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Abstract 
BACKGROUND: The authentication of chicken burgers is important due to the use of soybean meal instead of chicken 

in chicken burgers. 

OBJECTIVES: This study aims to assess the effectiveness of TaqMan real-time polymerase chain reaction (PCR) 

method in authenticating the chicken burgers. 

METHODS: The Cytochrome b (Cytb) and 18S rRNA genes were used for the chicken identification and endogenous 

control, respectively. The binary reference mixtures of chicken/soybean meal (containing 0.01, 0.1, 1, 10, and 100% 

chicken) were prepared for plotting the relative curves. The DNA serial dilutions extracted from the pure chicken 

sample were used to plot the absolute curves. The authentication was done after the acceptance of standard curves with 

satisfactory parameters using the model samples (the mixture chicken/soybean meal models of 60, 30, 10, and 5% and 

a chicken burger model of 75%). 

RESULTS: The curves plotted for both relative and absolute models had acceptable parameters according to the criteria 

determined for quantitative PCR assays. The R2 values of 0.9986 and 0.9993, the slopes of -3.2647 and -3.5333, and 

amplification efficiency percentages of 102.44% and 91.88% were obtained for the relative and absolute models, 

respectively. In the validation phase, the results showed that all samples analyzed using both models had satisfactory 

relative standard deviation percentage or accuracy (<25%), but the bias percentage (precision) for the absolute model 

was not within the acceptable range (±25%). 
CONCLUSIONS: The relative model of TaqMan PCR has acceptable accuracy and precision and a sensitivity of 0.1% 

to estimate chicken meat in chicken burgers and can be used to authenticate the chicken burgers or prevent their 

mislabeling in the market. 

Keywords: Authentication, Meat product, Mislabeling, PCR, Species identification 

Copyright © The Author(s).            Publisher: University of Tehran Press              Conflict of interest: The authors declared no conflict of interest. 

Corresponding author: Zahra Sarlak, Tel/Fax: +9883-37102001  

How to cite this article:  

 

 

Figure Legends and Table Captions 

Table 1. The PCR primers and probs. FAM: 6-carboxy-fluorescein; MGB: Minor groove binder; NFQ: Non-fluorescent quencher; VIC: 2'-chloro-
7'-phenyl-1, 4-dichloro-6-carboxyfluorescein. 

Table 2. The cycle threshold (CT) values for serial dilutions of chicken DNA. 

Table 3. The cycle threshold (CT) values for reference chicken/soybean meal mixtures. 
Table 4. The results of validation using samples.  

Table 5. The sensitivity of the chicken specific TaqMan PCR. 

Figure 1. The absolute (A) and relative (B) standard curves. 
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 مرغ یبرگرها یسنجاصالت یبرا  TaqMan Real-time PCRهاییسازمدلاثر 
  

 3،5زهرا سرلک، 4یاری، صبا 5،3یروح یلاد، م2یرضوان علییب، نا1یکرم یننسر

 یرانکرمانشاه، کرمانشاه، ا یدانش آموخته دانشگاه علوم پزشک 0
 یرانکرمانشاه، کرمانشاه، ا یدانشگاه علوم پزشک ی،دانشکده پزشک یوشیمی،گروه ب 2
 یرانکرمانشاه، کرمانشاه، ا یسلامت، دانشگاه علوم پزشک هاییپژوهشکده فناور ها،یها و چربروغن یقاتمرکز تحق 3
 یرانکرمانشاه، کرمانشاه، ا یدانشگاه علوم پزشک ی،رفرانس مرکز یشگاهکارشناس آزما 4
 یرانکرمانشاه، کرمانشاه، ا یدانشگاه علوم پزشک یی،غذا یعو صنا یهدانشکده علوم تغذ یی،غذا یعگروه علوم و صنا 5
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                                                                                                                 چکیده

 

 یرگرهابسنجی اصالتوجود دارد، بنابراین  مرغ یبرگرهاعنوان جایگزین بخشی از مرغ در یی حاکی از تقلب استفاده از کنجاله سویا بههاگزارش :مطالعه زمینه

 است.برخوردار  ییبالا تیمرغ از اهم

  time PCR -TaqMan Realبا تکنیک مدل و اعتبارسنجی 2گوشتی،  هایدر شناسایی گونه در فراورده PCRهای به کارآمد بودن روشتوجهبا :هدف

 به کار گرفته شد.برگر مرغ سنجی برای اصالت

، 10/1های مرجع مرغ/کنجاله سویا با درصد مرغ مخلوط .شدند استفاده کنترل داخلی و مرغ ییشناسا یبرا بیترتبه S rRNA02 و Cytbمناطق  :کارروش

های مرغ خالص برای رسم منحنی مطلق به کار شده از نمونهاستخراج DNA)وزنی/وزنی( برای رسم منحنی استاندارد نسبی و رقت سریالی  011و  01، 0، 0/1

، 31، 01های مدل های مدل )مخلوطقبول، با استفاده از نمونهقابل یهاتبارسنجی پس از تأیید منحنی استاندارد دارای شاخصهگرفته شدند. همچنین مرحله اع

 گوشت مرغ( انجام شد.درصد  25و برگر  )وزنی / وزنی(مرغ ـ سویا درصد  5 و 01

ی هایابیارزشده برای های تعیینقبول مطابق با معیارهای قابلدارای شاخصه مرجع یهامخلوط از استفاده با دلم دوبرای هر  شدهمیترس یهایمنحن :نتایج

qPCR 2که طوریبودند، بهR  تعیین شدند. 22/80و  44/012و درصد کارایی تکثیر  -5333/3و  -2042/3، شیب 8883/1و  8820/1ترتیب منحنی به 2برای 

)پارامتر  RSDنشان داد که مقادیر درصد   qPCR-TaqMan شدهفیتعر کیتکنها با مدل و ارزیابی آن هایهمچنین در مرحله اعتبارسنجی، استفاده از نمونه

شده های مدل ارزیابی)پارامتر صحت( برای نمونه Biasدرصد( حاصل شد، اما مقادیر درصد  25>ها با استفاده از هر دو مدل )قبولی برای همه نمونهدقت( قابل

 ( نبودند.±درصد 25پذیرش )ده قابلبا مدل مطلق در محدو

تواند گوشت مرغ را در برگرهای مرغ شناسایی کند و برای درصد می 0/1قبولی و با حساسیت تشخیصی مدل نسبی با دقت و صحت قابل :نهایی گیرینتیجه

 گذاری اشتباه در سطح عرضه به کار گرفته شود.سنجی برگرهای مرغ و جلوگیری از برچسباصالت

   PCR ی،گونه، محصولات گوشت ییبرگر، شناسا ی،اصالت سنج :کلیدی کلمات

 .دانشگاه تهرانناشر: مؤسسه انتشارات                                            نویسندگان. © تیرایکپ

 یرانکرمانشاه، کرمانشاه، ا یدانشگاه علوم پزشک یی،غذا یعو صنا یهدانشکده علوم تغذ یی،غذا یعگروه علوم و صنا ،زهرا سرلک: مسئول سندهینو

 

 مقدمه

 ییغذا تیمنبعد از ا .(0) گونه تقلب استاز هر یعارو  منی، ایکاف یغذا نیمأت ،رشد جهانبهرو تیجمع یبرا هاچالش نیتراز مهم یکی

ها به آن هیته یبراشده استفاده فرایندنوع  یابیشده و ارزفرموله باتیترک قیدق یسنظر برراز ییسنجی مواد غذااصالت ،ییغذا یمنیاو 

 کی عنواندر صنعت غذا به تقلب امروزهواقع در .(3 ،2) است شده لیکنندگان تبداز حقوق مصرف تیحما یبرا یمهم اریموضوع بس

کنندگان دیولتتوسط  یعمد تقلب یاصل لیاز دلا شتریب یاقتصادبه سود  یابیدست یبرا زهیانگاست و  کرده دایپ اهمیت ،بزرگمشکل 

10.22059/jvr.2025.384001.3462 

 

 141-168، 1484، 3، شماره 08دوره 

 

https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir
https://ut.ac.ir/
https://ut.ac.ir/
https://doi.org/10.22059/jvr.2025.384001.3462
https://doi.org/10.22059/jvr.2025.384001.3462
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://en.wikipedia.org/wiki/Open_access


 

1484، 3شماره  08دوره ▐ تحقیقات دامپزشکی مجله           

 

 050 

نشده بهبودهای تأیید، (Concealmentکاری )پنهان، (Substitutionجایگزینی )، (Dilutionسازی )رقیقبه اشکال مختلف  . تقلباست

(Unapproved enhancement) ،برچسب( زنی اشتباهMislabeling) ( جعل کردنCounterfeiting،) ( بازار خاکستریGray 

market diversion،) ( سرقتTheft ) و( انحرافOver run )(4)شود یانجام م. 

 دهید ییغذا عیصنا دروفور است که به یمسائلن یتراز عمده ،شدهیورافرصورت به ایصورت خام و در فروش گوشت به تقلب

 نیا .تتر اسارزشبا یهاگوشت یجاتر بهارزان یهاگوشت ینیگزیجا ،یدر محصولات گوشت جیرا از تقلب یکی. (0 ،5) شودیم

( Mislabeling) یرواقعیغ یهامجاز با برچسبریغ یگوشت یهاگونه ایتر و ارزان یگوشت یهاشده با گونهفرموله یمحصولات گوشت

ینگرانتواند یم ییغذامواد  برچسب یرو برشده فرموله باتیترکمورد در حیصححال اطلاعات هربه .(02-2)رسند یمبه فروش 

توسط  یکیژنت افتهیرییتغ یهاو غذا زاآلرژن یها)عدم مصرف غذا یمنیا درباره یاقتصادبر مسائل کنندگان را علاوهمصرف یها

و  واناتیح)رفاه  یاخلاقمسائل  (،انیهودیخوردن گوشت خوک توسط مسلمانان و  تی)ممنوع یمذهب یهاتیمحدودافراد(،  یبرخ

 کیو ارگان یخواراهی)گ یزندگبالا( و سبک  یکالربا  یها)عدم مصرف غذا ییغذا میرژانتخاب نوع  ،(ستیزطیمحسازگار با  دیتول

 یگوشت یهاد گونهنبتوان تنهانه که است شده ییزهاینالبه آ ازین موجبامر  نیا اساس،نیابر. (00-03) کندمصرف کردن( برطرف 

 ی غذاییهاکسیماتر یبرا تا باشند قیحساس و دق یبلکه به اندازه کاف کنند، ییاعتماد شناساطور قابلموجود در غذاها را به

 .(02) شوند استفاده یشده مانند محصولات گوشتیوراو فر دهیچیپ

 دیاس کیبونوکلئیریاکسید هیبر پا PCR یهاروش .0: شودیانجام م مختلف یهامارکر از استفاده با یگوشت یهاتقلب کشف

(DNA)خاص. مولکول  یهاتیمتابول هیپا بر کیاسپکتروسکوپ یهاروش .3 ؛هانیپروتئ هیبر پا کیمونولوژیا یهاروش .2 ؛DNA  اطلاعات

 کی افراد رد یکیژنت اطلاعات یبرخ نکهیا وجود با. کندیم منتقل بعد نسل به تینهادر و ریتکث سپس ،کرده رهیرا در خود ذخ یکیژنت

 یتگوش محصولات در گونه نوع ییشناسا یبرا دتوانیگونه است م کیافراد  همه خاص که را اطلاعات میزانی از اما است، متفاوت گونه

و  ییایمیش یورافرفشار،  ،یحرارت یهافرایندها )خصوصاً در نیپروتئنسبت به  یبالاتر یداریپا DNA. مولکول برده شودکار ه ب

 یها)روش DNA هیپابر  یهاکیتکنشود یمهر گونه سبب  یبرا یکیژنتبالا و خاص بودن اطلاعات  یداریپا نیبنابرا( دارد. ونیدراسیده

کاربرد را نسبت به  نیترشیبمعتبر  یهاکیعنوان تکنشده بهیورافر یگونه در محصولات گوشت وعن صیتشخ یبرا PCR( مثل کیژنوم

 Cross) متقاطع یدگآلو کیرا از  یتقلب عمد کی توانندینم PCR یفیک هایکیتکنهرحال، به. (21-02)ها داشته باشند کیتکن ریسا

contaminationیاراد حالنیعدرو  قی، حساس، دقحلقابل کیتکن اندمطالعات نشان داده از یاریبسدهند.  صیتشخ دیتول رهی( در زنج 

 لیدلبهپروب تک من  هیپا رب Real-time PCR روش اً. ضمن(20)است  Real-time PCR (qPCR) کیتکن ،یکم صیتشخ تیقابل

 یصاختصاریغ هایکونیآمپل دی( و تولMultiplexing) PCRمخلوط واکنش  کیگونه در  نیچند ییشناسا تیقابل بالاتر، تیحساس

 .(20-08)دارد  یبرتر ،است نیبرگریرنگ سا هیبر پاکه  Real-time PCRر روش ر بکمت

بودن آن نسبت به گوشت قرمز و  ترارزان و بالا یدسترس لیدلبه امر نیاست. ا یگوشت نیپروتئ منبع نیترگوشت مرغ محبوب

که  است آن لیدلبهرغ م گوشت تیمحبوب شیافزا عمده نیهمچن. است آندر مصرف  یمذهب ای یفرهنگ تیحال عدم محدودنیعدر

 ایسو نیپروتئدر گوشت مرغ استفاده از شده گزارشهای یکی از تقلب. (24-22) کرد لیآماده تبد ییغذا یهاتوان آن را به وعدهیم

 رمجازیغ ینیگزیجا نیا نهایتدر و باشدیم فرمولهورده اتر در فرارزان نیگزیماده جا کیعنوان مرغ به یهادر برگر دیسفگوشت  یجابه

 دنبال هکنندگان بمصرف یبرارا  یاقتصاد یهاضرر ،ینیگزیجا نیا نکهیابر علاوه نیبنابراشود. ینم اعلام ییبرچسب ماده غذا یبر رو

 .(25 ،2) است منجر شدهافراد  یبرخدر  کیآلرژ یهاماده آلرژن به واکنش کیعنوان به ایسو یهانیپروتئ، است داشته

سنجی اصالت شود،میتقلب  یاهیگ یهانیپروتئ و باتیترکمرغ با  یهابرگر در است که یها حاکگزارش رانیدر ا نکهیبه اتوجهبا

(Authenticityبرگر )کیتکننظر که  نیا ازدارد. ضمناً  ییبالا تیمرغ اهم یها TaqMan Real-time PCR با دقت  یزیروش آنال کی

 Real-time PCR لمد 2( Validation) قیتصدو  یبررسبه  حاضر در مطالعه ،مجاز استریغ یهاگونه یکم صیو صحت بالا در تشخ

 .است شدهمرغ پرداخته  یهاسنجی برگراصالت یبرا من تک پروب هی( بر پای)مطلق و نسب
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 کار روش و مواد

)وزنی/وزنی(  ایسو کنجاله کسیتردر ما مرغ گوشتدرصد  10/1و  0/1 ،0 ،01 ،011 یحاومرجع  یهامخلوط: مارهایت یسازآماده

)وزنی/وزنی(  ایسو کنجاله کسیماتر در مرغ گوشت درصد 5و  01، 31، 01 شامل مدل یهامخلوط. شد ساخته استاندارد یمنحن رسم یبرا

 با یاعتبارسنج مرحله یبرا نیز مرغدرصد )وزنی/وزنی( گوشت  25 یحاو زین مرغ برگر نمونه کی. شد هیته یاعتبارسنج مرحله یبرا زین

 01) هیادو(، گرم 01) شدههیتصف نمک(، گرم 31) گندم گلوتن(، گرم 51) یسوخار آرد(، گرم 021) ازیپ(، گرم 251) مرغ گوشت یاجزا

 ایسو درصد کنجاله 011مرغ و  گوشتدرصد  011 یمارهایت نیهمچن. شد فرموله( تریلیلیم 21) آب و( گرم 01) دلمه فلفل(، گرم

 .شدند گرفته کار به یمنف کنترل و مثبت کنترل یمارهایت عنوانبه بیترتبه

 FATGKبافت  از DNA استخراج تیبا استفاده از ک هااز نمونه DNA استخراج: DNA تیکم نییو تع استخراج

(Tissue Genomic DNA Extraction Kit TMFavorPrep مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده )Biotech (FAVORGEN 

Corp, Taiwan)  از بافر  ه)استفاد کردن زیل مراحل در مونهنگرم میلی 31استخراج از  کهیطوربه انجام شد، راتییتغ یاندکباFATG1، 

 2) شووشست بافربا  ستون یشووشست ،FATGمربوطه از ستون  زاتیل عبور ،(درصد 82و اتانول  FATG2بافر  ،K نازیمحلول پروتئ

های DNA تیفیک و تیکم سپسشد.  انجام Elution bufferبا  ستوناز  DNA رهایش و (W2 bufferو  buffer  1Wبار با

 دییتأ( Vis Spectrophotometer-NanoDrop ND1000 UV)نانومتر  201در طول موج  رشده با استفاده از اسپکتروفتومتاستخراج

درجه  -21 یدر دما PCRانجام فرایند  تا نامطلوب یمیآنز هایاز واکنش یریجلوگ یشده برااستخراج هایDNAتمام  تاًینها. دیگرد

 شدند. ینگهدارگراد سانتی

ژن  منطقه( از Gallus gallus) گونه مرغ ییشناسا یبرا یاختصاص پروب و مریپرا جفت کی: و پروب مریپرا یهامجموعه

Cytb های واکنش یداخلکنترل  یبرا گرید یوتیوکاری یعموم پروب و مریپرا جفت کی نی. همچندیگرد طراحیqPCR جینتا یو بررس 

گرفته شد و برای طراحی  NCBIی وتکنولوژیب هایها از پایگاه داده. توالی ژنشد انتخاب S rRNA02 نکاذب از ژ یمثبت و منف

 .(0 جدول) استفاده شد SnapGeneو  Gene Runnerهای افزارپرایمرها از نرم

شد.  لیتعدنانوگرم/میکرولیتر  5تا  یاستخراج یهاعصاره تمام، غلظت qPCRبا  زیاز آنال قبل: qPCR-TaqMan ریتکث طیشرا

 2/1 مریهر پرا از) مریپراجفت  2 ،(میکرولیتر 01) کسیم مستر یحاومیکرولیتر  21به حجم  PCR های پیاستر واکنش هایمخلوط

 شدند. هیته( میکرولیتر 4( و آب )میکرولیتر 2) یاستخراج یهاDNA(، میکرولیتر 4/1 هرکدام از) پروب 2 ،(میکرولیتر

 

 .هاپروب و مرهایپرا به مربوط اطلاعات. 1 جدول
 (باز)جفت  کونیآمپل زیسا هدف ژن پروب/  مریپرا ست گونه

 F:GGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGAC وتیوکاری
R: ATACGCTATTGGAGCTGGAATTACC 

Probe: VIC- AAGTGGACTCATTCCAATTACAGGGCCT-MGB-

NFQ 

S rRNA02 
 

040 

 Gallus) مرغ

gallus) 

F:TCTGGGCTTAACTCTCATACTCACC 

R: GGTTACTAGTGGGTTTGCTGGG 

Probe: FAM-CATTCCTAACACTAGCCCTA-MGB-NFQ 

Cytb 010 

 

 

 .مرغ DNA یالیسر یهارقت یآمده برادستبه Ct ریمقاد. 2 جدول

 اریمعانحراف±نیانگیم سوم روز دوم روز اول روز )نانوگرم( DNA زانیم تمیلگار )نانوگرم( DNA زانیم

01 0 8/20 50/20 40/20 23/1±04/20 

0 1 82/24 05/24 8/24 02/1±24/24 

0/1 0- 20/22 04/22 58/22 20/1±51/22 

10/1 2- 8/30 14/32 80/30 12/1±85/30 

110/1 3- 28/34 55/30 82/35 28/1±25/35 
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 .ایمرغ / سو مرجع یهامخلوط یآمده برادستبه Ct ریمقاد. 3 جدول
 اریمعانحراف±نیانگیم درصد لگاریتم مخلوط مرجع مخلوط مرجع مرغ )درصد(

 روز سوم روز دوم روز اول

188 2 3/20 25/21 30/21 52/1±04/21 

18 0 22/24 24/23 80/23 55/1±00/24 

1 1 22/22 20/22 43/22 34/1±50/22 

1/8 0- 88/31 24/31 05/31 02/1±28/31 

81/8 2- 82/33 44/33 52/33 28/1±04/33 

 

 .مدل یهانمونه از استفاده با یاعتبارسنج مرحله جینتا. 4 جدول

  مدل یهانمونه

 (یوزن/  ی)وزن

 روش نوع

 یسازمدل

 مرغ  نیتخم درصد

 (یوزن/  ی)وزن
 ±نیانگیم

 اریمع انحراف

 )درصد( 

 RSD Bias سوم روز دوم روز اول روز

 03/22 01/3 35/85±80/2 28/84 10/83 08/82 مطلق درصد 25

 -11/21 30/3 11/01±12/2 22/58 45/52 22/02 نسبی

 81/24 02/8 84/24±24/0 02/02 00/20 14/20 مطلق درصد 01

 -82/22 20/8 25/40±50/4 32/40 41/51 82/40 نسبی

 05/28 28/4 28/32±81/0 02/41 02/38 28/30 مطلق درصد 31

 -20/24 31/5 24/22±21/0 22/23 22/22 42/20 نسبی

 20/41 50/4 12/04±04/1 43/03 10/04 22/04 مطلق درصد 01

 -34/24 84/4 52/2±32/1 21/2 50/2 84/2 نسبی

 15/51 22/03 51/2±13/0 02/2 01/0 22/2 مطلق درصد 5

 -35/23 20/04 23/3±52/1 45/4 34/3 20/3 نسبی

 

 42 یدارا time PCR-Real time PCR System (Applied Biosystem)-Real TMStepOneدستگاه  لهیوسبه ریتکث فرایند

 2 بیترتچرخه به 41 یو برا قهیدق 3مدت بهگراد درجه سانتی 85بار در  0( فقط Initialization stepمرحله آغاز ) طیشراخانه تحت 

 شد. انجام( ثانیه 21مدت بهگراد درجه سانتی 52شدن ) لی( و اتصال/طوثانیه 5 مدتبهگراد درجه سانتی 85) ونیمرحله دناتوراس

نانوگرم/میکرولیتر  5حاصل از عضله مرغ تا  استخراجی DNAدر مدل مطلق، غلظت : TaqMan-qPCR مطلق یسازمدل

های DNAاز میکرولیتر  2ساخته شد. سپس نانوگرم/میکرولیتر  1115/1و  115/1، 15/1، 5/1 های سریالیشد و از آن رقت تعدیل

 DNAنانوگرم  110/1و  10/1، 0/1، 0، 01که معادل  اضافه شد PCR های یپواکنش در استر هایاز مخلوطمیکرولیتر  02شده به رقیق

و معادله خط آن  شد ترسیم( Yآمده از هر رقت )دستبه هایCt ینمیانگ( و X) DNA یرمقاد یتممطلق از لگار یمنحن یک. مرغ است

استخراجی  DNAبنابراین برای یک نمونه مجهول پس از تعدیل  به دست آمد که شیب و عرض از مبدأ از این معادله خط مشخص گردید.

ود محاسبه شمرغ )نانوگرم(  DNAقرار گرفت تا مقدار  01 [a/(Ct−b)]فرمول  آمده از آن دردستبه Ctنانوگرم بر میکرولیتر، مقدار  5آن تا 

 شد: یینتع 0فرمول شماره صورت گوشت مرغ به ین. سپس تخم(استاندارد است یمنحن أعرض از مبد bو پارامتر  یبش aپارامتر )

 011 ×نانوگرم(  01اولیه مرغ ) DNAمرغ )نانوگرم( /محتوای  DNAدرصد گوشت مرغ = محتوای  .0

درصد  10/1-011مرجع ) هایحاصل از مخلوط یاستخراج هایDNA، نسبیدر مدل : TaqMan-qPCRنسبی سازی مدل

واکنش در  هایاز مخلوطمیکرولیتر  02به  DNAاز هر محلول میکرولیتر  2شدند. سپس  نانوگرم/میکرولیتر رقیق 5تا  )وزنی/وزنی((

 هایCt یانگین( و مXمرجع ) های گوشتیدرصد گوشت مرغ مخلوط یتماز لگار ینسب منحنی یک. گردیداضافه  PCR های یپاستر

فرمول و   یابیدرون یقمجهول ازطر هایمقدار گوشت مرغ نمونه بنابراین( رسم شد. Yها )واکنش آن هایمخلوط برایآمده دستبه

 تخمین زده شد: 2شماره 

  01 [a/(Ct−b)].  درصد گوشت مرغ = 2

https://jvr.ut.ac.ir/
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 یابیارز یبرا یعنوان شاخصبه Real-time PCR هایاستاندارد در سنجش هایمنحنی: های استانداردمنحنی یهاپارامتر بررسی

 شده است: یانب یربه شرح ز qPCR هایسنجش کالیبراسیون هایمنحنیمربوط به  یرشپذ هایمعیارشوند. یعملکرد در نظر گرفته م

 3شماره  فرمول یقطرکه از تکثیر یی( باشد. درصد کارا10log) بزرگیمرتبه  4از  بیش بایدآل ایدهطور به خطی دینامیکیمحدوده 

 یبمطابقت دارد. ضمناً مقدار ضر -0/3و  -0/3ن یون بیب رگرسیباشد که با شدرصد  001تا  81ن یب بایستیماست،  یدهمحاسبه گرد

 .(20) باشدمی پذیرشقابل 82/1 <بالا  (2Rیین )تع

 ( 011× ]0 -( 01(-0)شیب/)[)درصد کارایی تکثیر=  .3

 LOD (Limitتکرار قرائت شد.  21در درصد )وزنی/وزنی(  10/1و  0مرجع  هایمخلوط Ct مقادیرتکنیک:  حساسیت بررسی

of detection) طور ( بهحاضر شده در مطالعهیینتع یکلس ین)آخر 41 یکلآزمون تا س هایدرصد تکرار 85بود که  ین غلظتیترکم

درصد  هاین مقدار، واجد پارامترییبود که علاوه بر تع یغلظت ینترکم LOQ (Limit of quantification)مقدار شدند و  تعیین یحصح

RSD %(DeviationRelative Standard  و درصد )Bias 08) باشد یز( ن±درصد 25و محدوده درصد  25< یب)به ترت یقبولقابل، 

20). 

ها و برگر مدل مخلوط Ct یرمقاد یانگینم و (یشد )مطلق و نسب یمدل طراح 2 یجهت اعتبارسنج: مدل سنجیاعتبار

با استفاده از معادله گوشت مرغ بودند(  درصد 25 حاویو برگر مدل درصد مرغ )وزنی/وزنی(  5و  01، 31، 01 حاویمدل  های)مخلوط

 5و  4 های شماره هر نمونه مدل مطابق فرمول ی( براBiasدرصد ) ( و صحتRSDدرصد پارامتر دقت ) 2به دست آمد و ها خط آن

 :(02)محاسبه شدند 

4 .Bias )011 × ]شده( / مقدار واقعی)مقدار واقعی ـ مقدار تخمین زده[=  )درصد 

5 .RSD )011 ×نسبی= انحراف استاندارد / میانگینانحراف استاندارد  )درصد 

 

 .ینسب مدل با specific TaqMan-qPCR Chicken کیتکن تیحساس نییتع. 5 جدول

 Ct  مخلوط مرجع )درصد( 
 تکرار 21برای  

 )درصد(   تخمین مرغ )وزنی/وزنی(

 SD Bias معیارانحراف±میانگین درصد 

0/1 50/31 21/31 012/1 122/1 102/1±1888/1 
 

805/00 182/1- 

43/31 55/31 004/1 015/1 

32/31 22/31 002/1 128/1 

58/31 00/31 012/1 182/1 

03/31 20/31 188/1 183/1 

20/31 20/31 183/1 181/1 

24/31 52/31 180/1 012/1 

30/31 25/31 021/1 125/1 

20/31 42/31 122/1 000/1 

33/31 23/31 022/1 120/1 

10/1 23/34 80/32 112/1 121/1 112/1±1050/1 222/45 005/51 

22/32 04/33 122/1 102/1 

50/33 50/33 103/1 103/1 

08/33 10/34 100/1 118/1 

22/32 22/33 121/1 101/1 

02/34 80/32 112/1 121/1 

25/34 52/33 112/1 103/1 

22/32 22/33 130/1 100/1 

20/33 01/34 100/1 118/1 

83/32 35/32 121/1 128/1 
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 (.1B) ینسب و( 1A) مطلق استاندارد یهایمنحن. 1 ریتصو

 

 یجنتا یکی( نزدی)انحراف استاندارد نسب RSD اما ،شودمی یدهنام Bias یبه مقدار واقع یشآزما یجنتا نزدیکی، صورتینبد

در محدوده  یبترتبه Real time PCR های ارزیابیدو پارامتر در  این های پذیرشمعیارشده است. ضمناً  یفتعر یطآمده در شرادستبه

 شده است. تعییندرصد  25>و  ±درصد 25

روز مختلف و جهت  3ها در سنجش یزی،آنال یندقت ب یا( Reproducibility) پذیرییرتکث ررسیب برایآماری:  تحلیلوتجزیه

در مرحله  آماری تحلیلوتجزیهتکرار انجام شدند.  3ها در هر روز در سنجش آنالیزی،دقت درون یا (Repeatability) پذیریتکرار بررسی

 انجام شد. 2100نسخه  Excel  افزاربا استفاده از نرم اعتبارسنجیسازی و مدل

 نتایج

 ییننانودراپ تع یلهوسبه نانومتر 201در طول موج  UVبا استفاده از جذب  DNAغلظت ی: استخراج DNA یفیتو ک کمیت

 یبررس 231A/201Aو  221A/201A های )نانومتر(طول موج نسبت جذب در استفاده از با یاستخراج DNAخلوص  همچنین .شد

تا  23/0از  221A/201 Aنسبت جذب  ونانوگرم/میکرولیتر  8/220 –4/52 در رنج یهای استخراجDNA، غلظت حاضر شد. در مطالعه

 بود. 12/2

 کنترلهای نمونه یبرامرغ  ی/پروب اختصاصمریاستفاده از پرا با هاCt ریمقاد متوسط: شدهیپروب طراح /یمر ست پرا بررسی

 ،03/21 بیترتبهالگو(  DNAبلانک )مخلوط واکنش بدون  ای( و نمونه شاهد ایسو کنجاله) یمنف کنترل(، مرغ خالص)گوشت  مثبت

Undetermined )و  )عدم تشخیصUndetermined ی/پروب عموممریبا استفاده از پرا ریمقاد نیا. شد حاصل( 41 کلی)تا س S 

rRNA02 22/20 بیترتبه یوتیوکاری، Undetermined و Undetermined .های بیشتر برای اطمینان همچنین ارزیابی به دست آمد

(، خوک Equus asinus(، الاغ )Equus caballusگونه جانوری دیگر )اسب ) 02شده با گوشت های طراحیپرایمر/پروباز اختصاصیت 

(Sus scrofa( گوسفند ،)Ovis aries( بز ،)Capra hircus( شتر ،)Camelus dromedaries( بوقلمون ،)Meleagris gallopavo ،)

( و شترمرغ Coturnix coturnix(، بلدرچین )Phasianus colchicu(، قرقاول )Anser anser(، غاز )Anas platyrhynchosاردک )

(Struthio camelus انجام شد و تا سیکل ))های واکنش در مخلوط 41PCR  حاوی پرایمر/پروب اختصاصی گونه مرغ سیگنالی مشاهده

 نشد.

 DNA یالیسر رقت یسر 5 تمیلگار از استفاده با استاندارد یمنحن ،این مدل در: TaqMan-qPCRمطلق سازی مدل

های واکنش در مخلوط DNA ریمقاد نیاز ا حاصلهای Ct نیانگیم مقابل در( X محور) نانوگرم 110/1تا نانوگرم  01مرغ از  یاستخراج

qPCR (محور Y )ریمقاد 2 جدول. شد میترس Ct یالیهای سررقت یبرا مدهآدستبه DNA  هر  در) دهدیروز مختلف نشان م 3را در

 که طورمانمطلق به دست آمد. ه یمنحن یبرا X 5333/3- = Y+  113/25معادله خط  کینوشته شده است(.  تکرار 3 نیانگیمروز، 

https://jvr.ut.ac.ir/
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 درصد کارایی تکثیرعرض از مبدأ و  ب،یش ،2R یبراشده میترس استاندارد یمنحن نیا ریهای تکثمشخصه شود،می مشاهده 1Aتصویر  در

 .شد نییتع 22/80 و 113/25، -5333/3، 8883/1 برابر با بیترتبه

مرغ در  گوشتدرصد  10/1 و 0/1، 0، 01، 011 یحاوهای از مخلوط یدر مدل نسب: TaqMan-qPCRنسبی سازی مدل

رجع )محور های منمونه نیادرصد مرغ در  تمیبا استفاده از لگار ینسب استاندارد یمنحناستفاده شد. )وزنی/وزنی(  ایکنجاله سو کسیماتر

Xنیانگی( در مقابل م Ct عصاره  ازهای حاصلDNA های واکنش مخلوط درها آنPCR  محور(Yترس )شد می (1تصویرB ) .3 جدول 

 نیا در(. است شده نوشته تکرار 3 نیانگیم روز، هر)در  دهدروز مختلف نشان می 3را در  مرجعهای نمونه یآمده برادستبه Ct ریمقاد

های مخلوط در نیبنابراکاذب مورد هدف قرار گرفت.  یمثبت و منف جینتا یو بررس یعنوان کنترل داخلبه زین S rRNA02روش، ژن 

مشاهده   1Bتصویر که در  طورهماناجرا شد.   Duplex TaqMan-qPCRکی/پروب استفاده شد و مریست پرا 2از  qPCRواکنش 

 درصد کارایی تکثیرو  2Rعرض از مبدأ،  ب،یش یبراتحت آن  که شد نییتع X 2042/3-= Y+342/22 یمنحن نیمعادله خط ا شود،می

 .آمد دست به 44/012و  8820/1، 342/22، -2042/3 ریمقاد بیترتبه

های مدل )درصد( برای مخلوط Bias )درصد( و RSDهای شده، پارامترمدل طراحی 2برای اعتبارسنجی : هامدل یاعتبارسنج

شود، که مشاهده می 4در جدول طور (. همان4جدول درصد( محاسبه شد ) 25درصد )وزنی/وزنی(( و برگر مدل ) 5 و 01، 31، 01)

 درصد محاسبه شد. 20/04تا  01/3های مدل از درصد( نمونه) RSDمقادیر 

و برای برگر مدل  15/51و  20/41، 05/28، 81/24ترتیب های مدل به)درصد( در مدل مطلق، برای مخلوط Biasهمچنین مقادیر 

 به دست آمدند. -34/24تا  -21)درصد( از رنج  Biasمحاسبه شد، اما در مدل نسبی، مقادیر  03/22

 0/1 و 10/1مخلوط مرجع  2شده از استخراجDNA  غلظت ک،یتکن تیمقدار حساس نییمنظور تعبه: کیتکن تیحساس نییتع

در  TaqMan-qPCRشده  فیتعر کیها با تکنآن PCR واکنشهای شد و مخلوط لیتعدنانوگرم/میکرولیتر  5 تادرصد گوشت مرغ 

 معادله درآمده دستبه Ct ریمقاداین  ،شودمی مشاهده 5 جدول در که طورهمانقرار گرفت.  یابیتکرار مورد ارز 21در  حاضر مطالعه

 RSDشود، مقادیر مشاهده می 5 جدولطور که در همان. گرفتدرصد مرغ قرار  نیمنظور تخمبه X 2042/3-= Y+342/22 ینسب خط

 Biasمحاسبه شدند و مقادیر  22/45و  80/00ترتیب درصد گوشت مرغ به 10/1و  0/1های مدل مخلوط Ctهای )درصد( برای تکرار

 به دست آمدند. 00/51و  -182/1ترتیب )درصد( تحت این شرایط برای این دو مخلوط مدل به

 بحث

 qPCRهای استخراجی، مطابق با پروتکل ارزیابی DNAهای غلظت عصارهی: استخراج DNA یفیتککمیت و  بررسی

اساس پروتکل، بود. همچنین بر dsDNAنانوگرم/ میکرولیتر  51 تقریباًواحد جذب معادل با  یک کهیطورتعیین مقدار شد، به

DNA221نسبت  باید خوب کیفیتبا  یاستخراج هایA/201A  در مطالعه. بنابراین (20)داشته باشند  1/2-2/0در محدوده 

واجد تقریباً  یاستخراج DNA هایبود که عصاره یندهنده انشان 221A /201Aنسبت جذب برای  0/23-2/12محدوده ، حاضر

 .بودندمطلوب  کیفیت

برای  Ctوسیله پرایمر/پروب شناسایی گونه مرغ، متوسط مقادیر طور که گفته شد بههمان: شدهی/پروب طراحیمرپرا بررسی

داری نیز در بررسی و عدم تشخیص به دست آمد و سیگنال معنی 03/21سیکل،  41نمونه کنترل مثبت و کنترل منفی تحت شرایط 

اصی شده، کاملاً اختصدهنده این بود که ست پرایمر/پروب طراحینابراین این نتایج همگی نشانمطالعه مشاهده نشد. بگونه مورد 02روی 

های واکنش تقریباً مشابه آنچه بود در مخلوط وسیله پرایمر/پروب عمومی یوکاریوتیبه Ctبرای شناسایی گونه هدف است. ضمناً مقادیر 

های سویا DNAدهنده تخریب کامل که نشان ها در جدول ذکر نشده است(داده)وسیله پرایمر/پروب اختصاصی مرغ به دست آمد که به

 در فرایندی بود که قبلاً لوبیای سویا را به کنجاله تبدیل کرده است.

دلیل نوع آرایش خاص، توارث صرفاً از ژنوم میتوکندریایی استفاده شد. ژنوم میتوکندریایی به Cytbجهت شناسایی مرغ از ژن 

ای گونههای نزدیک به هم( و درونای )حتی گونهگونههای بینای در شناسایی تفاوتتر در مقایسه با ژنوم هستهامل سریعمادری و تک

های ژنی، موفقیت آن را در شناسایی کاراتر است. ضمناً کروی بودن و اندازه کوچک آن، تعدد بیشتر آن در سلول و کوتاه بودن توالی
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در طی فراوری  DNAدلیل احتمال تخریب اند که بهشده بالا برده است. همچنین برخی از مطالعات توصیه کردهفراوریمحصولات غذایی 

ست پرایمر/پروب . بنابراین در مطالعه حاضر (22)باز داشته باشند جفت 051شده طولی کمتر از های تکثیرمواد غذایی بهتر است آمپلیکون

 باز تولید کردند.جفت 010های اختصاصی مرغ طوری طراحی شد که آمپلیکون

 نیانگیم مقابل درمرغ  یاستخراج DNA یالیسر رقت طریقمطلق که از استاندارد یمنحن: TaqMan-qPCRمطلق سازی مدل

Ct 113/25معادله خط  کها رسم شد، یاز آن حاصلهای+X 5333/3-= Y  درصدمقدار  به دست آورد. را 8883/1تعیین با ضریب 

  محاسبه شد. 3( در فرمول شماره -5333/3گذاری شیب منحنی مطلق )درصد تعیین شد که با جای 22/80 ریتکث ییکارا

طور که در قسمت همان ،شدهمیترس استاندارد یمنحن نیادرصد کارایی تکثیر( و  بیش ،2R) ریتکثهای مشخصهبنابراین تمام 

مقدار ، 113/25این منحنی با مقدار  (bعرض از مبدأ )همچنین . داشتند قرار رشیپذقابلهای اریمع محدودهدر  روش کار شرح داده شد،

Ct نانوگرم  0 یکه برا بودDNA های پیاستر در واکنشهای مرغ در مخلوط PCR  آمدبه دست. 

درصد  نیتخم یرا برا TaqMan-Real time PCRمدل مطلق  که 2102در سال  همکاران و Kesmen مطالعه حاضر با مطالعه

 ریز دروژنازیده NADH یژن منطقه ،مطالعه اینشد.  سهیبه کار بردند، مقا یطور موفقبه دهیدحرارت و خام یگوشتهای مرغ در مخلوط

شده با یطراح پروب. شد دیتولباز جفت 20با  ییهاکونیو آمپل یگذارهدف/پروب مریپرا یطراح یبرامیتوکندری(  ND2)ژن  2 واحد

 011از  یاستخراج DNA یالیسرهای رقت ،استاندارد یرسم منحن یشد. برا یگذاربلیل TAMRAکننده خاموش و FAM پورتریر

و  2R های شاخصه و X 0204/3-= Y+400/24معادله خط  یاستاندارد مطلق دارا یمنحن تاً،ینهاشدند.  هیتهنانوگرم  110/1تا نانوگرم 

 DNAنانوگرم  0برای  Ct( نیز مقدار 400/24و عرض از مبدأ منحنی ) آمددست  به 82/012و  8805/1 بیترتبه درصد کارایی تکثیر

 .(22)بود 

 استاندارد یمنحناستفاده شد. شده های آنالیزکالیبراتورهای مشابه نمونهاز  یدر مدل نسب: TaqMan-qPCRنسبی سازی مدل

-Duplex TaqMan. همچنین در این مدل یک شد میترسها از آنحاصل های Ct مقادیر نیانگیمو مرجع  هایاز مخلوطبا استفاده  ینسب

qPCR شده از منطقه ژنیاجرا شد. بدین صورت که مجموعه پرایمر/پروب انتخاب S rRNA02 های  ی در استریپعنوان کنترل داخلبه زین

PCR  استفاده شد. مقادیرCt ه پرایمر/پروب عمومی یوکاریوتی با استفاده از این مجموعS rRNA02 تقریباً مشابه با نتایج حاصل از ،

و درصد کارایی  8820/1با ضریب تعیین  X 2042/3-= Y+342/22 یمنحن نیمعادله خط ا پرایمر/پروب اختصاصی مرغ حاصل شد.

مربوط به  (342/22ی )استاندارد نسب یدأ منحناز مب عرضهای تکثیر بود. ضمناً قبول مشخصهدهنده مقادیر قابلنشان 44/012تکثیر 

 مقدار نییتع یبرا 2102در سال  Tanakaو  Kangدر مطالعه  ترشیپ مدل نیابود. درصد  0مخلوط مرجع با غلظت  یبرا Ctمتوسط 

 سنجیاصالت یبرا 2112در سال و همکاران  Fajardoو در مطالعه  گاو گوشت از شدهادعا یگوشت محصولات در خوک گوشت ینیگزیجا

 .(28 ،02) شد استفاده SYBR Green-qPCR کیتکن یریکارگبا به گوزنهای گونه گوشت

دهد همه سازی نشان میهای مدل در هر دو روش مدل)درصد( نمونه RSDمقادیر  20/04-01/3محدوده : هامدل یاعتبارسنج

دهنده نزدیکی دیگر، این مقادیر نشانعبارت. بهدرصد( 25>)باشند می Real time PCRهای پذیرش ارزیابیمقادیر در محدوده قابل

( Precisionتوان نتیجه گرفت هر دو مدل، دقت )پارامتر شده در شرایط یکسان آزمایش است. بنابراین میهای تکرارگیریبین اندازه

 ها و برگرهای مرغ دارند.بالایی در تعیین درصد مرغ در مخلوط

 25) رشیپذهای قابل( طبق معیارTrueness)پارامتر  Biasطور که در قسمت روش کار شرح داده شد، مقادیر درصد همان

های )درصد( برای همه نمونه Biasشود، در مدل مطلق، مقادیر مشاهده می 4جدول طور که در شده است. بنابراین همان نییتع (>±درصد

پذیرش قبول قرار نداشتند. این در حالی است که در مدل نسبی، همه مقادیر در محدوده قابلدرصد در رنج قابل 01ز مخلوط جمدل به

آزمایش با  هایگیری)درصد( همان صحت یا درستی است که نزدیکی مقادیر اندازه Biasقرار داشتند.  Real time PCRهای ارزیابی

 شود مدل نسبی علاوه بر دقت، صحت لازم را نیز در تعیین درصد مرغ دارد.گیری میبنابراین نتیجهدهد. مقدار واقعی را نشان می

 اند، زیراتر دانستهای در تشخیص نوع گونه موفقگیری مناطق میتوکندریایی را نسبت به مناطق هستهی از مطالعات، هدفتعداد

های ژنهای یکپ تعدادحال هربه .(31 ،2)است  یاهستههای مارکر زا شتریب اریبس سلول هر در ییایتوکندریمهای مارکر یکپ

https://jvr.ut.ac.ir/
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 استاندارد یمنحن رسممطالعات،  یتعداد نیبنابرا. (22) استمتفاوت  هاآن مختلفهای و بافت گونه کیمختلف  افراد در ییایتوکندریم

 ،08 ،2)اند استخراجی گزارش کرده DNAسازی تر از رسم با رقیقموفق را یواقع نمونه کسیماترهای مشابه با براتوریکال از استفاده با

گوشت خوک  زانیم نییتع یبرا SYBR Green qPCR، از روش انددادهانجام  2102در سال  Tanakaو  Kangکه  یادر مطالعه .(20

رصد ، مقادیر دبا مدل مطلق سهیدر مقا یمطالعه نشان داد مدل نسباین شده از گوشت گاو استفاده کردند. یورافر یحصولات گوشتدر م

Bias باوجوداین (02)دهد را ارائه می یبهتر ،Kim  وKim  های دل مطلق و ارزیابیاند که مگزارش کرده 2108در سالTaqMan-

qPCR  (03)دقت و صحت کافی را در تخمین میزان گوشت مرغ در محصولات گوشتی دارد. 

 TaqMan-qPCR کیتکرار با تکن 21در درصد )وزنی/وزنی(  0/1 و 10/1مرجع های مخلوط آنالیز: کیتکن تیحساس نییتع

گوشت مرغ  درصد 10/1 حاضر در مطالعه LODسطح نشان داد  ینسب خط معادله و سپس تخمین درصد مرغ با استفاده ازشده  فیتعر

 LOQوان سطح نعمقدار به نیا اما دست آمد به برای آن 41آزمایش تا سیکل  تکرار 21 در Ct ریمقاد رایاست، ز ایسو کسیماتر در

 مقادیر رایز ،استدرصد  0/1 کیتکن LOQ سطح. نبود رشیپذقابل Biasو  RSDهای درصد یدارا مخلوط نیا رایز ،دیلحاظ نگرد

ه دمحدو درآن  Biasو  RSDترین غلظتی که درصدهای به دست آمد. بنابراین کم Biasو  RSDدرصد برای  -182/1 و 805/00

و  Sarlakتکنیک لحاظ گردید.  LOQعنوان درصد است که به 0/1، غلظت (±درصد 25 و <درصد 25 بیترتبهقبول قرار دارند )قابل

-TaqManشده از گوشت گاو با تکنیک در مطالعه بررسی تقلبات گوشت مرغ و خمیر مرغ در همبرگرهای ادعا 2122همکاران در سال 

qPCR و با مدل نرمالیز( شدهCt∆)،  سطحLOD  وLOQ  اما  ،(08)درصد گوشت مرغ در ماتریکس گوشت گاو تعیین کردند  10/1را

Kim  وKim  درصد( مرغ را با تکنیک  5/1با حساسیت کمتری ) 2108در سالMultiplex TaqMan-qPCR (03)سایی کردند شنا. 

تواند گونه مرغ را درستی میبه Cytbشده از منطقه ژنی نتایج مطالعه حاضر نشان داد پرایمر/پروب طراحی :یینها یریگجهینت

قبول های قابلهای مطلق و نسبی، شاخصهشده از مدلها شناسایی کند. همچنین با آنکه هر دو منحنی ترسیمها و برگردر مخلوط

دلیل استفاده از ی نسبت به مدل مطلق بهمدل نسبرا داشتند، اما  Real time PCRهای  های استاندارد مختص ارزیابیمنحنی

ل با بنابراین این مد. زد نیتخم یقبولقابل صحت و دقت یپارامترها با را مرغ گوشت درصد شده،های آنالیزکالیبراتورهای مشابه نمونه

 های مرغ در سطح عرضه به کار رود.سنجی برگری برای اصالتاعتمادطور قابلبه توانددرصد، می 0/1 حساسیت
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