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前    言

本文件按照GB/T1.1—2020《  标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由国家林业和草原局提出。

本文件由全国野生动物保护管理与 蜂否利用标准化技术委员会(SAC/TC     369)归口。

本文件起草单位：东北林业大学、东北林业太学司 法临定所、深圳作大 生命科学研究院、中国海关科 

学技术研究中心、黑龙江省公安厅，峰尔滨检验检测认证集团有限公司、深圳华大法医科技有限公司、广 

东华大法医物证司法鉴定所，黑龙江省野生动物研究所、华南动物物种环境损害司法鉴定中心、南宁海 

关技术中心、南京警察学院、合肥海关技术中心、广西壮族自治区公安厅、东潭市公安易。

本文件主要遵草人出素英、马跃、王震、李波、张伟、孙磊、徐艳春、张利峰、王剑刘微物天天、兰天明、

李晓平、危金、郭小森、李宝
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野生动物及其制品 DNA  物种鉴定

技术规程

1  范 围

本文件规定了对野生动物及其制品的水源进行中下物种鉴定时样品采集与储存、DNA  鉴定程序 

的构成、DNA 鉴定程序、结果表述、追溯方法、污染预防与处理、实验室区域设置等主要技术要求。

本文件适用于野生动物度其制品来源物种的 DNA 检验鉴定

2  规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。具中，河日期的引用文

件，仅该日期题应的最本适用于本文件，不让出期的写明文件，其报新版本(包括所有的修吸单)适用于

本文件。

GB1969       验室  生物安在西用要求

GB/T194962   转 基 因品 应 实 验 的 位不要

GB/ZE123  日 分 立 个 样 类产流随机抽植经施 指南

GB/ TB4796   水溶液币核酸的在度和细度格则  紫外分光光度人

GA/TE83 法庭科学 D      空 检验规池

LY/ T01     野生动物及 其产品的预理鉴 定规范，

NY/T5—216        曾区诊和称品采集、保       输 度

3  术语、定义和缩略语

3.1  术语和定义

下列术语和定义适用于 本文件。

3.1.1

DNA 条形码  DNA   barcode

选定的标准区域的、用于物种鉴定的一段相对较短的保守DNA  片段。

3.1.2

DNA 物种鉴定  DNA  species  identification

利用DNA  检验技术对野生动物及其制品进行分类地位(科、属、种)的判定。



3.1.3

序列比对  alignment

利用计算机算法和程序，确定两个或多个核苷酸序列的相似性以至于同源性。

3.1.4

引物  primers

人工合成的两段互补寡核苷酸片段， 一段与靶区域5'端DNA  模板链互补；另一段与靶区域3'端

DNA 模板链互补。
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3.1.5

荧光探针  fluorescent probe

5'端和3'端分别标记荧光基团和淬灭基团，并与日的 DNA  序列碱基互补的一段 DNA 片段。

3.2  缩略语

下列缩略语适用于本文件。

BOLD: 生命条形码数据系统(barcode  of  life  data  system)

Ct 值：循环阈值(cycle     threshold,或 Cq 值 )

Cytb: 细胞色素 b(cytochrome     b)

dPCR: 数字 PCR(digital    PCR)

PCR: 聚合酶链式反应(polymerase   chain    reaction)

qPCR: 实时荧光定量 PCR(real-time   fluorescence   quantitative   PCR)

RFLP; 限制性片段长度多态性(restriction fragment length polymorphism)

4  样品采集与储存

4.1 样品采集

4.1.1  样品分成两等份，作为检样和储存样。

4.1.2  规范标记编号，记录采集时问、地点、类型等内容，保证样品可追溯。

4.1.3 样品分别采集、分别包装，注意工具清洁或消毒，防止交叉污染。

4.2  抽样

4.2.1  形态特征完整、可分类识别的同类多个检材，按照GB/Z31233  中的简单随机抽样或等距抽样规

定执行。

4.2.2  具有部分形态特征、可简单分类的多个检材，先分类，再按照 GB/Z31233  中的简单随机抽样或

等距抽样规定执行；或按照GB/Z31233  中的分层抽样规定执行。

4.2.3  不具有可识别的形态特征的大批量检材，先按照GB/Z31233  中的简单随机抽样或等距抽样规 

定执行，结果出现多个物种时，再按照GB/Z31233  中的分层抽样规定执行。物种的个体数量可按鉴定 

结果所占比例核算。

4.3  取样与储存

4.3.1  整体

昆虫等小型无脊椎动物可整体取样，取适量或整体粉碎，收集到离心管或密封袋等储存介质中，干 

燥常温、冷藏或一20 ℃保存。

4.3.2  组织和内脏
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应先去除易污染的表层，宜采取新鲜洁净的组织或内脏5 mm³  以上，收集到离心管或密封袋等储 

存介质中，冷藏暂存，宜尽快在-20 ℃以下保存。

4.3.3  皮张与蛇蜕等

取 1 cm² 以上收集到离心管或密封袋等储存介质中，干燥常温、冷藏或一20 ℃保存。
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4.3.4  骨骼与牙齿

整体送检或清洗后取不少于0.2 g 骨粉或牙粉(组织残留时宜取组织),收集到离心管或密封袋等 

储存介质中，干燥常温、冷藏或-20 ℃保存。

4.3.5  皮肤衍生物

4.3.5.1  角、喙、爪、鳞、龟甲等

整体送检或清洗后取不少于0.2 g 粉末等收集到离心管或密封袋等储存介质中，干燥常温、冷藏

或-20 ℃保存。

4.3.5.2  毛、羽等

收集1根以上置于离心管或密封袋等储存介质中，干燥常温、冷藏或-20 ℃保存。

注：皮肤衍生物是指由皮肤衍生而成的特殊器官，如毛、羽、喙、爪、蹄、角、鳞、鳍、盾片、骨板、龟甲等。

4.3.6  血液(血痕)

宜选新鲜全血采集于 EDTA  抗凝管或采血卡。血痕宜用采样拭子等采集。抗凝管和采样拭子等

冷藏或一20 ℃保存；采血卡晾干，常温、冷藏或-20 ℃保存。

4.3.7  尿液

用清洁容器或密封袋等收集1 mL～5   mL,密封，冷藏或-20 ℃保存。

4.3.8  粪便

用消毒的镊子或勺等取整颗或在表层和内层各取不低于0.2 g, 收集到离心管或密封袋等储存介质 

中，可加干燥剂或保存液，常温、冷藏或一20 ℃保存。

4.3.9  分泌物

唾液等用消毒的纱布、棉花或拭子等采集，晾干密封常温保存；或者直接密封，冷藏或—20 ℃保存； 

收集足量其他分泌物到离心管或密封袋等储存介质中，冷藏保存，宜尽快于一20 ℃保存。

注：分泌物是指由腺体和组织器官分泌的物质。

4.4  运输

4.4.1  样品宜尽快送检。干燥样品常温运输，鲜软组织等易腐败的样品应冷藏(特殊时干冰冷冻) 

运输。

4.4.2  每个样品应分别包装，在样本袋或容器外标记清楚，再将各样品放到统一包装袋或盒中。

4.4.3  抗凝管等玻璃容器，放入盒内，加垫缓冲材料周定，防止晃动、破裂。

4.4.4  包装应防水、防漏、密封性良好。

4.4.5  疑似疫病(如禽流感等)动物样品，应先消毒处理后，包装按照 NY/T541—2016   中7 . 2的规定

4.3.5.1
4.3.5.2
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执行。
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5  DNA 鉴定程序的构成

DNA  鉴定程序包括5个操作步骤，检材无形态鉴别特征时，有4大类方法可选；检材具有部分形态 

鉴别特征或理化鉴别指标等时，可与之结合进行综合判断，程序流程图如图1所示。

图 1 DNA 鉴定程序流程图

6  DNA 鉴定程序

6.1 样品前处理

6.1.1  骨、角等

用75%乙醇或去离子水等清洗表面2次～3次，粉碎(必要时脱钙)处理。

6.1.2  皮张、蛇蜕等

1. 样品前处理(见6.1)

2.DNA 提取(见6 .2)

3.DNA 纯化(见6 .3)

4.DNA 质量评估(见6.4)

具有部分形态鉴别特征等

5.1 PCR 法(见6.5.1)

5.2 等温扩增法(见6.5.2)

5.5 综合判断(见6.5.5)

5.3 基因组测序法(见6.5.3)

5.4 其他 DNA 方法(见6.5.4)

          +         ·   -     :                           一 * =

5. 检测方法(见6.5)
无形态鉴别特征



4

新鲜皮张等去除表层，剪碎或研磨。干燥皮张等应先用75%乙醇或去离子水等清洗2次～3次，缓冲 

液浸泡去除表层，再剪碎或研磨。

6.1.3  肌肉等组织

新鲜干净组织直接剪碎或研磨。干燥组织应先用缓冲液浸泡、去除表层，再剪碎或研磨。
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6.1.4  毛、羽等

用75%乙醇、去离子水等充分清洗、剪碎。

6.2  DNA 提取

6.2.1  提取要求

依据检材类型和DNA 物种鉴定日标，确定 DNA 提取方法，应设置空白对照并严防交叉污染。

6.2.2  苯酚氯仿提取法

适用于组织、血液等样品量充足的检材，按照GA/T383     的相关规定执行。

6.2.3  盐析提取法

适用于组织、血液等样品量充足，且需要大片段DNA 进行全基因组测序的检材。

6.2.4  吸附柱试剂盒

适用于组织、血液等样品量充足的检材，毛、羽等微量检材以及粪便等检材，应严格按照说明书 

操作。

6.2.5  磁珠法试剂盒

适用于毛、羽等微量检材以及粪便等检材，应严格按照说明书操作。

6.2.6  全自动工作站法

适用于大批量样品，应严格按照仪器说明书操作。

6.2.7  其他提取方法

使用等效 DNA 提取试剂盒，或验证的新方法。

6.3 DNA 纯化

可选择高质量纯化试剂盒或同行验证的纯化方法。

6.4  DNA 质量评估

6.4.1 分光光度法

按照GB/T34796  方法，测定 DNA 浓度，并判定 DNA 纯度。

6.4.2  电泳法

评估 DNA 片段大小，判断 DNA 完整性(见附录 A)。

6.4.3  qPCR 法

检测样品日标基因的Ct 值，分析 DNA 含量。

6.4.4  荧光计法
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检测与 DNA 结合荧光染料的荧光强度，定量日标 DNA的浓度。
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6.5  检测方法

6.5.1  PCR  法

6.5.1.1 通用引物测序法

6.5.1.1.1  设置对照

应严格设置阴性对照(不加 DNA 的空白对照)与阳性对照(已知物种的 DNA 样品，必要时)

6.5.1.1.2  扩增与测序

确定日标区域(如 DNA 条形码、Cytb 基因等),选择通用引物(见附录 B), 按照反应体系和反应程 

序(见附录 C)进行 PCR 扩增，电泳检测见附录A, 有扩增产物且与预期大小一致，则纯化(按纯化试剂 

盒操作)或直接测序(混合样品克隆测序)。如无扩增产物，分析原因重新试验。

6.5.1.1.3  序列分析

使用BLAST  或 CLUSTAI,  等软件，将测序所得有效 DNA 序列与候选物种的标准序列进行序列 

比对，得到序列一致性结果；或在数据库中进行序列比对，选取一致性最高的序列及其他近缘物种的同 

源序列，构建系统进化树。

注：多个数据库综合比对，包括但不限于自建标准数据库、国家动物核酸数据库以及各专项数据库、国际的 BOLD 
和(icnBank 数据库等.注意甄别其数据的正确性。

6.5.1.1.4  结果判定

具体结果判定如下：

a)  与单一物种一致性最高，且≥99%,判定与已知物种一致，判定该检材“来源于×××(物种)” 

或“检出×××(物种)DNA  成分”;

b)     与两个及以上物种一致性最高，且≥99%,应加测基因，或判定该检材“来源于×××(物种) 

或×××(物种)……”或“检出×××(物种)或×××(物种)DNA 成分”;

c)  与单一物种一致性最高，且在90%～99%之问，应加测基因，如仍未达到99%,应谨慎判定；

d)    或进化树中，位于同一单系分支且置信值达80%以上的物种即为检材所属物种，判定该检材 

“来源于×××(物种)”或“检出×××   (物种)DNA 成分”;

c)     因为检材质量原因，未获得有效 DNA, 或缺乏比对的标准序列，判定“无法判定”或“无法确定 

具体物种”。

6.5.1.2  特异引物扩增法

6.5.1.2.1 设置对照

应严格设置阳性对照(已知物种的DNA 样品，即检材疑似物种的 DNA 样品)和阴性对照(近缘物 

种的 DNA  和以无菌去离子水代替 DNA 模板的空白对照)。

6.5.1.2.2  特异扩增

选择日标区域(如 DNA 条形码、Cytb  基因等),并选择根据物种特异位点设计的物种特异性引 

物，确定反应体系和反应程序(见附录 D), 进行 PCR 扩增，扩增产物进行电泳检测(见附录 A)。

6.5.1.1
6.5.1.2
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6.5.1.2.3  结果判定

具体结果判定如下：
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a)     检材与阳性对照有扩增产物，产物的大小与 DNA 分子量标准比对时与预期大小一致，且阴性 

对照无扩增产物，则表示结果阳性，判定该检材“来源于×××(物种)”或“检出×××(物种)

DNA 成分”。若存在疑问可测序验证。

b)    阳性对照有扩增产物，且产物的大小与DNA 分子量标准比对时与预期大小一致，检材和阴性 

对照均无扩增产物；或者检材扩增产物与预期大小不一致，则表示结果阴性，判定为“未检

出×××(物种)DNA 成分”。阴性结果谨慎判别，可更换方法验证。

c)     检材、阳性对照和阴性对照均有扩增产物且产物的大小与 DNA 分子量标准比对时，与预期大 

小一致，则表示试验污染，应分析原因，重新试验。检材、阳性对照和阴性对照均无扩增产

物，表示扩增失败，应分析原因， 重 新 试

d)     因为检材质量原因无法获得有效 DNA, 判定“无法判定”或无法确定具体物种”。

6.5.1.3  qPCR  探针法

6.5.1.3.1  设置对照

应严格设置面性对照(已知物种的DNA 样品，即检材疑似物种的DNA 样品、阴用对照(非疑似物 

种的 DNA) 和壹白对照(提取时设置的提报空自对照和这无菌去离 子 水代替 DNA家 板 间PCR 空白对

照 ) 。

6.5.1.3.2 qPCR扩 增

根 据 事 的 用 标区域(X         元码、       因         物 种 每 筑 性 面 和 实 光 计 的 定 反 应

体系和反应程序《 见附录F空 排 行 CR  扩墩

6.5.1.3.3  结果分析

qPCR 反应结束后，应设密无效基我范围三基线范期地控在变        车循环，如果意强阳性样

本，应根据实障情况围整基线范间。简值设密原测误是线刚好超过正常空白对照扩地曲线无规则的噪 

声线)的最高点且 C   值不出现任何数值为准。

以下条件有一 条不脑足时，试验视为无效，应重做 qPCR 扩增：

a)     提取空白鸡照无得导性扩增曲线；

b)PCR      空白对照无特异性扩增曲线；

c)     阴性对照无特异作扩增曲线

d)    阳性对照 Ct 值<35。

6.5.1.3.4  结果判断

具体结果判定如下。

a)     待测样品 DNA 物种特异性扩增的Ct 值<35并有明显扩增曲线，阳性对照、阴性对照和空白 

对照扩增正常(含内参基因时，检测结果也为阳性),判定该样品“检出×××(物种)DNA 成

6.5.1.3
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分”或“来源于×××(物种)”。若存在疑问可测序验证。

以上内容仅为本文档的试下载部分，为可阅读页数的一半内容。如要

下载或阅读全文，请访问：

https://d.book118.com/747153132151006063

https://d.book118.com/747153132151006063

