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种子类药材补骨脂及其混伪品的 ＩＴＳ２条形码序列鉴定
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摘要　目的：种子类药材补骨脂具有肝肾毒性，其混伪品曼陀罗子、天仙子、洋金花的种子、猪屎豆也含有毒性成分，且补
骨脂与其混伪品外形相似，易导致混用误用，严重危害人体健康。本研究利用 ＤＮＡ条形码技术，分析补骨脂及其混伪品
的ＩＴＳ２序列，以期快速准确鉴定补骨脂及其混伪品，保证其用药安全及临床疗效。方法：对补骨脂及其混伪品样品进行
ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增ＩＴＳ２序列，并进行双向测序，所有序列用 ＭＥＧＡ６０软件进行种间、种内 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）遗
传距离计算，并构建ＮＪ系统聚类树。结果：补骨脂ＩＴＳ２序列长度为２３３ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为６９５％，种内无变异位点。补骨
脂与其混伪品种间变异位点较多，种间Ｋ２Ｐ最小距离为０５３２１，远远大于其种内距离，ＮＪ树显示可以将补骨脂及其混伪
品完全分开。结论：ＩＴＳ２条形码序列可准确鉴别种子类药材补骨脂及其混伪品，为保证补骨脂的临床用药安全和种质资
源鉴定提供了良好的技术手段。
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　　补骨脂为豆科植物补骨脂ＰｓｏｒａｌｅａｃｏｒｙｌｉｆｏｌｉａＬ
的干燥成熟果实，据《中华人民共和国药典》（以下

简称《中国药典》）２０１５年版一部记载其性辛、苦、
温，归肾、脾经。内用温肾助阳，纳气平喘，温脾止

泻；外用消风祛斑。用于肾阳不足，阳疾遗精，五更

泄泻等；外用治白瘫风，斑秃［１］。由于补骨脂有较为

悠久的用药历史，疗效确切，近年来需求量不断增

加，但原有的道地药材供不应求，致使各种混伪品乘

虚而入，而且补骨脂为细小种子类中药，混伪品外形

与其相似度较高，靠传统方法很难有效鉴别，导致误

用现象时有发生，严重影响临床用药安全，甚至危及

患者生命。据文献资料记载，补骨脂的混伪品主要

为：苘麻子ＡｂｕｔｉｌｏｎｔｈｅｏｐｈｒａｓｔｉＭｅｄｉｃ、曼陀罗子 Ｄａ
ｔｕｒａｓｔｒａｍｏｎｉｕｍＬ、天仙子 ＨｙｏｓｃｙａｍｕｓｎｉｇｅｒＬ、莱
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菔子 ＲａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓＬ、洋金花 ＤｍｅｔｅｌＬ的种
子、沙苑子ＡｓｔｒａｇａｌｕｓｃｏｍｐｌａｎａｔｕｓＲＢｒ、猪屎豆Ｃｒｏ
ｔａｌａｒｉａｐａｌｌｉｄＡｉｔ和木蝴蝶 Ｏｒｏｘｙｌｕｍｉｎｄｉｃｕｍ（Ｌ）
Ｖｅｎｔ［２６］。其中，曼陀罗子、天仙子、洋金花的种子
和猪屎豆都有一定的毒性，临床报道因误服伪品而

使患者中毒的现象不胜枚举。曼陀罗子主要有毒成

分为莨菪碱、东莨菪碱等，误食后可使人口干、神志

模糊、瞳孔散大［５］；天仙子有大毒，特别是服用过量

可产生剧毒，使人神智错乱，有昏昏欲仙之感［７］；洋

金花的种子主要成分为东莨菪碱，少量可起到麻醉

镇静作用，过量易导致急性中毒，甚至死亡［８］；猪屎

豆主要有毒成分为吡咯里西啶生物碱（ＰＡｓ），是目
前已知的最重要的植物性肝毒成分，可诱发肝癌、肺

癌等症［９］。沙苑子虽然功效与补骨脂有部分相似，

但是它们的归经不完全相同，以致它们的配伍会不

同，而且他们的用法用量也有区别；苘麻子和莱菔子

则功效与补骨脂相差甚远。由于补骨脂别名为破故

脂、故纸，而木蝴蝶也有故纸、洋故纸的俗称，所以二

者临床中混用误用的现象时有发生，常有医生和调

配人员因名迷实，存在错误处方和调剂的现象［１０］。

黄应安［１１］曾报道当地常把木蝴蝶误用为补肾壮阳

药，民间自购滋补品炖食鸡鸭时，木蝴蝶是一味不可

或缺的中药配方。但木蝴蝶与补骨脂的功效截然不

同，误用不仅延误治疗，而且可能会加重病情，极大

地影响了医师对治疗方案的疗效评价。另外，据报

道，补骨脂本身也有一定的肝肾毒性，其主要成分补

骨脂素，可使人恶心、胃痛、头痛［１２１３］，Ｃｌａｒｋ等［１４］研

究发现补骨脂素作为抗癌剂可以引发正常细胞发生

突变，导致肿瘤的发生。所以如果补骨脂混用于其他

药材中，长期服用会对患者的肝肾产生一定的损害。

综上所述，混伪品的使用不仅给人们的健康带

来危害，甚至威胁人们的生命安全，也给中医药事业

的发展带来了不利的影响。所以，准确有效的鉴别

补骨脂及其混伪品，对于其临床安全用药、保证疗效

具有重要作用。目前，已有学者对补骨脂及其混伪

品从 来 源、性 状、理 化、显 微 等 方 面 进 行 鉴

定［２６、１０１１、１５］。作为传统形态鉴别方法有效补充的

ＤＮＡ条形码（ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ）分子鉴定法，是利用基
因组中一段相对较短的、公认标准的 ＤＮＡ序列来进
行物种鉴定，此技术简便高效，有法定的鉴定指导原

则和明确的鉴定标准，鉴定结果有良好的可重复性，

方法稳定性高，通用性强，不受样品性状以及研究者

的专业水平限制，避免了主观人为的判断和客观条

件的影响，有助于实现物种鉴定规范化和标准化，非

常适用于中药材的真伪鉴定［１６１８］，已被《中国药典》

收录［１９２０］。目前，对植物类药材来说，ＩＴＳ２片段是
最具优势的 ＤＮＡ条形码序列之一［２１２２］。本研究运

用ＩＴＳ２序列对补骨脂及其混伪品进行鉴定研究，旨
在为该药材的用药安全、质量控制、种质资源保护与

开发利用等方面提供分子依据。

１　材料
研究材料包括９个物种共１１８份样品，包括基

原植物样本、药材样本、对照药材样本、复核样本和

从ＧｅｎＢａｎｋ上下载的序列。其中样品ＢＵＧＺ０００１０９
来自国家药用植物种质资源库，所有样品均经中国

医学科学院药用植物研究所林余霖研究员鉴定。复

核样本由中国中医科学院中药研究所（样本号 ＲＣ
ＹＣ０１５８ＭＴ０１、０６，ＲＣＹＣ０６４９ＭＴ０１）、北京市药品检
验所（样本号 ＢＪＹＣ０６１２ＭＴ０４０５）、湖南省食品药品
检验研究院（样本号 ＨＮＹＣ０６１２ＭＴ０４）进行复核验
证，对照药材样本 （样本号 ＦＤＣ０３９、ＦＤＣ１５３、
ＦＤＣ１４８、ＦＤＣ２３８）来自中国食品药品检定研究院，样
品具体信息详见表１。
２　方法
２１　ＤＮＡ提取　将实验样品用７５％乙醇棉擦拭干
净，种子样品称取约５０ｍｇ，叶片样品取变色硅胶干
燥叶片约２０ｍｇ（注意：木蝴蝶的取样要尽量取到其
种子的胚乳部分，其翅为细胞产物或死细胞，ＤＮＡ
含量低）。向装有样品的ＥＰ管中分别加入约３％的
ＰＶＰ４０（聚乙烯吡咯烷酮），经球磨仪 （Ｒｅｔｓｃｈ
ＭＭ４００，Ｇｅｒｍａｎｙ）研磨２ｍｉｎ（３０次／ｍｉｎ），研磨后用
核分离液［１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＬ（ｐＨ８０），２０ｍｍｏｌ／
ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８０），０７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２％ ＰＶＰ４０，
０４％ β巯基乙醇］洗涤１～３遍，用植物 ＤＮＡ提取
试剂盒（ＢｉｏｔｅｋｅＣｏ，Ｃｈｉｎａ）提取总 ＤＮＡ，其余步骤
按试剂盒操作说明进行。叶片样品 ６５℃水浴 ３０
ｍｉｎ，种子类６５℃水浴１ｈ。
２２　ＰＣＲ扩增及测序　参照 Ｃｈｅｎ等［２０］的研究方

法，ＩＴＳ２序列的 ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ，包括 ２×
ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京艾德莱生物科技有限公
司，北京）１２５μＬ（２５μｍｏｌ／Ｌ），正、反向引物各１
μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ（约４０ｎｇ／μＬ），灭菌双蒸水８５
μＬ。通用引物为 Ｓ２Ｆ：５＇ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴ
ＧＡＡＴ３＇和 Ｓ３Ｒ：５＇ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ
３＇。扩增程序为９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ，５６℃，３０ｓ，
７２℃４５ｓ，４０个循环；７２℃，１０ｍｉｎ。电泳查看ＰＣＲ
扩增情况，ＰＣＲ扩增产物由中国农业科学院开放实
验室进行双向测序。
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表１　样品来源

样品 拉丁学名 样本分类 样本编号／ＧｅｎＢａｎｋ登录号 样品来源

补骨脂 Ｐｓｏｒａｌｅａｃｏｒｙｌｉｆｏｌｉａ 基原植物 ＰＳ０２２１ＭＴ０１０４ 广西南宁、北京药用植物园

对照药材 ＦＤＣ０３９ 中国食品药品检定研究院

复核样本 ＲＣＹＣ０１５８ＭＴ０１、０６ 四川荷花池市场、广西玉林药市

药材样本 ＹＣ０１５８ＭＴ０１１０、ＢＵＧＺ０００１０９
四川荷花池市场、安徽亳州药市、河北安国药市、

广西玉林药市、北京某药店、浙江杭州某药店、北

京药用植物园、河南开封、重庆市、山西万荣

ＧｅｎＢａｎｋ
ＦＪ６０６７５４、 ＧＵ２１７６００、 ＪＮ１１５０４６、
ＫＦ９２１４５８、ＫＦ９２１４５７、ＪＱ２３０９７５

苘麻子 Ａｂｕｔｉｌｏｎｔｈｅｏｐｈｒａｓｔｉ 基原植物 ＹＣ０４８８ＭＴ２０２３、ＰＳ０５６９ＭＴ０４ 北京药用植物园

对照药材 ＦＤＣ１５３ 中国食品药品检定研究院

药材样本 ＹＣ０４８８ＭＴ０１２０
安徽亳州药市、北京药用植物园、中科院北京植物

园、河北石家庄、河北保定、福建莆田、湖北神农

架、北京市

ＧｅｎＢａｎｋ
ＤＱ００６０１７、 ＤＱ２８７９８４、 ＫＦ４５４２７６、
ＧＱ４３４４６０

莱菔子 Ｒａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓ 基原植物 ＰＳ１２８９ＭＴ０１０２ 福建莆田、广西南宁

对照药材 ＦＤＣ１４８ 中国食品药品检定研究院

药材样本 ＹＣ０１１５ＭＴ０１０３ 河北安国药市、河北某中药公司、北京某药店

ＧｅｎＢａｎｋ
ＡＹ７２２４８０、 ＤＱ２４９８１９、 ＧＱ２６８０７９、
ＧＱ４３６６５５、 ＡＦ１２８１０５、 ＬＣ０９００１７、
ＡＹ７４６４６２６３

洋金花 Ｄａｔｕｒａｍｅｔｅｌ 基原植物 ＹＣ０６４９ＭＴ０１、ＰＳ１１５２ＭＴ０１０５ 华南植物园、北京药用植物园、福建莆田、广西南宁

药材样本 ＹＣ０６４９ＭＴ０２ 北京药用植物园

复核样本 ＲＣＹＣ０６４９ＭＴ０１ 华南植物园

ＧｅｎＢａｎｋ ＪＸ４６７６０４、ＬＣ０７６４９２、ＨＱ６５８５９５
沙苑子 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｃｏｍｐｌａｎａｔｕｓ 基原植物 ＹＣ０６１２ＭＴ１１１２ 北京某医院、广东广州药市

对照药材 ＦＤＣ２３８ 中国食品药品检定研究院

药材样本 ＹＣ０６１２ＭＴ０１、０４０５ 北京某药店、河北安国药市

ＧｅｎＢａｎｋ ＫＭ５８８０７３、ＧＵ２１７６０２
木蝴蝶 Ｏｒｏｘｙｌｕｍｉｎｄｉｃｕｍ 基原植物 ＰＳ１６６９ＭＴ０１０２ 贵州贞丰、广西南宁

药材样本 ＹＣ０２４７ＭＴ０１０４ 河北安国药市、安徽亳州药市

ＧｅｎＢａｎｋ ＫＣ４４１０４３、ＦＪ６０６７４７、ＪＮ４０７４３７
天仙子 Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓｎｉｇｅｒ 药材样本 ＹＣ０２５６ＭＴ０１ 河北安国药市

复核样本 ＲＣＹＣ０２５６ＭＴ０１ 河北安国药市

ＧｅｎＢａｎｋ ＪＦ４２１５０５

曼陀罗 Ｄａｔｕｒａｓｔｒａｍｏｎｉｕｍ ＧｅｎＢａｎｋ
ＫＦ４５４０４１、 ＫＰ８９４０４３、 ＪＸ４６７６１１、
ＪＮ２４４３２３、 ＨＱ６５８６０３、 ＫＰ８９４０２６、
ＫＰ８９４０１７、ＫＰ３２２６４６、ＨＱ６５８５８５

猪屎豆 Ｃｒｏｔａｌａｒｉａｐａｌｌｉｄａ ＧｅｎＢａｎｋ ＪＱ０６７３０５、ＪＮ９９０１３６３７、ＫＰ６９８６５３５５

　　注：样品来源于国家药用植物种质资源库

２３　数据处理　利用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ５１５
对测序得到的峰图进行校对和拼接，去除低质量端

和引物区，获得严格一致性序列，将实验数据和从

ＧｅｎＢａｎｋ上下载的序列使用基于隐马尔科夫模型
ＨＭＭｅｒ［２３］注释方法去除５８Ｓ和２８Ｓ片段，以获得
ＩＴＳ２间隔区序列，然后将所有序列用软件 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓ６０进行序列比对和
变异位点分析，并基于 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）双
参数模型计算遗传距离，用邻接（ＮＪ）法构建系统分
类树。

３　结果与分析
３１　补骨脂及其混伪品ＩＴＳ２序列种内种间变异分
析　本研究涉及补骨脂不同来源序列共计３０条，包
括基原植物样本４条、药材样本１９条、对照药材样
本１条、复核样本和从ＧｅｎＢａｎｋ上下载的序列６条。
序列长度均为 ２３３ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为 ６９５％，种内
Ｋ２Ｐ遗传距离为０。补骨脂与其混伪品种间序列进
行比对后，序列长度为２８７ｂｐ。见表２，ＩＴＳ２序列间
变异位点较多，达到１９７个，补骨脂与其混伪品的
Ｋ２Ｐ遗传距离范围为：０５３２１～０７９７６。见表３，种
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间最小遗传距离远远大于种内遗传距离。

表２　补骨脂及其混伪品的ＩＴＳ２序列长度
及Ｇ＋Ｃ含量

样品 序列长度（ｂｐ） 平均Ｇ＋Ｃ含量（％）

补骨脂 ２３３ ６９５
苘麻子 ２３１ ５４１
天仙子 ２１１ ５７
曼陀罗子 ２３０ ６４８
莱菔子 １９３ ５５５
洋金花 ２３０ ６５６
沙苑子 ２１８ ５２８
猪屎豆 ２３１ ６０
木蝴蝶 ２３６ ６９５

表３　补骨脂及其混伪品ＩＴＳ２序列种内种间Ｋ２Ｐ
距离计算结果与变异位点数目

样品 Ｋ２Ｐ距离范围 Ｋ２Ｐ平均距离变异位点数目

补骨脂种内 ０ ０ ０
补骨脂与洋金花种间 ０５５６９ ０５５６９ ８２
补骨脂与天仙子种间０６２９３～０６４３４ ０６３８７ ８４
补骨脂与莱菔子种间 ０７５２５ ０７５２５ ８４
补骨脂与曼陀罗种间０５６８５～０５９１４ ０５８００ ８５
补骨脂与沙苑子种间０６０１４～０６２２２ ０６０５６ ８９
补骨脂与木蝴蝶种间０６８０１～０６９４０ ０６８４７ ９２
补骨脂与猪屎豆种间０５３２１～０５４５２ ０５３８７ ９３
补骨脂与苘麻子种间０７９３３～０７９７６ ０７９６５ １０２

３２　补骨脂及其混伪品的ＩＴＳ２序列聚类分析　因
为补骨脂种内无变异位点，所以选取其基原植物样

本、药材样本、对照药材样本、复核样本和从 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ上下载的序列各一条，用 ＭＥＧＡ６０构建补骨
脂及其混伪品的ＮＪ系统分类树（图１），从 ＮＪ树中
可以看出，补骨脂的 ＩＴＳ２序列聚为一支，其混伪品
各自聚为一支。因此，ＩＴＳ２条形码序列可将补骨脂
及其混伪品很好地区分开来。

４　讨论
４１　补骨脂及其混伪品的 ＤＮＡ提取及 ＰＣＲ扩增
　获取高质量的ＤＮＡ是进行ＤＮＡ条形码研究的关
键环节和必要前提［２４］，但中药材中含有大量的次生

代谢产物，ＤＮＡ提取较为困难［２５２６］，尤其种子类药

材内含丰富油脂及酚类和多糖类物质，研磨时极易

被氧化，损失较大。本研究适当加大样品量，加大

ＰＶＰ（聚乙烯吡咯烷酮）使用量，用核分离液洗涤至
上清液无黏稠，并延长水浴时间，补骨脂及混伪品均

可成功提取ＤＮＡ，其ＰＣＲ产物电泳后均可显示出单
一目的条带。多位学者在提取种子类样品 ＤＮＡ时
采取类似处理。马双姣等［２７］在提取王不留行 ＤＮＡ
时，在样品粉碎前加入相当于药材量５％的 ＰＶＰ，粉
碎后用核分离液漂洗２～３次，并６５℃水浴３ｈ，可

提高ＤＮＡ提取效率。宋明等［２８］研究发现，在提取

车前子ＤＮＡ时，用核分离液洗涤３次，以５６℃水浴
８～９ｈ，可以成功提取其所有样品ＤＮＡ。

图１　基于ＩＴＳ２序列构建的补骨脂及其混伪品的ＮＪ树

４２　为中药材从种质资源上鉴定及临床应用提供
保障，对中药材种子质量标准建立提供依据　种子
是中药材产业链的起点，是中药材生产、加工、运输、

储存最基本、最重要的资料，对中药质量和临床疗效

具有至关重要的影响。然而，据报道，目前国内中药

材种子质检主要参考农作物种子质量标准，中药材

种子市场缺少全面系统的质检标准及可操作性强的

技术［２９３０］。本研究结果表明 ＩＴＳ２条形码对可明显
区分种子类药材补骨脂及其混伪品沙苑子、天仙子、

苘麻子、莱菔子、木蝴蝶、曼陀罗子、洋金花的种子、

猪屎豆，从种源上保证了药材的品质，该技术可推广

应用到种子生产、销售、临床应用等各环节。这一技

术的推广运用，一是促进种质资源保护，有助于中药

材规范化安全化种植，有利于中药材种植基地的

ＧＡＰ达标。二是有助于规范药材市场秩序，加强对
中药材的市场监管，有助于药企 ＧＭＰ和 ＧＬＰ达标。
三是有利于临床用药质量和安全，保证临床疗效，维

护患者切身利益，也有助于临床ＳＯＰ和ＧＣＰ达标。
４３　ＤＮＡ条形码分子鉴定在实际工作中的意义　
作为传统中药鉴定方法的补充，中药材ＤＮＡ条形码
分子鉴定法指导原则中明确指出，ＤＮＡ条形码技术
通过精密度考察和方法适用性考察，确保鉴定结果

稳定、可靠［１６］。近年来，ＤＮＡ条形码技术已在中药
鉴定学、系统分类学、发育进化、生态学、生物多样性

保护等各个领域得到广泛运用［３２３３］。本研究中选

用ＩＴＳ２条形码序列对补骨脂及其混伪品进行鉴定，
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其基原植物样本、药材样本、和复核样本来自不同产

地、不同批次，对照药材样本为中国食品药品检定研

究院认定，但其 ＩＴＳ２序列均可稳定获得，说明采用
ＩＴＳ２条形码鉴定补骨脂及混伪品具有很好的稳定
性。补骨脂ＩＴＳ２序列经比对后，种内未发现变异位
点，Ｋ２Ｐ遗传距离为０。补骨脂与其混伪品经比对
后，变异位点较多，种间 Ｋ２Ｐ遗传距离远远大于补
骨脂种内距离。另外，从基于 ＩＴＳ２序列构建的 ＮＪ
树也可以明显区分补骨脂及其混伪品。说明应用

ＩＴＳ２条形码鉴定补骨脂及其混伪品具有很高的准
确性。本研究突破了传统鉴定方法主要依靠主观经

验的限制，直接从基因水平提供客观鉴定依据，具有

鉴定结果稳定性高、准确可靠、非专业人员也可以操

作的优势，适用于补骨脂及其混伪品的鉴定。运用

ＤＮＡ条形码对补骨脂及其混伪品进行有效鉴别，可
以防止补骨脂混入无毒中药材特别是需要长期服用

的中药材中，为保证中药材的质量安全和临床疗效，

促进中医药的健康发展提供技术支撑。

致谢：感谢中国中医科学院中药研究所、北京市

药品检验所、湖南省食品药品检验研究院对部分样

品进行复核！
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