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摘要：目的　建立一种适用于中成药中乌梢蛇药材掺伪问题的分子鉴别方法。方法　收集组方有乌梢蛇的中成药１１种、乌梢
蛇及其混伪品１５种。对所有样品进行总基因组ＤＮＡ提取，基于１２Ｓ基因片段对乌梢蛇及其混伪品对比分析，根据差异位点
设计乌梢蛇通用引物序列、特异引物序列以及荧光定量所用引物和探针，分别采用不同聚合酶链式反应（ＰＣＲ）方法扩增乌梢
蛇药材及中成药中乌梢蛇成分，优化反应体系并对方法进行耐受性和适应性的考察。结果　建立了乌梢蛇的特异性 ＰＣＲ技
术，乌梢蛇正品均在２００ｂｐ附近处有一清晰条带，其他混伪品无条带。建立荧光定量ＰＣＲ鉴别方法，适用于ＤＮＡ含量低的中
成药检测。结论　通过特异性引物ＰＣＲ扩增可以有效鉴别乌梢蛇药材，通过荧光定量ＰＣＲ检测法可以有效鉴别乌梢蛇药材
及中成药中乌梢蛇的真伪问题。方法具有特异、快速、灵敏的特点，为乌梢蛇及中成药中乌梢蛇药材的真伪鉴别提供参考。

关键词：乌梢蛇；中成药；分子鉴定；荧光检测
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　　乌梢蛇为游蛇科动物乌梢蛇［Ｚａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓ
（Ｃａｎｔｏｒ）］的干燥体［１］。乌梢蛇最早记载于《雷公炮

炙论》，剖开腹部或先剥皮留头尾，除去内脏，盘成

圆盘状，用柴火熏至发黑晒干即得［２］。其性味甘

平，归肝经。为常用的祛风活络类药材，临床常用于

风湿顽痹，麻木拘挛，中风口眼歪斜，半身不遂，抽搐

痉挛等症的治疗。

随着野生动物保护的进一步加强，乌梢蛇的
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价格逐渐上涨，市场上出现了多种乌梢蛇的混淆

品。特别是炮制后，皮上的花纹特征、颜色几近消

失，难以辨认，而且其大小、形态特征与乌梢蛇也

有所差异，造成其性状鉴别困难［３］。麝香风湿胶

囊、乌蛇止痒丸等中成药中都含有乌梢蛇成分，

２０２０年版《中国药典》对其检查为显微鉴别，在生
物学上物种的遗传表现型，不仅受到遗传因素的

影响，而且与生物体的生长发育阶段、环境条件等

有着密切的关系，具有很大的变异性和可塑性，且

受鉴定者主观判断影响较大，在复方药味复杂、药

材显微形态多被破坏的情况下，显微鉴定多受限

制［４］。这给临床用药的安全及药物的质量和疗效

带来潜在危险。

色谱技术以及生物技术在中药方面应用使得乌

梢蛇药材鉴定技术得到了有效的发展，近年来 ＤＮＡ
分子鉴别技术快速发展，位点特异性 ＰＣＲ、ＤＮＡ测
序等技术多用于动物类药材的鉴别，多种动物药材

已建立分子鉴别方法。２０２０版《中国药典》收载了

乌梢蛇药材１２Ｓ序列的特异性鉴别，但中成药中组
成药物ＤＮＡ多发生严重降解，这些鉴别技术不适用
于含有乌梢蛇的中成药。中成药的组成复杂，制剂

形式多样、原药材入药形式多样，导致其质量控制难

度大，掺伪、混伪现象也更为严重，如何鉴定成药中

原料药材来源一直是中药鉴定领域中的难点问

题［５７］。目前对于乌梢蛇中成药分子鉴定的相关研

究还未见报道，因此有必要建立乌梢蛇中成药的分

子鉴别体系。

１　实验材料、仪器与试剂
１１　实验材料

乌梢蛇标准品来源于中国食品药品检定研究

院，１１批次中成药于药店购买，蛇类药材共１５批，
于中国食品药品检定研究院标本馆和药材市场购

买。样品均经中国食品药品检定研究院康帅副研究

员鉴定。中成药样品信息见表１，蛇类药材样品信
息见表２。

表１　乌梢蛇中成药样品信息表
Ｔａｂ１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｅｎｔｍｅｄｉｃｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＺａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓ

Ｎｏ Ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ　　　　　　　 Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ Ｄｏｓａｇｅｆｏｒｍ　　　　　 Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｍｅｄｉｃｉｎｅｑｕａｎｔｉｔｙ

１ ＳｈｅｘｉａｎｇＦｅｎｇｓｈｉＣａｐｓｕｌｅ ２００６０５ ｃａｐｓｕｌｅ ７

２ ＨｕａｓｈｅＪｉｅｙａｎｇＣａｐｓｕｌｅ ２００６０１ ｃａｐｓｕｌｅ １６

３ ＨｕａｓｈｅＪｉｅｙａｎｇＴａｂｌｅｔ ２０２００９０３ ｔａｂｌｅｔ １６

４ ＥｕｃｏｍｍｉａＺｈｕａｎｇｇｕＣａｐｓｕｌｅ ２００１０１ ｃａｐｓｕｌｅ ２３

５ ＣｏｌｄＤｉｓｐｅｌｌｉｎｇａｎｄＣｏｌｌａｔｅｒａｌＡｃｔｉｖａｔｉｎｇＰｉｌｌ １９０１３３５９ Ｂｉｇｈｏｎｅｙｐｉｌｌ １２

６ ＢａｉＤｉａｎＦｅｎｇＰｉｌｌ ２０１００１ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｗａｔｅｒｐｉｌｌ １５

７ ＦｅｎｇｓｈｉＡｎｔａｉＴａｂｌｅｔｓ ０２０２００７０４ ｔａｂｌｅｔ ２５

８ ＧｒｅｅｎＧｅｎｅｒａｌＰｉｌｌ ２０１１０１ ｗａｔｅｒｐｉｌｌ １

９ ＢｕＪｉｎＰａｔｃｈ ２００９０２ ｔａｂｌｅｔ １８

１０ ＢｌａｃｋＳｎａｋｅＡｎｔｉｐｒｕｒｉｔｉｃＰｉｌｌ ２０１００２ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｗａｔｅｒｐｉｌｌ １１

１１ ＦｅｎｇｓｈｉＧｏｓｐｅｌＰｉｌｌ ２００９０１ Ｂｉｇｈｏｎｅｙｐｉｌｌ １９

表２　蛇类药材样品信息表

Ｔａｂ２　Ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｎａｋｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｎｏ． Ｌａｔｉｎｎａｍｅ　　　　　　 ＧｅｎｅｂａｎｋＮｏ．　　　　

１－５ Ｚａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓ ＡＦ２３６６７６

６ Ｐｔｙａｓｍｕｃｏｓｕｓ ＧＱ２２５６７５

７ Ｄｅｉｎａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎａｃｕｔｕｓ ＡＦ２３６６８６

８ Ｂｕｎｇａｒｕｓｐａｒｖｕｓ ＡＦ２３６６８４

９ Ｖｉｐｅｒａｒｕｓｓｅｌｌｉｓｉａｍｅｎｓｉｓ Ｓｅｌｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ

１０ Ｅｌａｐｈｅｔａｅｎｉｕｒａ ＡＦ２３３９４０

１１ Ｒｈａｂｄｏｐｈｉｓｔｉｇｒｉｎｕｓ ＡＦ２３６６７９

１２ Ｄｉｎｏｄｏｎ ＡＦ２３３９３９

１３ Ｇｌｏｙｄｉｕｓｂｒｅｖｉｃａｕｄｕｓ ＪＸ６６１２１２

１４ Ｅｌａｐｈｅｃａｒｉｎａｔａ ＡＦ２３６６７４

１５ Ｅｌａｐｈｅｒｕｆｌｄｏｒｓｆａ ＡＦ２３６６７５

１２　实验仪器与试剂
１２１　实验仪器　组织研磨机（德国莱驰公司）；超
微量分光光度计，ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ（赛默飞世尔科技中
国有限公司）；ＰＣＲ仪（ＰｒｏＦｌｅｘ３×３２默飞世尔科技
中国有限公司）；ＰＣＲ仪（Ｔ１００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ美国
ＢＩＯＲＡＤ）；水平电泳槽，ＢＩＯＲＡＤ（北京市六一仪器
厂）；紫外凝胶成像分析仪，ＡｍｐＧｅｎｅ（北京鼎永科技
有限公司）；ＤＫＢ２００６型低温恒温槽（上海精宏实验
设备有限公司）；５８１０Ｒ型台式高速冷冻离心机（艾本
德国际贸易有限公司）；Ｐ７０２１ＴＰ６型号微波炉（佛山
市顺德区格兰仕微波炉电器有限公司）；ＳＱＰ型电子
天平（赛多利斯科学仪器有限公司）；ＶＭ０２Ｕ型涡旋
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混匀器，（海门区其林贝尔仪器制造有限公司）。

１２２　实验试剂　血液／细胞／组织基因组ＤＮＡ提
取试剂盒（北京天根生化科技有限公司）；２×Ｔａｑ
ＰｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ（南京诺唯赞生物科技有限公司）；
ＰｒｅｍｉｘＴａｑ［宝生物工程（大连）有限公司］；ＧｅｌＲｅｄ
（北京百泰克生物技术有限公司）；１００～１５００ｂｐ
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、琼脂糖［生工生物工程（上海）股份有限
公司］。基因检测通用引物序列引物 Ｆ３：ＧＧＣＴＧＴＡ
ＡＡＡＡＧＣＣＡＴＡＡＧＣＣＡＣＡＣＴＡＡ；Ｒ１：ＣＧＧＴＴＡＴＴＡＧＡ
ＣＡＧＧＣＴＣＣＴＣ，特异引物的序列为 Ｆ２：ＡＣＡＣＴＡＡＣ
ＣＡＣＣＡＣＣＴＡＡＴＡＡＧ；Ｔ２：ＣＡＧＧＣＴＣＣＴＣＴＡＧＧＴＴＧＴ
ＴＡＴＧＧＧＧＴＡＣＣＧ，以及荧光定量所用引物Ｆ：ＣＧＧＧＣＴ
ＧＴＡＡＡＡＡＧＣＣＡＴ；Ｒ：ＧＧＣＡＴＡＧＴＡＡＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣ；
ＦＡＭ５′ＣＣＡＣＡＣＴＡＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＡＡＴＡＡＧ３′ＴＡＭＲＡＮ。

［生工生物工程（上海）股份有限公司合成］。

２　方　法
２１　引物设计

经查询 ２０２０年版《中国药典》乌梢蛇鉴别方
法，从美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库中
下载乌梢蛇及其他伪品蛇的１２Ｓ序列，将所有序列
利用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多序列比对分析，寻找乌梢蛇序
列与其他伪品蛇序列之间的差异位点，用 ＭＥＧＡ软
件比对出保守序列，基于这些 ＳＮＰ位点利用引物设
计软件Ｏｌｉｇｏ７和ＮＣＢＩ的Ｐｒｉｍｅｒ－Ｂｌａｓｔ，设计出能够
用于乌梢蛇真伪鉴别多个特异性位点的通用、特异

性引物，实时荧光 ＰＣＲ检测引物和探针，相关 ＰＣＲ
反应条件见表３。

表３　通用引物及特异性引物信息
Ｔａｂ３　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ　　　　　 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）　　　　　　　 ＰＣＲＲｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｆ３ ＧＧＣＴＧＴＡＡＡＡＡＧＣＣＡＴＡＡＧＣＣＡＣＡＣＴＡＡ ９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ

Ｒ１ ＣＧＧＴＴＡＴＴＡＧＡＣＡＧＧＣＴＣＣＴＣ ５０℃３０ｓ，３５ｃ；７２℃５ｍｉｎ

Ｆ２ ＡＣＡＣＴＡＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＡＡＴＡＡＧ ９５℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ

Ｔ２ ＣＡＧＧＣＴＣＣＴＣＴＡＧＧＴＴＧＴＴＡＴＧＧＧＧＴＡＣＣＧ ６７℃４５ｓ，３０ｃ；７２℃５ｍｉｎ

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＣＧＧＧＣＴＧＴＡＡＡＡＡＧＣＣＡＴ ９４℃３ｍｉｎ

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧＧＣＡＴＡＧＴＡＡＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣ ９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，４０ｃ

Ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ５′ＣＣＡＣＡＣＴＡＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＡＡＴＡＡＧ３′ＴＡＭＲＡＮ

２２　总ＤＮＡ提取
２２１　蛇类药材总ＤＮＡ提取　用镊子夹取适量蛇
类药材中肌肉组织，用组织研磨机打成粉末。称取

５０ｍｇ粉末，置２ｍＬ离心管中，加入５００μＬＰＥ缓冲
液和２０μＬＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ（２０ｍｇ·ｍＬ－１）并震荡至彻
底悬浮，５６℃水浴过夜。加入５００μＬ的苯酚（Ｔｒｉｓ饱
和）三氯甲烷异戊醇（２５∶２４∶１）充分混匀，常温，在
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ；重复一次。将上清液转
移至新的２ｍＬ离心管中，加入０７倍体积异丙醇
（－２０℃）混匀，在常温、１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，
弃上清液。加入１ｍＬ体积分数７０％乙醇溶液洗涤
ＤＮＡ沉淀，室温放置５ｍｉｎ，弃上清液，重复一次，吹
干。在ＤＮＡ沉淀中加入５０μＬＣＥＢｕｆｆｅｒ（ｐＨ＝９０）
溶解并收集ＤＮＡ。ＤＮＡ样本在－２０℃条件下保存，
备用。

２２２　中成药总 ＤＮＡ提取　散寒活络丸和风湿
福音丸为大蜜丸，需前处理。称取 １ｇ样品，
０１４ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液研磨，加入 ＰＶＰ，完全研
磨后将研钵中的溶液装进 ５０ｍＬ离心管。在
８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ后弃上清。用体积分数

７０％乙醇溶液浸泡沉淀，－２０℃放置１２ｈ。除大蜜
丸外，其他中成药用组织研磨机打磨成粉。称取粉

末５０ｍｇ，采用血液／细胞／组织基因组 ＤＮＡ抽提试
剂盒，按 说 明 书 进 行 ＤＮＡ 提 取。ＤＮＡ 样 本
在－２０℃条件下保存，备用。
２３　乌梢蛇药材特异性ＰＣＲ建立
２３１　ＰＣＲ条件优化　对蛇类药材 ＰＣＲ反应条
件优化。ＰＣＲ反应体系 ２５μＬ，包括 ２×ＴａｑＰｌｕｓ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ，上下游引物各１μＬ（１０μｍｏｌ），
ＤＮＡ模板 １μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９５μＬ，引物及信息见表３。
利用乌梢蛇特异性引物 Ｆ２、Ｔ２进行 ＰＣＲ反应并且
通过考察以下因素来优化ＰＣＲ反应，具体考察参数
见表４。

表４　聚合酶链式反应（ＰＣＲ）特异性优化因素与变量
Ｔａｂ４　ＰＣＲｓｐｅｃｉｆｉｃｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｖａｒｉａｂｌｅｓ

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓ　　　 Ｒｅｖｉｅｗｐａｒａｍｅｔｅｒｇｒａｄｉｅｎｔ　　

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ ５７、５９、６１、６３、６５、６７、６９

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｙｃｌｅｓ ２５、３０、３５

ＡｍｏｕｎｔｏｆＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ／ｎｇ·μＬ－１ １、１０、３０、６０、１２０、３００、５００

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｉｍｅ／ｓ ２５、３０、３５
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２３２　方法耐受性考察　分别使用 ＬｉｆｅＰｒｏｆｌｅｘ
３×３２ＰＣＲ扩增仪、Ｔ１００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅＰＣＲ扩增仪
和ＢＧＩ２×ＳｕｐｅｒＰＣＲＭｉｘ、２×ＴａｑＰｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ
对优化后最佳的乌梢蛇特异性 ＰＣＲ方法进行耐受
性考察。

２３３　方法适用性考察　使用最终优化的乌梢蛇
特异性ＰＣＲ鉴别方法对表２收集的１５批样品进行
乌梢蛇特异性ＰＣＲ鉴别方法的适用性检测。
２４　荧光定量ＰＣＲ反应条件的确立
２４１　荧光定量ＰＣＲ因素考察　以表２中蛇类药
材为ＤＮＡ模板，进行荧光定量 ＰＣＲ并且通过考察
以下因素来优化ＰＣＲ反应，考察参数见表５。

表５　荧光定量ＰＣＲ优化因素与变量
Ｔａｂ５　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｖａｒｉａｂｌｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓ　　　 Ｒｅｖｉｅｗｐａｒａｍｅｔｅｒｇｒａｄｉｅｎｔ　　

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ ５５、６０、６１、６２、６３、６４

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｉｍｅ／ｓ ５、１５、３０

ＡｍｏｕｎｔｏｆＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ／ｎｇ·μＬ－１ １×１０－６、１×１０－５、１×１０－４、１×１０－３、
　１×１０－２、１×１０－１、１、１０、１００

２４２　药材方法适用性考察　使用最终优化的乌
梢蛇荧光定量ＰＣＲ鉴别方法对表２收集的１５批样
品进行乌梢蛇荧光定量 ＰＣＲ鉴别方法的适用性
检测。

２４３　乌梢蛇中成药荧光定量ＰＣＲ检测　采用确
立的荧光定量ＰＣＲ方法扩增表１中含乌梢蛇组成的
中成药总 ＤＮＡ，ＰＣＲ反应体系 ２０μＬ：ＰＣＲＭｉｘ
１０μＬ，上、下游引物及探针（浓度１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各
０４μＬ，ＤＮＡ模板量１μＬ，ＤＮＦ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５８μＬ。

３　结果与分析
３１　通用引物ＰＣＲ扩增样品ＤＮＡ

用表３通用引物 Ｆ３、Ｒ１及扩增程序对所有乌
梢蛇及其为伪品样品进行ＰＣＲ扩增，均在约２００ｂｐ
处扩增出条带，见图１，所制备的样品 ＤＮＡ质量达
到ＰＣＲ反应标准。
３２　乌梢蛇特异性ＰＣＲ结果

用表３通用引物 Ｆ３、Ｒ１及扩增程序对含乌梢
蛇中成药样品总ＤＮＡ进行扩增，用２％琼脂糖凝胶
电泳检测ＰＣＲ产物，在凝胶成像系统中分析，确认
电泳条带，结果样品在约２００ｂｐ处均可见条带，空
白对照无条带，说明所提取的基因适用于后续实验。

样品２、３、７、１２分别为麝香风湿胶囊、花蛇解痒胶

囊、青大将丸、风湿福音丸，处方药材数量分别为７、
１６、１、１９味。除青大将丸外，三种中成药处方太多，
乌梢蛇含量占比低，所以电泳条带偏暗，青大将丸处

方只有一种，但电泳条带偏暗。对其切胶送测序，通

过ＮＣＢＩ的ｂｌａｓｔ比对序列，测序结果显示青大将丸
检测为灰鼠蛇，其余中成药 ＤＮＡ均为乌梢蛇，
见图２。

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（从上到下依次为 １５００、１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４００、３００、

２００、１００ｂｐ）；１－空白；２－红点锦蛇；３－王锦蛇；４－短尾蝮蛇；５－赤链蛇；

６－虎斑颈槽蛇；７－黑莓锦蛇；８－仓木蝰蛇；９－金钱白花蛇；１０－蕲蛇；１１－

滑鼠蛇；１２－乌梢蛇标品。

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｉｓ１５００、１０００、９００、８００、

７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ）。１－Ｂｌａｎｋ；２－Ｅｌａｐｈｅｒｕｆｌｄｏｒｓｆａ；３－

Ｅｌａｐｈｅｃａｒｉｎａｔａ；４－Ｇｌｏｙｄｉｕｓｂｒｅｖｉｃａｕｄｕｓ；５－Ｄｉｎｏｄｏｎ；６－Ｒｈａｂｄｏｐｈｉｓｔｉｇｒｉｎｕｓ；

７－Ｅｌａｐｈｅｔａｅｎｉｕｒａ；８－Ｖｉｐｅｒａｒｕｓｓｅｌｌｉｓｉａｍｅｎｓｉｓ；９－Ｂｕｎｇａｒｕｓｐａｒｖｕｓ；１０－

Ｄｅｉｎａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎａｃｕｔｕｓ；１１－Ｐｔｙａｓｍｕｃｏｓｕｓ；１２－ＺａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓＳｔａｎｄａｒｄ．

图１　１２Ｓ通用引物ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ１　１２ＳＵｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（从上到下依次为１５００、１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４００、３００、２００、

１００ｂｐ）；１－乌梢蛇标品；２－麝香风湿胶囊；３－花蛇解痒胶囊；４－花蛇解痒片；

５－杜仲壮骨胶囊；６－散寒活络丸；７－白癜风丸；８－风湿安泰片；９－青大将丸；

１０－补金片；１１－乌蛇止痒丸；１２－风湿福音丸；１３－空白。

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｉｓ１５００、１０００、９００、８００、７００、

６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ）；１－ＺａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓＳｔａｎｄａｒｄ；２－Ｓｈｅｘｉａｎｇ

ＦｅｎｇｓｈｉＣａｐｓｕｌｅ；３－ＨｕａｓｈｅＪｉｅｙａｎｇＴａｂｌｅｔ；４－ＨｕａｓｈｅＪｉｅｙａｎｇＴａｂｌｅｔ；５－Ｅｕ

ｃｏｍｍｉａＺｈｕａｎｇｇｕＣａｐｓｕｌｅ；６－ＣｏｌｄＤｉｓｐｅｌｌｉｎｇａｎｄＣｏｌｌａｔｅｒａｌＡｃｔｉｖａｔｉｎｇＰｉｌｌ；７－

ＢａｉＤｉａｎＦｅｎｇＰｉｌｌ；８－ＦｅｎｇｓｈｉＡｎｔａｉＴａｂｌｅｔｓ；９－ＧｒｅｅｎＧｅｎｅｒａｌＰｉｌｌ；１０－ＢｕＪｉｎ

Ｐａｔｃｈ；１１－ＢｌａｃｋＳｎａｋｅＡｎｔｉｐｒｕｒｉｔｉｃＰｉｌｌ；１２－ＦｅｎｇｓｈｉＧｏｓｐｅｌＰｉｌｌ；１３－ｂｌａｎｋ．

图２　含乌梢蛇成分中成药总ＤＮＡ通用引物ＰＣＲ产物电泳
检测图

Ｆｉｇ２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌＤＮＡｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｅｎｔ
ｍｅｄｉｃｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＺａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓｂｙｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ
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３２１　乌梢蛇特异性ＰＣＲ扩增条件优化结果　当
退火温度为５７～６５℃时，除乌梢蛇有条带外，其他
样品也存在条带，出现非特异扩增。当退火温度为

６７℃时乌梢蛇能在２００ｂｐ左右扩增出单一条带，其
他伪品蛇及空白对照均无条带。当退火温度上升为

６９℃时均无扩增条带。因此选用６７℃为最佳退火
温度，见图３。

在退火温度设置为６７℃时，循环次数２５、３０、
３５均可扩增出条带，循环次数为２５时，乌梢蛇扩增

条带亮度相对于其他两个结果较弱，３０个循环和３５
个循环结果相似，考虑在保证实验稳定性的前提下

提高检测的效率，因此选用３０个循环为最佳循环次
数，见图４。

按６７℃，３０循环，退火时间为２５、３０、３５ｓ均能
扩增出条带，退火时间为３０ｓ时，乌梢蛇扩增条带
亮度相对于其他两个结果较亮，退火时间为２５ｓ相
对于退火时间３５ｓ扩增条带较暗，因此选用扩增最
好的退火时间３０ｓ，见图５。

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（上到下依次为１５００、１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ）；１－乌梢蛇标品；２－滑鼠蛇；３－蕲蛇；４－金钱白花蛇；５－仓木蝰蛇；６－黑莓

锦蛇；７－虎斑颈槽蛇；８－赤链蛇；９－短尾蝮蛇；１０－王锦蛇；１１－红点锦蛇；１２－空白。

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｉｓ１５００、１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ）；１－ＺａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓＳｔａｎｄａｒｄ；２－Ｐｔｙａｓｍｕｃｏｓｕｓ；

３－Ｄｅｉｎａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎａｃｕｔｕｓ；４－Ｂｕｎｇａｒｕｓｐａｒｖｕｓ；５－Ｖｉｐｅｒａｒｕｓｓｅｌｌｉｓｉａｍｅｎｓｉｓ；６－Ｅｌａｐｈｅｔａｅｎｉｕｒａ；７－Ｒｈａｂｄｏｐｈｉｓｔｉｇｒｉｎｕｓ；８－Ｄｉｎｏｄｏｎ；９－Ｇｌｏｙｄｉｕｓｂｒｅｖｉｃａｕｄｕｓ；

１０－Ｅｌａｐｈｅｃａｒｉｎａｔａ；１１－Ｅｌａｐｈｅｒｕｆｌｄｏｒｓｆａ；１２－ｂｌａｎｋ．

图３　不同退火温度的ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ３　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ

　　按上述实验方法，乌梢蛇标品 ＤＮＡ样品
ＤＮＡ模板量为：１、１０、３０、６０、１２０、３００、５００ｎｇ·
μＬ均可以扩增出条带，空白对照未扩增出条带，
见图６。
３２２　方法耐受性考察　选用乌梢蛇、滑鼠蛇、蕲
蛇、金钱白花蛇、仓木蝰蛇、黑眉锦蛇、虎斑颈槽蛇、

赤链蛇、短尾蝮蛇、王锦蛇、红点锦蛇的ＤＮＡ各一批

次，用２种不同保真度的 ＴａｑＤＮＡ聚合酶扩增，乌
梢蛇在２００ｂｐ左右出现稳定目的的条带，其他样品
及空白对照均未产生条带，见图 ７。分别用 Ｌｉｆｅ
Ｐｒｏｆｌｅｘ３×３２以及１００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ两种 ＰＣＲ扩
增仪进行ＰＣＲ扩增，结果显示２种仪器得到结果相
似，乌梢蛇扩增出目的条带而其他样品及空白无条

带，见图８。
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同图３。

ＳａｍｅａｓＦｉｇｕｒｅ３．

图４　退火温度６７℃下不同循环次数ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ４　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｉａｇｒａｍｆｏｒｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ

同图３。

ＳａｍｅａｓＦｉｇｕｒｅ３．

图５　６７℃，循环次数３０条件下，不同退火时间的ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ５　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒａｎｎｅａｌｉｎｇｔｉｍｅｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（从上到下依次为 １５００、１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４００、３００、

２００、１００ｂｐ）；１～７－乌梢蛇 ＤＮＡ模板量（５００、３００、１２０、６０、３０、１０、

１ｎｇ·μＬ－１）；８－空白对照。

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｉｓ１５００，１０００，９００，８００，７００，

６００，５００，４００，３００，２００，１００ｂｐ）；１－７－ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

Ｚａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓ（５００，３００，１２０，６０，３０，１０，１ｎｇ·μＬ－１）；８－ｂｌａｎｋ．

图６　ＤＮＡ模板量考察的ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ６　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒＤＮＡｔｅｍ
ｐｌａｔｅａｍｏｕｎｔｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ

３３　乌梢蛇药材特异性ＰＣＲ鉴别方法建立
按ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变

性 ３０ｓ；退火温度６７℃ ４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ，对１５批样品进行扩增，乌梢蛇可在约１８７ｂｐ
处扩增出单一条带，其他伪品及空白、无条带产生，

见图９。
３４　荧光定量ＰＣＲ扩增条件优化结果

由扩增曲线可以看出随温度升高特异性逐渐增

强。当退火温度为５５℃时，有非特异扩增；当退火
温度为６０℃时，伪品蛇和空白无法检出，特异性好，
而且曲线平滑，基线平直，拐点清晰；当退火温度为

６１℃时，无非特异扩增，但此时的扩增曲线的基线
出现波动，没有６０℃平直。当退火温度为６２℃、
６３℃、６４℃时，扩增曲线更加曲折。因此最终确定
退火温度为６０℃，见图１０。
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同图３。

ＳａｍｅａｓＦｉｇｕｒｅ３．

图７　不同酶考察的ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ７　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

图８　不同仪器的ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ８　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（从上到下依次为 １５００、１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４００、３００、

２００、１００ｂｐ）；１－乌梢蛇标品；２－５－乌梢蛇；６－滑鼠蛇；７－蕲蛇；８－金钱白

花蛇；９－仓木蝰蛇；１０－黑莓锦蛇；１１－虎斑颈槽蛇；１２－赤链蛇；１３－短尾蝮

蛇；１４－王锦蛇；１５－红点锦蛇；１６－空白。

Ｍ－Ｍａｋｅｒ（Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍｉｓ１５００、１０００、９００、８００、７００、

６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ）；１－ＺａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓＳｔａｎｄａｒｄ；２－５－Ｚａｏｃｙｓ

ｄｈｕｍｎａｄｅｓ；６Ｐｔｙａｓｍｕｃｏｓｕｓ７－Ｄｅｉｎａｇｋｉｓｔｒｏｄｏｎａｃｕｔｕｓ；８－Ｂｕｎｇａｒｕｓｐａｒｖｕｓ；

９－Ｖｉｐｅｒａｒｕｓｓｅｌｌｉｓｉａｍｅｎｓｉｓ；１０－Ｅｌａｐｈｅｔａｅｎｉｕｒａ；１１－Ｒｈａｂｄｏｐｈｉｓｔｉｇｒｉｎｕｓ；

１２－Ｄｉｎｏｄｏｎ；１３－Ｇｌｏｙｄｉｕｓｂｒｅｖｉｃａｕｄｕｓ；１４－Ｅｌａｐｈｅｃａｒｉｎａｔａ；１５－Ｅｌａｐｈｅｒｕｆｌｄｏｒｓ

ｆａ；１６－ｂｌａｎｋ．

图９　特异性引物ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
Ｆｉｇ９　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒ

退火温度为６０℃时，退火时间５、１５、３５ｓ显示
乌梢蛇均能扩增，退火时间为３０ｓ时，乌梢蛇扩增
图线相对于其他两个较好，同时退火时间过短会影

响检出限。因此选择退火时间为３０ｓ，见图１１。
在上 述 条 件 下，将 乌 梢 蛇 标 品 ＤＮＡ 从

１００ｎｇ·μＬ－１梯度稀释到１×１０－６ｎｇ·μＬ－１，分别

为１００、１０、１、１×１０－１、１×１０－２、１×１０－３、１×１０－４、
１×１０－５、１×１０－６ｎｇ·μＬ－１，荧光定量 ＰＣＲ检出限
为１×１０－３ｎｇ·μＬ－１，见图１２。
３５　乌梢蛇荧光定量ＰＣＲ鉴别方法建立

按最终建立的乌梢蛇鉴定方法，ＰＣＲ的反应程
序为：９５℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ；退火温度
６０℃３０ｓ，４０个循环。对１５批样品进行扩增，乌梢
蛇标品及其正品均能出现扩增曲线，伪品蛇均未出

现扩增，见图１３。
３６　含乌梢蛇中成药荧光定量ＰＣＲ检测

对含乌梢蛇的中成药 ＤＮＡ进行荧光定量 ＰＣＲ
扩增，除青大将丸外，其余中成药都能进行扩增，说

明除青大将丸以外，十种中成药中加入了乌梢蛇成

分。并且根据３１项下ＰＣＲ扩增结果测序显示，青
大将丸ＤＮＡ检测结果为灰鼠蛇，不应在本法下扩增
出。因此本实验方法适用于鉴别中成药中的乌梢蛇

药材，见图１４。

４　讨　论
在本实验研究中发现，ＤＮＡ提取质量对分子鉴

定实验至关重要。尤其是中成药中包含药材味数

多，且含有的药材量不同，甚至有些含量非常少，使

ＤＮＡ提取更加困难。本实验针对剂型为水蜜丸的
中成药，如散寒活络丸和风湿福音丸，在 ＤＮＡ提取
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时进行了使用盐、乙醇等对 ＤＮＡ进行溶出等前处
理，并对所有样品进行 ＳＤＳ法和血液／细胞／组织基
因组ＤＮＡ抽提试剂盒提取中成药ＤＮＡ效果进行对
比，试剂盒耗时相对较短，且所提取的 ＤＮＡ质量良

好。综合考虑，中成药选取相对好用的ＤＮＡ抽提试
剂盒法进行实验。实验发现用试剂盒提取的乌梢

蛇、仓木蝰蛇 ＤＮＡ浓度偏低，不能达到所需统一标
准，所以蛇类药材样品均采用ＳＤＳ提取法提取。

图１０　不同退火温度下乌梢蛇特异性扩增图谱
Ｆｉｇ１０　ＳｐｅｃｉｆｉｃａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｍａｐｏｆＺａｏｃｙｓｄｈｕｍｎａｄｅｓ

　　乌梢蛇药材经过饮片炮制和中成药生产加工后，
ＤＮＡ多发生严重降解，这一基因片段特点使得《中国
药典》和文献中鉴定方法无法满足中成药的质量检

测。需要设计适用于较短片段的特异性引物进行

ＰＣＲ扩增，以达到鉴别中成药中乌梢蛇药材的目的。
普通ＰＣＲ鉴别法灵敏度低，对于深加工及中成药类
ＤＮＡ含量低的样品，难以得到良好结果。本试验前
期采用普通ＰＣＲ方法建立了乌梢蛇药材分子鉴定方
法。但是该方法在中成药中鉴定结果并不理想。原

因可能是普通 ＰＣＲ检测灵敏度较差，检测范围小。
而且中成药中蛇类药材大多投料量较少，导致中成药

的总ＤＮＡ中乌梢蛇药材 ＤＮＡ含量很低，低于普通

ＰＣＲ仪的检测下限，导致没有扩增出条带。
荧光定量ＰＣＲ具有高灵敏度、高特异性和准确

度高等优点，可以弥补中成药中 ＤＮＡ含量少的缺
陷。Ｃｈｅｎ等［８］通过对经典 ＰＣＲ技术方法条件进行
优化，将ＰＣＲ技术与荧光检测技术结合应用到蛇类
药材真伪鉴别。因此，实验后期选择荧光定量 ＰＣＲ
作为鉴别方法。从灵敏度试验中可以看出该方法在

模板量１×１０－３ｎｇ·μＬ－１ＤＮＡ含量时仍具有良好
的重复性，检测下限低，检测灵敏度高。整个实验过

程全部在闭管条件下完成，减少了污染几率；实验结

果实时显示，节省时间。本实验中成药的鉴定结果

显示：除青大将丸外，其余十种中成药均出现了扩增
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曲线。这与前期使用通用引物对青大将丸电泳结果

切胶测序结果一致，投料为灰鼠蛇，其余中成药

ＤＮＡ均为乌梢蛇，两次实验结果相互佐证，证明该
方法适用于含乌梢蛇的中成药鉴别。

图１１　荧光定量ＰＣＲ退火时间考察
Ｆｉｇ１１　ＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｎａｎｎｅａｌｉｎｇｔｉｍｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ
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图１２　实时荧光ＰＣＲ灵敏度试验结果
Ｆｉｇ１２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＰＣＲｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔ

图１３　荧光定量ＰＣＲ扩增曲线
Ｆｉｇ１３　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

　　中药鉴定手段和方法随着化学、生物学、计算
机学等学科的发展不断更新提升，呈现出从主观

经验鉴别到客观数据判断的发展历程［９］，《中国药

典》中的传统显微鉴别，Ｘｉｏｎｇ［１０］采用薄层色谱对
乌梢蛇进行鉴别；Ｌｉ等［１１］通过 ＨＰＬＣ进行鉴别。
近年来，随着生物学技术的快速发展，各种分子标

记技术应用于乌梢蛇鉴别中［１２］。唐晓晶等［１３］利

用线粒体 １２ＳｒＲＮＡ基因序列鉴别乌梢蛇药材。
Ｗａｎｇ等［１４］利用 Ｃｙｔｂ基因片段序列测定乌梢蛇药
材及其混淆品和原动物。Ｙａｎｇ等［１５］通过荧光定

量 ＰＣＲ与普通 ＰＣＲ的对比，发现荧光定量 ＰＣＲ更

加灵敏，适用于中成药，彰显出分子鉴定方法相比

显微性状、化学法等其他鉴定方法具有更多优势。

尤其从普通 ＰＣＲ过渡到荧光定量 ＰＣＲ，操作更加
简捷，反应时间更加短，污染程度更小，具有发展

潜力和优势。本实验通过乌梢蛇和其他伪品蛇

ＤＮＡ条形码中１２Ｓ序列对比分析，设计乌梢蛇通
用、特异性鉴别引物及荧光定量 ＰＣＲ鉴别引物、探
针，建立乌梢蛇位点特异性 ＰＣＲ鉴别方法及乌梢
蛇药材与中成药的荧光定量鉴别方法，为乌梢蛇

药材及其中成药的真伪鉴别提供分子鉴定的科学

依据。
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图１４　乌梢蛇中成药特异性扩增图谱
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