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　　国家药品监督管理局药品监管科学体系建设重点项目“新技术新方法在中药质量控制中的应用”（ＲＳ２０２４Ｚ００６－１０５）；中国食品药品检定研究院学科

带头人培养基金 （２０２１Ｘ４）；新疆维吾尔自治区药品监督管理局智力援疆创新拓展人才计划———“新疆特色民族药研究（以新疆紫草为例）团队”项目
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基于巢式 ＰＣＲ的紫草鉴别引物筛选

刘杰１，谷海媛１，２，戴胜云１，乔菲１，连超杰１，郑健１，加沙尔·斯哈克３

（１．中国食品药品检定研究院，北京１０２６２９；２．沈阳药科大学，沈阳１１００１６；３．伊犁哈萨克自治州检验检测认证研究院，伊犁８３５０００）

摘要　目的：基于巢式聚合酶链式反应（ＰＣＲ）理念设计并筛选出可用于高效扩增与鉴别紫草市场样品真伪
的特异性引物。方法：针对新疆紫草的ＩＴＳ序列和紫草非《中华人民共和国药典》品ＩＴＳ２序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５软件进行巢式引物设计；比较ＩＴＳ２通用引物ＰＣＲ和巢式ＰＣＲ对紫草药材基因组 ＤＮＡ的扩增效
率；基于巢式引物直接扩增紫草基因组ＤＮＡ，并进行琼脂糖凝胶电泳检测；基于扩增产物片段长度、变异位
点覆盖情况对设计的紫草药材特异性引物进行评价。结果：经过 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件进行引物设计共选
出１１对引物进行合成；巢式ＰＣＲ对紫草药材基因组ＤＮＡ的扩增效率明显优于ＩＴＳ２通用引物ＰＣＲ；基于巢
式引物直接扩增紫草基因组 ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测的结果明显优于 ＩＴＳ２引物直接扩增紫草基因组
ＤＮＡ，且呈单一条带；确定ＡＥ－９Ｓ／ＡＥ－２Ａ、ＡＥ－４Ｓ／ＡＥ－１０Ａ、ＡＥ－１２Ｓ／１０Ａ、ＡＥ－２９Ｓ／ＡＥ－２９Ａ共４对
引物适用于紫草正伪品鉴定。结论：在 ＤＮＡ条形码鉴定和巢式 ＰＣＲ技术的基础上，确定了４对可以用于
有效区分药材市场中主流的新疆紫草和紫草非《中华人民共和国药典》品的特异性引物，为后续紫草药材

及其他中药民族药品种的鉴定方法研究与开发提供了可参考的依据。

关键词：紫草；聚合酶链式反应（ＰＣＲ）；内部转录间隔区２（ＩＴＳ２）；ＤＮＡ条形码；巢式ＰＣＲ（ｎＰＣＲ）
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ｃｏｐｏｅｉａｌＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｉｎｔｈｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｍａｒｋｅｔ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘａｎｄｏｔｈｅｒｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘ；ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）；ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒⅡ ｏｆｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｓｏ
ｍａｌＤＮＡ（ＩＴＳ２）；ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ；ｎｅｓｔｅｄｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｎＰＣＲ）

　　中药鉴定是研究中药品种与质量，制定中药标准，
寻找和扩大药源的前提和基础。近年来，中药鉴定技

术的迅速发展，为中药材基原物种的鉴定奠定了良好

的基础。ＤＮＡ条形码技术作为新的分子生物学物种
鉴定手段，具有鉴定结果准确，重复性良好，方法通用

性强等优点［１，２］，在传统形态分类学对物种准确鉴定

的基础上，通过对样品标准序列进行测序，建立 ＤＮＡ
条形码数据库，可以实现物种鉴定的标准化。国家药

典委员会自２０１５年版《中华人民共和国药典》（简称
《中国药典》）开始收载了中药材ＤＮＡ条形码分子鉴
定指导原则，促进了ＤＮＡ条形码技术在中药材鉴定、
药品流通与监督等诸多方面的应用［２－５］。

聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）借助ＰＣＲ仪按照相应的时间和循环次数对靶
基因序列进行扩增，由变性、退火和延伸构成１个完
整的反应周期。常规 ＰＣＲ具有程序简单、省时等优
点，但常规ＰＣＲ在退火温度不适当时会出现假阳性，
而巢式ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｎＰＣＲ）
通过使用内、外２对 ＰＣＲ引物分别进行扩增而显著
提升了ＰＣＲ的敏感性和准确性。

ＩＴＳ２区域作为中药材鉴定的潜在标准 ＤＮＡ条
形码序列，具有可用于设计通用引物的保守区域，易

于扩增，具有足够的变异用以区分亲缘物种。ＩＴＳ区
域包含ＩＴＳ２区域，具有更长的序列长度和更多的变
异位点数。为针对紫草建立较为专属的巢式ＰＣＲ鉴
别方法，考虑针对紫草的 ＩＴＳ和 ＩＴＳ２区域设计巢式
特异性引物。通过琼脂糖凝胶电泳的方法对特异性

引物的巢式ＰＣＲ扩增效果进行评价，筛选出扩增效

果好，专属性强的特异性引物。

２０２０年版的《中国药典》中收载紫草的来源为紫
草科软紫草属的新疆紫草（软紫草，Ａｒｎｅｂｉａｅｕｃｈｒｏｍａ
（Ｒｏｙｌｅ）Ｊｏｈｎｓｔ．）、内蒙紫草（黄花软紫草，Ａｒｎｅｂｉａ
ｇｕｔｔａｔａＢｕｎｇｅ）的干燥根。紫草作为民族地区常用药
材，同时也是常用大宗中药材，其需求量不断升高，

由于国内新疆紫草的产量难以满足市场需求，很多

非药典规定的植物作为紫草药材混入市场，其中包

括一些进口药材，经过对全国市场的紫草药材抽验

发现，市场上主要流通的紫草药材为新疆紫草和非

药典收载的进口紫草品种（非药典品），没有发现内

蒙紫草作为紫草药材在市场上流通。紫草药材的市

场样品因受保存时间长、保存条件差、次生代谢产物

含量高等原因的限制，导致其基因组 ＤＮＡ降解严
重。药材的基因组 ＤＮＡ提取和 ＰＣＲ扩增的有效性
是保证药材能够进行分子生物学鉴定的基础与前

提，针对紫草药材的特殊性，对其ＰＣＲ扩增条件进行
优化，可提高紫草市场药材 ＤＮＡ条形码短片段的
ＰＣＲ扩增成功率，解决紫草药材市场来源样品进行
ＤＮＡ条形码鉴定的前端问题，为中药、民族药市场药
材的成功鉴定奠定基础。

本试验拟针对紫草的ＩＴＳ和 ＩＴＳ２区域设计并筛
选巢式特异性扩增引物，为紫草市场药材的成功鉴

定提供支撑。

１　材料和方法
１１　材料　ＡＢ１３５－Ｓ万分之一分析天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ
公司），ＭＭ４００球磨仪（Ｒｅｔｓｃｈ公司），ＮａｎｏＤｒｏｐｏｎｅ
超微量分光光度计（ＴｈｅｒｎｏＦｉｓｈｅｒ公司），ＡＢＩＶｅｒｉｔｉ
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ＰＣＲ仪（ＴｈｅｒｎｏＦｉｓｈｅｒ公司），Ｍｕｐｉｄ－ｏｎｅ水平电泳仪
（Ｔａｋａｒａ公司），ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋全自动凝胶成像系统
（ＢＩＯＲＡＤ公司）。

植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒（货号ＤＰ３０５，天根
生化科技有限公司），２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液（货
号ＧＫ８００６，ＧＥＮＥｒａｙ公司），ＧｅｌＲｅｄ（货号４１００３，Ｂｉ
ｏｔｉｕｍ公司），ＦａｓｔＤｉｓｓｏｌｖｅｄＡｇａｒｏｓｅＴａｂｌｅｔｓ（货号
Ａ６１０７０９－０１００，ＢＢＩＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ），ＴｒａｎｓＤＮＡＭａｒｋ
ｅｒⅠ（货号ＢＭ４０１，ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ公司），５０×ＴＡＥ
Ｂｕｆｆｅｒ（货号ＲＴ２０４，天根生化科技有限公司）。引物
ＩＴＳ２（ＩＴＳ２Ｆ：５’－ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ－３’，
ＩＴＳ３Ｒ：５’－ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ－３’），引
物ＩＴＳ（ＩＴＳ４：５’－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３’，
ＩＴＳ５：５’－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３’）
（上海捷瑞生物工程有限公司）。

实验共选取２５批紫草样品，通过全国药材抽验
收集自药材生产或经营单位，经 ＤＮＡ条形码鉴定其
来源并由中国食品药品检定研究院郑健研究员

审核。

１２　植物总ＤＮＡ的提取　利用植物基因组提取试
剂盒对紫草样品进行基因组 ＤＮＡ提取，首先将紫草
样品用 １００％乙醇常温浸泡 ２４ｈ，取出晾干后经
ＭＭ４００进行粉碎，取样量约为１００ｍｇ，加入植物基因
组提取试剂盒中的 ＧＰ１后裂解过夜（１２～１５ｈ），后
续操作按照植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒的操作步
骤进行基因组ＤＮＡ提取。
１３　基于 ＩＴＳ、ＩＴＳ２引物的 ＰＣＲ　ＰＣＲ反应体系
２０μＬ：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液１０μＬ，上下游引物
各０４μＬ（２５μｍｏｌ·Ｌ－１），ＤＮＡ模板１μＬ，灭菌的
双蒸水８６μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性４ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，
循环 ３５次；７２℃延伸 ７ｍｉｎ。ＰＣＲ优化扩增程
序：９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，４０℃退火
３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环５次；９５℃变性３０ｓ，
５２℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，循环 ３５次；
７２℃延伸７ｍｉｎ。
１４　基于巢式ＰＣＲ理念的引物设计　ＩＴＳ引物扩增
新疆紫草的基因组 ＤＮＡ，得到的 ＩＴＳ序列去除引物
端，ＩＴＳ２引物扩增紫草市场非药典品的基因组ＤＮＡ，
得到的ＩＴＳ２序列去除５８Ｓ和２８Ｓ区段。利用Ｐｒｉｍ
ｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件针对以上新疆紫草的 ＩＴＳ序列和紫
草市场非药典品的ＩＴＳ２序列设计引物。

１５　基于巢式引物的聚合酶链式反应　反应体系
２０μＬ：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ缓冲液１０μＬ，上下游引物
各０４μＬ（２５μｍｏｌ·Ｌ－１），模板（ＰＣＲ扩增产物或
基因组ＤＮＡ）１μＬ，灭菌的双蒸水８６μＬ。ＰＣＲ反
应条件：９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５２℃退
火 ３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，循环 ３５次；７２℃延伸
７ｍｉｎ。ＰＣＲ优化扩增程序：９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃
变性３０ｓ，４０℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环 ５
次；９５℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，
循环３５次；７２℃延伸７ｍｉｎ。
１６　琼脂糖凝胶电泳检测　１×ＴＡＥ电泳缓冲液的
配制：将５０×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ稀释５０倍作为工作液，用于
琼脂糖凝胶配制及进行凝胶电泳。２０％琼脂糖凝
胶的制备：取琼脂糖凝胶片 ２片（１ｇ），加入 ５０ｍＬ
１×ＴＡＥ电泳缓冲液，微波炉中火加热煮沸３次至琼
脂糖全部融化，摇匀，冷却至６５℃左右加入显色剂
ＧｅｌＲｅｄ（１∶１００００），充分混匀，小心地倒入内槽板上，
使胶液缓慢展开，直到整个玻璃板表面形成均匀胶

层，室温下静置直至凝胶完全凝固，垂直轻拔梳子，

将凝胶及内槽放入电泳槽中，添加１×ＴＡＥ电泳缓冲
液至刚没过胶板为止。加样：在在配制好的琼脂糖

凝胶板上将３μＬ扩增产物、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ用移液器分
别将样品加入胶板的样品槽内。电泳：加样后的凝

胶板立即进行电泳，电压５Ｖ·ｃｍ－１。凝胶成像：用
凝胶成像系统拍照并保存结果。

２　结果
２１　基于 ＩＴＳ２引物的聚合酶链式反应电泳检测结
果　以 ＩＴＳ２引物对紫草样品的基因组 ＤＮＡ进行
ＰＣＲ扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，结果如
图１所示，可能受基因组ＤＮＡ降解程度或ＤＮＡ中的
杂质干扰扩增酶活性的影响，扩增结果中存在较多

未扩出或扩增产物条带不明显的样品。为改善 ＩＴＳ２
引物对紫草基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增效果，对其ＰＣＲ
扩增程序进行调整，在进行９５℃预变性４ｍｉｎ的反
应后，增加９５℃变性３０ｓ、４０℃退火３０ｓ、７２℃延伸
１ｍｉｎ的反应循环５次，然后再进行９５℃变性３０ｓ，
５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次，其扩增
产物经琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图２所示，扩增
效果并没有达到预期中惊艳的效果，扩增结果中存

在较多为扩出或扩增产物条带不明显的样品。因

此，考虑通过巢式ＰＣＲ的方法，改善紫草样品基因组
ＤＮＡ的扩增效果，为后续鉴定奠定基础。
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Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　１～２５．实验样品（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅｓ）

图１　基于ＩＴＳ２引物的聚合酶链式反应琼脂糖凝胶电泳检测结果

Ｆｉｇ１　ＴｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎＩＴＳ２ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　１～２５．实验样品（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅｓ）

图２　优化反应程序后的ＰＣＲ琼脂糖凝胶电泳检测结果

Ｆｉｇ２　Ｔｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎａｆｔｅｒｏｐｔｉｍｉｚｅｄｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ

２２　基于巢式ＰＣＲ理念的引物设计结果　经 ＤＮＡ
条形码鉴定，市场抽样的紫草样品主要有新疆紫草

和紫草市场非药典品，新疆紫草的ＩＴＳ序列和紫草市
场非药典品的ＩＴＳ２序列如下所示：

新疆紫草 （Ａｒｎｅｂｉａｅｕｃｈｒｏｍａ）－ＡＣＣＧＧＧＴＴ
ＴＡＴＣＴＴＧＴＣＧＡＴＣＣＴＧＣＡＣＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＴＣＧＣＧＡＡ
ＣＡＡＧＴＴＣＴＣＡＡＡＡＣＣＡＡＧＧＣＡＣＣＧＧＴＣＧＧＴＧＣＡＡＧＧ
ＡＡＣＡＣＣＴＴＧＣＴＣＴＣＧＡＴＣＧＧＡＧＣＣＣＡＡＣＧＧＴＧＣＣＡＣ
ＧＡＣＡＴＣＴＴＧＴＣＧＴＧＧＣＧＣＴＧＡＡＣＡＡＡＣＣＣＣＣＧＧＣＧＣ
ＧＡＧＡＡＧＣＧＣＣＡＡＧＧＡＡＴＡＣＴＴＴＡＡＣＧＡＧＡＧＣＴＴＧＡＡＣ
ＣＡＴＣＣＴＣＴＣＣＣＧＴＴＣＧＣＧＧＧＧＣＴＴＡＧＧＧＧＣＴＴＧＧＡＧ
ＡＣＧＧＣＴＴＣＴＴＴＡＴＡＡＡＣＣＡＣＡＡＣＧＡＣＴＣＴＣＧＧＣＡＡＣＧ

ＧＡＴＡＴＣＴＴＧＧＣＴＣＴＣＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＴＡＧＣＧＡ
ＡＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴＴＧＣＡＧＡＡＴＣＣＣＧＴＧＡＡ
ＣＣＡＴＣＧＡＧＴＣＴＴＴＧＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＧＣＧＣＣＴＧＡＧＧＣＣＡ
ＴＴＡＧＧＣＴＡＡＡＧＧＣＡＣＧＴＣＴＧＣＣＴＧＧＧＣＧＴＣＡＣＡＣＡＴＣ
ＧＣＧＴＣＡＣＣＣＣＡＴＣＣＡＡＡＡＴＡＡＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡ
ＴＴＧＴＧＡＣＣＴＣＣＴＧＴＧＴＣＴＴＧＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴＧＧＴＣＧＡＡＡ
ＴＴＣＧＡＧＴＣＣＧＧＡＧＣＴＴＡＧＧＡＣＴＴＣＡＣＧＡＣＡＡＧＴＧＧＴＧ
ＧＴＴＧＧＡＴＡＡＣＡＡＣＴＣＧＣＧＴＣＡＴＧＴＣＧＴＧＴＧＣＣＡＡＧＣＣ
ＴＣＣＧＴＧＴＣＴＣＣＧＴＡＧＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＧＣＧＴＧＣＴＴＴＣＣＡ
ＡＣＴＣＧＴＴＣＧＴＴＧＧＧＡＡＡＣＣＧＴＧＣＴＡＣＧＡＣＣＧＣＧＡＣＣＣ
ＣＡＧＧＴＣＡＧＧＣＧＧＧＡＴＴＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＴＴＴＡＡＧＣＡＴＡＴ
ＣＡＡＴＡＡＧＴＣＧＧＡＧＧＡＴ
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紫草市场非药典品－ＣＧＡＡＴＣＧＣＧＴＣＡＣＣＣＣＡＴＣ
ＣＡＴＧＡＴＡＣＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴＧＡＣＣＴＣＣＴＧ
ＴＧＴＣＴＴＧＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴＧＧＴＣＧＡＡＡＴＴＴＧＡＧＴＣＣＧＧＡ
ＴＣＴＴＡＧＧＡＣＴＴＣＡＣＧＡＣＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＴＡＡＣＡＡ
ＣＴＴＧＣＧＴＣＡＴＧＴＣＧＴＧＴＧＣＣＧＡＡＣＣＴＣＣＧＴＧＴＣＴＣＣＣＴ
ＡＧＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＧＣＧＴＧＣＴＴＴＣＣＡＡＣＴＣＧＴＴＴＧＴＣＧＧ

ＧＡＡＡＣＣＧＣＧＣＴＡＣＧＡＣＣＧＣＣＧ
将以上新疆紫草和紫草市场非药典品的序

列输入到 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件中，综合考虑所
得引物序列的评分和适用性，共筛选出 １１对引
物，由捷瑞公司合成引物。引物详细信息如表 １
所示。

表１　基于巢式ＰＣＲ理念的引物设计结果
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓ’ｒｅｓｕｌｔｓｄｅｓｉｇｎｅｄｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｎＰＣＲｃｏｎｃｅｐｔ

序号（Ｎｏ．） 引物名称（ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ） 引物序列５’－３’（ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ５’－３’）　　 退火温度（ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃

１ ＡＥ－２Ｓ ＡＡＴＡＡＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴ ５０

ＡＥ－２Ａ ＧＧＴＣＧＴＡＧＣＡＣＧＧＴＴＴＣＣ

２ ＡＥ－４Ｓ ＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧ ４８

ＡＥ－４Ａ ＧＡＣＡＴＧＡＣＧＣＧＡＧＴＴＧＴＴ

３ ＡＥ－５Ｓ ＧＡＣＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＴＡ ４９

ＡＥ－２Ａ ＧＧＴＣＧＴＡＧＣＡＣＧＧＴＴＴＣＣ

４ ＡＥ－７Ｓ ＣＣＡＴＴＡＧＧＣＴＡＡＡＧＧＣＡＣＧ ５０

ＡＥ－７Ａ ＣＡＣＧＧＴＴＴＣＣＣＡＡＣＧＡＡＣ

５ ＡＥ－９Ｓ ＣＡＡＧＴＴＧＣＧＣＣＴＧＡＧＧＣＣＡＴＴＡ ５５

ＡＥ－２Ａ ＧＧＴＣＧＴＡＧＣＡＣＧＧＴＴＴＣＣ

６ ＡＥ－４Ｓ ＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧ ４８

ＡＥ－１０Ａ ＣＣＴＣＣＧＡＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣＴ

７ ＡＥ－１２Ｓ ＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴＧ ４８

ＡＥ－１０Ａ ＣＣＴＣＣＧＡＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣＴ

８ ＡＥ－６Ｓ ＣＧＡＡＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧ ５０

ＡＥ－６Ａ ＧＴＡＡＴＣＣＣＧＣＣＴＧＡＣＣＴＧ

９ ＡＥ－２９Ｓ ＴＧＡＡＧＡＡＣＧＴＡＧＣＧＡＡＡＴＧ ５２

ＡＥ－２９Ａ ＡＣＡＣＧＧＡＧＧＣＴＴＧＧＣＡＣＡ

１０ ＺＣＦ０２９１８ ＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧ ５２

ＺＣＦ１６９１８ ＴＡＧＧＧＡＧＡＣＡＣＧＧＡＧＧＴＴ

１１ ＺＣＦ０３１１８ ＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴＧ ５２

ＺＣＦ１８０１９ ＧＣＣＴＴＡＧＧＧＴＣＴＡＧＧＧＡＧＡ

２３　巢式ＰＣＲ的琼脂糖凝胶电泳结果　将通用引
物扩增紫草基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ产物作为模板，分别
以表１中的１１对引物作为反应引物进行巢式 ＰＣＲ
扩增，结果如图３所示，紫草基因组ＤＮＡ经巢式ＰＣＲ
两步扩增后，其扩增成功率基本接近１００％，具有很
好的扩增效果，扩增条带主要集中在１００～３００ｂｐ，
部分样品经巢式 ＰＣＲ扩增与琼脂糖凝胶电泳检测，
结果呈单一明亮条带，也有部分样品呈多条带或弥

散条带。

２４　基于巢式引物直接扩增紫草基因组 ＤＮＡ的
琼脂糖凝胶电泳结果　为了验证以巢式引物直接

扩增紫草基因组 ＤＮＡ是否具有与巢式 ＰＣＲ相同
的扩增效率，进一步做出实验验证，结果如图４所
示，其中４对引物的扩增产物片段大小位于１００～
２００ｂｐ，分别为 ＡＥ－４Ｓ／ＡＥ－４Ａ、ＡＥ－５Ｓ／ＡＥ－
２Ａ、ＺＣＦ０３１１８／ＺＣＦ１８０１９、ＺＣＦ０２９１８／ＺＣＦ１６９１８；
有５对引物的扩增产物片段大小位于２００～３００ｂｐ，
分别为ＡＥ－７Ｓ／ＡＥ－７Ａ、ＡＥ－２Ｓ／ＡＥ－２Ａ、ＡＥ－
１２Ｓ／ＡＥ－１０Ａ、ＡＥ－４Ｓ／ＡＥ－１０Ａ、ＡＥ－９Ｓ／ＡＥ－２Ａ；
有２对引物的扩增产物片段大小位于３００～４００ｂｐ，
分别为ＡＥ－６Ｓ／ＡＥ－６Ａ和 ＡＥ－２９Ｓ／ＡＥ－２９Ａ。与
前面“２３”中 ２次 ＰＣＲ扩增得到的结果相比，
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Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　１～２５．实验样品（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅｓ）
图３　巢式ＰＣＲ的琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ３　ＴｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎＰＣＲ
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扩增效率虽不能达到 １００％，但明显优于 ＩＴＳ２引
物直接扩增紫草基因组ＤＮＡ，且呈单一条带，这对

后续紫草药材鉴别中的测序与序列比对具有重要

意义。

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　１～２５．实验样品（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅｓ）
图４　巢式引物直接扩增紫草基因组ＤＮＡ的琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ４　ＴｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡｒｎｅｂｉａｅＲａｄｉｘｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｄｉｒｅｃｔｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｎＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ
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２５　巢式引物的评价　经ＤＮＡ条形码鉴定，市场抽
样的紫草样品主要有新疆紫草和紫草市场非药典

品［６－７］，新疆紫草的ＩＴＳ序列和紫草市场非药典品的
ＩＴＳ２序列如下所示：

新疆紫草（Ａｒｎｅｂｉａｅｕｃｈｒｏｍａ）－ＡＣＣＧＧＧＴＴＴＡＴＣ
ＴＴＧＴＣＧＡＴＣＣＴＧＣＡＣＡＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣＴＣＧＣＧＡＡＣＡＡＧ
ＴＴＣＴＣＡＡＡＡＣＣＡＡＧＧＣＡＣＣＧＧＴＣＧＧＴＧＣＡＡＧＧＡＡＣＡＣ
ＣＴＴＧＣＴＣＴＣＧＡＴＣＧＧＡＧＣＣＣＡＡＣＧＧＴＧＣＣＡＣＧＡＣＡＴＣ
ＴＴＧＴＣＧＴＧＧＣＧＣＴＧＡＡＣＡＡＡＣＣＣＣＣＧＧＣＧＣＧＡＧＡＡＧＣ
ＧＣＣＡＡＧＧＡＡＴＡＣＴＴＴＡＡＣＧＡＧＡＧＣＴＴＧＡＡＣＣＡＴＣＣＴＣ
ＴＣＣＣＧＴＴＣＧＣＧＧＧＧＣＴＴＡＧＧＧＧＣＴＴＧＧＡＧＡＣＧＧＣＴＴＣ
ＴＴＴＡＴＡＡＡＣＣＡＣＡＡＣＧＡＣＴＣＴＣＧＧＣＡＡＣＧＧＡＴＡＴＣＴＴ
ＧＧＣＴＣＴＣＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＴＡＧＣＧＡＡＡＴＧＣＧＡＴ
ＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴＴＧＣＡＧＡＡＴＣＣＣＧＴＧＡＡＣＣＡＴＣＧＡＧ
ＴＣＴＴＴＧＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＧＣＧＣＣＴＧＡＧＧＣＣＡＴＴＡＧＧＣＴＡ
ＡＡＧＧＣＡＣＧＴＣＴＧＣＣＴＧＧＧＣＧＴＣＡＣＡＣＡＴＣＧＣＧＴＣＡＣＣ
ＣＣＡＴＣＣＡＡＡＡＴＡＡＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴＧＡＣＣ
ＴＣＣＴＧＴＧＴＣＴＴＧＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴＧＧＴＣＧＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴ
ＣＣＧＧＡＧＣＴＴＡＧＧＡＣＴＴＣＡＣＧＡＣＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＴ
ＡＡＣＡＡＣＴＣＧＣＧＴＣＡＴＧＴＣＧＴＧＴＧＣＣＡＡＧＣＣＴＣＣＧＴＧＴ
ＣＴＣＣＧＴＡＧＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＧＣＧＴＧＣＴＴＴＣＣＡＡＣＴＣＧＴＴ
ＣＧＴＴＧＧＧＡＡＡＣＣＧＴＧＣＴＡＣＧＡＣＣＧＣＧＡＣＣＣＣＡＧＧＴＣＡ
ＧＧＣＧＧＧＡＴＴＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＴＴＴＡＡＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧ
ＴＣＧＧＡＧＧＡＴ

紫草市场非药典品－ＣＧＡＡＴＣＧＣＧＴＣＡＣＣＣＣＡＴ
ＣＣＡＴＧＡＴＡＣＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴＧＡＣＣＴＣＣＴ
ＧＴＧＴＣＴＴＧＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴＧＧＴＣＧＡＡＡＴＴＴＧＡＧＴＣＣＧＧ
ＡＴＣＴＴＡＧＧＡＣＴＴＣＡＣＧＡＣＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＴＡＡＣＡ
ＡＣＴＴＧＣＧＴＣＡＴＧＴＣＧＴＧＴＧＣＣＧＡＡＣＣＴＣＣＧＴＧＴＣＴＣＣ
ＣＴＡＧＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＧＣＧＴＧＣＴＴＴＣＣＡＡＣＴＣＧＴＴＴＧＴＣ
ＧＧＧＡＡＡＡＣＣＧＣＧＣＴＡＣＧＡＣＣＧＣＣＧ

以上 ２条序列经 ＭＥＧＡ（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓ）软件进行自动序列对齐（ａｕｔｏｍａｔｉｃ
ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ）后，非药典品的ＩＴＳ２序列与新疆
紫草ＩＴＳ序列的４０６～６３１ｂｐ对齐，且以上２条序列
对齐部分共存在１７个变异位点，变异位点位置与对
应变异信息：４０７Ａ－Ｇ；４０８Ｃ－Ａ；４２７Ａ－Ｔ；４２８
Ａ－Ｇ；４３２Ａ－Ｃ；４３４Ｇ－Ｃ；４８９Ｃ－Ｔ；４９９Ｇ－Ｔ；５３８
Ｃ－Ｔ；５５６Ａ－Ｇ；５５８Ｇ－Ａ；５７２Ｇ－Ｃ；６０５Ｃ－Ｔ；６０８
Ｔ－Ｃ；６１８Ｔ－Ｃ；６３０Ｇ－Ｃ；６３１Ａ－Ｇ。

综合考虑１１对引物的扩增产物片段长度、变异
位点覆盖情况（表２），以及扩增产物经琼脂糖凝胶电

泳检测的条带亮度，确定ＡＥ－９Ｓ／ＡＥ－２Ａ、ＡＥ－４Ｓ／
ＡＥ－１０Ａ、ＡＥ－１２Ｓ／ＡＥ－１０Ａ、ＡＥ－２９Ｓ／ＡＥ－２９Ａ
共４对引物适用于紫草正伪品鉴定。
３　讨论与分析

ＤＮＡ条形码技术为药用植物鉴别开辟了１条新
途径，使不能从性状上进行准确鉴定的中药、民族药

样品依靠新的分子生物学手段完成快速鉴定成为可

能。巢式ＰＣＲ技术具有操作简单，灵敏度高，特异性
强，重复性好，快速等优点，该技术是由内外２对引
物先后对靶序列进行扩增，使其 ＤＮＡ拷贝数以双重
指数级增加，常规ＰＣＲ扩增对模板浓度有一定要求，
微量样品的鉴定则存在一定的难度，而巢式 ＰＣＲ扩
增的出现解决了这一困境。同时，巢式 ＰＣＲ扩增的
第２次扩增是以第１次 ＰＣＲ扩增产物为模板，其引
物结合到第１次 ＰＣＲ产物序列的内部，再加入 Ｔａｑ
酶进行再次ＰＣＲ反应，该方法既增加了模板量又保
证了Ｔａｑ酶的活性，如果第１次扩增发生了错误片
段，则第２次能在错误片段上形成引物配对并扩增
的概率很低，基本上不会出现非特异性片段。因此，

与常规ＰＣＲ相比，巢式 ＰＣＲ的灵敏度更高、特异性
更强［８－１５］。

本研究在ＤＮＡ条形码鉴定的基础上，针对紫草
药材的 ＩＴＳ２序列进行巢式引物设计，提高了紫草药
材的扩增效率，为市场样品进行真伪鉴别奠定了重

要基础，但巢式ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，
其结果中有部分样品呈多条带或弥散条带，且巢式

ＰＣＲ经两步扩增后，其扩增效率虽然大大提高，但第
二步扩增是以第一步扩增的产物作为模板，容易导

致实验环境及样品的污染，影响结果鉴定的准确性。

因此，虽然巢式ＰＣＲ扩增的结果明显优于 ＩＴＳ２引物
的常规ＰＣＲ扩增结果，本课题组仍继续考察了舍去
第一步 ＩＴＳ２引物扩增，选用巢式引物直接扩增紫草
药材基因组 ＤＮＡ的琼脂糖凝胶电泳结果。结果显
示，巢式引物的扩增效果优于 ＩＴＳ２引物，且条带单
一，适用于后续的测序及鉴定。

根据扩增效率、扩增产物长度及扩增片段所包

含的新疆紫草与紫草非药典品变异位点数对表１及
２中１１对引物进行优选，结果显示，ＡＥ－９Ｓ／ＡＥ－
２Ａ、ＡＥ－４Ｓ／ＡＥ－１０Ａ、ＡＥ－１２Ｓ／ＡＥ－１０Ａ、
ＡＥ－２９Ｓ／ＡＥ－２９Ａ此４对引物直接扩增紫草基因组
ＤＮＡ的扩增效率明显优于 ＩＴＳ２引物，扩增产物片段
长度约２００～３００ｂｐ，这个片段长度低于ＩＴＳ２引物的
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　　　　 表２　巢式引物评价信息表
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｔａｂｌｅｏｆｎｅｓｔｅｄｐｒｉｍｅｒｓ

序号

（Ｎｏ．）

引物名称

（ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ）

引物位于新疆紫草ＩＴＳ序列中的位置

（ｐｒｉｍｅｒｌｏｃａｔｉｏｎｉｎＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｏｆＡｒｎｅｂｉａｅｕｃｈｒｏｍａ）

扩增产物片段大小（扩增产物变异位点数）

［ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

（ｖａｒｉａｎｔｓｎｕｍｂｅｒｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ）］

１ ＡＥ－２Ｓ ４２８－４４９ ～２００ｂｐ（８）

ＡＥ－２Ａ ６１０－６２７

２ ＡＥ－４Ｓ ４３４－４５１ １００～２００ｂｐ（／）

ＡＥ－４Ａ ５３１－５４８

３ ＡＥ－５Ｓ ５１３－５３１ １００～２００ｂｐ（／）

ＡＥ－２Ａ ６１０－６２７

４ ＡＥ－７Ｓ ３７２－３９０ ２００～３００ｂｐ（１２）

ＡＥ－７Ａ ６０２－６１９

５ ＡＥ－９Ｓ ３５６－３７７ ２００～３００ｂｐ（１４）

ＡＥ－２Ａ ６１０－６２７

６ ＡＥ－４Ｓ ４３４－４５１ ２００～３００ｂｐ（１１）

ＡＥ－１０Ａ ６６５－６８５

７ ＡＥ－１２Ｓ ４３６－４５３ ２００～３００ｂｐ（１１）

ＡＥ－１０Ａ ６６５－６８５

８ ＡＥ－６Ｓ ２９８－３１６ ３００～４００ｂｐ（／）

ＡＥ－６Ａ ６３５－６５２

９ ＡＥ－２９Ｓ ２８６－３０４ ～３００ｂｐ（９）

ＡＥ－２９Ａ ５５０－５６７

１０ ＺＣＦ０２９１８ ４３４－４５１ １００～２００ｂｐ（／）

ＺＣＦ１６９１８ ５５７－５７４

１１ ＺＣＦ０３１１８ ４３６－４５３ １００～２００ｂｐ（／）

ＺＣＦ１８０１９ ５６７－５８５

扩增片断长度，对于紫草药材降解后的基因组 ＤＮＡ
也能保证很好的扩增效率，同时还能在琼脂糖凝胶

电泳检测时与扩增过程中可能产生的引物二聚体明

显区分开。新疆紫草与紫草非药典品经此４对引物
扩增后，扩增产物存在９～１４个变异位点，能够明显
区分紫草药材正伪品，达到对市场紫草药材进行真

伪鉴别的目的。

本研究在 ＤＮＡ条形码鉴定和巢式 ＰＣＲ技术的
基础上，确定了４对可以用于有效区分药材市场中
主流的新疆紫草和紫草非药典品的特异性引物，为

后续紫草药材的鉴定方法研究与开发奠定了基础，

同时为紫草药材的标准提升与补充分子生物学鉴别

标准提供了可参考的依据。
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