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PCR法检测鱼及其制品中的鱼源性成分
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（1.南京工业大学食品与轻工学院，江苏 南京 210009；2.江苏省食品安全快速检测公共技术服务中心，江苏 南京 210009；

3.苏州市食品药品监督管理局，江苏 苏州 215000）

摘  要：目的：建立一种快速、特异、灵敏的鱼源性成分聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）检测

方法。方法：根据鱼线粒体基因组12S rRNA中的保守序列设计鱼源性特异性引物，进行PCR扩增，建立鱼源性成

分检测方法；对24 种鱼及鸡、牛、羊、猪、鸭、虾6 种常见的易混于鱼制品的动物源性成分进行特异性检测；将草

鱼肉混入其他动物肉中，混合均匀后提取DNA进行PCR扩增，确定肉样水平的检测灵敏度；将草鱼DNA混入其他

动物DNA中，以混合后的DNA为模板进行PCR扩增，确定DNA水平的检测灵敏度。结果：该方法能特异性的对鱼

源性成分进行快速检测，检测灵敏度达0.5%。结论：该方法能对食品中是否含有鱼源性成分进行初筛，到达快速检

测的目的，对防止食品掺假、维护消费者利益、规范市场秩序有重要意义。
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Abstract: Objective: To establish a rapid, specific and sensitive polymerase chain reaction (PCR) method for the detection 

of fish-derived ingredients. Methods: A set of primers was used to selectively amplify a short DNA fragment of the fish 

mitochondrial 12S rRNA gene. The specificity was evaluated by analyzing 24 kinds of fish as well as meat, poultry 

and shrimp, commonly added in fish products. The sensitivity was evaluated by amplifying DNA extracted from grass 

carp mixed with meat from other animal species. Results: The method established could specifically detect fish-derived 

ingredients with a sensitivity of 0.5%. Conclusion: This PCR method is a rapid, sensitive and specific method for preliminary 

screening of fish-derived ingredients in foods, and is of important significance to safeguard the interests of consumers and 

standardize the market order. 
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鱼及其制品由于其营养价值和独特的风味深受消费

者的喜爱。近年来，我国鱼及其制品的产量逐年增高，

其中鱼糜制品在水产品加工总量中的占比从2009年的

5.74%上升至2014年的7.39%[1-2]。与此同时，一些不法商

贩在经济利益的驱使下，“以次充好、以假乱真”，在

制品中掺杂、掺假，这极大地损害消费者利益和健康，
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扰乱了市场秩序和发展。我国多部法律法规明文禁止食

品的造假掺假行为，但是目前的检测标准不能满足实际

需求，因此需要建立新的标准弥补不足。鱼肉掺假检测

的现有方法大致可以分为5 种：显微镜观察法[3]、免疫

学方法[4-5]、红外光谱方法[6-8]、色谱分析法[9-11]和分子生

物学方法[12-19]。显微镜观察法是在组织学特性的基础上

观察样品颗粒形态，检出限低、假阳性率低且热稳定性

好，但是依赖于检测人员的经验及肉组织完整性[3]。免疫

学方法基于抗原抗体特异性反应，具有灵敏度高、操作

简单、可以实现高通量的特点，但是蛋白质三级结构容

易在食品加工过程中受破坏而影响抗体识别[20]。肉类中

的蛋白质、碳水化合物、有机酸等化合物含有大量的带

氢基团，红外光谱法利用带氢基团在近、中红外光谱上

有倍频和合频吸收的性质对肉中的有机物的成分进行检

测，但是红外光谱分析技术需要针对不同的掺假肉建立

不同的模型，工作量大，使用范围有局限[21]。色谱分析

是目前应用最为广泛的分离检测技术。肉及其制品中存

在的某些蛋白质、肽类和氨基酸因为物种来源不同而存

在差异，通过色谱技术的定性、定量分析能够反映肉类

的掺假情况[22]。但是由于肉及其制品中蛋白质含量变化

范围广、干扰因素多，导致该方法的灵敏度低、容易出

现假阳性[23]。此外，该方法对设备、样品前处理以及试

剂的要求较高，限制了色谱技术在肉及其制品源性成分

鉴定中的应用。DNA检测的分子生物学方法是以动物种

属间遗传信息的差异作为肉种鉴别的检测靶点，具有特

异性高、灵敏度高、不受组织类别限制等优点。相比于

蛋白质，DNA的热稳定性高，即使加工过程中有一定的

降解，但是仍能满足聚合酶链式反应（polymerase chain 

reaction，PCR）等方法的要求[20]。草鱼、鲫鱼、鲢鱼等

常见的鱼类占我国鱼类总产量的50%以上且常用于鱼制

品的生产，但目前相关的检测标准方法不能满足要求。

本实验通过比对多种鱼及多种非鱼类动物的线粒体基因

序列，选择种内保守、种间特异的序列设计鱼源性成分

的特异性引物，旨在建立鱼及其制品中鱼源性成分PCR

检测方法，为鱼及其制品的掺假检测提供技术保障。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

淡水鱼包括黑鱼（C h a n n a  a r g u s）、黄颡鱼

（Pelteobagrus fulvidraco）、草鱼（Ctenopharyngodon 
i d e l l u s）、鲫鱼（C a r a s s i u s  a u r a t u s）、鲤鱼

（Cypr inus  carp io）、鲶鱼（S i lu rus  a so tus）、

河鲀（Tak i fugu  obscurus）、巴沙鱼（Pangas ius 
larnaudii）、鲢鱼（Hypophthalmichthys molitrix）、

鳙鱼（Aristichthys nobilis）、罗非鱼（Oreochromis 

niloticus），海水鱼包括鲑鱼（Salmo salar）、鳕鱼

（Gadus morhua）、鲳鱼（Pampus argenteus）、青占

鱼（Scomber japonicus）、多宝鱼（Psetta maxima）、

小黄鱼（Larimichthys polyactis）、鲈鱼（Lateolabrax 
japonicus）、鮟鱇鱼（Lophius  l i tu lon）、金枪鱼

（Thunnus thynnus）、石斑鱼（Epinephelus akaara）、鳗

鱼（Anguilla japonica）、带鱼（Trichiurus lepturus）、

黄盖鲽鱼（Pseudopleuronectes yokohamae）及鸡肉、牛

肉、羊肉、猪肉、鸭肉、虾均购自南京当地农贸市场；

鱼片、鱼丸、鱼肠、鱼罐头、鸡肉火腿肠、猪肉火腿肠

等食品均购自南京当地超市。

High Pure PCR Template Preparation Kit 瑞士

Roche公司；10×Reaction Buffer、BioReady rTaq、dNTP 

Mixture 杭州博日技术有限公司；溴化乙锭 国药集

团化学试剂有限公司；DL500 DNA Marker、6×Loading 

Buffer 宝生物工程（大连）有限公司；PCR引物合成   

上海生工生物有限公司。

1.2 仪器与设备

1-14高速离心机 德国Sigma公司；Life Express 

Thermal Cycler PCR仪、GE-100凝胶电泳仪 杭州博日技

术有限公司；Biophotometer D30核酸蛋白测定仪 德国 

Eppendorf公司；JS-680B全自动凝胶成像仪 上海培清

科技有限公司；HH-6数字恒温水浴锅 常州国华电器

有限公司。 

1.3 方法

1.3.1 DNA提取

参照High Pure PCR Template Preparation Kit试剂盒的

说明书提取基因组DNA。将提取好的DNA置于－20 ℃保

存，待后续PCR扩增使用。

1.3.2 DNA质量浓度及纯度的测定

用核酸蛋白测定仪检测提取的DNA纯度（A260 nm/A280 nm、 

A260 nm/A230 nm）及制成质量浓度[24]。纯净的DNA A260 nm/ 

A280 nm比值在1.8；比值大于1.8考虑为RNA污染，DNA变

性或降解；比值小于1.7考虑为蛋白质、酚污染 [25]。实

验中所用到的DNA质量浓度在25.1～77.2 ng/μL之间，

A260 nm/A280 nm在1.6～1.8之间。

1.3.3 引物设计

在GenBank中查找我国产量高且常见鱼的线粒体

基因序列，通过DNAMAN软件进行序列同源性比较分

析，以NC-010288.1为参考序列，选择同源性较高部分

用Primer Premier 5.0设计引物，将设计的各组引物所扩

增的目标序列分别与牛、猪、羊等常见畜肉以及鸡、

鸭、鹅、鸽等常见禽肉已发表的线粒体全基因序列进行

比较，选择种内保守、种间特异的一对引物，同时通过

BLAST验证引物的特异性。
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1.3.4 PCR条件和体系

PCR条件：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s；

67 ℃退火30 s；72 ℃延伸20 s，共35 个循环；72 ℃

延伸5  min；PCR体系（共25  μL）：10×Reac t ion 

Buffer 2.5 μL、dNTP Mixture（各2.5 mmol/L）2 μL、
BioReady rTaq 0.2 μL（1 U）、上下游引物（10 μmol/L）
各2 μL、模板DNA 5 μL，双蒸水补足至25 μL。

1.3.5 PCR扩增产物电泳检测

取6.5 μL PCR扩增产物，加1 μL 6×上样缓冲液点样进

行琼脂糖凝胶电泳。电泳所用的琼脂糖质量分数为1.5%。

1.3.6 基因测序

利用设计的引物进行PCR扩增，将目的片段回收

后，送大连宝生物工程有限公司测序。

1.3.7 特异性实验

选取11 种淡水鱼、13 种海水鱼及鸡、牛、羊、猪、

鸭、虾6 种常见的易混入鱼制品的动物肉作为样品，提取

DNA后以此为模板采用建立的PCR方法进行扩增，验证

该方法的特异性。

1.3.8 灵敏度实验

分别制备DNA水平和肉样水平混合样品进行检测，

以考察所建立方法的检测灵敏度。

1.3.8.1 鱼肉样检出限

将草鱼肉分别与鸡、牛、羊、猪、鸭肉混合，制成

含鱼肉10%、1%、0.5%、0.1%、0.05%的混合样后分成

两份，一份新鲜肉样，一份经过121 ℃处理15 min。提取

混合肉样DNA后，以此为模板，进行PCR扩增。以确定

本检测方法对混合鱼肉样的检出限。

1.3.8.2 DNA检出限

将草鱼及鸡、牛、羊、猪、鸭肉的D N A稀释到 

25 ng/μL，然后将草鱼DNA分别与鸡、牛、羊、猪、鸭的

DNA混合，制成含草鱼DNA 10%、1%、0.5%、0.1%、

0.05%的混合DNA样。以混合DNA样为模板，进行PCR扩

增，以确定本方法对不同物种混合DNA的检出限。

1.3.9 市售食品中鱼源性成分的检测

购置市售的配料表中标明含有鱼成分的食品样品30 份；

标明具体鱼类的食品样品18 份；配料表中不含鱼成分的食品

样品20 份。使用所建立的PCR方法检测其鱼源性成分。

2 结果与分析

2.1 引物设计

通过对 G e n B a n k 中部分鱼线粒体基因序列的

同源性比较分析，通过Primer Premier  5.0共设计了

11  组引物（表1），将各组引物所扩增的目标序列

分别与鸭（NC-022418.1）、鹅（KT427463.1）、鸡

（NC-007236.1）、虾（NC-026834.1）、猪（NC-
012095.1）、驴（NC-001788.1）、羊（NC-001941.1）、

牛（AY526085.1）、鸽（NC-013978.1）和鹧鸪（NC-
011817.1）的线粒体全基因序列进行比较，选取引物的

3’端和鱼源序列完全匹配而与其他非鱼类的序列不能

互补的一组引物（图1）。该组引物针对扩增12S rRNA
区的一段约98 bp的保守片段。上游引物NC-617/641F：
CCTAGAGGAGCCTGTTCTAGAACCG，下游引物NC-
693/714R：TTCACAGGGTAAGCTGACGACGG。

表 1 本研究PCR的引物

Table 1 PCR primer sequences used in this study 

引物名称 引物序列5’→3’ 引物
长度/bp

扩增片段
长度/bp

NC-617/641F CCTAGAGGAGCCTGTTCTAGAACCG 25
98

NC-693/714R TTCACAGGGTAAGCTGACGACGG 23

NC-696/715F CGTCAGCTTACCCTGTGAAGG 20
102

NC-779/798R AATGTAGCCCATTTCTTCCC 20

NC-1247/1271F GCTGAAAGAGAAATGAAACAACCCA 25
196

NC-1420/1443R TCTTCCCACTCTTTTGCCACAGAG 24

NC-1431/1450F GGCAAAAGAGTGGGAAGAGC 20
88

NC-1496/1518R GAACTTCTATCCATTTCTCAGGC 23

NC-1478/1497F GTGATAGCTGGTTGCCTGAG 20
118

NC-1578/1595R GGGCTGTACCCCCTTTRA 18

NC-2023/2046F TCGCCTGTTTACCAAAAACATCGC 24
113

NC-2114/2135R GCGCTACCTTTGCACGGTCAAA 23

NC-2117/2140F GGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTA 24
147

NC-2241/2263R AAGCTCCASAGGGTCTTCTCGTC 23

NC-2484/2503F ATAACAGCGCAATCCTCTCC 20
197

NC-2658/2680R CTTTCGTACTAGGAAAAGTAGCG 23

NC-5136/5159F GAAGTGAAAATCTTCTAGTCCCTG 24
131

NC-5233/5255R CTAAGAGTTTGTAGGATCGAGGC 23

NC-6907/6925F TGAGAAGCCTTCGCCGCYA 19
157

NC-7044/7066R GGTTCAATTCCTYCCTTTCTCGT 23

NC-7240/7260F CMCCCGTTATAGAAGAACTTC 21
148

NC-7374/7391R ATTTCRATTTCTTGGGAG 18

NC_022418.1
KT427463.1

NC_007236.1
NC_026834.1
NC_012095.1
NC_001788.1
NC_001941.1
AY526085.1

NC_013978.1
NC_011817.1

图 1 鱼源性成分检测引物NC-617/641F和NC-693/714R扩增片段与其他物种线粒体DNA相应片段的相似性比较

Fig. 1 Identity comparison between sequences amplified by fish specific primers (NC-617/641F and NC-693/714R) and corresponding region of  

mtDNA of other animals
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2.2 引物特异性实验结果

为验证引物对于鱼源性成分的特异性，将11 种淡

水鱼、13 种海水鱼及鸡、牛、羊、猪、鸭、虾6 种常

见的易混于鱼制品的动物DNA作为模板进行扩增。从

图2可以看出，11 种淡水鱼均有特异性扩增条带，大小

约98 bp，与预期大小相符，13 种海水鱼中除鲳鱼、鳗

鱼、带鱼外，其他10 种海水鱼有特异扩增条带。表明

该引物对于少数鱼类无法检测，使用时具有一定的局限

性。从图3可以看出，鸡、牛、羊、猪、鸭、虾6 种非鱼

类DNA模板的PCR扩增均为阴性，表明该对引物特异性

良好。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25

M. 500 bp Marker；1.黑鱼；2.鲳鱼；3.青占鱼；4.多宝鱼；5.黄颡鱼；

6.草鱼；7.鲫鱼；8.鲤鱼；9.鳕鱼；10.鲶鱼；11.鲈鱼；12.小黄鱼；13.鲑

鱼；14.鮟鱇鱼；15.金枪鱼；16.石斑鱼；17.河鲀；18.鳗鱼；19.巴沙鱼；

20.鲢鱼；21.带鱼；22.鳙鱼；23.黄盖鲽鱼；24.罗非鱼；25.阴性对照。

图 2 24 种鱼类的鱼源性成分特异性检测电泳图

Fig. 2 Specific detection of fish-derived ingredients from 24 species of fish

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M. 500 bp Marker；1.草鱼；2.鸡；3.牛；

4 .羊；5 .猪；6 .鸭；7 .虾；8 .阴性对照。

图 3 6 种非鱼类鱼源性成分特异性检测电泳图

Fig. 3 Specific detection of six non-fish-derived ingredients

2.3 PCR产物测序结果

将部分常见鱼类的PCR扩增产物进行纯化后送测序

公司测序，结果见表2，测序结果进一步证明设计的引物

特异性强、准确度高。

表 2 部分鱼PCR扩增产物测序结果

Table 2 Sequencing results of PCR amplified products of DNA 

extracted from several fish species

鱼类 测序结果

草鱼
CCTAGAGGAGCCTGTTCTAGAACCGATAACCCCCGTT

AAACCTCACCACTTCTAGCCATCCCAGCCTATATACCG
CCGTCGTCAGCTTACCCTGTGAA

鲫鱼
CCTAGAGGAGCCTGTTCTAGAACCGATAACCCCCGTT

AAACCTCACCACTTCTAGCCATCCCAGCCTATATACCG
CCGTCGTCAGCTTACCCTGTGAA

鳕鱼
CCTAGAGGAGCCTGTTCTAGAACCGATAACCCCCGTT

AAACCTCACCACTTCTAGCCATCCCAGCCTATATACCG
CCGTCGTCAGCTTACCCTGTGAA

鲢鱼
CCTAGAGGAGCCTGTTCTAGAACCGATAACCCCCGTT

AAACCTCACCACTTCTAGCCATCCCAGCCTATATACCG
CCGTCGTCAGCTTACCCTGTGAA

2.4 方法灵敏度实验结果

为了确定该方法的混样检出限，分别从肉样水平和

DNA水平进行实验确认。

2.4.1 鱼肉样品检出限

将新鲜草鱼肉按不同比例掺入其他动物肉中，混

合后提取DNA进行PCR扩增。从图4可以看出，草鱼肉

混合鸡肉和牛肉时，该方法检测鱼源性成分的检出限为

0.5%，混合羊肉、猪肉、鸭肉时，该方法检测鱼源性成

分的检出限为0.1%。从图5可以看出，在对混合肉样高温

处理（121 ℃处理15 min）后提取DNA进行PCR扩增，其

中混合羊肉的样品检出限为0.1%，混合鸡、牛、猪、鸭

的样品检出限为0.5%。因此，确定该方法用于混合肉样

检测鱼源性成分时的检出限为0.5%。

MA 1 2 3 4 5 6 7

MB 1 2 3 4 5 6 7

MC 1 2 3 4 5 6 7
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MD 1 2 3 4 5 6 7

ME 1 2 3 4 5 6 7

M. 500 bp Marker；1. 100%鱼；2. 100%非鱼类动物；3. 10%鱼； 

4. 1%鱼；5. 0.5%鱼；6. 0.1%鱼；7.阴性对照。A～E分别为鱼肉混合鸡

肉、牛肉、羊肉、猪肉、鸭肉提取DNA扩增后的电泳图。图5、6同。

图 4 新鲜肉样混合水平灵敏性检测结果

Fig. 4 Sensitivity of PCR for detecting mixed fresh meat samples

MA 1 2 3 4 5 6 7

MB 1 2 3 4 5 6 7

MC 1 2 3 4 5 6 7

MD 1 2 3 4 5 6 7

ME 1 2 3 4 5 6 7

图 5 经过高温高压处理的肉样混合水平灵敏性检测结果

Fig. 5 Sensitivity of PCR for detecting mixed cooked meat samples

2.4.2 DNA检出限实验结果

草鱼DNA混合不同动物DNA制成含鱼DNA不同质量

浓度梯度的DNA混合样，从图6可以看出，草鱼DNA混

合鸡、牛、羊、猪、鸭DNA在0.5%水平时，能看到目的

扩增条带。在0.1%水平时，PCR扩增结果均为阴性。因

此该方法对DNA混样的检出限为0.5%。

MA 1 2 3 4 5 6 7

MB 1 2 3 4 5 6 7

MC 1 2 3 4 5 6 7

MD 1 2 3 4 5 6 7

ME 1 2 3 4 5 6 7

图 6 DNA混合水平灵敏性检测结果

Fig. 6 Sensitivity of PCR for detecting mixed DNA
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2.5 市售食品中鱼源性成分的检测结果

表 3 市售食品中鱼源性成分的检测结果

Table 3 Detection of fish-derived ingredients in commercial foods

样品 数量 鱼源性阳性数量

含鱼成分食品 30 27

含具体鱼类食品 18 18

不含鱼成分食品 20 0

使用本研究建立的PCR方法对市售样品中的鱼源性

成分进行检测。从表3可以看出，在随机采购的30 种配

料表中标明含有鱼成分的食品样品中，27 个样品检出阳

性，其中3 个标明含有海水鱼成分的鱼制品检测结果为阴

性，这与所建立的方法特异性实验中部分海水鱼不能检

出的结果一致。配料表中标明含某种鱼类的18 个食品样

品均能检出鱼源性成分。配料表中不含鱼成分的20 种食

品样品中均未检出鱼源性成分。所采购的食品样品或出

自大型食品制造商或具有完整的鱼肉组织，一定程度上

避免了食品的掺假，因此可以看出所建立的方法在实际

产品的应用中只有少数鱼类无法检出，基本满足在检测

中进行初筛的要求。

3 讨 论

肉制品掺假是主要的食品掺假问题之一，利用PCR

方法检测牛、羊、猪等源性成分的研究已经很成熟[26-28]。

然而，目前国内利用PCR方法检测鱼源性成分的研究较

少，贺云霞等[29]建立的检测饲料中鱼源性成分的PCR方

法能有效检出鲤鱼、鳕鱼、鲅鱼等10 种鱼类，庞杰等[30]

建立的检测饲料中鱼源性成分定量检测的实时荧光PCR

技术能有效检出四大家鱼（青鱼、草鱼、鲢鱼、鳙鱼）

和鲤鱼、鲫鱼、框鲤、武昌鱼、鲶鱼，但对石斑鱼、鳕

鱼、鳝鱼等不能检出。国外利用PCR方法检测鱼源性成

分的研究主要是针对海洋鱼类[31-32]。本研究建立的检测

鱼及其制品中鱼源性成分的PCR方法特异性强，能检出

的淡水鱼类占我国淡水养殖总量的70%以上，能检出的

海水鱼类占我国海水鱼产量的15%以上[2]，不能检出所有

鱼类，这是因为鱼类所处的生态环境、繁殖方式各异，

遗传变异方式多样，采用一对引物特异性检测所有鱼类

具有一定的困难[33]，但是可以作为前人建立的PCR方法

的补充，进一步扩大检测鱼的种类。我国为当今世界上

淡水养殖最为发达的国家之一以及考虑到国人的饮食习

惯，鱼制品多采用产量高且廉价的淡水鱼类，因此本方

法适用于检测大多数鱼制品中的鱼源性成分。

所建立的食品中鱼源性成分PCR检测方法的灵敏度

较高，无论是肉样混合还是DNA混合均可做到0.5%水平

而SB/T 10379—2012《速冻调制食品》中规定鱼类速冻

调制食品的命名中应含主料不小于8%[34]，该方法的检出

限满足要求，可对食品标签的真实性进行监控，从而保

障消费者的权益和健康，维护市场秩序，同时为鱼制品

中鱼源性成分检测方法的标准化提供了依据。
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