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利用VPCR对大黄药材饮片及中成药中大黄成分基原鉴定的研究

张聪聪, 艾青青, 罗 霄, 陈 红, 伍欣然, 毛腾霄*

(成都市药品检验研究院, 国家药品监督管理局中药材质量监测评价重点实验室, 四川 成都 610046)

摘要: 大黄作为川产道地药材之一, 中国药典 (2025年版) 收载的基原物种为掌叶大黄、唐古特大黄及药用大

黄, 然而当前市售大黄存在多基原混杂及伪品掺入等现象, 品种基原亟待理清。本研究采用文献报道叶绿体 ndhF-

rpl32片段作为特异条形码并进行验证, 通过优化DNA提取步骤、扩增体系和扩增程序, 建立一种可用于大黄药材、

饮片及中成药中大黄成分真伪及基原鉴定的 VPCR 方法。相较于传统的 PCR 方法, VPCR (V-shaped polymerase 

chain reaction) 法将扩增时间由 1.5 h缩短至 30 min。采用建立的VPCR方法检测市售流通领域收集到的 85批大黄

样品, 包括 30批药材、40批饮片及 15批含大黄的中成药。结果表明: 样品中 31批为唐古特大黄 (药材 18批, 饮片

10批, 中成药 3批), 36批为药用大黄 (药材 1批, 饮片 25批, 中成药 10批), 13批为掌叶大黄 (药材 8批, 饮片 5批), 合

格率为 94.1%。3批药材 (编号CD1、CD2、CD3)、2批中成药 (编号Z4为片剂、Z12为颗粒剂) 判定为大黄伪品中的华

北大黄。本研究建立的VPCR方法可作为对中国药典 (2025年版) 大黄项下薄层色谱检查土大黄苷方法的补充, 对

规范大黄药材市场、保证大黄临床用药安全提供依据。

关键词: 大黄; VPCR; 真伪鉴定; 基原鉴定

中图分类号: R931   文献标识码: A   文章编号: 0513-4870(2026)05-1869-07

Molecular identification of the origin species of rhubarb 

medicinal materials, decoction pieces and Chinese patent 

medicines based on VPCR

ZHANG Cong-cong, AI Qing-qing, LUO Xiao, CHEN Hong, WU Xin-ran, MAO Teng-xiao*

(Chengdu Institute for Drug Control, NMPA Key Laboratory for Quality Monitoring and Evaluation of Traditional 

Chinese Medicine, Chengdu 610046, China)

Abstract: Rhei Radix et Rhizoma is one of the genuine medicinal materials in Sichuan. Its original species are 

Rheum palmatum, Rh. tanguticum, and Rh. officinale, recorded by Chinese Pharmacopoeia (2025 Edition). However, 

there are many cases of multi-origin mixing and adulterant incorporation in the current commercially available 

Rhei Radix et Rhizoma, and the variety origin needs to be clarified urgently. In this study, the ndhF-rpl32 region of 

chloroplast genomes, as specific DNA barcode reported previously, was selected and confirmed. The VPCR method 

was established to identify the authenticity and origin of rhubarb medicinal materials, decoction pieces and Chinese 

patent medicines, in the process of optimizing DNA extraction procedure, amplification system and amplification 

procedure. Compared with the traditional PCR method, the amplification procedure has been refined through a 

VPCR heating model, curtailing the detection from 1.5 h to 30 min. The 85 batches of samples collected from the 

circulation area were tested by VPCR method, including 30 batches of medicinal materials, 40 batches of decoction 

pieces and 15 batches of Chinese patent medicines which contain Rhei Radix et Rhizoma. The experimental results 
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showed that 31 batches are Rh. tanguticum (including 18 batches of medicinal materials, 10 batches of decoction 

pieces and 3 batches of Chinese patent medicines), 36 batches are Rh. officinale (including 1 batches of medicinal 

materials, 25 batches of decoction pieces and 10 batches of Chinese patent medicines) and 13 batches are Rh. 

palmatum (including 8 batches of medicinal materials and 5 batches of decoction pieces). The pass rate is 94.1%. 

Three batches of rhubarb medicinal materials (No. CD1, CD2, CD3) and two batches of Chinese patent medicines 

(No.Z4 tablet, No.Z12 granule) were determined to be Rh. franzenbachii Munt, as one of counterfeit Rhei Radix et 

Rhizoma varieties. The VPCR method established in this study can be used as supplement to rhapontin TLC 

inspection test of Rhei Radix et Rhizoma in Chinese Pharmacopoeia (2025 Edition) and standardize the market for 

this clinical medication as well as improve the safety of Rhei Radix et Rhizoma.

Key words: Rhei Radix et Rhizoma; V-shaped polymerase chain reaction; authenticity verification; origin 

identification

大黄 (Rhei Radix et Rhizoma) 是我国传统常用多

基原中药, 始载于《神农本草经》列为下品[1]。中国药

典 (2025 年版) 一部收载大黄为蓼科植物掌叶大黄 

(Rheum palmatum L.)、唐 古 特 大 黄 (Rh. tanguticum 

Maxim. ex Balf.) 及药用大黄 (Rh. officinale Baill.) 的

干燥根和根茎[2]。大黄作为川产道地药材之一, 可通

过多成分−靶点−通路的途径, 发挥抗病毒、抗炎、抗氧

化应激、抗细胞凋亡和调节机体免疫等功能[3,4]。调查

显示, 近年来大黄药材需求量较大, 过度采挖使野生大

黄蕴藏量严重下降, 部分地区野生资源面临枯竭[5], 而

人工栽培技术较为粗放, 导致大黄种质资源混乱, 种质

质量难以保证[6]。大黄基原植物与同属和酸模属多种

植物的性状及显微特征较相似, 致使当前市场大黄品

种混乱, “以次充好”现象严重。常见伪品有大黄属植

物华北大黄 (Rh. franzenbachii Munt.)、河套大黄 (Rh. 

hotaoense C. Y. Cheng et Kao)、藏边大黄 (Rh. australe 

D. Don)、天山大黄 (Rh. Wittrockii Lundstr.) 和土大黄 

(Rumex) 等。土大黄为蓼科植物酸模属植物: 钝叶酸模 

(Ru. obtusifolius L.)、羊蹄 (Ru. japonicas Houtt.)、尼泊尔

酸模 (Ru. nepalensis Spreng.)、网果酸模 (Ru. chalepensis 

Mill.)、巴天酸模 (Ru. patientia L.) 等的根及根茎[7]。目

前市售大黄饮片质量参差不齐、煎煮工艺各异, 进而影

响大黄汤剂及其中成药临床疗效[8-10]。正品大黄有很

好的导泻效果而伪品则无明显导泻作用, 因此大黄药

材真伪直接关系到临床用药安全性和有效性[11]。另一

方面, 大黄为典型的多基原、多功效药材; 有报道表明

掌叶大黄、唐古特大黄和药用大黄 3种正品大黄的化

学成分有一定的差别, 尤其是蒽醌类成分含量相差较

大[12], 并且三者在药理活性上也存在不同程度的差

异[13]。为了确保大黄更为精确的对症用药, 有必要针

对不同功效用途, 选取不同基原大黄入药。因此, 在鉴

定大黄真伪的前提下, 进一步鉴定大黄基原物种也具

有重要的意义。

与传统中药鉴定方法相比, 基于DNA序列标记的

中药材分子鉴定技术具有不依赖于药材形态、无需鉴

定人长年经验积累、重复性好、准确度高等优点。特别

是在鉴定近缘种药材上, 可以很好地解决因药材外观

形状极其相似而导致的鉴定困难。因此, 近年来分子

鉴定技术在中药鉴定领域得到了广泛的应用[14-16]。传

统的聚合酶链式反应 (polymerase chain reaction, PCR) 

方法包括变性、退火、延伸三个步骤 , 每个步骤都需

要一定的时间来确保核酸的有效扩增。已有研究发

现, PCR反应在一个动态的变温过程中即可实现核酸

的扩增, 即反应体系的温度只需要在高低两个温度点

之间来回变化, 不需要在固定的温度点停留, 就可以

实现核酸的快速扩增。该扩增方法可以将核酸扩增

时间从原来的 1 h以上缩短至 30 min左右, 由于体系

的温度−时间曲线图呈现多个重复的 V 型, 因此该方

法命名为 VPCR (V-shaped polymerase chain reaction)。

本课题组前期已将该方法用于鉴定半夏、虎掌南星和

水半夏[17]。

本研究选用文献[18]报道的叶绿体高变区 ndhF-

rpl32基因片段作为特异条形码, 并对该片段的鉴定能

力及其引物4F、4R的特异性进行确认, 通过优化VPCR

反应体系, 建立了一种用于大黄药材、饮片及中成药中

大黄成分真伪及基原鉴定的VPCR技术, 为规范大黄

药材市场、保证大黄临床用药安全提供依据。

材料与方法

对照药材、易混药材与样品 唐古特大黄 (批号: 

120902-201912)、药用大黄 (批号: 120984-202203)、掌

叶大黄 (批号: 121249-202105)、华北大黄 (批号: 121676-

201201) 和土大黄 (批号: 121291-201803) 5 种对照药

材均购自中国食品药品检定研究院。尼泊尔酸模、羊

蹄、钝叶酸模等大黄基原易混药材由本院中药室提供, 

并由罗霄副主任中药师鉴定无误。85批样品均购于
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市售流通环节, 包括 30批药材、40批饮片及 15批含有

大黄成分的中成药。

试剂 2×TaqMan Master Mix (批号 29623) 购自

康为世纪生物科技股份有限公司; DP305植物DNA提

取试剂盒 (批号A1204A) 购自天根生化科技 (北京) 有

限公司 ; DL2000 DNA Maker (批号 : 20B109Z)、Gold‐

View 核酸染料 I (批号 : 240G04RI)、上样缓冲液 6×

Loading Buffer (批号: 70G01C)、1 mol·L-1 Tris-HCl (pH 

8.0, 批号: 23AD12Y)、0.5 mol·L-1 EDTA (pH 8.0, 批号: 

240C09Y)、微柱浓缩 DNA 凝胶回收试剂盒 (批号 : 

240E11GW)、聚乙烯吡咯烷酮 (PVP, 批号: 202401) 购

自北京庄盟国际生物基因科技有限公司; 50×TAE 电

泳缓冲液 (批号: K4113735) 购自生工生物工程 (上海) 

股份有限公司; 其余化学试剂均为国产分析纯。引物 

(PAGE纯化) 由北京擎科生物科技股份有限公司合成。

DNA 测序由北京擎科生物科技股份有限公司完成。

核分离缓冲液的配置[19]: PVP10g, 1 mol·L-1 Tris-HCl 

(pH = 8.0) 50 mL, 0.5 mol·L-1 EDTA (pH 8.0) 20 mL, 氯

化钠 20.454 g, 充分溶解后定容至 500 mL, 灭菌后加入

β-巯基乙醇10 mL。

仪器 CP225D型天平 (德国赛多利斯公司); 5810R

型冷冻离心机 (德国 Eppendorf公司); MM400型球磨

仪 (德国莱驰公司); QuantStudioTM 5荧光定量 PCR仪 

(美国 ABI 公司); Nanodrop One 微量分光光度计 (美

国赛默飞公司); PowerPacTM Basic 电泳仪 (美国伯乐

公司); 200 型凝胶成像仪 (美国 Azure Biosystems 公

司); TU-100 型恒温金属浴 (上海一恒科学仪器有限

公司)。

基因组DNA的提取 采取商品化的植物DNA提

取试剂盒 (柱式) 对样本的 DNA 进行提取: 取样时采

用一次性刀片切去药材及饮片的表面部分, 刮取中间

部分约 30 mg (对照药材直接称取) 置于 2.0 mL离心管

中, 加入钢珠, 在球磨仪内研磨使样品呈粉末状, 按照

植物 DNA 提取试剂盒说明书操作步骤进行基因组

DNA提取。对于饮片和中成药处理细节作如下改动: 

将饮片粉末加入 1 mL核分离缓冲液充分混匀, 在冷冻

高速离心机中 12 000 r·min-1离心 5 min, 弃上清液, 重

复该步骤 2次; 中成药称取约 2 g, 丸剂切成小块, 散剂

直接称取, 片剂刮去包衣切碎, 置于 50 mL离心管中, 

加入 35 mL核分离液并涡旋充分混匀后, 7 500 r·min-1

离心 3 min, 弃上清液, 重复此步骤直至上清几乎无色。

将经核分离缓冲液处理后的样品按提取试剂盒说明

书操作。

特异 DNA 条形码及引物确认 为确认 ndhF-rpl32

序列对大黄基原物种的鉴定能力及其引物的特异性, 

以对照药材唐古特大黄、药用大黄、掌叶大黄、华北大

黄和土大黄的基因组 DNA 为模板序列, 使用引物 4F 

(5′-TCGATTCACCGGCTCTTACC-3′ )、4R (5′-TGAAA 

TGAGACTGGTTATTTAG-3′) 扩增 ndhF-rpl32 基因序

列 , 产物经纯化后外送测序。利用 MEGA12 软件进

行序列比对, 并基于K2P (Kimura 2-parameter) 模型进

行遗传距离分析, 构建 NJ (neighbor-joining algorithm) 

系统进化树, 设置Bootstrap重复值为 1 000, 计算遗传

距离。

VPCR反应体系优化 以掌叶大黄和土大黄为代

表样品 , 分别对不同引物浓度和退火温度进行优化 , 

分别设置引物浓度为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 μmol·L-1, 退

火温度为 51、53、55、57、59 ℃。VPCR 反应体系为 : 

2×TaqMan MasterMix 12.5 μL, 上下游引物 (10 μm) 各

0.5～2.5 μL, DNA 模板约 50 ng, 加灭菌双蒸水补足

体积至 25 μL。VPCR扩增条件为: 95 ℃, 30 s; 94 ℃, 

1 s, 51～59 ℃, 1 s, 35个循环。

琼脂糖凝胶电泳 以对照药材、易混药材及样品

的基因组 DNA为模板, 分别使用引物 4F、4R, 采用优

化的VPCR程序扩增后, 取扩增产物 5 μL与上样缓冲

液 1 μL进行混合, 将混合液加至经GoldView核酸染料

I染色的琼脂糖凝胶 (1.5%) 进行电泳分离, 分离电压

110 V, 电泳时间 30 min; 电泳结束后, 将该凝胶置于琼

脂糖凝胶成像系统进行观察并拍照。

VPCR产物纯化、测序及NJ进化树的构建 按照

DNA 凝胶回收试剂盒对待测样品的 VPCR 产物进行

纯化, 外送生物公司进行双向测序, 利用 SnapGene软

件对测序所得峰图文件进行序列拼接, 利用MEGA 12

软件进行Clustal W多序列比对、计算K2P距离和构建

NJ系统进化树, Bootstrap 1 000次重复检验分支系统

发育的可靠性。

结果

1　DNA质检及对照药材基原确认

所提取的基因组DNA经微量分光光度计测量纯

度 A260/280均为 1.7～1.9, 浓度均大于或等于 30 ng·μL-1, 

满足后续实验的要求。对照药材及易混药材的matK

序列经通用引物扩增并测序后在 GenBank BLAST 

(https://blastncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 网站进行比对

分析, 对物种基原进行再次确认。

2　特异条形码确认

大黄基原物种 ndhF-rpl32序列的种内遗传距离均

为 0, 种间遗传距离为 0.005～0.015 (平均遗传距离为

0.01), 种内、种间存在显著的条形码间隙 (barcoding 

gap), 表明所筛选片段符合DNA条形码的要求。
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3　VPCR反应体系优化

掌叶大黄和土大黄 VPCR 产物的亮度除在

0.2 μmol·L-1引物浓度下较暗, 在0.4～0.8 μmol·L-1引物

浓度下亮度基本一致。由于过高的引物浓度会导致

非特异性扩增物的产生 , 所以优化的引物浓度为

0.6 μmol·L-1。掌叶大黄在退火温度为 53、55、57 ℃时, 

VPCR 产物最亮 ; 土大黄在退火温度为 53、55 ℃时 , 

VPCR产物最亮, 所以优化的退火温度为 55 ℃。结果

见图1、2。

优化后的 VPCR 反应体系为 : 2×Taqman Master‐

Mix 12.5 μL, 上下游引物终浓度各0.6 μmol·L-1, DNA模

板约50 ng, 加灭菌双蒸水补足体积至25 μL。VPCR扩

增条件为: 95 ℃, 30 s; 94 ℃, 1 s, 55 ℃ 1 s, 35个循环。

4　扩增体系确认

采用优化后的 VPCR 程序扩增得到长度约为

600 bp的单一条带, 表明引物具有较高的特异性。对

照药材及易混药材的电泳结果见图 3。在紫外灯下切

取目的基因条带, 经DNA凝胶回收试剂盒纯化后, 外

送生物公司双向测序, 正反向引物测序峰图见图4。

5　样品检测

采用本研究所建立的VPCR方法, 对 85批样品包

括 30批药材、40批饮片及 15批中成药进行扩增并外

送测序, 序列经比对分析, 所得结果见图 5。其中唐古

特大黄 31批 (药材 18批, 饮片 10批, 中成药 3批), 药用

大黄 36批 (药材 1批, 饮片 25批, 中成药 10批), 掌叶大

黄 13 批 (药材 8 批 , 饮片 5 批)。3 批大黄药材 (编号 : 

CD1、CD2、CD3) 和 2 批中成药 (编号 Z4 为片剂、Z12

为颗粒剂) 与华北大黄分为一簇 , 判定为大黄伪品。

图 6详细展示了以上 5批伪品与对照药材和易混药材

的聚类情况。

讨论

本研究利用建立的 VPCR 法对市售的 85 批大黄

药材、饮片及中成药进行检测, 检出 5批华北大黄, 阳

性样品率为 5.9%。2018年四川省中药材 (饮片) 专项

抽检对大黄进行了全面的质量考核, 在 105批大黄样

品中有 3批检查出土大黄苷[20]。中国药典 (2025年版) 

一部中收载的 150余个大黄复方制剂中, 大黄的质量

控制多采用显微、薄层色谱、高效液相色谱法 ; 土大

黄苷作为伪品大黄中的特征性成分, 仅明确了 5个处

方 (九味肝泰胶囊、三黄片、致康胶囊、痔疮胶囊和

通窍耳聋丸) 中大黄类药材要进行土大黄苷定性检

测。已有文献[21-23]报道在清肺抑火制剂、十滴水和复

方龙胆碳酸氢钠片中发现存在伪品大黄代替大黄投

料的情况。

本研究在使用商品化试剂盒提取基因组DNA时, 

根据大黄药材性质优化了提取步骤, 以保证高质量的

DNA用于后续基因扩增。中成药大多为复方制剂, 在

生产过程中经历了复杂的加工, 其DNA降解程度较中

药材及饮片而言更高, 检测难度加大[24]。对于大黄饮片

和以大黄原粉入药的中成药, 前处理时使用核分离缓

冲液能够显著提高DNA的提取质量; 而对于大黄在处

Figure 1　Optimization of primer concentration. M: DL 2000 Marker; 

Lane 1 and 7: Negative control; Lanes 2−6: Primer concentration 

of 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 μmol·L-1 from Rheum palmatum; Lanes 

8−12: Primer concentration of 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 μmol·L-1 from 

Rumex

Figure 2　Optimization of reaction temperature. M: DL2000 Marker; 

Lane 1 and 7: Negative control; Lanes 2−6: Reaction temperature 

of 51, 53, 55, 57, 59 ℃ from Rheum palmatum; Lanes 8−12: Reac‐

tion temperature of 51, 53, 55, 57, 59 ℃ from Rumex

Figure 3　 Gel electrophoresis visualization of reference and 

confusable medicinal materials amplification. M: DL2000 Marker; 

Lane 1: Negative control; Lanes 2 Rheum tanguticum; Lane 3: 

Rheum officinale; Lane 4: Rheum palmatum; Lane 5: Rheumfran‐

zenbachii; Lane 6: Rumex; Lane 7: Rumex nepalensis; Lane 8: 

Rumex japonicus; Lane 9: Rumex obtusifolius
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方中占比较低、以提取液入药的中成药品种, 其DNA

富集质量、扩增测序的结果均不太理想, 采用VPCR法

较难确定其基原物种。本课题组前期建立了半夏易混

伪品的多重实时荧光VPCR系统, 根据 ITS序列设计特

异性的引物和探针, 通过单管反应同时检测半夏、虎掌

南星、水半夏 3种物质, 并结合直接裂解提取法与超快

速 VPCR 扩增 , 使整个实验流程缩短至 32 min 以内。

本研究采用 ndhF-rpl32 作为特异条形码 , VPCR 产物

经纯化后测序, 将序列通过软件分析生成系统进化树, 

以聚类图判断大黄真伪及基原。本研究虽然已将PCR

扩增过程缩短至 30 min, 并优化商品化试剂盒的提取

步骤, 但DNA提取步骤仍需花费较长时间。下一步可

开发大黄DNA直接裂解提取法, 减少DNA提取所花

费的时间; 并收集更多大黄基原的易混药材品种, 进一

步扩大本方法可鉴定的品种范围。

本研究基于特异条形码建立的VPCR法能够实现

对大黄药材、饮片及中成药中的大黄成分进行真伪及

基原鉴定, 可作为中国药典 (2025年版) 大黄项下薄层

色谱检查土大黄苷方法的补充, 从而完善大黄的鉴定

标准, 并用以控制复方制剂中大黄的准确投料, 以保障

此类药物的用药安全。
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Figure 4　Sequencing peak diagram of forward and reverse primers for VPCR products. VPCR: V-shaped polymerase chain reaction
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