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 چکیده

بیشوتر  سوود اقتاوادییابی به دستحیوانی و  قیمت بالای این پروتئین علتشود اما بهمی گوشت یک منبع پروتئین عالی و مغذی محسوب

 .است توجه مورد ،ارزش تجاری کمتروشتی با های گتقلباتی نظیر استفاده از گونه، وشتیهای گ، اغلب در فرآوردهتوسط برخی تولیدکنندگان

درج صنعتی بوا ز همبرگر ممتا نوع 11از  گردد. روش مولکولی شناساییمرغ به گوشتقیمتی نظیر  ارزان شده تا پروتئینسعی تحقیق  این رد

 Simplexهایو سپس واکنش گرفت نجاماDNA  استخراج ،گوشت خام گاو و مرغهای شاهد، شامل و نمونهعنوان تهیه شده از گوشت گاو 

PCR  وDuplex PCR  روی برDNAویژه ژن سیتوکروم  ااصیاخت یبا استفاده از پرایمرهایافته  های حاولb  گاو وs rRNA12 مرغ انجام 

-Duplexو  Simplex-PCRهوای طوی واکونشرا  bp 183و  bp 272ترتیب قطعوات مرغ به s rRNA12گاو و  b سیتوکروم ویژه هایژن شد.

PCR تکثیر قطعوه  کردند. های همبرگر ممتاز تکثیردر تمام نمونهbp183 هوای ویوژه ژن مورغ طوی واکنشSimplex-PCR  وDuplex-PCR، 

 باشد.می مورد آزمون است، ممتاز هایهمبرگرتمامی ماده اصلی گوشت گاو که حاکی از جایگزینی تقلب مرغ با بخشی از 

  Simplex-PCR ،Duplex PCR، همبرگر ممتاز گوشت مرغ، :کلیدیهایواژه
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 مقدمه

اسوویدهای منبووع مهمووی از پووروتئین، آمینوگوشووت 

آهون،  جملوهاز ل جوذبهوای قابومغذیضروری و ریز

مقادیر مهمی از ، Dو 6B، 12Bهای روی، سلنیوم، ویتامین

 شباع است بنابراین منبع بوااچرب غیر و اسیدهای 3امگا

 Doosti etشوود )موی ای محسوبنظر تغذیه شی ازارز

al., 2011). بالای گوشت، امکان تقلب  به قیمت توجهبا

 ا جزئی ایون موادهی یگوشتی با حذف کل غذایی در مواد

ا غوذایی بو ارزش و یا جوایگزینی آن بوا موواد اغذایی ب

شناسووایی  نیبنووابراتر وجووود دارد ارزش غووذایی پووایین

منظوور حمایوت از حقوو  لبوی بوهگوشوتی تق هایگونه

جلووووگیری از خسوووارات اقتاوووادی  کننوووده،ماووورف

 ،آسیب بوه سولامتیمذهبی و  کننده، نقض اصولمارف

 .(Gazalli et al., 2013) یابدمی اهمیت

 منظوور ایمنوی مووادبوه، قوانین کمیسیون اروپامطابق 

غوذایی  مورد استفاده در موادنام تمام مواد اولیه غذایی، 

ون نیواز بوه رکور میوزان بد ،گوشتی هایفرآورده ویژهبه

 بایود بور روی برچسوب فورآورده درج ،هااستفاده از آن

یکوی  .(Nollet, 2007; Eaqub Ali et al.,2012) گوردد

 های کنتورل کیفیوت موواداههای مهم آزمایشوگاز فعالیت

هوای مختلوح حیووانی در غذایی، توانایی شناسایی گونه

های گوشوتی تعیین منشأ گونه غذایی است. هایفرآورده

های گوشتی، یک مهارت مهم در بهداشت و در فرآورده

  .(Doosti et al., 2011)کنترل مواد غذایی است 

 گوشوتی هوایفورآورده روزافزون مارف به توجه با

 ایون کیفیوت کنتورل کشوور، در همبرگور جملوه از خام

 Abbasi) است برخوردار خاصی اهمیت از محاولات

Fasarani et al., 2012.)  گوشوتمخلووطی از همبرگر 

و ویوژه گواو گوشوت بوهحلال  هایدام کردهچرخ قرمز

اهی )سویا و گلوتن(، روغن، همراه پروتئین گیوساله بهگ

دهنووده، نمووک و  و اتاووالپرکننووده  جووات، موووادادویووه

، «استاندارد ملوی ایوران»مطابق  باشد.سبزیجات معطر می

معموولی  ایران به یک گروه همبرگر صنعتی هایهمبرگر

شوووند. مووی بنوودیممتوواز طبقووه و دو گووروه همبرگوور

 گوشوت درصود 31معمولی دارای حوداقل  هایهمبرگر

گیواهی و سوایر موواد  قرمز و مقادیر مشوخ  پوروتئین

، همبرگرهوای ممتواز گوروه اول باشوندمی متشکله مجاز

سوویا و ، فاقود پوروتئین گوشوت درصود 11-72شامل 

و همبرگرهای ممتواز گوروه هستند مجاز دارای ترکیبات 

یا و سو گوشت، فاقد پروتئین درصد 71-31دوم حاوی 

 ,ISIRI) باشوونددارای سووایر ترکیبووات مجووواز مووی

 وزارت بهداشت، ساخت پروانهاساس  بر .(2304/1991

گوشوت از فقط اسوتفاده  ،ایران پزشکیدرمان و آموزش 

 Hoseini) است در تولید همبرگرهای صنعتی مجاز گاو

et al., 2009). مورغ اخوتلا امکان  علتبهسفانه متأ اما 

 شووده چوورخ شووده بووا بافووت مکووانیکی گیووریاسووتخوان

ی از یکوو ، وجووود گوشووت موورغ در همبرگوورپسووتانداران

 Doostiشود )می محسوب این محاولتقلبات مهم در 

et al., 2014) منظوور هوای مختلفوی بوهکنون تکنیوکتا

 برده کارههای گوشتی بمرغ در فرآوردهگوشت شناسایی 

  است. شده

 گواو، گوشوت شناسایی داد، های مطالعاتی نشانیافته

 شوهر در شوده عرضوه همبرگرهوایدر گوسفند و مورغ 

 تعودادو زیواد زموان  Sandwich ELISAش روهران بهت

کووه صووورتیدر، طلبوودمیبووالایی مووورد بررسووی نمونووه 

Duplex-PCR نیواز داردزمان کمتوری میزان نمونه و به 

(Hoseini et al., 2009.) 
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خوو  و اسوب  گاو، گوشتی هایگونهبررسی نتیجه  

 Immunodifusionدر همبرگووور بوووا اسوووتفاده از روش 

و  اسوتخراج پوروتئینصورف زموان زیواد بورای گر بیان

-Flores) سوورم اسووتهمیشووگی آنتووی دسترسوویعوودم

Munguia et al., 2000.) هوایشناسایی تقلبات فرآورده 

گور آن بیوان Multiplex-PCRروش  بواصنعتی  گوشتی

روشی است که در مقایسوه بوا  Multiplex-PCRبود که 

سووریع، اختااصووی و دارای محوودوده  هووا،سووایر روش

 (.Ghovvati et al., 2009) شناسایی بسیار پایینی است

گوشوتی در همبرگور بوا  هوایتقلبوات گونوهسنجش 

هوای هاضوم، با کمک آنزیم RFLP-PCR و PCRروش 

 و PCR مولکوولی هایروشبودن  اعتماد قابلاز  حاکی

PCR-RFLP برای تشخی  نوع گوشت در محاولات 

 PCR-RFLPاموا روش  حلال است نشان دارای گوشتی

نیاز به زمان و هزینه بیشتری  Multiplex-PCRنسبت به 

 (.Doosti et al., 2011) دارد

در هور ثبوات ماننود  ،DNAرد فوبوهخواص منحاور

برابور  و مقاوم بوودن در هرگونهتوالی ویژه برای  سلول،

هوای روش حرارتی و شیمیایی باعث شده توا تیمارهای

ی هوواشناسووایی گونووه منظووورهبوو DNA (PCR،)برپایووه 

بهترین  (.Hiu, 2007روند ) کارهغذایی ب مواددر  حیوانی

 ،گوشوتی هایگونه شناسایی منشأ مولکولی برای تکنیک

سووریع،  عملکوورد سوواده،دارای سووت کووه ا PCR روش

و بووا قابلیووت شناسووایی پووایین  ریتکرارپووذاختااصووی، 

مورد نظر حتی در مقادیر کوم(  DNAعلت شناسایی به)

 ;Camma et al., 2012; Safdar et al., 2013)باشد می

Sakaridis et al., 2013; Amaral et al., 2014; Chun 

Chi et al., 2014; Karabasanavar et al., 2014).  

 چندگانوه( یوا Duplex PCRدوگانه ) PCR در روش

(Multiplex PCR،)  با استفاده از دو یا چند توالی هدف

زمان در یک مخلو  واکنش طور همدو یا چند پرایمر به

   (.Pelt-Verkui et al., 2008) دنشومی تکثیر

مرغ در  تقلب گوشتجهت شناسایی  ،در این تحقیق

ممتوواز  نوووع همبرگوور 11دهنووده  تشووکیل اولیووه مووواد

شده  گوشت( عرضه درصد)همبرگرهای حاوی حداقل 

 اختااصوووی روش، 1332در شوووهر تهوووران در سوووال 

Duplex-PCR دو گونووه یووژهبووا اسووتفاده از پرایموور و 

علت اسوتفاده است.  شده برده کاره، بحیوانی گاو و مرغ

در هودف  DNA دوزموان شناسایی هم ،مذکور از روش

 تووک PCRطووی یووک واکوونش  DNAمخلوووطی از دو 

 باشدمیهزینه ها، زمان و کاهش تعداد واکنش ،ایمرحله

(Forte et al., 2005; Ghovvati et al., 2009; Kim et 

al., 2013.) 

 

 هاروش و مواد
 بردارینمونه -

ز ا های شاهد آزموون()نمونه و مرغ گوشت خام گاو

نوع  11 شدند. خریداریتهران،  های شهراز قاابی یکی

هوای دارای درصودمختلح کوه برند  1از گر ممتاز همبر

صوودهای )برنوود اول بووا در بودنوود مختلفووی از گوشووت

، 31و  11، برند دوم با درصد گوشوت 81و  11گوشت 

برند چهوارم  ،31 و 81و  11برند سوم با درصد گوشت 

و برنوود پوونجم بووا درصوود  31و  71بووا درصوود گوشووت 

 کدگوذاری و آوریتهران جمع ز سطح شهر( ا31گوشت

درجه سلسویوس  -21 دمای در DNAو برای استخراج 

 شدند.  نگهداری
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  DNAستخراج ا -

و مورغ  گورم نمونوه گوشوت خوام گواو، 11/1مقدار 

 ml 1/1یهاو داخل میکروتیوپ های همبرگر وزننمونه

توسوط  DNA. سوپس آزادسوازی ندشود ریخته استریل

µl111  از بافر استخراجCTAB (8 pH: M1/1 EDTA 

ml2،M 2 ml NaCl 31 ،8:pH M 1 Tris HCL  ml11 

 11مواری ، داخل بونKپروتئیناز  µl11( وCTAB g2 و

هوا شد و نمونوه انجام ساعت 3مدت بهدرجه سلسیوس 

ور در د 12111 (Hettich, Germany) نتریفوژدر سوووا

 ،دقیقوه 11مودت بوهدرجوه سلسویوس  2ی دقیقه و دما

مرحله افوزودن کلرفورم سورد  دوپس از  .گردیدند فازدو

داخول  هواییوک از نمونوهرویوی هور حجم فوازمعادل 

ای، شوورایط سووانتریفوژ ثانیووه 11میکروتیوووپ، ورتکووس 

ول سورد، یزوپروپوانا µl111یک مرحله افوزودن  مذکور،

سووانتریفوژ و تخلیووه کاموول ای، دقیقووه 11تکووان دادن 

 µl211  افوزودن بوا. شدند حذفآلی  ، موادمیکروتیوپ

دقیقوه  11 میکروتیووپ،در هور سورد  درصود 71اتانول 

 DNA رسوب سانتریفیوژ، سپس آرام و دادن بسیار کانت

. صورت گرفت DNAمحلول، حذف املاح و تغلیظ غیر

هوا در ها و قرارگیوری آنمیکروتیوپ محتویاتبا تخلیه 

مودت بوه درجه سلسیوس 21 (JIM, Britain) انکوباتور

و  گردیودهوا تبخیوربواقی اتوانول میکروتیوپ ،دقیقه 21

منظووور انحوولال رسوووب شوود. بووه ظوواهر DNAرسوووب 

DNA، µl 11 میکروتیووپ  هور بوه فاقد یوونمقطر  آب

 (.Sambrook, 1989شد ) افزوده

های شاهد شده از نمونهاستخراج DNA کیفیبررسی 

روی ژل بورهوا DNAو همبرگرهای ممتاز با بارگوذاری 

وسیله بهها الکتروفورز و بررسی کمی آندرصد  2آگارز 

 مقودار نسوبتبررسوی بوا  (Thermo, USA) نوانودراپ

مقدار  به نانومتر 211 موج طول در DNAمحلول  جذب

 .گردید انجام ،نانومتر 281 موج طول درجذب 

 کلئوتیدپرایمرهای الیگونو -

در  مورغبرای شناسوایی اختااصوی گوشوت گواو و 

و  پرارجواعبه مقالات  با استناد ،های همبرگر ممتازنمونه

 مووردنوام دو پرایمور   Dalmassoو  Matsunagaمعتبر 

 Vector افوزارنرمو با  دیگرد افتیدرنیاز در این آزمون 

NTI هووا، در منظور اطمینوان از صووحت آنبوازبینی و بووه

هووای شوود. در نهایووت پرایمر دادهق تطبیوو NCBIسووایت 

شورکت تکواپو )جهوت سواخت  (1)مندرج در جودول 

 .شدندداده سفارش  (زیست

 
 هرگونهبا هر پرایمر در  افتهی ریتکثها و اندازه قطعات توالی پرایمر -(1جدول 

پرایمر توالی وزن مولکولی مرجع  هاژن 

 

رنام پرایم     

Matsunaga 

et al. 

(1999) 
 

 

Dalmasso 

et al. 

(2004) 

272 bp 

 
 

 

183 bp 

 Reverse: 
5 ́CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG3´ 

Forward: 

GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCT´5 
TGATGAAA3´ 

Reverse: 

TGAGAACTACGAGCACAAAC 3´´5 
Forward: 

´GGGCTATTGAGCTCACTGTT 3´5 

b مسیتوکرو    
 

 

 12s rRNA 
 

 
 

 پرایمر گاو

 

 پرایمر ماکیان
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مررغ  ونهگ s rRNA12 اختصاصی ژن PCRسازی ینهبه -

 گاو ونهگ bسیتوکروم ژنو 

 s rRNA12منظور دستیابی به تکثیر اختااصی ژن به

اختااصی، و حذف باندهای غیرگاو  bرغ و سیتوکرومم

سازی دموای اتاوال پرایمرهوا بوا در نظور گورفتن بهینه

تعوداد ، تغییور در درجه سلسیوس 11-11گرادیان دمایی

لظوت بوار و تغییور در غ 31 -31هوای دموایی از چرخه

بورای  چنین. همگرفت پرایمرهای مورد استفاده صورت

شوده  اسوتخراج DNA، کنترل مثبت با PCRهر واکنش 

آب  یریکارگبوهتورل منفوی بوا های شواهد و کناز نمونه

 اتاوال بهترین نتوای  در دموایشد.  گرفته در نظرمقطر 

. دشو حاصولرخوه چ 31و تعوداد درجه سلسویوس  11

منظور جلوگیری از ایجاد واکنش تداخلی دو بههمچنین 

مورغ  s rRNA12گواو و  bپرایمر اختااصی سیتوکروم 

با  PCRسازی واکنش استفاده در این مطالعه، بهینهرد مو

DNA بدین معنی قرار گرفت آزمون هدف نیز موردغیر .

 s rRNA12ن پرایموور اختااصووی ژ یسووازنهیبهکووه در 

مورغ  s rRNA12جهت تشخی  گونه مرغ، پرایمور ژن 

باشود و میگونوه گوا DNAکه همان  هدفریغ DNAبا 

دم واکنش توداخلی بررسی عو  قرار گرفت آزمون مورد

 هودفریغ DNAبوا  نیوز ونه گاویگ bپرایمر سیتوکروم

 شد. بررسی یعنی مرغ

Simplex PCR - ممتاز های همبرگرنمونه 

 3مرحله مجوزا و طوی  2، در Simplex PCRواکنش 

، بورای منظور اطمینان از صحت نتیجه آزموون()به تکرار

همبرگر با هر یک های شده از نمونه استخراج DNAر ه

 اجورا های اختااصی گاو و مورغاز پرایمرهای ویژه ژن

 µl1/2 شوامل µl 21در حجوم نهوایی  PCRشد. آزمون 

10x PCR ،2µl MgCl 1/1 ،µl dNTP 1/1، µlبووافر 

1/1Taq از مووریپل (Fermentase, USA) ،µl 1/1 (2/1 

و مرغ  s rRNA12از پرایمر اختااصی ژن میکرومولار( 

 اسوتخراج هاینمونه DNAاز  ng 11 و گاو bسیتوکروم

 شد. ، انجامشده

 هایشووده از نمونووه هووای اسووتخراج DNAتکثیوور  

اسوتفاده از  تاز، برای هر دو پرایمر مذکور، بوامم همبرگر

، (Bio Rad PCR System, USAدستگاه ترموسوایکلر )

ابتودایی  مرحله دناتوراسویون زمانی -دمایی رنامهمطابق ب

چرخوه  31دقیقوه،  1مودت بوه درجه سلسویوس 31در 

درجوه سلسویوس  32اتاال پرایمر شامل اعموال دموای 

 1مودت بوهدرجه سلسویوس  11دقیقه، دمای  1مدت به

دقیقوه  1/1مودت بهدرجوه سلسویوس  72دقیقه و دمای 

یان مرحله گسترش نهایی پرایمور گرفت و در پا صورت

دقیقوه  1دت موبوهدرجوه سلسویوس  72اعمال دمای  با

آمیوزی بوا پس از رنو  ،PCRمحاولات  گردید. انجام

gel red  در تانوووک  درصووود 2بووور روی ژل آگوووارز

 ,TBE (Tris Base, Boric acidالکتروفورز حاوی بافر 

Na EDTA, Deionized Water با ولتاژ )V111 مدت به

وسویله دسوتگاه تای  بوهالکتروفورز گردید که نساعت  1

 .شد مشاهده( UV TEC, Britain)ژل دا  

Duplex PCR - ممتاز های همبرگرنمونه 

پرایموور دو زمووان از هووم بووا اسووتفادهدر ایوون واکوونش 

در  گواو bو سویتوکروممورغ  s rRNA12اختااصی ژن 

، هوور دو گونووه شوواهد و الووذکرحجووم و شوورایط فووو 

 . تکثیر شدند ،های همبرگر مورد مطالعهنمونه



 و همکاران زادگانهاشم                                                                                                                                         PCRممتاز با سنجش تقلب گوشت مرغ در همبرگر 

                                                                      

6 

 هاهتیاف
 شده  استخراج DNAررسی کیفی ب -

DNA هوووای شووواهد و شوووده از نمونوووه اسوووتخراج

 درصووود 2همبرگرهوووای ممتووواز بووور روی ژل آگوووارز 

در  کوه بخشوی از نتوای  ندگردید ارگذاریالکتروفورز، ب

 . است مشاهده قابل (1)شکل 

 

 

        
 الح                                                        ب                                   

  .bp111مارکر  :Mهمبرگرهای ممتاز؛  1-11های ترتیب نمونهبه :1-11های ممتاز، چاهک  همبرگر نوع 11 شده استخراج DNAالح:  -(1) شکل    

  .bp111 : مارکرMگوشت مرغ؛  DNA: 3گوشت گاو؛ چاهک  DNA: 2چاهک  گاو و مرغ خام )شاهد( : یهاگوشت DNAب: استخراج     

 

 s rRNA12ژن ررسی عملکرد اختصاصی پرایمرهرای ب -

 گاوb  سیتوکروممرغ و ژن 

هوای اطمینان از عملکورد اختااصوی پرایمرظور منبه

گواو  bمرغ و ژن سویتوکروم  s rRNA12ژن  اختااصی

 Simplex-PCR پرایمور،ایون دو و عدم واکنش متقاطع 

شاهد )گوشوت مورغ و گواو(  DNAدو هر هر پرایمر با

-Simplexانجوام شود. نتوای   ،آزمون سه بار تکرار طی

PCR  هر پرایمر باDNA هودفریغهای گونه هودف و ،

 است.شده  ارائه (2)در شکل 

 

 
 ب                                                      الح 

 2 آگوارز ژل روی بور گونه گاو bسیتوکروم  اختااصی ژن bp 272قطعه  پرایمرها و تکثیر یسازواکنش عدم وجود دییتأجهت  PCRمحاول  پروفایل الح: -(2)شکل

 .گونه گاوهدف  DNAبا  bp 272: تکثیر قطعه 2)مرغ(، چاهک هدفریغ DNAبا  PCR: عدم انجام 1 ، چاهکbp111 مارکر: M: کنترل منفی، N، درصد

ژل آگارز  یگونه مرغ بر رو s rRNA1 2ژن  یاختااص bp  183قطعه  ریو تکث مرهایعدم وجود واکنش متقاطع پرا دییجهت تأ PCRمحاول  لیب: پروفا

 ینف: کنترل مNهدف گونه گاو،  DNAبا  bp 183 قطعه  ری: تکث2هدف )گاو(، چاهکریغ DNAبا  PCR: عدم انجام 1، چاهک bp111: مارکر Mدرصد،  2
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PCR- Simplex ممترراز بررا پرایمرررهای همبرگررر نمونرره 

 مرغ s rRNA12و  گاو اختصاصی گونه

 bسویتوکروم ژن bp272 از تکثیر قطعوه نتای  حاصل

توسووط پرایموور  simplex PCRطووی واکوونش  گوواو

 s12ن ژ bp183  و تکثیور قطعوهگواو گونه اختااصی 

rRNA  مرغ طی واکنشsimplex PCR  توسوط پرایمور

شووده از  اسووتخراج DNA بووااختااصووی گونووه موورغ 

در  درصود 2های همبرگر ممتاز بر روی ژل آگارز نمونه

  است. شده داده نمایش (3)شکل 

 

 
 الح

 
 ب                                                                              

میتوکنودریایی  bممتاز با پرایمر اختااصی ژن سیتوکروم همبرگر نوع Simplex-PCR 11نمایش پروفایل  (الح -(3شکل)

 همبرگرهوای 1-11 انواع: 1-11های چاهککنترل منفی،  :N، درصد 2، بر روی ژل آگارز bp272گاو و تکثیر قطعه گونه 

 .bp111 مارکر :M گاو، DNAکنترل مثبت با  :11ممتاز، چاهک 

مرغ و تکثیر قطعوه  گونه s rRNA12ممتاز با پرایمر اختااصی ژن  همبرگر نوع Simplex-PCR 11نمایش پروفایل  (ب 

bp183 درصد 2، بر روی ژل آگارز ،N: کنتورل :11همبرگرهای ممتاز، چاهک  1-11انواع: 1-11های کنترل منفی، چاهک

 .bp111 مارکر :Mمرغ،  DNAمثبت با 

 

Duplex PCR-

 همبرگر و شاهد هاینمونه -

 Duplex PCR  باDNA هوای شده از نمونه استخراج

 ممتواز انجوامهوای همبرگور مرغ( شاهد )گوشت گاو و

 است. مشاهده قابل (2)شکل  که نتیجه آن درگردید 
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گونه گاو و تکثیور  bاختااصی ژن سیتوکروم ممتاز با پرایمرنوع همبرگر  Duplex PCR11 نمایش پروفایل  -(2) شکل

 :Nدرصود،  2، بور روی ژل آگوارزbp183گونه مرغ و تکثیور قطعوه  s rRNA12و پرایمر اختااصی ژن  bp272 قطعه 

ر : موارکMهای شواهد، گونه  Duplex PCR:11همبرگرهای ممتاز، چاهک  1-11: انواع 1-11های کنترل منفی، چاهک

bp111 کنترل مثبت با 12، چاهک :DNA  کنترل مثبت با 13گاو، چاهک :DNA  مرغ 

 

  گیریو نتیجه بحث

منظوور شوده بوه ، شناسایی قطعه تکثیرPCRدر آنالیز 

هودف  شوده بوا تووالی تکثیور DNAاطمینان از تطوابق 

 Zilio)رود موی مارشوضوروری بوهای انتخابی، مرحلوه

Dinon et al., 2010.) PCR  اختااصی بور رویDNA 

    شواهد( های)نمونوه شده از گوشت گاو و مرغاستخراج

م ژن سیتوکرو ویژههای پرایمر اختااصیبیانگر عملکرد 

b  گاو و ژنs rRNA12 باشد، زیرا پرایمر ویوژه می مرغ

 قطعوهفقوط قوادر بوه تکثیور گونوه گواو  bسیتوکرومژن 

bp2722  چنین پرایمور ویوژه ژن بود همدر گوشت گاو  

s rRNA12  تکثیور قطعوهبوه فقط قادر مرغ  bp183  در

فقوط  هرگونوهیعنی پرایمر اختااصوی  گوشت مرغ شد

 داد. باند با گونه اختااصی خود تشکیل

 در همبرگرهوای جوود گوشوت گواوتأیید ومنظور به

بوا پرایمور اختااصوی  PCR، آزمون ممتاز مورد بررسی

 های استخراجDNAگونه گاوی بر روی  bژن سیتوکروم

آزموون، انجوام گرفوت.  ممتاز نمونه همبرگر 11شده از 

های در تمامی نمونه bژن سیتوکروم bp 272تکثیر قطعه 

بور طبوق  ز وجوود گوشوت گواوا لعوه، حواکیمطا مورد

نتای   از سویی ها بود.روی نمونهشده بر برچسب اعلان

، گونوه مورغ s rRNA12اختااصی ژن  PCRحاصل از 

 های موورددر تموامی نمونوه bp 183تکثیر قطعوه نشانه 

از گوشت مورغ در تموامی  مطالعه بود که بیانگر استفاده

عنوان جایگزین همبرگر ممتاز مورد مطالعه، به یهانمونه

بخشی از گوشوت گواو ماورفی در محاوول و نمایوان 

خلاف برچسب حک شوده محاولات برشدن تقلب در 

 باشد.ها میروی آنبر

Duplex PCR  بوور رویDNA هووای شوواهد و گونووه

شد. بودون هوی   ممتاز انجام همبرگر نوع 11های هنمون

، رغم s rRNA12واکنش متقاطعی پرایمر اختااصی ژن 

 گواو،b سویتوکروم ژناختااصی  و پرایمر bp183قطعه 

 موورد ممتاز های همبرگررا در تمام نمونه bp272قطعه 
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گرفوت کوه  توان نتیجهمیبنابراین کردند.  بررسی، تکثیر

حواوی مورغ نیوز ها علاوه بر گوشوت قرموز، نمونهتمام 

روی  ممتواز بور رکور عنووان همبرگورتوجه بوه ند. بابود

و نیز تعریوح  همبرگرهای مورد آزموندرج برچسب من

ممتواز  د و تحقیقات صنعتی از همبرگورموسسه استاندار

 بورو  بوه بوالا( درصود 11)حاوی گوشت قرمز با مقادیر

ساخت وزارت بهداشت، فقوط اسوتفاده از  اساس پروانه

 همبرگرهای صونعتی مجواز اسوتگوشت گاو در تولید 

ها نمونوه مورغ درمیوزان از گوشوت  نباید هوی  بنابراین

 ISIRI, 2304/1991; Hoseini et)باشود  داشوته وجوود

al., 2009 .)نتای  آزمون با استاندارد، نشوان بودن مغایر 

 همبرگرهوای ممتواز مووردلب در تموام دهنده وجود تق

با بررسی نتوای  حاصول از  بررسی در این تحقیق است.

تووان موی Duplex PCRو  Simplex PCRهای آزمون

 مطابقوت بواهم درصود 111این دو آزموون  گفت نتای 

 داشتند.

رکر است که نتای  حاصل از بررسوی گوشوت لازم به

های مختلح نتوای  مشوابهی را مرغ در همبرگر با روش

 فورآورده نمونوه 120 تعداد 1333در سال  اند.نشان داده

 و قورار گرفووتموورد بررسووی  PCRش روبووه گوشوتی

 نووع نظور از نمونوه 32حواکی از آن بوود کوه  گوزارش

 نودارد انطبوا  محاوول برچسوب با رفته کارهب گوشت

(Matsunaga et al., 1999). 

های گوشتی گاو، خوو  تقلبات گونه، 2111در سال 

نمونوه همبرگور )کوه بور روی  23و اسب جایگزین در 

گوشت گواو درج شوده  درصد 111 هاآنبرچسب همه 

مووورد  Immunodifusion، بووا اسووتفاده از روش (بووود

همبرگور،  یهانمونوهموورد از  3بررسی قرار گرفت. در 

، کی یهگوشت اسب مشاهده شد که بر روی برچسب 

 Flores-Munguia et)رج نشوده بوود د گونهنیاوجود 

al., 2000.) 

، شناسوایی گوشوت مورغ در 2113در سوال  نیچنهم

بوا اسوتفاده  PCRروش گوشت و محاولات گوشتی به

 D-loopاز جفت پرایمر ویژه طراحی شوده بور پایوه ژن 

حاولات گوشتی و گوشت اتوکلاو شده میتوکندریایی م

 طوربووهو فوورآوری شووده، انجووام شوود. ایوون آزمووون 

 درصود 1برای شناسایی گوشت مورغ توا  یزیآمتیموفق

تقلووب در محاووولات گوشووتی مخلووو  مثوول کلوچووه 

 (.Mane et al., 2009گوشتی و کباب و ... اجرایی شد )

گوشت  بر روی 2113دیگری که در سال  بررسی در

 در شوهر شده عرضه همبرگرهای تولید در استفاده مورد

 ؛صووورت گرفووت Sandwich ELISAبووا روش  تهووران

ها مرغ، گواو و گوسوفند در نمونوه گوشت اختلا  انواع

 صونعتی همبرگور هاینمونه درصد 8/23مشخ  شد و 

 مطابقوت محاوول برچسوب و سواخت پروانه فرمول با

، بوه 2113در سوال  (.Hoseini et al., 2009) دنداشوتن

های گوشتی شناسایی گوشت مرغ و بوقلمون در مخلو 

و  TaqManخام و حرارت دیده با استفاده از دو تکنیک 

 Real-time PCR  پرداخته شود. در هور دو روش نتوای

هوای گوشوتی برای شناسایی آلودگی اتفواقی در فرآورده

 Real-time PCR( کووافی بووود امووا روش درصوود 1/1)

حساسیت بیشتر و قابلیت اجرای بیشتر و زمان  واسطهبه

 Kesmen etتر اسوت )کمّی، مناسب یریگاندازهکمتر و 

al., 2013.) 

ایمونولووژیکی  هوایروششناسایی گونه گوشتی بوه

)کوه در  Immunodifusionو  Sandwich ELISAمانند 

کوه هور دو گور آن اسوت نمایوانمطلب فو  اشاره شد( 

  طلبنود. زمان بیشوتری را موی PCRروش روش نسبت به
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امکووان  ،چنووین در ایوون دو روش ایمونولوووژیکیهووم

دو گونه گوشت )گاو و مورغ( وجوود  زمانهمشناسایی 

ای بایود انجوام داد ندارد و برای هر یک آزمون جداگانه

امکوان شناسوایی  Duplex PCRکه در آزمون درصورتی

زمووان و طووی یووک واکوونش طور هوومهوور دو گونووه بووه

است که این امر نیز خود باعث کاهش اتلاف  ریپذامکان

 ;Flores-Munguia et al., 2000) زموان خواهود شود

Hoseini et al., 2009 .) 

هوای شناسوایی روشباید اشاره کورد کوه  یطورکلبه

ترکیبوووات  ترکیبوووات درج شوووده بووور روی برچسوووب

شوامل ) دهنده همبرگر، بر پایه شناسایی پوروتئینتشکیل

 الکتروفروتیکوی یهاکیتکن، ایمونولوژیکی یهاسنجش

 ,.Stamoulis et al) هسوتند DNAیا  (و کروماتوگرافی

د کوه از آن هوا وابسوته بوه بوافتی هسوتنوتئینپر. (2010

 هابراین در همه بافت شوند بنااستخراج و جداسازی می

 (.Ghovvati et al., 2008ندارنوود ) یسوواختار یکسووان

یک مولکول نسوبتا  پایودار اسوت و  DNA کهدرصورتی

 کنودیمها حفظ ها و بافتدر همه سلولخود را ساختار 

 Abdاسوتخراج نموود ) هابافتتوان آن را از تمام می و

EL-Nasser., 2010) . بنابراین از روشPCR  یمبتنوکه 

است در این تحقیوق اسوتفاده شود کوه  DNAبررسی  بر

امکان استخراج نسبت به پروتئین،  DNAعلاوه بر ثبات 

چنوین همای از بافت همبرگر وجود دارد. آن از هر نقطه

علووت حسوواس و ویووژه بووودن، توانووایی بووه PCRروش 

را در محاوولات  DNAشناسایی مقوادیر بسویار انود  

در شناسوایی  شودیمخام و فرآوری شده دارد که باعث 

 ,.Mafra et al)تقلبات مواد غذایی کاربرد داشته باشوند 

2008.)    
ک روش سوریع و یو کار بوردنهباین تحقیق  هدف از

 یامرحلوهتکواسطه جایگزینی یک آزمون کم هزینه )به

دو آزمون مجزا( برای شناسوایی گونوه پوروتئین  یجابه

 .بوودهمبرگور ممتواز شوده بوه  افزوده غیرمجاز گوشتی

حساسویت،  تووان گفوتنتای  حاصل شده می توجه بهبا

تکرارپذیری، ایون روش را قابلیت و  عملکرد اختااصی

 همبرگور مناسوب ل سریع تقلبات دربرای تجزیه و تحلی

 PCRش رو دهود کوهمی کند. نتای  این تحقیق نشانمی

هوای حیووانی و پروتئین منشأتوان جهت شناسایی را می

هووای گوشووتی نظیوور فوورآورده بررسووی و کنتوورل کیفیووت

  .برد کاربه ... ناگت و کالباس، سوسیس،
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Abstract 

Meat is considered an excellent and nutritious source of protein. However, due to the high cost of this 

animal protein and economic profit access of some producers, frauds like usage meat species of 
commercially lower value are noticeable. The aim of this study is to identify low-cost protein frauds such 
as chicken meat by the molecular method. DNA was extracted from 10 kinds of industrial premium beef 
burgers, and control samples involved raw beef and chicken meat. Then, simplex-PCR and duplex-PCR 
were run on the extracted DNA using specific primers of cytochrome b gene in beef and 12s rRNA gene 
in chicken. Specific genes of beef cytochrome b and chicken 12s rRNA amplified 274 bp and 183 bp 
fragments respectively in all premium burger samples in simplex-PCR and duplex-PCR. Amplification 

of fragments of 183 bp by simplex and duplex-PCR suggests adulteration of premium hamburgers by 
partial replacement of beef with chicken. 
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