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实时荧光定量聚合酶链式反应快速鉴定三种鳕鱼
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摘　 要:为鉴定常见的 ３ 种鳕科鳕鱼(大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼和黑线鳕)ꎬ选用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因设计区分

鳕科和非鳕科鱼类的引物ꎬ选用线粒体 Ｃｙｔｂ 基因设计区分 ３ 种鳕鱼的物种特异性引物ꎬ建立实时荧光

定量聚合酶链式反应(ｑＰＣＲ)体系ꎬ对其进行物种分析ꎮ 结果表明ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ ｑＰＣＲ 体系及 ３ 种鳕鱼品

种特异性 ｑＰＣＲ 体系均具有良好的性能ꎬ结合标准曲线ꎬ可以对单一或混合样品中的目标鳕鱼进行定量

检测ꎮ 在模拟混合样品中目标鳕鱼的相对检测灵敏度可达 ０􀆰 ０１％ꎮ 通过对 １３ 种市售样品的检测ꎬ本研

究设计的 ｑＰＣＲ 体系可检测出原料及深加工产品中的鳕鱼成分ꎮ 综上ꎬ所建立的 ｑＰＣＲ 体系具有很强

的实用性ꎬ能满足日常检测的要求ꎬ并有望作为未来鳕鱼市场管理的检测方法ꎮ
关键词:鳕鱼ꎻ 实时荧光定量 ＰＣＲꎻ 物种鉴定

ＤＯＩ:１０􀆰 １１８６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００￣８５５１􀆰 ２０２０􀆰 １０􀆰 ２１９０

　 　 鳕 鱼 属 脊 椎 动 物 门 ( Ｖｅｒｔｅｂｒａｔａ ) 硬 骨 鱼 纲

(Ｏｓｔｅｉｃｈｔｈｙｅｓ)鳕形目(Ｇａｄｉｆｏｒｍｅｓ)ꎮ 鳕鱼营养丰富、
肉味鲜美ꎬ是全世界年捕捞量最大的鱼类之一ꎬ具有重

要的经济价值[１－２]ꎮ 目前ꎬ我国市售鳕鱼主要分为三

类:第一类为鳕科鳕鱼类ꎬ包括大西洋鳕鱼 (Ｇａｄｕｓ
ｍｏｒｈｕａ)、 太 平 洋 鳕 鱼 ( Ｇ. ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ )、 狭 鳕

(Ｔｈｅｒａｇｒａ ｃｈａｌｃｏｇｒａｍｍａ )、 黑 线 鳕 ( Ｍｅｌａｎｏｇｒａｍｍｕｓ
ａｅｇｌｅｆｉｎｕｓ)、青鳕(Ｔｈｅｒａｇｒａ ｃｈａｌｃｏｇｒａｍｍａ)等ꎻ第二类

被称为“银鳕鱼”的裸盖鱼(Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａ ｆｉｍｂｒｉａ)和南

极犬牙鱼(Ｄｉｓｓｏｓｔｉｃｈｕｓ ｅｌｅｇｉｎｏｉｄｅｓ)ꎬ其分别属鲉形目和

鲈形目ꎬ但营养价值高于鳕科鳕鱼类[３]ꎻ第三类为鱼

目混珠的假鳕鱼类ꎬ 俗称油鱼ꎬ 主要为棘鳞蛇鲭

( Ｒｕｖｅｔｔｕｓ ｐｒｅｔｉｏｓｕｓ ) 和 异 鳞 蛇 鲭 ( Ｌｅｐｉｄｏｃｙｂｉｕｍ
ｆｌａｖｏｂｒｕｎｎｅｕｍ)ꎬ均属于鲈形目ꎮ 异鳞蛇鲭含有 ４０％以

上的蜡脂(蛇鲭毒素)ꎬ主要用于提炼工业润滑剂ꎬ不
可食用[４]ꎮ

为规范鳕鱼类商品的标示ꎬ香港食品安全中心

于 ２００７ 年推出了«有关识别及标签: 油鱼 /鳕鱼的指

引» [５] ꎬ指出鳕鱼只代表鳕形目鱼类ꎬ南极犬牙鱼和

裸盖鱼仍可使用俗名“银鳕鱼”ꎮ 然而ꎬ鳕形目鱼类

品种繁多ꎬ形态学差异较小ꎬ不同的鳕鱼品种市场价

格差异悬殊ꎬ常出现以次充好、伪造掺假的现象[６－８] ꎮ
近年ꎬ多个城市出现不法商贩将异鳞蛇鲭冒充鳕鱼

卖ꎬ引起消费者腹泻、肠胃痉挛等不适[８] ꎮ 此外ꎬ约
六成市售鳕鱼是去头去内脏的冷冻形式ꎬ其余四成

是去皮去骨的鱼切片ꎬ消费者难以通过形态特征判

断鱼的种类ꎮ 因此ꎬ为了更加有效地确保鳕鱼产品

质量ꎬ防止以次充好ꎬ需要一种快速有效的鳕鱼物种

鉴定方法ꎮ
与传统的形态特征鉴别相比ꎬ基于 ＤＮＡ 技术的分

子生物学检测法[９－１３]更适合各种鳕鱼产品(冷冻切片

及深加工制品)的鉴别ꎮ ＤＮＡ 遗传序列能精确的鉴定

物种ꎬ尤其线粒体 ＤＮＡ 具有较高的变异和进化速率ꎬ
常被用于鉴定近缘物种ꎮ 常用的线粒体片段有

Ｃｙｔｂ[１４]基因、ＣＯＩ[１５] 基因和 Ｄ￣ｌｏｏｐ 区域(也称 ｃｏｎｔｒｏｌ
ｒｅｇｉｏｎꎬＣＲ) [１６]等ꎮ

目前ꎬ聚合酶链式反应(ｐｏｌｙｎｌｅｒａｓｅ ｃｌｍｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ
ＰＣＲ)技术是应用最为广泛的物种鉴定分子生物学方

法ꎮ 在普通 ＰＣＲ 技术的基础上ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ) 的应用越来越广

泛ꎮ ｑＰＣＲ 是在 ＰＣＲ 体系中引入荧光信号ꎬ利用荧光

信号的变化实时监测 ＰＣＲ 扩增反应每一个循环 ＰＣＲ
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产物量的变化[１７]ꎮ 其中ꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ 法适用性较

广ꎬ不需要合成特异性探针ꎬ具有低成本、高特异性、高
检测效率等特点ꎬ常用于食品真伪鉴定ꎮ 相比于传统

ＰＣＲ 技术ꎬｑＰＣＲ 的优点是不需要在反应结束后再开

盖进行电泳检测ꎬ既降低了污染的可能性ꎬ也减少了操

作时间ꎮ 此外ꎬ有研究表明ꎬ水产品经过热加工ꎬ基因

已经大量降解为 ２００ ｂｐ 以下的小片段[１８－２０]ꎮ ｑＰＣＲ
所扩增的片段较短(一般小于 ２５０ ｂｐ)ꎬ因此对冰冻和

新鲜水产品ꎬ以及熟制或罐装等鳕鱼类产品均可进行

物种鉴定ꎮ
本研究以鳕科大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼及黑线鳕

为研究对象ꎬ阴性对照选择俗称“银鳕鱼”的南极犬牙

鱼和假鳕鱼异鳞蛇鲭ꎬ利用线粒体 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 Ｃｙｔｂ
基因片段ꎬ建立 ｑＰＣＲ 体系ꎬ对其进行物种分析及鉴

定ꎬ旨在探索建立鳕鱼市场监管的检测方法ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼、黑线鳕和南极犬牙鱼及

异鳞蛇鲭均由浙江工商大学海洋食品研究院提供ꎬ
－２０℃冰箱冷冻保存ꎮ １３ 种检测样品(其中包括 ６ 种

深加工样品)均购自杭州当地多处市场并低温(４℃)
保存ꎮ

磷酸盐缓冲液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ)ꎬ
自制ꎻ液氮ꎬ杭州今工气体有限公司ꎻＡｘｙｇｅｎ 基因组

ＤＮＡ 小量提取试剂盒ꎬ吴江康宁生命科学有限公司ꎻ
ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)(２×)试
剂盒、 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ (２×) 试 剂 盒ꎬ 大 连

ＴａＫａＲａ 生物公司ꎮ

１􀆰 ２　 主要仪器与设备

ＨＢ－１００ 型恒温金属浴ꎬ杭州博日科技有限公司ꎻ
ＭＲＩＥＸ－５ 型漩涡振荡器ꎬ海门其林贝儿仪器制造有限

公司ꎻＣｈｅｍＤｏｃ ＸＲＳ 型凝胶成像系统ꎬＴ１００ 型 ＰＣＲ
仪、ＰＴＣ－０１４８ 型 Ｍｉｎｉ Ｏｐｔｉｃｏｎ Ｍｏｎｉｔｏｒ ３ 实时荧光定量

ＰＣＲ 仪ꎬ美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻＢＳＡｌ２４Ｓ￣ＣＷ 型电子天平ꎬ
北京赛多利斯科学仪器有限公司ꎻＥＶＯＬＵＴＩＯＮ ６０Ｓ 型

紫外可见分光光度计、Ｆｒｅｓｃｏ ２１ 型高速冷冻离心机ꎬ
美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ 型立

式压力蒸汽灭菌器ꎬ上海申安医疗器械厂ꎮ
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 待测样品 ＤＮＡ 提取 　 分别称取 ３００ ｍｇ 待测

样品ꎬ使用 Ａｘｙｇｅｎ 基因组 ＤＮＡ 小量提取试剂盒提取

基因组 ＤＮＡꎮ 获得的 ＤＮＡ 经 １􀆰 ５％凝胶电泳检测后ꎬ
通过紫外可见分光光度计在 ２６０ ｎｍ 波长下测定其浓

度ꎮ 将大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼、黑线鳕、南极犬牙鱼

及异鳞蛇鲭 ＤＮＡ 用无菌双蒸水进行 １０ 倍连续梯度稀

释进行绝对灵敏度试验ꎮ 所有 ＤＮＡ 置于－２０℃ 保存

备用ꎮ
混合 ＤＮＡ 制备:将切碎的异鳞蛇鲭肉分别与 ３ 种

鳕鱼肉(大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼及黑线鳕)混合制得

含 １０％、１％、０􀆰 １％、０􀆰 ０１％及 ０􀆰 ００１％(ｗ / ｗ)目标鳕鱼

肉的混合物ꎬ分别称取 ３００ ｍｇꎬ使用 Ａｘｙｇｅｎ 基因组

ＤＮＡ 小量提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡꎮ 所有 ＤＮＡ 置

于－２０℃保存备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＰＣＲ 引物设计　 通过 ＮＣＢＩ 数据库(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )下载鳕科中常见鳕鱼、南极犬

牙鱼及异鳞蛇鲭的线粒体基因序列ꎬ如表 １ 所示ꎮ 经

ＤＮＡＳｔａｒ 软件里的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 工具比对ꎬ找出各序列中

的保守和变异区域ꎮ

表 １　 引物设计的 ＧｅｎＢａｎｋ 序列号

Ｔａｂｌｅ １　 ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ｐｒｉｍｅｒｓ

标记基因
Ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ

目标品种
Ｔａｒｇｅｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 序列号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

Ｃｙｔｂ 大西洋鳕鱼
ＥＵ４９２１４０、ＥＵ４９２３０３、ＥＵ４９２３０４、ＥＵ４９２１４１、

ＫＰ２９３２７１－ＫＰ２９３２７６

Ｃｙｔｂ 太平洋鳕鱼 ＡＢ０７８１５２、ＥＵ７２９３９４－ＥＵ７２９４００

Ｃｙｔｂ 黑线鳕 ＥＵ４９２３１３、ＥＵ４９２１４２、ＥＵ４９２１４３、ＥＵ４９２３１４、ＥＦ４５６００８、ＥＦ４２７５７７、ＥＵ２２４０１３、ＥＵ２２４０１４

Ｃｙｔｂ 南极犬牙鱼 ＥＦ５８９６５４、ＮＣ＿０１８１３５、ＡＢ７２３６２７

Ｃｙｔｂ 异鳞蛇鲭 ＤＱ１９７９６０、ＤＱ４９７８４１、ＥＦ９８８６６３、ＡＭ２６５５７６、ＭＧ８４７６０４、ＡＰ０１２５１９

１６Ｓ ｒＤＮＡ 鳕科常见鳕鱼
ＫＪ０１０５９８、ＫＪ０１０７０４、ＧＵ９３１７８６、ＫＪ１２８７７３、ＧＵ０１８０７８、ＧＵ０１８０７９、ＫＪ１２８８２３、

ＥＦ４５８３３５、ＫＲ７７９４８６、ＦＪ２１５１４０、ＦＪ２１５１９２、ＡＹ８５０３６２、ＥＵ０９９４７４

１９１２
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　 　 使 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ ( ＰＲＥＭＩＥＲ Ｂｉｏｓｏｆｔ
ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬＰａｌｏ ＡｌｔｏꎬＣＡ)软件设计候选引物ꎬ并根

据各引物的二聚体和错配发生率进行筛选ꎮ 所有特异

性引物都经过 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的 ＢＬＡＳＴ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ.Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)工具测试以保证其特

异性ꎮ 最终选择线粒体 Ｃｙｔｂ 基因作为检测 ３ 种目标

鳕鱼、 南极犬牙鱼及异鳞蛇鲭的标记基因ꎻ 选择

１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因设计区分鳕科和非鳕科鱼类的引物ꎮ
所设计的 ｑＰＣＲ 引物如表 ２ 所示ꎮ 所有引物序列均由

上海生工生物有限公司合成ꎮ

表 ２　 ｑＰＣＲ 的引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

名称
Ｎａｍｅ

目标品种
Ｔａｒｇｅｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

目标基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列(５′→３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

产物大小
Ａｍｐｌｉｃｏｎ / ｂｐ

ＧＭＯ 大西洋鳕鱼 Ｃｙｔｂ
ＦＰ ＡＣＴＴＧＧＣＴＴＴＧＣＴＧＴＧＡＴＧＣＴＴＣＴＧ

ＲＰ ＴＴＴＧＧＡＡＴＡＧＡＧＣＧＴＡＡＧＡＴＧＧＣＡ
１７１

ＧＭＡ 太平洋鳕鱼 Ｃｙｔｂ
ＦＰ ＡＧＡＣＣＴＧＣＴＣＧＧＣＴＴＴＧＣＴＧＴＡＡＴＧ

ＲＰ ＧＡＡＧＴＧＴＧＧＡＧＧＡＡＧＧＧＣＡＣＡＡＣＴ
２４９

ＭＡ 黑线鳕 Ｃｙｔｂ
ＦＰ ＣＴＧＣＴＴＧＧＴＴＴＴＧＣＣＧＴＡＡＴＡＣＴＴＴ

ＲＰ ＡＧＡＡＣＧＧＡＧＧＡＴＡＧＣＡＴＡＡＧＣＡＡＡＴ
１６５

ＤＥ 南极犬牙鱼 Ｃｙｔｂ
ＦＰ ＴＧＴＣＡＴＴＡＣＣＡＡＣＣＴＴＣＴＣＴＣＡＧＣＧ

ＲＰ ＡＧＧＡＡＣＡＧＣＡＧＧＴＧＴＡＣＴＡＴＧＧＴＧＧ
１６８

ＦＬ 异鳞蛇鲭 Ｃｙｔｂ
ＦＰ ＡＡＴＡＧＴＴＡＣＣＣＣＡＣＣＣＣＡＴＡＴＣＡＡＡ

ＲＰ ＡＧＧＣＧＧＧＴＣＧＧＡＡＴＧＴＣＡＡＴ
１７９

１６Ｓ ｒＤＮＡ 鳕科 １６Ｓ ｒＤＮＡ
ＦＰ ＧＣＴＴＡＧＣＴＧＴＣＴＣＣＣＡＴＣＴＣＣ

ＲＰ ＣＣＣＡＡＣＣＡＡＡＧＡＣＡＣＴＴＣＡＧＴＡ
１７３

　 　 注:每组 ｑＰＣＲ 体系的名称都是目标品种或基因标记的简写名称ꎮ ＦＰ:正向引物ꎻＲＰ:反向引物ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｅａｃｈ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｎａｍｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ. ＦＰ: Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ. ＲＰ:

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ.

１􀆰 ３􀆰 ３　 引物特异性检测　 在对 ３ 种鳕科鳕鱼(大西洋

鳕、太平洋鳕和黑线鳕)及 ２ 种非鳕科鱼类(南极犬牙

鱼和异鳞蛇鲭)的引物特异性试验中ꎬ目标鳕鱼为试

验组ꎬ其他四种为阴性对照ꎬ以无菌双蒸水为模板作空

白对 照ꎬ 进 行 ３ 个 平 行 的 ｑＰＣＲ 试 验ꎮ 在 利 用

１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因区分鳕科和非鳕科鱼类试验中ꎬ上述 ３
种鳕科鳕鱼为试验组ꎬ非鳕科品种(南极犬牙鱼和异

鳞蛇鲭)为阴性对照ꎬ以无菌双蒸水为模板作空白对

照ꎬ进行 ３ 个平行的 ｑＰＣＲ 试验ꎮ
ｑＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬ包含 １０ μＬ ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ反应液、０􀆰 ３ μＬ 正向引物和反向引物

(各 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、１􀆰 ５ μＬ ＤＮＡ 模板、７􀆰 ９ μＬ 无菌双

蒸水ꎮ 大西洋鳕鱼ꎬ太平洋鳕鱼特异性体系反应条件:
９５℃预变性 ３０ ｓꎻ９５℃变性 ５ ｓꎬ６１℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延

伸 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 南极犬牙鱼的反应条件与上述

相同ꎬ仅退火温度设定为 ５５℃ꎮ 此外ꎬ黑线鳕、异鳞蛇

鲭的反应体系及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系反应条件也与上述相

同ꎬ仅将退火温度设定为 ５８℃ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 扩增效率与可靠性　 单一鱼肉样品:将各测试

鱼类 ＤＮＡ 进行 １０ 倍连续梯度稀释ꎬ分别进行各浓度

ＤＮＡ 样品的 ｑＰＣＲ 试验ꎬ每个浓度设置 ３ 个平行试验ꎮ
以目标鳕鱼 ＤＮＡ 浓度(ｎｇ􀅰μＬ－１)对数值为横坐标ꎬ该
浓度对应的平均循环阈值(Ｃ ｔ)为纵坐标ꎬ建立各体系

的标准曲线ꎮ 计算曲线的 Ｒ２ 值ꎬ并根据曲线斜率

(ｓｌｏｐｅ)得出反应效率:Ｅ ＝ [１０(－１ / ｓｌｏｐｅ) －１] ×１００％ꎬ以
此判断每个体系的反应效率和目标 ＤＮＡ 浓度检测区

间ꎮ
混合鱼肉样品:选取大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼和黑

线鳕 ３ 种样品ꎬ分别对含 １０％、１％、０􀆰 １％、０􀆰 ０１％及

０􀆰 ００１％(ｗ / ｗ)目标鳕鱼肉的混合鱼肉样品 ＤＮＡ 进行

各质量分数的 ｑＰＣＲ 试验ꎬ设置 ３ 个平行试验ꎮ 以质

量分数(％)对数值为横坐标ꎬ该浓度对应的平均循环

阈值(Ｃ ｔ)为纵坐标ꎬ构建各特异性体系的标准曲线ꎮ
并根据曲线斜率(ｓｌｏｐｅ)得出反应效率ꎬ以此判断每个

体系的反应效率和相对浓度检测区间ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 市售鳕鱼及鳕鱼深加工制品的检测 　 ｑＰＣＲ
检测:为验证所建立 ｑＰＣＲ 体系的实际应用性ꎬ从当地

市场购得 １３ 种鳕鱼及鳕鱼深加工制品ꎬ试验重复 ３

２９１２



　 １０ 期 实时荧光定量聚合酶链式反应快速鉴定三种鳕鱼

次ꎮ
常规 ＰＣＲ 检测:常规 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬ包

含 １０ μＬ ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ (２×)反应液、０􀆰 ５ μＬ
正向引物和反向引物(同 ｑＰＣＲꎬ各 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、１
μＬ ＤＮＡ 模板、８ μＬ 无菌双蒸水ꎮ 常规 ＰＣＲ 反应条

件:９５℃预变性 ３０ ｓꎻ９５℃变性 ５ ｓꎬ５９℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃
延伸 ３０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎮ 反应结束后取 ５ μＬ 产物ꎬ用
１􀆰 ５％琼脂糖凝胶进行电泳检测ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 样品 ＤＮＡ 提取

通过紫外可见分光光度计在 ２６０ ｎｍ 波长下测定

分析ꎬ大西洋鳕鱼 ＤＮＡ 的浓度为 ３８０ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ太平洋

鳕鱼 ＤＮＡ 的浓度为 ４７０ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ黑线鳕 ＤＮＡ 的浓度

为 ３４５ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ 南极犬牙鱼 ＤＮＡ 的浓度为 ４６５
ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ 异鳞蛇鲭 ＤＮＡ 的浓度为 ４３５ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎮ
２􀆰 ２　 ｑＰＣＲ 体系的优化

通过调整反应退火温度和引物浓度来优化

ｑＰＣＲ 体系ꎬ最终确定大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼特异

性体系反应的退火温度为 ６１℃ꎻ南极犬牙鱼特异性

体系反应的退火温度为 ５５℃ꎻ黑线鳕、异鳞蛇鲭特异

性反应体系及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系反应的退火温度为

５８℃ꎻｑＰＣＲ 体系正向引物和反向引物的浓度均为

３００ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１时ꎬ能获得较强的荧光信号和较低的检

出时间(Ｃ ｔ 值)ꎮ
２􀆰 ３　 ｑＰＣＲ 体系的特异性

通过测试目标物种与其他物种的扩增性能来评估

各反应体系的特异性ꎮ 为区分非特异性扩增ꎬ将 Ｃ ｔ 值

小于 ３３ 的试验结果判定为有效ꎬ即阳性扩增ꎮ 由图 １
可知ꎬ每个体系中对应的目标基因都出现 Ｓ 型扩增曲

线(阳性)ꎬ而非目标基因及空白对照在 Ｃ ｔ 值小于 ３３
时并未出现扩增反应(阴性)ꎬ表明本研究设计的六组

ｑＰＣＲ 体系具有较强的特异性ꎮ
２􀆰 ４　 ｑＰＣＲ 体系的标准曲线分析

针对单一鱼肉样品ꎬ将各测试鱼类样品 ＤＮＡ 连续

梯度稀释后ꎬ分别对各浓度样品进行 ｑＰＣＲ 反应ꎬ并根

据试验结果评估各反应体系的绝对灵敏度并构建标准

曲线ꎮ 结果显示ꎬ大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼和黑线鳕的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 体系标准曲线(图 ２￣Ａ)斜率分别为－３􀆰 １７４、
－３􀆰 ５８４、－３􀆰 ４０９ꎬ对应的扩增效率最低 ９０􀆰 １１％ꎬ最高

１０６􀆰 ５６％ꎬ曲线的 Ｒ２ 值分别为 ０􀆰 ９９９ ６、 ０􀆰 ９９８ ３、
０􀆰 ９９９ ０ꎮ 品种特异性扩增体系中ꎬ大西洋鳕鱼、太平

洋鳕鱼、黑线鳕、异鳞蛇鲭和南极犬牙鱼标准曲线(图

２￣Ｂ)的斜率分别为－３􀆰 ０９３、－３􀆰 ３９９、－３􀆰 ２４４、－３􀆰 ４６４、
－３􀆰 ２５９ꎬ 对应的扩增效率分别为 １１０􀆰 ５３％、９６􀆰 ８８％、
１０３􀆰 ３６％、１０２􀆰 ６９％、９４􀆰 ３９％ꎬＲ２ 值分别为 ０􀆰 ９９１ ２、
０􀆰 ９９９ ２、０􀆰 ９９９ ９、０􀆰 ９９９ １、０􀆰 ９９７ ９ꎮ

为了 研 究 各 反 应 体 系 的 相 对 灵 敏 度ꎬ 对 含

０􀆰 ００１％ ~ １０％ (ｗ / ｗ) 目标鳕鱼肉的混合鱼肉样品

ＤＮＡ 分别进行各质量分数样品的 ｑＰＣＲ 试验ꎮ 结果

显示ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ 体系中大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼和黑

线鳕的标准曲线斜率分别为－３􀆰 ２６２、－２􀆰 ６４９、－２􀆰 ６９７
(图 ２￣Ｃ )ꎬ 对 应 的 扩 增 效 率 最 低 １０２􀆰 ５６％ꎬ 最 高

１３８􀆰 ５１％ꎬ曲线的 Ｒ２ 值最低 ０􀆰 ９９２ ４ꎬ最高 ０􀆰 ９９７ ０ꎮ
品种鉴定特异性扩增试验体系中大西洋鳕鱼、太平洋

鳕鱼和黑线鳕的标准曲线的斜率分别为 － ３􀆰 ５０７、 －
２􀆰 ９５４、 － ２􀆰 ８９６ ( 图 ２￣Ｄ )ꎬ 对 应 的 扩 增 效 率 最 低

９２􀆰 ８１％ꎬ最高 １２１􀆰 ４６％ꎬ Ｒ２ 值最低 ０􀆰 ９９１ ８ꎬ 最高

０􀆰 ９９９ ６ꎮ
上述结果体现出单一样品中模板浓度对数值以及

混合样品中质量分数对数值与 Ｃ ｔ 值之间均存在良好

的线性关系ꎬ说明所有体系都具有良好的重复性ꎮ 且

扩增效率可以满足 ｑＰＣＲ 反应的要求ꎬ根据建立的标

准曲线ꎬ可对单一或混合样品中目标鳕鱼的含量进行

推算ꎮ
２􀆰 ５　 市售鳕鱼及鳕鱼深加工制品的检测

从当地市场购得 １３ 种鳕鱼产品(含 ６ 种深加工制

品)ꎬ采用本研究建立的 ｑＰＣＲ 体系进行物种检测ꎬ并
采用常规 ＰＣＲ 方法进行平行检测ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ１３ 个

检测样品中有 ８ 个在 １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系中显示阳性ꎬ表明

其确实属于鳕科(与产品标签一致)ꎬ其中挪威北极鳕

(９ 号和 １０ 号样品)是大西洋鳕鱼中的一种ꎬ是挪威海

产局为了强调产地和物种另起的商品名称ꎮ １３ 个所

测鳕鱼产品中未检出黑线鳕ꎬ可能是由于黑线鳕主要

销售于英国市场ꎬ在国内市场比较少见ꎮ 深加工样品

(２ 号和 ６ 号)中出现大西洋鳕鱼和太平洋鳕鱼同时检

出的现象ꎬ由于国内市场太平洋鳕鱼价格低于大西洋

鳕鱼ꎬ因此在加工制品中存在以次充好的现象ꎬ但 １３
个检测样品中未出现使用异鳞蛇鲭假冒鳕鱼的情况ꎮ
此外ꎬ１、４、７、８、１２ 号样品产品名称分别为鳕鱼肠、鳕
鱼饼、鳕鱼切片、无头鳕鱼和黑鳕鱼ꎬ但检测结果发现

其不属于常见的大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼和黑线鳕ꎬ也
不属于鳕科鱼类ꎬ该结果与常规 ＰＣＲ 检测结果一致

(图 ３)ꎬ表明市场上可能存在标签造假的现象ꎬ但也有

可能是鳕形目种类繁多ꎬ而本研究中设计的鉴定鳕科

的 ｑＰＣＲ 引物不能全面覆盖ꎮ

３９１２
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注:Ａ~Ｃ 和 Ｅ~Ｆ 中ꎬ“其他”表示除该体系针对的目标鳕鱼外的品种ꎻ
Ｄ 中ꎬ“其他”表示除 ３ 种目标鳕鱼品种外的其他鱼类品种ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｉｎ Ａꎬ Ｂꎬ Ｃꎬ Ｅ ａｎｄ Ｆꎬ ‘ｏｔｈｅｒｓ’ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｏｎ￣ｔａｒｇｅｔ ｃｏｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ.
Ｉｎ Ｄꎬ ‘ｏｔｈｅｒ’ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｆｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｅｘｃｅｐｔ ＧＭＯꎬ ＧＭＡ ａｎｄ ＭＡ.

图 １　 ｑＰＣＲ 特异性扩增曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

３　 讨论

当前ꎬ我国对鳕鱼产品的需求量越来越大ꎬ各种鳕

鱼产品的掺假问题引起了媒体和消费者的广泛关注ꎮ
虽然本研究中并未发现异鳞蛇鲭假冒鳕鱼的情况ꎬ但
利用异鳞蛇鲭等鱼类对鳕鱼进行掺伪的行为在世界各

国均有报道[２１－２３]ꎮ 除鲜销外ꎬ鳕鱼也被加工制成烤鳕

鱼片、鳕鱼肠等制品ꎮ 这对鳕鱼种类鉴定方法的有效

性和准确性提出了更高的要求[２４－２７]ꎮ 本试验在准确

鉴定鳕鱼种类的基础上ꎬ建立了检测 ３ 种单一鳕鱼样

品(大西洋鳕鱼、太平洋鳕鱼及黑线鳕)和混合鱼肉样

品中鳕科鳕鱼成分含量的标准曲线ꎬ可用于定量分析ꎮ
目前 ｑＰＣＲ 法 在 肉 类 物 种 鉴 定 中 已 广 泛 使

用[２８－２９]ꎬ 主 要 包 括 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ、 Ｔａｑ Ｍａｎ 和

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｅａｃｏｎ ３ 种方法ꎮ 其中 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ法最

为简便ꎬ适用性广ꎬ适用于目的基因定量分析、基因表

达量的研究及物种鉴别ꎬ但荧光染料是与体系中的所
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　 １０ 期 实时荧光定量聚合酶链式反应快速鉴定三种鳕鱼

注: 在 １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系(Ａ)中ꎬＧＭＯ:ｙ＝－３􀆰 １７４ｘ＋２１􀆰 ６１９ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ６ꎬＥ＝ １０６􀆰 ５６％)ꎻ ＧＭＡ:ｙ＝－３􀆰 ５８４ｘ＋２３􀆰 １２(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ３ꎬＥ＝ ９０􀆰 １１％)ꎻ

ＭＡ:ｙ＝－３􀆰 ４０９ｘ＋２１􀆰 ２５９ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ０ꎬＥ＝ ９６􀆰 ４９％)ꎮ 在品种特异性体系(Ｂ)中ꎬＧＭＯ:ｙ ＝ －３􀆰 ０９３ｘ＋１７􀆰 ９４８ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９１ ２ꎬＥ ＝ １１０􀆰 ５３％)ꎻ

ＧＭＡ:ｙ＝－３􀆰 ３９９ｘ＋２１􀆰 ９７５ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ２ꎬＥ＝ ９６􀆰 ８８％)ꎻＭＡ:ｙ＝－３􀆰 ２４４ｘ＋１９􀆰 ４７８ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９ꎬＥ＝ １０３􀆰 ３６％)ꎻＤＥ:ｙ＝ －３􀆰 ２５９ｘ＋１９􀆰 ５９ (Ｒ２ ＝

０􀆰 ９９７ ９ꎬＥ＝ １０２􀆰 ６９％)ꎻ ＦＬ:ｙ＝－３􀆰 ４６４ｘ＋２９􀆰 ６６９ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ １ꎬＥ ＝ ９４􀆰 ３９％)ꎮ 在 １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系(Ｃ)中ꎬＧＭＯ:ｙ ＝ －３􀆰 ２６２ｘ＋２３􀆰 ９８２ (Ｒ２ ＝

０􀆰 ９９７ ０ꎬＥ＝ １０２􀆰 ５６％)ꎻＧＭＡ:ｙ＝－２􀆰 ６９４ｘ＋２６􀆰 ２５１ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ４ꎬＥ＝ １３８􀆰 ５１％)ꎻＭＡ:ｙ＝－２􀆰 ６９７ｘ＋２６􀆰 １０９ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６３ꎬＥ＝ １３４􀆰 ８４％)ꎮ 在品

种特异性体系(Ｄ)中ꎬＧＭＡ:ｙ＝－２􀆰 ９５４ｘ＋２４􀆰 ４４ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５ ７ꎬＥ＝ １１８􀆰 ０３％)ꎻＧＭＯ:ｙ＝－３􀆰 ５０７ｘ＋２３􀆰 ２２５ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ６ꎬＥ＝ ９２􀆰 ８１％)ꎻＭＡ:ｙ＝

　 　 　 　 －２􀆰 ８９６ｘ＋２４􀆰 ４２４ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９１ ８ꎬＥ＝ １２１􀆰 ４６％)ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｆｏｒ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｙｓｔｅｍ (Ａ)ꎬ ＧＭＯ: ｙ ＝ －３􀆰 １７４ｘ＋２１􀆰 ６１９ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ６ꎬ Ｅ ＝ １０６􀆰 ５６％). ＧＭＡ: ｙ ＝ －３􀆰 ５８４ｘ＋２３􀆰 １２ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８３ꎬ Ｅ ＝

９０􀆰 １１％). ＭＡ: ｙ＝－３􀆰 ４０９ｘ＋２１􀆰 ２５９ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ０ꎬ Ｅ＝ ９６􀆰 ４９％).Ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ (Ｂ)ꎬ ＧＭＯ: ｙ＝－３􀆰 ０９３ｘ＋１７􀆰 ９４８ (Ｒ２ ＝

０􀆰 ９９１２ꎬ Ｅ＝ １１０􀆰 ５３％). ＧＭＡ: ｙ＝－３􀆰 ３９９ｘ＋２１􀆰 ９７５(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９２ꎬ Ｅ＝ ９６􀆰 ８８％). ＭＡ: ｙ＝－３􀆰 ２４４ｘ＋１９􀆰 ４７８(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９９ꎬ Ｅ＝ １０３􀆰 ３６％). ＤＥ: ｙ

＝ －３􀆰 ２５９ｘ＋１９􀆰 ５９ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７９ꎬ Ｅ＝ １０２􀆰 ６９％). ＦＬ: ｙ＝－３􀆰 ４６４ｘ＋２９􀆰 ６６９ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９１ꎬ Ｅ＝ ９４􀆰 ３９％). Ｆｏｒ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｙｓｔｅｍ (Ｃ)ꎬＧＭＯ: ｙ＝－

３􀆰 ２６２ｘ＋２３􀆰 ９８２ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７ ０ꎬ Ｅ ＝ １０２􀆰 ５６％). ＧＭＡ: ｙ ＝ －２􀆰 ６９４ｘ＋２６􀆰 ２５１ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ４ꎬ Ｅ ＝ １３８􀆰 ５１％). ＭＡ:ｙ ＝ －２􀆰 ６９７ｘ＋２６􀆰 １０９ (Ｒ２ ＝

０􀆰 ９９６ ３ꎬ Ｅ＝ １３４􀆰 ８４％). Ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｙｓｔｅｍｓ (Ｄ)ꎬ ＧＭＡ: ｙ ＝ － ２􀆰 ９５４ｘ＋ ２４􀆰 ４４ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５ ７ꎬ Ｅ ＝ １１８􀆰 ０３％). ＧＭＯ: ｙ ＝ － ３􀆰 ５０７ｘ＋

　 　 　 　 ２３􀆰 ２２５ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ６ꎬ Ｅ＝ ９２􀆰 ８１％). ＭＡ: ｙ＝－２􀆰 ８９６ｘ＋２４􀆰 ４２４ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９１ ８ꎬ Ｅ＝ １２１􀆰 ４６％).

图 ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和品种特异性荧光定量 ＰＣＲ 检测体系标准曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

有双链 ＤＮＡ 非特异性结合ꎬ结果可能受引物非特异性

扩增或二聚体的影响[３０]ꎮ 因此该方法对引物的设计

要求比较高ꎮ
本研究使用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 工具分析

比较了不同鳕鱼之间线粒体 ＤＮＡ 序列的差异ꎬ发现

Ｃｙｔｂ 基因表现出的种内和种间差异高于 １６Ｓ ｒＤＮＡ、
１２Ｓ ｒＤＮＡ 及 ＣＯＩ 基因ꎬ而差异最小的为 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基

因ꎮ 因此ꎬ选择 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因设计区分鳕科与非鳕

科的引物ꎬ选择 Ｃｙｔｂ 基因设计鳕鱼种类特异性引物ꎮ
但本试验所研究的 ３ 种鳕鱼的遗传关系较近ꎬＣｙｔｂ 基

因差距较小ꎬ对引物设计时的高特异性要求有一定的

影响ꎮ 因此ꎬ在 ３ 种鳕鱼的特异性扩增体系中ꎬ当 Ｃ ｔ

值达到 ３３ 之后出现了非特异性扩增ꎬ于是将反应的截

止点设定为 ３３ 循环ꎬ即反应的 Ｃ ｔ 值大于 ３３ 时出现的

扩增判定为阴性(未检出)ꎮ 此外ꎬ在设计反应体系

时ꎬ退火温度极为重要ꎬ最佳退火温度一般取决于体系
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　 　 　 　 表 ３　 市售鳕鱼产品的 ｑＰＣＲ 检测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｃｏｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ

产品名称
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

产品标签
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌａｂｅｌ

ｑＰＣＲ 检测
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

１６Ｓ ｒＤＮＡ ＧＭＯ ＧＭＡ ＭＡ ＤＥ ＦＬ

１ 鳕鱼肠 鳕鱼肉ꎬ鸡肉ꎬ猪肉 － － － － － －

２ 鳕鱼肠 冷冻鱼糜ꎬ鳕鱼肉 ＋ ＋ ＋ － － －

３ 鳕鱼棒 鳕鱼肉 ＋ ＋ － － － －

４ 鳕鱼饼 鳕鱼肉 － － － － － －

５ 烤鱼片 鳕鱼 ＋ ＋ － － － －

６ 鲜烤鱼片 鳕鱼肉 ＋ ＋ ＋ － － －

７ 鳕鱼切片 / － － － － － －

８ 无头鳕鱼 / － － － － － －

９ 挪威北极鳕 挪威北极鳕 ＋ ＋ － － － －

１０ 挪威北极鳕鱼排 挪威北极鳕 ＋ ＋ － － － －

１１ 鲜活鳕鱼 / ＋ － ＋ － － －

１２ 野生黑鳕鱼 黑鳕鱼 － － － － － －

１３ 狭鳕鱼片 狭鳕 ＋ － － － － －

　 　 注:“＋”:检出ꎻ“－”:未检出ꎮ
Ｎｏｔｅ: ‘＋’: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ.‘ －’: Ｎｅｇａｔｉｖｅ.

注:Ｍ:１００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ２:鳕鱼肠ꎻ３:鳕鱼棒ꎻ４:鳕鱼饼ꎻ
５:烤鱼片ꎻ６:鲜烤鱼片ꎻ７:鳕鱼切片ꎻ８:无头鳕鱼ꎻ９:挪威北极

鳕鱼ꎻ１０:挪威北极鳕鱼排ꎻ１１:鲜活鳕鱼ꎻ１２:野生黑鳕鱼ꎻ１３:
　 　 　 　 狭鳕鱼片ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ: １００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ. １－２: Ｃｏｄ ｓａｕｓａｇｅ. ３: Ｃｏｄ ｓｔｉｃｋ. ４:
Ｃｏｄ ｃａｋｅ. ５: Ｒｏａｓｔ ｆｉｓｈ ｆｉｌｌｅｔｓ. ６: Ｆｒｅｓｈ ｒｏａｓｔ ｆｉｓｈ ｆｉｌｌｅｔｓ. ７: Ｃｏｄ
ｆｉｌｌｅｔ. ８: Ｈｅａｄｌｅｓｓ ｃｏｄ. ９: Ｎｏｒｗｅｇｉａｎ Ａｒｃｔｉｃ ｃｏｄ. １０: Ｎｏｒｗｅｇｉａｎ
Ａｒｃｔｉｃ ｃｏｄ ｓｔｅａｋ. １１: Ｆｒｅｓｈ ｃｏｄ. １２: Ｂｌａｃｋ ｃｏｄ. １３: Ｐｏｌｌｏｃｋ ｆｉｌｌｔ.

图 ３　 市售鳕鱼产品的常规 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｃｏｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ
ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ

中引物的熔解温度(Ｔｍ 值) [９ꎬ３１]ꎮ 本研究采用三步法

进行试验ꎬ为确保体系的高扩增效率和高特异性ꎬ每种

引物需要不断调试退火温度ꎮ 最终确定大西洋鳕鱼和

太平洋鳕鱼特异性体系反应的退火温度为 ６１℃ꎻ南极

犬牙鱼特异性体系反应的退火温度为 ５５℃ꎻ黑线鳕ꎬ
异鳞蛇鲭特异性反应体系及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系反应的退

火温度为 ５８℃ꎮ
本研究在市售样品检测中发现ꎬ有 ５ 种样品不属

于鳕科ꎮ 其中ꎬ１２ 号样品野生黑鳕鱼学名裸盖鱼ꎬ为
鲉形目黑鲉科鱼类ꎬ其外形与鳕鱼相似ꎬ因此也被称为

黑鳕鱼ꎮ 但本研究并未针对裸盖鱼设计品种鉴定引

物ꎬ因此无法对其是否与标签一致做出判断ꎬ只验证了

属于鳕科的物种ꎮ 事实上ꎬ“鳕鱼”并不代表任何特定

的物种ꎬ需要添加“大西洋”或“太平洋”等限定词来确

定物种[２１]ꎮ 这些结果表明市场上对海鲜产品缺乏系

统的命名ꎬ而从为商业欺诈创造了条件ꎮ 此外ꎬ当鳕鱼

被制成深加工制品时ꎬ会有不良商家以次充好ꎬ掺杂价

格较低的鳕鱼或者其他肉类ꎬ如鸡肉等ꎮ 在加工过程

中ꎬＤＮＡ 的降解以及反应抑制剂的存在会影响扩增时

的 Ｃ ｔ 值ꎬ对正确的物种鉴定造成障碍[３２]ꎮ 而本研究

建立的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系能够顺利检测出样品是否含有

鳕鱼 ＤＮＡꎬ利用种类特异性体系能够分区出常见的 ３
种鳕鱼ꎬ结合标准曲线ꎬ根据 Ｃ ｔ 值对其中的鳕鱼含量

进行定量分析ꎮ 本研究建立的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系及 ３ 种

鳕鱼特异性体系在模拟混合样品的相对灵敏度均可达

０􀆰 ０１％ꎬ通过对 １３ 种市售样品的检测ꎬ可检测出未加
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工及深加工产品中的鳕鱼成分ꎬ且整个过程能在半个

工作日内完成ꎮ

４　 结论

本研究选择 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基于设计了针对鳕科鱼类

的特异性引物ꎬ选择线粒体 Ｃｙｔｂ 基因设计区分常见的

３ 种鳕鱼(大西洋鳕、太平洋鳕和黑线鳕)ꎬ首次建立了

针对黑线鳕的 ｑＰＣＲ 体系ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 体系和 ３ 种物

种特异性体系都具有较强的特异性ꎮ 在此基础上建立

了两套标准曲线ꎬ能对单一或混合样品中的目标鳕鱼

进行定量检测ꎮ 通过 １３ 种鳕鱼类产品检测表明本研

究建立的 ｑＰＣＲ 体系具有较强的实用性ꎬ能满足日常

检测的要求ꎮ
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