
第44卷第7期         西
 

南
 

大
 

学
 

学
 

报
 

(自然科学版)           2022年7月

Vol.44 No.7 Journal
 

of
 

Southwest
 

University
 

(Natural
 

Science
 

Edition) Jul. 2022

DOI:
 

10.13718/j.cnki.xdzk.2022.07.007

人参实时荧光定量PCR鉴定方法的建立

周林1,2, 孙涛1,2, 滕少娜1,2, 陈亭旭1,2,
何玲1,2, 刘静远3, 付海滨4, 孔德英1,2

1.
 

重庆海关技术中心,
 

重庆
 

400020;
 

2.
 

国家中药材物种鉴定及质量安全检测重点实验室,
 

重庆
 

400020;

3.
 

上海海关动植物与食品检验检疫技术中心,
 

上海
 

200135;
 

4.
 

沈阳海关技术中心,
 

沈阳
 

110016

摘要:根据人参和人参属其他物种的18S
 

rRNA 基因序列差异设计特异引物和探针,
 

建立人参TaqMan实时荧光

PCR鉴定方法.
 

应用该方法测试58个样品,
 

包括30个不同来源的人参样品、
 

15个其他人参属样品以及13个形态

近似样品.
 

结果表明:
 

所有供试的人参样品均表现为阳性扩增,
 

非人参及空白对照均未出现阳性扩增.
 

灵敏度检测

结果显示:
 

此实时荧光PCR方法的最低检测限为0.03
 

pg/μL反应.
 

此方法可快速、
 

准确、
 

灵敏地鉴定人参及其加

工产品,
 

适用于口岸进出口鉴定.
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Abstract:
 

In
 

this
 

paper,
 

a
 

TaqMan
 

real-time
 

PCR
 

method
 

for
 

identification
 

of
 

Panax
 

ginseng
 

was
 

developed
 

with
 

specific
 

primers
 

and
 

probe
 

designed
 

from
 

the
 

18S
 

ribosomal
 

RNA
 

gene
 

of
 

P.
 

ginseng.
 

A
 

total
 

of
 

58
 

samples
 

including
 

30
 

P.
 

ginseng
 

samples
 

of
 

various
 

sources,
 

15
 

other
 

Panax
 

sp.
 

samples
 

and
 

13
 

samples
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having
 

similar
 

appearance
 

with
 

P.
 

ginseng
 

were
 

tested
 

with
 

the
 

probe
 

and
 

primers
 

for
 

Taq
 

Manreal-time
 

PCR.
 

Results
 

showed
 

that
 

typical
 

amplification
 

curves
 

could
 

be
 

obtained
 

from
 

all
 

the
 

30
 

P.
 

ginseng
 

samples,
 

but
 

not
 

from
 

other
 

28
 

samples
 

and
 

blankcontrol.
 

Sensitivity
 

of
 

this
 

method
 

reached
 

to
 

0.03
 

pg/μL.
 

The
 

es-
tablished

 

TaqMan
 

real-time
 

PCR
 

technique
 

in
 

this
 

study
 

enables
 

rapid,
 

accurate
 

and
 

sensitive
 

identification
 

of
 

P.
 

ginseng,
 

which
 

is
 

suitable
 

for
 

the
 

application
 

for
 

customs
 

surveillance.
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人参Panax
 

ginseng 被称为“百草之王”,
 

是我国应用最广泛的名贵中药材,
 

其地理分布有局限性,
 

对

生态环境要求甚严,
 

其野生资源由于长期无控制地采挖几近枯竭,
 

被列入《国家重点保护野生药材物种名

录》.
 

同时,
 

人参作为馈赠佳品经常被游客携带或邮寄跨境,
 

是海关植物检疫工作中非贸渠道执法时高频截

获物之一.
 

由于人参中的俄罗斯联邦种群属于濒危野生动植物种国际贸易公约(CITES)附录II中所列物

种,
 

因此探索人参种类鉴定方法,
 

积极履行CITES公约,
 

有助于保护其濒危野生资源.
 

同时,
 

市面上使用

华山参根、
 

商陆根、
 

紫茉莉根、
 

栌兰根等冒充人参的现象屡见不鲜,
 

为人参的鉴定工作增加了很大的难度,
 

因此亟待建立准确快速的人参鉴定技术.
人参类中药的传统鉴定方法主要有基原鉴定、

 

性状鉴定、
 

显微鉴定、
 

理化鉴定和病原鉴定[1-3].
 

传统鉴

定方法的理论基础建立于分类群的性状特征分析,
 

这些性状特征是与环境紧密相关的表型,
 

受环境影响较

大.
 

从分子遗传学角度来看,
 

物种表型的差异归根结底应追溯到其基因型的差异,
 

即DNA序列差异[4].
 

因

此,
 

对基因组序列差异的比较研究无疑为植物分类和鉴定提供了重要依据.
随着分子生物学的迅猛发展,

 

基于DNA分子标记技术鉴定中药材的研究应运而生,
 

并取得了快速发

展.
 

从1994年随机引物PCR(arbitrarily
 

primed
 

PCR,
 

AP-PCR)首次用于人参、
 

西洋参的鉴别以来[5],
 

DNA分子标记鉴定技术应用于参类药材鉴别已有不少报道,
 

restriction
 

fragment
 

length
 

polymorphism
(RFLP)、

 

random
 

amplified
 

polymorphic
 

DNA(RAPD)、
 

amplified
 

fragment
 

length
 

polymorphism
(AFLP)、

 

sequence
 

characterized
 

amplified
 

region(SCAR)、
 

single
 

nucleotide
 

polymorphism(SNP)[6-10]等技

术相继应用于参类药材的鉴别鉴定.
 

然而,
 

这些技术存在操作步骤繁琐、
 

工作量大、
 

实验结果重复性差等

缺点.
实时荧光定量PCR作为基因检测的重要手段,

 

具有操作方便、
 

灵敏、
 

快捷、
 

结果准确的特点[11-13].
 

本

文开发了一种适用于人参的实时荧光定量PCR鉴定方法,
 

以期为我国CITES履约、
 

海关执法、
 

市场监管

等提供更加科学准确的技术依据.

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试样品包括30个人参样品以及其他人参属或形态近似的16个物种的28个样品,
 

共计17种58个样

品(表1).
 

样品经本实验室鉴定后,
 

结合Internal
 

Transcribed
 

Spacer(ITS)序列测序鉴定确定种名.
 

样品保

存于国家中药材物种鉴定及质量安全检测重点实验室.
1.2 试剂与仪器

磁珠法植物基因组DNA提取试剂盒购自珠海宝瑞生物公司;
 

Premix
 

Taq
 


 

Version
 

2.0、
 

Premix
 

Ex
 

Taq(Probe
 

qPCR)购自宝生物(大连)有限公司.
 

球磨仪(德国莱驰的 MM400),
 

全自动核酸提取仪(赛默飞

世尔Kingfisher
 

Duoprime),
 

实时荧光PCR
 

仪(美国ABI
 

stepone
 

plus).
1.3 DNA提取

用70%酒精对样品进行擦洗,
 

再在无水乙醇中浸泡5
 

min,
 

晾干后用球磨仪将样品研磨成粉[14].
 

按照

磁珠法植物基因组DNA提取试剂盒说明书方法进行样品DNA提取,
 

提取的DNA用Nanodrop
 

One超微

量核酸蛋白检测仪测定核酸质量和浓度,
 

随后保存于-20
 

℃冰箱备用.
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1.4 引物与探针设计

分别比对分析人参属物种及人参常见伪混品的常用备选条码基因及18S
 

rRNA 基因序列,
 

筛选人参种

内保守、
 

种间特异区域.
 

在18S
 

rRNA 基因序列中,
 

发现人参在497
 

bp和501
 

bp处为G和C,
 

其他物种为

C和G,
 

且种内高度保守(图1).
 

据此用Primer
 

Express
 

3.0软件设计特异引物探针,
 

引物为Pgf(5'-
CACGGGGAGGTAGTGACAATA-3')/

 

Pgr(5'-AGACTTGCCCTCCAATGGAT
 

3'),
 

探针为Pgp(FAM-
 

CGGGCTGATTCAGTCT-MGB),
 

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成.
1.5 实时荧光PCR

PCR反应体系为20
 

μL,
 

包括10
 

μL
 

2×荧光PCR反应预混液,
 

上下游引物各0.4
 

μL(10
 

μmol/L),
 

探

针0.8
 

μL(10
 

μmol/L),
 

DNA
 

模板4
 

μL,
 

灭菌去离子水补至20
 

μL.
实时荧光PCR反应程序为:

 

95
 

℃预变性30
 

s;
 

然后以95
 

℃
 

5
 

s,
 

60
 

℃
 

30
 

s进行40
 

个循环.
 

每个循环

中60
 

℃
 

30
 

s结束时设置荧光通道采集荧光.
1.6 灵敏度测试

将阳性样品RS-06的DNA
 

测定核酸浓度后进行10倍梯度稀释,
 

共稀释成8个浓度梯度,
 

然后按照

1.5中的方法进行实时荧光PCR扩增,
 

测试引物探针的检测灵敏度.
表1 试验材料及来源

编号 中文名 学名 来源 编号 中文名 学名 来源

RS-01 人参 P.
 

ginseng 韩国 RS-30 人参粉 P.
 

ginseng 同仁堂/北京

RS-02 人参 P.
 

ginseng 韩国 XYS-31 西洋参 P.
 

quinquefolium 吉林露水河

RS-03 人参 P.
 

ginseng 韩国 XYS-32 西洋参 P.
 

quinquefolium 吉林临江

RS-04 人参 P.
 

ginseng 韩国 XYS-33 西洋参 P.
 

quinquefolium 黑龙江鸡西

RS-05 人参 P.
 

ginseng 韩国 XYS-34 西洋参 P.
 

quinquefolium 吉林通化

RS-06 人参 P.
 

ginseng 韩国 XYS-35 西洋参 P.
 

quinquefolium 吉林敦化

RS-07 人参 P.
 

ginseng 韩国 XYS-36 西洋参 P.
 

quinquefolium 美国

RS-08 人参 P.
 

ginseng 朝鲜 XYS-37 西洋参 P.
 

quinquefolium 美国

RS-09 人参 P.
 

ginseng 朝鲜 XYS-38 西洋参 P.
 

quinquefolium 新加坡

RS-10 人参 P.
 

ginseng 朝鲜 XYS-39 西洋参片 P.
 

quinquefolium 美国

RS-11 人参 P.
 

ginseng 朝鲜 XYS-40 西洋参片 P.
 

quinquefolium 美国

RS-12 人参 P.
 

ginseng 新加坡 XYS-41 西洋参片 P.
 

quinquefolium 新加坡

RS-13 人参 P.
 

ginseng 黑龙江七台河 SQ-42 三七 P.
 

notoginseng 老挝

RS-14 人参 P.
 

ginseng 黑龙江鸡西 SQ-43 三七 P.
 

notoginseng 云南文山

RS-15 人参(林下参) P.
 

ginseng 辽宁淮阴 SQ-44 三七 P.
 

notoginseng 云南文山

RS-16 人参(林下参) P.
 

ginseng 吉林集安 ZJS-45 竹节参 P.
 

japonicus 重庆巫山

RS-17 人参 P.
 

ginseng 吉林露水河 CMS-46 川明参 Chuanmingshen
 

violaceum 太极集团/四川

RS-18 人参(林下参) P.
 

ginseng 吉林露水河 XS-47 玄参 Scrophularia
 

ningpoensis 太极集团/四川

RS-19 人参 P.
 

ginseng 吉林通化 CP-48 党参 Codonopsis
 

pilosula 太极集团/甘肃

RS-20 人参(林下参) P.
 

ginseng 吉林通化 SM-49 丹参 Salvia
 

miltiorrhiza 四川中江

RS-21 人参 P.
 

ginseng 黑龙江宝清 TM-50 天麻 Gastrodia
 

elata 老挝

RS-22 人参 P.
 

ginseng 吉林敦化 SH-51 石斛 Dendrobium
 

nobile 老挝

RS-23 人参 P.
 

ginseng 黑龙江伊春 BZ-52 白芷 Angelica
 

dahurica 四川遂宁

RS-24 人参 P.
 

ginseng 吉林长白 BSS-53 北沙参 Glehnia
 

littoralis 太极集团/河北

RS-25 人参 P.
 

ginseng 黑龙江沾河 HSS-54 华山参 Physochlaina
 

infundibularis 安徽亳州

RS-26 人参 P.
 

ginseng 吉林临江 SL-55 商陆 Phytolacca
 

acinosa 云南昆明

RS-27 人参片 P.
 

ginseng 吉林抚松 ZML-56 紫茉莉 Mirabilis
 

jalapa 广西玉林

RS-28 人参片 P.
 

ginseng 吉林敖东 LL-57 栌兰 Talinum
 

paniculatum 浙江台州

RS-29 人参粉 P.
 

ginseng 吉林白山 JG-58 桔梗 Platycodon
 

grandiflorus 安徽亳州
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红框处示意人参18S
 

rRNA 序列在497
 

bp和501
 

bp处为G和C,
 

其他物种为C和G.

图1 人参与其他5个物种的18S
 

rRNA 序列比对图

2 结果与分析

2.1 探针特异性

利用设计的引物探针对58份DNA样品进行实时荧光PCR检测,
 

结果表明30份人参样品DNA均有

特异扩增曲线,
 

而供试的其他28份样品DNA及空白对照均无扩增曲线(图2).
 

其中,
 

4个人参片/粉剂的

CT 值相对偏高,
 

可能是因为炮制工艺导致(箭头所示).
 

结合在美国国家生物技术信息中心(NCBI)中的同

源性与特异性比较结果,
 

说明该引物与探针用于人参检测具有良好的特异性.

A区:
 

人参样品;
 

B区:
 

非人参样品及空白对照;
 

箭头所示为4个人参片/粉剂(RS27-RS30).

图2 人参实时荧光PCR特异性扩增结果

2.2 灵敏度检测

用灭菌去离子水将提取的人参(样品编号RS-06)DNA(初始浓度为3.04×104
 

pg/μL)10倍梯度稀释成

8个系列梯度,
 

稀释后浓度分别为3.04×104
 

pg/μL~3.04×10
-3

 

pg/μL,
 

取4
 

μL作为模板用于灵敏度检

测,
 

结果表明DNA原液及101~106 倍稀释液样品均得到典型的扩增曲线(图3).
DNA浓度从3.04×104

 

pg/μL~3.04×10
-2

 

pg/μL对应的CT 值分别为17.11,19.95,23.08,26.67,
30.3,33.63,36.74.

 

以扩增曲线的CT 值为纵坐标,
 

相应浓度为横坐标,
 

绘制标准曲线(图4).
 

所得线
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性方程为y=-3.375x+
 

40.275,
 

标准曲线相关系数为0.997,
 

扩增效率为97.83%,
 

最低检测限是

0.03
 

pg/μL反应.

①~⑧分别为初始浓度3.04×104
 

pg/μL的8级10倍稀释DNA样品的扩增曲线.

图3 实时荧光PCR检测人参灵敏度

图4 人参实时荧光PCR扩增标准曲线

3 结论与讨论

传统的中药材鉴定手段由于易受环境条件的影响或植物本身的限制,
 

人为干扰因素较多,
 

无法直接体

现种质的遗传特征,
 

难以快速得到准确的结果.
 

DNA分子鉴定技术因其准确性和客观性,
 

在中药材鉴定中

的应用越来越受到人们的重视.
 

DNA条形码分子鉴定法是利用基因组中一段公认的、
 

相对较短的DNA序

列来进行物种鉴定的一种DNA分子鉴定技术,
 

具有适应性广、
 

样品用量少、
 

结果准确性高及可重复性好

等优点[15-17].
 

然而,
 

一些中药材在生产过程中的加工工艺会引起DNA的严重降解,
 

提取到的DNA往往浓

度较低、
 

质量较差,
 

且易含较多的PCR抑制剂[18-19],
 

这时使用DNA条形码鉴定法较难取得理想的效果.
 

本研究中的样品RS-29和RS-30人参粉产品,
 

利用普通PCR进行ITS序列扩增时发现条带较弱,
 

送样后

因浓度较低无法测序,
 

但利用实时荧光PCR检测时却有典型的扩增曲线,
 

CT 值分别为32.95和33.42,
 

说明实时荧光定量PCR较普通PCR能更好地克服中药材DNA部分降解造成的缺陷.
本研究通过BLAST序列比对,

 

选取人参18S
 

rRNA 序列,
 

设计开发了人参特异性引物探针.
 

该引物探针

可将其他人参属中药材和市场上常见伪品与人参进行区分,
 

表现出良好的特异性.
 

李忠华等[20]根据人参的

5.8S
 

rRNA 及ITS2序列与常见近源物种的差异设计引物探针,
 

研究了人参的实时荧光定量PCR鉴定,
 

其灵
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敏度达到1
 

pg/μL反应.
 

本研究的实时荧光定量PCR法灵敏度达到0.03
 

pg/μL反应,
 

灵敏度有所提高.
本方法的建立有助于人参及其加工品被快速、

 

准确、
 

灵敏地鉴定,
 

也可有效地区分形态近似的伪混品,
 

可在实际应用中进行推广,
 

以期为人参药材鉴定、
 

市场监管等提供更加科学准确的依据.
 

同时,
 

本方法的

建立有助于进一步规范出入境人参的监管,
 

为口岸快速、
 

准确地鉴定提供依据,
 

对防止人参种质资源流失,
 

维护我国物种资源安全有着重要的意义.
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