
  

  

 12S rRNA يژن يها يتوال  با استفاده از يتقلب در پودر ماه صيتشخ

  ميتوكندري DNAاز  16S rRNAو 

���� ����	
 ���
��*����� ��� ���� ������ ��� ���� ����� ������! 
�  ��"#$� �
 

%&� ��' (���)*���� 
��� ������%& �
 +!� ���,��)� �� ��-%�
���"& ��� �
�  


#�
� ����
�  

./ �%& 0-�
 ��� 1�%&
� 2�
�34 5�63���� �
�
�7 5�83���
 #�' 9
�!: �)3�
 

..;</ =.>>?  

@/ A 5�63�
B'�C���!6��� 2�
�34� ��34 D��	 EF-!� 

</ ��� 1�%& 5
�G
� 2�
�34 5�63���� G 5�83����HI  

* ���5�!� �
�#6�� J��K �L�"��6� D�M���6
 :Ghovvati@stu-mail.um.ac.ir 

  

  

  

و بهداشتي بسيار  يبه لحاظ اقتصاد يپودر ماه يهحيواني استفاده شده در ته هاي¬ونهگ ييشناسا

استفاده  هاي¬گونه ييوجود تقلب و شناسا يصتشخ يقتحق ينهدف از ا. مي باشد يتحائز اهم

بر  هاي مبتني¬با استفاده از روش يدر پودر ماه) و خوك سانان يورنشخواركنندگان، ط(شده 

 20مختلف تعداد  يكارخانه ها يدتول يمنظور از پودر ماه ينبد. بود يمرازلپ يا جيرهواكنش زن

سيليكاژل  -ها به روش گوانيدين تيوسيانات¬از نمونه DNAاستخراج . شد ينمونه جمع آور

گاو، (نشخوار كنندگان  يبرا يببه ترت يجفت باز 290و  183، 104عات قط. صورت گرفت

 12S يژن ياز نواح) اهلي و وحشي(و خوك سانان ) مرغ و بوقلمون( يور، ط)گوسفند و بز

rRNA  16وS rRNA،DNA  با استفاده از واكنش زنجيره اي پليمراز به صورت  يتوكندرياييم

Multiplex يجنتا. شد يرو خوك سانان تكث يورو آغازگرهاي اختصاصي نشخوار كنندگان، ط 

 يبافت يايبه بقا يآلودگ يچگونهشده ه يآور جمع يپودر ماه هاي¬نشان دادند كه نمونه

 يبافت يايبه بقا يشده آلودگ يجمع آور هاي¬درصد نمونه 75اما . خوك سانان نداشتند

ميزان  ينهمچن. را نشان دادند يورط يبافت يايبه بقا يدرصد آلودگ 55نشخواركنندگان و 

  . درصد برآورد شد 45هي آلودگي مشترك بقاياي بافتي نشخوار كنندگان و طيور در پودر ما

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  ژنتيك نوين

  1387 پاييز،  3دوره سوم ، شماره

  45-48صفحه
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به اطلاعات شفاف و دقيق  توليد كنندگان و پرورش دهندگان نياز

. دارند م و طيور خودخوراكي براي تغذيه داجهت خريد مواد 

هاي  ها در محصولات غذايي با استفاده از ژن تشخيص گونه

) PCR(واكنش زنجيره اي پليمراز  بكارگيري روش و مخصوص

. )6( ه استدر سالهاي اخير بسيار مورد توجه قرار گرفت

هايي چون جنون گاوي و آنفولانزاي مرغي، سوء استفاده  بيماري

، دلايل مذهبي، و خوراكي اييبعضي توليدكنندگان مواد غذ

اعث ب 1(GMO)غذايي و غذاهاي ترانس ژنيك  يها حساسيت

و مردم در خصوص تركيبات محصولات غذايي  نگرانيافزايش 

برچسب محصولات  گاهي اوقات. )9و  5( شده استخوراكي 

غذايي تضمين كافي و درستي را از تركيب واقعي خوراكها 

بات يي براي تعيين و تصديق تركيها لذا لازم است روش ،دهند نمي

مصرف كنندگان و توليد  خوراك وجود داشته باشد تا همة

 .شوندات غير قانوني حمايت بكنندگان در برابر تعويض و تقل

هاي حيواني از قبيل هشخيص اختصاصي گونه ها و شناسايي گروت

جهت حفظ سلامت عمومي و جلوگيري از (نشخوار كنندگان 

بر اساس قوانين اتحاديه اروپا جهت ) 2TSE گسترش بيماريهاي

آزمون سالم بودن توليدات پروتئيني حيواني در مواد غذايي و 

از جمله مزيتهاي ). 7و  5(مي شود  خوراك دام و طيور استفاده

 زياد،سرعت  و دقت ساير روش ها مي تواننسبت به  PCRروش 

 هااين روش نسبت به ساير روشانعطاف پذيري  و بالاحساسيت 

 PCRاز روش ) 1994( 3براي نخستين بار چيكوني .)6( اشاره كرد

جهت شناسايي تقلب در گوشت و فرآورده هاي گوشتي جانوران 

با  PCRزمايش آ يك 1998سپس در سال  ).3( اهلي استفاده نمود

دام و  گوشت و استخوانتوان شناسايي بافت نشخوار كنندگان در 

با ) 2004(و و همكاران دالماس ).8(شدابداع  4)MBM(طيور

 DNAرهاي اختصاصي از نواحي متفاوت آغازگطراحي 

جهت تشخيص تقلب در )  16S rRNAو 12S rRNA(ميتوكندري 

                                                 
1 . Genetically modified organism 
2 . Transmissible Spongiform Encephalopathy 
3
 . Chikuni 

4 . Meat and Bone Meal 

گونه نشخوار كننده،  3(چهار دسته از حيوانات  خوراك حيوانات

 را شناسايي نمودند) گونه ماهي 12، خوك سانان و هگونه پرند 2

قوتي  ).4( د خوراكي را اثبات كردندوجود تقلب در موانتايج  كه

 DNAمتفاوت با تاكيد بر نواحي ژني ) 2008(و همكاران 

و آزمودن نمونه هاي )  16S rRNAو 12S rRNA(ميتوكندري 

نسبت به ) سوسيس، كالباس و گوشت چرخ كرده(مواد غذايي 

شناسايي و رديابي گونه اي حيواني استفاده شده اقدام نمودند كه 

ن از اعمال تقلب در برخي از اين فرآورده هاي غذايي نتايج نشا

هدف اصلي از اين تحقيق توسعه و بهينه  ).6(صنعتي داشت 

 16S rRNAو  12S rRNAاز نواحي ژني  Multiplex PCR نمودن

نشخوار كنندگان، طيور و خوك سانان  اختصاصي براي تشخيص

هاي مي توان گونه  نيز به كمك اين روش. بود پودر ماهيدر 

از يكديگر  نيز را ساير مواد خوراكيحيواني استفاده شده در 

  .متمايز نمود

  

 
پودر نمونه ها با ازت مايع، روغن و چربي از  سازي همگنپس از 

) 2: 1:  8/0(كلروفورم و آب با نسبت  -متانول با استفاده از ماهي

 از نمونه ها به روش گوانيدين DNAاستخراج . شد خارج

 .صورت گرفت )1990و همكاران  5بوم( سليكاژل –تيوسيانات 

طيف روش استخراج شده با استفاده از  DNAكميت و كيفيت 

واكنش زنجيره . ن شديتعي )ژل آگارز( مقايسه ايو روش  6سنجي

 آغازگرهايبا استفاده از  Multiplexاي پليمراز به صورت 

) 1-جدول(ن نشخوار كنندگان، طيور و خوك سانا )4(اختصاصي

به گونه  پودر ماهيبررسي آلودگي احتمالي نمونه هاي  به منظور

 ,T-Personal, Biometra(توسط دستگاه ترموسايكلر  ،هاي فوق

Germany (اجزاي واكنش. بر اساس روش استاندارد انجام شد 

PCR  به  غلظت نهايي مواد ميكروليتر و 50در حجم نهايي

آنزيم  mM Tris-HCl (pH 8.8) 100 ،U 5/1 :صورت زير بود

Taq  ،7ميلي گرم بر ميلي ليتر  1/0پليمرازBSA ،mM 4/0  از هر

dNTP ،mM 5/2  ازMgCl2 ،20 ،5  پيكامول به ترتيب از  20و

                                                 
5 . Boom 
6 . Spectrophotometric method 
7 . Bovine Serum Albumin 
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نانوگرم  100نشخواركنندگان، طيور و خوك سانان و  آغازگرهاي

سيكل  35هدف كه با استفاده از برنامه حرارتي زير و در  DNAاز 

درجه  94دقيقه،  10درجه سانتي گراد براي  94: شدند تكثير

 72ثانيه،  50درجه سانتي گراد براي  60ثانيه،  30سانتي گراد براي 

 10درجه سانتي گراد براي  72دقيقه و  1درجه سانتي گراد براي 

دقيقه و  60به مدت % 2بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات  .دقيقه

و ژل پس از رنگ آميزي توسط  ولت الكتروفورز شده 90با ولتاژ 

ي محصولات توسط اشعه ماوراي اتيديوم برومايد براي بررس

  .بررسي شد بنفش

  

  

  توالي آغازگرهاي اختصاصي گونه 1- جدول

  

  

  

  

هاي استخراج شده از  DNAد كه دننشان دا نورسنجينتايج 

الگوي باندي . برخوردار هستند PCRكيفيت مناسبي براي انجام 

مربوط به كنترل مثبت استفاده شده در اين آزمايش تأييد كننده 

اختصاصي  آغازگرهاياختصاصي بودن باندهاي حاصل از 

عدم از طرفي . ر و خوك سانان استنشخوار كنندگان، طيو

كنترل منفي نشان دهنده دقت و صحت نتايج  در مشاهده باند

با  PCRز محصولات ردر الكتروفورز ژل آگا. آزمايش است

 ،هيچگونه باندي مشاهده نشد سانان خوكاختصاصي  آغازگرهاي

هيچ يك از نمونه هاي مورد استفاده در  در لذا با توجه به اينكه

 مي توان نتيجه گرفت ،اين آزمايش، قطعه اي توليد نگرديده است

سانان  خوك كه هيچ يك از نمونه هاي مورد آزمايش، به بافت

پودر ماهي آلودگي به نمونه  15 در اما در مجموع .آلوده نبودند

آلودگي به  پودر ماهينمونه  11و بقاياي بافتي نشخواركنندگان 

مشخص گرديده  1-شكلكه در  شدبقايي بافتي طيور مشاهده 

نمونه از پودرهاي ماهي جمع آوري شده  9تعداد همچنين  .است

آلودگي مشترك به بقاياي بافتي نشخواركنندگان و طيور را نشان 

به  RNAميتوكندريايي و  DNAژنومي،  DNAسه ناحيه  .دادند

، امكان شناسايي DNAتوالي هاي عنوان نشانگرهايي بالقوه براي 

 DNAاز آنجاييكه ). 1(و تمايز بين گونه ها را ممكن كرده اند 

 نسخه هاي زيادي به ازاي هر سلول داردتعداد  ميتوكندريايي

، مولكول هاي مناسبي براي آزمونهاي )هزار نسخه و بيشتر(

نتايج حاصله نشان دهنده ). 1( هستند PCRتشخيصي با روش 

در استاندارد ملي  PCRاندن آزمون هاي مبتني بر ضرورت گنج

. است خوراك پروتئيني دام و طيورايران براي افزايش كيفيت 

كه در اين تحقيق استفاده و  Multiplexبراي اين منظور روش 

مواد غذايي به لحاظ بررسي ساير بهينه شد مي تواند جهت كنترل 

  .تقلب مورد استفاده قرار گيرد

 قطعات توليدي

  )جفت باز( 
نيژنواحي   توالي آغازگر ها   آغازگرها گونه هاي تشخيصي 

104  
5´ GAA AGG ACA AGA GAA ATA AGG 

3´ 
5´ TAG GCC CTT TTC TAG GGC A 3´ 

16S rRNA 
 

 Ruminant  گوسفند و بز،گاو

183  5´ TGA GAA CTA CGA GCA CAA AC 3´ 
5´ GGG CTA TTG AGC TCA CTG TT 3´ 12S rRNA مرغ و بوقلمون  Poultry  

290  
5´ CTA CAT AAG AAT ATC CAC CAC 

A 3´ 
5´ ACA TTG TGG GAT CTT CTA GGT 

3´

12S rRNA-tRNA 
Val 

  Pork  گراز خوك و
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 M Multiplex، )خوك DNA( 3، شماره )مرغ DNA( 2، شماره )گاو DNA( 1شماره . Multiplex PCRالكتروفورز محصولات   -1شكل

PCR   ، - C        نمونه هاي پودر ماهي( 4 -  16كنترل منفي، شماره( ،M100  نشانگر وزني مورد استفاده براي تعيين اندازه محصولاتPCR.  اندازه

  ).100-200- 300- 400-500- 600- 700-800- 900- 1000(به قرار زير مي باشد  bpباندهاي نشانگر وزني از بالا به پايين برحسب 

  

 

  سپاسگزاري

و آزمايشگاه بيوتكنولوژي حيواني از قطب علمي علوم دامي 

 و همچنين آزمايشگاه بيوتكنولوژيدانشگاه فردوسي مشهد 

منطقه شمال كشور  اورزيكش پژوهشكده بيوتكنولوژي جانوري

 پژوهشيبه سبب فراهم نمودن اعتبارات و امكانات ) رشت(

 .مي شودو قدرداني صميمانه تشكر 
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