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土鳖虫（地鳖）配方颗粒的特异性 ＰＣＲ鉴别研究
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（广东一方制药有限公司 广东省中药配方颗粒企业重点实验室，佛山 ５２８２４４）

摘要　目的：建立基于ＳＮＰ位点的特异性 ＰＣＲ技术对土鳖虫（地鳖）配方颗粒及其混伪品的分子鉴定方
法。方法：通过分析土鳖虫与其常见伪品的细胞色素Ｃ氧化酶亚基１（ＣＯⅠ）序列，寻找土鳖虫ＳＮＰ变异位
点，设计出特异性引物 ＴＢＣ－Ｆ（５’－ＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＡＴＡＡＴ－３’）和 ＴＢＣ－Ｒ（５’－ＡＡＣＴＡＣＴ
ＧＣＴＣＡＡＡＣＡＡＡＴＡＡＴＧＧＡ－３’）。采用三步法进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ），并通过方法优化，确立最佳反
应体系，同时为保证试验结果的准确性，将ＰＣＲ扩增产物进行一代测序。结果：在退火温度为５５～５７℃，
循环数为３７次的扩增条件下，２１批土鳖虫药材、２０批标准汤剂及其１９批配方颗粒经 ＰＣＲ扩增及凝胶电
泳检测后，在２３７ｂｐ处有单一明亮的特异性条带，其伪品无条带，试验结果与一代测序结果一致，为地鳖。
结论：建立的特异性ＰＣＲ鉴别方法可准确对土鳖虫药材、标准汤剂冻干粉、配方颗粒成品进行鉴别，为土鳖
虫的配方颗粒质量标准研究提供了参考依据。

关键词：土鳖虫（地鳖）；配方颗粒；细胞色素Ｃ氧化酶亚基１基因；混伪品；特异性聚合酶链式反应；分子鉴别
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ｍｅｔｈｏｄｃａｎａｃｃｕｒａｔｅｌｙｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ，ａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄｐｏｗｄｅｒｏｆ
ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａ，ａｓｗｅｌｌａｓｆｉｎａｌｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓＩｔｐｒｏｖｉｄｅｓａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｒｅｓｅａｒｃｈｏｎ
ｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｓｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａ（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ）；ｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ；ＣＯⅠｇｅｎｅ；ａｄｕｌｔｅｒａｎｔｓ；
ｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　土鳖虫为鳖蠊科昆虫地鳖 Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ
Ｗａｌｋｅｒ或冀地鳖 Ｓｔｅｌｅｏｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ（Ｂｏｌｅｎｙ）的雌
虫干燥体［１］，始载于《神农本草经》，列为中品，历代

医书均有记载，其入药可破血逐瘀、续筋接骨，用于

跌打损伤、筋伤骨折、血瘀经闭、产后瘀阻腹痛、

瘕痞块［２－４］。现代医学研究表明，土鳖虫富含多种

氨基酸、不饱和脂肪酸、黄酮和生物碱等活性物质，

具有抑制血管生成、抗肿瘤、抗凝血、抗血栓、抗氧

化、促进骨骼愈合等功能［５－９］。土鳖虫的资源有野

生和家种，以地鳖为主要来源，国内虽然已有稳定

的规范化养殖，但随着土鳖虫药用需求量的日益增

加［１０－１１］，多种土鳖虫伪品如金边土鳖、美洲大蠊及

金边龙虱等，也逐渐充斥着市场。为保证临床用药

的安全与有效，需对土鳖虫的来源进行有效的

鉴别［１２－１４］。

目前，对于土鳖虫的鉴别方法主要有性状鉴

别［１５］、理化鉴别［１６］、显微鉴别［１７］，以及分子鉴

别［１８－１９］等方法，但前３种鉴别方法易受到鉴别人员
主观因素如从业经验等的干扰，且从药材到配方颗

粒，经过煎煮与浓缩等一系列工艺，早已失去原有性

状和显微特征，因而无法实现准确鉴别。分子鉴别

具有不受主观因素干扰，稳定性好，高特异性等优

势，目前已有关于土鳖虫药材和中成药的分子鉴定

研究。如：李娜等［１８］基于Ｃｙｂｔ基因设计了特异性引
物，可用于土鳖虫正品的炮制品、混伪品之间的分子

鉴别；刘晶晶等［１９］通过对土鳖虫及其伪品的细胞色

素Ｃ氧化酶亚基１（ＣＯⅠ）基因的比对分析，建立了
特异性ＰＣＲ鉴别方法，可用于鉴别１１个中成药中土
鳖虫的真伪。因此，除土鳖虫的炮制品和中成药外，

还并未见关于土鳖虫配方颗粒的文献报道。

基于ＳＮＰ位点的特异性 ＰＣＲ技术可以实现对
物种的快速鉴别，具有操作简便，无需测序，准确性

高等特点，已被应用于多个物种的中药配方颗粒的

鉴别，如鳖甲［２０］、蜈蚣［２１］、全蝎［２２］等，都是通过比对

正品与伪品的常见基因序列，设计特异性聚合酶链

式反应（ＰＣＲ）引物，建立并优化ＰＣＲ的最佳条件，最
终实现正品从药材到配方颗粒与伪品的鉴别。本研

究通过筛选地鳖（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａ）与其伪品
的ＳＮＰ位点，成功设计出用于鉴别地鳖的药材、标准
汤剂和配方颗粒的特异性引物，并从 ＤＮＡ高度降解
的样品中成功提取出作为ＰＣＲ扩增的ＤＮＡ模板，可
实现对土鳖虫配方颗粒的快速鉴别。

１　仪器与试药
１１　试药　药材购于河南、山东、江苏、安徽等地，
共有２７批，经广东一方制药有限公司孙冬梅主任中
药师鉴定，其中地鳖２０批，美洲大蠊、金边土鳖、金
边龙虱各２批，具体信息见表１，标本保存于广东一
方制药有限公司标本中心，将其中地鳖药材制成２０
批标准汤剂冻干粉和１９批配方颗粒。

ＭｉｇｈｔｙＡＭＰＤＮＡ聚合酶、ＴａＫａＲａｒＴａｑＤＮＡ聚合
酶、ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＳｐｅｅｄＳＴＡＲＤＮＡ聚
合酶、ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ均购自ＴａＫａＲａ公司，蛋白
酶 Ｋ（天根生化科技（北京）有限公司），ＣＴＡＢ提取
液、ＴＡＥ缓冲液、ＳＤＳ提取液、琼脂糖（上海源叶生物
科技有限公司）、三氯甲烷、乙醇、异丙醇等均为分析

纯，水为实验室自制超纯水。

１２　仪器　ＴＵ－１００恒温金属浴（上海一恒科学仪
器有限公司），５４２４Ｒ高速冷冻离心机（艾本德公
司），ＢｉｏＳｐｅｃ－ｎａｎｏ紫外微量分光光度计（岛津公
司），ＯＳＥ－ＭＣ８微型离心机（天根生化科技（北京）
有限公司），Ｔ１００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪（伯乐生命科
技有限公司），ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＭｉｎｉＡｍｐＰｌｕｓＰＣＲ仪（赛
默飞世尔科技公司）、ＰｏｗＥａｓｅ３００Ｗ ＰＳ０３０１电泳仪
（美国伯乐生命科技有限公司），ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ水平
电泳槽（美国伯乐生命科技有限公司），Ｓｙｎｇｅｎｅ
ＮｕＧｅｎｉｕｓ凝胶成像仪（Ｓｙｎｇｅｎｅ公司）。
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表１　实验药材信息
Ｔａｂ１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

样品名称　　　
（ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ）　　　

基原　　　
（ｏｒｉｇｉｎ）　　　

来源　　
（ｓｏｕｒｃｅ）　　

数量

（ｑｕａｎｔｉｔｙ）

土鳖虫对照药材（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｓｔａｎｄ
ａｒｄｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）

地鳖（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ） 中国食品药品检定研究院（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓ
ｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ）

１

地鳖（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａ） 地鳖ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ） 河南（Ｈｅｎａｎ）、江苏（Ｊｉａｎｇｓｕ）、山东（Ｓｈａｎ
ｄｏｎｇ）、湖北（Ｈｕｂｅｉ）

２０

土鳖虫标准汤剂（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｓｔａｎｄ
ａｒｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎ）

地鳖（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ） 广东一方制药有限公司（ＧｕａｎｇｄｏｎｇＹｉｆａｎｇ
ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．Ｌｔｄ．）

２０

土鳖虫配方颗粒（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｄｉｓｐｅｎ
ｓｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ）

地鳖（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ） 广东一方制药有限公司（ＧｕａｎｇｄｏｎｇＹｉｆａｎｇ
ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．Ｌｔｄ．）

１９

美洲大蠊（ＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａＡｍｅｒｉｃａｎａ） 美洲大蠊（ＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａＬｉｎｎａｅｕｓ） 安徽（Ａｎｈｕｉ） ２

金边土鳖（ＯｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＢｕｒｍ．） 金边土鳖（ＯｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＢｕｒｍ．） 广东（Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ）、广西（Ｇｕａｎｇｘｉ） ２

金边龙虱（Ｃｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓ） 金边龙虱（Ｃｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓ） 安徽（Ａｎｈｕｉ） ２

２　方法与结果
２１　ＤＮＡ提取与质检　提取考察表明，土鳖虫药材
和标准汤剂采用中国专利ＣＮ１０１２７０３５７Ａ［２３］的方法、
配方颗粒采用两步 ＣＴＡＢ法［２４］提取的 ＤＮＡ浓度较
高，质量较好。２种方法所获得的 ＤＮＡ样品经紫外
分光光度计检测，饮片和标准汤剂提取的 ＤＮＡ浓度
均值分别为５４３７４ｎｇ·μＬ－１和２５５０９ｎｇ·μＬ－１，
Ａ２６０／Ａ２８０分别为１８８和１８９；配方颗粒提取的 ＤＮＡ
浓度均值为３０７６１ｎｇ·μＬ－１，Ａ２６０／Ａ２８０为１９８，表明
２种方法适用于土鳖虫饮片、标准汤剂和配方颗粒
ＤＮＡ的提取。
２２　特异性引物设计　从 Ｇｅｎｂａｎｋ中下载地鳖以
及伪品的 ＣＯⅠ序列，采用 Ｂｉｏｅｄｉｔ、ＭＥＧＡ等软件进
行ＣｌｕｓｔａｌＷ多重比对。序列对比发现，在２８６位地
鳖位点为Ｃ而其他物种为Ａ／Ｔ，确定该ＳＮＰ位点后，
通过ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件，设计鉴别引物 ＴＢＣ－Ｆ：
５’－ＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＡＴＡＡＴ－３’和 ＴＢＣ－
Ｒ：５’－ＡＡＣＴＡＣＴＧＣＴＣＡＡＡＣＡＡＡＴＡＡＴＧＧＡ－３’。
经特异性ＰＣＲ扩增后，扩增产物长度为２３７ｂｐ。
２３　ＰＣＲ条件建立与优化　反应体系为２５μＬ，包
括 １０×缓冲液 ２５μＬ，ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
２０μＬ，鉴别引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各 ０３μＬ，ＤＮＡ
聚合酶（５Ｕ·μＬ－１）０２μＬ，ＤＮＡ模板［标准汤剂和
颗粒２０μＬ，饮片１０μＬ］，高压灭菌超纯水补足至
２５μＬ。ＰＣＲ参数：９５℃预变性５ｍｉｎ；循环反应３９
次（９５℃ ３０ｓ，５５～５９℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ），７２℃延
伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物利用２５％的琼脂糖凝胶加入核
酸凝胶染色剂ＧｅｌＲｅｄ，通过电泳进行检测，并利用凝

胶成像仪观察结果。

为探索ＰＣＲ的最佳条件，本研究对聚合酶、退火
温度、循环次数、聚合酶量、引物量以及不同仪器进

行考察，结果如图１所示。
结果表明，用 ＳｐｅｅｄＳｔａｒ聚合酶，退火温度为

５５～５７℃，循环数为３７个，ＤＮＡ模板量在１０～９０ｎｇ
内，聚合酶和引物量为０２～０３μＬ时，可获得土鳖
虫全部 ＤＮＡ样品的最佳扩增条带，且伪品并未扩
增，不同品牌 ＰＣＲ仪，ＰＣＲ扩增条带差异较小，且空
白对照均无假阳性出现，说明该方法的耐用性较好。

２４　检测限考察　考察土鳖虫配方颗粒特异性
ＰＣＲ法的灵敏度。选择土鳖虫配方颗粒１批，分别
稀释２０、２００、２０００、２００００、２００００００倍，测定 ＤＮＡ
模板浓度，结果见表２。按土鳖虫特异性 ＰＣＲ体系
和扩增条件进行扩增，结果见图２。

结果显示，土鳖虫配方颗粒 ＤＮＡ为１５～１５ｎｇ
时均可出现特异性条带，且空白对照均无假阳性出

现，故土鳖虫配方颗粒特异性鉴别检测限（ＬＯＤ）
为１５ｎｇ。
２５　适用性考察　选择土鳖虫药材２１批、土鳖虫标
准汤剂２１批、土鳖虫配方颗粒１９批、美洲大蠊药材
及标准汤剂各３批、金边龙虱药材及标准汤剂各 ２
批、金边土鳖药材及标准汤剂各２批，按照土鳖虫特
异性 ＰＣＲ体系和扩增条件进行扩增，见图３。结果
显示，土鳖虫配方颗粒的鉴定率为１００％，真阳性率
为１００％，真阴性率为１００％，假阳性率为０％，假阴
性率为０％，表明该方法能用于土鳖虫配方颗粒的特
异性ＰＣＲ鉴别。
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Ｍ．ＤＮＡｍａｋｅｒＤＬ１０００　１、２．土鳖虫颗粒（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ）　３、４．土鳖虫标准汤剂（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ）　５．土鳖虫对照药材（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｓｔａｎｄａｒｄｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　６．土鳖虫药材（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）

７、８．美洲大蠊（ＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａＡｍｅｒｉｃａｎａ）　９、１０．金边龙虱（Ｃｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓ）　１１、１２．金边土鳖（ＯｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＢｕｒｍ．）　Ｎ．空白（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）

Ａ．不同酶（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅ）　Ｂ．不同退火温度（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｎｅａｌｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ）　Ｃ．不同循环数（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｏｆｃｙｃｌｅｓ）　Ｄ．不同酶量（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔｓ）　Ｅ．不同引物量（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｉｍｅｒａｍｏｕｎｔｓ）　Ｆ．不同模板量（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｌａｔｅｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ）　Ｇ．不同仪器（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）

图１　土鳖虫不同影响因素考察结果

Ｆｉｇ１　ＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｏｎＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａ

表２　土鳖虫配方颗粒稀释浓度

Ｔａｂ２　ＤｉｌｕｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａ

Ｓｔｅｌｅｏｐｈａｇａｆｏｒｍｕｌａｇｒａｎｕｌｅｓ

序号

（Ｎｏ）

稀释倍数

（ｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｅ）

ＤＮＡ浓度

（ＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｎｇ·μＬ－１）

１ ２０ １５

２ ２００ １５

３ ２０００ ０１５

４ ２００００ ００１５

５ ２０００００ ０００１５

６ ２００００００ ００００１５

Ｍ．ＤＮＡｍａｋｅｒＤＬ１０００　Ｎ．空白（ｂｌａｎｋ）
稀释倍数（ｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｅ）：１．２０　２．２００　３．２０００　４．２００００　
５．２０００００　６．２００００００
图２　土鳖虫特异性ＰＣＲＬＯＤ考察结果
Ｆｉｇ２　 ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬＯＤ ｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａ
ｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ
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Ｍ．ＤＮＡｍａｋｅｒＤＬ１０００　１．土鳖虫对照药材（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｓｔａｎｄａｒｄｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　２～２０．土鳖虫配方颗粒（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈ

ａｇａｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ）　２１～４１．土鳖虫饮片（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓ）　４２～６２．土鳖虫标准汤剂（ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｓｔａｎｄ

ａｒｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎ）　６３～６５．美洲大蠊药材（ＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａＡｍｅｒｉｃａｎａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　６６、６７．金边龙虱药材（Ｃｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）

６８、６９．金边土鳖药材（ＯｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＢｕｒｍ．ｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ）　７０～７２．美洲大蠊标准汤剂（ＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａＡｍｅｒｉｃａｎａｓｔａｎｄａｒｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎ）

７３、７４．金边龙虱标准汤剂（Ｃｙｂｉｓｔｅｒｔｒｉｐｕｎｃｔａｔｕｓｓｔａｎｄａｒｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎ）　７５、７６．金边土鳖标准汤剂（ＯｐｉｓｔｈｏｐｌａｔｉａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓＢｕｒｍ．ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｃｏｃｔｉｏｎ）　

Ｎ．空白（ｂｌａｎｋ）

图３　土鳖虫特异性ＰＣＲ适用性结果

Ｆｉｇ３　ＡｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ

２６　测序验证　随机选取 ３批地鳖药材、标准汤
剂和配方颗粒样品，使用优化的 ＰＣＲ条件进行扩
增，将所得产物送至生工生物工程（上海）股份有限

公司进行 Ｓａｎｇｅｒ测序，测序结果采用 ＳｅｑＭａｎ软件
进行拼接处理，并在 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／）和全球药典基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｇｐｇｅｎｏｍｅ．ｃｏｍ／）上进行ＢＬＡＳＴ比对，结果见表３。９
批样品的相似度在 ９８０％～１００％，表明该特异性
ＰＣＲ方法可应用于土鳖虫药材、标准汤剂和配方颗
粒的鉴别。

表３　土鳖虫样品测序验证结果
Ｔａｂ３　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｔｅｌｅｏｐｈａｇａｓａｍｐｌｅｓ

样品果　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　

ＮＣＢＩ ＧＰＧｅｎｏｍｅＤＢ

比对结果（ＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔ） 相似度（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）／％ 比对结果（ＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔ） 相似度（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）／％

ＹＣ０１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８８６ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９１０

ＹＣ０２ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８８８ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９０３

ＹＣ０３ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８８５ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９１２

ＢＺＴＪ０１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８０８ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９３７

ＢＺＴＪ０２ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８９１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） １００００

ＢＺＴＪ０３ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８８６ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９４７

ＰＦＫＬＩ０１ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８８２ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９３８

ＰＦＫＬＩ０２ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８８２ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９２６

ＰＦＫＬＩ０３ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９８８５ 地鳖（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓ） ９９７５

３　讨论
中药配方颗粒是将传统中药饮片通过提取、分

离、浓缩、干燥和制粒等一系列现代工艺制成的新型

配方用药，具有方便服用，安全有效的特点，但是该

剂型无法通过传统鉴别方法对原料实现准确的鉴

别，因此无法保证配方颗粒的质量控制与用药安全。

ＤＮＡ分子鉴别技术在快速发展的同时，也为解决中
药配方颗粒的质量难题控制提供了快速有效的

方法。

由于模板 ＤＮＡ的质量对于特异性 ＰＣＲ扩增成
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功至 关 重 要，本 研 究 在 试 验 中 比 较 了 专 利

ＣＮ１０１２７０３５７Ａ方法、ＤＮＡ提取试剂盒法、ＣＴＡＢ法
与两步 ＣＴＡＢ法。其中，专利 ＣＮ１０１２７０３５７Ａ的方
法采用０５％ＳＤＳ及蛋白酶 Ｋ消化后，使样品里的
蛋白质大量降解，ＤＮＡ则会溶解在消化液中，适用
于土鳖虫药材与标准汤剂及其伪品的 ＤＮＡ提取。
而中药配方颗粒在生产过程中会加入蔗糖、麦芽糊

精等多种糖分辅料，会严重影响样品 ＤＮＡ的提取，
本研究在试验中发现，相较于常用的 ＣＴＡＢ法，两
步 ＣＴＡＢ法增加了沉淀液的步骤，即通过降低盐浓
度使 ＤＮＡ从溶液中沉淀下来，而大量糖分则溶解
于溶液中，可使配方颗粒中的大部分糖分与 ＤＮＡ
分离，实现纯净 ＤＮＡ的目的。根据确定的 ２种方
法可以获得质量较高的 ＤＮＡ模板，满足后续研究
需要。

中药配方颗粒在生产过程中需要保证产品质

量的均一性，对于多基原的中药饮片，企业会有依

据地选择其中一种基原进行生产。因此，本研究设

计的特异性 ＰＣＲ引物主要针对以地鳖为原料的土
鳖虫配方颗粒，该方法可以鉴别地鳖及其伪品，但

对于药典规定的另一基原即冀地鳖，未做适用性考

察，因此，将继续对冀地鳖基原展开研究，希望为完

善动物药配方颗粒的分子鉴定提供重要的科学

依据。
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