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摘要：目的　本研究旨在建立一种具有高特异性的 ＴａｑＭａｎ探针实时荧光聚合酶链式反应（ＰＣＲ）方法，用于美洲大蠊药
材以及中药饮片美洲大蠊粉的鉴别。方法　依据美洲大蠊基因组序列的特点，设计出适用于实时荧光 ＰＣＲ检测的特
异性引物和探针，并对探针浓度、循环数和退火温度进行优化，建立能够快速鉴别美洲大蠊的 ＴａｑＭａｎ探针实时荧光
ＰＣＲ最佳方法，进一步验证该方法的特异性和灵敏度。结果　研究表明特异性引物和探针仅对美洲大蠊药材以及美洲
大蠊粉有特异性扩增，对杜比亚蟑螂、土鳖虫、德国小蠊和九香虫均未扩增出荧光曲线。结论　所建立的 ＴａｑＭａｎ探针
实时荧光 ＰＣＲ法能够准确、快速对美洲大蠊及常见混伪品进行鉴别，为美洲大蠊的鉴别提供一种专属性更强的技术手
段参考。

关键词：美洲大蠊；实时荧光聚合酶链式反应；ＴａｑＭａｎ探针；中药饮片
ｄｏｉ：１０１１６６９／ｃｐｊ２０２４０５００５　　中图分类号：Ｒ９１７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００１－２４９４（２０２４）０５－０４０９－０７

ＥｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔａｎｄＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＴａｑＭａｎＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＭｅｔｈｏｄｆｏｒＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ

ＬＩＵＬｉ１，ＸＩＥＹｉｎｇｙｉｎｇ２，ＳＵＮＱｉａｎ２，ＬＩＮＬｉｎ２，ＴＡＮＬｅｊｕｎ２，ＣＨＥＮＪｕａｎ１，ＺＨＡＯＳｈｕｘｉｕ１，ＬＩＮＹｏｎｇｑｉａｎｇ２，
ＷＡＮＧＢｉｎｇ２（１．ＳｈａｎｄｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｊｉｎａｎ２５０３５５，Ｃｈｉｎａ；２．ＮＭＰＡＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＱｕａｌｉｔｙ
ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＧｅｌａｔｉｎＰｒｏｄｕｃｔｓ，ＳｈａｎｄｏｎｇＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＳｔａｎｄａｒｄＩｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄＱｕａｌｉｔｙＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＴＣＭ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ
ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｊｉｎａｎ２５０１０１，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｉｇｈｌｙｓｐｅｃｉｆｉｃＴａｑＭａｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉ
ｃａｎａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒＭＥＴＨＯＤＳ　Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ
Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｂｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ｃｙｃｌｅｔｉｍｅｓａｎｄａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗｅｒｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｔｈｅｂｅｓｔＴａｑＭａｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍｅｔｈｏｄｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ
ＲＥＳＵＬＴＳ　ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓｗｅｒｅｏｎｌｙｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄ
Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ，ａｎｄｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍＢｌａｐｔｉｃａｄｕｂｉａ，ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｉｎｅｎｓｉｓＷＢｌａｔｔｅｌｌａｇｅｒ
ｍａｎｉｃａａｎｄＡｓｐｏｎｇｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＤａｌｌａｓＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＴａｑＭａｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍｅｔｈｏｄｃａｎａｃｃｕｒａｔｅｌｙａｎｄｒａｐｉｄｌｙ
ｉｄｅｎｔｉｆｙＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａａｎｄｃｏｍｍｏｎｃｏｕｎｔｅｒｆｅｉｔｐｒｏｄｕｃｔｓ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｍｏｒｅｓｐｅｃｉｆｉｃｔｅｃｈｎｉｃａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；ＴａｑＭａｎｐｒｏｂｅ；ｈｅｒｂａｌｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅ

　　美洲大蠊（Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ）为昆虫纲有
翅亚纲蜚蠊目（Ｂｌａｔｔａｒｉａ）蜚蠊科（Ｂｌａｔｔｉｄａｅ）大蠊属
（Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａ）昆虫，俗名“蟑螂”。作为传统中药
材，美洲大蠊已具有上千年用药历史，最早记载于

《神农本草经》［１］。现代研究表明具有抗炎、抗肿

瘤、增强机体免疫能力［２］等功效，虽暂时未被录入

２０２０年版《中国药典》，但已被湖南、云南、四川等
多省中药材标准单独收录。美洲大蠊常以干燥虫

体为中药原料，其制剂也逐渐应用于临床［３］，市场

上有不少与美洲大蠊形态特征近似的品种，如德

国小蠊（Ｂｌａｔｔｅｌｌａｇｅｒｍａｎｉｃａ）、土鳖虫（Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａ
ＳｉｎｅｎｓｉｓＷ）及杜比亚蟑螂（Ｂｌａｐｔｉｃａｄｕｂｉａ）等，容
易出现用药掺假现象，药材的质量均一性和稳定

性难以得到保障。美洲大蠊粉为美洲大蠊干燥虫

体经炮制而成的中药饮片，能够健脾消疳，活血通

脉，利水消肿，敛疮生肌。因美洲大蠊常以粉末形

式入药，通过外观形状特征难以辨别其真伪，而药

材的真伪优劣会直接影响到用药的安全性和治疗
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的有效性，因此，需要提升与完善美洲大蠊质量

控制。

现在已研究的美洲大蠊鉴别方法有性状鉴

别、显微鉴别、光谱鉴别、色谱鉴别［４］和 ＤＮＡ条
形码分子鉴别［５］等。但对美洲大蠊鉴别方法、质

量评价方式、质量控制标准没有统一规定，各省

中药材标准对美洲大蠊的鉴别，多集中于美洲大

蠊中丙氨酸的薄层色谱法鉴别，鉴别方式专属性

不强。

随着分子生物学技术的不断发展，分子鉴定技

术在中药材鉴定领域得到了广泛应用，如ＤＮＡ条形
码、聚合酶链式反应（ＰＣＲ）、ＰＣＲＲＦＬＰ等技术都在
药用植物中有所应用［６］。实时荧光 ＰＣＲ鉴别方法
是基于特异性单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点差异，设
计特异性引物及探针，因不同物种间ＤＮＡ具有高度
保守的特性，该方法具有专属性较强、结果准确、耐

用性好等特点［７］。

本研究采用 ＴａｑＭａｎ探针实时荧光 ＰＣＲ技
术，基于物种特异性核 ＤＮＡ片段序列，设计具有
高特异性的引物和探针，在实际样品检测中主要

用于美洲大蠊的定性检测。该方法不仅能够鉴

别美洲大蠊成分，还可区分市场中流通的美洲大

蠊混伪品。同时该方法也可用于中药饮片美洲

大蠊粉的鉴别，增强美洲大蠊粉质量标准的可控

性，实现了美洲大蠊及常见混伪品的快速鉴别，

同时为完善美洲大蠊的质量评价体系提供技术

参考。

１　材料与方法
１１　样品

蜚蠊对照药材（批号：１２１６９６２０１４０１，中国食品
药品检定研究院）；美洲大蠊药材、中药饮片美洲大

蠊粉、杜比亚蟑螂药材（济南三源药业有限公司）；

土鳖虫、德国小蠊、九香虫（安徽亳州中药材市场）。

１２　仪器与试剂
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国

ＡＢＩ公司）；Ｐ３３０超微量紫外分光光度计（德国 ＩＭ
ＰＬＥＮ公司）；ＣＰ２２５Ｄ电子分析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司）；５４２４离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

血液／细胞／组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒 ［天
根生化科技（北京）有限公司，ＤＰ３０４０３］；ＢｅｓｔａｒＴ
ＭｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（美国 ＤＢＩ公司，Ｐ２０２５２５９），引
物和探针（上海生工生物工程有限公司）；无水乙

醇、三氯甲烷均为分析纯。

１３　引物、探针的设计
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载美洲大蠊以及常见混伪

品的ＣＯＩ序列，与测序获得的序列共同使用 ＢｉｏＥｄｉｔ
软件进行同源对齐。寻找发现５２０，５７１，６３４ｂｐ等多
个差异性ＳＮＰ位点（图１），如美洲大蠊在５２０ｂｐ处
为Ｃ，其他物种为Ｔ，且种内高度保守。在种内保守、
种间差异区域设计引物和探针，其中探针５′端标记荧
光素基团ＦＡＭ，３′端标记淬灭基团ＢＨＱ１，通过Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５０软件设计美洲大蠊特异性鉴别引物和
ＴａｑＭａｎ探针（表１），引物和探针位置见图１，引物和
探针委托上海生工生物工程有限公司合成。

图１　美洲大蠊、杜比亚蟑螂等ＤＮＡ序列比对图
Ｆｉｇ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａａｎｄＢｌａｐｔｉｃａｄｕｂｉａ

表１　美洲大蠊特异性引物和探针序列

Ｔａｂ１　ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅ

ｔａａｍｅｒｉｃａｎａ

Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ＢＦ ５′ＡＴＴＣＣＣＣＴＴＴＴＣＧＴＡＴＧＡ３′
ＢＲ ５′ＧＧＴＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＴＧＣＴＧ３′
ＢＰ ５′ＦＡＭＡＴＣＴＣＴＡＣＣＡＧＴＧＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＣ３′ＢＨＱ１

１４　样品ＤＮＡ提取
分别取美洲大蠊和杜比亚蟑螂等药材，用体积

分数７５％乙醇擦拭干净，晾干，置乳钵中研磨成极
细粉。取样品粉末约４０ｍｇ，置１５ｍＬ离心管中，
按照血液／细胞／组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒使用
说明提取ＤＮＡ，用超微量紫外分光光度计测定ＤＮＡ
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的浓度，吸光度在００１～１５之间，测量结果可靠，
ＤＮＡ的Ａ２６０／Ａ２８０比值在１８～２０之间，表明提
取纯度较高，没有蛋白质或 ＲＮＡ的干扰，后置
于－２０℃冰箱备用。取蜚蠊对照药材研磨成极细
粉，同方法制备成阳性对照溶液。

１５　荧光ＰＣＲ方法的建立
ＰＣＲ反应体系：总体积为 ２０μＬ，包括 Ｂｅｓｔａｒ

ＴＭｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，探针１μＬ，上下游引物
各１μＬ，模板 ＤＮＡ溶液 ０５μＬ，灭菌超纯水
６５μＬ。平行设３个重复，Ｃｔ值取３个重复的平均
值作为最终结果。

实时荧光 ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性３ｍｉｎ；
９５℃变性１０ｓ，６０℃退火３４ｓ，４０个循环。

实验应同时满足以下要求：空白对照无荧光对

数增长，相应的 Ｃｔ值 ＞４００或无法确定；阳性对照
有荧光对数增长，且相应的Ｃｔ值小于３００。

在符合以上要求的情况下，结果判定：无荧光对

数增长，或样品与阳性对照的 Ｃｔ值之差（ΔＣｔ）绝对
值＞４０，可判定结果为阴性，即未检出美洲大蠊；有
荧光对数增长，且ΔＣｔ绝对值≤４０，可判定结果为
阳性，即检出美洲大蠊。

１６　特异性试验
将“１４”项下提取的美洲大蠊样品和其他样品

的ＤＮＡ作为模板。按照“１５”项反应体系和条件
进行扩增，以水作为空白对照，验证引物和探针对美

洲大蠊样品扩增的特异性。

１７　灵敏度检测
选取美洲大蠊ＤＮＡ样本，用灭菌超纯水进行逐

级５倍梯度稀释，共稀释成６个浓度梯度，每个梯度
设３个平行实验，按照“１５”项中反应体系和条件
扩增，测试该方法的灵敏度。

１８　检测限
Ｃｔ值比较法是实时荧光 ＰＣＲ的一种相对定量

方法，通过标准品和样品的Ｃｔ值之差（即ΔＣｔ）来计
算相对量。ＰＣＲ呈指数扩增，Ｃｔ值是到达设定的阈
值荧光信号时所经历的循环数，样品中的目的 ＤＮＡ
所占比例用Ｔ表示（公式１）。

Ｔ％＝２－ΔＣｔ绝对值 ×１００％ 公式（１）
在杜比亚蟑螂中掺入不同比例的蜚蠊对照药

材，蜚蠊掺入比例分别为 ３％、５％、１０％、３０％、
５０％。利用优化后的ＰＣＲ扩增条件进行扩增，并根
据Ｃｔ值比较法进行相对定量测定。
１９　实际样品检测

采用建立的方法和条件对收集到的样品进行实

时荧光ＰＣＲ反应，以验证该方法在实际检测工作中
的使用价值。

２　结　果
２１　引物和探针特异性

引物和探针的选择是本实验的关键步骤，将

测序获得美洲大蠊的 ＣＯＩ序列在 ＮＣＢＩ数据库进
行ＢＬＡＳＴ同源性比对分析，测序结果与美洲大蠊
（Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ，ＧｅｎＢａｎｋ序列号ＭＦ１４９４９８１）
相似度达到１００％，同源性分析表明测序结果准确可
靠，能够鉴别美洲大蠊。利用本研究设计的引物探针

对蜚蠊对照药材、美洲大蠊以及杜比亚蟑螂等不同药

材的ＤＮＡ进行实时荧光ＰＣＲ检测，结果表明引物和探
针仅对蜚蠊对照药材和美洲大蠊药材有Ｓ型荧光扩增
曲线，杜比亚蟑螂、土鳖虫等药材均无Ｓ型荧光扩增曲
线，说明本研究设计的引物和探针用于美洲大蠊检测

具有良好的特异性和有效性，可以用于下一步实验，

见图２。
２２　荧光ＰＣＲ方法优化

为提高扩增效率，保证 ＰＣＲ反应完全，分别对
探针浓度（２５和５μｍｏｌ·Ｌ－１）、循环数（３５和４０
个循环）和退火温度（６０和６５℃）进行优化。

当探针浓度为５μｍｏｌ·Ｌ－１时，实时荧光扩增
曲线强度较高；增加循环数，实时荧光扩增效率及

ＰＣＲ反应完成度明显提高；退火温度是指引物和模
板结合时候的温度，当退火温度为６５℃时，荧光曲
线出现折线形且无荧光对数增长，分析原因可能因

为６５℃与当前引物中ＧＣ含量差异较大，不能成功
扩增，结果见图３。

通过考察影响实时荧光 ＰＣＲ反应的关键因
素，最终确定美洲大蠊实时荧光 ＰＣＲ反应体系：
总体积为 ２０μＬ，ＢｅｓｔａｒＴＭｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０μＬ，探针（５μｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ，上下游引物
（２５μｍｏｌ·Ｌ－１）各１μＬ，模板 ＤＮＡ溶液０５μＬ，
灭菌超纯水６５μＬ。
２３　方法灵敏度

用灭菌超纯水将提取的美洲大蠊 ＤＮＡ（初始
浓度为１６８ｎｇ·μＬ－１）５倍梯度稀释成６个系列梯
度，稀释后浓度分别为００５３７６～１６８ｎｇ·μＬ－１，
取０５μＬ作为模板用于灵敏度检测，结果表明
ＤＮＡ原液及稀释液样品均得到典型的扩增曲线。
以扩增曲线的 Ｃｔ值为纵坐标，相应浓度的 ｌｏｇ值
为横坐标，绘制标准曲线（图 ４）。所得线性方程
为 ｙ＝－３５８５６ｘ＋３１０１１，标准曲线相关系数为
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０９９７８，具有良好的线性关系，扩增效率为９００６％， 表明该方法具有较高灵敏度和有效性。

图２　美洲大蠊特异性扩增曲线
Ｆｉｇ２　ＳｐｅｃｉｆｉｃａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ

Ａ－探针浓度：５μｍｏｌ·Ｌ－１，循环数：４０，退火温度：６０℃；Ｂ－探针浓度：２５μｍｏｌ·Ｌ－１，循环数：４０，退火温度：６０℃；Ｃ－探针浓度：５μｍｏｌ·Ｌ－１，循环数：３５，退火温

度：６０℃；Ｄ－探针浓度：５μｍｏｌ·Ｌ－１，循环数：４０，退火温度：６５℃。

Ａ－ｐｒｏｂｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：５μｍｏｌ·Ｌ－１，ｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒ：４０，ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：６０℃；Ｂ－ｐｒｏｂｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：２５μｍｏｌ·Ｌ－１，ｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒ：４０，ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａ

ｔｕｒｅ：６０℃；Ｃ－ｐｒｏｂｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：５μｍｏｌ·Ｌ－１，ｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒ：３５，ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：６０℃；Ｄ－ｐｒｏｂｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：５μｍｏｌ·Ｌ－１，ｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒ：４０，ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：６５℃．

图３　不同探针浓度、循环数、温度下的美洲大蠊扩增曲线
Ｆｉｇ３　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｂｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ｃｙｃｌｅｓａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
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Ａ－美洲大蠊灵敏度扩增曲线；Ｂ－美洲大蠊标准曲线；Ａ中１～６分别为初始浓度１６８ｎｇ·μＬ－１的６级５倍稀释ＤＮＡ样品的扩增曲线。

Ａ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ；Ｂ－ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ；Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆ６ｌｅｖｅｌ５ｆｏｌｄｄｉｌｕｔｅｄＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

１６８ｎｇ·μＬ－１ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ１ｔｏ６．

图４　美洲大蠊ＤＮＡ溶液灵敏度检测结果
Ｆｉｇ４　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ

２４　重复性和精密度
按确定的最佳方法和条件对美洲大蠊进行重复

性和精密度测定，平行提取６份美洲大蠊药材，平均
Ｃｔ值为２６７５１，ＲＳＤ为１３５％，同一份美洲大蠊ＤＮＡ
样品，设６个复孔，平均Ｃｔ值为２６５７５，相对标准偏
差（ＲＳＤ）为１０７％，实验结果表明该方法具有良好的
重复性和精密度。

２５　检测限
在杜比亚蟑螂中掺入不同比例的蜚蠊对照药材

进行实时荧光ＰＣＲ方法检测限分析，通过Ｃｔ值之差
的方法计算掺伪比例，以计算值与预期值比值的百分

数作为回收率，蜚蠊掺伪定量检测的回收率在

９０９３％～１０４８１％之间（表２）。
理论上当 ΔＣｔ绝对值为 ４时，掺伪比例为

６２５％，当ΔＣｔ绝对值为５时，掺伪比例为３１３％。
实际检测中，运用Ｃｔ值比较法对不同比例的蜚蠊对
照药材掺伪品进行了相对定量检测，计算结果与预期

的结果相仿，蜚蠊掺入比例为３％时仍能稳定检出，
掺入比例为５％时，其 ΔＣｔ绝对值在４～５之间（表
２）。综合考虑到药材及饮片的市场现状和实验环境
等因素带来的误差，将ΔＣｔ绝对值≤４作为检出美洲
大蠊的判断依据。

表２　蜚蠊掺伪定量检测结果
Ｔａｂ２　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｌａｔｔｉｄａｅａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ／％ Ｃｔｖａｌｕｅ ＡｂｓｏｌｕｔｅｖａｌｕｅｏｆΔＣｔ Ｔｅｓｔｖａｌｕｅ／％ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ／％

３ ３１３１９ ４９９１ ３１４ １０４８１

５ ３０６００ ４２７３ ５１７ １０３４７

１０ ２９７８７ ３４５９ ９０９ ９０９３

３０ ２８０８４ １７５６ ２９６１ ９８６９

５０ ２７３０６ ０９７８ ５０７７ １０１５５

１００ ２６３２８

２６　实际样品测定
在实际检测工作中，将实验室收集的４批美洲大

蠊药材、１０批中药饮片美洲大蠊粉进行ＤＮＡ提取，然
后按照上述建立的美洲大蠊 ＴａｑＭａｎ探针实时荧光
ＰＣＲ方法进行检测。结果表明，４批美洲大蠊药材和
１０批美洲大蠊粉均有荧光扩增曲线，且与阳性对照
的Ｃｔ值之差绝对值≤４０（表３），检测结果为阳性，
表明本研究建立的荧光ＰＣＲ方法可以准确地用于市

售美洲大蠊以及美洲大蠊粉的实际检测。另一方面，

也将实验室收集到的市场上常见混伪品进行检测，结

果显示，杜比亚蟑螂、土鳖虫、德国小蠊和九香虫则无

荧光扩增曲线，检测结果为阴性，这也进一步表明本

研究所建立的检测方法具有良好的特异性（图５）。
本研究所建立的实时荧光 ＰＣＲ检测方法快速、可靠
且稳定，可以用于美洲大蠊药材以及中药饮片美洲大

蠊粉的快速检测。
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图５　美洲大蠊样品及其常见伪品实时荧光扩增曲线
Ｆｉｇ５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｓａｍｐｌｅｓａｎｄｉｔｓｃｏｕｎｔｅｒｆｅｉｔｓ

表３　美洲大蠊样品及其常见伪品信息和Ｃｔ值

Ｔａｂ３　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄＣｔｖａｌｕｅｓｏｆＰｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｓａｍ

ｐｌｅｓａｎｄｉｔｓｃｏｕｎｔｅｒｆｅｉｔｓ

Ｎｏ Ｓａｍｐｌｅ　　　　 ＢａｔｃｈＮｏ Ｃｔｖａｌｕｅ

１ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ ２１１２１９ ２６００９

２ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ ２２０１２６ ２６６８１

３ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ ２１１１３２ ２６１４７

４ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａ ２１０９１８ ２６３０７

５ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２２０１０１ ２９８０６

６ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２２０１０２ ２６２９５

７ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２２０１０３ ２８５３９

８ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２２０２０１ ２７７３３

９ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２２０３０１ ２６０３０

１０ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２１１２０１ ２７１８１

１１ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２１１２０２ ２８９１３

１２ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２１１２０３ ２８３６７

１３ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２１１１０３ ２８００９

１４ Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａａｍｅｒｉｃａｎａｐｏｗｄｅｒ ２１１１０２ ２６６１１

１５ Ｂｌａｐｔｉｃａｄｕｂｉａ ／ －

１６ ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａＳｉｎｅｎｓｉｓＷ ／ －

１７ Ｂｌａｔｔｅｌｌａｇｅｒｍａｎｉｃａ ／ －

１８ ＡｓｐｏｎｇｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＤａｌｌａｓ ／ －

注：－－无荧光扩增曲线；／－无批号。

Ｎｏｔｅ：－－ｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ；／－ｎｏｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ．

３　讨　论
美洲大蠊作为一种传统动物药，在临床上有其独

特疗效，具有抑菌［８］和促进伤口愈合方面［９］等显著疗

效。近几年，国内外学者对美洲大蠊的关注日益增

多，国内报道较国外多，但主要集中在其疗效机制以

及药理作用［１０］。随着需求量的增加，对美洲大蠊质

量控制的首要任务是品种鉴定和真伪鉴别，但目前尚

未见统一的质量控制标准，已有的鉴定方法未能结合

美洲大蠊自身特性，专属性较低，因此，需要完善并提

高其质量评价体系，进一步推进美洲大蠊药材质量评

价的科学与有效性，保障临床用药的安全性。

对美洲大蠊进行研究时，应考虑动物药的特殊

性，在传统鉴别方法的基础上，结合现代新方法新技

术建立专属性较强的鉴定方法。分子生物学在中药

领域的应用逐渐广泛，实时荧光定量 ＰＣＲ作为基因
检测的重要手段，以不同物种间遗传信息的差异作为

研究点，具有较高的特异性和灵敏度，受ＤＮＡ杂质的
影响较小［１１］。动物药的分子生物学鉴别多采用线粒

体基因序列 ＣＯＩ片段［１２１４］，物种水平的鉴定效率

较高。

本研究设计出有效性和专属性较强的引物和

探针，通过引物、探针组合的设计，建立了一种具

有高度可复制性和良好特异性的美洲大蠊 ＴａｑＭａｎ
探针实时荧光 ＰＣＲ检测方法，并对该检测方法的
关键参数进行了优化和验证，使得方法具有较高

的灵敏度。利用 ＰＣＲ技术的特异性强、自动化程
度高、检测周期短等特点，该方法不仅能对完整的

美洲大蠊药材进行鉴定，还能对其破碎的组织、粉

末等进行准确有效的鉴定，可避免传统 ＰＣＲ的污
染问题，提高鉴别水平，在实际样品检测中主要应

用于美洲大蠊的定性检测。实验通过制备不同比

例的蜚蠊对照药材掺伪品，并运用 Ｃｔ值比较法对
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这５种比例的自混掺伪样进行了相对定量检测，
计算结果与预期的结果相仿，证明本方法有较高

的精确性和较好的实用性，也可用于美洲大蠊的

相对定量检测。实验结果表明，该方法可以成功

地用于鉴定美洲大蠊，并且能够实时监测实验结

果，操作更加简单快捷，大大缩短了检测周期，还

可应用于检测中药饮片美洲大蠊粉，具有较强的

实用价值。
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