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 ، تهران، ایرانشرکت دانش بنیان دانا ژن پژوه -1
 ، تهران، ایرانرت بهداشت درمان و آموزش پزشکیوزا ،مرکز تحقیقات حلال جمهوري اسلامی ایران -2
 

                    99شهریور 25:  پذیرش مقاله                           99تیر 9 دریافت مقاله :                            
 چکیده:

طور و بهداشتی به لوازم آرایشی ،داروسازيو درصنایع غذایی،  آیدبدست میاستخوان جانوران  و پوست کلاژن: ژلاتین از مقدمه
شده در این محصولات، تولید و عرضه ژلاتین  گیرد. با توجه به اهمیت حلال بودن ژلاتین مصرفاستفاده قرار می مورد عوسی

ولی  ،شودخوك یا گاو کنترل میمنشا نظر  ازتنها محصولات ژلاتینی  حلیتنظر تجارت جهانی حائز اهمیت است. امروزه  حلال از
 گیرد.ها صورت نمیا از ژلاتین ماهی و آبزي باشد، تشخیص آنهکپسول یا مکملمنشا در مواردي که 

تیلاپیا، سالمون، کوسه و میگو پرایمرهاي اختصاصی براي  ،هاي اطلاعاتی و مطالعات بیوانفورماتیکی: با استفاده از بانکروش کار
ها با پرایمرهاي ها، کلاژن و مکملشده از کپسول استخراج DNAانجام شد. نهایتاً  PCRروش سازي بهینهطراحی شدند. سپس 

 اختصاصی هرگونه تکثیر و بر روي ژل آگارز رؤیت شد.
-جفت 132و  200، 122، 113با پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا، سالمون، کوسه و میگو به ترتیب باندهاي  PCR: واکنش هایافته

 -DNAا ب PCR، پایداري و تکرارپذیري روش براي هر جفت پرایمر تائید شد. سپس ختصاصیتبازي را روي ژل آگارز نشان داد. ا
 ا آبزیان را تائید کرد.شهاي ژلاتینی و کلاژن نیز مناز کپسول شده استخراج هاي

هاي ژلاتینی با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا، ا کلاژن و کپسولشمنشناسایی مطالعه براي اولین بار : در این نتیجه
انتظار و شناسایی  مورد باندصورت گرفت. نتایج نشان داد پرایمرهاي اختصاصی قادر به تکثیر  PCR با روشسالمون، کوسه و میگو 

 .کردد به کشور بررسی، تائید یا رد موارد مذکور را قبل از ورو حلیتزمان کوتاهی توان در مدتباشند. لذا با این روش میا میشمن
 PCRهاي ژلاتینی، تیلاپیا، سالمون، کوسه، میگو، روش : کپسولکلمات کلیدي

 مقدمه:
 و ژلاتین یک محصول فرعی حیوانی است که از پوست

پوست ماهی  ،استخوان گاو، پوست خوك و به میزان کمتر
-شود. ژلاتین در محصولات غذایی مثل ژلهو مرغ تهیه می

ها، بستنی، شیرینی، کیک، دسرها، محصولات لبنی، 
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 طور وسیع موردآرایشی و بهداشتی بهداروها و لوازم
امروزه در بسیاري از  کهنظر به این .گیرداستفاده قرار می

هاي کپسولویژه  به ،بازارموجود در محصولات ژلاتینی 
هاي مختلف ماهی از ژلاتین گونه ،ژلاتینی وارداتی به ایران
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شود و نیز با توجه به اهمیت حلال بودن هم استفاده می
شده در محصولات غذایی، تولید و عرضه  ژلاتین مصرف

نظر تجارت جهانی حائز اهمیت  تنها از ژلاتین حلال نه
رف هاي مسلمانان در مورد مصبلکه نگرانی ،است

محصولات حاوي ژلاتین را نیز برطرف خواهد نمود. با توجه 
نظر  هاي ماهی و آبزیان ازگونهاز مصرف برخی آنکه به 

، استفاده از مواد باشدمیبرخی مذاهب اسلامی حلال ن
خوراکی حلال از اهمیت بالایی برخوردار است. امروزه 

نظر  هاي دارویی ازمحصولات ژلاتینی و کپسول لیتح
در  PCRخوك یا گاو با روش مولکولی و مبتنی بر  اشمن

 محصولات ولی در .]5 ، 4، 3، 2، 1[شود ایران کنترل می
هاي دارویی از ژلاتین ها و کپسولبخصوص مکمل زیادي

تشخیص نوع آبزي  کهشود ماهی یا آبزیان استفاده می
-در بسیاري از فروشگاه ،دیگر ي. ازسوباشدمیپذیر نامکان

توان گوشت آن نمیروي از  کهشود فیله ماهی عرضه میها 
همچنین در غذاهاي دریایی یا حاوي  .به نوع ماهی پی برد

. لذا پروژه نمودتوان نوع ماهی را مشخص ماهی نیز نمی
هاي پرمصرف ماهی و آبزي شناسایی گونه منظورهحاضر ب

ازجمله تیلاپیا، سالمون، کوسه و میگو براي اولین بار در 
بر آن اساس پرایمرهاي کاملاً اختصاصی  کهایران انجام شد 

قادر به شناسایی و ند که هاي مذکور طراحی شداز گونه
ها با استفاده از هاي ژلاتینی یا مکملا کپسولشتائید من

 .باشدمی PCRروش مولکولی مبتنی بر 
 مواد و روش:

 هاي ژلاتینیهاي ماهی و کپسولنمونه-1
هاي ماهی و آبزي تیلاپیا، سالمون و میگو از بازار نمونه

پرکاربردترین  به همراهو نمونه کوسه شد تهران خریداري 
هاي ژلاتینی براي ماهیان و آبزیان مورداستفاده در کپسول

پرایمرها، نظیر ماهی مرکب، گربه  اختصاصیتبررسی 
ماهی، خرچنگ پهن و خرچنگ دراز (لابستر)، از دانشگاه 

-کپسولفنون دریا در استان خوزستان تهیه شد.  علوم و
ازجمله  ،هاي ژلاتینی یا کلاژن حاوي برخی موارد مذکور

حاوي روغن  Healthy in & outکلاژن تیلاپیا، کپسول 

داراي میگو و خرچنگ و  ArthroStopسالمون،  ماهی
حاوي کوسه نیز از مرکز  Shark Cratilageکپسول 

 .دریافت شد تحقیقات حلال
 طراحی پرایمرهاي اختصاصی-2

هاي تیلاپیا، سالمون، کوسه و میگو هاي اختصاصی گونهژن
دریافت شد. براي هر  NCBIهاي اطلاعاتی نظیر از بانک

هاي مختلف آن شده در گونههاي گزارشژن کلیه توالی
این  BioEditافزار ماهی یا آبزي انتخاب و با استفاده از نرم

با  .ردیف شدندخانواده هم هاي اختصاصی در یکژن
ها در طی تکامل، شده ژنمشخص شدن مناطق حفظ

 primer3 inputپرایمرهاي اختصاصی طراحی شد (
version 0.4.0 وOligo7 که قابلیت جداسازي یک (

هاي ماهی یا آبزي دیگر ولی به گونه ،خانواده را داشتند
ن یا ژن کاندید از ماهیا ،شدند. براي این منظورمتصل نمی

آبزیان پرکاربرد دیگر نیز انتخاب شد و پرایمرهاي 
توالی مشترکی با  کهشده به نحوي انتخاب شدند طراحی

 ختصاصیتها نداشته باشند. سپس جهت تائید ااین گونه
ها با آبزیان دیگر بلاست نوکلئوتیدي پرایمرها، آن

)BLASTnهاي بیوانفورماتیک، ) شدند. پس از بررسی
-سازي و تائید شدند. ازسويآزمایشگاه بهینهپرایمرها در 

در محصولات ژلاتینی،  DNAمنظور ردیابی به ،دیگر
، اندشده فرآوري که بسیارهاي دارویی ها و کپسولمکمل

با  PCRطراحی پرایمرها به نحوي انجام شد که محصول 
 جفت باز را تکثیر نماید. 200تا  100طول کوتاه حدود 

 DNAاستخراج -3
DNA هاي ژلاتینی و از گوشت ماهیان و آبزیان، کپسول

) با CTAB )Merck, KGaAکلاژن حاوي آن به روش 
 . ]6[کمی تغییرات استخراج شد 

 NanoDropنودراپ (ها با دستگاه ناسپس غلظت آن
2000 Spectrophotometers, Thermo Fisher( 

 و 280/260با خواندن جذب در  ،دیگر خوانده شد. ازسوي
منظور  ها نیز بررسی گردید. به DNAکیفیت  230/260

  استخراج هاي DNAاطمینان از عدم وجود بازدارنده در 
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) با PCR )BioRad C1000, USA واکنش ،شده
روي  PCRانجام شد و محصولات  18Sپرایمرهاي عمومی 

 درصد الکتروفورز شدند. 2فناوري کوثر)  ژل آگارز (زیست
 با پرایمرهاي اختصاصی PCRواکنش  .1

ها، براي هر پرایمر  DNAبعد از اطمینان از قابلیت تکثیر 
با شیب دمایی متفاوت گذاشته شد  PCRاختصاصی، 

)BioRad C1000, USA تا بهترین دماي اتصال براي (
 شدسازي  نیز بهینه PCRهر جفت پرایمر به دست آید و 

از  PCR). آنزیم و بقیه مواد موردنیاز واکنش 1(جدول 
-با واسرشته PCRشرکت یکتا تجهیز آزما تهیه شد. برنامه 

 35گراد، درجه سانتی 94دقیقه در  3سازي ابتدایی 
گراد، درجه سانتی 94ثانیه در  25سازي چرخه با واسرشته

ثانیه و تکثیر در  25اتصال با دماي اختصاصی هر پرایمر 
دقیقه دماي  5ثانیه، نهایتاً  25گراد براي درجه سانتی 72
شد. ر نظر گرفتهگراد براي تکثیر نهایی ددرجه سانتی 72
براي هر  PCRسازي واکنش پس از بهینه ،دیگرسوياز

نیز  PCRو صحت  ختصاصیتجفت پرایمر، تکرارپذیري، ا
پرایمرها و  اختصاصیتمنظور اطمینان از و بهشد بررسی 

هاي غیراختصاصی دیگر، واکنش ها به گونهعدم اتصال آن
PCR  ماهیان براي هر جفت پرایمر اختصاصی با آبزیان و

ها انجام شد و هاي ژلاتینی و مکملپرکاربرد در کپسول
درصد الکتروفورز  5/2تا  2روي ژل آگارز  PCRمحصولات 

شدند. همچنین پایداري روش با تغییر مقادیر پرایمر و بقیه 
 PCR )Corbett CGI-96، تغییر دستگاه PCRمواد 

Palm-Cycler Thermal Cycler in Golden 
Valley, MN, USA نیز تائید شد. سپس با (DNA يها 

هاي دارویی و پرایمرهاي از کپسول شده جاستخرا
 انجام شد. PCRاختصاصی واکنش 

براي هر جفت  PCRدر واکنش  شده مقادیر استفاده -1جدول 
 پرایمر

 ها:یافته
استخراج شد و پس از  DNAهاي مذکور از همه نمونه

، جهت تائید قابلیت تکثیر  DNAمحاسبه غلظت و خلوص 
DNA ها با پرایمر عمومی ، کنترل آنشدهجاستخرا يها

18S  با روشPCR انجام شد و نتایج الکتروفورز
نشان داد که تمامی  18Sبا پرایمر  PCRمحصولات 

DNA هاي کنترل مثبت و شده از نمونهاستخراج يها
ردنیاز ) و مقادیر مو1باشند (شکل ها، تکثیرپذیر میماهی

با پرایمرهاي اختصاصی تعیین  PCRها براي  DNAاز 
 شد.

با پرایمرهاي  PCRتصویر الکتروفورز محصولات  -1شکل 
18S.  به ترتیب محصولات  8تا  1شمارهPCR  باDNA 

تیلاپیا، سالمون، کوسه، میگو، لابستر، خرچنگ، ماهی مرکب، 
 کنترل منفی هست. 9شماره 

هاي اختصاصی تمام ژن هايهمچنین براساس توالی
، پرایمرهاي اختصاصی NCBIهرگونه در پایگاه اطلاعاتی 

براي ردیابی تیلاپیا، سالمون، کوسه و میگو طراحی گردید. 
شده به این صورت بود  هاي بیوانفورماتیکی انجامبررسی

Ingredient Conc. Volume(µl) 
ddwater - 13.59 
Buffer+Mg 10X 2 
dNTP 10 mM 0.26 
Primer F 10 µM 1 
Primer R 10 µM 1 
Taq Plimerase 5U/μl 0.15 
Template DNA 20-100 ng/μl 2 
Sum Up to 20 
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پرایمرهاي اختصاصی براي تیلاپیا، از منظور طراحی  که به
با شماره دسترسی  ND2 شده ژن اختصاصیناحیه حفظ

GQ167800.1  6استفاده شد. سپس توالی این ژن در 
، Tiliapia rumetiهاي علمیتیلاپیا با نام گونه

Tiliapia coffea ،Tiliapia busumana ،Tiliapia 
sparrmani ،Tiliapia brevimanus ،Orechromis 

niloticus ردیف شد و پرایمرهاي اختصاصی با طول هم
 .گردید طراحی جفت باز 113حدود  PCRمحصول 

شده ژن پرایمرهاي اختصاصی کوسه نیز از ناحیه حفظ
در  KP193298.1با شماره دسترسی  COIاختصاصی 

 Elasmobranchi sp. Negaprionگونه 20
acutidens ،Negaprion brevirostris، 

Carcharhinus amblyrhynchos ،Carcharhinus 
signatus ،limbatus Carcharhinus ،

Carcharhinus falciform ،Carcharhinus 
leucas ،Carcharhinus obscurus ،

Carcharhinus macloti ،Carcharhinus 
galapagensis ،Carcharhinus plumbeus ،

Carcharhinus tilstoni ،Isurus oxyrinchus ،
Galeocerdo cuvier ،Cetorhinus maximus،

Alopias superciliosus ،Alopias vulpinus ،
Lamna ditropis  وPrionace glauca  با طول

جفت باز و پرایمرهاي سالمون  200حدود  PCRمحصول 
با شماره دسترسی  Cytbشده ژن اختصاصی از ناحیه حفظ

JX262010.1 هايگونه سالمون به نام 13در
Salvelinus sp. Salvelinus curilus ،Salvelinus 

malma malma ،Salvelinus taranetzi ،
Salvelinus neiva ،Salvelinus andriashevi ،
Salvelinus albus ،Salvelinus confluentus ،

Salvelinus alpinus ،Salvelinus krogiusae ،
Salvelinus elegyticus ،Salvelinus boganidae  و

Salvelinus kuznetzovi گونه کاد (و یکGadus 

morhua در نروژ جز  که است) که بسیار مشابه سالمون
 122حدود  PCRبا طول محصول  .ماهیان پرطرفدار است

طراحی گردید. نهایتاً پرایمرهاي اختصاصی میگو  جفت باز
طراحی  GU136229.1با شماره دسترسی  EF-1αاز ژن 

NCBIشده در گزارش گونه 15شد که توالی این ژن در 

 Litopenaeus vannamei ،Penaeus علمیهاي با نام
monodon، Marsupenaeus japonicus ،Alpheus 

chacei ،Alpheus hebes ،Alpheus saxidomus ،
Alpheus thomasi ،Alpheus cylindricus ،
Alpheus amblyonyx ،Macrobrachium olfersii ،
Alpheus bouvieri ،Alpheus floridanus ،

Automate gardineri ،Alpheus lottini ،
Macrobrachium nipponense  یافت شد و پس از

با طول شده، پرایمر اختصاصی ردیفی از ناحیه حفظهم
با قابلیت جداسازي  جفت باز 132حدود  PCRمحصول 
هاي میگو مختلف طراحی گردید. سپس واکنش همه گونه

PCR  براي هر پرایمر اختصاصی با DNAشده  استخراج
اتصال مناسب براي هر پرایمر انتخاب شد انجام و دماي 

 ).5تا  2هاي (شکل
 
 
 
 
 
 
 
 

جفت بازي با  PCR ،113تصویر الکتروفورز محصولات  -2شکل 
جفت بازي،  100پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا. نشانگر مولکولی 

درجه  67و  65، 63، 61، 59ترتیب دماي اتصال به  5تا  1شماره 
 گراد هست.سانتی

جفت بازي با  PCR ،122تصویر الکتروفورز محصولات  -3شکل 
، جفت بازي 100پرایمرهاي اختصاصی سالمون. نشانگر مولکولی 

درجه  68و  66، 64، 62، 60به ترتیب دماي اتصال  5تا  1شماره 
 گراد هست.سانتی

100bp    1        2          3    4      5 

200 bp

100 bp
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جفت بازي با  PCR ،132الکتروفورز محصولات  تصویر -4شکل 
جفت بازي، شماره  100پرایمرهاي اختصاصی میگو. نشانگر مولکولی 

گراد درجه سانتی 66و  64، 62، 60به ترتیب دماي اتصال  4تا  1
 .هست

جفت بازي  200، حدود PCRتصویر الکتروفورز محصولات  -5شکل 
به ترتیب دماي اتصال  4تا  1با پرایمرهاي اختصاصی کوسه. شماره 

 جفت بازي 100نشانگر مولکولی گراد درجه سانتی 65و  63، 61، 59
 می باشد.

 ، دماهاي بهینه انتخابPCRبا توجه به نتایج گرادیانت 

و براي  63شده براي پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا و کوسه 
گراد در نظر گرفته شد. درجه سانتی 66مون و میگو سال

یعنی عدم اتصال  ختصاصیتسپس جهت آزمون تعیین ا
 4آبزیان دیگر، علاوه بر  DNAپرایمرهاي اختصاصی به 

آبزي پرکاربرد در مصارف دارویی و  4شده،  آبزي انتخاب
ماهی و ماهی ژلاتینی شامل خرچنگ پهن، لابستر، گربه

 ختصاصیت، اPCRمرکب نیز انتخاب شدند و نتایج 
 ).10تا  6هاي پرایمرها را تائید نمود (شکل

جفت بازي با  PCR ،113تصویر الکتروفورز محصولات  -6شکل 
جفت بازي،  100پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا. نشانگر مولکولی 

ماهی مرکب،  DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  8تا  1شماره 
لابستر، کوسه، تیلاپیا، میگو، سالمون، خرچنگ و گربه ماهی و شماره 

 کنترل منفی هست. 9
با کوسه  63پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا در دماي اتصال 

و سالمون باند غیراختصاصی دادند که براي از بین بردن 
 DNA با  PCRانتخاب شد و نهایتاً نتایج  65آن دماي 

تائید شد که در شکل  65و تیلاپیا در دماي  کوسه، سالمون
 آمده است. 7

جفت بازي با  PCR ،113تصویر الکتروفورز محصولات  -7شکل 
جفت بازي،  100پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا. نشانگر مولکولی 

کوسه، تیلاپیا و  DNAبا  PCR به ترتیب محصولات 3تا  1شماره 
 .می باشد سالمون
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جفت بازي با  PCR ،122تصویر الکتروفورز محصولات  -8شکل 
جفت بازي،  100پرایمرهاي اختصاصی سالمون. نشانگر مولکولی 

مرکب،  ماهی DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  8تا  1شماره 
لابستر، کوسه، تیلاپیا، میگو، سالمون، خرچنگ و گربه ماهی و شماره 

 .می باشدکنترل منفی  9

جفت بازي با  PCR ،132تصویر الکتروفورز محصولات  -9شکل 
جفت بازي، شماره  100پرایمرهاي اختصاصی میگو. نشانگر مولکولی 

ماهی مرکب، لابستر،  DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  8تا  1
 9کوسه، تیلاپیا، میگو، سالمون، خرچنگ و گربه ماهی و شماره 

 .می باشدکنترل منفی 

جفت  200، حدود PCRتصویر الکتروفورز محصولات  -10شکل 
جفت  100بازي با پرایمرهاي اختصاصی کوسه. نشانگر مولکولی 

ماهی  DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  8تا  1بازي، شماره 
تیلاپیا، میگو، سالمون، خرچنگ و گربه ماهی  مرکب، لابستر، کوسه،

 .می باشدکنترل منفی  9و شماره 

براي  PCRسازي پرایمرهاي اختصاصی، به بهینه با توجه
DNA هاي ژلاتینی یا کلاژن از کپسول یاستخراج يها

حاوي تیلاپیا، سالمون، میگو و کوسه، گذاشته شد. کلاژن 
با پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا در دو تکرار، باند موردنظر 

 ).11را تکثیر نمود (شکل 

جفت بازي با  PCR ،113تصویر الکتروفورز محصولات  -11شکل 
پرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا و نمونه کلاژن تیلاپیا. نشانگر مولکولی 

 DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  3تا  1جفت بازي، شماره  100
شده از کلاژن تکرار اول، تکرار دوم، کنترل مثبت و شماره استخراج

 .می باشدکنترل منفی  4
حاوي  Healthy in & outلازم به ذکر است کپسول 

روغن ماهی سالمون بود و با پرایمرهاي اختصاصی سالمون 
جفت بازي مشاهده شد  122در دو تکرار مجزا نیز باند 

 ).12(شکل 

جفت بازي با  PCR ،122تصویر الکتروفورز محصولات  -12شکل 
جفت بازي،  100پرایمرهاي اختصاصی سالمون. نشانگر مولکولی 

شده از استخراج   DNAبا  PCRحصولات به ترتیب م 3تا  1شماره 
تکرار اول و دوم، کنترل مثبت و  Healthy in & outهاي کپسول
 .می باشدکنترل منفی  4شماره 



 شناسایی آبزیان حلال در محصولات ژلاتینی   هدایتی و همکاران

 1399، 2، شماره  3دوره 
۲۲ 

 Journal of Halal Researchمجله پژوهشنامه حلال

Volume 3, Issue 2, 2020 

نیز در  Shark Cratilageساز هاي غضروفکپسول
ترکیباتش کوسه داشت که با پرایمرهاي اختصاصی کوسه 

 ).13جفت بازي رؤیت شد (شکل  200نیز باند حدود 

 200، کوسه حدود PCRصویر الکتروفورز محصولات ت -13شکل 
یب به ترت 3تا  1جفت بازي، شماره  100جفت باز. نشانگر مولکولی 

 Sharkشده از کپسول استخراج  DNAبا  PCRمحصولات 

Cartilage  ی کنترل منف 4تکرار اول و دوم و کنترل مثبت و شماره
 .می باشد

 132، میگو حدود PCRتصویر الکتروفورز محصولات  -14شکل 
 DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  2تا  1جفت باز. شماره 

 3و کنترل مثبت، شماره  Arthrostopشده از کپسول استخراج
 .می باشدجفت بازي،  100کنترل منفی و نشانگر مولکولی 

 2با هر پرایمر نیز براساس جدول  PCRپایداري روش 
نظر براي هر  مورد باندبررسی شد و نتایج نشان داد که 

جفت پرایمر تحت تأثیر تغییر مقدار پرایمر، دماي اتصال، 
، حجم واکنش و نوع دستگاه dNTP و 2MgClغلظت 
PCR  قرار نگرفت. دماي اتصال یک درجه از دماي
شده براي هر پرایمر کمتر و یک درجه بیشتر در نظر بهینه

 گرفته شد.

 dNTP (μl)حجم واکنش  2MaCl (mM) دماي اتصال غلظت آغازگر ترموسایکلر ردیف
(mM) 

1 BioRad 1 بدون تغییر+ 6/1 20 15/0 
2 BioRad 1 کمتر از ده درصد+ 2 21 25/0 
3 BioRad 1 بدون تغییر- 6/1 20 15/0 
4 BioRad 1 کمتر از ده درصد- 2 21 25/0 
5 Corbett 1 بدون تغییر+ 6/1 20 15/0 
6 Corbett 1 کمتر از ده درصد+ 2 21 25/0 
7 Corbett 1 بدون تغییر- 6/1 20 15/0 
8 Corbett 1 کمتر از ده درصد- 2 21 25/0 

 :بحث
ا خوك و گاو با شژلاتین براي شناسایی من حلیتامروزه 

 ]5[یا آنالیتیک  ] PCR ]1 ،2 ،3 ، 4روش مبتنی بر 
به دلیل استفاده کمتر از  ،شود. از سوي دیگربررسی می

ماهی یا آبزیان براي تهیه ژلاتین، کلاژن یا محصولات 
در ا اختصاصی ماهی و آبزي شحاوي آن، تعیین من

 .نشده است محصولات مذکور در ایران تاکنون انجام
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-ها و کپسولکه ترکیبات اولیه بسیاري از مکملدرصورتی
هاي ژلاتینی حاوي ماهی یا آبزیانی است که ازنظر برخی 

ا ژلاتین ش. لذا شناسایی منباشدمیمذاهب اسلامی حلال ن
ها وارداتی و مکمل هاي ژلاتینیدر بسیاري از کپسول

رسد. در پروژه حاضر براي اولین بار در ضروري به نظر می
ا تیلاپیا، سالمون، کوسه و شمنایران اقدام به شناسایی 

ترین آبزیان در صنعت داروسازي با عنوان پرمصرفمیگو به
 PCRاستفاده از طراحی پرایمرهاي اختصاصی و واکنش 

نون محدود و منحصر شده تاکصورت گرفت. مطالعات انجام
بر روي  2002، بیکر در سال باشدمیبه موارد زیر 

شده از پوست ماهی تیلاپیا خصوصیات ژلاتین استخراج
) و تیلاپیا قرمز Oreochromis mossambicusسیاه (

)Oreochromis nilotica7 [) مطالعه انجام داد[ .
 2008و همکاران در سال  Songchotikunpanهمچنین 

دو روش استخراج مختلف ژلاتین از پوست ماهی تیلاپیا 
با اسید استیک یا  Oreochromis niloticusگونه 

 2018. در سال ]8[اسید را باهم مقایسه نمودند  کیفورم
شده از  هم خصوصیات دمایی و شیمیایی ژلاتین استخراج

) توسط Oreochromis niloticusپوست ماهی تیلاپیا (
 ،دیگر . ازسوي]9[مارتین و همکاران بررسی شد 

شده از پوست کوسه هم تنها درخصوص ژلاتین استخراج
گونه بر روي خصوصیات مختلف آن کارشده است و هیچ

ا کوسه در ژلاتین یا شمن تحقیقی در خصوص شناسایی
هاي آن نشده است. براي مثال مطالعات فرآورده

Jeevithan  بر روي جداسازي،  2014سال و همکاران در
و فیزیوشیمیایی  یدانیاکسیو خصوصیات آنت صیتلخ

 Carcharhinusو ژلاتین در کوسه ( IIکلاژن نوع 

albimarginatus همچنین ]10[) صورت گرفت .
خصوصیات رئولوژي  2016طبرستانی و همکاران در سال 

شده از پوست کوسه  و فیزیوشیمیایی ژلاتین استخراج
)Carcharhinus dussumieri 11[) را بررسی کردند[ .

گروهی از محققان خصوصیات ژلاتین  هم 2000در سال 
 .]12[از کوسه و خوك را باهم مقایسه نمودند  یاستخراج

خصوص ماهی سالمون نیز هیچ گزارشی مبنی بر در
هاي ژلاتینی و حتی ا سالمون در کپسولششناسایی من

مطالعات در خصوص بررسی  ژلاتین وجود ندارد و همه
هاي میکروبی فیلموشیمیایی یا آنتیکخصوصیات فیزی

شده از ژلاتین سالمون یا مقایسه با ژلاتین گاوي تهیه
و همکاران در سال  Fan. همچنین ]14و  13[هست 
استخراج ژلاتین از پوست ماهی سالمون  2017

)Salmon salar(  را با استفاده از فرایند تریپسین انجام
ا ش؛ بنابراین پروژه حاضر باهدف تعیین من]15[دادند 

ها ماهیان و آبزیان پرمصرف در مصارف دارویی و مکمل
ترین بخش آن، طراحی پرایمرهاي مهم کهانجام شد 

هاي بیوانفورماتیکی لذا علاوه بر بررسی .اختصاصی بود
یمرها، هر پرایمر در شرایط پرا ختصاصیتتعیین ا براي

ماهی یا آبزي  7شده از استخراج DNAآزمایشگاهی با 
بسیار پرکاربرد دیگر شامل تیلاپیا، سالمون، کوسه، میگو، 
لابستر، ماهی مرکب، خرچنگ و گربه ماهی بررسی شد و 

سازي نهایی صورت با تغییر دماي اتصال پرایمرها بهینه
پایداري روش و صحت آن گرفت. همچنین تکرارپذیري، 

براي هر جفت پرایمر اختصاصی نیز تائید گردید. 
اند که شدهپرایمرهاي اختصاصی تیلاپیا به نحوي طراحی

شده در پایگاه  گونه تیلاپیا گزارش 6ا شقادر به تعیین من
شده استخراج DNAباشند و فقط به می NCBIاطلاعاتی 

لاژن تیلاپیا با این ا کششوند. تعیین مناز تیلاپیا متصل می
جفت بازي  113 باندپرایمرها در دو تکرار مجزا انجام شد و 

از این  شدهاستخراج DNAبا  PCRدر ران محصولات 
کلاژن روي ژل آگارز رؤیت شد. پرایمرهاي اختصاصی 

گونه مختلف سالمون و  13سالمون نیز قادر به جداسازي 
ن است و در باشند که بسیار شبیه سالموگونه کاد مییک

شود. این پرایمرها در واکنش استفاده می وفورنروژ به 
PCR  باDNA شده از کپسول استخراجHealthy in & 

out  ،جفت بازي را  122 باندحاوي روغن ماهی سالمون
ا سالمون در این کپسول را تائید نمودند. شتکثیر و من

همچنین پرایمرهاي اختصاصی کوسه و میگو به ترتیب 
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گونه اختصاصی مرتبط بودند  20و  15به جداسازي قادر 
 Sharkهاي ا کوسه و میگو را در کپسولشو توانستند من

cartilage  وArthroStop  را تائید نمایند. لازم به ذکر
علاوه بر میگو حاوي خرچنگ  ArthroStopاست کپسول 

ا خرچنگ آن در مقاله هدایتی و شنیز بود که شناسایی من
(در حال انتشار) صورت گرفت و نتیجه  1399همکاران 

باند تکثیرشده توسط  بلاست نوکلئوتیدي با توالی
پرایمرهاي عمومی ماهی نشان داد که توالی مذکور با 

 Ilyoplaxگونه خرچنگ با نام علمی به یک %83یکسانی 
 deschampsi و نوعی میگو با نام علمی

Macrobrachium gangeticum و به ترتیب با شماره-
متصل  AY858830.1و  JF909979.1هاي دسترسی 

هاي بکار رفته در شود. با توجه به اینکه درصد گونهمی
توان حد ها گزارش نشده است، نمیها و مکملکپسول

. لذا پیشنهاد کردتشخیص پرایمرهاي اختصاصی را تعیین 
شود درصورت وجود استانداردهاي جهانی با درصدهاي می

ر اقدام به انجام آزمون، جهتمختلف از موارد مذکو
شناسایی حد تشخیص روش نیز نمود. ضمن اینکه در 

هاي آبزي و ماهی نامبرده صورت وجود تمام گونه
با پرایمرهاي  PCRتوان واکنش دار، میشناسنامه

شده و اعضاي یک خانواده را جهت تائید اختصاصی طراحی
اده یک خانو يها DNAانجام و قدرت جداسازي و تکثیر 

 ماهی یا آبزي را با یک جفت پرایمر اختصاصی نشان داد.

 گیري:نتیجه
نظر برخی مذاهب اسلامی مصرف همه  با توجه به اینکه از

و امروزه بسیاري از  باشدمیماهیان و آبزیان حلال ن
ا ماهی یا شهاي وارداتی با منهاي ژلاتینی و مکملکپسول

-مصرف میغیرقابلآبزي وجود دارند که براي این مذاهب 
باشند، در این پروژه شناسایی چهار آبزي پرکاربرد در 

ها ازجمله تیلاپیا، هاي ژلاتینی و مکملکلاژن، کپسول
 PCRسالمون، کوسه و میگو به روش ژنتیکی مبتنی بر 

انجام شد. به صورتی که براي اولین بار با طراحی 
 اش، منPCRسازي واکنش پرایمرهاي اختصاصی و بهینه

ها در اقلام مذکور، تائید گردید. لازم به ذکر است این گونه
تاکنون در ایران نظیر این تحقیق گزارش نشده است و با 

زمان کوتاه با توان در مدتتوجه به نتایج این پروژه می
ا شبالا، تعیین و شناسایی من ختصاصیتتکرارپذیري و ا

اینکه این هاي حاوي این موارد را انجام داد. ضمن فرآورده
گردد روش مانع از تقلبات توسط تولیدکنندگان سودجو می

و همچنین بیشتر کالاهاي قاچاق و بدون مجوز نیز توسط 
 ردیابی و شناسایی خواهند بود.این روش قابل

: نتایج حاصل از این مطالعه با منافع تعارض منافع
 .باشدمینویسندگان و محققان در تعارض ن

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334850001
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334850001
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334850001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF909979.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7E003D5Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY858830.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7E07042V014
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ABSTRACT 
Introduction: Gelatin is made from the collagen of the skin and bones of animals and is 
widely used in food, pharmaceutical, cosmetics. Given the importance of the halal 
status of gelatin used in these products, the production and supply of halal gelatin are 
important in terms of global trade. Today, the solubility of gelatinous products is 
controlled for the origin of pigs or cattle, but in cases where the capsules or supplements 
are from fish and aquatic gelatin, they are not detected. 

Methods: Specific primers for tilapia, salmon, sharks and shrimp were designed using 
databases and Bioinformatics studies. Then the PCR method was optimized. Finally, the 
DNA extracted from the capsules, collagen and supplements were amplified with specific 
primers and displayed on agarose gel. 

Results: PCR reaction with specific primers of tilapia, salmon, shark and shrimp showed 
113, 122, 200 and 132 bp bands on agarose gel, respectively. The specificity, stability and 
repeatability of the method were confirmed for each pair of primers. PCR with DNA 
extracted from gelatin and collagen capsules also confirmed the origin of aquatic animals. 

Conclusion: In this study, for the first time, the origin of collagen and gelatin capsules 
were identified using specific primers of tilapia, salmon, shark and shrimp and PCR. The 
results showed that specific primers are able to amplify the expected band and identify the 
source. Therefore, with this method, the solubility of the mentioned cases can be checked, 
approved or rejected in a short period of time before entering the country. 

Keywords: Gelatin capsules, Tilapia, Salmon, Shark, Shrimp, PCR method 
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