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实时荧光定量 PCR法鉴别俄罗斯鲟鱼子酱分子 

万  超, 代  弟, 屈  菲, 徐君怡, 贾  赟* 
(大连海关, 大连  116001) 

摘  要: 目的  建立鉴别荧光定量 PCR 法鉴别俄罗斯鲟鱼子酱的方法。方法  以鲟形目 16 种鱼类 D-LOOP

基因序列作为目的基因进行比对, 选择差异序列设计俄罗斯鲟特异性引物, 构建俄罗斯鲟源性成分实时荧光

PCR 检测方法。结果  通过特异性检测同目 7 种近源物种、46 种非近源物种, 表明该方法对于俄罗斯鲟源性

成分具有较好的特异性; 进行梯度稀释灵敏度检测, 可检出 0.1 ng/μL 俄罗斯鲟 DNA。通过对市售 6 种鱼子酱

共 35 个样本进行检测, 可检测出鱼子酱中的俄罗斯鲟成分。结论  该荧光检测方法特异性强、灵敏度较高, 适

用于鱼子酱中俄罗斯鲟源性成分的鉴定检测。 
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Identification of Acipenser gueldenstaedtii caviar molecules by real-time 
fluorescence quantitative PCR 

WAN Chao, DAI Di, QU Fei, XU Jun-Yi, JIA Yun* 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the identification of Acipenser gueldenstaedtii by fluorescence 

quantitative PCR. Methods  The D-Loop gene sequences of 16 species of Acipenser were compared as the target 

genes. The specific primers were designed to construct a real-time fluorescent PCR method for the detection of 

Acipenser gueldenstaedtii derived components. Results  Through the specific detection of seven species of proximal 

origin and 46 species of non-proximal origin in the same order, it showed that this method had good specificity for 

the composition of Acipenser gueldenstaedtii. Gradient dilution sensitivity detection was performed to detect 0.1 ng/L 

DNA of Acipenser gueldenstaedtii. Through the detection of six kinds of caviar sold in the market (35 samples), the 

fluorescence method could detect the Acipenser gueldenstaedtii in caviar. Conclusion  The fluorescence detection 

method is specific and sensitive, and it is suitable for the identification and detection of Acipenser gueldenstaedtii. 
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0  引  言 

根据联合国粮农组织的定义, 仅鲟形目鱼类的鱼卵

产品才能被称为鱼子酱, 其他的鱼类来源的鱼卵制品则归

类为“鱼子酱代用品”[1‒2]。同时, 全世界共有 26 种鲟鱼, 仅
欧鳇、俄罗斯鲟、史氏鲟、闪光鲟、西伯利亚鲟、美洲匙

吻鲟等 6 种鲟类的卵可制成鱼子酱。又以欧鳇、俄罗斯鲟、

闪光鲟鱼子酱价格口感最好, 深受消费者喜欢[3‒5]。同时, 
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不同鱼子酱的营养价值也有差异。以俄罗斯鲟和西伯利亚

鲟鱼子酱为例, 俄罗斯鲟鱼卵中粗蛋白水分和粗灰分含

量、各种氨基酸含量均高于西伯利亚鲟鱼卵, 俄罗斯鲟鱼

卵中必需氨基酸, 俄罗斯鲟鱼卵的营养价值优于西伯利亚

鲟鱼卵[6]。 
但是 , 由于鲟形目鱼类广泛存在种间杂交现象和

养殖场长期配种传代忽视了亲鱼的遗传背景问题, 导致

亲本不纯、种质混乱、遗传背景不清等情况。由俄罗斯

鲟鱼卵制成的鱼子酱虽然是市场上最昂贵的鱼子酱之

一 , 但鱼子酱售价差别巨大(国际市场价格俄罗斯鲟鱼

子酱约 1000~2000€/kg, 西伯利亚鲟约为 300€/kg), 混乱

销售, 以次充好的情况屡有发生。鱼子酱仅以外观分辨, 
很难判断其物种来源 , 因此 , 建立一种特异、灵敏的俄

罗斯鲟及其制品鉴定方法对于俄罗斯鲟种质鉴定、育种

筛选、分子铭牌溯源具有重要的经济和现实意义。同时, 
该方法也可以对俄罗斯鲟相关制品进行分子鉴定和溯

源 [1‒2]。本研究所采用的实时荧光定量 PCR 法 (SYBR 
Green 荧光 PCR), 是在 PCR 反应体系中加入荧光染料

SYBR Green, 其可特异性地掺入 DNA 双链并发射荧光

信号, 利用荧光信号积累实时监测整个 PCR 进程的分析

方法 , 该方法具有准确、快速、简便的特点 , 在物种鉴

定领域有着广泛应用。鲟类物种鉴定多采用普通 PCR、

微卫星 DNA、DNA 条码等方法, SYBR Green 荧光染料

法检测俄罗斯鲟物种尚未见相关研究 [7‒12]。本研究采用

实时荧光定量 PCR 法鉴别俄罗斯鲟鱼子酱分子, 以期相

关检测机构提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

Premix Ex Taq(SYBR Premix Ex Taq)缓冲体系、植物

基因组 DNA 提取试剂盒(DP254)、海洋动物基因组 DNA
提取试剂盒(DP332)[天根生化科技(北京)有限公司]; 琼脂

糖(上海吉至生化科技有限公司); 引物(上海生工生物公司

合成)。 
俄罗斯鲟、匙吻鲟、西伯利亚鲟、欧鳇、闪光鲟、

史氏鲟、小体鲟(北京市水产科学研究所鲟鱼繁育基地); 
俄罗斯鲟、匙吻鲟、西伯利亚鲟、欧鳇、闪光鲟、史氏

鲟鱼子酱购于北京、大连、广州等地市场和超市; 南蓝鳕、

黑线鳕、黑鳕、阿拉斯加鳕鱼、细鳞壮鳕、拟庸鲽、大

西洋鳕、太平洋鳕、绿青鳕、北太平洋无须鳕、牙鲆、

多宝鱼、大菱鲆、大西洋鲑、红鱼、大马哈鱼、大泷六

线鱼、中国花鲈、大西洋蓝枪鱼、大黄鱼、银枪鱼、条

纹四鳍旗鱼、舌头鱼、黄盖鲽、太平洋鲱、蓝鳍金枪鱼、

大目金枪鱼、黄鳍金枪鱼、黑点褐胸鳝、日本鳗、双髻

鲨、高鳍真鲨、鲫鱼、鲤鱼、草鱼、鳙鱼、鸭、鸡、鹅、

牛、猪、大米、绿豆、大豆、玉米、小麦等购于大连各

水产市场和超市。 

1.2  仪器与设备 

Nanodrop 2000 超微量分光光度计 (美国 Thermo 
Fisher 公司); V7 实时荧光定量 PCR 仪(美国 ABI 公司); Gel 
Doc 凝胶成像检测系统(美国 Bio-Rad 公司)。 

1.3  实验方法 
1.3.1  提取 DNA 

取上述组织样品各 100 mg, 分别使用海洋动物基因

组 DNA 提取试剂盒和植物基因组 DNA 提取试剂盒提取总

DNA。 
1.3.2  引物设计 

通过 Acipenser gueldenstaedtii CoxI 序列的比对分析, 
根据序列差异设计俄罗斯鲟特异性引物。上游引物序列为: 
5’-TATACACCATTATCTCTATGT-3’; 下游引物序列为 : 
5’- GCACAGACTATGTGGTATCCAGAA-3’。  
1.3.3  引物的特异性检测 

利用上述引物对俄罗斯鲟及其他 6 种鲟形目鱼类、46
份非鲟形目动植物样品 DNA 进行实时荧光 PCR 扩增。荧

光 PCR 反应体系为 25 μL, 包含 SYBR Premix 反应液  
12.5 μL、模板 DNA 1 μL、引物各 1 μL、灭菌双蒸水 10.5 μL。

反应条件为: 预变性 95 ℃ 30 s; 变性 95 ℃ 5 s、60 ℃退火

延伸 30 s, 42 个循环。 
1.3.4  灵敏度的检测 

俄罗斯鲟 DNA 梯度稀释, 制备成 100、10、1、0.1、
0.01 ng/μL、5 个浓度梯度样品, 进行 DNA 浓度灵敏度

实验。 
1.3.5  市售俄罗斯鲟制品的检测 

市售俄罗斯鲟、匙吻鲟、西伯利亚鲟、欧鳇、闪光鲟、

史氏鲟各 5~10 份, 利用所建立的 SYBR Green 荧光 PCR
检测方法测定其俄罗斯鲟成分。 

2  结果与分析 

2.1  DNA 质量分析 

以 Nanodrop2000 测定样品提取样品 DNA OD 值, 样
品提取的 DNA OD260/280 值在 1.8~2.0 之间(见表 1, 其中小

体鲟值为 1.61、史氏鲟为 1.79)。结果表明, 抽提的 DNA
均适用于 PCR 检测。 

2.2  引物的特异性结果 

以俄罗斯鲟样品 DNA 和其他 6 种鲟形目鱼类、46 份

非鲟形目动植物样品 DNA, 各 100 ng DNA 作为模板进行

3 次重复 PCR 特异性实验, 俄罗斯鲟样本有显著扩增, 3 次

平行反应的 Ct 值为 18.7±0.15, 其余 6 种鲟形目鱼类、46
份非鲟形目动植物样品均无明显扩增曲线, 表明本方法对

俄罗斯鲟成分的具有良好特异性(图 1)。 
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表 1  部分样品提取 DNA Nano Drop 2000 的检测结果 
Table 1  Detection results of DNA Nano Drop 2000 extracted 

from some samples 

样品 核酸浓度/(ng/µL) OD260/280 

欧鳇(肉) 120±2.31 1.99±0.03 

小体鲟(肉) 412±1.56 1.61±0.11 

史氏鲟(肉) 180.6±2.15 1.79±0.04 

俄罗斯鲟(肉) 135.1±1.37 1.85±0.06 

西伯利亚鲟(肉) 201.2±2.44 1.83±0.07 

达氏鲟(肉) 354±0.47 1.98±0.12 

太平洋无须鳕 162.5±1.55 1.83±0.14 

大西洋鳕鱼 418.3±0.43 1.96±0.05 

绿青鳕 456.8±1.25 1.87±0.12 

太平洋鳕 143.7±2.43 1.94±0.04 

黑线鳕 198.7±0.14 1.83±0.04 

2.3  灵敏度检测结果 

以 10 倍梯度稀释的俄罗斯鲟 DNA 进行俄罗斯鲟

成分的荧光 PCR 梯度检测 , 检测方法的灵敏度 , 当

DNA 浓度≥0.1 ng/μL 时样品均可扩增(见图 2), 结果显

示该检测方法对俄罗斯鲟基因组 DNA 检测灵敏度可达

0.1 ng/μL。  

2.4  市售俄罗斯鲟制品检测结果   

所购鱼子酱 SYBR Green 荧光 PCR 检测结果见表 2。
其中 10 份俄罗斯鲟鱼子酱均出现阳性扩增曲线, 5 份匙吻

鲟、5 份西伯利亚鲟、5 份欧鳇、5 份闪光鲟、5 份史氏鲟

鱼子酱均为阴性结果, 但 1 份欧鳇样本也呈阳性。考虑俄

罗斯鱼子酱与欧鳇鱼子酱价格差别较大的原因, 欧鳇鱼子

酱检出俄罗斯源性成分可能有以次充好、掺假的可能。该

检测结果表明该方法可以对市售俄罗斯鲟鱼子酱进行鉴定, 
实用效果好。 

 

 
 

注: 1. 俄罗斯鲟; 2. 达氏鲟; 3. 史氏鲟; 4. 西伯利亚鲟; 5. 小体鲟; 6. 闪光鲟; 7. 欧鳇; 8. 空白对照; 9~52. 非鲟形目动植物样品。 
b.熔解曲线 

图 1  俄罗斯鲟引物特异性检测 
Fig.1  Detection of specificity of primers for Acipenser gueldenstaedtii 
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注: 1. 100 ng/μL 扩增结果; 2. 10 ng/μL 扩增结果; 3. 1 ng/μL 扩增结果; 4. 0.1 ng/μL 扩增结果; 5. 0.01 ng/μL 扩增结果; 6 空白对照。 
图 2  俄罗斯鲟 DNA 浓度灵敏度检测。 

Fig.2  Sensitivity detection of Acipenser gueldenstaedtii DNA 
 

表 2  市售俄罗斯鲟制品的俄罗斯鲟源性检测 
Table 2  Detection of Acipenser gueldenstaedtii sources in 

Acipenser gueldenstaedtii products. 

鱼子酱品种 数量 俄罗斯鲟阳性数量 阳性比例/% 

俄罗斯鲟 10 10 100 

匙吻鲟 5 5 0 

西伯利亚鲟 5 5 0 

欧鳇 5 4 20 

闪光鲟 5 5 0 

史氏鲟 5 5 0 

 

3  结束语 

中国海关数据显示, 2013年至 2018年间, 中国鱼子酱

出口数量增长 5 倍。我国成为全球第一大鱼子酱生产国, 
为全球提供 70%的鱼子酱, 由鲟鱼卵加工而成的鱼子酱走

出国门, 成为驰名中外的高档营养食品。因此鱼子酱销售

中以次充好, 以假充真的事件屡屡发生, 严重危害了消费

者切身利益。有报道商家用破碎鱼子和鱼脂合成人工鱼子

酱冒充俄罗斯鲟鱼子酱销售的案例, 而我国也常有贩卖假

俄罗斯鲟鱼子酱的案例出现。作为鲟鱼制品鉴定方法, 荧
光 PCR 检测技术日益成熟, 相比其他方法, 流程简单、具

有快速检测的优势。 

本研究的难点在于鲟鱼可能因为生活环境类似, 进
化差异较小, 导致近源物种繁多, 基因序列相对保守, 难
以筛选中合适的差异性位点作为待选引物序列。本文通过

基因大量比对, 对鲟鱼物种 PanI、Its、cytb 等基因进行序

列比对, 发现 D-loop 为合适的靶基因位点, 该结论与 DNA
条码目的基因结论多有差异[13‒16]。这也为分析鲟鱼物种、

建立相关核酸检测方法, 提供了一定技术基础。本研究建

立的俄罗斯鲟鱼子酱荧光 PCR 检测方法具有很好的特异

性, 俄罗斯鲟基因组检测DNA灵敏度可达 0.1 ng/μL, 可用

于俄罗斯鲟鱼子酱物种鉴定和相关制品的成分溯源。市售

实际样品的检测结果表明该方法具有很强的实用性, 欧鳇

鱼子酱样品可能存在物种混杂的现象, 该检测方法满足日

常检测的要求。 
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