影响最小。因此

在深加工肉制品ASFV核酸提取过程中，样本的去

油处理十分重要，我们在提取猪肉松和猪肉丸等带

油样本时尤其要注意油性物质的去除。由于猪肉

松和猪肉丸的加工工艺不同，形态不同，疏密度也

不同，不能进行比较。为模拟肉松和猪肉丸加工过

程中温度的影响，我们选择经 qPCR检测ASFV阳性

的猪肉作为样本，讨论经 100℃、120℃和 150℃分别

处理 30 min后对ASFV核酸得率影响，发现当处理

温度超过 100℃后，ASFV核酸得率下降，当温度高

达 150℃时样本ASFV核酸基本被降解。结合肉丸

和肉松的生产过程，即使是使用非洲猪瘟阳性猪肉

作为原料，由于猪肉松制作过程中的温度至少会达

到 150℃，因此制作成成品肉松后检出的可能性较

低，当然其传播的可能性也随之降低，肉松制作原

料肉的检测成为控制非洲猪瘟的关键。而猪肉丸

的制作过程的温度一般为 100℃，所以使用非洲猪

瘟阳性猪肉作为原料制作的肉丸，其成品具有检出

的可能性。要在复杂系数更高的深加工肉制品中

检出低浓度的ASFV，如果使用 qPCR则需要大体系

样本的核酸提取而且结果不一定理想，而 ddPCR则

可以针对低拷贝浓度的核酸进行绝对定量[16]。同

时，在提取过程中，应针对不同的工艺因素，适当改

变前处理方式，并综合评估核酸提取效率的特殊差

异性，能够更为精准有效采用ddPCR检测ASFV。
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