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摘要： 目的　 以茯苓为例， 建立一种适合中成药的全新分子鉴定技术———连接依赖 ＰＣＲ （ＬＰＣＲ）。 方法　 根据茯苓

的单核苷酸多态性 （ＳＮＰ） 位点， 设计荧光探针和 ＰＣＲ 引物。 基于 Ｃｔ 值对检测条件进行优化， 考察方法特异性，
并对市售含茯苓的中成药进行检测。 结果 　 ＬＰＣＲ 具有良好的特异性、 耐用性和灵敏度， 茯苓及六味地黄制剂

（丸、 胶囊、 滴丸、 颗粒）、 藿香正气制剂 （水、 合剂、 口服液、 滴丸） 中均成功检测出相应条带， 并且缺茯苓阴

性样品对检测结果无干扰。 最低 １０ 个拷贝数时， 采用电泳法仍可检出茯苓。 结论　 ＬＰＣＲ 可准确检测出不同剂型中

成药中茯苓的特异性 ＤＮＡ， 适用于高度降解 ＤＮＡ 样品的检测， 通用性强， 可为该类制剂质量控制提供新的技术

手段。
关键词： 中成药； 茯苓； 连接依赖 ＰＣＲ （ＬＰＣＲ）； 单核苷酸多态性 （ＳＮＰ）； 分子鉴定
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　 　 近年来， 分子生物学技术广泛应用于中药鉴定

中［１］， 其中 ＤＮＡ 条形码技术已被收入 ２０２０ 年版

《中国药典》 ［２］， 成为中药材鉴定的法定方法［３⁃５］，
但需进行测序分析， 难以用于日常检测。 限制性内

切酶长度多态性 （ＰＣＲ⁃ＲＦＬＰ） 已用于川贝母、 霍

山石斛等中药的鉴定中［６］， 特异性、 重复性良好，
但要求检测所需差异位点正好是某种限制性内切酶

的识别序列， 只适用于少数品种。 位点特异性

ＰＣＲ 在蛇类药材中得到应用， 在配方颗粒中也有

大量报道［７⁃９］， 但其检测条件要求严格， 条件稍微

改变就会产生不稳定的结果［１０］。 此外， 荧光定量

ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）、 多重连接探针扩增法 （ＭＬＰＡ）、
高分辨率熔解曲线 （ ＨＲＭ）、 环介导等温扩增

（ＬＡＭＰ）、 多重 ＰＣＲ［１１⁃１７］等分子检测技术在中药鉴

定中均有应用， 但所需靶 ＤＮＡ 序列较长， 一般为

１００～５００ ｂｐ。 中成药中大多数药味经长时间高温

提取、 浓缩、 干燥等程序处理后 ＤＮＡ 降解严重、
含量低微， 除粉末入药的药味外现有分子检测方法

难以用于其质量控制［１８］， 也鲜有分子鉴定的报道。
课题组前期创建了连接依赖 ＰＣＲ （ＬＰＣＲ） 分

子检测技术， 可对短至 １０ ｂｐ 的靶 ＤＮＡ 进行检测，
适用于严重降解的 ＤＮＡ， 解决了中成药中药味分
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子鉴定难题。 本研究采用 ＬＰＣＲ 对茯苓及中成药中

的该药材进行检测， 以期为其质量控制提供全新的

技术手段。

１　 材料

１􀆰 １　 药物　 样品购自中国食品药品检定研究院、
各大药房和电商平台， 具体见表 １。

表 １　 样品信息

编号 名称 产地 来源 批号

ＦＬ０１ 茯苓 湖南 湖南中医药大学第一附属医院 ＣＫ１９０４０９０１

ＦＬ０２ 茯苓 湖南 湖南中医药大学第一附属医院 ＣＫ２１０６３００１

ＦＬ０３ 茯苓 湖南 湖南药王堂医药有限公司 —

ＦＬ０４ 茯苓 湖北 河北楚风中药饮片有限公司 Ｂ２４０４０７０１０１

ＦＬ０５ 茯苓（对照） — 中国食品药品生物制品检定院 １２１１１７⁃２０１９１０

ＦＬ０６ 茯苓 安徽 亳州市锟铖药业有限公司 ２３１１１８０３９

ＦＬ０７ 茯苓 安徽 康美药业股份有限公司 ２４０５０５０９１

ＦＬ０８ 茯苓皮 安徽 康美药业股份有限公司 ２４０５００６７１

ＦＬ０９ 茯神 湖南 康美药业股份有限公司 ２４０６０１８３１

ＦＬ１０ 茯苓 安徽 安徽普仁中药饮片有限公司 ２３１００７１

ＦＬ１１ 茯苓 云南 湖南中医药大学第一附属医院 ＸＨ２５０１１７０７

ＺＬ 猪苓 陕西 康美药业股份有限公司 ２４０５００７４１

ＬＷ０１ 六味地黄丸 — 九芝堂股份有限公司 ２０１９０２０５９

ＬＷ０２ 六味地黄丸 — 山西旺龙药业集团有限公司 ２０２２０５０１

ＬＷ０３ 六味地黄丸 — 上海宝龙安庆药业有限公司 ２２１１８７

ＬＷ０４ 六味地黄胶囊 — 吉林省民泰制药股份有限公司 ２４０３０９

ＬＷ０５ 六味地黄胶囊 — 吉林敖东洮南制药股份有限公司 ２３１１０２２

ＬＷ０６ 六味地黄胶囊 — 吉林省民泰制药股份有限公司 ２２０９０４

ＬＷ０７ 六味地黄胶囊 — 广东万方制药有限公司 ２３１２０１

ＬＷ０８ 六味地黄胶囊 — 吉林省通化博祥药业股份有限公司 ２３０７０１

ＬＷ０９ 六味地黄胶囊 — 吉林市鹿王制药股份有限公司 ２２１００２

ＬＷ１０ 六味地黄滴丸 — 江西济民可信药业有限公司 ２３０６０３

ＬＷ１１ 六味地黄滴丸 — 江苏颐海药业有限责任公司 ２４０８０１

ＬＷ１２ 六味地黄颗粒 — 保和堂（焦作）制药有限公司 ２０２２０７０１

ＨＸ０１ 藿香正气水 — 湖南时代阳光药业股份有限公司 ２０１７０６０２

ＨＸ０２ 藿香正气合剂 — 恩威（江西）制药有限公司 ２００７１１

ＨＸ０３ 藿香正气口服液 — 太极集团重庆涪陵制药厂有限公司 ２１０７１０３９

ＨＸ０４ 藿香正气滴丸 — 天士力制药集团股份有限公司 １６１０１０

ＳＬ 参苓口服液 — 湖南九典制药股份有限公司 ２１１００６

ＸＹ 逍遥丸 — 九芝堂股份有限公司 ２０１９０３００４

ＢＨ 保和丸 — 仲景宛制药股份有限公司 ２００３０２

ＬＷＹＸ 六味地黄制剂缺茯苓阴性样品 — 自制 —

ＨＸＹＸ 藿香正气制剂缺茯苓阴性样品 — 自制 —

ＳＬＹＸ 参苓口服液缺茯苓阴性样品 — 自制 —

ＸＹＹＸ 逍遥丸缺茯苓阴性样品 — 自制 —

ＢＨＹＸ 保和丸缺茯苓阴性样品 — 自制 —

１􀆰 ２　 仪器　 Ｇｅｎｔｉｅｒ ９６Ｅ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （西安天

隆科技有限公司）； Ｔ１００ ＰＣＲ 仪 （德国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）； ＡＧ５４０４ 台式冷冻离心机、 Ｄ３０ 核酸蛋白分

析仪 ［艾本德 （上海） 国际贸易有限公司］； ＴＧ⁃
ＭＣ⁃４Ｋ 迷你离心机 （南京安杰优生物科技有限公

司）； ＤＺＫＷ⁃Ｄ⁃２ 电热恒温水浴锅 （北京市永光明

医疗仪器有限公司）； ＭＩＮＩ ＳＰＡＣＥ １０００ 凝胶成像

分析仪、 ＶＥ⁃１８６ 水平电泳槽 （上海天能科技有限

公司）； ＰＬ２０３ 电子称量天平 ［梅特勒⁃托利多仪器

（上海） 有限公司］。
１􀆰 ３　 试剂　 植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 ［天根生

化科技 （北京） 有限公司， 货号 ＤＰ⁃３０５］； ９° Ｎ
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ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ （哈尔滨新海基因检测有限公司， 货号

Ｄ３００３）； Ａｃｃｕｒａｔｅ Ｔａｑ ＨＳ ＤＮＡ 聚合酶 （Ｍｇ２＋ ⁃）、
ＧＬ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ５００ （湖南艾科瑞生物工程有限公

司， 货号 ＡＧ１１２０６、 ＡＧ１１９０５）。 引物、 探针均由

湖南艾科瑞生物工程有限公司合成。
２　 方法

２􀆰 １　 实验原理及方法设计　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

下载茯苓及近缘物种的 ＩＴＳ 序列， 通过序列比对来

筛选 出 茯 苓 的 ＳＮＰ 位 点， 见 图 １ （ 序 列 ５′⁃
ＣＣＣＴＣＡＡＣＴＣＣＧＴＣＣＧＣＣＴＴＴＧＴＴ⁃３′， 第 １２ 位 Ｇ），
ＢＬＡＳＴ 分析显示此位点具有良好的特异性， 即在

其他物种中未检出， 而在茯苓中均可检出； 在

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中共检出 ６４ 条茯苓序列含此位点，
而且未发现无此 ＳＮＰ 的茯苓相关序列； 在除茯苓

外的其他物种中只检出 １ 条序列 （ＭＷ７５１７６６􀆰 １）
含此 ＳＮＰ， 但与茯苓相似度最高 （达 ９９􀆰 ９２％ ），
可靠性存疑， 可能是物种鉴定错误。

图 １　 茯苓 ＳＮＰ 位点

基于上述 ＳＮＰ 位点设计左右杂交探针， 分别

与其左右序列互补。 检测时当左右探针与靶 ＤＮＡ
杂交后可通过连接酶来相连 （图 ２）， 再设计引物，
采用 ＰＣＲ 方法对其进行扩增检测。

图 ２　 ＬＰＣＲ 检测原理

杂交探针和引物序列分别为左探针 ＦＬＬＰ⁃Ｔ：５′⁃
（ ＦＡＭ） ＴＴＧＡＣＴＴＣＴＧＴＧＣＡＡＧＡＣＴＧＴＣＡＴ （ ＢＨＱ１）
ＡＣＣＣＴＣＡＡＣＴＣＣＧ⁃３′， 右 探 针 ＦＬＲＰ： ５′⁃（ Ｐ ）
ＴＣＣＧＣＣＴＴＴＧＴＴＴＣＧＡＴＴＧＧＡＴＣＴＣＡＣ ＣＡＴＴＣＧＣＣＴ
Ｃ⁃３′；正向引物同左探针； 反向引物 ＦＬ⁃ＲＲ： ５′⁃

ＧＡＡＧＡＧＣＧＴＣＧＴＧＴＡＧＧＧＡＡＡＧＡＧＴＧＴＧＣＴＴＡＧＣＧ
ＡＡＴＧＧＴＧＡＧＡＴＣＣＡＡＴＣＧＡＡＡＣＡＡＡＧＧＣＧＧＡ⁃３′；
检测模板 ＦＬＭＢ⁃２： ５′⁃ＡＡＣＡＡＡＧＧＣＧＧＡＣＧＧＡＧＴ
ＴＧＡＧＧＧ⁃３′； 检测阴性对照模板 ＦＬＹＸ⁃２： ５′⁃ＡＡＣ
ＡＡＡＧＧＣＧＧＡＧＧＧＡＧＴＴＧＡＧＧＧ⁃３′。

左探针设计时连接了荧光基团 ＦＡＭ 以及猝灭

基团 ＢＨＱ１， 为单链 ＤＮＡ 状态时由于 ＤＮＡ 链的卷

曲， 荧光基团和猝灭基团相互靠近， 从而荧光被猝

灭； ＰＣＲ 扩增后由于形成 ＤＮＡ 双螺旋结构， 链得

到延伸， 荧光基团和猝灭基团远离， 荧光增强， 可

对 ＰＣＲ 产物进行荧光检测， 测定循环阈值 （ Ｃｔ
值）。 在 ｑＰＣＲ 方法中， 通常以 Ｃｔ 值＜３５ 为靶 ＤＮＡ
的检出限度［１９］， 可见明显的扩增曲线， Ｃｔ 值越小，
ＰＣＲ 产物越多， 可用于对检测参数进行比较， 优

化 ＬＰＣＲ 检测条件。
２􀆰 ２　 样品 ＤＮＡ 提取　 药材粉碎成细粉后称取 １００
ｍｇ， 加入 ０􀆰 ７ ｍＬ ＧＰ１ 缓冲液， ５６ ℃ 水浴过夜，
６５ ℃水浴 ２０ ｍｉｎ； 固体制剂取 ２ ｇ， 加入 １０ ｍＬ 水溶

散， ５６ ℃水浴过夜， ６５ ℃水浴 ２０ ｍｉｎ， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ， 取 １􀆰 ５ ｍＬ 上清液； 液体制剂取 ２ ｍＬ。
按照天根植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书， 从

第 ３ 步开始提取 ＤＮＡ， 缺茯苓阴性样品 ＤＮＡ 提取

方法同上， 置于－２０ ℃冰箱中保存。
２􀆰 ３　 ＬＰＣＲ 条件优化

２􀆰 ３􀆰 １　 退火温度　 连接反应体系为模板 ＤＮＡ ８􀆰 ３
μＬ， ９°Ｎ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ （４０ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ５ μＬ， １０× ９°Ｎ
ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 左右探针各

０􀆰 １ μＬ， 加水至 １０ μＬ。 反应条件为 ９５ ℃ 变性 １
ｍｉｎ， ５０ ℃反应 ３０ ｍｉｎ， 得连接产物。

ＰＣＲ 反应体系为连接产物 ５ μＬ， Ｔａｑ ＨＳ ＤＮＡ
聚合酶 ０􀆰 １ μＬ， １０× ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２
溶液 ０􀆰 ８ μＬ， ｄＮＴＰ 溶液 ０􀆰 ４ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 左探

针 ＦＬＬＰ⁃Ｔ ０􀆰 ８ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 反向引物 ＦＬ⁃ＲＲ ０􀆰 ８
μＬ， 加水至 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃预变性 ５
ｍｉｎ， ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６８～７２ ℃退火延伸 ３０ ｓ， 循环

４０ 次， 退火温度分别为 ６８、 ６９、 ７０、 ７１、 ７２ ℃。 再

进行荧光检测， 测定 Ｃｔ 值。
２􀆰 ３􀆰 ２　 引物浓度　 ＰＣＲ 反应体系引物的终浓度分

别为 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ７、 ０􀆰 ８、
０􀆰 ９、 １􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 退火温度为 ７０ ℃， 其余条件同

“２􀆰 ３􀆰 １” 项。 再测定 Ｃｔ 值。
２􀆰 ３􀆰 ３　 Ｍｇ２＋浓度　 ＰＣＲ 反应体系的 ＭｇＣｌ２ 终浓度

分别为 １、 １􀆰 ５、 ２、 ２􀆰 ５、 ３、 ３􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ， 引物浓

度为 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ， 其余条件同 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项。 再测
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定 Ｃｔ 值。
２􀆰 ３􀆰 ４　 连接反应温度 　 连接反应温度分别为 ４５、
５０、 ５５、 ６０、 ６５、 ７０ ℃， ＭｇＣｌ２ 浓度为 ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ，
其余条件同 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项。 再测定 Ｃｔ 值。
２􀆰 ３􀆰 ５　 连接次数 　 在 ３０ ｍｉｎ 内分别进行 １、 ５、
１０、 ２０、 ３０ 次连接， 反应温度为 ４５ ℃， 其余条件

同 “２􀆰 ３􀆰 ４” 项。 再测定 Ｃｔ 值。
２􀆰 ３􀆰 ６　 探针浓度 　 左右探针终浓度分别为 ０􀆰 ０５、
０􀆰 １、 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ， 在 ３０ ｍｉｎ 内

进行 ３０ 次反应， 其余条件同 “２􀆰 ３􀆰 ５” 项。 再测

定 Ｃｔ 值。
２􀆰 ４　 灵敏度考察　 取检测模板 ＦＬＭＢ⁃２， 以 １０ 倍

稀释法进行稀释， 直至拷贝数为 １０ Ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 按

照优化后的反应体系和条件进行 ＬＰＣＲ 荧光检测。
再测定 Ｃｔ 值， 并对 ＰＣＲ 产物进行 ３％ 琼脂糖凝胶

电泳检测。
２􀆰 ５　 特异性考察　 取茯苓、 六味地黄制剂、 藿香

正气制剂、 参苓口服液、 逍遥丸、 保和丸及各制剂

相应的缺茯苓阴性样品适量， 按照优化后的反应体

系和反应条件进行 ＬＰＣＲ 荧光检测。 再测定 Ｃｔ 值。
２􀆰 ６　 样品检测 　 采用优化后的 ＬＰＣＲ 条件， 对六

味地黄制剂、 藿香正气制剂、 参苓口服液、 逍遥

丸、 保和丸进行荧光检测。 再测定 Ｃｔ 值， 并对

ＰＣＲ 产物进行 ３％ 琼脂糖凝胶电泳检测。
３　 结果

３􀆰 １　 ＬＰＣＲ 条件优化

３􀆰 １􀆰 １　 退火温度　 由表 ２ 可知， 退火温度为 ６８ ～
７２ ℃时均可扩增， 根据最小 Ｃｔ 值确定为 ７０ ℃。

表 ２　 退火温度考察结果

退火温度 ／ ℃ ６８ ６９ ７０ ７１ ７２
Ｃｔ 值 １８􀆰 ０５９ １８􀆰 ０９０ １６􀆰 ７９３ １８􀆰 ３０１ １７􀆰 ４４９

３􀆰 １􀆰 ２　 引物浓度　 由表 ３ 可知， 引物浓度在 ０􀆰 ３ ～
０􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内均可扩增， 根据最小 Ｃｔ 值确定

为 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ。
表 ３　 引物浓度考察结果

引物浓度 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ０􀆰 １ ０􀆰 ２ ０􀆰 ３ ０􀆰 ４ ０􀆰 ５ ０􀆰 ６ ０􀆰 ７ ０􀆰 ８ ０􀆰 ９ １􀆰 ０
Ｃｔ 值 — — １７􀆰 ４１２ １７􀆰 ４０２ １９􀆰 ９４１ ２３􀆰 １３７ １８􀆰 ６３７ １８􀆰 ２２３ — —

　 　 注： —表示无 Ｃｔ 值。

３􀆰 １􀆰 ３　 Ｍｇ２＋浓度　 由表 ４ 可知， Ｍｇ２＋浓度在 １􀆰 ０ ～
３􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内均可扩增， 根据最小 Ｃｔ 值确定

为 ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ。

表 ４　 Ｍｇ２＋浓度考察结果

Ｍｇ２＋浓度 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） １􀆰 ０ １􀆰 ５ ２􀆰 ０ ２􀆰 ５ ３􀆰 ０ ３􀆰 ５
Ｃｔ 值 １８􀆰 ９８０ １９􀆰 ２０７ ２０􀆰 ０４３ １８􀆰 ４０２ ２０􀆰 １４５ １８􀆰 ９２６

３􀆰 １􀆰 ４　 连接温度 　 由表 ５ 可知， 连接温度在 ４５ ～
７０ ℃范围内均可扩增， 根据最小 Ｃｔ 值确定为 ４５ ℃。

表 ５　 连接温度考察结果

连接温度 ／ ℃ ４５ ５０ ５５ ６０ ６５ ７０
Ｃｔ 值 ２８􀆰 １９１ ２９􀆰 ０１２ ２９􀆰 ３０１ ２８􀆰 ７７７ ２９􀆰 ６２９ ２８􀆰 ９９６

３􀆰 １􀆰 ５　 连接次数　 由表 ６ 可知， 根据最小 Ｃｔ 值确

定为 ３０ 次。

表 ６　 连接次数考察结果

连接次数 ／ 次 １ ５ １０ ２０ ３０
Ｃｔ 值 ２８􀆰 ６９９ ２８􀆰 ４８８ ２７􀆰 ８４８ ２７􀆰 ４１８ ２６􀆰 ７７７

３􀆰 １􀆰 ６ 　 探针浓度 　 由表 ７ 可知， 探针浓度在

０􀆰 ０５～０􀆰 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内均可扩增， 根据最小 Ｃｔ
值确定为 ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ。

表 ７　 探针浓度考察结果

探针浓度 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ０􀆰 ０５ ０􀆰 １ ０􀆰 １５ ０􀆰 ２ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ３
Ｃｔ 值 ２６􀆰 ５６６ ２６􀆰 １５２ ２７􀆰 ７５４ ２８􀆰 ０４３ ２７􀆰 ２７７ ２７􀆰 ９８８

　 　 根据上述结果， 得到最佳连接体系为 ９° Ｎ
ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ ０􀆰 ５ μＬ， １０ × ９° Ｎ ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ， 样品

ＤＮＡ ８􀆰 ３ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 左探针 ＦＬＬＰ⁃Ｔ ０􀆰 １ μＬ，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 右探针 ＦＬＲＰ ０􀆰 １ μＬ， 用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至

１０ μＬ。 连接反应条件为 ９５ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ １０ ｓ，
４５ ℃ ５０ ｓ， ３０ 个循环。 ＰＣＲ 体系为连接产物

５ μＬ， Ｔａｑ ＨＳ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 １ μＬ， １０ × ｂｕｆｆｅｒ ２
μＬ， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２ 溶液 １􀆰 ０ μＬ， ｄＮＴＰ 溶液

０􀆰 ４ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 左探针 ＦＬＬＰ⁃Ｔ ０􀆰 ８ μＬ， １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 反向引物 ＦＬ⁃ＲＲ ０􀆰 ８ μＬ， 用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至

２０ μＬ。 ＰＣＲ 条件为 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ， ９５ ℃ １０ ｓ，
７０ ℃ ３０ ｓ （收集荧光信号）， ４０ 个循环。
３􀆰 ２　 灵敏度考察　 结果见表 ８， 电泳图见图 ３， 可

知该方法灵敏度高， 最低可检出 １０ Ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 样

品 ＤＮＡ。
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表 ８　 灵敏度考察结果

拷贝数 ／ （Ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１） １０６ １０５ １０４ １０３ １０２ １０
Ｃｔ 值 ２２􀆰 ２３６ ２５􀆰 ８３７ ２９􀆰 ５４８ ３３􀆰 ３７９ ３０􀆰 ３６１ －

注： Ｍ 为 ＧＬ５００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ， １～６ 分别为拷贝数 １０６、 １０５、 １０４、 １０３、 １０２、 １０ Ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， ７ 为空白 （水）。

图 ３　 灵敏度考察电泳图

３􀆰 ３　 特异性考察　 由图 ４ 可知， 茯苓及 ５ 种含茯

苓制剂均可获得扩增曲线， 而缺茯苓阴性样品、 阴

性对照模板、 空白 （水） 均未获得， 说明 ＬＰＣＲ
特异性良好， 阴性无干扰。

图 ４　 特异性考察扩增曲线
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３􀆰 ４　 样品考察　 电泳图见图 ５， 结果见表 ９， 可知

六味地黄制剂、 藿香正气制剂、 参苓口服液、 逍遥

丸、 保和丸均检出茯苓 ＤＮＡ。

注： Ｍ 为 ＧＬ５００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ， １～１１ 为茯苓 （ＦＬ０１～ ＦＬ１１）， １２～２３ 为六味地黄制剂 （ＬＷ０１～ＬＷ１２）， ２４ 为六味地黄阴性样品， ２５ 为猪苓，
２６ 为阴性对照模板， ２７ 为保和丸， ２８ 为保和丸阴性样品， ２９～３２ 为藿香正气制剂 （ＨＸ０１～ ＨＸ０４）， ３３ 为藿香正气制剂阴性样品， ３４ 为空

白 （水）， ３５ 为参苓口服液， ３６ 为参苓口服液阴性样品， ３７ 为逍遥丸， ３８ 为逍遥丸阴性样品。

图 ５　 各样品电泳检测图

表 ９　 各样品 Ｃｔ 值测定结果

编号 Ｃｔ 值 编号 Ｃｔ 值 编号 Ｃｔ 值

ＦＬ０１ ３１􀆰 ２７０ ＬＷ⁃０１ — ＨＸ⁃０１ ３１􀆰 ５５９

ＦＬ０２ ３１􀆰 ７３０ ＬＷ⁃０２ ３１􀆰 ４２６ ＨＸ⁃０２ ３０􀆰 ７２３

ＦＬ０３ ３０􀆰 ０５９ ＬＷ⁃０３ ３２􀆰 ２４６ ＨＸ⁃０３ ２９􀆰 ７５４

ＦＬ０４ ３１􀆰 ８７１ ＬＷ⁃０４ ３１􀆰 ９７３ ＨＸ⁃０４ —

ＦＬ０５ — ＬＷ⁃０５ ２９􀆰 ３７１ ＳＬ ３０􀆰 ３４８

ＦＬ０６ ３３􀆰 ６７６ ＬＷ⁃０６ ３３􀆰 ９０２ ＸＹ ２８􀆰 ６９９

ＦＬ０７ ２９􀆰 ９６５ ＬＷ⁃０７ ３０􀆰 ６１３ ＢＨ ２５􀆰 ４６５

ＦＬ０８ ３１􀆰 ６２４ ＬＷ⁃０８ ３２􀆰 ２９３ ＬＷＹＸ —

ＦＬ０９ ３２􀆰 ８８７ ＬＷ⁃０９ ２８􀆰 ９６５ ＨＸＹＸ —

ＦＬ１０ ３２􀆰 ８０９ ＬＷ⁃１０ ３２􀆰 ３０９ ＳＬＹＸ —

ＦＬ１１ ３４􀆰 １１３ ＬＷ⁃１１ ３１􀆰 ９６５ ＸＹＹＸ —

ＺＬ — ＬＷ⁃１２ ３４􀆰 ５６６ ＢＨＹＸ —

ＦＬＹＸ⁃２ —

　 　 注： —表示无 Ｃｔ 值。
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４　 讨论与结论

ＬＰＣＲ 将探针与靶 ＤＮＡ 杂交， 所需靶 ＤＮＡ 可

短至 １０ ｂｐ， 但其序列特异性较差， 许多物种可能

也会存在。 本实验所用茯苓靶 ＤＮＡ 为 ２４ ｂｐ，
ＢＬＡＳＴ 分析显示具有良好的特异性， 可有效区别

于其他物种。 另外， 由于检测所需的靶 ＤＮＡ 很短，
特别适用于中药制剂等 ＤＮＡ 严重降解样品的检测。

ＤＮＡ 连接酶具有很强的特异性， 在 ＳＮＰ 位点

处只有完全互补才能将左右探针相连， 故基于

ＤＮＡ 连接酶的 ＬＰＣＲ 法特异性良好， 基本无非特

异性扩增的干扰。 最佳 ＬＰＣＲ 分子鉴定方法建立

后， 后续可采用琼脂糖凝胶电泳进行检测， 不再需

要昂贵的荧光探针和荧光 ＰＣＲ 仪， 有效降低了检

测成本。 本实验设计的左右探针相连后长度仅为

６４ ｂｐ， 不利于电泳检测， 因此在设计反向引物时

进行了延伸设计， 使其达到 １０３ ｂｐ， 与可能产生的

引物二聚体分离， 有利于观察电泳条带。
本实验采用优化的 ＬＰＣＲ 检测条件对 ５ 种含茯

苓中成药， 即六味地黄制剂 （丸、 胶囊、 滴丸、
颗粒）、 藿香正气制剂 （水、 合剂、 口服液、 滴

丸） 进行检测， 结果均可检出茯苓 ＤＮＡ， 并且缺

茯苓阴性样品无干扰， 说明其技术可有效检测出中

成药中严重降解的 ＤＮＡ 分子， 特异性良好。
ＬＰＣＲ 方法耐用性良好， 引物浓度在 ０􀆰 ３ ～ ０􀆰 ８

μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内均可进行 ＰＣＲ 扩增， 其他检测条件

在考察的范围内也能进行有效检测， 并且不易导致

非特异性扩增。 在灵敏度考察时， 模板起始拷贝数

在 １０３ ～１０６ Ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 范围内， 浓度越大， Ｃｔ 值越

小， 而且相邻数值相差 ３􀆰 ３ 左右， 基本符合 ｑＰＣＲ
扩增规律， 但拷贝数低于 １０３ Ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 后由于受

连接效率的影响， 不再符合此规律； 拷贝数为 １０
Ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时可能由于起始拷贝数较少， 未得到荧

光扩增曲线， 但电泳中仍可观察到微弱条带。 同

样， ＦＬ０５、 ＬＷ０１、 ＨＸ０４ 样品也未得到荧光扩增

曲线和 Ｃｔ 值， 但电泳检测出微弱条带， 说明其灵

敏度更高。
综上所述， 本研究建立的 ＬＰＣＲ 具有特异性

强、 灵敏度高、 耐用性好、 可检测短片段 （１０ ～ ３６
ｂｐ） 等优点， 可对遗传物质 ＤＮＡ 进行检测， 具有

良好的通用性， 同时除茯苓外， 地黄、 阿胶等几十

味中药均成功建立了该方法， 为中成药质量控制提

供了全新的技术手段。 但该方法是对遗传物质

ＤＮＡ 进行检测， 故 ＬＰＣＲ 不足在于无法区分非药

用部分投料。
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