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地鳖的环介导等温扩增快速鉴别

陈伟韬１，李养学１，江洁怡１，谢灿辉２，贾德政２，刘晓彤３，廖惠娜３，李素梅１

［１．广东省第二中医院（广东省中医药工程技术研究院）广东省中医药研究开发重点实验室，广州 ５１００９５；
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摘要　目的：建立基于环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）的地鳖分子鉴定方法。方法：针对地鳖ＣＯⅠ序列设计
特异性引物２对（外引物ＤＢ－Ｆ３、ＤＢ－Ｂ３和内引物ＤＢ－ＦＩＰ、ＤＢ－ＢＩＰ），在含有ＢｓｔＤＮＡ聚合酶和甲基红
－苯酚红指示剂的反应体系下于６３℃下恒温扩增９０ｍｉｎ，通过目测检视判断反应结果，与 ＤＮＡ条形码和
聚合酶链式反应（ＰＣＲ）鉴定方法进行对比，考察方法专属性和灵敏度。结果：１１批地鳖样品均由紫红色变
为橙黄色，１批冀地鳖、９批金边土鳖和１批伪品龙虱均为紫红色，鉴别结果与ＤＮＡ条形码，ＰＣＲ结果一致，
ＬＡＭＰ检出限为０９８４ｎｇ·ｍＬ－１。结论：本项目建立的ＬＡＭＰ检测方法准确，灵敏度高，操作简便快捷，对
设备要求低，可应用于地鳖鉴别的快速筛查。

关键词：地鳖；环介导等温扩增技术；ＤＮＡ条形码；聚合酶链式反应；中药材鉴别；目视检查；快速鉴别
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ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ，ｒｅｍａｉｎｅｄｐｕｒｐｌｅｒｅｄａｆｔｅｒｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎＴｈｅＬＡＭＰｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ
ａｎｄＰＣＲＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆＬＡＭＰｗａｓ０９８４ｎｇ·ｍＬ－１Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＬＡＭＰｍｅｔｈｏｄｉｓａｃ
ｃｕｒａｔｅ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅ，ｌｏｗｅｑｕｉｐｍｅｎｔｒｅｑｕｉｒｅｄ，ａｎｄｃａｎｂｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｒａｐｉｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｔｈｅ
ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ；ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ；ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ；ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ；ｖｉｓｕａｌｃｈｅｃｋ；ｒａｐｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　中药土鳖虫古称“ 虫”，药用历史超过 ２０００
年，具有活血散瘀、消破坚、疗伤定痛的功效，在治

疗血瘀经闭、瘕积聚、跌打损伤、瘀血凝痛方面疗

效良好［１－３］。土鳖虫入药来源有地鳖 Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ和冀地鳖Ｓｔｅｌｅｏｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ（Ｂｏｌｅｎｙ）
［ＰｏｌｙｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉＢｏｌｉｖａｒ］，岭南地区有以金边土鳖
ＯｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＢｕｒｍ作土鳖虫使用，此外在
江苏部分地区有写“ 虫”但实为东方潜龙虱Ｃｙｂｉｓｔｅｒ
ｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＧｓｃｈｗｅｎｄｔｎ，为土鳖虫伪品［４－６］。

金边土鳖和地鳖、冀地鳖作用相近，但临床功效存在

一定差异，龙虱性味功效完全不同，不得混用，故建

立该品种鉴别方法对于规范用药，保障临床疗效具

有积极意义。现有药材质量标准难以区分土鳖虫及

其混伪品，通过ＤＮＡ条形码技术成功区分地鳖和金
边土鳖，但该法检测时间长，需 ＤＮＡ条形码数据库
和测序平台支持，不利于推广应用［７］。环介导等温

扩增技术（ＬＡＭＰ）是通过对６个特定的序列区域设
计２对特异性引物，在 ＢｓｔＤＮＡ聚合酶的作用下可
恒温进行的基因扩增技术［８－１１］，已在姜黄、白花蛇舌

草、藏红花、蕲蛇、地龙等多种中药材鉴别研究中应

用［１２－２１］。本研究针对地鳖与其他来源土鳖虫、伪品

在ＣＯⅠ序列的特异性位点设计引物，进行 ＬＡＭＰ反
应，通过甲基红 －苯酚红指示剂显色检视，建立地鳖
ＬＡＭＰ快速鉴别方法。
１　仪器与试药
１１　仪器

数字加热摇动金属浴（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；
９６孔热循环仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；电泳仪
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；Ｑｕｂｉｔ３０荧光分光光度计（Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；ＴＬＣＶｉｓｕａｌｉｚｅｒ薄层色谱数码成
像系统（ＣＡＭＡＧ公司）。
１２　试药

ＤＰ３０４ＤＮＡ提取试剂盒（北京天根生化科技有
限公司）；ＣｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃＬＡＭＰＲＹ试剂盒（珠海宝锐生

物科技有限公司）；ＰｒｅｍｉｘＴａｑ预混型 ＥｘＴａｑ酶
（Ｔａｋａｒａ公司）；ｇｅｌｒｅｄ核酸染料（Ｂｉｏｔｉｕｍ公司）；引物
由深圳华大基因科技有限公司合成，引物序列

见表１。

表１　地鳖ＤＮＡ条形码鉴别和ＬＡＭＰ反应引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＬＡＭＰ

引物　　
（ｐｒｉｍｅｒ）　　

序列（５’→３’）　　　
［ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’→３’）］　　　

ＨＣＯ２１９８ ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ

ＬＣＯ１４９０ ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ

ＤＢ－Ｆ３ ＣＣＴＧＡＴＡＴＡＧＣＴＴＴＴＣＣＴＣＧＴ

ＤＢ－Ｂ３ ＣＣＴＡＡＡＡＴＴＧＡＴＣＴＡＡＣＣＣＣＣ

ＤＢ－ＦＩＰ ＧＣＣＴＣＴＴＴＣＡＡＣＴＡＴＡＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＴＴＧＡＴＴＡＴＴＡＣ
ＣＡＣＣＡＴＣＣＣ

ＤＢ－ＢＩＰ ＣＡＣＡＧＧＴＴＧＧＡＣＴＧＴＴＴＡＣＣＣＡＣＧＴＡＡＧＧＡＡＡＡＡＡ
ＴＴＧＣＴＡＡＡＴＣＧ

药材样品经广东省中医药工程技术研究院副主

任中药师李素梅鉴定，各药材样品包含地鳖 Ｅｕ
ｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ的雌虫干燥体，冀地鳖 Ｓｔｅ
ｌｅｏｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ（Ｂｏｌｅｎｙ）的雌虫干燥体，金边土鳖
ＯｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＢｕｒｍ．的干燥体和东方潜龙虱
ＣｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＧｓｃｈｗｅｎｄｔｎ的干燥体，
样品信息详见表２。
２　方法与结果
２１　ＤＮＡ提取

各药材样品用研钵碾碎，按 ＤＰ３０４ＤＮＡ提取试
剂盒说明书步骤提取样品ＤＮＡ。
２２　基于ＣＯⅠ的ＤＮＡ条形码鉴别

参考２０２０年版《中华人民共和国药典》中药材
ＤＮＡ条形码分子鉴定法指导原则，以 ＣＯⅠ序列引物
ＨＣＯ２１９８、ＬＣＯ１４９０对各样品 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，
ＰＣＲ产物双向测序，拼接的序列通过 ＢＬＡＳＴ在线比
对ＧｅｎＢａｎｋ数据库。结果 １１批地鳖、１批冀地鳖、
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　　　　 表２　地鳖样品信息
Ｔａｂ．２　Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓｓａｍｐｌｅｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

编号（Ｎｏ．） 来源（ｓｏｕｒｃｅ） 产地（ｈａｂｉｔａｔ）　　 编号（Ｎｏ．） 来源（ｓｏｕｒｃｅ）　　　 产地（ｈａｂｉｔａｔ）

１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 河北（Ｈｅｂｅｉ） １２ 冀地鳖［Ｓｔｅｌｅｏｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ（Ｂｏｌｅｎｙ）］ 山西（Ｓｈａｎｇｘｉ）

２ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 山东（Ｓｈａｎｄｏｎｇ） １３ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 广东（Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ）

３ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 山东（Ｓｈａｎｄｏｎｇ） １４ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 广西（Ｇｕａｎｇｘｉ）

４ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 河北（Ｈｅｂｅｉ） １５ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 广西（Ｇｕａｎｇｘｉ）

５ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 河北（Ｈｅｂｅｉ） １６ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 广西（Ｇｕａｎｇｘｉ）

６ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 江苏（Ｈｅｂｅｉ） １７ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 浙江（Ｚｈｅｊｉａｎｇ）

７ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 山东（Ｓｈａｎｄｏｎｇ） １８ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 湖北（Ｈｕｂｅｉ）

８ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 湖南（Ｈｕｎａｎ） １９ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 广西（Ｇｕａｎｇｘｉ）

９ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 河南（Ｈｅｎａｎ） ２０ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 江西（Ｊｉａｎｇｘｉ）

１０ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 河南（Ｈｅｎａｎ） ２１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 浙江（Ｚｈｅｊｉａｎｇ）

１１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） 江苏（Ｊｉａｎｇｓｕ） ２２ 东方潜龙虱（Ｃｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） 安徽（Ａｎｈｕｉ）

表３　地鳖样品Ｇｅｎｂａｎｋ数据库比对结果
Ｔａｂ．３　ＧｅｎｂａｎｋＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓｓａｍｐｌｅｓ

编号

（Ｎｏ．）

匹配核酸片段登录号

（ａｃｃｅｓｓｉｏｎ）

核酸片段来源物种　　　

（ｏｒｇａｎｉｓｍ）　　　

得分

（ｓｃｏｒｅ）

Ｅ值

（Ｅｖａｌｕｅ）

序列鉴别率

（ｐｅｒｉｄｅｎｔ）／％

１ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１７５ ０ １００

２ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１８８ ０ １００

３ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１５７ ０ １００

４ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１５７ ０ １００

５ ＪＦ７００１６３１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１３１ ０ ９９５２

６ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１６４ ０ ９９８４

７ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１８６ ０ １００

８ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１７０ ０ １００

９ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１４９ ０ １００

１０ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１５３ ０ １００

１１ ＫＪ６１６７１２１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １１５１ ０ １００

１２ ＮＣ＿０４９５６７１ 冀地鳖（Ｐｏｌｙｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ） １１９４ ０ ９９８５

１３ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１６０ ０ １００

１４ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１６８ ０ １００

１５ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１５７ ０ １００

１６ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１４２ ０ １００

１７ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１６４ ０ １００

１８ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１８１ ０ １００

１９ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１６２ ０ １００

２０ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１４９ ０ ９９６８

２１ ＮＣ＿０２９２２５１ 金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ） １１５７ ０ １００

２２ ＧＵ６８１１８２１ 善泅龙虱（Ｄｙｔｉｓｃｕｓｄａｕｒｉｃｕｓ） ８１１ ０ ９１０７

９批金边土鳖样品ＤＮＡ条形码均与数据库中匹配的
核酸片段物种相对应，但龙虱样品匹配的核酸片段

非对应物种，序列鉴别率较低，见表３。运用ＭＥＧＡ７
软件以邻接法基于 Ｋ２Ｐ模型构建系统发育树（Ｂｏｏｔ

ｓｔｒａｐ检测数１０００）分析，土鳖虫正品和混伪品在根
部已分为不同分支，可作区分，各样品依物种形成分

支，与样品信息对应，其中地鳖与冀地鳖亲缘关系较

近，见图１。
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图１　地鳖和混伪品系统发育树

Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓａｎｄｔｈｅａｄｕｌｔｅｒａｎｔｓ

２３　ＰＣＲ鉴别
ＰＣＲ反应于 ２００μＬ离心管进行，体系总体积

５０μＬ，包括 ＰｒｅｍｉｘＴａｑ预混型 ＥｘＴａｑ酶（含 Ｍｇ２＋

４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｄＮＴＰｓ４００μｍｏｌ·Ｌ－１）２５μＬ，引物
ＤＢ－Ｆ３、ＤＢ－Ｂ３（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各 １μＬ，模版
５μＬ，无菌超纯水１８μＬ，阴性对照以无菌超纯水作
为模版。ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性３０ｓ，９８℃变
性１０ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸６０ｓ循环反应３０
次，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。电泳检测条件：２％琼脂

糖凝胶加入 ｇｅｌｒｅｄ核酸染料，样品 ＰＣＲ溶液上样量
１０μＬ，１００Ｖ电泳４０ｍｉｎ，于 ＴＬＣＶｉｓｕａｌｉｚｅｒ薄层色
谱数码成像系统检视。结果地鳖在２００ｂｐ左右有
单一条带，冀地鳖、金边土鳖和龙虱对应位置无条

带，见图２。

Ｍ．ＤＮＡ标尺（ＤＮＡｌａｄｄｅｒ）

１～１１．地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ）　１２．冀地鳖［Ｓｔｅｌｅｏｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ

（Ｂｏｌｅｎｙ）］　１３～２１．金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）　２２．东方潜龙

虱（Ｃｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）　Ｂ．空白对照（ｂｌａｃｋｃｏｎｔｒｏｌ）

图２　地鳖和混伪品ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓａｎｄｔｈｅａｄｕｌｔｅｒａｎｔｓ

２３　ＬＡＭＰ鉴别
２３１　ＬＡＭＰ引物设计　以地鳖 ＤＮＡ条形码序列
为模版，通过在线工具 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒＶ５（ｈｔｔｐ：／／
ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒｊｐ／ｌａｍｐｖ５ｅ／ｉｎｄｅｘｈｔｍｌ）对 Ｆ３、Ｆ２、
Ｆ１ｃ、Ｂ３、Ｂ２、Ｂ１ｃ等６个序列设计引物，根据地鳖、冀
地鳖与金边土鳖、龙虱基因的差异位点，对设计的引

物进行筛选、优化，得到引物ＤＢ－Ｆ３、ＤＢ－Ｂ３、ＤＢ－
ＦＩＰ、ＤＢ－ＢＩＰ，见图３。

图３　地鳖特异性位点和ＬＡＭＰ引物位置

Ｆｉｇ．３　ＳｐｅｃｉｆｉｃｌｏｃｉｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓａｎｄｔｈｅＬＡＭＰｐｒｉｍｅｒｓｐｏｓｉｔｉｏｎ
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２３２　ＬＡＭＰ反应　ＬＡＭＰ反应于２００μＬ离心管进
行，体系总体积２５μＬ，包括ＣｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃＬＡＭＰＲＹ试
剂盒中的２×ＬＡＭＰＰｒｅｍｉｘＢｕｆｆｅｒ（含甲酚红－苯酚红
指示 剂）１２５μＬ和 Ｂｓｔ２０ＨＳＤＮＡ聚 合 酶
（８Ｕ·μＬ－１）１μＬ，ＬＡＭＰ引物Ｆ３、Ｂ３（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）
各０５μＬ和 ＦＩＰ、ＢＩＰ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各４μＬ，模版
２μＬ，无菌超纯水０５μＬ，阴性对照以无菌超纯水作
为模版。反应离心管置金属浴，６３℃恒温扩增９０ｍｉｎ，
检视离心管颜色。对收集的多批地鳖及混伪品样品进

行检测，结果１１批地鳖样品溶液颜色由紫红色变为橙
黄色，１批冀地鳖样品、９批金边土鳖样品、１批龙虱样
品和阴性对照为紫红色，成功将地鳖正品与其他样品

区分，结果与ＤＮＡ条形码鉴别一致，见图４。

１～１１．地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ）　１２．冀地鳖［Ｓｔｅｌｅｏｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ

（Ｂｏｌｅｎｙ）］　１３～２１．金边土鳖（Ｏｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）　２２．东方潜龙

虱（Ｃｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）　Ｂ．空白对照（ｂｌａｃｋｃｏｎｔｒｏｌ）

图４　地鳖和混伪品ＬＡＭＰ反应结果

Ｆｉｇ．４　ＬＡＭＰｒｅａｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓａｎｄｔｈｅａｄｕｌ

ｔｅｒａｎｔｓ

３　讨论
ＤＮＡ条形码技术鉴别样品，可给出物种来源，但

必须依赖可靠的样品 ＤＮＡ序列和数据库，故龙虱未
能成功匹配可能与提取的基因质量、ＣＯⅠ序列关于
该物种的鉴别适用性以及数据库所收录核酸片段的

代表性和数量有关。ＰＣＲ鉴别在初期试验有部分批
次地鳖未能扩增出条带，冀地鳖出现非特异性扩增，

可能是模版量和 ＰＣＲ扩增条件不合适导致，优化相
关条件后，所有地鳖样品均扩增出条带，能与其他来

源土鳖虫及伪品进行区分。

根据上述ＬＡＭＰ检测结果，该法专属性良好，与
ＤＮＡ条形码和ＰＣＲ方法相当。取第１１批样品 ＤＮＡ
以Ｑｕｂｉｔ荧光计测定浓度为９８４０ｎｇ·ｍＬ－１，以无菌
超纯水稀释成 ９８４、９８４、９８４、０９８４、００９８４
ｎｇ·ｍＬ－１等不同浓度，按“２３２”项方法进行反应，
检测灵敏度，结果浓度稀释至０９８４ｎｇ·ｍＬ－１时仍
明显变色，见图５。ＢｓｔＤＮＡ聚合酶在６０～６５℃酶活
性良好，本研究分别比较了在６０、６３、６５℃下扩增情
况，结果扩增９０ｍｉｎ后，地鳖样品均变为黄色，说明在
６０～６５℃温度变化对扩增影响不大。研究还考察了
不同扩增时间，结果地鳖样品在约４０至５０ｍｉｎ开始
变色，到８０至９０ｍｉｎ变为橙黄色至黄色，与混伪品颜
色区分明显，故本鉴别方法扩增时间确定为９０ｍｉｎ。

Ａ．９８４０ｎｇ·ｍＬ－１　Ｂ．９８４ｎｇ·ｍＬ－１　Ｃ．９８４ｎｇ·ｍＬ－１　

Ｄ．９８４ｎｇ·ｍＬ－１　Ｅ．０９８４ｎｇ·ｍＬ－１　Ｆ．００９８４ｎｇ·ｍＬ－１　

Ｂｌｋ．空白对照（ｂｌａｃｋｃｏｎｔｒｏｌ）

图５　地鳖ＬＡＭＰ灵敏度检测结果

Ｆｉｇ．５　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＬＡＭＰ

ＬＡＭＰ反应体系通过 ＢｓｔＤＮＡ聚合酶能在恒温
条件下高效扩增，因此可使用金属浴代替较昂贵的

ＰＣＲ仪实现反应，同时ＤＮＡ模版量需求少。ＤＮＡ复
制产生焦磷酸根［２２］，使得反应管内 ｐＨ下降，在甲基
红－苯酚红指示剂作用下产生由紫红色逐渐变为黄
色的颜色变化，因此发生扩增的样品可通过肉眼检

视结果，无需进行电泳检测及使用凝胶成像系统、荧

光检测仪、浊度分析仪等设备。

本研究建立了基于 ＬＡＭＰ的地鳖分子生物学快
速鉴定方法，该法专属性强，耐用性较好，具有便捷、

高效、仪器设备要求低的优点，为开发地鳖现场快速

筛查方法提供一种新途径。
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