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摘　要：市场流通中半边莲容易与通泉草相互混淆，拟基于ｒｂｃＬ序列建立半边莲与通泉草的分子鉴别方法。采

集不同产地的半边莲样品９份，通泉草样品７份，所有受试样品提取总ＤＮＡ。对其叶绿体ＤＮＡ中ｒｂｃＬ片段进

行扩增、测序，用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．１软件进行多重序列比对后，应用 Ｍｅｇ５．０软件构建 ＮＪ系统聚类树进行聚类分

析，根据二组样品间的ＳＮＰ位点设计相互鉴别的特异性引物，建立特异ＰＣＲ鉴别方法，并应用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ

染料法建立对２种中草药进行快速检测的方法。本研究建立了对半边莲与通泉草２种中草药进行分子鉴别的方

法，并建立了荧光快速检测方法。
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　　半边莲ＬｏｂｅｌｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＬｏｕｒ．为桔梗科多年

生小草本植物，全草入药，是常用中药之一。《本

草纲目》载：“生阴湿塍堑边，就地细梗引蔓，节

节而生细叶，秋开小花，淡红紫色，止有半边，如

莲花状。”故称为 “半边莲”，分布较广，主产于福

建、江苏、浙江、安徽、江西、广东与广西等省

区。具有清热解毒，利水消肿等功效，主治毒蛇咬

伤，烧伤，扁桃体炎，阑尾炎，痈肿疗疮，肝硬化

腹水及多种癌症等［１］。全草含有生物碱类，黄酮类

与多炔类等成分［２］，现代药理实验证实具有镇痛消

炎、抗肿瘤、抑制α葡萄糖苷酶、调节内皮细胞

与抗心肌缺血再灌注等方面作用，已被广泛应用于

各种临床实践中，且取得了良好的治疗效果［１，３］。

玄参科植物通泉草 Ｍａｚｕｓｐｕｍｉｌｕｓ同为矮生草

本，生态位宽度较大，在中国分布广泛，适应性

强，资源较丰富，由于与半边莲生长环境相似，且

两者全草有具有相似的形态特征等原因，市场上有

以通泉草的干燥全草冒充半边莲的现象。伪品通泉

草与半边莲的主治功效不一样，不能代替半边莲药

用，药材在市场流通时需要准确相互辨别［４］。目

前，对半边莲的鉴定主要通过性状鉴别、显微鉴别

与理化鉴别等传统生药鉴定方法，而传统生药鉴定

方法比较依赖个人经验，不利于推广。随着分子生

物学的快速发展，ＤＮＡ条形码 （ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ）
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鉴别技术成为中药鉴定有效新工具。其具有通用性

强，稳定性和重复性高，不受被检测对象形态特征

的影响，有统一易于掌握的操作流程和标准，方便

推广等优点［５－６］。长期以来，植物ＤＮＡ条形码多

选用叶绿体上的ＤＮＡ序列片段，其中，ｒｂｃＬ进化

速度相对较慢，遗传变异主要存在种以上水平，而

在物种水平的遗传变异很小，这是因为ｒｂｃＬ在光

呼吸及光合作用中起关键性作用这一重要功能的限

制。ｒｂｃＬ片段序列全长约１３００ｂｐ，具有引物易

比对、易扩增、通用性强等特点，在ＰＣＲ分子鉴

定中可以提供长度差异较明显的扩增片段进行辨

别，因为物种鉴别方便，实际研究中常选取其作为

分子鉴定的ＤＮＡ条形码
［７－８］。本研究拟对来源于

不同居群的半边莲与通泉草的ｒｂｃＬ序列进行聚类

分析，并基于利用ｒｂｃＬ区的ＳＮＰ位点设计引物，

分别利用该引物建立特异扩增２种植物的ＰＣＲ体

系，通过在ＰＣＲ产物中加ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ染料，对

真伪结果进行快速检测。配合 ＤＮＡ 快速提取技

术，大大提高检测的效率，建立半边莲和通泉草药

材快速便捷的鉴定方法。

１　材料与方法

１１　仪器与材料

凝 胶 成 像 分 析 仪 （ＢＩＯＲＡＤ ＣｈｅｍｉＤｏｃ

ＸＲＳ）， 微 量 移 液 器 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），ＰＣＲ 仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，型号５３３２），手持式紫外灯，低温冷

冻离心机 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，型号５８１０Ｒ），电泳系统

（北京市六一仪器厂，型号ＤＹＹ１２）。

ＤＮＡ犜犪狇聚合酶 （Ｔａｋａｒａ公司），ＴＡＥ缓冲

液，Ｇｏｌｄｖｉｅｗ （北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司），

ＣＴＡＢ 提 取 液，１０００ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染 料

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），琼脂糖 （Ｐｒｏｍｅｇａ公司），异

丙醇、无水乙醇、三氯甲烷均为国产分析纯。

研究供试样品由福建中医药大学鉴定和收集，

采自不同产地的半边莲犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊Ｌｏｕｒ．９

份，通泉草犕犪狕狌狊狆狌犿犻犾狌狊７份 （表１）。

１２　方法

１２１　样品基因组ＤＮＡ提取　各干燥样品基因

组ＤＮＡ的提取采用的是本课题组优化的 ＣＴＡＢ

法，所提ＤＮＡ经稀释后作为后续试验检测的ＰＣＲ

模版。

１２２　扩增受试样品的ｒｂｃＬ序列　利用通用引物

ｒｂｃＬＲ与ｒｂｃＬＦ扩增ｒｂｃＬ序列
［５］：总体积２０μＬ，

其中包括引物各０．２μｍｏｌ·Ｌ
－１，犜犪狇酶１Ｕ，

ｄＮＴＰ２０ｎｍｏｌ·Ｌ－１，１０×ｂｕｆｆｅｒ缓冲液２．０μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ补足体积至２０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃

预变性４ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火６０ｓ，

７２℃延伸９０ｓ，３５个循环后７２℃延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ

产物用１．２％的琼脂糖凝胶进行电泳，以Ｇｏｌｄｖｉｅｗ

染色观察。

表１　供试材料

犜犪犫犾犲１　犅犪狊犻犮犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅狀犿犪狋犲狉犻犪犾狋犲狊狋犲犱

编号 物种 原产地

１ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建安溪

２ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建安溪

３ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建安溪

４ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建永春

５ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建永春

６ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建永春

７ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建永春

８ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建德化

９ 犔狅犫犲犾犻犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 福建德化

１０ 犕犪狕狌狊狆狌犿犻犾狌狊 福建安溪

１１ 犕犪狕狌狊狆狌犿犻犾狌狊 福建安溪

１２ 犕犪狕狌狊狆狌犿犻犾狌狊 福建安溪

１３ 犕犪狕狌狊狆狌犿犻犾狌狊 福建安溪

１４ 犕犪狕狌狊狆狌犿犻犾狌狊 福建永春

１５ 犕犪狕狌狊狆狌犿犻犾狌狊 福建永春

１６ 犕犪狕狌狊狆狌犿犻犾狌狊 福建永春

１２３　聚类分析　对１６个受试样品的ｒｂｃＬ序列

进行测序，获得１６条ｒｂｃＬ序列，用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．１

软件进行多重序列比对，利用 ＭＥＧＡ５．０进行邻

接 （ＮＪ）系统聚类树分析。

经测序，获得半边莲与通泉草所有受试样品

ｒｂｃＬ序列，用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．１软件对所获得的序列

进行多重序列比对，进一步应用 Ｍｅｇ５．０软件构

建ＮＪ系统聚类树分析所有受试样品ｒｂｃＬ序列，

分析其相互进化关系 （图１）。ＮＪ系统聚类树结果

显示９个不同来源的半边莲样品单独聚为一类，与

７个不同来源的通泉草样品没有交叉，表明ｒｂｃＬ

序列适用于半边莲与通泉草之间的相互鉴别，可应

用ｒｂｃＬ序列建立半边莲与通泉草的分子鉴别方法。

１２４　引物设计　所得受试样品ｒｂｃＬ 序列用

ＣｌｕｓｔａｌＸ２．１软件对进行多重序列比对，筛选获得

半边莲与通泉草的ＳＮＰ位点，筛选二者之间的特

异鉴别位点，设计半边莲的鉴别引物ＬｃＦ，通泉草

的鉴别引物 ＭｐＦ，两者均能够与共同反向引物

ＬｍＲ分别构建特异ＰＣＲ，所构建的ＰＣＲ鉴别体系

中，半边莲样品则可产生９６９ｂｐ的ＰＣＲ扩增片
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图１　基于 ＮＪ法构建ｒｂｃＬ序列的半边莲与通泉草的系

统聚类树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狊狅犳犔．犮犺犻狀犲狀狊犻狊犪狀犱犕．狆狌犿犻犾狌狊

犫犪狊犲犱狅狀犖犑犿犲狋犺狅犱

段，而通泉草样品则可产生５０１ｂｐ的ＰＣＲ扩增片

段。根据ＰＣＲ扩增片段的大小则可进行样品的鉴

别，引物设计位置及引物序列见图２及表２。

图２　半边莲与通泉草鉴别方法

犉犻犵．２　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀犫犲狋狑犲犲狀犔．

犮犺犻狀犲狀狊犻狊犪狀犱犕．狆狌犿犻犾狌狊

表２　供试引物

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犪狆狆犾犻犲犱

名称 序列（５′３′）

ｒｂｃＬＦ ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＲＡＣＴＡＡＡＧＣ

ｒｂｃＬＲ ＧＴＡＴＣＣＡＴＴＧＣＧＧＣＡＡＡＣＴＣ

ＬｃＦ ＣＣＧＧＡＧＡＡＧＡＡＡＡＴＣＡＡＴＴＴＡＴＴＧＣ

ＭｐＦ ＧＣＧＡＡＧＡＡＡＴＧＡＴＧＡＡＡＡＧＡＧＧＴＡＴ

ＬｍＲ ＣＡＴＴＴＣＣＣＣＡＣＧＧＡＴＧＴＣＣＴＡＡ

１２５　特异性ＰＣＲ鉴别受试半边莲与通泉草样品

　利用所设计的可鉴别半边莲与通泉草的特异性引

物ＬｃＦ、ＭｐＦ分别与共用反向引物ＬｍＲ构建２个

ＰＣＲ体系，反应体系同上，通过梯度退火温度试

验 （５０．０、５０．５、５１．６、５３．２、５５．１、５６．７、

５７．６、５８．０℃），以考查不同的退火温度对ＰＣＲ扩

增体系的扩增效果影响。加２μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ染

料到２０μＬ的ＰＣＲ产物中，３６５ｎｍ紫外波长检测

荧光，以此建立简便快速鉴别方法。

２　结果与分析

２１　特异性ＰＣＲ快速鉴别受试半边莲与通泉草

样品

利用半边莲与通泉草的共同的反向引物ＬｍＲ

分别与两植物的特异性鉴别引物ＬｃＦ、ＭｐＦ构建

ＰＣＲ反应体系，通过退火温度梯度的设计，综合

不同退火温度的ＰＣＲ扩增效果，结果表明，在退

火温度５１．６～５８．０℃条件下，这２个反应体系均

能扩增出半边莲９６９ｂｐ的特征鉴别条带，通泉草

６０１ｂｐ的特征鉴别条带。

以退火５３℃，应用以上建立的 ＰＣＲ反应体

系，分别对受试所有半边莲与通泉草样品进行检

测，受试９个半边莲样品，７个通泉草样品相应特

征阳性条带都能够检测到 （图３、４），但没有扩增

到相对应的阴性样品条带。结果表明该ＰＣＲ体系

具备特异性，能够用于半边莲与通泉草的鉴别。

图３　特异性ＰＣＲ鉴别半边莲与通泉草凝胶电泳与荧光

检测

犉犻犵．３　犌犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犪狀犱犳犾狅狉犲狊犮犲狀犮犲犱犻犪犵狉犪犿狊狅狀犘犆犚

犪犿狆犾犻犳犻犲犱犿犪狉犽犲狉狊狅犳犔．犮犺犻狀犲狀狊犻狊犪狀犱犕．狆狌犿犻犾狌狊

注：①Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｋｅｒ，１～９为来源不同产地的半边

莲样品，１０～１６为不同产地的通泉草样品；

②电泳图上方为荧光检测图，图４同。

图４　特异性ＰＣＲ鉴别通泉草与半边莲凝胶电泳与荧光

检测

犉犻犵．４　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犔．犮犺犻狀犲狀狊犻狊犪狀犱犕．狆狌犿犻犾狌狊

注：Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｋｅｒ，１～７为来源不同产地的通泉草

样品，８～１６为不同产地的半边莲样品。

２２　特异性ＰＣＲ快速鉴别的快捷检测方法

为了建立更加快捷简便的检测方法，在２０μＬ
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ＰＣＲ产物中加入２μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ染料，３６５

ｎｍ紫外波长检测荧光，结果显示所建立的２个

ＰＣＲ鉴别体系，受试样品均能检测到荧光，而阴

性样品均不能检测到荧光 （图３、４）。表明该方法

可用于快捷鉴别受试样品。

３　讨论与结论

ＤＮＡ条形码是近年来生物分类和鉴定的研究

热点，其通过一段通用ＤＮＡ片段的比较，对物种

进行准确、快速的识别鉴定。在中药鉴定领域，

ＤＮＡ分子标记可以弥补和克服传统鉴定方法的一

些问题与缺点，为中药鉴定提供了一个强大的工

具，应用该方法鉴定中药原植物及其药材和饮片，

取得了快速发展，大大加快了中药鉴定标准化的进

程。在中药基源的鉴定中引入条形码ＳＮＰ位点的

特异性ＰＣＲ方法，能够为解决药材识别提供快速

有效的分子手段，有利于解决日益扩大的中药材国

内与国际贸易中需要准确快速鉴定药用植物及其混

伪品的问题［５，９］。因此，本研究基于已有的研究已

经充分表明ｒｂｃＬ在种水平具有显著的分子鉴定能

力［７－８］，及具有引物通用性强、易扩增、易比对等

特点，选择其作为鉴别ＤＮＡ条形码。本研究重点

在于建立半边莲与通泉草样品相互鉴别的ＰＣＲ快

速鉴别方法，可在市场流通中快速对其相应的干品

进行初步的分子鉴别。

该方法的关键在于特异鉴别引物的设计，其难

易程度在于可用于鉴别的ＳＮＰ位点的多寡，本课

题组在研究中发现应用连续２～３个ＳＮＰ位点用于

特异鉴别，可提高特异鉴别ＰＣＲ的稳定性与重复

性［１０－１１］。另外，由于特定样品中叶绿体 ＤＮＡ比

核ＤＮＡ具有更多的拷贝数，基于核ＤＮＡ的分子

鉴别方法比较容易受到ＤＮＡ降解的影响，应用来

源于叶绿体ＤＮＡ的条形码进行分子鉴别更适于干

燥的中药材的分子鉴别［１０］。经典ＰＣＲ检测方法，

需经制胶，凝胶，电泳与成像等多个步骤才能完成

检测，比较繁琐，最近文献报道崔占虎、蒋超与陈

康等在ＰＣＲ产物中加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ染料法进行

快速荧光检测，能够快速识别样品的阳性和阴性结

果，大大提高了检测速度，该方法为本研究建立快

速简便的检测体系提供了借鉴［１２－１４］。在本课题组

的研究中，２０μＬＰＣＲ体系中２０ｎｇ模板ＤＮＡ就

能够检测到阳性条带，表明特异性ＰＣＲ方法检测

灵敏高，而且实验重复性好［１５－１６］，可用于半边莲

与通泉草植物及其药材快速简便鉴别，为今后有关

这两种药材的相互鉴别提供思路。由于半边莲与通

泉草功效和主治均不同，本技术也能为防止药材混

用误用提供依据，具有实际应用价值。
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