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摘  要: 目的  建立改进的预扩增实时荧光定量聚合酶链式反应法(quantitative real-time polymerase chain 

reaction, qPCR)法检验虹鳟源性成分的方法。方法  基于对现行标准中虹鳟 qPCR 方法进行验证和改进提高, 

建立改进的预扩增 qPCR 方法, 并对两种 qPCR 方法进行比较。结果  经验证, 在采用标准中 qPCR 方法对虹

鳟的近种鱼种银鲑、大西洋鲑等鱼种进行特异性验证时有交叉反应, 基于设置预扩增反应步骤的改进 qPCR

方法特异性良好, 对于银鲑、大西洋鲑等近种鱼种未出现交叉扩增。qPCR 和预扩增 qPCR 方法的扩增效率分

别为 90.25%、104.91%, 最低检出限分别为 2.99×10–3 ng/μL (0.83~8.87 pg/μL, 95%置信区间)和 1.50×10–4 ng/μL 

(0.09~0.27 pg/μL, 95%置信区间)。结论  所改进的虹鳟源性成分预扩增 qPCR 方法具有高特异性、高灵敏度, 

适用于食品样品中虹鳟源性成分的真实性和掺假检验。 

关键词: 虹鳟源性成分; 真实性检验; 实时荧光定量聚合酶链式反应法; 预扩增实时荧光定量聚合酶链式反应法 
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ABSTRACT: Objective  To establish a pre-amplified quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) 

method for the detection of Oncorhynchus mykiss source components. Methods  The study developed an enhanced 

pre-amplified qPCR method, which was based on the validation and improvement of the existing standard qPCR 

method and compared the performance of both methods. Results  Specificity testing of the standard qPCR method 

revealed cross-reactivity with closely related species, such as Coho salmon and Atlantic salmon. The established 

improved pre-amplified qPCR method, which incorporated a pre-amplification step, exhibited high specificity and no 

cross amplification was observed for Coho salmon, Atlantic salmon and other closely related species. The 

amplification efficiencies of the standard qPCR and the pre-amplified qPCR methods were 90.25% and 104.91%, 

respectively. The lowest limits of detection of the 2 kinds of methods were 2.99×10–3 ng/μL (0.83–8.87 pg/μL, 95% 

confidence interval) for the standard qPCR and 1.50×10–4 ng/μL (0.09–0.27 pg/μL, 95% confidence interval) for the 

pre-amplified qPCR. Conclusion  The method established in this study has the characteristics of strong specificity, 

high sensitivity, and is suitable for authenticity and adulteration detection of Oncorhynchus mykiss source 

components in food products. 
KEY WORDS: Oncorhynchus mykiss source; authenticity identification; quantitative real-time polymerase chain 

reaction; pre-amplified quantitative real-time polymerase chain reaction 
 
 

0  引  言 

三文鱼是鲑科鱼类的统称, 包括大西洋鲑、虹鳟、银

鲑、王鲑、红鲑、秋鲑、粉鲑等, 最早在分类学上是指鲑

科鱼鲑属(Salmo)的大西洋鲑(Salmo salar)[1]。三文鱼因口感

独特、营养丰富, 含有大量不饱和脂肪酸和人体必需微量

元素[2], 具有高经济价值。 
虹鳟(Oncorhynchus mykiss), 俗名淡水三文鱼, 属鲑

形目, 鲑亚科, 大麻哈鱼属(Oncorhynchus)[3]。虹鳟鱼虽在

肉质、纹理、口感和大西洋鲑极其相似, 但在营养价值和

经济价值上与大西洋鲑鱼存在较大差异[4]。据报道, 在淡

水中养殖的虹鳟鱼存在感染寄生虫[1]和过量砷积累[5]的风

险, 生食但不标识容易产生食品安全隐患。在高额利润的

驱动下, 一些不法商贩常以低价虹鳟鱼替代大西洋鲑鱼进

行售卖, 导致三文鱼近种鱼间的掺假现象在生产加工及商

品销售环节屡见不鲜。这些欺诈事件损害消费者经济利益, 
同时加大食品安全风险。丁清龙等[1]采用实时荧光聚合酶

链式反应(polymerase chain reaction, PCR)技术检测广东省

内销售的三文鱼产品, 从标识含有大西洋鲑的 98 批次样

品中检出了虹鳟源性成分。CAWTHORN 等[6]报道了发生

在南非的因鱼类命名错误或标签错误造成的海鲜欺诈案

例。HORREO 等[7]调查西班牙马德里餐馆, 发现秋鲑掺假

冒充大西洋鲑鱼。美国华盛顿地区 38%的三文鱼水产品存

在商品标识与实际品种不符的问题[8]。为了保护消费者权

益以及确保公众健康, 迫切需要一种精准可靠的方法进行

三文鱼品种真实性检验。 
在水产养殖、原料采购、生产加工环节, 虹鳟鱼和大

西洋鲑鱼等其他三文鱼的鉴定主要依赖于其形态特征, 而

经加工制作成寿司和鱼片等产品后, 很难根据残余特征鉴

别三文鱼原料真伪[9]。国家食品安全标准规定预包装产品

的标签应符合 GB 7718—2011《食品安全国家标准 预包

装食品标签通则》的要求, 标注原料鱼产地以及种名, 标
注三文鱼(大西洋鲑)、三文鱼(虹鳟)等。目前鱼类种类鉴

定方法主要有酶联免疫吸附法和蛋白质组学法[10–11]、分

子生物学方法[12–14]、代谢组学技术[15]等。CHAI 等[16]使

用 UV-Vis 光谱仪鉴别鱼种类。CHEN 等[17]建立大西洋鲑

鱼拉曼光谱掺假鉴别方法。MA 等[18]开发了数字 PCR 定

量检测虹鳟鱼和大西洋鲑鱼的方法。YANG 等[19]建立了

大西洋鲑鱼和虹鳟鱼重组酶聚合酶扩增结合侧向流试纸

条 (recombinase polymerase amplification combined with 
lateral flow strip, RPA-LFS)鉴定方法。基于核酸的分子生

物学方法广泛应用于鱼类真实性及掺假检验[20–22]。其中

实时荧光定量 PCR (real-time fluorescent quantitative PCR, 
qPCR)是物种真实性鉴别的金标准 , 常被制定为检测标

准[23]。qPCR 应用于物种鉴定更加稳定, 方法特异性和灵

敏度都比较高[24]。 
基因条形码技术是鱼种鉴定常用方法[25–29], 本研究

先采用基因条形码利用一段标准 DNA 序列[30]进行物种

鉴定鉴别实验用鱼类样品的物种真实性和准确性。现行

检验虹鳟源性成分的标准方法为 SN/T 5480—2022《虹鳟

成分鉴定技术规范实时荧光 PCR 法》, 本研究在应用该

标准检验食品中虹鳟源性成分时发现 , 标准中规定的

qPCR 方法存在非特异性扩增。为了提高虹鳟源性成分检

测的准确性, 本研究改进标准中的 qPCR 反应程序, 设置

预扩增反应步骤 , 用以加速样本核酸裂解和富集模板 , 
建立虹鳟源性成分的预扩增 qPCR 方法, 消除了现行标

准方法中存在的非特异性扩增的问题, 并对低浓度样品
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的做到了高灵敏特异鉴定, 实现食品中虹鳟源性成分的

快速可靠检验。 

1  材料与方法  

1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1  实验样品 
用于方法建立及特异性实验用的虹鳟、银鲑、大西洋

鲑、红鲑、粉鲑、秋鲑等样品, 来源于大连市水产品生产

加工企业, 样品的物种真实性通过 DNA 条形码进行测序

确认。同时收集了 37 份标识含有虹鳟、大西洋鳟、银鲑、

粉鲑、红鲑、秋鲑等成分的食品样本, 来源于大连市水产

品生产加工企业及各大超市出售的产品。 
1.1.2  试剂与仪器   

基因组 DNA 提取试剂[货号: AS1600, 普洛麦格(北京)
生物技术有限公司 ]; qPCR 反应试剂 [货号 : Code No. 
RR390A, 宝生物工程(大连)有限公司]; QRT-PCR 实时荧

光 PCR 试剂(货号: Cat# 6001001101, 卡尤迪生物科技有限

公司); 测序试剂盒(BigDye Terminators V3.0, 上海嘉鹏科

技有限公司)。 
NanoDrop 超微量分光光度计、ABI QuantStudio 7 定

量 PCR 仪、LLSC009 高速冷冻离心机、ABI3130X 基因

测序分析仪(美国赛默飞世尔科技公司); BWS-10 恒温水槽

与水浴锅(上海一恒科学仪器有限公司); PTX-FA210S 分析

天平(精度 0.1 mg, 福建华志电子科技有限公司); Synergy 
H1 酶标仪(美国伯腾仪器有限公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  样品处理及基因组 DNA 提取   
提取虹鳟及其他近种鱼的基因组 DNA 用于 qPCR

分析实验。取 200 mg 组织肉 , 采用磁珠法 DNA 提取试

剂盒提取鱼类基因组 DNA。采用超微量分光光度计根

据 A260/A280 比值测定并计算提取的基因组 DNA 的纯度

和浓度。 
1.2.2  样品真实属性基因条形码测试 

根据国际生物条形码协会推荐的鱼类 DNA 条形码基

因并参考相关文献资料, 基于鱼类 COI 基因序列测序结果

对样品进行物种鉴定, 保证实验样品的真实属性。采用鱼类

DNA 条形码通用引物扩增三文鱼线粒体 COI 基因序列[30]。

DNA 条形码通用引物信息如表 1 所示。 
按照表 1 中反应条件进行基因条形码 PCR 扩增, PCR

产物用 2%琼脂糖凝胶电泳回收纯化, 使用 ABI 测序仪进

行双向测序, 使用 SeqMan 11.1 对序列峰图进行校对拼接, 
分析测序结果。 
1.2.3  qPCR 引物与探针   

qPCR扩增的引物和Taq Man探针(Fw/Rev/probe)基于

已发布实施的 SN/T 5480 — 2022, 使用 primer blast 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行评估。引物和探

针均由宝生物工程(大连)有限公司合成, 具体序列见表 2。 

1.3  qPCR 方法验证及改进 

1.3.1  标准方法 qPCR 扩增   
基于标准方法中的 qPCR 反应体积 25 μL, 其中

12.5 μL 含有酶混合物的 Probe qPCR Mix, 0.4 μmol/L 正

向引物、反向引物、探针各 1 μL, 7.5 μL 无 DNA 酶的超

纯水, 2 μL 提取的 DNA 模板。qPCR 反应程序: 95 ℃ 10 min, 
1 个循环; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 40 个循环; 在 60 ℃时收

集 FAM 荧光信号, 反应结束后分析荧光扩增曲线结果。 
1.3.2  预扩增 qPCR 扩增   

预扩增 qPCR反应体系为 25 μL, 其中 16 μL含有酶混

合物的 Probe qPCR Mix, 0.4 μmol/L 正向引物(Fw)、反向

引物(Rev)、探针(Probe)各 1 μL, 4 μL 无 DNA 酶的超纯

水, 2 μL 提取的 DNA 模板。改进的预扩增 qPCR 反应程

序: 首先进行预扩增步骤, 95 ℃ 10 s, 50 ℃ 10 s, 15 个循

环, 此步骤不采集 FAM 荧光信号; 95 ℃ 1 min; 95 ℃ 10 s, 
55 ℃ 30 s, 40 个循环, 在 55 ℃时采集 FAM 荧光信号, 反
应结束后分析荧光扩增曲线结果。 
1.3.3  qPCR 和预扩增 qPCR 特异性分析   

使用标准中虹鳟源性成分的引物和探针(表 2), 针对

虹鳟同属或近属的其他鱼种的基因组 DNA 进行交叉反应

分析, 包括银鲑、大西洋鲑、红鲑、粉鲑、秋鲑基因组 DNA, 
用来评估 qPCR 和预扩增 qPCR 的特异性。超纯水作为空

白对照。 
 

表 1  基因条形码测序引物序列及 PCR 反应条件 
Table 1  Gene barcode sequencing primer sequence and PCR reaction conditions 

基因 引物名称 引物序列(5′→3′) 反应条件 条带大小/bp 

COI 
上游引物 F TTCTCCACCAACCACAARGAYATYGG 94 ℃ 30 s; 94 ℃ 10 s, 60 ℃ 30 

s, 72 ℃ 45 s, 40 个循环; 72 ℃ 
10 min 

655 
下游引物 R CACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA 

 
 

表 2  用于 qPCR 方法的引物/探针 
Table 2  Primers/probes used in the qPCR method 

引物/探针 引物/探针序列(5'→3')  参考文献 

Few AGTAATTATCGGCATACGAAACCAG 
[28] Rev GTTTCGATAATGATCAGTACTGGGATC 

Probe FAM-CTACGGCCGCCCTCGGCCATTTAT-TAMRA 
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1.3.4  qPCR 和预扩增 qPCR 的扩增效率分析   
以 提 取 的 虹 鳟 基 因 组 DNA( 初 始 质 量 浓 度 为

2.99×101 ng/μL)为模板, 进行 10 倍浓度稀释, 分别制备了

2.99×100、2.99×10–1、2.99×10–2、2.99×10–3 、2.99×10–4 ng/μL
总计共 6 个质量浓度梯度稀释液, 测试 qPCR 和预扩增

qPCR 方法的扩增效率。每个质量浓度设 3 个平行反应, 分
别采用 2 种方法重复测试 3 次。以起始样品 DNA 质量浓

度的稀释倍数为横坐标(X, ng/μL), 以扩增的 Ct 值为纵坐

标(Y), 分别绘制线性曲线, 计算分析得到相应的线性方程

及其斜率、线性相关系数(r2)和 PCR 反应效率(E), 探讨两

种 qPCR 扩增方法的扩增效率。用公式 E=10(–1/斜率)–1 计算

qPCR 效率(E), 并以百分比表示。E 是评价 PCR 检验性能

最重要的指标之一, 需要满足达到 90%~110%的要求。 
1.3.5  qPCR 和预扩增 qPCR 灵敏度分析   

为了进一步确定 qPCR 和预扩增 qPCR 的最低检出限

(limit of detection, LOD), 将提取的虹鳟基因组 DNA 稀释

为 2.99×10–2、2.99×10–3、1.50×10–3、1.50×10–4、7.48×10–5、

5.98×10–5、2.99×10–5 ng/μL 共计 7 个质量浓度梯度, 每个

质量浓度梯度平行测试 12 次, 以 12 个子样全部为阳性结

果的浓度确定 LOD。 
1.3.6  基于预扩增 qPCR 方法检验实际样本   

本研究收集了 37 份标识含有虹鳟、大西洋鲑、银鲑、

粉鲑、王鲑等成分的食品样本, 评估改进的预扩增 qPCR
方法在实际样品检验中的适用性, 每个样本进行 3 次重复

试验。所收集样品涵盖常见的水产品及其加工产品类别, 
包括原料、半加工产品、深加工食品等。 

1.4  数据处理 

为了测定分析虹鳟源性成分的灵敏度, LOD 数据以

Ct 值的平均值±标准偏差表示, 使用 GraphPad prism 9.3 进

行半对数回归分析评估。使用 MedCalc 20.0 软件对连续稀

释 7 个质量浓度梯度的重复测试数据进行概率回归分析, 
计算 qPCR和预扩增 qPCR在 95%概率水平下的LOD。LOD
是评价方法有效检验范围和准确定量范围的重要参数, 分
析过程中在满足 95%置信区间的条件下所能检验到的目标

样品的最低浓度。 

2  结果与分析 

2.1  样品真实性基因条形码测试结果 

利用基因条形码技术对收集到的三文鱼样品的 COI
基因部分特异区段进行测序, 测序结果在美国国家生物技

术信息中心(National Center for Biotechnology Information,
NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)进行 blast 比对, 得到

样品基因条形码的测序结果为: 大西洋鲑(KX145289.1)、
银鲑(FJ998805.1)、虹鳟(EU752133.1)、粉鲑(KX145377.1)、
红鲑(FJ999169.1)、秋鲑(AP010773.1), 基因序列相似性均

高达 99%, 结果表明样品来源真实准确。所收集的虹鳟、

银鲑、大西洋鲑、红鲑、粉鲑、秋鲑等样品基因条形码测

试结果如表 3 所示。 

2.2  引物和探针序列特异性比对 

以虹鳟的线粒体基因片段(genbank: LC050735.1)为靶

标基因片段, 对标准中的 qPCR 引物(Fw/Rev)和 Taq Man
探针(probe)在 NCBI 进行同源性比对, 比对结果表明该引

物和探针对于虹鳟源性成分的检验具有较好的特异性

(图 1)。基于应用标准方法检测三文鱼真实属性时发现存

在非特异性扩增, 本研究进一步采用实际样品验证标准方

法的特异性。 

2.3  qPCR 扩增特异性结果 

使用标准中的引物和探针及反应程序(qPCR)进行特

异性实验, 发现虹鳟的近属三文鱼源性成分样品, 包括银

鲑、大西洋鲑、红鲑、粉鲑及秋鲑的基因组 DNA 均发生

非特异性扩增, 在第 30 个 PCR 循环后均出现阳性荧光扩

增曲线(图 2A)。为了消除非特异性扩增, 本研究对标准中

的 qPCR 方法进行改进, 增设了一个 15 个循环的预扩增

PCR 反应过程。优化后的 qPCR 热循环条件为先进行预扩

增 95 ℃ 10, 50 ℃ 10 s, 15 个循环, 不采集 FAM 荧光信号; 
然后再进行实时荧光 PCR 扩增, 95 ℃ 1 min; 95 ℃ 10 s, 
55 ℃ 30 s, 40 个循环, 在 55 ℃时采集 FAM 荧光信号(表 4)。 

 
表 3  样品 DNA 基因条形码测序结果 

Table 3  Sequencing results of sample DNA gene barcode  

编号 样品名称 拉丁文名称 
测序结果 测序结果是否与样品名

称一致 (genbank 序列号) 

1 大西洋鲑 Salmo salar KX145289.1 是 

2 银鲑 Oncorhynchus kisutch FJ998805.1 是 

3 虹鳟 Oncorhynchus mykiss EU752133.1 是 

4 粉鲑 Oncorhynchus gorbuscha KX145377.1 是 

5 红鲑 Oncorhynchus nerka FJ999169.1 是 

6 秋鲑 Oncorhynchus keta AP010773.1 是 
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图 1  标准方法中虹鳟源性成分引物和探针序列比对结果 
Fig.1  Sequence alignment results of primers and probe for Oncorhynchus mykiss source components in standard method 

 

 
 

注: A. 标准中的 qPCR 反应程序, 在第 30 个循环开始, 银鲑、大西洋鲑、红鲑、粉鲑、秋鲑等样品基因组 DNA 均出现非特异性荧光扩

增曲线; B. 预扩增 qPCR 反应程序, 仅虹鳟基因组 DNA 出现特异性扩增, 其余样品基因组 DNA 均无非特异性扩增。 
图 2  qPCR (A)和预扩增 qPCR (B)检验虹鳟源性成分特异性 

Fig.2  Specific detection of Oncorhynchus mykiss source components of universal qPCR (A) and pre-amplified qPCR (B) 
 

表 4  qPCR 和预扩增 qPCR 反应程序 
Table 4  Reaction program conditions of universal qPCR and 

pre-amplified qPCR 

检验方法 温度/℃ 时间 循环数/个 

qPCR 

95 10 min 1 

95 15 s 
40 

60 1 min 

预扩增 qPCR 

95 10 s 
15 

50 10 s 

95 1 min 1 

95 10 s 
40 

55 30 s 
 

2.4  预扩增 qPCR 特异性结果 

采用标准中的 qPCR 引物探针, 基于本研究改进的预

扩增 qPCR 进行虹鳟成分的特异性试验。预扩增 qPCR 结

果如图 2B 所示。结果表明仅虹鳟基因组 DNA 出现特异性

荧光扩增曲线, 银鲑、大西洋鲑、红鲑、粉鲑、秋鲑等鱼

种基因组 DNA 均未出现特异性扩增, 没有发生交叉反应。

表明改进的预扩增 qPCR 反应程序具有良好的特异性。 

2.5  qPCR 和预扩增 qPCR 的扩增效率结果 

以梯度稀释的虹鳟基因组 DNA(初始质量浓度为

2.99×101 ng/μL)为模板 , 评估 qPCR 以及改进的预扩增

qPCR 方法扩增效率。分别以模板 DNA 浓度的稀释度为横

坐标 (X, ng/μL), 以扩增的 Ct 值为纵坐标 (Y), 使用

GraphPad prism 9.3 软件绘制线性曲线。使用 Origin 2021
绘制 qPCR 的线性曲线, 得到 Y=–3.58X+24.12, 相关系数

r2=0.99, 由 扩 增 效 率 公 式 [E=10(–1/ 斜 率 )–1] 计 算 得 到

E=90.25%(图 3A)。绘制预扩增 qPCR 的线性曲线, 得到

Y=–3.21X+10.01, 相关系数 r2=0.99, 计算得到 E=104.91% 
(图 3B)。 
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图 3  qPCR (A)和预扩增 qPCR (B)检验虹鳟源性成分扩增效率分析 
Fig.3  Sensitivity results of Oncorhynchus mykiss source components of universal qPCR (A) and pre-amplified qPCR (B) 

 

2.6  qPCR 和预扩增 qPCR 的灵敏度结果 

对提取的虹鳟基因组 DNA 进行灵敏度实验。qPCR 可

以检验到虹鳟基因组 DNA 的质量浓度为 2.99×10–3 ng/μL, 3
个平行样品中仅有 2 个阳性, 预扩增 qPCR 可以检验到虹鳟

基因组 DNA 的质量浓度为 1.50×10–4 ng/μL, 3 个平行样品

都为阳性结果(图 4)。 
 
 

 

 
 

图 4  qPCR 和预扩增 qPCR 检验虹鳟基因组 DNA 的灵敏度 
Fig.4  Sensitivity of qPCR and pre-amplification qPCR in detecting 

genomic DNA of Oncorhynchus mykiss 
 

并用 MedCalc 22.0软件对结果进行概率回归分析, 以
计算 qPCR 和预扩增 qPCR 在 95%概率水平下的检验低限。

在 95%概率水平下, qPCR 检验虹鳟基因组 DNA 的 LOD 为

2.99×10–3 ng/μL, 95%的置信区间为 0.83~8.87 pg/μL(图
5A)。预扩增 qPCR 检验虹鳟基因组 DNA 的 LOD 为

1.50×10–4 ng/μL, 95%的置信区间为 0.09~0.27 pg/μL(图 5B)。 

2.7  预扩增 qPCR 检验实际样品结果 

为了评价本研究改进的预扩增 qPCR 检验实际样品中

虹鳟源性成分的有效性, 本研究检验了 37 份标识含有虹

鳟、大西洋鲑、银鲑、粉鲑、王鲑等成分的水产类食品样

品提取的基因组 DNA。使用预扩增 qPCR 方法, 在标识含

有虹鳟源性成分的 19 份样本中均检出阳性扩增, Ct 值为

15.02~25.46, 与样品标识相符; 其中有 2 份鱼丸样品没有

标识含有虹鳟源性成分, 仍然检出虹鳟源性成分阳性, 与
样品标识不符。所有检出虹鳟源性成分的样品均采用基因

条形码进行测序进行阳性检出验证, 测序结果均与预扩增

qPCR 检验结果一致。另外 16 份样本未检出虹鳟源性成分, 
没有出现 Ct 数值, 检验结果为阴性, 与样品标识相符。此

外, 本实验室留存的已经过形态学鉴别和基因条形码测序

验证为含有虹鳟源性成分的 5 份样品, 经预扩增 qPCR 方

法检测均出现虹鳟源性成分的特异性扩增阳性结果, 进一

步验证了方法的可靠性与适用性。 
 

 
 

图 5  qPCR (A)和预扩增 qPCR (B)的 LOD 值确定 
Fig.5  Determination of LOD values for qPCR (A) and pre-amplified qPCR (B) 
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3  结论与讨论 

本研究开发了一种改进提高的预扩增 qPCR 方法, 通
过在实时荧光 PCR 扩增反应之前增加 15 个循环预扩增来

加速模板的热裂解, 加速模板 DNA 热变性和复性, 此阶段

不收集荧光信号, 使核酸充分释放出来, 富集模板 DNA, 
累积了更多的模板用于后续的 qPCR 分析, 有利于低拷贝

检测的高阈值判读, 在 qPCR 扩增阶段早期观察到阳性荧

光信号, 提高特异性扩增效率。克服了 SN/T 5480—2022 
qPCR 方法检测大西洋鲑、银鲑、红鲑、粉鲑、秋鲑等源

性成分发生非特异性扩增的问题, 有效解决了由于三文鱼

鱼种之间基因组序列极为相似, 易出现 PCR 扩增交叉反应, 
影响物种真实属性鉴定准确性的难题。并且改进的预扩增

qPCR 方法最低 LOD 为 1.50×10–4 ng/μL (0.09~0.27 pg/μL, 
95%置信区间), 扩增效率为 104.91%; 优于标准方法 qPCR
的 2.99×10–3 ng/μL 灵敏度(0.83~8.87 pg/μL), 扩增效率

90.25%。同时进行了 37 份水产品样品的预扩增 qPCR 分析, 
包括原料、单一含量食品、混合食品、以及深加工食品等

不同种类样品。本研究分别采用预扩增 qPCR 方法检测实

际样品和已知样品, 对于出现虹鳟源性成分阳性扩增的样

品同时进行基因条形码测序, 验证方法的准确性。基于两

种形式的验证结果表明本研究建立的基于改进的预扩增

qPCR 方法稳定可靠, 适用于食品样品中虹鳟源性成分的

真实性和掺假检验。 
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