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用于分子溯源的鱼糜 DN A 随加工过程的
质量变化分析
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摘 � 要: DNA 溯源是食品质量安全管理控制的新兴有效手段之一。而经深加工的产品,其 DNA

受到破坏、含量低、质量下降,可能会影响到后续的物种鉴定、检测及溯源。作者采用酚-氯仿法抽

提大黄鱼( P seud osciaena crocea )和草鱼( Ctenop haryngodon id el lus )在鱼糜制作主要加工工序中

的 DNA,利用紫外分光光度计、琼脂糖凝胶电泳、18S rDNA 扩增和微卫星( SSR)扩增对产物 DNA

的质量进行评价。结果显示,虽然随着加工的深入进行, DNA 产物质量逐渐下降,但仍能满足后

续原料的物种鉴定以及用于 DN A溯源的要求。
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Quality Changes of DNA during Processing to Surimi Used for Traceability
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� WAN G Zh-i he, � ZH AO Yong*
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Abstract:DNA traceability is one of the em erg ing and ef f icient m eans for the management and

contro l of fo od quality and safety. H ow ever, deep processing products suffer ed DNA

dest ruction, w hich direct ly affected the follow-up species detection and traceability. In this

study , different stages of Pseudo sciaena crocea and Ctenophar yngodon idellus processing Surimi's

DNA w ere ext racted by phenol chloro for m and the the DNA quality evaluated by UV

spect rophotometer, agarose gel electr ophor esis, 18SrRNA amplificat ion as well as microsatellite

( SSR) amplif icat ion. T he results show ed that , w ith the pr ocessing of the product , DNA quality

w as gradually declined, but the genom ic DNA w as st ill competent for species ident if icat ion and

DNA traceability.
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� � 水产品质量安全一直受到国内外广泛关注, 随

着我国水产加工业的发展,特别是鱼糜制品产量的

不断增加, 水产加工原料的品质控制变得尤为重

要,因此建立和完善对水产品及其加工制品具有国

际化水平的溯源管理体系及食品安全追溯技术体

系势在必行。

传统的溯源技术存在着一定的不足, 如标签技

术容易丢失或更换,有机物溯源技术操作复杂或影

响因素太多,虹膜特征溯源技术只能用于完整生物

个体溯源。而现代分子生物学技术因其易分型、重

复性好、检测手段简单快捷、成本低廉等成为目前

国际上被公认为的最具发展潜力和应用价值的快

速溯源技术, 即 DNA 溯源技术, 主要有 AFLP(扩

增片段长度多态性 ) 标记、SSR (微卫星) 标记和

SN P(单核苷酸多态性)标记等
[ 1]
。

AFLP 标记常被用来鉴定物种以及对一些未知

鱼种和海产品的真实性测试
[ 2]
。Nakamura 等

[ 3]
对

名古屋鸡的4个家系, 使用了25个微卫星标记做到

追溯。Gof faux
[ 4]
等对比利时具有代表性的 96头杂

交猪和 32头纯种猪进行 SNP 分型,结果显示每头

猪都有自己独特的基因型,可见 SNP 分型为今后猪

肉制品的追溯提供了有效的方法。但这些基于

DNA 的溯源研究只局限于对生物个体的鉴定。而

对深加工动物食品的追溯研究还不多见。Manue-

la[ 5]等利用 8对微卫星引物分析了新鲜番茄和经过

不同加工方式处理后的番茄制品 DNA 产物, 结果

显示,即使是加工制品也可以根据多个等位基因变

异而被鉴定,从而为加工制品中对番茄品种的追溯

提供了一定的基础。Negr ini等
[ 6]
采用 AFLP 标记

对牛肉产品进行原始个体的溯源研究,分析结果显

示, AFLP 标记技术与贝叶斯理论的结合是一种不

错的肉产品溯源方法。Ricar do 等 [ 7]也利用微卫星

标记进行了牛肉产品的追溯。但是目前利用微卫

星等分子标记对鱼糜制品等海洋深加工食品进行

物种鉴定以达到对原料鱼追溯的研究尚未见报道。

提取高质量的基因组 DNA 是进行分子溯源的

技术关键。由于食品中所含化学成分易受产地、气

候和采收时间等因素的影响,而且其化学成分非常

复杂,其中的蛋白质、脂肪、多糖、多酚、单宁、色素

及其它次生代谢物质都会影响 DNA 的提取质

量
[ 8]

, 尤其是深加工的食品经过了破碎、搅拌、高

温、高压、化学以及生物反应等多种多样的加工过

程,原料外观已经改变,部分成分也发生了改变, 已

无法辨别其原料品质的优劣及其组成成分
[ 9]
。

作者对一种淡水鱼(草鱼)和一种海水鱼(大黄

鱼)在加工成鱼糜的过程中, 每个加工环节提取的

DNA 质量进行比较分析, 旨在验证经加工后的鱼

糜产物是否适用于后续的 DNA 追溯研究。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验材料与试剂
草鱼、大黄鱼: 购自上海芦潮港水产市场; DS

蛋白酶 K、氯仿异戊醇、RNA 酶 A、EDT A、Tr is 平

衡酚( 8� 0)、T E 8� 0:上海生工生物工程有限公司; 1

mo l/ L T ris-H Cl: 上海申能博彩生物科技有限公

司; DK-8D型电热恒温水槽:上海一恒科技有限公

司; DYY-6C 型电泳仪:北京六一仪器厂; 高速冷冻

离心机:德国 Eppendorf公司。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 冷冻鱼糜的生产工艺 � 原料鱼 �去头、去
内脏 �清洗�采肉�漂洗 �精滤 �脱水 �斩拌(添

加剂: 蔗糖、山梨醇等) �称重、包装 � 冻结 �

冷藏 [ 10]。

本次实验由于用量较少, 用手工制作代替了机

器生产,用绞肉机采肉。两种鱼分别取 6个样: 1原

料鱼肉、2搅碎一次、3 搅碎二次、4 漂洗一次、5 漂

洗二次、6漂洗三次。

1� 2� 2 � 鱼肌肉组织 DNA 提取方法 � 改进的酚-

氯仿抽提法 � 取鱼肌肉组织 0� 15 g, 置于 2 mL 离

心管中,剪碎组织。向离心管中依次加入 1 mL 的

细胞裂解液( 10 m mol/ L Tr is-Base、0� 1 mo l/ L ED-

TA( pH 8� 0) , 50 �L10%SDS, 15 �L 蛋白酶 K) ,充

分混匀之后, 55 � 水浴至澄清 ( pH 8)。向离心管

中加入 200 �L 平衡酚, 充分混匀之后, 离心, 吸取

上清液,向上清液中加入 200 �L 氯仿异戊醇, 混匀

离心。再吸取上清液, 加入 15 �L RNA 酶, 在 37

� 下水浴 45 m in。重复提取步骤,加入两倍体积的

100%冰冻乙醇,摇动以沉淀 DN A,离心,用滤纸将

乙醇吸尽。加入 1 mL 70%乙醇洗涤 2次。倒掉上

清液, 室温干燥, 最后加 50 �L TE 溶解 DNA。

- 20 � 贮存备用 [ 11]
。

1� 2� 3 � 分光光度法检测 � 用 TE做空白,在紫外分

光光度计上测定, 记录 DNA 的浓度和 A 260与 A 280

比值。

1� 2� 4 � 琼脂糖凝胶电泳 � 将 DNA 提取液和标准

DNA 样品点样在 1 g/ dL 的琼脂糖凝胶上电泳, 电

压 100 V。室温下电泳 35 m in。产物经溴化乙锭染

色后在紫外光下凝胶成像。

1� 2� 5 � 18S rDNA-PCR 扩增反应 � 从 NCBI 中检

索到鱼类 18S rDNA的部分序列, 用 Prim er 5� 0软
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件设计引物得 forw ard: 5-' AT TACCCA TT TC-

CGACAC- 3 '; Reverse: 5-' T CT CCCGAGATC-

CAACT A- 3'。目的片段约 230 bp, 引物由上海生

物工程公司合成。扩增在型号为 T C-24/ H ( b) 的

PCR仪上进行。18S rDNA 的扩增条件为[ 12] :每次

扩增采用 25 �L 体系, 反应混合液含有 2 �L 模板

DNA, 0� 25 �L T aq酶( 1 U/�L,购自 TAKARA 公

司) , 2� 5 �L 10 � PCR buf fer, 2 �L MgCl2 ( 25

mmo l/ L ) , 2 �L dN TP( 2� 5 m mo l/ L) ,引物各 0� 5

L( 25 mol/ L)。反应条件为: 95 � 预变性 5 m in, 40

个循环 ( 95 � 30 s, 52 � 50 s, 72 � 2 m in) ,然后

72 � 延伸 10 m in。PCR 产物经 1 g / dL 琼脂糖凝

胶电泳, 溴化乙锭染色后在紫外光下凝胶成像。

PCR产物送至生工进行测序。

1� 2� 6 � SSR-PCR扩增反应 � 从文献[ 13- 14]中随

机选用 4对草鱼微卫星引物(见表 1)和 4对大黄鱼

微卫星引物
[ 14]

(见表 2)对加工中主要加工工序的

DNA 产物进行 SSR- PCR扩增。每次扩增采用 25

�L 体系, 反应混合液含有 1� 5 �L 模板 DNA , 0� 3

�L T aq酶( 1 U /�L,购自 T AKARA 公司) , 2� 5 �L

10 � PCR buf fer, 2 �L dN TP( 2� 5 mm ol/ L ) , 引物

各 0� 3 �L( 25 mo l/ L)。反应条件为: 95 � 预变性 5

min, 25个循环( 95 � 30 s, 50� 5~ 61� 0 � 30 s, 72

� 1 m in) , 然后 72 � 延伸 7 min。PCR 产物经 2

g/ dL琼脂糖凝胶电泳,溴化乙锭染色后在紫外光下

凝胶成像。

表 1� 4 对草鱼微卫星分子标记及其引物

Tab. 1� Four pairs of microsatellite markers and their primers in Ctenopharyngodon idellus

GenBank
登录号

核心
序列

引物序列
( 5'- 3')

期望产物
大小/ bp

退火
温度/ �

Ci09
EF408900

( CA ) 10
FAM - T GGCCTT CACTACCATCACTT
AATGT CCCCACAATTCATAAAA

117~ 139 50. 5

Ci10
EF408901

( AC) 15
H EX- AAT GCTTCCCAT CT CACTGC
TCAGAGCCACACCAACAATG

188~ 214 60

Ci13

EF408904
( GT ) 16

FAM - GAAT AAAGCGGATGCCTT GAAT

TT TCCCAAAACTT TAGCACACTTT
209~ 215 58

Ci14

EF408905
( T G) 10

H EX- AAATGGT CT GCTCAAAAATGT A

TT TACT CACTGGGCT TCTTCA
122~ 128 60

表 2 � 4 对大黄鱼微卫星分子标记及其引物

Tab. 2 � Four pairs of microsatellite markers and their primers in Pseudosciaena crocea

GenBank
登录号

核心
序列

引物序列
( 5'- 3')

期望产物
大小/ bp

退火
温度/ �

EF635867 ( GT ) 12
F : AGT GAGGAGTGAAGGCAGGA
R: TTGACCGGTTGTGTTGTGT T

233 51

EF635869 ( TC) 9 �( CT T ) 6
F : CATCTCCCCCACTCATATCG
R: TTCAGACTGCT GCCCTGTC

299 52

EF635875 ( CT ) 22
F : CCT GTGTCATTT TTGGTT TC
R: AGACTGGAGCTGT CCTCTG

212 53

EF635876 ( CT ) 12 �( CT ) 4
F : CTTT GCTGTGAGGCTTTT CC

R: TCGCAGACAGAAT CT CCAAG
254 50

2 � 结果与分析

2. 1 � 鱼糜不同加工阶段 DNA质量的琼脂糖凝胶

电泳分析

由图 1、2中可以看出, 该方法均可以有效地提

取主要加工阶段的 DNA。而且草鱼的 DNA 条带

清晰明亮,蛋白质和 RNA 污染少,而大黄鱼中提取

的 DNA 有明显的弥散带。这可能是由于加工鱼糜

的过程中,基因组 DNA 受到机械损伤、加工时 pH

值改变以及细胞破损与核酸酶作用等因素促使

DNA 降解,因此条带逐渐变暗, 从而可以初步推测

DNA 质量有所下降。

而从图 1, 2 比较来看, 草鱼 DNA 的提取质量

要优于大黄鱼的质量。这可能是由于海水鱼中蛋

白质含量比较高,而且其本身的干扰离子比淡水鱼

的要高。

2� 2 � 鱼糜不同加工阶段 DNA 质量的紫外分光光

度分析

由表 3、表 4可以看出, 加工过程中 DNA 质量

浓度和纯度都有所降解。
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M: �H indIII marker; 1, 2: 原料鱼; 3, 4:一次绞肉; 5, 6:二次绞

肉; 7, 8:一次漂洗; 9, 10:二次漂洗; 11, 12:三次漂洗

图 1 � 普通酚-氯仿抽提草鱼中基因组 DNA 电泳图谱

Fig. 1 � Electrophoresis of Ctenopharyngodon idellus

genomic DNA extracted by pheno-l chloroform

M: �H indIII marker; 1, 2: 原料鱼; 3, 4:一次绞肉; 5, 6:二次绞

肉; 7, 8:一次漂洗; 9, 10:二次漂洗; 11, 12:三次漂洗

图 2 � 普通酚-氯仿抽提大黄鱼基因组 DNA电泳图谱

Fig. 2 � Electrophoresis of Pseudosciaena crocea genomic

DNA extracted by pheno-l chloroform

表 3� 草鱼 DNA产物紫外检测结果

Tab. 3� Results of Ctenopharyngodon idellus DNA ultraviolet

spectrophotometer ( UV)

加工
过程

A 260/ A 280
质量浓度/
( ng /�L )

DNA 产量/
( ng / g组织)

直接
采肉

1. 80�
0. 03

72. 87 �
0. 45

24 288. 89 �
150. 31a

一次
搅碎

1. 71�
0. 01

65. 67 �
0. 90

21 888. 89 �
300. 62b

二次
搅碎

1. 68�
0. 00

50. 20 �
0. 46

16 733. 33 �
152. 75c

一次
漂洗

1. 74�
0. 03

49. 27 �
0. 31

16 422. 22 �
101. 83c

二次
漂洗

1. 69�
0. 07

46. 60 �
2. 25

15 522. 11 �
751. 30d

三次
漂洗

1. 57�
0. 01

36. 83 �
0. 51

12 277. 78 �
171. 05e

� 所得数值是3 次重复平均值 � 标准差 ;同一列不同字母表
示差异显著( P< 0� 05)。

A 260 / A 280和 A 260 / A 230是核酸纯度的指示值。

纯度好的 DNA, 在 pH 7~ 8� 5 下 A 260 / A 280的比值

应该在 1� 8左右。如果比值低于 1� 8, 表示存在蛋

白质或者酚类物质的影响。A 230表示样品中存在一

些碳水化合物、盐 (胍盐) 等杂质, 较纯净的核酸

A 260 / A 230的比值应大于 2� 0。从草鱼肌肉中提取的

DNA 质量浓度分别为 36� 83~ 72� 87 ng/ �L、A 260 /

A 280为 1� 57~ 1� 80, 从大黄鱼肌肉中提取的 DNA

质量浓度分别为 36� 60~ 105� 83 ng/�L、A 260 / A 280

为 1� 72~ 1� 82, 在加工后期质量浓度和纯度都有下

降。图 3也可以直观地看出, 在鱼糜加工过程中

DNA 产量存在明显的下降趋势。
表 4 � 大黄鱼 DNA产物紫外检测结果

Tab. 4 � Results of Pseudosciaena crocea DNA ultraviolet spec-

trophotometer (UV)

加工
过程

A 260 / A 280
质量浓度/
( ng/�L)

DNA 产量/
( ng/ g组织)

直接
采肉

1. 72�
0. 02

105. 83 � 0. 96
35 277. 78�

320. 30a

一次
搅碎

1. 80�
0. 02

87. 80 �
0. 66

29 266. 67�
218. 58b

二次
搅碎

1. 82�
0. 01

72. 60 �
0. 50

24 200. 00�
166. 67c

一次
漂洗

1. 79�
0. 02

64. 00 �
0. 17

21 333. 33�
57. 74d

二次
漂洗

1. 80�
0. 02

51. 63 �
1. 02

17 211. 11�
340. 48e

三次

漂洗

1. 72�
0. 00

36. 60 �
1. 10

12 233. 33�
366. 67f

� 所得数值是 3 次重复平均值 � 标准差; 同一列不同字母表
示差异显著( P< 0� 05)。

1.原料鱼肉; 2.搅碎 1次; 3. 搅碎 2次; 4.漂洗 1次; 5. 漂洗 2

次; 6.漂洗 3次

图 3 � 鱼糜加工过程中 DNA产量变化

Fig. 3 � Change of DNA concentration in Surimi process-

ing

2� 3 � 基于 PCR技术对鱼糜不同加工阶段 DNA质

量的评价

不同加工阶段的 DNA 是否能用于 PCR 扩增

是进行 DNA 溯源的技术关键。18S rDNA 在真核

生物中是最为保守的基因之一,所以常作为进行生

物分类的依据。18S rDNA 经测序比对后, 可初步

判定生物种属。由于微卫星在真核生物基因组

DNA 中数量多且均匀分布, 据估计, 在基因组中平

均 30~ 50 kb就存在一个 SSR,因此 SSR资源极为

丰富, 且具有特异性的 PCR 扩增、多态信息容量

( P IC)高、引物通用性好、突变率高、共显性等特点,
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尤其为近缘物种和个体的身份识别提供了巨大的

筛选空间和追溯依据。因此作者根据18S rDNA 扩

增和 SSR 扩增来对鱼糜不同加工工艺阶段 DNA

质量进行评价。

� � 草鱼和大黄鱼的 18S rDNA特异片段扩增效果

良好,说明提取所得的基因组 DNA 具有较好的质

量,无抑制 T aq酶活性的物质,适用于后续的 PCR

扩增。将样品送至上海生工生物工程公司进行测

序。经分析比对,结果与预期片段完全符合。表明

提取的 DNA 产物质量均达到后续物种鉴定、分子

溯源等实验的要求, 见图 4~ 5。

M: 100 bp Marker; 0:阴性对照; 1, 2: 原料鱼; 3, 4:一次绞肉;

5, 6:二次绞肉; 7, 8:一次漂洗; 9, 10:二次漂洗; 11, 12:三次漂洗

图 4� 草鱼 18S rRNA PCR产物扩增结果

Fig. 4 � Electrophoresis analysis of partial 18s rDNA

PCR products of Ctenopharyngodon idellus ge-

nomic DNA

M: 50 b p Marker 0:阴性对照; 1, 2: 原料鱼; 3, 4:一次绞肉;

5, 6:二次绞肉; 7, 8:一次漂洗; 9, 10: 二次漂洗; 11, 12:三次

漂洗

图 5 � 大黄鱼 18S rRNA PCR产物扩增结果

Fig. 5 � Electrophoresis analysis of partial 18s rDNA

PCR products of Pseudosciaena crocea genomic

DNA

� � 作者通过随机选用 4对草鱼和4对大黄鱼的微

卫星引物,对不同加工阶段的样品进行 PCR 扩增。

其结果见图 6、7。图谱条带清晰、明亮, 提取的

DNA 无论是在新鲜鱼糜还是经过加工的鱼糜制品

中都未出现位点缺失现象,说明在加工过程中虽然

DNA 质量下降, 但仍可以对加工产品做物种鉴定

及分子溯源,而且通过增加筛选微卫星位点就可以

在加工中的任意环节达到鉴定所用鱼种的目的。

M: 50 bp M ark er; 0, 7, 14, 21:阴性对照; 1, 8, 15, 22: 原料鱼;

2, 9, 16, 23:一次绞肉; 3, 10, 17, 24, :二次绞肉; 4, 11, 18, 25:一

次漂洗; 5, 12, 19, 26:二次漂洗; 6, 13, 20, 27:三次漂洗

0~ 6:引物 1; 7~ 13:引物 2; 14~ 20:引物 3; 21~ 27:引物 4

图 6� 草鱼 SSR-PCR产物扩增结果

Fig. 6 � Results of PCR amplification of four SSR loci

from Ctenop haryngodon idellus

M: 50 bp M ark er; 0, 7, 14, 21:阴性对照; 1, 8, 15, 22: 原料鱼;

2, 9, 16, 23:一次绞肉; 3, 10, 17, 24, : 二次绞肉; 4, 11, 18, 25:

一次漂洗; 5, 12, 19, 26:二次漂洗; 6, 13, 20, 27:三次漂洗

0~ 6:引物 1; 7~ 13:引物 2; 14~ 20:引物 3; 21~ 27:引物 4

图 7 � 大黄鱼 SSR-PCR产物扩增结果

Fig. 7 � Results of PCR amplification of four SSR loci

from Pseudosciaena crocea

3 � 结 � 语

食用农产品溯源技术是食品安全风险管理的

一项有效措施。它是建立于农产品生产、加工、贮

运、销售和消费过程的信息记录和信息追溯体系。

DNA 溯源技术是基于 DNA 指纹图谱的生物学技

术, 它的唯一性和高度精确性使其成为一种新兴的

溯源方法。

实验中,大黄鱼的 DNA 产物质量不及草鱼, 主

要是因为海淡水鱼的组成成分有所差异,鱼肉含有

丰富的镁元素,尤其是海水鱼。镁是多种酶的激活

剂, 同样也会促进 DNA 酶发挥作用。除鱼种本身

对 DNA 提取质量的影响外, 可能还有以下 3方面

的因素会影响 DNA 产量和质量: 1)鱼糜制作过程

中有比较严重的机械加工, 而且其本身所含的多

糖、脂肪、色素及其它次生代谢产物均会对 DNA 的

提取产生影响, 如多糖与 DNA 结合成粘稠的胶状

物, 而且加工中出现的某些物理、化学变化及酶因
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子也会影响 DNA 的质量。2)细胞核内的 DNA 在

死后开始自溶性降解, 有实验发现随死后间隔时间

延长,肾组织细胞核 DNA 发生断裂加重, 且断裂的

DNA 片断在碱性环境中电泳时迁移速度加快, 脱

离未断裂的双链 DNA, 形成明显的� 拖尾�现象。

而且死后细胞内部酶解作用增强, 使核 DNA 的酶

解片段逐渐变小
[ 15]
。不同物种的自溶速率不同, 可

能大黄鱼较之草鱼自溶更快。3)环境温度对死后

细胞核 DNA 降解的影响很大[ 16]。

结果显示,随着鱼糜加工阶段的深入, 提取的

DNA 产物质量逐渐下降, 但仍满足后续物种鉴定

及分子溯源等操作的要求。可以看出, 淡水鱼的

DNA 提取产物质量较海水鱼高, 因此在以后的实

验操作中,可以根据海水鱼自身的特性来改进自己

的实验方案。而且本研究显示, 通过增加筛选微卫

星位点即可对加工中的鱼糜进行原料溯源,此方法

具有很好的应用前景。
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