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摘要： 目的　 建立实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测川贝母样品中掺伪程度。 方法　 利用川贝母 ＩＴＳ１ 区序列的特点， 设计 ４
条用于特异性鉴别川贝母的正向引物 １～４。 同时， 设计相应的反向引物， 配合正向引物组成引物对， 进行实时荧光定

量 ＰＣＲ 扩增。 利用川贝母、 浙贝母、 平贝母、 伊贝母和湖北贝母对照品以及市售川贝母样品， 通过 ＰＣＲ 扩增来考察

引物对 １～４ 鉴别川贝母的准确性。 通过实时荧光定量 ＰＣＲ 法， 考察引物检测川贝母掺伪程度的准确性。 结果　 引物

对 １～４ 可以准确检测川贝母的真伪； 通过荧光定量 ＰＣＲ 法， 可准确检测出川贝母样品中的伪品的掺伪程度。
结论　 该方法简便、 快捷、 准确， 可用于川贝母样品中掺伪程度的定量鉴别。
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　 　 川贝母 Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅ Ｃｉｒｒｈｏｓａｅ Ｂｕｌｂｕｓ 是百合科贝

母属川贝母 Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ Ｄ． Ｄｏｎ、 甘肃贝母

Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ Ｍａｘｉｍ．、 暗紫贝母 Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ
ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａ Ｈｓｉａｏ ｅｔ Ｋ． Ｃ． Ｈｓｉａ、 瓦布贝母 Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ
ｕｎｉｂｒａｃｔｅａｔａ Ｈｓｉａｏｅｔ Ｋ． Ｃ． Ｈｓｉａ ｖａｒ． ｗａｂｕｅｎｓｉｓ （Ｓ． Ｙ．
Ｔａｎｇ ｅｔ Ｓ． Ｃ． Ｙｕｅ） Ｚ． Ｄ． Ｌｉｕ， Ｓ． Ｗａｎｇ ｅｔ Ｓ． Ｃ．
Ｃｈｅｎ、 梭砂贝母 Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ Ｆｒａｎｃｈ． 或太白

贝母 Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｔａｉｐａｉｅｎｓｉｓ Ｐ． Ｙ． Ｌｉ 的干燥鳞茎［１⁃２］，
有化痰止咳、 清热润肺、 散结消痈之功效［３⁃５］。 由

于川贝母的药用价值高、 疗效显著、 市场需求量

大， 故常有用其他贝母类药材混充川贝母的现象，
如浙贝母、 平贝母、 伊贝母、 湖北贝母等。

目前川贝母鉴别中最常用且最准确的是由

２０１５ 年版 《中国药典》 收录的 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 法， 该
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法是一种鉴别单个川贝母真伪的方法， 并不能反应

样品的整体情况， 不能准确反应样品的掺伪程

度［６⁃７］。 按制药企业一次购买川贝母 ２００ ｋｇ 以上计

算， 按 ２０１５ 年版 《中国药典》 规定［８⁃９］， 至少需

要抽取 ２５～５０ ｇ 左右川贝母样品进行检测， 需要进

行 ５０～１００ 次 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 反应， 工作量较大， 耗时

较长且成本高昂。 所以在生产中， 常常只取 １０ ｇ
左右川贝母进行真伪鉴别， 但是这种取样方法并不

能反应样品的整体情况， 不能准确反应样品的掺伪

程度。 尤其是在临床上， 川贝母常以粉末形式使

用， 这更方便了不法分子使用混伪品冒充或掺入川

贝母； 而混合样品由于 ＤＮＡ 不纯， 很难用药典

ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 法来检测混合粉末样品中的掺伪程度。
实时荧光定量 ＰＣＲ 法是一种基于特异性基因

序列的快速准确、 灵敏度高的定性定量方法［１０］。
本研究利用川贝母 ＩＴＳ１ 区序列的特点［１１⁃１３］， 设计

了 ２ 条特异性鉴别真川贝母的正向引物以及 ２ 条特

异性鉴别常见的伪川贝母的正向引物， 配合设计的

反向引物分别组成引物对进行实时荧光定量 ＰＣＲ
扩增， 以期开发一种可检测川贝母样品掺伪程度的

实时荧光定量 ＰＣＲ 法。
１　 材料

ＤＮＡ 提取试剂盒 （货号 ＡＰ⁃ＭＮ⁃ＭＳ⁃ＧＤＮＡ⁃
５０） 购自美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司； ＧｅｌＲｅｄ （货号 ４１００３）
购自美国 Ｂｉｏｔｉｕｍ 公司； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ⅰ （货号

ＭＤ１０１） 和 ５０ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ （货号 ＭＤ１０８） 均

购自北京天根生化科技有限公司； ＳＹＢＲ 荧光定量

ＰＣＲ 试剂 （货号 ＲＲ８２０Ｑ）、 ６×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ （货
号 ９１５６） 均购自日本 Ｔａｋａｒａ 公司； ＫＯＤ⁃ｐｌｕｓ 酶

（货号 Ｆ０ ９３４ Ｋ） 均购自日本 Ｔｏｙｏｂｏ 公司； Ｓｍａ Ｉ
酶 （货号 ＥＲ０６６１） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。 Ｇ：
ＢＯＸ ＣｈｅｍｉＸＬ１􀆰 ４ 型凝胶成像仪 （英国 Ｓｙｎｇｅｎｅ 公

司）； ＣＦＸ⁃９６ 型 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪、 ＰｏｗｅｒｐａｃＴＭ

Ｂａｓｉｃ 电泳仪型 （美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司）； Ｆｒｅｓｃｏ １７
型高速冷冻离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＴＭＣ 振

荡恒温孵育器 （合肥艾本森科学仪器有限公司）。
ＰＣＲ 引物由英潍捷基 （上海） 贸易有限公司合成，
信息见表 １。

对照品川贝母 （批号 １２１０００⁃２０１１０８）、 平贝

母 （批号 １２０９２４⁃２０１４１０）、 伊贝母 （批号 １２０９２９⁃
２０１００５）、 湖北贝母 （批号 １２０９６２⁃２０１００５）、 浙贝

母 （批号 １２０９７２⁃２０１４０５） 均购自中国食品药品检

定研究院。 市售川贝母 １０ 批， 分别于贵阳市各药

店购买， 标号依次为 ＣＢＭ⁃１ 至 ＣＢＭ⁃１０。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
名称 引物序列

鉴别川贝母真品引物
正向引物 １ ５′ ＧＧＣＡＣＴＡＴＧＣＴＡＧＣＣＣＴＣＣＣ ３′
正向引物 ２ ５′ ＧＧＣＡＣＴＡＴＧＣＴＡＧＣＣＣＴＴＣＣ ３′

鉴别川贝母伪品引物
正向引物 ３ ５′ ＧＧＣＡＣＴＡＴＧＣＴＡＧＣＣＣＴＣＣＴ ３′
正向引物 ４ ５′ ＧＧＣＡＣＴＡＴＧＣＴＡＧＣＣＣＴＴＣＴ ３′
反向引物 ５′ ＡＧＡＧＣＣＧＡＧＡＴＡＴＣＣＧＴＴＧＣ ３′

ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 引物
正向引物 ５′ＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡ ３′
反向引物 ５′ ＧＣＴＡＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴ ３′

２　 方法

２􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 提取 　 称取样品粉末 ０􀆰 ５ ｇ 于

５ ｍＬ 离心管中， 按基因组提取试剂盒说明提取

ＤＮＡ， 最后加入 ２０ μＬ 双蒸水洗脱， 得到样品基因

组 ＤＮＡ， －２０ ℃保存备用。
２􀆰 ２　 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 反应　 引物使用 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 引物，
按 ２０１５ 年版 《中国药典》 方法进行操作。 ３０ μＬ
ＰＣＲ 体 系 为 １０ × ＰＣＲ 缓 冲 液 ３ μＬ， ＭｇＣｌ２
（ ２５ ｍｍｏＬ ／ Ｌ ） ２􀆰 ４ μＬ， ｄＮＴＰ （ １０ ｍｍｏＬ ／ Ｌ ）
０􀆰 ６ μＬ， 正向引物 （３０ μｍｏＬ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μＬ， 反向引

物 （３０ μｍｏＬ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μＬ， 基因组 ＤＮＡ ２００ ｎｇ，
ＫＯＤ⁃ｐｌｕｓ 酶 （５ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ２ μＬ， 无菌双蒸水补足

至 ３０ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃预变性 ４ ｍｉｎ； 扩

增 ３０ 个循环 （９５ ℃ 变性 ３０ ｓ， ５５ ℃ 退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸３０ ｓ）； ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。

取 ＰＣＲ 反应液置于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 利用

ＳｍａⅠ酶对其进行酶切。 反应体系为 １０×酶切缓冲

液 ２ μＬ， ＰＣＲ 反应液 ６ μＬ， ＳｍａⅠ酶 （１０ Ｕ ／ μＬ）
０􀆰 ５ μＬ， 无菌水补足至 ２０ μＬ。 反应在 ３０ ℃水浴

中进行 ２ ｈ。 样品利用 １􀆰 ５％ 琼脂糖凝胶进行电泳，
电压 ５ Ｖ ／ ｃｍ； 电泳时间 ３０ ｍｉｎ， 使用凝胶成像仪

拍照并保存图像。
２􀆰 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 反应 　 ２ ×ＳＹＢＲ ＰＣＲ 缓冲液

２ μＬ， 正向引物 （１０ μｍｏＬ ／ Ｌ） ０􀆰 ３ μＬ， 反向引物

（１０ μｍｏＬ ／ Ｌ） ０􀆰 ３ μＬ， 基因组 ＤＮＡ ２００ ｎｇ， 无菌

双蒸水补足至 ２０ μＬ。 ９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ； 扩增 ４０
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个循环， 每个循环包括以下步骤， ９４ ℃ ３０ ｓ，
６８ ℃ ３０ ｓ， 读板获取荧光信息。
２􀆰 ４　 考察引物对 １～４ 鉴别川贝母的准确性

２􀆰 ４􀆰 １　 鉴别川贝母、 平贝母、 湖北贝母、 浙贝母、
伊贝母　 取川贝母、 平贝母、 湖北贝母、 浙贝母和

伊贝母对照品的基因组 ＤＮＡ。 分别用引物对 １ ～ ４，
按 “２􀆰 ３” 项下方法进行 ＰＣＲ 扩增， 并用琼脂糖凝

胶电泳检测 ＰＣＲ 产物。 电泳条件为恒压， 电压为

５ Ｖ ／ ｃｍ； 电泳时间 ３０ ｍｉｎ。 结果与 ＰＣＲ⁃ＲＥＬＰ 法

进行比较。
２􀆰 ４􀆰 ２　 鉴别市售川贝母 　 取市售川贝母样品

（ＣＢＭ⁃１ 至 ＣＢＭ⁃１０） 各 ５０ ｇ， 依次用灭菌水、
７５％乙醇和双蒸水清洗， 置于超净工作台晾干， 转

至另一个研钵中， 研磨成细粉。 按 “２􀆰 １” 项下方

法提取基因组 ＤＮＡ。 分别用引物对 １ ～ ４， 按

“２􀆰 ３” 项下方法进行 ＰＣＲ 扩增， 并用琼脂糖凝胶

电泳检测 ＰＣＲ 产物。 电泳条件为恒压， 电压为

５ Ｖ ／ ｃｍ； 电泳时间为 ３０ ｍｉｎ。 结果与 ＰＣＲ⁃ＲＥＬＰ
法进行比较。
２􀆰 ５　 川贝母样品掺伪程度检测

２􀆰 ５􀆰 １　 对照品混合样品制备　 取川贝母、 浙贝母、
平贝母、 伊贝母和湖北贝母对照品 （粉末）， 分别

按表 ２ 混合川贝母真品和伪品。
２􀆰 ５􀆰 ２　 市售样品混合样品制备　 分别取市售川贝

母样品中鉴别为川贝母真品和川贝母伪品的样品，
在研钵中研磨成细粉， 分别按表 ２ 混合川贝母真品

和伪品。

２􀆰 ５􀆰 ３　 ＰＣＲ 检测　 利用真川贝母鉴别引物 （引物

１ 或引物 ２）， 进行实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增， 得到

Ｃ ｔ 值 （Ｃ ｔ真） ［１４］； 利用伪川贝母鉴别引物 （引物 ３
或引物 ４） 配合反向引物， 进行实时荧光定量 ＰＣＲ
扩增， 得到 Ｃ ｔ 值 （Ｃ ｔ伪）， 则川贝母混合样品的掺

伪比例＝ １ ／ ［ （１＋２－（Ｃｔ真－Ｃｔ伪）］ × １００％ 。
进行荧光定量 ＰＣＲ 反应时， 引物对 １ 和引物

对 ３ 配合使用， 引物对 ２ 和引物对 ４ 配合使用。
表 ２　 川贝母和伪品混合比例

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｍｉｘｅｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ． Ｃｉｒｒｈｏｓａｅ ａｎｄ ｃｏｕｎｔｅｒｆｅｉｔ

混合样品
川贝母质量 ／

ｍｇ
伪品质量 ／

ｍｇ
伪品含有量

／ ％
１ ５０ ４５０ ９０
２ １００ ４００ ８０
３ １５０ ３５０ ７０
４ ２００ ３００ ６０
５ ２５０ ２５０ ５０
６ ３００ ２００ ４０
７ ３５０ １５０ ３０
８ ４００ １００ ２０
９ ４５０ ５０ １０

３　 结果

３􀆰 １　 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 反应鉴别　 利用 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 引物，
按 《中国药典》 方法对川贝母、 平贝母、 湖北贝

母、 浙贝母和伊贝母对照品进行 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 反应，
结果见图 １。 经 ＳｍａⅠ酶切后， 川贝母对照品在

１００～ ２５０ ｂｐ 之间出现了 ２ 条酶切条带， 与药典规

定相符； 浙贝母、 平贝母、 伊贝母和湖北贝母对照

品在 １００～２５０ ｂｐ 之间没有酶切条带， 均符合药典。

注： Ｍ 为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ， 泳道 １～６ 分别为贝母对照品的 ６ 个批次。

图 １　 各对照品 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 反应电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓａｍｐｌｅｓ

３􀆰 ２　 ＰＣＲ 鉴别结果　 利用特异性引物对 １ ～ ４， 对

川贝母对照品的基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增， 结果

见图 ２。 在引物对 １～２ 的作用下， 川贝母对照品扩

增出了 ２００ ｂｐ 左右的条带， 而引物对 ３ ～ ４ 不能引

发 ＰＣＲ 扩增， 符合理论预期。 这一检测结果与药

典 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 结果相符， 表明当 ＰＣＲ 反应模板为

川贝母真品时， 本研究所述的引物对 １ ～ ２ 可以引

发 ＰＣＲ 扩增， 得到 ２００ ｂｐ 左右的产物； 而引物对

３、 ４ 不能引发 ＰＣＲ 扩增。
３􀆰 ３　 引物对 １～４ 鉴别 　 利用特异性引物对 １ ～ ４，
对浙贝母、 平贝母、 伊贝母、 湖北贝母的基因组

ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增， 结果见图 ３。 当 ＰＣＲ 反应模
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注： Ｍ 为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ， 泳道 １～６ 分别为 ６ 个不同批次的川贝母对照品。

图 ２　 引物对 １～ ４ 对川贝母对照品进行 ＰＣＲ 扩增的电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｐａｉｒｓ １⁃４ ｏｆ Ｆ． Ｃｉｒｒｈｏｓａｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓａｍｐｌｅｓ

注： Ｍ 为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ， 泳道 １～６ 分别为对应贝母对照品的 ６ 个批次。

图 ３　 引物对 １～ ４ 对各样品进行 ＰＣＲ 扩增的电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒｓ １⁃４
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板为川贝母伪品 （浙贝母、 平贝母、 伊贝母和湖

北贝母） 时， 本研究所述的引物对 １ ～ ２ 不能引发

ＰＣＲ 扩增； 本研究所述的引物对 ３ ～ ４ 能引发 ＰＣＲ
扩增， 得到 ２００ ｂｐ 左右的产物。
３􀆰 ４　 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 反应鉴别市售川贝母　 按 ２０１５ 年

版 《中国药典》 规定， 川贝母真品经 ＳｍａⅠ酶切

后， 产生 ２ 条新的条带且大小在 １００～２５０ ｂｐ 之间。
由酶切后的电泳图见图 ４， ＣＢＭ⁃１、 ＣＢＭ⁃２、 ＣＢＭ⁃
５、 ＣＢＭ⁃６、 ＣＢＭ⁃８、 ＣＢＭ⁃１０ ６ 批药材和川贝母对

照品一样， 在 １００～ ２５０ ｂｐ 之间有 ２ 条带， 表明均

为真品； 而 ＣＢＭ⁃３、 ＣＢＭ⁃４、 ＣＢＭ⁃７、 ＣＢＭ⁃９ ４ 批

药材和平贝母对照品一样没有条带， 表明均为

伪品。
３􀆰 ５　 引物对 １～４ 鉴别市售川贝母　 根据本研究所

得结论， 川贝母真品经引物对 １ ～ ２ ＰＣＲ 扩增后，
应该出现一条 ２００ ｂｐ 左右的条带； 而川贝母伪品

经引物对 ３～４ ＰＣＲ 扩增后， 应该出现一条 ２００ ｂｐ
　 　 　 　 　

注： Ｍ 为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ， 泳道 １ ～ ２ 分别为川贝母对照品、 平贝母

对照品； 泳道 ３～１２ 分别为市售川贝母 ＣＢＭ⁃１～ ＣＢＭ⁃１０。

图 ４　 ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ 法鉴别市售川贝母的电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ Ｆ． Ｃｉｒｒｈｏｓａｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｂｙ ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ

左右的条带。 结果见图 ５， 市售川贝母样品经引物

对 １～４ 扩增后的实验结果与 “３􀆰 ４” 项一致， 表明

本研究所设计的特异性引物可用于鉴别川贝母

真伪。

注： Ｍ 为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ， 泳道 １～２ 分别为川贝母对照品、 平贝母对照品； 泳道 ３～１２ 分别为市售川贝母 ＣＢＭ⁃１～ ＣＢＭ⁃１０。

图 ５　 市售川贝母样品荧光定量 ＰＣＲ 产物电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｆ． Ｃｉｒｒｈｏｓａｅ

３􀆰 ６　 荧光定量 ＰＣＲ 法鉴别川贝母及常见伪品的混

合样品掺伪　 川贝母对照品及常见川贝母伪品对照

品的混合样品经真川贝母鉴别引物对 １ ～ ２ 进行实

时荧光定量 ＰＣＲ 扩增得到 Ｃ ｔ 值记为 Ｃ ｔ真； 经伪川

贝母鉴别引物对 ３～４ 进行实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增

得到 Ｃ ｔ 值记为 Ｃ ｔ伪， 经计算得到相应的混合样品

的掺伪比例， 结果见表 ３～４。 结果显示， 计算所得

川贝母掺伪比例与实际的伪品含有量接近。
３􀆰 ７　 荧光定量 ＰＣＲ 法检测市售川贝母混合样品掺

伪　 市售川贝母混合样品经引物对 １ ～ ４ 进行实时

荧光定量 ＰＣＲ 扩增后， 分别得到 Ｃ ｔ真和 Ｃ ｔ伪， 经计

算得到相应的混合样品的掺伪比例， 结果见表 ５。
计算所得川贝母掺伪比例与实际的伪品含有量

接近。
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表 ３　 引物对 １～ ３ 混合川贝母样品的掺伪程度检测结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｄｅｇｒｅｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ １－３

混合样品

浙贝母 平贝母
引物对 １
Ｃｔ 值（真）

引物对 ３
Ｃｔ 值（伪）

计算值 ／ ％
引物对 １
Ｃｔ 值（真）

引物对 ３
Ｃｔ 值（伪）

计算值 ／ ％
伪品含有量 ／ ％

１ ２８􀆰 ５６ ２５􀆰 ４１ ８９􀆰 ０ ２８􀆰 ２３ ２５􀆰 １０ ８９􀆰 ７ ９０

２ ２７􀆰 ５１ ２５􀆰 ５８ ７９􀆰 ２ ２７􀆰 １９ ２５􀆰 ２２ ７９􀆰 ７ ８０

３ ２６􀆰 ９８ ２５􀆰 ７４ ７０􀆰 ３ ２６􀆰 ６８ ２５􀆰 ４９ ６９􀆰 ５ ７０

４ ２６􀆰 ４５ ２５􀆰 ９０ ５９􀆰 ４ ２７􀆰 ３０ ２６􀆰 ７３ ５９􀆰 ８ ６０

５ ２６􀆰 ２１ ２６􀆰 １７ ５０􀆰 ７ ２６􀆰 ９４ ２６􀆰 ９３ ５０􀆰 ２ ５０

６ ２５􀆰 ８４ ２６􀆰 ４４ ３９􀆰 ８ ２６􀆰 ６１ ２７􀆰 ２３ ３９􀆰 ４ ４０

７ ２５􀆰 ５１ ２６􀆰 ７７ ２９􀆰 ５ ２６􀆰 ４１ ２７􀆰 ６４ ２９􀆰 ９ ３０

８ ２５􀆰 ３２ ２７􀆰 ３４ １９􀆰 ８ ２６􀆰 １２ ２８􀆰 １３ １９􀆰 ９ ２０

９ ２５􀆰 ６２ ２８􀆰 ７５ １０􀆰 ３ ２６􀆰 １０ ２９􀆰 ２６ １０􀆰 １ １０

表 ４　 引物对 ２～ ４ 检测混合川贝母样品的掺伪程度结果

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｄｅｇｒｅｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ ２－４

混合样品

浙贝母 平贝母
引物对 ２
Ｃｔ 值（真）

引物对 ４
Ｃｔ 值（伪）

计算值 ／ ％
引物对 ２
Ｃｔ 值（真）

引物对 ４
Ｃｔ 值（伪）

计算值 ／ ％
伪品含有量 ／ ％

１ ２７􀆰 ９８ ２４􀆰 ８４ ８９􀆰 ８ ２８􀆰 １９ ２５􀆰 ０２ ９０􀆰 ０ ９０

２ ２７􀆰 ０４ ２５􀆰 ０９ ７９􀆰 ８ ２７􀆰 ２１ ２５􀆰 １８ ８０􀆰 ３ ８０

３ ２６􀆰 ５１ ２５􀆰 ２９ ７０􀆰 ０ ２６􀆰 ５６ ２５􀆰 ３６ ６９􀆰 ７ ７０

４ ２６􀆰 ０５ ２５􀆰 ４７ ５９􀆰 ９ ６􀆰 １４ ２５􀆰 ５９ ５９􀆰 ５ ６０

５ ２５􀆰 ７１ ２５􀆰 ７４ ４９􀆰 ５ ２５􀆰 ８３ ２５􀆰 ８５ ４９􀆰 ７ ５０

６ ２５􀆰 ５５ ２６􀆰 ０９ ４０􀆰 ８ ２５􀆰 ６１ ２６􀆰 １７ ４０􀆰 ５ ４０

７ ２４􀆰 ３４ ２５􀆰 ５２ ３０􀆰 ６ ２５􀆰 ３７ ２６􀆰 ５８ ３０􀆰 ２ ３０

８ ２４􀆰 １１ ２６􀆰 ０８ ２０􀆰 ３ ２５􀆰 １４ ２７􀆰 １１ ２０􀆰 ３ ２０

９ ２４􀆰 ２９ ２７􀆰 ４７ ９􀆰 ９ ２５􀆰 ３３ ２８􀆰 ５１ ９􀆰 ９ １０

表 ５　 引物对 １、 ３， ２、 ４ 检测市售川贝母混合样品掺伪程度结果

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｄｅｇｒｅｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ １， ３ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ２， ４

混合样品
引物对（Ｃｔ 值）
１ ３

计算值

（伪品含有量） ／ ％
引物对（Ｃｔ 值）
２ ４

计算值

（伪品含有量） ／ ％
伪品含有量

／ ％
１ ２８􀆰 １７ ２５􀆰 ０６ ８９􀆰 ６ ２８􀆰 １６ ２４􀆰 ９４ ９０􀆰 ３ ９０

２ ２７􀆰 ２７ ２５􀆰 ２６ ８０􀆰 １ ２７􀆰 ５６ ２５􀆰 ５４ ８０􀆰 ２ ８０

３ ２６􀆰 ６１ ２５􀆰 ４５ ６９􀆰 １ ２７􀆰 ０４ ２５􀆰 ８１ ７０􀆰 １ ７０

４ ２６􀆰 ４６ ２５􀆰 ８４ ６０􀆰 ６ ２６􀆰 ６７ ２６􀆰 ０４ ６０􀆰 ７ ６０

５ ２６􀆰 １４ ２６􀆰 １１ ５０􀆰 ５ ２６􀆰 ２６ ２６􀆰 ３１ ４９􀆰 １ ５０

６ ２５􀆰 ９１ ２６􀆰 ４７ ４０􀆰 ４ ２６􀆰 ０７ ２６􀆰 ６３ ４０􀆰 ４ ４０

７ ２５􀆰 ７０ ２６􀆰 ９１ ３０􀆰 ２ ２５􀆰 ８２ ２７􀆰 ０５ ２９􀆰 ９ ３０

８ ２５􀆰 ４７ ２７􀆰 ４３ ２０􀆰 ４ ２５􀆰 ６５ ２７􀆰 ６３ ２０􀆰 ２ ２０

９ ２５􀆰 ６４ ２８􀆰 ８３ ９􀆰 ９ ２５􀆰 ７３ ２８􀆰 ９２ ９􀆰 ９ １０

４　 讨论

本研究设计的真川贝母鉴别引物以川贝母

ＩＴＳ１ 区的第 ７５ 位碱基 “Ｃ” 为 ３′未端， 伪川贝母

鉴别引物以伪川贝母 ＩＴＳ１ 区的第 ７５ 位碱基 “Ｔ”
为 ３′未端［１１］。 ２ 种引物的 ３′端的第 ３ 个碱基处，
都引入了碱基错配， 增加了鉴别的特异性和准确

性。 本研究所述的引物对 １ ～ ４ 可以用于鉴别川贝

母真品和浙贝母、 平贝母、 伊贝母、 湖北贝母等常

见川贝母伪品， 准确率与 ２０１５ 年版 《中国药典》
收录的 ＰＣＲ⁃ＲＥＬＰ 法一致， 不会出现假阳性扩增；
且可用于市售川贝母的真伪鉴别， 同样， 无假阳性

扩增出现。
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本研究首次利用荧光定量 ＰＣＲ 法实现对川贝

母掺伪品的相对定量检测， 利用设计的川贝母真品

鉴别引物对 １ ～ ２， 进行实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增，
得到 Ｃｔ 值 （Ｃｔ真）； 利用川贝母伪品鉴别引物对３～
４， 进行实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增， 得到 Ｃｔ 值

（Ｃｔ伪）。 只需同时进行 ２ 次实时荧光定量扩增， 再

通过简单计算即可检测川贝母样品中常见伪品的掺

伪程度， 无需进行酶切， 且该法允许大量取样， 这

极大减少了工作量， 缩短了检测时间， 并且准确度

高， 从而能更好的推广川贝母的分子鉴定。 与传统

的 ＰＣＲ⁃ＰＦＬＰ 法相比， 消除了有毒有害试剂对试验

人员的影响， 并且能够实时监测试验结果， 操作更

加便捷， 大大缩短检测周期［１５］， 以期为川贝母的

检测提供参考。
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