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Background and objectives: With the rising consumption of meat 
products, incidents of meat adulteration have become more 
prevalent and universal. One common form of adulteration is the 
substitution of lower-value red meats, such as goat or beef, for more 
valuable species such as sheep meat. Consequently, there is a 
growing demand for rapid and accurate methods to identify meat 
species. While common methods such as ELISA and PCR are 
valuable tools for species identification, there is a need for faster 
methods that can be performed on-site due to the short production 
and consumption chain of meat products. In this study, we 
employed loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for the 
specific identification of sheep meat. Four primers were designed to 
target the mitochondrial cytochrome b (Cyt b) gene. The specificity 
and detection limit of these primers were evaluated  and compared to 
the standard PCR method, which is more common in food control 
laboratories. 
 
Material and Methods: In this study, a set of four LAMP primers 
targeting the Cyt b gene was designed using Primer Explorer online 
software for the specific identification of sheep meat samples. 
Genomic DNA was extracted from raw tissue samples using the 
NaOH method (Alkaline lysis) and used in subsequent analyses. To 
assess primer specificity, LAMP assays were performed on a panel 
of target and non-target samples. Additionally, to determine the 
limit of detection of the designed primers and to compare the LAMP 
and PCR methods, both assays were conducted on a serial dilution 
of sheep DNA. Finally, to optimize the diagnostic kit for field 
conditions, results were visualized using SYTO 24 dye. 
 
Results: The results demonstrated that the designed LAMP primers 
were highly specific in identifying sheep meat from other non-target 
species. Moreover, the developed assay exhibited exceptional 
sensitivity, detecting as little as 17.1 pg/µL of sheep extracted DNA 
within 30 minutes of sampling, which represents a ten-fold increase 
in sensitivity compared to the conventional PCR method. 
Additionally, the use of SYTO 24 dye confirmed the feasibility of 
employing this method in field conditions, as the lower PCR product 
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yield compared to LAMP renders SYTO 24 visualizations 
challenging in PCR assays. 
 
Conclusion: Due to its simplicity and ease of equipment use, high 
sensitivity, specific function between close species, and short 
reaction time, this method holds significant potential for detecting 
meat adulteration, particularly in remote locations with limited 
laboratory access and educated personnel. 
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  هاي کلیدي: واژه 
  ی تقلبات گوشت

  زودهنگام  ص یتشخ
  گوسفند  گوشت 

LAMP 
PCR 

شــده  رتــریتقلب در گوشت فراگموارد  ،یگوشت ي هامصرف فرآورده شیبا افزا سابقه و هدف:
گاو،  ایارزش، مانند گوشت بز قرمز کم ي هاگوشت  ینیگزیتقلب، جا  جیاز اشکال را  یکیاست.  

 ي اي بــرانــدهیفزا ي تقاضــا جــه،یتر مانند گوشت گوسفند است. در نتبا ارزش  ي هاجاي گونهبه
ي هــاکــه روشوجــود دارد. درحالی یگوشــت ي هاگونه  ییشناسا  ي برا  قیقو د  عیسر  ي هاروش

به علت کوتاهی ها هستند، گونه ییشناسا  ي برا  ي ، ابزار ارزشمندPCRو    ELISAمانند    رایجی
 ــدر ا .تر قابــل انجــام در محــل وجــود داردهاي سریعزنجیره تولید و مصرف، نیاز به روش  نی

گوشــت   اختصاصی  ییشناسا  ي ) براLAMPدما باواسطه حلقه (هم  کثیرت  روش  ، ما ازپژوهش
 b توکرومیهــدف قــرار دادن ژن س ــ  بــراي   مــریاي از چهار پرا. مجموعهمیگوسفند استفاده کرد

و حد تشخیص این پرایمرها با روش استاندارد  اختصاصیتشد.  ی) طراحCytb( ییایتوکندریم
PCR هاي کنترل مواد غذایی متداول است، بررسی و مقایسه شد.که بیشتر در آزمایشگاه  

 

ي گوشت گوسفند، با استفاده در این پژوهش براي شناسایی اختصاصی نمونه  ها:مواد و روش
 Cyt bبــراي ژن  LAMPعددي از آغازگرهاي  4ي ، مجموعهPrimer Explorerافزار از نرم

اســتخراج و بــراي   NaOHهاي گوشــتی بــا اســتفاده از روش  نمونه بافت  DNAطراحی شد.  
منظور تعیین اختصاصــی بــودن آغازگرهــا، آزمــون استفاده در مراحل بعدي بکار برده شدند. به

LAMP  منظور تعیــین حــد هاي هدف و غیر هــدف انجــام شــد. همچنــین بــهبراي پنل نمونه
بــا همــدیگر، دو  PCRو  LAMPي دو روش تشخیص آغازگرهاي طراحــی شــده و مقایســه

گوسفند انجام و نتایج با هم مقایسه شدند.  DNAآزمون یاد شده براي سري رقت تهیه شده از 
سازي کیت تشخیصی براي شرایط محیط خارج آزمایشگاهی، نتایج با رنــگ در انتها براي بهینه

SYTO 24 .نیز مشخص شدند  
  

قادر بــه شناســایی دقیــق  LAMPنتایج کسب شده نشان دادند آغازگرهاي اختصاصی   ها:یافته
هاي غیر هدف دیگر است. همچنین روش آزمایشگاهی طراحی شده گوشت گوسفند از گوشت

 30در کمتر از  pg µl7/1-1گوسفند به میزان  DNAدر این تحقیق قابلیت شناسایی اختصاصی 
، قدرت تشــخیص ده برابــري نســبت بــه برداري را دارا است که این میزاندقیقه از زمان نمونه
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را نشان داد. از طرفی دیگر، با استفاده از نتایج به دست آمده از بکــارگیري رنــگ   PCRروش  
SYTO 24ي مؤثر از این روش در محیط خارج آزمایشگاه اثبات شد چراکه استفاده از ، استفاده

  مقدور نیست. LAMPدلیل محصول کمتر نسبت به روش به PCRاین روش براي 
  

 اختصاصیبالا، عملکرد  تیحساس زات،یو سهولت تجه  یسادگ  لیروش به دل  نیا  گیري:نتیجه
تقلب گوشت،  صیتشخ ي برا یقابل توجه  لیو زمان واکنش کوتاه، پتانس  کینزد  ي هاگونه  نیب 

  دارد. ماهر راو پرسنل  شگاهیمحدود به آزما یدور با دسترس ي هاویژه در مکانبه
 

 از) در نمونه گوشت بــا اســتفاده Ovis ariesگونه گوسفند ( عیسر ییشناسا ).1403(. محسنی، گلاب  ؛ریام ،انیمعماراستناد: 
  .63-78)، 4( 16، فرآوري و نگهداري مواد غذایی. دماهم ریروش تکث

  

                                                            DOI: 10.22069/fppj.2024.22843.1840  
                نویسندگان.  ©        ناشر: دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان                                       
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  مقدمه
 بــراي  ه یتغذ  یمنابع اصل  ترینمهماز    یکیگوشت    

 ــ هــا و مــواد نیتامیهــا، ونیاز پروتئ  یانسان و منبع غن
 نیشهرنش  تیدرصد جمع  شی. با افزا)1(  است  یمعدن

گوشــت و محصــولات   يتقاضا بــرا  ریاخ  يهادر دهه 
 یش ــیرونــد افزا  وســته یپ  طوربــه   یشده گوشت  يفرآور

در جوامع امروزي، کنترل کیفیت مواد نشان داده است.  
اي پیدا کرده است. تقلبات یکی از غذایی اهمیت ویژه

 تــأثیرمواردي است که کیفیت مــواد غــذایی را تحــت 
هاي مواد غذایی ممکن . برخی تولید کنندهدهدمیقرار 

است با انگیزه کسب منافع مالی دست به انجام چنــین 
آن بــه   هايفرآورده. گوشت خام و  )2(  اقداماتی بزنند

علت ارزش مالی زیاد و گردش اقتصــادي بــالایی کــه 
. یکــی از گیرنــدقرارمیدارند بیشتر در معرض تقلبات 

هاي با تقلبات رایج در صنایع غذایی استفاده از گوشت
 جايبه نظیر گوشت گاو و بز    ترپایینارزش اقتصادي  

هاي بــا ارزش بــالاتر ماننــد گوشــت گوســفند گوشت
گونه گوشتی در مــواد غــذایی   تأیید  روازاین.  باشدمی

 ها به دلایل مــذهبی و مــالی مهــم اســتمصرف کننده
هاي کنترل کیفیت مــواد . به همین دلیل آزمایشگاه)3(

هاي هاي مختلف براي تشخیص گونــه غذایی از روش
  .کنندمیگوشتی استفاده 

هاي آنالیزي بسیاري براي شناسایی روش حالبه   تا  
بــه   تــوانمی  ازجملــه اند.  تقلبات گوشتی ایجــاد شــده

 نیپــروتئ  ییشناســا  ،شناسیبافت  میمستق  يهاشیآزما
 ــ  يهاکیو تکن  کیمونولوژیا  يهابر روش  یمبتن  یمبتن
هاي مبتنی بر معمول روش طوربه  اشاره کرد.  DNAبر  

بــه   )1ELISA(  ها مثــل روش الایــزاشناسایی پروتئین
علت ساده و ارزان بودن شهرت خاصــی بــراي خــود 

ها . هرچند که دناتوراسیون پروتئین)4(  اندکسب کرده
تولیــد  فراینــدهايتحت شرایط گرمایی شــدید ماننــد 

 
1. Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

که   شوندمیباعث    2گوشتی فرآوري شده  هايفرآورده
. )6 و 5(ها کاهش پیــدا کنــد دقت این دست از روش

پایداري بیشتري   DNAها،  ها و پپتیدبرخلاف پروتئین
در برابر شــرایط پــرتنش نظیــر گرمــاي زیــاد و مــواد 

هــاي مبتنــی بــر . بنــابراین روش)8,  7(شیمیایی دارد  
. هــا دارنــدبرتري نسبی به باقی روش  DNAشناسایی  

) بــه PCR(  3اي پلیمرازروش واکنش زنجیره  بیندراین
ــالا در  علــت داشــتن حساســیت و دقــت شناســایی ب

هاي گوشتی، به محبوبیت خاصی دست شناسایی گونه 
با اســتفاده از   این که . ضمن  )10  و  9(  پیدا کرده است

 5و در زمان واقعی 4چندگانه این روش امکان شناسایی 
 حــالبااین. )12 و 11(  هاي گوشــتی وجــود داردگونه 

و پیچیده اســت.  برهزینه ، گیروقتروشی  PCRروش  
همچنــین انجــام آن نیازمنــد تجهیــزات و افــراد داراي 

ــص ــتتخص ــگاهی اس ــه . )13( هاي آزمایش  ازآنجاک
زنجیره تولیــد بــه مصــرف گوشــت و محصــولات آن 

هاي ســریع شناســایی بسیار کوتاه است بنابراین روش
ــداع  ــت. اب ــاز و ضروریس ــورد نی ــتی م ــات گوش تقلب

در دماي ثابت روشی نــوین و   DNAهاي تکثیر  روش
هاي تشخیصی سریع است کارآمد براي طراحی تست

که قابلیت انجام در خــارج از آزمایشــگاه و در محــل 
چندین روش تکثیر   تاکنون.  کندمیمورد نیاز را فراهم  

DNA   در دماي ثابت ابــداع شــده اســت کــه در بــین
) کــه LAMPحلقــه (  واسطه به   دماهمروش تکثیر  هاآن

معرفی شد،  2000و همکاران در سال   Notomiتوسط 
هاي تشخیص سریع مورد گسترده براي آزمایش  طوربه 

. از مزایــاي ایــن )15  و  14(استفاده قرار گرفته اســت  
، حساسیت و ســرعت بــالاي آن دقتبه توان  روش می

براي انجام واکنش به دستگاه  این که اشاره کرد. ضمن  
 کننــده تأمینترموسایکلر نیاز نیست و تنها با یک منبع 

 
2. Processed meat products 
3. Polymerase Chain Reaction 
4. Multiplex 
5. Real-Time 
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. همچنین لازم به ذکر )16(است   پذیرانجامدماي ثابت  
 PCRبرابري نسبت بــه   50محصول    LAMPاست که  
 µl 25در یک واکنش با حجم   که طوريبه   کندتولیدمی

 mg 2/0در برابــر  mg 10حــدود  LAMPواکــنش 
. در )17(  کنــدتولیدمیمعمولی محصول    PCRواکنش  

ــراي ژن ســیتوکروم  گوســفند یــک  bایــن پــژوهش ب
طراحــی شــد. علــت  آغازگرهاعددي از  4ي  مجموعه 

انتخاب این ژن میزان بالاي بروز جهــش در آن اســت 
باعث سهولت در طراحــی اختصاصــی پرایمــر   چراکه 
ــراي  ــه یکب ــاص می گون ــود. خ ــیشش ــراي  ازاینپ ب

بــراي   LAMP  آغازگرهــايشناسایی گوشت گوسفند  
-18(میتوکندري طراحــی شــده اســت   D-loopناحیه  

20(.   
 طوربــه )  mtDNA(  1میتوکنــدري  DNAتاکنون از    

هاي گوشتی استفاده شــده گسترده براي شناسایی گونه 
پردازش گوشــت  فرایندهايبه نسبت در  چراکه است؛  

هــاي . توالی)21( مانــدمیو حرارت از آسیب در امان 
mtDNA    جايبه به دلایل مختلفی  DNA  برايمی  ژنو 

. تعــداد شــوندمیها استفاده  شناسایی اختصاصی گونه 
در هر سلول بسیار زیاد اســت (حــدود   mtDNAکپی  

و به نسبت در برابر شرایط استرس   )22(کپی)    1000
محیطی نظیر حــرارت، نمــک و فشــار مقــاوم اســت. 

ها در ژنوم آن امکان به علت نرخ بالاي جهش  علاوهبه 
  .)23(  هاي نزدیک به هم وجود داردتفکیک گونه 

توسعه یــک روش تکثیــر  منظوربه در این پژوهش    
حلقه براي شناســایی ســریع گوشــت   واسطه به   دماهم

بــراي   LAMPگوسفند نژاد ایرانی، آغازگر اختصاصی  
) b 2)Cyt bنواحی حفاظــت شــده در ژن ســیتوکروم 

میتوکندري گوسفند طراحی شــد و نتــایج و عملکــرد 
یــک روش  عنوانبه  PCRاین روش آزمایشی با روش 

استاندارد طلایی مورد مقایسه قــرار گرفــت. همچنــین 

 
1. Mitochondrial DNA 
2. Cytochrome b 

هاي متصــل شــونده بــه سعی شد تا با استفاده از رنگ
DNA   بکارگیري کیت طراحی شده در شرایط خــارج

  آزمایشگاه مورد ارزیابی قرار گیرد.
  ها مواد و روش

نمونـــه  :DNA نمونـــه و اســـتخراج ســـازيآماده
هاي موجــود در شــهر هاي زیــر از فروشــگاهگوشــت

 Bos( )، گاوOvis ariesاصفهان تهیه گردید: گوسفند (

taurus) مـــرغ ،(Gallus gallus) و بـــز (Capra 

hircus ــزان ــرممیلی 50). می ــراي  گ ــر گوشــت ب از ه
ها بــا اســتفاده از تیــغ شــد. نمونــه   کاربردهبــه آزمایش  
از  DNAهموژنیزه شدند. اســتخراج    ضدزنگجراحی  

ها با استفاده از روش قلیایی با انــدکی تغییــرات نمونه 
از ســـدیم  µl 500. مقـــدار )25 و 24(انجـــام شـــد 

اضــافه شــد،   همــوژنیزهبه نمونــه    M  5/0هیدروکسید  
 10ثانیه ورتکس شــد و ســپس بــراي    30براي  نمونه  

 95، ایران) با دماي KIAGENدقیقه در حمام خشک (
ثانیــه  20ها بعد از قرار گرفت. نمونه   گرادسانتیدرجه  

ــراي مــدت   g 10000دقیقــه بــا شــتاب  5ورتکــس ب
 µl  100، آلمان) شد. در نهایــت  SIGMAسانتریفیوژ (

جدیدي انتقال یافت و به آن  يلوله از محلول رویی به 
µl 100  از محلـــول بـــافرTris-HCl )8pH =  ،
M1  حجــم مســاوي از )اضافه شد. سپس با استفاده از

جداســازي   ،)24:1محلول کلروفورم ایزوآمیل الکــل (
گیري بــراي انــدازه  ها انجام و در نهایتبیشتر پروتئین

 Oneاستخراج شده از دستگاه نانودراپ  DNAمیزان 

C )Thermo fisher ،آمریکــا) اســتفاده  متحــدهایالات
  .)26(گردید 

براي شناســایی اختصاصــی   :LAMP  طراحی آغازگر
ــوالی  ــه گوســفند، ت ــدري نژادهــاي DNAنمون  میتوکن

گــردآوري   NCBIگوسفند از بانــک ژن    مختلف گونه 
ــدند ( ، MW677305.1 ،MW677303.1شـــــــــــ

MW677301.1  ،MW677299.1  ،MW677297.1   و
MW677274.1با اســتفاده  چند توالیتراز سازي  ). هم
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 MAFFTبــــــــــرخط  دهندهســــــــــرویساز 
)https://mafft.cbrc.jp ــه ــراي ناحی ــد. ب ــام ش ) انج

ــا اســتفاده از b )Cyt bاختصاصــی ژن ســیتوکروم  ) ب
یــک مجموعــه  Primer Explorer version 5افزار نرم

آغازگر طراحی گردید. مجموعه آغازگرهــا شــامل دو 
ــوالی آغــازگر برگشــت  ــت و دو ت ــوالی آغــازگر رف ت

اند.ذکر شــده  1در جدول  هاآنکه مشخصات    شودمی

  

  ) b )CYTBهاي آنها بر روي ژن سیتوکروم و موقعیت   LAMPهاي توالی آغازگر -1جدول 
Table 1 - The sequence of LAMP primers and their positions on the cytochrome b (CYTB) gene 

 آغازگر 
Primer  

 توالی 
Sequence  

 Cyt bموقعیت در ژن  
Position in the Cyt b gene  

F3  GAAACAGGATCCAACAACC  604 - 622  
B3  AGTATCATTCAGGTTTGATGTG  799 - 820  
FIP  GATGAGGATTAGTAGGATAGCACCT-

ACACAGATAAAATTCCCTTCCA  F1   )690 - 714 ،( F2 )641 - 662 (  

BIP  TCATGCTACTAGTACTATTCACGCC-
AGGGGGAGTGTTAAGTGG  B1  )716 - 740،( B2 )781 - 798 (  

  
در این پــژوهش از روش  :Real-time PCR واکنش

PCR   ارزیــابی  منظوربــه یک روش اســتاندارد   عنوانبه
طراحــی شــده بهــره   LAMP  میزان حساســیت روش

) طراحــی B3و  F3هاي بیرونــی (گرفته شد. از پرایمر
براي این هدف استفاده شــد.   LAMPشده در واکنش  

انجــام شــد کــه   µl  20در حجــم کلــی    PCRواکنش  
ذکر شده اســت.  2جزییات مخلوط واکنش در جدول 

ــنش  ــایکلر ( PCRواک ــتگاه ترموس  Thermoدر دس

fisher  ،ي حرارتــی آمریکا) طبــق برنامــه   متحدهایالات

تــا زمــان مشــاهده   انجام شد و محصــولات  3جدول  
نگهــداري شــدند.  گرادســانتیدرجه   4نتیجه در دماي  

اي بررســی صــحت انجــام واکــنش زنجیــره منظوربــه 
ــر روي ژل  پلیمــراز، الکتروفــورز محصــول واکــنش ب

هاي مثبت مشاهده یــک انجام شد. در نمونه   2٪آگارز  
 بارنگنوکلئوتیدي    218  باند تکثیر شده با اندازه قطعه 

(سیناکلون، ایــران) زیــر  Safe Stain 1Xآمیزي توسط 
  قرار گرفت. تأییدمورد  UVاشعه 

  
 PCRمخلوط واکنش  اتییجز -2 جدول

Table 2. Details of the PCR reaction mixture 
  دهنده  ل یتشک ياجزا

Components  
 )) nM) (غلظت(lµحجم (

Volume(l) (concentration(nM))  
qPCR 2X Mastermix (Ampliqon, دانمارك) 10 

  آغازگر هر 
)each primer ( (250)  0.5  

  آب
)water (  7  

 نمونه

)sample (  2  

 کل  حجم

)total volumme (  20  
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  PCRبرنامه حرارتی واکنش  -3 جدول
Table 3. Thermal program of the PCR reaction 

 زمان 

)Time (  
 دما 

)Temperature (  
  مرحله

)step ( 
15’  Co 95  واسرشت سازي اولیه  

)Primary Denaturation ( 

  

30” Co 95  واسرشت سازي ثانویه  
)Secondary Denaturation ( 

35
 c

yc
le

s
  

35 
کل 

سی
  

   

40” Co 59  هااتصال آغازگر  
)Primer Annealing ( 

30” Co 72 ها بسط آغازگر  
)Primer Elongation ( 

5’ Co 72  گسترش نهایی  
)Final Elongation ( 

 

 
 LAMPمخلوط واکنش  :Real-time LAMP واکنش

طبق پژوهش انجام شده توسط گلابی و همکــاران در 
 آغازگرهــاي، به شرح زیر تهیه شــد: )27(  2021سال  

LAMP    هــاي نهــایی ) با غلظت1(جدولµM 2/0  از
، FIP/BIPاز هــر کــدام  µM 6/1و  F3/B3هــر کــدام 

ــائین  ــت M 5/0بتـ ــا ثابـ ــر در دمـ ــافر تکثیـ  1X، بـ
)NewEngland BioLabs Inc ،آمریکا)،  متحدهایالات

ــوط  ــزیم  8و  dNTPs mM 1.4مخل ــد آن  DNAواح
ــراز  ، Bst2 )NewEngland BioLabs Incپلیمــ

ــدهایالات ــا) و  متحـ ــگ  µl 1آمریکـ  SYTO 9رنـ
)Invitrogen ،متحـــدهایالات .(µl 2  از نمونـــهDNA 

از مخلوط واکنش اضافه شــد   µl  18استخراج شده به  
ــدت  ــه م ــت  30و ب ــاي ثاب ــه در دم ــه  65دقیق درج

 95سانتیگراد قرار گرفت و به دنبال آن تحت اثر دماي 
درجه سانتیگراد به مدت دو دقیقه، آنزیم غیرفعال شد. 

بصري،   صورتبه   LAMPانجام واکنش    تأیید  منظوربه 
µl 2 ــنت ــگ فلورس ، SYTO24 )Invitrogen از رن

بــه  µM100 آمریکــا) بــا غلظــت نهــایی  متحدهایالات
نتــایج  غیرمســلحمخلوط واکنش اضافه شد و با چشم 

هاي حاوي مخلوط واکنش مثبت مشاهده شدند. تیوب
هاي واکنش منفی با رنگ با رنگ سبز روشن از تیوب

دوبــاره   تأییــد  منظوربــه نارنجی قابل تفکیک هســتند.  
ــاروز  ــایج، ژل آگ ــد 2نت ، Lonza-biosciences( درص

 Safe-stain 1Xآمریکــا) بــا رنــگ  متحــدهایالات
از محصــول  µl 5(ســیناکلون، ایــران) ســاخته شــد و 

 45واکنش بر روي ژل بارگذاري شد. سپس به مــدت 
  EDTAولت در بافر تریس اســتات 90دقیقه در ولتاژ 

)TAE  (1X    الکتروفورز شدند و نتــایج بــا اشــعهUV 
  و تصویر تهیه گردید. قرارگرفته مورد بررسی 

بــراي  :LAMP آزمـون اختصاصــی بــودن واکــنش
نمونه   LAMP  ،3  آغازگرهايارزیابی اختصاصی بودن  

هاي خوراکی مختلف شامل گوشت گاو، بز از گوشت
و مرغ در کنار گوشت گوسفند در واکنش شرکت داده 

و انجــام تســت   DNAاستخراج    مراحل  تمامیشدند.  
LAMP   هاي ذکــر شــده مشــابه بــا نمونــه براي نمونه

  اصلی انجام گرفت.
و  LAMP آزمــون تعیــین حــد تشــخیص واکــنش

 تیحساس ــ  ســه یمقا  منظوربه   :PCR  مقایسه با واکنش
 از  PBSاستفاده از بــافر    با،  LAMPو    PCRروش  دو  

 الیسرگوسفند    گوشتاستخراج شده از    DNAنمونه  
 دو  هــر  در  يمــواز  صــورتبه   و  ه یته)  10  -8  تا(  رقت
  .شداستفاده  PCRو  LAMP یشیآزما روش
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 نتایج و بحث 
 زانیم :یگوشت يهااز نمونه استخراجی DNAکیفیت 

در   یگوشــت  ياستخراج شده از نمونه   DNAکیفیت    و
 DNAذکر شده اســت. میــزان بــالاي   4جدول شماره  

کارآمــدي  دهندهنشــان) ng µl 1695-1شده ( استخراج

ــداکثري  ــتخراج حـ ــراي اسـ ــن روش بـ از  DNAایـ
کــم   نســبتاًمقــادیر    حالبااینهاي گوشتی است.  نمونه 

ي وجــود نشــان دهنــده 230/260هاي جــذب نســبت
ناخالصی پروتئینی و نمکی در نمونــه اســتخراج شــده 

 است. 
  

 استخراج شده  DNAمیزان و کیفیت  -4جدول 
Table 4. Amount and quality of the extracted DNA 

  نمونه
Sample 

1-ng µl  A260/A280  A260/A230  

  گوشت گوسفند
Sheep meat  

1695/7  1/72  1/53  
  گوشت گاو 

Cow meat  
1719/3  1/77  1/65  

  گوشت بز 
Goat meat 

1450/6  1/78  1/32  
  گوشت مرغ 

Chicken meat  
1257/2  1/65  1/54  

  
با توجه به هدف ایــن پــژوهش کــه معرفــی یــک   

گوشــت اســت.  گونه شناسایی  منظوربه آزمایش سریع 
و   NaOHو ســریع اســتفاده از    هزینــه کمروش ساده،  

از نمونه به کــار گرفتــه   DNAحرارت براي استخراج  
هــاي ها حــاوي مقــادیر ناخالصکه نمونه   هرچندشد.  

هــاي حســاس پروتئینی و نمکی بــراي انجــام آزمایش
اما این ناخالصی تــاثیري در شود  نمیتوصیه    مولکولی

 LAMPو  PCRآزمایش تعیین گونه گوشتی بــا روش 
در   کارگیريبه نداشته و روش به کار گرفته شده براي  

این دو روش به میزان کافی کارآمد است. در مطالعات 
ــراي  )25, 24(مشــابه  ــن روش اســتخراج ب ــز از ای نی
اســتفاده شــده اســت. در  LAMPو  PCRهــاي آزمون

با اســتفاده ،  2021پژوهش مونیکا و همکاران در سال  
هاي گوشــت از روش تا حدودي مشــابه بــراي نمونــه 

، ng 50/205ترتیب میــزان خام گوسفند، گاو و مرغ به 
ng 66/170  وng 90 DNA  اســتخراج کردنــد کــه

تــا  6/1اي بین در بازههاآن  A260/A280نسبت جذب  
. گرگوري و همکــاران در ســال )19(قرار داشت    8/1

براي نمونه سالامی بوقلمــون تونســی بــا   )24(  2018
 ng 375 DNAاســـتفاده از روش مشـــابه، مقـــدار 

ــد.  ــتخراج کردنـ ــاآناسـ ــبت هـ ــراي نسـ همچنین بـ
A260/A280   مشابه  تقریباًدست یافتند که  68/1میزان

 . در این پژوهش است  آمدهدستبه هاي  نسبت

ودن آزمـون   منظوربــه  :LAMP بررسی اختصاصی بـ
اطمینان از عملکرد اختصاصی پرایمرهاي طراحی شده 

هاي نزدیک نسبت به گونه گوسفند، واکنش براي گونه 
و رایج گوشت خوراکی شامل گوشت گاو، بز و مــرغ 

 Real-timeنمودار آزمون    1نیز انجام شد که در شکل  

LAMP  ي آزمــون بــا دو آورده شــده همچنــین نتیجــه
) و انجــام SYTO24رنــگ   کارگیريبــه روش بصري (

). در روش 2الکتروفورز نیــز بررســی شــدند (شــکل  
منفی با چشم غیر مسلح   ينتیجه بصري نتایج مثبت از  

(الــف)   2قابل تفکیک است. همانگونه کــه در شــکل  
ي واکنش تنهــا در لولــه حــاوي نشان داده شده، نتیجه 

 تأیید منظوربه بت است. نمونه گوشت گونه گوسفند مث
نتایج روش بصري، محصول آزمایش روي ژل آگاروز 
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(ب)   2الکتروفورز بارگذاري شد که نتــایج در شــکل  
نشان داده شده است که ظهور نوار اسمیري به همــراه 

انجام واکنش   الگوي نردبانی در انتهاي آن نشان دهنده
LAMP   است. نتــایج حاصــل از ایــن روش بــا روش

 تأییــدیکســان و  Real-time LAMPبصري و نمودار 
اختصاصی بــودن آغازگرهــاي طراحــی شــده   يکننده
  است.

  
  گوشتی گوسفند  اختصاصیت سنجی کیت شناسایی گونه Real-time LAMPنمودار  -1شکل 

Figure 1. Real-time LAMP diagram of the specificity of sheep meat species identification kit 

  
الکتروفورز   ب) SYTO 24: الف) تشخیص بصري با رنگ با استفاده ازتعیین اختصاصی بودن کیت شناسایی گوشت گوسفند   آزمون جینتا  -2 کلش

 . bp 100 حداقل طول قطعهبا  نشانگر: Mاست.  ی منف کنترل و  مرغ بز، گاو، گوسفند، ی گوشت يهانمونه  بیترت  به 5تا    1: شماره % 2 ژل آگاروز يرو
Figure 2. The results of the test to determine the specificity of the sheep meat identification kit using: a) visual 
detection with SYTO 24 dye b) electrophoresis on 2% agarose gel: numbers 1 to 5, respectively, of sheep, cow, 

goat, chicken and Negative control. M: a marker with a fragment length of at least 100 bp . 
 

، به حــداقل دو جفــت LAMPبراي انجام واکنش    
توانایی  مجموع درنیاز است که   وبرگشترفتآغازگر  

جایگاه اتصال بر روي ژن هدف را دارنــد.  6شناسایی  

نیاز به اتصال صحیح شش ناحیه پرایمري در واکــنش 
LAMP  ــنش ــه واک ــبت ب ــه  PCRنس ــه از دو ناحی ک

باعــث افــزایش نــرخ توانــایی   گیــردمیپرایمري بهره  
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ــودن  ــی ب ــاياختصاص ــه  LAMP آغازگره ــبت ب نس
 20میــانگین طــول    طوربــه شود.  می  PCR  آغازگرهاي

نوکلئوتیدي براي هر جایگاه اتصال پرایمري طراحــی 
در  درمجمــوع LAMPدر نتیجــه در آزمــایش    شودمی

نوکلئوتید از ژن هدفش را توسط پرایمرها   120حدود  
که این امــر باعــث شــده کــه پتانســیل  دهدمیپوشش  

بیشــتر از واکــنش  LAMPاختصاصــی بــودن واکــنش 
PCR  28(باشد(.  
 SYTO 24 و SYBR Green I هایی از قبیــلرنگ  
ــه  ــراي  طورب ــول ب ــگمعم ــتفاده  DNA آمیزيرن اس
قابلیت  DNA يرشته که پس از اتصال به دو   شوندمی

. یابدمیافزایش    شدتها به آنانتشار نور فلورسنت در  
تولید حدود پنجــاه برابــري   LAMPیک مزیت آزمون  

 PCRاي در مقایسه با آزمــون دو رشته   DNAمحصول  
ي ایــن میــزان بــالاي محصــول، . در نتیجه )29(است  

منفی در   ينتیجه قابلیت تفکیک بصري نتایج مثبت از  
هاي فلورسنت متصل در حضور رنگ  LAMPواکنش  
ــونده ــه ش ــون  DNAي ب ــراهم  SYTO 24همچ را ف

. این امــر مشــاهده نتــایج آزمــون را از انجــام سازدمی
ــورز  ــازبیالکتروف ــان  نی ــاهش زم ــاخته و باعــث ک س

 .گرددمی LAMPدستیابی به نتیجه براي واکنش 

و مقایسـه   LAMP  آغازگرهايتعیین حد تشخیص  
تعیــین حــد تشــخیص   منظوربــه   :PCR  آن با واکنش
ــاي ــده، نمونــه  LAMP آغازگره ــی ش  DNAطراح

 ng µl-1 اســتخراج شــده از گوشــت گوســفند حــاوي
1695  DNA    مرتبه با بافر    810تاPBS   رقیق شــد و از
شــرکت داده  LAMPدر واکــنش    10-8تــا    10-3رقت  

ــین 3شــدند (شــکل  ــه ). همچن ــد  منظورب مقایســه ح
 PCR، واکــنش  PCRو    LAMPتشخیص دو واکــنش  

Real-time    براي سري رقت مشابه واکنشLAMP   با
 انجــام شــد F3و  B3اســتفاده از دو آغــازگر بیرونــی 

 Real-time LAMPنمودار ). همانطور که در 4(شکل 
) مشخص است، حد تشخیص کیت شناسایی 3(شکل  
در  fg µl 170-1از نمونه برابر بــا حــدود  10-6 تا رقت

 21  زمانمــدتشود کــه ایــن میــزان در  نظر گرفته می
دقیقه از زمــان شــروع واکــنش شناســایی شــد کــه در 

برابر  10-5 تا رقت PCRمقابل، این میزان براي واکنش 
 4بود که با توجه به نمودار شکل  pg µl 17-1با حدود 
سیکل) از زمان آغــاز واکــنش   27ساعت (  1در مدت  

این نتیجه به دست آمد. با توجه به نتایج بدست آمده، 
نســبت بــه   LAMPبرابري روش    10به حد تشخیص  

PCR  شود.پی برده می ترکوتاهدر زمان  

 
  2شماره    ، )ng µl  7 /1-1(  1  شماره به ترتیب:    6تا    1. شماره  ي گوشتی گوسفند تعیین حساسیت کیت شناسایی گونه   time LAMP-Realنمودار    -   3شکل  
  )1-pg µl  170( ،    3شماره )1-pg µl  17( ،    4شماره   )1-pg µl  7 /1( ،  5  شماره )1-fg µl  170( ،   6شماره   )1-fg µl  17(   و  NTC  ي کنترل منفی. نمونه  

Figure 3. Real-time LAMP diagram of the sensitivity of sheep meat species identification kit. Number 1 to 6 
), No. 6 1-), No. 5 (170 fg µl1-), No. 4 (1/7 pg µl1-), No. 3 (17 pg µl1-), No. 2 (170 pg µl1-No. 1 (1.7 ng µl :respectively

control sample.) and negative 1-(17 fg µl 
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    1 شمارهبه ترتیب:  6تا  1. شماره ي گوشتی گوسفندشناسایی گونه  PCRهاي تعیین حساسیت آغازگر  Real-time PCRنمودار  -4شکل 

)1-ng µl 7/1(،   2شماره  )1-pg µl 170(،  3شماره )1-pg µl 17(،  4شماره  )1-pg µl 7/1(، 5 شماره )1-fg µl  170(،  6شماره  )1-fg µl 17(  و NTC 
  ي کنترل منفی. نمونه

Figure 4. Real-time PCR diagram for determining the sensitivity of PCR primers for sheep meat species 
), No. 4 (1/7 pg 1-), No. 3 (17 pg µl1-), No. 2 (170 pg µl1-respectively No. 1 (1.7 ng µl 6. Number 1 to identification

) and negative control sample.1-), No. 6 (17 fg µl1-), No. 5 (170 fg µl1-µl  
  

با دو روش رنگ   LAMPهمچنین نتایج براي واکنش  
SYTO 24  و براي واکــنش 5(شکل  %2و ژل آگارز (

PCR  مشاهده شدند.6(شکل  %2با روش ژل آگارز (  

  
الکتروفورز   ب) SYTO 24: الف) تشخیص بصري با رنگ با استفاده ازتعیین میزان حساسیت کیت شناسایی گوشت گوسفند   آزمون جینتا  -5 شکل

 ،)pg µl 7/1-1(  4شماره   ،)pg µl 17-1( 3شماره  ،)pg µl 170-1(  2شماره  ،)ng µl 7/1-1( 1 شماره:  به ترتیب 7تا  1، شماره %2 ژل آگاروز يرو
 . bp 100حداقل  ی ملکول  ن: نشانگر با وزM .ی منف کنترل نمونه 7 شماره و)fg µl  17-1(  6شماره  ،)fg µl 170-1( 5 شماره

Figure 5. The results of the test to determine the sensitivity of the sheep meat identification kit using: a) visual 
-detection with SYTO 24 dye b) electrophoresis on 2% agarose gel, number 1 to 7 respectively No. 1 (1.7 ng µl

) and No. 7 1-), No. 6 (17 fg µl1-), No. 5 (170 fg µl1-), No. 4 (1/7 pg µl1-), No. 3 (17 pg µl1-), No. 2 (170 pg µl1

negative control sample. M: a marker with a molecular weight of at least 100 bp  
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ژل   ينمونه گوسفند رو  ازرقت  يسر  ي برا PCRواکنش  محصولژل آگاروز:  ي رومقایسه میزان حساسیت  PCR محصولالکتروفورز  - 6شکل 
  pg µl-1(  4شماره  ،)pg µl 17-1( 3شماره  ،)pg µl 170-1(  2شماره  ،)ng µl 7/1-1( 1 شماره:  زان یگوسفند به م  DNA ي ها حاونمونه.  %2آگارز 

 . bp 100حداقل  ی ملکول  ن: نشانگر با وز M.  ی نمونه کنترل منف 7و شماره  )fg µl 17-1(  6شماره  ،)fg µl 170-1( 5 شماره ،)7/1
Figure 6. PCR product electrophoresis, comparison of sensitivity on agarose gel: PCR reaction product for 

dilution series from sheep sample on agarose gel, 2% samples containing sheep DNA in the amount: No. 1 (1.7 
) and No. 7 1-), No. 6 (17 fg µl1-), No. 5 (170 fg µl1-), No. 4 (1.7 pg µl1-), No. 3 (17 pg µl1-), No. 2 (170 pg µl1-ng µl

of the negative control sample. M: a marker with a molecular weight of at least 100 bp. 
  

چــو و همکــاران   2014در پژوهش مشابه در سال  
براي شناسایی اختصاصی گوشت گوسفند خــام   )20(

ــتفاده از  ــا اس ــه حــد  PCRو  LAMP آغازگرهــايب ب
دســت یافتنــد. در  pg µl 100-1و  pg µl 1-1تشخیص 

، مونیکــا و همکــاران 2020پژوهش دیگري در ســال  
ــراي  )19( ــايب ــه حــد تشــخیص LAMP آغازگره   ب
1-ng µl 5/0  ــخیص ــد تش ــه از ح ــد ک ــت یافتن دس

  باشد. می ترحساسدر این پژوهش غیر   آمدهدستبه 
هاي گوشــتی براي شناســایی گونــه   LAMPروش  

دیگر نظیر گاو، بز، خوك و اســب نیــز اســتفاده شــده 
توانستند بــا   2019است. کوماري و همکاران در سال  

 D-loopي  بــراي ناحیــه   LAMP  آغازگرهــايطراحی  
ــزان  ــا می ــوم میتوکنــدري گــاو ت  DNAاز  ng 02/0ژن

هدف را تشخیص بدهند. همچنین در این پــژوهش از 
ي بــراي شناســایی در نقطــه  SYBR Green 1رنــگ 

. چــو و )30( پایانی و در زیر نور معمولی استفاده شد
 زیر واحدسنتاز  ATPهمکاران نیز با طراحی براي ژن 

هــدف،  DNAاز  pg 1و تشــخیص حــداقل میــزان  6

اختصاصــی شناســایی  طوربــه ي گوشتی اسب را  گونه 
  . )20(کنند 

براي شناسایی سایر انواع تقلبات   تاکنوناز این روش  
هاي مختلف جانوري استفاده نظیر شناسایی شیر گونه 

بــا   )31(  2016شده است. دب و همکــاران در ســال  
درصد  5استفاده از این روش، موفق شدند که تا مقدار 

ــالو را  ــیر بوف ــاو در ش ــیر گ ــتفاده از ش ــات اس از تقلب
ي از ناحیــه   این کارهمچنین براي  هاآنشناسایی کنند.  

D-loop   ،ژنوم میتوکندري اســتفاده کردنــد. در نهایــت
محققان از ژنوم میتوکنــدري بــراي   درپیپیي  استفاده

هاي هاي مختلــف در نمونــه شناسایی اختصاصی گونه 
ــراي  ــوم ب ــن ژن ــالاي ای متفــاوت نشــان از پتانســیل ب

  شناسایی اختصاصی را دارد.
  

  گیري نتیجه
در پژوهش حاضر کیت شناسایی اختصاصی گوشــت 

طراحــی شــد کــه   LAMPگوسفند بــر اســاس روش  
 Cytاي از ژن اساس این کیت تکثیر اختصاصی ناحیه 

b   از ژنوم میتوکندري گوسفند است. بــراي اســتخراج



 1403، 4، شماره 16فرآوري و نگهداري مواد غذایی، دوره  

76 

DNA    و سریع    هزینه کماز روشNaOH   .استفاده شد
هاي غیر هدف، شناســایی نتایج آزمایش بر روي گونه 

دهــد. حــد ي گوســفند را نشــان میاختصاصــی گونــه 
 pg µl-1آمده در ایــن روش میــزان  به دستتشخیص 

آمد که قدرت ده برابري نسبت به روش   به دست  7/1
PCR  نتــایج حاصــل از   این که دهد ضمن  را نشان می

شناســایی ایــن میــزان در  Real-timeهــاي واکنش
را نشــان  PCRنســبت بــه  ترکوتــاهبســیار  زمانمــدت

عدم نیازمندي به تجهیــزات   دلیلبه دهد. این روش  می
، امکان انجام تنها بــا یــک بلــوك حرارتــی قیمتگران

ــاده و  ــدتس ــتفاده در زمان م ــت اس ــاه آن قابلی کوت
ــرا شناســایی ســریع مجتمع هــاي پــردازش گوشــت ب
  هاي گوشتی را دارا است.آلودگی

  

  ي سپاسگزار
ـــرم ا ـــاوريو  پـــژوهشز معاونـــــت محتــ و  فنــ

دانشــگاه اصــفهان بـــه   تکمیلی  تحصیلات  مــدیریت
  .شودمی قدردانیو  تشکر تحقیق این حمایـت دلیـل
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