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Применение метода ПЦР для 
обнаружения фальсификации 
овечьего молока козьим 
молоком
РЕЗЮМЕ
В статье рассмотрен вариант применения ПЦР-анализа для оценки чистоты ви­
дового состава овечьего молока прошедшего термическую обработку. В ходе 
проведения работы был изучен генетический материал основных молочных пород 
коз и овец, представленных на территории России. Для этого в качестве целевого 
гена был использован 12S рРНК козы и овцы, на основании которого была полу­
чена пара праймеров 12SCH-DIR (5'-AAACGTGTTAAAGCACTACATC-3') и 12SCH- 
INV (5'-GTCTTAGCTATAGTGTATCAGCTG CA-3') для козы и 12SM-FW (5'-CTAGAG- 
GAGCCTGTTCTATAATCGATAA-3') и 12SOA-INV (5'-GTCTCCTCTCGTGTGGTTGAGA 
TA-3') для овцы. Полученные праймеры были протестированы на специфичность 
путем анализа молока различных пород коз (зааненская, тоггенбургская, альпий­
ская и нубийская молочная порода) и овец (цигайская, ассаф и восточно -  фриз­
ская). В результате исследования бинарных смесей молока овцы и козы было 
установлено, что применение данной методики ПЦР-анализа позволяет выявлять 
примеси козьего молока в овечьем на уровне 0,1%. Также показано, что методи­
ка применима как к сырому молоку, так и к молоку прошедшему технологическую 
обработку.

Application of the PCR method to 
detect the falsification of sheep 
milk with goat milk
ABSTRACT
The article discusses the option of using PCR analysis to assess the purity of the species 
composition of heat-treated sheep's milk. In the course of the work, the genetic material 
of the main dairy breeds of goats and sheep represented on the territory of Russia was 
studied. For this purpose, the 12S rRNA of a goat and a sheep was used as a target gene, 
on the basis of which a pair of primers 12SCH-DIR (5'-AAACGTGTTAAAGCACTACATC-3 
‘) and 12SCH-INV (5'-GTCTTAGCTATAGTGTATCAGCTG CA-3') for goat and 12SM-FW 
(5'-CTAGAG-GAGCCTGTTCTATAATCGATAA-3 ‘) and 12SOA-INV (5'-GTCTCCTCTCG 
TGTGGTTGAGATA-3') for sheep. The resulting primers were tested for specificity by 
analyzing the milk of various breeds of goats (Saanen, Toggenburg, Alpine and Nubian 
dairy) and sheep (Tsigai, Assaf and East Friesian). As a result of the study of binary 
mixtures of sheep and goat milk, it was found that the use of this method of PCR analysis 
makes it possible to detect impurities of goat's milk in sheep's milk at a level of 0.1%. 
It has also been shown that the technique is applicable to both raw milk and processed 
milk.
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Введение
И дентиф икац ия  ви д о в ого  состава  м олочной п р о д ук­

ции им еет о гр о м н о е  зн ачени е  для отслеж ивания  ч и с то ­
ты продукта  и борьбы  с во зм о ж н ой  ф альсиф икацией  [1 ]. 
О собенно  это  важно когда  необход им о  подтверж дать  
«видовую  чистоту» пр о и зве д е нно й  м олочной продукц ии
[2 ].

Н априм ер , к таким  продуктам  м ож но  отнести  сыры, 
вы работанны е из овечьего  или ко зье го  м олока. В сырах, 
вы работанны х из овечьего  м олока, встречаю тся  п р и м е ­
си ко зье го  м олока, ка к более д е ш е во го  и д о ступн о го  
ком понен та . В связи  с этим , развитие  м етодов контроля 
оценки  подл ин ности , заявл енного  производ ител ем  ви ­
д о в о го  состава  м олочной продукц ии , является н е об хо ­
д им ы м  для исклю чения  ф альсиф икации «чистых» п р о ­
дуктов  переработки  м олочного  сы рья.

Д ля определения  ви д о в ого  состава  м олочной п р о ­
д укц и и  были разработаны  м н огочисл енн ы е  анал итиче ­
ски е  м етоды , к  которы м  о тносятся  им м уно л оги чески е , 
эл е ктр о ф о р е ти че ски е  и хр о м а то гр а ф и че ски е  методы  
[3 ].

С реди и м м ун о л оги чески х  м етодов наиболее ш и р о ­
кое ра спро стр а н е н и е  получил м етод  ELISA [4 ], п о ско л ь ­
ку этот  м етод  п р о ст  в испол ьзовании  и л е гко  поддается  
а втом ати зац ии . В качестве  эл е ктр о ф о р е ти че ски х  м е то ­
дов для аутентиф икации  м ол очного  сы рья используется  
капиллярны й эл е ктр о ф о р е з  [5 ], д вум ерны й  э л е ктр о ­
ф орез [6 ] и и зо э л е ктри ческо е  эл ектр о ф о куси ро в а н н и е  
казеин ов  м олока  [7 ]. Д ля оценки  бел ко во го  состава  
м олока  с испол ьзованием  м етода  вы сокоэф ф ективной  
ж и д ко стн о й  хром а то гр а ф и и  (ВЭЖ Х) испол ьзую тся  два  
подхода: обращ ено  ф азовая хр о м ато граф ия  на ко л о н ­
ках с ш и ро ки м и  порам и (300А) и м етод  гельф ильтраци- 
онной хром ато граф ии .

Хотя перечисленны е м етоды  д о статочн о  эф ф е кти в ­
ны и ш и ро ко  испол ьзую тся , они часто  не подход ят для 
продуктов  со слож ны м и м атрицам и и м енее чувств и ­
тельны  при анализе  пищ евой  п р одукц ии  прош едш ей 
те р м и че скую  обработку.

В последнее  врем я, в м етодах ид ентиф икации  ви д о ­
вого  состава  пищ евой  продукц ии , испол ьзование  Д Н К  
зам еняет белковую  составляю щ ую  [8 ]. Это связан о  с 
тем , что м олекула Д Н К  им еет более вы сокую  стабил ь­
ность при вы соких  те м пературах  и ее стр уктур а  со хр а ­
няется во всех клетках а на л и зи р уе м о го  объ екта  [9 ].

П ри сутстви е  ви доспециф и чны х послед овател ьно ­
стей Д Н К  привело  к появлению  анализов по ид ентиф и­
кации пищ евой продукц ии , основан ны х на Д Н К -ги б р и - 
д и за ц и о н н ы х  пробах [10 ]. С реди которы х полим еразная  
цепная реакция  (ПЦР) является наиболее ш и роко  и с ­
пользуем ы м  м етодом  для опред ел ен ия  происхож д ения  
ви дов ого  со става  продуктов  питания. О дним  из п р е и ­
м ущ еств м етодов на основе  ПЦР, относительно  д р у ги х  
м етодов, является сочетание вы сокой  специф ичн ости  и 
во зм о ж н ости  проводи ть  анал итически е  м ероприятия  с 
о бразцам и  м олочной п родукц ии  прош едш ей те хн о л о ги ­
ческую  обработку.

В д анной  статье описы вается  р а зраб отка  м етода  на 
основе  ПЦР для обнаруж ения  ко зье го  м олока  в овечьем 
м олоке  с испол ьзованием  в качестве  ц елевого  гена  — 
12S рРНК. П редлагаем ая м е тод ика  основан а  на очистке  
клеточной Д Н К  из м ол ока  с последую щ ей а м п л и ф и ка ­
цией м итохондриальной  Д Н К  с прайм ерам и  сп е ц и ф и ч ­
ными для ко з  и визуали зацией  ам пл и ко но в  на а га р о з ­
ном геле.

Также, для определения  в о зм о ж н ости  и сп о л ьзо ва ­
ния предлагаем ой м етод ики  для м олочной продукц ии
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прош едш ей  техно л о ги че скую  переработку, были п р о те ­
стированы  образцы  овечьего  и ко зье го  м ол ока  п р о ш е д ­
ш его  те р м и че скую  обработку.

Материалы и методы
В качестве  аналитов были использованы  образцы  

сб о р н о го  м ол ока  козы  и овцы , из которы х были п р и го ­
товлены  бинарны е см е си  в различны х процентны х с о ­
о тнош ен иях  0,1, 0 ,5 , 1, 5, 10 и 100%  (v / v). При анализе 
были использованы  см е си  сы ро го , п а сте р и зо ва н н ого  
(65  °C, 30 мин) и сте р и л и зо в а н н о го  (121 °C, 20 мин) м о ­
лока.

П роц ед уру  э кстр а кц и и  Д Н К  проводи ли  по сл е д ую ­
щ ей схем е: к  1 см 3 о б р а зц а  м олока  добавляли 0 ,5  см 3 
раствора  для э кстр а кц и и  (0 ,15М  N- [2 -а ц е та м и д о ] 
-2 -а м и н о д и уксусн а я  кислота). Д алее полученную  см есь  
тщ ательно перем еш ивали  при пом ощ и вортекса . После 
перем еш иван ия  а нал изируем ую  см е сь  подвергали  п р о ­
цедуре центри ф угирования  при 15000 g /5  мин. После 
центри ф угирования  супернатант был удален при п о м о ­
щи пипетки  П астера, а к  о са д ку  добавлялся 850 мкл б у ­
ф ера для экстр а кц и и  (pH 8,0; 10 мМ  Трис, 150 мМ NaCl, 2 
мМ  EDTA и 1% SDS, 100 мкл 5 M гуанид ин а  ги д р охлорид  
и 40  мкл 20 м г /  мл протеиназы  K). После чего  а н а л и зи ­
руем ы е образцы  ин кубировали  в течение  12 часов при 
тем пературе  55 °C. К полученном у после инкубировани я  
л изату  приливали 500  мкл хлороф орм а, перем еш ивали 
на вортексе  и ц ентриф угировали  при 13000 о б /м и н  в т е ­
чение 10 минут. П олученную  Д Н К  эл ю ировали  100 мкл 
стерильной  д е и о н и зи р о в а н н о й  воды, а е го  ко н ц е н тр а ­
цию  определяли сп е ктр о ф о то м е тр и че ски  при 260 нм.

Д анны е  полученны е после вы равнивания по сл е д о ва ­
тельностей  гена  12S рРН К козы  и овцы  были и сп о л ь зо ­
ваны для созд а ни я  следую щ ей пары  прайм еров : 12SCH- 
DIR (5'-AAACGTGTTAAAGCACTACATC-3 ') и 12SC H -IN V 
(5'-GTCTTAGCTATAGTGTATCAGCTG C A -3 ') для козы  и 
12S M -FW  (5'-CTAGAG-GAGCCTGTTCTATAATCGATAA-3') 
и 12SO A-INV (5'-GTCTCCTCTCGTGTGGTTGAGATA-3') для 
овцы.

С пециф и чность  прайм еров  была подтверж д ена  т е ­
стирован ием  различны х обр а зц о в  м олока  различны х 
по р од  ко з  (зааненская , то гге н б ур гска я , альпи йская  и 
нуб ийская  молочная порода) и овец  (ц и гайская , ассаф  
и восточно  — ф ризская).

После оценки  пр и го д н о сти  прайм еров, бинарны е 
см еси  сы ро го  и по д в е ргн уто го  те р м и че ско й  о б р а б о т­
ке м ол ока  овец, со д ер ж а щ е го  различны е количества  
ко зье го  м олока , были протестированы  на а м п л и ф и ка ­
цию  Д Н К  с испол ьзованием  прайм еров  специф ичны х 
для коз.

А м пл иф икац ию  проводи ли  в объем е 50 мкл. С о д е р ­
ж ащ ем  100 н г м атричной  Д Н К , 2 м м оль M gC l2, 10 пмоль 
ка ж д о го  прайм ера , 200  м км оль ка ж д о го  dNTP и 2 ед. 
Д Н К -п о л и м е р а зы  Tth. А м пл иф икация  проводи лась  по 
следую щ ей схеме: д енатурация  цепи при 93 °С в т е ­
чение 30 с, о тж и г пр а й м е р а  при 63 °C в течение  30 с и 
удли нение  прайм ера  при 72 °C в течение 45 с. Предел 
обнаруж ения  м етода оценивали эл е ктр о ф о р е зо м  в а га ­
розном  геле продуктов  ПЦР, полученны х из каж дой  б и ­
нарной см е си  молока.

Результаты и обсуждение
Д Н К  вы деленная из ко зье го  м олока  была усп е ш н о  

ам пл иф иц и рована  с парой прайм еров  12SCH-D IR  — 
12SCH-INV, давая ож идаем ы й ф р а гм е нт ПЦР 122bp, 
то гд а  ка к продукты  ам пл иф икац ии  Д Н К  овцы  д а н н о го  
ф рагм ента  не им ею т (рис. 1).
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Рис. 1. Электрофоретический анализ амплификации
специфической козьей 12S рРНК: СММ — стандарт 
молекулярных масс; 1 — коза; 2 — овца (сырое молоко);
3 — овца (пастеризованное молоко 65 °C, 30 мин); 4 — 
овца(стерилизованное 121 °C, 20 мин)

Fig. 1. Electrophoretic analysis of amplification of specific goat 12S rRNA: 
SMM — standard of molecular weights; 1 — goat; 2 — sheep (raw 
milk); 3 — sheep (pasteurized milk 65 °C, 30 min); 4 — sheep 
(sterilized at 121 °C, 20 min)

Рис. 2. Электрофоретический анализ амплификации
специфической 12S рРНК овцы: СММ — стандарт 
молекулярных масс; 1 — коза; 2 — овца (сырое молоко);
3 — овца (пастеризованное молоко 65 °C, 30 мин); 4 — овца 
(стерилизованное 121 °C, 20 мин)

Fig. 2. Electrophoretic analysis of amplification of specific sheep 12S rRNA: 
SMM — standard of molecular weights; 1 — goat; 2 — sheep (raw 
milk); 3 — sheep (pasteurized milk 65 °C, 30 min); 4 — sheep 
(sterilized at 121 °C, 20 min)

Рис. 3 . Электрофоретический анализ продуктов 
ПЦР 12S рРНК, полученных из бинарных смесей 
сырого молока козы и овцы, с использованием 
праймеров 12SCH-DIR и 12SCH-INV: СММ — 
стандарт молекулярных масс; 1 — коза 100%; 2 — 
коза 10%; 3 — коза 5%; 4 — коза 1%; 5 — коза 0,5; 
6 — коза 0,1%; 7 — овца 100%

Fig. 3. Electrophoretic analysis of 12S rRNA PCR
products obtained from binary mixtures of raw 
goat and sheep milk using primers 12SCH-DIR 
and 12SCH-INV: SMM — standard of molecular 
weights; 1 — goat 100%; 2 — goat 10%; 3 — 
goat 5%; 4 — goat 1%; 5 — goat 0.5; 6 — goat 
0.1%; 7 — sheep 100%

Рис. 4. Электрофоретический анализ продуктов ПЦР 12S рРНК, полученных из 
бинарных смесей термообработанного молока козы и овцы, с использованием 
праймеров 12SCH-DIR и 12SCH-INV: А — пастеризованные образцы (65 °C, 30 мин); Б 
— стерилизованные образцы (120 °C, 20 мин); СММ — стандарт молекулярных масс;
1 — коза 100%; 2 — коза 10%; 3 — коза 5%; 4 — коза 1%; 5 — коза 0,5; 6 — коза 0,1%; 
7 — овца 100%

Fig. 4 . Electrophoretic analysis of 12S rRNA PCR products obtained from binary mixtures of heat- 
treated goat and sheep milk using primers 12SCH-DIR and 12SCH-INV: A — pasteurized 
samples (65 °C, 30 min); Б — sterilized samples (120 °C, 20 min); SMM — standard of 
molecular weights; 1 — goat 100%; 2 — goat 10%; 3 — goat 5%; 4 — goat 1%; 5 — 
goat 0.5; 6 — goat 0.1%; 7 — sheep 100%
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Д ля подтверж д ения  раб о то спосо б н о сти  м етодики  
такж е  был проведен  анализ м олока  с пом ощ ью  набора 
прайм еров  для овец  12S M -FW  — 12SO A-IN V (рис. 2).

Д Н К  овцы  была усп е ш н о  а м пл иф иц и рована  с этой 
парой прайм еров, давая ож идаем ы й ПЦР — ф рагм ент 
д линой  371bp ., то гд а  ка к  для тести р уе м ы х образцов  
ко зье го  м олока  данны й ф р а гм е нт обнаруж ен  не был.

Д ля определения  предела  обнаруж ения  ПЦР сна ча ­
ла проводи ли  реакции  ам пл иф икац ии  Д Н К , вы деленной 
из бинарны х см есей  сы ро го  м олока  (козье  и овечье), 
сод ер ж а щ и х  0,1, 0 ,5, 1, 5, 10 и 100%  (v /v) го зье го  м о ­
лока. На рисунке  3 показан  специ ф и че ски й  для козы  
П Ц Р -ф рагм ен т д линой  122bp, полученны й из см есей  
ко зье го  и овечьего  м олока, а такж е  взаи м о связь  м еж ду 
количествам и м атричной  Д Н К  и и н те нсивн остью  по л о ­
сы. П ор о г обнаруж ения  составил  0 ,1% .

Д ля  о ц е нки  влияния те р м о о б р а б о тки  на результат 
П Ц Р -анализа , б ин арн ы е  с м е си  м о л о ка  козы  и овцы  
та кж е  по д в е р га л и сь  те хн о л о ги ч е ски м  р е ж и м а м  о б ­
раб отки  в виде п а с те р и за ц и и  (65  °C, 30 м ин) и с т е ­
р и л и за ц и и  (121 °C, 20 м ин ). На о сн о ве  полученны х 
эксп е р и м е н та л ьн ы х  о б р а зц о в  были получены  м одели 
а м п л и ф и ка ц и и  и пределы  об н а р уж е н и я , анал огичны е  
тем , ко торы е  были получены  для о б р а зц о в  с ы р о го  м о-
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лока . Результаты  в виде эл е ктр о ф о р е гр а м  п р е д ста в л е ­
ны на рис. 4.

Выводы
Н есм отря на то, что Д Н К, ка к  и белок, претерпевает 

д ена тур а ц и ю  при те м пературной  обработке , возм ож н о  
испол ьзование  ко р о тки х  ф рагм ентов  для проведения 
пр о ц е сса  ам пл иф икац ии , что позвол яет получать ф р а г­
менты  Д Н К  дли ной  и чистотой  д остаточн ой  для п р о в е ­
дения  анализа .

В этой  работе было изучено  влияние те р м и че ско й  
об раб отки  м ол ока  на во зм о ж н ости  м етода П Ц Р -анали- 
за  ка к  и н струм ента  по вы явлению  видовой пр и н а д л е ж ­
ности м ол очного  сы рья. Результаты , полученны е в ходе 
исследования  экспе р и м е н та л ьн ы х  см есей  овечьего  и 
ко зье го  м олока  п р о ш е д ш е го  те р м и че скую  обработку, 
показали , что картин а  эл е ктр о ф о р е ти че ско го  р а зд е ­
ления и ниж ний предел обнаруж ения , не им ею т с у щ е ­
стве н н о го  изм енения  по ср авнен ию  с анал изируем ы м  
сы ры м  м о л о ко м .

На основан ии  полученны х д анны х м ож но  сделать вы ­
вод, что м етод  ПЦР описанны й  в данной  статье  является 
спе ц и ф и че ски м  и обеспечивает возм о ж н ость  вы явле­
ния зам ены  прим есей  ко зье го  м олока  на уровне  0 ,1% .
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