
WWW．Cmrc．com．cn

肉类研究
h皿ⅪRESEARCH
2007．1 2

海户品品种识别
Distinguish the Species of the Marine Products
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摘要：随着捕捞工业发展，捕捞量增加，消费

市场中鱼类品种增加。出现低质量海产

品冒充高品质产品现象，所以需要找出

有效的品种鉴定方法。本文介绍了目前

应用于品种鉴定的几种方法，包括蛋白

质分子标记技术及DNA分子标记技术。
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Abstract：The development of fishing industry led to an

increase in the number of fish species．And the

substitution of highly priced species by other less

commercial value ones became a problem．So．t is

necessary to provide efficient methods of species

identification．In this paper，we described several

methods used in species identification in processed

seafoods，including protein molecular makers and

DNA molecular makers technology．
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前言

目前，由于渔船捕捞范围扩大，加工和贮藏技

术的改进及发展中国家(如亚洲和非洲)捕鱼工业

的建立，使捕鱼工业及鱼类市场向全球化方向发

展，捕捞量大大增加。随着捕捞量的增长，鱼类品

种也随之增加，进而给鱼类工业及消费带来新问

罗永康，

1 0 0 0 8 3 2．中国农业大学理学院)

题。过去，由于捕捞量少，捕捞能力差，捕捞范围

小，鱼类品种往往通过形态学特征进行鉴定，如皮

肤种类，身体形状、大小，眼睛或者内部组织。随

着捕捞业及加工贮藏技术的发展，我们发现，种属

相近的鱼类很难通过形态学特征辨认。特别是在

加工过程中，产品的特征已经破坏，无法鉴定品种。

由于鉴定技术的不完善，生产者常以低品质鱼

类代替高品质产品。例如，大西洋鳕鱼(G a d u S

morhua)是一种名贵鱼种，深受消费者喜欢，但由

于捕捞过量，其面临严重的资源问题，所以生产商

以其他低品质鳕鱼品种代替大西洋鳕鱼欺骗消费者。

面对当前海产品加工及消费情况，需要有效

的鉴定海产品品种的方法。随着科学技术的发展，

分子标记技术被用于海产品的种类鉴别。

分子标记技术在种类鉴别上的应用

蛋白质分子标记技术

蛋白质已经作为种类标记物广泛应用于品种

鉴定。其原理是通过淀粉或琼脂糖凝胶电泳将水

溶性蛋白质分离从而达到鉴定目的。随着等电点

聚焦技术的发展，电泳方法得到改进，形成等电聚

焦电泳技术(IEF)，其原理是具有不同等电点的良

性电解质载体在电场中自动形成pH梯度，使被分

离物移至各自等电点的pH处聚集成很窄的区带⋯。

1990年，AOAC将此方法列为鱼类品种鉴定的参考

方法。尽管此种方法被广泛应用于加工产品，如烟

熏海产品，但其鉴定辨析率较低，且鉴定种属关系
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相近的鱼类较困难。另外毛细管区带电泳也被应

用于种类鉴定，其优点是试剂、样品用量少，分辨

率高，耗时短，无毒。但是和其他蛋白质技术一样，

这种方法只能应用于新鲜或冷冻的海产品。

除蛋白质技术外，还有很多其他技术应用于

种类鉴别。如近红外及中红外技术，免疫技术

(ELISA)，但这些技术的共同问题是不能辨别种属

相近的产品种类。脂肪酸分析也被应用于种类鉴

定，此种方法应用于罐装金枪鱼分析。水溶性肌浆

蛋白经过反相高效液相色谱分离后的图谱也被应

用于品种鉴定，但其只能鉴定新鲜及冷冻海产品。

DNA分子标记技术

DNA分子标记技术是根据基因组DNA存在丰

富的多态性而发展起来的可直接反映生物个体在

DNA水平上差异的一类新型的遗传标记技术【2】。其

本质是指能反映生物个体或种群间基因组中某种

差异特征的DNA片段，由于DNA分子中碱基的缺

失、插入、易位、倒位、重排或由于长短与排列不

一的重复序列等而产生多态性，D N A分子标记就

是检测这种多态性的技术[3】。目前DNA分子标记技

术广泛应用于遗传育种、基因组作图、基因定位、

种类鉴定、基因库构建等方面HI。

DNA分子标记与种类鉴定

通过对比DNA序列的差异，可以鉴定品种种

类。近年来，随着聚合酶链式反应(PCR)技术的

出现，使对DNA片段的扩增和分析时间大大缩短，

且对扩增产物序列的测定方法很多。来自于细胞

核和线粒体中的DNA均可应用于种类鉴定。但线

粒体中DNA测定应用更广泛，因为其具有单倍体

性质，大小(15—20Kb)合适，高基因突变率，不

含基因内区，加工条件下更稳定等特点。与蛋白质分

子标记技术相比，DNA分子标记有以下两个优点：

1根据不同的分辨精度要求，分析者可以选择

不同的DNA区域

2 DNA在加工过程中比蛋白质更稳定

聚合酶链式反应技术(P O I Y m e r a s e C h a i n

Reaction，PCR)

PCR，即聚合酶链反应，是20世纪80年代中期

由Mullis等人睁7]发展起来的在生物体外扩增核酸

的技术。它可以在短时间内倍增极微量DNA(理论

上说仅有一个DNA就足够了)至十万或百万倍。目

前被应用于各种领域。PCR由模版DNA的变性，

模版DNA与引物的退火(复性)和引物的延伸三

个基本反应步骤构成。通过三个反应步骤的不断

循环，会将一条DNA序列不断复制，其数量以2“

倍的形式增加(n为循环次数)。引物的选择是P CR

成功的关键，如果引物3’末端和模板匹配DNA不

匹配会引起PCR失败。它具有特异、敏感、产率

高、快速、简便、重复性好、易19动化等突出优点。

在实际应用中，细胞色素b被广泛应用于种类鉴

定，同时其他基因片段如核糖体RNA的DNA编码，

细胞色素氧化酶和ATP酶也被应用于种类鉴定。

随机扩增DNA多态性(Random Amplification of

Polymorphic DNA，RAPD)

RAPD技术由Williams等于1 990181年建立，其

原理是利用随机合成的1 0个碱基的寡聚核苷酸片

段为引物，分别与DNA两条链中的一条链结合，对

基因组的特定区域进行P C R扩增。扩增的多态性

DNA片段通过电泳分离后，经溴化乙锭染色，就

可在紫外灯下进行检测。RAPD无需专门设计己知

序列的引物，退火温度较PCR低，寡聚核苷酸引

物与模板结合的稳固，允许引物与模板适当误配。

RAPD标记具有快速、简便、通用性好、成本低、

只需少量DNA样品等特点。但这种方法也有一些

缺点，其对DNA质量和数量，扩增热循环仪，循

环条件，聚合酶，分离检测条件，种内变异等因素

敏感。所以RAPD需要制定标准以得到可重复性模

型旧l。目前已经有学者报道将RAPD应用于海产品

及肉类品种鉴定【101。2000年，姚纪花等“11对于方正、

彭泽和淇河3个地区的银鲫进行了RAPD分析，结

果显示三种银鲫的指纹图谱差异显著，可用于银

鲫种群鉴定。

单链构象多态性(SingI e St rand Confo rmation

Polymorphisms，SSCPs)

SSCP是一种可以快速检测特定基因片段突变

的电泳方法。其原理是利用P C R技术定点扩增出

基因组DNA分子上的某一目的序列，然后将扩增

产物进行变性处理，得到单链DNA用非变性的聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离。如果DNA链发生变异，则

可能会由于这种变异而影响其构象和电泳迁移率，

使其带纹出现在电泳图谱的不同位置，从而显示

不同生物个体的DNA特异性，达到了指纹分析的
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目的【12】。SSCP简单，易操作，但灵敏度相对较低，

对环境温度敏感。在特定区段内，DNA片段越短，

这种技术的分辨率越高。研究表明最佳分子片段

大小为1 00—200bp。有研究显示此种方法可以应用

于日常种类鉴定【1 31。

扩增片段长度多态性(Amplification Fragment Length

Polymorphisms，AFLP)

AFLP基于PCR技术扩增基因组DNA限制性

片段，其基本原理是先利用限制性内切酶水解基因

组DNA产生不同大小的DNA片段，再使双链人工

接头的酶切片段相边接，作为扩增反应的模板

D N A，然后以人工接头的互补链为引物进行预扩

增，最后在接头互补链的基础上添加l 3个选择性

核苷酸作引物对模板DNA基因再进行选择性扩增，

通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离检测获得的D N A扩

增片段，根据扩增片段长度的不同检测出多态性【41。

AFLP具有分辨率高、稳定性好、效率高的优点。它

的技术费用昂贵，与RAPD一样，其对DNA的纯

度、数量、质量和内切酶的质量要求高。这种技术

已经应用于鲟鱼种类的区分，可以辨认杂交鱼种

[141。Wang Z．Y．等【151在2004年应用ALFP技术对6

种对虾进行了种类鉴别和种系发生分析。

聚合酶链式反应连接的限制性片段长度多态性

(Restriction Fragment Length Polymorphism of PCR

fragments，PCR-RFLP)

PCR RFLP是对RFLP的改进，这种技术用

于含有部分序列信息的特殊P C R片段中。原理是

将目的基因片段PCR扩增后，将扩增产物用一种

或数种限制性内切酶消化，不同的基因序列会产

生不同的消化产物，然后将消化产物一限制性片段

用琼脂糖凝胶电泳分析，经溴化乙锭染色后在紫

外光下进行检测。PCR—RFLP快速而简便，费用

相对较低。

这项技术已经应用于一些加工海产品的鉴别⋯1。

这项技术在种类鉴定应用中的最大问题是不能确

定未研究的种类具有特异的RFLP图谱，也就是说

新品种的图谱可能与以前研究的种类图谱相同。

寡核苷酸链接检测法(Oligonucleotide Ligation Assay，

OLA)

本技术用连接酶将两个DNA探针链接到DNA

链上。一个探针用荧光染色剂标记。DNA探针必

须可以使含有特殊位点或序列的DNA退火。如果

探针和DNA链匹配度差则不会产生连接产物。此

技术应用于检测和识别市场中的鲸鱼种类。研究

显示在冷冻和罐装产品中，这种技术的准确率是

86．9％117I。尽管此种方法快速准确，但其设备昂贵。

DNA探针

DNA探针是最常用的核酸探针，指长度在几

百碱基对以上的双链DNA或单链DNA探针。在已

知的DNA或RNA片段上加可识别的标记，与未知

种类DNA杂交(如32P同位素标记、生物素标记)，

用以检测未知样品与已知序列的同源程度。但这

种方法并不能很好的作用于关系相近的种类。

发展趋势

目前，没有用于鉴定鱼类品种的商业方法。因

为鱼类品种复杂且种源关系相近。我们遇到的问

题是如何辨别具有相同基因及相同科的鱼类。在

其他产品方面，如肉品种类鉴定中，快速DNA方

法的应用推进了快速试剂盒的产生。基于DNA鉴

别动物品种的试剂盒已经出现在市场上，如

“DNAnimal BOS Ident’’“SureFood ID—Animal”。

这些试剂盒原理包括DNA探针杂交和ELISA检测

方法。另外寡核苷酸探针阵列技术也应用于种类

鉴定。但仍没有发现用于鱼类品种鉴定的试剂盒

产生。

所以研究者要致力于建立一种可以广泛应用

于工业、试验研究甚至是可以被消费者应用的检

测方法。
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