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摘要 为了寻找稳定性好 !可操作性强的分子鉴定新方法 在充分吸取  °⁄优势的基础上 对其引物和退火温

度进行了改进 ∀本文以人参 !西洋参为例进行了方法的探索和各种验证 并推广应用到天花粉以及白芷类药材的鉴

别 ∀结果显示引物 °2ƒ得到人参 !西洋参及其 种伪品的多态性条带 ∀对于人参 !西洋参的鉴别结果与文献鉴

别方法结果一致 并且具有更高的稳定性 ∀引物 ×≥2ƒ得到了天花粉及其 种伪品的多态性条带 引物 ≥2

ƒ得到白芷及其 种伪品的多态性条带 均能准确鉴别各种药材 ∀实验结果证明本方法具有简单易行 !稳定性和

重复性好 !提供的信息量大等优点 是一种极具前途的中药材分子鉴定新方法 被命名为锚定引物扩增多态性 ⁄

  ⁄°°⁄∀
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  自从 °≤ 技术诞生以来 人参 Παναξ γινσενγ!

西洋参 Παναξ θυινθυεφολιυσ的分子标识研究就受到

特别的关注 年 °2°≤ 首次用于人参 !西洋

参的鉴别 ≈
现已有  篇相关的报道 包括

 °⁄
≈ ∗ 

⁄序列分析 ≈ ∗ 
°≤ 2 ƒ°≈



ƒ°
≈ ∗ 

≥≤
≈

    ≥
≈以及重复序列 !

⁄°!小卫星等其他方法 ≈ ∗  ∀方法的不断创新

在于对人参 !西洋参基因组信息的逐步了解 其中

   ≥具有高度的特异性 准确快捷 但其引物设

计须建立在大量已知序列的基础上 ∀而  °⁄以其

不需预知基因组序列 !操作简单快捷等优点得到了

最广泛的应用 但  °⁄存在着结果重复性欠佳 !易

受到药材产地及储存时间影响的缺陷 限制了其在

分子鉴别领域的应用 ≈ ∀因此 探索简单易行 稳
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定性好 !可操作性强的分子标记方法是中药材分子

鉴别研究的重点和难点 ∀本文报道的新方法以

 °⁄方法为基本原理 对其引物和退火温度两个

主要因素进行了创新 该方法简称为锚定引物扩增

多态性 ⁄  2

 ⁄°°⁄∀首先以人参 !西洋参建立了

°°⁄方法 随后对其反应体系稳定性 !不同材料

扩增结果稳定性进行了广泛的考察 并结合文献报

道    ≥方法进行了验证和比较 ∀在此基础上 

将 °°⁄方法推广应用到天花粉类 !白芷类药材的

鉴别中 均取得了理想的结果 表明 °°⁄方法是

一种极具前途的中药材分子鉴定新方法 ∀

材料和方法

材料  人参 !西洋参及其伪品来源见表 ∀天

花粉类 !白芷类药材来源见表 !表 ∀所有样品经

中国中医科学院中药研究所黄璐琦研究员鉴定后 

存放于中国中医科学院中药研究所标本室 ∀

∆ΝΑ提取方法  采用改进的 ≤×法提取药

材总 ⁄
≈ ∀

引物设计  根据已有的人参 !西洋参 ×≥序列

登录号   ≠

!天花粉 ≈ !白芷 ×≥序

列 ≈设计引物 表 ∀引物长度为  左右 遵

循一般引物的设计原则 宜选择与需鉴别的伪品序

列差异大的区域 ∀人参 !西洋参验证引物采用 ≥∏

∏等 ≈用于人参鉴别的    ≥引物 ∀引物由上

海生工生物工程有限公司合成 ∀

ΠΧΡ扩增条件及优化  °≤ 反应体系为 

Λ其中  # 


×2≤  1 

# 


≤  
 

1 # 

 ×° 1

表 1  人参 !西洋参及其伪品来源

编号 名称 学名 状态 来源 时间 收集人

 人参 Παναξ γινσενγ 鲜品 吉林集安 年 李  欣

 人参 大马牙  Π. γινσενγ 鲜品 吉林集安 年 李  欣

 人参 二马牙  Π. γινσενγ 鲜品 吉林集安 年 李  欣

 人参 黄果  Π. γινσενγ 鲜品 吉林集安 年 李  欣

 人参 长脖  Π. γινσενγ 鲜品 吉林集安 年 李  欣

 人参 Π. γινσενγ 药材 北京同仁堂 年 崔光红

 人参 参须  Π. γινσενγ 药材 北京永安堂 年 崔光红

 人参 Π. γινσενγ 药材 河北安国药市 年 何希荣

 人参 Π. γινσενγ 标本 中药所标本室 年 何希荣

 人参 Π. γινσενγ 粉末 自制 年 郭兰萍

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 鲜品 北京怀柔 年 黄璐琦

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 药材 北京同仁堂 1元  年 崔光红

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 药材 北京同仁堂 1元  年 崔光红

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 药材 北京同仁堂 1元  年 崔光红

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 药材 美国 年 陈  敏

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 药材 加拿大 年 陈  敏

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 药材 北京永安堂 年 崔光红

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 标本 中药所标本室 年 何希荣

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 饮片 北京华颐中药制药厂 年 黄璐琦

 西洋参 Π. θυινθυεφολιυσ 饮片 江西樟树中药饮片厂 年 黄璐琦

 野豇豆 ςιγνα ϖεξιλλατα 标本 江西中医学院标本室 年 葛  菲

 栌兰 Ταλινυµ πανιχυλατυµ 鲜品 湖北 年 崔光红

 山莴苣 Λαχτυχα ινδιχα 标本 江西中医学院标本室 年 葛  菲

 桔梗 Πλατψχοδον ρανδιφλορυµ 鲜品 江西 年 葛  菲

 金钱豹 Χαµ πανυµ οεα ϕαϖανιχα 标本 江西中医学院标本室 年 葛  菲

 轮叶沙参 Αδενοπηορα τερτραπηψλλα 鲜品 江西 年 葛  菲

 四叶参 Χοδονοπσισλανχεολατα 标本 江西中医学院标本室 年 葛  菲

 商陆 Πλψτολαχχα αχινοσα 标本 江西中医学院标本室 年 葛  菲

 莨菪 Ηψοσχψαµ υσ νιγερ 标本 江西中医学院标本室 年 葛  菲

 鸦葱 Σχορζονερα γλαβρα 标本 江西中医学院标本室 年 葛  菲

 紫茉莉 Μιραβιλλσϕαλαπα 鲜品 北京 年 崔光红

注  人参农家品种 ≈
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表 2  天花粉类药材来源

编号 类别 名称 学名 来源 时间 收集人

 大宗商品 栝楼 Τριχηοσαντηεσκιριλοωιι  ¬ 河南郑州 年 标本室

 栝楼 Τ. κιριλοωιι  ¬ 河北鄂州 年 黄璐琦

 栝楼 Τ. κιριλοωιι  ¬ 湖北蒲圻 年 黄璐琦

 栝楼 仁栝楼  Τ. κιριλοωιι  ¬ 山东长清伏牛镇 年 王  敏

 栝楼 糖栝楼  Τ. κιριλοωιι  ¬ 山东长清伏牛镇 年 王  敏

 栝楼 牛心栝楼  Τ. κιριλοωιι  ¬ 山东宁阳伏山镇 年 王  敏

 栝楼 Τ. κιριλοωιι  ¬ 河南安阳 年 冯成强

 栝楼 Τ. κιριλοωιι  ¬ 北京药植所 年 冯成强

 栝楼 Τ. κιριλοωιι  ¬ 北京同仁堂 年 冯成强

 栝楼 Τ. κιριλοωιι  ¬ 河北安国药市 年 冯成强

 双边栝楼 Τ. ροστηορνιι  四川南川 年 标本室

 双边栝楼 Τ. ροστηορνιι  四川南川 年 黄璐琦

 小宗商品 多卷须栝楼 Τ. µ υλτιειρρατα ≤ ≠ ≤≠∏ 贵州罗甸 年 标本室

 黄山栝楼 Τ. ροστηορνιι Ηαρµ σ √∏≥ ≤ 产地不详 年 标本室

 黄山栝楼 Τ. ροστηορνιι Ηαρµ σ √∏≥ ≤ 江西婺源 年 黄璐琦

 尖果栝楼 Τ. ροστηορνιι √  贵州雷山 年 标本室

 尖果栝楼 Τ. ροστηορνιι √  贵州锦屏 年 标本室

 井冈山栝楼 Τ. ϕινγανγσηανιχα ≠∏ 江西井冈山 年 黄璐琦

 井冈山栝楼 Τ. ϕινγανγσηανιχα ≠∏ 江西井冈山 年 黄璐琦

 混淆品或地 湖北栝楼 Τ. ηυπεηενσισ ≤ ≠ ≤≠∏ 江西婺源 年 黄璐琦

 区习惯用品 长萼栝楼 Τ. λαυεριβραχτεα  四川南川 年 黄璐琦

 大方油栝楼 Τ. ∆αφανγενσισ ≠≥ 贵州大方 年 周  涛

 趾叶栝楼 Τ. πευατα   云南勐腊 年 标本室

 大子栝楼 Τ. τρυνχατα ≤ ≤ 广西 年 标本室

 木鳖子   广西 年 黄璐琦

 异叶马瓞儿 Μελοτηρια ηετεροπηψλλα ∏ ≤ 福建 年 黄璐琦

 王瓜 Τ. χυχυµ εροιδεσ  ¬ 江西婺源 年 黄璐琦

 马干玲栝楼 Τ. λεπινιανα ∏ ≤ 云南勐海 年 标本室

注  天花粉农家品种 ≈

表 3  白芷类药材来源

编号 名称 植物学名 来源 时间 收集人

 台湾白芷 Ανγελιχα φορµ οσανα  台湾台中 年 黄璐琦

 川白芷 Α. δαηυριχα 四川遂宁 年 黄璐琦

 杭白芷 Α. δαηυριχα 浙江杭州 年 黄璐琦

 祁白芷 Α. δαηυριχα 河北安国 年 黄璐琦

 禹白芷 Α. δαηυριχα 河南禹县 年 黄璐琦

 雾灵白芷 Α. πορπηψροχαυλισ 河北兴隆雾灵山 年 黄璐琦

 兴安白芷 Α. δαηυριχα ƒ ¬   ¬ ƒ  ≥√ 黑龙江佳木斯 年 黄璐琦

 黑水当归 Α. αµ υρενσισ≥ 黑龙江佳木斯 年 黄璐琦

表 4  引物及 °≤ 条件

类别 ° ≥∏χ χ °≤ 

参类 °2ƒ ××≤×≤≤×3  ε    ε    ε 1   

°2ƒ ≤≤≤≤××≤×≤≤

°2 ≤≤≤≤≤×

栝楼类 ×≥2ƒ ××≤×××××≤≤××≤3  ε    ε    ε    

×≥2ƒ ≤≤≤≤≤×××≤≤

×≥2 ≤≤≤×≤×××

白芷类 ≥2ƒ ×≤×≤×××≤≤×3  ε    ε    ε    

≥2 ×≤≤≤××××≤≤

人参验证引物 °ƒ ≤≤××≤××≤×××××≤×  ε    ε    

° ×××≤×≤××≤≤≤≤××

°≥ƒ ×≤×××≤

°2≥ ≤×≤×××≤≤×≤××××

注 
3各种药材的鉴别引物
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# 

× ∞ √°等 °

1 Λ# 

模板 ⁄  ∗  ∀扩增在

扩增仪上进行 所有 °°⁄引物均先用待

鉴定的典型药材 一般 个样品 进行引物筛选和

°≤ 条件的优化 ∀按  °⁄通用程序进行初筛 

 ε 预变性  然后进行 个循环  ε 变性

  ε 退火   ε 延伸    循环结

束后  ε 延伸  ∀将能对正 !伪品产生多态性

条带的引物逐渐提高退火温度 消除非特异性条带 

确定最佳反应 °≤ 参数 ∀扩增产物用 1的琼脂

糖凝胶 含 ∞在  ≅ ×∞ 缓冲液中电泳 

≥≠∞∞型凝胶成像系统下观察 !拍照 ∀

结果

1  人参 !西洋参 ΑΠΑΠ∆方法的建立

当 °≤ 退火温度为  ε 时 引物 °2ƒ对

人参 !西洋参的扩增效果好 表现为条带清晰 多态

性条带明显 ∀逐步升高 °≤ 退火温度显示 引物在

 ∗  ε 的范围均能进行扩增 但  ∗  ε 时 

°≤ 扩增结果稳定 对人参扩增  的单一条

带 对西洋参扩增  和  两条带   ∗

 ε 时条带逐渐模糊 图 ∀为确保各种来源药

材以及伪品均能有效扩增 °≤ 条件确定为  ε

预变性  然后进行 个循环  ε   ε

  ε 1 循环结束后  ε 延伸  ∀

图 1  不同退火温度人参 前 !西洋参 后 电泳图谱 

  ε    ε  ≤  ε  ⁄  ε  ∞  ε

2  ΑΠΑΠ∆方法准确性研究

为检验引物 °2ƒ鉴别人参 !西洋参的准确

性 分别对其市场上曾经出现过的 种伪品用引物

°2ƒ进行扩增 同时将所有人参 !西洋参样品均

用    ≥引物 ° °ƒ°≥ƒ

°2≥ 进行验证 ∀结果引物 °2ƒ中 只有人

参扩增  条带 西洋参扩增  和  

两条带 而所有的伪品均没有相应的条带 图 ∀

   ≥引物中 所有人参均出现  和  

条带 所有西洋参均出现  条带 图 ∀可

见 引物 °2ƒ鉴别结果与文献引物鉴别结果一

致 而且与各种混伪品均能明显的区分 表明引物

°2ƒ可以作为人参 !西洋参的鉴别引物 ∀

图 2  人参 !西洋参与其伪品电泳图谱  人参  西洋

参  野豇豆  栌兰  山莴苣  桔梗  金钱豹 

轮叶沙参  四叶参  商陆  莨菪  鸦葱 

紫茉莉  空白     ⁄ 

图 3  人参 !西洋参特异引物电泳图谱    西洋参 

  人参 顺序同表    ⁄ ⁄ 

3  ΑΠΑΠ∆方法稳定性研究

3. 1  ΠΧΡ反应体系的稳定性  °≤ 反应体系中 

×酶质量是影响鉴别结果的主要因素 ∀在人参 !

西洋参    ≥鉴别中 普通 ×酶对人参 !西洋参

均扩增  条带 无法进行鉴别 只有高保真 ×

酶才能得到正确的结果 图 ∀而对于引物 °2

ƒ分别选用 √°和国内多达 家

公司的普通 ×酶进行扩增 结果所有的 ×酶均

得到一致的结果 图 ∀表明该引物对 °≤ 反应

体系要求不高 普通 ×酶均能满足要求 便于在各

个实验室间重复 ∀

3. 2  不同材料扩增结果的稳定性  人参在长期的

栽培过程中 产生了不同的农家品种 如大马牙 !二

马牙 !黄果和长脖 ≈ ∀西洋参原产地在美国 !加拿

图 4  不同 ×酶对人参西洋参特异引物扩增结果    

×  χ χ ×    χ χ人参    χ χ西

洋参    ⁄ ⁄ 
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图 5  种 ×酶对引物 °2ƒ的扩增结果   √

×  °× ≤ ≥ ×每组前 个样品为人

参 后 个为西洋参

大 自从成功引种到我国后 已有不少地区开始大规

模栽培 ∀根据西洋参品质的不同 其价格表现出极

大的差异 如在同仁堂药店就有 1元 !1

元 以及 1元 不等的西洋参出售 ∀同时西洋

参还被大量的加工成饮片 从而加大了人参 !西洋参

鉴别的难度 ∀因此 对不同药材来源 如不同产地 !

不同价格 !不同加工方式以及不同储藏时间的药材

进行正确鉴别 是保证临床用药安全的第一步 ∀为

此 本文选用人参的 个农家品种 !不同药店出售药

材 !标本以及粉末和西洋参的不同产地 !不同价格药

材 !饮片以及标本作为实验材料 具有广泛的代表

性 ∀所有样品均用引物 °2ƒ进行 °≤ 扩增 结

果不同来源的人参均稳定扩增  条带 不同来

源西洋参均稳定扩增  和  条带 图 ∀

表明该引物能稳定地对人参 !西洋参进行鉴别 ∀

图 6  引物 °2ƒ鉴别人参 !西洋参电泳图谱    人

参    西洋参 顺序同表     ⁄ 

4  ΑΠΑΠ∆方法在天花粉 !白芷类药材中的适用性

研究

天花粉引物 ×≥2ƒ×≥2ƒ×≥2

中 ×≥2ƒ扩增效果好 表现为天花粉正品 !伪品

的多态性明显 能对正 !伪品进行准确的鉴别 图

∀ °≤ 循环确定为  ε 预变性  然后进行

个循环  ε   ε   ε  循环

结束后  ε 延伸  ∀通过对 批不同来源天

花粉药材的检测 图 确定   条带为

天花粉的特征鉴别带 其他条带如    

  由于在不同 °≤ 反应体系或不

同产地药材间不能稳定重现 可作为辅助鉴别条带 ∀

各伪品的特征鉴别条带分别为 湖北栝楼  

    长萼栝楼   

   贵州栝楼    趾叶栝

楼  大子栝楼  木鳖子   

异叶马茭儿       

王瓜           马干玲

栝楼没有扩增条带 ∀

白芷引物 ≥2ƒ≥2 中 ≥2ƒ

扩增多态性明显 白芷与雾灵白芷 !兴安白芷 !黑水

当归能明显区分 图 ∀ °≤ 循环确定为  ε 预

变性  然后进行 个循环  ε   ε

  ε  循环结束后  ε 延伸  ∀通

过对 批不同来源白芷药材的检测 图 确定

白芷的特征鉴别条带为  雾灵白芷的为 

图 7  天花粉及其伪品电泳图谱  栝楼  双边栝楼  

湖北栝楼  长萼栝楼  大方油栝楼  趾叶栝楼  

大子栝楼  木鳖子  异叶马瓞儿  王瓜  马干

玲栝楼  空白    ⁄ 

图 8  不同批次的天花粉电泳图谱     个不同批次

的天花粉样品  空白     ⁄ 

图 9  白芷及其伪品电泳图谱  川白芷  杭白芷 

祁白芷  禹白芷  台湾白芷    雾灵

白芷    兴安白芷    黑水当归     

⁄ 
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图 10  不同批次白芷电泳结果    不同批次白芷样

品     ⁄ 

   兴安白芷的为   

黑水当归的为  和   ∀与人参 !西洋

参 !天花粉多态性条带不同的是 白芷类正品的特

征条带在雾灵白芷和兴安白芷中也存在 但雾灵白

芷比白芷多了  和  两条带 兴安白芷比

白芷多了  条带 由各自条带的组合便形成了

特征指纹图谱 可以准确的用于鉴别 ∀

讨论

天花粉为一类重要的中药材 具有止孕和抗爱

滋病活性的天花粉蛋白 就是从本属

植物栝楼 Τριχηοσαντηεσ κιριλοωιι  ¬的块根中提

取的 ∀栝楼作为一复合种的研究被称为 / 

¬   ≤∏∏2

0 ∀天花粉商品药材多达 种 其中来

源同属近缘植物有 种 有些具有很高的毒性 ≈ ∀

本研究组曾应用  °⁄技术以及蛋白免疫检测技

术 ≈对天花粉及湖北栝楼 !木鳖子等进行过鉴别 

但  °⁄方法的结果受储存时间的影响 应用于天

花粉药材鉴别存在一定难度 ≈
而引物 ×≥2ƒ

能对不同来源的样品进行扩增 仅一个引物就能得

到天花粉正品及其 种混伪品的 ⁄指纹图谱 为

保证天花粉类药材的应用提供了保障 ∀

现用商品白芷药材为栽培品 分为川 杭 白芷

和祁 禹 白芷两大类 ∀由于对其原野生植物来源

未能真正搞清楚 因此中药白芷的种名鉴定曾有过

多次变化 一直没有统一的定论 ∀本研究组从形态 !

化学成分 !×≥序列分析 !  °⁄等方面对白芷的种

质资源进行过详尽的研究 证明中药白芷 包括川

白芷 !杭白芷 !祁白芷和禹白芷 的野生种质来源为

目前仅分布于我国东南地区 以台湾省为主 的台

湾白芷 而台湾白芷 !兴安白芷 !雾灵当归三者具有

密切的亲缘关系 黑水当归是研究的外缘类群 ≈ ∀

本文所用引物 ≥2ƒ的多态性结果也支持上述

结论 台湾白芷及 种商品白芷的特征鉴别带一致 

兴安白芷和雾灵当归均含有白芷的鉴别条带 但又

多出  ∗ 条带 而黑水当归没有白芷 !兴安白芷和

雾灵当归所共有的特征带 提示 °°⁄方法也可以

用于植物亲缘关系的研究 ∀

通过人参 !西洋参 !天花粉以及白芷类药材的鉴

别表明 °°⁄方法具有如下优点 ≠ 简单易行 ∀

虽然在引物设计上增加了难度 但设计  ∗ 个引物

即可得到理想的鉴别引物 避免了大量筛选随机引

物的烦恼 稳定性和重复性好 ∀由于提高了引物

长度和特异性 扩增条带一般只有  ∗ 条 药材产

地 !储藏时间等均对 °≤ 结果没有影响 同时 

°°⁄引物对 °≤ 反应条件要求不高 便于推广

和在各个实验室间重复 ≈ 提供的信息量大 ∀能对

正品及大部分伪品同时进行扩增 从而可以分别建

立正品及伪品的标准电泳鉴别图谱以实现对正 !伪

品的准确鉴别 ∀随着 °°⁄引物的不断增加 将为

更多药材提供标准 ⁄鉴别指纹图谱 为中药材的

质量控制提供强大的工具 ∀
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