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 چکیده

هرای فرآوردههای حیروانی در ها برای شناسایی دقیق و سرری  گوشرگ گونرهخاص گونه PCR هدف از این مطالعه توسعه روش   

 bگوشتی برای تشخیص تقلبات احتمالی در این محصولات اسگ. برای تعیین گوشگ گاو و مرغ، پرایمرها بر اسرا  ن  سریتوورو  

مرغ تکثیر گردید. از ده برند مختلر  سوسریت تهیره به ترتیب برای گوشگ گاو و bp 381 و bp 472میتووندریایی طراحی و قطعات 

 شرا چسب بر برخلاف هانمونه تما  ،داد نشا  اختصاصی PCR نتایجگیری گردید. شده از گوشگ گاو در سرتاسر استا  تهرا  نمونه

بردو  واورنش متقراط   قادر اسرگ PCRروش علاوه، به شد. داده تشخیص نمونه پنج در گاوی حشایا و بودند مرغی حاوی آلایش

 تشرخیص بررای بالایی پتانسیل ،بود  اختصاصی و حساسیگ سادگی، سرعگ، علگ به تکنیک این های گوشتی را شناسایی وند.گونه

 .دارد سوسیت در گوشتی اتتقلب
 

 

 PCR  ،تقلبات شناسایی سوسیت، :های کلیدیواژه
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 مقدمه

 برای مهمی سیارب مساله غذایی مواد هایگونه شناسایی 

 مربوو  صحیح اطلاعات ارائه و غذایی ترکیبات ارزیابی

 غوذایی مواد زنیبرچسب مقررات. است کنندهمصرف به

 در حیووانی هوایگونوه گوشوت کوه اسوت ایو  نیازمند

 کننودهمصرف به بادقت و درستی به گوشتی محصولات

 قابو  هایروش پیدایش به منجر امر ای  که. شود اعلام

 هووایگونووه گوشووت تعیووی  بوورای مخصووو  و تموواداع

 زیورا ،اسوت شده غذایی مختلف محصولات در حیوانی

 بوا شده خرد فرآوری طی در محصولات ای  در گوشت

 حرارتوی فراینود شود وتحوتمی مخلو  ترکیبات دیگر

 تقلوب امکان بیشتری  گوشت صنایع شاید گیرد.می قرار

 باشوند داشوته ییغوذا موواد مختلف هایگروه بی  در را

 یکنواخوت و شودن مخلوو  از پو  اولیوه مواد که زیرا

 Isabel Mafra et) نیستند شناسایی قاب  ظاهر در شدن،

al., 2007.)   

 موذهبی، عوامو  قیموت، منبع، مث  مختلفی هایجنبه   

 بوه گوشوت مقبولیوت بور ایمنوی و تولیودی هایسیستم

 قیموت و تقاضوا .گذارنودموی اثور کننودهمصرف وسیله

 جوایگیینی. است متنوع حیوانی منابع به توجه با گوشت

 توری مهوم از یکوی تورارزان گوشوت با ترگران گوشت

 منشوا  شناسوایی. است گوشت صنعت بیرگ مشکلات

 موواد آنوالیی جهوت خصوصواً حیوانی هایگونه گوشت

 موذهبی مقوررات از برخوی رعایوت همچنوی  و غذایی

 حیووانی هوایگونوه گوشت " اصطلاح است مهم بسیار

(Meat species)" هووایگونووه از ایگسوترده طیووف بوه 

 دریوایی حیوانوات و پرنودگان پستانداران، شام  حیوانی

   (.Pattersan, 1985) دارد اشاره

 بودون تقلوب در ایو  محصوولات شناسایی نتیجه در   

ی هواتکنیو  .نیسوت ممک  مطمئ  آنالیتیکی هایروش

 DNA و پوروتئی  بور مبتنوی هوایروششام   کیآنالیتی

 Leighton Jones 1991; Meyer and)) اسوووت

Candrian, 1996 . شوام ، پروتئی  اساس بر هایروش 

 King and) مثو  الکتروفروتیکوی مختلوف هایتکنی 

Kurth, 1982)isoelectric focusing (IEF)  ،dodecyl 

sulfate (Craig et al., 1995) polyacrylamide 

sodium و HPLC (Schonherr, 2002) بورای کوه ،است 

 محصوولات در هواگونه شناسایی و گوشتی هایمخلو 

 هوایروش زیورا .باشدنمی مناسب دیدهحرارت گوشتی

 حورارت اثور در و بوده بافت به وابسته پروتئی  بر مبتنی

 پووروتی  شوودن دنوواتوره باعوو  و شووود تخریووب بافووت

 بوه PCR مثو  مولکوولی هوایتکنیو  به اخیراً. شودمی

 خیلوی و اسوت پایداری نسبتاً مولکول DNA اینکه دلی 

 حتوی است حرارتی فرایند برابر در مقاومت به قادر بهتر

 .اسوت شوده ایویوهه توجوه باشد، ایقطعه شک  به اگر

 DNA(Ebbehoj هیبدریداسیون مث  مولکولی هایروش

et al., 1991a; Ebbehoj et al.,1991 b; Hunt et al., 

1997) ، [SSCP] (Rehbein et al., 1997) ،RAPD–

PCR] [ Calvo et al., 2001) )، [RFLP]یوابییا تووالی 
[Multiplex PCR], (Fajardo et al., 2006) [real-

time PCR], (Dalmasso et al., 2004; Bottero et al., 

2003a; Matsunga et al., 1999) (Sonia Soares et 

al., 2013; Sakalar Ergün et al., 2012 )وPCR 

هوای روش برای شناسایی گونوه ای  ها،گونه اختصاصی

محصولات  استفاده شده در مختلف پستانداران و ماکیان

 ;Che Man et al., 2007) برده شده است گوشتی بکار

Arslan et al., 2006; Meyer et al., 1995).  در

هوا اختصاصوی خوا  گونوهPCR مطالعات اخیر، روش

بوورای اعتبارسوونجی گوشووت و محصووولات گوشووتی بوور 
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 Doosti) میتوکندریایی توسعه یافته اسوت DNAاساس 

et al., 2011; Yusop et al., 2012.)  

 بوا هواگونوه اختصاصویPCR تحقیو  روش  ایو  در   

 مور،،) گوشوتی هوایگونوه خا  پرایمرهای از استفاده

 هوای حیووانیگوشوت گونوه منشا  شناسایی برای( گاو

   .شد برده بکار حرارت دیده در سوسی  شده استفاده

 
 هامواد و روش

 

 نمونه برداری

گوشت مر، و گواو بوه برداری از در مرحلۀ اول نمونه   

بوورداری شوود. در مرحلووۀ دوم عنوووان شوواهد نمونووه

گوشوت  %55 د مختلوف سوسوی برنو 01 بردارینمونه

و با حروف  آوری شد.استان تهران جمع از سراسر قرمی

نمونوه هوا در گوذاری شود. نوام  A, B, C, …, Jلاتوی  

داری شود توا از نگه DNAبرای استخراج  -C  01°دمای

از هوور برنوود  .جلوووگیری شووود DNAتجییووه آنییمووی 

 نمونه تهیه شد. 3سوسی  

 DNAاستخراج 

هوووا در از هووور کووودام از نمونوووه گووورم 0/1 مقووودار   

قرار داده و بوه میویان  جداگانه ml 5/0 هایمیکروتیوب

µl0111  بوافرCTAB )10 ml 1 M Tris HCl pH 8.0, 

35 ml 4 M NaCl, 4 ml 0.5 M EDTA pH 0.8, 2 g 

CTAB)  وµl 31  پروتئینازK  3به مدت به آن اضافه و 

. در مرحلوه گرفوتقرار  C° 55 در ب  ماریساعت  4تا 

 فنو  µl0111 هوود، زیر هابمیکروتیو از ی  هر بعد به

 در اینورت دقیقه 01 بعد و اضافه الک  اییوآمی  کلرفرم

 5 مودت بوه درجوه 4 دمای در rpm  00111 سانتریفوژ

 بلایوه رویوی جودا و در میکروتیوو گرفوت. قرار دقیقه

بوه  الک  اییوآمی  µl511یان جدید قرار داده شد و به می

در مرحلوۀ بعودی . گردیودآن اضافه و مرحله قب  تکرار 

و  %011به آن اتانول  DNAبرا ی حذف املاح و تغلیظ 

 را محتویوات کو  و سوس  در مراح  بعدی اضافه 01%

بوه آن  µl51بعد از خش  کردن به میویان و  کرده خالی

لۀ دسوتگاه بوه وسوی یهوای اسوتخراج DNA اضافه شد

  -C° 01 مورد ارزیابی کمی قرار گرفوت و در  نانودراپ

  .)et al., 1989) Sambrook شد دارینگه

 DNAنتووایآ آزمووایش کمووی )نووانودراپ( بوور روی    

محلوول بیانگر ای  بود که میویان جوذب استخراج شده 

DNA  دهنوده که نشوانقرار داشت.  0/0 -0در محدودۀ

حقیقوت نتوایآ در  استخراجی است.DNA  کمیت بالای

 01های گوشت خام )شاهد( و از نمونه DNAاستخراج 

شوده بورای استخراج DNA سوسی ، نشان داد که برند 

 مناسب بود.  PCRتکثیر 

 اختصاصوی پرایمرهای پرایمرهای الیگونوکلئوتید   

 هایگونه تشخیص برای گاو و مر، هایگونه خا 

 بر میتوکندریایی مختلف ژنوم از ها،نمونه در موجود

 ژن، اطلاعوات بانو  در موجوود هایسکان  طب 

 استفاده شد.
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 گونه هر در پرایمر هر با یافته تکثیر قطعات اندازۀ و پرایمرها توالی -1جدول 

References Amplicons Sequences Genes Species Primers 

 ( Dalmasso et al., 2004( 

  
183bp 5' TGAGAACTACGAGCACAAAC 3' 

5' GGGCTATTGAGCTCACTGTT 3' 
12S rRNA Gallus 

gallus 

پرایمر 

 ماویا 

(Matsunaga et al.,1999)  274bp 

5'GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTT

GATGAAA3' 
5'CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG-

3' 

cytochrome b Bos taurus 

مر پرای

 گاوی

 

PCR

 PCRهوا و شورایب بهینوه پرایمرهای اختصاصی گونه   

های گواو و ماکیوان در ن ور گرفتوه تشخیص گونهبرای 

بوودن پرایمرهوای خوا  ختصاصوی ابرای تعیوی  شد. 

های گوشتی شاهد موورد اسوتفاده در ایو  تحقیو  گونه

 DNAهموراه بوا مر،(، پرایمر خا  هور گونوه  )گاو و

در  PCRتکثیور  .گردیودانجام PCR نه گوشتی گودیگر 

 10x (pH 8.8) بوافر µl 5/0شوام   µl 05حجوم نهوایی 

(Fermentas, USA) PCR ،µl 5/1 از آنییمTaq DNA 

(Fermentas, USA) Polymerase ، µl 5/1  ازdNTPs 

از  µl05/0 MgCl2 (Fermentas, USA)  ،µl 5/1  و

ها انجوام شود. واکونش نمونه DNAاز  µl0 و  پرایمرها

PCR دسوتگاه ترموسوایکلر در (Bio Rad, USA)  طبو 

 C 55° مرحلووۀ دناتوراسویون ابتوودایی درچرخوه دموایی 

بوه شورح  (Annelling) اتصال چرخه 31دقیقه،  0برای 

 بورای C 51° دقیقه، 0برای  C 55°رییی شد: زیر برنامه

سوواخت و مرحلووه و  هثانیوو 51بوورای  C 00°دقیقووه،  0

دقیقوه  5بورای  C 00°نهوایی در  (Extension) گسترش

  %0بوور روی ژل آگووارز  PCRمحصووول  انجووام گرفووت.

مشخص شد و به وسیلۀ دستگاه ژل  XTBE0شام  بافر 

بوا هور  PCR همچنوی   مشاهده شود. UVداک با اشعه 

 DNAهووا، بوور روی کوودام از پرایمرهووای خووا  گونووه

ایو   گرفوت.برند سوسوی  هوم انجوام  01استخراجی 

تکورار آزمایش حداق  سه بار برای هر کودام از برنودها 

 .(Ghovvati et al., 2008) شد

 

 هایافته

 PCR اختصاصی  
 DNA روی بور PCR تحقیو ، ایو  ابتدایی مرحلۀ در   

 پرایمرهوای بوا شوده استخراج (شاهد) خام هایگوشت

 اختصاصوی پرایمور. گردیود انجوام گونوه هر اختصاصی

 را bp 083، bp 004 قطعووات ترتیووب بووه گوواو و ماکیووان

 هوایDNA متقواطع واکنش تشخیص برای. کردند تکثیر

 بوا PCR  گونه، هر اختصاصی پرایمر با دیگر هایگونه

DNA اختصاصویت کوه گردیود انجام هاگونه غیرهدف 

 آزموایش ایو . رسید اثبات به هاگونه از کدام هر پرایمر

 هواآزموایش تموام در نتایآ که شد، تکرار حداق  سه بار

 آزمایش ای  بودن پذیر تکرار دهندهنشان که بود یکسان

 .بود

   DNA, PCR 01 اختصاصوی پرایمور با سوسی  برند 

 DNA (0شوک )  12S rRNAژن ناحیوه هویوه ماکیوان

PCR 01 هویوه گواو اختصاصی پرایمر با سوسی  برند 

.اسوت مشواهده قاب ( 0شک ) درcytochrome b  هناحی
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 : %2آکارزمیتوکندریایی روی ژل   12S rRNAژن bp 181قطعۀ  جهت تکثیر ماکیان اختصاصی د سوسیس با پرایمرنبر Simplex PCR 11 -1شکل 
 bp : مارکرM ؛منفی و مرغ DNA مثبت شاهد هاینمونه ترتیب به 12 و 11 هایشماره ؛باشدمی J تا A هاینمونه شامل ترتیب به 11 تا 1 هاینمونه

01. 

 

 :%2 آکارز ژل روی میتوکندریایی بر cytochrome bژن  bp 272قطعۀ  جهت تکثیر گاواختصاصی برتد سوسیس با پرایمر Simplex PCR 11  -2شکل

 bp : مارکرM ؛منفی گاو و DNA مثبت شاهد هاینمونه ترتیب به 12 و 11 هایشماره ؛باشدمی J تا A هاینمونه شامل تیبتر به 11 تا 1 هاینمونه

111. 
 

   

 12Sناحیوۀ ژن bp 083 قطعوۀ تکثیور از حاص  نتایآ   

rRNA  هوانمونوه تموام در (0در شوک  ) میتوکندریایی 

 در مرغوی اجیای وجود هندهدنشان که است شده تکثیر

 ژن bp 004 قطعووۀ تکثیوور. باشوودمووی هووانمونووه تمووام

cytochrome b داده نموایش 0 شوک  در میتوکنودریایی 

 حاوی A,C, D,G,I هاینمونه ،ای  اساس بر است، شده

 از یو  هوی  کوه داد نشان نتایآ. بودند هم گاو گوشت

 %41 اموا. بوود نشوده آلووده خووکی اجویای بوا هانمونه
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 هواینمونوه ولوی بوود ماکیوان اجویای به آلوده هانمونه

    .بود نشده آلوده ماکیان اجیای با کردهچرخ گوشت

  گیریو نتیجه بحث 
ها از وجود تقلبات در محصولات گوشوتی نگرانی اخیرا

به ای   ،مخصوصاً سوسی  و کالباس افیایش یافته است

ت محصولات گوشتی برای نیاز به شناسایی محتویا دلی 

بیشوتر جلوگیری از تقلبات بکار رفته در ای  محصولات 

 . احساس می شود

 از گوشوتی هوایگونوه شناسوایی برای تحقی  ای  در   

DNA زیووورا. شووود اسوووتفاده میتوکنووودریایی DNA 

 وراثوت فرد به منحصر هایویهگی دلی  به میتوکندریایی

 بوالای سورعت سولول، هر از بالا هایکسی تعداد مادری،

 نووترکیبی دچوار نودرت بوه ژن ایو  کوه ایو  و جهش

 DNA مورفیسوم پلوی باشود، می فرد به منحصرشود می

 هواگونوه شناسوایی بورای گسترده طور به میتوکندریایی

 توانودمی میتوکندریایی DNA هایداده. شودمی استفاده

 کمو  بافوت قطعوات از حیووانی هایگونه شناسایی به

 در میتوکنودریایی DNA کامو  و نواقص هایتوالی. کند

 Umetsu et) شووندمی داده تشخیص حیوانات از خیلی

al., 2005). تعداد و حرارتی مقاومت که شده داده نشان 

 بوه گوشوت بافت در میتوکندریایی DNA زیاد هایکسی

 انودازه بوه توا کنودمی کم DNA قطعات بقای و حفظ

 بوالای هوایکسی تعداد. شود تکثیر PCR وسیلۀ به کافی

DNA کوافی و زیواد کمیوت کنندهتضمی  میتوکندریایی 

 هواینمونوه از کموی مقودار وقتوی حتی PCR محصول

 زیورا. اسوت شود،می استفاده شده فرایند یا خام گوشت

 میتوکنودریایی، DNA بوالای هوایکسوی تعوداد دلیو  به

 شان  سلول، در بودنشان حلقوی و ایتهدورش کوچ ،

 بیشوتر کوردن، فراینود مختلوف شرایب تحت هاآن بقای

 هوایگونوه شناسوایی بورای را هوا آن دلای ، ای . است

 (et al.,2003اسوت سواخته آل ایوده شده فرایند گوشتی

.(Girish هووای مختلووف اثوورات روش در مطالعووات متعوودد

 وکنووودریاییمیت PCR ،DNAپخوووت بووور روی تکثیووور 

استخراج شده از گوشت و محصوولات گوشوتی بودون 

ه بررسوی قورار گرفتو ،مووردهی  گونه اثرات نوا مطلوب

 ;Mane et al., 2012; Kesmen et al., 2007) اسوت

Arslan et al., 2006.)  

هوا خوا  گونوه PCR روشدر ای  مطالعوه بنابرای     

سوی  در سوهوای ماکیوان و گواو برای شناسوایی گونوه

هووا مخصوصوواً در گونووه کووردنتمووایی م. شوود اسووتفاده

حورارت که در معرض مث  سوسی   های مخلو نمونه

، پوهوهشبسویار مشوک  اسوت. در ایو   انودقرار گرفته

DNA 01  گونه سوسی  استخراج شده با موفقیت برای

هر دو گونه ذکر شده مورد شناسایی قرار گرفت، بودون 

اثوری بور روی ند حرارتی اینکه ادویه اضافه شده و فرآی

 سوبب گردیودو  ((Kesmen et al., 2007 تکثیر بگذارد

 در موور، DNAات بوودون هووی  واکوونش متقوواطعی قطعوو

 نمونه تکثیور 5در  گاو DNAنمونه و قطعات  01تمامی 

 استفاده با 0118در سال و همکاران قوتی  همچنی ، یابد

 ماکیوووان، هوووایگونوووه خوووا  پرایمووور نووووع سوووه از

 کودام هر از. دادند انجامPCR  خوک و کنندگاننشخوار

( کالبواس و سوسوی  کورده،چرخ گوشت) غذایی منابع

 قرار ارزیابی مورد را هاآن و کردند آوریجمع نمونه 01

 هوایگونوهPCR  آزموایش طی در تحقی  ای  در دادند،

 هوایفورآورده هاینمونه در خوک و پستانداران ماکیان،

 Multiplex PCR کوه ندشود ناسواییش صونعتی گوشتی

 S rRNA00، tRNA ناحیوه بورای پرایمرهوا. شد انجام
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Val ،S rRNA 05 شدند طراحی میتوکندریایی های ژن 

(Ghovvati et al., 2008.) 

 پرایمور جفوت از 0115در سوال هم  و همکاران همان   

 بورای میتوکنودریایی D-loop ژن اساس بر شده طراحی

بورای تشوخیص گوشوت  DNA  bp 440قطعوات کثیرت

 گوشتی اسوتفاده کردنود فرآورده هایمر، در گوشت و 

(Mane et al., 2009.) های هضمی در ای  تحقی  آنییم

برای شناسایی  .ها بکار برده شدبرای تشخیص بی  گونه

در سوال  صنعتیبکار رفته در محصولات گوشتی  تقلب

را بکووار  PCR-RFLP روش محققینووی ازایووران 0100

 گوواو، گوشووت تشووخیص بوورای روش ایوو  در. بردنوود

 محصوولات 004 در اسب و االا، مر،، خوک، گوسفند،

 55 فرانکفوووورتر، 48 سوسوووی ، 58 شوووام  گوشوووتی

. شوود بوورده بکووار کالبوواس 01 و ژامبووون 33 همبرگوور،

 غوذایی مواد هایمغازه و مختلف هایشرکت از هانمونه

هوای در ای  مطالعه از آنوییم شدند. آوریجمع نایرا در

هوا برای تمایی بی  گونوه PCRهضمی بر روی محصول 

ولی در ای  مطالعوه  .Doosti et al., 2011)) استفاده شد

 های مختلف گاو و مور،بدون استفاده از آنییم بی  گونه

 بدون واکنش متقاطع تمایی ایجاد شد.

ی ماکیوان و هوااختصاصی گونه PCRنتایآ حاصله از    

 رغومعلوی هانمونه تمام در نشان داد در ای  تحقی  گاو

 گوشوت گواو %55 آنها محتووی برچسب بر روی اینکه

 دهندهنشان که بود آلودهمر،  بقایای با ،درج گردیده بود

 قیموت بوه توجوه با زیرا. است محصولات ای  در تقلب

 از اسوتفاده مور،، خمیور مخصوصواً مرغوی اجیای پایی 

. شوودموی محسوب تقلب محصولات ای  در مر، خمیر

 بوه ایوران ملوی اسوتاندارد 0 شوماره اصولاحیه اساس بر

 هاویهگی کالباس، و سوسی  عنوان تحت 0313 شماره

 سفید و قرمی هایگوشت استفاده آزمون، هایروش و و

 خمیور و گوشوت خمیور) مکوانیکی روش بوه شده تهیه

 در .اسووت ممنوووع کالبوواس و وسووی س انووواع در( مور،

 PCR روش کوه داد نشوان آموده بدسوت نتوایآ حقیقت

، اعتمواد قابو  سریع، مطمئ ، روشی ها،گونه اختصاصی

 محصوولات در تقلبوات بررسی برای تکرارپذیر وارزان 

 .است کالباس و سوسی  مث  دیدهحرارت گوشتی
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Abstract 
   The aim of this study was to develop a species-specific PCR method for rapid identification of meat 

species in order to detect any potential fraud in meat products. For cattle and poultry, a set of primers were 

designed based on the mitochondrial cytochrome b and subsequently a 183 bp as well as 274 bp fragments 

were amplified for poultry and beef samples, respectively. For the study, ten different brands of beef 

sausage were obtained across Tehran province. Results of PCR assay demonstrated that unlike their labels, 

all of the samples were contained poultry residuals. Moreover, beef offal was detected only in five samples. 

Since no cross-reaction was observed among the different samples, PCR could be considered as a sensitive 

and specific method for the identification of meat varieties. In addition, high-speed operation and easiness 

of the technique are the other advantages of PCR method. Therefore, this technique has the capability for 

sensitive and specific detection of meat adulteration in sausages.  
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