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摘　 要： 本研究旨在开发一种灵敏、准确、简便的分子鉴定方法，实现对鱼粉中原料鱼组成的鉴

定。 采用 ｃｙｔｂ 和 １６Ｓ ｒＤＮＡ ２ 对引物，分别对 ９ 种海、淡水鱼和 ７ 种商品鱼粉的基因组 ＤＮＡ 进

行扩增后发现，ｃｙｔｂ 较 １６Ｓ ｒＤＮＡ 引物可获得良好的扩增效果，各样品中均出现较清晰明亮的目

的条带。 将 ｃｙｔｂ 引物扩增鱼粉基因组 ＤＮＡ 得到的目的片段分别连接到克隆载体 ｐＭＤ１９⁃Ｔ，转

化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞后，挑取阳性克隆进行测序，将测序结果进行 ＢｌａｓｔＮ 比对分析。
结果显示：在 ７ 种商品鱼粉中共鉴定到 ３３ 个鱼类物种，主要包括鳀属（Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ）、圆鲹属（Ｄｅ⁃
ｃａｐｔｅｒｕｓ）、沙丁鱼属（Ｓａｒｄｉｎａ）、竹荚鱼属（Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ）、油鲱属（Ｂｒｅｖｏｏｒｔｉａ）及罗非鱼属（Ｔｉｌａｐｉａ）
的各种鱼类，种类数量远超产品标签所示鱼种范围。 为验证该方法的可靠性，重复以上步骤，对

２ 种添加已知鱼种的自配鱼粉进行了验证性鉴定，鉴定结果与试验设计吻合。 综上可知，基于

ｃｙｔｂ 引物的分子鉴定技术可实现鱼粉中原料鱼组成的鉴定，鉴定结果将为鱼粉质量的准确判断

提供丰富信息。
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　 　 鱼粉是不可或缺的优质饲料原料，饲料行业

对其具有高度的依赖性。 我国是全球最大的鱼粉

需求国，自 ２０１３ 年起，每年鱼粉的消费量都超过

１００ 万 ｔ，其中 ７０％ ～ ８０％源自进口［１］ 。 近年来，由
于秘鲁、智利等鱼粉生产大国出口配额的限制，我
国不断拓展进口鱼粉采购渠道，越南、泰国、美国、
印度、南非等国的鱼粉相继进入中国市场，其原料

鱼组成各不相同，且批次变化较大，商品名不标

准，产品标签仅标注产地或仅提及 １ ～ ２ 种原料鱼

名称，仅凭营养指标难以对其品质作出准确判断。
　 　 另外，由于鱼粉价格昂贵，市场上充斥着各种

假冒伪劣鱼粉，包括在鱼粉中掺入各种高蛋白质

原料（豆粕、玉米蛋白粉、肉骨粉、鸡肉粉、皮革粉

等）或是在高值鱼粉中掺入低值鱼粉，如在海水鱼

粉中掺入淡水鱼粉、下杂鱼粉，在进口蒸汽鱼粉中

掺入国产鱼粉等。 前者通过镜检，结合某些物理、
化学分析方法，较易快速鉴别［２－５］ ；而鱼粉互掺，则
鉴定难度较大，主要通过在显微镜下识别不同鱼

类的镜检特征，如耳石、鳞片或骨骼等组织来进行

形态鉴定［６－８］ ，存在着鉴定种类少、专业性要求高、
重复性差、灵敏度低等缺点，给鱼粉的掺假鉴定带

来了严峻的挑战。 因此，急需开发一种准确、快
速、灵敏鉴定鱼粉组成的方法，对饲料行业的鱼粉

采购、质量判断与控制、科学配方都具有重要的

意义。
　 　 利用基于 ＤＮＡ 序列分析的分子标记技术鉴

定生物样品的物种组成，具有不易受样品形态和

数量影响、准确性和灵敏度高、操作简便等诸多优
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点，目前已广泛应用于食品、生物制品、中药等复

杂基质的生物组成鉴定以及环境生物多样性检测

等领域［９－１５］ 。 近年来也开展了饲料原料生物成分

的 ＤＮＡ 鉴定技术研究，例如：开发疑似掺假物的

分子标记，确定目的物种的存在［１６］ ；利用限制性片

段长度多态性聚合酶链反应（ ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ）法建立

酶切图谱，鉴定混合生物样本中的某些物种［１７－１９］ ；
利用 多 重 ＰＣＲ 法 鉴 定 更 复 杂 的 混 合 生 物 样

本［２０－２１］等，以上方法各有优缺点。
　 　 鱼粉的原料鱼组成取决于渔获物组成。 由于

每种鱼粉的原料鱼产地不同、每批次渔获物存在

不同程度的变动，或者掺假鱼种类的变动，导致鱼

粉组成的不确定性增加。 因此，难以针对鱼粉中

的每种原料鱼分别设计引物或制作酶切图谱。 同

时，由于鱼粉是经过高温、高压等工艺制作的深加

工动物产品，ＤＮＡ 破坏较严重，而多重 ＰＣＲ 对引

物的设计、扩增条件有着较高的要求，易产生非特

异性扩增产物，导致检测结果出现假阳性［２２］ 。 针

对以上问题，本研究拟通过筛选 １ 种特异性良好

的鱼类通用引物，结合分子克隆的方法，开发一种

灵敏、准确、简便的鱼粉中原料鱼组成的鉴定方

法，以期为鱼粉等混合性饲料原料生物组成的准

确鉴定提供可行的解决方案。

１　 材料与方法
１．１　 样品收集与处理

１．１．１　 鱼类样品

　 　 从国内水产市场收集 ９ 种制作鱼粉常用的新

鲜原料鱼，其商品名分别为：圆鲹、沙丁鱼、鲭鱼、
马鲛鱼、秋刀鱼、鳕鱼、鲽鱼、巴沙鱼、罗非鱼。 分

别取以上鱼类的背肌约 ２．０ ｇ，无菌剪刀剪碎后，保
存于－８０ ℃冰箱中待用。

１．１．２　 商业鱼粉样品

　 　 从饲料原料市场上收集 ７ 种常见的商业鱼粉

样品，其商品标签分别名为：①海水鱼排粉；②淡

水鱼粉；③国产半脱脂鱼粉；④国产普通鱼粉；⑤
秘鲁鱼粉；⑥阿根廷鱼粉；⑦美国鱼粉。 其中① ～
④为国产鱼粉，⑤～⑦为进口鱼粉。 将以上鱼粉样

品分别粉碎并通过 ４０ 目筛，保存于－８０ ℃冰箱中

待用。
１．１．３　 自配鱼粉样品

　 　 为验证分子鉴定方法的结果，自配 ２ 种鱼粉。
①自配鱼粉一：在秘鲁鱼粉中掺入 １０％（质量比）
的罗非鱼粉［原料鱼为吉富罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）］，混合均匀；②自配鱼粉二：海水鱼排粉

中掺入 ０．１％（质量比）的巴沙鱼粉［原料鱼为低眼

巨鲶 （ Ｐａｎｇａｓｉａｎｏｄｏｎ ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｕｍｓ）， 俗 称 巴 沙

鱼］，混合均匀。 将以上鱼粉样品分别粉碎并通过

４０ 目筛，保存于－８０ ℃冰箱。
１．２　 ＤＮＡ 提取及 ＰＣＲ 扩增

　 　 将鱼类及鱼粉样品用天根生化科技有限公司

的 ＤＮＡ 试剂盒提取总 ＤＮＡ。 根据文献［２３－２４］，
选取 ２ 对引物作为候选引物，并由广州天一辉远

生物科技有限公司合成（表 １）。 用这 ２ 对引物分

别对提取的鱼类和鱼粉样品 ＤＮＡ 进行扩增，反应

体系 ５０ μＬ， 包 括： ＰＣＲ 缓 冲 液 ５ μＬ， 无 菌 水

３０．７５ μＬ，正、反向引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ２ μＬ，
ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，ｄＮＴＰ（２．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ５ μＬ，ＭｇＣｌ２
（ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ） ３ μＬ， Ｔａｑ 聚 合 酶 （ ５ Ｕ ／ μＬ ）
０．２５ μＬ。 反应条件为：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９５ ℃
变性 ３０ ｓ，５３ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃复性 ４５ ｓ，３５ 个循

环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 反应结束后，分别取 ５ μＬ
扩增产物，用 １． ０％琼脂糖凝胶电泳检测扩增结

果。 挑选出对鱼类和鱼粉样品 ＤＮＡ 都能够良好

扩增的引物，对其 ＰＣＲ 扩增产物进行纯化、回收。

表 １　 ＰＣＲ 所用的 ２ 对引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｗｏ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ

引物名称
Ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因片段长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ／ ｂｐ
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１．３　 目的片段克隆及测序

　 　 将经过纯化回收的鱼粉样品扩增产物连接到

载体 ｐＭＤ １９⁃Ｔ（ＴａＫａＲａ 公司）上，转化到大肠

杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞（北京博迈德基因技术有

限公司），在含有氨苄青霉素的 ＬＢ 平板上培养

１４ ｈ。 具体操作参照 ｐＭＤ １９⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 说明书

进行。
　 　 挑取单克隆，经 ＰＣＲ 鉴定后选择阳性克隆，送
广州天一辉远生物科技有限公司进行测序。 引

物、反应体系及反应条件同上。 将测序结果去除

载体序列后，在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行 ＢｌａｓｔＮ 比

对分析。 比对序列长度不小于 １８０ ｂｐ，物种相似

度不低于 ９７％。 根据比对结果确定样品的物种

组成。

２　 结果与分析
２．１　 ＰＣＲ 扩增结果

　 　 分别使用 ２ 对引物，对 ９ 种鱼类及 ７ 种商业鱼

粉的 ＤＮＡ 进行了 ＰＣＲ 扩增，扩增产物的凝胶电泳

结果见图 １、图 ２。
　 　 ｃｙｔｂ 引物扩增的 ９ 种鱼类 ＰＣＲ 条带较亮

（图 １－Ａ），条带位置和目的片段长度吻合；７ 种商

业鱼粉 ＰＣＲ 条带位置也和目的片段长度吻合，但
颜色较暗，其中秘鲁鱼粉和阿根廷鱼粉的条带几

乎看不见（图 ２－Ａ），推测可能是加工过程中鱼粉

ＤＮＡ 被破坏，导致目的基因浓度较低。 为此，以所

有鱼粉的 ＰＣＲ 产物为模板进行第 ２ 次扩增，反应

条件不变。 结果表明，第 ２ 次扩增后，大多数鱼粉的

目的条带比第 １ 次明亮、清晰，且没有非特异性的杂

带，无拖尾，表明扩增产物浓度升高（图 ２－Ｂ）。
　 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 引物的扩增结果表明，鱼类样品中

的沙丁鱼、秋刀鱼、鳕鱼、巴沙鱼、罗非鱼出现了目

的条带，其他鱼类的条带位置和目的条带偏差较

大，且大多出现了杂带（图 １－Ｂ）；７ 种商业鱼粉样

品中仅有淡水鱼粉出现了目的条带，且条带颜色

较暗。 进行第 ２ 次扩增后，淡水鱼粉的目的条带

亮度有所增强，但其他鱼粉依然没有出现目的条

带（图 ３）。
　 　 由此可见，２ 种引物相比较，ｃｙｔｂ 引物能特异

性扩增出所有受试鱼类和鱼粉样品的目的基因，
可进行后续基因克隆试验。 为验证 ｃｙｔｂ 引物的有

效性，再次使用 ｃｙｔｂ 引物扩增 ２ 种自配鱼粉的

ＤＮＡ，也能获得清晰明亮的条带，且第 ２ 次扩增的

目的条带亮度明显增加（图 ４）。

　 　 Ａ：ｃｙｔｂ 引物扩增结果 ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｓｈ ｓａｍｐｌｅｓ ａｍｐｌｉ⁃
ｆｉｅｄ ｂｙ ｃｙｔｂ；Ｂ：１６Ｓ ｒＤＮＡ 引物扩增结果 ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｓｈ
ｓａｍｐｌｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＤＮＡ。 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００；鲹：圆
鲹 ｒｏｕｎｄ ｓｃａｄ；沙：沙丁鱼 ｓａｒｄｉｎｅ；鲭：鲭鱼 ｍａｃｋｅｒｅｌ；鲛：马
鲛鱼 Ｓｐａｎｉｓｈ ｍａｃｋｅｒｅｌ；秋：秋刀鱼 Ｐａｃｉｆｉｃ ｓａｕｒｙ；鳕：鳕鱼

ｃｏｄ ｆｉｓｈ；鲽：鲽鱼 ｐｌａｉｃｅ；巴：巴沙鱼 Ｂａｓａ ｃａｔｆｉｓｈ；罗：罗非鱼

ｔｉｌａｐｉａ。

图 １　 ｃｙｔｂ 和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 引物扩增鱼类样品的结果

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｓｈ ｓａｍｐｌｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｃｙｔｂ ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ

　 　 Ａ：第 １ 次扩增结果 ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｔｉｍｅ；Ｂ：第 ２ 次扩增结果 ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｃ⁃
ｏｎｄ ｔｉｍｅ。 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００；海：海水鱼排粉 ｍａｒｉｎｅ ｆｉｓｈ
ｓｔｅａｋ ｍｅａｌ；淡：淡水鱼粉 ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ；国：国产半脱

脂鱼粉 ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｓｅｍｉ⁃ｓｋｉｍｍｅｄ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ；普：国产普通鱼粉

ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｃｏｍｍｏｎ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ；秘：秘鲁鱼粉 ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｆｒｏｍ Ｐｅ⁃
ｒｕ；阿：阿根廷鱼粉 ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｆｒｏｍ Ａｒｇｅｎｔｉｎａ；美：美国鱼粉

ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｆｒｏｍ Ａｍｅｒｉｃａ。 图 ３ 同 ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ Ｆｉｇ．３。

图 ２　 ｃｙｔｂ 引物第 １、２ 次扩增 ７ 种商业鱼粉样品的结果

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ７ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｃｙｔｂ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ

ｓｅｃｏｎｄ ｔｉｍｅ

２．２　 克隆测序结果

　 　 将所有鱼粉 ｃｙｔｂ 引物的二次扩增产物纯化回

收、连接、转化、培养后，每个样品从 ＬＢ 平板中随
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机选择 ３０ 个单克隆，ＰＣＲ 鉴定后，分别获得阳性

克隆 １３ ～ ２１ 个，阳性克隆率为 ４３．３％ ～ ７０．０％。 将

得到的阳性克隆进行测序和 ＢｌａｓｔＮ 比对分析，确
定样品中原料鱼的种类。

图 ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 引物第 １、２ 次扩增 ７ 种
商业鱼粉样品的结果

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ７ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｆｏｒ ｔｈｅ

ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄ ｔｉｍｅ

　 　 Ａ：第 １ 次扩增结果 ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｔｉｍｅ；Ｂ：第 ２ 次扩增结果 ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｃ⁃
ｏｎｄ ｔｉｍｅ。 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００；１：自配鱼粉一 ｓｅｌｆ⁃ｆｏｒｍｕｌａｔｅｄ
ｆｉｓｈ ｍｅａｌ １；２：自配鱼粉二 ｓｅｌｆ⁃ｆｏｒｍｕｌａｔｅｄ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ２。

图 ４　 ｃｙｔｂ 引物第 １、２ 次扩增 ２ 种自配鱼粉样品的结果

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ２ ｓｅｌｆ⁃ｆｏｒｍｕｌａｔｅｄ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｙｔｂ ｆｏｒ ｔｈｅ

ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄ ｔｉｍｅ

　 　 结果显示，不同鱼粉的原料鱼组成差别较大。
以海水鱼排粉为例，１６ 个阳性克隆中，共检出 ９ 个

蓝圆鲹（Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ）、２ 个二长棘鲷（Ｐａ⁃
ｒａｒｇｙｒｏｐｓ ｅｄｉｔａ）、 ３ 个隆背小沙丁鱼 （ Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ
ｇｉｂｂｏｓａ）、１ 个日本竹筴鱼（Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）以
及 １ 个青背竹筴鱼（Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｄｅｃｌｉｖｉｓ），共 ５ 种鱼

（表 ２）。 将这 ５ 种鱼的基因序列通过 ＤＮＡｍａｎ 软

件进行多重比对发现，其序列的同源性为７９．０５％，

５ 种鱼 ２ 段共同的保守序列分别与本研究所使用

的 ｃｙｔｂ 基因上、下游引物序列匹配，说明 ｃｙｔｂ 引物

在此作为通用引物是可靠的（图 ５）。
　 　 ７ 种商业鱼粉原料鱼组成的鉴定结果见表 ３。
淡水鱼粉检出尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）
和杜氏绫鯷（Ｔｈｒｙｓｓａ ｄｕｓｓｕｍｉｅｒｉ），但后者的检出频

次只有 １ ／ １４；国产半脱脂鱼粉检出隆背小沙丁鱼、
蓝 圆 鲹、 丽 叶 鲹 （ Ａｌｅｐｅｓ ｋｌｅｉｎｉｉ ）、 小 沙 丁 鱼

（Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｆｉｊｉｅｎｓｉｓ）和杜氏绫鳀（ Ｔｈｒｙｓｓａ ｄｕｓｓｕｍ⁃
ｉｅｒｉ）；国产普通鱼粉检出尼罗罗非鱼、欧洲鳀（Ｅｎ⁃
ｇｒａｕｌｉｓ ｒｉｎｇｅｎ）、大西洋油鲱（Ｂｒｅｖｏｏｒｔｉａ ｔｙｒａｎｎｕｓ）
及似鳚镖鲈（Ｅｔｈｅｏｓｔｏｍａ ｂｌｅｎｎｉｏｉｄｅｓ）；秘鲁鱼粉检

出秘鲁鳀（ Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ｒｉｎｇｅｎｓ）、绿鳍马面鲀（Ｔｈａｍ⁃
ｎａｃｏｎｕｓ ｍｏｄｅｓｔｕ）、巴西海猪鱼 （Ｈａｌｉｃｈｏｅｒｅｓ ｂｒａ⁃
ｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）及五棘渊八角鱼（Ｂａｔｈｙａｇｏｎｕｓ ｐｅｎｔａｃａｎ⁃
ｔｈｕｓ）；阿根廷鱼粉检出日本鳀 （ Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ｊａｐｏｎｉ⁃
ｃｕｓ）、隆背小沙丁鱼、秋刀鱼（Ｃｏｌｏｌａｂｉｓ ｓａｉｒａ）、方
氏云鳚（Ｐｈｏｌｉｓ ｆａｎｇｉ）、智利竹筴鱼（Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｍｕｒ⁃
ｐｈｙｉ）、赤鼻棱鳀（ Ｔｈｒｙｓｓａ ｋａｍｍａｌｅｎｓｉｓ）、太平洋沙

丁鱼 （ Ｓａｒｄｉｎｏｐｓ ｍｅｌａｎｏｓｔｉｃｔｕｓ） 及驼背大马哈鱼

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｇｏｒｂｕｓｃｈａ）；美国鱼粉检出巴西油

鲱（Ｂｒｅｖｏｏｒｔｉａ ａｕｒｅａ）、大西洋油鲱（Ｂｒｅｖｏｏｒｔｉａ ｔｙｒ⁃
ａｎｎｕｓ）、岩栖真鳂（Ｈｏｌｏｃｅｎｔｒｕｓ ａｄｓｃｅｎｓｉｏｎｉｓ）、蓝圆

鲹和青背竹筴鱼。 从以上鉴定结果来看，组成各

鱼粉的原料鱼种类众多，远超鱼粉标签所示的 １ ～
２ 种主要鱼种。
　 　 自配鱼粉的鉴定结果如表 ４ 所示。 自配鱼粉

一的 １２ 个阳性克隆共检出 ８ 次秘鲁鳀、３ 次尼罗

罗非鱼和 １ 次澳洲鳀（Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ），即包括

秘鲁鱼粉的主要种类和罗非鱼；自配鱼粉二检出

隆背小沙丁鱼、秋刀鱼、蓝圆鲹以及巴沙鱼等，即
包括海水鱼排粉的主要种类及巴沙鱼，均与试验

设计吻合。

３　 讨　 论
３．１　 通用引物的筛选及验证

　 　 本研究中的 ９ 种受试鱼类包括了制作商品鱼

粉的常见鱼类种属：制作红鱼粉常用的鳀鱼、沙丁

鱼、秋刀鱼、鲭鱼、蓝鲹等；制作白鱼粉常用的鳕

鱼、鲽鱼；制作淡水鱼粉常用的罗非鱼、巴沙鱼。
成功扩增这 ９ 种鱼类的特定基因序列，是其混合

物（鱼粉）组成鉴定的前提。
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表 ２　 海水鱼排粉的测序结果及比对结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｂｌａｓｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ ｆｉｓｈ ｓｔｅａｋ ｍｅａｌ

序号

Ｎｏ．
物种名称

Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ
序列长度

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ
相似度

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ／ ％
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

１ 二长棘鲷 Ｐａｒａｒｇｙｒｏｐｓ ｅｄｉｔａ １９２ ９９．５ ＫＸ４８５３６９．１
２ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ ２１０ ９８．５ ＭＧ４５７１３５．１
３ 隆背小沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｇｉｂｂｏｓａ １９７ １００．０ ＭＨ０１１３９３．１
４ 隆背小沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｇｉｂｂｏｓａ １８７ ９９．５ ＭＨ０１１３９３．１
５ 青背竹筴鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｄｅｃｌｉｖｉｓ １９８ ９８．５ ＡＢ２６２１９１．１
６ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ ２０８ ９９．０ ＭＧ４５７１４３．１
７ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ １９１ ９９．５ ＭＧ４５７１４８．１
８ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ １９６ ９９．５ ＭＧ４５７１４８．１
９ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ ２０７ ９９．５ ＭＧ４５７１４８．１
１０ 隆背小沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｇｉｂｂｏｓａ ２１０ ９９．１ ＫＰ３０７７１７．１
１１ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ １９４ ９９．５ ＭＧ４５７１４８．１
１２ 日本竹荚鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ２１６ ９９．０ ＫＪ４６４９９３．１
１３ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ １９６ ９９．０ ＫＸ２１２０５５．１
１４ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ ２０５ ９９．０ ＭＧ４５７１４８．１
１５ 蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ １９０ ９９．５ ＭＧ４５７１４８．１
１６ 二长棘鲷 Ｐａｒａｒｇｙｒｏｐｓ ｅｄｉｔａ ２１３ ９９．５ ＫＸ４８５３６９．１

　 　 本研究分别使用了线粒体 ｃｙｔｂ 和 １６Ｓ ｒＤＮＡ
引物作为鱼类通用引物的筛选对象，它们作为重

要的 ＤＮＡ 分子标记，广泛应用于包括鱼类在内的

多种真核生物的鉴定和分类。 Ｃｙｔｂ 基因的进化速

度适中，其中一个基因片段就包含了从种内到种

间的遗传信息，多用于物种种属鉴定［２５］ ；线粒体

１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因结构既具有保守性，又具有高变

性，可为水生动物群体遗传多样性和系统进化提

供线索，又是种属鉴定的分子基础［２６－２７］ 。
　 　 从研究结果来看，ｃｙｔｂ 引物显然较 １６Ｓ ｒＤＮＡ
引物对各种鱼类及鱼粉样品有更好的通用性，能
扩增出全部受试鱼类和鱼粉的 ＤＮＡ，且从鱼粉中

鉴定到的鱼类种属还包括多种非受试鱼类，如竹

荚鱼、马面鲀、大马哈鱼等，这表明基于 ｃｙｔｂ 引物

的分子鉴定，将有可能获得鱼粉中更多原料鱼的

信息。 Ｔｈｏｍｓｅｎ 等［２８］曾用 ｃｙｔｂ 基因片段上设计的

通用引物扩增出了丹麦埃尔西诺港口常见的 １０
种海鱼的基因片段，但只能扩增到池塘水样中的 ４
种淡 水 鱼 类。 刘 军 等［１３］ 用 线 粒 体 Ｄ⁃ｌｏｏｐ 区、
１６Ｓ ｒＤＮＡ、ＣＯⅠ以及 ｃｙｔｂ 引物对千岛湖 ４８ 种鱼

类的 ＤＮＡ 进行扩增后发现，发现 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和

ＣＯⅠ引物的扩增效果优于其他几对引物，分析原

因可能是该引物的扩增条件差异造成的。 张爱菊

等［２９］使用 ５ 种引物对钱塘江鱼类的 ｃｙｔｂ 基因、
１６Ｓｒ ＤＮＡ 和 ＣＯⅠ基因片段进行扩增，发现 ｃｙｔｂ
和 １６Ｓ ｒＤＮＡ引物都可作为鱼类群落结构研究的

通用引物，但是前者扩增产物注释的鱼类物种数

高于后者，并推测可能长度较小的目的基因引物

更有利于获得较高的扩增成功率。 综上可知，引
物在鱼类中的通用性受到目的基因片段长度、鱼
的种类及扩增反应条件的影响，确定某种引物作

为通用引物时，需要综合考虑以上因素。
３．２　 鱼粉中原料鱼组成的鉴定

　 　 本研究以 ｃｙｔｂ 为通用引物，结合分子克隆的

方法，开发了一种灵敏、准确、简便的鱼粉中原料

鱼组成的鉴定方法，利用该方法，从 ７ 种鱼粉中共

鉴定到 ３３ 种鱼类，包括市场上大部分常见的原料

鱼物种，以及几种非原料鱼物种，这是传统的镜检

技术无法达到的，体现了基因鉴定技术无可比拟

的优点。
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　 　 图中上、下方框内的基因序列分别对应 ｃｙｔｂ 基因的

正、反引物序列。 １、２、３、５、１２ 号物种分别与表 ２ 中同一编

号的物种对应，即分别为二长棘鲷、蓝圆鲹、隆背小沙丁鱼、
青背竹筴鱼和日本竹荚鱼。
　 　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｂｏｘｅｓ ｃｏｒｒｅ⁃
ｓｐｏｎｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｃｙｔｂ ｇｅｎｅ．
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｎｏ． １， ２， ３， ５ ａｎｄ １２ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
Ｔａｂｌｅ ２， ｔｈｅｙ ａｒｅ Ｐａｒａｒｇｙｒｏｐｓ ｅｄｉｔａ， Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ，
Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｇｉｂｂｏｓａ， Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｄｅｃｌｉｖｉｓ ａｎｄ Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｊａｐｏｎｉ⁃
ｃａｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ５　 海水鱼排粉中 ５ 种原料鱼基因序列的多重比较图

Ｆｉｇ．５　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｍｅｎｔ ｍａｐ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ５ ｒａｗ
ｆｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｍａｒｉｎｅ ｆｉｓｈ ｓｔｅａｋ ｍｅａｌ

　 　 ３３ 种鱼类包括制作红鱼粉常见的鳀鱼、沙丁

鱼、鲱鱼、竹荚鱼、鲹等科或属鱼类的多种鱼。 这

些鱼种在不同鱼粉样品中检出的频次各不相同，
反映了鱼粉原料鱼组成的差异。 秘鲁鳀是一种小

型中上层鱼类，是世界上重要的商业性捕捞鱼类

之一，也是制作红鱼粉最大的单种鱼［３０］ 。 它在秘

鲁鱼粉、阿根廷鱼粉和国产普通鱼粉中分别检出

了 １０、９ 和 ４ 次，分别占检测总次数的 ７６． ９％、
４２．９％和 ３０．８％，证实了秘鲁鳀是制作这些鱼粉的

主要原料鱼。 值得注意的是，国产普通鱼粉除了

秘鲁鳀等海水鱼，还多次地检测到尼罗罗非鱼。
作为制作淡水鱼粉的常见原料鱼，罗非鱼本不应

在该鱼粉样品中大量检出，说明该鱼粉可能高比

例掺入了以罗非鱼为原料的淡水鱼粉。 本实验室

对该鱼粉样品进行了镜检，在 ５ 次抽样中均检出

了罗非鱼特征骨，证实了分子检测结果的可靠性。
反之，在淡水鱼粉中，１６ 个阳性克隆中检出 １５ 个

尼罗罗非鱼，这是由于我国淡水鱼粉的主要原料

是罗非鱼下脚料［３０］ ；此外，在淡水鱼粉中还检出 １
个杜氏绫鳀，推测可能是在转运或加工过程中偶

然混入，只是常规方法通常难以检出，在此被检出

体现了分子检测技术的高灵敏度。
　 　 在其他红鱼粉如海水鱼排粉、国产半脱脂鱼

粉、美国鱼粉中均未检出鳀属鱼类，而是以鲹、沙
丁鱼、竹荚鱼或油鲱等属的鱼种为主。 海水鱼排

粉和半脱脂鱼粉通常由经济价值较高的鲹科鱼类

制作鱼片后，其头、骨、内脏等下脚料混合价值较

低的沙丁鱼、油鲱等制成。 在这些样品中多次检

出蓝圆鲹、隆背小沙丁鱼、日本竹荚鱼也证实了这

些鱼粉的原料鱼组成。 除此之外，以上鱼粉中低

频次检出的物种如似鳚镖鲈、绿鳍马面鲀、巴西海

猪鱼、五棘渊八角鱼等并非制作鱼粉的原料鱼，但
也真实地反映了渔获物的偶然性和捕捞水域的物

种多样性。
　 　 美国鱼粉的主要原料为油鲱鱼等小型中上层

鱼类，它们主要分布于大西洋西海岸的加拿大至

南美海域，以大西洋中部产量为最多［３１］ 。 本研究

中，２０ 个阳性克隆中检测到 ５ 个巴西油鲱和 ７ 个

大西洋油鲱，两者合计占比达 ６０％，证实了美国鱼

粉的主要原料为油鲱。 值得注意的是，在美国鱼

粉中还多次检测到岩栖真鳂，这种鱼属于鳂科真

鳂属，主要栖息于近海水域，广泛分布于大西洋西

部、大西洋东部岛屿，甚至整个西印度群岛和加勒

比海地区，并非制作鱼粉的捕捞对象［３２］ ，推测可能

是偶然原因进入捕捞水域，导致在该鱼粉中被检

出。 同样，蓝圆鲹及青背竹筴鱼在此鱼粉中的检

出，也显示了渔获物组成的不确定和多样性。
　 　 由于缺乏标签信息，以上鉴定结果虽然与鱼

粉的常识相符，且详细呈现了每种鱼粉鱼种组成
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的特点，但无法逐一证实。 因此，又用添加已知鱼

种的自配鱼粉验证本方法的可靠性。 结果表明，
自配鱼粉的物种鉴定结果与试验设计相符，即 ２
种自配鱼粉中均检出了配方鱼种。 在自配鱼粉一

中掺入了１０％罗非鱼粉，罗非鱼的检出次数占阳

性克隆的 ２５％；在自配鱼粉二中仅掺入 ０．１％巴沙

鱼粉，结果检出频次为 ８．３％。 据此推测提高阳性

克隆的个数到达一定数量时，该数值可能更接近

实际的比例。

表 ３　 ７ 种商业鱼粉原料鱼组成鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｗ ｆｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ７ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｆｉｓｈ ｍｅａｌｓ

样品名称
Ｎａｍｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

鉴定结果
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｒｅｓｕｌｔｓ

标签对原料鱼的说明
Ｌａｂｅｌ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ
ｒａｗ ｆｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ

海水鱼排粉
Ｍａｒｉｎｅ ｆｉｓｈ ｓｔｅａｋ ｍｅａｌ

蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ，９ ／ １６
二长棘鲷 Ｐａｒａｒｇｙｒｏｐｓ ｅｄｉｔａ，２ ／ １６

隆背小沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｇｉｂｂｏｓａ，３ ／ １６
日本竹筴鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ，１ ／ １６
青背竹筴鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｄｅｃｌｉｖｉｓ，１ ／ １６

标签未说明

淡水鱼粉
Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ

尼罗罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ，１４ ／ １５
杜氏绫鳀 Ｔｈｒｙｓｓａ ｄｕｓｓｕｍｉｅｒｉ，１ ／ １５ 罗非鱼

国产半脱脂鱼粉
Ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｓｅｍｉ⁃ｓｋｉｍｍｅｄ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ

隆背小沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｇｉｂｂｏｓａ，６ ／ １４
蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓ，４ ／ １４

丽叶鲹 Ａｌｅｐｅｓ ｋｌｅｉｎｉｉ，２ ／ １４
小沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｆｉｊｉｅｎｓｉｓ，１ ／ １４
杜氏绫鳀 Ｔｈｒｙｓｓａ ｄｕｓｓｕｍｉｅｒｉ，１ ／ １４

鳀鱼、沙丁鱼等

国产普通鱼粉
Ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｃｏｍｍｏｎ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ

尼罗罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ，７ ／ １３
秘鲁鳀 Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ｒｉｎｇｅｎｓ，４ ／ １３

大西洋油鲱 Ｂｒｅｖｏｏｒｔｉａ ｔｙｒａｎｎｕｓ，１ ／ １３
似鳚镖鲈 Ｅｔｈｅｏｓｔｏｍａ ｂｌｅｎｎｉｏｉｄｅｓ，１ ／ １３

鳀鱼

秘鲁鱼粉
Ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｆｒｏｍ Ｐｅｒｕ

秘鲁鳀 Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ｒｉｎｇｅｎｓ，１０ ／ １３
绿鳍马面鲀 Ｔｈａｍｎａｃｏｎｕｓ ｍｏｄｅｓｔｕｓ，１ ／ １３
巴西海猪鱼 Ｈａｌｉｃｈｏｅｒｅｓ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ，１ ／ １３

五棘渊八角鱼 Ｂａｔｈｙａｇｏｎｕｓ ｐｅｎｔａｃａｎｔｈｕｓ，１ ／ １３

秘鲁鳀

阿根廷鱼粉
Ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｆｒｏｍ Ａｒｇｅｎｔｉｎａ

秘鲁鳀 Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ，９ ／ ２１
隆背小沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｇｉｂｂｏｓａ，４ ／ ２１

秋刀鱼 Ｃｏｌｏｌａｂｉｓ ｓａｉｒａ，２ ／ ２１
方氏云鳚 Ｐｈｏｌｉｓ ｆａｎｇｉ，２ ／ ２１

智利竹筴鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｍｕｒｐｈｙｉ，１ ／ ２１
赤鼻棱鳀 Ｔｈｒｙｓｓａ ｋａｍｍａｌｅｎｓｉｓ，１ ／ ２１

太平洋沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｏｐｓ ｍｅｌａｎｏｓｔｉｃｔｕｓ，１ ／ ２１
驼背大马哈鱼 Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｇｏｒｂｕｓｃｈａ，１ ／ ２１

标签未说明

美国鱼粉
Ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｆｒｏｍ Ａｍｅｒｉｃａ

巴西油鲱 Ｂｒｅｖｏｏｒｔｉａ ａｕｒｅａ，７ ／ ２０
大西洋油鲱 Ｂｒｅｖｏｏｒｔｉａ ｔｙｒａｎｎｕｓ，５ ／ ２０

岩栖真鳂 Ｈｏｌｏｃｅｎｔｒｕｓ ａｄｓｃｅｎｓｉｏｎｉｓ，６ ／ ２０
蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ，１ ／ ２０
青背竹筴鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｄｅｃｌｉｖｉｓ，１ ／ ２０

油鲱

　 　 鉴定结果中的分数：分子表示每个物种检出的次数，分母表示用于比对的阳性克隆数。 下表同。
　 　 Ｔｈｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ： ｔｈｅ ｎｕｍｅｒａｔｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｉｍｅｓ ｅａｃｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅ⁃
ｎｏｍｉｎａｔｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｂｌａｓｔｉｎｇ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．
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表 ４　 ２ 种自配鱼粉原料鱼组成鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒａｗ ｆｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ２ ｓｅｌｆ⁃ｆｏｒｍｕｌａｔｅｄ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

样品名称 Ｎａｍｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ 鉴定结果 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

自配鱼粉一
Ｓｅｌｆ⁃ｆｏｒｍｕｌａｔｅｄ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ １

秘鲁鳀 Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ｒｉｎｇｅｎｓ，８ ／ １２
尼罗罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ，３ ／ １２

澳洲鳀 Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ，１ ／ １２

自配鱼粉二
Ｓｅｌｆ⁃ｆｏｒｍｕｌａｔｅｄ ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ２

蓝圆鲹 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ，２ ／ １２
秋刀鱼 Ｃｏｌｏｌａｂｉｓ ｓａｉｒａ，２ ／ １２

隆背小沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａ ｇｉｂｂｏｓａ，５ ／ １２
低眼巨鲶 Ｐａｎｇａｓｉａｎｏｄｏｎ ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｕｍｓ，１ ／ １２

日本竹筴鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ，１ ／ １２
绿鳍马面鲀 Ｔｈａｍｎａｃｏｎｕｓ ｍｏｄｅｓｔｕｓ，１ ／ １２

　 　 综上所述，本研究运用基于 ｃｙｔｂ 引物的分子

鉴定技术，获得了 ７ 种商业鱼粉的原料鱼组成信

息，为包括鱼粉在内等复杂饲料原料生物组成的

鉴定提供了可行的技术方案。 今后，有必要对以

上方法进行进一步的优化，如提高目的基因的转

化效率、简化阳性克隆鉴定方法、开发定量检测技

术，为分子检测技术在饲料行业中的推广应用奠

定基础。

４　 结　 论
　 　 ｃｙｔｂ 引物可作为鱼粉中原料鱼组成鉴定的通

用引物。 通过获得鱼粉中该基因的阳性克隆子并

进行测序，可鉴定出 ７ 种商品鱼粉中的共 ３３ 种鱼

类。 用已知鱼种的鱼粉样品对以上方法进行了验

证，确定了该方法的可靠性。
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