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基于物种特异性 PCR技术检测鱼糜中白鲢成分 

宋春萍, 林  洪* 
(中国海洋大学食品学院, 青岛  266003) 

摘  要: 目的  建立一种基于物种特异性引物 PCR 测定混合鱼糜中白鲢鱼糜成分的快速检测方法。方法  根

据 NCBI 数据库中白鲢小清蛋白特异性较强的 DNA 序列位置设计引物进行 PCR 实验, 通过测序得到了白鲢

小清蛋白 DNA的一段内含子序列, 在此基础上设计了白鲢的特异性引物。提取样品 DNA后进行 PCR实验, 产

物经 2%琼脂糖电泳分析进行引物特异性验证。结果  在白鲢小清蛋白内含子位置设计的白鲢特异性引物, 对

巴沙鱼、铜盆鱼等 8 种鱼具有很强的物种特异性, 可以实现对这 9 种鱼的混合鱼糜中白鲢成分的定性检测, 且

方法灵敏度为 1%。结论  本方法无需测序, 能够快速、准确检测鱼糜中白鲢成分。 
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Detection of hypophthalmichthys molitrix in surimi by species-specific PCR 

SONG Chun-Ping, LIN Hong* 
(College of Food Science, Ocean University of China, Qingdao 266003, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid detection of composition of hypophthalmichthys 

molitrix(silver carp) in the mixed surimi raw materials based on species-specific primer PCR. Methods  Primers were 

designed based on the position of the DNA sequence specific to the parvalbumin of silver carp in the NCBI database, 

and an intron sequence of the DNA was determined by sequencing. On this basis, specific primers for parvalbumin of 

silver carp were designed. At last, the genomic DNA was extracted and subjected to PCR experiments, and the 

product was analyzed by 2% agarose electrophoresis. Results  The silver carp -specific primers designed in the 

intron of the silver carp parvalbumin had strong species specificity for 8 species of fish such as basha fish and copper 

pot fish. Qualitative detection of silver carp in 9 kinds of mixed surimi could be achieved and the method sensitivity 

was 1%. Conclusion  The method can detect the silver carp components in surimi raw materials quickly and 

accurately without PCR product sequencing. 
KEY WORDS: hypophthalmichthys molitrix; intron; specific primer; polymerase chain reaction; molecular 

authentication 
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1  引  言 

白鲢(hypophthalmichthys molitrix), 属于鲤形目鲤科

鲢属, 是著名的四大家鱼之一。作为人工饲养的大型淡水

鱼, 白鲢生长快、疾病少、产量高, 因此为我国主要的淡

水养殖鱼类之一[1]。 
近几年, 我国鱼糜及其制品产业发展迅速, 市场规模

不断扩大, 国内现有的鱼糜制品生产厂家已发展到 400 余

家, 鱼糜原料生产厂家约 50 余家, 行业产值规模超过 200
亿元[2]。鱼糜制品产业不断发展的同时, 海水鱼糜原料质

量呈现出了下降的趋势, 这使得许多工厂为了提高海水鱼

糜的白度和弹性同时降低成本, 在海水鱼糜中大量掺杂白

鲢等淡水鱼糜。由于原料品种直接影响着鱼糜制品成本的

高低, 而直接通过外在的形态特征无法判断冷冻鱼糜原料

组成, 因此这一行为严重影响了鱼糜制品企业的利益和消

费者的知情权。 
目前仍无成熟统一的行业标准和国家标准来评定鱼

糜品种、是否掺假及其优劣[3], 现有的行业标准和国家标

准主要是针对陆源性动物类肉制品(如鸡鸭驴猪牛羊等)原
料的检测[46], 与陆源性动物类肉制品相比, 鱼糜中各原

料成分之间的亲缘关系更为相近, 分辨的难点也更大。基

于核酸分子学水平的动物成分定性检测技术大多选择线粒

体基因作为靶基因[7], 尤其是 COI基因作为公认的 DNA条

形码[8], 但是选择线粒体基因进行定性检测需结合产物序

列比对步骤, 因此并不适用于设计特异性引物。 
小清蛋白(parvalbumin, PRVBs)是分子量在 11~14 kDa

范围内的维持细胞内钙离子交换的钙结合蛋白, 在鱼类、

两栖类和脊椎动物的肌肉中广泛分布, 在肌肉的舒张运动

中起着重要作用。由于小清蛋白一级结构高度可变[9], 具
有物种特异性[10], 已有不少研究将小清蛋白用于鱼种类鉴

别, 比如韩建勋等[11]以鱼类小清蛋白基因为靶标, 设计了

多宝鱼在内的 8 种鱼的通用引物以及特异性探针, 利用可

视芯片技术建立了一种鱼肉品种的高通量快速检测方法; 
Carrera 等[12]通过监测小清蛋白特征肽段, 对来自 10 种商

业鳕鱼产品的蛋白质提取物进行了验证。 
因此本研究针对白鲢以及鲅鱼、巴沙鱼、带鱼、卵形

鲳鲹(金鲳)、鲤鱼、小黄鱼、狭鳕、真鲷(铜盆鱼)这 9 种常

用鱼糜原料鱼种, 利用 NCBI 数据库中现有的白鲢的小清

蛋白的基因作为靶基因, 基于物种特异性 PCR 技术建立直

接、有效、准确的 DNA 检测方法, 实现对鱼糜原料中的白

鲢成分进行快速定性检测, 在企业收购鱼糜的过程中, 作
为质量控制的依据, 保障消费者和企业权益; 同时也可以

在监管部门规范行业秩序及标签标注监管方面发挥作用, 
为原料品种鉴定提供理论依据和技术支持。食品成分的真

实性是食品质量安全的重要内涵, 本研究也为其他混合食

品原料组分检测奠定了理论基础。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Thermal cycler T960(力康生物医疗科技控股有限公

司); BHS-2 数显恒温水浴锅(上海凌托仪器设备有限公司); 

Model 491 Prep Cell 基础型电泳仪电源、Universal Hood II

凝胶成像仪(美国 Bio-Rad 公司); Sigma1-14k 小型台式高速

冷冻离心机(德国 Sigma 公司); Nanodrop One 超微量分光

光度计(美国赛默飞公司)。 

海洋动物组织 DNA 提取试剂盒(DP324, 北京天根生

化科技有限公司); Taq PCR Mix 预混液[2X, 含红染料, 生

工生物工程(上海)股份有限公司]; TAE 缓冲液(50×, 北京

索来宝科技有限公司); 高纯度低电渗琼脂糖(北京擎科新

业生物技术有限公司); 无水乙醇(分析纯, 国药集团); 实

验室用水为 Milli-Q 超纯水。 

2.2  实验方法 

2.2.1  基因组 DNA 提取 
使用海洋动物基因组提取试剂盒提取鱼类基因组

DNA, 测定 DNA 浓度后于-20 ℃保存。 
2.2.2  DNA 含量的测定 

使用 Nanodrop 对提取的基因组 DNA 浓度进行测定, 

且 A260/A280 应在 1.8~2.0 之间[13]。 
2.2.3  靶基因的选择及特异性引物设计 

以 NCBI 中 白 鲢 小 清 蛋 白 基 因 序 列 (GenBank: 

FJ216937.1)为靶基因, 利用引物设计软件 primer premier 

6.0 进行引物设计。引物合成由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。 
2.2.4  PCR 扩增体系及条件 

PCR 扩增体系为 50 µL, 内含 Taq PCR Master Mix  

25 µL, 上游引物(10 µmol/L) 2 µL, 下游引物(10 µmol/L)  

2 µL, DNA 模板 100 ng, 用灭菌蒸馏水补足体系。反应参

数: 94 °C 变性 4 min, 进行 35 次循环扩增反应(94 °C 变性

30 s, 55 °C 退火 30 s, 72 °C 延伸 30 s), 72 °C 延伸 10 min, 

PCR 产物于 4 ℃暂存。 
2.2.5  引物特异性及模板验证验证 

在 NCBI 数据库中, 利用 primer blast 工具进行引物的

特异性分析。 

以白鲢、巴沙鱼、鲅鱼、带鱼、鲤鱼、金鲳、小黄鱼、

狭鳕以及铜盆鱼糜组织提取的 DNA, 用白鲢特异性引物

以及 18s 引物分别进行 PCR 反应, 经 2%的琼脂糖电泳进

行引物特异性验证以及模板验证。 

2.2.6  检测灵敏度 
制备白鲢鱼糜质量分数分别为 0.1%、1%、5%、10%

的混合鱼糜样品, 进行检测灵敏度实验。 
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3  结果与分析 

3.1  DNA 提取 

从 9 种鱼中提取的 DNA 的 A260/A280 均在 1.8~2.0 范围

内, 证明所有提取的 DNA 适用于 PCR 检测。 

3.2  特异性引物设计 

由于除白鲢、狭鳕、铜盆鱼外, 数据库中并无其他鱼

小清蛋白序列的记录, 因此无法直接通过序列比对的方式

确定白鲢特异性引物。因此本研究以 NCBI 中白鲢小清蛋

白基因序列(GenBank: FJ216937.1)为模板, 在特异性较强

的碱基序列的位置上, 利用引物设计软件 primer premier 
6.0 设计了引物 0522 HYP1, 序列如表 1。 

以白鲢、巴沙鱼等 8 种鱼的 DNA 为模板, 进行 PCR
实验。PCR 产物经 2%琼脂糖电泳分析, 电泳结果如图 1。 

如图 1 结果所示, 引物 0522 HYP1 对巴沙鱼和鲤鱼是

非特异的, 且 PCR 产物均大于 200 bp, 与预期产物大小

158 bp 不一致, 这可能是由于 PCR 产物中间包含一段白鲢

小清蛋白的内含子, 需进行测序验证。对白鲢的 0522HYP1
的 PCR 产物进行测序 , 并将测序结果使用 Nucleotide 
BLAST 与原模板序列(GenBank: FJ216937.1)进行比对, 结
果如图 2。 

 
表 1  引物 0522 HYP1 序列、引物 0823-2 序列、引物 0823-18s 序列 

Table 1  Sequence of 0522HYP1, 0823-2 and 0823-18s 

引物名称  碱基序列(5'to3') 引物长度/bp 产物大小/bp 

0522 HYP1 正向 CCAGGACAAGAGCGGCTTCA 20 
158 

 反向 CGGCGAACTCATCAACTCCAAT 22 

0823-2 正向 CTCAAGTAAGTCCGGTCTT 19 
203 

 反向 CGAACTCATCAACTCCAATC 20 

0823-18s 正向 CAGATACCGTCGTAGTTCC 19 
205 

 反向 GTTTCCCGTGTTGAGTCA 18 
 

 
 

注: 1~8 分别为白鲢、巴沙鱼、鲅鱼、带鱼、鲤鱼、金鲳、小黄鱼、

狭鳕鱼; B 为空白对照。 
图 1  引物 0522HYP1 PCR 产物琼脂糖电泳图 

Fig.1  Agarose electrophoresis of PCR product of primer 
0522HYP1  

 
 

 
 

图 2  0522HYP1 产物与原模板序列比对结果 
Fig.2  Sequence comparison of 0522HYP1 product with the original 

template 
 

通过序列比对可知, 40~122 bp 的序列未与模板序列

匹配, 分析原因认为这是一段白鲢小清蛋白的内含子序

列。Hildebrandt 等[14]研究表明小清蛋白基因由不同的基因

亚型编码, 即包含相同数量的外显子, 但是内含子的核苷

酸长度、碱基组成不同。因此可以认为小清蛋白 DNA 序

列中的内含子的物种特异性更强, 于是以之前测序结果为

基础, 在含内含子序列的位置设计了白鲢的特异性引物

0823-2, 引物序列见表 1。 
同 时 , 根 据 金 鲳 的 18s rRNA 基 因 (GenBank: 

KY014076.1)设计了引物 0823-18s, 用于模板验证, 引物序

列见表 1。 

3.3  引物特异性验证 

3.3.1  Primer-BLAST 验证 
在 NCBI 中, 通过 Primer-BLAST 工具进行数据库内

引物特异性验证 , 选择 nr 数据库 [11], Organism 中输入

Teleostei, 结果如图 3, Primer-BLAST 没有检测到与引物

0823-2 完全匹配的其他鱼种, 因此可以认为在数据库的范

围内, 引物 0823-2 是特异的。 
3.3.2  引物特异性验证及模板验证 

在退火温度为 55 ℃, 30 个循环的条件下进行 PCR, 
产物经 2%琼脂糖电泳分析, 进行引物特异性验证及模板

验证。引物 0823-2 和 0823-18s 核酸电泳结果分别为图 4
和图 5, 0823-2PCR 产物与模板序列比对结果如图 6。 

图 5 表明 9 种鱼 DNA 模板没有问题。由图 4 可知, 白
鲢特异性引物 0823-2 对巴沙鱼、鲅鱼、带鱼、鲤鱼、金鲳、

小黄鱼、狭鳕以及铜盆鱼是特异的, 可以实现对这 8 种混

合鱼糜中的白鲢成分的定性检测。 
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图 3  引物 0823-2 的 Primer-BLAST 结果 
Fig.3  Primer-BLAST result of 0823-2 

 
 

 
 

注: 1~9 分别为白鲢、巴沙鱼、鲅鱼、带鱼、鲤鱼、金鲳鱼、小黄

鱼、狭鳕鱼、铜盆鱼; B 为空白对照。 
图 4  引物 0823-2 PCR 产物琼脂糖电泳图 

Fig.4  Agarose gel electrophoresis of PCR products 

 
 

注: 1-9 分别为白鲢、巴沙鱼、鲅鱼、带鱼、鲤鱼、金鲳、小黄鱼、

狭鳕、铜盆鱼; B 为空白对照。 
图 5  引物 0823-18s PCR 产物琼脂糖电泳图 

Fig.5  Agarose gel electrophoresis of PCR products 

 

 
 

图 6  引物 0823-2 PCR 产物与模板序列 BLAST 结果 
Fig.6  Result of nucleotide BLAST of PCR products 

 

3.4  PCR 条件优化 

对循环数、退火温度以及初始模板量这 3 组 PCR 条

件进行优化, 结果如图 7, 最终确定 PCR 条件为退火温度

55 ℃、初始模板量为 100 ng、35 个循环。 

3.5  检测灵敏度 

结合实际情况, 制备白鲢鱼糜质量分数分别为 0.1%、

1%、5%、10%的混合鱼糜样品, 从中提取 DNA 后, 进行

PCR实验, 结果如图 8, 由图 8可知模拟样品检测灵敏度可

达 1%(白鲢鱼糜的质量分数), 满足检测需要。 

4  结  论 

本研究利用 NCBI 数据库中现有的白鲢的小清蛋白

的基因(GenBank: FJ216937.1)作为靶基因 , 确定了白鲢
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特异性引物, 并基于物种特异性 PCR 技术建立直接、有

效、准确的 DNA 检测方法。作为国内首次采用物种特

异性 PCR 技术对混合鱼糜中白鲢成分进行定性检测, 相
较于需结合产物序列比对步骤的其他核酸水平的定性

检测方法 , 本方法具有操作简便 , 特异性强 , 检测时间

短以及成本低的优点, 可根据琼脂糖核酸电泳结果直接

进行判断 , 是最基础的检测方法 , 可满足日常检测的 
要求。 

 

 
 

注: A: 退火温度(1~7 分别为 52、53、54、55、56、57、58 ℃); B: 初始模板量(1~4 分别为 400、200、100、20 ng); C: 循环数(1 为 30 cycles, 
2 为 35 cycles)。 

图 7  不同 PCR 条件电泳图 
Fig.7  Electrophoretogram of different PCR conditions  

 

 
 

注: 1~5 分别为 100%、10%、5%、1%、0.1%。 
图 8  不同质量分数样品 PCR 产物琼脂糖电泳图 

Fig.8  Agarose electrophoresis patterns of different samples 
 

基于核酸分子学水平的动物成分定性检测技术大多

选择线粒体基因作为靶基因[15], 但是线粒体 DNA 由于丰

度高且分布不均, 易导致定量结果偏差[7], 如果想要同时

定性和定量只能选择单拷贝的基因组 DNA。本研究选择的

小清蛋白作为一种单拷贝基因, 可用于后续的定量检测方

法建立, 同时本研究也为其他混合食品原料组分检测建立

了理论基础。 
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测技术。 
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检测技术、快速前处理技术、电化学传感器、纳米技术”等方面或您认为有意义的相关领域展开论述和研究, 

综述及研究论文均可, 本专题计划在 2020 年 6 月出版。 

鉴于您在该领域丰富的研究经历和突出的学术造诣, 本刊主编吴永宁研究员、专题主编高志贤研究员和

暨南大学丁郁教授及编辑部全体成员特别邀请您为本专题撰写稿件, 综述、研究论文、研究简报均可, 以期
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