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Аннотация. Атлантическая треска (Gadus morhua) является одним 
из наиболее важных промысловых видов. Производители зачастую указы-
вают недостоверную информацию о наличии атлантической трески в пере-
работанных рыбных продуктах, а также осуществляют подмену филе более 
дешёвыми сортами рыбы. Одним из  эффективных путей решения данной 
проблемы может стать генетическая идентификация атлантической трески 
в рыбных продуктах. Авторы предлагают метод идентификации атлантиче-
ской трески на основе митохондриального гена COI с применением ПЦР 
в реальном времени. Система безошибочно идентифицирует фрагмент ДНК 
атлантической трески как в образцах свежей рыбы, так и в пробах, подверг-
шихся термической обработке, в  связи с  чем может применяться в  кон-
трольных исследованиях в профильных лабораториях с целью подтвержде-
ния соответствия состава продукта.
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А тлантическая треска (Gadus morhua Linnaeus, 
1758) — хищная морская бентопелагическая 
рыба из  семейства тресковых (Gadidae), явля-

ется одной из  наиболее важных промысловых рыб Се-
верной Атлантики [1, 2]. По  количеству полезных ми-
кроэлементов треска не  уступает красной рыбе, при 
этом относится к  разряду диетических. По  данным Фе-
дерального агентства по рыболовству, в 2018 году кво-
та на  вылов трески в  России составила 511,9  тыс. тонн, 
на минтай — 1775,9 тыс. тонн [3]. Необходимо отметить, 
что производителями зачастую происходит подмена 
атлантической трески более дешевой тихоокеанской 
треской (G. macrocephalus), либо минтаем (Theragra 
chalcogramma), поскольку они не имеют явных морфо-
логических отличий. В связи с этим необходимой и сво-
евременной является разработка молекулярно-генети-

ческих методов видовой идентификации атлантической 
трески для исключения из торговли недоброкачествен-
ной и  фальсифицированной продукции. Поскольку ди-
вергенция по  митохондриальному гену COI (цитохром 
оксидазы I) атлантической трески с  другими видами 
близкородственных рыб составляет не менее 3%, явля-
ется возможным создание ДНК-диагностикума для G. 
morhua. Целью исследования является разработка мето-
дики видовой идентификации атлантической трески (G. 
morhua) методом ПЦР в  реальном времени на  основе 
полиморфизма гена COI мтДНК.

Материалы и методы

Работа выполнена в 2019 г. на базе и при финансовой 
поддержке Федерального государственного бюджет-
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Summary. Atlantic cod (Gadus morhua) is one of the most important 
fishing species. Food producers often falsely indicate the presence of 
Atlantic cod in processed fish products, while in fact replacing it with 
the cheaper fish species. One of the effective ways to address this 
problem may be genetic identification of Atlantic cod in fish products. 
The authors suggest a technique for Atlantic cod identification on the 
basis of the mitochondrial COI gene using real-time PCR. The system 
accurately identifies the Atlantic cod DNA fragment both in fresh fish 
samples and in samples subjected to heat treatment, and therefore 
may be used in control studies in specialized laboratories to confirm 
the food product composition.
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ного учреждения «Национальный центр безопасности 
продукции водного промысла и аквакультуры».

Для выявления уникальных участков в  гене COI 
мтДНК G. morhua из  базы GenBank NCBI заимствова-
но 169 последовательностей гена COI атлантической 
трески. Выравнивание последовательностей проводи-
ли в  MAFFT v.7.205 [4]. Дизайн праймеров осуществля-
ли в  программе Primer-BLAST [5] и  OligoAnalyzer 3.1 [6]. 
Праймеры и зонд выбраны с учетом требований, предъ-
являемых к праймерам и зондам [7, 8].

В  результате наиболее оптимальным для ди-
зайна праймеров и  зонда был выбран участок гена 
СOI митохондриальной ДНК G. morhua в  пози-
циях 872–1132 референсной последовательности 
GenBank NCBI: LS999407.1. Длина амплифицируемого 
нами фрагмента составляет 261 п. н., включая прай-
меры: Gmor_F (acatgtttacagtcggaatggac), Gmor_R 
(ggaaatgggctactacgtaatac) и  Gmor_Probe (FAM-
gggctcaattaaatgagagacaccccta-BHQ1).

При изучении теоретической специфичности 
подобранных праймеров и  зонда, была установле-
на их гомология в  отношении к  соответствующим 
участкам гена СOI морфологически схожих видов 
(Gadus macrocephalus, Pollachius virens, Theragra 
chalcogramma, Melanogrammus aeglefinus, 
Merlangius merlangus). В  ходе практических иссле-
дований было установлено, что предложенный метод 
идентифицирует исключительно целевую ДНК атланти-
ческой трески (G. morhua) и не выявляет ДНК близко-
родственного Gadus macrocephalus, а также морфоло-
гически схожих видов.

В  рамках эксперимента в  качестве положительного 
контроля использовали 12 проб из стандартных образ-
цов атлантической трески (G. morhua). Все стандарты 
(положительные и  отрицательные контроли) и  опыт-
ные образцы были предоставлены испытательной ре-
ференс-лабораторией Федерального государственного 
бюджетного учреждения «Национальный центр безо-
пасности продукции водного промысла и  аквакульту-
ры» Россельхознадзора, ФГБУ «НЦБРП». Стандарты пред-
ставляли собой навески фарша, полученного из  сырой 
мороженой рыбы. В качестве отрицательного контроля 
использовали стандарты 20 видов рыб, наиболее встре-
чающихся в торговой сети: 2 образца трески тихоокеан-
ской (G. macrocephalus), 5 — пикши (Melanogrammus 
aeglefinus), 2 — минтая (Theragra chalcogramma), 5 — 
сайды (Pollachius virens), 3 — путассу (Micromesistius 
poutassou), 1 — судака (Sander lucioperca), 1 — сома 
(Silurus glanis), 1 — сазана (Cyprinus carpio), 2 — скум-
брии (Scomber scombrus), 3 — окуня (Perca fluviatilis), 
1 — карася (Carassius carassius), 1 — карпа (Cyprinus 

carpio), 1 — зубатки пёстрой (Anarhichas denticulatus), 
1 — зубатки синей (Anarhichas denticulatus), 8 — лосо-
ся атлантического (Salmo salar), 2 — радужной форе-
ли (Oncorhynchus mykiss), 3 — нерки (Oncorhynchus 
nerka), 1 — кижуча (Oncorhynchus kisutch), 1 — горбу-
ши (Oncorhynchus gorbuscha), 1 — кеты (Oncorhynchus 
keta). Общее количество проб отрицательных контролей 
составило 45.

Для определения аналитической чувствительности 
использовали опытные образцы G. morhua в виде фар-
ша (сурими) с содержанием атлантической трески 0,1%, 
0,01% и 0,001%. Так же использовались образцы с содер-
жанием G. morhua 5%, 1% и  0,1%, подвергшиеся авто-
клавированию при температуре согласно технологиче-
ским режимам консервирования — в  течение 30 мин 
при 1200С (Табл. 1).

С  использованием разработанных праймеров был 
проведён анализ 246 образцов пищевой продукции, 
в  составе которой производителем заявлено наличие 
атлантической трески, на предмет соответствия. Для ис-
следования взяты 196 образцов филе трески, 29 — по-
луфабриктов (котлеты, наггетсы, пельмени), 10 — кон-
сервированной икры трески и 11 — консервированной 
печени трески (Табл. 2).

Выделение ДНК осуществляли из 50 мг образца. Экс-
тракция проводилась с использованием набора MagNa 
Pure LC DNA Isolation Kit II (Tissue) на станции MagNA Pure 
LC2.0 в  соответствии с  инструкцией производителя 
(Roche, Germany).

Амплификацию исследуемого фрагмента проводи-
ли методом Real-Time PCR на  амплификаторе qTower 
2.2 (Analytik Jena, Germany) с  использованием набора 
«M-428 2,5х Реакционная смесь для проведения ПЦР-РВ» 
(Синтол, Россия). Объём реакции 30 мкл, включает 10 
мкл 2,5х реакционной смеси (2,5х ПЦР-буфер Б, SynTaq 
ДНК-полимераза, дезоксинуклеозидтрифосфаты, глице-
рол, Tween 20), 16 мкл H2O, 2 мкл ДНК, 2 мкл смеси прай-
меров. Конечная концентрация фланкирующих прайме-
ров 0,2 мкмоль, зонда — 0,1 мкмоль. Условия реакции: 
первичная денатурация: 950C — 90 с; 45 циклов: 950C — 
10 с, 610C — 20 с, 720C — 20 с. Реакция для каждого образ-
ца проводилась с трёхкратной повторностью.

Результаты и обсуждение

При экспериментальном подтверждении специфич-
ности разработанных праймеров все стандартные об-
разцы G. morhua (положительный контроль) показали 
положительный результат. При этом близкородственный 
G. macrocephalus и  наиболее встречающиеся в  торго-
вой сети виды рыб — отрицательный.
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При определении предела обнаружения LOD (limit 
of detection) метода было установлено, что система 
позволяет выявлять целевую ДНК трески, выделенную 
из 50 мг сырой рыбы с содержанием трески до 0,001%. 
Однако при исследовании термически обработанных 
образцов LOD составил не менее 5%. Испытания про-
водились с  трехкратной повторностью. Значения по-
роговых циклов (Cq) данных реакций представлены 
в таблице 1.

В  результате исследования 246 образцов продуктов 
питания, в  составе которых заявлено наличие атланти-
ческой трески, ДНК G. morhua обнаружена лишь в 110 
из  них, что составляет 44,7% (табл.  2). Соответствие за-
явленному составу подтвердилось в 79,3% проб полуфа-
брикатов и  в  70% проб икры. Отметим, что чаще всего 
фальсификация видового состава обнаруживалась при 

анализе филе трески (64,8%). Принадлежность к  виду 
G. morhua была установлена для всех образцов кон-
сервированной печени. Из результатов видно, процент 
фальсификаций достаточно велик, что делает необходи-
мым и  целесообразным применение ДНК-диагностики 
для определения видовой принадлежности рыб и  под-
тверждения соответствия состава продукта.

Выводы

Таким образом, разработанная система праймеров 
и  предлагаемая методика диагностики являются при-
годными для идентификации трески атлантической (G. 
morhua) как в биологических образцах, так и в рыбных 
продуктах, подвергшихся кулинарной обработке. Дан-
ный метод обладает необходимой чувствительностью 
и не дает ложноположительных результатов.

Таблица 1. Установление предела обнаружения (LOD) ПЦР с разработанными праймерами

Содержание целевой матрицы (Gadus morhua),% Cq средняя по FAM qTower2.2

Сырой фарш

0.1 31,89±0.2

0.01 34,34±0.3

0.001 37,86±0.5

Автоклавированный фарш

5 38,15±0.5

1 ‑

0.1 ‑

Таблица 2. Результаты идентификации атлантической трески (G. morhua) в исследуемых образцах

Код
(шифр)

Содержание
G. morhua (%)

Вид обработки 
пробы

Общее кол-во 
проб

Кол-во положи
тельных проб % соответствия

Контроль «+» 100 Фарш сырой 12 12 100

Контроль «‑» 0 Фарш сырой 45 ‑ ‑

Филе трески неизвестно Сырая 196 69 35,2

Полуфабрикаты неизвестно
Котлеты рыбные, 
наггетсы, пельмени

29 23 79,3

Икра трески неизвестно Консервы 10 7 70

Печень трески неизвестно Консервы 11 11 100
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