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THE ACCELERATED IDENTIFICATION SPECIFIC DNA OF 
DIFFERENT TYPES OF ANIMALS IN MEAT AND MEAT PRODUCTS 

 
Abstract. In article is considered the problem of specific falsification of meat raw materials and meat products. 

Identification of meat raw materials and meat products on the basis of the sequences of retrotranspozons with use of 
the Inter SINE PCR method is carried out.  

In this research, it is reported about development of the species-specific analysis of DNA of the corresponding 
animal species for the purpose of identification and confirmation of the authenticity of a concrete species of an 
animal in meat products based on amplification PCR SINE of retrotranspozons. 

Keywords: specific falsification, identification of a specific origin of meat, DNA, Inter SINE PCR method, 
conservative sites of retrotranspozons, primers, nucleotide sequence, genome. 
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УСКОРЕННАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ СПЕЦИФИЧНОЙ ДНК  
РАЗНЫХ ВИДОВ ЖИВОТНЫХ В МЯСЕ И МЯСНЫХ ПРОДУКТАХ 

 
Аннотация. В статье рассмотрена проблема видовой фальсификации мясного сырья и готовых мясных 

продуктов. Проведена идентификация мясного сырья и мясных продуктов на основе последовательностей 
ретротранспозонов с использованием метода Inter SINE ПЦР.  

В данном исследовании сообщается о разработке видоспецифического анализа ДНК соответствующих 
видов животных с целью идентификации в определении и подтверждении подлинности конкретного вида 
животного в мясных продуктах, основанной на ПЦР амплификации видоспецифичных SINE ретротранс-
позонов. 

Ключевые слова: видовая фальсификация, идентификация видового происхождения мяса, ДНК, метод 
Inter SINE ПЦР, консервативные участки ретротранспозонов, праймеры, нуклеотидная последовательность, 
геном. 

 
Введение. Идентификация происхождения мяса и отслеживаемость – проблемы первостепен-

ного значения в нашем современном обществе, этому свидетельствуют недавние события отно-
сительно фальсификации мясных продуктов с незаявленными видами, таких как конина (Prema-
nandh, 2013) [1]. 

О присутствии незаявленных видов в мясных продуктах докладывали многие исследователи 
(Ayaz, Ayaz, & Erol, 2006; Özpinar, Tezmen, Gökçe, & Tekiner, 2013) [2, 3].  

Другим серьезным аспектом в фальсификации мяса являются религиозные верования; 
потребление мяса собаки запрещено в исламе и буддизме (Rahman et al., 2014; Soares, Amaral, 
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Mafra, & Oliveira, 2010), в то время как потребление свинины запрещено в исламе и иудаизме 
(Nakyinsige, Man, & Sazili, 2012) [4-6]. 

О замене фальсифицированного мяса в небольшом количестве в мясных продуктах также 
сообщали и другие исследователи (Ali, M. E., Razzak, M. A., & Hamid, S. B. A. (2014); Flores-Mun-
guia, Bermudez-Almada, & Vázquez-Moreno, 2000; Mousavi et al., 2015) [7-9].  

До настоящего времени для идентификации видового происхождения мяса использовались 
традиционные методы, которые включают физический, сенсорный анализ, анатомические, и 
гистологические, химические, биохимические, хроматографические, спектрофотометрические, 
электрофоретические, диффузия иммунных сывороток, иммунологические, и иммуноэлектро-
форетические методы (Singh & Neelam, 2011) [10]. Варианты электрофоретических и иммунологи-
ческих методов использовались, но они были ограничены в определенных аспектах. Эти методы в 
основном применялись для сырых мясных продуктов из-за их показателей успешности, являю-
щихся зависящим от стабильности белков в продуктах питания (Hsieh, 2006; Lockley & Bardsley, 
2000) [11, 12]. 

ДНК характеризуется относительно более высокой стабильностью в жестких условиях по 
сравнению со многими белками. Термостабильность и повсеместное присутствие молекул ДНК в 
большинстве биологических тканей, превращают ДНК в наиболее благоприятную молекулу для 
определения компонентов в продовольственных тестах на идентификацию (Ali et al., 2015; Hamzah, 
Mutalib, & Babji, 2013; Lin et al., 2014) [13-15].  

Учитывая все эти исследования, наиболее перспективными методами для определения 
видовой принадлежности тканей животного в составе мясного сырья и продуктов, в том числе 
подвергнутых термической обработке, являются методы ДНК – диагностики, и особенно метод 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). Метод ПЦР характеризуется быстротой и легкостью ис-
полнения, непревзойденными показателями чувствительности и специфичности [16-19]. 

Метод Inter-SINE-ПЦР, заключается в ПЦР, проводимой на геномной ДНК в качестве мат-
рицы с меченными праймерами, комплиментарными участкам SINE. Праймеры подбирают таким 
образом, чтобы амплифицировать участки генома, расположенные между соседними копиями 
SINE. Различия в получаемых картинах связаны с возникновением делекций и вставок в участках 
ДНК, расположенных между копиями этих повторов. Благодаря содержанию внутри SINEs – 
подобных элементов консервативных участков ДНК, фланкирующих промотор РНК-полимеразы 
III. К этим участком можно подобрать праймер для проведения ПЦР. 

Ретротранспозоны содержатся в каждом эукариотическом геноме, который был изучен до 
настоящего времени. За последние 65 миллионов лет большинство млекопитающих обогатились 
вставками SINE элементами, которые распространяются по геному посредством синтеза мРНК, 
которая затем образует ретровирусоподные частицы, которые снова вставляются в геном хозяина и 
образуя новую копию этого ретротранспозона. Так как большинство SINE семейств различных 
видов распространились по-разному, поэтому каждая группа млекопитающих имеет значительное 
количество (около 100,000) видоспецифичных мобильных элементов. Эти большие рассеянные 
семейства генов служат новыми маркерами, которые идентифицируют ДНК от видов и до порядка, 
таким образом, обеспечивая специфичные геномные маркеры, которые могут использоваться в 
ПЦР, чтобы детектировать определенные подмножества геномных последовательностей, 
уникальных для генома и интересующего вида в смешанных источниках ДНК. 

С помощью ПЦР для последовательностей ретротранспозонов можно детектировать фрагмент 
хромосомы исследуемого организма в смеси ДНК, выделенной из пищевых продуктов [20-25]. 

Материалы и методы. Исследования были проведены в РГП «Национальный центр биотех-
нологии» КН МОН РК на базе лаборатории геномики растений и биоинформатики (г. Астана). 

Материалом исследования являются: образцы охлажденного и замороженного мяса соответ-
ствующих видов животных (говядина, конина, свинина, баранина, курица), мясные продукты 
(колбасы, сосиски, фарш, котлеты и другое) которые были приобретены на рынке и торговом 
центре г. Астана и образцы сыворотки крови животных (кролик, крыса, мышь, собака) и человека.  

Условия проведения ПЦР были оптимизированы для каждого анализа относительно отжига 
температурной и мультиплексной совместимости праймеров.  
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Метод ПЦР для агарозы основанный на гель-детекции был выполнен в 25 мкл, используя            
1-10 нг образца ДНК (или ткани), 1x Phusion ПЦР буфер (Thermo Fisher Scientific), 0.2 mM dNTPs, 
0.1 µM каждого олигонуклеотидного праймера (5 наборов праймеров), и 0.2 µl Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (2 U/µL). 

Начальная денатурация 300 с в 95°C, последующие 30 циклов: денатурация при 95°C в 
течение 20 с и 30 с отжига при 65°C (детекции). Количественные эксперименты ПЦР были выпол-
нены, используя ABI 7000 систему обнаружения последовательности (Applied Biosystems, Inc.) 

ДНК крупного рогатого скота (Bos taurus), лошади (Equus caballus), овцы (Ovis aries), собаки 
(Canis familiaris), крысы (Rattus norvegicus), мыши (Mus musculus), свиньи (Sus scrofa) и человека 
(Homo sapiens) были получены из мышечной ткани, крови, используя кислый CTAB буфер для 
экстракции (2% CTAB, 2 M NaCl, 10 mM EDTA, 50 mM HEPES, pH 5.3 with 200 μg of proteinase K) 
по протоколу [26]. 

Образцы инкубированы в течение 2-3 часов при 55°C. Водная фаза экстрагировалась с по-
мощью хлороформа и ДНК осаждалась равным объемом изопропилового спирт. Осадок ДНК 
растворяли в 1хTE, pH 8.0 (с РНК-азой A) в 55°C.  

Поиск нуклеотидной последовательности для различных интересующих геномов проводили 
по генетической базе Института исследований генетической информации (Genetic Information 
Research Institute (GIRI) (http://www.girinst.org/), “Browse Repbase” [27]. 

Для каждого семейства SINE были получены последовательности, которые были множест-
венно выровнены с помощью инструментов EMBL (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/) [28]. 

Консервативные участки ретротранспозонов использовались для дизайна ПЦР праймеров, с 
помощью программы FastPCR (http://primerdigital.com/fastpcr.html) [29]. 

Детекцию фрагментов амплификации проводили с помощью метода электрофореза в ага-
розном геле. По окончании электрофореза гель помещали на фильтр трансиллюминатора системы 
для документирования гелей и проводили учет полученных результатов в ультрафиолетовом свете 
с длиной волны 312 нм. Регистрацию и документирование полученных результатов путем занесе-
ния в базу данных компьютера осуществляли при помощи системы для документирования гелей в 
соответствии с прилагаемым к ней техническим описанием.  

 

Результаты исследований и их обсуждение 
 

Подобранные ПЦР праймеры были разработаны в консервативных участках ретротранс-
позонов, чтобы увеличить эффективность и чувствительность ПЦР амплификации для конкретного 
вида (генома). 

Олигонуклеотиды и TaqMan пробы были разработаны, используя программное обеспечение 
FastPCR (PrimerDigital, Finland, http://primerdigital.com/fastpcr.html) (Kalendar et al. 2011) и 
приобретены в компании Eurofins Genomics (http://www.mwg-biotech.com/) [30]. 

Каждая пара праймеров была оценена в лаборатории геномики растений и биоинформатики 
НЦБ на специфичность и чувствительность, используя стандартный ПЦР и электрофорез в 
агарозном геле. Ни одна из пар праймеров не образовывала межпраймерные димеры, все праймеры 
показали высокую ПЦР эффективность. 

Только те пары праймеров, соответствующие этим критериям, были отобраны для дальней-
шего анализа (таблица 1). 

 

Таблица 1 – Полученные участки повторяющихся элементов SINE и их присоединение 
 

Общее название Порядок Семейство Род и вид Повторяющийся элемент Присоединение 

Человек Primates Hominidae Homo sapiens SINE1/7SL AluJ-, AluS- 

КРС Artiodactyla Bovidae Bos taurus BOVA2 AF327250 

Овца Artiodactyla Bovidae Ovis aries BOVA2 AF327250 

Свинья Artiodactyla Suidae Sus scrofa SINE2/tRNA PRE1_SS 

Лошадь Perissodactyla Equidae Equus caballus SINE2/tRNA SINE2-1_EC 

Собака Carnivora Canidae Canis familiaris SINE2/tRNA SINEC1A_CF 

Мышь Rodentia Muridae Mus musculus SINE2/tRNA Rat_B2_Rat1 

Крыса Rodentia Muridae Rattus norvegicus SINE2/tRNA Rat_B2_Rat1 
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В таблицах 2, 3 представлен разработанный дизайн пар ПЦР праймеров для детекции ДНК 
человека и разных видов животных в мясных продуктах. 

 
Таблица 2 – Дизайн пар ПЦР праймеров для детекции ДНК человека и разных видов животных в мясных продуктах 

 

Консервативная 
последовательность( 5’-3’) 

Комбинации 
праймеров 

Предназначение 
Длина ПЦР 

продукта (п.н) 

5'-GTGGCTCACGCCTGTAATCCCA - 3ʹ 
5'-CAGGCTGGAGTGCAGTGG - 3ʹ 

5118 
5120 

Определение генома человека 245 

5'-GAGAAGGCAATGGCACCCCA- 3ʹ 
5'-CCCTGGGATTCTCCAGGCAAG- 3ʹ 

5114 
5117 

Определение генома КРС/ овцы 195 

5'-TCCCTGCCCTTGCTCAGTGGGT- 3ʹ 
5'-ATATGGAGGTTCCCAGGCTAGG- 3ʹ 

5112 
5113 

Определение генома свиньи 151 

5'-GGCTGGAGAGATGGCTCAG- 3ʹ 
5'-CAGACACACCAGAAGAGGGCATC- 3ʹ 

5109 
5110 

Определение генома мыши/крысы 131 

5'-GATSCCTGGGTGGCKCAG- 3ʹ 
5'-TCGATCCCGGGTCTCCAGGAT- 3ʹ 

5100 
5101 

Определение генома собаки 71 

5'-CTGTGATGCTGAAAGCTATGCCAC- 3ʹ 
5'-TGGCCAGGTCCTTCTTCCTAG- 3ʹ 

5188 
5190 

Определение генома конины 115 

 
Таблица 3 – Разработанные олигонуклеотидные праймеры для детекции методом Intra-SINE-ПЦР 

 

Предназначение 
Передний праймер/ 

Forward primer 
Обратный праймер/ 

Reverse primer 

Определение генома 
человека 

5'-GTGGCTCACGCCTGTAATCCCA - 3ʹ 5'-CAGGCTGGAGTGCAGTGG - 3ʹ 

Определение генома 
КРС/ овцы 

5'-GAGAAGGCAATGGCACCCCA- 3ʹ 5'-CCCTGGGATTCTCCAGGCAAG- 3ʹ 

Определение генома 
свиньи 

5'-TCCCTGCCCTTGCTCAGTGGGT- 3ʹ 5'-ATATGGAGGTTCCCAGGCTAGG- 3ʹ 

Определение генома 
мыши/крысы 

5'-GGCTGGAGAGATGGCTCAG- 3ʹ 5'-CAGACACACCAGAAGAGGGCATC- 3ʹ 

Определение генома 
собаки 

5'-GATSCCTGGGTGGCKCAG- 3ʹ 5'-TCGATCCCGGGTCTCCAGGAT- 3ʹ 

Определение генома 
конины 

5'-CTGTGATGCTGAAAGCTATGCCAC- 3ʹ 5'-TGGCCAGGTCCTTCTTCCTAG- 3ʹ 

 
Таким образом, используя классический ПЦР на основе последовательностей ретротранс-

позонов с применением Inter- SINE –ПЦР были сконструированны и подобраны праймеры для 
видовой идентификации видоспецифичной ДНК крупного рогатого скота (овцы), лошади, собаки, 
крысы (мыши), свиньи и человека. Использовались следующие комбинации праймеров таблица 4. 

 
Таблица 4 – Сконструированные праймеры для видовой идентификации видоспецифичной ДНК  

крупного рогатого скота/овцы, свиньи, мыши/крысы, и человека 
 

Комбинации праймеров Предназначение Длина ПЦР продукта (п.н.) 

A 5114-5117 Определение генома КРС/овцы 195 

B 5112-5113 Определение генома свиньи 151 

C 5109-5110 Определение генома мыши/крысы 131 

D 5118-5120 Определение генома человека 245 
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5. Разработан метод, позволяющий идентифицирвать ДНК следующих биологических объек-
тов: ДНК крупного рогатого скота (Bos taurus), свиньи (Sus scrof), овцы (Ovis aries), лошади (Equus 
cabalus), а также курицы (Gallus gallus), человека (Homo sapiens), собаки (Canis lupus), кролика 
(Oryctolagus cuniculus), мыши (Mus musculus) и крысы (Rattus rattus). 
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