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                    99 ذرآ 29:  پذیرش مقاله                           99شهریور 4 دریافت مقاله :                            
 چکیده:

هاي مختلف بدن حیوانات به دست : ژلاتین یک محصول فرعی حیوانی است که از هیدرولیز نسبی بافت کلاژن بخشمقدمه

هاي محلول در چربی، اسیدهاي چرب غیراشباع شده در ژلاتین، ویتامین نوع ماهی یا آبزي استفاده حلیتآید؛ بنابراین تعیین می
ها و ویژه مکملها براي برخی مذاهب اسلامی ضروري است. امروزه در بسیاري از محصولات ژلاتینی، بهو محصولات حاوي آن

شود که تاکنون ماهی و ماهی مرکب استفاده میاي مختلف خرچنگ، گربهههاي ژلاتینی وارداتی به ایران، از ژلاتین گونهکپسول
 ها گزارش نشده است.روشی براي شناسایی آن

هاي اطلاعاتی، پرایمرهاي اختصاصی براي ردیابی کیفی هاي موجود در پایگاه: براساس مطالعات بیوانفورماتیکی و ژنکار روش

انجام شد.  PCRسازي روش بهینه سپسها طراحی شدند. اي ژلاتینی و مکملهماهی و ماهی مرکب در کپسول خرچنگ، گربه
 شد. رویتتکثیر و بر روي ژل آگارز  هاگونهیک از پرایمرهاي اختصاصی هر ازشده  استخراج DNAنهایتاً 

ترتیب باندهاي ماهی و ماهی مرکب انجام و به  براي پرایمرهاي اختصاصی خرچنگ، گربه PCRسازي واکنش : بهینههایافته

، پایداري و تکرارپذیري روش براي هر جفت پرایمر بررسی ختصاصیتجفت بازي بر روي ژل آگارز رؤیت شد. ا 112و  124، 147
شده  یابی باند تکثیرتوالی ،هاي ژلاتینی و پرایمرها انجام شد. همچنیناز کپسول شده استخراجهاي  DNAبا  PCR. سپس شد

 زیان نیز نتایج فوق را تائید کرد.با پرایمرهاي عمومی آب

توان می کوتاه یزمان شده اختصاصی در مدتو با استفاده از پرایمرهاي طراحی PCR: در این مطالعه براي اولین بار با روش نتیجه

ها و کلاژن هاي ژلاتینی، مکملماهی و ماهی مرکب را در ژلاتین یا محصولات حاوي آن نظیر کپسول خرچنگ، گربهردیابی کیفی 
 قبل از ورود به کشور انجام داد.
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 مقدمه:

دریایی در ایران همیشه از  محصولات مصرف و تولید
 مورد کنندهمصرف و سلامت مذهبی اقتصادي، دیدگاه
 محصولات صنایع هتوسع با همراه. است بوده توجه

 اینکه احتمال ،که تنوع فراوانی نیز دارد دریایی غذایی

بمنظور برخی از تولیدکنندگان متقلب و سودجو 
 هايگونه جایگزینی به اقدام ود بیشتردستیابی به س

 حلال، بازارپسند و گران هاییگونه با ارزش حرام و کم
همچنین بیشتر  .استیافته  افزایش نمایند، قیمت

جعلی  برچسب نصب با کالاهاي قاچاق و بدون مجوز
کننده مصرف شوندمی باعث خود، محصولات روي
 ارزش از بیشتر ايهزینه ،یاطلاع داشتن هیچ بدون

 در واقعی بپردازد. وجود این تقلبات، لزوم نظارت بیشتر

و  محصولات گونه هویت احراز و کیفی کنترل مورد
 کند.تبیین می ژلاتینی را هايفرآورده

 گربه چون هم، امروزه از برخی ماهیان یا آبزیان موازات به
ماهی مرکب و خرچنگ در حوزة دارویی و  ماهی،

شود که اکثراً بهداشتی استفاده می تولیدات اقلام آرایشی
حلال  ،مذاهب اسلامیاز نظر برخی  و ازبوده وارداتی 

 با قوانین بعضی کشورهاي اسلامی از بنابراین ؛باشندمین
به  یجمله ایران مغایرت خواهند داشت. لذا نیاز مبرم

یداتی جهت شناسایی و کنترل واردات و تولیدات این هتم
محصولات  حلیت امروزهباشد. ها در کشور میفرآورده

نظر منشأ خوك یا گاو  هاي دارویی ازژلاتینی و کپسول
، 1،2[شود کنترل می PCRازجمله  هاي مختلفبا روش
هاي دارویی حاوي ها و کپسولولی در مکمل ،]3،4،5

ماهی و ماهی مرکب، تشخیص نوع آبزي  خرچنگ، گربه
بنابراین در پروژه حاضر براي اولین بار گیرد؛ صورت نمی

هاي در ایران با استفاده از مطالعات بیوانفورماتیکی و ژن

پرایمرهاي کاملاً اختصاصی هاي مذکور، اختصاصی گونه
شناسایی ، PCRسازي روش طراحی شد و بعد از بهینه

هاي ها و کپسولمنشأ آبزیان مذکور در ژلاتین، مکمل
ذکر است  صورت کیفی صورت گرفت. شایان ژلاتینی به

بالا برخوردار  این روش از صحت، تکرارپذیري و سرعت
حلیت مناسب جهت تعیین  است و روشی بسیار

هاي ژلاتینی و محصولات وارداتی حاوي ژلاتین، کپسول
 باشد.ها قبل از ورود به کشور میمکمل

 روش کار:

 هاي ژلاتینیهاي ماهی و کپسولنمونه .1

هاي ماهی و آبزیان از دانشگاه علوم و فنون دریا در نمونه
استان خوزستان تهیه شد که شامل آبزیان حرام نظیر 

خرچنگ پهن و خرچنگ دراز ماهی، ماهی مرکب، گربه
(لابستر) و آبزیان حلال نظیر ماهی تن، تیلاپیا، کوسه و 

هاي ژلاتینی حاوي برخی موارد میگو بودند. کپسول
و  Vegapa ،Arthrostop ،Joint Careمذکور نظیر 

چند کپسول بدون برند، نیز از مرکز تحقیقات حلال 
 .نددریافت شد

 طراحی پرایمرهاي اختصاصی .2

هاي منظور طراحی پرایمر اختصاصی از گونه ابتدا بهدر 
هاي اختصاصی ماهی، ژنخرچنگ، ماهی مرکب و گربه
هاي طور جداگانه از بانکبراي هرگونه و هر خانواده به

دریافت شد. سپس یک ژن اختصاصی  NCBIاطلاعاتی 
 و توالی این ژن از تمام گونه گردید گونه تعییندر یک

 شده آن ماهی یا آبزي در بانک شهاي مختلف و گزار
افزار هاي اطلاعاتی ذخیره شد. سپس با استفاده از نرم

BioEdit شده  ردیف شدند و مناطق حفظ ها هماین ژن
تکثیر تمام  منظور بهها طی تکامل مشخص گردید. آن
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شده ژن  هاي یک ماهی یا آبزي از مناطق حفظگونه
زمان  قابلیت جداسازي هم کاندید، پرایمر اختصاصی با

 primer3 input versionها طراحی گردید (این گونه

). سپس پرایمرها با آبزیان دیگر Oligo 7و  0.4.0
 مشخص شود) شدند تا BLASTnبلاست نوکلئوتیدي (

-. همشودمتصل نمیهاي ماهی یا آبزي دیگر به گونه

در محصولات ژلاتینی،  DNAردیابی  منظور بهچنین 
، اندفرآوري شدهکه بسیار  هاهاي دارویی و مکملکپسول

 PCRکه طول محصول  طراحی شدندپرایمرها به نحوي 

 جفت باز، باشد. 200تا  100ها کوتاه، بین آن
 DNAاستخراج  .3

 DNA  هاي ژلاتینی گوشت ماهیان و آبزیان، کپسولاز
 ,CTAB )Merckو داروهاي حاوي آن به روش 

KGaA 6[ی استخراج شد ئجز) با تغییرات[ . 
 NanoDropها با دستگاه نانودراپ ( سپس غلظت آن

2000 Spectrophotometers, Thermo Fisher( 
 280/260با خواندن جذب در  ،دیگر سوي خوانده شد. از

 ها نیز بررسی گردید. به DNAکیفیت  230/260و 
 DNA این منظور اطمینان از عدم وجود بازدارنده در 

) با PCR )BioRad C1000, USAواکنش  ،ها
نانوگرم  10-20با غلظت  18Sپرایمرهاي عمومی 

DNA  انجام شد و محصولاتPCR  2روي ژل آگارز 
 فناوري کوثر).درصد الکتروفورز شدند (زیست

 با پرایمرهاي اختصاصی PCRواکنش  .4

ها، براي هر  DNAبعد از اطمینان از قابلیت تکثیر 
با شیب دمایی متفاوت گذاشته  PCRپرایمر اختصاصی 

ماي اتصال ) تا بهترین دBioRad C1000, USAشد (
 نیز  PCRدست آید. همچنین براي هر جفت پرایمر ب

 با واسرشته PCR). برنامه 1سازي شد (جدول  بهینه

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

ثانیه  25گراد، اتصال با دماي اختصاصی هر پرایمر یسانت
 5ثانیه، نهایتاً  25گراد براي درجه سانتی 72و تکثیر در 

گراد براي تکثیر نهایی در درجه سانتی 72دقیقه دماي 
سازي واکنش  پس از بهینه ،دیگر شد. ازسوي نظر گرفته

PCR  نیز  آنبراي هر جفت پرایمر، تکرارپذیري و صحت
با تغییر مقادیر پرایمر و نیز شد. پایداري روش  بررسی

-PCR )Corbett CGI، تغییر دستگاه PCRبقیه مواد 

96 Palm-Cycler Thermal Cycler in Golden 
Valley, MN, USA.تائید شد ( 

 

براي هر  PCRشده در واکنش  مقادیر استفاده -1جدول 
 جفت پرایمر

پرایمرها و عدم اتصال  اختصاصیتاطمینان از  منظور به 
 PCRهاي غیراختصاصی دیگر، واکنش ها به گونهآن

براي هر جفت پرایمر اختصاصی با آبزیان و ماهیان 
بر روي  PCRپرکاربرد دیگر نیز انجام شد و محصولات 

درصد الکتروفورز شدند. سپس با  5/2تا  2ژل آگارز 
DNA هاي حاوي ژلاتین از کپسول شده استخراج هاي

 انجام شد. PCRماهی و پرایمرهاي اختصاصی واکنش 
  

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 polymerase 5U/μl 0.15 
Template DNA  2 
Sum  20 
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ها با تکثیرشده کپسولهاي  DNAیابی توالی .5

 پرایمرهاي عمومی

مقایسه روش استفاده از پرایمر اختصاصی و یا  منظور به
طراحی و بررسی پرایمرهاي  موازات بهپرایمر عمومی، 

با  PCRهاي کپسول، واکنش نمونه DNAاختصاصی با 
ذکر است  ها نیز گذاشته شد. شایانپرایمر عمومی ماهی

شده یک ژن طی  مناطق حفظکه پرایمر عمومی از 
مطالعات  است که شده ها طراحیماهی تکامل

بیوانفورماتیکی حاکی از آن است که این پرایمر قادر به 
باشد. به این منظور از ماهی مییک هاي تکثیر اکثر گونه

، PCRجفت پرایمر عمومی ماهی با طول محصول  3
 .شدجفت باز استفاده  123و  137، 224

 هابیوانفورماتیکی توالیآنالیز  .6

 PCR) محصولات BLASTnبلاست نوکلئوتیدي (

یابی شده با پرایمرهاي عمومی ماهی در پایگاه توالی
ها براساس ، انجام و جنس و گونه ماهیNCBIاطلاعاتی 

 .گردیدبیشترین درصد یکسانی و تشابه تعیین 

 ها:یافته

استخراج شد و پس از  DNAهاي مذکور، از همه نمونه
، جهت تائید قابلیت DNAمحاسبه غلظت و خلوص 

ها با پرایمر ، کنترل آنشدهاستخراج هاي DNAتکثیر 
انجام شد و نتایج الکتروفورز  PCRبا روش  18Sعمومی 

 که تمامی نشان داد 18Sبا پرایمر  PCRمحصولات 
DNA هاي کنترل مثبت و شده از نمونه هاي استخراج
نیاز  ) و مقادیر مورد1 (شکل هستندپذیر  ها، تکثیرماهی

DNA  براي هاPCR  با پرایمرهاي اختصاصی تعیین
 شد.

 
 
 

 
 

. 18Sبا پرایمرهاي  PCRتصویر الکتروفورز محصولات  -1شکل 
لابستر، ماهی  DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  7تا  1شماره 

کنترل  8تن، کوسه، میگو، تیلاپیا، خرچنگ، ماهی مرکب، شماره 
 باشد.ماهی می گربه DNAبا  PCRمحصول  9منفی و شماره 

از طرف دیگر، پرایمرهاي اختصاصی براي ردیابی 
ماهی طراحی گردید. لازم  خرچنگ، ماهی مرکب و گربه

هاي هاي تمام ژنبه ذکر است نام علمی و توالی
 به دست آمد. NCBIاختصاصی از پایگاه اطلاعاتی 

شده ژن  ماهی از ناحیه حفظ پرایمرهاي اختصاصی گربه 
ماهی با  گربه 10) از COI )KM232630.1اختصاصی 

 Pangasius pangasiu ،Pangasiusنام علمی 

mekongensis ،Pangasius conchophilus ،
Pangasius bocourti ،Pangasius larnaudii ،

Pangasius sanitwongsei ،Pangasius krempfi ،
Pangasius nasutus ،Pangasius elongatus  و

Pangasius macronema  با طول محصولPCR 

منظور طراحی  جفت بازطراحی شد. به 124حدود 
سیتوکروم  Iپرایمر در خرچنگ از توالی ژن زیر واحد 

، Pilodius flavus) در JN679822.1اکسیداز (

Cyclodius obscurus هاي و گونهBrachyura sp. 
Xanthidae sp. Decapoda sp ؛ وAlpheidae sp.  
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شده طی تکامل، طراحی  استفاده شد و از ناحیه حفظ
جفت باز  147حدود  PCRپرایمرها با طول محصول 

 COIانجام شد. همچنین براي ماهی مرکب از ژن 

)HM377490.1زیرا ماهی  ،پا استفاده شد) در هشت
 21ژن مذکور در و  باشدپایان میمرکب از راسته هشت

 .Octopoda spهاي علمی پا با نامگونه و جنس هشت

Abdopus sp. Octopus cyanea ،Octopus 

laqueus ،Octopus oliveri ،Octopus maya ،
Octopus hubbsorum ،Octopus bimaculatus ،

Octopus tetricus ،Octopus vulgaris ،Octopus 

joubini ،Octopus membranaceus ،Abdopus 

aculeatus ،Thaumoctopus mimicus ،
Amphioctopus aegina ،Amphioctopus 

ovulum ،Amphioctopus marginatus ،
Hapalochlaena maculosa ،Amphioctopus 

kagoshimensis ،Amphioctopus 

membranaceus  وCistopus taiwanicusهم ، 
شده، پرایمرهاي اختصاصی  ردیف شد و از ناحیه حفاظت

جفت  112حدود  PCRطراحی گردید که طول محصول 
براي هر پرایمر  PCRنمود. سپس واکنش باز را تکثیر می
شده انجام شد و دماي  استخراج DNAاختصاصی با 

 2هاي اتصال مناسب براي هر پرایمر انتخاب شد (شکل
اس دماي اتصال مناسب براي پرایمرهاي ). بر این اس4تا 

ماهی و خرچنگ به ترتیب اختصاصی ماهی مرکب، گربه
 در نظر گرفته شد. 64و  68، 65

 
جفت بازي با  PCR ،112تصویر الکتروفورز محصولات  -2شکل 

جفت  100پرایمرهاي اختصاصی ماهی مرکب. نشانگر مولکولی 
 66و  64، 62، 60، 58به ترتیب دماي اتصال  5تا  1بازي، شماره 
 باشد.گراد میدرجه سانتی

 
 
 
 
 
 

جفت بازي با  PCR ،124تصویر الکتروفورز محصولات  -3شکل 
به ترتیب دماي  4تا  1ماهی. شماره پرایمرهاي اختصاصی گربه

 100گراد و نشانگر مولکولی درجه سانتی 70و  68، 66، 64اتصال 
 باشد.جفت بازي می

 
جفت بازي با  PCR ،147تصویر الکتروفورز محصولات  -4شکل 

جفت بازي،  100پرایمرهاي اختصاصی خرچنگ. نشانگر مولکولی 
درجه  66و  64، 62، 60، 58به ترتیب دماي اتصال  5تا  1شماره 
 باشد.گراد میسانتی

200 bp 

        1            2               3            4          100bp  

100 bp 
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آبزیان  DNAبراي اطمینان از عدم اتصال پرایمرها به 
آبزي پرکاربرد در مصارف دارویی و ژلاتینی  8دیگر، 

ماهی، ماهی  شامل میگو، خرچنگ پهن، لابستر، گربه
 مرکب، کوسه، ماهی تن و تیلاپیا انتخاب شدند و نتایج

PCR ،5هاي  پرایمرها را تائید نمود (شکل اختصاصیت 
 ).7تا 

 
جفت بازي با  PCR ،112صویر الکتروفورز محصولات ت -5شکل 

جفت  100پرایمرهاي اختصاصی ماهی مرکب. نشانگر مولکولی 
ماهی تن،  DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  9تا  1بازي، شماره 

رکب لابستر، کوسه، میگو، تیلاپیا، ماهی مرکب تکرار اول، ماهی م
 کنترل منفی می 10شماره ماهی و  تکرار دوم، خرچنگ و گربه

 باشد.

 
جفت بازي با  PCR ،124صویر الکتروفورز محصولات ت -6شکل 

جفت بازي،  100ماهی. نشانگر مولکولی پرایمرهاي اختصاصی گربه
، با دي. ان. ایی ماهی تن PCRبه ترتیب محصولات  8تا  1شماره 

ی و ماهلابستر، کوسه، میگو، تیلاپیا، ماهی مرکب، خرچنگ و گربه
 باشد.کنترل منفی می 9شماره 

 
جفت بازي با  PCR ،147صویر الکتروفورز محصولات ت -7شکل 

جفت بازي،  100پرایمرهاي اختصاصی خرچنگ. نشانگر مولکولی 
ماهی تن،  DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات  8تا  1شماره 

ماهی  لابستر، کوسه، میگو، تیلاپیا، خرچنگ، ماهی مرکب و گربه
 باشد.کنترل منفی می 9شماره و 

شده از  استخراج هاي DNAدر بخش بعدي، براي 
ماهی با هاي ژلاتینی حاوي خرچنگ، یا گربهکپسول

گذاشته  PCRسازي شده، پرایمرهاي اختصاصی بهینه
ماهی بود و نتایج  حاوي گربه Vegapaشد. کپسول 

 شده در این کپسول ماهی ادعا حاکی از تکثیر ژن گربه
 ).8بود (شکل 

 
جفت بازي با  PCR ،124تصویر الکتروفورز محصولات  -8شکل 

ماهی.  ماهی و کپسول حاوي گربه پرایمرهاي اختصاصی گربه
 محصولاتبه  3تا  1جفت بازي، شماره  100نشانگر مولکولی 

 تکرار اول، تکرارشده از کپسول  استخراج DNA با PCRترتیب 
د.باشکنترل منفی می 4دوم، کنترل مثبت و شماره 
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پا یا ماهی مرکب لازم به ذکر است کپسولی حاوي هشت
کپسول بررسی  3یافت نشد. از سوي دیگر براي خرچنگ 

و یک  Arthrostopشدند که در ترکیبات دو کپسول (
کپسول بدون علامت تجاري) اشاره به حضور خرچنگ و 

 Joint Careساز  تخوانمیگو داشت و در کپسول اس
ایی داشت که هر تن دو کفهاشاره به وجود ماهی و نرم

شدند.  PCRسه نمونه با پرایمرهاي اختصاصی خرچنگ 
نتایج نشان داد که تنها کپسول بدون علامت تجاري با 

جواب  Arthrostopپرایمر خرچنگ باند اختصاصی داد، 
 ).9داد (شکل  147هم باند بالاتر از  Joint Careنداد و 

 2براساس جدول  یزن یمربا هر پرا PCRروش  یداريپا
هر  ينشان داد که باند موردنظر برا یجشد و نتا یبررس

اتصال،  يدما یمر،مقدار پرا ییرتغ یرتحت تأث یمرجفت پرا
، حجم واکنش و نوع دستگاه dNTPو  MgCl2غلظت 
PCR ینهبه يدرجه از دما یکاتصال  يقرار نگرفت. دما 

در نظر  یشتردرجه ب یککمتر و  ایمرهر پر يشده برا
 گرفته شد.  

 

جفت  PCR ،147تصویر الکتروفورز محصولات  -9کل ش
هاي مختلف. بازي با پرایمرهاي اختصاصی خرچنگ و کپسول

به ترتیب  4تا  1جفت بازي، شماره  100نشانگر مولکولی 
هاي شده از کپسول استخراج DNAبا  PCRمحصولات 

Arthrostop بدون علامت تجاري و ،Joint Care کنترل ،
  .باشدکنترل منفی می 5بت و شماره مث

 

 
اختصاصی پرایمرجفت با هر  PCRبررسی پایداري روش  -2جدول شماره 

 
 

 
 

 dNTP (mM) (μl)حجم واکنش  MaCl2 (mM) دماي اتصال غلظت آغازگر ترموسایکلر ردیف

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  
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ها با کپسول DNAیابی بخش دوم پروژه تکثیر و توالی
جفت  3پرایمرهاي عمومی ماهی بود که به این منظور از 

 123و  PCR ،224 ،137پرایمر عمومی با طول محصول 
جفت باز استفاده گردید. نتایج نشان داد که پرایمرهاي 

 137و  PCR ،224عمومی ماهی با طول محصول 
ها را تکثیر نمایند. هیچ یک از کپسول DNAنتوانستند 

و  Vegapa ،Arthrostopهاي نمونه DNAکه درحالی
Joint care  یابی  تکثیر شدند و براي توالی 123با پرایمر

 ).10ارسال شدند (شکل 

 
جفت بازي با  PCR ،123تصویر الکتروفورز محصولات  -10شکل 

 4تا  1جفت بازي، شماره  100پرایمرهاي عمومی. نشانگر مولکولی 
هاي شده از کپسول استخراج DNAبا  PCRبه ترتیب محصولات 

Vegapa ،Arthrostop ،Joint Care باشد.و کنترل مثبت می 

یابی محصولات بیوانفورماتیک نتایج توالیآنالیزهاي 
PCR  نشان داد که نمونه  123با پرایمرهاي عمومی

Joint Care  به ماهی  تشابه %91باSynodontis 

contractus  به ماهی  تشابه %90و باPhallichthys 

tico هاي به ترتیب با شماره دسترسیDQ886608.1  و
EF017512.1 صل شد و به همین خاطر متDNA  آن با

یابی پرایمرهاي اختصاصی خرچنگ تکثیر نشد. توالی
 90با  123با پرایمر  Vegepaکپسول  PCRمحصول 

با  Leporacanthicus heterodonبه گونه  تشابهدرصد 
) در پایگاه اطلاعاتی KP960107.1شماره دسترسی (

NCBI ماهی متصل شد و نتیجه  از خانواده گربهPCR 

ماهی نیز تائید شد. از طرف دیگر  پرایمر اختصاصی گربه با
کپسول  PCRنتایج جستجوي توالی یابی محصول 

Arthrostop  در پایگاه اطلاعاتی  123با پرایمرNCBI 

از طریق بلاست نوکلئوتیدي نشان داد که توالی مذکور با 
 Ilyoplaxگونه خرچنگ با نام علمی به یک %83 تشابه

deschampsi   و نوعی میگو با نام علمی
Macrobrachium gangeticum و به ترتیب شماره 

متصل  AY858830.1و  JF909979.1هاي دسترسی 
 شده بود. شد که در ترکیبات آن نیز ذکر

 بحث:

طور اختصاصی در ژلاتین  شناسایی گونه ماهی و آبزیان به
ژلاتینی و هاي ویژه کپسول و محصولات ژلاتینی به

نشده است.  تاکنون انجام ها در ایران و حتی جهانمکمل
ذکر است منشأ ژلاتین حاوي ماهی و آبزي در  شایان

و  باشدنمیبسیاري از کشورهاي پیشرفته حائز اهمیت 
-ان حلال استفاده میافراد مسلمان نیز از محصولات با نش

هاي حاوي آن، خصوص ژلاتین و فرآوردهنمایند که در
باشد که تمرکز بر روي عدم استفاده از منشأ خوك می

مقالات علمی جهت شناسایی منشأ خوك در ژلاتین نیز 
وجود دارد.  ]5[یا آنالیتیک  ]4و  PCR ]1 ،2 ،3به روش 

بعضی ماهیان و آبزیان در برخی  از استفاده ،از سوي دیگر
بنابراین شناسایی منشأ  باشد؛نمیمذاهب اسلامی حلال 

هاي ژلاتینی ها و کپسولژلاتین در بسیاري از مکمل
رسد. این در حالی است که وارداتی ضروري به نظر می

ت، نشده اس مقالات علمی پژوهشی در این زمینه نیز چاپ
خصوص روش استخراج که تنها چند مقاله درنحويبه

 . ]9و  8، 7[ماهی وجود دارد  ژلاتین از پوست گربه

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_115382617
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_115382617
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_115382617
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_119873623
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_119873623
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_119873623
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_799101140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP960107.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7DY4SKNW015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334850001
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334850001
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334850001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF909979.1?report=genbank&log$=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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در آلمان  Eurofinsلازم به ذکر است که شرکت 
خدماتی در زمینه شناسایی گونه ماهی در غذاهاي 

و در حال حاضر نیز  ]10[دهد دریایی و پیتزا ارائه می
هاي استخراج ژلاتین و تشخیص منشأ  این شرکت کیت

ارائه  Real-Time PCRاستفاده از روش  با خوك را
 ولی براي باشند؛قیمت می که بسیار گران دهدمی

 .شناسایی منشأ ماهیان و آبزیان کیت تشخیصی ندارد
بنابراین در این پژوهش براي اولین بار در ایران و جهان، 

ماهی، ماهی مرکب و  سازي شناسایی گربهبهینه
ها به روش هاي ژلاتینی حاوي آنخرچنگ در کپسول

PCR شده کاملاً  و با استفاده از پرایمرهاي طراحی
طراحی پرایمرهاي اختصاصی اختصاصی صورت گرفت. 

 .شودترین بخش در این پروژه محسوب میعنوان مهم به
هاي بیوانفورماتیکی جهت تعیین  بررسی لذا علاوه بر
پرایمرها در شرایط آزمایشگاهی، آزمون  اختصاصیت

PCR  برايDNA  ماهی یا آبزي  7شده از  استخراج
ها شامل هاي ژلاتینی و مکملپرکاربرد در کپسولبسیار 

ماهی تن، لابستر، کوسه، میگو، تیلاپیا، ماهی مرکب، 
 ماهی بررسی شدند. پرایمرهاي گربه خرچنگ و گربه

ماهی و ماهی  گربه DNAماهی و ماهی مرکب تنها به 
مرکب متصل شدند. ضمن اینکه پرایمرهاي ماهی 

پا نیز  ه مختلف هشتگون 21مرکب قادر به جداسازي 
 پایان میزیرا ماهی مرکب از خانواده هشت ،باشد می

هاي پا در کپسول لذا در صورت وجود هشت ؛باشد
 با همین پرایمر آن را تشخیص داد.توان  ژلاتینی نیز می

خرچنگ علاوه بر تکثیر خرچنگ  همچنین پرایمرهاي
 ا نیز تکثیرر توانستند لابستر نوعی خرچنگ دراز پهن

ماهی  گربه DNAضعیفی با  باند ،نمایند. از طرف دیگر

 از بین میاین باند نیز دادند که در دماهاي اتصال بالا 
ماهی  رفت ولی تکرارپذیر نبود. البته به دلیل اینکه گربه

و خرچنگ هر دو براي استفاده برخی از مذاهب اسلامی 
نیاز شود و در صورت اي ایجاد نمیباشند مسئلهمی حرام

توان ماهی و خرچنگ، میبه تشخیص بین گربه
 DNAماهی استفاده نمود که به پرایمرهاي گربهاز

ماهی را تکثیر  شوند و فقط گربهخرچنگ متصل نمی
کپسول مختلف با  13ذکر است  کند. شایان می

منشأهاي مختلف از مرکز تحقیقات حلال دریافت شده 
و  Vegapa ،Arthrostopبسته کپسول  3بود که 

Joint care  عدد کپسول بدون علامت تجاري،  5بعلاوه
هاي آبزي مرتبط با این پروژه بودند.  حاوي گونه

Vegapa ماهی،  با منشأ گربهArthrostop  عدد  5و
کپسول بدون علامت تجاري حاوي خرچنگ و میگو بود 

اي در تن دوکفهماهی و نرم Joint careو کپسول 
شت که بسیار کلی و بدون ذکر جنس ترکیبات خود دا

شده با  و گونه بود. ردیابی کیفی منشأهاي گزارش
سازي پرایمرهاي اختصاصی حاکی از تائید روش بهینه

منظور تائید مجدد نتایج  مان بهمزولی ه .شده بود
جفت پرایمر عمومی که قابلیت تکثیر  3شده، از  حاصل

شده  استخراج DNAاکثر ماهیان را داشتند براي تکثیر 
هاي مذکور استفاده شد و تنها یک جفت از از کپسول

جفت بازي  PCR ،123این پرایمرها با طول محصول 
 هاي حاصلباندنظر بود. سپس  قادر به تکثیر باند مورد

هاي یسیابی شدند که بررتوالی ،این پرایمر عمومی
ید یابی نیز منشأها را تائبیوانفورماتیکی روي نتایج توالی

یابی و پرایمرهاي نمود؛ بنابراین براساس نتایج توالی
 توان اذعان داشت شناسایی منشأ گربهاختصاصی می
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ماهی، ماهی مرکب و خرچنگ با پرایمرهاي اختصاصی 
تواند شده می سازيبهینه PCRشده و روش طراحی

روشی بسیار مطمئن، سریع و دقیق محسوب شود. 
تکثیرشده با پرایمر  باندیابی ضمن اینکه روش توالی

تواند در صورت لزوم و امکان، جهت تائید عمومی نیز می
هاي آن و ولی با توجه به محدودیت .منشأ استفاده شود

تنهایی و به %100طول توالی بسیار کوتاه، با احتمال 
تواند براي شناسایی گونه ماهی روشی کامل باشد و نمی
که . درحالیکردتناد آن اس هصورت مطلق ب توان بهنمی

استفاده از پرایمرهاي اختصاصی براي شناسایی و ردیابی 
تر هاي حاوي ماهی و آبزیان بسیار مناسبمنشأ کپسول

شود براي اطمینان و تائید، و پیشنهاد می باشدمی
جاي محصول با پرایمر اختصاصی را به PCRمحصول 

PCR  تا  کردبا پرایمر عمومی براي توالی یابی ارسال
جنس و گونه ماهی یا آبزي مشخص گردد. ضمن اینکه 

) در این پروژه LODتعیین حد تشخیص پرایمرها (
نشده است و نیاز به استانداردهاي مشخص با  انجام

هاي با درصد ، یا کپسولDNAتعداد کپی مشخص از 
انجام آن در آینده  وکاررفته دارد مختلف آبزي به

ولی پایداري روش، تکرارپذیري  .رسدضروري به نظر می
دهد استفاده از این پرایمرهاي نشان می اختصاصیتو 

 اختصاصی براي شناسایی کیفی منشأ ماهی مرکب، گربه
باشند. لذا با این روش ماهی و خرچنگ بسیار مناسب می

توان کالاهاي وارداتی حاوي این ترکیبات را قبل از می
 م آن را تائید نمود.سق و ورود به کشور بررسی و صحت

 گیري:نتیجه

ماهیان و بعضی از و منع مصرف  حلیتبا توجه به عدم 
جمله ایران  آبزیان در برخی کشورها و مذاهب اسلامی از

 هاي ژلاتینی و مکملکپسولاز بسیاري امروزه ه کو این
 غیرحلال ماهی یا آبزیان توانند از منشامی هاي وارداتی

مصرف  غیرقابلمذاهب اسلامی  برخی باشند که براي
 در این پروژه شناسایی سه آبزي پرکاربرد گربه هستند،

ماهی، ماهی مرکب و خرچنگ به روش ژنتیکی انجام شد. 
به صورتی که براي اولین بار با طراحی پرایمرهاي 

 PCRسازي واکنش ها و بهینهاختصاصی این گونه

ا و لابستر در پهاي مذکور را به همراه هشتتوانستیم گونه
ها تشخیص دهیم و نتایج با هاي ژلاتینی و مکملکپسول

شده از  استخراج DNAبا  PCRیابی محصولات توالی
اقلام مذکور نیز تائید گردید. لازم به ذکر است تاکنون 
نظیر این تحقیق در ایران و جهان گزارش نشده است و با 

ها و مکملها، توان گونهمی ،توجه به نتایج این پروژه
تر بررسی صورت وسیع هاي ژلاتینی بیشتري را بهکپسول

گونه  4شناسایی  ،موازات این پروژه نمود. ضمن اینکه به
صورت مشترك با مرکز  ماهی حلال پرکاربرد نیز به

 ]11[.شده است تحقیقات حلال انجام

: نتایج حاصل از این مطالعه با منافع تعارض منافع

 ان در تعارض نیست.نویسندگان و محقق
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ABSTRACT 
Introduction: Gelatin is an animal by-product obtained from the relative hydrolysis of 
collagen tissue in various parts of the animal body. Therefore, determining the solubility 
of the type of fish or marine used in gelatin, fat-soluble vitamins, unsaturated fatty acids 
and products containing them is necessary for some Islamic religions. Today in many 
gelatin products, especially supplements and gelatin capsules imported to Iran, different 
species of crabs, catfish and squid is used, which no way to identify them has been 
reported.  
Methods: Based on Bioinformatics studies and genes available in databases, specific 
primers were designed for qualitative trace crabs, catfish and squid in gelatin capsules and 
supplements. Then the PCR method was optimized. Finally, the extracted DNA was 
amplified with specific primers and detected on agarose gel. 
Results: PCR reaction optimization was performed for specific primers for crab, catfish 
and squid, so bands 147, 124 and 112 bp were observed on the agarose gel, respectively. 
Specificity stability and reproducibility of the method for each pair of primers was 
confirmed. Then the PCR with extracted DNAs from the gelatin capsules were done with 
primers. Also, the sequencing of the amplified band with general aquatic primers 
confirmed the mentioned results. 
Conclusion: In this study, for the first time, with PCR method and designed specific 
primers can detect the crab, catfish and squid qualitatively in gelatin or products 
containing it, such as gelatin capsules, supplements and collagen, in a short time, before 
entering the country. 
Keywords: Gelatin capsules, Crab, Squid, Catfish, PCR method 
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