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基于酶促恒温扩增技术快速鉴别天麻真伪检测方法的建立与应用
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摘要　目的：基于酶促恒温扩增（ｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＥＲＡ）技术建立一种可快速定性鉴别
道地药材天麻真伪的方法。方法：遵循ＥＲＡ引物设计原则，应用 Ｏｌｉｇｏ７０软件根据天麻及其常见伪品的
ＩＴＳ２基因组序列，筛选优化天麻ＥＲＡ特异性引物，应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计天麻特异性ＰＣＲ鉴别
引物，通过对ＥＲＡ、ＰＣＲ反应体系的优化，最终确定 ＥＲＡ最佳反应时间为１７ｍｉｎ，最适反应温度为４０℃；
ＰＣＲ最优退火温度为５７℃，循环为３２次，对所建立的方法进行灵敏度、特异性验证，并选取中药市场市售
天麻样品进行检测。结果：所设计的天麻ＥＲＡ鉴别引物与其常见伪品间无交叉反应，特异性良好；重复性
结果显示，３次重复性检测结果一致，未出现假阳性与假阴性；该方法对天麻基因组 ＤＮＡ的灵敏度为
１ｐｇ·μＬ－１，比传统ＰＣＲ灵敏性高；ＥＲＡ技术能够用于天麻市售样品的快速鉴定，且检测结果与ＰＣＲ方法
相同。结论：所建立的检测方法操作简单、快速，具有较高的特异性和灵敏度，为道地药材天麻的真伪鉴别

提供了一种新手段。

关键词：酶促恒温扩增；聚合酶链式反应；天麻；定性；真伪鉴定；快速检测
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ｗｈｉｃｈｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＰＣＲ；ｔｈｅＥＲＡｔｅｃｈｎｉｑｕｅｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｒａｐｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅｓａｍｐｌｅｓｏｆＧａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅａｓｓａｙａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅＰＣＲ
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ｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎ；ｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　　天麻（ＧａｓｔｒｏｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａ）是我国常用的名贵中
药材，为兰科植物天麻（ＧａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａＢｌ．）的干燥块
茎，有平抑肝阳、息风止痉的功效，临床上对抗惊厥、

镇痛、保护神经元系统［１－４］等具有重要意义。天麻在

２０２１年被评为吉林省首批道地药材的优势品种，因
其药用保健价值较高，得到社会各界的广泛认可，价

格逐年升高，不法商人为谋取利润常以价格低廉的

天花粉（ＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｉｓＲａｄｉｘ）、紫茉莉根（Ｍｉｒａｂｉｌｌｓｊａ
ｌａｐａＬ．）以及大丽菊（ＤａｈｌｉａｐｉｎｎａｔａＣａｖ．）的块茎等
来冒充天麻，严重危害公众健康。吉林省道地药材

天麻出售量大，保证中药材的质量安全问题关乎到

民生。目前，对于天麻真伪鉴定的研究不再局限于

性状、显微、理化鉴别，随着科技的发展，天麻水提物

ＨＰＬＣ指纹图谱［５］、稳定同位素技术［６］、非线性化学

指纹图谱［７］以及 ＤＮＡ条形码技术［８］等都应用于天

麻的鉴定中，但这些技术方法需要专业人员及昂贵

的仪器设备，在一定程度上限制了推广应用。

近几年，等温扩增技术（ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＩＡＴ）发展迅速，以环介导等温扩增（ｌｏｏｐ－
ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）技术、重组酶
聚合酶扩增（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＲＰＡ）技术、重组酶介导链替换核酸扩增（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ
ａｉｄｅｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＡＡ）技术和酶促恒温扩增（ｅｎｚｙ
ｍａｔｉｃｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＥＲＡ）技术为代表的

ＩＡＴ在食品［９－１０］、中药［１１］、病原［１２－１３］鉴定等方面得到

广泛应用。

其中，国产 ＲＡＡ试剂盒、ＥＲＡ试剂盒是进口
ＲＰＡ试剂盒的替代品，ＥＲＡ技术是我国于继彬等［１４］

在２０１９年研发的具有全球自主知识产权的全新的
ＩＡＴ方法，是对 Ｐｉｅｐｅｎｂｕｒｇ等［１５］研发的 ＲＰＡ技术的
改造和升级。目前，该技术方法已申请了国家专利

和国际专利。ＥＲＡ技术与 ＲＰＡ检测原理相似，是在
重组酶、单链ＤＮＡ结合蛋白以及ＤＮＡ聚合酶的作用
下，在３７～４２℃恒温条件下，１０～２０ｍｉｎ将靶 ＤＮＡ
特异性、指数级的扩增，相较于 ＬＡＭＰ需要设计４条
引物的烦琐性，ＥＲＡ技术只需要设计２条引物的简
便优势显的尤为突出。目前尚没有见到将ＥＲＡ技术
应用于天麻真伪鉴定的研究，为此，本研究以天麻

ＩＴＳ２序列为靶基因，应用 ＥＲＡ技术初步建立一种可
快速、定性鉴别天麻真伪的方法。

１　仪器与材料
１１　主要仪器

ＵＶＷＨＩＴＥ２０２０Ｄ凝胶成像分析系统（Ｂｉｏ－ｒａｄ
公司），ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ微量核酸蛋白测定仪（Ｔｈｅｒｍｏ
公司），ＪＹ３００Ｅ通用型电泳仪（北京君意东方电泳设
备有限公司），台式高速冷冻离心机（长沙湘仪离心

机仪器有限公司），Ｑ６０００微量紫外分光光度计（Ｄｅ
Ｎｏｖｉｘ公司），Ｋ３０系列干式恒温器（杭州奥盛仪器有
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限公司），ＤｉｇｉｔａｌＶｏｒｔｅｘＭｉｘｅｒ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）。
１２　材料

天麻对照药材（中国食品药品检定研究院，批号

１２０９４４－２０２１１２）、紫茉莉根对照药材（乐美天医药｜
德思特生物，批号 ＤＳＴ２０１２１１－０７２）、大丽菊块茎
（吉林国安药业有限公司）、天花粉（安徽亳州药材市

场），所有样品均经吉林国安药业有限公司曲永梅中

药师鉴定。编号 Ｓ１－Ｓ１５为市售天麻样品，用于评
价中药市场天麻的合格率。

基础型核酸扩增试剂盒 ＫＳ１０１（苏州先达基因
科技有限公司）、核酸染料（ＳｕｐｅｒＲｅｄ公司）、１００ｂｐ
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（上海生物工程有限公司）、２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ酶（南京诺唯赞生物科技股份有限公司）、
琼脂糖（西班牙Ａｇｒｏｓｅ公司）。
２　方法与结果
２１　样品ＤＮＡ提取

采用改良 ＣＴＡＢ法提取植物基因组 ＤＮＡ，分别
取各样品１００ｍｇ经液氮研磨呈粉末状，放置于２ｍＬ

离心管中，加入 Ｐ１溶液（洗脱缓冲液）１０００μＬ，Ｐ２
溶液（β－巯基乙醇）３μＬ，１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
６ｍｉｎ，弃上清；加入６５℃预热的Ｐ３溶液（４×ＣＴＡＢ）
７５０μＬ，Ｐ２溶液（β－巯基乙醇）２２５μＬ，涡旋震荡
混匀，封口膜封口后６５℃水浴震荡１ｈ。冷却至室
温，加入 Ｐ４［三氯甲烷 －异戊醇（２４∶１）］溶液
７５０μＬ，颠倒混匀，使溶液呈乳浊状，不可震荡，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ；取上清，加入等体积 Ｐ５
溶液（异丙醇），于 －２０℃沉淀 ３０ｍｉｎ，１２０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，弃去上清；加入 Ｐ６溶液（７０％乙
醇）６００μＬ，１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清（重
复此步骤 １次），室温晾干；加入 Ｐ７溶液（ｄｄＨ２Ｏ）
３０μＬ，即得样品的ＤＮＡ溶液。
２２　样品ＤＮＡ检测

将样品的 ＤＮＡ溶液用微量紫外分光光度计测
定浓度，每个溶液重复测定３次，取测量结果的平均
值，根据Ａ２６０ｎｍ与Ａ２８０ｎｍ的比值鉴定纯度。结果如表１
所示，样品纯度均在１７０～２１０，符合扩增要求。

表１　天麻及其伪品、市售样品ＤＮＡ浓度及纯度检测结果
Ｔａｂ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｔｙｔｅｓｔｓｏｎＧａｓｔｒｏｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａ，ｉｔｓｐｓｅｕｄｏｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄ

ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅｓａｍｐｌｅｓ

样品名称　　
（ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ）　　

Ａ２６０ｎｍ／
Ａ２８０ｎｍ

ρ／
（ｎｇ·μＬ－１）

样品来源　　　
（ｓａｍｐｌｅｓｏｕｒｃｅ）　　　

天麻对照药材（ＧａｓｔｒｏｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｃｒｕｄｅｄｒｕｇ）

１８９ ２３９８９ 中国食品药品检定研究院（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇ
Ｃｏｎｔｒｏｌ）

紫茉莉根对照药材（ＲａｄｉｘＭｉｒａｂｉｌｉＪａｌａｐａｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｒｕｄｅｄｒｕｇ）

１９５ ３６７７２ 乐美天医药 ｜德思特生物 （ＬｅｍａｉｔａｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ｜Ｄｅｘｔｅｒ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ）

天花粉（ＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｉｓＲａｄｉｘ） １９８ ３７１４２ 安徽亳州药材市场（ＡｎｈｕｉＢｏｚｈｏｕＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＭａｒｋｅｔ）

大丽菊块茎（ＤａｈｌｉａＰｉｎｎａｔａＴｕｂｅｒ） １７１ ２０９３１ 吉林国安药业有限公司（ＪｉｌｉｎＧｕｏａｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＬｉｍｉｔｅｄＣｏｍｐａｎｙ）

Ｓ１ １８２ ２９０５２ 吉林，白山（Ｂａｉｓｈａｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ２ １８９ ２０５６９ 吉林，松原（Ｓｏｎｇｙｕａｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ３ １９７ ４９２８３ 吉林，吉林（Ｊｉｌｉｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ４ １７９ ３９７７４ 吉林，吉林（Ｊｉｌｉｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ５ １８５ ５１０９４ 吉林，舒兰（Ｓｈｕｌａｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ６ ２０４ ４６０４６ 吉林，长春（Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ７ １９５ ３８０５３ 吉林，辽源（Ｌｉａｏｙｕａｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ８ １７４ ４２１６７ 吉林，辽源（Ｌｉａｏｙｕａｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ９ １８３ ３６９３４ 吉林，双阳（Ｓｈｕａｎｇｙａｎｇ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ１０ １７２ ４３８７６ 吉林，磐石（Ｐａｎｓｈｉ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ１１ ２０７ ５２６３８ 吉林，通化（Ｔｏｎｇｈｕａ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ１２ １９３ ５１００２ 吉林，通化（Ｔｏｎｇｈｕａ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ１３ １８４ ２８００１ 吉林，白山（Ｂａｉｓｈａｎ，Ｊｉｌｉｎ）

Ｓ１４ １７９ １９８４８ 云南，昭通（Ｚｈａｏｔｏｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ）

Ｓ１５ １８４ ３１０３７ 云南，丽江（Ｌｉｊｉａｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ）
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２３　引物设计
从 ＮＣＢＩ数 据 库 ＧｅｎＢａｎｋ 中 下 载 天 麻

（ＥＵ１３５９１２１）及其常见伪品的 ＩＴＳ２基因组序列进
行多序列比对分析，找到差异较大的区域，参考苏州

先达基因有限公司 ＥＲＡ引物与探针设计指南，应用
Ｏｌｉｇｏ７０软件设计出６对天麻特异性 ＥＲＡ鉴别引
物，供后续试验筛选优化；根据天麻 ＤＮＡ分子标记
序列，应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计 １对天麻
ＰＣＲ特异性引物，引物序列均由生工生物工程（长
春）股份有限公司合成，所设计的引物序列及预期产

物长度如表２所示。

表２　本研究所设计的ＰＣＲ、ＥＲＡ特异性引物
Ｔａｂ２　ＰＣＲａｎｄＥＲＡｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｄｅｓｉｇｎｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物

（ｐｒｉｍｅｒ）
引物序列　　

（ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）（５’－３’）　　

产物大小

（ｐｒｏｄｕｃｔ
ｓｉｚｅ）／ｂｐ

ＰＣＲ Ｆ：ＡＣＡＧＣＴＴＧＣＣＡＧＡＴＣＧＴＴＡＣＡ
Ｒ：ＧＧＴＴＧＴＣＣＧＴＧＧＴＧＡＧＴＧＡＡ

１７８

ＥＲＡ Ｆ１：ＴＧＧＴＣＧＴＧＡＣＣＴＡＣＡＡＧＧＧＴＧＧＡＡＧＧＡＡＡＣ
Ｒ１：ＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣＴＴＡＡＡＣＴＣＧＧＴＧＧＧＴＧＧＣ

１８０

Ｆ１：ＴＧＧＴＣＧＴＧＡＣＣＴＡＣＡＡＧＧＧＴＧＧＡＡＧＧＡＡＡＣ
Ｒ２：ＣＧＡＧＧＴＴＧＣＡＴＴＣＣＴＡＧＴＣＡＣＣＡＣＧＧＧＣＴＴ

１４０

Ｆ２：ＣＣＧＣＴＧＴＧＧＴＣＧＴＧＡＣＣＴＡＣＡＡＧＧＧＴＧＧＡＡ
Ｒ１：ＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣＴＴＡＡＡＣＴＣＧＧＴＧＧＧＴＧＧＣ

１８６

Ｆ２：ＣＣＧＣＴＧＴＧＧＴＣＧＴＧＡＣＣＴＡＣＡＡＧＧＧＴＧＧＡＡ
Ｒ２：ＣＧＡＧＧＴＴＧＣＡＴＴＣＣＴＡＧＴＣＡＣＣＡＣＧＧＧＣＴＴ

１４６

Ｆ３：ＡＣＡＣＧＣＡＧＡＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＧＴＡＴＴＣＧＣＴＧＧＣ
Ｒ３：ＣＡＣＡＣＡＡＣＧＴＴＴＣＣＴＴＣＣＡＣＣＣＴＴＧＴＡＧＧＴＣ

１０６

Ｆ３：ＡＣＡＣＧＣＡＧＡＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＧＴＡＴＴＣＧＣＴＧＧＣ
Ｒ４：ＣＧＡＧＡＣＡＡＡＴＡＴＣＴＧＡＧＧＣＡＣＡＣＡＡＣＧＴＴＴＣ

１２４

２４　ＰＣＲ检测体系的建立
通过优化ＰＣＲ反应体系和条件，确定最终 ＰＣＲ

反应体系为２５μＬ，其中２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５
μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各１μＬ，检测时将
天麻对照药材与伪品的ＤＮＡ溶液（１００ｎｇ·μＬ－１）１
μＬ加入各自反应管，灭菌 ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。另
取灭菌ｄｄＨ２Ｏ作为阴性对照。ＰＣＲ反应程序：９５℃
预变性 ５ｍｉｎ，循环反应 ３２次（９５℃，３０ｓ；５７℃，
３０ｓ；７２℃，３０ｓ），７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保存。反应
结束后取电泳上样量６μＬ，ＤＮＡ分子标记上样量４
μＬ点样于２％琼脂糖凝胶电泳板上，１２０Ｖ·ｃｍ－１凝
胶电泳４０ｍｉｎ，电泳结束后将凝胶置于紫外分析仪
上观察结果。结果如图１所示，所设计的天麻特异
性ＰＣＲ引物在１７８ｂｐ处出现单一明亮条带，而其常
见伪品没有条带，表明该ＰＣＲ引物具有良好特异性。

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ．阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１．天麻对照药材（Ｇａｓｔｒｏ

ｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｒｕｄｅｄｒｕｇ）　２．紫茉莉根对照药材（ＲａｄｉｘＭｉｒａ

ｂｉｌｉＪａｌａｐａｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｒｕｄｅｄｒｕｇ）　３．天花粉（ＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｉｓＲａｄｉｘ）　

４．大丽菊块茎（ＤａｈｌｉａＰｉｎｎａｔａＴｕｂｅｒ）

图１　ＰＣＲ引物特异性琼脂糖凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒ－ｓｐｅｃｉｆｉｃａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅ

２５　ＥＲＡ检测体系的建立
根据基础型核酸扩增试剂盒 ＫＳ１０１说明书配

制４８μＬ预混液，其预混液中包括溶解剂 ２０μＬ，
１０μｍｏｌ·Ｌ－１的上、下游引物（Ｆ１／Ｒ１）各 ２μＬ，
１０ｎｇ·μＬ－１的样品ＤＮＡ溶液１μＬ，无菌ｄｄＨ２Ｏ补
足至４８μＬ，将预混液充分涡旋振荡混匀，６０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心３ｓ；将预混液加入到基础扩增试剂中，
以３０００ｒ·ｍｉｎ－１的速度混匀３～５ｓ，直到扩增试
剂重悬，再次 ６０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ３ｓ。将激活剂
２μＬ加在反应管管盖上，６０００ｒ·ｍｉｎ－１短暂离心
３ｓ，使激活剂进入预混液中，３０００ｒ·ｍｉｎ－１混匀
３ｓ，再次以６０００ｒ·ｍｉｎ－１的速度离心３ｓ。将反应
管放入恒温仪中，４０℃孵育１７ｍｉｎ，反应结束后立
即终止反应，取 ＥＲＡ扩增产物溶液１０μＬ加 Ｌｏａｄ
ｉｎｇＢｕｆｆｅｒ１５μＬ于６０℃孵育５ｍｉｎ。
２６　ＥＲＡ产物检测

称取０８ｇ琼脂糖粉末置于锥形瓶中，加入１×
ＴＢＥ４０ｍＬ，在微波炉中中火加热４ｍｉｎ溶解，加入核
酸染料ＧｅｌＲｅｄ４μＬ，并用腕力摇匀，得２％琼脂糖凝
胶。取电泳上样量６μＬ，ＤＮＡ分子标记上样量４μＬ
点样于琼脂糖凝胶电泳板上，电压１２０Ｖ，当蓝色指
示剂距点样孔２～３ｃｍ时结束电泳，将凝胶置于紫外
分析仪上观察结果。

２７　ＥＲＡ方法学评价
２７１　特异性评价　分别以１０ｎｇ·μＬ－１的天麻对
照药材、紫茉莉根对照药材、天花粉、大丽菊块茎的

ＤＮＡ溶液作为模板，同时以无菌 ｄｄＨ２Ｏ作为阴性对
照，采用“２５”项下的反应体系和反应条件进行恒温
扩增，反应结束后采用“２６”项下方法观察结果，验证
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引物特异性。结果如图２所示，只有１泳道出现大小
为１８０ｂｐ的目的条带，伪品及阴性对照未出现目的条
带，表明Ｆ１／Ｒ１这对引物在该检测体系中特异性良好。

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１．天麻对照药材（Ｇａｓｔｒｏ

ｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｒｕｄｅｄｒｕｇ）　２．紫茉莉根对照药材（ＲａｄｉｘＭｉｒａ

ｂｉｌｉＪａｌａｐａｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｒｕｄｅｄｒｕｇ）　３．天花粉（ＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｉｓＲａｄｉｘ）　

４．大丽菊块茎（ＤａｈｌｉａＰｉｎｎａｔａＴｕｂｅｒ）

图２　ＥＲＡ引物特异性琼脂糖凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ２　ＥＲＡｐｒｉｍｅｒ－ｓｐｅｃｉｆｉｃａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅ

２７２　重复性评价　以１０ｎｇ·μＬ－１的天麻对照药
材、紫茉莉根对照药材、天花粉、大丽菊块茎的 ＤＮＡ
溶液以及无菌ｄｄＨ２Ｏ作为模板，采用“２５”项下检测
体系，由同一操作人员在相同的检测体系与反应条

件下，在同一实验环境中的不同时间段重复试验 ３
次，反应结束后采用“２６”项下方法观察结果。结果
如图３所示，经３次重复性试验，天麻对照药材均在
１８０ｂｐ处出现目的条带，而伪品及阴性对照无目的
条带，未出现假阴性及假阳性，且 ３次试验结果一
致，表明该引物具有良好的重复性。

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　１、６、１１．天麻对照药材（ＧａｓｔｒｏｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｒｕｄｅ

ｄｒｕｇ）　２、７、１２．紫茉莉根对照药材（ＲａｄｉｘＭｉｒａｂｉｌｉＪａｌａｐａｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｃｒｕｄｅｄｒｕｇ）　３、８、１３．天花粉（ＴｒｉｃｈｏｓａｎｔｈｉｓＲａｄｉｘ）　４、９、１４．大丽菊

块茎（ＤａｈｌｉａＰｉｎｎａｔａＴｕｂｅｒ）　５、１０、１５．阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）

图３　重复性评价琼脂糖凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ３　Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅ

２７３　灵敏度评价　将天麻对照药材基因组 ＤＮＡ
溶液按 １∶１０进行倍比稀释，分别稀释到 １００ｎｇ·

μＬ－１、１０ｎｇ·μＬ－１、１ｎｇ·μＬ－１、１００ｐｇ·μＬ－１、１０
ｐｇ·μＬ－１、１ｐｇ·μＬ－１、１００ｆｇ·μＬ－１、１０ｆｇ·μＬ－１，
以稀释的ＤＮＡ溶液作为模板，并同时采用试验中所
建立的ＥＲＡ、ＰＣＲ检测体系进行平行测定，比较２种
检测方法的灵敏度。由于ＥＲＡ试剂盒具有较高的灵
敏度，故本试验将ＥＲＡ灵敏度从１０ｎｇ·μＬ－１开始进
行检测，ＰＣＲ灵敏度从１００ｎｇ·μＬ－１开始进行检测。

由图４－Ａ可见，在第５泳道可以看到清晰目的
条带，第 ６泳道时有目的条带但不清晰，由此确定
ＥＲＡ的灵敏度为１ｐｇ·μＬ－１。由图４－Ｂ可见，在第
３泳道可见清晰目的条带，第４泳道时未出现目的条
带，故确定ＰＣＲ的灵敏度为１ｎｇ·μＬ－１，表明 ＥＲＡ
的灵敏度优于ＰＣＲ。

Ａ．ＥＲＡ灵敏性电泳图（ＥＲＡｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ）

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ．阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１１０ｎｇ·μＬ－１　２１ｎｇ·

μＬ－１　３１００ｐｇ·μＬ－１　４１０ｐｇ·μＬ－１　５１ｐｇ·μＬ－１　６１００ｆｇ·

μＬ－１　７１０ｆｇ·μＬ－１

Ｂ．ＰＣＲ灵敏性电泳图（ＰＣＲｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ）

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ．阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１１００ｎｇ·μＬ－１　２１０

ｎｇ·μＬ－１　３１ｎｇ·μＬ－１　４１００ｐｇ·μＬ－１　５１０ｐｇ·μＬ－１　６１

ｐｇ·μＬ－１　７１００ｆｇ·μＬ－１

图４　灵敏性评价琼脂糖凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ４　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅ

２７４　市售天麻样品检测　按照“２１”项下方法提
取购于中药市场的市售天麻样品 ＤＮＡ，微量核酸蛋
白仪测定ＤＮＡ溶液浓度，并将市售样品ＤＮＡ溶液分
别用灭菌 ｄｄＨ２Ｏ稀释至 １００ｎｇ·μＬ

－１和 １０ｎｇ·
μＬ－１，按照“２４”项和“２５”项下检测体系进行扩增
检测，比较２种方法检测结果是否一致。结果如图５
所示，ＥＲＡ检测方法在１８０ｂｐ处出现单一明亮条带
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的为正品，而ＰＣＲ检测方法在１７８ｂｐ处出现单一明
亮条带的为正品，无扩增条带的为伪品以及阴性对

照，２种方法所得的检测结果一致。

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１Ｓ１　２Ｓ２　３Ｓ３　

４Ｓ４　５Ｓ５６Ｓ６　７Ｓ７　８Ｓ８　９Ｓ９　１０Ｓ１０　１１Ｓ１１　１２Ｓ１２　

１３Ｓ１３　１４Ｓ１４　１５Ｓ１５

Ａ．ＥＲＡ市售电泳图（ＥＲＡｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ）　

Ｂ．ＰＣＲ市售电泳图（ＰＣＲｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ）

图５　市售样品Ｓ１～Ｓ１５的琼脂糖凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ５　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅ

ｓａｍｐｌｅｓＳ１－Ｓ１５

３　讨论
３１　ＥＲＡ最佳引物的筛选

根据所设计的６对 ＥＲＡ引物进行组合筛选，分
别建立不同的扩增体系，采用“２５”项下检测体系进
行扩增，选取能扩增出单一明亮条带的引物进行试

验摸索和特异性验证。结果图 ６所示，引物 Ｆ１／Ｒ２
未出现目的条带且出现非特异性扩增，Ｆ２／Ｒ２出现
目的条带，但也出现非特异性扩增，故舍弃这２对引
物，而引物Ｆ１／Ｒ１、Ｆ２／Ｒ１、Ｆ３／Ｒ３、Ｆ３／Ｒ４均出现１条
单一目的条带，由于引物Ｆ１／Ｒ１扩增效率较高，条带
更为明亮，故本试验优先选择扩增产物长度为 １８０
ｂｐ的引物即Ｆ１／Ｒ１进行后续试验验证。
３２　ＥＲＡ最适反应温度的摸索

将天麻对照药材ＤＮＡ溶液浓度稀释至１０ｎｇ·
μＬ－１，采用“２５”项下检测体系，将反应管分别至于
３３、３７、３９、４０、４１、４３、４５℃的恒温仪中恒温孵育，反
应结束后立即终止反应，并取ＥＲＡ扩增产物溶液１０
μＬ加入试剂盒中自带的ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ１５μＬ于６０
℃孵育５ｍｉｎ。反应结束后采用“２６”项下方法观察

　　　　

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１Ｆ１／Ｒ１　２Ｆ１／Ｒ２　

３Ｆ２／Ｒ１４Ｆ２／Ｒ２　５Ｆ３／Ｒ３　６Ｆ３／Ｒ４

图６　６对引物用于天麻对照药材核酸ＥＲＡ扩增产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ６　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄＥＲＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｓｉｘｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｆｏｒＧａｓｔｒｏｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｒｕｄｅ

ｄｒｕｇ

结果，选择最适反应温度。

如图７所示，在３７～４５℃下均扩增出目的条带，
１～３泳道由于温度较低，导致 ＥＲＡ扩增效率不高；
４、５泳道扩增产物相对更稳定，条带单一明亮，但在
４３℃以后，随着温度的升高扩增效率逐渐降低，所以
确定天麻ＥＲＡ最适反应温度为４０℃。

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ．阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１３３℃　２３７℃　

３３９℃　４４０℃　５４１℃　６４３℃　７４５℃

图７　不同反应温度天麻ＥＲＡ扩增产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ７　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＲＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ＧａｓｔｒｏｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

３３　ＥＲＡ最佳反应时间的摸索
采用“２５”项下反应体系，分别在扩增时间为１０、

１５、１７、１９、２０ｍｉｎ时取出反应管，将反应管放置于冰盒
中终止反应，取ＥＲＡ扩增产物溶液１０μＬ加 Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ１５μＬ于６０℃孵育５ｍｉｎ。反应结束后采用
“２６”项下方法观察结果，选择最佳反应时间。

如图８所示，在反应时间为１０ｍｉｎ时，可见目的
条带但不清晰，在１５ｍｉｎ以后，随着时间的延长ＥＲＡ
产物扩增效率变化不大，在第３泳道时条带更为明
亮，故确定最佳反应时间为１７ｍｉｎ。
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Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１１０ｍｉｎ　２１５ｍｉｎ　

３１７ｍｉｎ　４１９ｍｉｎ　５２０ｍｉｎ

图８　不同反应时间天麻ＥＲＡ扩增产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ８　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＲＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ＧａｓｔｒｏｄｉａｅＲｈｉｚｏｍａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

３４　ＥＲＡ最适引物量的摸索
采用“２５”项下检测体系，在说明书推荐的引物

量范围内，设置１６、１８、２０、２２、２４、２５μＬ共６
个引物变量，将反应管置于恒温仪中孵育，反应结束

后取ＥＲＡ扩增产物溶液１０μＬ加入 ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
１５μＬ于６０℃孵育５ｍｉｎ。采用“２６”项下方法观
察结果，以确定体系的最佳引物量。结果如图９所
示，随着引物量的升高扩增效率无太大变化，但在第

３泳 道 时 条 带 更 为 明 亮，故 确 定 最 佳 引 物
量为２０μＬ。

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ　Ｎ阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）　１１６μＬ　２１８μＬ　

３２０μＬ　４２２μＬ　５２４μＬ　６２５μＬ

图９　不同引物量天麻ＥＲＡ扩增产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ９　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＲＡｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＧａｓｔｒｏｄｉａｅ

Ｒｈｉｚｏｍａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｉｍｅｒａｍｏｕｎｔｓ

４　小结
天麻又名赤箭、合离草、水洋芋等，无根无叶，常

以地下块茎入药，市场上的天麻混伪品种类繁多，伪

品的掺入严重贻误了疾病治疗。ＥＲＡ因其具备进口
ＲＰＡ所具有的鉴定优势且成本较低，因而备受关注。
本研究基于天麻及其常见伪品的ＩＴＳ２基因组序列设
计多对ＥＲＡ鉴别引物，由于目前尚没有专门的软件

用于ＥＲＡ的引物设计［１６－１７］，所以需要经过大量的试

验进行引物筛选优化，最终找到特异性较高的 Ｆ１／
Ｒ１这对引物。通过对ＥＲＡ反应体系的优化，最终确
定该体系的最适反应温度为４０℃，最佳反应时间为
１７ｍｉｎ，与试剂盒推荐的温度、时间稍有不同，但相对
于普通ＰＣＲ，ＥＲＡ技术使检测时间大幅缩短。

本研究基于ＰＣＲ、ＥＲＡ２种方法平行检测，特异
性结果表明，所设计的天麻ＰＣＲ、ＥＲＡ引物与常见伪
品紫茉莉根、天花粉、大丽菊块茎间无交叉反应，这２
种方法均表现出良好的特异性。敏感性结果表明，

ＥＲＡ检测灵敏度比ＰＣＲ高１０００倍，可达ｐｇ级。通
过这２种检测方法分别对市售的１５份天麻样品进行
检测，其中样品３、７、１２未出现目的条带，判定为伪
品，２种检测方法均与吉林国安药业有限公司质量研
发部曲永梅中药师鉴定结果完全一致，表明所建立

的ＥＲＡ方法准确率较高。本试验应用的是基础型
ＥＲＡ核酸扩增试剂盒，需要通过琼脂糖凝胶电泳观
察结果，由于ＥＲＡ是一类多酶反应体系，在进行核酸
电泳观察结果时需要进行纯化，否则会堵塞胶孔，导

致核酸无法跑出。本试验使用的是试剂盒中自带的

ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ进行纯化处理，效果略次于试剂盒法
的纯化。由于所设计的ＰＣＲ与ＥＲＡ产物片段大小相
近，只相差２ｂｐ，在结合终点法琼脂糖凝胶电泳定性观
察检测结果时，根据目的条带出现的位置并不能将２
者明显的区分开，但 ＰＣＲ与 ＥＲＡ是２种不同的检测
方法，本试验中ＥＲＡ的扩增产物会在目的条带的下方
出现弥散条带，而ＰＣＲ的产物条带单一，根据这一特
征可以确定ＥＲＡ与ＰＣＲ产物。试剂盒的基础扩增试
剂是八连管的设计，在混匀离心的过程中，如未紧密扣

严，易产生污染，这也是该技术的弊端，所以在使用

ＥＲＡ技术结合终点法进行检测时，必须遵循严格的污
染控制措施，在打开反应管盖时务必对扩增产物做降

温处理，平衡内外大气压差以降低气溶胶污染引起的

假阳性风险。为了避免交叉污染，建议将试剂配置区

与扩增分析区分隔开，本试验过程中就有一伪品曾多

次出现假阳性的情况。当试验环境已存在污染，建议

多次使用消毒液或者７５％的酒精对试验区域进行彻
底消毒，同时使用新的扩增试剂。

综上，本试验基于 ＥＲＡ技术初步建立了一种可
快速、定性鉴别天麻真伪的方法，该技术不需要昂贵

的仪器设备，且操作程序简单。后续考虑设计引物

探针，将ＥＲＡ技术与侧向流试纸条技术相结合，实现
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偏远地区现场的快速检测，或应用 ＲＴ－ＥＲＡ方法来
规避气溶胶污染的问题，继续为道地药材天麻的真

伪鉴别提供新的技术手段。
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