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基于时珍法的市售中成药中三七真伪鉴定研究
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摘要: 中成药组分基原物种准确是保障其安全性和有效性的基础。时珍法已用于植物、动物和真菌界不同物种

的鉴定, 但其能否适用于中成药组分基原物种鉴定有待研究。本文以三七Panax notoginseng为对象, 开展时珍法在

市售中成药中基原物种鉴定研究。通过人参属 6个物种共 9个基因组数据的对比分析, 挖掘到 4 289 410条三七特

异靶标序列, 构建三七特异靶标数据库。从数据库中选取靶标序列并采用 Sanger测序验证其准确性, 通过 PCR联

合琼脂糖凝胶电泳、PCR联合 Sanger测序、TaqMan探针荧光定量 PCR和高分辨熔解曲线四种技术检测靶标序列, 

构建三七鉴定方法。进一步利用上述四种方法检测市售中成药, 所有样品均成功检出三七。因此, 时珍法可实现中

成药中三七基原物种鉴定, 为中成药质量控制提供新的思路和技术。
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Abstract: Accurate authentication of components in traditional Chinese patent medicines (TCPMs) is 

fundamental to ensuring the safety and accuracy. Analysis of whole-GEnome (AGE) has been applied to species 

identification across plants, animals, and fungi. However, its applicability to the authentication of components 

in TCPMs remains to be evaluated. In this study, AGE was performed to identify Panax notoginseng in 

TCPMs. Bioinformatic analysis of nine genome assemblies from six Panax species yielded 4 289 410 specific 

target sequences of P. notoginseng, from which a species-specific target sequence database was constructed. Target 

sequences were selected and validated by Sanger sequencing. Four molecular techniques including PCR combined 

with agarose gel electrophoresis, PCR coupled with Sanger sequencing, TaqMan probe-based quantitative PCR, and 

high-resolution melting analysis were employed to detect the target sequence, thereby establishing identification 

methods for P. notoginseng. These assays were further applied to commercial TCPMs, all of which were successfully 

detected to contain P. notoginseng. Therefore, AGE enables accurate identification of components in TCPMs, 

offering new insights and technologies for quality control of TCPMs.

收稿日期: 2025-12-22;     修回日期: 2026-03-10.

基金项目: 中国医学科学院医学与健康科技创新工程项目 (2025-I2M-KJ-020).

*通讯作者Tel: 86-10-57833199, E-mail: jysong@implad.ac.cn; wjxu@implad.ac.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2025-1542

·· 2320



娄 千等: 基于时珍法的市售中成药中三七真伪鉴定研究

Key words: analysis of whole-GEnome; traditional Chinese patent medicine; Panax notoginseng; species 

identification

时珍法 (analysis of whole-GEnome, AGE), 又名全

基因组分析法, 是在物种全基因组不断被解析、基因组

学资源日益丰富的背景下提出的全新物种鉴定方法。

该方法从物种全基因组寻找特异靶标序列, 通过精准

识别特异靶标序列, 从而实现物种鉴定[1]。自提出以

来, 时珍法已在植物[2]、动物[3]和真菌[4]界展开研究, 尤

其在真菌近缘物种鉴定研究中发挥了重要作用, 为解

决曲霉属、镰刀菌属和青霉属等不同属近缘物种鉴别

难题提供了新的途径[5-8]。

近缘物种难以准确区分也是中药鉴定研究长期关

注的重点问题。国家药品抽检结果显示, 随着监管力

度不断加强, 当前中成药市场上以伪品直接替代正品

的情况已得到有效遏制, 但受经济利益驱使或同属近

缘种外观性状难以甄别等导致掺伪掺杂的现象还时有

发生[9]。因此, 中成药组分基原物种鉴定仍是研究与

监管的重点方向。作为一种基于全基因组信息挖掘的

创新鉴定方法, 时珍法能否适用于中成药体系并在复

杂多组分背景下实现基原物种的准确识别, 仍有待进

一步评估与验证。

人参属植物具有重要的药用价值, 广泛应用于心

脑血管疾病防治、免疫调节和抗炎等领域。现行版中

国药典收载人参属 6个物种, 包括人参 (Panax ginseng 

C. A. Mey.)、西洋参 (P. quinquefolium L.)、三七 [P. 

notoginseng (Burk.) F. H. Chen]、竹节参 (P. japonicus 

C. A. Mey.)、羽叶三七 [P. japonicus C. A. Mey. var. 

bipinnatifidus (Seem.) C.Y. Wu et K. M. Feng] 和珠子

参 [P. japonicus C. A. Mey. var. major (Burk.) C.Y. Wu 

et K. M. Feng]。其中, 三七作为我国常用大宗中药材, 

是多种中成药的原料。据统计, 全国以三七为原料的

企业有 1 500余家, 全国三七相关产品产值超过 700亿

元[10]。由于人参属物种亲缘关系近, 且在形态特征和

化学成分方面高度相似, 因此一直是药用植物基原物

种鉴定研究的重点类群[11], 大部分前沿方法和技术都

首先以人参属物种作为研究对象开展实验[12,13]。近年

来, 人参属多个物种的基因组信息相继解析, 为开展基

于时珍法的人参属物种鉴定研究提供了可行性支撑。

基于此, 本研究对人参属物种开展时珍法鉴定研究, 并

选择三七作为重点研究对象, 建立三七特异检测方法

并考察其在中成药组分检测中的适用性, 为中成药质

量控制提供新的思路与技术。

材料与方法

材料 三七、人参和西洋参药材样品各 3份来自

实验室前期保存[14], 分别编号为 SQ1～3, RS1～3以及

XYS1～3。自药店购买含三七组分的中成药共 10份 

(表 1)。人参属物种基因组数据由美国国家生物技术

信息中心 (NCBI)、国家基因组科学数据中心 (NGDC) 

等公共数据库下载 (表2)[15-21]。

仪器 聚合酶链反应核酸扩增仪 (赛默飞世尔科

技公司, ABI Veriti96); 荧光定量 PCR 仪 (伯乐生命医

学产品有限公司, CFX96); 分光光度计 (赛默飞世尔科

技公司, NanoDrop 2000); 凝胶成像仪 (上海天能生命

Table 1　Samples of traditional Chinese patent medicines

Sample

Sanqi Pian

Sanqi Pian

Fufang Danshen Pian

Fufang Danshen Pian

Fufang Danshen Pian

Sanqi Shangyao Pian

Sanqi Shangyao Pian

Xiaoshuan Tongluo 

Pian

Dieda Wan

Dieda Wan

Sample 

No.

SQP1

SQP2

FFDSP1

FFDSP2

FFDSP3

SQSYP1

SQSYP2

XSTLP

DDW1

DDW2

Number of 

prescribed 

herbal materials
1

1

3

3

3

8

8

11

24

24

Collection 

city

Beijing

Beijing

Guangzhou

Beijing

Shanghai

Changchun

Beijing

Harbin

Beijing

Beijing

Table 2　Genome information of Panax species

Species
Panax notoginseng

P. ginseng

P. quinquefolium

P. vietnamensis

P. stipuleanatus

P. japonicus

Accession No.
PRJNA658419 (PN1)

CNP0003588 (PN2)

PRJCA022032 (PG1)

SAMN20855168 (PG2)

SAMN20855195 (PQ1)

GWHDOGX00000000 (PQ2)

CNP0002878 (PV)

SAMN20855167 (PS)

SAMN20855173 (PJ)

Assemble level
Chromosome

Chromosome

Telomere-telomere

Chromosome

Chromosome

Chromosome

Chromosome

Chromosome

Chromosome

Genome size /Gb
2.66

2.41

3.45

3.41

3.60

4.51

1.73

2.15

2.09

Published year
2020[16]

2021[17]

2024[18]

2022[19]

2022[19]

2024[20]

2023[21]

2022[19]

2022[19]
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科学有限公司, Tanon 1600); 球磨仪 (德国RETSCH公

司, MM400); 琼脂糖凝胶电泳仪/电泳槽 (伯乐生命医

学产品有限公司, PowerPac Basic)。

试剂 植物基因组DNA提取试剂盒 (天根生化科

技有限公司, DP305); DNA抽提液 (北京索莱宝科技有限

公司, P1012); Probe qPCR Mix (宝日医生物技术有限公

司 , RR391A); 2× Accurate Taq Master Mix (AG11020) 

和 SYBR Green Pro Taq HS预混型 qPCR试剂盒 (艾科

瑞生物工程有限公司, AG11701); 50× TAE缓冲液 (北

京索莱宝科技有限公司, T1060); DL2 000 DNA Marker 

(北京TaKaRa公司, 3427Q)。

全基因组分析筛选物种特异靶标序列 使用

Jellyfish (v1.1.12) 将基因组切割成 25 bp的片段, 获得

短片段数据库, 生成 (L-25+1) 个 25-mer (L = 基因组长

度)。根据以下处理流程对短片段数据库中序列进行过

滤: 筛选GC含量为 40%～70%的序列; 删除含有多聚

核苷酸 (polynucleotide, poly) 结构的序列 (连续 4个及

以上相同碱基或连续 3个相同碱基出现次数大于等于

3); 对来自同一物种多个基因组分析获得数据进行去

重, 筛选多个基因组中共有片段; 使用Bowtie (v1.1.0) 

将经过筛选后的序列与人参属其他物种基因组进行比

对, 筛选与其他物种基因组序列存在 4个及以上碱基

错配或 1个及以上碱基插入/缺失的片段, 作为物种特

异靶标序列, 构建物种特异靶标数据库; 使用 Bowtie 

(v1.1.0) 将特异靶标序列比对到全基因组, 获取其在基

因组中的位置。

DNA提取 取中药材样品, 用 75%乙醇擦拭药材

表面, 并刮去外部栓皮后, 参照中国药典 (2025 年版) 

收载“中药材DNA条形码分子鉴定法指导原则”提取

DNA。取中成药样品, 粉末状中成药直接取样; 包衣片

剂先用酒精擦拭后的刀片刮去包衣, 随后于研钵中研磨

成粉末; 蜜丸用酒精擦拭后的刀片切成块。随后, 采用核

分离液漂洗, 参照文献报道方法提取中成药DNA[22]。

三七特异靶标序列验证 采用任意取样的方式[23]

从三七特异靶标数据库中选取靶标 , 将序列提交至

NCBI, 使用 Nucleotide-BLAST工具进行比对, 确保特

异靶标序列在其他物种中存在 4个及以上碱基错配或

1个及以上碱基插入/缺失。然后, 根据靶标上下游序

列设计扩增引物 (表 3), 若靶标上下游序列因含有 poly

结构等难以设计引物, 则重新从数据库中选取靶标序

列, 引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成。使用

设计的引物对三七样品 DNA 进行 PCR 扩增 , PCR 体

系为: 2× Taq PCR mix 12.5 μL、特异引物 (10 μmol·L-1) 

各 1 μL、DNA模板 2 μL、ddH2O 8.5 μL。PCR扩增程序

为: 94 ℃预变性 5 min, 循环反应 30次 (94 ℃变性 30 s, 

55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 45 s), 72 ℃延伸 10 min。取

ddH2O作为空白对照。PCR扩增结束后, 采用 1%琼脂

糖凝胶进行电泳, 将成功扩增条带的样品 PCR产物送

至北京诺赛基因组研究中心有限公司进行双向测序。

测序结果返回后, 采用CodonCode Aligner软件对测序

结果进行拼接, 拼接后序列采用Mega 6.0软件与基因

组提取序列进行比对 , 并将扩增序列使用 NCBI-

BLASTN工具进行比对。

PCR 联合 Sanger 测序检测三七特异靶标序列 

取三七、人参、西洋参药材和中成药 DNA, 药材 DNA

样品使用 ddH2O 将 DNA 浓度稀释至 20 ng·μL-1, 使用

特异靶标扩增引物, 按照同样步骤对DNA进行扩增、

测序以及数据处理。

PCR 联合琼脂糖凝胶电泳检测三七特异靶标序

列 取稀释至 20 ng·μL-1的三七、人参和西洋参药材

DNA以及中成药DNA, 参照前述步骤对DNA进行扩

增以及琼脂糖凝胶电泳。

TaqMan 探针荧光定量 PCR 检测三七特异靶标

序列 根据靶标上下游序列重新设计一对扩增片段不

超过 200 bp的引物 (F: 5′-TGAGGTGAACCTATTCGG 

AATT-3′ , R: 5′-GGTAACAACCTCCTATGGTAATAAA 

C-3′), 将引物和靶标序列提交至苏州金唯智生物科技

有限公司进行合成, 在靶标序列的 5′端标记FAM荧光

基团, 3′端标记BHQ1淬灭基团, 改造为TaqMan探针。

TaqMan 探针荧光定量 PCR 体系为 : 2× Probe qPCR 

Table 3　The sequences of specific targets and primers of Panax notoginseng

Target No.
Target-PN1

Target-PN2

Target-PN3

Target-PN4

Target-PN5

Target sequence  (5′→3′)
AAACAAACAAGATGCGTTACGTGCA

AAACAAACAAGTCAGCACCAAGTCC

AAACACTACTACCAAGCCAATCCGA

AAACAAGTTAGTAATAGCTGGGAGG

AAACAAGCCGCCTGAGCTCATTAAG

Primer (5′→3′)
PN-F1: CACGCAATGATGTTGAATCTCTAT

PN-R1: CGTTATCTTTTGAAGAGGTTGTCC

PN-F2: CACTAATAACTCTTCAAGGCTAGC

PN-R2: ATCATCAGAAGTGGTTGAGTAAATG

PN-F3: AGAGGTCACTGATGTCTTACAATTAC

PN-R3: TGAATAAAACTTAACCCACAAGATG

PN-F4: TAATCCATACCCACCATTAGAGC

PN-R4: GGCAGGCAATCATCAAGGATAT

PN-F5: GAGCTTTATACCAAGAGATGAACAC

PN-R5: TGCAATTAAACAAGCTATTATCTGTG
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mix 10.0 μL、特异引物 (10 μmol·L-1) 各 0.4 μL、DNA模

板 2 μL、TaqMan探针 0.8 μL、ddH2O 6.4 μL。扩增程序

为: 95 ℃预变性 30 s; 95 ℃ 5 s～60 ℃ 30 s, 40个循环, 

在第二阶段的退火延伸时段收集荧光信号。

高分辨熔解曲线检测三七特异靶标序列 使用

TaqMan 探针荧光定量 PCR 所用引物和扩增程序, 荧

光定量 PCR 体系如下 : 2× SYBR Green Pro Taq HS 

Premix 10.0 μL、特异引物 (10 μmol·L-1) 各 1 μL、DNA

模板2 μL、ddH2O 6 μL。

含三七中成药中掺伪人参鉴定 参照现行版中国

药典中“三七片”制法项下操作自制三份掺伪人参药材

的三七片样品, 作为对照样本: 取三七和人参药材样

品, 粉碎成细粉, 按三七与人参粉末以 1∶1、3∶1和 5∶1

人工混合, 加入适量糊精, 压制成片。参照三七特异靶

标序列筛选及验证操作流程, 从人参特异靶标数据库

中筛选并验证特异靶标序列, 基于人参特异靶标序列

和引物 (target: 5′-AAACAAGGTGAGGTGGCCACTC 

AAA-3′ , F: 5′-AATGAATTTAGTGCACTGGAGAC-3′ , 

R: 5′-ACTGCTGAATAATCAACTAAGGATTC-3′ ), 使

用 PCR联合测序及琼脂糖凝胶电泳方法检测自制样

品和市售中成药样品。

结果

1　生物信息学分析构建三七物种特异靶标数据库

本研究从NCBI、NGDC等公共数据库及已发表文

献提供链接下载获得 9 个基因组 (表 2), 来自人参属

6个物种: 三七 (P. notoginseng)、人参 (P. ginseng)、西洋

参 (P. quinquefolium)、金平人参 (P. vietnamensis)、屏边

三七 (P. stipuleanatus) 以及竹节参 (P. japonicus)。比较

人参属物种基因组大小发现, 西洋参和人参的基因组

大小都超过 3 Gb。其中, 西洋参基因组是人参属物种

已发表基因组中最大的, 达到 4.51 Gb, 而金平人参基

因组是人参属物种已发表基因组中最小的, 仅1.73 Gb。

生物信息学分析结果显示, 三七基因组经 25 bp小片段

剪切处理后, 获得亿级规模的短片段序列。通过系统

性筛选流程对短片段总库进行分析, 目的片段数量逐渐

减少 (图1A)。筛选GC含量为40%～70%的短片段, 数

据库中短片段数缩减至初始量的 40%左右; 采用 poly

结构过滤处理, 删除短片段中出现连续 4个及以上相

同碱基或连续 3个相同碱基出现次数大于等于 3的序

列, 剩余短片段数再次减少约 31.9%。经此筛选并去

重后, 三七两个基因组短片段库中各剩余 201 651 792

和 194 755 008条候选靶标, 两个基因组共有候选靶标

为 174 730 513条。将两个基因组共有候选靶标与人

参属所有物种基因组比对, 筛选得到 4 289 410条三七

特异靶标序列 (图1D)。

此外, 本研究还对人参和西洋参进行了全基因组分

析。人参和西洋参基因组经剪切处理后获得十亿数量级

的短片段, 经系统性筛选处理后分别获得 251 623 028

和 220 719 656条共有候选靶标 (图 1B、C)。经特异性

筛选后, 获得人参特异靶标序列 2 373 192条以及西洋

参特异靶标序列2 114 035条。

2　三七特异靶标序列验证

从三七特异靶标数据库中选取序列 , 通过 NCBI

数据库比对确保其在广泛物种范围的特异性, 对靶标

上下游序列进行分析确保引物设计可行性。结果显示

有靶标因上下游序列存在poly结构或重复序列等导致

引物设计难度大而被剔除。最终, 本研究选取 5条特

异靶标序列继续实验, 5条序列全部以 100%一致性比

对到三七基因组, 与比对到的其他物种均具有 4个以

上碱基错配。使用设计引物对来自 3个不同个体的三

七样品DNA进行扩增, 琼脂糖凝胶电泳结果显示 (图

2A), 4条候选靶标序列 (Target-PN1～3, 5) 可以在 3份

三七样品中成功扩增 , 另外 1 条序列 (Target-PN4) 仅

在 1份样品中扩增获得清晰明亮条带。将 4条特异靶

标序列扩增样品进行 Sanger测序, 结果显示, 3条特异

靶标 (Target-PN1, 3, 5) 扩增序列成功测序, 拼接序列

与基因组序列完全一致, 可作为三七特异靶标序列继

续实验 , 另外 1 条靶标 (Target-PN2) 扩增序列测序结

果为多重信号峰 (图2B)。

3　四种实验技术成功实现三七特异靶标序列检测

以 Taget-PN3 作为三七特异靶标序列 , 采用四种

实验技术进行检测, 开发三七特异检测方法。PCR联

合琼脂糖凝胶电泳结果显示 , 仅 3 份三七药材样品

成功扩增出约 300 bp的清晰条带, 而来自人参和西洋

参的 6 份 DNA 样本均未检测到特异性扩增产物 (图

3A)。PCR联合Sanger测序结果显示, 只有 3份三七药

材样品可以成功测序, 测序序列比对到特异靶标序列, 

其余 6 份样品显示没有扩增产物, 无法测序 (图 3B)。

TaqMan探针荧光定量 PCR结果显示, 当DNA浓度为

20 ng·μL-1时, 3份三七样品均检测到典型“S”形扩增曲

线 , 循环阈值 (cycle threshold, Ct) 值分别为 27.27、

24.62和 24.98, 均小于 30; 而人参和西洋参各 3份样本

均未检测到荧光信号积累 (图 3C)。高分辨熔解曲线

分析结果显示三七样品熔解曲线呈现单一特征峰, Tm 

(melting temperature) 值都为 77.5 ℃, 而其他物种样品

未见特征峰 (图3D)。综上, PCR联合琼脂糖凝胶电泳、

PCR联合Sanger测序、TaqMan探针荧光定量PCR和高

分辨熔解曲线四种实验技术都能实现三七特异靶标序

列检测, 将三七与其近缘物种人参、西洋参进行区分。
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Figure 1　Screening of specific target sequences of Panax notoginseng, Panax ginseng and Panax quinquefolium based on analysis of 

whole-GEnome. A: P. notoginseng. PN1: P. notoginseng genome (PRJNA658419); PN2: P. notoginseng genome (CNP0003588); Total: 

25-bp sequences; GC content: 25-bp sequences with 40%−70% guanine-cytosine proportion; Without poly: 25-bp sequences after removal 

of polynucleotide sequence structures; poly: Polynucleotide. B: P. ginseng. PG1: P. ginseng genome (PRJCA022032); PG2: P. ginseng 

genome (SAMN20855168); C: P. quinquefolium. PQ1: P. quinquefolium genome (SAMN20855195); PQ2: P. quinquefolium genome (GWH‐

DOGX00000000). D: Duplicated number of specific target sequences

Figure 2　Amplification and sequencing of the specific target sequences of Panax notoginseng. A: Gel electrophoresis analysis of the 

specific target sequences amplification products of P. notoginseng. Lane 1−3: PCR products of PN-F1/R1; Lane 4−6: PCR products of 

PN-F2/R2; Lane 7−9: PCR products of PN-F3/R3; Lane 10−12: PCR products of PN-F4/R4; Lane 13−15: PCR products of PN-F5/R5; CK: 

Blank control. B: Sequencing results of specific target sequences of P. notoginseng

·· 2324



娄 千等: 基于时珍法的市售中成药中三七真伪鉴定研究

4　时珍法实现市售中成药中三七组分检测

使用基于时珍法构建的四种方法对 10份市售中

成药进行检测。PCR联合琼脂糖凝胶电泳结果显示, 

10份中成药样品均成功扩增到片段大小为300 bp左右

的条带, 测序序列比对到三七特异靶标序列 (图4A、B)。

TaqMan探针荧光定量 PCR 检测结果显示, 10份中成

药样品均检测到荧光信号, 且Ct值均小于 30 (图 4C)。

其中, 有4份样品Ct值接近30, 分别是FFDSP1、DDW1、

DDW2以及SQSYP2。熔解曲线分析结果显示, 所有样

品熔解曲线呈现单一特征峰, Tm值为 77.0～77.5 ℃, 与

三七样品一致 (图 4D)。综上, 四种检测方法都能成功

实现中成药中三七组分检测。

同时, 为评估时珍法能否识别中成药掺伪, 以人参

作为伪品进行检测。琼脂糖凝胶电泳和测序结果显示, 

在 3份自制掺有人参的中成药样品中成功检测到人参

特异靶标序列, 证明时珍法可以识别中成药掺伪 (图

4E、F)。在 10份市售中成药样品中未扩增出条带, 表

明10份中成药中不含人参。

讨论

本研究首次使用时珍法进行人参属物种三七鉴定

研究, 并成功应用于市售中成药中三七组分的检测, 为

中成药质量控制提供新思路和技术。目前, 中成药组分

基原物种分子鉴定主要通过以下几种方法: 使用DNA

条形码技术实现单味组方中成药基原物种鉴定[24]; 采

用DNA条形码联合TaqMan探针等高精度分子检测手

段 , 对复方制剂中特定单味组分进行识别[14]; 以及将

DNA条形码与高通量测序技术联用, 实现全部组方物

种鉴定[22,25]。其中, DNA条形码技术具有通用性, 需要

获得准确的测序结果才能进行物种鉴定, 或者通过与

高精度分子检测手段联用提高特异性, 如 TaqMan 探

针[14]、微滴式数字 PCR (droplet digital PCR, ddPCR)[26]

等。尽管基于高通量测序的方法能够实现中成药全部

组分的鉴定, 但是在每次鉴定过程中都需要采用生物

信息学分析对测序结果进行比对、提取和组装等操

作[22], 对实验人员的专业性要求更高。与上述现有方

法相比, 时珍法具有特异性强和检测方法灵活的特点。

本文基于时珍法, 通过人参属 6个物种全基因组数据

对比分析, 挖掘到百万数量级三七特异靶标序列, 并使

用已验证的一条特异靶标序列构建了四种检测方法, 

均可成功实现中成药中三七组分的检测, 体现时珍法

在检测手段选择层面的灵活性和普适性, 以及对中成

药复方中目标物种精准识别的有效性。并且, 时珍法

在筛选获得物种特异靶标数据后, 实际使用时并不需

要再次进行生物信息学分析。因此, 时珍法在中成药

组分鉴定中, 避免了对测序技术和高精度检测技术的

依赖以及对生信分析能力的要求, 为中成药组分基原

物种鉴定提供更多手段。本研究进一步评估了时珍法

在中成药掺伪检测中的应用潜力, 以三七近缘物种人

参作为伪品进行实验, 结果显示时珍法能够精准识别

样品中掺入的人参, 证实其具备识别掺伪的能力。以

上研究结果为解决中成药中三七掺伪问题提供技术支

持和策略。首先, 本研究建立的检测方法可被药品监

督管理部门和药品生产企业使用。药品监督管理部门

使用本研究建立的方法对中成药进行抽检, 严格监督

上市药品, 遏制中成药掺伪情况。同时, 药品生产企业

Figure 3　Detection of the specific target sequence of Panax notoginseng. A: Gel electrophoresis analysis. Lane 1−3: P. ginseng; 4−6: P. 

quinquefolium; 7−9: P. notoginseng. B: Sequencing results; C: TaqMan probe-based quantitative PCR assay. Blue: P. notoginseng; Green: P. 

ginseng; Purple: P. quinquefoliun; Red: Blank control; RFU: Relative fluorescence unit. D: High resolution melting curve. Blue: P. notogin‐

seng; Green: P. ginseng; Purple: P. quinquefoliun; Red: Blank control; T: Temperature
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可以使用该方法检测所购原料以及生产药品, 保证所

用原料及药品组分基原物种准确, 从源头上避免发生

掺伪。此外, 对于其他可能掺伪的物种或者采用其他

方法难以鉴别的物种, 可以使用全基因组分析法的策

略, 按照本研究建立的流程和方法, 筛选目标物种的特

异靶标序列, 建立检测方法。

尽管时珍法在中药基原物种鉴定方面展现了较大

优势, 但在现阶段应用中仍需注意以下事项。首先, 在

靶标验证环节, 当靶标上下游序列存在 poly结构或重

复序列等时会导致引物设计难度大, 使得该靶标难以

通过测序进行验证。因此, 后续研究在筛选靶标时, 应

将靶标上下游序列重复性、是否存在特殊结构等纳入

分析。同时, 在实验验证过程中, 有 2条候选序列因未

能在全部三七样品中成功扩增, 或扩增片段测序呈现

多重信号峰而被剔除。其中, 靶标序列无法在所有三

七样品中成功扩增可能是由于不同个体之间存在差

异, 而纳入分析的基因组数量有限, 因此难以筛选出在

所有个体中都保守的特异靶标序列。已有研究显示, 

纳入分析的基因组数量是影响筛选获得物种特异靶标

数量的重要因素, 同一个物种纳入分析的基因组越多, 

共有特异靶标序列越少[8,27]。后续研究可借助浅层测

序获取来自不同地区、不同个体的三七基因组数据, 共

同纳入分析, 选取在该物种中高频出现的序列作为候

选靶标。例如, 通过时珍法对238个黄曲霉个体全基因

组进行分析, 成功筛选到种内保守的特异靶标序列, 并

在黄曲霉 10个不同株系中成功验证[28]。其次, 针对扩

增序列出现多重信号峰的现象, 推测是由于人参属物

种基因组杂合度较大以及重复序列较多, 从而导致扩

增区域存在序列重叠或等位变异。最后, 针对真假鉴

别与掺伪分析, 在挖掘特异靶标序列时, 应包括潜在的

掺伪品样品。由于三七的常见混伪品菊三七、藤三七

和莪术等暂未解析全基因组, 因此本研究暂未纳入分

Figure 4　Detection of components in traditional Chinese patent medicines (TCPMs). A: Gel electrophoresis analysis of Panax notoginseng 

in TCPMs. Lane 1−10: SQP1, SQSYP1, FFDSP1, DDW1, DDW2, SQP2, SQSYP2, FFDSP2, FFDSP3 and XSTLP. B: Sequencing results 

of P. notoginseng in TCPMs. C: TaqMan probe-based quantitative PCR assay of P. notoginseng in TCPMs. Blue: TCPM samples; Red: 

Blank control. D: High resolution melting curve of P. notoginseng in TCPMs. Green: TCPM samples; Red: Blank control. E: Gel electropho‐

resis analysis of Panax ginseng in TCPM samples. Lane 1−13: Control sample 1 (a 1∶1 mixture of P. notoginseng and P. ginseng), Control 

sample 2 (a 3∶1 mixture of P. notoginseng and P. ginseng), Control sample 3 (a 5∶1 mixture of P. notoginseng and P. ginseng), SQP1, 

SQSYP1, FFDSP1, DDW1, DDW2, SQP2, SQSYP2, FFDSP2, FFDSP3 and XSTLP. F: Sequencing results of P. ginseng in the three control 

samples. PC: Positive control
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析, 仅选择人参属近缘物种[29]。研究通过 NCBI-Blast

工具比对在一定程度上保证了筛选获得的特异靶标序

列的实用价值, 后续可通过浅层测序等方式获取三七

常见混伪品的基因组数据, 按照本研究建立的流程和

方法, 扩大物种分析范围, 筛选物种特异靶标序列, 建

立相应混伪品检测方法, 完善三七及其中成药的监管

体系。此外, 考虑到中成药往往是含有多种组分的复

方, 基质复杂, 因此能否避免基质中其他组分干扰准确

鉴定到目标组分以及能否实现基质中所有目标组分的

鉴定是时珍法面临的关键挑战。具体而言, 在生物信

息学分析层面, 需要确定分析数据的范围, 应覆盖所有

组分基原物种及其混伪品的基因组数据, 筛选目标物

种的高特异性片段。而在检测技术选择上, 需选择同

时具有高通量和准确性两个特性的方法, 才能保证高

效、精准的识别所有组分特异靶标序列, 实现复杂基质

中所有组分的准确鉴定。

对于时珍法在中药基原物种鉴定方面的未来研究

展望, 特提出以下建议供商榷。第一, 在生物信息学分

析层面, 可构建更为严格的筛选体系提升靶标序列筛

选效率。例如, 将靶标序列上下游区域的杂合度、重复

序列比例、是否存在特殊结构等因素纳入筛选体系, 提

高特异靶标的可用性。有研究指出, 特异靶标序列在

GC含量等序列特征方面呈现一定规律, 为靶标筛选策

略的优化提供了经验性依据[8]。第二, 引入人工智能

技术, 通过深度学习等模型对数据库中的特异靶标进

行特征学习与评分排序, 从而实现靶标筛选的智能化

与高效化, 提升实验成功率。第三, 随着测序技术的发

展和测序成本的下降, 越来越多物种基因组得以解析, 

为基于时珍法的研究与应用提供了持续增长的数据基

础, 将来可构建涵盖所有物种的特异靶标数据库, 实际

应用时只需要和数据库进行比对, 即可实现中成药所

有组分基原物种鉴定、掺伪识别等, 提升中成药质量控

制与监管体系的科学性和准确性。
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