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 چکیده

 وجود مختلفی هایروش آنها محتویات با گوشتی هایفراورده برچسب روی بر شده درج گوشت نوع تطابق بررسی

 و بررسی و محصول روی بر شده درج برچسب با مقایسه در مصرفی گوشت نوع اصالت بررسی تحقیق این هدف. دارد

 سب،ا هرگونه خام گوشت از درصد 50و 40 ،30 نسبت بررسی این در .استشده کاربرده به تکنیک شناسایی دقت ءارتقا

 40 و 30 محصولات شده یندآفر نمونه جهت و گردید مخلوط آگاهانه صورت هب گوسفند/گاو گوشت با والاغ خوک

 شهرهای در معتبر برند سه از نمونه 35 همچنین .شد یندآفر سوسیس تولید مراحل مطابق شده تهیه هاینمونه از درصد

 و( آماده هلقم کباب یا همبرگر) فراورینیمه ،(کردهچرخ گوشت) خام محصول سه در و تبریز و تهران اصفهان،

 باز فتج 104 و 227 ،145 ،153 پرایمرهای توالی در و تکرار سه در هابررسی. گردید تهیه( سوسیس) شدهفراوری

 از فادهاست با DNA استخراج. پذیرفت انجام گوسفند/گاو و خوک ، الاغ اسب، گونه شناسایی جهت ترتیب به نوکلئوتیدی

 که شد انجام هانمونه برای پیشنهادی برنامه دو با مرکب پلیمراز ایزنجیره شواکن سپس و انجام  DNA استخراجی کیت

 نهایی هبرنام از استفاده با پرایمرها اختصاصیت میزان سپس. گرفت قرار بررسی مورد پیشنهادی هایبرنامه نتایج

 . شد داده رارق آزمون مورد مطالعه مورد هایگونه گوشت نوع نظر از معتبر تجاری هاینمونه نهایت در. گردید بررسی

 داد نشان هاییافته. قرار گرفت با استفاده از این تکنیک مورد ارزیابی DNA نانوگرم 001/0 تا شناسایی قابلیت 

( %11) مورد چهار  گرفته صورت تقلب( %17) شش از مجموع دردارد.  وجود گوشتی هایفراورده در تقلب متاسفانه

 فراوری گوشتی محصولات در تقلبات اکثر. است بوده الاغ گوشت به مربوط( %6) ردمو دو و اسب گوشت به مربوط

 .استبوده %50 یا و %40  سوسیس در قرمز گوشت برچسب با شده
 

 گونه مرکب، پلیمراز ایزنجیره واکنش گوشت، ،، تقلبتشخیص  :کلیدی گانواژ

 

 

mailto:homayounia@tbzmed.ac.ir


 1396سال  /4شماره  27هاي صنایع غذایي/ جلد نشریه پژوهشو ...                                                                                   ، ممتاز کرديعل     74

 مقدمه

 های اصلیکنندههای گوشتی، تامینگوشت و فراورده

ها در بدن بوده که بیانگر اهمیت مصرف آنپروتئین 

ی برخی از استفاده سوءباشد. می   تغذیه انسان 

توجه بیشتر به تولیدکنندگان مواد غذایی، موجب 

-ت غذایی گوشتی شدهدهنده محصولاترکیبات تشکیل

به  گذاری صحیح محصولاتاست. از این رو برچسب

وانایی خصوص در محصولات فراوری شده که ت

از سایر اجزا دشوار است، از اهمیت  ءتشخیص یک جز

 ;2004همکاران ولف و ) باشدای برخوردارمیویژه

برای شناسایی اصالت . (2013و همکاران،  مونتوسکو

های گوشت حلال و تفکیک آن از گوشت حرام از روش

های پروتئینی ای پلیمراز و سایر روشواکنش زنجیره

در این بین بیشتر مطالعات برپایه که  استاستفاده شده

های ای پلیمراز و با بکارگیری تکنیکواکنش زنجیره

و  تهو  (2009)بالین و همکاران . استمختلف آن بوده

با استفاده  (2012) کوما و همکارانو  (2014) همکاران

ه به شناسایی نوع گوشت ب Real-Time PCRاز روش 

استمولیس و د. انصورت خام و فراوری شده پرداخته

ای پلیمراز با روش واکنش زنجیره( 2010) همکاران

(Polymerase chain reaction  یاPCR وجود گوشت )

  .مرغ را در غذاهای چینی مورد ارزیابی قرار دادند

در تحقیقات صورت گرفته در شناسایی نوع گوشت با 

های ی پلیمراز به وسیله آنزیماستفاده از واکنش زنجیره

ی گاو، گوسفند، ها( در گونهRFLP-PCRالاثر )محدود

آوری شده ی تجاری جمعهامرغ و اسب/ الاغ در نمونه

میتوکندری )ژن  DNAاز فروشگاه معتبر از طریق 

ها درصد تقلب در کل نمونه 58/7( به bسیتوکروم 

دست یافتند که برای اسب و الاغ یک توالی پرایمری 

دوستی وهمکاران، ) است مشترک درنظر گرفته شده

به  Species-specific PCR(. همچنین روش 2014

های گاو، گوسفند، مرغ و الاغ در منظور شناسایی   گونه

نمونه مخلوط گوشت  53نمونه گوشت گوساله،  91

های عرضه گوساله و گوسفند تهیه شده از فروشگاه

 2/47محصولات دامی خام )قصابی( به شناسایی 

درصد نمونه گوشت  7/0غ و درصد نمونه گوشت مر

های به دهنده کارآمدی روشاند که نشانالاغ دست یافته

 (. 2015باشند )موسوی و همکاران، می کار رفته

زمینه شناسایی نوع گرفته در  مطالعات صورتاز 

های  پیرانی و توان به تحقیقمیدر ایران  گوشت

در خصوص مناسب بودن روش ( 1388)همکاران 

ناسایی گوشت برای ش ای پلیمراز مرکبیرهواکنش زنج

زادگان وهمکاران  -همچنین هاشم بز، گاو و گاومیش و

در بررسی همبرگرهای شهر تهران در اثبات ( 1393)

 به شده تایید خلاف برچسب بر سویا پروتئین وجود

ممتاز  همبرگر هاینمونه تمامی در گاو گوشت همراه

و صادری و  (2009) قوتی و همکاران .اشاره کرد

واکنش  نیز با استفاده از روش (2013)همکاران 

 ،گوسفند ،جهت شناسایی گوشت گاوای پلیمراز زنجیره

 اند.مرغ و سایر پستانداران بهره برده

سازی روش جهت بهبود دقت بهینههدف از این تحقیق 

( با آنچه تا به حال limit of Determined) شناسایی

های معتبر از سه کلان صورت گرفته و بررسی برند

ی اصلی محصولات گوشتی با استفاده شهر تولیدکننده

 از توالی پرایمرهای متفاوت با آنچه در مطالعات گذشته

بررسی اصالت و به کاربرده شده، صورت گرفته است 

های گوشتی تجاری و اثبات وجود یا عدم فراورده

وجود گوشت اسب، الاغ و خوک در محصولات عرضه 

      های سه شهر اصفهان، تهران و تبریزفروشگاه شده در

 باشد. می

ای پلیمراز مرکب بدین منظور از واکنش زنجیره

(Multiplex-PCR) ی جدیدی برای تکثیر در و از برنامه

همچنین ای پلیمراز استفاده شده است. واکنش زنجیره

بهبود داده شده  بررسی و میزان حساسیت پرایمرها

 .است
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 هاروش و مواد

 بردارینمونه

 و الاغ اسب، هایگونه از خام خالص گوشت هاینمونه 

 آزمایشگاه از مثبت کنترل عنوان به گوسفند/گاو

 نشین ارمنی قسمت از خوک و شهرکرد دامپزشکی

گردیدند و  انتخاب حیوان عضله بخش از و  اصفهان

درصد از گوشت خام هرگونه اسب،  50و 40، 30نسبت 

گاهانه با گوشت گاو/گوسفند به صورت آلاغ خوک وا

 30یند شده محصولات آمخلوط گردید و جهت نمونه فر

های تهیه شده مطابق مراحل درصد از نمونه 40و 

یند حرارتی آزنی محصولات تجاری و تحت فرسوسیس

دهی قرار دقیقه حرارت 50درجه سانتیگراد به مدت  121

لازم برای  هاینمونه این مرحله جهت تهیه داده شد.

تعیین اختصاصیت توالی پرایمرهای انتخابی صورت 

 گرفت.

 از با استفاده از روش تصادفی تجاری هاینمونه 35

 برند سه شهر هر از و تبریز و تهران اصفهان، شهر سه

 از انتخابی محصولات. گرفت قرار ارزیابی موردمعتبر 

 بندیبسته کردهچرخ گوشت) خام صورت به برند هر

 و( آماده لقمه کباب یا همبرگر) فراورینیمه ،(شده

 50 ،40 محصول تنوع چهار با سوسیس) شدهفراوری

 برخی در گوشت درصد 90و قرمز گوشت درصد 80و

 تا و شده آوریجمعها نمونه. گردید انتخاب( هابرند از

 هتج -c °20تا -c°18ی دما در DNA استخراج زمان

 .شد نگهداری آنزیمی تخریب از جلوگیری

 DNA استخراج

های خام و محصولات از تمامی نمونه DNAاستخراج 

گوشتی مورد مطالعه با استفاده از کیت استخراجی 

DNA  سیناژن براساس دستورالعمل شرکت سازنده

 DNA 50-25 استخراج یندآفر جهت. صورت گرفت

 میکرولیتر 400 با ابتدابرداشته و  نمونه هر از گرممیلی

 را نمونه Kپروتئاز آنزیم میکرولیتر پنج و لیزکننده بافر

 محلول میکرولیتر 300توسط سپس نموده متلاشی

 تخلیه را رویی مایع داده، رسوب را ذرات کنندهرسوب

 کلرید) شو و شست محلول لیتر میلی یک با سپس و

 سلولی بقایای و پروتئین نمک، از DNA تا شسته( سدیم

آید که تا میخالص بدست   DNAدر پایان. شود عاری

        در دمای ای پلیمرازواکنش زنجیرهزمان آزمون 

°c 20-  پروتوکل کیت استخراجی شرکت ) نگهداری شد

از روش  DNAبرای تعیین خلوص  .(سیناژن ایران

ها با سنجی اسپکتروسکوپی استفاده گردید و نمونهطیف

های قابل قبول در آزمون به عنوان نمونه 8/1-2خلوص 

ای پلیمراز مرکب مورد استفاده قرار زنجیرهواکنش 

 (.2015آمارال و همکاران، گرفتند )

 پرایمر نوکلئوتیدی

 1های بکار رفته در این پژوهش در جدول شمار پرایمر

یک جفت پرایمر از هر گونه اسب . استارائه گردیده

(، الاغ )کسمن و همکاران، 2009)کسمن و همکاران، 

و سایر  (2009اران، )کسمن و همک(، خوک 2009

پستانداران )قوتی و همکاران( انتخاب و برای سنتز 

 سفارش داده شدند.

  ای پلیمرازواکنش زنجیره

 50میکرولیتر از هر نمونه را در چهار میکروتیوب با  25

یک میکرولیتر پرایمر   و میکرولیتر محلول واکنش

Forward  و یک میکرولیتر پرایمرReverse  سیناژن(

آنزیم تگ  میکرولیتر 3/0( از هر نوع حیوان و ایران

( به همراه Fermentas, Lithuania) پلیمراز ترکیب

و  ترکیب (Fermentas, Lithuaniaبازهای نوکلئوتیدی )

( قرار داده PCRای پلیمراز )دستگاه واکنش زنجیره در

( و طبق برنامه داده شده به 2014)فرناندز و همکاران، 

( عملیات تکثیر ژن به صورت 3و  2دستگاه )جدول 

Multiplex-PCR .انجام گرفت 
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 های اختصاصی و مشترک طراحی شده جهت نوع گوشت هر حیوانپرایمر -1لجدو

 تعداد جفت باز تکثیر شده توالی پرایمر نوع پرایمر

 (گوسفند /سایر پستانداران)گاو
 

5́ GAA AGG ACA AGA GAA ATA AGG 3́ 

5́ TAG GCC CTT TTC TAG GGC A 3́ 
104 

 خوک
 

5́ CTA CAT AAG AAT ATC CAC CAC A 3́ 

5́ ACA TTG TGG GAT CTT CTA GGT 3́ 
227 

 اسب
 

5́CTATCCGACACACCCAGAAGTAAAG 3́ 

5́GATGCTGGGAAATATGATGATCAGA 3́ 
153 

 5́CATCCTACTAACTATAGCCGTGCTA 3́ الاغ

5́CAGTGTTGGGTTGTACACTAAGATG3́ 
145 

 

 مرکب پلیمراز ایزنجیره واکنش در شده کاربرده به ژن تکثیر اول برنامه -2جدول

ای پلیمراز مرکبمراحل واکنش زنجیره  پرایمر    

، الاغ، خوک و گاو/گوسفنداسب     

 دناتوراسیون اولیه
 

 

  59 ˚C دقیقه 5 و 

49  دناتوراسیون تکثیر ˚C دقیقه 1 و 

وC  1˚ 58  اتصال   دقیقه 

و 2یقه دق C˚72  طویل سازی   

 34  تعداد سیکل 

سازی نهاییطویل    72˚C  و 10دقیقه  

 

 مرکب پلیمراز ایزنجیره واکنش در شده کاربرده به ژن تکثیر دوم برنامه -3 جدول

ای پلیمراز مرکبمراحل واکنش زنجیره  پرایمر   

، الاغ، خوک و گاو/گوسفنداسب     

 دناتوراسیون اولیه
 

 

  49 ˚C دقیقه 10 و 

یرتکث 59  دناتوراسیون  ˚C دقیقه 1 و 

وC  1˚ 58  اتصال   دقیقه 

و 5/1دقیقه  C˚72  طویل سازی   

43  تعداد سیکل   

سازی نهاییطویل    72˚C  و 5دقیقه  

 

 الکتروفورز

از  ای پلیمرازواکنش زنجیرهجهت تشخیص محصولات 

وماید رآمیزی اتیدیوم ببا رنگ دو درصدژل آگار 

پودر آگار در  گرم ششبرای تهیه آن استفاده گردید. 

  ماکروویو از استفاده باریخته و  X1 بافرمیلی لیتر  20

. شود ذوب کاملاً تا شد داده قرار ثانیه 30 مدت به

. شود سرد تا شد داده قرار اتاق دمای در آگار محلول

-شانه که ژل قالب در و اضافه بروماید اتیدیوم سپس

 نهایت در. شد ریخته شده داده قرار آن در چاهک های

 سه با را هانمونه میکرولیتر 15 ژل تهیه از بعد

 بارگذاری هاچاهک در و ترکیب loading dye میکرولیتر

 یکی در و مثبت کنترل نیز هاچاهک از یکی در. گردید

  ladder (Fermentas, Lithuania) هاچاهک از دیگر

 وطهمرب هایچاهک به هانمونه سپس. شد بارگذاری

( Bio Rad, USA) الکتروفورز ولت 90 ولتاژ با و تزریق

 از ژل الکتروفورز، زمان طی از پس نهایت در. شدند
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 GEL document یصفحه روی بر و خارج قالب

system  هاژل در شده ایجاد باندهای سپس .شد منتقل 

)کیپتیت و گردیدند  بررسی ماوراءبنفش نور در

 .(2014همکاران، 

ای صاصیت آزمون واکنش زنجیرهبررسی اخت

 پلیمراز

به منظور تایید اختصاصی بودن پرایمرهای مورد 

ها و بررسی دقت با توجه به نزدیک بودن توالی استفاده

 DNA، هریک از پرایمرها با تکنیک و شرایط آزمون

زمون قرار گرفتند تا در صورت د آهای مورسایر گونه

اضافی نامطلوب اتصال غیراختصاصی و ایجاد باندهای 

آن مورد مشخص و از بدست آمدن نتایج مثبت 

 نادرست جلوگیری به عمل آید.

 آماری نمایش

با توجه به نزدیکی جفت  نهایی برنامه انتخاب از بعد

 35آزمون برای  420 مجموعا های به کار رفته،توالی

نمونه مورد بررسی در چهار پرایمر و در سه تکرار 

 تکرار= 3× پرایمر 4× نمونه 35)دها انجام شبرای نمونه

 برنامه در توصیفی صورت به هاداده. آزمون( 420

 نمودارهای بندیطبقه اطلاعات براساس و ثبت اکسل

نتایج آماری به صورت توصیفی  .گردید تهیه مدنظر

 ارائه شده است.
 

 و بحث ایجنت

جهت  ای پلیمراز مرکبواکنش زنجیرهدر این مطالعه از 

های گوشتی گوشت مصرفی در فراورده شناسایی نوع

 پلیمراز ایزنجیره . واکنشخام و پخته استفاده گردید

 با را گونه چندین همزمان شناسایی امکان مرکب

. سازدمی پذیرامکان اختصاصی پرایمرهای از استفاده

 با هدف توالی جفت شدن هیبرید با  گونه هر تشخیص

 به کلئوتیدینو باز جفت 227 و 145  ،153پرایمرهای

 استفاده خوک و الاغ اسب، گونه شناسایی جهت ترتیب

 گونه شناسایی برای بازی جفت 104 توالی و

ی به وسیله برنامه  .است شده استفاده گوسفند/گاو

 94 اولیه این مطالعه با دناتوراسیونمعرفی شده در 

 سانتیگراد درجه 95 و دقیقه 10مدت به سانتیگراد درجه

 درجه 72دقیقه،  1 سانتیگراد رجهد 58 دقیقه، 1

 درجه 72 نهایی تکثیر نهایت در و دقیقه 5/1 سانتیگراد

 سیکل، اصالت 34 در دقیقه 5مدت سانتگراد به

محصولات گوشتی تجاری در سه شهر اصفهان، تهران 

 (. 1)شکل  و تبریز مورد بررسی قرار گرفت

)یک محصول است  در نمونه حاصل از برنامه اول دایمر

شود و به تولید می PCRبه صورت بالقوه در  که

ها که حاوی پرایمر PD (primer dimer) صورت مخفف 

هیبرید شده با هم است به جای هیبرید شدن هر پرایمر 

 (Viljoen et al, 2005) (الگو DNAبا یک رشته از 

 40) مارکر اولین از قبل دایمر معمولا. شودمی مشاهده

bp )یک بارها و بارها باشد قرار راگ. شوندمی مشاهده 

 تا است لازم شود انجام پلیمراز ایزنجیره واکنش نوع

    تعداد افزایش .گردد ست استفاده مورد پرایمرهای مقدار

 حجم کاهش با که پرایمرها غلظت کاهش و هاسیکل

جهت رفع مشکل دایمرها قابل استفاده  هاآن از برداشتی

 .ها افزایش داده شدیکلاست که در این مطالعه تعداد س

های دیگر در ژل اسمیر )اسمیر همچنین در تکرار نمونه

ای در پس زمینه شکل وجود دارد( ایجاد حالت سایه

ایجاد شده و همچنین باند ایجاد شده وضوح کافی را 

خاطر برنامه دوم جهت بررسی به همین نداشتند. 

دهد نشان می 1شکل  ها مورد ارزیابی قرار گرفت.نمونه

ها براساس یک روش کارا گونه که تشخیص اصالت 

 کاربرده به ژن تکثیر دوم یبرنامه انجام شده است. 

 به نسبت ترواضح تصاویری PCR دستگاه در شده

 همراه به برنامه این بنابراین. دهدمی نشان اول برنامه

 جهت شده اثبات و مناسب روشی کاربردی مارکرهای

 گوشتی هایفراورده  در گوشت نوع سه این تشخیص

باشد که در می شده یندآفر و آمادهنیمه و خام تجاری

گونه همپوشانی در توالی پرایمرهای اسب، حقیقت هیچ

الاغ و خوک با گوشت پایه گاو و گوسفند مشاهده نشد 
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-های پرایمرها میدهنده انتخاب صحیح توالیکه نشان

 . (2، 1باشد )شکل 

شخص است مشکلات برنامه م 2همانطور که در شکل 

همچنین با توجه به  اول در برنامه دوم رفع گردید.

بررسی نزدیکی توالی اسب و الاغ آزمونی جداگانه جهت 

از هم با  اسب و الاغ دو توالی قابلیت شناسایی و تمایز

رفت و نتایج آن در شکل استفاده از برنامه دوم انجام گ

انی امکان همپوش که آزمون شده استمشخص  3

برای هریک از این دو توالی  باندها و ایجاد باند اشتباه

 .کندرد می

 

 
 

 یشیاز ژل الکتروفورز حاصله از برنامه اول چهار نمونه آزما یینها ریتصو -1شکل 

 M  40: گوشت اسب 4، %30: گوشت اسب 3، %25: گوشت الاغ 2، %50: گوشت الاغ1، جفت بازی 100نشانگر استاندارد% ،

CR شت گوسفندگو ،CD ،گوشت الاغ :CH ،گوشت اسب :CPگوشت خوک و :NC یکنترل منف 
 

 
 

 M نمونه مورد ارزیابی 3و 2، 1برنامه دوم.  نتایج ژل اکتروفورز حاصل از -2 شکل

: گوشتت CP: گوشتت استب، CH: گوشت الاغ، CD، گوشت گوسفند CRکنترل مثبت اسب،  CHجفت بازی. 100نشانگر استاندارد  

دارای گوشت اسب بوده  3دارای گوشت الاغ  و نمونه  2و1دارای گوشت گاو /گوسفند، نمونه  3و2و1نمونه .یکنترل منف NCخوک و

 است.
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 جفت بازی100نشانگر استاندارد  Mاییدیه قابلیت تشخیص توالی پرایمر اسب و الاغ از هم. ت -3شکل 

 CR گوشت گوسفند ،CD ،گوشت الاغ :CH ،گوشت اسب :CPوشت خوک و: گNC دارای گوشت گاو  4و 3، 2، 1نمونه .یکنترل منف

 دارای گوشت اسب بوده است. 4دارای گوشت الاغ و نمونه  1گوسفند، نمونه /

 

 آنها از حاصل نتایج و اختلاط اگاهانه صورت به شده بررسی نمونه  -4جدول 

درصد اختلاط اگاهانه  نوع نمونه شماره نمونه

 انواع گوشت

ایمرهاتوالی پر    

   145 bp 153bp 227 bp 

 + - - C+ 50 p 50 خام 1

  50  C+ 50H - + - 

  50 C+ 50D 
 

+ - - 

 + - - C+ 40 P 60 خام 2

  60C + 40 H - + - 

  60 C + 40D 
 

+ - - 

 + - - C+ 30 P 70 خام 3

  70 C+ 30 H - + - 

  70 C+ 30 D 
 

+ - - 

یند شدهآفر 4  60 C+ 40 P - - + 

  60 C + 40 H - + - 

  60 C + 40 D 
 

+ - - 

شده ندیآفر 5  70 C+ 30 P - - + 

  70 C+ 30 H - + - 

  70 C+ 30 D + - - 

D :،الاغ H :،اسب C :و گوسفند/گاو P :خوک 
 

از  4ها مطابق جدول در ادامه نسبت مشخصی از نمونه

اده ها تهیه شد و با استفطریق اختلاط انواع مختلف گونه

از برنامه دوم میزان اختصاصیت پرایمرها مورد 

ارائه  4ارزیابی قرار گرفتند و نتایح حاصله در جدول 

دهنده انتخاب صحیح توالی پرایمرها شده است که نشان

درصد گوشت قرمز بوده  50و  40،30برای محصولات

 توجه انتخاب این درصدهای اختلاط آگاهانه با است که

 موجود گوشتی محصولات در گوشت درصد حداقل به

درصد  40-30) کنندهبازار و سبد کالای مصرف در

      نتایج حاصل از بررسی .استبوده گوشت قرمز(
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نمایش داده شده است.  4های تهیه شده در جدولنمونه

های مورد ها قابلیت شناسایی گونهبنابراین این توالی

نظر در محصولات تجاری عرضه شده در بازار را 

  ارد.د

 
 

 اسب پرایمرهای برای پلیمراز ایزنجیره واکنش دقت بهبود بررسی از حاصله نتایج -4شکل 

 M نانوگرم  1/0: 1 نمونه. بازی جفت 100 مارکر DNA نانوگرم  01/0: 2 نمونه  اسب، گوشت DNA  3 نمونه اسب، گوشت 

 به سانتیگراد درجه 121 دمای در شده یندآفر اسب گوشت  DNA نانوگرم  01/0: 4نمونه  اسب، گوشت  DNA نانوگرم  001/0:

:  NC، دقیقه 50 مدت به سانتیگراد درجه 121 دمای در شده یندآفر اسب گوشت  DNA نانوگرم  001/0: 5نمونه  ،دقیقه 50 مدت

 .مثبت کنترل: CH و  منفی کنترل
 

 
 

 الاغ پرایمرهای برای  پلیمراز ایزنجیره واکنش دقت بهبود بررسی از حاصله نتایج -5شکل

 M نانوگرم  1/0: 1 نمونه. بازی جفت 100 مارکر DNA نانوگرم  01/0: 2 نمونه  الاغ، گوشت DNA  001/0: 3 نمونه الاغ، گوشت  

 50 مدت به سانتیگراد درجه 121 دمای در شده یندآفر الاغ گوشت  DNA نانوگرم  01/0: 4نمونه  الاغ، گوشت  DNA نانوگرم

  منفی کنترل: NC، دقیقه 50 مدت به سانتیگراد درجه 121 دمای در شده یندآفر الاغ گوشت  DNA نانوگرم  001/0: 5نمونه  قیقه،د

 .مثبت کنترل: CD و
 

پس از بررسی اولیه برنامه انتخابی، میزان دقت روش 

ای بهبود داده شد. به این منظور آزمون واکنش زنجیره

نانوگرم از  001/0و  01/0، 1/0پلیمراز مرکب  برای  

DNA 001/0و  01/0های خام تهیه شده و نمونه 

 121یند شده با استفاده از دمای آهای فرنانوگرم نمونه

دقیقه انجام گرفت. نتایج  50درجه سانتیگراد به مدت 

آمیز بودن مارکرهای انتخاب شده جهت مطالعه موفقیت

    شناسایی عدم اصالت گوشت مصرفی را در 
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 001/0شده با دقت حداقلی های خام و فراوریفراورده

روش حتی  دقت و صحت دهندهنشانکند که د میتایی

 حرارتی مقاومت علت به شده تیمار هایگوشت جهت

DNA 4باشد)شکل می محصول حرارتی یندآفر طی در ،

(. بنابراین مشخص گردید که با استفاده از روش 6و  5

ایط آزمون به همراه برنامه کاربردی و بهینه سازی شر

نانوگرم بهبود  001/0روش تا پیشنهادی میزان دقت 

 یافت.
 

 
 

 خوک پرایمرهای برای پلیمراز ایزنجیره واکنش دقت بهبود بررسی از حاصله نتایج -6شکل 
 M نانوگرم  1/0: 1 نمونه. بازی جفت 100 مارکر DNA نانوگرم  01/0: 2 نمونه  ، خوک گوشت DNA  3 نمونه ، خوک تگوش 

 به سانتیگراد درجه 121 دمای در شده یندآفر خوک گوشت  DNA نانوگرم  01/0: 4نمونه  ، خوک گوشت  DNA نانوگرم  001/0:

:  NC ، دقیقه 50 مدت به سانتیگراد درجه 121 دمای در شده یندآفر خوک گوشت  DNA نانوگرم  001/0: 5نمونه  ،دقیقه 50 مدت

 .مثبت کنترل :CP و  منفی کنترل

 

های تجاری تهیه شده با استفاده از در نهایت نمونه

 از استفادهروش پیشنهادی مورد بررسی قرار گرفت. 

 مندرج مواد تطابق عدم مرکب پلیمراز ایزنجیره واکنش

 به شده ارائه گوشتی محتوای با محصولات برچسب در

 تبریز و تهران اصفهان، شهر سه در را کنندهمصرف

نمونه  35آزمون برای  420در مجموع  .دنمومی تاثبا

مورد بررسی در چهار پرایمر و در سه تکرار برای 

نمونه انتخاب شده، نهایتا  35ها انجام شد. در نمونه

شش مورد تقلب شناسایی شد که چهار مورد مربوط به 

وجود گوشت اسب و دو مورد مربوط به گوشت الاغ 

از وجود گونه خوک  ( و هیچ موردی2بوده است )شکل 

جفت بازی،  104نمونه باند  35مشاهده نگردید. در هر 

 35 در مجموع دری گاو/گوسفند نیز تایید شد. گونه

 11%که گرفته صورت تقلب 17% شده مطالعه نمونه

 الاغ گوشت به مربوط 6% و اسب گوشت به مربوط

 گوشتی تجاری محصولات در تقلبات اکثر. است بوده

 سوسیس) قرمز گوشت پایین درصد اب شده فراوری

 اقتصادی صرفه هدف با احتمالا که بوده%(  50 و 40%

 گوشت از استفاده. شد مشاهده تولیدکننده بیشتر

 دهندهنشان که شد اثبات هانمونه تمام در گوسفند/گاو

 کاهش جهت صرفا حیوانات سایر گوشت از استفاده

 (.5لو)جد است بوده اقتصادی هایهزینه
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 بررسی شده در این مطالعهتجاری نمونه  35نتایج -5جدول

 جفت توالی پرایمرها ویژگی محصول )درصد گوشت قرمز(  نوع محصول شماره

 

 145bp 153bp 227bp 104bp 

%40 سوسیس 1  , A:1 - + - + 

%50 سوسیس 2 , A:1 + + - + 

%80 سوسیس 3 , A:1 + - - + 

%40 سوسیس 4  , A:2 - - - + 

وسیسس 5  50% , A:2 - - - + 

%80 سوسیس 6 , A:2 - - - + 

%40 سوسیس 7  , A:3 - - - + 

%50 سوسیس 8 , A:3 - - - + 

%80 سوسیس 9 , A:3 - - - + 

%90 سوسیس 10  , A:3 - - - + 

%50 سوسیس 11 , A:4 - - - + 

%40 سوسیس 12  , B:1 - - - + 

%50 سوسیس 13 , B:1 - - - + 

%80 سوسیس 14 , B:1 - - - + 

 + - - - B:1 همبرگر 15

%40 سوسیس 16  , B:2 - - - + 

%50 سوسیس 17 , B:2 - - - + 

%80 سوسیس 18 , B:2 - - - + 

 + - - - B:2 همبرگر 19

%40 سوسیس 20 , B:3 - - - + 

%50 سوسیس 21 , B:3 - - - + 

%80 سوسیس 22 , B:3 - - - + 

 + - - - B:3 همبرگر 23

 + - - - B:4 کباب لقمه 24

%40 سوسیس 25  , C:1 - - - + 

%50 سوسیس 26 , C:1 - - - + 

%80 سوسیس 27 , C:1 - - - + 

 + - - - C:1 همبرگر 28

 + - - - C:1 گوشت چرخ کرده 29

%40 سوسیس 30  , C:2 - + - + 

%50 سوسیس 31 , C:2 - - - + 

%80 سوسیس 32 , C:2 - + - + 

 + - - - C:2 همبرگر 33

سیسسو 34  40%  , C:3 - - - + 

%50 سوسیس 35 , C:3 - - - + 
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A ،B  وC به ترتیب تهران، تبریز  شهرهای مورد مطالعه

برنتتدهای انتختتاب شتتده از هتتر  4و 3، 2، 1و  و اصتفهان

و الاغ به ترتیتب بیشتترین نتوع تقلتب گوشت اسب  شهر

کته در تهتران بیشتتر از اصتفهان و مشاهده شده بودند 

تقلتب  6تبریز مشاهده شد. در مجموع  یشتر ازاصفهان ب

مشاهده شد که چهار مورد استب و دو متورد الاغ بتوده 

که دو مورد اسب و دو مورد الاغ در تهتران و دو متورد 

 جتدولاسب در اصفهان و در تبریز تقلبی مشاهده نشد )

نقاطی از کشور که به علتت موقعیتت  دراز آنجاییکه  (. 6

نشین حضتور گوشتت یجغرافیای و سکونت اقلیت ارمن

آمتد، شتمار متیهای طرح پژوهشتی بتهخوک از فرضیه

هتا گوشتت ختوک یتک از نمونتهبرخلاف تصور در هیچ

هتای همچنین بیشتتر تقلبتات در فتراورده مشاهده نشد.

 50و  40شتده )سوستتیس( بتا درصتتد فتتراوری گوشتتی

 .مشاهده گردید

 
ر هر سه نوع محصول فراوری شده )سوسیس(، دو میزان تقلبات مشاهده شده شهر  3تقلبات صورت گرفته در  نمایش فراوانی-6جدول 

 مر اسب، الاغ، خوک و گاو /گوسفندپرای 4بندی( در بررسی کرده بستهلقمه( و خام )گوشت چرخنیمه آماده)همبرگر و کباب

 گاو/گوسفند خوک الاغ اسب شهر
 35 0 0 0 تبریز
 35 0 2 2 تهران

 35 0 0 2 اصفهان
 

 تعیین روش ( براساس2014) همکاران و وستید

 گاو، یهاگونه تجاری هاینمونه RFLP-PCR اصالت

 و گرفت قرار بررسی مورد الاغ/اسب و مرغ گوسفند،

 دوستی مطالعه در. شد تایید هانمونه کل در تقلب %6/7

 مجزا صورت به بایستمی  گونه هر( 2014) همکاران و

 شده استفاده روش اام. شود شناسایی آزمون یک در

 به را گونه چندین شناسایی قابلیت مطالعه این در

 و دوستی مطالعه هاییافته .دارد همزمان صورت

 وجود بر مبنی تحقیق این هایبریافته تاییدی همکاران

سطح  های قصابیدر مغازهالبته  گوشت بازار در تقلب

 .است شهر

 نمونه 91 (2015) همکاران و موسوی مطالعه در 

 گاو مخلوط گوشت نمونه 53 و گوساله گوشت

 مورد species-specific –PCR روش با وگوسفند

  %2/42 از حاکی تحقیق این هایافته .گرفت قرار بررسی

. بود الاغ گوشت %7/0 و مرغ گوشت از استفاده در تقلب

 همکاران و موسوی مطالعه به نسب مطالعه این مزیت

 اسب یگونه و جاریت شده فراوری هاینمونه بررسی

-می  الاغ و گوسفند گاو، هایتوالی بر علاوه خوک و

تری از تقلبات را که این امر شناسایی طیف وسیع  باشد

 دهد.می پوشش 

 روش از استفاده با (2013) همکاران و اولکا مطالعه در

Real time-PCR  شامل گوشتی محصولات از نمونه 

 قرارگرفت بررسی مورد خوک و مرغ بوقلمون، گوسفند،

. شد مورد خوک گوشت وجود( %10) نمونه چهار در که

 و اولکا مطالعه در شده گرفته کار به روش مزیت

 بوقلمون هایگونه از براستفاده علاوه (2013همکاران )

 مورد ینمونه در گوشت نوع  میزان تعیین  مرغ، و

واکنش  روش از استفاده علت اما. باشدمی بررسی

 هزینه  صرف مقاله این پلیمراز مرکب در ایزنجیره

 یا حضور اثبات در شرعی مسائل کفایت نیز و کمتر

بنابراین  .باشدمی بررسی مورد گونه حضور عدم

های مطالعه حاضر موجب به صرفه بودن انجام ازمون

های شناسایی نوع گوشت را در موارد گوشت گونه

 د.شومی  های گوشتی حرام و مکروه در فراورده

 ایزنجیره واکنش (2015) همکاران و علی یعقوب

 تا 01/0 دقت با  اصالت تعیین جهت را مرکب پلیمراز

 گونه پنج نتایج همچنین. استکرده معرفی نانوگرم 02/0

 و میمون سگ، خوک، گربه، گوشت شامل شرعی غیر
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عنوان غذای حلال به  تحت که محصولاتی در را موش

د نشان داد. در مطالعه فروش رسیده در مالایای هن

بهبود داده  DNAنانوگرم  001/0حاضر دقت آزمون تا 

 شده است.

 از استفاده با (2009) همکاران و قوتی یمطالعه در

 سوسیس، شامل نمونه 10مرکب، ایزنجیره واکنش

 ground) کردهچرخ گوشت و زده یخ گوشت

meat)هیچ در خوک گوشت که گرفت قرار بررسی مورد 

 و سوسیس هاینمونه از %40 در. نشد یافت یانمونه

 وجود(cold cut meat)  زدهیخ گوشت هاینمونه 30%

 به نسبت مطالعه این مزیت. شد شناسایی ماکیان گوشت

 هایازگونه استفاده (2009) همکاران و قوتی مطالعه

، برنامه تکثیر کاربردی، بهبود محدودیت  الاغ و اسب

های توالی تعدادی از گونهشناسایی روش و تفاوت در 

 .باشدمی مورد ارزیابی

 

  گیرینتیجه

ای واکنش زنجیرهشده آزمون سازیشرایط بهینه

های به کار رفته در این ، اختصاصی بودن پرایمرپلیمراز

های مربوط همچنین مشاهده باند .کرد اثبات را مطالعه

های اولیه آماده شده با درصد های معین و نمونه به

محصولات فراوری شده )سوسیس با سه نین همچ

همبرگر( و  لقمه،درصد متفاوت( و نیمه آماده )کباب

بندی شده( کرده بستهوشت چرخهای خام )گفراورده

کرد که تمام مواد و تیمارهای می این مطلب را تایید 

ای واکنش زنجیرهروی تکثیر  رمورد استفاده اثر منفی ب

که به علت  هها نداشتگونهجهت شناسایی این  پلیمراز

ویژه ژن هنسبت به حرارت )ب DNAپایداری حرارتی 

 DNAهای میتوکندریایی( و حضور تعداد بالای کپی

یند شدید حرارتی قرار آحتی زمانی که محصول تحت فر

 001/0قابلیت شناسایی تا  مطالعهاین در  .باشدمی دارد

 تقلب %17از  مجموع بهبود داده شد ودر DNAنانوگرم 

 مربوط %6 و اسب گوشت به مربوط %11گرفته صورت

 محصولات در تقلبات اکثر. است بوده الاغ گوشت به

 در قرمز گوشت برچسب با شده فراوری گوشتی

است که بیشتر تقلبات در  بوده %50 یا و %40  سوسیس

نهایتا  شهر تهران و سپس اصفهان صورت گرفته است.

 گوشت در تقلب متاسفانه داد نشان مقاله این هاییافته

 مختل امر این وجود. دارد وجود گوشتی فراوردهای و

 برهم و اخلاق و شرع با مغایر جامعه، سلامت یکننده

. باشدمی کشور تجارت نظام به مردم اعتماد زننده

 اجرای ذیربط هایسازمان توسط جدی نظارت بنابراین

 کزمرا بویسله مصرفی گوشت نوع تولید استانداردهای

 گذشته از بیشتر گوشتی محصولات تولیدکننده تجاری

 .رسدمی نظر به ضروری

 

 کر و قدردانیتش

دانشگاه علوم  و علوم غذایی با تشکر از دانشکده تغذیه 

صنعتی  دانشگاه و دانشکده کشاورزیپزشکی تبریز 

که در راستای انجام و دانشگاه آزاد شهرکرد  اصفهان

همچنین تشکر از جناب  این طرح ما را یاری نمودند.

که ما را  مهندس مومنیان و دکتر حسین صادقی انآقای

 هایشان یاری رساندند.با نظرات و راهنمایی

 
 مورد استفاده منابع
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Abstract 

There are different ways to assess the label of meat products with their actual contents. The aim of 

this study was to compare the authenticity of meat with labels on the product and to assess and 

improve the accuracy of identification techniques are applied.  

Thirty-five meat samples were obtained from three brands of raw meat (minced meat), prepared 

products (hamburger) and processed meat (sausage) from Isfahan, Tabriz and Tehran. As well as 

the 30, 40 and 50 percent of the raw meat of any horses, pigs and donkey with cattle/sheep 

consciously mixed and processed products containing samples 30 and 40 percent of the samples in 

accordance with the sausage-grinding process. DNA extraction was performed on all samples and 

then multiplex-PCR was performed. DNA fragments of 153,145,227 and 104 respectively to 

identify four species of meats (horse, donkey, pig and cattle/sheep), and polymerase chain reaction 

with the proposed two programs for samples used where the results were evaluated.  

Then the accuracy and specificity of primers were evaluated using principle program. Finally valid 

commercial samples of meat species were tested. Limit of determined to 0/001 ng of DNA was 

promoted. Of those 35 samples, 6(17%) cases of fraud detected.  Among 6 frauds 4(11%) cases 

were horse meat and 2 (6%) donkey. Most of frauds were in low percentage of meat products 

(sausage 40% and 50 Findings showed that fraud occurred in meat products. This disturbs public 

health, religious faith and fair- trade economic. Therefore, Food and Drug Association must watch 

the application quality control guidelines by meat producers. 
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