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基于 ＩＴＳ序列位点特异性 ＰＣＲ鉴别桃仁与苦杏仁
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摘要　目的：对桃仁和苦杏仁进行分子鉴定研究，建立基于ＩＴＳ序列位点特异性的ＰＣＲ鉴定方法。方法：收集桃仁、苦杏
仁样品，提取基因组总ＤＮＡ，用ＩＴＳ通用引物进行测序，通过ＢｉｏＥｄｉｔ软件进行序列比对，根据特异位点设计鉴别引物进行
特异性ＰＣＲ反应，并对ＰＣＲ反应条件进行了优化。结果：基于 ＩＴＳ序列设计的特异性鉴别引物 Ｇ４７可以用于桃仁和苦
杏仁的鉴别研究，在位点特异性ＰＣＲ反应条件考察中，２５μＬ反应体系ＤＮＡ模板用量适宜范围为００５～１ｎｇ，退火温度在
５９℃时特异性最佳，实验建立的方法对不同ＤＮＡ聚合酶和ＰＣＲ仪均具有普适性。结论：该研究设计的位点特异性引物
在一定条件下的ＰＣＲ反应中，桃仁能够扩增出３３３ｂｐ清晰条带，而苦杏仁没有该条带，从而实现了桃仁与苦杏仁的快速、
准确鉴别。
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　　桃仁为蔷薇科植物桃 Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ（Ｌ）Ｂａｔｓｃｈ
或山桃 Ｐｄａｖｉｄｉａｎａ（Ｃａｒｒ）Ｆｒａｎｃｈ的干燥成熟种
子，性平，味苦、甘，归心、肝、大肠经，具有活血祛瘀，

润肠通便，止咳平喘之功效，用于经闭痛经，瘕痞

块，肺痈肠痈，跌扑损伤，肠燥便秘，咳嗽气喘［１］。苦

杏 仁 为 蔷 薇 科 同 属 植 物 山 杏 Ｐａｒｍｅｎｉａｃａ
ＬｖａｒａｎｓｕＭａｘｉｍ、西伯利亚杏 ＰｓｉｂｉｒｉｃａＬ、东北
杏Ｐｍａｎｄｓｈｕｒｉｃａ（Ｍａｘｉｍ）Ｋｏｅｈｎｅ或杏Ｐａｒｍｅｎｉａｃａ
Ｌ的干燥成熟种子，性微温、味苦，归肺、大肠经，具
有降气止咳平喘，润肠通便之功效，用于咳嗽气喘，

胸满痰多，肠燥便秘［１］。桃仁与苦杏仁在外观上非

常相似，经脱皮、炮制加工后更难区分，然而两者药

理作用显著不同，桃仁属于活血化瘀药，杏仁属于止

咳平喘药。且两者主要化学成分均为苦杏仁苷，应

用传统鉴别方法容易出现误差。此外，苦杏仁中苦

杏仁苷含量较高，该化合物被苦杏仁酶代谢分解后

会产生有毒的氢氰酸，过量则会引起中毒，桃仁和苦

杏仁的混用容易引起潜在的用药风险［２］。因此，建

立一种快速、简易、准确鉴定桃仁和苦杏仁的分子鉴

定体系，对于控制桃仁的药材质量以及用药安全都

具有十分重要的意义。本实验基于 ＩＴＳ序列位点特
异性ＰＣＲ技术对桃仁和苦杏仁药材样品进行鉴别，
设计特异性鉴别引物并对特异性 ＰＣＲ反应条件进
行了摸索和优化，实验确定的鉴别方法稳定、快速，
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为桃仁和苦杏仁的准确鉴别提供依据。

１　材料与方法
１１　样品　桃仁与苦杏仁样品来源有：购自河北安
国中药材市场和安徽亳州药材市场的药材，由首都

医科大学中医药学院李佳副教授鉴定（编号：１，２，
１０，１１，１２，１９）；采集自山西、河北、北京的桃仁、山桃
仁、苦杏仁样品由北京中医药大学刘春生教授鉴定

（编号：８，９，１８，２４，２５，２６）；全国中药资源普查中心
提供的桃仁与苦杏仁样品（编号：３，４，５，６，７，１３，１４，
１５，１６，１７，２０，２１，２２，２３），样品信息见表１。桃仁标
准药材（山桃，１２１５６０２０１３０２，编号 Ｔ）、苦杏仁标准
药材（杏，１２１５５４２０１２０４，编号 Ｘ）购于中国食品药
品检定研究院。ＮＣＢＩ下载序列见表２。

表１　本实验所用样品材料

编号 药材名 种名 产地 编号 药材名 种名 产地

１ 桃仁 桃 西藏 １４ 桃仁 山桃 山西省临汾市

２ 桃仁 桃 河北省 １５ 桃仁 山桃 山西省晋中市

３ 桃仁 桃 山西省忻州市 １６ 桃仁 山桃 山西省长治市

４ 桃仁 桃 山西省吕梁市 １７ 桃仁 山桃 山西省忻州市

５ 桃仁 桃 山西省运城市 １８ 桃仁 山桃 山西省

６ 桃仁 桃 山西省晋中市 １９ 苦杏仁 杏 河北省

７ 桃仁 桃 湖南省株洲市 ２０ 苦杏仁 杏 山西省忻州市

８ 桃仁 桃 山西省 ２１ 苦杏仁 杏 山西省长治市

９ 桃仁 桃 河北省 ２２ 苦杏仁 杏 山西省临汾市

１０ 桃仁 山桃 四川阿坝 ２３ 苦杏仁 杏 山西省晋中市

１１ 桃仁 山桃 河北省 ２４ 苦杏仁 杏 山西省

１２ 桃仁 山桃 北京市平谷 ２５ 苦杏仁 杏 河北省

１３ 桃仁 山桃 山西省晋城市 ２６ 苦杏仁 杏 北京市怀柔

表２　ＮＣＢＩ下载序列信息

药材名 ＧｅｎｅＢａｎｋ号 来源物种

桃仁 ＪＱ２８０４７５１ Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ
桃仁 ＡＦ３１８７４１１ Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ
桃仁 ＡＦ３１８７４４１ Ｐｒｕｎｕｓｄａｖｉｄｉａｎａ
苦杏仁 ＡＦ３１８７５６１ Ｐｒｕｎｕｓａｒｍｅｎｉａｃａ
苦杏仁 ＥＦ２１１０８５１ Ｐｒｕｎｕｓａｒｍｅｎｉａｃａ

１２　仪器　ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＶｅｒｉｔｉ；Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１）；微量核酸定量仪（ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００Ｃ）；高级荧光化学发光系统（ＦＵＳＩＯＮＳＬ）。
１３　试剂　植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱
型 ＤＰ３０５２，ＴＩＡＮＧＥＮ）；２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ
（ＡＳ１１１，ＴＲＡＮＳ）；２×ＴａｑＰＣＲＳｔａｒＭｉｘ（Ａ１１２，Ｇｅｎ
Ｓｔａｒ）；ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶（ＲＲ５３ＡＭ，ＴａｋａＲａ）；Ｐｈｕ
ｓｉｏｎ超保真 ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｍ０５３１，ＢｉｏＬａｂ）；２Ｋ
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（Ｅ１１０，ＴｒａｎｓＧｅｎ）。
１４　方法
１４１　基因组ＤＮＡ的提取、通用引物 ＰＣＲ扩增及
测序　取样品约１００ｍｇ，经粉碎后，用植物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒提取各药材总 ＤＮＡ，最后用５０μＬ

无菌水洗脱。样品用通用引物 ＩＴＳ［３］（序列见表１）
以高保真酶扩增样品 ＤＮＡ并进行双向测序。ＰＣＲ
扩增体系为 Ｐｈｕｓｉｏｎ超保真 ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５
μＬ，正反向引物各 ０７５μＬ，ＤＮＡ２μＬ，无菌水 ９
μＬ，总体系２５μＬ。ＰＣＲ扩增程序见表３。ＰＣＲ产
物由北京睿博兴科生物技术有限公司测序部测序，

各样品均采用正反双向测序，以保证结果的准确性。

表３　引物及ＰＣＲ反应条件

引物 名称 引物序列５
"

３
"

ＰＣＲ反应条件

ＩＴＳ５ａｆｗｄＣＣＴＴＡＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＧＡＧ９８℃３０ｓ，３５个循环（９８℃１０ｓ，５０℃
４ｒｅｖＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ ２５ｓ，７２℃３０ｓ），７２℃７ｍｉｎ，４℃∞

Ｇ４７ ６Ｆ ＧＧＧＧＣＣＣＴＧＣＧＧＣＴＣＣＴＴ ９４℃５ｍｉｎ，３０个循环（９４℃３０ｓ，５９℃
７Ｒ ＡＧＧＣＧＴＧＣＣＣＴＣＧＧＣＣＴＡＧ ３０ｓ，７２℃３０ｓ），７２℃７ｍｉｎ，４℃∞

１４２　序列分析　将测序结果与网上桃仁与苦杏
仁序列用 ＣＬＵＳＴＡＬＸ软件进行序列比对，使用
ＭＥＧＡ６用邻接（ＮＪ）法构建系统聚类树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
（１０００次重复）检验各分支的支持率。
１４３　特异性鉴别引物的设计　将所测得的序列
与ＧｅｎＢａｎｋ中的桃仁与苦杏仁 ＩＴＳ序列用 ＢｉｏＥｄｉｔ
软件进行比对分析，找出具有稳定差异的特异性片

段，筛选获得变异位点，通过该位点运用 Ｐｒｅｍｉｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ５０软件针对桃仁的特异性片段设计多对鉴
别引物，并由睿博兴科生物技术有限公司合成。

１４４　ＰＣＲ引物特异性筛选　用所设计引物进行
ＰＣＲ反应，ＰＣＲ所用２５μＬ反应体系为：２×ＥａｓｙＴａｑ
ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１２５μＬ，正反向引物各０５μＬ，ＤＮＡ
稀释２０倍后取１μＬ，无菌水补齐。ＰＣＲ产物采取
琼脂糖凝胶电泳方法检测。以结果出现整齐、清晰

条带为阳性，其余为阴性，由此判断引物特异性。

１４５　特异性ＰＣＲ反应条件优化　为获得最优的
位点特异性 ＰＣＲ反应条件，对其反应条件进行优
化，分别考察了 ＤＮＡ模板浓度（０００５ｎｇ／μＬ、００１
ｎｇ／μＬ、００２ｎｇ／μＬ、００５ｎｇ／μＬ、０１ｎｇ／μＬ、０２ｎｇ／
μＬ、０２５ｎｇ／μＬ、０５ｎｇ／μＬ、１ｎｇ／μＬ、２ｎｇ／μＬ）、退
火温度（５５℃、５７℃、５９℃、６１℃、６３℃）、聚合酶种
类（ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、２×ＴａｑＰＣＲＳｔａｒＭｉｘ、２×
ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ）、不同 ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓＶｅｒｉｔｉ；ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１）对 ＰＣＲ反应的
影响。反应体系为：ＤＮＡ聚合酶１２５μＬ，正反向引
物各０５μＬ，ＤＮＡ１μＬ，无菌水补足２５μＬ。
２　结果与分析
２１　通用引物 ＰＣＲ扩增电泳结果　ＩＴＳ通用引物
扩增样品的成功率为１００％，即全部具有明亮清晰
条带。扩增结果如图１。
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图１　通用引物ＰＣＲ结果
　　注：ａ：桃仁１９以及桃仁标准药材 Ｔ；ｂ：山桃１０１８；ｃ：杏
仁１９２６以及苦杏仁标准药材Ｘ；Ｍ：ＤＮＡ分子标记

２２　基于ＩＴＳ序列桃仁与苦杏仁样品的系统进化
树构建　采用 Ｍｅｇａ６分析软件进行桃仁与苦杏仁
系统发育树的构建，采用邻接法（ＮＪ）构建系统发育
树。见图２，采用 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ距离，系统树各
分支的置信度用ｂｏｏｔｓｔｒａｐｍｅｔｈｏｄ检验，共进行１０００
次循环。由图２可知，桃仁样品与桃仁标准药材聚
为一支，苦杏仁与苦杏仁标准药材聚为一支，表明

ＩＴＳ序列用于桃仁与苦杏仁的分子鉴定具有一定的
理论依据。

图２　基于ＩＴＳ序列构建的桃仁与杏仁药材的邻接（ＮＪ）树

　 　 注：桃 仁：１，２，１０，１１，１７，１８，Ｔ，ＡＦ３１８７４４１，

ＡＦ３１８７４１１，ＪＱ２８０４７５１；苦杏仁：１９，２０，２１，２２，２４，Ｘ，

ＡＦ３１８７５６１，ＥＦ２１１０８５１

２３　特异性引物ＰＣＲ扩增　用筛选的特异ＰＣＲ引
物Ｇ４７（序列见表３）对提取的桃仁和苦杏仁 ＤＮＡ
模板进行扩增。如图３所示，桃仁标准药材与桃仁
样品特异性扩增结果呈阳性，条带整齐、清晰明亮，

大小３３３ｂｐ，而苦杏仁标准药材与苦杏仁样品特异
性扩增结果均呈阴性，证明该引物具有良好的特

异性。

图３　特异引物ＰＣＲ结果
　　注：ａ：桃１９以及桃仁标准药材 Ｔ；ｂ：山桃 １０１８；ｃ：杏
１９２６以及苦杏仁标准药材ＸＭ：ＤＮＡ分子标记

２４　ＰＣＲ扩增反应条件优化
２４１　ＤＮＡ模板量的考查　对２５μＬＰＣＲ反应体
系中的模板ＤＮＡ用量进行了考察，结果如图４，ＤＮＡ
模板浓度在２ｎｇ／μＬ时苦杏仁出现假阳性条带，而
在００２ｎｇ／μＬ时桃仁不能出现清晰、明亮条带，且
其引物二聚体明显增多（见图４），因此确定本方法
ＤＮＡ模板浓度适宜范围应为００５～１ｎｇ／μＬ。实验
采用００５ｎｇ／μＬＤＮＡ模板浓度继续进行其他条件
的考察。

图４　ＤＮＡ模板浓度优化结果
　　注：１１３：桃仁，１９２２：苦杏仁；Ｍ：ＤＮＡ分子标记

２４２　退火温度的考查　设置退火温度分别为５５
℃、５７℃、５９℃、６１℃、６３℃进行考察，结果见图５。
从结果可见，桃仁均出现整齐、清晰条带，而苦杏仁

均无条带，表明退火温度对其无明显影响，采用５９
℃作为此方法的退火温度。
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图５　退火温度考查结果
　　注：１１３：桃仁，１９２２：苦杏仁；Ｍ：ＤＮＡ分子标记

２４３　ＤＮＡ聚合酶的考察　对 ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合
酶，２×ＴａｑＰＣＲＳｔａｒＭｉｘ，２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ３
种聚合酶进行考察。结果如图６。采用不同聚合酶
的ＰＣＲ反应，伪品均无条带，而正品均有３３３ｂｐ特
异性扩增条带，说明特异性引物可用多种酶进行实

验，无单一局限性。

图６　不同酶考查结果
　　注：１，１０：桃仁，１９：苦杏仁。ａ：ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶，ｂ：２
×ＴａｑＰＣＲＳｔａｒＭｉｘ，ｃ：２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ；Ｍ：ＤＮＡ分
子标记

２４４　ＰＣＲ仪对实验结果重复性的影响　选用２
种不同型号的ＰＣＲ仪（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１、Ａｐｐｌｉｅｄ
ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＶｅｒｉｔｉ）进行考察，结果桃仁均出现整齐、
明亮清晰的条带，苦杏仁均无条带出现（图７），表明
此方法稳定性好，重复性高，ＰＣＲ仪对其结果无明显
影响。

图７　不同ＰＣＲ仪考查结果
　　注：１，１０：桃仁，１９：苦杏仁。ａ：ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１ＰＣＲ
仪；ｂ：ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＶｅｒｉｔｉＰＣＲ仪；Ｍ：ＤＮＡ分子标记

３　讨论
由于桃仁品种繁杂，形态变异大，且与苦杏仁形

态相似，尤其是山桃仁在形态上与杏仁更加难以区

分，故传统鉴别在实际应用中很难将两者准确区别。

位点特异性引物 ＰＣＲ具有操作简单、成本低、重复
性好等优点，使用特异性引物可以极大降低 ＰＣＲ的
假阳性率，保证鉴定结果的准确性［４］，特别是近年来

快速ＰＣＲ技术迅速发展，使得中药材分子鉴定在现

场快速鉴定上的应用成为了可能［５６］。如李振华

等［７］通过位点特异 ＰＣＲ的方法证明了荒漠肉苁蓉
能扩增出３３１ｂｐ的条带，而混伪品不能，从而实现
了荒漠肉苁蓉与其混伪品的快速、准确鉴别。陈康

等［８］在位点特异性引物 ＰＣＲ方法的基础上改良实
验条件，应用快速ＰＣＲ方法通过显示荧光区分真伪
蛇类药材，所建立的蛇类药材快速 ＰＣＲ真伪检测方
法可在３０～４５ｍｉｎ完成。赵丹等［９］对太子参药材

及其混伪品的ｒＤＮＡＩＴＳ片段进行比对分析，应用特
异性引物ＰＣＲ方法将太子参药材及其混伪品进行
了很好的区分。

ＤＮＡ条形码技术在物种鉴别分类上起到了越
来越重要的作用［１０１２］。植物常用鉴别序列是 ＩＴＳ序
列，包括ＩＴＳｌ、ＩＴＳ２，分别位于１８Ｓ～５８ＳｒＤＮＡ、５８Ｓ
～２６ＳｒＤＮＡ之间，长度分别为１８７～２９８ｂｐ和１８７
～２５２ｂｐ，而１８Ｓ、５８Ｓ、２６ＳｒＤＮＡ的序列又非常保
守，所以其通用引物可适用物种范围广泛［１３］。Ｃｈｅｎ
等［３］比较了药用植物中 ７个候选的 ＤＮＡ条形码
（ｐｓｂＡｔｒｎＨ、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ、ｒｐｏＣ１，ｙｃｆ５，ＩＴＳ２以及ＩＴＳ），
并且测试了ＩＴＳ２鉴别７５３个属４８００个物种的６６００
个样品的成功率，结果为其鉴别成功率在种水平上

为９２７％，最终认为ＩＴＳ２可做为更广泛的药用植物
鉴别 ＤＮＡ条形码。林韵涵等对药材桃仁及其近缘
种进行分子鉴定，结果表明 ＩＴＳ２序列作为 ＤＮＡ条
形码可以有效地鉴定药材桃仁及其近缘种。因此本

实验最初选用桃仁及苦杏仁药材 ＩＴＳ２序列进行测
序，但由于其亲缘关系较近，序列相似度较高，且多

处均为单个碱基的不同，因此难以设计鉴别度较好

的特异引物。中国植物条形码工作组［１４］对来自４２
目７５科１４１属１７５７个物种的６２８６个种子类植物
样本的ｒｂｃＬ，ｍａｔＫ，ｐｓｂＡｔｒｎＨ，ＩＴＳ序列进行研究，结
果表明ＩＴＳ有最高的鉴别能力，建议 ＩＴＳ／ＩＴＳ２应成
为种子植物的核心条形码。因此本实验即对桃仁及

苦杏仁药材ＩＴＳ序列进行测序，２种药材ＩＴＳ序列中
Ｐｏｌｙ结构较多，突变缺失情况较严重，并不是所有药
材均能测序成功，但根据所测序结果以及与网上序

列进行比对分析，设计特异性鉴别引物，结果表明其

引物特异性好，鉴别能力高，可作为桃仁及苦杏仁药

材鉴别的特异引物。

本实验通过特异引物筛选和条件优化，最终确

定２５μＬＰＣＲ反应体系时，引物 Ｇ４７在 ＤＮＡ模板
加样量００５～１ｎｇ范围内，退火温度５５～６３℃时可
将桃仁与苦杏仁进行有效的鉴别。该方法灵敏度

高，稳定性好，可用于桃仁与苦杏仁的分子鉴别以及
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桃仁药材分子鉴定的推广与应用，且为桃仁药材的

快速鉴别提供了参考依据。
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ｏｒｅｄｏｘｉｎｒｅｄｕｃｔａｓｅｔｏｉｎｄｕｃｅＲＯＳｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｐｒｏ

ｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａＨＬ６０ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，２０１４，

７０Ｃ：１８２１９３．

［１８］周健．紫草素提取、转化及其脂质体制备工艺研究［Ｄ］．承德：

承德医学院，２０１６．

［１９］葛素囡，王芳，周歌，等．新疆紫草及其毛状根中萘醌类化合物

的研究［Ｊ］．中药新药与临床药理，２０１５，２５（５）：６７５６８１．

［２０］李翠芳，王芳，麻浩．新疆紫草毛状根提取物的抗氧化活性研究

［Ｊ］．新疆农业科学２０１０，４７（２）：２９１２９５．

［２１］涂美娟．ＯＣＴ１及 ＣＹＰ３Ａ４介导的吡咯里西啶生物碱肝脏转运

及毒性研究［Ｄ］．杭州：浙江大学，２０１４．

［２２］解欣然，张蕾，刘欣，等．紫草素对ＩＬ１７诱导角质形成细胞增殖

及趋化因子表达的影响［Ｊ］．中国中药杂志，２０１５，４０（５）：９４６

９４９．

［２３］付绍秀，雷用钊．复方紫草油治疗肛周湿疹疗效观察［Ｊ］．实用

中医药杂志，２０１４，１１（３０）：１０４６．

［２４］康真，先民，王家祝，等．紫草油联合龙血竭和维生素 Ｂ１２治疗

放射性皮炎［Ｊ］．西部医学，２０１４，２６（１２）：１５９９１６００＋１６０３．

［２５］陈闵希，李健．复方紫草油加表皮生长因子外用治疗难治性创

面临床观察［Ｊ］．中国实用医药，２０１４，８（３１）：１３５．

［２６］罗宏宾．紫草素对皮肤成纤维细胞增殖、凋亡的调控及抑制增

生性瘢痕形成的机制研究［Ｄ］．杭州：浙江中医药大学，２０１７．

［２７］楚广玉．紫草纱条与康惠尔泡沫敷料贴对晚期癌症患者深度压

疮治疗效果的比较［Ｄ］．天津：天津医科大学，２０１６．

［２８］朱丽．复方紫草油在重症药疹皮肤护理中的应用［Ｊ］．中国医疗

美容，２０１４，４（４）：１４０１４１．

（２０１７－０８－２０收稿　责任编辑：徐颖）
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