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平贝母PCR-核酸试纸条快速检测方法的建立和评价
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摘要: 本研究针对平贝母的 ITS2序列设计特异性鉴别引物, 优化反应体系及条件, 构建 PCR-核酸试纸条实现

可视化检测平贝母。通过分子克隆及测序技术, 构建平贝母DNA阳性对照品, 制定质量标准。对建立的方法进行

性能评价, 检测其灵敏度、特异性和重复性, 对市售样品进行真伪鉴定。结果显示, 基于 ITS2序列可对平贝母及其

混伪品进行区分。正品平贝母PCR产物滴定于试纸条上显示T、C线两条带, 伪品与阴性对照只显示C线一条带, 与

琼脂糖凝胶电泳结果吻合。特异性为 100%, PCR-核酸试纸条灵敏度可达 0.1 ng·μL-1, 高于凝胶电泳检测 10 倍。

16个平贝母市售样品中 11个合格, 5个不合格。综上, 本研究建立的平贝母PCR-核酸试纸条检测方法特异、快速、

精准、可视化, 可为平贝母检测提供新的技术思路。
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Abstract: This study design of specific identification primers for the ITS2 sequence of F. ussuriensis. The 

reaction system and conditions were optimized, and PCR-nucleic acid test strips were constructed to realize the 

visual detection of F. ussuriensis Bark. Through molecular cloning and sequencing technology, we constructed a 

positive control for F. ussuriensis DNA and formulated quality standards. The established method was evaluated 

for sensitivity, specificity and reproducibility, and the authenticity of the commercially available samples was 

identified. Results demonstrated that based on the ITS2 sequences, F. ussuriensis and its mixed forgeries could be 

distinguished. The PCR products of the authentic F. ussuriensis on test strips showed two bands in the T and C 

lines, while the pseudo products and negative control showed only one band in the C line, which was consistent 

with the results of agarose gel electrophoresis. The specificity was 100%, and the sensitivity of the PCR-nucleic 

acid test strip was up to 0.1 ng·μL-1, which was 10 times higher than that of the gel electrophoresis assay. 11 out of 

16 commercially available samples of F. ussuriensis were qualified, and 5 were unqualified. Collectively, the PCR-
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nucleic acid test strip method established in this study is specific, rapid, accurate and visualized, which can provide 

a new technical idea for the detection of F. ussuriensis.
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平贝母 (Fritillaria ussuriensis Maxim) 为百合科

植物贝母的干燥鳞茎, 多用于治疗胸闷气短、烦躁咳

嗽、阴虚烦闷等症[1]。平贝母药材在我国的东北地区

有较长的使用历史, 2021年平贝母被列为吉林省首批

道地药材, 近年来, 平贝母的伪品越来越多, 导致中药

材市场秩序混乱, 严重影响我国传统中医药发展, 亟须

建立快速、简单、可视化、精准鉴别平贝母真伪的方法, 

从源头保证中药材质量和临床用药安全。

目前, 鉴定平贝母的方法包括性状鉴定、显微鉴定

和理化鉴定等[2,3], 这需要经验丰富的技术人员, 主观

性强, 尤其平贝母经过加工炮制后, 其理化性质发生改

变, 在平贝母真伪鉴别上具有局限性[4]。随着分子生

物学的发展, PCR 技术被应用于平贝母鉴定中, Yang

等[5]根据差异位点设计平贝母特异性引物, 采用两步

法进行PCR扩增, 建立一种客观、准确、有效的平贝母

位点特异性PCR鉴别方法。但PCR技术耗时长, 反应

结束后需要进行电泳方可观察结果。近年来, 胶体金

检测技术被广泛应用于中药鉴定中[6], 因其检测安全、

快速、结果可视化的优点, 在医学检测、食品安全检测

等多个领域应用广泛[7-9]。

DNA条形码技术在多种植物的鉴定中显现出独

特的优势, 特别是核糖体 DNA 的第二内部转录间隔

区 (internal transcribed spacer 2, ITS2) 序列, 具有进化

速度快、序列多态性高、特异性强等特点[10]。Xia等[11]

利用 ITS2序列对球兰属植物进行 DNA 分子鉴定, 为

其物种鉴定和遗传多样性研究寻求新路径; Wang等[12]

利用 ITS2序列对市售火把花根药材及其混伪品进行

DNA分子鉴定, 以确保其临床用药的安全和有效。因

此, 本实验利用 ITS2序列可区分亲缘关系较近物种的

优点, 寻找其特异性指纹区段, 将DNA分子遗传标记

技术的高灵敏性与免疫核酸试纸条的可视化相结合, 

基本原理是利用微孔滤膜的渗滤浓缩和毛细管作用, 

使抗原抗体发生反应, 阳性反应可以看到C线和 T线

2条带, 阴性反应只能看到C线 1条带。可实现平贝母

及其伪品的快速鉴定, 为保障我国传统中药材的检测

提供新的思路和方法。

材料与方法

样品信息 平贝母标准品 (中国食品药品检定研

究院, 批号: 120924-201711); 浙贝母、土贝母、伊贝母

和藏贝母均为吉林市国安药业有限公司赠送, 薏苡仁

和莲子购自吉林市商场; 市售样品购自吉林市、长春

市、长白山、沈阳市、黑龙江和大连市不同的中药材市

场, 共 16批, 均为药材干品, 用于验证本实验方法的准

确性和市场的合格率。

试剂与仪器 2×Taq PCR Master Mix (P213-AA, 

南京诺唯赞生物科技股份有限公司); 100 bp DNA 

Marker (NMW002)、DH5α感受态细胞 (MCC001), 北

京鼎国昌盛生物技术有限公司; 琼脂糖凝胶回收试剂

盒 (DP204-02)、T载体连接试剂盒 (VT217)、质粒小提

试剂盒 (DP103), 天根生化科技 (北京) 有限公司; 一次

性核酸检测试纸条 (40009, 杭州优思达生物技术有限

公司); 琼脂糖 (西班牙Agrose公司); JD100-3B电子天

平 (0.001 g, 沈阳龙腾电子有限公司); Cence台式高速冷

冻离心机 (长沙湘仪离心机仪器有限公司); LEGEND 

MICRO21 高速离心机 [赛默飞世尔科技 (中国) 有限

公司]; Q6000 微量紫外分光光度计 (DeNovix 公司); 

ETC 811 PCR基因扩增仪 (苏州东胜兴业科学仪器有

限公司); SHA-B水浴恒温振荡器 (江苏省金坛市医疗

仪器厂); UV WHITE2020D 凝胶成像分析系统 (美国

Bio-Rad公司); DYY－8B型双稳定时电泳仪 (北京市

六一仪器厂)。

样品基因组DNA提取及质量鉴定 使用改良的

CTAB法提取植物的DNA[13], 首先将贝母用 75%的乙

醇擦拭表面, 晾干后使用组织研磨仪进行粉碎, 取贝母

样品 100 mg 置于 2 mL 的离心管中, 加入 1 000 µL 洗

脱缓冲液 , 加入 3 µL β-巯基乙醇 , 12 000 r·min-1离心

6 min (4 ℃), 弃上清。加入 750 µL 65 ℃预热的 4×

CTAB 提取液 , 加入 2.25 µL β-巯基乙醇 , 快速混匀 , 

65 ℃保温 1 h (每隔 5 min颠倒混匀一次)。取出后冷

却至室温, 加入 750 µL三氯甲烷−异戊醇 (24∶1), 颠倒

混匀使溶液呈乳浊状 (不可震荡), 12 000 r·min-1离心

5 min (室温)。取上清 600 µL置于 1.5 mL的离心管中, 

加入同体积的预冷异丙醇, 颠倒混匀, 12 000 r·min-1离

心 8 min, 13 000 r·min-1 离心 3 min (4 ℃), 沉淀 DNA, 

弃去上清。加入 800 µL 70%乙醇洗涤 (可洗涤两次), 

12 000 r·min-1离心 3 min (4 ℃), 弃去乙醇。最后室温

晾干, 待乙醇挥发干净后加入20 µL ddH2O, 加入10 µL 

RNaseA于 37 ℃水浴中反应 1～2 h, −20 ℃保存备用。

提取的DNA于微量核酸蛋白仪检测其纯度及浓度, 并
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用 通 用 引 物 (ITS2F-ATGCGATACTTGGTGTGAAT; 

ITS3R-GACGCTTCTCCAGACTACAAT) 进行 PCR 反

应以检测模板 DNA的质量, 反应条件: 94 ℃, 预变性

5 min; 40 个循环 (94 ℃ 30 s; 56 ℃ 30 s; 72 ℃ 45 s); 

72 ℃延伸10 min[14]。

引物设计 从GenBank中下载平贝母 ITS2序列, 

通过 DNAMAN 对多序列进行对比分析, 寻找平贝母

及其混伪品的差异位点 , 利用引物设计软件 Primer 

Premier 5.0设计出平贝母的特异性引物, 将设计好的

引物分别在 5′端进行标记 , 其序列为 : 上游引物 5 ′

(FAM)-GGACAATTTACTTTGCCCG-3′ , 下游引物 5 ′

(Biotin) -CACACCAAGTATCGCATTTC-3′ , 产物长度

为254 bp, 并由生工 (长春) 生物工程有限公司合成。

胶体金试纸条PCR反应体系优化

退火温度优化 试纸条检测方法灵敏性高, 退火

温度会适当升高。将退火温度范围设置为 53～60 ℃, 

将 Ep管分别置于 53、54、55、56、57、58、59、60 ℃所对

应的位置。利用一次性核酸检测试纸条检测确定PCR

退火温度。

循环次数优化 试纸条检测方法灵敏性高, 循环

次数会适当减少。将循环次数依次设置为 20、23、25、

28、30个循环, 利用一次性核酸检测试纸条检测确定

PCR循环次数。

引物用量优化 用无菌双蒸水将平贝母特异性引

物稀释至 1 µmol·L-1, 控制引物用量为单一变量, 分别

加入 0.2、0.4、0.6、0.8、10、1.2 µL 进行特异性 PCR 反

应。利用一次性核酸检测试纸条检测确定 PCR引物

用量。

模板用量优化 用无菌双蒸水将平贝母模板稀释

至 100 ng·μL-1, 控制模板用量为单一变量 , 分别加入

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 µL进行特异性 PCR反应。利

用一次性核酸检测试纸条检测确定PCR模板用量。

胶体金试纸条 PCR反应体系建立 将提取得到

的平贝母DNA样品浓度稀释为 100 ng·μL-1, 作为模板

DNA 进行后续 PCR 反应。PCR 反应总体系为 25 μL, 

依次在 200 μL EP 管中加入 12.5 μL 的 2×Taq PCR 

Master Mix, 上、下游引物 (1.0 μmol·L-1) 各 0.6 μL, 平

贝母 DNA 1 μL, 最后用灭菌蒸馏水补至 25 μL。PCR

扩增程序 : 95 ℃条件下预变性 5 min, (95 ℃ 30 s, 

57 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s) 循环反应 28次, 最后 72 ℃恒温

延伸10 min, 并置于4 ℃中保存。

PCR 产物检测及结果判读 在试纸条的样品吸

收垫上滴加 5～10 μL核酸扩增产物, 将试纸条吸收垫

向下插入到含有 90 μL 样品缓冲液的圆形离心管中 , 

3～5 min观察检测结果。在试纸条的结果判读区, 质

控线 (C线) 和检测线 (T线) 均显示红色, 提示检测结

果为阳性; 只出现C线为红色, 提示检测结果为阴性。

制备阳性标准对照品 通过建立的反应体系进行

扩增, 获得的 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳, 利用紫

外分析仪观测并切下明亮目的条带, 之后使用凝胶回

收试剂盒进行胶回收。T载体连接试剂盒被用于目的

DNA片段的连接, 随后将目的片段转入DH5α感受态

细胞中扩增培养。取菌液缓慢涂平板, 过夜培养温度

设置为 37 ℃。次日, 筛选并挑取白色菌落转入LB液

体培养基中, 继续过夜培养。将菌液用质粒小提试剂

盒进行提取, 通过琼脂糖凝胶电泳检测是否有目的条

带出现。基于以上结果, 选择条带清晰、明亮的质粒送

至生工 (长春) 生物工程公司进行测序, 测序结果利用

NCBI在线网站进行序列比对分析。

PCR-核酸试纸条检测方法的评价

特异性检测 将中药材平贝母标准品、阳性对照

品和伪品进行 PCR扩增, 使用一次性核酸检测试纸条

验证标记引物的特异性。

灵敏性检测 将平贝母DNA模板浓度分别稀释

为 100、10、1、0.1、0.01、0.001 ng·μL-1, PCR扩增后的产

物经PCR-核酸试纸条检测, 并利用琼脂糖凝胶电泳验

证试验结果。

重复性检测 由实验室的不同人员, 对相同的实

验按照建立的反应体系进行特异性 PCR扩增, 检测核

酸试纸条检测结果的重复性, 并用琼脂糖凝胶电泳结

果进行验证。

市售样品检测 使用本实验建立的 PCR 扩增条

件对 16 份市售样品进行检测 , 琼脂糖凝胶电泳和

PCR-核酸试纸条共同验证结果 , 并进行序列比对分

析, 检测市售平贝母的合格率。

结果

1　样品DNA质量验证

用通用引物 ITSF、ITSR对样品进行 PCR扩增, 所

有样品均能在约 500 bp 处扩增出条带 , 说明提取的

DNA质量符合要求。

2　反应体系优化

2.1　退火温度优化 实验发现, 退火温度会影响特异性

引物的扩增效率。结果显示, 该特异性引物在53～56 ℃

的退火温度下, 均能够完成特异性扩增, 57 ℃时扩增

效率受到明显影响, 在 60 ℃不能完成目的序列的特异

性扩增, 使得试纸条无法检测到阳性产物 (图1A)。

2.2　循环次数优化 实验发现, 循环次数会影响特异性

引物的扩增效率。结果显示: 在28个循环及30个循环

条件下, 均能完成特异性扩增。为了节省实验时间, 该实
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验将PCR反应的循环次数确定为28个循环 (图1B)。

2.3　引物用量优化 实验发现 , 引物用量会影响特

异性引物的扩增效率。结果显示: 引物用量在 0.4～

1.2 μL时, 均能完成特异性扩增, 0.6 μL时扩增效率受

到明显影响 , 因此 , 将 PCR 反应的引物用量确定为

0.6 μL (图1C)。

2.4　模板用量优化 实验发现, 模板用量会影响特异

性引物的扩增效率。结果显示: 模板用量在0.2～1.2 μL

时, 均能完成特异性扩增, 1 μL时扩增效率受到明显影

响, 因此, 将PCR反应的模板用量确定为1 μL (图1D)。

3　克隆结果及比对

DNA样品经过分子克隆筛选, 挑取白色菌落进行

继续培养。质粒经 PCR扩增后, 在 254 bp处可见目的

条带, 与预期结果一致。测序结果运用Blast与靶序列

比对分析, 与平贝母 ITS2序列同源性达 99%。表明设

计的平贝母引物特异性强, 更进一步验证了 PCR扩增

特异性基因片段序列的准确性。将平贝母质粒DNA

溶液作为阳性对照液, 确保检测结果的准确性。

4　PCR-核酸试纸条检测方法的评价

4.1　特异性评价 按照建立的反应体系和条件进行

PCR扩增, 只有中药材平贝母标准品和阳性对照品在

254 bp处扩增出单一明亮的条带, 而伪品和空白对照

均无条带出现。将PCR产物滴加在试纸条上, PCR-核

酸试纸条显示平贝母标准品和阳性对照品可见T、C线

2条红色条带, 而伪品和空白只见 C线 1条红色条带, 

试纸条和电泳结果一致 (图 2), 说明引物的特异性

良好。

4.2　灵敏性评价 PCR-核酸试纸条结果显示, 在模板

DNA浓度低至 0.1 ng·μL-1仍可见T、C线, 而电泳结果

在 1 ng·μL-1时有微弱的条带, 表明构建的PCR-核酸试

纸条的灵敏度至少高于琼脂糖凝胶电泳检测的10倍。

4.3　重复性评价 中药平贝母标准品和阳性对照品

均在 254 bp处扩增出目的条带, 混伪品及空白对照均

无条带出现。平贝母标准品和阳性对照品均在C线和

T线出现 2条红色条带, 混伪品和空白对照均出现C线

1条红色条带, 3组重复性检测的试纸条结果与电泳结

果均一致, 表明本研究方法的重复性良好。

4.4　市售样品检测 对 16份市售样品进行检测, 核酸

试纸条结果显示正品 11个, 伪品 5个, 与琼脂糖凝胶电

泳结果完全一致 (图3), 同时采用通用引物进行扩增测

序, 其与鉴定结果一致。

讨论

中药材的快速检测对临床用药及公众健康至关重

要, 近年来, 分子生物学的高速发展为中药材检测提供

了新方向, 与传统检测方法相比较, 基于遗传物质为标

Figure 1　 Optimization results graph. A: Graph of annealing 

temperature results; 1−8: 53−60 ℃. B: Graph of the results of the 

number of cycles; 1 − 5 represent 20, 23, 25, 28 and 30 times 

respectively. C: Graph of results of primer usage; 1 − 6 represent 

0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 and 1.2 μL, respectively. D: Graph of 

template usage results; 1 − 6 represent 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 and 

1.2 μL, respectively. N: Negative control

Figure 2　 Plot of specificity of primers and test strips for the 

labelling of F. ussuriensis. A: Agarose gel electrophoresis; B: 

Nucleic acid test strip results graph. 1: F. ussuriensis positive 

control; 2: F. ussuriensis; 3: Fritillaria thunbergii; 4: Rhizoma 

Bolbostematis; 5: Fritillaria pallidiflora; 6: Cortex Phellodendron 

Bidentatae; 7: Coix lacryma-jobi L.; 8: Semen Nelumbinis; M: 

Marker; N: Negative control

Figure 3　Electrophoresis of commercially available samples of 

F. ussuriensis and test strip charts. A: Agarose gel electrophoresis; 

B: Nucleic acid test strip results graph. 1−16: Commercially avail‐

able samples; M: Marker
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记的分子检测技术拥有众多优势[15]。其 PCR 扩增产

物的检测方法也在不断改进和优化, 与传统琼脂糖凝

胶电泳不同, 一次性PCR-核酸检测试纸条因其具有低

成本、简便、迅速、无毒、可视化等优点, 可用于核酸扩

增产物的检测, 逐渐被用于细菌、病毒、真菌毒素[16]等

检测。例如, 通过重组酶介导核酸等温扩增[17]、设计引

物探针[18]、结合交叉引物扩增[19]、单板等温交叉引物扩

增[20]等与 PCR-核酸试纸条相结合的模式可快速检出

日本血吸虫特异性基因片段、猪圆环病毒 2型 (PCV2) 

及鉴别不同种类药材, 表明此方法可用于中药材的真

伪鉴定。核酸试纸条基于免疫金标抗体、引物标记、生

物素信号放大等原理, 检测中液体样品向一定方向侧

流, 样品中带有免疫标记引物所扩增的目的基因, 能够

与核酸试纸条T线、C线上特异性的免疫标记物结合, 

而使T线、C线均能产生阳性反应[21-23]。与传统PCR产

物检测方法如琼脂糖凝胶电泳相比较, 具有更加快速、

便捷、无污染等优点, 且检测结果可视化, 对操作人员

无需较高技术要求, 可广泛适用于基层单位对中药材

的真伪鉴定。

平贝母作为药用价值较高的中药材, 对其的检测

尤为重要。本研究旨在建立一种快速、可视化的方法

检测平贝母 , 通过比对分析平贝母和混伪品 ITS2 序

列, 设计平贝母特异性鉴别引物, 优化反应体系和反应

条件, 将产物滴加在试纸条上, 实现 3～5 min 即可甄

别平贝母真伪。建立的DNA提取、PCR扩增、产物检

测等 3 个模块 , 只需操作者将提取的样品 DNA 加入

PCR反应体系, 扩增产物直接滴加在核酸试纸条上, 即

可观测结果, 通过结果发现, 核酸试纸条比琼脂糖凝胶

电泳的灵敏度至少高于 10倍。其特异性为 100%, 最

低检出限为 0.1 ng·μL-1, 对 16个市售样品进行检测, 结

果表明, 合格率为 68.75%, 但在实验中离不开 PCR和

电泳技术, 使基层鉴定时需要专业的仪器设备, 难以实

现自动化检测, 在实验中发现, 仅通过一条特异性引物

扩增, 无法实现平贝母种内变异的鉴定, 同时, 对于更

多近缘物种可能会影响结果, 还需要进一步研究。构

建的 PCR-核酸试纸条灵敏度较高、操作简单、结果可

实现可视化, 可广泛适用于基层单位、海关、执法部门

现场快速检测, 可为严厉打击中药市场掺假、造假提供

技术支撑。
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