
第 10 卷 第 13 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 10 No. 13 

2019 年 7 月 Journal of Food Safety and Quality Jul. , 2019 

 

                            

基金项目: 广东省食品药品监督管理局科技创新项目(2018TDZ05) 

Fund: Supported by the Science and Technology Innovation Project of Guangdong Food and Drug Administration (2018TDZ05) 

*通讯作者: 周露, 博士, 高级工程师, 主要研究方向为食品生物安全。E-mail: zhoulu1982@sohu.com 

*Corresponding author: ZHOU Lu, Ph.D, Senior Engineer, Guangdong Institute of Food Inspection, Guangzhou 510435, China. E-mail: 
zhoulu1982@sohu.com 

 

双重实时荧光 PCR法鉴别大西洋鲑鱼和虹鳟鱼 

周  露*, 丁清龙, 杨  晨, 杨丹婷, 苏章庭 

(广东省食品检验所, 广州  510435) 

摘  要: 目的  建立双重实时荧光 PCR 法同时鉴别大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的检测方法。方法  在现有单一物种

检测方法的基础上, 应用多重实时荧光 PCR 检测技术对大西洋鲑鱼和虹鳟鱼同时进行检测, 并对 PCR 反应时

间和反应温度进行优化。结果  该方法通过 1 管 PCR 反应实现对大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的同时鉴别, 反应时间

缩短至 1 h 以内, 方法的特异性好, 灵敏度可达到 0.1%(DNA 质量分数)。结论  该方法检测效果好、时间短、

成本低, 可为监管部门解决三文鱼市场监管问题提供技术手段。 
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Simultaneous identification of Salmo salar and Oncorhynchus mykiss by 
dual real-time PCR 

ZHOU Lu*, DING Qing-Long, YANG Chen, YANG Dan-Ting, SU Zhang-Ting 

(Guangdong Institute of Food Inspection, Guangzhou 510435, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous identification of Salmo salar and 

Oncorhynchus Mykiss by dual real-time PCR. Methods  On the basis of the reported single species detection 

method, multiple real-time PCR technology was applied to simultaneous identification of Salmo salar and 

Oncorhynchus mykiss, and the PCR reaction time and reaction temperature were optimized. Results  The method 

could identify Salmo salar and Oncorhynchus mykiss by one PCR reaction, and the reaction time was shortened to 

less than 1 h. The specificity was well, and the sensitivity was up to 0.1% (DNA mass percent). Conclusion  This 

method has the advantages of good detection effect, short operation time and low detection cost, which can provide 

technical support for the supervision department to solve problems of salmon market. 
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1  引  言 

三文鱼是世界著名的高值经济鱼类之一, 其肉质鲜

嫩, 鱼肉中富含 ω-3 不饱和脂肪酸, 营养丰富, 是深受中

国老百姓喜爱的一种水产品[14]。在中国市场上, 三文鱼的

主 要 品 种 是 大 西 洋 鲑 鱼 (Salmo salar) 和 虹 鳟 鱼

(Oncorhynchus mykiss)。从分类学上讲, 大西洋鲑鱼和虹鳟

都属于鲑形目鲑科鱼中的鲑亚科(Salmoniae)。在属水平上, 

大 西 洋 鲑 鱼 为 鲑 属 (Salmo), 虹 鳟 鱼 为 大 马 哈 鱼 属

(Oncorhynchus)[5,6]。 

大西洋鲑鱼的价格比虹鳟鱼价格高一半左右, 经过

加工的大西洋鲑鱼和虹鳟鱼鱼肉在外观上极为相似, 消费

者无法用肉眼直接判断, 这给不法商贩带来了可乘之机。

很多三文鱼水产品不标识品种和产地, 或者用低价的虹鳟



4146 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 10 卷 
 
 
 
 
 

 

鱼来冒充价格较高的大西洋鲑鱼[7]。这种掺杂使假行为侵

犯了消费者的知情权和经济利益, 需引起政府监管部门的

重视。 

目前鉴别大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的检测技术主要有分

子生物学方法和光谱法[8,9]。分子生物学方法有实时荧光

PCR 方法[1013]、等温 PCR 方法[14]和依赖于测序[15,16]或生

物传感器的普通 PCR 方法[17]。现有实时荧光 PCR 方法和

等温 PCR 方法一次只能检测一个物种, 比较麻烦; 普通

PCR 方法检测周期长, 费时费力; 光谱法对基质要求比较

高, 方法依赖复杂的数学计算, 准确性还有待提高。这些

问题给三文鱼水产品市场监管带来了较大困扰。因此, 亟

需开发一种可以同时鉴别大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的简单快速

的检测方法。 

本研究应用多重实时荧光 PCR 技术在现有单一物种

检测方法的基础上, 建立了一种可以同时鉴别大西洋鲑鱼

和虹鳟鱼的检测方法, 以期对政府部门加强三文鱼市场监

管, 打击三文鱼掺杂使假行为, 提供技术支撑。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

大西洋鲑鱼和虹鳟鱼阳性样品于市场购买; 王鲑和

银鲑样品来自广东省三文鱼风险监测专项; 标识为大西洋

鲑鱼的三文鱼刺身样品来自广东省三文鱼风险监测专项; 

标识为虹鳟鱼的三文鱼刺身由网络平台购买; 标识为虹鳟

的烟熏三文鱼 1 份由网络平台购买, 1 份在酒店参会用餐时

获得。 

扩增引物由生物工程(上海)股份有限公司负责合成, 

引物和探针的名称及序列见表 1[14,18,19]。 

 
表 1  引物名称及序列 

Table 1  The name and DNA sequence of primers 

检测靶标 
引物 

名称 
序列(5'－3') 

大西洋鲑鱼 

SS-F AGCAGAACTCAGCCAGCCT 

SS-R AAAGGAGGGAGGGAGAAGTCAA 

SS-P FAM-CCTTCTGGGAGATGACC-MGB 

虹鳟鱼 

OM-F ACCATTATTAACATAAAACCTCCAG 

OM-R GTAATGCCTGCTGCCAGGA 

OM-P VIC-CGTTTGAGCCGTGCTA-MGB 

细胞色素 

氧化酶亚基 I 

C-F TCAACCAACCACAAAGACATTGGC 

C-R TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA

注; SS 表示 Salmo salar, 代表大西洋鲑鱼; OM 表示 Oncorhynchus 

mykiss, 代表虹鳟鱼, C 表示 cytochrome oxidase subunit I, 表示细胞

色素氧化酶亚基 I; F 代表上游引物; R 代表下游引物; P 代表探针。 

2.2  仪器和试剂 

QuantStudio 6 Flex 荧光定量 PCR 仪、1300 系列 A2

级别生物安全柜、Sorvall™ ST 8 离心机(美国 Thermofisher

公司 ); Biospec-nano 核酸蛋白测定仪 (日本岛津公司 ); 

Sub-cell GT 核酸电泳仪、PowerPac Basic 电泳仪电泳、

GelDoc XR+凝胶成像系统(美国 Bio-Rad 公司)。 

PCR 产物测序由生物工程(上海)股份有限公司完成。 

DNA 提取试剂: 血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试

剂盒(货号 DP304-02, 分子生物学试剂, 天根生化科技(北

京)有限公司); 荧光 PCR试剂 Takara Premix Ex Taq (Probe 

qPCR) RR390A、普通 PCR 试剂 TaKaRa Ex Taq RR001A、

琼脂糖 Code No.5260 和 DL2000 Marker Code No.3427Q

均为分子生物学试剂, 购买于宝生物工程(大连)股份有限

公司。 

2.3  实验方法 

2.3.1  DNA 提取 

用无菌剪刀称取样品置于 2 mL 无菌离心管中, DNA

提取步骤见商业化 DNA 提取试剂盒说明书。 

2.3.2  DNA 浓度测定 

取 3 μL 提取的 DNA 置于核酸蛋白测定仪上, 以灭菌

水作为参比, 进行浓度测定。 

2.3.3  荧光 PCR 扩增 

大西洋鲑鱼扩增体系; PCR Mix 12.5 μL, 上游引物

0.25 μL (工作浓度 10 μmol/L), 下游引物 0.5 μL(工作浓度

10 μmol/L), 探针 0.35 μL(工作浓度 10 μmol/L), DNA 模板

25~100 ng, 用灭菌水补足至总体积 25 μL。 

虹鳟鱼扩增体系: PCR Mix 12.5 μL, 上游引物 0.5 μL(工

作浓度 10 μmol/L), 下游引物 0.75 μL(工作浓度 10 μmol/L), 

探针 0.325 μL(工作浓度 10 μmol/L), DNA 模板 25~100 ng, 

用灭菌水补足至总体积 25 μL。 

大西洋鲑鱼和虹鳟鱼扩增条件; 95 ℃ 15 min; 95 ℃ 

15 s; 63 ℃ 1 min, 并收集荧光信号, 40 个循环。 

大西洋鲑鱼和虹鳟鱼扩增结果判定; 若 Ct 值≤30, 

则检测结果判定为阳性; 若 Ct 值＞30, 则检测结果判定

为阴性。 

2.3.4  普通 PCR 扩增及测序 

扩增体系; 10×Buffer 2.5 μL, dNTP 2.0 μL, 上游引物

和下游引物各 1 μL(工作浓度 10 μmol/L), Taq 酶 0.2 μL, 

DNA 模板 20~100 ng, 用灭菌水补足至总体积 25 μL。 

扩增条件; 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 20 s; 54 ℃ 20 s; 72 ℃  

1 min, 40 个循环; 72 ℃ 5 min。 

扩增后的产物进行琼脂糖电泳, 琼脂糖胶浓度为 1%。

电泳条件为恒压 120 V 40 min。 

电泳结束后将扩增产物送去测序 , 测序结果在

NCBI(national center for biotechnology information)中比对。 
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3  结果与分析 

3.1  双重 PCR 体系的构建 

提取大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的 DNA, 采用引物 C-F 和

C-R 扩增其 COI 序列并进行测序, 将测序结果在 NCBI 中

比对, 比对结果与物种标识信息一致。因此, 可以将大西

洋鲑鱼和虹鳟鱼 DNA 作为实验过程中的阳性对照。 

将大西洋鲑鱼的引物探针(SS-F、SS-R、SS-P)和虹鳟

鱼的引物探针(OM-F、OM-R、OM-P)同时加入到 1 个 PCR

管中, 进行双重实时荧光 PCR 反应。向实验组 1 的管中加

入 50 ng 大西洋鲑鱼 DNA, 向实验组 2 的管中加入 50 ng

虹鳟鱼的 DNA, 向实验组 3 的管中加入 25 ng 大西洋鲑鱼

的 DNA 和 25 ng 虹鳟鱼的 DNA, 向实验组 4 中加入 ddH2O

作为阴性对照。 

结果如图 1 所示。根据判定规则, 实验组 1 的鉴定结

果为大西洋鲑鱼阳性; 实验组 2 的鉴定结果为虹鳟鱼阳性; 

实验组 3 的鉴定结果为大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟鱼阳性; 实

验组 4 的鉴定结果为阴性。实验结果说明, 该双重实时荧

光 PCR 方法通过 1 管 PCR 反应即可同时鉴别大西洋鲑鱼

和虹鳟鱼。 

3.2  PCR 反应条件的优化 

为了缩短 PCR 反应时间, 对 PCR 反应程序进行优化。

将预变性时间由 15 min改为 3 min, 变性时间由 1 min改为

10 s。在这个条件下, 研究退火延伸时间在 60 s、40 s 和   

20 s 时的 PCR 反应情况, 扩增结果见图 2。从图中可以看

出, 不同退火延伸时间对大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的检出结果

无影响。为了缩短反应时间, 选择 20 s 的退火延伸时间。 

采用梯度 PCR的方式, 在 50~63 ℃之间设置 8 个温度

点(63、62.3、60.8、58.2、55.1、52.6、50.8、50 ℃), 研究

退火延伸温度对 PCR 反应的影响, 结果如图 3 所示。从图

中可以看出, 不同退火延伸温度对大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的

检出结果无影响。但是退火延伸温度越高, PCR 反应从变

性阶段进入退火延伸阶段所需要的时间越短。因此, 在不

影响检测结果的情况下, 选择 63 ℃作为退火延伸温度, 可

使整个 PCR 反应的时间最短。 

采用 3.1 中的反应程序, 大西洋鲑鱼和虹鳟鱼双重实

时荧光 PCR 反应时间为 131 min。采用优化后的反应程序, 

整个 PCR 反应所需时间为 59 min。反应程序优化后, PCR

反应时间缩短了一半。 

3.3  方法的特异性 

采 用 中 国 三 文 鱼 市 场 中 比 较 常 见 的 王 鲑

(Oncorhynchus tshawytscha)和银鲑(Oncorhynchus kisutch)

的 DNA, 对该方法引物的特异性进行验证。设置 6 个实验

组。向实验组 1 的管中加入 50 ng 王鲑 DNA, 向实验组 2 的

管中加入 50 ng 银鲑的 DNA, 向实验组 3 的管中加入 25 ng

大西洋鲑鱼的 DNA 和 25 ng 王鲑的 DNA, 向实验组 4 的

管中加入 25 ng 虹鳟的 DNA 和 25 ng 王鲑的 DNA, 向实验

组 5 的管中加入大西洋鲑鱼的 DNA 和 25 ng 银鲑的 DNA, 

向实验组 6 的管中加入虹鳟的 DNA 和 25 ng 银鲑的 DNA。 

 

 
 

注: A: 实验组 1; B: 实验组 2; C: 实验组 3; D: 实验组 4。细实线

表示大西洋鲑鱼的扩增曲线, 圆点线表示虹鳟的扩增曲线, 粗实

线表示阈值线。 

图 1  大西洋鲑鱼 DNA 和虹鳟鱼 DNA 在双重实时荧光 PCR 鉴别

体系中的扩增曲线 

Fig.1  The amplification result of Salmo salar and Oncorhynchus 
mykiss DNA in the dual real-time PCR 
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注: A: 大西洋鲑鱼 DNA; B: 虹鳟鱼 DNA。细实线表示大西洋鲑

鱼的扩增曲线, 圆点线表示虹鳟的扩增曲线, 粗实线表示阈值线。 

图 2  不同退火延伸时间对大西洋鲑鱼和虹鳟鱼双重实时荧光

PCR 反应的影响 

Fig.2  Effects of different annealing extension time on the dual 
real-time PCR of Salmo salar and Oncorhynchus mykiss 

 

 
 

注: A: 大西洋鲑鱼 DNA; B: 虹鳟鱼 DNA。细实线表示大西洋鲑

鱼的扩增曲线, 圆点线表示虹鳟的扩增曲线, 粗实线表示阈值线。 

图 3  不同退火延伸温度对大西洋鲑鱼和虹鳟鱼双重实时荧光

PCR 反应的影响 

Fig.3  Effects of different annealing extension temperatures on the dual 
real-time fluorescence PCR of Salmo salar and Oncorhynchus mykiss 

各实验组的实时荧光 PCR 扩增图谱如图 4 所示。实

验组 1 和实验组 2 的鉴定结果为阴性; 实验组 3 和实验组

5 的鉴定结果为大西洋鲑鱼阳性; 实验组 4 和实验组 6 的

鉴定结果为虹鳟鱼阳性。以上实验结果说明, 本方法具有

很好的特异性, 不会受到王鲑、银鲑等其他亲缘关系较近

的品种影响。 

3.4  方法的灵敏度 

采用大西洋鲑鱼 DNA 和虹鳟 DNA 确定本方法的灵

敏度, 设置 2 个实验组。向实验组 1 中加入 0.5 ng 大西洋

鲑鱼 DNA 和 500 ng 虹鳟 DNA, 实验组 1 中大西洋鲑鱼

DNA 的质量分数为 0.1%; 向实验组 2 中加入 0.5 ng 虹鳟

DNA 和 500 ng 大西洋鲑鱼 DNA, 实验组 2 中虹鳟的质量

分数为 0.1%。 

 
 

 
 
 

注: A: 实验组 1; B: 实验组 2; C: 实验组 3; D: 实验组 4; E: 实验

组 5; F: 实验组 6。细实线表示大西洋鲑鱼的扩增曲线, 圆点线表

示虹鳟的扩增曲线, 粗实线表示阈值线。 

图 4  方法特异性的验证 

Fig.4  The specificity verification of the method 
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注: A: 实验组 1; B: 实验组 2; C: 实验组 3; D: 实验组 4; E: 实验

组 5; F: 实验组 6。细实线表示大西洋鲑鱼的扩增曲线, 圆点线表

示虹鳟的扩增曲线, 粗实线表示阈值线。 

续图 4  方法特异性的验证 

Fig.4  The specificity verification of the method 

 
各实验组的实时荧光 PCR 图谱如图 5 所示。实验组 1

的检测结果为大西洋鲑鱼阳性, 说明本方法可以检测到质

量分数为 0.1%的大西洋鲑鱼; 实验组 2 的检出结果为虹鳟

阳性, 说明本方法可以检测到质量分数为 0.1%的虹鳟鱼。

以上实验结果说明, 本方法对大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的灵敏

性均可达到 0.1%。 

3.5  市售三文鱼样品的检测 

从市场上随机购买 10 份具有物种标识或产地标识的

三文鱼水产品, 采用本文所述方法进行检测, 检测结果见

表 2。7 份样品的检测结果为大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟鱼阴性; 

3 份样品的虹鳟鱼阳性, 大西洋鲑鱼阴性。同时, 采用 C-F

和 C-R 引物对这 10 份样品的 COI 序列进行扩增, 扩增产

物经测序比对, 与表 2 中的检测结果一致。 

 

 
 
 

注: A: 实验组 1; B: 实验组 2。图中细实线表示大西洋鲑鱼的扩增

曲线, 圆点线表示虹鳟的扩增曲线, 粗实线表示阈值线。 

图 5  方法灵敏度的验证 

Fig.5  The sensitivity verification of the method 

 
3.6  与现有方法的比较 

目前, 大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的检测方法主要有实时

荧光 PCR 法、等温 PCR 法、普通 PCR 法和光谱法(表 3)。

与现有方法相比, 本方法可以在 1 h 内完成 PCR 反应, 检

测时间短。本方法可通过 1 管 PCR 反应同时检测大西洋鲑

鱼和虹鳟鱼, 无需 1 个检测指标对应 1 管 PCR, 节省了试

剂耗材。在结果判定方法, 本方法直接依据 Ct 值判定, 无

需进行测序或进行数据库比对, 结果准确。 

4  结  论 

针对三文鱼产品中用虹鳟鱼冒充大西洋鲑鱼的问题, 

本研究建立了一种可以同时鉴别大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的双

重实时荧光 PCR 检测方法, 并优化了反应条件, 鉴定可在

1 h 以内完成。同时, 本研究对该方法的特异性和灵敏性进

行了验证, 并应用该方法对 10 份市售三文鱼样品进行了检

测, 检测结果与采用 COI 片段测序鉴定的结果一致。表明该

方法对大西洋鲑鱼和虹鳟鱼的鉴定具有较好的检测效果, 
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表 2  对 10 份市售三文鱼水产品的检测结果 
Table 2  The test results for 10 batches of salmon in the market 

编号 名称 物种标识 产地标识 鉴定结果 

1 三文鱼刺身 大西洋鲑鱼 智利 大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟阴性 

2 三文鱼刺身 大西洋鲑鱼 挪威 大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟阴性 

3 三文鱼刺身 大西洋鲑鱼 澳大利亚 大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟阴性 

4 三文鱼刺身 大西洋鲑鱼 法罗群岛 大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟阴性 

5 三文鱼刺身 大西洋鲑鱼 丹麦 大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟阴性 

6 三文鱼刺身 大西洋鲑鱼 英国 大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟阴性 

7 三文鱼刺身 大西洋鲑鱼 加拿大 大西洋鲑鱼阳性, 虹鳟阴性 

8 三文鱼刺身 虹鳟 青海 虹鳟阳性, 大西洋鲑鱼阴性 

9 烟熏三文鱼 虹鳟  虹鳟阳性, 大西洋鲑鱼阴性 

10 烟熏三文鱼 虹鳟  虹鳟阳性, 大西洋鲑鱼阴性 

 
表 3  本方法与现有检测方法的比较 

Table 3  The comparation of this method and existing detection methods 

方法名称 PCR 反应时间 可以同时检测的物种数 结果判定 结果准确性 

本方法 1 h 以内 2 直接判定 准确 

现有实时荧光 PCR 方法[13,14,16,17] 大于 1 h 1 直接判定 准确 

等温 PCR 方法[9] 1 h 以内 1 直接判定 准确 

普通 PCR 方法[11,12,15] 大于 1 h 1 测序后与数据库比对后判定 准确 

光谱法[8,10]   与数据库比对, 计算复杂 有待提高 

 
 
效率高, 灵敏度高, 特异性好。该方法的建立为政府加强

三文鱼水产品市场监管力度, 打击三文鱼水产品中的掺

杂使假行为 , 保障消费者的合法权益 , 提供了有力的技

术手段。 
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