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前　　言
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本文件主要起草人:姚琳、王联珠、曲梦、江艳华、郭莹莹、朱文嘉、柳淑芳、谭志军、张廷翠、杨青、李娜、

蒋昕、毕迎斌.
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鳕鱼品种的鉴定　实时荧光PCR法

１　范围

本文件描述了以实时荧光PCR法测定鳕鱼源性成分的原理、仪器设备、试剂和材料、样品制备、DNA
提取、DNA纯度和浓度测定、测定方法、结果判定与表达、防污染措施.

本文件适用于鳕鱼及易混鱼产品的定性检测.包括太平洋鳕鱼(Gadusmacrocephalus)、大西洋鳕鱼

(Gadusmorhua)、黑线鳕(Melanogrammusaeglefinu)、绿青鳕(Pollachiusvirens)、蓝鳕(Micromesistius
poutassou)、细鳞壮鳕(Albatrossiapectoralis)、狭鳕(Theragrachalcogramma)、阿根廷无须鳕(MerlucＧ
ciushubbsi)等鳕鱼,以及棘鳞蛇鲭(Ruvettuspretiosus)、异鳞蛇鲭(Lepidocybiumflavobrunneum)、小鳞

南极犬牙鱼(Dissostichuseleginoides)、莫氏南极犬牙鱼(Dissostichusmawsoni)、裸盖鱼(Anoplopoma
fimbria)等鳕鱼易混品种.本文件不适用于混合样品.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

GB/T１９４９５􀆰４　转基因产品检测　实时荧光定性聚合酶链式反应(PCR)检测方法

GB/T２７４０３　实验室质量控制规范　食品分子生物学检测

３　术语和定义

GB/T１９４９５􀆰４界定的术语和定义适用于本文件.

４　缩略语

下列缩略语适用于本文件.

BSA:牛血清蛋白(bullserumalbumin)

COⅠ:细胞色素氧化酶Ⅰ亚基(cytochromeoxidasesubunitⅠ)

CTAB:十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrithylammoniumbromide)

Ct:循环阈值(cyclethreshold)

Cytb:细胞色素b(cytochromeb)

DNA:脱氧核糖核酸(deoxyribonuleicacid)

DNase:脱氧核糖核酸酶(deoxyribonuclease)

dATP:脱氧腺苷三磷酸(deoxyadenosinetriphosphate)

dCTP:脱氧胞苷三磷酸(deoxycytidinetriphosphate)

dGTP:脱氧鸟苷三磷酸(deoxyguanosinetriphosphate)

dNTP:脱氧核苷酸三磷酸(deoxyribonucleosidetriphosphate)

dTTP:脱氧胸苷三磷酸(deoxythymidinetriphosphate)

EDTA:乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraaceticacid)

FAM:羧基荧光素(carboxyfluorescein)

IU:酶活国际单位(internationalunit)

MGB:小沟结合物(minorgroovebinder)

PCR:聚合酶链式反应(polymerasechainreaction)
１
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ROX:羧基ＧXＧ罗丹明(carboxyＧXＧrhodamine)

SNP:单核苷酸多态性(singlenucleotidepolymorphism)

Taq:水生栖热菌(Thermusaquaticu)

Tris:三(羟甲基)氨基甲烷[tris(hydroxymethyl)aminomethane]

１６SrRNA:１６S核糖体RNA(１６SribosomalRNA)

１８SrRNA:１８S核糖体RNA(１８SribosomalRNA)

５　鳕鱼及其易混品种

５􀆰１　鳕鱼

本文件中指鳕形目(Gadiformes)鱼类,主要指商业化捕捞、加工与贸易中常见的鳕科(Gadidae)、长尾

鳕科(Macrouridae)、无须鳕科(Merlucciidae)的主要品种.

５􀆰２　油鱼

本文件中指鲈形目带科棘鳞蛇鲭属的棘鳞蛇鲭(Ruvettuspretiosus)及异鳞蛇鲭属的异鳞蛇鲭

(Lepidocybiumflavobrunneum).切片后商品形态与鳕鱼类似,市场俗称油鱼.

５􀆰３　银鳕鱼

本文件中指商业化捕捞、加工与贸易中常见的鲈形目南极鱼科犬牙南极鱼属的小鳞南极犬牙鱼(DisＧ
sostichuseleginoides)、莫氏南极犬牙鱼(Dissostichusmawsoni),鲉形目黑鲉科裸盖鱼属的裸盖鱼(AnoＧ
plopomafimbria),市场俗称银鳕鱼.裸盖鱼也俗称黑鳕鱼.

６　原理

针对鳕鱼及其易混品种的特异性基因片段设计引物与探针,通过分析实时荧光PCR扩增曲线与Ct
值,对鳕鱼及其易混品种进行定性判定.

７　仪器设备

７􀆰１　实时荧光PCR仪.

７􀆰２　离心机:转速不小于１２０００r/min.

７􀆰３　核酸蛋白分析仪或紫外分光光度计.

７􀆰４　天平:感量０􀆰００１g.

７􀆰５　恒温水浴锅.

７􀆰６　高压灭菌锅.

７􀆰７　涡旋振荡器.

７􀆰８　微量移液器.

８　试剂和材料

除另有规定外,所用试剂均为分析纯;实验用水为 GB/T６６８２中规定的一级水;所用试剂、材料均应

不含DNA和DNase.

８􀆰１　试剂

８􀆰１􀆰１　苯酚.

８􀆰１􀆰２　浓盐酸.

８􀆰１􀆰３　氯仿.

８􀆰１􀆰４　异戊醇.

８􀆰１􀆰５　异丙醇.

８􀆰１􀆰６　无水乙醇.
２
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８􀆰１􀆰７　CTAB.

８􀆰１􀆰８　氯化钠.

８􀆰１􀆰９　TrisＧbase.

８􀆰１􀆰１０　Na２EDTA.

８􀆰１􀆰１１　蛋白酶 K:４０IU/mg.

８􀆰１􀆰１２　热启动TaqDNA聚合酶:５IU/μL.

８􀆰１􀆰１３　氯化钾.

８􀆰１􀆰１４　硫酸铵.

８􀆰１􀆰１５　七水硫酸镁.

８􀆰１􀆰１６　TritonXＧ１００.

８􀆰１􀆰１７　BSA.

８􀆰１􀆰１８　dNTP.

８􀆰１􀆰１９　dATP.

８􀆰１􀆰２０　dCTP.

８􀆰１􀆰２１　dGTP.

８􀆰１􀆰２２　dTTP.

８􀆰１􀆰２３　ROX.

８􀆰２　溶液

８􀆰２􀆰１　２００􀆰０mmol/L氯化钾溶液:用８０mL水溶解１􀆰４９g氯化钾(８􀆰１􀆰１３)并定容至１００mL,高压

灭菌.

８􀆰２􀆰２　２００􀆰０mmol/L硫酸铵溶液:用８０mL水溶解２􀆰６４g硫酸铵(８􀆰１􀆰１４)并定容至１００mL.

８􀆰２􀆰３　２００􀆰０mmol/L硫酸镁溶液:用８０mL水溶解４􀆰９３g七水硫酸镁(８􀆰１􀆰１５)并定容至１００mL,高
压灭菌.

８􀆰２􀆰４　２００􀆰０mmol/LTrisＧHCl溶液:用８０mL水溶解１２􀆰１１gTrisＧbase(８􀆰１􀆰９),用浓盐酸(８􀆰１􀆰２)调

pH 至８􀆰８,用水定容至１００mL,高压灭菌.

８􀆰２􀆰５　２􀆰０mmol/LdATP溶液:取０􀆰０１gdATP(８􀆰１􀆰１９),用水溶解并定容至１０mL.

８􀆰２􀆰６　２􀆰０mmol/LdCTP溶液:取０􀆰０１gdCTP(８􀆰１􀆰２０),用水溶解并定容至１０mL.

８􀆰２􀆰７　２􀆰０mmol/LdGTP溶液:取０􀆰０１gdGTP(８􀆰１􀆰２１),用水溶解并定容至１０mL.

８􀆰２􀆰８　２􀆰０mmol/LdTTP溶液:取０􀆰０１gdTTP(８􀆰１􀆰２２),用水溶解并定容至１０mL.

８􀆰２􀆰９　２􀆰０mmol/LdNTP溶液:取２􀆰５mL２􀆰０mmol/LdATP溶液(８􀆰２􀆰５)、２􀆰５mL２􀆰０mmol/L
dCTP溶液 (８􀆰２􀆰６)、２􀆰５ mL２􀆰０ mmol/LdGTP 溶液 (８􀆰２􀆰７)与 ２􀆰５ mL２􀆰０ mmol/LdTTP 溶液

(８􀆰２􀆰８)混匀.

８􀆰２􀆰１０　７０％乙醇:量取７０mL无水乙醇(８􀆰１􀆰６)与３０mL水混匀.

８􀆰２􀆰１１　苯酚∶氯仿∶异戊醇混合液:量取２５mL苯酚(８􀆰１􀆰１)、２４mL氯仿(８􀆰１􀆰３)与１mL异戊醇

(８􀆰１􀆰４)混匀,静置１２h.

８􀆰２􀆰１２　１％ TritonXＧ１００溶液:取１００μLTritonXＧ１００(８􀆰１􀆰１６)与９􀆰９mL水混匀.

８􀆰２􀆰１３　２０mg/mLBSA溶液:取０􀆰２gBSA(８􀆰１􀆰１７)用水溶解并定容至１０mL.

８􀆰２􀆰１４　CTAB裂解液:用８００mL水溶解２０􀆰０gCTAB(８􀆰１􀆰７)、８１􀆰８g氯化钠(８􀆰１􀆰８)、１２􀆰１gTrisＧ
base(８􀆰１􀆰９)、７􀆰５gNa２EDTA(８􀆰１􀆰１０),调节pH 至８􀆰０,用水定容至１L,分装后高压灭菌.

８􀆰２􀆰１５　CTAB沉淀液:用８００mL水溶解５􀆰０gCTAB(８􀆰１􀆰７)、２􀆰３４g氯化钠(８􀆰１􀆰８),用水定容至１L,
分装后高压灭菌.

８􀆰２􀆰１６　２０mg/mL蛋白酶 K溶液:用４mL水溶解０􀆰１g蛋白酶 K(８􀆰１􀆰１１),用水定容至５mL,分装后

３
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保存于－１８℃,避免反复冻融.

８􀆰２􀆰１７　１􀆰２mol/L氯化钠溶液:用８０mL水溶解７􀆰０２g氯化钠(８􀆰１􀆰８)并定容至１００mL,高压灭菌.

８􀆰２􀆰１８　反应预混液(２×):取０􀆰２μL热启动TaqDNA 聚合酶(８􀆰１􀆰１２)、１􀆰４μL氯化钾溶液(８􀆰２􀆰１)、

２􀆰０μL硫酸铵溶液(８􀆰２􀆰２)、２􀆰２μL硫酸镁溶液(８􀆰２􀆰３)、２􀆰２μLTrisＧHCl(８􀆰２􀆰４)、１􀆰５μLTritonXＧ１００
(８􀆰２􀆰１２)、１􀆰２μLBSA溶液(８􀆰２􀆰１３)、１􀆰２μLdNTP溶液(８􀆰２􀆰９),加水补足至１２􀆰５μL.部分实时荧光

PCR仪需ROX校正,可按仪器生产厂家要求在反应预混液中添加.可使用等效的SNP分型商品化试

剂盒.

８􀆰３　引物与探针

引物与探针名称、序列等信息见附录 A.

９　样品制备

用灭菌手术刀(剪),剖开整鱼或鱼块等样品,挖取未被污染的肌肉组织１g~２g.用无菌研钵充分研

磨试样至糜状.

１０　DNA提取

取１００mg~２００mg糜状样品至２mL离心管中,加入１mLCTAB裂解液(８􀆰２􀆰１４)及１０μL蛋白酶

K溶液(８􀆰２􀆰１６),６５℃消化２h,每隔３０min振荡混匀一次.加入７００μL苯酚∶氯仿∶异戊醇混合液

(８􀆰２􀆰１１),振荡混匀３０s,１２０００r/min离心１０ min,取上清液６５０μL 至另一２ mL 离心管.加入

１３００μLCTAB沉淀液(８􀆰２􀆰１５),混匀后于室温沉淀１h,１２０００r/min离心１０min,弃去上清液.在沉

淀物中加入３５０μL氯化钠溶液(８􀆰２􀆰１７),溶解后加入３５０μL氯仿(８􀆰１􀆰３),振荡混匀３０s,１２０００r/min离

心１０min,取上清液３００μL至１􀆰５mL离心管.加入２４０μL４℃异丙醇(８􀆰１􀆰５),混匀静置１h,１２０００r/min
离心１５min,弃去上清液,加入５００μL４℃７０％乙醇(８􀆰２􀆰１０)振荡洗涤沉淀物,１２０００r/min离心１５min,
弃去上清液,将沉淀物于室温晾干.加入５０μL~１００μL水溶解沉淀物,得到样品 DNA模板溶液.可用

于实验,或保存于－１８℃备用.
也可采用经验证可靠的商业化DNA提取纯化方法或试剂盒提取DNA,具体参照说明书使用.

１１　DNA纯度和浓度测定

１１􀆰１　取５μLDNA 模板溶液加水稀释至１mL,使用核酸蛋白分析仪或紫外分光光度计(０􀆰５mL或

１mL石英比色皿),在２６０nm 和２８０nm 波长处测定吸光值.

１１􀆰２　DNA纯度按公式(１)计算.

P＝
A２６０

A２８０
(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

P　 ———DNA纯度;

A２６０ ———２６０nm 处的吸光值;

A２８０ ———２８０nm 处的吸光值.

１１􀆰３　DNA浓度按公式(２)计算.

C＝
A２６０×N ×５０

１０００
(２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

C　 ———DNA浓度的数值,单位为微克每微升(μg/μL);

A２６０ ———２６０nm 处的吸光值;

N ———DNA稀释倍数.

１１􀆰４　提取的模板中 DNA 纯度在１􀆰７~１􀆰９、浓度在１０ng/μL~１００ng/μL时,适宜于实时荧光 PCR
４
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检测.

１２　测定方法

１２􀆰１　检测与对照设置

将样品提取的DNA模板按相应的反应体系与反应程序进行扩增,同时设置如下对照试验:

a)　阴性对照:以非目标鱼类提取的DNA为模板,按相应的反应体系与反应程序扩增;

b) 阳性对照:以目标鱼类提取的DNA为模板,按相应的反应体系与反应程序扩增;

c) 空白对照:以等体积水代替模板DNA,按相应的反应体系与反应程序扩增;

d) 内参对照:以样品提取的DNA为模板,按相应的反应体系与反应程序扩增.

１２􀆰２　鳕鱼源性成分检测

１２􀆰２􀆰１　反应体系

在PCR反应管中,依次加入反应预混液(２×)(８􀆰２􀆰１８)１２􀆰５μL、上下游引物 XXMF/XXMR(１０􀆰０

μmol/L)各０􀆰５μL、探针XXMP(１０􀆰０μmol/L)０􀆰６μL、样品DNA模板５􀆰０μL,并用水补足至２５􀆰０μL;
每个样品做３个平行.

１２􀆰２􀆰２　反应程序

９５℃预变性１０min后进入循环:９５℃变性１５s,６２℃退火延伸１min,至少４０个循环,在每个循环

退火延伸时收集荧光.可根据实时荧光PCR仪、试剂盒的要求,对反应体系、反应程序进行适当调整.

１２􀆰２􀆰３　内参基因检测

反应体系:在PCR反应管中,依次加入反应预混液(２×)(８􀆰２􀆰１８)１２􀆰５μL、上下游引物１８SF/１８SR
(１０􀆰０μmol/L)各 ０􀆰５μL、探针 １８SP(１０􀆰０μmol/L)０􀆰６μL、样品 DNA 模板 ５􀆰０μL,用水补足至

２５􀆰０μL;每个样品做３个平行.
反应程序:按照１２􀆰２􀆰２设置.

１２􀆰３　异鳞蛇鲭源性成分检测

１２􀆰３􀆰１　反应体系

在PCR反应管中,依次加入反应预混液(２×)(８􀆰２􀆰１８)１２􀆰５μL、上下游引物 LFCOF/LFCOR(１０􀆰０

μmol/L)各０􀆰５５μL、探针LFCOP(１０􀆰０μmol/L)０􀆰３μL、DNA模板５􀆰０μL,用水补足至２５􀆰０μL;每个样

品做３个平行.

１２􀆰３􀆰２　反应程序

９５℃预变性１０min后进入循环:９５℃变性１５s,６０℃退火延伸１min,至少４０个循环,在每个循环

退火延伸时收集荧光.可根据实时荧光PCR仪、试剂盒的要求,对反应体系、反应程序进行适当调整.

１２􀆰３􀆰３　内参基因检测

按照１２􀆰２􀆰３配制反应体系、设置反应程序,其中退火延伸温度降为６０℃.

１２􀆰４　棘鳞蛇鲭源性成分检测

１２􀆰４􀆰１　反应体系

在PCR反应管中,依次加入反应预混液(２×)(８􀆰２􀆰１８)１２􀆰５μL、上下游引物 RPCOF/RPCOR(１０􀆰０

μmol/L)各０􀆰５５μL、探针RPCOP(１０􀆰０μmol/L)０􀆰３μL、DNA 模板５􀆰０μL,用水补足至２５􀆰０μL;每个

样品做３个平行.

１２􀆰４􀆰２　反应程序

按照１２􀆰３􀆰２.

１２􀆰４􀆰３　内参基因检测

按照１２􀆰３􀆰３.

１２􀆰５　裸盖鱼源性成分检测

１２􀆰５􀆰１　反应体系

５
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在PCR反应管中,依次加入反应预混液(２×)(８􀆰２􀆰１８)１２􀆰５μL、上下游引物 AFCYF/AFCYR(１０􀆰０

μmol/L)各０􀆰５５μL、探针 AFCYP(１０􀆰０μmol/L)０􀆰３μL、DNA 模板５􀆰０μL,用水补足至２５􀆰０μL;每个

样品做３个平行.

１２􀆰５􀆰２　反应程序

按照１２􀆰３􀆰２.

１２􀆰５􀆰３　内参基因检测

按照１２􀆰３􀆰３.

１２􀆰６　小鳞南极犬牙鱼源性成分检测

１２􀆰６􀆰１　反应体系

在PCR反应管中,依次加入反应预混液(２×)(８􀆰２􀆰１８)１２􀆰５μL、上下游引物 DECOF/DECOR(１０􀆰０

μmol/L)各０􀆰４５μL、探针DECOP(１０􀆰０μmol/L)０􀆰２μL、DNA 模板５􀆰０μL,用水补足至２５􀆰０μL;每个

样品做３个平行.

１２􀆰６􀆰２　反应程序

按照１２􀆰３􀆰２.

１２􀆰６􀆰３　内参基因检测

按照１２􀆰３􀆰３.

１２􀆰７　莫氏南极犬牙鱼源性成分检测

１２􀆰７􀆰１　反应体系

在PCR反应管中,依次加入反应预混液(２×)(８􀆰２􀆰１８)１２􀆰５μL、上下游引物DMCOF/DMCOR(１０􀆰０

μmol/L)各０􀆰５５μL、探针DMCOP(１０􀆰０μmol/L)０􀆰３μL、DNA模板５􀆰０μL,用水补足至２５􀆰０μL;每个

样品做３个平行.

１２􀆰７􀆰２　反应程序

按照１２􀆰３􀆰２.

１２􀆰７􀆰３　内参基因检测

按照１２􀆰３􀆰３.

１３　结果判定与表述

１３􀆰１　过程质量控制

当对照试验符合以下结果时,实验有效;有任一条不符合时,需重新进行提取、扩增.

a)　空白对照:无荧光对数增长,相应的Ct值＞４０􀆰０;

b) 阴性对照:无荧光对数增长,相应的Ct值＞４０􀆰０;

c) 阳性对照:有荧光对数增长,且荧光通道出现典型的扩增曲线,相应的Ct值＜３０􀆰０;

d) 内参对照:有荧光对数增长,且荧光通道出现典型的扩增曲线,相应的Ct值＜３０􀆰０.

１３􀆰２　结果判定

当过程质量控制符合要求时,可对样品检测结果进行判定:

a)　如果样品Ct值≤３５􀆰０,则判定被检样品阳性;

b) 如果样品Ct值≥４０􀆰０,则判定为被检样品阴性;

c) 如样品３５􀆰０＜Ct值＜４０􀆰０,则需重复检测一次.再次扩增后Ct值仍＜４０􀆰０,则判定被检样品阳

性;如再次扩增后Ct值≥４０􀆰０,则判定被检样品阴性.

１４　防污染措施

检测过程中防止交叉污染的措施按照 GB/T２７４０３的规定执行.

６



SC/T３０６０—２０２３

附　录　A
(规范性)

引物、探针信息表

　
引物、探针信息表见表 A􀆰１.

表A􀆰１　引物、探针信息表

名称 序列(５′→３′) 目的基因片段

鳕鱼上游引物 XXMF TAATCACTTGTCTTTTAAATGAA
鳕鱼下游引物 XXMR TTTARGTCTAAAGCTCCA

鳕鱼探针 XXMP FAMＧCCAGTCAATGAAATTGACＧMGB

鳕鱼１６SrRNA
基因特异性片段

异鳞蛇鲭上游引物LFCOF GACTTCTGCCTCCATCCTTCCTCC
异鳞蛇鲭下游引物LFCOR AGGAGATCCCTGCTAAGTGCAGG

异鳞蛇鲭探针LFCOP FAMＧCCGGAGCTGGAACCGGGTGGACAGＧMGB

异鳞蛇鲭COⅠ
基因特异性片段

棘鳞蛇鲭上游引物 RPCOF TGAAGCCGGAGCCGGAACC
棘鳞蛇鲭下游引物 RPCOR GTATTGGGAGATGGCTGCGGG

棘鳞蛇鲭探针 RPCOP FAMＧCCTCTCGCCGGAAACCTAGCCCATGCＧMGB

棘鳞蛇鲭COⅠ
基因特异性片段

裸盖鱼上游引物 AFCYF CCTTACGGGACTTTTCCTCGC
裸盖鱼下游引物 AFCYR ACCTCGGCCGATGTGCATAT

裸盖鱼探针 AFCYP FAMＧTTGCGACCGCCTTCTCTTCCGTCＧMGB

裸盖鱼Cytb
基因特异性片段

小鳞南极犬牙鱼上游引物DECOF CCCTTAGCCTGCTCATCCGG
小鳞南极犬牙鱼下游引物DECOR GGATGAGTCAGTTTCCGAAGCCT

小鳞南极犬牙鱼探针 DECOP FAMＧAACCTGGCGCCCTATTGGGAGACGACＧMGB

小鳞南极犬牙鱼COⅠ
基因特异性片段

莫氏南极犬牙鱼上游引物DMCOF CATGGCTTTCCCTCGAATAAAT
莫氏南极犬牙鱼下游引物DMCOR CCGGCTTCTACACCTGAAGAA

莫氏南极犬牙鱼探针 DMCOP FAMＧCCTCCTTCCTACTCTTACTＧMGB

莫氏南极犬牙鱼COⅠ
基因特异性片段

真核生物１８SrRNA基因

上游引物１８SF
TCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA

真核生物１８SrRNA基因

下游引物１８SR
AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTT

真核生物１８SrRNA基因

探针１８SP
FAMＧCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCＧTAMRA

真核生物１８SrRNA
基因特异性片段

　　注:R为简并碱基,代表 A或 G.
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