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摘  要: 目的  构建实时荧光定量聚合酶链式反应法快速鉴别药食同源物种薄荷真实性的方法。方法  基于

荧光探针技术(TaqMan probe technology, TaqMan), 针对叶绿体 DNA 的核糖体蛋白 L16 编码基因(ribosomal 

protein L16, rpl16)内含子区域的保守区域, 设计上游引物、下游引物和探针, 特异性识别靶序列上的 3 个独立

区域。建立 TaqMan 反应体系实现了对薄荷及其同源性植物的快速准确鉴别。结果  该方法特异性良好, 薄

荷出现扩增 , 薄荷常见伪品均无扩增; 在灵敏度方面 , 在较广范围内(0.01~10000.00 fg/μL), 循环阈(cycle 

threshold, Ct)值与模板浓度对数呈线性关系(r2=0.9999), 薄荷质粒 DNA 的绝对检出限为 0.01 fg/μL, 薄荷真实

样品含量检出限可达 0.1%(质量分数); 稳定性检测结果显示, 所有引物阴性稳定性良好, 没有出现非特异性

扩增的情况。结论  该方法具有高特异性、灵敏度和稳定性, 能将薄荷及其伪品进行有效区分。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid method for identifying the authenticity of medicinal and edible plant 

Mentha authenticity by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction. Methods  Based on TaqMan 

probe technology (TaqMan), upstream and downstream primers, and a TaqMan probe were designed targeting the 
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conserved region within the intron of the chloroplast DNA-encoded ribosomal protein L16 (rpl16) gene to 

specifically recognize 3 independent regions on the target sequence. A TaqMan reaction system was established to 

achieve rapid and accurate identification of Mentha and its homologous species. Results  The method demonstrated 

good specificity showing amplification exclusively in Mentha samples, and no amplification was observed in 

common adulterants. In terms of sensitivity, the cycle threshold (Ct) values exhibited a linear relationship with the 

logarithm of template concentration over a broad range (0.01–10000.00 fg/μL) (r2=0.9999). The absolute limit of 

detection for Mentha plasmid DNA was 0.01 fg/μL, and the limit of detection for Mentha in real samples reached 

0.1% (quality score). Stability testing results showed that all negative controls remained stable without non-specific 

amplification. Conclusion  This method exhibits high specificity, sensitivity and stability, enabling effective 

differentiation between Mentha and its adulterants. 
KEY WORDS: real-time fluorescent polymerase chain reaction; Mentha; authenticity verification; rapid detection 
 
 

0  引  言 

薄荷为唇形科薄荷属植物薄荷 (Mentha haplocalyx 
Briq.)[1]的干燥地上部分。夏、秋二季茎叶茂盛或花开至 3
轮时, 选晴天, 分次采割, 晒干或阴干。薄荷的有效成分主要

是挥发油、黄酮类[2–4], 其成分决定了薄荷具有保肝利胆[5–6]

的药理作用。研究表明, 薄荷挥发油中的薄荷醇、薄荷酮等

成分可通过调节肝脏代谢酶活性, 显著降低血清转氨酶水

平, 从而发挥保肝作用[6–7]。同时, 其黄酮类成分具有抗氧

化和抗炎特性, 可协同增强利胆效果。作为一种常见中药

材, 薄荷被《中国药典》收录, 具有宣散风热、清利头目、

透疹功能, 主治风热感冒风温初起头痛、目赤、喉痹、口

疮、风疹、麻疹、胸肋胀闷等症, 在临床应用广泛。同时

薄荷也是香料工业的重要原料并大量出口[7]。从薄荷植物

茎、叶中提取的挥发油经加工后被广泛地应用于食品、化妆

品、香料、烟草等工业[8–11], 有极高的经济价值。有研究表

明, 薄荷精油对黄曲霉菌存在一定的抑制作用[12], 其抑菌

效果与浓度呈正相关, 在食品防腐领域也出现广阔的应用

前景。 
遗传多样性是指地球上所有生物所携带的遗传信息的

总和, 是生物多样性的重要组成部分, 是物种多样性和生态

多样性的基础[13]。薄荷属植物具有丰富的遗传多样性[14–17], 
其种质资源外部形态呈现性状丰富、类型多样[18–20], 给传

统的形态学鉴别工作带来挑战, 且当薄荷经加工晒干、磨

成粉以后无法通过形态学来鉴定, 给薄荷的质量控制与品

种保护带来了严峻的挑战。 
目前, 鉴别薄荷的方式有 3 种。第 1 种即传统的形态

分类方法[21–23]。此方法一般通过植株的根、茎、叶、花、

果实的形态特征来区分。这类鉴别方法对鉴别人员的专业

性有极高的要求, 一般需要长期的培训和长期的经验积累, 
培养成本极高, 主观性也较大。另一方面, 薄荷属重要的

鉴别特征集中在花。实际操作过程中, 薄荷及其制品很难

观测到其植株的花, 这大大提高了传统形态鉴别的难度。

第 2 种方法是化学分类[23–25], 主要是通过薄荷属植物的单

萜类成分进行区分, 一般分为香芹酮类和薄荷脑两类。此

方法在区分自然杂交源中起到重要的, 但由于化学分类结

果往往和生物亲缘关系无直接关联, 一个种中常常出现多

个化学组, 其结果容易造成歧义, 不利于解释。此外, 单萜

类成分[26]的测定一般需要用到色谱仪、氢火焰离子化检测

器等昂贵仪器, 对实验人员、实验环境均有严格要求, 检
测成本较高, 不利于推广。自 20 世纪 90 年代以来, 分子

生物学技术[27–28]逐渐成为继性状和理化鉴别之后的第 3 种

重要鉴别手段。目前已报道的检测技术包括普通聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction, PCR)、间隔区特异性引

物扩增(inter-simple sequence polymorphism, ISSP)、随机扩

增 多 态 性 DNA (random amplified polymorphic DNA, 
RAPD)、多重连接探针扩增(multiplex ligation-dependent 
probe amplification, MLPA)及 DNA 条形码技术[29–30]等, 均
存在普遍依赖于高质量的凝胶电泳分离(耗时、污染风险

高), 且数据解读复杂; 而 DNA 条形码虽然具备标准化鉴

定流程, 但需进行二次测序验证, 增加了时间成本, 操作

烦琐、设备昂贵或成本高昂等问题。相比之下, 实时荧光

PCR 凭借其自动化全封闭反应体系, 不仅显著提高了检测

的特异性和灵敏度, 更大幅缩短了检测周期并降低了综合

成本, 在薄荷真伪鉴别中具有极高的应用潜力。 
实时荧光 PCR 技术主要分为染料法和探针法, 探针

法由于特异性较好而多应用在物种鉴定方面。实时荧光

PCR[31–32]探针法仅见利用 MLPA 技术鉴定薄荷和留兰香的应

用报道[33]。MLPA 探针组设计要求较高, 需要探针通过杂交

后连接酶连接再进行扩增, 且对样本的浓度需要精准测

定。本研究基于荧光探针技术(TaqMan probe technology, 
TaqMan)荧光探针技术根据特定基因序列设计上游引物、

下游引物和探针, 特异性识别靶序列上的 3 个独立区域, 
利用 DNA 聚合酶启动扩增反应。TaqMan 探针法基于“荧
光共振能量转移[34]”这一原理, 其探针含有 1 对适合的荧

光物质分别作为能量供体和受体。当它们的空间距离少于



第 5 期 邓玉秀, 等: 实时荧光聚合酶链式反应法快速鉴别薄荷真实性 53 
 
 
 
 
 

 

10 nm 的时候, 且供体发射光谱与吸收光谱重叠, 则会发

生供体的荧光能量被受体吸收, 使供体能量衰减而受体增

加。当 PCR 反应进行时, DNA 聚合酶的外切酶活性会水解

探针, 使探针的供体和受体空间距离多于 10 nm, “荧光共

振能量转移”消失, 供体恢复荧光, 荧光信号也随之大幅度

增强, 通过仪器可实时监测反应结果。 
叶绿体 DNA 的核糖体蛋白 L16 编码基因(ribosomal 

protein L16, rpl16)内含子区域已被证明可用于区分薄荷

组内部不同物种, 在原植物鉴别中具有较高的物种分辨

能力[35–36]。基于此, 本研究选取 rpl16 区段作为检测靶标, 
构建了一种基于 TaqMan 荧光探针技术的薄荷源性快速检

测方法, 以期提升薄荷及其相关产品的真实性鉴别效率, 
推动薄荷质量控制与监管技术的发展。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  材  料 
薄荷干样、紫苏干样、野苏干样、石荠宁干样、益母

草干样由广西壮族自治区药品检测研究院提供, 产地为广

西。薄荷鲜样购买自仙葫农贸市场。 
阳性对照: 质粒由生工生物工程(上海)有限公司合成, 

稀释至 100 ng/μL 备用。 
1.1.2  试  剂 

2×实时荧光定量 PCR 反应液(康润生物科技有限公

司); Taqman 引物和探针[生工生物工程(上海)有限公司]; 
无水乙醇(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 无菌双

蒸水(南京建成生物工程研究所); 三羟甲基氨基甲烷-乙二

胺四乙酸(Tris-ethylenediaminetetraacetic acid buffer, TE)缓
冲液(pH 8.0)(碧云天生物技术有限公司); 香料基因组提取

试剂盒(SM-071151L-E01, 广州双螺旋基因公司)。 

1.2  仪器与设备 

TDE60086FV-ULT 冷冻冰柜(–80 ℃)、QuantStudio 5
实时荧光定量 PCR 仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 
Mini-10K+C 掌上离心机、MIX-28 漩涡混合器(杭州米欧仪

器有限公司); HVS-1800 超净工作台(苏州安泰空气技术有

限公司); TIANLONG 32 荧光 PCR 仪器(西安天隆科技有限

公司); HM100-Pro 恒温振荡金属浴、D1524R 离心机[北京

大龙兴创实验仪器(北京)股份有限公司]; JYS-M01 组织粉

碎机(九阳股份有限公司); ONETOUCH 核酸蛋白分析仪

[强生(中国)医疗器材有限公司]; ME103T 电子天平(感量

0.001 g, 瑞士梅特勒-托利多公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  引物与探针设计 
本方法基于高灵敏度的 TaqMan 荧光探针技术原理, 

针对叶绿体基因组特征进行设计。叶绿体基因组相较于核

基因组突变速率更高且变异性更强, 是理想的 DNA 条形

码基因, 特别是对于加工后的样品(如晒干、磨粉)。本方法

根据叶绿体 DNA 的 rpl16 内含子区域(rpl16)设计上游引

物、下游引物和探针, 特异性识别靶序列上的 3 个独立区

域, 利用 DNA 聚合酶启动扩增反应。 
序列如下:  GGCCCGATAGTATGAAAACCGATT 

CATCACTTCATATTATCTGGATCTAAAGAACCAGTCAA 
GATATGTTAAATCAGTCATGTCTTTGTAGCAACTGAAAT
AATTAAACTTGAACTTTTTTAAATTTAAAGAAAAATTA
CAGAAGAAAGGTGTGGATAAGAAGAAAGGTGTGGAT
AAATGGAAGGATGAGAGAAAGATAGAAATCGTGAGG
GTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAATAAATAAAAA
AGCCTGATTCCTAAGTAATCATTTATTCTCTTTTTTCGT
CAGCGGTTCCAAATTTGGTATCTTTCTCACTCATTCGA
CTCTTTTTACAAACAAATAGAAACAAGGGGTTCTTTT
TGAAGATCCAAGAAATTCCAGCACCTAGG; 根据序列

交由生工生物工程(上海)有限公司进行质粒合成。使用

Primer Express 3.0.1 设计特异引物, 结果如表 1 所示。 
 

表 1  引物和探针序列 
Table 1  Sequences of rimer and probe  

引物 
名称 

序列 

薄荷

引物 1

F: TGGATCTAAAGAACCAGTCAAGATATGT 

R: CCTTTCTTCTTATCCACACCTTTCTT 

P: FAM AATCAGTCATGTCTTTGTAGCAA-MGB 

薄荷

引物 2

F: TCAGTCATGTCTTTGTAGCAACTGAA 

R: TCCTTCCATTTATCCACACCTTTCT 

P: FAM-TTATCCACACCTTTCTTCTGTAA-MGB 

注: F 代表上游引物; R 代表下游引物; P 代表探针。 

 
1.3.2  基因组 DNA 的提取 

样品制备: 取益母草、紫苏叶、石荠宁、野苏、薄荷

样品组织用液氮或破壁机把样品研磨或匀浆, 将制备好的

样品备用。 
DNA 提取: 称取 50~150 mg 新鲜或 15~40 mg 干燥样

品至 2 mL 离心管中(如提取的核酸浓度过低, 可考虑多管

富集, 一管收集核酸); 按照香料基因组提取试剂盒的方法

提取样品 DNA, 每个样品提取 2 个重复平行。所提取的

DNA 用核酸蛋白分析仪测定核酸纯度及质量, 质量浓度

大于 30.00 ng/μL 时, 且 OD260/OD280 在 1.7~1.9 之间, 适宜

于 PCR 扩增。 
1.3.3  实时荧光 PCR 反应体系 

反应体系总体积为 25 μL[37], 2×实时荧光定量 PCR
反应液 12.5 μL; 上游引物(10 μmol/L) 1 μL; 下游引物

(10.00 μmol/L) 1 μL; 探针(10.00 μmol/L) 0.5 μL; 样品

DNA 或对照 5 μL; 灭菌双蒸水 5 μL。也可使用等效商品

化的薄荷源性成分扩增试剂盒。按照荧光 PCR 仪器反应程
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序: 保温阶段为 37 ℃ 10 min; 95 ℃ 5 min 1 个循环; 循环阶

段为 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 60 s, 40 个循环, 在循环反应 60 ℃ 60 s
收集荧光信号。 

检验过程分别设阳性对照、阴性对照、空白对照。以

薄荷物种提取的 DNA 为阳性对照, 以已知不含薄荷的物

种 DNA 为阴性对照, 以灭菌双蒸水为空白对照。样品和对

照设置 2 个平行的反应体系。 
1.3.4  质粒灵敏度验证与标准曲线的建立 

用 TE 缓冲液 10 倍梯度稀释质量浓度为 100.00 ng/μL
的质粒 DNA, 得到 0.01、0.10、1.00、10.00、100.00、1000.00、
10000.00 fg/μL 共 7 个浓度梯度, 按照 1.3.3 反应体系进行

灵敏度的检测, 每个浓度重复 3 次。 
1.3.5  核酸 DNA 灵敏度验证 

将薄荷核酸 DNA(浓度为 2.28×104 copies/μL)梯度稀

释 , 用 TE 缓冲液 10 倍梯度稀释核酸 DNA, 得到

2.28×102~2.28×104 copies/μL 共 5 个浓度梯度, 按照 1.3.3
反应体系进行灵敏度的检测。 
1.3.6  特异性及检出限验证 

以薄荷编号 2-1、紫苏叶编号 2-2、益母草编号 2-3、
野苏编号 2-4、石荠宁编号 2-5 等薄荷亲缘品种的基因组作

为模板, 以灭菌双蒸水作为阴性对照, 按照 1.3.3 反应体系

及反应程序进行特异性的检测。 
以薄荷 10.0%/益母草 90.0%混合物 (标记为 BH 

10.0%)、薄荷 5.0%/益母草 95.0%混合物(标记为 BH 5.0%)、
薄荷 1.0%/益母草 99.0%混合物(标记为 BH 1.0%)、薄荷

0.5%/益母草 99.5%混合物(标记为 BH 0.5%)、薄荷 0.1%/
益母草 99.9%混合物(标记为BH 0.1%)的核酸作为模板, 按
照 1.3.3 反应体系及反应程序进行检出限检测。 
1.3.7  阴性稳定性试验 

使用 10.00 pg/μL 质量浓度质粒作为阳性对照, 使用

灭菌双蒸水作为阴性对照, 重复 20 次, 另增阳性对照 2
个重复。按照 1.3.3 反应体系及反应程序进行阴性稳定性

检测。 
1.3.8  重复性试验 

取质量浓度为 10000.00、100.00、1.00 fg/μL 的阳性

质粒, 以灭菌双蒸水作为阴性对照。按照 1.3.3 反应体系及

反应程序进行重复性分析。针对每个浓度的阳性质粒, 设
置 20 个重复样本, 计算不同浓度的循环阈(cycle threshold, 
Ct)值的平均值(Mean)、标准偏差(standard deviation, SD)以
及变异系数(coefficient of variation, CV)以评估稳定性。见

公式(1)。 

 CV/%= SD
Mean

×100%   (1) 

1.3.9  实际样品准确性试验 
分别对薄荷真品及薄荷近源物种编号(2-24 至 2-39)进

行 DNA 提取后, 按照 1.3.3 反应体系及反应程序进行准确

度的检测。 

1.4  数据处理 

本研究的所有实验均进行了 3 次独立重复。实验数据

的记录、整理、制表与绘图均使用 WPS Office (12.1.0.24657)
完成。数据采用常规统计方法进行分析, 结果以平均值表

示。如无特殊说明, 所有统计分析均依据相同的数据处理

流程执行。 

2  结果与分析 

2.1  引物和探针的设计与筛选 

应用表 1 中设计的引物, 采用 1.3.3 中的反应体系, 进
行引物的初步测试, 结果显示所有引物均能进行扩增, 但
薄荷引物 2 阴性对照出现翘尾见(图 1), 所以选择薄荷引物

1 进行下一步测试。筛选出一套出峰时间早, 信号强的薄

荷引物 1, 成功建立了的检测方法。 
实验结果表明, 薄荷引物-1 在扩增测试中均呈现阳

性扩增信号(图 1), 证实该引物设计满足特异性与灵敏度

要求, 其扩增效率与检测限符合预期标准。 
 

 
 

图 1  薄荷引物 1 实时荧光定量 PCR 扩增曲线 
Fig.1  Real-time fluorescence quantitative PCR amplification  

curves of Mentha primer 1 

 
2.2  灵敏度与线性结果 

标准曲线显示: 在 0.01~10000.00 fg/μL 范围内, Ct
值与模板浓度对数呈线性关系(r2=0.9999), 薄荷的绝对

检出限为 0.01 fg/μL。标准曲线方程如图 2, 灵敏度反应

结果见图 3。 
标准曲线分析显示, Ct 值与模板浓度对数呈现高度

相关(r2=0.9999), 充分验证了该检测体系具备优异的定

量能力。验证实验进一步证实, 该检测体系在极低浓度条

件下表现出良好的稳定性和重现性。这种高灵敏检测特

性为薄荷源性成分的精准识别提供了可靠的技术支持。 

2.3  核酸 DNA 灵敏度结果 

将浓度为 2.28×104 copies/μL 的薄荷核酸 DNA 梯度稀



第 5 期 邓玉秀, 等: 实时荧光聚合酶链式反应法快速鉴别薄荷真实性 55 
 
 
 
 
 

 

释 , 用 TE 缓冲液 10 倍梯度稀释核酸 DNA, 得到

2.28×100~2.28×104 copies/μL 共 5 个浓度梯度, 验证核酸

DNA 灵敏度, 结果见图 4。由图 4 可知, 对于薄荷的核酸

DNA, 该检出体系的绝对灵敏度为 2.28×102 copies/μL。 

 

 
 

图 2  薄荷质粒实时荧光定量 PCR 标准曲线 
Fig.2  Standard curves of real-time fluorescence quantitative  

PCR for Mentha plasmids 

 

 
 

图 3  薄荷质粒实时荧光定量 PCR 扩增曲线 
Fig.3  Real-time fluorescence quantitative PCR amplification  

curves of the Mentha plasmid 

 

 

 
图 4  薄荷核酸实时荧光定量 PCR 扩增曲线 

Fig.4  Real-time fluorescence quantitative PCR amplification  
curves of Mentha nucleic acid 

2.4  特异性与检出限结果 

根据特异性检测结果得出, 阳性对照(positive control, 
PG)、空白对照(negative control, NG)、薄荷编号 2-1 的 Ct
值为 13.431, 紫苏叶编号 2-2、益母草编号 2-3、野苏编号

2-4、石荠宁编号 2-5 均无扩增现象, 特异性结果见图 5, 检
出限结果见图 6。特异性检测结果表明, 仅薄荷样本呈现

显著扩增信号, 而与其亲缘关系较近的紫苏叶、益母草、

野苏及石荠宁等物种均未检测到扩增产物 , 充分证实了

该检测体系对薄荷源性成分具有高度特异性, 能够有效

区分薄荷与其他近缘植物成分。同时, 检出限分析显示, 
该检测方法对薄荷真实样品的含量检出限低至 0.1%(质
量分数), 表明其具备优异的检测灵敏度, 能够准确识别

样品中痕量薄荷成分, 为薄荷源性成分的精准检测提供了

可靠的技术支持。 

 

 
 

图 5  薄荷实时荧光定量 PCR 特异性扩增曲线 
Fig.5  Specific amplification curves of real-time fluorescence 

quantitative PCR of Mentha  

 

 
 

图 6  薄荷实时荧光定量 PCR 检出限扩增曲线 
Fig.6  Amplification curves of the limit of detection of real-time 

fluorescence quantitative PCR for Mentha 
 

2.5  阴性稳定性检测结果 

结果如图 7 所示, 结果分析表明, 所有阴性对照样本

在检测过程中均未出现非特异性扩增现象, 引物扩增信号

稳定且基线清晰, 表明该检测体系在实验条件下具有优异
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的稳定性。这一结果进一步验证了引物设计的特异性和反

应体系的可靠性, 排除了实验过程中可能出现的假阳性干

扰, 为后续样本检测提供了稳定的基线参照, 确保了检测

结果的准确性和可重复性。 
 

 
 

图 7  薄荷稳定性实时荧光定量 PCR 扩增曲线 
Fig.7  Real-time fluorescence quantitative PCR amplification  

curve of Mentha stability 
 

2.6  重复性检测结果 

结果如表 2 所示, 10000.00 fg/μL 的阳性重复性试验

CV为 0.86%; 100.00 fg/μL 的阳性重复性试验 CV为 1.00%; 
1.00 fg/μL 的阳性重复性试验 CV 为 0.40%; 重复性试验

CV 均小于 5%。结果表明, 建立的检测体系具有良好的

重复性。 
 

表 2  重复性结果 
Table 2  Results of repeatability test 

质量浓度/(fg/μL) 平均值  CVs/% 

10000.00 17.70±0.15 0.86 

100.00 24.47±0.24 1.00 

1.00 30.57±0.12 0.40 
 

2.7  实际样品准确性检测结果 

所有薄荷样品的 Ct 值均小于 25, 所有薄荷近源物种

样品均无 Ct 值。扩增结果见表 3。该结果与前期特异性实

验数据高度一致, 进一步确证了该检测体系在实际样品鉴

别中的准确性。其判定标准(Ct 值小于等于 25 为阳性, 大
于 35 为阴性)通过严格的阈值设置, 在确保检测灵敏度的

同时, 有效规避了假阳性风险, 为复杂基质中薄荷源性成

分的精准鉴别提供了可靠依据。 
 

表 3  实际样品实时荧光定量 PCR 扩增结果 
Table 3  Real-time fluorescence quantitative PCR amplification results of actual samples 

孔位 样本编号 样本名称 样本类型 荧光 目标基因 Ct 值 

E10 2-24 薄荷 1 

待测 

6-羧基荧光素

(6-carboxyflu
orescein, 

FAM) 

薄荷 

18.316 

F10 2-25 薄荷 2 23.215 

G10 2-26 薄荷 3 20.621 

H10 2-27 薄荷 4 24.426 

E11 2-28 益母草 1 - 

F11 2-29 紫苏叶 1 - 

G11 2-30 野苏 - 

H11 2-31 石荠宁 - 

A12 2-32 紫苏叶 2 - 

B12 2-33 益母草 2 - 

C12 2-34 益母草 1 薄荷混合物 21.361 

D12 2-35 紫苏叶 1 薄荷混合物 22.398 

E12 2-36 野苏薄荷混合物 23.165 

F12 2-37 石荠宁薄荷混合物 22.137 

G12 2-38 益母草 2 薄荷混合物 21.103 

H12 2-39 益母草 1 紫苏 1 混合物 - 

C11 NG 空白 - 

D11 PG 阳性质控 14.973 

注: -表示无具体数值。 
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3  讨论与结论 

薄荷多态性较好, 遗传多样性水平较高, 具有较多的

遗传种质资源, 对使用形态学方法鉴别薄荷带来局限性, 
目前, 常规 PCR 技术及其衍生的巢式 PCR、多重 PCR、环

介导等温扩增以及实时荧光定量 PCR 等方法已在植物分

类领域得到广泛应用。其中, 实时荧光定量 PCR 因其结果

准确、灵敏度高且无需电泳等优势而备受关注。本研究基

于 TaqMan 探针的实时荧光定量 PCR 建立的一种薄荷的真

伪快速鉴别方法, 实现薄荷与其近源物种的鉴别。与普通

PCR 法相比, 其无需对 PCR 产物进行操作, 避免了扩增产

物的污染。经扩增后, 通过 Ct 值大小进行判定。具有时间

短、操作简便、结果易读、成本低、检测周期短等优势。 
本研究通过比对薄荷的全基因序列, 设计了 2 套引物, 

从中筛选出一套出峰时间早, 信号强的引物薄荷引物 1, 建
立了的检测方法。检测结果显示引物稳定性好、方法特异性

良好, 薄荷 Ct 值小于 25, 益母草、紫苏叶、野苏、石荠宁

均无 Ct 值或 Ct 值大于 30; 灵敏度高, 薄荷质粒的检出限为

0.01 fg/μL, 薄荷核酸的检出限为 2.28×102 copies/μL, 真实

样品含量检出限为 0.1%。与传统普通 PCR 相比, 本研究建

立的 TaqMan 实时荧光 PCR 方法灵敏度提升约 100~1000
倍(检出限达 0.01 fg/μL), 且无需后续电泳步骤, 显著降

低污染风险; 相较于形态学鉴定, 该方法不受药材加工形

式(如粉末、切片)限制, 对薄荷及其近缘种(如益母草、紫

苏叶等)的区分准确率达 100%, 而形态学方法在非完整样

本中误判率高达 20%~40%。研究结果表明实时荧光 PCR
能将薄荷及其近源物种区分开, 且方法灵敏度高、特异性

好、重复性高、操作简便, 能克服现有分子生物学检测步

骤复杂、操作烦琐的缺点; 为种植户、医院、药店、企业、

市场监管机构等行业或单位提供快速可靠的薄荷真伪鉴定

方案。 
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