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摘要：为了实现大西洋三文鱼和虹鳟鱼的物种掺假快速检测，本研究建立了一种基于双重 PCR（普通和荧光）的物种鉴定方法。

通过序列分析，分别基于线粒体 COⅠ和 Cyt b 基因设计大西洋三文鱼和虹鳟鱼特异性引物，验证引物的特异性并对双重 PCR 反应体

系进行优化，建立大西洋三文鱼和虹鳟鱼的双重 PCR 快速鉴定方法。利用本研究设计的引物，仅大西洋三文鱼和虹鳟鱼可以分别扩

增出 108 bp 和 207 bp 的特异性条带，而其他 23 种非目标物种均未有扩增条带。经验证，在双重 PCR 反应体系中，大西洋三文鱼和

虹鳟鱼引物的最佳添加量分别为 0.1 和 0.4 μmol/L，熔解温度分别约为 81.5 ℃和 85 ℃。利用该方法从 29 份市售“三文鱼”样品中检

测到 6 份大西洋三文鱼和 3 份虹鳟鱼，且与 DNA 条形码比对结果一致。本研究建立的大西洋三文鱼和虹鳟鱼双重 PCR（普通和荧光）

鉴定方法具有良好的特异性和适用性，为大西洋三文鱼和虹鳟鱼物种鉴定提供了可靠的技术手段。 
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Abstract: Anovel method for rapid identification of Salmo salar and Oncorhynchus mykiss based on duplex PCR assay (conventional and 

fluorescent assays) was developed. Specifically, after sequence alignment, specific primers for S. salar and O. mykiss based on the COⅠ and 

Cyt b genes were designed and verified. The duplex PCR was optimized, and finally established. Only S. salar and O. mykiss amplified specific 

bands of 108 bp and 207 bp, while the other 23 non-target species were not successfully amplified. The optimal amount of primers for S. salar 

and O. mykiss were 0.1 μmol/L and 0.4 μmol/L, and the melting temperature was 81.5 ℃ and 85 ℃, respectively. Among the 29 commercial 

products, six products were identified as S. salar and three were identified as O. mykiss. Finally, theremaining 17 commercial samples were all 

tested as negative in the duplex PCR assay, and the results were consistent with DNA barcoding method. The results showed that the duplex 

PCR method for S. salar and O. mykiss was specific and feasible. This study provided reliable technical method and theoretical basis for the  
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adulteration identification of S. salar and O. mykiss species. 
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鲑 科 （ Salmonidae ）， 隶 属 于 硬 骨 鱼 纲

（Osteichthyes）鲑形目（Salmoniformes），是世界上

最主要的经济型鱼类之一。常见的鲑科鱼类品种有大

西洋三文鱼（Salmo salar）、虹鳟鱼（Oncorhynchus 
mykiss）、帝王鲑（O. tshawytscha）、红鲑（O. nerka）、
狗鲑（O. keta）、粉鲑（O. gorbuscha）和马苏鱼（O. 
masou）。2018 年，全球鲑科鱼类的总产量为 372 万

吨，其中海水养殖的大西洋三文鱼产量 243.9 万 t，淡

水养殖的虹鳟鱼产量 66.6 万 t[1]。 
大西洋三文鱼肉色橙红，体内不饱和脂肪酸含量

丰富，肉质鲜美营养价值较高，是最受消费者欢迎的

鲑科鱼类品种之一。然而，大西洋三文鱼较少以鲜活

的形式进行出售，比较多的是加工制成各种鱼肉制品，

包括切片后的生鲜冷冻生鱼片、罐头制品（油浸和水

浸）、肉松、肉干和烟熏制品等[2]。由于加工破坏了其

外形特征，使得通过形态学的方法对大西洋三文鱼制

品进行物种鉴别就变的比较困难。在这种情况下，一

些不良商家故意用价格低廉的物种冒充大西洋三文

鱼，以获取非法收益。其中最常见的一种行为就是通

过向虹鳟鱼饲料中添加色素，使原本为白色、青色的

虹鳟鱼肉呈现出类似大西洋三文鱼肉的橘红色，并以

大西洋三文鱼的名义进行售卖[3]。此外，一些商家也

利用目前我国关于三文鱼命名管理制度的漏洞，将虹

鳟鱼直接以“三文鱼”或“淡水三文鱼”的名义进入市

场，以代替大西洋三文鱼[4]。 
事实上，大西洋三文鱼和虹鳟鱼在价格和食品安

全等方面均存在较大差异。在我国，虹鳟鱼的市场价

大约为 30~50 元/斤，而大西洋三文鱼的市场价大约为

80~100 元/斤。在美国，由于大西洋三文鱼和虹鳟鱼

巨大的价格差异，物种替代所产生的非法收益一年可

达 700 万美元[5]。除了价格方面的差异，由虹鳟鱼替

代大西洋三文鱼而引起的食品安全风险，也引起了人

们的担忧，包括生食假大西洋三文鱼（实际为虹鳟鱼）

导致的寄生虫感染[6]以及重金属中毒[7]。为了保护消费

者的权益并确保公众健康，迫切需要建立一种快速可

靠的方法实现对大西洋三文鱼和虹鳟鱼的准确鉴定。 
基于 DNA 的检测技术具有灵敏度高、特异性好

等优点，已经被广泛运用于食品掺假检测[3]。常见的

方法有限制性片段长度多态性（Restriction Fragment 
Length Polymorphism，RFLP）[8]、DNA 条形码（DNA 
barcoding ） [9]、环介导等温扩增（ loop-mediated 
isothermal amplification，LAMP）[10]、数字 PCR（digital 

PCR）[11]等。其中，多重 PCR 技术（multiplex PCR）
可以在一个反应中实现对多个物种的同时鉴定，不但

保留了灵敏高效的优点，而且可提高检测效率与检测

通量，已经在食品中动物源性成分鉴定、转基因检测

和食源性致病菌检测中获得广泛运用[12,13]。而且多重

PCR 技术还可以与 SYBR Green I 荧光 PCR 联用，并

通过熔解曲线实现多个品种的快速鉴定[14]。 
本研究基于线粒体细胞色素 C 氧化酶亚基Ⅰ

（mitochondrial cytochrome c oxidase subunit Ⅰ，

COⅠ）和细胞色素 b（cytochrome b，Cyt b）基因，

分别设计大西洋三文鱼和虹鳟鱼两个物种的特异性引

物。通过体系优化，建立了一种新的双重 PCR 技术（普

通和荧光）鉴定大西洋三文鱼和虹鳟鱼。本研究的实

施可以为大西洋三文鱼和虹鳟鱼物种掺假检测提供可

靠的技术手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  样品采集 

24 种水产品标准品来自本课题组前期研究[15,16]，

包括 7 种鲑科品种：大西洋三文鱼 S. salar
（MN850430）、虹鳟鱼 O. mykisss（MN850431）、狗

鲑 O. keta （ MN850432 ）、马苏鱼 O. masou
（MN850433）、红鲑 O. nerka（MN850434）、粉鲑

O. gorbuscha（MN850435）、帝王鲑 O. tshawytscha
（MN850436）和 17 种非鲑科品种：狭鳕 Gadus 
chalcogrammus（MN850428）、黑线鳕 Melanogrammus 
aeglefinus、大眼金枪鱼 Thunnus obesus、鲐鲅鱼

Scomber scombrus（MK843721）、地中海石斑鱼

Epinephelus costae、宝石石斑鱼 E. areolatus、日本绯

鲤 Upeneus japonicus、红鲻鱼 Mullus barbatus、尼罗

尖吻鲈 Lates niloticus、剑鱼 Xiphias gladius、鲚属鱼

Coilia spp.（MK843666）、多指马鲅 Polydactylus 
sextarius（MN879570）、裸盖鱼 Anoplopoma fimbria、
马舌鲽 Reinhardtius hippoglossoides、长鳍金枪鱼

Thunnus alalunga、虾蛄 Squillamantis、黄鰭金枪鱼

Thunnus albacares。部分标准品的 COⅠ条形码序列已

提交至 GenBank，并获得登录号（已备注在对应物种

的括号内）。 
此外，2019 年 4 月至 11 月从南京市本地超市、

农贸市场和网上商城共采集 29 份以“三文鱼”命名的
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鱼肉加工产品（干制品、冷冻制品，香肠制品，罐头

制品）。所有样品抵达实验室后置于-20 ℃贮藏。 

1.1.2  试剂 

细胞/血液/组织基因组 DNA 提取试剂盒、100 bp 
DNA Ladder，天根生化科技有限公司；6×Loading 
Buffer，宝日医生物技术有限公司；琼脂糖凝胶，西

班牙 Biowest 公司；引物合成、4S GelRed 核酸染料

（10000×）、SGExcel Ultra SYBR 混合液（with low 
ROX）、2×Taq PCR Master Mix，生工生物工程股份有

限公司。 

1.2  仪器与设备 

BioPhotometer D30 核酸蛋白测定仪，艾本德国际

贸易有限公司；1-14 小型台式离心机，上海希格玛高

技术有限公司；LightCycler® 96实时荧光定量PCR仪，

罗氏诊断产品有限公司；培清 JS-350 二用紫外仪，上

海培清科技有限公司；JY300C 凝胶电泳仪、JY-SPFT
电泳槽，北京君意东方电泳设备有限公司；

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。 

1.3  方法 

1.3.1  DNA 提取 

基因组 DNA 提取采用细胞/血液/组织基因组

DNA 提取试剂盒，操作步骤按照试剂盒的说明书进

行。采用 BioPhotometer D30 核酸蛋白测定仪测定

DNA 浓度和纯度，并稀释至 50 ng/μL，置于-20 ℃保

存备用。 
1.3.2  引物设计 

 

 

 
图1 线粒体COⅠ和Cyt b基因中双重PCR引物的相对位置 

Fig.1 Target regions of duplex PCR primers on mitochondrial CO  and Ⅰ Cyt b genes  
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表1 引物信息 

Table 1 Information of the primer sets used in the present study 

目标物种 基因 引物名称 序列（5’-3’） Tm 片段长度 参考文献

S. salar COⅠ 
SalmoF-1 CCTCCATTTGGCTGGTATTTCT 55.0 

108 bp 

- 
SalmoR-1 GAGGGAGAGTAACAAAAGGACG 55.1 

O. mykiss Cyt b 
OmykF-12 CAATAAATTTGAGGGGGC 52.9 

207 bp 
OmykR-3 GCTAAGGATGTTAGGCCTAGG 54.8 

通用引物 COⅠ 
mlCOIintF GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC 63.2~68.6 

330 bp [17] 
jgHCO2198 TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA 38~48 

- - 
M13-FP TGTAAAACGACGGCCAGT -  

[18] 
M13-R puc CAGGAAACAGCTATGAC -  

从 GenBank 下载鲑科鱼类的线粒体基因序列（登

录号为 AF133701，LC050735，DQ288270，KU872713，
KR778842 ， KU761857 ， FJ435612 ， KJ769167 ，

KU761863，KF985737）。通过序列比对分析，采用

BioEdit 7.0.9 软件分别设计大西洋三文鱼（S. salar）
和虹鳟鱼（O. mykiss）物种特异性引物。引物名称、

序列、Tm 值与扩增片段大小见表 1。引物相对位置和

多序列比对结果见图 1。 
按照 1.3.4 的反应体系及优化的反应条件，分别使

用 1.1.1采集的品种标准品的DNA对两套引物的特异

性进行验证与比较。 
1.3.3  单重 PCR 反应体系的建立 

单重 PCR 扩增采用 20 μL 反应体系：2×Taq PCR 
Master Mix 10 μL，上、下游引物（10 μM）各 1 μL，
DNA 模板 50 ng，加 ddH2O 补足至 20 μL。 

对于大西洋三文鱼和虹鳟鱼特异性引物（表 1），
其 PCR 扩增条件为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性

15 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 25 s，40 个循环；72 ℃
延伸 5 min。 

对于 DNA 条形码通用引物（表 1），其 PCR 扩增

条件为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，43 ℃退

火 30 s，72 ℃延伸 40 s，35 个循环；72 ℃延伸 5 min。 
PCR 扩增完成后，以 2%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 产物，挑选 DNA 条形码扩增成功且条带单一的

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，提交至 BOLD 数据库（http：//boldsystems.org/ 
index.php/IDS_OpenIdEngine）比对分析，根据序列相

似度比较的结果（相似度≥98%[19]），确认各样品的物

种类别。 
1.3.4  双重 PCR 反应体系的建立 

以 S. salar，O. mykisss，O. keta，O. masou，O. 
nerka，O. gorbuscha 和 O. tshawytscha 提取的 DNA 为

模板，进行双重 PCR 反应，对引物终浓度配比进行优

化，以建立最佳的双重 PCR 方法。 
双重普通 PCR 扩增采用 20 μL 反应体系：2×Taq 

PCR Master Mix 10 μL，大西洋三文鱼上、下游引物（10 
μmol/L）与虹鳟鱼上、下游引物（10 μmol/L）反应体

系终浓度配比按照 2.2 双重 PCR 反应体系建立的结

果，DNA 模板 50 ng，加 dd H2O 补足至 20 μL。双重

普通 PCR 扩增条件为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性

15 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 25 s、40 个循环；72 ℃
延伸 5 min。扩增完成后，以 2%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 产物。 
双重荧光PCR扩增采用20 μL反应体系：SGExcel 

Ultra SYBR 混合液（with low ROX）10 μL，大西洋三

文鱼上、下游引物（10 μmol/L）和虹鳟鱼上、下游引

物（10 μmol/L）反应体系终浓度配比按照 2.2 双重 PCR
反应体系建立的结果，DNA 模板 50 ng，加 dd H2O 补

足至 20 μL。双重荧光 PCR 扩增条件为：95 ℃预变性

3 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 25 
s，40 个循环。在上述扩增结束后，进行熔解曲线分

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 ℃。 

2  结果与分析 

2.1  引物设计与验证 

一般而言，线粒体基因组和核基因组均可以作为

物种鉴定的目的基因。然而，与核基因组相比，线粒

体基因组具有结构简单、序列和组成比较保守、母系

遗传、无重组、单拷贝等特点[20]，已经被广泛用于水

产类物种鉴定，包括鲈形目[15]、鳕形目[16]等多个不同

族群的鱼类品种。本研究通过大量的序列比对分析，

分别基于COⅠ和Cyt b基因设计了大西洋三文鱼和虹

鳟鱼物种特异性引物（表 1）。 
 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.12 

278 

 

 

 
图2 引物的特异性试验 

Fig.2 The specificity results of duplex PCR using two sets of 

primers 

注：（a）：大西洋三文鱼引物特异性验证，（b）：虹鳟鱼引

物特异性验证，（c）：双重 PCR 特异性验证；1、2：S. salar、

O. mykisss；（样本 1 均为每个图的阳性）；3：O. keta；4：O. masou；

5：O. nerka；6：O. gorbuscha；7：O. tshawytscha；8：G. 

chalcogrammus；9：M. aeglefinus；10：T. obesus；11：S. scombrus；

12：E. costae；13：E. areolatus；14：U. japonicas；15：M. barbatus；

16：L. niloticus；17：X. gladius；18：Coilia spp.；19：P. sextarius；

20：A. fimbria；21：R. hippoglossoides；22：T. alalunga；23：

S. mantis；24：T. albacores；25：空白对照；M：100 bp DNA 

Ladder。 
引物配对和熔解温度（Tm）是多重 PCR 体系建

立的关键[21]。特异性引物需与目标物种的碱基位点充

分配对，而与非目标物种存在一定数量的碱基位点错

配，以减少非特异性扩增[22]。各组引物 Tm 值相近则

有利于多对引物在同一个反应体系下扩增对应的目标

序列[23]。本研究设计的 2 对引物，均与目标物种序列

完全配对。并且，大西洋三文鱼特异性引物 SalmoF-1
和 SalmoR-1 与虹鳟鱼分别有 5 个和 4 个错配碱基；

虹鳟鱼特异性引物OmykF-12和OmykR-3与大西洋三

文鱼均有 2 个错配碱基（图 1）。两对引物 Tm 值均约

为 55.0 ℃（表 1），表明两对引物在双重 PCR 体系中

的最适退火温度相同，有助于引物仅与目标物种 DNA
结合，不与非目标物种 DNA 进行退火[24]。 

而且深加工过程中的高温、高压、反复冻融和酸

碱变化均会导致 DNA 发生不同程度的降解[25,26]。有研

究发现，在罐装沙丁鱼[27]和鱼糜制品[28]中，由于 DNA
降解，甚至检测不到长于 250 bp 的 COⅠ和 16S rRNA

基因片段。而本研究设计的大西洋三文鱼和虹鳟鱼特

异性引物，其扩增片段分别为 108 bp 和 207 bp，满足

深加工食品中大西洋三文鱼和虹鳟鱼物种鉴定要求。 
为验证引物特异性，本研究以 7 种鲑科鱼类以及

17 种非鲑科水产物种的 DNA 为模板，分别利用大西

洋三文鱼和虹鳟鱼特异性引物进行 PCR 扩增。结果表

明，只有大西洋三文鱼和虹鳟鱼 DNA 能分别扩增出

108 bp（图 2a）和 207 bp（图 2b）的特异性条带，且

均无非特异性杂带出现。而其他非目标物种及空白对

照均未出现扩增，说明本研究设计的引物分别对大西

洋三文鱼和虹鳟鱼具有良好的特异性。 

2.2  双重 PCR反应体系建立 

 

 
图3 双重普通PCR体系优化 

Fig.3 Optimization of duplex conventional PCR assay 

注：（I）：大西洋三文鱼引物和虹鳟鱼引物的添加量分别

为 0.5 μL、0.5 μL；（II）：大西洋三文鱼引物和虹鳟鱼引物的添

加量分别为 0.4 μL、0.6 μL；（III）：大西洋三文鱼引物和虹鳟鱼

引物的添加量分别为 0.3 μL、0.7 μL；（IV）：大西洋三文鱼引

物和虹鳟鱼引物的添加量分别为 0.2 μL、0.8 μL。01、09、17、

25：S. salar；02、10、18、26：O. mykisss；03、11、19、27：

O. keta；04、12、20、28：O. masou；05、13、21、29：O. nerka；

06、14、22、30：O. gorbuscha；07、15、23、31：O. tshawytscha；

08、16、24、32：空白对照；M：100 bp DNA Ladder。 

为建立最佳双重 PCR 反应体系，对引物反应体系

终浓度配比进行优化。设置（I）、（II）、（III）、（IV）

四组实验进行优化对比。其中（I）组大西洋三文鱼引

物（10 μmol/L）和虹鳟鱼引物（10 μmol/L）各加 0.5 μL；
（II）组各加 0.4 μL 和 0.6 μL；（III）组各加 0.3 μL 和

0.7 μL；（IV）各加 0.2 μL 和 0.8 μL。在普通 PCR 中，

（I）、（II）和（III）扩增的虹鳟鱼特异性条带均较浅，
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而（IV）扩增的大西洋三文鱼和虹鳟鱼特异性条带均

较清晰（图 3）。在荧光 PCR 中，由（I）、（II）和（III）
中虹鳟鱼的熔解曲线可知，虹鳟鱼的扩增效率较低，

而（IV）中大西洋三文鱼和虹鳟鱼的扩增效率均较高

（图 4）。因此本研究确定（IV）为最佳引物浓度配比。 

 

 

 

 
图4 双重荧光PCR体系优化 

Fig.4 Optimization of duplex real-time PCR assay 

注：（I）：大西洋三文鱼引物和虹鳟鱼引物的添加量分别

为 0.5 μL、0.5 μL；（II）：大西洋三文鱼引物和虹鳟鱼引物的添

加量分别为 0.4 μL、0.6 μL；（III）：大西洋三文鱼引物和虹鳟鱼

引物的添加量分别为 0.3 μL、0.7 μL；（IV）：大西洋三文鱼引

物和虹鳟鱼引物的添加量分别为 0.2 μL、0.8 μL。a：大西洋三

文鱼熔解曲线；b：虹鳟鱼熔解曲线。 

优化后的双重普通 PCR 扩增反应体系如下：

2×Taq PCR Master Mix 10 μL，大西洋三文鱼上、下游

引物（10 μmol/L）各 0.2 μL，虹鳟鱼上、下游引物（10 
μmol/L）0.8 μL，DNA 模板 50 ng，加 dd H2O 补足至

20 μL。优化后的双重荧光 PCR 扩增反应体系如下：

SGExcel Ultra SYBR 混合液（with low ROX）10 μL，
大西洋三文鱼上、下游引物（10 μmol/L）各 0.2 μL，
虹鳟鱼上、下游引物（10 μmol/L）0.8 μL，DNA 模板

50 ng，加 dd H2O 补足至 20 μL。 
由图 2c 可见，优化后的双重 PCR 可同时扩增出

大西洋三文鱼和虹鳟鱼特异性条带，且两个目标条带

清晰，位置和相应的大西洋三文鱼阳性对照组以及虹

鳟鱼阳性对照组一致。其余泳道均未产生条带，表明

优化后的双重 PCR 体系具有良好的特异性。 

2.3  市售样品验证 

利用本研究建立的双重 PCR 方法对采集到的 29
份以“三文鱼”命名的鱼肉加工产品（干制品、冷冻制

品、香肠制品和罐头制品）进行物种鉴定（表 2）。结

果表明，6 个样品（编号 S1、S2、S3、S4、S5 和 S28）
可以扩增出 108 bp 目标片段，鉴定结果为大西洋三文

鱼；3 个样品（编号 S15、S16 和 S29）可以扩增出 207 
bp 目标片段，鉴定结果为虹鳟鱼（图 5）。 

 

 
图5 双重PCR鉴定市售样品 

Fig.5 Application on commercial samples 

注：1~29：对应为 S1~S29 号样品；30：空白对照；M：

100 bp DNA Ladder。 
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表2 市售样品的采集与鉴定结果 

Table 2 Commercial samples information and molecular identification 

样品编号 价格/(元/kg) 加工方式 产地 双重 PCR DNA 条形码，BOLD（相似度≥98%） 

S1 45 

干制品 

中国 

S. salar S. salar 

S2 45 S. salar S. salar 

S3 45 S. salar S. salar 

S4 45 S. salar S. salar 

S5 45 S. salar S. salar 

S6 80 

香肠制品 

- O. gorbuscha 

S7 80 - O. gorbuscha 

S8 80 - O. gorbuscha 

S9 470 

干制品 

- M. cephalus 

S10 470 - M. cephalus 

S11 470 - M. cephalus 

S12 360 - O. keta 

S13 360 - O. keta 

S14 69 

冷冻制品 

- O. masou 

S15 66 O. mykiss O. mykiss 

S16 66 O. mykiss O. mykiss 

S17 39 
冷冻制品 

俄罗斯

- O. gorbuscha 

S18 39 - O. gorbuscha 

S19 82 

罐头制品 

- O. gorbuscha 

S20 82 - O. gorbuscha 

S21 82 - O. keta 

S22 82 - O. keta 

S23 282 

冷冻制品 新西兰

- O. tshawytscha 

S24 282 - O. tshawytscha 

S25 282 - O. tshawytscha 

S26 282 - O. tshawytscha 

S27 1909 干制品 日本 - O. nerka 

S28 370 冷冻制品 挪威 S. salar S. salar 

S29 96 冷冻制品 中国 O. mykiss O. mykiss 

双重荧光 PCR 鉴定结果如图 6。S1、S2、S3、S4、
S5 和 S28 的 Tm 值约为 81.5 ℃，与大西洋三文鱼阳

性对照的 Tm 值相近。S15、S16 和 S29 的 Tm 值约为

85 ℃，与虹鳟鱼阳性对照的 Tm 值相近。且大西洋三

文鱼和虹鳟鱼 Tm 值相差较大，可以根据 Tm 值准确

区分大西洋三文鱼和虹鳟鱼。而其他 20 个非目标物种

的市售样品无 Tm 值，表明均未成功扩增。综上所述，

双重荧光 PCR 与双重普通 PCR 鉴定市售样品结果一

致。 
为确保结果的准确性，参照 Günther 等[17]的方法

对采集的 29 种市售样品进行 DNA 条形码鉴定，所用

通用引物序列见表 1。DNA 条形码技术鉴定市售样品

结果如表 2 所示，6 个样本（编号 S1、S2、S3、S4、

S5 和 S28）的物种鉴定结果为大西洋三文鱼，3 个样

本（编号 S15、S16 和 S29）的物种鉴定结果为虹鳟鱼，

3 个样本（编号 S9、S10 和 S11）的物种鉴定结果为

鲻鱼（Mugil cephalus），其余 17 个样本均为非目标物

种的鲑科其他鱼类。DNA 条形码技术鉴定结果与双重

PCR 鉴定结果一致（表 2）。 
本研究以“三文鱼”命名的鱼肉加工产品为标准进

行市售样品采样，鉴定结果显示有 3 份样本（S9、S10
和 S11）为非鲑科鱼类。这些样本鉴定结果为鲻鱼

（Mugil cephalus），属于鲻形目（Mugiliformes）鲻科

（Mugilidae）鲻属（Mugil）。鲻鱼主要分布在温带和

热带水域，是我国南方沿海咸淡水养殖的最主要经济

鱼类之一，也是世界上分布最广的重要经济鱼类之一
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[29]。其鱼卵在许多国家都非常受欢迎，而其鱼肉因为

肉质粗糙、有土腥味，在市场上并不受欢迎[30]。2018
年的数据显示，新鲜鲻鱼价格为 5 元/斤，远低于鲑科

鱼类。因此可推测，不良商贩为获得非法利润将鲻鱼

掺假为鲑科鱼类，这不仅损害消费者的经济利益[31]，

也给食品安全带来巨大的风险隐患[7]。因此，建立大

西洋三文鱼和虹鳟鱼的鉴定技术显得尤为重要。 

 
图6 双重荧光PCR鉴定大西洋三文鱼和虹鳟鱼 

Fig.6 Duplex real-time PCR detection of S. salar and O. mykiss 
注：A：S1、S2、S3、S4、S5、S28、大西洋三文鱼阳性

对照；B：S15、S16、S29、虹鳟鱼阳性对照；C：S6、S7、S8、

S9、S10、S11、S12、S13、S14、S17、S18、S19、S20、S21、

S22、S23、S24、S25、S26、S27。 

3  结论 

本研究分别基于COⅠ和Cyt b基因设计大西洋三

文鱼和虹鳟鱼物种特异性引物，验证结果显示，只有

大西洋三文鱼和虹鳟鱼 DNA 能分别扩增出 108 bp 和

207 bp 的特异性条带，说明本研究设计的引物对大西

洋三文鱼和虹鳟鱼具有良好的特异性。为建立最佳双

重 PCR 反应体系，本研究对引物反应体系终浓度配比

进行优化，通过对目标条带清晰度的对比，得出大西

洋三文鱼和虹鳟鱼引物的最佳浓度分别为 0.1 μmol/L
和 0.4 μmol/L。通过 DNA 条形码鉴定方法和本研究建

立的鉴定方法，对采集的 29 种市售样品进行方法比

对。结果显示 DNA 条形码技术鉴定结果与本研究建

立的方法鉴定结果一致。表明本研究建立的大西洋三

文鱼和虹鳟鱼双重 PCR（普通和荧光）方法具有较高

的准确性，为大西洋三文鱼和虹鳟鱼物种鉴别、掺假

检测提供可靠的技术手段。 
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