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摘要：为确保鲨鱼产品的真实性，作者研究建立了食品中鲨鱼源性成分的 SYBR Green 实时荧光
PCR鉴定方法。运用建立的 SYBR Green实时荧光 PCR方法对 9种鲨鱼及 48种常见非鲨鱼类动
植物样品进行检测，9 种鲨鱼样品均出现扩增曲线，且熔解曲线在（84±1.5） ℃内出现峰值；其他
非鲨鱼样品中均未出现扩增曲线，熔解曲线在（84±1.5） ℃也未出现峰值。该检测方法的检测限为
0.000 1 ng/μL鲨鱼 DNA和质量分数 0.01%狗鲨肉粉。 运用建立的方法对 20 种常见的鲨鱼产品
进行 PCR检测，除仿鱼翅和鲨鱼肝油外所有产品中均能检测出鲨鱼成分。 结果表明，该检测方法
特异性强，灵敏度高，能够用于食品中鲨鱼源性成分的真实性鉴别。
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Abstract： A specific and sensitive SYBR Green real-time fluorescence PCR method was developed
to determine of the shark derived material in food. The specificity and sentivity of this method was
examined. The results showed 9 kinds of shark samples displayed theamplified curves and the
highest point of melt curves at （84±1.5） ℃，whereas other 48 kinds of common plants and animals
displayed no amplified curves and the highest point of melt curves at temperatures out of （84±1.5）
℃. The detection limit of the method was 0.000 1 ng/μL DNA and 0.01% shark meat powder. The
20 commercial shark products samples were analysized by SYBR Green PCR and all the products
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鲨鱼指软骨鱼纲板鳃亚纲鲨鱼总目的鱼类，是
位于海洋生物链最高层的重要经济鱼类 [1]。 市场上
的鲨鱼产品主要包括鱼翅、鲨鱼硫酸软骨素、鲨鱼
肉以及鲨鱼肝油等 [2-6]。 由鲨鱼鱼鳍制成的干鱼翅、
湿鱼翅及翅针因富含大量的胶原蛋白，且加工成鱼
翅汤后肉肥味美，成为大型聚会和商业晚宴的必点
菜肴[7]。 从鲨鱼软骨中提取的鲨鱼硫酸软骨素，因可
降低血脂， 防治冠心病和心肌梗塞等心脑血管疾
病，深受中老年朋友的喜爱[8]。 从鲨鱼肝脏中经精深
加工提炼而成的鲨鱼肝油， 因富含大量的 EPA、
DHA及脂溶性维生素而广受消费者的青睐 [9]。 近年
来，鲨鱼产品的广阔市场和巨大经济利益驱动了其
造假掺假现象的不断发生，且尤以鱼翅的造假最为
严重。 目前，我国对鲨鱼产品的检测并没有相关国
家标准和行业标准，但市场对鱼翅等鲨鱼产品的需
求量非常巨大，急迫需要相关的检测方法对其进行
真假鉴别。

SYBR Green（SG）是一种荧光染料，能与双链
DNA 结合并发出荧光， 是荧光定量 PCR 最常用的
DNA结合染料。 处于游离状态的 SYBR Green发出
微弱的荧光，一旦结合到双链 DNA 之后，荧光可增
强至游离状态的 1 000 倍， 可根据荧光信号检测
PCR 体系存在的双链 DNA 数量[10]。 在整个 PCR 完
成后，将温度从 60 ℃升至 95 ℃，每升高单位温度，
仪器会自动收集荧光信号，将温度与荧光强度的变
化求导即可得到熔解曲线[11]。 通过熔解曲线分析可
以对反应特异性以及引物与模板的匹配程度进行

评价。 SYBR Green实时荧光 PCR是一种快速、准确
的分子生物学检测方法， 目前已广泛应用于猪肉、
饮料等食品的真假鉴别[12-13]。 作者从 GenBank 数据
库中查找相关序列并设计鲨鱼特异的 PCR 引物，应
用 SYBR Green 实时荧光 PCR 技术建立食品中鲨
鱼源性成分真实性快速、准确的鉴定方法。

1.1 实验材料
舒氏星鲨、鼠鲨、尖吻鲭鲨、大青鲨、尖吻斜锯

牙鲨、澳洲半沙条鲨、加勒比斜锯牙鲨、路氏双髻鲨
DNA：由中国检验检疫科学院提供。 狗鲨：由上海松
江检验检疫局提供。
黄鱼、黑鱼、带鱼、鲳鱼、罗非鱼、秋刀鱼、黄菇

鱼、白菇鱼、剑鱼、鲥鱼、长江茴鱼、鲫鱼、巴沙鱼、黄
鳍金枪鱼、篮鳍金枪鱼、凤尾鱼、真鲷、白水鱼、鳕
鱼、鲈鱼、鳜鱼、鳊鱼、石斑鱼、多宝鱼、竹荚鱼、大西
洋鲑、马鲛鱼、鳎鱼、鳗鱼、鲐鱼、黄盖鲽、鳌虾、猪、
牛、山羊、鸡、鸭、鹅、兔、狗、大豆、绿豆、琼脂、玉米、
小麦、马铃薯、红薯及海带等 48 种常见非鲨鱼动植
物样品：购自上海家乐福、易初莲花等大型超市及
农贸市场。
用于方法应用的 5 个泡发鱼翅：分别购自上海

人家饭店、上海馥园杨姐食品公司、上海小南国饭
店和由上海波特曼丽嘉酒店和上海松江检验检疫

局提供；2 个鲨鱼肉：分别购自大连中天水产有限公
司和大连汇能海产品有限公司；干鲨鱼鳍：由上海
机场检验检疫局提供；4 个干鱼翅：分别由上海波特
曼丽嘉酒店、上海松江检验检疫局提供和购自上海
铜川水产品市场和上海家乐福超市； 冻干鱼翅：购
自上海养中堂生物科技有限公司；鲨鱼源硫酸软骨
素初级加工品： 由上海祥源生物科技有限公司提
供；美国天然元鲨鱼软骨素胶囊：购自上海家乐福
超市；日本百傲鲨鲨鱼软骨素胶囊：购自上海易初
莲花超市。
1.2 样品制备
使用冷冻研磨机将上述组织样品磨成粉末状，

提取 DNA后用于特异性检测。
将草鱼肉和狗鲨肉于 80 ℃隔离烘干 48 h 后研

磨成草鱼肉粉和狗鲨肉粉。 用草鱼肉粉将上述狗鲨
肉粉配制成质量分数 10%、1%、0.1%、0.01%的梯度
预混样品，提取 DNA后用于质量灵敏度测试。
1.3 样品 DNA提取
使用天根海洋动物基因组提取试剂盒：天根生

化科技有限公司，目录号：DP324；提取鲨鱼及硬骨
鱼类样本 DNA、 动物基因组提取试剂盒： 目录号：
DP323；提取动物样本 DNA、植物基因组提取试剂

材料与方法1

indicated existence of shark DNA except the artifical shark fin and shark liver oil. The results
indicated that the detection method is highly specific and sensitive，and can be used to the
identification of shark derived material in food.
Keywords： SYBR green real-time fluorescence PCR， food， shark derived material， authentication
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盒：目录号：DP305；提取植物样本 DNA 提取方法详
见试剂盒操作说明书。用 BioPhotometer plus 核酸蛋
白含量测定仪（Eppendorf）测定 DNA 浓度，置于-20
℃保存备用。
1.4 引物设计
查阅和整理国内外有关鲨鱼的文献资料，通过

Blast 比对 GenBank 数据库中的相关序列 ， 运用
Primer5 设计 PCR 引物， 引物序列为：Primer1：5’-
CACCTTTAGGCAAACCAGCAC -3’； Primer2：5’ -
GGGCCAGGGTCGAATCTCT-3’。
1.5 PCR扩增
使用 18S rRNA 基因扩增真核生物内源基因，

以确保所提取的 DNA适合于 PCR 扩增。 检测所用
18S rRNA 基因引物序列为 ：5’-TCTGCCCTATCA
ACT TTCGATGGTA-3’和 5’-AATTTGCGCGCCTGC
TGCCTTCCTT-3’。 PCR 反应体系为：1×PCR 缓冲
液 ，2.5 mmol/L Mg2 + ，1 U Taq 酶 ，200 μmol/L
dNTPs，引物 100 nmol/L，模板 50~100 ng，反应体积
为 25 μL。 扩增条件为：94 ℃ 3 min，94 ℃ 20 s，54
℃ 40 s，72 ℃ 40 s，40个循环。
运用建立的 SYBR Green 实时荧光 PCR 方法

对相应的 DNA进行扩增 （ABI 7300 实时荧光 PCR
仪）， 反应体系为：12.5 μL SYBY Green Pre Mix，1
μL Primer1 （5 μmol/L），1 μL Primer2 （5 μmol/L），
8.5 μL 无菌去离子水，2 μL 模板 DNA，反应体积为
25 μL。扩增条件为：95 ℃ 10 min、95 ℃ 30 s、64 ℃

40 s、72 ℃ 45 s、35 个循环；95 ℃ 15 s、64 ℃ 30 s、
99 ℃ 15 s。 64 ℃收集荧光信号。
1.6 普通 PCR产物的检测
取 10 μL 18S rRNA 基因扩增产物， 加 1 μL

10×上样缓冲液点样进行琼脂糖凝胶电泳， 凝胶成
像系统记录电泳图谱 。 琼脂糖凝胶质量浓度为
2 g/dL。

2.1 真核生物 18SrRNA特异引物的检测
用真核生物 18S rRNA 特异性引物对本研究提

取的所有 DNA进行普通 PCR 扩增， 琼脂糖凝胶电
泳结果显示，除鲨鱼肝油外，所有 DNA 样品均出现
137 bp 的特异性扩增条带。 结果表明，除鲨鱼肝油
因精加工程度过高 DNA 遭到破坏外， 所有抽提的
DNA溶液均适用于 PCR测试。
2.2 鲨鱼源性成分引物的特异性检测
用建立的 SYBR Green 实时荧光 PCR 方法对 9

种鲨鱼样品 DNA 进行检测， 所有样品均出现特异
性扩增曲线，见图 1。且熔解曲线在（84±1.5） ℃的温
度范围内出现峰值，见图 2。 用该方法对 48 种非鲨
鱼类常见动植物样品 DNA 进行 PCR 检测， 所有样
品均未出现扩增曲线，见图 3。 且熔解曲线在（84±
1.5） ℃的温度范围内未出现峰值， 见图 4。 实验表
明，实验室建立的 SYBR Green 实时荧光 PCR 方法
对 9种供试鲨鱼种类具有特异性。

结果与分析2

图 1 鲨鱼成分的实时荧光 PCR 扩增曲线
Fig.1 Specific detection of real-time PCR for shark
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图 2 鲨鱼 DNA 的 SG-PCR 熔解曲线
Fig.2 SG-PCR melting curves of PCR product from shark

图 3 48 种非鲨鱼动植物的实时荧光 PCR 扩增曲线
Fig.3 Specific detection of real-time PCR for non-shark

materials

图 4 48 种非鲨鱼动植物的 SG-PCR 熔解曲线
Fig.4 SG-PCR melting curves of PCR product from non-

shark materials

2.3 鲨鱼源性成分引物的灵敏度检测
用 1×TE 缓冲液将提取的狗鲨样品 DNA 溶液

稀释至 10、1、10-1、10-2、10-3、10-4、10-5 ng/μL，按照建
立的 SYBR Green 实时荧光 PCR 方法对其进行扩
增，并进行 3 次重复实验，以确定该检测方法的灵
敏度 。 实验表明 ：10、1、10 -1、10 -2、10 -3、10 -4 ng/μL
DNA稀释液均出现稳定扩增曲线，该方法的检测灵
敏度可达到 10-4 ng/μL，见图 5。
用草鱼肉粉将狗鲨肉粉配制成质量分数 10%、

1%、0.1%、0.01%、0.001%的肉粉样品，提取 DNA 后
进行 3 次 SYBR Green 实时荧光 PCR，10% 、1% 、
0.1%、0.01%的预混样品 DNA 均出现稳定扩增曲
线，0.001%预混样品未出现稳定扩增曲线，见图 6。

图 5 鲨鱼 DNA 检测灵敏度实时荧光 PCR 扩增曲线
Fig.5 Amplification curves generated by serial dilution of shark DNA
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2.4 食品中鲨鱼源性成分检测的应用
应用该方法对市场上常见的鲨鱼产品： 鲨鱼

肉、干鱼鳍、干鱼翅、泡发鱼翅、鲨鱼源硫酸软骨素
初级加工品、鲨鱼软骨素胶囊、鲨鱼肝油、仿干鱼翅
和泡发仿鱼翅样品进行检测。 其中，鲨鱼肉、干鱼
鳍、干鱼翅、泡发鱼翅、鲨鱼源硫酸软骨素初级加工
品、 鲨鱼软骨素胶囊等含有鲨鱼 DNA 的样品均能

出现特异性扩增曲线见图 7， 且熔解曲线在 （84±
1.5） ℃内出现峰值（见图 8），能检测出鲨鱼成分；不
含鲨鱼成分的仿干鱼翅和泡发的仿鱼翅 DNA 样品
以及精加工鲨鱼肝油样品均未出现特异性扩增曲

线，且熔解曲线在（84±1.5） ℃内未出现峰值，不能
检测出鲨鱼成分。

图 6 鲨鱼肉粉（W/W）检测灵敏度实时荧光 PCR 扩增曲线
Fig.6 Amplification curves generated by different shark percentage content

图 7 常见鲨鱼产品实时荧光 PCR 扩增曲线
Fig.7 Amplification curves generated by commercial shark products
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图 8 常见鲨鱼产品 SG-PCR 熔解曲线
Fig.8 SG-PCR melting curves generated by commercial

shark products

实验过程中分别运用多种 DNA 提取试剂盒多
次提取鲨鱼肝油 DNA， 用真核生物 18S rRNA对所
有抽提 DNA进行普通 PCR 扩增， 均未出现扩增条
带，这极可能与鲨鱼肝油的加工过程有关。 鲨鱼肝
油的生产经历了淡碱水解、离心、盐洗、压虑等一系

列复杂的精细加工过程，DNA 在加工过程中受到很
大程度的破坏[14]。 故该方法不能应用于鲨鱼肝油的
中鲨鱼源性成分真实性的鉴定。

SYBR Green 实时荧光 PCR 因实验设计简单、
无需设计探针、实验成本低、且能够进行熔解曲线
分析检验扩增反映的特异性，目前已广泛应用于临
床、 食品、 分子生物学及遗传学领域 [15-17]。 由于
SYBR GreenⅠ染料与所有的双链 DNA 分子都可以
结合，引物二聚体、单链二级结构以及错误扩增产
物的出现会增加荧光值，因而对引物的特异性及反
应体系中模板的加入量要求较高[18]。 作者所在实验
室对所设计引物进行普通 PCR 验证后，分别对引物
的模板量和反应的退火温度进行了优化，确定了最
佳模板量和最适退火温度。
该 SYBT Green实时荧光 PCR 检测方法应用于

食品中鲨鱼源性成分真实性检测，DNA 浓度灵敏度
可达 10-4 ng/μL，鲨鱼肉粉质量灵敏度可达 0.01%，具
有很高的可操作性和很强的实用性。 除鲨鱼肝油外，
可广泛应用于市场上常见鲨鱼产品的真实性检测。

结 语3
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