
应用 ＤＮＡ 条形码技术鉴定烤鱼片、鱼干中河鲀鱼鱼种———李楠，等 —１１１　　 —

论著

应用 ＤＮＡ 条形码技术鉴定烤鱼片、鱼干中河鲀鱼鱼种

李楠１，江涛１，沈青２，王佳慧１，韩春卉１，张靖１，李凤琴１，徐进１，计融１

（１． 国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室，北京　 １０００２１；
２． 青岛大学医学院流行病与卫生统计学教研室，山东 青岛　 ２６６０２１）

摘　 要：目的　 应用 ＤＮＡ 条形码技术对北京和厦门市市售烤鱼片、鱼干中河鲀鱼成分进行鉴定。 方法　 以烤鱼

片、鱼干中提取基因组 ＤＮＡ 为模板，利用针对河鲀鱼细胞色素氧化酶亚基Ⅰ（ＣＯ Ⅰ）基因的特异性引物进行 ＰＣＲ
扩增，将扩增产物克隆并测定线粒体 ＣＯ Ⅰ基因序列。 将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已有河鲀鱼的 ＤＮＡ 序列进行

ＢＬＡＳＴ 比对，并且构建分子进化树。 结果　 本研究 ２７ 份样品中有 １５ 份能扩增出特异性条带。 通过 ＢＬＡＳＴ 比对和

进化树分析，将 １５ 份样品归属到不同的河鲀鱼鱼种中。 结论　 北京和厦门市市售烤鱼片和鱼干中存在混入河鲀

鱼的现象，应加强监管和规范产品的加工程序以避免中毒事件发生。
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　 　 河鲀鱼是硬骨鱼纲、辐鳍亚纲、鲈形总目、鲀形

目中所有鱼的统称，而一般所说的河鲀，指鲀科的

各种鱼类［１］，主要分布在中国、朝鲜、日本沿海。 一

些河 鲀 鱼 鱼 种 含 有 剧 毒 物 质———河 鲀 毒 素

（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ），毒性极强，１ ｇ ＴＴＸ 的毒性相当

于 １ ｇ 氰化物的 １ 万倍［２］，对人的致死剂量约为 ８
μｇ ／ ｋｇ［３］，中毒后缺乏有效的治疗措施，病死率极

高，因此我国监管部门一直禁止河鲀鱼的鲜食鲜

售。 近年来随着各地渔业的迅速发展，各种鱼类加

工产品（如烤鱼片等）的数量逐渐增多，而其中是否

可能混杂含毒素的河鲀鱼引起关注。 由于烤鱼片

是将鱼肉打碎混合后烘烤、碾压制成，无法从形态

学上鉴定是否是河鲀鱼，因此探讨通过建立有效的

技术手段对失去形态学特征的加工产品进行河鲀

鱼的鉴定和鱼种溯源是本研究的核心内容。
ＤＮＡ 条形码技术由加拿大分 类 学 家 Ｐａｕｌ

Ｈｅｂｅｒｔ 在 ２００３ 年首次提出，可有效地对海洋鱼类进

行分类［４］。 它是基于对线粒体氧化呼吸链的重要

成员细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基Ⅰ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｏｘｉｄａｓｅ
ｓｕｂｕｎｉｔ Ⅰ，ＣＯ Ⅰ）特定区段的 ＤＮＡ 序列进行物种

鉴定和序列的分析比较，并通过系统发育分析所推

断出来的进化关系（即进化树）来描述物种间的亲

缘关系，进而对物种进行鉴定。 本研究针对河鲀鱼

线粒体 ＣＯ Ⅰ设计了特异性引物，对烤鱼片、鱼干

ＤＮＡ 进行基因提取、扩增、测序，分析其线粒体 ＣＯⅠ
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的 ＤＮＡ 序列，并将序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已有河鲀鱼序

列进行分析比较，绘制进化树，进行鱼种鉴定。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品

试验所用 ２７ 份样品分别于 ２０１０ 年 ６ ～ ７ 月在

北京的部分超市采集 １８ 份，２０１３ 年 ５ 月在福建厦

门菜市场采集 ９ 份。 其中，采自北京的样品均为经

打碎后混合加工制成的烤鱼片，厦门的样品多数为

整鱼或整块的鱼干。 所有样品用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测

定 ＴＴＸ 含量，检出限为 １０ ｎｇ ／ ｇ。 ２７ 份含 ＴＴＸ 的样

品详细信息见表 １。

表 １　 样品详细信息表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｄｅｔａｉｌｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
采样
地点

样品　
编号　 性状

标示 ／ 标称
成分

ＴＴＸ 含量
／ （μｇ ／ ｇ）

采样
地点

样品
编号

性状
标示 ／ 标称

成分
ＴＴＸ 含量
／ （μｇ ／ ｇ）

北京

１ 碎肉压制鱼片 鱼片 ５􀆰 ４６
２ 碎肉压制鱼片 鱼片 ４􀆰 ５２

１３ 碎肉压制鱼片 鱼片 １􀆰 ４７
２５ 碎肉压制鱼片 鱼片 １􀆰 ４４
３２ 碎肉压制鱼片 鱼肉 ０􀆰 ２１
３６ 碎肉压制鱼片 鱼肉 ０􀆰 ３６
４８ 碎肉压制鱼片 马步鱼肉 ０􀆰 ２７
５２ 碎肉压制鱼片 海鲜鱼 ０􀆰 ７１
６５ 碎肉压制鱼片 鱼糜 ０􀆰 ４１
８３ 碎肉压制鱼片 鱼肉 ０􀆰 ３３
９０ 碎肉压制鱼片 鱼片 １􀆰 ６９
９２ 碎肉压制鱼片 鱼片 ０􀆰 ３０
９４ 碎肉压制鱼片 鱼片 ０􀆰 １０

１０６ 碎肉压制鱼片 鳕鱼肉 ０􀆰 ５１

厦门

１２１ 碎肉压制鱼片 鱼片 ２􀆰 ８６
１３０ 碎肉压制鱼片 海鱼排 ０􀆰 １７
１４２ 碎肉压制鱼片 鱼片 １􀆰 ８３
１４４ 碎肉压制鱼片 鱼片 ０􀆰 ４４
１５３ 无头整鱼干 鱼干 ０􀆰 １９
１５４ 无头整鱼干 大河鲀鱼干 ０􀆰 １８
１５５ 无头整鱼干 大河鲀鱼片 ２３􀆰 ００
１５７ 无头整鱼干 黄花鱼片 ０􀆰 １３
１５８ 碎肉压制鱼片 鳕鱼片 ０􀆰 １２
１５９ 碎块鱼干 海鳗鱼片 ０􀆰 １３
１６１ 碎鱼块干 鳐鱼 ０􀆰 １０
１６２ 无头整鱼干 鱼干 ０􀆰 １８
１６３ 无头整鱼干 小黄鱼干 ０􀆰 １２

１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

微量可调移液器（德国 Ｂｒａｎｄ）、基因扩增仪（美
国 ＭＪ Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、电泳仪、恒温混匀仪、成像系统、小
型高速离心机、微量紫外分光光度计、涡旋振荡器。

引物由北京英骏生物技术有限公司合成，１００ ｂｐ
ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ、Ｐｆｕ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２ × ）、海洋动物组

织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（离心柱型）、琼脂糖凝

胶 ＤＮＡ 回收试剂盒（普通离心柱型）、ｐＧＭ⁃Ｔ 平末

端连接试剂盒、质粒小提中量试剂盒（离心柱型）均
购自天根生化科技（北京）有限公司，ＴＴＸ 毒素检测

ＥＬＩＳＡ 试剂盒（北京中卫食品卫生科技公司），三羟

甲基氨基甲烷（美国 Ｓｉｇｍａ），乙二胺四乙酸二钠，无
水乙醇（分析纯），冰醋酸（分析纯）等。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 提取及浓度测定

用洗净并高压过的剪刀取样，每份样品各用一

把剪刀。 每份样品中随机抽取一片鱼片，在其上随

机选 ３ 个点（尽量选择不靠近边缘、未烤焦、加工过

程对肉质影响较低的位置），每个点取 ３０ ｍｇ 鱼肉组

织，分别放入 ３ 只离心管中，按照海洋动物组织基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取。 洗脱时用 ６０ μｌ
水依次洗脱，先将水加入第 １ 支吸附柱，收集洗脱液

加入第 ２ 支吸附柱，再收集洗脱液加入第 ３ 支吸附

柱。 将洗脱液收集到离心管中，测定 ＤＮＡ 浓度及纯

度， － ２０ ℃保存。

１􀆰 ２􀆰 ２　 线粒体 ＣＯ Ⅰ基因的克隆与筛选

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 引物设计

参照 ＧｅｎＢａｎｋ 发布的河鲀鱼 ＤＮＡ 序列，选择位

于 ＣＯ Ⅰ两侧保守性较高的区域，设计合成 ＣＯ Ⅰ的

ＰＣＲ 扩增引物。 具体序列见表 ２。

表 ２　 ＣＯ Ⅰ引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ＣＯ Ⅰ
引物名称 引物序列

上游引物 ＦＰ ５′⁃ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＴＧＧＣＡＡＴＣＡＣＡＣＧＣＴＧＡＴＴ⁃３′
下游引物 ＲＰ ５′⁃ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＡＣＣＡＴＧＣＣＣＡＴＲＴＡＲＣＣＲＡＡ⁃３′

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 反应体系及条件

ＰＣＲ 反应体系 ５０ μｌ：Ｐｆｕ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２ × ）
２５ μｌ，引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ２ μｌ，ＤＮＡ 模板 １１ μｌ，
ｄｄＨ２Ｏ １０ μｌ。 ＰＣＲ 扩增反应条件：９４ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，５５ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ，３３ 个循环；７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 扩增产物的回收及阳性产物的筛选

采用 ２％琼脂糖凝胶电泳分离扩增产物，在紫

外灯下将大小约 ８５０ ｂｐ 的目标条带切下放入干净

离心管中，按照琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒说明书

回收 ＤＮＡ。 回收的 ＤＮＡ 片段使用 ｐＧＭ⁃Ｔ 平末端连

接试剂盒进行目的片段的连接和克隆，转化 ＴＯＰ１０
感受态，进行蓝白斑筛选。 挑选白色菌落接种到

５ ｍｌ ＬＢ（含终浓度为 １００ μｇ ／ ｍｌ 的氨苄青霉素）培
养基，３７ ℃摇床振荡培养过夜，用试剂盒提取质粒。
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１􀆰 ２􀆰 ３　 序列测定和系统发育分析

选取 ３ 个经鉴定的重组质粒送北京英骏生物技

术有限公司测序。 将测出的线粒体 ＣＯ Ⅰ序列，与
ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已有河鲀鱼线粒体 ＣＯ Ⅰ序列进

行比较。 ＤＮＡ 序列采用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件进行比对，应
用 ＭＥＧＡ（Ｖｅｒｓｉｏｎ ４􀆰 ０）中的 Ｋｉｍｕｒａ􀆳ｓ ２⁃Ｐａｒａｍｅｔｅｒ 模
型计算遗传距离，邻接法（ＮＪ）构建分子系统树，置
信度（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）１ ０００ 次循环检查。

２　 结果

２􀆰 １　 样品 ＤＮＡ 浓度及纯度

经紫外分光光度计测定，所提取样品的 ＤＮＡ 浓

度在 ２８􀆰 ２ ～ ３３７􀆰 ０ ｎｇ ／ μｌ 范围内， ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 在

１􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０ 之间，满足常规 ＰＣＲ 检测的要求。
２􀆰 ２　 线粒体 ＣＯ Ⅰ基因的扩增和克隆

本研究设计的引物扩增目标片段约为 ８５０ ｂｐ，
经 ２％琼脂糖凝胶电泳检测的 ＰＣＲ 扩增产物分子量

与设计相符（见图 １）。 将 ＤＮＡ 片段分离纯化，克隆

到载体质粒上，筛选阳性质粒送英俊生物技术公司

测序。 所有 ２７ 份含 ＴＴＸ 的样品中有 １５ 份扩增出

目标条带，占 ５５􀆰 ５６％ 。 其中 １０ 份样品采集自北

京，５ 份采集自厦门。

注：１ 为 Ｍａｒｋｅｒ，２ ～ ８ 为样品扩增条带

图 １　 样品 ｍｔＤＮＡ ＣＯ Ⅰ基因片段的 ＰＣＲ 电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｍｔＤＮＡ ＣＯ Ⅰｇｅｎｅ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

２􀆰 ３　 ＣＯ Ⅰ基因片段的序列比较

将 １５ 份扩增出目标条带的样品的线粒体ＣＯⅠ基

因序列与ＧｅｎＢａｎｋ 中已有河鲀鱼 ＣＯⅠ基因的ＤＮＡ 序

列进行 ＢＬＡＳＴ 比较（见表 ３）。 为了进一步对河鲀鱼

鱼种进行鉴定，再对 １５ 份样品建立分子进化树（见
图 ２）。 通过 ＢＬＡＳＴ 和进化树分析，将 １５ 份样品归属

到不同的河鲀鱼鱼种中，二者鉴定结果一致。

表 ３　 样品鱼种鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

采样
地点

样品　
编号　 性状

标示 ／ 标称　
成分　

ＴＴＸ 含量 ／
（μｇ ／ ｇ）

ＢＬＡＳＴ
比对结果

北京

厦门

１ 碎肉压制鱼片 鱼片 ５􀆰 ４６ 月尾兔头鲀

２５ 碎肉压制鱼片 鱼片 １􀆰 ４４ 月尾兔头鲀

９０ 碎肉压制鱼片 鱼片 １􀆰 ６９ 月尾兔头鲀

９２ 碎肉压制鱼片 鱼片 ０􀆰 ３０ 暗纹东方鲀

９４ 碎肉压制鱼片 鱼片 ０􀆰 １０ 月尾兔头鲀

１０６ 碎肉压制鱼片 鳕鱼肉 ０􀆰 ５１ 克氏兔头鲀

１２１ 碎肉压制鱼片 鱼片 ２􀆰 ８６ 月尾兔头鲀

１３０ 碎肉压制鱼片 海鱼排 ０􀆰 １７ 月尾兔头鲀

１４２ 碎肉压制鱼片 鱼片 １􀆰 ８３ 月尾兔头鲀

１４４ 碎肉压制鱼片 鱼片 ０􀆰 ４４ 月尾兔头鲀

１５３ 无头整鱼干 鱼干 ０􀆰 １９ 暗纹东方鲀

１５４ 无头整鱼干 大河鲀鱼干 ０􀆰 １８ 克氏兔头鲀

１５５ 无头整鱼干 大河鲀鱼片 ２３􀆰 ００ 月尾兔头鲀

１５８ 碎肉压制鱼片 鳕鱼片 ０􀆰 １２ 月尾兔头鲀

１６１ 碎鱼块干 鳐鱼 ０􀆰 １０ 暗纹东方鲀

　 　 １５ 份样品中月尾兔头鲀占 ６６􀆰 ７％ （１０ ／ １５），
暗纹东方鲀占 ２０％ （３ ／ １５），克氏兔头鲀占 １３􀆰 ３％
（２ ／ １５）。 可见，混入的河鲀鱼主要是月尾兔头鲀，
其次是暗纹东方鲀和克氏兔头鲀。 这 ３ 种河鲀鱼

均为带 ＴＴＸ 鱼种，其中月尾兔头鲀毒性极强，极易

引起中毒［５］ 。 克氏兔头鲀内脏有弱毒，亦有报告

指出卵巢及肝脏有毒［６］ 。 野生暗纹东方鲀卵巢、
肝脏等毒性较高，养殖可以做到无毒［７］ 。

３　 讨论

能够作为条形码的基因，必须具备两个看似

矛盾的特征：①具有相对的保守性，便于用通用引

物扩增出来；②要有足够的变异性，能够将物种区

分开来。 ＣＯ Ⅰ基因是一种线粒体蛋白质编码基

因，密码子在第 ３ 位点进化最快，而第 ２ 位点最为

保守，其序列的整体进化速率比 Ｃｙｔｂ 略低，其种间

差异远大于种内差异；ＣＯ Ⅰ基因自身既有足够的

变异位点、容易被扩增，又有蛋白编码基因所共有

的特点；且动物生命中绝大部分阶段都有明显的

ＣＯ Ⅰ基因序列，可以被通用引物所扩增，因此目

前动物界的物种鉴定通常选择 ＣＯ Ⅰ基因［８ － ９］ 。
本研究小组在先期的 ＣＯ Ⅰ基因鉴定鲜河鲀鱼鱼

种工作基础上，进一步分析 ＣＯ Ⅰ基因鉴定烤鱼

片、鱼干中河鲀鱼鱼种的可行性。
本研究选取了 ２７ 份经检测含 ＴＴＸ 的烤鱼片、

鱼干样品进行物种鉴定，理论上检出 ＴＴＸ 的样品即

可认定为含有河鲀鱼成分，但只有 １５ 份样品经 ＰＣＲ
扩增出目标条带，测序后经序列比对这 １５ 份样品均

为河鲀鱼，其中 １２ 份为兔头鲀，３ 份为东方鲀。 另

外 １２ 份未检出河鲀鱼成分，分析其原因主要有以下

三点：①取样时未取到河鲀鱼成分。 由于鉴定所需
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注：ＢＪ、ＸＭ 分别代表北京、厦门，如北京的 １ 号样品标识为 １ＢＪ

图 ２　 １５ 份样品的分子进化树

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １５ ｓａｍｐｌｅｓ

样品量小（９０ ｍｇ），因此如果混入的河鲀鱼较少或分

布不均，则有可能取不到河鲀鱼成分；而 ＴＴＸ 检测用

的样品量相对较大（５ ｇ），取到河鲀鱼成分的机率较

大。 因此在今后的鉴定中可以考虑将 ＴＴＸ 检测的样

品充分打碎后，从中取样进行成分鉴定，尽量保证毒

素检测和物种鉴定所用样品的一致性；②样品 ＤＮＡ
目标检测片段断裂。 烤鱼片、鱼干不同于鲜鱼，其加

工过程中的烘烤等步骤可能会对 ＤＮＡ 造成影响，使
目标片段断裂，从而无法扩增出目标条带。 因此在鉴

定中尽量选择加工过程对肉质影响较低的位置取样，
并且多点取样；③ＥＬＩＳＡ 结果假阳性。 ＥＬＩＳＡ 检测可

能由于交叉反应或提取液中杂质干扰等原因导致出

现假阳性结果，因此 ＰＣＲ 鉴定不含河鲀鱼成分。
本研究为了获得更为准确的数据，采用 ＢＬＡＳＴ

与分子进化树两种方法进行分析，结果完全一致。 研

究结果表明，无论是出于何种原因，鱼片、鱼干中混入

河鲀鱼已是一种较为普遍的现象，１５ 份检出河鲀鱼

成分样品中只有 ２ 份标示成分为河鲀鱼片，其余均未

标示；河鲀毒素含量最高的样品达到 ２３ μｇ ／ ｇ，体重

７０ ｋｇ 的人食用 ２４􀆰 ３ ｇ 即可死亡，因此对身体健康和

生命安全造成的潜在威胁是显而易见的。 在此建议

有关部门应该加强对烤鱼片、鱼干的市场监管，从生

产的源头抓起，同时加强宣传，提高公众的安全意识，
最大限度地降低河鲀鱼对人民群众造成的危害。
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