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中成药中全蝎掺伪 ＤＮＡ分子鉴定

段宝丽１，２，尤春雪２，蒋超１

（１．道地药材品质保障与资源持续利用全国重点实验室 中国中医科学院中药资源中心，北京 １００７００；
２．天津农学院 动物科学与动物医学学院 天津市农业动物繁育与健康养殖重点实验室，天津 ３００３９２）

摘要　目的：建立有效检出中成药中细尖狼蝎成分的方法，检测获得中成药中全蝎掺伪情况。方法：收集
《中华人民共和国药典》收载的３０种含全蝎成分的中成药，提取ＤＮＡ，比对线粒体细胞色素 Ｃ氧化酶亚基
Ⅰ（ＣＯⅠ）基因序列差异，分别设计全蝎源性和细尖狼蝎源性特异性鉴别引物并对退火温度、循环次数、Ｔａｑ
酶以及ＤＮＡ浓度进行优化，最终确定细尖狼蝎最适 ＰＣＲ鉴别条件包括退火温度５２℃，循环数为３６，Ｔａｑ
酶为２×ＰＣＲＭｉｘ，ＤＮＡ模板为１μＬ，通过建立的中成药中细尖狼蝎成分检出方法对市售３０种中成药中全
蝎投料情况进行鉴定。结果：经凝胶电泳检测，３０个全蝎成分中成药均检出正品东亚钳蝎特有 ＤＮＡ条带，
１８种中成药（６０％）在１００～２５０ｂｐ可见单一细尖狼蝎特异性ＤＮＡ条带，空白对照无条带。对检出细尖狼
蝎特异性条带的ＰＣＲ产物进行 ＴＡ克隆后测序，序列均与细尖狼蝎参考序列具有很高的相似性（９２％～
９８％），系统发育结果表明获得的序列均与细尖狼蝎为同一支系而与东亚钳蝎不同，因此在１２０ｂｐ左右出
现单一条带可鉴定为细尖狼蝎。结论：中成药中全蝎投料存在以细尖狼蝎掺伪全蝎投料的现象，需要加强

监管。本研究建立的方法可以快速准确检出中成药中细尖狼蝎成分，有利于完善全蝎中成药的质量控制方

法，为其临床应用提供保障。

关键词：中成药；全蝎；东亚钳蝎；细尖狼蝎；聚合酶链式反应；分子鉴定；ＴＡ克隆；系统发育树
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ｓｈｏｗｅｄａｓｉｎｇｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃＤＮＡｂａｎｄｂｅｔｗｅｅｎ１００－２５０ｂｐ，ｉｎｄｉｃａｔｉｖｅｏｆＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎ
ｔｒｏｌｅｘｈｉｂｉｔｅｄｎｏｂａｎｄｓＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｂａｎｄｓ，ａｆｔｅｒＴＡｃｌｏｎｉｎｇ，ｒｅｖｅａｌｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ（９２％－９８％）ｔｏｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＬｙ
ｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅａｇｅａｓＬｙ
ｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓａｎｄｗｅｒｅｄｉｓｔｉｎｃｔｆｒｏｍｔｈｅＭｅｓｏｂｕｔｈｕｓｍａｒｔｅｎｓｉｉＴｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａｓｉｎｇｌｅｂａｎｄａｒｏｕｎｄ
１２０ｂｐｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓｍｉｘｅｄｗｉｔｈａｕｔｈｅｎｔｉｃｓｃｏｒｐｉｏｎｍａｔｅｒｉａｌｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｅｎｔｍｅｄｉｃｉｎｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｓａｎｅｅｄｆｏｒｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｅｄｓｕｐｅｒ
ｖｉｓｉｏｎＴｈｅｍｅｔｈｏｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｅｎａｂｌｅｓｔｈｅｒａｐｉｄａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｅｎｔｍｅｄｉｃｉｎｅｓＴｈｉｓｉｓｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｆｏｒｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆｗｈｏｌｅｓｃｏｒｐｉｏｎ－ｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｅｎｔｍｅｄｉｃｉｎｅｓ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｓｓｕｒａｎｃｅｆｏｒｔｈｅｉｒｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｈｉｎｅｓｅｐａｔｅｎｔｍｅｄｉｃｉｎｅ；Ｂｕｔｈｕｓｍａｒｔｅｎｓｉｉ；Ｍｅｓｏｂｕｔｈｕｓ．ｍａｒｔｅｎｓｉｉ；Ｌｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ；ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＴＡｃｌｏｎｅ；ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅ

　　中成药已失去绝大多数性状和显微鉴别特征，
其投料基原的鉴定一直是中药鉴定的难点问题，尤

其是含动物药材中成药的鉴定更是中药鉴定的瓶颈

问题。全蝎是中成药中常用药味，基原为钳蝎科动

物东亚钳蝎（ＢｕｔｈｕｓｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ）的干燥体，具有
息风镇痉、通络解毒、攻毒散结的功效［１］。２０２０年版
《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药典》）收

载了３５个含有全蝎药材的中成药处方。全蝎为有
毒药材，主要毒性成分为毒囊蛋白［２］，其毒囊尺寸、

蛋白含量及 Ｎａ＋／Ｋ＋毒素肽等均优于其他蝎类［３］。

细尖狼蝎（ＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓＦａｂｒｉｃｉｕｓ）为钳蝎科狼
蝎属物种，是东南亚地区钳蝎科的优势种，已通过合

法或不合法手段流入我国药材市场［４］。市场调查结

果表明，超过３０％的全蝎药材中存在混伪情况，混伪
品均为细尖狼蝎［５］。全蝎药材或饮片形态相对完

整，易与混伪品区分，尤其是全蝎尾节只有 １个毒
齿，而细尖狼蝎具有明显的亚毒齿结构［６］；但对于已

失去形态和显微鉴别特征的全蝎中成药，目前仍缺

乏有效的真伪鉴别手段。目前全蝎中成药是否存在

混伪风险不明，混伪比例不清。

ＤＮＡ分子鉴定技术凭借其稳定准确、不受外观形态
影响的特点，已逐步用于中药材、配方颗粒及中成药

投料基原鉴定［７－１５］。为全面调研中成药中全蝎混伪

情况，本研究收集了３０个含全蝎成分中成药，并建
立有效ＤＮＡ分子鉴别方法。发现３０个全蝎成分中
成药均检出正品东亚钳蝎特有ＤＮＡ条带，但其中１８
种中成药（６０％）检出细尖狼蝎成分，表明目前中成
药中全蝎存在较大混伪风险，需要加强监管。

１　材料
１１　药材及中成药的来源

全蝎对照药材（中国食品药品检定研究院，批号

１２１０４４－２０１１０４），细尖狼蝎药材经中国中医科学院蒋
超副研究员鉴定（购自河南许昌，编号２２０７００１Ｗ）。
中成药购自不同药店，样品保存于天津农学院（表１）。
１２　主要仪器

Ｓ１０００ＴＭ型 ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＣｈｅｍｉＤＯ
ＣＸＲＳ＋型凝胶成像仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＡＸ２２４ＺＨ／Ｅ
型电子天平，感量００００１ｇ（奥豪斯仪器有限公司）；
ＺＳＢＢ－７１２型恒温水槽（二海智城分析仪器制造有
限公司）；Ｂｌｕｅｐａｒｄ电热恒温培养箱（上海一恒
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　　　　 表１　含全蝎中成药

Ｔａｂ１　ＣｏｎｔａｉｎｓｓｃｏｒｐｉｏｎｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ

序号

（Ｎｏ．）

样品

编号

（ｓａｍｐｌｅ

Ｎｏ．）

样品名称　　　　

（ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）　　　　

全蝎成分比例

（ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

ｏｆｓｃｏｒｐｉｏｎ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ）／％

１ ２３０２２７０１小儿七珍丸（ＸｉａｏｅｒＱｉｚｈｅｎｐｉｌｌｓ） １８８７

２ ２３０２２７０２小儿至宝丸（ＸｉａｏｅｒＺｈｉｂａｏｐｉｌｌｓ） ３６２

３ ２３０２２７０３小儿惊风七里散（ＸｉａｏｅｒＪｉｎｇｆｅｎｇＱｉｌｉｐｏｗｄｅｒ） ２５２９

４ ２３０２２７０４止痛化片（ＺｈｉｔｏｎｇＨｕａｚｈｅｎｇｔａｂｌｅｔｓ） ５０２

５ ２３０２２７０５止痛化胶囊（ＺｈｉｔｏｎｇＨｕａｚｈｅｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ） ５０２

６ ２３０２２７０６中风回春丸（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＨｕｉｃｈｕｎｐｉｌｌｓ） １１１

７ ２３０２２７０７中风回春片（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＨｕｉｃｈｕｎｔａｂｌｅｔｓ） １１１

８ ２３０２２７０８牛黄千金散（ＮｉｕｈｕａｎｇＱｉａｎｊｉｎｐｏｗｄｅｒ） １２９９

９ ２３０２２７０９牛黄镇惊丸（ＮｉｕｈｕａｎｇＺｈｅｎｊｉｎｇｐｉｌｌｓ） １２９３

１０ ２３０２２７１０复方牵正膏（ＦｕｆａｎｇＱｉａｎｚｈｅｎｇｏｉｎｔｍｅｎｔ） １０６４

１１ ２３０２２７１１再造丸（Ｚａｉｚａｏｐｉｌｌｓ） １８１２

１２ ２３０２２７１３脉络舒通丸（ＭａｉｌｕｏＳｈｕｔｏｎｇｐｉｌｌｓ） ２４１

１３ ２３０２２７１４脉络舒通颗粒（ＭａｉｌｕｏＳｈｕｔｏｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ） ２４２

１４ ２３０２２７１５活血壮筋丸（ＨｕｏｘｕｅＺｈｕａｎｇｊｉｎｐｉｌｌｓ） ４９４

１５ ２３０２２７１６培元通脑胶囊（ＰｅｉｙｕａｎＴｏｎｇｎａｏｃａｐｓｕｌｅｓ） ２８８

１６ ２３０２２７１７脑心通胶囊（Ｎａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ） ３２４

１７ ２３０２２７１８通痹片（Ｔｏｎｇｂｉｔａｂｌｅｔｓ） １４２

１８ ２３０２２７１９通痹胶囊（Ｔｏｎｇｂｉｃａｐｓｕｌｅｓ） １４２

１９ ２３０２２７２０医痫丸（Ｙｉｘｉａｎｐｉｌｌｓ） ２４６

２０ ２３０２２７２２麝香风湿胶囊（ＳｈｅｘｉａｎｇＦｅｎｇｓｈｉｃａｐｓｕｌｅｓ） ３２７

２１ ２３０２２７２３麝香抗栓丸（ＳｈｅｘｉａｎｇＫａｎｇｓｈｕａｎｐｉｌｌｓ） ０９６

２２ ２３０２２７２４风湿马钱片（ＦｅｎｇｓｈｉＭａｑｉａｎｔａｂｌｅｔｓ） ６８６

２３ ２３０２２７２５复方夏天无片（ＦｕｆａｎｇＸｉａｔｉａｎｗｕｔａｂｌｅｔｓ） ０３９

２４ ２３０２２７２６清眩治瘫丸（ＱｉｎｇｘｕａｎＺｈｉｔａｎｐｉｌｌｓ） １１４

２５ ２３０２２７２７腰痛宁胶囊（Ｙａｏｔｏｎｇｎｉｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ） ６８

２６ ２３０２２７２８中风再造丸（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＺａｉｚａｏｐｉｌｌｓ） ０５６

２７ ２３０２２７２９八宝惊风散（ＢａｂａｏＪｉｎｇｆｅｎｇｐｏｗｄｅｒ） ２０３

２８ ２３０２２７３０醒脑再造胶囊－甲（ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｊｉａ） ０６３

２９ ２３０２２７３１醒脑再造胶囊－乙（ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｙｉ） ０６３

３０ ２３０２２７３２人参再造丸（ＲｅｎｓｈｅｎＺａｉｚａｏｐｉｌｌｓ） １９５

科学仪器有限公司）；新华牌 ＬＭＱＣ型立式灭菌器
（山东新华医疗器械股份有限公司）；蛋白电泳转印

系统（ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＪＹ－ＳＰＧＴ型电泳槽（北京君
意东方电泳设备有限公司）。

１３　试剂
Ｗｉｚａｒｄ ＳＶＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ

（Ｐｒｏｍｅｇａ生物公司，批号Ａ２３６１），２×Ｔ５ｓｕｐｅｒＭｉｘ（擎
科生物技术有限公司，批号 ＴＳＥ００５），２×ＭｉｇｈｔｙＡｍｐ

Ｔａｑ（Ｔａｋａｒａ公司，批号Ｒ０７１Ａ），２×Ｍ５ＰＣＲＭｉｘ（北京
聚合美生物技术有限公司，批号ＭＦ１６４），２×Ｉ５ＨｉｆｉＴａｑ
Ｍｉｘ（ＭＣｌａｂ公司，批号 Ｉ５ＨＭ－１００），Ｔｒａｎｓ２ＫＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（北京全式金生物技术有限公司，批号ＢＭ１０１），
ｐＴＯＰＯ－Ｔ连接试剂盒（北京聚合美生物技术有限公
司，批号ＭＦ０１９），大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞（北京聚
合美生物技术有限公司，批号ＭＦ０３８）。
２　方法与结果
２１　ＤＮＡ提取

取市售中成药样品丸剂０１ｇ，散剂、片剂和胶
囊粉末００５ｇ，膏药１ｃｍ２（除去盖衬，剪碎），用于
ＤＮＡ提取。使用 Ｗｉｚａｒｄ ＳＶＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒，依据说明书步骤进行操作，模
板ＤＮＡ溶液置－２０℃冰箱中保存备用。
２２　引物设计

比对全蝎、细尖狼蝎及其伪品 ＣＯⅠ序列，寻找细
尖狼蝎差异位点，为保证设计出的引物能适用于细尖

狼蝎原动物、药材及中成药，调整使预期扩增产物片段

大小不超过２００ｂｐ，差异ＳＮＰ位点位于上游或下游引
物３′末端。最终设计细尖狼蝎特异性ＰＣＲ鉴别引物
ＸＪＦ５′－ＴＣＴＧＴＴＧＡＴＴＴＡＡＣＴＡＴＴＴＴＣＡＧ－３′，ＸＪＲ
５′－ＡＡＴＡＡＡＧＧＡＡＣＴＣＧＣＴＣＣＡＴ－３′，预期ＰＣＲ产物
长度约１２０ｂｐ，见图１。全蝎特异性 ＰＣＲ鉴别引物：
ＱＸＦ５′－ＧＧＡＧＡＴＴＧＧＡＡＴＡＣＣＴＧＧＡＧ－３′和 ＱＸＦ
５′－ＧＧＡＧＣＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＡＡＣ－３′，预期 ＰＣＲ产物长
度约１５０ｂｐ，引物由生工生物工程（上海）股份有限公
司合成。

２３　ＰＣＲ扩增条件
使用细尖狼蝎鉴别引物 ＸＪＦ／Ｒ对全蝎对照药

材、细尖狼蝎药材及中成药 ＤＮＡ进行如下考察，①
退火温度：５０、５２、５４、５６℃；②ＰＣＲ循环数：３４、３６、
３８、４０个循环；③ Ｔａｑ种类：２×Ｔ５ｓｕｐｅｒＭｉｘ，
２×ＭｉｇｈｔｙＡｍｐＴａｑ，２×Ｍ５ＰＣＲＭｉｘ和 Ｉ５ＨｉｆｉＴａｑ；
④ＤＮＡ模板量：３、１０、３０、９０ｎｇ对ＰＣＲ鉴别结果稳定
性的影响。筛选出最适鉴别条件，对中成药中细尖

狼蝎进行位点特异性 ＰＣＲ鉴别。将 ＰＣＲ反应扩增
得到的细尖狼蝎特异性 ＤＮＡ片段的产物与载体连
接，连接产物转入 ＤＨ５α感受态细胞中，进行克隆转
化。使用全蝎对照药材、细尖狼蝎药材及上述中成

药ＤＮＡ进行扩增，初始 ＰＣＲ反应体系２５μＬ（包含
２×Ｍ５ＰＣＲＭｉｘ１２５μＬ，全蝎特异性引物 ＱＸＦ／Ｒ
各０２５μＬ，ＤＮＡ模板 １μＬ，双蒸灭菌水 １１μＬ）。
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图１　细尖狼蝎引物设计序列比对图

Ｆｉｇ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｄｅｓｉｇｎｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｏｆｔｈｅＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ

ＰＣＲ初始反应参数：９５℃预变性５ｍｉｎ，循环反应３８
次（９５℃变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ），
７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后，取反应产物１０
μＬ点样于 ＣｅｌＲｅｄ核酸染料染色的１５％琼脂糖凝
胶上，１９０Ｖ电压条件下电泳２５ｍｉｎ，置 ＢＩＯＲＡＤ凝
胶成像系统观测。

２４　ＰＣＲ产物ＴＡ克隆
室温下建立 １０μＬ体系（纯化后的 ＰＣＲ产物

４μＬ、ｐＴＯＰＯ－ＴＡ１μＬ、１０ｘＥｎｈａｎｃｅｒ１μＬ、灭菌水
补齐），室温连接１０ｍｉｎ，转化到事先解冻的感受态
细胞１００μＬ中，加入连接液５μＬ轻轻混匀，室温放
置１０ｍｉｎ，加ＬＢ培养基（不含抗生素）８００μＬ，３７℃
１８０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养 ３０ｍｉｎ；为得到较多克隆，
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １ｍｉｎ，吸弃掉部分上清，保留
１００μＬ，轻弹悬浮菌体，取全部菌液涂板（含氨苄青
霉素１００μｇ·ｍＬ－１），过夜培养。
２５　菌粒ＰＣＲ

挑取氨苄阳性平皿中单一菌落使用通用引物

Ｍ１３Ｆ／Ｍ１３Ｒ（Ｍ１３Ｆ５′－ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧ－

３′，Ｍ１３Ｒ５′－ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ－３′）进行菌
粒ＰＣＲ，菌粒 ＰＣＲ反应体系包括 ２×Ｍ５ＰＣＲＭｉｘ
１２５μＬ，通用引物 Ｍ１３Ｆ／Ｍ１３Ｒ（１０μｍｏｌ·μＬ－１）各
０２５μＬ，单一菌粒１个，无菌双蒸水补齐。ＰＣＲ反应
参数：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５２℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ；
７２℃５ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ产物进行电泳检测，转化
成功的ＰＣＲ产物，送北京华大基因进行一代测序。
２６　构建系统发育树

登录美国国家生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎ
ｔｅｒｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）网站 Ｇｅｎｂａｎｋ
数据库中下载的蝎的序列（钳蝎科 Ｂｕｔｈｉｄａｅ：东亚钳
蝎，登录号为ＭＮ７２９５５５１、ＪＦ７００１４６１、ＪＦ７００１４５１；
细尖 狼 蝎，登 录 号 为 ＪＮ０１８２１１１、ＪＮ０１８２１０１、
ＪＮ０１８１５３１；半蝎科 Ｈｅｍｉｓｃｏｒｐｉｉｄａｅ：澳链尾蝎Ｌｉｏｃｈｅ
ｌｅｓａｕｓｔｒａｌａｓｉａｅ，登录号为ＭＦ９８３６２２１、ＪＮ０１８１５７１）和
之前收集蝎样本ＣＯⅠ序列（钳蝎科：东亚钳蝎，样品
编号为２２０７００７、２２０７００８、２０２２ＳＤＨＺ０１、２０２２ＨＢ０１；条
斑钳蝎Ｍｅｓｏｂｕｔｈｕｓｅｕｐｅｕｓ，样品编号为２０２２ＴＢ００１～３、
２０２２ＴＢ００５、２０２２ＴＢ００７；博乐正钳蝎 Ｍｅｓｏｄｕｔｈｕｓｂｏｌｅｎ
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ｓｉｓ，样品编号为２０２２ＸＪＣＪ０１。豚蝎科 Ｃｈａｅｒｉｌｉｄａｅ：迪邦
豚 蝎 Ｃｈａｅｒｉｌｕｓ ｄｉｂａｎｇｖａｌｌｅｙｃｕｓ，样 品 编 号 为

２０２１０７０６１０８～１１１、２０２１０７０６１３０、２０２１０７０８１４３。真蝎
科 Ｅｕｓｃｏｒｐｉｉｄａｅ：库氏真蝎Ｅｕｓｃｏｒｐｉｏｐｓｋｕｂａｎｉ作为外类
群，样品编号为２０２２０７１５００１）与中成药中细尖狼蝎一
代测序 Ｂｌａｓｔ比对成功的结果，使用 ＭＥＧＡ－Ｘ［１６］软
件，构建ＮＪ系统发育树。
２７　中成药中全蝎成分鉴别

对中成药中全蝎成分进行鉴定，结果３０种中成
药均能扩增出与全蝎对照药材一致的特异性鉴别条

带，阴性对照无条带，见图２。

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ　Ｐ．全蝎对照药材（Ｓｃｏｒｐｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｍｅｄｉｃｉｎａｌｈｅｒｂｓ）

１．小儿七珍丸（ＸｉａｏｅｒＱｉｚｈｅｎｐｉｌｌｓ）　２．小儿至宝丸（ＸｉａｏｅｒＺｈｉｂａｏ

ｐｉｌｌｓ）　３．小儿惊风七里散（ＸｉａｏｅｒＪｉｎｇｆｅｎｇＱｉｌｉｐｏｗｄｅｒ）　４．止痛化

片（ＺｈｉｔｏｎｇＨｕａｚｈｅｎｇｔａｂｌｅｔｓ）　５．止痛化胶囊（ＺｈｉｔｏｎｇＨｕａｚｈｅｎｇ

ｃａｐｓｕｌｅｓ）　６．中风回春丸（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＨｕｉｃｈｕｎｐｉｌｌｓ）　７．中风回春

片（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＨｕｉｃｈｕｎｔａｂｌｅｔｓ）　８．牛黄千金散（ＮｉｕｈｕａｎｇＱｉａｎｊｉｎｐｏｗ

ｄｅｒ）　９．牛黄镇惊丸（ＮｉｕｈｕａｎｇＺｈｅｎｊｉｎｇｐｉｌｌｓ）　１０．复方牵正膏（Ｆｕ

ｆａｎｇＱｉａｎｚｈｅｎｇｏｉｎｔｍｅｎｔ）　１１．再造丸（Ｚａｉｚａｏｐｉｌｌｓ）　１２．脉络舒通

丸（ＭａｉｌｕｏＳｈｕｔｏｎｇｐｉｌｌｓ）　１３．脉络舒通颗粒（ＭａｉｌｕｏＳｈｕｔｏｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ）

１４．活血壮筋丸（ＨｕｏｘｕｅＺｈｕａｎｇｊｉｎｐｉｌｌｓ）　１５．培元通脑胶囊（Ｐｅｉｙｕａｎ

Ｔｏｎｇｎａｏｃａｐｓｕｌｅｓ）　１６．脑心通胶囊（Ｎａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ）　１７．通痹

片（Ｔｏｎｇｂｉｔａｂｌｅｔｓ）；１８．通痹胶囊（Ｔｏｎｇｂｉｃａｐｓｕｌｅｓ）　１９．医痫丸（Ｙｉｘ

ｉａｎｐｉｌｌｓ）　２０．麝香风湿胶囊（ＳｈｅｘｉａｎｇＦｅｎｇｓｈｉｃａｐｓｕｌｅｓ）　２１．麝香抗

栓丸（ＳｈｅｘｉａｎｇＫａｎｇｓｈｕａｎｐｉｌｌｓ）　２２．风湿马钱片（ＦｅｎｇｓｈｉＭａｑｉａｎｔａｂ

ｌｅｔｓ）　２３．复方夏天无片（ＦｕｆａｎｇＸｉａｔｉａｎｗｕｔａｂｌｅｔｓ）　２４．清眩治瘫

丸（ＱｉｎｇｘｕａｎＺｈｉｔａｎｐｉｌｌｓ）　２５．腰痛宁胶囊（Ｙａｏｔｏｎｇｎｉｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ）　

２６．中风再造丸（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＺａｉｚａｏｐｉｌｌｓ）　２７．八宝惊风散（ＢａｂａｏＪｉｎｇ

ｆｅｎｇｐｏｗｄｅｒ）　２８．醒脑再造胶囊 －甲（ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｊｉａ）

２９．醒脑再造胶囊 －乙（ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｙｉ）　３０．人参再造

丸（ＲｅｎｓｈｅｎＺａｉｚａｏｐｉｌｌｓ）　Ｎ．空白（ｂｌａｎｋ）

图２　中成药中全蝎成分鉴别的结果

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｃｏｒｐｉｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｐｒｏｐｒｉｅｔａ

ｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ

２８　中成药中细尖狼蝎成分鉴别
使用本方法对３０种中成药进行鉴定，以检测含有

细尖狼蝎成分的中成药，结果经ＰＣＲ凝胶电泳发现，
有１８个样本与细尖狼蝎药材在相应的位置上均可扩
增出单一特异性鉴别条带，空白对照无条带，见图３。

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ　Ｐ．全蝎对照药材（Ｓｃｏｒｐｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｍｅｄｉｃｉｎａｌｈｅｒｂｓ）

１．细尖狼蝎药材（Ｌｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｍｅｄｉｃｉｎｅ）　２．小儿七珍丸（Ｘｉａｏｅｒ

Ｑｉｚｈｅｎｐｉｌｌｓ）　３．小儿至宝丸（ＸｉａｏｅｒＺｈｉｂａｏｐｉｌｌｓ）　４．小儿惊风七里

散（ＸｉａｏｅｒＪｉｎｇｆｅｎｇＱｉｌｉｐｏｗｄｅｒ）　５．止痛化片（ＺｈｉｔｏｎｇＨｕａｚｈｅｎｇｔａｂ

ｌｅｔｓ）　６．止痛化胶囊（ＺｈｉｔｏｎｇＨｕａｚｈｅｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ）　７．中风回春丸

（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＨｕｉｃｈｕｎｐｉｌｌｓ）　８．中风回春片（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＨｕｉｃｈｕｎｔａｂｌｅｔｓ）

９．牛黄千金散（ＮｉｕｈｕａｎｇＱｉａｎｊｉｎｐｏｗｄｅｒ）　１０．牛黄镇惊丸（Ｎｉｕｈｕａｎｇ

Ｚｈｅｎｊｉｎｇｐｉｌｌｓ）　１１．复方牵正膏（ＦｕｆａｎｇＱｉａｎｚｈｅｎｇｏｉｎｔｍｅｎｔ）　１２．再

造丸（Ｚａｉｚａｏｐｉｌｌｓ）　１３．脉络舒通丸（ＭａｉｌｕｏＳｈｕｔｏｎｇｐｉｌｌｓ）　１４．脉络

舒通颗粒 （ＭａｉｌｕｏＳｈｕｔｏｎｇｇｒａｎｕｌｅｓ）　１５．活血壮筋 丸（Ｈｕｏｘｕｅ

Ｚｈｕａｎｇｊｉｎｐｉｌｌｓ）　１６．培元通脑胶囊（ＰｅｉｙｕａｎＴｏｎｇｎａｏｃａｐｓｕｌｅｓ）　１７．

脑心通胶囊（Ｎａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ）　１８．通痹片（Ｔｏｎｇｂｉｔａｂｌｅｔｓ）　１９．

通痹胶囊（Ｔｏｎｇｂｉｃａｐｓｕｌｅｓ）　２０．医痫丸（Ｙｉｘｉａｎｐｉｌｌｓ）　２１．麝香风湿

胶囊（ＳｈｅｘｉａｎｇＦｅｎｇｓｈｉｃａｐｓｕｌｅｓ）　２２．麝香抗栓丸（ＳｈｅｘｉａｎｇＫａｎｇ

ｓｈｕａｎｐｉｌｌｓ）　２３．风湿马钱片（ＦｅｎｇｓｈｉＭａｑｉａｎｔａｂｌｅｔｓ）２４．复方夏天无

片（ＦｕｆａｎｇＸｉａｔｉａｎｗｕｔａｂｌｅｔｓ）　２５．清眩治瘫丸（ＱｉｎｇｘｕａｎＺｈｉｔａｎｐｉｌｌｓ）

２６．腰痛宁胶囊（Ｙａｏｔｏｎｇｎｉｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ）　２７．中风再造丸（Ｚｈｏｎｇｆｅｎｇ

Ｚａｉｚａｏｐｉｌｌｓ）　２８．八宝惊风散（ＢａｂａｏＪｉｎｇｆｅｎｇｐｏｗｄｅｒ）　２９．醒脑再造

胶囊 －甲 （ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｊｉａ）　 ３０．醒 脑 再 造 胶

囊－乙（ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｙｉ）　３１．人参再造丸（Ｒｅｎｓｈｅｎ

Ｚａｉｚａｏｐｉｌｌｓ）Ｎ．空白（ｂｌａｎｋ）

图３　中成药中细尖狼蝎成分鉴别的结果

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎ

ｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ

２９　ＴＡ克隆结果讨论与分析
经克隆转化后进行菌粒ＰＣＲ见图４－Ａ，ＰＣＲ扩

增后进行电泳，克隆成功会在２６０ｂｐ处出现单一明
亮条带，见图４－Ｂ。将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中的细
尖狼蝎完整基因组序列（ＮＣ＿０７２２１５１）匹配结果均
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在９２％以上，具体结果见表２。证明克隆得到的片段
是目的片段。

Ａ．细尖狼蝎 ＤＮＡ克隆后菌斑图谱（ｐｌａｑｕｅｍａｐａｆｔｅｒＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇｏｆ

Ｌｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ）　Ｂ－Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ　１～４．小儿七珍丸（Ｘｉａｏ

ｅｒＱｉｚｈｅｎｐｉｌｌｓ）　Ｎ．空白（ｂｌａｎｋ）

图４　中成药中细尖狼蝎成分ＴＡ克隆菌斑结果

Ｆｉｇ４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＴＡｃｌｏｎａｌｐｌａｑｕｅｏｆＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｉｎｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ

２１０　系统发育树圈图分析
ＮＪ系统发育树支持（ＢＳ＝８７）中成药ＴＡ克隆获

得的序列与细尖狼蝎为同一种，但物种之间可能存

在个体差异，如图５，此外系统发育树圈图显示细尖
狼蝎与全蝎药材均聚类在同一大枝进一步证实同为

钳蝎科物种，且与其他物种均不在同一分支，由此可

以证明中成药中细尖狼蝎伪品真实存在。

３　讨论
３１　退火温度的确定

使用细尖狼蝎特异性鉴别引物进行ＰＣＲ扩增，分
别设置退火温度５０、５２、５４、５６℃，结果表明在５０～５２
℃时，小儿七珍丸、复方牵正膏、腰痛宁胶囊及醒脑再
造胶囊－甲在１００～２５０ｂｐ可见单一细尖狼蝎特异性
ＤＮＡ条带，全蝎对照药材及阴性对照在此温度内均未
扩增出条带，５４～５６℃时退火温度过高，样本扩增较
弱，见图６。选择ＰＣＲ退火温度为５２℃。

表２　中成药中细尖狼蝎成分检测转化感受态后测序结果比对
Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓａｆｔｅｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓ

ｉｎｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓ

序号

（Ｎｏ．）

样品编号

（ｓａｍｐｌｅＮｏ．）

样品名称　　　　

（ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）　　　　

数量

（ｑｕａｎｔｉｔｙ）

ＧｅｎＢａｎｋ同源性

（ＧｅｎＢａｎｋｈｏｍｏｌｏｇｙ）

１ ２３０２２７Ｘ 细尖狼蝎药材（Ｌｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｍｅｄｉｃｉｎｅ） ５ ９３０２％、９２３１％、９２２５％、９３０２％、９３０３％

２ ２３０２２７０１ 小儿七珍丸（ＸｉａｏｅｒＱｉｚｈｅｎｐｉｌｌｓ） １ ９６９０％

３ ２３０２２７０３ 小儿惊风七里散（ＸｉａｏｅｒＪｉｎｇｆｅｎｇＱｉｌｉｐｏｗｄｅｒ） １ ９３０３％

４ ２３０２２７１０ 复方牵正膏（ＦｕｆａｎｇＱｉａｎｚｈｅｎｇｏｉｎｔｍｅｎｔ） １ ９３０２％

５ ２３０２２７１１ 再造丸（Ｚａｉｚａｏｐｉｌｌｓ） １ ９３０２％

６ ２３０２２７１３ 脉络舒通丸（ＭａｉｌｕｏＳｈｕｔｏｎｇｐｉｌｌｓ） １ ９３０２％

７ ２３０２２７１６ 培元通脑胶囊（ＰｅｉｙｕａｎＴｏｎｇｎａｏｃａｐｓｕｌｅｓ） １ ９７６７％

８ ２３０２２７１７ 脑心通胶囊（Ｎａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ） ４ ９３０２％、９７６７％、９３０２％、９３０２％

９ ２３０２２７１８ 通痹片（Ｔｏｎｇｂｉｔａｂｌｅｔｓ） １ ９８４１％

１０ ２３０２２７２０ 医痫丸（Ｙｉｘｉａｎｐｉｌｌｓ） ３ ９６９０％、９７６７％、９７６７％

１１ ２３０２２７２２ 麝香风湿胶囊（ＳｈｅｘｉａｎｇＦｅｎｇｓｈｉｃａｐｓｕｌｅｓ） ２ ９３０２％、９３０２％

１２ ２３０２２７２４ 风湿马钱片（ＦｅｎｇｓｈｉＭａｑｉａｎｔａｂｌｅｔｓ） ３ ９３０２％、９３０２％、９３０２％

１３ ２３０２２７２５ 复方夏天无片（ＦｕｆａｎｇＸｉａｔｉａｎｗｕｔａｂｌｅｔｓ） １ ９３０２％

１４ ２３０２２７２６ 清眩治瘫丸（ＱｉｎｇｘｕａｎＺｈｉｔａｎｐｉｌｌｓ） １ ９７６７％

１５ ２３０２２７２７ 腰痛宁胶囊（Ｙａｏｔｏｎｇｎｉｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ） ２ ９７６７％、９１４７％

１６ ２３０２２７２８ 中风再造丸（ＺｈｏｎｇｆｅｎｇＺａｉｚａｏｐｉｌｌｓ） ５ ９３０２％、９６８５％、９７６７％、９７６７％、９７６７％

１７ ２３０２２７３０ 醒脑再造胶囊－甲（ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｊｉａ） １ ９３０２％

１８ ２３０２２７３１ 醒脑再造胶囊－乙（ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｙｉ） ３ ９３０２％、９７６７％、９７６７％

１９ ２３０２２７３２ 人参再造丸（ＲｅｎｓｈｅｎＺａｉｚａｏｐｉｌｌｓ） ２ ９３０２％、９３０２％

３２　循环次数考察的确定
分别选用３４、３６、３８、４０个循环进行考察，结果表

明在３４个和３６个循环时小儿七珍丸、复方牵正膏、

腰痛宁胶囊及醒脑再造胶囊 －甲均在１００～２５０ｂｐ
可见单一细尖狼蝎特异性ＤＮＡ条带，３８个循环中２、
３和５泳道条带有点模糊，４０个循环中２和５泳道有
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图５　含全蝎成分中成药ＰＣＲ扩增产物克隆测序的系统发育树

Ｆｉｇ５　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｆｏｒｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｗｈｏｌｅｓｃｏｒｐｉｏｎ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ　Ｐ．全蝎对照药材（Ｓｃｏｒｐｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｍｅｄｉｃｉｎａｌｈｅｒｂｓ）

１．细尖狼蝎药材（Ｌｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｍｅｄｉｃｉｎｅ）　２．小儿七珍丸（Ｘｉａｏｅｒ

Ｑｉｚｈｅｎｐｉｌｌｓ）　３．复方牵正膏（ＦｕｆａｎｇＱｉａｎｚｈｅｎｇｏｉｎｔｍｅｎｔ）　４．腰痛宁

胶囊（Ｙａｏｔｏｎｇｎｉｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ）　５．醒脑再造胶囊 －甲（ＸｉｎｇｎａｏＺａｉｚａｏ

ｃａｐｓｕｌｅｓ－Ｊｉａ）　Ｎ．空白（ｂｌａｎｋ）

图６　退火温度对中成药中细尖狼蝎成分鉴别结果的影响

Ｆｉｇ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ

点模糊，但均符合正确鉴别结果，全蝎对照药材和阴

性对照在此范围内均未扩增，见图７。为确保结果的
稳定性和准确性，选择３６个循环进行ＰＣＲ反应。

Ｍ、Ｐ、１～５、Ｎ．同图６（ｓａｍｅａｓＦｉｇ．６）

图７　循环数对中成药中细尖狼蝎成分鉴别结果的影响

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒｏｎｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬｙｃｈａｓ

ｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓ
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３３　不同Ｔａｑ酶考察的确定
使用２×Ｔ５ｓｕｐｅｒＭｉｘ、２×Ｍ５ＰＣＲＭｉｘ、２×Ｉ５

ＨｉｆｉＴａｑＭｉｘ和２×ＭｉｇｈｔｙＡｍｐＴａｑ进行试验，结果表
明，由于不同公司酶活力不同导致其扩增条带的亮

度有明显差异，在２×Ｔ５ｓｕｐｅｒＭｉｘ和２×ＭｉｇｈｔｙＡｍｐ
Ｔａｑ中扩增效果不佳，没有获得扩增样品；在２×Ｉ５
ＨｉｆｉＴａｐＭｉｘ中部分样品扩增条带较暗；其中２×Ｍ５
ＰＣＲＭｉｘＴｒｐ扩增条带较好，见图８，因此选择２×Ｍ５
ＰＣＲＭｉｘＴａｑ酶作为鉴别全蝎配方颗粒ＰＣＲ酶。

Ｍ、Ｐ、１～５、Ｎ．同图６（ｓａｍｅａｓＦｉｇ．６）

图８　不同酶对中成药中细尖狼蝎成分鉴别结果的影响

Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅｓｏｎｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬｙ

ｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓ

３４　ＤＮＡ模板量考察的确定
对２５μＬＰＣＲ反应体系中的模板 ＤＮＡ用量进

行了考察，分别设置３、１０、３０、９０μｇ·μＬ－１的 ＤＮＡ
模板（ＤＮＡ量分别为 ３、１０、３０、９０ｎｇ），结果表明
３～９０μｇ·μＬ－１均能扩增，浓度越高反而抑制了条
带的扩增，见图 ９。选择 ２５μＬ体系中加入 １μＬ
（３０μｇ·μＬ－１）作为最优模板浓度。

根据以上结果，确定细尖狼蝎 ＰＣＲ鉴别的条件
反应体系包括２×ＰＣＲＭｉｘ１２５μＬ，全蝎配方颗粒
鉴别引物（１０μｍｏｌ·μＬ－１）各 ０２５μＬ，ＤＮＡ模板
１μＬ，无菌双蒸水１１μＬ。ＰＣＲ反应参数：９５℃预变
性５ｍｉｎ，循环反应３６次（９５℃变性３０ｓ，５２℃退火
３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ），７２℃延伸５ｍｉｎ。

Ｍ、Ｐ、１～５、Ｎ．同图６（ｓａｍｅａｓＦｉｇ．６）

图９　ＤＮＡ浓度对中成药中细尖狼蝎成分鉴别结果的影响

Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＬｙｃｈａｓｍｕｃｒｏｎａｔｕｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓ

４　结论
３０种中成药中含全蝎比例在２５２９％～０３９％，

其中含量在１０％以上有６个，含量在１０％～５％有４
个，含量在５％～１％有１５个，含量在１％以下有５个。
其中１８个中成药检出含有细尖狼蝎成分，４个含量
在１０％以上，占比为 ６６７％。２个含量在 １０％～
５％，占比为 ５０％。８个含量在 ５％～１％，占比为
５３３％。４个在１％以下，占比为８０％。结果表明，
细尖狼蝎是中成药中全蝎主要混伪品，细尖狼蝎属

于钳蝎科物种，与东亚钳蝎形态极为相似。全蝎药

材在运输过程中难免会受到挤压破坏形态影响鉴

别，且中成药属于大批量生产药品，其生产链长，体

系复杂，原药材需求量大，全蝎原药材伪品情况严

重，采购过程中难免会出现误采的情况，影响中成药

的质量。

本文通过全蝎、细尖狼蝎和其他物蝎种差异位

点设计扩增片段 ＜２００ｂｐ的特异性鉴别引物，成功
在１００～２５０ｂｐ扩增出单一 ＤＮＡ条带，可用于中成
药中细尖狼蝎成分的鉴别。并且对影响ＰＣＲ方法的
循环次数、退火温度、Ｔａｑ酶种类、ＤＮＡ模板浓度等
相关影响因素进行了考察，依据最佳鉴别条件对中

成药进行检测，对检出细尖狼蝎特异性条带的 ＰＣＲ
产物进行ＴＡ克隆后测序，序列均与细尖狼蝎参考序
列有很强的相似性（９２％～９８％），系统发育树结果显
示获得的序列均与细尖狼蝎为同一支系而与东亚钳
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蝎不同，建立了一种适用于中成药中细尖狼蝎成分

的鉴别方法。结果显示，３０个全蝎成分中成药均检
出正品东亚钳蝎特有 ＤＮＡ条带，１８种中成药
（６０％），在１００～２５０ｂｐ可见单一细尖狼蝎特异性
ＤＮＡ条带。该方法可以有效地鉴别出细尖狼蝎成
分，达到鉴别的效果，为含有全蝎成分中成药质量控

制提供一种安全便捷的方法。
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