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  چكيده
در اين تحقيق از روش . هاي غذايي ديگر به ويژه در كشورهاي اسلامي و در غذاهاي حلال اهميت زيادي دارد  اجزاي خوكي در فرآوردهتشخيص وجود
 خوك در گوشت و مشتقات بسيار فراوري شده خوك مانند ژلاتين و DNAاي پليمراز زمان واقعي بر مبناي سايبرگرين جهت تشخيص  واكنش زنجيره

اي  برد كه قطعه اند را بكار مي  طراحي شدهAlleleID7اين روش از پرايمرهاي جديد اختصاصي كه توسط نرم افزار .  ژلاتين استفاده شدمحصولات حاوي
سازي تركيب مخلوط و برنامه دمايي جهت حداكثر فلوروسانس و  پس از بهينه. كند  ميتوكندري خوك را تكثير ميD-loop جفت بازي از ناحيه 114

 DNA در مقايسه با 001/0 استخراج شده از گوشت خوك، توان تشخيص رقت DNAرخه آستانه، منحني استاندارد سري رقت تهيه شده از حداقل چ
 استخراج شده از گوسفند، گاو، مرغ و ماهي ارزيابي شده و هيچ گونه تكثيري در DNAاختصاصي بودن روش با آزمايش . نشان داد% 92اوليه را با كارايي 

جهت ارزيابي اين روش در تشخيص مشتقات خوكي در غذاهاي بسيار فرآوري شده چند نمونه پودر و ورق ژلاتين . هاي كنترل منفي ديده نشد نمونه
  .اي پليمراز زمان واقعي بر مبناي سايبرگرين در تشخيص تمام آنها موفق بود انتخاب شدند و روش واكنش زنجيره

 
  واقعي اي پليمراز زمان تين، تشخيص، واكنش زنجيرهغذاهاي حلال، خوك، ژلا: كليدواژگان
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   مقدمه-1
ژلاتين محصولي پروتئيني است كه توسط دناتوراسيون جزيي 

هاي پيوندي  اي كلاژن از پوست، استخوان و بافت پروتئين رشته
در توليد آن اسيد و . شود حيواناتي مانند گاو و خوك استخراج مي

اد اوليه حيواني و شكستن بخشي از قلياي رقيق براي تيمار مو
رود و سبب تشكيل  اتصالات عرضي و تغيير ساختار به كار مي
به علت دارا . ]1[شود  كلاژن محلول در آب گرم به نام ژلاتين مي

كنندگي و پايداركنندگي،  بودن خصوصيات تشكيل ژل، تغليظ
دهنده و  ژلاتين به صورت معمول به عنوان عامل اتصال

ه در انواع زيادي از محصولات غذايي مانند مارشمالو، دهند لعاب
هاي گوشتي و در  ها، دسرهاي بر پايه آب و فرآورده شيريني

ها،  هاي سخت و نرم، قرص صنايع دارويي در ساخت كپسول
هاي محافظ داروها به كاربرده  محصولات رژيمي و پوشش

 درصد ژلاتين خوراكي از 80در اروپا حدود . ]3و 2[شود مي
شود اما ژلاتين گياه خواران، حلال و  پوست خوك توليد مي

هاي ماهي و منابع غيرخوكي   از جلبك دريايي، استخوان1كوشر
 وجود گوشت و مشتقات خوكي .]4[باشد  نيز در دسترس مي

اظهار نشده شامل لارد، پلاسماي خون، كلاژن و ژلاتين نگراني 
آورد  د به وجود ميايي را براي پيروان اديان اسلام و يهو عمده

تعيين گونه در . ]5[زيرا خوك اكيدا در غذاهاي آنها ممنوع است 
يا  DNA محصولات جانبي حيواني عمدتا توسط آناليزهاي

هاي بر پايه پروتئين منجر به نتايج  روش. گيرد پروتئين صورت مي
شوند اما  هاي خام مي بخشي در شناسايي گونه در گوشت رضايت

 فرآوري حرارتي شده، به علت دناتوراسيون در مورد غذاهايي
هايي دارند  هاي خاص محدوديت توپ پروئتين و تغييرات اپي

هاي   كه بر اساس واكنشELISA2ها شامل  اين تكنيك. ]6[
كروماتوگرافي مايع با ، ]7[بادي استوار است  ژن و آنتي آنتي

                                                            

1. Kosher 
2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  

 سنجي تبديل فوريه مادون قرمز  و طيف ]HPLC3 ]8كارايي بالا 
4(FTIR)اخيرا آناليز با صحت بالاي پپتيدهاي . باشد  مي

سنجي  شده با طيف بيوماركر توسط كروماتوگرافي مايع جفت
جرمي جهت شناسايي گونه در محصولات فرآوري شده حرارتي 

 البته هزينه بالاي تجهيزات و نياز به .]9[پيشنهاد شده است 
ه بر اين علاو. هاي متخصص از معايب اين روش است تكنسين

اي مانند ژلاتين، آناليزهاي بر  در محصولات بسيار فراوري شده
پايه پروتئين ممكن است دناتوراسيون فزاينده ماركرهاي پروتئيني 

 در حين توليد را مخفي نموده و pHناشي از تيمار شديد دما و 
به علت . ژني شود سبب از دست رفتن ناهمگني و خاصيت آنتي

توانند   ميDNAآناليزهاي بر پايه ، DNAپايداري بيشتر 
  .]10[جايگزين گردند

هدف از انجام اين پژوهش بررسي كارايي پرايمر جديد طراحي 
 ژنوم ميتوكندري خوك در تشخيص D-loopشده در ناحيه 

گونه خوك در انواع گوشت و غذاهاي بسيار فرآوري شده حاوي 
  .باشد مشتقات خوكي مانند ژلاتين مي

  

  ها  مواد و روش-2
  ها آوري نمونه جمع -1-2

گوشت تازه گاو، مرغ، ماهي و گوسفند از بازار كرج خريداري 
گراد   درجه سانتي-20شد و تا زمان استخراج در دماي انجماد

 Sus(گوشت تازه شكار شده گراز وحشي . نگهداري شدند

scrofa (استان مازندران در فصل  هاي چالوس در نر، از جنگل 
ژلاتين خالص گاوي و خوكي از سيگماآلدريچ . دتابستان تهيه ش

 نمونه 7 نمونه تجاري پودر و ورق ژلاتين، و 8. تهيه گرديد
هاي  محصولات حاوي ژلاتين مانند مارشمالو و پاستيل و ژله

آماده مصرف از برندهاي مختلف كه روي برچسب آنها ژلاتين 

                                                            

3. High Performance Liquid Chromatography 
4. Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
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ند در گلاسكو اسكاتل5خوكي درج شده بود از فروشگاه سينزبري
 در يخچال نگهداري DNAخريداري گرديد و تا زمان استخراج 

 .شدند

  DNAاستخراج  -2-2
هاي گوشت و ژلاتين با استفاده از كيت   از نمونهDNAاستخراج 

innuPREP DNA Mini Kit) با اعمال اصلاحاتي در ) آلمان
 به صورت DNAپروتكل جهت بهينه كردن مقدار و خلوص 

گرم پودر و   ميلي100گرم از گوشت و  لي مي50. زير انجام شد
ليتر   ميلي5/1ورق يا محصول حاوي ژلاتين در يك لوله آزمايش 

هاي گوشت، پيش از استخراج، خرد  در مورد نمونه. توزين شد
 ميكروليتر از 400. كردن بافت در ميكروتيوب صورت گرفت

 به آن افزوده شده و K ميكروليتر پروتئيناز 25 و TLSمحلول 
 درجه 50 ثانيه ورتكس، به مدت يك ساعت در دماي 5س از پ

هاي غذايي  هاي گوشت و جهت نمونه گراد براي نمونه سانتي
مخلوط حاصل . گذاري گرديد  ساعت گرمخانه4حاوي ژلاتين تا 

.  سانتريفيوژ شدrpm12000به مدت يك دقيقه با سانتريفيوژ در 
ليتري   ميلي5/1به يك لوله آزمايش ) مايع رويي(سوپرناتانت 

 به سوپرناتانت اضافه TBSليتر از   ميلي400انتقال داده شد و 
 DNA ثانيه ورتكس گرديد تا شرايط اتصال 15شده و به مدت 

سپس اسپين فيلتر در لوله پذيرنده . به ستون فيلتر فراهم شود
كيت قرار داده و محلول حاصله به صورت مرحله به مرحله به 

 rpm12000 دقيقه در 2ده و به مدت اسپين فيلتر اضافه ش
براي شستشو . سانتريفيوژ گرديد تا همه محلول به اتمام برسد

 به اسپين فيلتر اضافه شد و در HS ميكروليتر از محلول 500
rpm12000پس از اضافه .  به مدت يك دقيقه سانتريفيوژ شد
 به rpm12000 عمل سانتريفيوژ در MS ميكروليتر از 750كردن 

جهت خارج كردن اتانول بر طبق .  دقيقه صورت گرفتمدت يك
پروتكل، اسپين فيلتر در يك تيوب گيرنده جديد قرار داده شد و 

در مرحله آخر .  دقيقه سانتريفيوژ شد2 به مدت rpm14000در 

                                                            

5. Sainsbury 

ليتر قرار داده شده و براي   ميلي5/1اسپين فيلتر در يك تيوب 
 ميكروليتر بافر 20-100هاي بافت و غذايي به مقدار بين  نمونه

 اضافه شده و به مدت يك دقيقه در دماي اتاق نگهداري 6شوينده
.  به مدت يك دقيقه سانتريفيوژ گرديدrpm8000نهايتا در . شد

DNA گراد نگهداري   درجه سانتي-18 استخراج شده در دماي
اي   پيش از انجام واكنش زنجيرهDNAكيفيت و كميت . شد

گيري ميزان جذب در طول  ط اندازهپليمراز زمان واقعي توس
 نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر 230و 280، 260هاي  موج

هايي كه ميزان  نانودراپ صورت گرفت و تنها نمونه
 داشتند براي انجام آزمون 7/1-2 بين  A260/A280نسبت

  .انتخاب گرديدند

  طراحي پرايمر -2-3
لي ژنوم ها، توا  خوك از ساير گونهDNAبراي تشخيص 
 از پايگاه Sus scrofa و خوك Bos Taurusميتوكندري گاو 

 /https://www.ncbi.nlm.nih.gov به آدرس 7NCBIداده 
 اين دو توالي clustalw2افزار آنلاين  استخراج و توسط نرم

 ژنوم ميتوكندري خوك جهت D-loopناحيه. گرديدند8همرديف 
 AlleleID7نرم افزار طراحي پرايمر انتخاب شده و با استفاده از 

پرايمرهاي مختص به گونه خوك در اين ناحيه طراحي شد و 
 BLAST9سپس براي ارزيابي اختصاصي بودن پرايمر از امكان 

Primer- در سايت NCBIپرايمرهاي طراحي .  استفاده گرديد
 ژنوم ميتوكندري D-loopبازي در ناحيه  جفت114اي  شده قطعه

 نشان داده شده 1توالي آنها در جدول نمايد كه  خوك را تكثير مي
) كره جنوبي (Bioneerسنتز پرايمرها توسط شركت . است

مول در   ميلي5سازي هر كدام از آنها با غلظت  انجام شده و رقيق
ليتر در آب مقطر استريل صورت گرفت و تا زمان آزمايش در 

  .گراد نگهداري شدند  درجه سانتي-20دماي 

                                                            

6. Elution buffer 
7. National Center for Biotechnology Information 
8. Align 
9. Basic Local Alignment Search Tool 
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Table 1 Designed Primers for Amplification of porcine mitochondrial DNA 
Primer Sequence( ) Tm 

Sense Primer CAACCAAAACAAGCATTCCATTC 56.4 
Anti-Sense Primer GGGTCACATATTTGTATGTTTGTG 55.5 

 
Table 2 Optimum Real-time PCR Condition with SyberGreen dye for amplification of 114 bp fragment 

of interested in pork mitochondrial DNA 
Step Temperature Time Number 

Holding stage 95 30s 1 
Cycling stage Denaturation at 95  for 5s and 5s 45 

 elongation and extension in 62  34s  

 
هاي استخراج شده   در نمونهDNAتكثير  -2-4

   معموليPCRتوسط 
.  انجام شدPeqLabاي پليمراز در ترموسايكلر  واكنش زنجيره

گراد به مدت سه دقيقه و   درجه سانتي94دناتوراسيون اوليه در 
 ثانيه 15گراد به مدت   درجه سانتي94 سيكل با دناتوراسيون 40

 در 10 ثانيه و گسترش30به مدت گراد   درجه سانتي60اتصال در 
 ثانيه انجام شد و مرحله افزايش 30گراد به مدت   درجه سانتي72

.  دقيقه انجام شد7گراد به مدت   درجه سانتي72 نهايي در 11طول
 ميكروليتر شامل 25 در حجم نهايي DNAتكثير قطعه مطلوب 

 5/1، )ايران( يكتا تجهيز 2X ميكروليتر از مسترميكس 5/12
با توجه به غلظت .  صورت گرفتR و Fليتر از پرايمرهاي ميكرو

 DNAهاي استخراج شده نسبت به   نمونهDNAپايين 
 PCRهاي گوشت در نتيجه فرايند توليد ژلاتين، مخلوط  نمونه

هاي ژلاتين بدون اضافه نمودن آب مقطر و در  براي نمونه
 100 استخراج شده در گوشت با غلظت DNAهاي  نمونه

 PCR ،10جهت مشاهده محصول . صورت گرفتنانوگرم 
در % 2 در هر چاهك ژل آگاروز PCRميكروليتر از محصول 

 . ولت الكتروفورز گرديد90ولتاژ 

 
  

                                                            

10. Extension 
11. Final Elongation 

اي   به روش واكنش زنجيرهDNAتكثير  -2-5
  پليمراز زمان واقعي

هاي بافتي و غذايي توسط   استخراج شده از نمونهDNAتكثير 
 2/0هاي نوري كپ-نمونه در استريپتكرارهاي دوگانه از هر 

 Applied و در دستگاه MicroAmpليتري  ميلي

Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System در 
 ميكروليتر مسترميكس 10 ميكروليتر متشكل از 20حجم نهايي 

2X سايبرگرين Takara Bio) ميكروليتر از رنگ 4/0، )ژاپن 
 نانومول بر 5 با غلظت  ميكروليتر از پرايمرRox ،8/0مرجع 

 استخراج شده از DNAهاي   ميكروليتر از نمونه2ميكروليتر، 
هاي غذاهاي فرآوري شده مانند   ميكروليتر از نمونه4گوشت و 

ژلاتين و باقيمانده تا حجم بيست ميكروليتر آب مقطر استريل 
جهت بهينه كردن شرايط واكنش و كمينه كردن . استفاده شد

از ) Ctحداقل (يمر و حداكثر ميزان تكثير تشكيل پرايمر دا
  Fastهاي مختلف پرايمر و دماهاي مختلف در حالت غلظت

 جهت 2مورد آزمون قرار گرفتند تا شرايط مندرج در جدول 
  .انجام آزمون انتخاب گرديد

  13 و حساسيت12پذيري ارزيابي گزينش -2-6
 زمان واقعي، PCRبراي ارزيابي حد تشخيص و كارايي روش 

 استخراج شده از خوك DNA تهيه شده از 1/0هاي  سري رقت
هاي تهيه شده  پس از آناليز سري رقت. مورد استفاده قرار گرفت
 نشان داده شده است، با توجه به اين كه 4همان طور كه در شكل 

                                                            

12. Selectivity 
13. Sensitivity 
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 نانوگرم در 8 در اولين تيوب برابر با DNAغلظت اوليه 
 8وسط روش ميكروليتر بود، غلظت نهايي قابل تشخيص ت

 در برابر Ct14با رسم مقادير . پيكوگرم در ميكروليتر تعيين گرديد
 8 نانوگرم بر ميكروليتر تا 8 در محدوده DNAغلظت اوليه 

شيب منحني . حاصل شد% 92 15پيكوگرم در ميكروليتر، كارايي
  . بدست آمد793/16 و عرض از مبدا -53/3استاندارد 

 استخراج شده از DNAجهت بررسي اختصاصي بودن روش از 
هاي حيواني گوسفند، گاو، مرغ و ماهي به عنوان كنترل منفي  گونه

 مشخص است، در اين 3گونه كه در شكل  استفاد شد كه همان
هاي كنترل منفي در  روش منحني تكثير در هيچ كدام از نمونه

دو منحني تكثير موجود . شرايط بهينه شده فرايند، مشاهده نشد
 خوك و يك نمونه ژلاتين خوكي را نشان DNAدر گراف تكثير 

 در نمونه DNAدهد كه مقياسي جهت مقايسه ميزان تخريب  مي
همچنين منحني ذوب شكل . باشد هاي گوشت تازه و ژلاتين مي

 نشان دهنده منحني عدم اتصال همين نمونه ها است كه در 2
گراد   درجه سانتي77 مورد نظر در دماي PCRمورد محصول 

   .باشد مي
  

   نتايج و بحث -3
شود تا اين  تيمارهاي حرارتي بكار رفته در توليد ژلاتين باعث مي

محصول در رده محصولاتي قرار گيرد كه ميزان زيادي تخريب در 
DNAاز اين رو پيش نياز ضروري جهت . آيد  به وجود مي

 وجود پرايمرهايي با كارايي بالا PCRشناسايي ماده ژلاتين در 
 الگو از مواد DNAنه و استخراج مقدار كافي از در شناسايي گو

  .]11[باشد  بسيار فرايند شده مي
هاي  هاي گوشت و نمونه  استخراج شده از نمونهDNAدر تكثير 

حاول ژلاتين با وجود اينكه اختصاصي بودن پرايمرها اثبات 
اما به علت فقدان حساسيت، ) اند تصاوير نشان داده نشده(گرديد 

هاي تجاري ژلاتين هيچ باندي را  برخي از نمونهژل آگارز در 
  ).1شكل (نشان نداد 

                                                            

14. Cycle of threshold 
15. Efficiency 

 
Fig 1 of PCR product of gelatin samples on 2% 

agarose gel 
 

هاي  اي مانند ژن هاي هدف چند نسخه استفاده از توالي
 در مورد غذاهاي بسيار DNAهاي كوتاه  ميتوكندريايي و توالي

 تخريب شده است، بسيار توصيه DNAشده كه در آن  آوريفر
 را در مقايسه با اهداف DNAگرديده است، زيرا امكان تكثير 

DNA12[دهد  هاي كم افزايش مي  منفرد يا با تعداد كپي[. 
 16 كپي از ژنوم ميتوكندري درساختار نوكلئويدها10 تا 2حدود 

 DNAي ها سازمان يافته است كه سبب تعداد بالاي نسخه
ميتوكندري در هر سلول در مقايسه با وجود تنها يك كپي از 

DNAشكل حلقوي . ]14و 13[شود   هسته در هسته سلول مي
DNA ميتوكندري، به علاوه، عاري از پروتئين بودن آن در 

اي هسته كه در ساختار   خطي طويل دو رشتهDNAمقايسه با 
ست، سبب هاي هيستون پيچيده شده ا كروموزم دور پروتئين

 !Error[شود  پايداري بيشتر و حساسيت كمتر به تخريب مي

Bookmark not defined. [.  
 PCRاي است كه نياز به آناليز  زمان واقعي، فرايند اتومات شده

 را حذف كرده و بر اساس شدت فلورسانس PCRپس از 
گيري  ك رنگدانه يا پروب، اندازه، توسط يPCRمحصولات 

هاي كوتاه   يا آمپليكونPCRمحصولات . گيرد كمي انجام مي
   يا كوتاهتر براي تكثير توسط اين روش مناسبbp 150حدود 
 زمان واقعي، متغير است اما اغلب PCRحدود تشخيص . هستند

توانند  در تشخيص تقلبات يا مقادير ناچيز كه بصورت بالقوه مي

                                                            

16. Nocleoids 
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ترين دتكتور مورد استفاده  معمول. ]15[كند  شند كفايت ميمضر با
 زمان واقعي، رنگ سايبرگرين است كه با اتصال PCRدر 

اي در  هاي دو رشتهDNA 17غيراختصاصي به شيار كوچك
استفاده از رنگ . كند مخلوط واكنش، فلورسانس نشر مي

پذير و بدون نياز   در تشخيص گونه، ابزاري انعطاف18گيرنده جاي
اين رنگ . دهد سازي پيچيده پروب را ارائه مي به طراحي و بهينه

تر بودن از پروب، هزينه نهايي آناليز را كاهش  به علت ارزان
  .]16[دهد  مي

اي   واكنش زنجيره19يكي از اهداف اين مطالعه توسعه يك نشانگر
هاي  آمپليكون. پليمراز براي تشخيص سريع مشتقات خوكي بود

كمتر -1. هايي هستند با انواع بلند داراي مزيتكوتاه در مقايسه 
تحت تاثير تخريب قرار گرفته و اطمينان بيشتري از بازيابي هدف 

 با كارايي بيشتري - 2.گردد هاي آسيب ديده حاصل مي در نمونه
 در الكتروفورز مويين آسانتر جداسازي مي -3شوند و  تكثير مي

  .]17[شوند 
ها به نحوي طراحي شدند كه يك بنابراين در اين مطالعه پرايمر

 خوك در ژنوم ميتوكندري با تعداد D-loopتوالي كوتاه از ناحيه 
به علاوه، نظر به حد تشخيص . هاي بالا را هدف بگيرد نسخه

 در مقايسه با توان تشخيص Real-time PCRتر روش  مطلوب
 روي ژل آگارز از اين روش با استفاده از رنگ 20PCRپس از 

ستفاده شد كه تلفيقي از حساسيت بالاتر به نسبت سايبرگرين ا
PCRتر در قياس با طراحي پروب را دارا   معمولي و هزينه پايين

 در چندين مطالعه براي طراحي پرايمر D-loopناحيه . باشد مي
تشخيص گونه استفاده شده كه توان خود براي تشخيص گونه در 

) 2016(مكاران كيم و ه. غذاهاي فرايند شده را نشان داده است
-D با استفاده از ناحيه TaqMan Real -time PCRاز روش 

loop گوشت خوك در % 1/0 ميتوكندري توانستند به تشخيص
 21پذيري متقاطع هاي گوشت گاو و مرغ، بدون واكنش مخلوط

  .]18[دست يابند 
با استفاده از ) 2014(اساناوار و همكاران در مطالعه ديگر كاراب

بازي از همين ناحيه موفق به تشخيص گونه   جفت712آمپليكوني 

                                                            

17. Minor Groove 
18. Intercalating 
19. Marker 
20. Post-PCR Detection 
21. Cross-reactivity 

هاي خام، پخته شده،  گونه حيواني در گوشت24خوك در ميان 
  .]19[گرديدند % 1/0اتوكلاو شده و ميكروويو شده خوك در حد 

 هاي اختصاصي بودن پرايمرهاي طراحي شده علاوه بر بررسي
 clustalw2 و NSBI BLASTبيوانفورماتيك از جمله آناليز 

هاي كنترل منفي استخراج شده از گاو، مرغ، ماهي و  توسط نمونه
گوسفند در تكثير با پرايمرهاي پيشنهاد شده تاييد گرديد و 

 جفت بازي را در 114اي  پرايمرهاي مورد آزمايش تنها قطعه
DNA در  استخراج شده از خوك تكثير كرده وDNA استخراج 

 3 و 2در شكل هاي . ها تكثير مشاهده نشد شده از ساير گونه
 استخراج شده از DNAمنحني هاي ذوب و تكثير نمونه هاي 

خوك، ژلاتين خوكي و گوشت گاو و مرغ و ماهي و گوسفند 
  . شوند مشاهده مي

 
Fig 2 Melt curve plot of extracted DNA from pork, 
chicken, fish and sheep meats and one of food grade 

pork gelatin samples 

 
Fig 3 Amplification plot of extracted DNA from 

pork, chicken, fish and sheep meats and on of pork 
gelatin samples 
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 جهت ايجاد منحني  معمولاDNA برابري 10هاي  سري رقت
 و كارايي سيستم 22استاندارد استفاده مي شود تا حد تشخيص 

PCR حد تشخيص اين روش با استفاده از . ]20[ تعيين گردد
 پيكوگرم در 8 خوك، DNAهاي تهيه شده از  سري رقت

 در منحني استاندارد PCRميكروليتر بدست آمد وكارايي سيستم 
 نمونه پودر و 8ايي شامل  نمونه  تجاري غذ15. بود% 008/92
 نمونه پاستيل، مارشمالو و ژله آماده 7هاي ژلاتين خوك و  ورقه

هاي مختلف در دو روز مختلف از دو شعبه  مصرف از توليد كننده
 "ژلاتين خوك"مختلف فروشگاه تهيه شد كه روي برچسب آنها 

اين نمونه ها به عنوان محصولات بسيار فرايند . درج شده بود
ي ارزيابي تست مورد استفاده قرار گرفتند كه روش در شده برا

هاي پودر و ورق ژلاتين موفق بود اما از ميان  تشخيص تمام نمونه
 3 نمونه مارشمالو، 2 نمونه محصولات حاوي ژلاتين شامل 7

 نمونه ژله آماده مصرف تهيه شده از ژلاتين 2نمونه پاستيل و
ه ژله آماده  خوك در نمونDNAخوكي روش موفق به تشخيص 

  . مصرف نگرديد

 
Fig 4 Standard curve for amplified serially ten folded 

diluted DNA extracted from pork with designed 
primer in D-loop region of pork. With the slope of -
3.53 and intercept=16.793 and efficiency=%92.008 
 

مراحل متعددي همچون هيدروليز اسيدي و قليايي بافت پيوندي 
ماده اوليه، دماي بالا و استخراج تحت فشار توسط آب، استريل 

اين فرايندها . روند كردن و خشك كردن در تهيه ژلاتين بكار مي
در تهيه انواع ژلاتين يكسان و يكنواخت نيستند كه خواص 

در نتيجه امكان . دهند ار ميمحصول نهايي ژلاتين را تحت تاثير قر

                                                            

22. Detection limit (DL) 

ها و اسيدهاي نوكلئيك بسيار تخريب شده در  وجود پروتئين
محصول نهايي ژلاتين، با تنوع زياد وجود دارد و كم بودن مقادير 

 !Error  [افزايد  ها مي گيري و متغيربودن آنها نيز بر مشكل اندازه

Bookmark not defined.[ .هاي ژلاتين غذايي از  نمونه
برندهاي مختلف با توجه به شدت و ضعف فرايند اعمال شده 

 Ct، مقادير DNAروي آنها و در نتيجه ميزان متفاوت از تخريب 
هاي ژلاتين و   نمودار تكثير نمونه5در شكل . متفاوتي داشتند

وه بر علا. محصولات تجاري حاوي ژلاتين نشان داده شده است
، اجزاي ماده غذايي كه به همراه اسيد نوكلئيك DNAتخريب 

توانند منجر به نتايج منفي غلط شوند كه  شوند، مي استخراج مي
 ]21[پليمراز است DNAاحتمالا به علت جلوگيري از فعاليت 

ها يعني مورد ژله آماده مصرف با  كه اين موضوع در يكي ازنمونه
  ).5شكل (طعم پرتقال مشاهده شد 

 
Fig 5 Amplification plot of 15 various food grade 

pork gelatin and gelatin containing foods. Non 
amplified plot related with drinking jelly sample 

 

 قابل تكثير و كاهش مواد DNAهمچنين جهت افزايش مقدار 
 استفاده شد كه DNAي استخراج بازدارنده از كيت ستوني تجار
 بر مبناي محلول گوانيدين، DNAدر مقايسه با كيت استخراج 

)  استخراجي استDNAكه بيانگر خلوص  (مقادير نسبت 
  ).اند نتايج آورده نشده( تري را ارائه دادند  مناسب

  

  گيري نتيجه -4
كه با استفاده نتايج آزمايشات انجام شده در اين مطالعه نشان داد 

 Real-time و استفاده از روش DNAاز كيت تجاري استخراج 
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PCRتوان وجود   با رنگ عمومي سايبرگرين ميDNA خوك 
در انواع گوشت و غذاهاي بسيار فراوري شده همچون ژلاتين كه 

اند را   را گذراندهpHسطح بسيار بالايي از تيمارهاي حرارت و 
شدت فراوري در بسياري از با توجه به اينكه . تشخيص داد

هاي گوشتي به مراتب از توليد ژلاتين كمتر است، اين  فراورده
تواند به عنوان يك روش مناسبي است كه مشكل عدم  روش مي

 تخريب شده بر روي ژل DNAهاي با  توان تشخيص در نمونه
 معمولي را ندارد و همچنين مسئله هزينه بسيار PCRآگارز در 

تواند در تشخيص  در آن وجود ندارد كه ميزياد طراحي پروب 
  .مشتقات خوكي در فراورد هاي غذايي مورد توجه قرار گيرد

  

 سپاسگزاري -5

دريغ بخش پزشكي مولكولي مركز تحقيقات   از همكاري بي
بيوتكنولوژي انيستيتو پاستور ايران در مسير انجام اين تحقيق 

 .گردد قدرداني و تشكر مي
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Detection of the residual meat or other components of pork in halal food products particularly in Muslim 
countries is of prime importance. In this study, real-time polymerase chain reaction based on SyberGreen 
dye was used for detection of pork DNA in meats and highly processed products such as pork gelatin and 
gelatin-containing products. SyberGreen based real-time polymerase chain reaction was designed for an 
assay that can detect pork DNA in meats and highly processed pork derivatives including gelatin and 
gelatin containing products. The proposed method uses the newly specific primers designed by AlleleID7 
software that amplify a 114 bp fragment of porcine mitochondrial D-loop region. After optimization of 
mixture composition and thermal program for achieving maximum fluorescence and minimum threshold 
cycle, standard curve of serially diluted DNA extracted from pork meat showed power for detection of 
0.001 diluted DNA compared with starting DNA material with the efficiency of 92%. Specificity of this 
method was evaluated by testing the extracted DNA from sheep, cow, chicken and fish which had no 
amplification for negative control samples. To analyze the method for detecting highly processed pork 
derivatives, several pork gelatin powders and sheets were selected and the real-time polymerase chain 
reaction based on SyberGreen dye proved to successfully detect the traces of the pork residues in the 
samples tested. 
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