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不同食品加工方式对提取鮟鱇鱼肉 DNA的影响 
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(1. 南京工业大学食品与轻工学院, 南京  210009; 2. 江苏省食品安全快速检测公共技术服务中心, 南京  210009) 

摘  要: 目的  鮟鮟研究不同食品加工方式对提取 鱼肉 DNA 的影响。方法  以实时荧光 PCR 方法检测鮟鮟

鱼成分标准为例, 采取水煮、微波、油炸 3种处理方式, 选用试剂盒提取 DNA, 利用核酸蛋白测定仪测定其在

260 nm、280 nm处的吸光度, 通过 A260来计算核酸浓度, A260/A280来评估核酸的纯度。以提取的 DNA为模

板, 进行实时荧光 PCR扩增。通过 Ct值判断不同加工方式对实时荧光 PCR结果的影响。结果  水煮、微波、

油炸 3 种加工方式中, 油炸对 DNA 的影响最明显, 当在高温下油炸时间过久会导致鱼肉焦糖化反应及蛋白质

变性严重, 变成具有一定孔隙的焦状物, 此时鱼肉在提取 DNA的过程中难以消化, 造成 DNA提取量少, 最终

导致实时荧光 PCR结果假阴性。而水煮、微波两种加工方式即使处理时间过久也没有对实时荧光 PCR结果产

生明显影响。结论  在鱼制品使用实时荧光 PCR方法检测时, 应充分考虑加工方式对鱼制品 DNA的影响。 
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Effects of different food processing methodson DNA quality of Lophius lituion 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the impact of several common food processing methodson DNA quality 

ofLophius lituion. Methods  The standard of real-time PCR method was used to detect DNA quality of Lophius 

lituion. Lophius lituion was processed by 3 different processing ways(water-boiling, microwave, frying). DNA was 

extracted by commercial DNA extractionkits.The purity of the DNA obtained from the samples was calculated 

according to A260/A280 values and the concentration of DNA was calculated by A260. The extracted DNA was 

amplified by real-time PCR. The influence of different processing methods on real-time PCR results was judged by 

Ct value. Results  Among the 3 kinds of processing methods, frying revealed the most damaging effect on DNA. 

Long-time frying wouldlead to the occurrence ofserious caramelization and protein denaturation.Fish was turned into 

a porous cokeand difficult to extract DNA, whichledto less extraction of DNA and false negative results in real-time 

PCR.However, boiling and microwave processinghad no significant impact on the results of real-time PCR, even if 

the processing time wastoo long. Conclusion  The effects of processing methods on DNA of fish products should be 

fully considered when using real-time PCR method for detecting fish products. 
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1  引  言 

实时荧光 PCR 法作为常见鱼类及其制品中鱼成分检

测的标准方法, 在进出口鱼产品及市场中鱼产品的掺假检

测中起到至关重要的作用。实时荧光 PCR法的第一步就是

提取样品的 DNA, DNA质量的好坏将直接影响到 PCR扩

增的实验结果[1]。市场上的鱼产品除了生鲜类还有种类繁

多的鱼制品。温度、pH、化学试剂、金属离子、剪切力等

对核酸的性质和结构都可能造成不同程度的破坏[2], 而这

些理化作用常发生在食品加工过程中。常见的食品加工方

式包括油炸、煮制、干燥、微波等。这些加工方式可能对

鱼肉的 DNA 产生影响, 从而影响实时荧光 PCR 结果, 这

可能对执法人员的判断产生误导。因此, 研究食品加工对

鱼肉 DNA 的影响有很重要的意义。本文以鮟鮟鱼成分检

测标准为例, 采用煮制、微波、油炸 3 种常见食品加工方

式处理鮟鮟鱼肉, 研究其对鱼肉 DNA 及实时荧光 PCR 结

果的影响。 

2  材料与方法 

2.1  样  品 

新鲜鮟鮟鱼, 购自南京当地超市, 20 ℃冷冻储存。 

2.2  仪器与试剂 

Sigma1-14 高速离心机 (德国 Sigma 公司 ); Light 

Cycler® 96实时荧光 PCR仪(瑞士 Roche公司); 核酸蛋白

测定仪 Biophotometer D30(德国 Eppendorf公司);  

High Pure PCR Template Preparation Kit(瑞士 Roche公

司); Premix Ex Tag (Probe qPCR)(大连宝生物工程有限公司); 

鮟鮟鱼特异性引物及探针均由上海生工生物有限公司合成。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品处理 

煮制: 鮟鮟鱼切丁, 取 1 cm3左右大小在不同温度下

(75、90、100 ℃), 用水煮制不同时间(0~120 min)。 

微波: 鮟鮟鱼切丁, 取 1 cm3 左右大小, 将微波炉调

至中高火(1000 W), 在微波炉中心位置处理不同时间(0~5 

min)。 

油炸: 鮟鮟鱼切丁, 取 1 cm3左右大小在不同温度下

(130、160、190 ℃), 油炸不同时间(0~12 min)。 

2.3.2  DNA 提取 

参照 High Pure PCR Template Preparation Kit试剂盒

的说明书操作。将提取好的 DNA置于20 ℃保存, 待后续

PCR扩增使用。 

2.3.3  DNA 浓度及纯度的测定 

用核酸蛋白测定仪检测样品中 DNA 的纯度

(A260/A280)及浓度 [3]。纯净的 DNA A260/A280 比值在

1.8>1.8考虑为RNA污染, DNA变性或降解, <1.7考虑为蛋

白质、酚污染[4]。 

2.3.4  实时荧光 PCR 检测 

使用标准SN/T 3589.2-2013上鮟鮟鱼的特异性引物及

探针序列。扩增反应在 LightCycler® 96PCR仪上进行。总

反应体积为 20 μL。其中 Premix Ex Tag 10 μL, 上下游引物

(10 μmol/L)各 0.8 μL, 探针(10 μmol/L)0.4 μL, 20~50 ng/μL

模板 DNA 1.6 μL, 灭菌水补足至 20 μL。上述反应体系在

95 ℃预变性 10 s, 变性 95 ℃ 5 s、退火 52 ℃10 s、延伸 72 ℃ 

34 s, 进行 40个循环。 

如 Ct 值≤35.0, 则判定为检测样品阳性; 如 Ct 值≥

40.0, 则判定为检测样品阴性; 如 35.0<Ct 值<40.0,则重复

一次。如再次扩增后 Ct值仍为<40.0, 则判定检测样品阳性; 

如再次扩增后 Ct值仍为≥40.0, 则判定检测样品阴性。 

3  结果与分析 

3.1  不同温度下煮制不同时间对鮟鱇鱼肉 DNA 的

影响 

在肉制品生产加工过程中, 根据加热杀菌的温度可

将加热肉制品分为低温肉制品、中温肉制品、高温肉制品。

其中低温肉制品是在较低温度下加热, 使肉制品的中心温

度达到 75~85 ℃[5,6]。中温肉制品是在 85~95 ℃的较高温度

下加热[6]。高温肉制品则是在 121 ℃下高温灭菌的肉制品
[6]。本实验以 75 ℃模拟低温肉制品加工, 以 90 ℃模拟中温

肉制品加工, 以及常见的加工温度 100 ℃分别在这 3 个温

度下煮制 30、60、90、120 min。利用核酸蛋白测定仪分

别测定 75、90、100 ℃下煮制不同时间后提取的 DNA 的

浓度(图 1~3)及纯度。新鲜鮟鮟鱼肉提取的 DNA的浓度在

47.3 ng/μL左右, A260/A280的值在 1.71左右。鮟鮟鱼肉在

75、90、100℃煮制不同时间后提取的 DNA的浓度分别为

30~57、25~65、27~48 ng/μL, A260/A280的值均在 1.6~1.9。

可见 DNA 的浓度与纯度均满足实时荧光 PCR 的要求, 且

经过加工的鮟鮟鱼肉与新鲜鮟鮟鱼肉的 DNA 的浓度与纯

度基本一致。DNA的浓度和纯度在不同温度、不同时间也

无明显差异。以不同温度(75、90、100 ℃)下煮制不同时间

(30、60、90、120 min)提取的鮟鮟鱼 DNA为模板, 对其进

行实时荧光 PCR 扩增, 结果见图 4~6。新鲜鮟鮟鱼 DNA

的 Ct 值在 17.8 左右, 经过煮制的鮟鮟鱼肉所提取的 DNA

均能扩增, 且 Ct值在 17.2~19.9。可见在 75、90、100 ℃下

煮制不同时间几乎不影响采用实时荧光 PCR 标准方法检测

鮟鮟鱼成分。在 100 ℃煮制 60 min后鱼肉开始松散, 超过一

般的工艺要求, 属于极限加工条件。因此, 可以认为煮制加

工对鮟鮟鱼肉使用实时荧光 PCR标准方法检测无影响。 

3.2  微波加热对鮟鱇鱼肉 DNA 的影响 

在中高火(1000 W)对鮟鮟鱼加热不同时间 (0.5~5.0 

min), 利用核酸蛋白测定仪测定所提取的 DNA 的浓度及

纯度, 结果见表 1。与新鲜鮟鮟鱼肉 DNA 相比, 微波处理
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过后的 DNA的浓度明显提高在 70~90 ng/μL, 可能是由于

鱼肉在微波加工过程中水分挥发, 当取相同质量的鱼肉提

取 DNA 时, 微波处理过后的鱼肉固体物含量明显高于新

鲜鱼肉及水煮鱼肉。因此造成提取的 DNA 浓度的明显提

高。A260/A280的值在 1.6~1.9, 均满足实时荧光 PCR的要

求, 且与新鲜鱼肉 DNA几乎一致。对所提取的 DNA进行

实时荧光 PCR扩增, 其结果见表 1。Ct值在 16.7~19.2, 与

新鲜鱼肉 DNA的 Ct值一致。在实验过程中当加热时间达

到 3 min时, 鮟鮟鱼肉已经明显变干, 变硬, 超过一般微波

加工的要求[7], 属于极限加工条件。因此加热时间确定为

0.5~5.0 min涵盖了实际生产中可能的加工要求。可以判断

微波加热对使用实时荧光 PCR 标准方法检测鮟鮟鱼成分

影响极小。 

 

图 1  75℃下煮制不同时间提取的鱼肉 DNA的浓度 

Fig. 1  The concentrations of DNA extracted from samples boiled at 
75 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

图 2  90 ℃下煮制不同时间提取的鱼肉 DNA的浓度 

Fig. 2  The concentrations of DNA extracted from samples boiled at 
90 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

图 3  100 ℃下煮制不同时间提取的鱼肉 DNA的浓度 

Fig. 3  The concentrations of DNA extracted from samples boiled at 
100 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

图 4  75℃下煮制不同时间提取的鱼肉 DNA实时荧光 PCR扩增

后的 Ct值 

Fig. 4  The Ct values of DNA extracted from samples boiled at 
75 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 
 

3.3  不同温度下油炸不同时间对鮟鱇鱼肉 DNA 的

影响 

油炸温度分为 5 种 : 高温 : 也称旺油 , 温度在

215~230 ℃; 稍高温: 也称热油, 温度在 180~200 ℃; 中温: 

也称温热油, 温度在 150~170 ℃; 低温: 也称温油, 温度在

110~150 ℃; 浸炸: 温度在 70~100 ℃。生产调味鱼罐头大

多经过油炸工序。我国目前罐头食品厂所采用的炸鱼工艺

大体是将油温先加热至 180~200 ℃, 然后将处理后的鱼块

在其中油炸[8], 油炸温度控制在 180 ℃, 油炸 4~5 min, 鱼

体表面金黄为宜[9-12]。本实验选择 130 ℃模拟低温油炸, 

160 ℃模拟中温油炸, 190 ℃模拟稍高温油炸。 
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图 5  90 ℃下煮制不同时间提取的鱼肉 DNA实时荧光 PCR扩增

后的 Ct值 

Fig. 5  The Ct values of DNA extracted from samples boiled at 
90 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

图 6  100 ℃下煮制不同时间提取的鱼肉DNA实时荧光 PCR扩增

后的 Ct值 

Fig. 6  The Ct values of DNA extracted from samples boiled at 
100 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3)

表 1  微波加热不同时间提取的 DNA 浓度和纯度及实时荧光 PCR 扩增后的 Ct 值 
Table 1  The concentrations and purities of DNA extracted from samplesmicrowavedat different time and the Ct values obtained by 

real-time PCR 

加热时间(min) Ct值 DNA浓度(ng/μL) A260/A280 

0 17.80±0.24b 47.31±2.19a 1.71±0.01a 

0.5 17.31±0.10b 77.31±1.63b 1.76±0.11b 

1.0 18.52±0.86c 71.34±7.00b 1.69±0.04a 

1.5 17.71±0.55b 70.03±2.97b 1.74±0.01b 

3.0 16.70±0.18a 76.61±7.85b 1.86±0.06c 

5.0 19.23±1.12c 89.70±5.37c 1.68±0.11a 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 同一列不同字母表示显著性差异(P<0.05, n=3) 

3.3.1  130 ℃油炸不同时间对鮟鱇鱼肉 DNA 的影响 

因为鱼块大小不同, 所需油炸的时间不定, 本实验样

品 1 cm3大小的鱼肉粒在 130 ℃油炸 2 min时已经达到工艺

要求的鱼体表面金黄, 鱼肉粒炸至 12 min时已经表面呈焦

黄状态。从图 7可以看出 DNA的浓度在 70~90 ng/μL, 相

比新鲜鮟鮟鱼肉, DNA 浓度明显提高, 可能是由于鱼肉在

油炸过程中水分挥发, 当取相同质量的鱼肉提取 DNA 时, 

油炸处理过后的鱼肉固体物含量明显高于新鲜鱼肉及水煮

鱼肉使得 DNA浓度提高。A260/A280的比值在 1.70~1.95, 

纯度较高, 可见试剂盒将蛋白质去除的较为彻底, 完全满

足荧光 PCR的要求。 

对所提取的 DNA进行实时荧光 PCR扩增, 结果见图

8。Ct值在 20.2~22.4, 可以看出鮟鮟鱼肉粒 130 ℃油炸 2~12 

min后虽然 Ct值比新鲜的鮟鮟鱼肉要稍高一点, 但是小于

35, 说明该加工条件下提取的 DNA仍满足荧光 PCR要求, 

不影响阳性样品的判断, 且不同时间的 Ct值基本一致。 

3.3.2  160℃油炸不同时间对鮟鱇鱼肉 DNA 的影响 

本实验样品 1 cm3大小的鱼肉粒在 160 ℃油炸 2 min

时已经炸至黄褐色, 达到工艺要求。DNA 的浓度在 40~60 

ng/μL(图 9),  A260/A280的比值在 1.60~1.75之间, 说明蛋

白质的污染较小。与新鲜的鮟鮟鱼肉相比, 浓度和纯度没

有明显区别。 

对所提取的 DNA进行实时荧光 PCR扩增, 结果见图

10, Ct值在 20.8~23.1, 比新鲜鮟鮟鱼肉的 Ct值稍高, 但是

Ct 值小于 35, 说明该加工条件下提取的 DNA 仍满足荧光

PCR 要求, 不影响阳性样品的判断。且不同时间的荧光

PCR结果基本一致。 

3.3.3  190 ℃油炸不同时间对鮟鱇鱼肉 DNA 的影响 

鮟鮟鱼粒 190 ℃油炸 2 min, 已经出现焦褐色, 油炸至

10 min, 鱼肉由于焦糖化反应及蛋白质变性严重, 变成具

有一定孔隙的焦状物。因此该加工条件属于极限加工条件, 

此后即便延长油炸时间, 鱼粒的感官形态也无明显改变。
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鱼肉油炸 10 min后提取 DNA的过程中, 肉组织难以消化, 

DNA的提取量锐减, 190 ℃油炸 10 min、12 min时, DNA

的浓度低至 6 ng/μL左右(图 11)。油炸 10 min以后, Ct值

明显变高(图 12), 影响到实时荧光 PCR 扩增, 可能造成假

阴性的判断, 从而影响食品的鉴定。 

3.3.4  不同温度油炸对鮟鱇鱼肉 DNA 浓度及实时荧光

PCR 结果的影响 

鱼肉经过在不同温度油炸后, 提取的 DNA 的浓度明

显不同, 随着温度升高, DNA 的浓度下降明显(图 13)。不

同温度油炸 2~8 min后提取鱼肉 DNA的过程中, 鱼肉消化 

完全, 造成 DNA提取浓度变低的主要原因是 DNA在不同

的温度下降解程度不同, 随着温度升高, 降解越严重。油炸

10min后, 鱼肉在提取 DNA的过程中出现难以消化的现象, 

190℃油炸过后的鱼肉尤为明显, 此时, 造成 DNA 浓度变

低的原因除了 DNA 降解外还有鱼肉油炸过程中随着温度

的升高, 焦糖化反应及蛋白质变性严重, 鱼肉难消化。鱼肉

在 130 ℃和 160 ℃油炸不同时间后提取的DNA经过实时荧

光 PCR扩增后的 Ct值基本一致, 190 ℃油炸 10 min以内, 

其结果也与 130 ℃、160 ℃一致, 而 10 min之后则 Ct值明

显变高(图 14), 这与 DNA浓度的降低的结果是一致的。 

 

 

图 7  130 ℃下油炸不同时间提取的鱼肉 DNA的浓度 

Fig. 7  The concentrations of DNA extracted from samples fried at 
130 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

图 8  130 ℃下油炸不同时间提取的鱼肉DNA实时荧光 PCR扩增

后的 Ct值 

Fig. 8  The Ct values of DNA extracted from samples fried at 
130 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

 

图 9  160 ℃下油炸不同时间提取的鱼肉 DNA的浓度 

Fig. 9  The concentrations of DNA extracted from samples fried at 
160 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

图 10  160℃下油炸不同时间提取的鱼肉 DNA实时荧光 PCR扩

增后的 Ct值 

Fig. 10  The Ct values of DNA extracted from samples fried at 
160 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 
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图 11  190 ℃下油炸不同时间提取的鱼肉 DNA的浓度 

Fig. 11  The concentrationsof DNA extracted from samples fried at 
190 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

图 12  190 ℃下油炸不同时间提取的鱼肉 DNA实时荧光 PCR扩

增后的 Ct值 

Fig. 12  The Ct values of DNA extracted from samples fried at 
190 ℃ for different time 

注: 采用 Duncan’s multiple range test方法分析, 不同字母表示显

著性差异(P<0.05, n=3) 

 

 

图 13  3种温度下油炸不同时间后提取的鱼肉 DNA浓度(n=3) 

Fig. 13  The concentrations of DNA extracted from samples fried at 
3temperatures for different time (n=3) 

 

图 14  3种温度下油炸不同时间提取的鱼肉 DNA实时荧光 PCR

扩增后的 Ct值(n=3) 

Fig. 14  The Ct values of DNA extracted from samples fried at 3 
temperatures for different time(n=3) 

 
4  结论与讨论 

Meyer等[13]研究表明, 热处理、核酸酶、pH在一定条

件下会造成 DNA的降解。Kharazmi等[14]的研究表明机械

处理及热处理对大豆、玉米、土豆的 DNA 有降解作用。

黄娅琳[15]研究发现动物肌肉在沸水中加热 80min 提取的

DNA 的 PCR 扩增产物条带明显变弱。韩冬等[16]研究发现

煮沸对鲑鱼、大眼金枪鱼、蓝点马鲛和鹰爪虾的 DNA 的

降解最严重, 基因组DNA长链被严重切短, 无完整的基因

组 DNA 存在。本实验研究了水煮、微波、油炸 3 种常见

的鱼肉加工方式, 并且对加工时间延长以探索加工方式和

加工时间对鱼肉 DNA及后续实时荧光 PCR的影响。发现 

水煮及微波处理虽然加工时间远超过常用的加工时间, 但

是对实时荧光 PCR的影响几乎可以忽略。这是由于标准中

的鮟鮟鱼特异性引物扩增出的目的片段大小仅 163 bp左右, 

即使鮟鮟鱼肉 DNA 在水煮和微波过程中有降解, 但是降

解片段的大小仍能满足标准的要求。而在 190 ℃高温油炸

10min 后, 一方面 DNA 的片段降解严重, 另一方面鱼肉

DNA难以提取, 已经不能满足标准的要求。 

本研究表明, 在一些极限加工条件下会对鱼肉 DNA

的提取造成困难, 并且对DNA有降解作用, 会对实时荧光

PCR 的结果造成假阴性, 从而影响执法人员的判断。因此

在执法过程中必须考虑食品加工方式对 DNA的影响。 
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