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摘要 目的  运用分子标记技术鉴定药材蛇胆的真伪 以克服目前仅依据形态 !显微特征及理化性状进行鉴别

的不足 ∀方法  分别从药材蛇胆的胆衣和胆汁 !原动物棕黑锦蛇的肌肉和胆汁中提取 ⁄ 经 °≤  扩增得到约 

的 ≥  基因片段 并对该基因片段进行测序研究 ∀结果  从少量药材蛇胆的胆衣和胆汁中可提得足够用于

°≤  扩增的 ⁄模板 扩增产物的测序结果表明同一动物的胆衣和胆汁 !肌肉和胆汁的碱基序列完全一致 ∀结论

⁄分子标记技术可用于中药材蛇胆和胆汁的鉴定 提示该技术也可用于其他动物分泌物类型药材的鉴别 ∀目前

市场上药材蛇胆来源较复杂 需加强质量监督和控制 ∀
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  蛇胆为传统中药 有祛风 !清热 !化痰 !明目等功

效 ∀近年来市场上伪品蛇胆时有出现 常见伪品有

鳖 !青蛙 !鱼和多种家禽等小动物的胆 影响了临床

疗效和用药安全≈ ∀杨育民等≈曾对蛇及一些小

动物胆进行外观形态和显微特征的对照鉴别 该方

法虽简单易行 但受主观影响较大 并且胆的形态学

特征因加工的方法和条件不同 及取胆时动物的生

理状态差异而变化 ∀根据蛇胆所含成分的特点 一

些常用的理化鉴别方法 如糠醛 硫酸法 !薄层色

谱和紫外光谱等也用于真伪蛇胆及其制剂的鉴

别≈   ∀但是蛇胆的薄层色谱鉴别容易造成误

差≈ 不同动物胆汁间的紫外光谱有一定程度的相

似性 有时难以找出具有特征性的吸收峰波长≈ ∀

因此 有必要寻找更准确的蛇胆真伪鉴别方法 ∀

  分子标记技术已开始应用于一些动植物药材及

其混淆品 !伪品的鉴定研究≈   ∀药材蛇胆通常经

过干燥或白酒浸泡 胆汁是动物肝脏的分泌物 其主

要成份为胆汁酸 !胆色素 !粘蛋白 !无机盐等 ∀各种

动物胆汁因成分 !种类 !含量不同 药效各异 但不易

区别≈ ∀ ⁄分子标记鉴别是否适用于药材蛇胆

和胆汁品种鉴定 迄今尚未见报道 ∀为此 本文从干
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蛇胆和白酒浸泡蛇胆的胆衣和胆汁中分别提取

⁄ !°≤  扩增和 ⁄测序 并就动物胆汁等分泌

物药材是否可用 ⁄ 分子标记加以鉴定进行讨

论 ∀

材 料 与 方 法

1  材料  药材蛇胆分别购于江苏南京 !苏州 !福建

福州的市场 ∀实验中以家鸭 Ανασ πλατψρηψνχηοσ

δοµεστιχα 的胆 南京菜市场和乌梢蛇 Ζαοχψσ

δηυ µ ναδεσ的冻存肌肉组织作为 ⁄提取 !扩增对

照 并分别选取 枚干蛇胆和 枚白酒浸泡蛇胆的

胆衣和胆汁及棕黑锦蛇 Ελαπηε σχηρενχκιι的冻存肌

肉和胆汁进行测序研究 ∀实验材料由本文作者王义

权鉴定表  ∀

2  方法

2 .1  模板 ∆ΝΑ提取  干蛇胆用双蒸水浸泡  其

间更换水数次 使其软化并洗去表面污染物 白酒浸

泡蛇胆 用流水浸泡  以除去酒精及表面污染物 

鸭胆 !蛇胆用双蒸水冲洗干净 ∀用一次性使用无菌

注射器抽取胆汁或剪破胆衣收集胆汁 然后将胆衣

和胆汁分别转入  离心管中 加入裂解液含

×2≤ 1 # 
 1  ∞⁄×  1

# ≤1 # 1 体积的

 #  ≥⁄≥和蛋白酶 终浓度  Λ# 

混匀  ε 水浴中保温    其间轻摇数次 至样

品完全消化 ∀消化液用等体积饱和酚抽提 次 等

体积酚2氯仿抽提两次 氯仿2异戊醇Β抽提
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Ταβ 1  Σαµ πλεσ υσεδ ιν τηε πρεσεντ στυδψ

≥  ∏ ≤  ≤
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≥ ≥∏∏∏     ≥2 ≥2

≥2≥2

∏ ± ∏  ƒ  ∏ • 2

∞ ∏∏  ƒ  ∏ 22

⁄∏ ∏  ƒ  ≠2  ≠2

次 加体积的  # 和 1倍体积无

水乙醇沉淀 ⁄ 置   ε 冰箱中   

# 离心  沉淀物用  乙醇洗涤 次 

置室温晾干后加入适量 ×∞溶解 ⁄  ε 保存备

用 ∀

  冻存肌肉组织 ⁄提取方法参照前文≈ ∀

2 .2  ΠΧΡ 扩增  所用引物为特异性扩增约  

长的线粒体 ≥  基因片段的通用引物 

 χ2≤ × × ≤ ≤ × × × × ≤≤≤

≤ ≤ × ×2χ和 χ2× ≤ × ≤ × 

≤ ≤ × × ×2χ 由生工公司合成 双蒸水

配制成  #的溶液待用 ∀

  °≤  反应体积  Λ含  #  ×2

≤ 1  #  ≤1  ×÷2 

1 #  ≤ 1 #  ×°引物

 !各  #   Ταθ 酶和模板

⁄约    ∀扩增反应在 °× ≤2 型基

因扩增仪   上进行  ε 预变性 

然后  ε  变性  ε  复性  ε 

延伸 完成  个循环后  ε   补齐 ∀

°≤  实验中设无模板 ⁄的阴性对照 ∀

  取扩增产物  Λ经 1 琼脂糖凝胶电泳 

∞染色 图像分析系统 ⁄≥2 美国  ∂ ° 

上紫外扫描检测 !拍照 ∀

2 .3  ΠΧΡ 产物的纯化及测序  分别选取 枚干蛇

胆的胆衣和胆汁ƒ2 ƒ2和 枚白酒浸泡蛇胆

的胆衣和胆汁≥2 ≥2及原动物棕黑锦蛇的冻

存肌肉和胆汁22的扩增产物 用 1 琼脂

糖凝胶电泳分离目的片段 再用柱离心式胶回收试

剂盒上海华舜生物试剂公司回收 ∀纯化后的

°≤  产物用 ⁄
×  测序试剂盒 °∞ 

和  全自动测序仪°∞公司测

序 操作过程按产品说明书 ∀

结 果

1  模板 ∆ΝΑ的检测及 12Σ ρΡ ΝΑ基因片段的扩增

除 • 2外 所有样品的 ⁄ 提取液经电泳检

测 均能检测到 ⁄ ∀而对 • 2样品进行 °≤  反

应时得到了扩增条带图  说明在作模板 ⁄

电泳检测时该样品点样量不足 ∀从图 可见 与冻

存肌肉中所提的 ⁄ 相比较 从干蛇胆和白酒浸

泡蛇胆的胆衣和胆汁中所提的 ⁄ 降解程度较

大 ∀鸭胆的降解程度较大与收集样本之前较长时间

于室温保存有关 ∀

  提得的模板 ⁄ 直接用于 °≤  扩增时 鸭胆

及乌梢蛇肌肉扩增效率高 药材蛇胆中 除部分外均

能扩增出约  的 ⁄ 片段图  ∀将未扩

增出目的片段的药材模板 ⁄ 用 ⁄ 纯化试剂

盒上海华舜公司纯化后再进行 °≤  扩增 在约

处均有显著的目的片段 其前是引物二聚体 

扩增对照中无目的片段 仅有引物二聚体图  ∀

ƒ       ⁄

¬ ∏∏

  ∏

    • 2 • 2  • 2 • 2  • 2

ƒ2  ƒ2 ≥2  ≥2 ≠2  ≠2√ 

  ⁄   Κ ⁄2∞  
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ƒ    °≤   ≥     ⁄

 ∏⁄ 

    × ƒ √  ⁄  ⁄

   × ×

2  12Σ ρΡ ΝΑ基因片段的序列分析

对原动物棕黑锦蛇的肌肉2和胆汁2 !干

蛇胆的胆衣ƒ2和胆汁ƒ2及白酒浸泡蛇胆的

胆衣≥2和胆汁≥2的扩增产物分别用 

进行 ≥   基因片段测序分析 ∀结果表明 2
和 2的 ≥   基因片段碱基排列顺序完全一

致 ƒ2和 ƒ2≥2和 ≥2的碱基排列顺序完全

一致 经 中 ≥× 分析后表明 本研究的

干蛇胆为网斑蟒 Πψτηον ρετιχυλατυσ的胆 白酒浸泡

的胆则为桓仁林蛙 Ρανα ηυανρενενσισ的胆 ∀

讨 论

模板 ⁄ 的提取与扩增是 ⁄ 分子标记研

究的前提 ∀中药材表面的外源性 ⁄ 污染及药材

自身 ⁄的不同程度的降解 会影响 ⁄ 提取和

扩增 给药材 ⁄ 的分析带来困难 ∀对于外源性

⁄的去除 通常采用刮去表层 !洗涤和紫外线照

射等方法≈ ∀本文对药材进行流水浸泡及双蒸水

冲洗以除去外源性 ⁄ 的污染 ∀ °≤  扩增时 模

板 ⁄ 中杂质如蛋白质 !色素物质 !多糖类和多

酚类去除的是否彻底 是影响 °≤  反应的关键 ∀

通过模板 ⁄的纯化 加入小牛血清白蛋白≥

和过量的 ×酶可达到成功的扩增≈  ∀本实验

在直接以药材蛇胆的胆衣或胆汁中所提取的 ⁄

为模板扩增时 扩增效率低 甚至得不到目的片段 

说明胆衣和胆汁的 ⁄提取液中含有抑制 °≤  反

应的抑制物 ∀胆衣的抑制物可能主要为一些降解的

小分子 ⁄ 而从胆汁的 ⁄ 提取液除了一些降

解的小分子 ⁄ 外 还可能有残留的胆色素和

≤ 等金属离子 ∀本实验中 用 ⁄ 纯化试剂盒

纯化模板 ⁄ 可成功地去除抑制物 实现较高效

率的扩增 ∀

  从蛇胆汁中提取到 ⁄ 其来源可能为胆衣脱

落的细胞以及伴随胆汁流入胆囊内的肝组织脱落细

胞 胆汁 ⁄ 是否能用于 ⁄ 分子标记鉴定研

究 本研究选取了冻存棕黑锦蛇的肌肉和胆汁 !

枚干蛇胆和 枚白酒浸泡蛇胆药材的胆衣和胆汁分

别做 ≥   基因片段测序研究 ∀结果表明 同

一种动物的胆衣和胆汁 肌肉和胆汁的碱基序列完

全一致 证明胆汁中 ⁄ 确实来源于动物自身组

织脱落细胞 可用于 ⁄ 分子标记鉴定研究 也证

明本文在药材标本 ⁄ 提取 !扩增和测序分析中

无污染 所得序列结果可靠 ∀提示 ⁄ 分子标记

技术可用于动物分泌物类型的药材 如胆汁 !蛇毒 !

蟾酥 !麝香等的鉴定 ∀

  对两枚药材蛇胆的 ⁄ 测序分析表明 本研

究中所用的干蛇胆为网斑蟒的胆 酒泡蛇胆为桓仁

林蛙的胆 ∀网斑蟒的分布地区为南亚和东南亚地

区 我国无该种蛇分布 桓仁林蛙仅分布于中国辽

宁 可见目前市场上药材蛇胆来源较广 存在伪品 ∀

加强质量管理 探索准确的鉴别方法很有必要 ∀

  在爬行动物中 ≥   基因已被用于蛇类

科级分类单元的系统发生 !亚洲产龟类系统发生 !三

种鳄的亲源关系的研究 ∀研究表明在引物 

和 所扩增的约  的 ≥   基因片

段序列中 不同蛇类和龟类之间有约     的

差异≈   ∀此外 还有通过该基因片段对中药材

龟甲进行分子标记鉴定≈ ∀药材蛇胆伪品的原动

物多属于鱼类 !蛙类 !鳖类和鸟类 它们的 ≥

 基因序列与蛇类有很大差异 ∀本文成功地从

蛇胆药材中提取到 ⁄ 并扩增得到约  的

≥  基因片段 表明该基因片段可应用于蛇

胆药材的鉴定 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈ ∏≥      ≈  Βυλλ

Χηιν Ματερ Μεδ  ≤  10    
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Ι∆ΕΝΤΙΦΙΧΑΤΙΟΝ ΟΦΧΗΙΝΕΣΕ ΧΡΥ∆Ε ∆ΡΥΓ ΣΝΑΚΕ

ΓΑΛΛΒΛΑ∆∆ΕΡ ΒΨ ∆ΝΑ ΜΟΛΕΧΥΛΑΡ ΜΑΡΚΕΡ

 ÷2∏ •  ≠2∏ 2∏× 2 2

(Ινστιτυτε οφ Γενετιχ Ρεσουρχεσ, Νανϕινγ Νορµ αλ Υνιϖερσιτψ, Νανϕινγ 210097 , Χηινα)
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∏  ⁄ ∏  ∏  ∏   

ΜΕΤΗΟ∆Σ  ⁄¬

∏ Ελαπηε σχηρενχκιι ∏  ⁄ ≥    

∏∏∏ΡΕΣΥΛΤΣ  ∞∏∏⁄∏

¬        ×∏   
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⁄ ∏∏∏∏ ×∏
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∏ ∏√∏∏

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ : °≤ ⁄ ∏
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