
２０２１年２月　第２３卷　第２期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｆｅｂ２０２１　Ｖｏｌ２３　Ｎｏ２

·综述·

 ［通信作者］　张国林，副主任药师，研究方向：药品检验及质量控制；Ｔｅｌ：（０５１２）６６０９０２２９，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｇｕｏｌｉｎ２００６＠
１６３ｃｏｍ

ＤＮＡ条形码等分子鉴定技术与动植物类中药材的鉴定
张国林，邢以文，薛满

苏州市药品检验检测研究中心，江苏　苏州　２１５０００

［摘要］　中药材鉴定是控制中药质量、确保用药安全与效果的首要环节。ＤＮＡ分子鉴定是从基因层面上进行
中药材鉴别的手段，准确率高。ＤＮＡ分子鉴定包括电泳技术、免疫技术、随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）、限制性内
切酶片段长度多态性（ＲＦＬＰ）、扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）、简单重复序列（ＩＳＳＲ）及 ＤＮＡ条形码等，以 ＤＮＡ条形
码应用最为广泛。ＤＮＡ条形码是基因组中相对较短的、可用于物种鉴定的特异性基因片段。植物类中药材的条形码
多选用核基因和叶绿体基因ＤＮＡ片段，如叶绿体ｐｓｂＡｔｒｎＨ基因、内转录间隔区（ＩＴＳ）、叶绿体核酮糖１，５二磷酸
羧化酶大亚基（ｒｂｃＬ）和ＲＮＡ转录体Ⅱ型内含子剪切酶基因（ｍａｔＫ）等；动物类中药材的条形码多来自核基因和线粒
体基因ＤＮＡ，主要有线粒体细胞色素Ｃ氧化酶亚基１（ＣＯⅠ）、核糖体ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）和线粒体细胞色素ｂ基因（ＣｙｔＢ）
等。综述动植物类中药材ＤＮＡ分子标记与鉴定技术应用进展，并探讨 ＤＮＡ条形码在药用动植物类中药材鉴定中存
在的局限性及发展前景，为中药质量控制提供参考。
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由于中药材种类繁多、来源复杂及市场利益的驱

使，中药材品种混淆、掺伪现象时有发生。因此，控

制中药材质量对中医药的发展和人民用药安全具有重

要价值。中药材鉴定是中药质量控制的首要环节。传

统的中药材鉴定主要基于来源、性状（形状、大小、

颜色、表面特征、质地、断面特征、气味、水试和火

试等）、显微和理化分析４种手段。传统鉴定手段在
中药材鉴定中发挥了重要的作用，但这些方法容易受

到药材产地环境、生物学遗传因素、加工和炮制方法

等的影响，而导致重复性和稳定性较差。ＤＮＡ分子标
记技术在中药鉴定领域的应用使得从基因层面上进行中

药材鉴定成为现实，且具有准确率高，不易受发育阶

段、组织部位和样品形态及外界环境因素影响等优点。

本文综述中药材ＤＮＡ分子标记与鉴定技术研究进展，
并分析ＤＮＡ条形码在药用动植物类中药材鉴定中的应
用，为中药材质量控制研究和应用提供参考。

１　电泳技术和免疫技术与中药材鉴定

动植物中药材中含有大量的多肽和蛋白质、酶、

生物碱及有机酸等。电泳鉴别的原理是由于上述成

分的电荷数和相对分子质量不同而在电场中表现为

不同的电泳方向、速度。同工酶聚丙烯酰胺凝胶电

泳已成为中药材鉴定和亲缘关系分析的常用手段。

在对海蛇晒干制品进行酯酶同工酶染色分析时证实，

６种海蛇干品的中段腹部肌肉组织处理后进行非变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳，发现采用酯酶同工酶方法

可以有效地鉴定不同种类的海蛇干品［１］。驴皮、鹿

角和龟甲等基原动物药用部位含有丰富的蛋白质，

经加工后蛋白质会呈现弥散分布，但３种胶类中药
的蛋白相对分子质量不同，而采用十二烷基磺酸钠
聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳及双向凝胶电泳
（２ＤＥ）蛋白谱分析可以有效鉴别３种胶类成分［２］。

免疫鉴定法主要通过以中药材中特有的蛋白质

为抗原制备特异性的抗体，并通过抗原抗体的免疫
反应来进行中药材鉴定。免疫技术目前多用于动物

类中药材，尤其是亲缘关系比较近的中药材的鉴

定［３４］。但近些年来关于免疫技术与中药材鉴定的

研究报道较少。

２　随机扩增多态性 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）、限制性内切酶
片段长度多态性（ＲＦＬＰ）和扩增片段长度多态性
（ＡＦＬＰ）与中药材鉴定

ＲＡＰＤ是以人工合成的随机多态核苷酸序列为

引物，以基因组 ＤＮＡ为模板，通过 ＤＮＡ聚合酶进
行扩增，实现对整个未知序列的基因组的多态性的分

析。ＲＡＰＤ在中药材的鉴定方面得到越来越广泛的应
用［５］。徐苏丽［６］以Ｓ３和Ｓ１２２种引物采用ＲＡＰＤ标记
法对中药多花黄精和长梗黄精进行分析，发现聚合酶

链式反应（ＰＣＲ）扩增产生的多态性谱带能有效对２种
中药材进行鉴定。同时，李敏等［７］通过回收ＲＡＰＤ扩
增筛选到的川麦冬分子标记ＣＭ５０３基因建立了川冬的
ＰＣＲ鉴定方法。另外，ＲＡＰＤ技术在蛇类中药饮片分
子鉴定方面也有广泛的应用，对乌梢蛇、赤链蛇、金

环蛇、赤练游蛇、灰鼠蛇、金钱白花蛇及其混伪品能

进行有效鉴定［８］。

ＲＦＬＰ是通过对限制性内切酶酶切后的产物进行
电泳分离，分析限制性片段长度的差异性，进而分

析物种间基因型的差异性，达到鉴定鉴别的目的［９］。

ＲＦＬＰ是应用最广泛的中药材鉴定的分子生物学方法
之一。朱晓燕等［１０］采用 ＰＣＲＲＦＬＰ法对白茅根样品
的植物通用 ＤＮＡ条形码内转录间隔区（ＩＴＳ）１、
ＩＴＳ２、ｐｓｂＡｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ和 ｍａｔＫ的序列进行比较，发
现ＩＴＳ１和ＩＴＳ２序列可作为不同性状白茅根鉴别的
ＤＮＡ条形码，且ＩＴＳ２序列上ＨｐｙＣＨ４Ⅲ限制性内切
酶识别位点可作为不同性状白茅根的 ＰＣＲＰＦＬＰ鉴
别位点。已有的证据显示，西洋参与人参 ＤＮＡ的
ＩＴＳ具有不同的限制性内切酶位点，西洋参 ＩＴＳ经
ＨｉｎｆⅠ酶切后产生８０、４２ｂｐ２条片段，而人参经酶
切后仍为单一片段，提示 ＲＦＬＰ可用于西洋参与人
参的鉴定［１１］。对聚合酶链式反应扩增后产物采用

ＡｌｕⅠ酶限制性酶切，正品紫草能被限制性内切酶酶
切为２条条带而非 《中华人民共和国药典》（以下

简称 《中国药典》）２０１５年版品不能被酶切，提示
ＰＣＲＲＦＬＰ可鉴别紫草正品与非 《中国药典》２０１５
年版品，且研究发现，市场流通大量紫草非 《中国

药典》２０１５年版收载的新疆紫草 Ａｒｎｅｂｉａｅｕｃｈｒｏｍａ
（Ｒｏｙｌｅ）Ｊｏｈｎｓｔ和内蒙紫草ＡｇｕｔｔａｔａＢｕｎｇｅ［１２］。

ＡＦＬＰ是通过扩增双酶切后的基因组ＤＮＡ片段，
并根据扩增片段的长度多态性进行鉴定的方法。

ＡＦＬＰ分析对石斛、党参等种质资源遗传多样性研究
和党参原产地分析及引种指导方面具有重要的价值。

采用ＡＦＬＰ法对５０份云南优异的红花种质资源材料
进行多态性分析时证实，云南红花群体遗传分化和

遗传多样性较为复杂，遗传变异主要在群体间发生，

ＡＦＬＰ标记技术能有效地揭示红花种质资源的遗传多
样性［１３］。采用 ＡＦＬＰ分子标记与高效液相色谱法
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（ＨＰＬＣ）指纹图谱技术分析多个种群和居群的党参的
遗传多样性，可有效指导原产地分析和引种策

略［１４］。同时，简单重复序列（ＩＳＳＲ）结合 ＡＦＬＰ标记
技术能有效地对不同石斛种质资源进行鉴别，反映

种质资源间的亲缘关系，提示两者结合可用于石斛

资源的遗传多样性研究［１５］。另外，利用 ＡＦＬＰ标记
对贵州及周边的薏苡种质进行遗传多样性和聚类分

析发现，６对ＡＦＬＰ引物扩增出８３０条清晰条带，而
多态性条带达７４２条，提示薏苡种质交流频繁，遗
传基础狭窄，遗传多样性低［１６］。

３　ＩＳＳＲ与中药材鉴定

ＩＳＳＲ也称为微卫星序列标记，同一物种不同位
点或同一位点不同等位基因间由于突变会存在较大

的差异性，可用于中药材鉴定。牛樟树腐朽内壁寄

生的牛樟芝是珍贵的药用真菌。采用ＩＳＳＲ和相关序
列扩增多态性（ＳＲＡＰ）分子标记技术对福建省引种的
牛樟种质分析发现，１０个 ＩＳＳＲ引物组合共扩增出
２３７个条带，其中多态性条带占比８８６％，即 ＩＳＳＲ
结合ＳＲＡＰ分子标记技术可用于牛樟种质的鉴别［１７］。

目标起始密码子多态性（ＳＣｏＴ）标记结合 ＩＳＳＲ标记
能稳定、快速、准确地进行射干和川射干药材的分

子鉴定，而ＩＳＳＲ标记可对射干及其混伪品进行分子
鉴定［１８］。在分析 ＩＳＳＲ分子鉴定技术鉴别茶枝柑及
其近缘种的研究中也证实，在多条ＩＳＳＲ通用引物中
筛选出的１０条适合茶枝柑及近缘种的引物，可用于
茶枝柑及近缘种的遗传多态性分析，即ＩＳＳＲ也可作
为茶枝柑及其近缘种的分子鉴别手段［１９］。另外，采

用１１条多态性引物进行 ＩＳＳＲ分析能有效对多花黄
精与长梗黄精进行鉴别和遗传多样性分析［１９］。

４　ＤＮＡ条形码在动植物类中药材鉴定中的应用

４１　ＤＮＡ条形码及其用于中药鉴定的流程

ＤＮＡ条形码是由加拿大科学家ＰａｕｌＨｅｂｅｒｔ最早
提出的，指一段相对保守的较短的序列片段。ＤＮＡ
条形码既有种属的保守性，又有近缘物种的特异性，

且不会受物种不同时期生长状态的影响［２０２１］。除了

核基因条形码序列外，动物线粒体细胞色素 Ｃ氧化
酶亚基１（ＣＯⅠ）、细胞色素 ｂ基因（ＣｙｔＢ）序列条形
码［２２２３］、植物类中药材线粒体 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列条形
码［２４］在中药材鉴定中有着广泛的应用。

ＤＮＡ条形码用于中药鉴定的主要流程为材料预

处理（防止中药材降解或有毒物质产生）→ＤＮＡ提
取→特异性片段的扩增→扩增产物的序列分析→序
列与药材ＤＮＡ条形码数据库（ＭＭＤＢＤ）、中国医学
科学院药用植物研究所中药ＤＮＡ条形码数据库等标
准数据库比对确认最接近物种→构建系统发育树。

４２　ＤＮＡ条形码与植物类中药材的鉴定

４２１　叶绿体 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列与植物类药材的鉴
定　ｐｓｂＡ基因编码光合系统Ⅱ反应中心的 Ｄ１蛋白，
ｔｒｎＨ基因编码 ｔＲＮＡ组氨酸。ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列位于
ｐｓｂＡ基因与ｔｒｎＨ之间，是被子植物叶绿体基因组中
变异位点最多的序列之一［２４２５］。ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列具有
较好的植物种间鉴别作用。利用 ｐｓｂＡｔｒｎＨ条形码结
合ｔｒｎＬＦ条形码２个ＤＮＡ序列数据实现了黑胡麻和
多叶胡麻的鉴别［２６］。万如等［２７］采用 ｐｓｂＡｔｒｎＨ基因
作为条形码对２１份枸杞属植物材料进行鉴定，通过
构建的系统发育树将航天诱变种与普通栽培种分成

了两大分支。何首乌具有明显的遗传变异特性，张

宏意等［２８］发现，ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列分析可从分子水平上
对德庆道地种源何首乌和其他种源何首乌进行有效

鉴定和区分。研究也证实，ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列作为 ＤＮＡ
条形码能区分较近亲缘关系的穿龙薯蓣与毛胶薯蓣，

也能鉴别穿龙薯蓣和其他薯蓣属植物［２９］。ｐｓｂＡｔｒｎＨ
条形码序列与其他序列组合能增强部分植物类药材鉴

定的时效性和准确性［３０３１］。将ｐｓｂＡｔｒｎＨ＋ｍａｔＫ＋ｔｒｎＬ
序列组合作为ＤＮＡ条形码可对野菊和药用菊快速有
效地鉴定［３２］。太子参丰抗 １号和黔太子参 １号的
ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列相似度为９８５％，而采用以 ｐｓｂＡｔｒｎＨ
序列为主、ＩＴＳ２序列为辅的ＤＮＡ条形码技术可有效
对２种人工选育太子参品种进行鉴别［３３］。同时，以核

基因ＩＴＳ序列为主、ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列为辅可以准确分析
巴戟天地理分布与遗传结构的相关性［３４］。

４２２　ＩＴＳ序列与植物类药材的鉴定　ＩＴＳ序列为
ｒＲＮＡ内部转录间隔区序列，属于核基因序列，具有
进化的保守型和种属的特异性。ＩＴＳ序列除了用于微
生物的鉴定分型外［３５］，也可用于中药材的鉴

定［３６３７］。在利用 ＩＴＳ２条形码鉴定北沙参样品时证
实，１２份样品中有北沙参１０份，川明参和祁木香各
１份，即ＩＴＳ２条形码可用于北沙参鉴定的ＤＮＡ条形
码［３８］。除了种属的鉴定外，还可以利用 ＩＴＳ条形码
序列进行特色植物资源的调查［３９］。透骨草具有活血

止痛、祛风除湿的药理活性，是中医外科的常用药。

由于透骨草基原复杂、同名异物较为普遍，故对其
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从分子水平上进行鉴定有利于质量控制和临床应用。

经ＰＣＲ扩增和产物双向测序ＩＴＳ２条形码能准确、高
效地鉴定东北透骨草及其混伪品［４０］。虽然一种药用

植物可采用多种ＤＮＡ条形码进行鉴定，但不同条形
码在鉴定能力方面存在较大的差异性。海南大戟科

植物具有清热解毒、清淤散结的药理活性，采用

ＩＴＳ、ｐｓｂＡｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ及ｍａｔＫ等序列条形码都可对海
南大戟科植物进行鉴定，但 ＩＴＳ２序列条形码变异系
数和信息位点系数最大，对大戟科植物的鉴别能力

最强［４１］。唇形科药用植物具有清热解毒、活血抗菌、

抗癌消炎的药理活性，但该科植物形态变异大，单纯

依靠经典的鉴定方法存在较大的局限性。证据显示，

ｍａｔＫ序列条形码对唇形科植物的识别率高，而 ＩＴＳ２
序列条形码对唇形科植物的鉴定能力强，通过ＩＴＳ序
列和ｍａｔＫ序列相结合可以对唇形科植物快速、准确
鉴别，并能有效阐明物种间的亲缘关系［４２］。在评价

ＩＴＳ２序列对川贝母及其近缘物种亲缘关系时证实，
ＩＴＳ２序列能够将贝母区分为以平贝母和伊犁贝母为代
表的北方贝母群和以浙贝母、川贝母为代表的南方贝

母群［４３］。ＩＴＳ条形码与其他条形码的组合应用可以提
高植物类中药材鉴定、鉴别的准确性。在比较多种

ＤＮＡ条形码鉴别沉香属物种效果时证实，不同条形码
的鉴定效果强弱依次为ｍａｔＫ＞ＩＴＳ２＞ｒｂｃＬ＞ｔｒｎＨｐｓｂＡ，
而为准确鉴别沉香属不同物种可采用 ｍａｔＫ＋ＩＴＳ２＋
ｒｂｃＬ序列的组合［４４］。

４２３　ｒｂｃＬ条形码与植物类中药材鉴定　核酮糖
１，５二磷酸羧化酶大亚基属于叶绿体基因序列，具
有丰富的序列变异信息，能够作为中药材鉴定的

ＤＮＡ条形码［４５４６］。ｒｂｃＬ作为陆地植物通用的ＤＮＡ条
形码，单独或与其他多基因片段组合可用于植物种

群的鉴定、分类和遗传多样性研究［４７］。叶绿体基因

ｒｂｃＬ在不同种间和产地的浙贝母中序列高度保
守［４８］。阳春砂为 “四大南药”之一砂仁的主流品

种，对湿浊中阻、呕吐泄泻效果好，但由于自然结

实率低导致市场上出现较多的混淆品。阳春砂与其

混淆品长柄豆蔻、白豆蔻、九翅豆蔻和云南豆蔻的

ｒｂｃＬ条形码序列存在 １０处碱基的差异，通过分析
ｒｂｃＬ条形码序列可有效区分阳春砂及其混淆品
种［４９］。ｒｂｃＬ条形码也可与其他条形码结合使用，进
一步提高鉴定的准确度和效率，尤其是对于种内变

异明显的品种。关苍术种内变异较大导致单一 ＩＴＳ
条形码无法进行有效鉴定，而ａｔｐＢ序列和 ｒｂｃＬ序列
的组合可以有效解决种内变异的问题［５０］。组合了

ｒｂｃＬ序列、ＩＴＳ序列和 ｔｒｎＳＧ序列的 ＤＮＡ条形码能
对西藏地区红景天属的长鞭红景天、大花红景天和

圣地红景天有效鉴定［５１］。另外，ｒｂｃＬ序列对贵州苗
药头花蓼［５２］和山慈菇［５３］鉴定和遗传研究均有重要

的参考价值。

４２４　ｍａｔＫ条形码与植物类中药材鉴定　ｍａｔＫ序
列是叶绿体ｔｒｎＫ基因内含子的一个开放阅读框，具
有进化速率快、序列变化大的特点，能够在种属水

平上提供较多的进化和系统发育信息，适于中药材

类的分子鉴定。野菊和药用菊的干燥头状花序均可

用药，但功效有所不同：野菊用于解毒消痈，药用

菊对清热疏风效果好。陈芙蓉等［３２］将 ｍａｔＫ序列条
形码联合 ｐｓｂＡｔｒｎＨ和 ｔｒｎＬ序列组合作为 ＤＮＡ条形
码，实现了分子水平上对野菊和药用菊的准确鉴别。

姜科植物具有益脾胃、理元气的药理活性，且不同

姜科种间 ｍａｔＫ序列均存在明显差异，利用 ｍａｔＫ序
列条形码可对姜科植物进行有效地分类鉴定［５４］。基

于ｍａｔＫ序列条形码构建的 ＮＪ聚类树能对白头翁及
其常见伪品有效鉴定［５５］，且 ｍａｔＫ条形码结合 ＩＴＳ１
和ＩＴＳ２基因条形码序列能够实现丽江糙苏和黑花糙
苏及假秦艽在分子水平上的鉴别［５５］。高良姜为 “十

大广药”之一，具有理气止痛、温中散寒的功效，

但长期以来山姜、华山姜等多被混淆为高良姜流通

和使用。通过建立ｍａｔＫ基因条形码的分子鉴定手段
能够有效区分高良姜与同属的混伪品［５５］。积雪草能

清热利湿、解毒消肿，与其混伪品过路黄、连钱草

等的 ｍａｔＫ基因序列存在近百个单核苷酸多态性
（ＳＮＰ）位点，通过ｍａｔＫ序列条形码可准确、高效鉴
定积雪草及其混淆品［５６］。鸡血藤与混伪品及鸡血藤

样品内的ｍａｔＫ基因序列存在较大的Ａ～Ｇ碱基差异
性，而基于ｍａｔＫ基因序列条形码建立的聚类树能准
确地鉴别鸡血藤及其混伪品［５７］。

４３　ＤＮＡ条形码与动物类中药材的鉴定

动物药应用有着悠久的历史，《神农本草经》

中收载了牛黄、龙骨、麝香、龟甲等６７类动物药，
《中国药典》２０１５年版中收录了水牛角、水蛭、乌
梢蛇、石决明和瓦楞子等多种动物类中药材。传统

的动物类中药材的鉴定方法包括感官、性状和显微

鉴别。随着分子生物学技术的发展，采用基于 ＤＮＡ
条形码序列的动物药的分子鉴定应用越来越广泛。

目前用于动物药分子鉴定的ＤＮＡ条形码主要有ＣＯⅠ、
ＩＴＳ、ＣｙｔＢ和ｒＲＮＡ等。
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４３１　ＣＯⅠ条形码与动物药鉴定　ＣＯⅠ基因属于线
粒体ＤＮＡ序列。ＣＯⅠ基因进化速率快，在多种动物
中存在明显的序列变异性，可用于亲缘物种鉴定，

其作为 ＤＮＡ条形码鉴定动物药已被 《中国药典》

２０１５年版所收载［５８］。基于性状鉴别和 ＣＯⅠ、１６Ｓ
ｒＲＮＡ和ＡＴＰ６等ＤＮＡ条形码联用可对鲍氏海马进行
分子鉴定，保障海马药材的质量［５９］。海马药材的药

源紧张，导致市场上海马药材的掺伪现象严重，而

三斑海马的种间变异明显大于种类变异，通过分析

ＣＯⅠ、１６ＳｒＲＮＡ及 ＡＴＰ６条形码序列可有效区分三
斑海马和伪品海马，进而规范海马药材的质量和市场

流通［６０］。哈蟆油为珍稀名贵中药材，但也存在混伪

品多、鉴定困难等技术难题，而通过建立ＣＯⅠ基因条
形码可准确鉴定蛤蟆油，且能区分正品蛤蟆油与青蛙

油、牛蛙油等混伪品［６１］。熊胆粉具有清热、平肝、

明目的药理学活性，对目赤肿痛和咽喉肿痛等效果显

著，但目前熊胆粉的混伪品现象较为严重。许亚春

等［６２］对收集到的熊胆粉采取基于 ＣＯⅠ基因条形码分
析鉴定后发现，黑熊和棕熊的熊胆粉各聚为一支，与

混伪品明显不同。水牛角具有清热、凉血、定惊和解

毒的功效，在 《中国药典》２０１５年版中收载的含有
水牛角或水牛角浓缩粉的中成药达４４种。但目前，
药品市场上存在以牦牛角和其他牲畜角冒充水牛角销

售的现象。采用 ＣＯⅠ序列的 ＤＮＡ条形码技术对１５５
份市售宣称水牛角的样品分析发现，牦牛角为水牛角

主要的伪品来源，采用ＣＯⅠ序列条形码可鉴定水牛角
及其易混伪品［６３］。应用 ＣＯⅠ序列条形码对不同地区
的蟾皮药材、基原动物和混伪品鉴定，发现蟾皮药材

和混伪品属于不同分支，即ＣＯⅠ序列条形码能够准确
鉴别中药材蟾皮［６４］。

４３２　ＣｙｔＢ条形码与动物药鉴定　ＣｙｔＢ属于线粒
体基因，编码以铁卟啉为辅基的色蛋白，进化速度

适中，是种内和种间遗传分析的重要标记物。根据

动物线粒体 ＣｙｔＢ基因的差异性位点设计的 ＣｙｔＢ条
形码可用于动物制品及药材的鉴定。李盈诺等［６５］给

ＣｙｔＢ条形码开发了一种多重ＰＣＲ体系，可快速、灵
敏、高通量地对掺假的动物来源成分进行鉴定。林

蛙油具有补肾益精、养阴润肺的功效，属名贵中药

材，但市场上存在牛蛙油、青蛙油等假冒林蛙油的

现象。通过 ＰＣＲ扩增 ＣｙｔＢ基因并进行测序，证实
ＣｙｔＢ序列条形码可作为林蛙油类药材鉴定的分子标
记［６６］。ＣｙｔＢ条形码鉴别蛇胆汁及其伪品的效果明显
优于ＣＯⅠ条形码和１６ＳｒＲＮＡ条形码，且重复性和

准确度高，利于蛇胆汁的质量控制［６７］。根据梅花

鹿、马鹿与猪、牛、羊和鸭等的 ＣｙｔＢ基因序列的差
异性建立的 ＰＣＲＲＦＬＰ方法可鉴别鹿血及相关伪
品［６８］。ＣｙｔＢ序列条形码均能对穿山甲正、伪品进行
鉴定和聚类分析，有效提高穿山甲中药材质量控制

的水平［６９］。ＣｙｔＢ条形码可鉴别出燕窝的种及亚种，
快速、准确鉴别出燕窝基原，对混伪品进行准确区

分［７０］。线粒体 ＣｙｔＢ基因条形码也可对地鳖虫（地
鳖、冀地鳖）及其混伪品炮制药材进行分子水平的鉴

定和区分［７１］。

４３３　ｒＲＮＡ条形码与动物药鉴定　ｒＲＮＡ为细胞内
含量最高的ＲＮＡ，主要作用为在 ｍＲＮＡ指导下将氨
基酸合成蛋白质。较多的证据显示，ｒＲＮＡ序列条形
码可用于动物类药材的鉴定。参照１２ＳｒＲＮＡ基因序
列设计扩增引物能特异性扩增乌贼ＤＮＡ序列，该序
列条形码结合现有的ＤＮＡ条形码提高了乌贼鉴定的
准确度［７２］。基于ＣＯⅠ和２８ＳｒＲＮＡ可进行牡蛎种类
多样性及其分布特征的研究。采用２种条形码结合
分析发现，纳入研究的２３２个牡蛎样品可分为３属、
１０种［７３］。结合分析 ＣＯⅠ、１６ＳｒＲＮＡ和 １２ＳｒＲＮＡ
３种微型条形码可鉴别中华穿山甲与其易混物种，
提示基于１６ＳｒＲＮＡ的微型条形码技术可有效鉴别中
华穿山甲及其混伪品［７４］。部分动物类中药材可通过

多种条形码进行鉴定和鉴别，但不同条形码鉴别的准

确性和灵敏性存在差异。分析不同的 ＤＮＡ条形码鉴
别帘蛤目贝类发现，不同的条形码都能在一定程度上

完成鉴定，但ＣＯⅠ条形码能够鉴定５７１％物种，１８Ｓ
ｒＲＮＡ能鉴定 １６７％的物种而 １６ＳｒＲＮＡ能够鉴定
６０９％的物种［７５］。对比ＣＯⅠ、１６ＳｒＲＮＡ和ＣＲ３种
ＤＮＡ种线粒体基因条形码发现至少１６ＳｒＲＮＡ基因
应可作为脊椎动物标准条码标记［７６］。

５　ＤＮＡ条形码鉴定中药材存在的问题及应用前景

５１　ＤＮＡ扩增条件的探索

ＤＮＡ条形码鉴定中药材首要步骤为ＤＮＡ的提取
及扩增。ＤＮＡ提取的质量直接决定后期分析的准确
性。但对于使用部位为骨骼类、贝壳类、角甲类和

皮膜类及分泌物等的中药材，通常存在ＤＮＡ含量低
或降解严重的情况。针对此类中药材，采用 ＤＮＡ条
形码鉴定时应探索提高ＤＮＡ提取效率的方法，防止
假阴性结果的出现。

５２　微条形码的应用

微条形码是利用标准条形码的一部分基因序列
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进行物种鉴定的 ＤＮＡ序列。对于 ＤＮＡ降解严重的
中药材或者保存年代久远的样本，宜探索ＤＮＡ微条
形码鉴定手段，以避免ＤＮＡ降解而无法扩增造成的
假阴性。微条形码序列短、引物通用性强，能够快

捷、简便地对物种进行鉴定。与传统ＤＮＡ条形码相
比，微条形码更容易从发生降解的样本中获得。

５３　复合条形码（宏条形码）

复合条形码是利用高通量测序技术对环境样本

中的所有基因涉及到的条形码序列同时分析、鉴定

多个物种的手段。复合条形码极大地扩展了物种多

样性的研究范围，对鉴别中药方剂中多种动物药和

植物药成分具有积极的价值。

５４　ＤＮＡ条形码数据库及多种条形码的组合应用

条形码数据库是动植物类中药材鉴定的重要依

据。目前，国内外已经构建了ＤＮＡ条形码的关键性
数据库，如ＭＭＤＢＤ和中国医学科学院药用植物研
究所建立的中药ＤＮＡ条形码数据库，且目前，《中
国药典》２０１５年版和欧美主流药典收载的大多数药
材均已完成ＤＮＡ条形码鉴定研究：基于ＩＴＳ２＋ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ２个位点的结合，初步建立了中药ＤＮＡ条形码编
码系统。该中药ＤＮＡ条形码编码系统共有７８８４７个
序列，隶属于２３２６２个种，其中９５％以上为中国、日
本、韩国、印度、美国及欧洲等国家药典中的药

材［７７］。但应当指出的是，中药材通常有不同来源、

加工手段和储存条件，采用单一的条形码鉴定手

段通常无法实现有效的鉴定。同时，中药材中容

易带有细菌、真菌和寄生虫等，容易在 ＤＮＡ提取
和 ＰＣＲ扩增过程中造成污染，最终影响鉴定的准
确性。而组合多种条形码进行中药材的鉴定可以

有效提高鉴定的准确性。动植物的基原鉴定是中

药标准制定的重要参考，也是保证临床用药安全

的前提和基础。ＤＮＡ条形码技术能够从分子水平
上对道地药材及其混伪品进行有效鉴定，且具有

较高的准确性和时效性。在以后的工作中应进一

步扩大 ＤＮＡ条形码的覆盖范围，并增强微条形码
和多种条形码组合的应用范围，更好地推进为中

药材鉴定和产业化发展。
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［５７］　黄琼林，马新业，詹若挺，等．鸡血藤及其混伪品 ｍａｔＫ
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２９（８）：１９６８１９７０．

［５９］　孙思雅，来梦茹，方昀，等．基于性状鉴别与 ＤＮＡ条形
码联用的鲍氏海马生药学研究［Ｊ］．中国药学杂志，
２０１９，５４（２４）：２０４７２０５４．

［６０］　陈梦，朱玲燕，黄真，等．三斑海马及其混伪品的ＤＮＡ条
形码分子鉴定研究［Ｊ］．中草药，２０１９，５０（２２）：５５５４５５６２．

［６１］　石林春，刘金欣，唐先明，等．哈蟆油基原考证及 ＤＮＡ
条形码物种鉴定研究［Ｊ］．中国科学：生命科学，２０１９，
４９（８）：１０３２１０４０．

［６２］　许亚春，熊超，姜春丽，等．ＤＮＡ条形码技术在动物类

药材熊胆粉及其混伪品鉴定中的应用［Ｊ］．中国中药杂
志，２０１８，４３（４）：６４５６５０．

［６３］　刘旭朝，周丽思，刘金欣，等．基于 ＣＯⅠ序列的水牛角
及其易混伪品 ＤＮＡ条形码鉴定研究［Ｊ］．药学学报，
２０１７，５２（３）：４９４４９９．

［６４］　樊佳佳，宋明，宋驰，等．中药材蟾皮及其混伪品的ＤＮＡ
条形码鉴定研究［Ｊ］．中国药学杂志，２０１５，５０（１５）：
１２９２１２９６．

［６５］　李盈诺，王艳双，苑广信，等．多重位点特异性 ＰＣＲ快
速检测牛肉中常见掺假动物源性成分［Ｊ］．食品工业科
技，２０１９，４０（２４）：８２８７．

［６６］　董瑶，钱元梅，宋曼，等．利用线粒体 ＤＮＡ上的 ＣｙｔＢ鉴
定林蛙及林蛙油［Ｊ］．吉林化工学院学报，２０１９，３６（１）：
５２５７．

［６７］　吴桂凡，张文娟，程显隆，等．特异性 ＰＣＲ方法鉴别蛇
胆汁及其伪品［Ｊ］．中国中药杂志，２０１８，４３（１０）：
２０５３２０５６．

［６８］　王凤霞，陈媛媛，任贵奇，等．鹿血的 ＰＣＲＲＦＬＰ鉴定研
究［Ｊ］．中草药，２０１８，４９（８）：１９１４１９１８．

［６９］　尹艳，刘逊，王兵，等．中药穿山甲的 ＤＮＡ分子鉴定研
究［Ｊ］．中国中药杂志，２０１７，４２（１１）：２０７８２０８４．

［７０］　王凤云，韩亮，赖小平．３２种不同产地与品种商品燕窝
的ＤＮＡ基源鉴定［Ｊ］．世界科学技术—中医药现代化，
２０１５，１７（９）：１８７６１８８２．

［７１］　李娜，岳蓓蓓，张家贺，等．基于 ＣｙｔＢ基因对药用昆虫
地鳖虫炮制品的分子鉴别研究［Ｊ］．中国药房，２０１５，２６
（３１）：４３５４４３５６．

［７２］　王萍亚，金雨婷，黄朱梁，等．乌贼 ＤＮＡ条形码的筛选
与验证［Ｊ］．食品安全质量检测学报，２０１９，１０（１７）：
５８０９５８１５．

［７３］　王航俊，吕宝强，黄丹，等．基于 ＤＮＡ条形码研究浙江
沿海牡蛎的种类多样性及其分布特征［Ｊ］．应用海洋学
学报，２０１９，３８（３）：３６５３７２．

［７４］　陈宏，王红雨，何铭琪，等．炮山甲及其混伪品的ＤＮＡ微
型条形码鉴定研究［Ｊ］．中药材，２０１９（１０）：２２６８２２７３．

［７５］　吴彪，赵庆，刘寒苗，等．不同 ＤＮＡ条形码基因在帘蛤
目贝类分类鉴定中的比较分析［Ｊ］．中国水产科学，
２０１８，２５（４）：８８０８９０．

［７６］　邓立彬，汤晓丽，邵建明，等．江西 ７种蛇类基于
１６ＳｒＲＮＡ基因的ＤＮＡ条形码构建［Ｊ］．南昌大学学报
（理科版），２０１１，３５（１）：９５１０２．

［７７］　ＣＨＥＮＳ，ＰＡＮＧＸ，ＳＯＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｎａｉｓｓａｎｃｅｉｎｈｅｒｂａｌ
ｍｅｄｉｃｉｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｆｒｏｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｔｏＤＮＡ［Ｊ］．
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＡｄｖ，２０１４，３２（７）：１２３７１２４４．

（收稿日期：２０２００２１６　　编辑：王笑辉）

·８８３·




