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摘要：金枪鱼种类繁多，市场上以次充好、以假乱真的现象时有发生。基于 DNA 的检测技术已经被广泛用于金枪鱼制品品种

掺假检测。而 DNA 提取对 DNA 检测技术的运用至关重要。本研究以 28 份深加工金枪鱼产品为样本，采用 3 种 DNA 提取方法（SDS

法以及 2 种市售试剂盒）进行 DNA 提取，并对 DNA 的质量、得率、PCR 扩增及方法的可操作性等方面进行比较研究。结果表明，

3 种方法均可用于大多数金枪鱼制品的 DNA 提取。与其它 2 种市售试剂盒相比，SDS 法提取的 DNA 得率较低，但纯度较好，A260/A280

比值为 1.89，盐残留少，对实时荧光定量 PCR 的抑制少，且成本相对价格经济，满足金枪鱼制品掺假检测的需求。 
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Abstract: There are many types of tuna, shoddy and fake tuna products are found in the market from time to time. DNA-based detection 

technologies have been widely used in the detection of adulteration of tuna products. DNA extraction is crucial to the application of DNA detection 

technology. In this study, 28 deep-processed tuna products were used as the experimental samples. Three different DNA extraction methods (SDS 

method and two commercially available kits) were compared in terms of DNA quality, yield, PCR amplification and method operability. The results 

showed that all the three methods can be used for DNA extraction from most tuna products. Compared with the other two commercially available 

kits, the SDS method led to a lower DNA yield with a higher purity and a A260-to-A280 ratio (1.89), less salt residue, lower inhibition in real-time 

fluorescent quantitative PCR and relatively low cost, which meets the demand for adulteration detection of tuna products. 
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金枪鱼（Tuna），又被称为吞拿鱼、鲔鱼，属于

硬骨鱼纲（Osteichthyes）鲈形目（Pereiformes）的鲭

科（Scombridae）鱼类[1]。肉质鲜美柔嫩，营养价值高，

尤其是其所含的 DHA（二十二碳六烯酸）和 EPA（二

十碳五烯酸）等多不饱和脂肪酸，使得金枪鱼有着“海
底黄金”的美称[2]。 

金枪鱼制品加工方式多样，可冰鲜切片、油浸、 
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煎炸、烘烤等。由于加工破坏了外形特征，使得通过

形态学的方法对物种鉴别就变的比较困难。一些不法

商贩为谋取更大的利润，用低价值鱼类替代高价值金

枪鱼的现象时有发生。在金枪鱼消费市场中，除 6 种

经济价值比较高的优质金枪鱼外，另外一些相似的品

种，如巴鲣（Euthynnus affinis）、扁舵鲣（Auxis thazard）、
东方狐鲣（Sarda orientalis）等鱼类也常常用于生产金

枪鱼罐头、鱼松等产品[3,4]。因此，有效区分和鉴定金

枪鱼品种具有重要意义[5]。 
基于DNA 技术的分子生物学方法具有特异性高、

灵敏度强的优势，在区分和鉴定鱼源性成分中具有重
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大意义[6-9]。常见的鉴定方法有限制性片段长度多态性

（Restriction Fragment Length Polymorphism，RFLP）[10]、

DNA 条形码（DNA barcoding）[11-13]、环介导等温扩增

（loop-mediated isothermal amplification，LAMP）[14-16]、

实时荧光定量 PCR 技术（Real-time PCR）[17-19]。 
在检测方法建立初期，提取高质量、高纯度及结

构完整的基因组 DNA 是后续试验顺利进行的保障。

然而，鱼肉制品在加工过程中经常添加如单宁酸、亚

硝酸盐、脂类、酚类等大分子化合物，这些物质会影

响DNA 模板的质量，从而导致 PCR 扩增效率降低[20]。

Xiong X 等[7]从在罐头制品中提取 DNA，发现 DNA
质量较差，PCR 扩增成功率只有 40%，并发现罐头产

品中油脂较多抑制了 PCR 扩增效率。Smith 等[21]发现

随着加热时间的延长，提取的 DNA 的纯度逐渐下降；

并且食用油随着储存时间的延长，DNA 提取产物中的

抑制剂也越多。María 等[22]比较了 4 种提取方法对金

枪鱼罐头的 DNA 纯度的影响，结果证明不同的提取

方法的 A260/A280以及 A260/A230不同。杨珺茹等[23]从深

加工鱼肉制品提取 DNA，发现不同加工方式的鱼肉中

DNA 含量有所差异，且不同提取方法提取同一种样品

的纯度存在差异。 
基于以上的研究，本文拟采用 SDS 法和 2 种市售

试剂盒对金枪鱼制品基因组 DNA 进行提取，并利用

16S rDNA序列引物对其进行PCR扩增，通过比较DNA
的质量及 PCR 扩增成功率，旨在找到一种较为理想的

DNA 提取方案，以保障后续物种鉴定的顺利进行。 
表1 深加工鱼样品信息及分子鉴定结果 

Table 1 Information and molecular identification of fish samples from deep processing 

 产品编号 标称原料 产地 样品编号 BLAST (98%~100%) 

肉松品 

XWJ1 金枪鱼（鲔鱼） 台湾 XWJ1-1 Thunnus spp. 

XWJ2 金枪鱼 浙江温州
XWJ2-1 Istiophorus platypterus 
XWJ2-2 Tetrapturus spp Makaira nigricans

XWJ3 金枪鱼（鲔鱼） 台湾 XWJ3-1 Thunnus spp. 

XWJ4 鲔鱼 台湾 XWJ4-1 Thunnus spp. 

XWJ5 黄鳍金枪鱼 浙江宁波 XWJ5-1 Thunnus spp. 

XWJ6 金枪鱼（鲔鱼） 台湾 XWJ6-1 Thunnus spp. 

XWJ7 金枪鱼 福建漳州 XWJ7-1 Makaira spp. 

XWJ8 金枪鱼 台湾 XWJ8-1 Thunnus spp. 

XWJ9 金枪鱼（鲔鱼） 台湾 XWJ9-1 Thunnus spp. 

罐头制品 

XWJ20 金枪鱼 浙江宁波
XWJ20-1 - 
XWJ20-2 Makaira spp. 

XWJ21 金枪鱼 辽宁大连
XWJ21-1 - 

XWJ21-2 - 

XWJ22 金枪鱼 广东揭阳
XWJ22-1 - 

XWJ22-1 Makaira spp. 

XWJ23 金枪（吞拿）鱼 泰国 
XWJ23-1 Makaira spp. 
XWJ23-2 Makaira spp. 

XWJ24 金枪鱼 西班牙 
XWJ24-1 Makaira spp. 

XWJ24-2 Makaira spp. 

XWJ25 金枪鱼 泰国 
XWJ25-1 - 
XWJ25-2 - 

XWJ26 金枪鱼 中国大陆
XWJ26-1 - 

XWJ26-2 - 

XWJ27 金枪鱼 韩国 
XWJ27-1 - 

XWJ27-2 - 

XWJ28 长鳍金枪鱼 西班牙 
XWJ28-1 - 

XWJ28-2 - 

注：“-”表示测序失败。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  样品采集 
2019 年 11 月至 12 月，从市场共采集 18 份预包

装金枪鱼产品（表 1），包括 9 份肉松产品（编号为

XWJ1-XWJ9）和 9 份罐装制品（编号为 XWJ20- 
XWJ28）。所有产品抵达实验室后需进行拍照和标记，

并记录好产品标签上的信息。当产品包装内有多个独

立小包装时，每个小包装需单独取样，总计取样 28
份（表 1），于-18 ℃保存备用。 
1.1.2  试剂 

细胞/血液/组织基因组DNA提取试剂盒（Code No. 
DP304），天根生化科技有限公司；Takara 细胞/血液/
组织基因组DNA 提取试剂盒（Code No. 9178），宝生

物工程（大连）有限公司；琼脂糖凝胶，西班牙Biowest
公司；GelRed TM核酸染料，美国Biotium 公司；引物

合成，上海生工生物有限公司；SYBR 混合液（with low 
ROX）、2×Taq PCR Master Mix，上海生工生物有限公

司；100 bp DNA Ladder，天根生化科技有限公司；

6×Loading Buffer，宝生物工程（大连）有限公司。 
1.1.3  仪器与设备 

BioPhotometer D30 核酸蛋白测定仪，德国

Eppendorf 公司；JY-SPFT 电泳槽，北京君意东方电泳

设备有限公司；Tannon-1600 凝胶成像仪，上海天能

科技有限公司；GWA-UNI-F40 纯水/超纯水器，北京

普析通用仪器有限责任公司；MS-100 恒温混匀仪，

杭州奥盛仪器有限公司；LightCycler® 96 实时荧光定

量 PCR 仪，瑞士罗氏集团；全自动医用 PCR 分析系

统（Code No. Gentier 96），西安天隆科技有限公司；

台式小型离心机（1-14k），德国 Sigma 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取 
SDS 法：参照 Xiong X 等[24]的提取方法进行适当

改进。取样品约 100 mg 于 1.5 mL 离心管中，加入 100 
μL SDS 裂解缓冲液[2% (W/V) SDS，0.1 M NaCl，0.1 M 
EDTA，0.5 M Tris，pH=8.0]、100 μL 磷酸缓冲液（0.3 
M NaH2PO4，pH=8.0）和20 μL的蛋白酶K（20 mg/μL），
并置于恒温混匀仪中 60 ℃温浴 50 min。将混合物在

室温条件下以 14000 r/min 离心 5 min，取上清液至新

的 1.5 mL 离心管，加入 1 倍体积乙酸钠溶液（4M 
CH3COONa，pH=8.2），混匀后 14000 r/min 离心 5 min。
取上清至新的离心管中，加入 0.6 倍体积异丙醇，混

匀后静置 10 min，12000 r/min 离心 10 min 弃上清。最

后，用 70%乙醇和 100%无水乙醇分别清洗 DNA 两次

和一次，65 ℃烘箱烘干后，加入 20 μL 灭菌超纯水溶

解 DNA，保存于-20 ℃。 
细胞/血液/组织基因组 DNA 提取试剂盒（以下简

称 Tiangen 试剂盒）：称取 100 mg 样品，按照试剂盒

说明书提取 DNA，最后在吸附柱中加入 50 μL TE 洗

脱液洗脱 DNA，保存于-20 ℃。 
Takara 细胞/血液/组织基因组 DNA 提取试剂盒

（以下简称 Takara 试剂盒）：取样品约 50 mg 放入装

有 0.5 mL Extraction Solution 试剂的 Microtube 中。盖

紧 Microtube 盖，70 ℃水浴处理 10 min，在室温条件

下 12000 r/min 离心 10 min，最后用移液枪吸取水层。

其中肉松产品吸取 200 µL 水层体积，罐头产品吸取

100 µL，保存于-20 ℃。 
1.2.2  样品 DNA 质量和浓度测定 

采用 BioPhotometer D30 核酸蛋白测定仪分别测

定 DNA 在 230 nm、260 nm 和 280 nm 波长处的吸光

值，计算 A260/A280和 A260/A230值，同时测定 DNA 浓

度。 

1.3  PCR扩增 

1.3.1  普通 PCR 
表2 通用引物序列及扩增产物大小 

Table 2 The sequences and products size of universal primers 

区域 引物名称 序列（5’-3’） 片段大小 退火温度/℃

mtDNA 
16S rDNA 

16sar-L CACGACGTTGTAAAACGACCGCCTGTTTATCAAAAACAT 
570 bp[25] 52 

16sbr-H GGATAACAATTTCACACAGGCCGGTCTGAACTCAGATCACGT

FOR16Spc TGCCCGTGCAGAAGCGG 
327 bp[26] 53 

REV16Spc CAACATCGAGGTCGTAAACCC 

FOR16S-1 GACGAGAAGACCCTATGG 
242 bp[26] 53 

REV16S-2 CTGTTATCCCTAGGGTAACT 

对 3 种方法提取的 DNA 进行 PCR 扩增，由于

每种 DNA 提取方法的取样量不同，为了在同一水平

上比较和评价各提取方法，先对提取的 DNA 进行稀

释。调整后样品 DNA 浓度均为 30 ng/μL。PCR 反应
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采用 25 μL 体系：包括 12.5 μL 2×Taq PCR Master 
Mix，上、下游引物（10 μM）各 1 μL（表 2），DNA
模板 1 μL，加无菌水补足至 25 μL。PCR 反应程序参

考文献[25,26]。反应结束后，以 2%琼脂糖凝胶电泳检

测 PCR 产物。 
1.3.2  荧光定量 PCR 

对提取的 DNA 进行稀释，调整后样品 DNA 浓度

均为 30 ng/μL。肉松产品采用 327 bp的目的片段扩增，

罐头产品采用 242 bp 的目的片段扩增。荧光定量 PCR
采用 20 μL 反应体系：SYBR Mixture(With low ROX)
预混液 10 μL，上、下游引物（10 μM）各 1 μL，DNA
模板 1 μL，无菌水补至 20μL。每个循环结束检测荧

光。扩增结束后，进行溶解曲线分析，设置 72 ℃为

起始温度，升温至 95 ℃，再降温至 65 ℃保持 60 s，1 
s 升温至 97 ℃。反应结束后，分析扩增曲线，根据循

环阈值（cycle threshold，CT 值）判定不同样品处理

方式和提取方法对荧光 PCR 扩增的影响，随后分析溶

解曲线，通过溶解温度(Melting Temperature，TM 值）

的大小区分不同物种。 

1.3.3  物种鉴定 
以市售产品为材料，参照1.3.1方法进行普通PCR

扩增，挑选扩增成功并且条带单一的产物进行双向测

序。采用 BioEdit 软件对测序所得的峰图进行校对拼

接，去除正反向引物和低质量的序列后，提交数据库

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）比对分析，根

据序列相似度比较的结果（相似度≥98%），确认各样

品的物种类别。 

1.4  数据分析 

采用 SPSS 24.0 统计学软件分别对 3 种方法提取

的 DNA 得率、A260/A280和 A260/A230值进行分析，由

于样品方差不齐，根据 Kruskal-Wallis K 独立参数求出

p 值，若 p 值小于 0.05，说明两组间存在显著性差异，

若 p 值大于 0.05 说明两组间无显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  DNA的纯度 

表3 三种方法提取的DNA纯度 

Table 3 DNA purity extracted by three methods 

编号 
A260/A280 A260/A230 

Takara 试剂盒 Tiangen 试剂盒 SDS 法 p 值 Takara 试剂盒 Tiangen 试剂盒 SDS 法 p 值 

XWJ1 1.14±0.05 1.98±0.04 1.91±0.08 0.019* 0.26±0.02 1.16±0.23 0.61±0.21 0.007**

XWJ2 1.12±0.09 1.95±0.05 1.88±0.15 0.022* 0.29±0.03 1.05±0.18 0.60±0.43 0.048*

XWJ3 1.07±0.09 1.97±0.03 1.86±0.09 0.011* 0.23±0.02 1.09±0.17 0.68±0.31 0.015*

XWJ4 1.08±0.08 1.94±0.14 1.72±0.17 0.012* 0.24±0.02 0.70±0.27 0.38±0.16 0.018*

XWJ5 1.37±0.06 2.02±0.04 1.96±0.16 0.018* 0.27±0.01 0.95±0.37 0.84±0.28 0.022*

XWJ6 1±0.13 1.88±0.04 2.06±0.2 0.007** 0.24±0.02 1.07±0.12 1.00±0.63 0.025*

XWJ7 0.97±0.06 1.89±0.03 2.29±0.34 0.007** 0.25±0.02 1.00±0.20 0.95±0.51 0.018*

XWJ8 0.97±0.07 1.83±0.07 1.77±0.2 0.024* 0.24±0.03 0.99±0.11 0.45±0.01 0.007**

XWJ9 1.08±0.16 1.9±0.07 1.87±0.03 0.021* 0.25±0.05 1.21±0.20 0.85±0.48 0.018*

p 值 0.011* 0.017 * 0.027 *  n.s. n.s. n.s.  

XWJ20 1.17±0.1 1.77±0.19 1.77±0.09 0.023* 0.24±0.01 0.45±0.26 0.51±0.24 n.s. 

XWJ21 1.08±0.18 1.94±0.08 1.85±0.12 0.018* 0.23±0.02 0.61±0.30 0.50±0.35 n.s. 

XWJ22 1.18±0.13 1.68±0.27 1.86±0.10 0.026* 0.23±0.01 0.39±0.25 1.24±0.34 0.024*

XWJ23 1.27±0.09 1.83±0.14 1.87±0.15 0.025* 0.26±0.02 0.37±0.06 1.27±0.95 n.s. 

XWJ24 1.20±0.1 2±0.18 2.09±0.19 0.022* 0.24±0.01 0.50±0.30 1.25±0.76 n.s. 

XWJ25 0.87±0.02 1.78±0.14 1.84±0.15 0.020* 0.19±0.01 0.27±0.07 0.90±0.63 0.016*

XWJ26 1.02±0.11 1.79±0.12 1.72±0.38 0.025* 0.23±0.01 0.33±0.15 0.59±0.33 0.047*

XWJ27 1.13±0.08 1.68±0.2 1.86±0.14 0.018* 0.24±0.02 0.40±0.18 1.30±0.70 0.036*

XWJ28 1.09±0.08 1.83±0.16 1.91±0.08 0.019* 0.25±0.03 0.34±0.07 0.92±0.32 0.007**

p 值 0.017* n.s. n.s.  0.029 * n.s. n.s.  

注：在最后一列和每一行中，根据 Kruskal-Wallis K 独立参数列出了 p 值，分别用于同一方法内不同产品的比较以及同一产品内

不同方法的比较。**差异极显着（p<0.01）。*显着不同（p<0.05）。n.s. =无明显差异，下同。 
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通过分光光度计测定 3 种提取方法的纯度见表 3
和图 1。A260/A280 比值表示蛋白质和酚物质的去除情

况，纯度较好的 DNA 比值为 1.8 左右。比值较低说明

受到蛋白（芳香族）或酚类物质的污染[27]。对于肉松

样品（XWJ1-XWJ9），Takara 试剂盒的平均比值为

1.08±0.14，纯度较差，Tiangen 试剂盒和 SDS 法的

A260/A280 比值都在 1.8 左右，纯度较好。对于罐头样

品（XWJ20-XWJ28），Tiangen 试剂盒和 SDS 法的

A260/A280比值分别为 1.80、1.86。而 Takara 试剂盒的

比值为 1.11，显著低于其他两种；A260/A230 比值表示

糖类、盐分等的去除情况，纯度较好的 DNA 溶液比

值为 2.0 左右。若比值小于 2.0，说明样品中碳水化合

物（糖类）、或有机溶剂含量较高。Tiangen 试剂盒平

均比值为 1.02，SDS 法和 Takara 试剂盒的平均比值分

别为 0.7、0.25。表明杂质残留较多，可能的原因之一

是中金枪鱼产品含有大量的油脂较难去除，与某些盐

离子产生吸附。也可能存在未降解的 RNA 在 260 nm
处产生了较高吸收值。 

2.2  DNA的得率 

表4 三种方法提取的DNA得率 

Table 4 DNA yield extracted by three methods 

编号 
DNA 得率/ng 

Takara 试剂盒 Tiangen 试剂盒 SDS 法 p 值

XWJ1 194.61±76.74 19.72±3.54 3.83±2.72 0.007**

XWJ2 297.61±63.07 29.34±4.13 3.55±2.84 0.007**

XWJ3 192.25±44.06 11.93±4.47 2.19±0.99 0.007**

XWJ4 213.66±29.76 9.07±9.12 2.97±0.90 0.012*

XWJ5 329.44±71.07 23.72±7.10 8.88±7.78 0.012*

XWJ6 207.33±29.82 35.10±11.47 3.13±3.25 0.007**

XWJ7 203.82±31.47 20.89±4.12 1.66±1.15 0.007**

XWJ8 177.84±28.49 35.44±4.69 1.41±0.30 0.007**

XWJ9 217.01±73.80 37.64±13.18 4.09±4.12 0.007**

p 值 0.031* 0.001** n.s.  

XWJ20 113.23±21.58 3.10±2.25 1.77±0.79 0.021*

XWJ21 89.54±16.50 5.18±1.79 2.35±2.01 0.012*

XWJ22 84.87±11.04 1.85±0.94 3.09±2.15 0.021*

XWJ23 111.30±14.81 2.33±0.87 2.30±1.28 0.023*

XWJ24 82.59±3.04 6.48±6.93 3.15±2.39 0.023*

XWJ25 69.50±6.86 3.85±2.90 2.62±1.21 0.024*

XWJ26 101.82±16.69 3.01±1.05 2.04±0.81 0.015*

XWJ27 90.13±16.30 3.90±3.52 2.59±1.77 0.023*

XWJ28 104.03±23.57 2.41±1.15 1.27±0.44 0.012*

p 值 0.013* n.s. n.s.  

3 种方法提取的 DNA 得率见表 4 和图 1。其中

Takara试剂盒所提取出来的DNA得率远高于其他两种

方法，对比肉松和罐头制品的 DNA 得率，肉松品的

DNA 得率普遍高于罐头制品。Tagliavia M 等[28]发现在

DNA 提取过程中，采用蛋白酶 K、洗涤剂、树脂和有

机萃取的提取步骤，导致DNA 得率降低。SDS 法通过

蛋白酶 k 去除蛋白质等大分子物质和杂质，Tiangen 试

剂盒采用特异性膜吸附DNA（即膜吸附柱）进行纯化。

两种方法提取的DNA 质量较好，但DNA 得率偏低。 

 

 

 
图1 三种方法提取的DNA得率和DNA纯度 

Fig.1 DNA yield and DNA purity extracted by three methods 

注：a：A260/A280；b：A260/A230；c：DNA 得率，ng。 

2.3  PCR方法对于DNA质量的验证 

PCR 扩增对模板 DNA 的质量要求较高，因此，

PCR扩增成功率成为判定DNA质量的重要依据之一。

由于金枪鱼产品在加工过程中需经过高温高压处理，

根据相关文献报道[29]，DNA 片段降解严重。为考察

DNA 降解程度，并保证获取足够数量和质量的 DNA
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模板以适用于后续分子生物学研究，以 3 种方法分别

从样品中提取的 DNA 作为模板，用表 2 中 3 对通用

引物进行 PCR 扩增，扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图如

图 2、3 所示。3 种方法的阳性对照均可得到明显的电

泳条带，空白无条带，但不同提取方法间条带明暗程

度差异较大，Tiangen 试剂盒，SDS 法提取 DNA 纯度

较好，扩增条带较亮。而 Takara 提取的 DNA 无清晰

条带。 

 

 

 
图2 三种提取方法所得肉松样品PCR扩增结果 

Fig.2 Amplification results PCR three extraction methods 

注：a：Takara 试剂盒；b：SDS 法；c：Tiangen 试剂盒；

P：阳性对照；N：空白对照；M：DL100 分子量标准。图 3 同。 

 

 

 
图3 三种提取方法所得罐头样品PCR扩增结果 

Fig.3 Amplification of canned samples PCR three extraction 

methods 

2.4  荧光定量 PCR 

表5 三种方法提取的CT值和TM值 

Table 5 CT and TM values extracted by the three methods 

样品
CT 值 

p 值
Tiangen 试剂盒 SDS 法 Takara 试剂盒

XWJ1 25.01±0.69 22.97±0.48 20.93±0.2 0.102

XWJ2 20.04±0.21 23.23±1.07 20.64±1.12 0.102

XWJ3 20.11±0.11 23.77±0.06 22.1±0.97 0.102

XWJ4 24.34±0.21 20.97±0.67 22.23±0.12 0.102

XWJ5 21.39±0.29 20.76±0.22 22.11±0.07 0.102

XWJ6 23.15±0.19 25.56±0.82 22.39±0.24 0.102

XWJ7 23.25±1.01 24.23±0.08 23.08±0.87 0.156

XWJ8 22.93±1.08 22.55±0.76 22.87±0.83 0.651

XWJ9 24.22±0.76 21.88±1.14 22.91±0.77 0.156

XWJ20 21.14±0.77 22.58±0.29 25.77±0.25 0.102

XWJ21 20.39±0.1 21.78±0.21 25.77±0.41 0.102

XWJ22 21.39±1.34 23.41±0.06 23.25±0.38 0.180

XWJ23 22.71±0.27 23.17±0.65 23.11±0.29 0.368

XWJ24 22.26±0.43 22.17±0.02 22.36±0.69 0.368

XWJ25 22.77±0.92 23.18±0.03 23.85±0.9 0.325

XWJ26 24.45±1.1 22.25±0.8 24.07±0.14 0.180

XWJ27 21.3±0.73 22.91±0.61 24.44±0.87 0.102

XWJ28 22.61±0.08 23.34±0.49 23.55±0.83 0.180

样品
TM 值 

p 值
Tiangen 试剂盒 SDS 法 Takara 试剂盒

XWJ1 81.50 82.25±0.35 82.00 0.123

XWJ2 86.25±0.35 84.25±0.35 81.25±0.35 0.180

XWJ3 86.50 81.50 81.50 0.082

XWJ4 86.00 86.00 81.50 0.082

XWJ5 85.75±0.35 86.00 81.50 0.115

XWJ6 85.75±0.35 82.00 81.00 0.089

XWJ7 85.5±0.71 86.00 81.75±0.35 0.123

XWJ8 85.75±0.35 81.25±0.35 81.50 0.123

XWJ9 86.00 81.75±0.35 81±0.71 0.115

XWJ20 87.65±0.49 87.25±0.35 86±0.71 0.156

XWJ21 88.25±0.35 88.26±0.36 86±0.71 0.165

XWJ22 87.75±1.06 88.24±0.16 87.25±0.35 0.465

XWJ23 87.5±0.71 88.25±0.35 87.52±0.02 0.257

XWJ24 86±0.71 88.25±0.35 88.17±0.24 0.325

XWJ25 87.25±0.35 87.75±0.35 87.75±0.35 0.368

XWJ26 87.75±0.35 87.5±0.71 87.75±0.35 0.882

XWJ27 88.25±0.35 87.75±0.35 87.5±0.71 0.333

XWJ28 87±0.71 87.65±0.49 87.75±0.35 0.451
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图4 三种提取方法所得肉松样品扩增曲线 

Fig.4 Amplification curves of meat pine samples obtained from 

three extraction methods 

注：a：Tiangen 试剂盒；b：SDS 法；c：Takara 试剂盒。

图 5 同。 

为了更好的反映不同提取方法之间的 PCR 扩增

效率，本研究选择灵敏度更高的实时荧光定量 PCR。
从表 5 可以看出，Tiangen 试剂盒的平均 CT 值为

22.11，SDS 法平均 CT 值为 22.75，Takara 试剂盒平

均比值为 24.01。Tiangen 试剂盒和 SDS 法平均 CT 值

无显著差异。从扩增曲线看（图 4 和图 5），Tiangen
试剂盒和 SDS 法扩增效果较好，而 Takara 试剂盒荧

光强度较低，表明该方法虽然在提取时间上有优势，

但提取的 DNA 可能存在某些 PCR 抑制因子，能抑

制 PCR 反应。 
 
 
 

 

 

 
图5 三种提取方法所得罐头样品扩增曲线 

Fig.5 Amplification curves of canned samples obtained from  

three extraction methods 

2.5  鉴定结果及分析 

市售产品分子鉴定结果见（表 1）。所有市售肉松

产品（N=10）其中 XWJ2-1 可在物种水平鉴定，鉴定

结果为 Istiophorus platypterus。剩余的 9 个产品被鉴定

至属水平。对于罐头产品（N=18），XWJ20-2、
XWJ22-1、XWJ22-2、XWJ23-1、XWJ23-2、XWJ24-1、
XWJ24-2 这些产品被鉴定至属水平。其他罐头产品鉴

定结果失败。线粒体 DNA 作为核外遗传物质，具有

分子结构简单、严格的母系遗传、无重组、快速进化、

多拷贝及稳定等优点。本实验利用线粒体 16S rDNA
对金枪鱼产品的鉴定，但在种水平鉴定成功率较低， 
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可能的原因有：（1）数据库中现有的序列数太少，无

法准确匹配所有物种；（2）挑选的片段较保守，无法

区分一些亲缘关系较近的物种。 

2.6  各种DNA提取方法的比较 

根据上述 DNA 浓度的测定结果，分光光度计对

A260/A280和 A260/A230两个比值的测定结果，以及 PCR
扩增结果对各 DNA 提取方法进行综合分析，同时对

提取过程的简易程度等其他因素也进行了分析和总

结，各方法的优缺点归纳于见（表 6）。 
表6 三种DNA提取方法优缺点比较 

Table 6 A comparison of advantages and disadvantages of three DNA extraction methods 

方法 优点 缺点 

SDS 法 
1.价格最低； 

2.可用于大多数加工鱼制品的 DNA 提取；

3.去除蛋白质效果较好 
DNA 损失量大，得率相对偏低 

Tiangen 试剂盒 
1.价格相对便宜； 

2.操作简便、步骤简单； 
3.去除蛋白质效果较好 

DNA 损失量大，得率相对偏低 

TaKaRa 试剂盒 1.操作简便，耗时短； 
2.DNA 损失量少，得率高； 

1.去除大分子物质和 RNA 效果差； 
2.去除蛋白质效果差 

3  结论 

金枪鱼制品中因含有多糖、多酚和色素等化合

物，导致 DNA 提取相对困难。本研究通过 DNA 的质

量、得率、PCR 扩增成功率，比较了 2 种市售试剂盒

和 SDS 法用于金枪鱼制品的 DNA 提取。结果表明，

SDS 法成本最低，在试验耗时、DNA 纯度和浓度、

盐残留、对荧光定量 PCR 的抑制等方面均较好。可在

短时间裂解细胞，加快 DNA 获取效率。针对鱼肉产

品易腐败变质和 DNA 降解的特点，加快 DNA 获取效

率用于物种鉴定有一定应用价值。 
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