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川贝母分子鉴别方法的应用及改进

鲍方名，薛满

（苏州市食品药品检验所，江苏 苏州　２１５１０４）

摘要：目的　改进《中国药典》２０１５版中川贝母分子鉴别方法，为《中国药典》的应用和标准修订提高提供参考。方法　优化
聚合酶链式反应（ＰＣＲ）模板与引物的比率，提高退火温度至６１℃；采用乙醇沉淀法纯化ＰＣＲ反应液。结果　原方法ＰＣＲ出
现明显非特异性条带，酶切结果模糊。方法改进后，非特异性条带得到明显抑制，同时目的条带量没有明显影响，酶切结果清

晰，效果良好。结论　该方法专属性强、重现性好，可以满足川贝母的鉴别。
关键词：川贝母；分子鉴别；中药质量标准

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００９－６４６９．２０１６．１０．０１５

Ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｆｏｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅｃｉｒｒｈｏｓａｅｂｕｌｂｕｓ

ＢＡＯＦａｎｇｍｉｎｇ，ＸＵＥＭａｎ
（ＳｕｚｈｏｕＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｓｕｚｈｏｕ，Ｊｉａｎｇｓｕ　２１５１０４，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅｃｉｒｒｈｏｓａｅｂｕｌｂｕｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ（２０１５
ｖｅｒｓｉｏｎ），ａｎｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ．ＭｅｔｈｏｄｓＰｒｉｍｅｒｑｕａｎｔｉｔｙｗａｓｒｅｄｕｃｅｄ
ｗｈｉｌｅｔｅｍｐｌａｔｅｑｕａｎｔｉｔｙｗａｓｉｍｐｒｏｖｅｄ．Ａｎｄｔｈｅａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓｃｈａｎｇｅｄｆｒｏｍ５６℃ ｔｏ６１℃．Ｅｔｈａｎｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄ
ｆｏｒＰＣＲｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｕｓｉｎｇｏｒｉｇｉｎａｌｍｅｔｈｏｄ，ｏｎｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｎｄ（２００ｂｐｔｏ３００ｂｐ）ｗａｓｆｏｕｎｄｉｎＰＣＲｒｅｓｕｌｔａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔ
ｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗａｓｔｏｏｆｕｚｚｙｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙ．Ａｆｔｅｒｔｈｅｍｅｔｈｏｄｗａｓｉｍｐｒｏｖｅｄ，ｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｎｄｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎ
ｈｉｂｉｔｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｐｕｒｐｏｓｅｂａｎｄｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｆｆｅｃｔｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗａｓｃｌｅａｒｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ．Ｇｏｏｄｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｃｈｉｅｖｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｄｍｅｔｈｏｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｈａｓｇｏｏｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅｃｉｒｒｈｏｓａｅｂｕｌｂｕｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅｃｉｒｒｈｏｓａｅｂｕｌｂｕｓ；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＱｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ

　　中药川贝母为百合科植物川贝母、暗紫贝母、
甘肃贝母、梭砂贝母、太白贝母或瓦布贝母的干燥

鳞茎［１］。川贝母具有苦寒之性，有清热化痰之功。

用治肺热咳嗽之证，常与知母相须为用，可以清气

滋阴；兼有甘味微寒，尚能清润肺燥，长于润肺化痰

止咳，多用于治阴虚燥咳，常与杏仁、麦门冬、紫苑

等药同用；还可用治老嗽咳血，常与百部、天冬、沙

参等药同用［２］。随着人们对川贝母的应用，在许多

治疗急性气管炎、支气管炎、肺结核等的中成药制

剂中都加入了川贝母：二母宁嗽丸、川贝雪梨膏、止

嗽化痰丸、贝羚胶囊、牛黄蛇胆川贝液、甘露消毒

丸、百合固金口服液、妙灵丸、金嗓清音丸、治咳川

贝枇杷露、参茸保胎丸、复方川贝精片、川贝止咳

露、养阴清肺丸、小儿止咳糖浆、小儿化毒散、小儿

至宝丸、小儿金丹片、小儿咳喘颗粒、小儿清肺止咳

片、蛇胆川贝胶囊、贝母瓜蒌散等［１，３］。

川贝母按照药材性状的不同常分为松贝、青

贝、炉贝及栽培品［１］。川贝母的传统鉴别方法就是

根据各种川贝母的性状的细微差别来鉴别混淆品

与伪品［４］。随着自然科学技术的发展，分子生物学

技术在中药鉴定中开始了大规模的研究，使中药鉴

定的手段从传统的形态表征扩展到了遗传物质

ＤＮＡ：核糖体上的 ＩＴＳ保守区序列、叶绿体上的 ｐｓ
ｂＡｔｍＨ序列、１８ＳｒＲＮＡ及 ｔｍＫ基因等［５－６］。川贝

母的分子鉴别方法也得到了突飞猛进的发展，《中

国药典》２０１５版已经收录了川贝母的聚合酶链式反
应限制性内切酶长度多态性方法［１，７－９］。

本实验按照《中国药典》２０１５版川贝母项下聚
合酶链式反应限制性内切酶长度多态性方法，进行
川贝母鉴别研究，发现聚合酶链式反应（ＰＣＲ）结果
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出现干扰后续判断的非特异性条带，酶切结果模

糊。因此，对川贝母的分子鉴别方法进行了再研

究，并通过一些经济实用的实验对现有方法进行了

补充。改进后非特异性条带得到明显抑制，酶切结

果清楚容易判断。

１　材料
１．１　试验药材　川贝母对照品（粉末）来源于中国
食品药品检定研究院（批号：１２１０００２０１１０８），川贝
母样品１（药品委托检验：江阴市天江药业有限公
司，委托编号 ＳＺ２０１６ＱＳ０１０６，产地：四川阿坝）；川
贝母样品２（药品委托检验：江阴市天江药业有限公
司，委托编号 ＳＺ２０１６ＱＳ０１０７，产地：拉萨）；川贝母
样品３（药品委托检验：苏州九珍堂健康药业有限公
司，委托编号 ＳＺ２０１６ＱＳ０２２９，产地：四川）；川贝母
样品４（药品委托检验：吴江上海蔡同德堂中药饮片
有限公司，委托编号 ＳＺ２０１５ＱＳ０６０７），以上川贝母
样品均为饮片。

１．２　仪器和试剂　ＰＣＲ仪（ＡＢＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ），核酸电泳仪（ＢｉｏＲａｄＰｏｗｅｒＰａｃＴＭＢａｓｉｃ），
凝胶成像系统（ＧＥＬＤｏｃＴＭＸＲ＋ＢｉｏＲＡＤ），高速
低温离心机（ＴｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃＢｉｏｆｕｇｅｐｒｉｍｏＲ）。
ＤＮＡ提取试剂为 ＴＩＡＮＧＥＮＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ
ＤＰ３０５０２（批号：Ｎ２２６，吸附柱批号：Ｎ２１０６），
ＤＲＥＡＭＴａｑＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）为 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品（批号：００１０８５９６），限制性内切
酶ＳｍａⅠ（批号：Ｋ６００１ＢＡ）购自ＴａＫａＲａ，引物ＩＴＳ１：
５’ＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡ３’和 ＩＴＳ２：５’
ＧＣＴＡＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴ３’合成于上海生工（批号：
９３０４４３５５４０和９３０４４３５５４１），ＧｅｌＲｅｄ购自ＢＩＯＴＩＵＭ
公司，批号１１Ｇ０１２７），ＴＩＡＮＧＥＮ１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ
（所有条带：１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、
９００、１０００ｂｐ）和５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ（所有条带：５０、
１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、５００ｂｐ）。其他试
剂药品皆为国产或进口的分析纯试剂。

２　川贝母鉴别方法研究
２．１　药典方法
２．１．１　基因组 ＤＮＡ提取　从供试品随机抽取少
许，置乳钵中，加适量液氮，充分研磨。取３０ｍｇ左
右粉末置１．５ｍＬ离心管中，按植物基因组 ＤＮＡ提
取试剂盒使用说明书步骤提取基因组ＤＮＡ，提取得
到的供试品 ＤＮＡ置零下２０℃保存备用。对照品
ＤＮＡ制备：取川贝母对照品３０ｍｇ左右置１．５ｍＬ
离心管中，按前述方法提取川贝母对照品基因组

ＤＮＡ。
２．１．２　ＰＣＲ反应　ＰＣＲ反应体系：在２００μＬＰＣＲ

管中进行，反应总体积为２５μＬ，ＤＲＥＡＭＴａｑＧｒｅｅｎ
ＰｃｒＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１２．５μＬ，２０μｍｏｌ·Ｌ－１的引物
各０．５μＬ，ＤＮＡ模板 １μＬ，去离子水 １０．５μＬ。
ＰＣＲ反应参数：９５℃预变性４ｍｉｎ，循环反应３０次
（９５℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ），７２℃延伸
５ｍｉｎ。
２．１．３　酶切反应　酶切反应体系：在１．５ｍＬ离心
管中进行，反应总体积为 ２０μＬ，１０Ｘ酶切缓冲液
２μＬ，０．１％ＢＳＡ２μＬ，供试组ＰＣＲ反应液６μＬ，ＳｍａⅠ
２μＬ，去离子水８μＬ。酶切反应在３０℃水浴反应
２ｈ，结束时加入２μＬ１０×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ终止酶切
反应。

２．１．４　电泳检测　按琼脂糖凝胶电泳法（三部附
录Ⅳ Ｂ）。电泳条件：电泳缓冲液为 ＴＡＥ，胶浓度为
２％，在融化的琼脂糖中加入核酸胶染色剂 ＧｅｌＲｅｄ；
５Ｖ·ｃｍ－１恒压电压下，电泳时间约５０ｍｉｎ。

供试品与对照药材ＰＣＲ反应溶液、供试品与对
照药材酶切反应溶液的上样量：６ｍＬ；ＤＮＡ分子量标
记（１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ和５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ）上样量：
３μＬ；电泳结束后，取凝胶片在凝胶成像仪上检视。
按照药典方法规定的ＰＣＲ条件进行川贝母的鉴别时
发现，川贝母对照品ＰＣＲ结果有比较明显的非特异
性带出现，大小在２００～３００ｂｐ之间，如图１所示。按
照药典方法对ＰＣＲ产物直接酶切操作，结果出现条
带模糊，无法区分目的条带是否存在的现象。

　　注：Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；泳道１：川贝母对照品。

图１　川贝母对照药材ＰＣＲ结果电泳图

２．２　改进后的方法
２．２．１　非特异性条带的干扰　使用 Ｐｒｉｍｅｒ５软件
对设计引物进行分析，结果如表１所示。从引物Ｔｍ
计算结果可以发现，Ｔｍ在４７．３～６４℃之间，所以
５６℃只是在药典标准发布者的条件下（ＰＣＲ仪和
ＰＣＲ试剂）的最佳温度，在本次操作的 ＰＣＲ反应体
系中还有提高的空间。
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表１　引物分析结果

长度

／ｂｐ

Ｔ

／℃

ＧＣ

／％

ΔＧ

［１ｃａｌｓ·ｍｏｌ－１］

活性

［μｇ／ＯＤ］
其他

１８ ４７．３ ４４．４ －３２．３ ２９．９ 有引物二聚体

２５ ６４．０ ４４．０ －４７．０ ３３．０ 有发卡结构和

引物二聚体

２．２．２　ＰＣＲ条件的优化　优化后的 ＰＣＲ反应体
系：在２００μＬ离心管中进行，反应总体积为２５μＬ，
ＤＲＥＡＭＴａｑＧｒｅｅｎＰｃｒＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１２．５μＬ
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，批号：００１３４７０３），２０μｍｏｌ·Ｌ－１

的引物（上海生工，引物１批号：９３０４４３５５４０和引物
２批号：９３０４４３５５４１）各０．２μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，去
离子水１０．１μＬ。阴性对照将模板替换为灭菌去离
子水。ＰＣＲ反应参数：９５℃预变性４ｍｉｎ，循环反应
３０次（９５℃３０ｓ，梯度５８～６３℃３０ｓ，７２℃３０ｓ），
７２℃延伸５ｍｉｎ。

为了减少非特异性条带的出现，加大了ＤＮＡ模
板量，减少了引物量，并适当提高了退火温度。结果

如图２所示，退火温度在６１℃时，主带亮度没有明显
减少的同时，非特异性条带得到了明显抑制。

　　注：Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；泳道１：５８℃；泳道２：５９℃；泳道３：

６０℃；泳道４：６１℃；泳道５：６２℃；泳道６：６３℃。

图２　川贝母对照药材梯度ＰＣＲ结果电泳图

２．２．３　ＰＣＲ产物的纯化　尝试使用乙醇沉淀法对
ＰＣＲ反应液进行缓冲液置换后再进行酶切。乙醇
沉淀法：（１）加入１／１０体积的醋酸钠（３ｍｏｌ·Ｌ－１，
ｐＨ５．２）于ＤＮＡ溶液中充分混匀，使其最终浓度为
０．３ｍｏｌ·Ｌ－１；（２）加入２．５倍体积预冷的无水乙
醇混合后再次充分混匀置于－２０℃中１５～３０ｍｉｎ；
（３）１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ４℃，小心移出上
清液，吸去管壁上所有的液滴；（４）加入１／２离心管
容量的７０％乙醇，１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ４℃，
小心移出上清液；（５）于室温下将开盖的 ＥＰ管置
于实验桌上以使残留的液体挥发至干；（６）加适量

的去离子水溶解ＤＮＡ沉淀。
２．３　改进后方法的应用　基因组提取、ＰＣＲ产物酶
切及电泳检测方法同药典方法，ＰＣＲ反应体系及条件
进行了优化，具体参数见“２．２．２”项，并在ＰＣＲ之后
酶切之前增加了纯化步骤。按照优化后的方法对川

贝母样品１～４进行分子鉴别，ＰＣＲ结果和酶切结果
如图３和图４所示，在３００ｂｐ左右有目的条带的出
现，２００～３００ｂｐ出现的非特异性条带得到明显抑制，
酶切之后，在１００～２００ｂｐ之间有明显酶切片段。结
果该方法能够适用于日常川贝母检品的鉴别。

注：Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；泳道 １：川贝母对照品；泳道 ２：

ＳＺ２０１６ＱＳ０１０６供试品；泳道 ３：ＳＺ２０１６ＱＳ０１０７供试品；泳道 ４：

ＳＺ２０１６ＱＳ０２２９供试品；泳道５：ＳＺ２０１５ＱＳ０６０７供试品。

图３　供试品和川贝母对照药材ＰＣＲ结果电泳图

注：Ｍ：５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；泳道 １：川贝母对照品；泳道 ２：

ＳＺ２０１６ＱＳ０１０６供试品；泳道 ３：ＳＺ２０１６ＱＳ０１０７供试品；泳道 ４：

ＳＺ２０１６ＱＳ０２２９供试品；泳道５：ＳＺ２０１５ＱＳ０６０７供试品。

图４　酶切结果电泳图

３　讨论
按照《中国药典》２０１５版川贝母项下聚合酶链

式反应限制性内切酶长度多态性方法，进行川贝母
鉴别研究发现，ＰＣＲ结果在２００～３００ｂｐ出现一条
明显的非特异性条带，直接干扰后续酶切结果的判

断；ＰＣＲ产物直接酶切后发现条带模糊，无法区分
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