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林蛙油的 DNA提取及鉴定方法 
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(1. 长春海关技术中心, 长春  130062; 2. 长春海关, 长春  130033;  

3. 延吉海关技术中心, 延吉  133001; 4. 沈阳海关技术中心, 沈阳  110000) 

摘  要: 目的  建立基于分子生物学鉴定林蛙油真伪的检测方法。方法  采集成年雌蛙卵巢组织, 经风干制

成林蛙油, 通过改良方法提取总 DNA, 以已报道的东北林蛙、黑龙江林蛙、黑斑侧褶蛙、牛蛙和中华蟾蜍的

COI及 cytB基因为模板, 设计引物探针。结果  PCR扩增产物测序结果中仅东北林蛙获得 230 bp左右产物, 且

序列比对与东北林蛙 COI 序列一致性为 99%左右, 说明实验对象林蛙为东北林蛙。结论  利用线粒体基因独

特的优势, 应用 PCR 扩增东北林蛙 COI 基因, 通过测序确定东北林蛙亚种, 建立了东北林蛙亚种及其产品

的鉴别方法。 
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DNA extraction and identification of the oviductus ranae 
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ABSTRACT: Objective  To establish a detection method based on molecular biology to identify the authenticity of 

oviductus ranae. Methods  The ovary tissues of adult female frogs were collected and dried to make frog oil. The 

total DNA was extracted by the improved method. Primer probes were designed using the reported COI and cytB 

genes of Rana dybowskii, Rana amurensis, Pelophylax nigromaculatus, Rana (Lithobates) catesbeianus and Bufo 

raddei as templates. Results  Sequencing results of PCR amplification products showed that only Rana dybowskii 

obtained about 230 bp of products, and the sequence alignment was about 99% consistent with the COI sequence of 

Rana dybowskii, indicating that the experimental object was Rana dybowskii. Conclusion  Based on the unique 

advantages of mitochondrial gene, the COI gene of Rana dybowskii is amplified by PCR, and the subspecies of Rana 

dybowskii is identified by sequencing. The identification method of Rana dybowskii and its products is established. 

KEY WORDS: Rana dybowskii; oviductus ranae; Mitochondrial COI gene; DNA sequencing; authenticity 

identification 
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0  引  言 

东北林蛙主要产区在吉林省的通化、白山、桦甸等县

市, 是所有林蛙种类中营养价值最丰富的。林蛙油即雌性

林蛙输卵管的干制品, 具有珍贵的医疗保健价值, 是名贵

的中药材。由于地域条件差异, 各地林蛙的生态差异较大, 

各地林蛙油的品质不同。利用形态数据对我国林蛙进行居

群对比, 研究结果表明我国东北地区的中国林蛙居群为东

北林蛙(Rana dybowskii)[1‒2]。但目前这种观点仍存在很大

争议, 东北林蛙系统分类地位位于中国林蛙种种组[3‒4]。 

林蛙油作为中药材, 现有的鉴定依据还停留在性状、

显微和理化性质等, 在实践中很难鉴别。日本学者早在 20

世纪末对本国和邻国林蛙的线粒体基因组做了亲缘关系的

研究[5‒8]。董瑶等[9]利用线粒体 DNA 上的 cytB 鉴定林蛙及

林蛙油, 发现同样条件下, 新鲜组织提取总 DNA 较容易, 

而干林蛙油的总 DNA 提取困难; 王孟虎等[10‒11]利用活体

林蛙作为蛤蟆油基原动物进行分子实验, 但由于成品油遇

水体积增大百倍并粘稠无法提取其 DNA 进行分子生物学

鉴定。杨学干等[12]对不同蛙类进行鉴定, 未能得到区分东

北林蛙和黑龙江林蛙的 PCR 方法。综上所述, 现有的文献

报道均不能有效鉴别东北林蛙和黑龙江林蛙。本研究利用

突变率高的线粒体基因组, 即母系遗传“分子钟”[13], 通过

线粒体研究可以了解中国分布林蛙物种的系统发生关系、

演化历史、及其近缘物种的组成, 而其中的特异基因 COI

为研究对象进行研究。本研究通过改良方法提取晾干林蛙

油总 DNA, 针对东北林蛙的特异位点设计特异引物及探

针, 鉴定纯正林蛙油产品, 以期为我国东北地区林蛙的良

种选育及其产品的深加工提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

本研究形态学鉴定依据《中国动物志 两栖纲(下卷)

无尾目 蛙科》[3]、《吉林省野生动物图鉴(两栖类 爬行类 

哺乳类)》[14]、GB/T 25884—2010《蛙类形态性状测定》[15]。

经专家鉴定本依据所得动物样品为 : 中华蟾蜍 (Bufo 

gargarizans)(5 只 ) 、 黑 斑 侧 褶 蛙 (Pelophylax nigromac 

ulatus)(5 只)、牛蛙[Rana (Lithobates) catesbeianus](2 只)、

黑龙江林蛙 (Rana amurensis)(3 只 ) 、东北林蛙 (Rana 

dybowskii)(32 只)。其中 16 个地域东北林蛙购买自黑龙江

省伊春, 辽宁省恒仁和丹东, 吉林省集安、安图、珲春、

白山、图们、汪清、吉林、桦甸、抚松、蛟河、靖宇、临

江、通化, 均未产性成熟个体。 

1.2  仪器与试剂 

Basic 型电泳仪(美国伯乐 BIO-RAD 公司); EP 型多功

能凝胶检测分析系统(美国 ALPHA公司); 7A0-0052型核酸

蛋白检测仪(日本日立公司); Mastercycler nexus GSX1 型梯

度 PCR 仪(德国 Eppendorf 公司); QuantStudio7 荧光定量

PCR 仪(美国 ABI 公司); MM400 组织研磨仪(德国莱驰公

司); Sunrise 酶标仪(瑞士 TECAN 公司)。 

2×Taq PCR 预混液(批号: N20630)[宝生物工程(大连)

有限公司]; 2% CTAB(批号: HC28172940)(华诚生物)、蛋白

酶 K(批号: No.160020444)(德国 QIAGEN 公司)、TIANamp 

Genomic DNA Kit 血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂盒

(批号: #S7628)[天根生化科技(北京)有限公司]; 实时荧光

PCR 2 倍预混液(批号: 00699230)(美国 ABi 公司)。 

1.3  样品处理 

将干燥卵巢组织样品至组织研磨仪充分研磨, 分别

取不同重量的粉末状样品(设 3 次重复), 装入 1.5 mL 离心

管, 加入不同体积的蛋白酶 K; 取 5 种蛙类各 20 mg 样品

分别加入 1.0 mL 和 0.5 mL CTAB 裂解液, 同时在每个样品

中加入 20 μL 蛋白酶 K; 各取东北林蛙和牛蛙干燥卵巢组

织 0.5 g, 24 h 充分吸涨泡发后各取 0.5 g 样品加入不同体积

裂解液, 20 μL 蛋白酶 K。 

1.4  DNA 提取 

利用溴化十六烷基三甲铵 (cetyltrimethylammonium 

bromide, CTAB)法提取样品 DNA; 估测 DNA 质量鉴定和

DNA 浓度, 用酶标仪检测 DNA 质量和估测浓度。也可使

用 DNA 提取试剂盒并按其说明提取制备模板 DNA。 

1.5  目的基因片段 PCR 扩增 

从 GenBank 分别下载东北林蛙、黑龙江林蛙、黑斑

侧褶蛙、牛蛙和中华蟾蜍的线粒体 COI 基因序列和细胞色

素 CYTB 基因序列进行比对, 利用 Primer 3 设计 5 对特异

性引物探针。其中 COI 3-F: 5'- cccctttagctggcaaccta-3', COI 

3-R: 5'-gtgctggtagagaactgggt-3', COI 3-P: 5'-atcaatcctggggg 

caatca-3'(由上海生工生物工程有限公司合成)。各对引物目

的片段分别为: 185、488、193、306、311 bp。 

PCR 反应体系: 2 倍预混液 10.0 μL, 上下游引物各加

1.0 μL, DNA 模板加 2.0 μL, 补足灭菌 ddH2O 至 20.0 μL, 

阴性对照为灭菌 ddH2O。PCR 循环参数: 94 ℃ 5 min, 94 ℃ 

30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 循环 35 次, 72 ℃ 5 min。取 5 μL 

PCR 产物, 1.5%琼脂糖凝胶电泳, 在 EP 型多功能凝胶检测

分析系统下观察并拍照。 

实时荧光 PCR 反应体系: 2×PCR Mix 10.0 μL, 上下

游引物及探针各加 1.0 μL, DNA 模板加 5.0 μL, 补足灭

菌 ddH2O 至 20.0 μL, 阴性对照为灭菌 ddH2O。循环参

数: 50 ℃ 2 min, 94 ℃ 10 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 60 s, 循

环 40 次。 

将 PCR 产物送至上海生工生物工程有限公司进行双
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向测序, 由 EditSeq 软件编辑整理, 在 GenBank 上进行

Blast 比对验证物种。 

2  结果与分析 

2.1  比较 DNA 提取效果 

将干燥后充分研磨的样品卵巢组织取 20 mg 分别加

入 1.0 mL 和 0.5 mL 裂解液, 同时加入等量的 20 µL 蛋白酶

K, 结果证明加入 0.5 mL 裂解液的样品提取效果显著高于

1.0 mL 裂解液(见表 1)。 

取不同重量粉末状样品(设 3 次重复)装入 1.5 mL 离心

管, 加入 1 mL 裂解液, 同时分别加入不同体积蛋白酶 K, 

进行对比实验。结果表明, 在取样量为 100 mg 时样品不能

全部溶解于 1 mL 裂解液中, 产生结块; 而样品取样量为

50 mg、50 µL 蛋白酶 K 的情况下提取效果最佳(见表 2)。 

2.2  目的基因片段 PCR 扩增结果 

将 16 个地域东北林蛙油样品及其他蛙类油样品进

行引物 COI 3 的 PCR 扩增和实时荧光 PCR 扩增, PCR 反

应产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳, 在 311 bp 处均出现清晰

单一的目的基因片段条带, 其他蛙类样品未出现对应条

带(见图 1)。 

 
表 1  不同裂解液量对提取效果的影响 

Table 1  Effects of different volumes of lysis buffer on extraction 

物种名称
浓度/(ng/µL) OD260/280 

1.0 mL 
裂解液 

0.5 mL 
裂解液 

1.0 mL 
裂解液 

0.5 mL 
裂解液 

黑斑侧褶蛙 15.8±0.8** 43.95±3.5 1.805±0.025 1.815±0.005

黑龙江林蛙 6.25±1.2** 25.05±4.5 1.56±0.08 1.53±0.02

中华蟾蜍 26.2±1.1* 36.05±1.85 1.73±0.03 1.65±0.02

东北林蛙 6.7±0.8* 9.85±1.65 1.54±0.09 1.65±0.1

牛蛙 11.25±1.25** 30.05±4.3 1.81±0.02 1.91±0.12

注: P＜0.05, 用*表示; P＜0.01, 用**表示。 

 

将 16 个地域东北林蛙油样品及其他蛙类油样品 DNA

进行引物 COI 3 的实时荧光 PCR 扩增, 结果仅 16 个地域

的东北林蛙油样品出现明显扩增条带, 而其他蛙类油样品

无扩增条带(见图 2)。 

 
表 2  样本量及蛋白酶 K 对提取效果的影响 

Table 2  Effects of protease K and sample weight on extraction 

加样量/mg 

蛋白酶 K/µL 

20 50 100 

浓度/(ng/µL) OD260/280 浓度/(ng/µL) OD260/280 浓度/(ng/µL) OD260/280 

100 23.45±0.05 1.93±0.03 21.65±0.1 1.61±0.11 8.95±0.3 1.5±0.12 

50 12.75±0.15 1.86±0.04 15.95±0.21 1.91±0.3 19.85±0.42 1.69±0.4 

20 1.0±0.8 0.89±0.25 1.45±0.33 1.26±0.06 6.25±1.2 1.81±0.45 

10 0.35±0.12 0.78±0.5 0.35±0.2 2.33±0.9 1.65±0.3 2.71±0.23 

 
 

 
 
 

注: 泳道依次为: 1. 集安; 2. 安图; 3. 珲春; 4. 白山; 5. 图们; 6. 汪清; 7. 丹东; 8. 伊春; 9. 蛟河; 10. 靖宇; 11. 抚松; 12. 桦甸; 13. 临江; 

14. 恒仁; 15. 通化; 16. 吉林; 17. 黑龙江林蛙; 18. 中华蟾蜍; 19. 黑斑侧褶蛙; 20. 牛蛙。 

图 1  引物 COI 3 的 PCR 产物电泳图 

Fig.1  Agarose gel electrophoresis of primer COI 3 
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图 2  COI 3 引物探针对应的 16 个地区东北林蛙样品扩增效果图 

Fig.2  The effect of COI 3 primer probe detecting samples of Rana dybowskii from 16 areas 
 

 
仿照实际食用方法泡发比较干燥林蛙油和牛蛙油 , 

结果表明经温水浸泡后体积泡发为原体积的 100 倍的东北

林蛙油和 40 倍的牛蛙油进行普通 PCR 扩增, 经过普通

PCR 方法扩增取得的反应产物在凝胶成像仪上未见扩增

片段(见图 3)。说明普通 PCR 方法不适用于泡发后林蛙油

真伪鉴别。 

 

 
 

注: 扩增条带 M 为 100 bp Marker; 1 为泡发后东北林蛙; 2 为泡发

后牛蛙; 3 为阴性对照; 4 为东北林蛙。 

图 3  引物 COI 3 对泡发后东北林蛙和牛蛙的基因片段琼脂糖凝

胶电泳图 

Fig.3  Agarose gel electrophoresis of primer COI 3 by the Rana 
dybowskii sample and Rana (Lithobates) catesbeianus sample after 

water absorbing 
 
引物探针 COI 3 对东北林蛙(2 份样品)、泡发后东北

林蛙、黑龙江林蛙、黑斑侧褶蛙、中华蟾蜍和牛蛙的实时

荧光 PCR 扩增图(见图 4), 表明实时荧光 PCR 方法可以鉴

别经泡发后的林蛙油样品。 

2.3  引物探针的特异性验证 

取 19 种 DNA(包括 3 份东北林蛙、土豆、藕粉、红

薯粉、银耳、绿豆、玉米、鹿心、牛、羊、鸭、蛇、川贝

母、白花蛇、乌梢蛇、牛蛙、黑斑侧褶蛙、黑龙江林蛙、

中华蟾蜍)进行实时荧光 PCR 检测, 其中不含有东北林蛙

成分的样品中无扩增信号, 只有东北林蛙样品有扩增信号, 

表明所设计的引物和探针基因具有良好的特异性(见图 5)。 

2.4  引物探针的灵敏性验证 

以 DNA 浓度为 20 ng/µL 的东北林蛙油样品为原液, 

制成 4 个连续梯度(DNA 浓度分别为 20、2、0.2、0.02 ng/µL)

的稀释液后, 对 COI 3 引物探针进行灵敏性实验, 结果见

图 6, 标准曲线见图 7。说明本方法可以在 DNA 含量浓度

较低的条件下有效鉴别东北林蛙油。 

2.5  引物探针的重复性验证 

经过 8 次重复实时荧光 PCR 检测, 表明 COI 3 引物探

针具有良好的重复性(见图 8), 对东北林蛙油的 DNA 扩增

非常稳定, 实验数据可信。 

2.6  目的基因片段 PCR 扩增产物测序结果分析 

引物 COI 3 的 PCR 扩增产物经上海生工所得正反向

测序结果在 GenBank 中 Blast N 分析见表 3。各地的东北

林蛙比对结果与东北林蛙 COX 1 基因公布的序列

MH481231.1、MH481253.1、MH481251.1、MH481241.1、

MH481234.1 的序列对比结果同源性在 97.9%~100%, 表明

16 个地域的东北林蛙遗传相似性非常高, 具有高度的同源

性, 同时也验证了本鉴别方法的有效性。 
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图 4  样品不同处理方式的引物探针 COI 3 的扩增效果图 

Fig.4  Effects of COI 3 primer and probe detecting different treatment methods of samples 
 

 

 
 
 

图 5  COI 3 引物探针的特异性实验 

Fig.5  Specificity experiment of COI 3 primer and probe 
 
 
 

 
 
 

图 6  COI 3 引物探针实时荧光 PCR 的东北林蛙样品灵敏性实验 

Fig.6  Sensitivity experiments of Rana dybowskii sample by COI 3 primer and probe 
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图 7  COI 3 引物探针的东北林蛙样品 4 个连续稀释度标准曲线 

Fig.7  Standard curve of sensitivity experiments of Rana dybowskii sample by COI 3 primer and probe 
 
 
 

 
 
 

图 8  COI 3 引物探针实时荧光 PCR 的重复性实验 

Fig.8  Repetitive experiment of COI 3 primer and probe 

 

 
表 3  各地区东北林蛙 COI 基因片段 Blast 比对结果 

Table 3  Blast comparison of COI gene fragments of Rana dybowskii in different regions 

样品编号 采样地点 基因序列/bp 形态学鉴定样品名称 基因比对结果 Blast N 实际比对结果 ID E-value 

1 集安 241 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 细胞色素氧化酶亚基Ⅰ(cytochrome 

oxidase subunit, COX 1)基因, 部分 cds; 线粒体 MH481231.1 
5e-119, 99.95% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 5e-119, 99.95% 

2 安图 238 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 5e-114, 97.9% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 5e-114, 97.9% 
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表 3(续) 

样品编号 采样地点 基因序列/bp 形态学鉴定样品名称 基因比对结果 Blast N 实际比对结果 ID E-value 

3 珲春 238 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0079 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481253.1e-119100% 

东北林蛙分离得到 HSSA0079 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481253.1 1e-119, 100% 

4 白山 219 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0029 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481251.14e-109100% 

东北林蛙分离得到 HSSA0029 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481251.1 4e-109, 100% 

5 图们 241 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 3e-121, 100% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 3e-121, 100% 

6 汪清 238 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0029 COX1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481253.11e-114, 98.74% 

东北林蛙分离得到 HSSA0029 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481253.1 1e-114, 98.74% 

7 丹东 235 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0092 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481241.18e-117, 99.57% 

东北林蛙分离得到 HSSA0092 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481241.1 8e-117, 99.57% 

8 伊春 239 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0093 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481234.16e-118, 99.58% 

东北林蛙分离得到 HSSA0093 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481234.1 6e-118, 99.58% 

9 蛟河 232 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 3e-116, 100% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 3e-116, 100% 

10 靖宇 243 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 2e-122, 100% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 2e-122, 100% 

11 抚松 242 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 8e-122, 100% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 8e-122, 100% 

12 桦甸 236 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.13e-116, 99.58% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 3e-116, 99.58% 

13 临江 238 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0029 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481251.11e-114, 98.74% 

东北林蛙分离得到 HSSA0029 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481251.1 1e-114, 98.74% 
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表 3(续) 

样品编号 采样地点 基因序列/bp 形态学鉴定样品名称 基因比对结果 Blast N 实际比对结果 ID E-value 

14 恒仁 234 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.11e-114, 99.57% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体 
MH481231.1 1e-114, 99.57% 

15 通化 231 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1e-115100% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 1e-115, 100% 

16 吉林 233 东北林蛙 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.11e-114, 99.57% 

东北林蛙分离得到 HSSA0082 COX 1 基因, 部分 cds; 线粒体
MH481231.1 1e-114, 99.57% 

 

3  结  论 

东北地区林蛙养殖业的发展 , 导致其种群分布受

到人为干扰, 故本研究未采用 GB/T 19507—2008《地理

标志产品 吉林长白山中国林蛙油》[16]的地理分布范围, 

而是采用 2005 版《中国药典》[17]初步认定的吉林省地

区分布范围。由于其珍贵性 , 导致野生种群锐减 , 为对

其进行保护, 世界自然保护联盟将其列入《中国濒危动

物红皮书(两栖类和爬行类)》[18]为易危物种。本研究表

明利用线粒体 DNA 特异片段对其进行鉴定具有可行性。

本项目旨在明确东北林蛙的品种, 为更好地促进林蛙保

护和发展、为鉴定东北林蛙活体及其产品的有效检测提

供参考 , 为地方特色产业野生物种资源提供保护 , 促进

生态文明建设, 也为海关打击走私和保护濒危物种提供

检测依据。 
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“动物性食品加工与质量安全”专题征稿函 

 

当前我国经济飞速发展, 人们对动物性食品的要求也不再仅仅是数量上的追求, 正在向质量要求进行转

变, 然而目前国内动物性食品在各个方面仍需要进行完善。因此, 如何解决这些问题, 使动物性食品安全真正

得到保障, 已显得尤为重要。 

鉴于此, 本刊特别策划了“动物性食品加工与质量安全”专题, 由东北农业大学食品学院许晓曦教授担任

专题主编。专题将围绕现代化加工与副产物综合利用技术、质量安全与检测技术、营养及风味成分分析技术、

污染防控与危害分析、法律法规和发展政策几方面, 或您认为本领域有意义的问题综述及研究论文均可, 专

题计划在 2021 年 5 月出版。  

本刊主编国家食品安全风险评估中心吴永宁研究员与本专题主编许晓曦教授特邀请有关食品领域研究

人员为本专题撰写稿件, 综述、研究论文和研究简报均可。请在 2021 年 4 月 1 日前通过网站或 E-mail 投稿。

我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。  

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。再次感

谢您的关怀与支持！ 
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