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摘  要: 目的  建立菲律宾蛤仔成分 Taqman 荧光 PCR 定性检测方法。方法  根据菲律宾蛤仔线粒体细胞色

素氧化酶 CoxI 基因中的保守基因序列设计一对菲律宾蛤仔特异性引物, 通过 Taqman 荧光 PCR 法进行 PCR

扩增反应, 对菲律宾蛤仔成分进行特异性检测。结果  该方法的引物对于菲律宾蛤仔成分的特异性良好; 菲

律宾蛤仔 DNA 检出限为 0.04 ng/μL, 可达菲律宾蛤仔肉粉质量分数的 0.001%。通过对市售菲律宾蛤仔制品的

检测, 该方法可检测出制品中的菲律宾蛤仔成分。结论  该检测方法特异性强, 灵敏度高, 能够用于食品中菲

律宾蛤仔成分的真实性鉴别。 
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Taqman fluorescent PCR method for rapid identification of Ruditapes 
philippinarumus and its products 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method of qualitative detection of Ruditapes philippinarumus by Taqman 

fluorescence PCR. Methods  A pair of Ruditapes philippinarumus specific primers were designed according to 

conservative gene sequence in the CoxI gene of the mitochondrial cytochrome oxidase of Ruditapes philippinarumus. 

The PCR amplification reaction was carried out by Taqman fluorescence PCR method, and the specificity of the 

Ruditapes philippinarumus was tested. Results  The specificity was good between primers and Ruditapes 

philippinarumus DNA. Ruditapes philippinarumus DNA detection limit was 0.04 ng/μL, which could reach 0.001% 

of the mass fraction of Ruditapes philippinarumus meat powder. Conclusion  This method is highly specific and 

sensitive, which can be used for the identification of the authenticity of Ruditapes philippinarumus in the food. 
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1  引  言 

菲律宾蛤仔是贝壳类海产品, 隶属蛤仔属、帘蛤科, 

学名菲律宾蛤仔, 南方俗称花蛤, 辽宁称蚬子, 山东称蛤

蜊。菲律宾蛤仔适应性强(广温、广盐)、分布广、离水存

活时间长, 是一种适合人工高密度养殖的优良贝类, 是我
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国主要海产经济贝类之一[1-3]。蛤仔属在中国有 2 种, 即菲

律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)和杂色蛤仔(Ruditapes 
variegata)[4]。与菲律宾蛤仔相比, 杂色蛤仔是一种野生种

类, 在我国只分布在福建平潭以南地区, 且成熟个体小、

售价低[5]。传统方法可以通过形态学特征对菲律宾蛤仔进

行判断, 但是作为近缘物种的 2 种蛤仔在地理分布上有重

叠而外表又非常相似, 加工后的冻煮蛤肉和干蛤形态差异

更加细微, 传统的形态学特征识别方法存在识别困难与识

别错误等问题, 给菲律宾蛤仔育苗养殖、出口创汇带来一

定困扰。基因信息快速进化并呈母系遗传的线粒体 DNA

是种群遗传学和进化遗传学的理想研究对象。菲律宾蛤仔

与其他近源物种的序列相似度在 85%~94%之间, 而 CoxI

基因序列有较大差异, 目前, 贝类动物的分子检测主要集

中于这一序列[6]。目前, 仅有刘相全等[7]建立的 2 种蛤仔扩

增片段长度多态性(amplified fragment length polymorphism, 

AFLP)检测方法, 但是该方法操作繁琐、耗时长, 针对日益

增长的杂色蛤出口现状, 尤其进出口检验领域, 亟需一种

简捷、灵敏、特异性好的快速检测方法。因此, 建立实时

荧光 PCR 法对菲律宾蛤仔进行物种识别、菲律宾蛤仔的物

种保护、系统发育研究、菲律宾蛤仔产品出口等领域均具

有现实意义。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

DP324海洋动物基因组 DNA提取试剂盒(天根生物公

司); DP305 植物基因组 DNA 提取试剂盒(天根生物公司); 

Premix Ex Taq(TaKaRa 中国公司); 琼脂糖(北京沃比森科

技有限公司); 引物(上海生工生物公司)。菲律宾蛤仔、杂

色蛤仔、乌蚬蛤、飞蛤、青蛤、紫石房蛤、日本镜蛤、四

角蛤、白蛤、车蛤、丽文蛤、波纹巴非蛤、螠蛏、大竹蛏、

长竹蛏、泥蚶、魁蚶、虹光亮樱蛤、凸壳肌蛤、条纹短齿

蛤、日本肌蛤、脆壳肌蛤、织纹螺、虾夷扇贝、栉孔扇贝、

海湾扇贝、栉江珧、近江牡、长牡蛎、真牡蛎、褶牡蛎、

密鳞牡蛎、欧洲牡蛎、澳洲牡蛎、希腊牡蛎、鲫鱼、草鱼、

鲤鱼、鳙鱼、玉米、小麦、菲律宾蛤仔制品购于大连各水

产市场和超市。 

2.2  仪器与设备 

7500 Fast PCR仪(美国 ABI公司); GelDoc 凝胶成像系

统(美国 Bio-Rad 公司); nanodrop 2000 超微量分光光度计

(美国 Thermo Fisher 公司)。 

2.3  方  法 

2.3.1  引物和探针 

通过 Ruditapes philippinarumus CoxI 序列的比对分析, 

在序列的差异处设计特异性引物。上游引物序列为 : 

5’-ggttgaacagtctaccctcc-3’; 下 游 引 物 序 列 为 : 

5’-gctaacatactactacgcaaaa-3’; 探 针 序 列 为 : 

5’-tctcttcacgtaggtggtgtctcttcaatt-3’。将设计好的引物在美国

国立生物技术信息中心 (National Center for Biotechnology 

Information, NCBI)中, 利用 primer blast程序选择 nr数据库, 

进行引物的特异性分析, 如图 1 结果所示: 在返回的结果

中, 只有 Ruditapes philippinarumus 的物种能和所设计的引

物完全互补结合, 菲律宾蛤仔 CoxI 目的片段上游引物、下

游引物、探针序列与杂色蛤仔、文蛤、血蚶、青蛤、栉孔

扇贝均有较大的差异性, 通过和其他帘蛤科序列比对也无

相似性位点, PCR 检测没有检验到完全匹配的其他物种, 

证明引物的特异性较好。 

 

 
 

图 1  菲律宾蛤仔引物、探针特异性 

Fig. 1  Specific primers and probe of Ruditapes philippinarumus. 
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2.3.2  DNA 模板制备 

使用海洋动物基因组 DNA 提取试剂盒, 提取 100 mg

上述样品的总 DNA; 使用植物基因组 DNA 提取试剂盒, 

提取 100 mg 上述植物类样品的总 DNA。 

2.4  方法评价 

2.4.1  引物的特异性 

利用上述引物对菲律宾蛤仔及其他 41 份非菲律宾蛤

仔动植物样品 DNA 进行实时荧光 PCR 扩增。荧光 PCR 反

应体系为 20 μL, 包含 Premix 反应液 10 μL、模板 DNA 1 

μL、引物探针各 1 μL、灭菌双蒸水 6 μL。反应条件为: 95 ℃

预变性 30 s; 94 ℃变性 5 s、58 ℃退火延伸 33 s, 40 个循环。 

2.4.2  检测灵敏度 

将菲律宾蛤仔 DNA 梯度稀释, 进行 DNA浓度灵敏度

实验, 制备成 50、10、1、0.2、0.04、0.008 ng/μL 6 个浓度

梯度样品; 将鲫鱼肉粉与菲律宾蛤仔肉粉混合配制成含菲

律宾蛤仔成分质量分数 10%、1%、0.1%、0.01%、0.001%

的梯度混合样品, 进行模拟样品灵敏度实验。 

2.4.3  方法应用 

市售菲律宾蛤仔制品主要为冻煮菲律宾蛤仔肉和干

菲律宾蛤仔肉, 收集冻煮菲律宾蛤仔肉 15 份、干菲律宾蛤

仔肉 15 份, 利用所建立的 Taqman 荧光 PCR 检测方法测定

其菲律宾蛤仔成分。 

3  结果与分析 

3.1  DNA 质量分析 

Nanodrop2000 在 260 nm 和 280 nm 测定样品提取

DNA OD 值, 所有提取 DNA260/280 值均为 1.8~2.0, 表明所

有抽提的 DNA 适用于 PCR 检测。 

3.2  引物的特异性结果 

提取菲律宾蛤仔样品和 41 份其他动植物样品 DNA, 以

100 ng DNA 作为模板进行 6 次重复实验, 只有菲律宾蛤仔样

本出现显著扩增, 5 次平行反应的 Ct 值为 11.278±0.52, 同属杂

色蛤仔样品、41 种常见其他动植样品均无明显扩增曲线(图 2)。 

3.3  灵敏度检测结果 

使用 5 倍梯度稀释的菲律宾蛤仔总 DNA 作为模板进

行荧光 PCR检测, 当 DNA浓度≥0.04 ng/μL时均可特异扩

增, 见图 3, 结果表明菲律宾蛤仔基因组 DNA 检测灵敏度

可达 0.04 ng/μL。将鲫鱼肉粉与菲律宾蛤仔肉粉配制成质

量分数的梯度混合样品进行荧光 PCR 扩增 , 浓度

0.001%~10%样品出现稳定扩增曲线, 结果显示模拟样品

检出限可达 0.001%菲律宾蛤仔肉粉(质量分数), 见图 4。 

3.4  市售菲律宾蛤仔制品检测结果 

所购冻煮蛤肉和蛤肉干品检测结果见表 1。其中冻煮

蛤肉均出现阳性结果, 蛤肉干品有 3 个样品为阴性结果。 

 

 
 

1: 菲律宾蛤仔; 2~42: 41 种非菲律宾蛤仔动植物样品 

图 2  菲律宾蛤仔引物特异性检测 

Fig. 2  Specific detection of primers in Ruditapes philippinarumus 
 

 
 

1: 1.0 ng/μL 扩增结果; 2: 0.2 ng/μL 扩增结果; 3: 0.04 ng/μL 扩增结

果; 4: 空白对照。 

图 3  菲律宾蛤仔 DNA 浓度灵敏度检测 

Fig. 3  Sensitivity detection of Ruditapes philippinarumus DNA 
 

 
 

1~5: 质量分分别为 1%、0.1%、0.01%、0.001%、0.0001%的扩增

结果; 6: 空白对照。 

图 4  菲律宾蛤仔模拟样品灵敏度检测 

Fig. 4  Sensitivity detection of Ruditapes philippinarumus simulated 
samples 
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表 1  市售菲律宾蛤仔制品检测 
Table 1  Detection of Ruditapes philippinarumus products 

样品品种 样品数量 菲律宾蛤仔源性阳性数量 菲律宾蛤仔源性阳性数量比例(%) 

冻煮蛤肉 15 15 100 

蛤肉干品 15 12 80 

 
 

4  结  论 

因为以传统学方法较难区分和习惯原因, 出口贸易

中通常菲律宾蛤仔也被称为杂色蛤, 给菲律宾蛤仔成品出

口带来一定的混淆性, 也给以杂色蛤仔掺假或以次充好提

供了一定的条件。本文用 DNA 技术检测菲律宾蛤仔及其

他 34 种帘蛤科同科蛤蜊物种, 建立的荧光 PCR 检测方法

针对菲律宾蛤仔具有良好的特异性, 可以完全区分菲律宾

蛤仔和其他 34 种帘蛤物种, 对近缘的同属的杂色蛤仔也

可以甄别检测。 

采用 DNA 技术鉴定动物物种是物种识别方法中最为

热门也是发展最快的分子技术。实时荧光 PCR 是 DNA 技

术鉴定中快捷高效的技术之一, 指在 DNA扩增反应中, 以

荧光化学物质测每次聚合酶链式反应(PCR)循环后 Taqman

探针报告基团荧光强度的方法[8-12]。而国内目前仍未有使

用荧光 PCR 技术进行菲律宾蛤仔成分定性检测的报道, 本

研究是国内首次采用荧光 PCR 技术对菲律宾蛤仔成分进

行定性检测。 

Taqman荧光PCR检测方法相对于染料法灵敏度更高, 

兼顾简单方便、特异性好等特点[13-16]。本研究所建立的菲

律宾蛤仔成分 Taqman 荧光 PCR 检测方法具有良好的特异

性; 菲律宾蛤仔基因组 DNA 检测灵敏度可达 0.04 ng/μL, 

模拟样品灵敏度检测可达 0.001%菲律宾蛤仔肉粉(质量分

数), 满足日常检测的要求。市售实际样品的检测结果表明

该方法具有很强的实用性。所选样品菲律宾蛤仔冻煮蛤肉

和蛤肉干品, 由于在生产过程中需要经过一系列的复杂精

细加工, DNA 受到很大程度的破坏, 相对于传统形态学方

法很难鉴别溯源加工后的蛤肉, 荧光 PCR 检测方法可以检

测出菲律宾蛤仔成分, 可应用于冻煮蛤肉和蛤肉干品中菲

律宾蛤仔成分的鉴定。因此 , 本文建立的菲律宾蛤仔

Taqman 荧光 PCR 检测方法可对进出口菲律宾蛤仔制品提

供有效的监管手段和技术支撑。 
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