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前 言

中药材对治疗疾病有很好的效果，然而近年来中药材品种混淆使用问题屡有发

生，有的是名称相似易混，有的是外形相似易混，有的则因价格差故意掺混。由于

不同品种中药材药效有差异，中药材品种的掺伪势必会对人们的健康造成影响。

2015 版《中国药典》中明确规定了一些方剂中药品种的来源及易混淆的不同品种中

药材的分别收录，如金银花和山银花，为了保证用药安全，准确地鉴定中药材的品

种非常关键。目前采用感官和化学分析仪器检测中药材品种，对于某些品种难以准

确测定。

由于不同的物种具有其特异性的生物遗传信息-基因，使用分子生物学手段 PCR

方法结合电泳检测手段，通过检测样品的特异性基因信息，可以实现准确鉴定品种

的目的。目前，2015 版《中国药典》已收载了乌梢蛇和蕲蛇饮片、川贝母药材的

DNA 分子鉴定方法。岛津应用全自动化、且具有高分辨率的微芯片电泳仪 MultiNA，

即可自动化地检测不同生物品种 PCR 产物的基因检测技术，结合 PCR 方法，目前

已开发了多个易混淆中药材品种的鉴定方法：包括金银花/多种山银花、半夏/水半

夏、铁皮石斛/紫苑石斛/紫皮石斛、黄喉拟水龟/乌龟/黄缘闭壳龟、川贝母、蕲蛇和

乌梢蛇。

真心期待我们的努力能为您的工作提供便利。

岛津企业管理（中国）有限公司



 
 

分析方法 
 

微芯片电泳 MultiNA 结合 PCR 法鉴定中药材真伪主要包括以下过程：①样品

基因组的提取；②提取得到的基因组浓度和纯度的测量；③特异性 PCR 引物设计和

PCR 反应；④微芯片电泳 MultiNA 检测。 

 
样品基因组的提取：目前，针对中药材基因组的提取，主要基于试剂方法或商

品化的试剂盒方法。试剂方法中基于 CTAB（十六烷基三甲基溴化铵）法是一种常

用的方法，CTAB 是一种阳离子去污剂，具有从低离子强度溶液中沉淀核酸的特性。

在高离子强度的溶液中(>0.7 mol/L NaCl)，CTAB 与蛋白质和多聚糖形成复合物，不

能沉淀核酸。通过有机溶剂抽提，去除蛋白、多糖、酚类等杂质后加入乙醇沉淀即

可使核酸分离出来。商品化的试剂盒通常是基于硅胶膜小柱法，硅胶膜在高盐（如

4M 盐酸胍）低 pH（如 pH 5.0-6.5）会选择性的吸附 DNA、RNA。硅胶膜在低盐

浓度高 pH（如 pH8.0）会释放 DNA、RNA。可以利用硅胶膜的这个特性，达到提

取和纯化 DNA、RNA。 

基因组量和纯度的测量：基因组提取之后，需要使用紫外分光光度计测量基因

组的浓度和纯度。这是因为 DNA 和 RNA 在紫外区具有较强吸收，波长为 260 nm。

而蛋白质在 280 nm 处有强吸收峰，盐和小分子则集中在 230 nm 处。岛津的生物紫

外分光光度计BioSpec-nano根据以上原理，直接测量得到提取的DNA的浓度信息，

且同时提供 OD260/OD280 和 OD260/OD230 的值，用于表征 DNA 的纯度。

BioSpec-nano 使用时，无需使用比色皿。所需样品体积是 1 L 或 2 L，适合样品

量少的生物样品分析，且提供测量后样品台和镜头的自动擦拭功能，使用方便。 

特异性 PCR 引物设计和 PCR 反应：特异性 PCR 引物设计的目标区通常位于

差异化的基因区域，如线粒体或核糖体 12S、16S、18S、ITS（内转录间隔区）、5SrRNA、

叶绿体基因、COI （细胞色素 c 氧化酶亚基 I）区域等。根据品种特异性的基因序

列，设计 PCR 引物，进行 PCR 反应。PCR 反应时，根据反应的结果调整适合的退

火温度，退火温度越高，特异性越强。 



 
 

微芯片电泳 MultiNA 检测：PCR 产物进入岛津微芯片电泳 MultiNA 检测其片

段大小和浓度，从而验证 PCR 反应的效果及方法的准确性。与传统的琼脂糖凝胶电

泳仪相比，微芯片电泳 MultiNA 是全自动化的电泳设备、速度更快、分辨率和灵敏

度更高。微芯片流路内壁运用了新开发的涂层工艺，大大提高微芯片性能，使之可

重复使用 3600 次以上。MultiNA 最多可同时放置 4 枚微芯片，每个芯片独立运行，

大大提高了分析处理速度。与实时荧光 PCR 探针方法比较，MultiNA 结合普通 PCR

的鉴定方法更适合于多个品种的同时鉴定。使用实时荧光 PCR 探针方法，需要逐一

加入每一种品种的探针进行 PCR 实验分析，每次实验只能鉴定一个品种是否存在，

而 MultiNA 结合普通 PCR 可以实现多个品种的同时鉴定，即一次实验可提供多个

品种是否存在的检测结果，大大节省了时间和分析成本。 
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应用微芯片电泳 MultiNA 鉴定中药材金银花和多种山银花 

摘 要：利用改进的基因提取试剂盒方法提取中药材金银花和几种山银花包括红腺忍冬、黄褐

毛忍冬和灰毡毛忍冬的基因组，基于 GenBank 金银花和山银花的基因序列差异，分别设计金银

花和山银花特异性引物，进行 PCR 扩增，微芯片电泳仪 MultiNA 检测扩增产物，实验结果显

示 PCR 扩增产物片段长度与预期长度基本一致。另外，为了验证用于检测山银花的 PCR 引物

的特异性，用山银花引物扩增金银花样品，MultiNA 检测 PCR 产物，结果未出现特征条带。本

实验表明基于微芯片电泳 MultiNA 开发的方法可实现金银花和几种山银花的鉴定。 

 

关键词：微芯片电泳 MultiNA 中药材品种鉴定 金银花 山银花 忍冬 红腺忍冬 黄褐毛忍冬 灰

毡毛忍冬     

 

 

金银花为忍冬科植物忍冬的干燥花蕾或

初开的花，主要活性成分为绿原酸、木樨草

苷等黄酮类物质。金银花临床应用非常广泛，

《中国药典》成方和制剂中药中就有 61 个方

剂以金银花作为主要的组成成分，现代药理

实验证明其具有抑菌、抗炎、抗病毒、抗氧

化、解热、镇痛、调节免疫、保肝、中枢兴

奋和神经保护、抗心肌缺血等作用。尽管在

2005 年版《中国药典》中已明确将忍冬作为

金银花唯一植物来源，但之前各版《中国药

典》根据临床疗效、地区用药习惯等，曾先

后选定忍冬、红腺忍冬、华南忍冬、水忍冬

等为金银花的基原植物。且 2005 年版《中国

药典》同时规定红腺忍冬、灰毡毛忍冬和黄

褐毛忍冬列为山银花药材基原植物。目前，

金银花和山银花的区分是一个热点话题。 

为保证用药安全，需要准确地鉴定金银

花和山银花，然而两者的形态和化学成分高

度相似，且传统形态学和化学鉴别常受到人

为或环境因素的影响。因此，需要开发一种

快速、准确地进行金银花、山银花的鉴定方

法。应用分子生物学手段可以实现品种的鉴

定，其原理是不同物种具有不同的基因序列。

本文根据 NCBI GenBank 中金银花和山银花

的基因序列差异，设计两者的特异性 PCR 引

物。PCR 过程后，岛津微芯片电泳 MultiNA

检测 PCR 产物。当检测样品为金银花时，用

金银花特异性引物扩增得到的 PCR 产物检测

出相应条带，尺寸与理论基本一致，而用山

银花特异性引物扩增得到的 PCR 产物未能检

测出条带；对于山银花样品，本文检测了红

腺忍冬、黄褐毛忍冬和灰毡毛忍冬样品，用



2 
 

山银花特异性引物进行以上样品的 PCR 扩增，

MultiNA 检测出相应条带，且尺寸与预期相

符。这表明本文开发的方法可以成功地鉴定

金银花和山银花。

1 实验部分 

1.1 仪器 

微芯片电泳MCE-202 MultiNA 

1.2 试剂 

TaKaRa MiniBEST Plant Genomic DNA 

Extraction Kit（宝生物工程有限公司，9768） 

SYBR® Premix Ex Taq™ II（宝生物工程有限

公司，RR820A） 

SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain 

（Invitrogen，S-11494） 

1×TE Buffer 

25 bp DNA Ladder（Invitrogen，10597-011） 

DNA-500 Reagent Kit for MultiNA（岛津公司，

P/N 292-27910-91） 

样品：金银花、山银花样品为红腺忍冬、黄

褐毛忍冬和灰毡毛忍冬。 

PCR引物：根据文献和NCBI序列，针对金银

花和山银花序列差异设计各自对应的特异性

引物，金银花的PCR目标产物长度为468 bp，

山银花的PCR目标产物长度为331 bp。 

1.3 样品中DNA的提取与纯化 

样品的基因提取和纯化基本按照 TaKaRa MiniBEST Plant Genomic DNA 操作方法中富含多糖、

多酚及油脂植物材料的提取方法进行，改动之处为开始时取样量为 50 mg，加入 Buffer HS Ⅱ 1 

mL，另外在洗脱 DNA 时，只用 30 L Elution Buffer 冲洗了 Spin Column 膜，以获得高浓度的

DNA。 

1.4 PCR反应体系 

PCR反应试剂与反应条件见表1和表2。 

表1 PCR反应试剂 

 使用量 终浓度 

SYBR® Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus）（2×） 10.0 μL 1× 

PCR Forward Primer（10 M） 0.8 μL 0.4 μM 

PCR Reverse Primer（10 M） 0.8 μL 0.4 μM 

DNA 模板 2.0 μL 20 ng/L 

dH2O（灭菌蒸馏水） 6.4 μL  

总体积 20.0 μL  

表2 PCR反应参数 

作用 时间/s 温度/℃ 

活化 DNA 活性酶和预变性 30 95 

PCR（35 个循环） 

变性 30 94 

退火 30 61 

延伸 45 72 

循环后保持 420 72 
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1.5 MultiNA检测 

PCR扩增产物进入MultiNA进行测定。根据理论产物片段大小，实验中选用500 bp的试剂盒进行

测定。为了验证测量的准确性，本文同时阴性对照实验，阴性对照的反应体系中以纯水代替DNA

模板。 

2 结果讨论 

图1与是微芯片电泳测量金银花和山银花的PCR产物的凝胶图。实验结果显示，金银花+金

银花引物的PCR产物及几种山银花+山银花引物的PCR产物都观察到了相应条带，说明基因组被

成功的提取出来且PCR过程被顺利执行。另外，金银花+山银花引物未检测出目标条带，验证了

用于检测山银花的PCR引物的特异性。阴性对照以纯水代替样品DNA模板，实验没有检测到相

关片段，证明无假阳性检出。图2是微芯片电泳MultiNA测量金银花+金银花引物的PCR产物电

泳图，实验结果显示基因片段长度为475 bp，与预期的468 bp基本一致。图3、图4和图5分别是

红腺忍冬、黄褐毛忍冬和灰毡毛忍冬加入山银花山银花引物的PCR电泳图，实验结果显示基因

片段长度分别为342 bp、336 bp和338 bp，由于实验时选用DNA 500试剂盒，仪器具有5%误差，

与理论片段长度331 bp相比，结果合理。 

 

图1 微芯片电泳MultiNA检测金银花引物和山银花引物分别扩增金银花和山银花样品的PCR产物电泳图 
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图2 微芯片电泳MultiNA测量金银花+金银花引物的PCR产物电泳图 

 
图3 微芯片电泳MultiNA测量红腺忍冬+山银花引物的PCR产物电泳图 

 

 

图4 微芯片电泳MultiNA测量黄褐毛忍冬+山银花引物的PCR产物电泳图 

 

图5 微芯片电泳MultiNA测量灰毡毛忍冬+山银花引物的PCR产物电泳图 

3 结论 

本文应用岛津微芯片电泳 MCE-202 MultiNA 成功建立了鉴定金银花和山银花的方法，本方

法特异性强，较传统的以测序仪进行基因测序方法相比，本方法操作简单，成本低，速度快，

可供相关检测机构作为参考。 
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微芯片电泳 MultiNA 对中药材半夏及其伪品水半夏的鉴定 

摘 要：使用基因提取试剂盒方法提取中药材半夏和水半夏的基因组，基于 GenBank 半夏和水

半夏的基因序列差异，设计了半夏的特异性 PCR 引物，取半夏和其常见的伪品水半夏进行扩增，

微芯片电泳仪 MultiNA 检测 PCR 产物，实验结果显示只有半夏样品出现相应的条带，水半夏

样品未出现目标条带。本实验表明基于微芯片电泳 MultiNA 开发的方法可进行中药材半夏及其

伪品水半夏的的鉴定。 

 

关键词：微芯片电泳 MultiNA  PCR  中药材品种鉴定  半夏  水半夏 

 

 

中药材半夏是天南星科植物半夏的块茎，

具有燥湿化痰，降逆止呕，消痞散结的功能，

用于痰多咳喘，痰饮眩悸，痰厥头痛，呕吐

反胃，胸脘痞闷，梅核气等多种病。随着半

夏野生资源的减少致使其掺伪现象较为严重，

如市场上常见的混淆品犁头尖属的块茎水半

夏，仅具有燥湿，化痰的功能，用于咳嗽痰

多，支气炎，其疗效远不如半夏，但二药常

相混不易分辩。两者的基源、性状、功效均

不同，尤其是价格相差很大，大约是 8：1，

近来，市场上大量水半夏冒充半夏。为保证

用药安全，需要准确地鉴定半夏及其伪品水

半夏。本文基于分子生物学手段，针对半夏

和水半夏的特异性基因位点，设计半夏的特

异性 PCR 产物，PCR 过程后，岛津微芯片电

泳 MultiNA 检测 PCR 产物。实验结果显示，

当样品为半夏时，用半夏特异性引物扩增得

到的 PCR 产物检测出相应条带，尺寸与理论

高度相符，而水半夏样品的 PCR 扩增产物，

未检测出目标条带，表明开发的方法可以进

行半夏及其伪品水半夏的鉴定。

1 实验部分 

1.1 仪器 

微芯片电泳MCE-202 MultiNA 

1.2 试剂 

TaKaRa MiniBEST Plant Genomic DNA 

Extraction Kit（宝生物工程有限公司，9768） 

SYBR® Premix Ex Taq™ II（宝生物工程有限

公司，RR820A） 
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SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain 

（Invitrogen，S-11494） 

1×TE Buffer 

25 bp DNA Ladder（Invitrogen，10597-011） 

DNA-500 Reagent Kit for MultiNA（岛津公司，

P/N 292-27910-91） 

样品：中药材半夏和水半夏 

PCR引物：根据半夏和水半夏的基因序列区

别，设计半夏的特异性引物，目标产物长度

为393 bp。 

1.3 样品中DNA的提取与纯化 

样品的基因提取和纯化基本按照 TaKaRa MiniBEST Plant Genomic DNA 操作方法中富含多糖、

多酚及油脂植物材料的提取方法进行。 

1.4 PCR反应体系 

PCR反应试剂与反应条件见表1和表2。 

表1 PCR反应试剂 

 使用量 终浓度 

SYBR® Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus）（2×） 10.0 μL 1× 

PCR Forward Primer（10 M） 0.8 μL 0.4 μM 

PCR Reverse Primer（10 M） 0.8 μL 0.4 μM 

DNA 模板 2.0 μL 20 ng/L 

dH2O（灭菌蒸馏水） 6.4 μL  

总体积 20.0 μL  

表2 PCR反应参数 

作用 时间/s 温度/℃ 

活化 DNA 活性酶和预变性 30 95 

PCR（35 个循环） 

变性 30 94 

退火 30 61 

延伸 45 72 

循环后保持 420 72 

1.5 MultiNA检测 

PCR扩增产物进入MultiNA进行测定。根据理论产物片段大小，实验中选用500 bp的试剂盒进行

测定。为了验证测量的准确性，本文同时阴性对照实验，阴性对照的反应体系中以纯水代替DNA

模板。 

2 结果讨论 

图1与是微芯片电泳MultiNA测量半夏特异性引物分别扩增半夏和水半夏样品的PCR产物

凝胶图。实验结果显示，使用半夏特异性引物时，半夏样品PCR产物得到目标条带，尺寸与理

论大小相符，半夏常见伪品水半夏未检测到相应条带。以上实验结果表明本方法可以将半夏和

其掺伪品水半夏进行鉴别。 
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图1 微芯片电泳MultiNA检测半夏引物分别扩增半夏和水半夏样品的PCR产物凝胶图 

3 结论 

本文应用岛津微芯片电泳 MCE-202 MultiNA 建立了鉴定中药材半夏及其常见伪品水半夏

的方法，此方法操作鉴定，灵敏度高，分析速度快。 
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应用微芯片电泳 MultiNA 结合 PCR 法鉴别中药材铁皮石斛、紫皮石斛

和紫苑石斛 

摘 要：针对目前市场上的石斛品种掺混的问题，根据铁皮石斛、紫皮石斛及紫苑石斛的核糖

体转录间隔区，设计三种石斛的特异性 PCR 引物，利用基因提取试剂盒方法提取三种石斛的基

因组进行 PCR 扩增，微芯片电泳仪 MultiNA 检测 PCR 产物，实验结果验证了三种石斛 PCR 产

物的特异性，表明基于微芯片电泳 MultiNA 开发的方法可进行铁皮石斛及其常见掺伪品紫皮石

斛及紫苑石斛的品种鉴定。 

 

关键词：微芯片电泳 MultiNA  PCR  石斛品种鉴定  铁皮石斛  紫皮石斛  紫苑石斛 

 

石斛属是兰科中最大的属别之一，石斛

类药材作为名贵中药，药用历史悠久、来源

广泛。目前，全世界石斛属有 1000 多种，在

我国，一共有 76 个石斛物种，有 33 种作为

药用。传统中医认为，石斛，味甘，微寒，

甘味入脾，能滋补强壮、补肝悦脾，能提高

机体免疫力。在临床上，石斛的主要药效有：

增强免疫力、抗疲劳、抗氧化、促消化、降

血糖和血压、抗肿瘤、预防白内障、止咳化

痰等方面。石斛品种众多，不同的石斛药效

不同，其中，铁皮石斛药效和营养价值尤为

显著。铁皮石斛现代研究表明，铁皮石斛能

显著延长小鼠负重游泳时间，降低血乳酸和

肌酸激酶水平，提高运动耐力和加速消除疲

劳。铁皮石斛多糖对肝微粒体脂质的过氧化

具有抑制作用，同时具有较强的清楚清除自

由基和超氧阴离子的功效。研究表明，以铁

皮石斛为主要原料制成的铁皮枫斗胶囊也具

有降血糖效果。现代药理学表明，铁皮石斛

提取物具有降低易卒中型自发性高血压大鼠

的血压，降低中风发生率，延长生存时间等

作用。 

由于不同石斛价格的差异，目前市场上

石斛品种掺混现象屡被报道，紫皮石斛由于

与铁皮石斛外观非常相似，且价格仅为铁皮

石斛的 1/5-1/4，常掺入或冒充铁皮石斛进行

销售。然而，在有效成分种类、含量和质量

上，铁皮石斛远优于紫皮石斛，药用功效也

比紫皮石斛更明显。与紫皮石斛类似，刚节

石斛中的紫苑石斛也与铁皮石斛外观相似而

难于分辨。为了保证用药安全，需要准确地

鉴定不同石斛品种。本文基于分子生物学手

段，针对铁皮石斛、紫皮石斛和紫苑石斛的

特异性基因位点，设计三种石斛的特异性
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PCR 产物，PCR 扩增后，使用岛津微芯片电

泳 MultiNA 检测 PCR 产物。实验结果显示，

三种石斛的 PCR 引物具有特异性，可以将三

种石斛成功地进行鉴别。 

 

1 实验部分 

1.1 仪器 

微芯片电泳MCE-202 MultiNA 

1.2 试剂 

TaKaRa MiniBEST Plant Genomic DNA 

Extraction Kit（宝生物工程有限公司，9768） 

Ampdirect○R Plus（For International）（WAKO 

pure chem，Code: 604-21469；Shimadzu corp.，

Code：S241-08800-99） 

IMMOLASETM DNA Polymerase（BIOLINE，

Code: BIO-21046） 

1×TE Buffer 

25 bp DNA Ladder（Invitrogen，10597-011） 

DNA-500 Reagent Kit for MultiNA（岛津公司，

P/N 292-27910-91） 

样品：中药材 铁皮石斛、紫皮石斛和紫苑石

斛 

PCR引物：在NCBI数据中查询三种石斛的核

糖体转录间隔区的基因序列，根据序列的差

异，设计三种石斛特异性PCR引物。铁皮石

斛、紫皮石斛及紫苑石斛PCR产物的理论长

度分别为238 bp、189 bp和164 bp。 

1.3 样品中DNA的提取与纯化 

样品的基因提取和纯化基本按照 TaKaRa MiniBEST Plant Genomic DNA 操作方法中富含多糖、

多酚及油脂植物材料的提取方法进行。 

1.4 PCR反应体系 

PCR反应试剂与反应条件见表1和表2。 

表1 PCR反应试剂 

 使用量 终浓度 

Ampdirect○R  Plus 10.0 μL 1× 

IMMOLASETM DNA Polymerase 0.1 L  

PCR Forward Primer（10 M） 1.0 μL 0.4 μM 

PCR Reverse Primer（10 M） 1.0 μL 0.4 μM 

DNA 模板 1.5 μL 20 ng/L 

dH2O（灭菌蒸馏水） 6.4 μL  

总体积 20.0 μL  

表2 PCR反应参数 

作用 时间/s 温度/℃ 

活化 DNA 活性酶和预变性 600 94 

PCR（35 个循环） 

变性 30 94 

退火 30 61 

延伸 30 72 
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循环后保持 420 72 

1.5 MultiNA检测 

PCR扩增产物进入MultiNA进行测定。根据PCR产物理论大小，实验中选用500 bp的试剂盒进行

测定。 

2 结果讨论 

图1与是微芯片电泳MultiNA检测铁皮石斛PCR引物分别扩增铁皮石斛、紫皮石斛和紫苑石

斛样品的PCR产物凝胶图。实验结果显示，使用铁皮石斛PCR引物时，铁皮石斛样品PCR产物

得到目标条带，尺寸与理论大小基本一致，紫皮石斛和紫苑石斛均未检测到相应条带，验证的

铁皮石斛PCR引物的特异性。 

 

图1 微芯片电泳MultiNA检测铁皮石斛PCR引物分别扩增铁皮石斛、紫皮石斛和紫苑石斛PCR产物凝胶图 

（铁引物：铁皮石斛PCR引物） 

图2是微芯片电泳MultiNA检测紫皮石斛PCR引物分别扩增铁皮石斛、紫皮石斛、和紫苑石

斛样品的PCR产物凝胶图。结果显示，只有紫皮石斛样品产生了与理论尺寸符合的目标条带，

铁皮石斛和紫苑石斛则未有响应，验证了紫皮石斛PCR引物的特异性。 
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图2 微芯片电泳MultiNA检测紫皮石斛PCR引物分别扩增铁皮石斛、紫皮石斛和紫苑石斛PCR产物凝胶图 

（紫皮引物：紫皮石斛PCR引物） 

图3是微芯片电泳MultiNA检测紫苑石斛PCR引物分别扩增铁皮石斛、紫皮石斛和紫苑石斛

样品的PCR产物凝胶图，结果同样验证了紫苑石斛PCR引物的特异性。 

 

图3 微芯片电泳MultiNA检测紫苑石斛PCR引物分别扩增铁皮石斛、紫皮石斛和紫苑石斛PCR产物凝胶图 

（紫苑引物：紫苑石斛PCR引物） 

图4、图5和图6分别是微芯片电泳MultiNA检测铁皮石斛、紫皮石斛和紫苑石斛PCR产物的

电泳图，电泳图可以直接显示PCR产物的片段长度。考虑到仪器具有5%的测量误差，三种石斛

的PCR产物实际长度与理论长度基本一致，结果合理。 
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图4 微芯片电泳MultiNA检测铁皮石斛PCR产物电泳图（理论长度：238 bp） 

 

图5 微芯片电泳MultiNA检测紫皮石斛PCR产物电泳图（理论长度：189 bp） 

 
图6 微芯片电泳MultiNA检测紫苑石斛PCR产物电泳图（理论长度：164 bp） 

3 结论 

本文应用岛津微芯片电泳 MultiNA 结合 PCR 法成功建立了鉴定中药材铁皮石斛、紫皮石

斛和紫苑石斛的方法，此方法操作简便，灵敏度高，分析速度快，可以作为石斛品种掺混鉴定

的参考。 
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应用微芯片电泳 MultiNA 结合 PCR 法从黄缘闭壳龟和乌龟龟甲中鉴别

黄喉拟水龟龟甲 

摘 要：龟甲作为疗效显著的中药材，近年来用量逐渐加大，但市场上常有龟甲品种掺伪的问

题出现。因此，本文应用分子生物学手段，应用微芯片电泳 MultiNA 结合 PCR 法开发了一种

对中药材龟甲品种鉴定的方法，应用此方法将黄喉拟水龟龟甲从乌龟和黄缘闭壳龟龟甲中成功

鉴别出来。 

关键词：微芯片电泳 MultiNA  PCR  中药材龟甲品种鉴定  黄喉拟水龟  黄缘闭壳龟  乌龟 

 

我国使用动物类药材历史悠久，其中龟

甲是常见中药材，其活性强，疗效显著。近

年来，由于中药材用量大，其原动物资源逐

年减少，商品药材中常有伪品和混淆品出现。

因此，准确地对龟甲品种进行鉴定非常重要。          

本文基于分子生物学手段，针对黄喉拟

水龟与乌龟及黄缘闭壳龟特异性基因位点的

差异，设计了黄喉拟水龟的特异性 PCR 引物，

PCR 扩增后，使用微芯片电泳 MultiNA 检测

PCR 产物，实验结果显示，黄喉拟水龟的 PCR

引物只对黄喉拟水龟有响应，可从黄缘闭壳

龟和乌龟和中鉴定出黄喉拟水龟。 

1 实验部分 

1.1 仪器 

微芯片电泳MCE-202 MultiNA 

1.2 试剂 

Ampdirect○R Plus（For International）（WAKO 

pure chem，Code: 604-21469；Shimadzu corp.，

Code：S241-08800-99） 

IMMOLASETM DNA Polymerase（BIOLINE，

Code: BIO-21046） 

1×TE Buffer 

25 bp DNA Ladder（Invitrogen，10597-011） 

DNA-500 Reagent Kit for MultiNA（岛津公司，

P/N 292-27910-91） 

样品：中药材黄喉拟水龟龟甲、黄缘闭壳龟

龟甲和乌龟龟甲 

PCR引物：根据NCBI数据库，查询三种龟的

基因序列，通过Blast对比，找出黄喉拟水龟

与黄缘闭壳龟和乌龟的序列差异位点，设计

黄喉拟水龟特异性PCR引物。 

1.3 样品中DNA的提取与纯化 
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样品的基因提取和纯化基本按照 CTAB 法基因组提取方法进行。 

1.4 PCR反应体系 

PCR反应试剂与反应条件见表1和表2。 

表1 PCR反应试剂 

 使用量 终浓度 

Ampdirect○R  Plus 10.0 μL 1× 

IMMOLASETM DNA Polymerase 0.1 L  

PCR Forward Primer（10 M）  1.0 μL 0.4 μM 

PCR Reverse Primer（10 M） 1.0 μL 0.4 μM 

DNA 模板 1.5 μL 20 ng/L 

dH2O（灭菌蒸馏水） 6.4 μL  

总体积 20.0 μL  

表2 PCR反应参数 

作用 时间/s 温度/℃ 

活化 DNA 活性酶和预变性 600 94 

PCR（35 个循环） 

变性 30 94 

退火 30 62 

延伸 30 72 

循环后保持 420 72 

1.5 MultiNA检测 

PCR扩增产物进入MultiNA进行测定。根据PCR产物理论大小，实验中选用500 bp的试剂盒进行

测定。 

2 结果讨论 

图1与是微芯片电泳MultiNA检测黄喉拟水龟PCR引物分别扩增黄喉拟水龟、黄缘闭壳龟和

乌龟龟甲样品的PCR产物电泳图。黄喉拟水龟PCR引物和黄喉拟水龟样品进行PCR扩增反应时，

MultiNA结果检测结果显示产生相应的条带，而当样品为黄缘闭壳龟和乌龟时，未检测到对应

的PCR产物条带，验证了黄喉拟水龟PCR引物的特异性，表明此方法可将黄喉拟水龟龟甲与乌

龟和黄缘闭壳龟龟甲进行区别。 

 

 

图1 微芯片电泳MultiNA检测黄喉拟水龟PCR引物分别扩增黄喉拟水龟龟甲、黄缘闭壳龟龟甲和乌龟龟甲PCR

产物电泳图 
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3 结论 

本文应用岛津微芯片电泳 MultiNA 结合 PCR 法成功开发了从黄缘闭壳龟和乌龟龟甲中鉴

别出黄喉拟水龟龟甲的方法，此方法操作简便，特异性高，灵敏度好，可以作为中药材龟甲种

类鉴别时的参考。   
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应用微芯片电泳 MultiNA 结合 PCR-RFLP 法鉴定中药材川贝母 

摘 要：本文参照 2015 版《中国药典》中基于 PCR-RFLP（聚合酶链式反应-限制性片段长度多

态性）法和电泳检测川贝母的方法，应用微芯片电泳仪 MultiNA检测川贝母的 PCR-RFLP产物，

MultiNA 实验结果显示在 100 bp-250 bp 得到两条 DNA 条带，与药典中的结果一致，表明  

MultiNA 结合 PCR-RFLP 法成功地鉴定了中药材川贝母，与琼脂糖凝胶电泳检测相比，本方法

操作简便，灵敏度高，能提供片段的尺寸信息，显示结果更为直观。 

关键词：微芯片电泳 MultiNA  PCR  中药材品种鉴定  川贝母 

 

 

川贝母主要分布于四川、云南、西藏等

地，品质较优，为百合科植物川贝母、棱砂、

乌花等的鳞茎，按形状不同分别称“松贝”、

“青贝”、“炉贝”和“栽培品”，具有清热润

肺、化痰止咳的功效，药用价值较高。传统

的川贝母的鉴别，主要是性状、显微鉴别、

光谱法，由于市场上川贝母类药材品质较多，

相同品种间会因药源植物来源不一、种植环

境、产地和加工等因素存在相对的掺混。因

此，准确地鉴定川贝母的品种非常重要。 

目前，2015 版《中国药典》中收录了基

于 PCR-RFLP（聚合酶链式反应-限制性片段

长度多态性）法和电泳检测对川贝母进行鉴

定的方法，本文参照此方法，应用岛津微芯

片电泳仪 MultiNA 结合 PCR-RFLP 法对川贝

母进行了检测，MultiNA 检测结果显示与药

典中得到的结果一致，且能提供川贝母

PCR-RFLP 产物片段的尺寸信息，与琼脂糖凝

胶电泳方法相比，本方法具有操作简便，自

动化程度高、分辨率和灵敏度高的优势。

1 实验部分 

1.1 仪器 

微芯片电泳MCE-202 MultiNA 

1.2 试剂 

TaKaRa MiniBEST Plant Genomic DNA 

Extraction Kit（宝生物工程有限公司，9768） 

SYBR® Premix Ex Taq™ II（宝生物工程有限

公司，RR820A） 

SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain 

（Invitrogen，S-11494） 

1×TE Buffer 

25 bp DNA Ladder（Invitrogen，10597-011） 

DNA-500 Reagent Kit for MultiNA（岛津公司，

P/N 292-27910-91） 

样品：中药材川贝母 



 

PCR 引 物 ： 参 照 2015 版 《 中 国 药 典 》 中 川 贝 母 鉴 别 特 异 性 PCR 引 物 序 列 ：

5'-CGTAACAAGGTTTCGTAGGTGAA-3'和5'-GCTACGTTCTTCATCGAT-3'

1.3 样品中DNA的提取与纯化 

样品的基因提取和纯化基本按照 TaKaRa MiniBEST Plant Genomic DNA 操作方法中植物材料的

提取方法进行。 

1.4 PCR反应体系 

PCR反应试剂与反应条件见表1和表2。 

表1 PCR反应试剂 

 使用量 终浓度 

SYBR® Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus）（2×） 10.0 μL 1× 

PCR Forward Primer（10 M） 0.8 μL 0.4 μM 

PCR Reverse Primer（10 M） 0.8 μL 0.4 μM 

DNA 模板 2.0 μL 20 ng/L 

dH2O（灭菌蒸馏水） 6.4 μL  

总体积 20.0 μL  

表2 PCR反应参数 

作用 时间/s 温度/℃ 

活化 DNA 活性酶和预变性 30 95 

PCR（35 个循环） 

变性 30 95 

退火 30 56 

延伸 300 72 

循环后保持 300 72 

1.5 酶切反应 

取PCR反应液，置于500 L离心管中，进行酶切反应，反应总体积为20 L，反应体系包括10×

酶切缓冲液 2 L，PCR反应液6 L，Sma I (10 U/L) 0.5 L，无菌超纯水11.5 L，酶切反应在

30℃水浴反应2小时。 

1.6 MultiNA检测 

将酶切产物进入MultiNA进行测定，根据理论产物片段大小，实验中选用500 bp的试剂盒进行测

定。为了验证测量的准确性，本文同时阴性对照实验，阴性对照的反应体系中以纯水代替DNA

模板。 

2 结果讨论 

图1与是微芯片电泳MultiNA测量川贝母PCR-RFLP产物的凝胶图。实验结果显示，在川贝

母的PCR-RFLP产物在100 bp-250 bp得到两条DNA条带，而空白对照无条带，此结果与2015版

《中国药典》中川贝母检测结果一致，验证了基于MultiNA方法对川贝母鉴定的准确性。图2是

微芯片电泳MultiNA检测川贝母PCR-RFLP产物的电泳图。电泳图可以得到与凝胶图对应的相应

片段的尺寸信息，微芯片电泳检测与琼脂糖凝胶电泳方法相比，数据读取直观，便于直接比较
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结果。  

 

图1 微芯片电泳MultiNA检测川贝母PCR-RFLP产物凝胶图 

 

图2 微芯片电泳MultiNA检测川贝母PCR-RFLP产物电泳图 

 

3 结论 

本文参照 2015 版《中国药典》中的方法，应用岛津微芯片电泳 MultiNA 结合 PCR-RFLP

法成功鉴定了川贝母，与琼脂糖凝胶电泳检测方法相比，本方法操作鉴定，自动化程度高，分

析速度快，检测结果更加直观地呈现。 
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应用微芯片电泳仪 MultiNA 鉴定中药材蕲蛇 

摘要：本文应用 2015 版《中国药典》中的蕲蛇特异性引物对蕲蛇中药材裂解后的消化产物进

行 PCR 扩增反应，通过微芯片电泳 MultiNA 检测扩增产物，结果显示其凝胶图谱中不仅在

300-400 bp 之间有单一条带，电泳图谱中还能得到片段尺寸信息。本实验表明，相比传统的琼

脂糖凝胶电泳，MultiNA 同样适用于《中国药典》中规定的利用聚合酶链式反应法（PCR）对

中药材蕲蛇的鉴定，而且分辨率更高、检测更加灵敏、操作简便、快速、全自动化分析，通量

更高，是中药材品种鉴定的有力分析方法。 

关键词：MultiNA  PCR  蕲蛇 中药材 品种鉴定 

 
中药是中国传统的药材，中国药文化源

远流长、博大精深，种类繁多，来源广泛。

外观相似的不同品种的中药材可能疗效相差

甚远，价格也有较大差异，甚至某些不法商

家为谋取不当利益，故意进行掺混或掺假。

传统的中药材鉴别方法如感官识别、性状鉴

定、显微鉴定和理化鉴定等存在一定局限性，

为保证中药材临床用药安全、准确和有效，

2015 版《中国药典》中规定利用聚合酶链式

反应法对一些方剂中药物品种的来源，及易

混淆的不同品种中药材如川贝母、蕲蛇、乌

梢蛇等进行鉴别。为此，这里应用 PCR 的方

法，结合岛津微芯片电泳仪 MultiNA 实现了

对蕲蛇药材的快速检测。相比药典中规定的

琼脂糖凝胶电泳检测的方法，此方法操作简

单，分辨率更高，可快速实现中药材品种的

鉴别。

1. 实验部分 

1.1 仪器 

微芯片电泳MCE-202 MultiNA

1.2 试剂 

Ampdirect ® Plus（Shimadzu, S241-08800-99）  

IMMOLASETM DNA Polymerase（Bioline, BIO-21046）  

SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain（Invitrogen, S-11494） 

DNA-500 Reagent Kit for MultiNA（Shimadzu, 292-27910-91） 

25 bp DNA Ladder（Invitrogen, 10597-011） 

样品：蕲蛇（中药材） 

引物：引物序列来自2015版《中国药典》，由生工生物公司合成。具体引物信息见表1。 

蕲蛇 
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表1 蕲蛇PCR扩增引物序列 

引物 序列 PCR 理论产物大小（bp） 

正向引物 5’-GGCAATTCACTACACAGCCAACATCAACT-3’ 
343 

反向引物 5’-CCATAGTCAGGTGGTTAGTGATAC-3’ 

1.3 分析条件 

DNA-500 on-chip。 

1.4 实验方法 

取适量中药材蕲蛇样品进行液氮研磨，称取100 mg粉末加入1 mL细胞裂解液（0.5% SDS, 

400 mM NaCl, 0.1 M EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0）和5 μL蛋白酶K（20 μg/μL），混匀后55℃

孵育30 min，取消化产物进行PCR扩增反应，PCR反应体系及反应条件分别见表2及表3。为了

验证测量的准确性，实验中设计了阴性对照，阴性对照不加入DNA模板。PCR产物进入微芯片

电泳仪MultiNA进行测定。根据理论产物片段大小，选用DNA-500的试剂盒进行检测。 

表2 PCR反应体系 

反应试剂 使用量（μL） 

Ampdirect ® Plus (2×) 10 

PCR Forward Primer (10 μM) 1 

PCR Reverse Primer (10 μM) 1 

模板（消化产物） 0.2 

IMMOLASETM DNA Polymerase (5U/μL) 0.1 

dH2O（灭菌蒸馏水） 7.7 

总体积 20 

 

表3 PCR反应条件 

作用 温度/℃ 时间 

预变性 94 10 min 

扩增（35 个循环）   

变性 94 30 s 

退火 58 30 s 

延伸 72 30 s 

循环后延伸 72 7 min 

2. 结果讨论 

图1是使用蕲蛇特异性引物进行PCR扩增后，应用MultiNA对扩增产物进行检测的凝胶图，

从图上可以看到，只有蕲蛇样品在目的片段大小附近有明显条带，阴性对照没有条带。图2是蕲

蛇样品检测的电泳图，图上显示出349 bp的检测峰，与理论大小343 bp接近，考虑到仪器在

DNA-500 on-chip模式下具有5%的误差，结果合理，说明使用蕲蛇特异性引物成功鉴定蕲蛇样
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品。 

2015版《中国药典》中规定对蕲蛇样品进行PCR扩增后，需按照琼脂糖凝胶电泳法进行电

泳检测，供试品凝胶电泳图谱中，在与对照药材凝胶电泳图谱相应的位置上，在300-400 bp之

间应有单一DNA条带。相比传统的琼脂糖凝胶电泳法，利用MultiNA对PCR产物进行检测，不

仅成功在300-400 bp之间显示出单一条带，还能够通过电泳图得到片段的尺寸信息，灵敏度高，

为通过片段尺寸大小鉴别不同种类的中药材提供可能。MultiNA操作简便，全自动化分析，相

比传统的电泳方法，适用于高通量的中药材样品检测。 

 

图1 蕲蛇样品MultiNA检测凝胶图（NC：阴性对照） 

 

图2 蕲蛇样品MultiNA检测电泳结果 

3. 结论 

本文基于分子生物学技术，采用岛津公司微芯片电泳仪 MultiNA 成功对中药材蕲蛇进行鉴
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定，不仅在凝胶电泳图谱中 300-400 bp 之间有单一条带，还能通过电泳图得到片段尺寸信息，

误差在 5%以内。此方法相比传统的琼脂糖凝胶电泳，更加高效、灵敏，分辨率高，操作简便，

全自动化分析，通量高，是中药材品种鉴定有力的分析方法。 
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应用微芯片电泳仪 MultiNA 鉴定中药材乌梢蛇 

摘要：本文应用 2015 版《中国药典》中的乌梢蛇特异性引物对乌梢蛇中药材裂解后的消化产

物进行 PCR 扩增反应，通过微芯片电泳 MultiNA 检测扩增产物，结果显示其凝胶电泳图谱中

不仅在 300-400 bp 之间有单一条带，而且还能得到片段尺寸信息。本实验表明，相比传统的琼

脂糖凝胶电泳，MultiNA 同样适用于《中国药典》中规定的聚合酶链式反应法（PCR）对中药

材乌梢蛇的鉴定，而且分辨率更高、操作简便、快速、全自动化分析，是中药材品种鉴定的有

力分析方法。 

关键词：MultiNA  PCR  中药材 乌梢蛇 品种鉴定 

 

乌梢蛇（Zaocys dhumnades）属蛇目、游

蛇科，是体形较大的一种无毒蛇，俗称乌蛇、

乌风蛇、黑花蛇。分布范围很广，在国内较

为常见，适宜人工养殖。入药的乌梢蛇为除

去内脏后的干燥体。味甘，性平。具有祛风

湿、通经络、止痉的功效，主治风湿顽痹、

麻木拘挛、中风口眼斜、半身不遂、抽搐

痉挛、破伤风、麻风、济癣。近年来中药材

品种混淆使用问题屡有发生，外形相近的不

同品种中药材可能疗效相去甚远，为保证临

床用药安全、准确和有效，2015 版《中国药

典》中规定利用聚合酶链式反应法（PCR）

对乌梢蛇药材或在一些方剂中的药物成分进

行鉴别。为此，这里应用 PCR 的方法，结合

岛津微芯片电泳仪 MultiNA 实现了对乌梢蛇

药材的快速检测。相比药典中规定的对 PCR

扩增产物进行检测的琼脂糖凝胶电泳方法，

此方法操作简便，分辨率高，可快速实现中

药材品种的鉴别。

1. 实验部分 

1.1 仪器 

微芯片电泳MCE-202 MultiNA

1.2 试剂 

Ampdirect ® Plus（Shimadzu, S241-08800-99）  

IMMOLASETM DNA Polymerase（Bioline, BIO-21046）  

SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain（Invitrogen, S-11494） 

DNA-500 Reagent Kit for MultiNA（Shimadzu, 292-27910-91） 

乌梢蛇 
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25 bp DNA Ladder（Invitrogen, 10597-011） 

样品：乌梢蛇（中药材） 

引物：引物序列来自2015版《中国药典》，由生工生物公司合成。具体引物信息见表1。 

 

 

 

 

表1 乌梢蛇PCR扩增引物序列 

引物 序列 
PCR 理论产物

大小（bp） 

正向引物 5’-GCGAAAGCTCGACCTAGCAAGGGGACCACA-3’ 
351 

反向引物 5’-CAGGCTCCTCTAGGTTGTTATGGGGTACCG-3’ 

1.3 分析条件 

DNA-500 on-chip。 

1.4 实验方法 

取适量中药材乌梢蛇样品进行液氮研磨，称取100 mg粉末加入1 mL细胞裂解液（0.5% SDS, 

400 mM NaCl, 0.1 M EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0）和5 μL蛋白酶K（20 μg/μL），混匀后55℃

孵育30 min，取消化产物进行PCR扩增反应，PCR反应体系及反应条件分别见表2及表3。为了

验证测量的准确性，实验中设计了阴性对照，阴性对照不加入DNA模板。PCR产物进入微芯片

电泳仪MultiNA进行测定。根据理论产物片段大小，选用DNA-500的试剂盒进行检测。 

表2 PCR反应体系 

反应试剂 使用量（μL） 

Ampdirect ® Plus (2×) 10 

PCR Forward Primer (10 μM) 1 

PCR Reverse Primer (10 μM) 1 

模板（消化产物） 0.2 

IMMOLASETM DNA Polymerase (5U/μL) 0.1 

dH2O（灭菌蒸馏水） 7.7 

总体积 20 

 

表3 PCR反应条件 

作用 温度/℃ 时间 

预变性 94 10 min 

扩增（35 个循环）   

变性 94 30 s 

退火 58 30 s 
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延伸 72 30 s 

循环后延伸 72 7 min 

2. 结果讨论 

图1是使用乌梢蛇特异性引物进行PCR扩增后，应用MultiNA对扩增产物进行检测的凝胶图，

从图上可以看到，只有乌梢蛇样品在目的片段大小附近有明显条带，阴性对照没有条带。图2

是乌梢蛇样品检测的电泳图，图上显示出357 bp的检测峰，与理论大小351 bp接近，考虑到仪器

在DNA-500 on-chip模式下具有5%的误差，结果合理，说明使用乌梢蛇特异性引物成功鉴定乌

梢蛇样品。 

2015版《中国药典》中规定对乌梢蛇样品进行PCR扩增后，需按照琼脂糖凝胶电泳法进行

电泳检测，供试品凝胶电泳图谱中，在与对照药材凝胶电泳图谱相应的位置上，在300-400 bp

之间应有单一DNA条带。相比传统的琼脂糖凝胶电泳法，利用MultiNA对PCR产物进行检测，

不仅成功在300-400 bp之间显示出单一条带，还能够通过电泳图得到片段尺寸信息，灵敏度高，

为通过片段尺寸大小鉴别不同种类的中药材提供可能。MultiNA操作简便，全自动化分析，相

比传统的电泳方法，适用于高通量的中药材样品检测。 

 

图1 乌梢蛇样品MultiNA检测凝胶图（NC：阴性对照） 
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图2 乌梢蛇样品MultiNA检测电泳结果 

3. 结论 

本文应用岛津全自动微芯片电泳仪 MultiNA 结合 PCR 法成功对中药材乌梢蛇进行鉴定，

其凝胶电泳图谱中不仅在 300-400 bp 之间显示单一条带，还能通过电泳图得到片段尺寸信息，

误差在 5%以内。此方法相比传统的琼脂糖凝胶电泳，更加高效、灵敏，分辨率高，操作简便，

分析通量高，是中药材品种鉴定有力的分析方法。 




