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摘要： 目的　 建立特异性引物扩增鉴定金嗓清音丸中僵蚕成分。 方法　 根据家蚕、 白僵菌、 绿僵菌线粒体全基因序列

差异设计特异性引物 ＰＭ２、 ＰＢ２、 ＰＡ２， 采用十六烷基三甲基溴化铵法、 酚仿抽提法提取纯化总 ＤＮＡ， 并以此为模板

进行特异性引物扩增和方法学考察， 产物以 ２％ 琼脂糖凝胶电泳检测。 结果　 家蚕、 白僵菌、 绿僵菌 ＤＮＡ 经 ＰＣＲ 扩

增后， 分别在 ８２、 ９４、 １４４ ｂｐ 处产生条带， 并且未观察到非特异性扩增条带。 ＰＭ２、 ＰＢ２、 ＰＡ２ 对相应 ＤＮＡ 的检测灵

敏度分别为 ０ １０、 ０ １０、 ０ ０１０ ｎｇ ／ μＬ。 来自同一厂家的 ６ 批样品中同时检出家蚕、 白僵菌 ＤＮＡ， 但未检出绿僵菌

ＤＮＡ， 而另外 ２ 批样品仅检出家蚕 ＤＮＡ。 结论　 该方法方便可靠， 专属性强， 有助于更好地监控金嗓清音丸等含僵蚕

中药成方制剂的质量， 可为其临床用药的安全性和有效性提供保障， 并为其他中成药中动物药的专属性鉴定提供

参考。
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　 　 中成药在保障大众健康方面发挥着重要作用， 其中抵

当丸、 大黄蛰虫丸等［１⁃２］ 含动物药的品种早在 《伤寒杂病

论》 《金匮要略》 中即有记载。 僵蚕为蚕蛾科昆虫家蚕

Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌｉｎｎａｅｕｓ ４～５ 龄的幼虫感染 （或人工接种） 白

僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ （Ｂａｌｓ．） Ｖｕｉｌｌａｎｔ 而致死的干燥体，

性平， 味咸、 辛， 具有息风止痉、 祛风止痛、 化痰散结等

功效［３］ ， 但市面上常见绿僵蚕、 黑死蚕等伪品［４］ ， 对临床

用药安全性与有效性造成了不良影响。 ２０２０ 年版 《中国药

典》 一部收载了含僵蚕的成方制剂共 ３６ 种， 其中金嗓清音

丸由麸炒僵蚕等 １６ 位中药组成， 具有养阴清肺、 化痰利咽

功效， 主治肺热阴虚所致的慢喉瘖、 慢喉痹等， 目前该制

剂的质量评价方法主要包括观察地黄、 石斛、 蝉蜕、 甘草

显微特征， ＴＬＣ 法定性鉴别麦冬、 玄参、 芍药苷、 丹皮酚、
哈巴俄苷， ＨＰＬＣ 法测定黄芩、 木蝴蝶中黄芩苷含量［５］ ，

但由于其组成复杂， 传统的显微、 理化方法难以准确鉴定

僵蚕成分， 故相关标准尚未涉及这一方面。
ＤＮＡ 分子鉴定具有特异性高的优势， 近年来发展迅

速， 是黄璐琦院士提出的 “分子生药学” 重要组成部
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分［６］ ， 已有不少相关报道［７⁃８］ ， 但该技术要求 ＣＯＩ 序列保

持完整， 而且供试品 ＤＮＡ 不能为混合物， ２０２０ 年版 《中
国药典》 四部［９］更是明确要求 “用于中药材 （包括药材及

部分饮片） 及基原物种的鉴定”。 金嗓清音丸中不仅含有

僵蚕， 还有蝉蜕及 １４ 味植物类中药， 而且僵蚕由家蚕和白

僵菌组成， 实质上为复合体类， 故 ＣＯＩ 序列无法对僵蚕进

行鉴定。
特异性引物扩增鉴定是指在正伪品差异序列上设计并

扩增， 利用引物与正品 ＤＮＡ 序列能碱基互补配对可扩增产

生特定长度条带， 而与伪品序列不配对无法产生条带的原

理而进行鉴定的方法［１０］ ， 该技术在检验过程中无需测序，
而且抗干扰能力较强， 适用于混合物， 弥补了 ＤＮＡ 条形码

技术的不足［１１⁃１３］ 。 近年来， 研究人员已通过特异性引物扩

增对龟甲与鳖甲［１４］ 、 广地龙［１５］ 、 宽体金线蛭［１６］ 等动物药

进行了专属性鉴定， 由于其特异性、 可靠性较强， 目前在

中药鉴定方面的应用受到广泛关注。
本实验根据家蚕、 白僵菌、 绿僵菌线粒体全基因

（ｍｔＤＮＡ） 序列的差异来设计引物， 进而基于特异性引物

扩增建立金嗓清音丸中僵蚕成分鉴定方法， 可为该制剂质

量控制提供可靠的检测方法， 还能为其他中成药中动物药

的专属性鉴定提供参考。
１　 材料

１ １　 仪器　 Ｔ⁃ＭＳ 型恒温混匀仪 （宁波拓普森科学仪器有

限公司）； ＢＳＡ１２４Ｓ 型电子分析天平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）；
１⁃１３ 型小型台式离心机 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； ＴＧＬ⁃１６Ｃ 型高

速台式离心机 （上海安亭科学仪器厂）； ＨＨ⁃Ｓ４ 型数显恒

温水浴锅 （江苏金怡仪器科技有限公司）； ＭＪ⁃１８０Ｂ 型霉菌

培养箱 （上海跃进医疗器械厂）； ＳＷ⁃ＣＪ⁃２Ｄ 型净化工作台

（苏州净化设备有限公司）； ＳＨＺ⁃８２ 型气浴恒温振荡器 （常
州国华电器有限公司）； ＤＨＧ⁃９０７０Ａ 型电热恒温鼓风干燥

箱 （上海精宏实验设备有限公司）； ＮＤ⁃１０００ 型核酸蛋白分

析仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ＬＤＺＦ⁃３０Ｌ⁃ＩＩ 型立式高压

蒸汽灭菌器 （上海申安医疗器械厂）； Ｔ１００ 型 ＰＣＲ 仪、
Ｐｏｗｅｒ ＰＡＣ ３０００ 型电泳电源、 Ｗｉｄｅ Ｍｉｎｉ⁃Ｓｕｂ Ｃｅｌｌ ＧＴ 型水平

电泳槽 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＧｅｎｏＳｅｎｓ １８６０ 型凝胶成像

采集分析系统 （上海勤翔科学仪器有限公司）。
１ ２　 药材　 家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ 由中国农业科学院蚕业研究

所提供； 球孢白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ 购自中国工业微生

物菌种保藏管理中心， 保藏编号为 ＣＩＣＣ４１０２１； 金龟子绿僵

菌 Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ 购自北京北纳创联生物技术研究院，
保藏编号为 ＢＮＣＣ１１４４４５； 家蚕对照药材 （批号 Ｂ ／ Ｎ１２１４５７⁃
２００５０１） 购自中国食品药品检定研究院。 课题组前期根据

２０２０ 年版 《中国药典》 方法自制麸炒僵蚕［１］， 并参照文献

［１７］ 报道的方法自制其伪品绿僵蚕及麸炒品。
金嗓清音丸中除麸炒僵蚕外的其余 １５ 味中药 （玄参、

地黄、 麦冬、 黄芩、 牡丹皮、 赤芍、 川贝母、 泽泻、 炒薏

苡仁、 石斛、 薄荷、 胖大海、 蝉蜕、 木蝴蝶和甘草） 均由

镇江市中医院提供， 经镇江市中医院药剂科孙小祥主任中

药师鉴定为正品。 蝉蜕以通用引物对 ＬＣＯ１４９０ ／ ＨＣＯ２１９８ 扩

增 ＣＯＩ 序列， 其余 １４ 味植物药以通用引物对 ＩＴＳ２Ｆ ／ ＩＴＳ３Ｒ
扩增 ＩＴＳ２ 序列， 扩增产物由生工生物工程 （上海） 股份有

限公司测序， 通过 ＮＣＢＩ⁃ＢＬＡＳＴ 以及 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行分

析与匹配。
１ ３　 药 物 　 金 嗓 清 音 丸 共 ８ 批 （批 号 ＷＦ１１８０２００２１、
ＷＦ１１８０４０１４１、 ＷＦ１１８０３０１１１、 ＷＦ１１８０４０１８１、 ＷＦ１１８０４０２０１、
ＷＦ１１８０２００６１、 ＷＦ１１８０９０２４１、 ＷＦ１１９０７０１８１， 编号 ＪＳ１ ～ ＪＳ８，
１ ｇ ／ １０丸×３６０ 丸 ／盒）， 均由厂家 Ａ 生产， 购自全国各地

药房。
１ ４　 试剂　 磷酸二氢钾、 七水硫酸镁、 氯仿、 十六烷基三

甲基溴化铵 （ＣＴＡＢ）、 乙二胺四乙酸二钠 （ＥＤＴＡ）、 氯化

钠、 硼酸、 甲醇、 无水乙醇、 异戊醇、 异丙醇、 盐酸等为

分析纯， 均购自国药集团化学试剂有限公司； 葡萄糖、 盐

酸硫胺、 β⁃巯基乙醇、 ＤＮＡ 提取酚试剂、 １０ × ＤｒｅａｍＴａｑ
Ｇｒｅｅｎ Ｂｕｆｆｅｒ、 ｄＮＴＰ Ｍｉｘ、 ＤｒｅａｍＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶、 低电渗琼

脂 糖 （ Ｌｏｗ ＥＥＯ ）、 Ｔｒｉｓ⁃ｂａｓｅ、 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ、 Ｅｔｈｉｄｉｕｍ
Ｂｒｏｍｉｄｅ、 Ｌｏｗ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 等购自生工生物工程 （上海） 股

份有限公司、 北京索莱宝科技有限公司、 阿拉丁试剂 （上
海） 有限公司、 上海碧云天生物技术有限公司、 美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司、 杭州胜行生物科技有限公司、 美国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司等。
２　 方法与结果

２ １　 金嗓清音丸制备　 参考文献 ［６］ 报道， 将 １６ 味饮片

粉碎成细粉， 过筛， 混匀， 每 １００ ｇ 粉末加 ３５～ ５０ ｇ 炼蜜、
适量水制成水蜜丸， 即得 （编号 ＪＢ１～ ＪＢ１０）。 另外， 将麸

炒僵蚕更换为麸炒绿僵蚕， 同法制成伪品 （编号 ＪＡ１ ～
ＪＡ１０）； 不加入麸炒僵蚕， 同法制成阴性制剂 （编号 ＪＮ１～
ＪＮ１０）。
２ ２　 供试品溶液制备 　 称取 “２ １” 项下正品及其伪品、
阴性制剂各 ２０ ０ ｍｇ， 转移至 ２ ｍＬ 透明离心管中， 加入

ＣＴＡＢ 提取液 １ ｍＬ 混匀， ６５ ℃金属浴中 ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡孵

育 ２ ｈ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 吸出上清液， 加入等体积

预冷的 ７０％ 甲醇， 颠倒混匀后在－２０ ℃下冷冻 １ ｈ， 高速离

心 ５ ｍｉｎ， 弃去上清液， 沉淀中加入 ＣＴＡＢ 提取液 ０ ５ ｍＬ
混匀， ６５ ℃金属浴中 ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡孵育 １ ｈ， 高速离心

５ ｍｉｎ， 吸出上清液， 加入等体积氯仿⁃酚试剂 （１ ∶ １） 混

合液， 颠倒混匀， 高速离心 １０ ｍｉｎ， 吸出上清液， 加入等

体积的氯仿⁃异戊醇 （２４ ∶ １） 混合液， 充分混匀， 高速离

心， 吸出上清液， 加入等体积预冷的异丙醇、 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸

钾溶液 １００ μＬ， 颠倒混匀， 在－２０ ℃下冷冻 １ ｈ 或 ４ ℃下

冷藏过夜， 高速离心 １０ ｍｉｎ， 弃去上清液， 沉淀中加入 ５００
μＬ 预冷的 ７０％ 乙醇洗涤， 室温晾干后以 ＴＥ 缓冲液 ２５ μＬ
溶解残留物， 即得， 在 ２６０、 ２８０ ｎｍ 波长处测定吸光度

Ａ２６０、 Ａ２８０， 于－２０ ℃或 ４ ℃下保存。
２ ３　 特异性引物设计　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中搜索下载家蚕

（ ＡＢ０７０２６４ １、 ＡＢ０８３３３９ １、 ＡＦ１４９７６８ １、 ＡＹ０４８１８７ １、
ＧＵ９６６５９４ １、 ＧＵ９６６５９５ １、 ＧＵ９６６５９６ １、 ＧＵ９６６５９９ １、
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ＧＵ９６６６００ １、 ＧＵ９６６６０２ １、 ＧＵ９６６６０３ １、 ＧＵ９６６６０４ １、
ＧＵ９６６６０５ １、 ＧＵ９６６６０７ １、 ＧＵ９６６６０８ １、 ＧＵ９６６６０９ １、
ＧＵ９６６６１０ １、 ＧＵ９６６６１１ １、 ＧＵ９６６６１２ １、 ＧＵ９６６６１３ １、
ＧＵ９６６６１４ １、 ＧＵ９６６６１５ １、 ＧＵ９６６６１７ １、 ＧＵ９６６６１８ １、
ＧＵ９６６６２０ １、 ＧＵ９６６６２２ １、 ＧＵ９６６６２３ １、 ＧＵ９６６６２４ １、
ＧＵ９６６６２５ １、 ＧＵ９６６６２６ １、 ＧＵ９６６６２８ １、 ＧＵ９６６６３０ １、
ＫＭ２７９４３１ １、 ＫＭ３４７７４３ １、 ＫＭ８７５５４５ １、 ＫＰ１９２４７８ １、

ＫＰ１９２４７９ １、 ＫＰ２４４３７０ １、 ＫＰ３１３７７８ １、 ＫＰ７２９１１０ １、
ＭＧ７９７５５５ １、 ＮＣ＿ ００２３５５ １ ）、 白 僵 菌 （ ＣＭ０２０９６４ １、
ＥＵ３７１５０３ ２、 ＫＴ２０１１４８ １、 ＫＴ２０１１４９ １、 ＫＵ８６９７６９ １、
ＭＨ２１１５８６ １、 ＮＣ＿ ０１０６５２ ２ ）、 绿 僵 菌 （ ＡＹ８８４１２８ １、
ＮＣ＿ ００８０６８ １） 线粒体全基因组序列， 基于三者基因差异，
采用 Ｏｌｉｇｏ ７ 软件进行特异性引物的设计与筛选， 并通过

ＮＣＢＩ Ｐｒｉｍｅｒ⁃ＢＬＡＳＴ 进行评估， 引物序列见表 １。
表 １　 特异性引物序列

物种 编号 引物序列（５′→３′） 目的产物长度 ／ ｂｐ
家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ＰＭ２ 正向 ＡＣＣＣＧＴＡＡＴＡＡＧＣＣＡＴＡＡＣＣＡＣ ８２

反向 ＣＴＣＡＴＧＴＴＧＡＡＧＣＣＣＣＡＧＴ
白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ ＰＢ２ 正向 ＣＴＣＴＴＴＡＴＡＴＡＣＧＣＡＧＴＡＧＧＣＡＴ ９４

反向 ＣＣＴＣＴＡＣＣＡＴＴＴＡＴＣＣＧＣＴＴ
绿僵菌 Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ ＰＡ２ 正向 ＡＧＡＴＴＧＴＡＡＴＴＴＡＴＧＴＧＧＣＴＴ １４４

反向 ＴＡＡＡＣＴＧＴＣＣＣＣＴＡＧＣＧＡＴ

２ ４　 ＰＣＲ 扩增 　 反应体系组成为 １×ＰＣＲ 缓冲液 （含 ２ ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２ ） ２ ５ μＬ、 ０ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ０ ５ μＬ、 ０ ２
μｍｏｌ ／ Ｌ 正反向引物各 ０ ５ μＬ、 １ μＬ 模板 ＤＮＡ （１０ ｎｇ）、
０ ６２５ Ｕ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ， 无菌双蒸水补足至 ２５ μＬ； 以

家蚕、 白僵菌、 绿僵菌 ＤＮＡ 为阳性对照。 ＰＣＲ 扩增产物用

２％ 琼脂糖凝胶进行水平电泳 （１２０ Ｖ， ７０ ｍｉｎ） 分离， 并以

凝胶成像系统检测条带。
由于在 ＰＣＲ 扩增过程中， 循环次数、 退火温度等对扩

增结果有较大影响， 故本实验对两者进行了优化， 结果见

图 １。 由此可知， 在总 ＤＮＡ 经 ＰＭ２、 ＰＢ２ 或 ＰＡ２ 分别扩增

３５ 个循环后， 电泳中在 ３ 个物种所对应位置处均发现明亮

的条带， 并且无其他条带， 表明均特异性扩增出了目的

ＤＮＡ 片段； 当循环数增加至 ４０ 后， 引物 ＰＭ２ 对阴性制剂

（ＪＮ１） 扩增出较弱的条带， 出现非特异性扩增， 故设定其

循环数为 ３５， 同时为了保证在复杂组分中能够检测到微量

目标片段， 减少假阴性结果， ＰＢ２、 ＰＡ２ 选择循环数为 ４０。

注： Ｌ、 ＪＢ１、 ＪＡ１、 ＪＮ１、 Ｎ 分别为 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ、 自制阳性制剂、 自制伪品制剂、 自制阴性制剂、 空白对照。

图 １　 循环数优化电泳图 （退火温度 ６０ ℃）

　 　 图 ２ 显示， 当退火温度较低时， 引物 ＰＭ２ 对自制阴性

制剂出现了非特异性扩增， 表明除麸炒僵蚕外的其余饮片

对特异性 ＰＣＲ 扩增有一定影响， 而逐步升高至 ６０、 ６２、
６５ ℃后， 未观察到非特异性扩增条带； 当退火温度为 ５６ ℃

时， ＰＢ２、 ＰＡ２ 均出现了一定程度的非特异性扩增， 而继续

升高至 ５８、 ６０、 ６２、 ６４ ℃时在产物的电泳分析泳道中均未

观察到非特异性扩增， 故最终选择 ６０ ℃ 作为最适退火温

度。 在此基础上建立了 ＰＣＲ 扩增条件， 见表 ２。
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注： Ｌ、 ＪＢ１、 ＪＡ１、 ＪＮ１、 Ｎ 分别为 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ、 自制阳性制剂、 自制伪品制剂、 自制阴性制剂、 空白对照。

图 ２　 退火温度优化电泳图

表 ２　 ＰＣＲ 扩增条件

程序
特异性引物

ＰＭ２ ＰＢ２　 　 　 ＰＡ２
预变性 ９５ ℃（３ ｍｉｎ）
变性 ９５ ℃（３０ ｓ）
退火 ６０ ℃（３０ ｓ）
延伸 ７２ ℃（１ ｍｉｎ）

循环数 ３５ ４０　 　 　 ４０
终延伸 ７２ ℃（７ ｍｉｎ）

２ ５　 特异性、 灵敏度考察 　 将 １０ 批正品及其伪品、 阴性

制剂按 “２ ２” 项下方法制备供试品溶液作为模板， 并在表

２ 条件下分别以引物 ＰＭ２、 ＰＢ２、 ＰＡ２ 进行 ＰＣＲ 扩增及电泳

分析， 结果见图 ３。 由此可知， 每对引物均可扩增出对应物

种的目的片段， 呈现出特异性条带， 即正品、 伪品总 ＤＮＡ
经引物 ＰＭ２ 扩增后均在 ８２ ｂｐ 处观察到明亮的扩增条带

（家蚕 ＤＮＡ 片段）； 正品总 ＤＮＡ 经引物 ＰＢ２ 扩增后， 在 ９４
ｂｐ 处产生明亮的扩增条带 （白僵菌 ＤＮＡ 片段）； 伪品中

ＤＮＡ 经引物 ＰＡ２ 扩增后， 在 １４４ ｂｐ 处观察到了明亮的扩增

条带 （绿僵菌 ＤＮＡ 片段）， 同时以上扩增中均未观察到非

特异性条带， 表明该方法具有良好的特异性。
将正品、 伪品的供试品溶液以十倍法依次稀释， 并以

其为模板进行 ＰＣＲ 扩增， 结果见图 ４。 由此可知， 当稀释

至 １０、 １ ０、 ０ １０ ｎｇ ／ μＬ 时， 经引物 ＰＭ２、 ＰＢ２ 扩增后可检

测出家蚕、 白僵菌条带， 但进一步稀释至 ０ ０１０、 ０ ００１ ０
ｎｇ ／ μＬ 时未检测出相应条带； 当稀释至 １０、 １ ０、 ０ １０、
０ ０１０ ｎｇ ／ μＬ 时， 经引物 ＰＡ２ 扩增后可检测出绿僵菌条带，
但进一步稀释至 ０ ００１ ０ ｎｇ ／ μＬ 时未检测出相应条带， 表明

引物 ＰＭ２、 ＰＢ２ 的检测灵敏度均为 ０ １０ ｎｇ ／ μＬ， 而引物

ＰＡ２ 为 ０ ０１０ ｎｇ ／ μＬ。
２ ６　 僵蚕成分鉴定　 精密称取 ８ 批市售品粉末， 每批 ２０ ０
ｍｇ， 按 “２ ２” 项下方法提取、 纯化 ＤＮＡ， 在 “２ ４” 项条

件下扩增， 结果见图 ５、 表 ３。 由此可知， 各批样品均检出

家蚕 ＤＮＡ， 其中 ６ 批还检出白僵菌 ＤＮＡ 但未发现绿僵菌

ＤＮＡ， 表明其所含僵蚕为正品； 另外 ２ 批 （ ＪＳ２、 ＪＳ５） 虽

然检出家蚕， 但既未检出白僵菌 ＤＮＡ， 也未检出绿僵菌

ＤＮＡ， 真伪存疑。
３　 讨论与结论

中成药所含成分的显微特征通常较弱， 其鉴定难度远

胜于药材和饮片， 尤其是含动物药的品种， 由于它富含生

物大分子， 长期以来对其指标性成分的研究较少， 缺乏专

属性鉴定手段。 另外， 中成药中以动物药炮炙品或深度加
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注： Ｌ、 ＪＢ１～ ＪＢ１０、 ＪＡ１～ ＪＡ１０、 ＪＮ１～ ＪＮ１０、 Ｎ 分别为 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ、 １０ 批自制阳性制剂、 １０ 批自制伪品制剂、 １０ 批自

制阴性制剂、 空白对照。

图 ３　 特异性验证电泳图

注： Ｌ、 Ａ～Ｅ、 Ｎ 分别为 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ， １０、 １ ０、 ０ １０、 ０ ０１０、 ０ ００１ ０ ｎｇ ／ μＬ 模板 ＤＮＡ， 空白对照。

图 ４　 灵敏度检测电泳图

表 ３　 市售金嗓清音丸中僵蚕成分鉴定结果

编号
扩增结果

家蚕 白僵菌 绿僵菌

ＪＳ１ ＋ ＋ —

ＪＳ２ ＋ — —

ＪＳ３ ＋ ＋ —

ＪＳ４ ＋ ＋ —

ＪＳ５ ＋ — —

ＪＳ６ ＋ ＋ —

ＪＳ７ ＋ ＋ —

ＪＳ８ ＋ ＋ —

　 　 注： ＋表示检出， —表示未检出。

工品、 贵重动物药为原料， 常同时含有多种相关成分， 而

且在生产过程中制法繁多， 并加入了大量辅料， 这种复杂

背景易于在检验过程中引起干扰。
研究表明， 多拷贝 ｍｔＤＮＡ 在深加工产品中比单拷贝核

ＤＮＡ 有更高的生存机会［１８⁃１９］ ， 有望作为中药成方制剂中动

物药成分的专属性鉴定依据。 本实验以金嗓清音丸中僵蚕

成分为对象， 基于家蚕、 白僵菌、 绿僵菌 ｍｔＤＮＡ 序列的差

异设计了新颖的特异性引物， 通过 ＰＣＲ、 电泳分析检出僵

蚕及其常见伪品的基原。 结果显示， ８ 批样品有 ２ 批仅检出

家蚕 ＤＮＡ， 未检出白僵菌、 绿僵菌 ＤＮＡ， 可能是它们在生

产过程中仅使用了家蚕、 黑死蚕所致， 也有可能是麸炒僵

蚕投料量低或在制备过程中有所损失， 从而导致 ＤＮＡ 量低
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注： Ｌ、 Ｍ、 Ｂ、 Ａ、 ＪＳ１ ～ ＪＳ８、 Ｎ 分别为 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ、 家

蚕、 白僵菌、 绿僵菌、 １０ 批市售品、 空白对照。

图 ５　 市售金嗓清音丸检测电泳图

于检测限， 而且上述方法专属性强， 灵敏度高， 避免了

ＣＯＩ 条形码技术无法鉴定混合物、 产物需要测序等不足，
有助于更好地监控该制剂的质量， 并为其他中成药中动物

药的专属性鉴定提供了参考。 但家蚕、 白僵菌、 绿僵菌这 ３
种基原的 ＤＮＡ 同时存在于僵蚕生品、 麸炒品中， 故不能用

于检识所用饮片是否为麸炒僵蚕， 今后将进一步通过荧光

定量 ＰＣＲ 开展相关研究。
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［ ５ ］ 　 国家药典委员会． 中华人民共和国药典： ２０２０ 年版一部

［Ｓ］ ． 北京： 中国医药科技出版社， ２０２０： １１７１⁃１１７２．
［ ６ ］ 　 Ｊｉａｎｇ Ｃ， Ｊｉｎ Ｙ， Ｚｈａｏ Ｘ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｒｏｂｕｓｔ

ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｅｒ ａｎｔｌｅｒ ｖｅｌｖｅｔ ｐｒｏｄｕｃｔ ｂｙ ｆａｓｔ ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ
ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ Ａ ＤＮＡ Ｍａｐｐ Ｓｅｑ Ａｎａｌ， ２０１８，
２９（２）： ２６６⁃２７２．

［ ７ ］ 　 Ｈｏｕ Ｆ Ｘ， Ｗｅｎ Ｌ Ｌ， Ｐｅｎｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｄｒｉｅｄ ｓｅａｈｏｒｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｍａｒｋｅｔ ｕｓｉｎｇ ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ［Ｊ］． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡ Ａ ＤＮＡ Ｍａｐｐ Ｓｅｑ Ａｎａｌ， ２０１８， ２９（１）： １０７⁃１１２．

［ ８ ］ 　 黄巧丽， 刘振亮， 孙文文， 等． 四叶参内生真菌生物活性

及分子鉴定［Ｊ］ ． 中成药， ２０１８， ４０（１１）： ２５６６⁃２５６９．
［ ９ ］ 　 国家药典委员会． 中华人民共和国药典： ２０２０ 年版四部

［Ｓ］ ． 北京： 中国医药科技出版社， ２０２０： ４９０⁃４９２．
［１０］ 　 黄璐琦， 袁　 媛， 蒋 　 超， 等． 动物药材分子鉴别现状与

策略［Ｊ］ ． 中国现代中药， ２０１７， １９（１）： １⁃１０．
［１１］ 　 Ｙａｎｇ Ｈ， Ｙｕ Ｐ Ｔ， Ｌｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｎｏｎ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｅｓｔｕｄｉｎｉｓ Ｃａｒａｐａｘ ｅｔ
Ｐｌａｓｔｒｕｍ ａｎｄ Ｔｒｉｏｎｙｃｉｓ Ｃａｒａｐａｘ ｂｙ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ［Ｊ］ ．
Ｒ Ｓｏｃ Ｏｐｅｎ Ｓｃｉ， ２０１８， ５（４）： １７２１４０．

［１２］ 　 周辰杰， 党　 平， 周翠霞， 等． 鹿科不同物种血液的分子

鉴定［Ｊ］ ． 中成药， ２０１９， ４１（１０）： ２５３０⁃２５３５．
［１３］ 　 杨鹏飞， 杨成宇， 林 　 玲， 等． 天蚕片、 天蚕胶囊中僵蛹

成分鉴定［Ｊ］ ． 中成药， ２０２０， ４２（１１）： ３０９６⁃３０９９．
［１４］ 　 李　 楠， 虞平添， 焦兆群， 等． 特异性扩增技术鉴定龟甲

与鳖甲［Ｊ］ ． 中成药， ２０１８， ４０（１０）： ２３２８⁃２３３３．
［１５］ 　 张前程， 文红梅， 刘 　 娜， 等． 广地龙特异性引物序列的

设计及其混伪品的鉴别［ Ｊ］ ． 南京中医药大学学报， ２０２０，
３６（３）： ４０８⁃４１３．

［１６］ 　 王文秀， 高　 晗， 张环宇， 等． 宽体金线蛭的特异性 ＰＣＲ
分子鉴定［Ｊ］ ． 天津中医药， ２０２０， ３７（１１）： １２９９⁃１３０３．

［１７］ 　 Ｙａｎｇ Ｈ， Ｚｈｏｕ Ｙ， Ｙｕ Ｐ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ＰＣＲ⁃ｂａｓｅｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｍｂｙｘ
ｂａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓ ｕｓｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｐｒｏｄ Ｒｅｓ，
２０１９， ３３（９）： １２５１⁃１２５６．

［１８］ 　 Ａｍａｒａｌ Ｊ Ｓ， Ｓａｎｔｏｓ Ｃ Ｇ， Ｍｅｌｏ Ｖ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｇａｍｅ ｍｅａｔ ｓａｕｓａｇｅ （ Ａｌｈｅｉｒａ ） ｂｙ ｓｐｅｃｉｅｓ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｈａｒｅ， ｒａｂｂｉｔ， ｒｅｄ ｄｅｅｒ， ｐｏｒｋ ａｎｄ ｃｏｗ
ｍｅａｔｓ［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ， ２０１４， ６０： １４０⁃１４５．

［１９］ 　 Ｋｉｍ Ｍ Ｊ， Ｋｉｍ Ｈ Ｙ． Ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｊｅｒｋｙ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｆｏｏｄ ａｎｄ ｆｅｅｄ ｕｓｉｎｇ ｄｉｒｅｃｔ ｐｅｎｔａｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｓｓａｙ［Ｊ］ ．
Ｆｏｏｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ， ２０１７， ７８： １⁃６．
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