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羚羊角塞特异性 ＰＣＲ鉴别方法研究
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摘要　目的：为解决中药羚羊角塞与羚羊角相比因失去“通天眼”等传统鉴别特征而鉴别困难的问题，建立准确鉴别鉴定
羚羊角塞的方法。方法：通过比对羚羊角塞基原动物赛加羚羊与其７种常见混伪品的细胞色素 Ｃ氧化酶亚基 Ｉ（Ｃｙｔｏ
ｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅＩ，ＣＯＩ）序列，根据差异位点设计出仅扩增赛加羚羊 ＤＮＡ的特异性鉴别引物。结果：进行 ＰＣＲ时，当退火
温度为６４℃，循环数为３３个时，仅羚羊角塞正品扩增获得约３００ｂｐ大小的条带，混伪品无条带。结论：该方法可作为准
确有效检测待检样品是否来源于赛加羚羊的方法，用于羚羊角类样品的ＤＮＡ鉴别。
关键词　特异性ＰＣＲ；分子鉴定；羚羊角塞；中药鉴定
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　　中药羚羊角为牛科动物赛加羚羊（Ｓａｉｇａｔａｔａｒｉｃａ
Ｌｉｎｎａｅｕｓ）的角，角根所具骨质结构称羚羊角塞。羚
羊角及羚羊角塞均为我国传统名贵中药材，具有平

肝息风、清肝明目、散血解毒的功效，临床效果显著。

近年来，由于羚羊角类药材（包括羚羊角、羚羊

角塞、羚羊角镑片等）资源储量下降，导致常出现伪

品混入及跨国走私等现象。羚羊角塞基原物种赛加

羚羊主要分布于我国及一些中亚国家，但分布于我

国新疆地区的赛加羚羊已因过度捕猎而灭绝，而分

布于国外的种群也因盗猎等原因在短短几年内数量

下降了 ９０％，致使药用资源严重不足［１２］。山羊

（Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ）、绵羊（Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ）、普氏原羚（Ｐｒｏｃａｐｒａ
ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ）、藏原羚（Ｐｒｏｃａｐｒａｐｉｃｔｉｃａｕｄａｔａ）、藏羚羊
（Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓｈｏｄｇｓｏｎｉｉ）、蒙原羚（Ｐｒｏｃａｐｒａｇｕｔｔｕｒｏｓａ，
黄羊）、鹅喉羚（Ｇａｚｅｌｌａｓｕｂｇｕｔｔｕｒｏｓａ，长尾黄羊）等动
物的角常作为赛加羚羊角类的民间代用品［３］，但其

疗效尤其是退热效果与正品羚羊角具有明显差

异［４］，不可混用。然而，羚羊角类药材主要为蛋白质

和骨质成分，缺乏用于作为标记区分的小分子次生

代谢物，使用显微鉴别、薄层色谱、蛋白电泳等方法

鉴定均有一定困难，大多数只能区分羚羊角和山羊

角等少数几种角类，而羚羊角塞因仅剩骨质部分，已

丢失羚羊角类传统鉴别特征“合把”和“通天眼”，性

状鉴别更为困难。需要建立更加快速、准确的方法

来鉴定羚羊角塞与其混伪品。

特异性ＰＣＲ鉴别是一种根据物种品间差异序列
设计特异性引物从而专一性鉴别是否为所要求生物

基原的ＤＮＡ分子检测方法。该技术因其客观、准确，
可为中药材的鉴定提供准确的结果。２０１０年版《中华
人民共和国药典》收载了使用特异性 ＰＣＲ技术鉴别
动物类药材蕲蛇、乌梢蛇饮片的方法，成为世界上首

个中药、天然药分子鉴定国家标准，其准确性得到了

充分验证［５６］。目前已有多种动、植物药材成功应用

特异性ＰＣＲ技术进行基原鉴定，其对保障药材市场药
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品安全、准确具有重要的作用［７１１］。虽然目前也有使

用特异性ＰＣＲ方法鉴别羚羊角类药材的报道，但多只
针对山羊角、黄羊角等２～３个物种，并未囊括鹅喉
羚、水牛角等最为常见的伪品［１２１３］。本研究通过比对

羚羊角塞基原动物赛加羚羊及其７种常见混伪品线
粒体细胞色素Ｃ氧化酶亚基Ｉ（ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅＩ，
ＣＯＩ）基因片段序列，设计了一对仅扩增赛加羚羊
ＤＮＡ的特异性鉴别引物，通过使用试剂盒快速提取
ＤＮＡ，经优化特异性ＰＣＲ反应程序进行快速扩增，能
准确鉴别羚羊角塞及其混伪品，为实现羚羊角类药材

的特异性ＤＮＡ分子鉴别提供技术保障。
１　仪器与试剂
１１　仪器　ＰＣＲ仪：ＡＢＩ９７００（Ｌｉｆｅ公司）、ＶｅｒｉｔｉＴＭ

（Ｌｉｆｅ公司）、ＴＣ９６（杭州博日公司）以及 Ｓ１０００型
（ＢｉｏＲａｄ公司）；５８１０Ｒ型高速冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司）；ＶＯＲＴＥＸ２ＧＥＮＩＥ漩涡震荡仪（Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ型电泳仪（ＢｉｏＲａｄ公
司）；ＨＥ９９Ｘ１５１５型电泳槽（Ｈｏｅｆｅｒ公司）；ＳＹＮ
ＧＥＮＥ凝胶成像系统（ＧＥＮＥ公司）。
１２　试剂　不同特性 ＴａｑＤＮＡ聚合酶：ｒＴａｑ
（Ｔａｋａｒａ公司生产）、ＴｒａｎｓＴａｑ（ＴｒａｎｓＧｅｎ公司生
产）、ＶａｚｙｍｅＴａｑｐｌｕｓ（Ｖａｚｙｍｅ公司生产），中度保真
的ＥｘＴａｑ（Ｔａｋａｒａ公司生产）、ＨＳＴａｑ（Ｔａｋａｒａ公司
生产），高度保真的 ＳｐｅｅｄＳＴＡＲＨＳＴａｑ聚合酶
（Ｔａｋａｒａ公司生产）进行试验；琼脂糖（Ｐｒｏｍｅｇａ公司
生产）；溴化乙啶（Ｆｌｕｋａ公司生产）；ＤＬ２０００ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ公司生产）；１００００×ＳＹＢＲ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司生产）；其他试剂均为国产分析纯。

１３　分析样品　采集来自于不同产地的羚羊角塞
正品及常见混伪品共５２份材料进行特异性 ＰＣＲ鉴
别研究。样品采自安徽亳州、广西玉林、河北安国等

药材市场，凭证标本保存于中国中医科学院中药资

源中心。见表１。
２　方法与结果
２１　引物设计
２１１　序列比对　从 ＮＣＢＩ数据库（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒ
ｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）中下载羚羊角塞的基原
物 种 赛 加 羚 羊 （ＫＦ７３２０９１、ＫＣ６７９０１４１、
ＫＣ６７９０１０１）及其可能的混伪品基原物种绵羊
（ＫＴ７５００３８１）、山羊 （ＪＮ２４５９９４１）、普氏原羚
（ＫＣ６７９０５１１）、藏原羚 （ＫＣ６７９００９１）、藏羚羊
（ＨＱ２６９４６０１）、蒙原羚 （ＫＣ６７９０３６１）、鹅喉羚
（ＫＣ６７９０２６１）的ＣＯＩ序列经 ＣｌｕｓｔａｌＷ程序进行多
重序列比对，选择羚羊角塞基原动物与其混伪品序

列差异大的区域进行引物设计。

２１２　引物设计　使用ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｉｍｅｒ５０（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｐｒｅｍｉｅｒｂｉｏｓｏｆｔｃｏｍ／ｐｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎ／）设计特异性
ＰＣＲ鉴别引物，调整参数使引物为３′末端位于赛加
羚羊与其混伪品序列差异区域，ＰＣＲ产物长度为
１００～４００ｂｐ，Ｔｍ值为 ５５～６５℃。引物命名为
ＬＹＪＦ和ＬＹＪＲ，由生工生物工程（上海）股份有限
公司合成。

２２　基因组总 ＤＮＡ的提取　取２ｇ样品，用７０％
乙醇擦拭表明，使用 ＲｅｔｓｃｈＭＭ４００球磨仪粉碎至
能过８０目筛，取５０ｍｇ粉末，使用Ｗｉｚａｒｄ ＳＶＧｅ
ｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）试剂
盒按说明书进行ＤＮＡ提取。

表１　试验材料详表

序号 材料名称 拉丁名 来源 数量

１ 羚羊角 Ｓａｉｇａｔａｔａｒｉｃａ 四川荷花池市场 ３
２ 羚羊角 Ｓａｉｇａｔａｔａｒｉｃａ 安徽亳州市场 ７
３ 羚羊角 Ｓａｉｇａｔａｔａｒｉｃａ 河北安国市场 １
４ 羚羊角塞 Ｓａｉｇａｔａｔａｒｉｃａ 安徽亳州市场 ２０
５ 普氏原羚 Ｐｒｏｃａｐｒａｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ 个人收藏 １
６ 山羊角 Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ 安徽亳州市场 ５
７ 鹅喉羚 Ｇａｚｅｌｌａｓｕｂｇｕｔｔｕｒｏｓａ 安徽亳州市场 ４
８ 鹅喉羚 Ｇａｚｅｌｌａｓｕｂｇｕｔｔｕｒｏｓａ 安徽合肥 １
９ 藏原羚 Ｐｒｏｃａｐｒａｐｉｃｔｉｃａｕｄａｔａ 安徽亳州市场 ２
１０ 藏原羚 Ｐｒｏｃａｐｒａｐｉｃｔｉｃａｕｄａｔａ 青海化隆 １
１１ 藏羚羊 Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓｈｏｄｇｓｏｎｉ 安徽亳州市场 ３
１２ 藏羚羊 Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓｈｏｄｇｓｏｎｉ 个人收藏 １
１３ 蒙原羚 Ｐｒｏｃａｐｒａｇｕｔｔｕｒｏｓａ 个人收藏 ２
１４ 水牛角 Ｂｕｂａｌｕｓｂｕｂａｌｕｓ 安徽亳州市场 １

２３　ＰＣＲ扩增条件的确定　通过调整 ＰＣＲ体系和
反应程序确定蛤蚧特异性鉴别的最优条件。２５μＬ
初始ＰＣＲ反应体系在２００μＬ离心管中进行ＰＣＲ反
应。反应总体积为２５μＬ，包括１０×ＰＣＲ缓冲液２５
μＬ、ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ）１５μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合
酶（５Ｕ／μＬ）０４μＬ和模板１μＬ，加入羚羊角塞正
反向鉴别引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０２μＬ，用无菌双蒸
水补足反应体积。ＰＣＲ反应在 ＶｅｒｉｔｉＴＭ型 ＰＣＲ扩增
仪上进行。初始反应程序。见表２。取ＰＣＲ反应产
物，加入５μＬ６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（Ｔａｋａｒａ公司）混匀
后于 ＧｅｌＲｅｄ染色的 １５％琼脂糖凝胶电泳检测，
ＳＹＮＧＥＮＥ凝胶成像系统观察、成像。

使用羚羊角塞鉴别引物对羚羊角正品及其常见

伪品总ＤＮＡ模板进行扩增，并分别考察：１）退火温
度；２）ＰＣＲ循环数；３）模板 ＤＮＡ浓度；４）变性和退
火时间；５）Ｔａｑ种类；６）不同 ＰＣＲ仪对 ＰＣＲ反应稳
定性的影响。
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表２　引物及ＰＣＲ反应条件

引物名 序列（５′３′） 反应条件

ＬＹＪＦ ＡＣＴＴＣＴＡＧＣＡＴＣＴＴＣＣＡＴＡＧＴＴＧＡＧ ９５℃预变性５ｍｉｎ，循环反应３５次（９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ）
ＬＹＪＲ ＧＧＧＡＡＧＴＧＡＡＡＧＧＡＧＴＡＧＧＡＧＧ ７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保温

表３　羚羊角特异性ＰＣＲ条件考察结果

参数 参数值 适宜范围 最优条件

退火温度（℃） ５８，６０，６２，６４，６６ ６０～６６ ６４
ＰＣＲ循环数 ２７，３０，３３，３６ ２５～３５ ３０

模板浓度（ｎｇ／μＬ） ０２，１，５，２５ １～２５ ５
变性／退火时间（ｓｅｃ） １０，２０，３０ １０～３０ ３０

Ｔａｑ酶 ｒＴａｑ，ＴｒａｎｓＴａｑ，ＶａｚｙｍｅＴａｑｐｌｕｓ，ＥｘＴａｑ，ＨＳＴａｑ，ＳｐｅｅｄＳｔａｒＨＳＴａｑ聚合酶 除Ｖａｚｙｍｅ均可使用 ｒＴａｑ
ＰＣＲ仪 ＡＢＩ９７００，ＶｅｒｉｔｉＴＭ，ＴＣ９６，Ｓ１０００ 均可使用 ＶｅｒｉｔｉＴＭ

图１　羚羊角塞特异性鉴别引物设计结果

２４　羚羊角塞特异性鉴别引物的设计　使用
ＣｌｕｓｔａｌＷ软件对赛加羚羊、山羊、绵羊、普氏原羚、藏
原羚、藏羚羊、蒙原羚、鹅喉羚的 ＣＯＩ序列进行多重
序列比对，以赛加羚羊与混伪品具有差异的 ＳＮＰ位
点为基础设计引物，赛加羚羊预期扩增长度为２６６
ｂｐ，如图１。
２５　羚羊角塞特异性ＰＣＲ鉴别条件考察　由于影
响特异性鉴别准确性的关键因素包括退火温度、循

环数和模板 ＤＮＡ浓度，而决定 ＰＣＲ反应速度的核
心因素为循环数和退火／延伸时长，本研究以正品扩
增强度和伪品条带有无为指标，依次对退火温度、循

环数、ＤＮＡ浓度、变性／退火时间进行了系统考察，
同时考察筛选的条件对不同 ＴａｑＤＮＡ聚合酶及不
同ＰＣＲ扩增仪的耐受性，结果表明，退火温度位于
６０～６６℃，循环数 ２７～３３，ＤＮＡ模板浓度 １～２５
ｎｇ／μＬ羚羊角及其常见混伪品。见表３。在此条件
下对不同保真度的 Ｔａｑ酶和不同型号 ＰＣＲ仪均具
有耐受性。见表３。而退火温度过低（＜６０℃）、循

环数过大（＞３３）则会产生假阳性结果，模板浓度过
低（＜１ｎｇ／μＬ）则会产生假阴性结果。最终确定羚
羊角特异性 ＰＣＲ鉴别反应条件为 ９５℃预变性 ５
ｍｉｎ，循环反应３３次（９５℃３０ｓ，６４℃３０ｓ）７２℃延
伸５ｍｉｎ。
２６　适用性考察　使用羚羊角塞特异性鉴别引物，
采用筛选出的扩增体系和ＰＣＲ反应条件，对不同药
材市场的３１批羚羊角类样品（其中羚羊角塞２０批，
羚羊角１１批）及混伪品２１批进行扩增，产物经琼脂
糖凝胶电泳检测，仅羚羊角和羚羊角塞正品在２００
～３００ｂｐ间产生明亮单一条带，伪品无条带。见图
２、图３。不同来源的正品羚羊角塞均产生一致结
果，表明该体系能稳定准确地鉴别羚羊角塞。

３　讨论
遗传间断是进行物种划分的基础，ＤＮＡ分子鉴

定的前提条件是正品与混伪品间存在序列差异，本

研究对正品羚羊角塞的基原物种赛加羚羊及外观形

态相似的７种混伪品物种 ＣＯＩ序列进行了分析，发
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现正伪品序列存在显著差异，系统发育树分析亦呈

单系［１４１５］，故而可从根据 ＣＯＩ序列差异位点设计特
异性引物进行鉴别。

图２　使用ＰＣＲ鉴别不同批次羚羊角和羚羊角塞
　　注：Ｍ：ＤＬ５００Ｍａｒｋｅｒ（条带大小自下而上依次为１００、１５０、２００、

３００、４００、５００ｂｐ）；１～７：羚羊角；８～１４：羚羊角塞

图３　使用ＰＣＲ鉴别羚羊角塞常见伪品结果
　　注：Ｍ：ＤＬ５００Ｍａｒｋｅｒ（条带大小自下而上依次为１００、１５０、２００、

３００、４００、５００ｂｐ）；１：普氏原羚；２～６：山羊角；７～１１：鹅喉羚；１２～

１４：藏原羚；１５～１８：藏羚羊；１９～２０：蒙原羚；２１：水牛角

　　进行ＰＣＲ分子鉴别的第一步是 ＤＮＡ提取，不
同的方法其ＤＮＡ提取效果可能会有区别，同时因羚
羊角塞为骨制品，ＤＮＡ提取较为困难。为保证鉴别
结果的准确性，本研究试验了不同的ＤＮＡ提取方法
（ＰｒｏｍｅｇａＤＮＡ提取试剂盒，柱式骨骼 ＤＮＡ提取试
剂盒，ＳＤＳ法和ＣＴＡＢ法），发现各方法均能获得良
好的提取效果，光吸收比值 Ａ２６０／Ａ２８０＞１５，浓度
均＞２０ｎｇ／μＬ，且均可满足 ＰＣＲ扩增的基本要求。
本研究选择最为简便的 ＰｒｏｍｅｇａＤＮＡ提取试剂盒
进行 ＤＮＡ提取。方法学考察是获得稳定、准确
ＤＮＡ分子鉴别方法的必要步骤［１６］。我们对影响

ＰＣＲ扩增的核心因素，如退火温度、ＰＣＲ循环次数、
ＤＮＡ浓度、ＤＮＡ聚合酶用量及不同品牌的 ＰＣＲ仪
和ＤＮＡ聚合酶进行了考察，发现所建立的特异性
ＰＣＲ鉴别方法具有很强的稳定性。见表３。为考察
羚羊角塞特异性ＰＣＲ鉴别方法的特异性和适用性，
本研究收集了不同药材市场的３１批羚羊角塞类正
品和市场常见的２１批羚羊角塞混伪品进行验证，结
果仅正品能扩增获得约３００ｂｐ大小的条带，混伪品
无条带，表明所建立的特异性ＰＣＲ鉴别方法能专属

性鉴别待检样品是否为正品基原，对羚羊角塞药材

的使用和流通的安全性与规范性起到保障作用。
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