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基于“遗传标志物”紫河车 ＤＮＡ指纹 －试纸条分子
鉴定方法及试剂的研究

王艳双１，３，王艺潼２，母润红１，张丽华４

（１．北华大学 基础医学院，吉林 １３２０１３；２．吉林大学第二医院，长春 １３００００；３．北华大学吉林省中药ＤＮＡ指纹检测技术科技
创新中心，吉林 １３２０１３；４．吉林雷宁食品药品检测技术服务有限公司，吉林 １３２０１３）

摘要　目的：建立中药材紫河车遗传标志物 ＤＮＡ指纹 －免疫胶体金试纸条快速分子鉴定方法，研发
一体化质量控制基因检测试剂盒。方法：自主研发紫河车模板 ＤＮＡ提取的方法及试剂，根据人 ｍｔＤ
ＮＡｃｙｔｂ基因设计种属特异性引物，引物的 ５’端分别用 ＦＡＭ、Ｂｉｏｔｉｎ标记，筛选 ＰＣＲ最佳退火温度及
循环次数，建立 ＤＮＡ指纹分子鉴定方法，研发 ＰＣＲ基因检测试剂预混液，采用分子克隆及基因测序
技术制备对照药材 ＤＮＡ克隆液，利用免疫胶体金试纸条进行结果检测，开发出集“ＤＮＡ提取试剂、
ＰＣＲ基因检测试剂预混液、对照药材 ＤＮＡ克隆液、空白对照液、试纸条”为一体的快速基因检测试剂
盒，并进行特异性、重现性、灵敏性、稳定性的评价。结果：自主研发的 ＤＮＡ提取试剂提取的模板
ＤＮＡ质量浓度均在１５０～２８０ｎｇ·μＬ－１，纯度均在 １８～１９，琼脂糖凝胶电泳无拖尾。紫河车特异
性引物在退火温度５９℃、循环２０次时；免疫胶体金试纸条显示：紫河车对照药材及正品出现 ２条红
色条带，易混品及空白对照出现１条红的条带。琼脂糖凝胶电泳验证正确。对照药材 ＤＮＡ测序结果
与人ｍｔＤＮＡｃｙｔｂ基因同源性１００％。自主研发的一体化快速基因检测试剂盒的特异性强，重现性好，
稳定性好，灵敏度为０１ｎｇ·μＬ－１。结论：ＤＮＡ指纹 －免疫胶体金试纸条分子鉴定方法能够特异、准
确、快速、可视化地对紫河车的真伪进行鉴定，一体化快速基因检测试剂盒为紫河车质量控制提供规

范化、标准化的检测方式，更适合现场实地检测，可普遍推广使用。

关键词：紫河车；遗传标志物；线粒体细胞色素 ｂ基因；ＰＣＲ技术；ＤＮＡ指纹；免疫胶体金试纸条；一体化试
剂盒
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ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒｏｆＰＣＲｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄＴｏｄｅｖｅｌｏｐＰＣＲｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｐｒｅｍｉｘｅｓ，ｔｏｐｒｅｐａｒｅＤＮＡｃｌｏｎｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｈｅｒｂｓｕｓｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓａｎｄｔｏｕｔｉｌｉｚｅｉｍｍｕｎｏｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐｓｆｏｒｒｅｓｕｌｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎＦｉｎａｌ
ｌｙ，ａｒａｐｉｄｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ，ＰＣＲｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｐｒｅｍｉｘｅｓ，ｃｏｎｔｒｏｌ
ｈｅｒｂＤＮＡｃｌｏｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐｓｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄ，ａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｄｆｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，
ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙＲｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐｅｄＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒｅａｇｅｎｔｓｗｅｒｅａｌｌｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１５０－２８０ｎｇ·μＬ－１，ｔｈｅｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅａｌｌｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１８－１９，ａｎｄ
ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｔｒａｉｌｉｎｔｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＡｎｄｔｈｅｉｍｍｕｎｏｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐｓｓｈｏｗｅｄｔｗｏｒｅｄ
ｂａｎｄｓｆｏｒｈｕｍａｎｐｌａｃｅｎｔｏｐｈａｇｙｃｏｎｔｒｏｌｈｅｒｂａｎｄａｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ，ａｎｄｏｎｅｒｅｄｂａｎｄｆｏｒｅａｓｙ－ｍｉｘｐｒｏｄｕｃｔａｎｄ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌａｔａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ５９℃ ａｎｄ２０ｃｙｃｌｅｓｆｏｒｈｕｍａｎｐｌａｃｅｎｔｏｐｈａｇｙｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓＴｈｅａｇａｒ
ｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｔｏｂｅｃｏｒｒｅｃｔＴｈｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｈｅｒｂｓｗｅｒｅ１００％
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｗｉｔｈｈｕｍａｎｍｔＤＮＡｃｙｔｂｇｅｎｅＴｈｅｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｒａｐｉｄｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔｗａｓｓｐｅｃｉｆｉｃ，
ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｓｔａｂｌｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｔ０１ｎｇ·μＬ－１Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ－ｉｍｍｕｎｏｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄ
ｔｅｓｔｓｔｒｉｐｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｃａｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ，ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ，ｒａｐｉｄｌｙａｎｄｖｉｓｕａｌｌｙｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅａｕｔｈｅｎｔｉｃｉｔｙ
ｏｆｈｕｍａｎｐｌａｃｅｎｔｏｐｈａｇｙ，ａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｒａｐｉｄｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｋｉｔｐｒｏｖｉｄｅｓａｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄｔｅｓｔｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆｈｕｍａｎｐｌａｃｅｎｔｏｐｈａｇｙＴｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｉｔｉｓｍｏｒｅｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｏｎ－ｓｉｔｅｆｉｅｌｄｔｅｓｔｉｎｇａｎｄ
ｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｏｍｏｔｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓ；ｇｅｎｅｔｉｃｍａｒｋｅｒ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ；ＰＣＲｔｅｃｈｎｉｑｕｅ；ＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ；
ｉｍｍｕｎｏｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐ；ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ

　　紫河车，为健康产妇娩出之胎盘。具有温肾补
精，益气养血的功效，用于虚劳赢蝆，阳痿遗精，久咳

虚喘，面色萎黄，食少气短。由于紫河车来源紧张，

价格不菲，因此市面上出现用羊胎盘、猪胎盘等充当

紫河车的现象［１］，普通消费者很难从外观进行准确

识别。而且临床一般使用紫河车粉入药，不仅给掺

假提供了机会，同时也增加了检测方法的难度，严重

影响临床用药的有效性。２０１０年版《中华人民共和
国药典》（以下简称《中国药典》）一部仅记载了“性

状”项，也许由于检测的标准太低，主观性强，专属性

差，２０１５年版《中国药典》一部不再收载紫河车，目前
没有国家质量标准。

中药质量控制是传统中医药得到现代化和全球

化发展的前提。中药质量标志物（Ｑ－ｍａｒｋｅｒ）由
２０１６年刘昌孝院士提出［２］。随着分子生物学技术的

发展，学者们逐渐认识到物种的差异归根结底是遗

传物质ＤＮＡ的差异，中药材的质量鉴定从最初通过

感官、显微、理化等方面，逐步走向分子鉴定方向。

ＤＮＡ指纹多采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术对
多种生物样品进行人工合成不同的 ＤＮＡ片段，片段
的大小和数量在不同生物间不相同，对每一个体的

分析都是相对独特的［３］，近年来这种基于遗传标志

物的技术在遗传分析、鉴定种质等方面得到广泛应

用［４］。２０２０年版《中国药典》一部收录了川贝母、蕲
蛇、乌梢蛇以及金钱白花蛇［５］的 ＰＣＲ分子鉴定方法，
本团队已经建立了貂心、兔睾丸、鹿心、乳鹿、鹿茸、

鹿胎、阿胶［６－１５］等ＰＣＲ快速鉴定方法。但结果都是
利用琼脂糖凝胶电泳来检测，费时费力费钱，需要贵

重仪器的配合。而免疫胶体金试纸条是一种快速的

免疫学测定方法，具有简单、快速，可视化，低成本等

特点，不需要贵重仪器的配合，在中药材紫河车真伪

鉴定中目前未见文献报道。本研究从 ＤＮＡ水平为
紫河车的真伪鉴定提供一种特异灵敏的鉴定方法，

为紫河车质量标准的制定提供理论基础，并研发一
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体化快速检测试剂盒，适合普遍推广应用。

１　材料与仪器
１１　材料

紫河车对照药材（批号１２１５６７－２０１２０２），购自
中国食品药品检定研究院；紫河车正品 １～５
（２０２０００２６～２０２０００３０），由吉林市食品药品检验所
提供；易混品鹿、猪、马、牛、羊、驴、狗胎盘，由吉林雷

宁食品药品检测技术服务有限公司提供。

１２　仪器
Ｄ３０２４Ｒ高速冷冻离心机（ＳＣＩＬＯＧＥＸ公司）；

Ｄ１００８Ｅ掌上离心机（大龙创兴实验仪器有限公司）；
Ｔ１００ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＪＹ３００Ｅ电泳仪、ＪＹ－
ＳＰＣＴ电泳槽（北京君意东方电泳设备有限公司）；
２０２０Ｄ紫外凝胶成像分析仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）；６０００＋
微量核酸蛋白分析仪（ＱＵＡＷＥＬＬ公司）；ＣＰ２１４万分
之一电子天平（奥豪斯仪器有限公司）；ＺＫＷ－Ｃ恒
温水浴锅（上海树立仪器仪表有限公司）。

１３　试剂
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ、ＤＮＡ凝

胶回收试剂盒、ｐＧＭ－Ｔ载体连接试剂盒、ＤＨ５α感
受态细胞、质粒ＤＮＡ小量提取试剂盒、Ａｍｐ、Ｘ－Ｇａｌ、
ＩＰＴＧ、６×ＤＮＡ上样缓冲液，北京天根生化科技有限
公司；１００ｂｐＭａｒｋｅｒＩ，北京鼎国生物技术有限公司；
引物，上海生物工程有限公司合成。免疫胶体金试

纸条，武汉君诺德生物技术有限公司。

２　方法与结果
２１　筛选模板ＤＮＡ提取方法及试剂
２１１　自主研发的试剂提取模板 ＤＮＡ　随机取各
物种胎盘样品５ｇ，研磨成粉末后各取１００ｍｇ置于
１５ｍＬ离心管中。加入细胞裂解缓冲液Ｐ１［１０％十二
烷基磺酸钠（ＳＤＳ）１０ｍＬ，１ｍｏｌ·Ｌ－１三羟甲基氨基甲
烷盐酸盐（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ７５）１ｍＬ，０５ｍｏｌ·Ｌ－１乙
二胺四乙酸（ＥＤＴＡ，ｐＨ８０）２ｍＬ，氯化钠（ＮａＣｌ）０５８
ｇ，２０ｍｇ·ｍＬ－１蛋白酶Ｋ（ＰＫ）１ｍＬ，ＲＮＡ酶（ＲＮａｓｅ）
５μＬ，加灭菌 ｄｄＨ２Ｏ定容至１００ｍＬ］５００μＬ，充分混
匀，５５℃水浴１ｈ。室温冷却后倒入 ＤＮＡ层析柱中，
１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ，弃去过滤液。层析柱放
回，加入漂洗缓冲液 Ｐ２［５ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸钾（ＫＡｃ）
２６μＬ，１ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ ７５）１８μＬ，
０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ（ｐＨ８０）３μＬ，无水乙醇４８０μＬ，
无菌 ｄｄＨ２Ｏ７３μＬ］６００μＬ，１００００ｒ·ｍｉｎ

－１离心

１ｍｉｎ，弃去过滤液。重复漂洗１次，弃去过滤液。层

析柱放回，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ。将层析柱转移
入另一干净离心管中，加入１００μＬ溶解液 Ｐ３（无菌
ｄｄＨ２Ｏ），室温放置 ２０ｍｉｎ后，１００００ｒ·ｍｉｎ

－１离心

２ｍｉｎ；离心液即各物种胎盘模板ＤＮＡ溶液，置－２０℃
保存备用。另取紫河车对照药材１００ｍｇ，同法制成阳
性对照药材模板ＤＮＡ溶液。
２１２　模板ＤＮＡ的完整性、纯度和浓度的鉴定　取
各物种胎盘模板ＤＮＡ溶液１μＬ，利用微量核酸蛋白
分析仪检测２６０和２８０ｎｍ处的吸收度，所有样品的
ＤＮＡ质量浓度均在 １５０～２８０ｎｇ·μＬ－１，纯度均在
１８～１９，满足 ＰＣＲ实验要求。取各物种胎盘模板
ＤＮＡ溶液１０μＬ，与６×ＤＮＡ上样缓冲液２μＬ混匀
后，在ＧｅｌＲｅｄ染色的０８％的琼脂糖凝胶中电泳，结果
显示，模板ＤＮＡ扩增条带更清晰明亮，无拖尾，完整性
很好（见图１）。表明自主研发的ＤＮＡ提取试剂较好。

Ｍ．λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ　１．紫河车对照药材（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎ
ｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　２．正品 １（ａｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ１）　３．正品

２（ａｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ２）　４．正品３（ａｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ３）　５．正品４（ａｕ
ｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ４）　６．正品５（ａｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ５）

图１　自主研发试剂提取的模板ＤＮＡ图谱
Ｆｉｇ１　ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡｍａｐｅｘｔｒａｃｔｅｄｗｉｔｈｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｒｅａｇｅｎｔｓ

２２　优化ＤＮＡ指纹分子鉴定方法及基因检测试剂
２２１　ＰＣＲ特异性引物的设计与合成　在 ＮＣＢＩ数
据库中搜索人ｍｔＤＮＡＣｙｔｂ基因序列（序列号：ＮＣ－
０１２９２０１），设计特异性引物并进行标记。引物序列
及标记物为 Ｆ：５’（ＦＡＭ）－ＧＡＡＴＧＡＴＡＴＴＴＣＣＴＡＴ
ＴＣＧＣ－３’；Ｒ：５’（Ｂｉｏｔｉｎ）－ＴＡＣＴＴＧＴＣＣＡＡＴＧＡＴＧＧ
ＴＡＡ－３’。扩增片段长度为２４９ｂｐ。
２２２　ＰＣＲ反应体系及反应条件优化　使用紫河车
的特异性引物，在退火温度为５９℃，循环次数为２０次
条件下对紫河车对照药材及正品进行ＰＣＲ扩增，琼脂
糖凝胶电泳结果显示，紫河车对照药材及正品均出现

１条２４９ｂｐ的特异性扩增条带，而易混品及空白对照
均未出现条带，免疫胶体金试纸条结果显示，紫河车对

照药材及正品均出现２条红色条带，而易混品及空白
对照均出现１条红色条带（见图２、３）。
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Ｍ．１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒＩ　１．紫河车对照药材（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎ

ｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　２．紫河车正品（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓＡｕｔｈｅｎｔｉｃ

ｐｒｏｄｕｃｔ１）　３．鹿胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｄｅｅｒ）　４．猪胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｐｉｇ）　

５．马胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｈｏｒｓｅ）　６．牛胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｃａｔｔｌｅ）　７．羊胎

盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｓｈｅｅｐ）　８．驴胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｄｏｎｋｅｙ）　９．狗胎盘（Ｐｌａ

ｃｅｎｔａｌｄｏｇ）　Ｎ．空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）

Ａ．５８℃　Ｂ．５９℃　Ｃ．６０℃

图２　退火温度筛选图谱

Ｆｉｇ２　Ｍａｐｓｏｆａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒＩ　１．３０次循环（３０ｃｙｃｌｅｓ）　２．２５次循环（２５

ｃｙｃｌｅｓ）　３．２０次循环（２０ｃｙｃｌｅｓ）　４．１５次循环（１５ｃｙｃｌｅｓ）　５．１０次

循环（１５ｃｙｃｌｅｓ）　６．５次循环（５ｃｙｃｌｅｓ）　Ｎ．空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）

图３　循环次数筛选图谱

Ｆｉｇ３　Ｍａｐｓｏｆｃｙｃｌｅｔｉｍｅｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

　　因此，建立了紫河车 ＤＮＡ指纹分子鉴定方法，
确定 ＰＣＲ最佳反应条件为 ９４℃ 预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃ ３０ｓ，５９℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ循环次数２０次；
充分延伸７２℃ ５ｍｉｎ。确定最佳 ＰＣＲ基因检测试
剂为 ２３μＬ预混液，包括 ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１２５μＬ，紫河车上下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各
１μＬ，灭菌 ｄｄＨ２Ｏ８５μＬ。
２３　紫河车对照药材ＤＮＡ的分子克隆及基因测序

取ＰＣＲ扩增产物５０μＬ进行琼脂糖凝胶电泳，
结束后紫外透射仪内切下 ＤＮＡ条带并称量，凝胶回
收试剂盒回收目的基因；将目的基因与 ｐＧＭ－Ｔ载
体连接，１６℃水浴过夜，组成重组ＤＮＡ分子；次日碎
冰上将重组 ＤＮＡ分子转入 ＤＨ５α感受态细胞中，
３７℃恒温箱中培养，增殖４ｈ后取菌液３０μＬ涂布
于含 Ａｍｐ、Ｘ－Ｇａｌ和 ＩＰＴＧ的 ＬＢ固体培养基上，
３７℃恒温箱中培养过夜，进行蓝 －白斑筛选阳性重
组 ＤＮＡ分子；次日挑选阳性白色菌落，接种到含
Ａｍｐ的ＬＢ液体培养基中３７℃恒温培养１２～１６ｈ；
次日提取质粒 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增验证为阳性重组
体，送至上海生工进行基因测序。

分子克隆可见氨苄阳性平皿出现蓝－白菌落（见
图４）。以白色菌落质粒ＤＮＡ为模板，退火温度５９℃、
２０次循环进行 ＰＣＲ扩增，琼脂糖凝胶电泳显示在
２４９ｂｐ有１条特异性ＤＮＡ条带（见图５）。序列比对结
果显示扩增区域ＤＮＡ序列与人ｍｔＤＮＡＣｙｔｂ基因特异
性指纹区段ＤＮＡ序列完全一致，同源性为１００％（见
图６）。成功制备出紫河车对照药材ＤＮＡ克隆液。

图４　分子克隆蓝－白斑筛选图谱
Ｆｉｇ４　Ｍａｐｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇｂｌｕｅ－ｗｈｉｔｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

２４　紫河车ＤＮＡ指纹 －试纸条快速检测试剂盒的
设计

试剂盒为２０次用量，由８个部分组成，包括ＤＮＡ
提取试剂、ＰＣＲ基因检测试剂、对照药材ＤＮＡ克隆液、
空白对照液、结果检测试纸条（见表１）。
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Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒⅠ　１．紫河车阳性对照（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎ

ｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）

图５　质粒ＤＮＡＰＣＲ图谱

Ｆｉｇ５　ＰＣＲｍａｐｏｆｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ

图６　紫河车质粒ＤＮＡ测序与人ｍｔＤＮＡｃｙｔｂ基因比对结果

Ｆｉｇ６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｌａｓｍｉｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆＰｌａｃｅｎｔａ

ＨｏｍｉｎｉｓａｎｄｍｔＤＮＡｃｙｔｂｇｅｎｅｏｆｈｏｍｏ

表１　自主研发紫河车ＤＮＡ指纹－免疫胶体金试纸条检测试剂盒的组成及特征
Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐｅｄＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ－ｉｍｍｕｎｏｃｏｌｌｏｉｄａｌ

ｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐｔｅｓｔｋｉｔ

试剂（ｒｅａｇｅｎｔ）　　 编号名称（ｎａｍｅ）　　　 数量（ｑｕａｎｔｉｔｙ）　　 作用（ｅｆｆｅｃｔ）　　　 保存（ｐｒｅｓｅｒｖｅ）　

ＤＮＡ提取试剂（ＤＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ）

Ｐ１溶液（Ｐ１ｓｏｌｕｔｉｏｎ） １２ｍＬ 释放ＤＮＡ
（ｒｅｌｅａｓｅＤＮＡ）

－２０℃

Ｐ２溶液（Ｐ２ｓｏｌｕｔｉｏｎ） ２５ｍＬ 分离ＤＮＡ
（ｓｅｐａｒａｔｅＤＮＡ）

－２０℃

Ｐ３溶液（Ｐ３ｓｏｌｕｔｉｏｎ） ５ｍＬ 溶解ＤＮＡ
（ｄｉｓｓｏｌｖｅＤＮＡ）

－２０℃

ＤＮＡ层析柱（ＤＮＡｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎ） ２０个（２０ｐｉｅｃｅｓ） 纯化ＤＮＡ
（ｐｕｒｉｆｙＤＮＡ）

室温（ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）

ＰＣＲ检测试剂（ＰＣＲ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ）

ＰＣＲ预混液（ＰＣＲｐｒｅｍｉｘ） ２３μＬ×２０个
（２３μＬ×２０ｐｉｅｃｅｓ）

ＰＣＲ反应体系
（ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ）

－２０℃

阳性对照试剂（ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｒｅａｇｅｎｔ）

对照品ＤＮＡ克隆液
（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ）

４０μＬ 阳性对照

（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）
－２０℃

空白对照试剂（ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌｒｅａｇｅｎｔ）

空白对照液（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ） ４０μＬ 空白对照

（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）
－２０℃

结果检测试剂（ｒｅｓｕｌｔ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ）

试纸条

（ｉｍｍｕｎｏｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐ）
２０个
（２０ｐｉｅｃｅｓ）

结果检测

（ｒｅｓｕｌｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）
室温（ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）

２５　试剂盒的评价
２５１　特异性　紫河车对照药材ＤＮＡ克隆液、对照
药材、正品及其易混品在５９℃、２０个循环条件下进
行ＰＣＲ扩增，试纸条检测结果显示，紫河车对照药材
ＤＮＡ克隆液、对照药材、正品均出现２条红色条带，
阴性对照及空白对照均出现１条红色条带。琼脂糖
凝胶电泳验证结果正确（见图７）。表明自主研发的
试剂盒特异性强。

２５２　重现性　紫河车对照药材ＤＮＡ克隆液、对照
药材、正品及其易混品分别在３个实验室，由３位技
术人员在５９℃、２０个循环条件下进行 ＰＣＲ扩增，试
纸条检测结果显示，紫河车对照药材 ＤＮＡ克隆液、
对照药材、正品均出现２条红色条带，阴性对照及空
白对照均出现１条红色条带。琼脂糖凝胶电泳验证
结果正确（见图８）。表明自主研发的试剂盒重现性

良好。

２５３　稳定性　分别在试剂盒配制后第３个月、６
个月、９个月和１２个月对相同样品进行检测，试纸条
检测结果显示，紫河车对照药材 ＤＮＡ克隆液、对照
药材、正品出现２条红色条带，空白对照出现１条红
色条带。琼脂糖凝胶电泳验证结果正确（见图 ９）。
表明自主研发的试剂盒稳定性良好。

２５４　灵敏性　对紫河车对照药材模板 ＤＮＡ溶液
１００ｎｇ·μＬ－１分别用灭菌ｄｄＨ２Ｏ进行１０倍、１００倍、
１０００倍、１００００倍稀释，ＰＣＲ扩增后，试纸条结果显
示，模板ＤＮＡ溶液０１ｎｇ·μＬ－１时，仍可见 ２条红色
条带。而琼脂糖凝胶电泳结果显示，模板 ＤＮＡ溶液
１ｎｇ·μＬ－１时，仍可见特异性扩增条带，０１ｎｇ·μＬ－１

时，无特异性扩增条带。表明核酸试纸条法的灵敏度

比琼脂糖凝胶电泳法高１０倍（见图１０）。
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Ｍ．１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒＩ　１．紫河车对照药材ＤＮＡ克隆液（ＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　２．紫河车对照药

材（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　３．紫河车正品１（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓＡｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ１）　４．紫河车正品 ２（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓ

Ａｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ２）　５．鹿胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｄｅｅｒ）　６．猪胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｐｉｇ）　７．马胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｈｏｒｓｅ）　８．牛胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｃａｔｔｌｅ）　９．羊胎

盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｓｈｅｅｐ）　１０．驴胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｄｏｎｋｅｙ）　１１．狗胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｄｏｇ）　Ｎ．空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）

图７　试剂盒特异性图谱

Ｆｉｇ７　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｍａｐｓｏｆｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒＩ　１．紫河车对照药材ＤＮＡ克隆液（ＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　２．紫河车对照药

材（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　３．紫河车正品１（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓＡｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ１）　４．紫河车正品２（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓＡｕ

ｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ２）　５．鹿胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｄｅｅｒ）　６．猪胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｐｉｇ）　７．马胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｈｏｒｓｅ）　８．牛胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｃａｔｔｌｅ）　９．羊胎盘（Ｐｌａ

ｃｅｎｔａｌｓｈｅｅｐ）　１０．驴胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｄｏｎｋｅｙ）　１１．狗胎盘（Ｐｌａｃｅｎｔａｌｄｏｇ）　Ｎ．空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）

Ａ．吉林雷宁食品药品检测技术服务有限公司（ＪｉｌｉｎＬｅｉｎｉｎｇＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＴｅｓｔｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＳｅｒｖｉｃｅＣｏ．，Ｌｔｄ．）　Ｂ．北华大学ＤＮＡ指纹研发实验

室（ＤＮＡＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＢｅｉｈｕａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）　Ｃ．吉林省中药ＤＮＡ指纹检测技术科技创新中心（ＪｉｌｉｎＰｒｏｖｉｎｃｅＴｒａ

ｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＤＮＡＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔＤｅｔｅｃｔｉｏｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒ）

图８　试剂盒重现性图谱

Ｆｉｇ８　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｍａｐｓｏｆｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ

２６　紫河车 ＰＣＲ－试纸条快速检测试剂盒对实际
样品的检测

使用自主研发的试剂盒，对吉林雷宁食品药品

检测技术服务有限公司提供的９个紫河车样品进行
模板ＤＮＡ的提取，５９℃、２０个循环条件下进行 ＰＣＲ
扩增，试纸条检测结果显示，紫河车对照药材 ＤＮＡ
克隆液、对照药材及各样品均出现２条红色条带，空
白对照出现１条红色条带。琼脂糖凝胶电泳验证结
果正确（见图１１）。表明各样品均为正品。

３　讨论
紫河车为较常用的中药材，始载于《本草拾遗》，

为人出生时所脱掉的胎盘，经过加工干燥而成。中

西方均有将紫河车作为保健养生用品的史料记载。

目前，以紫河车为原料药的中成药有河车八味丸、河

车大造丸、紫河车胶囊、胎产金丹等，并且，紫河车也

是临床汤剂的常用药，疗效确切，但由于来源有限，

因此以假乱真现象严重。现代研究表明，人胎盘中

含有多种生物活性成分，激素类如人绒毛膜
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Ｍ．１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒＩ　１．紫河车对照药材ＤＮＡ克隆液（ＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　２．紫河车对照药

材（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　３．紫河车正品（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓＡｕｔｈｅｎｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔ）　Ｎ．空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）

Ａ．３个月（３ｍｏｎｔｈｓ）　Ｂ．６个月（６ｍｏｎｔｈｓ）　Ｃ．９个月（９ｍｏｎｔｈｓ）　Ｄ．１２个月（１２ｍｏｎｔｈｓ）

图９　试剂盒稳定性图谱

Ｆｉｇ９　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｍａｐｓｏｆｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒＩ　１．１００ｎｇ·μＬ－１　２．１０ｎｇ·μＬ－１　３．１ｎｇ·μＬ－１　４．０１ｎｇ·μＬ－１　５．００１ｎｇ·μＬ－１　Ｎ．空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）

图１０　试剂盒灵敏性图谱

Ｆｉｇ１０　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｍａｐｓｏｆｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒＩ　１．紫河车对照药材ＤＮＡ克隆液（ＤＮＡｃｌｏ

ｎｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　２．紫河

车对照药材（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｃｏｎｔｒａｓｔｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　３～１１．紫

河车样品１～９（ＰｌａｃｅｎｔａＨｏｍｉｎｉｓｓａｍｐｌｅ１－９）　Ｎ．空白对照（ｂｌａｎｋ

ｃｏｎｔｒｏｌ）

图１１　试剂盒对实际样品检测图谱

Ｆｉｇ１１　Ｔｅｓｔｉｎｇｍａｐｓｏｆａｃｔｕａｌｓａｍｐｌｅｓｂｙｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ

促性腺激素（ＨＣＧ）、促性腺激素释放激素（ＧｎＲＨ）
等，还有酶及酶抑制因子、糖蛋白等［１６］，牛、猪胎盘的

促绒毛膜性腺激素、雌激素、孕激素及促乳素等都与

人的有一定差异［１７］，人胎盘中孕酮、ＨＣＧ、人胎盘泌
乳素（ＨＰＬ）的含量分别为牛和猪胎盘的１０倍、１００
倍、３００倍左右［１８］。从上述基础化学物质的区别上

看，动物胎盘与紫河车的功效完全不同。迄今为止，

国内对紫河车真伪鉴别方法的报道较多，主要有高

效毛细管电泳法、聚丙烯酰氨凝胶电泳法、硫酸盐沉

淀法等［１９－２１］，但都在专属性、重现性或稳定性方面

存在一定的缺陷，而未能被广泛应用。因此，建立专

属性强，重现性及稳定性均好，简单快速的紫河车真

伪鉴定方法，才能确保临床用药的有效性及安全性。

ＤＮＡ是遗传信息的携带者，不同种生物体种含
有的ＤＮＡ序列是不同的，而同种生物体中，ＤＮＡ的
多态性又使各个体存在差异，因此从分子水平上检

测遗传标记物 ＤＮＡ，不易受年龄、环境、采收、储存、
加工方式等的影响，最能从本质上反映中药材的自

身特征，使中药的鉴别结果更加准确可信。本研究

基于遗传标志物建立的紫河车 ＤＮＡ指纹 －免疫胶
体金试纸条快速鉴定方法，通过设计人的特异性引
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物，利用 ＰＣＲ技术只能扩增出紫河车的特异性 ＤＮＡ
片段，具有专属性强及灵敏度高的特点，ＰＣＲ扩增产
物采用免疫胶体金试纸条进行检测，具有简单快速、

稳定可靠、低成本、可视化优势。传统的试纸条检测

是基于蛋白质水平，容易出现假阴性，本方法通过强

特异、超灵敏的 ＰＣＲ技术，从遗传物质 ＤＮＡ水平鉴
定紫河车的真伪，弥补了单一试纸条检测容易出现

假阴性的缺点，从源头控制紫河车的质量，保证临床

用药的有效性和安全性。

为了使鉴定方法能够规范地普遍应用，本研究

研发了一体化基因质量控制试剂盒，从 ＤＮＡ提取、
ＰＣＲ扩增、对照药材与产物检测４个模块进行优化
和筛选，以保证在结果准确可靠的前提下，尽量操作

简便、快速、规范、标准。一模块优化：提供了 ＤＮＡ
提取的全部试剂，只需３步即可简便、快速提取出线
粒体ＤＮＡ，并且质量高，与市售试剂盒相比较至少节
省２ｈ。二模块优化：制备了 ＰＣＲ基因检测试剂为
２３μＬ的预混液，包括紫河车上下游引物（１０μｍｏｌ·
Ｌ－１）各１μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ，灭菌
ｄｄＨ２Ｏ８５μＬ。操作者只需将提取的基因组 ＤＮＡ２
μＬ加入ＰＣＲ基因检测试剂预混液中，混匀后即可进
行ＰＣＲ扩增。并且经过反复试验，试剂的特异性、稳
定性、重现性均非常好，灵敏度为琼脂糖凝胶电泳的

１０倍。并且解决了 ＰＣＲ扩增成败的关键即特异性
引物的设计问题，ＰＣＲ基因检测预混液中含有最佳
浓度、最佳退火温度、循环次数的特异性引物。扩增

程序：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５９℃ ３０ｓ，７２
℃３０ｓ循环次数２０次；充分延伸７２℃５ｍｉｎ。节省
了引物设计、订购合成、筛选反应条件的时间至少１
周。三模块优化：制备了紫河车对照药材 ＤＮＡ克隆
液，直接反映了紫河车独一无二 ＤＮＡ序列，并且以
重组质粒的形式长期储存，取之不尽用之不竭，省时

省力省钱省药材。四模块优化：采用免疫胶体金试

纸条进行结果检测，不需要贵重仪器配合，２～３ｍｉｎ
即可出现可视化结果，快速灵敏，与琼脂糖凝胶电泳

相比较，至少节省 ２ｈ。本方法为单重 ＰＣＲ－试纸
条，一次只能鉴定紫河车的真伪，后续将开展多重

ＰＣＲ－试纸条，实现紫河车的高通量掺假鉴定。
本研究具有ＰＣＲ技术特异性高，灵敏度强的特

点，具有免疫胶体金试纸条低成本，可视化优势，具

有试剂盒规范化、标准化特征。在普通实验室、普通

操作人员即可完成紫河车的真伪鉴定，从源头上控

制中药材紫河车的质量，对于保障临床用药的有效

性及安全性，保障中药材、中成药的生产和中药产业

的健康发展都具有重要意义。
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