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［摘要］　动物药材应用历史悠久，是中药资源的重要组成部分。近年来动物药材混伪品、替代品不断出现，严
重影响了动物药材临床应用效果和用药安全。ＤＮＡ条形码技术作为一种新兴的生物鉴定方法，可对 《中华人民共和

国药典》收载动物药材进行快速、准确的鉴定。本文就以ＣＯＩ为主体、ＩＴＳ２为补充的动物药材 ＤＮＡ条形码鉴定体
系的建立、动物药材ＤＮＡ条形码鉴定中的关键技术和动物药材ＤＮＡ条形码鉴定数据库进行介绍，为 《中华人民共

和国药典》收载动物药材ＤＮＡ条形码鉴定研究提供参考。
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动物药在我国具有悠久的应用历史，早在 《神

农本草经》中就有记载。历代本草共记载动物药

６００余种，《中国中药资源志要》收录药用动物４１４
科８７９属１５７４种，约占全国中药资源总种数１２％，
其中脊椎动物占多数，约占药用动物总数的 ６１％。

动物药是祖国医药学遗产中的重要组成部分，具有

活性成分强、疗效确切等特点，如斑蝥中含有的斑

蝥素为抗癌有效成分，临床治疗肝癌和膀胱癌有效，

同时还具有升高白细胞的作用；水蛭含有的水蛭素

是重要的抗凝血物质，对脑血管疾病、高血脂症等
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均有显著疗效［１］。大多数动物药材来自野生资源，

部分药材的基原动物已被列入 《国家重点保护野生

动物名录》和 《濒危野生动植物种国际贸易公约》

（ＣＩＴＥＳ）附录，如穿山甲、麝类３种、玳瑁、黑熊、
棕熊、梅花鹿、海马属５种等。近年来动物药材的
需求量不断上升，但药用动物的养殖规模远没有达

到市场需要，市场上混伪品、替代品的不断出现严

重影响了动物药材的应用效果和用药安全。动物药

材的传统鉴定方法有来源鉴定、性状鉴定、显微鉴

定和理化鉴定，在不同种类动物药材的鉴定中发挥

着重要的作用。随着分子生物学技术的发展，应用

分子生物学手段进行动物药材的鉴定越来越受到关

注，《中华人民共和国药典》（《中国药典》）一部收

载乌梢蛇和蕲蛇的特异性ＰＣＲ鉴别方法。
作为一种新兴的生物鉴定方法，ＤＮＡ条形码技

术是应用基因组中一段标准的ＤＮＡ短序列进行物种
鉴定的分子诊断技术，自２００３年由加拿大动物学家
ＰａｕｌＨｅｂｅｒｔ提出以来［２３］，就受到生物分类学家的广

泛关注，为因资金不足以及年轻分类学家匮乏而沉

寂的生物分类学带来了新的发展机遇［４］。陈士林

等［５］首先探讨了ＤＮＡ条形码技术在中药材鉴定中应
用的技术方法、技术路线和关键问题，展望了 ＤＮＡ
条形码在中药材鉴定中的应用前景，并指出 ＤＮＡ条
形码在中药鉴定中的成功应用将给生药鉴定方法带

来革命性突破。与传统鉴定方法相比，ＤＮＡ条形码
鉴定具有客观性强、重复性好和通用性等优点，易

于构建统一的 ＤＮＡ条形码序列数据库［６７］。本文对

动物药材 ＤＮＡ条形码鉴定体系的建立、动物药材
ＤＮＡ条形码研究中的关键技术和ＤＮＡ条形码数据库
进行介绍，以期对动物药材ＤＮＡ条形码研究、珍稀
药用动物资源保护和动物药材的市场监管提供参考。

１　以 ＣＯＩ为主体、ＩＴＳ２为补充的动物药材 ＤＮＡ
条形码鉴定体系的建立

　　Ｈｅｂｅｒｔ等［２］对１１个门１３３２０个同属物种的ＣＯＩ
比较分析，提出ＣＯＩ序列可作为ＤＮＡ条形码序列对
动物进行鉴定。在ＣＯＩ序列对动物药材的鉴定方面，
张辉等［８］选取 《中国药典》中 ４５个动物药材，涉
及基原物种５１种，分析样品ＣＯＩ序列的种内种间变
异情况、ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ、鉴定效率等，考察ＣＯＩ序列
鉴定动物药材的有效性和准确性。结果表明，ＣＯＩ
序列作为ＤＮＡ条形码适用于 《中国药典》中动物药

材的鉴定，为ＣＯＩ条形码准确鉴定 《中国药典》中

动物药材提供了分子依据。

目前，很多学者应用 ＣＯＩ序列对基原动物和动
物药材进行了鉴定研究，其中对角甲类和蛇类动物

药的研究报道较多。角甲类动物药临床应用历史悠

久、其作用常常是植物药和矿物药不能替代的，更

是一些经典名方中不可缺少的主药之一。大多数角

甲类动物药如鹿角、羚羊角等为骨化的动物样品，

其ＤＮＡ降解比较严重，提取难度较大。Ｌｕｏ等［９］应

用ＤＮＡｏｕｔ试剂盒提取角甲类样品 ＤＮＡ，对１５个种
７２份角甲类动物药材ＣＯＩ序列进行了分析，ＰＣＲ扩
增与测序效率均为１００％，ＣＯＩ序列长度为４７７ｂｐ，
其中１５６个位点（３２７％）具有多态性。角甲类动物
药种内与种间的遗传变异平均值分别为 ０４％和
１５８％，种内的最大 Ｋ２Ｐ距离均小于种间的最小
Ｋ２Ｐ距离。ＮＪ树分析表明马鹿、梅花鹿、麋鹿、黄
麂、羚羊角、山羊角、鳖甲各自聚为一支，野生物

种与家养物种能明显分开。进一步对 ＧｅｎＢａｎｋ数据
库中５３个物种 ３１３条 ＣＯＩ序列进行了系统分析，
ＢＬＡＳＴ１分析表明其物种鉴定成功率为１００％。该研
究为濒危物种贸易监管提供了有力的技术支持，帮

助限制野生动物资源的过度利用和非法的贸易流通。

Ｙａｎ等［１０］采用相似的方法，对角甲类动物药材１０个
物种 ４７份样本进行了 ＣＯＩ序列分析研究。张蓉
等［１１］和崔丽娜等［１２］应用 ＣＯＩ条形码序列分别对鹿
茸及其混伪品进行研究，均表明 ＣＯＩ可鉴定鹿茸及
其混伪品。刘冬等［１３］对鹿茸、鹿角、鹿鞭、鹿筋、

鹿尾、鹿胎分别进行 ＤＮＡ提取、ＣＯＩ序列扩增和测
定，构建鹿类药材８个物种１０１份样品 ＣＯＩ序列数
据库，对市售４０份鹿类药材进行鉴定，发现其中１８
份为 《中国药典》规定物种，２２份不是 《中国药

典》规定物种。刘旭朝等［１４］应用 ＣＯＩ序列对６２份
市售水牛角样品研究，发现３４份市售水牛角药材基
原动物为水牛，占５４８％；１８份为牦牛，３份为山
羊，另有２份样品无法获得 ＣＯＩ序列，５份样品无
法鉴定到基原物种，已被卵菌、子囊菌、甲虫、蛾

等外源物污染。张龙霏等［１５］利用ＣＯＩ检验中药制剂
中的羚羊角药材，表明ＣＯＩ基因作为ＤＮＡ条形码检
验中药制剂中羚羊角方法是可行的，但因羚羊其他

器官也含有相同基因，为保证检验结果的准确性，

还需配合使用其他检验方法。另外，ＣＯＩ序列也应
用于鳖甲［１６］、龟甲［１７１８］、穿山甲［１９］及其混伪品的

鉴定研究，为中药材市场监管提供了新的技术手段。
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我国蛇类中药应用历史悠久，近年来随着蛇类

野生资源逐渐匮乏，加上价格昂贵，药材市场上出

现伪品及混淆品的数量甚多，质量问题严重，仅根

据外部形态特征很难进行准确的鉴别。崔丽娜等［２０］

应用 ＣＯＩ条形码序列能够鉴定金钱白花蛇及其混伪
品，廖婧等［２１］收集常见药用蛇类２３种，共４４个样
品，对其ＣＯＩ条形码序列进行测定，各物种种内遗
传距离与种间遗传距离有显著差异，系统聚类树中

样品可聚类为与分科相一致的３个类群，各物种均
形成了相对独立的支，表明 ＣＯＩ条形码能够对实验
中各药用蛇类物种进行准确鉴定。对１０份市场收集
的金钱白花蛇生药样品进行鉴定发现，５份为正品，
其余５份为伪品，来源于赤链蛇Ｄｉｎｏｄｏｎｒｕｆｏｚｏｎａｔｕｍ，
与蛇类专家利用传统形态学方法鉴定的结果一致；

且形态学上不能准确鉴别的样品，ＤＮＡ条形码技术
可以迅速鉴别真伪并确定其物种信息。Ｃａｏ等［２２］也

应用ＣＯＩ序列对１７个种５１份蛇的样本进行了鉴定研
究，并对１０份药材市场样品进行鉴定发现其中５份
为伪品。蛇蜕在采集、炮制过程中，很难保持完整的

形态，商品药材多数已经破碎，形态鉴定特征不完

整，给蛇蜕的形态鉴定带来极大的困难。石林春

等［２３］应用ＣＯＩ作为ＤＮＡ条形码，不仅可以鉴定中药
材蛇蜕的３种基原，而且可以区分蛇蜕及其易混伪
品，表明ＤＮＡ条形码可以用于中药材蛇蜕的鉴定。

僵蚕药材同时包含动物家蚕和真菌白僵菌，贾

静等［２４］对市售僵蚕药材进行了 ＤＮＡ条形码鉴定研
究，采用植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒能成功扩增白
僵菌ＩＴＳ序列，未能扩增家蚕 ＣＯＩ序列，动物基因
组ＤＮＡ提取试剂盒可一次性将家蚕和白僵菌的ＤＮＡ
同时提取出来，有效解决同时含有动物和真菌类药材

的基原鉴定。ＣＯＩ序列经鉴定为家蚕ＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉＬ，
ＩＴＳ序列经鉴定主要来源为白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ
（Ｂａｌｓ）Ｖｕｉｌｌａｎｔ，少数为杂菌。基于 ＣＯＩ序列和 ＩＴＳ
序列的ＤＮＡ条形码分子技术能稳定、准确鉴别动物
药材僵蚕。

另外，应用 ＣＯＩ序列对麝香［２５］、蜈蚣［２６］、蛤

壳［２７］、紫河车［２８］、海马［２９３０］、海龙［２９］、水蛭［３１］、

蛤蚧［３２］、桑螵蛸［３３］、阿胶原材料驴皮［３４］及其混伪

品的鉴定研究，均表明 ＣＯＩ序列可对正品与混伪品
进行准确鉴定，对保障临床用药安全和药材市场监

控具有重要意义，整理的具体研究信息见表１。
某些动物药材由于 ＤＮＡ降解比较严重，标准

ＤＮＡ条形码序列获取困难。不同研究者根据标准
ＤＮＡ条形码序列的信息设计特异引物，扩增其中一
段长度更短的 ＤＮＡ序列（也称 ｍｉｎｉｂａｒｃｏｄｅ），应用
ｍｉｎｉｂａｒｃｏｄｅ序列进行物种鉴定，如在蛤蚧［３５］、龟

甲［３６］、羚羊角［３７］和冬虫夏草［３８］等药材鉴定中已有

应用。

表１　动物药材ＤＮＡ条形码研究信息

主要研究的动物药材 分类 序列 样本数 引物或条形码类型 参考文献

珍珠母 软体动物 ＣＯＩ ３种１５份 通用引物 ［３９］

蛤壳 软体动物 ＣＯＩ ８种１１份 通用引物 ［２７］

水蛭 环节动物 ＣＯＩ ５种１２份 通用引物 ［３１］

地龙 环节动物 ＣＯＩ １０批次 通用引物 ［４０］

地龙 环节动物 ＣＯＩ ５个居群２５份 通用引物 ［４１］

地龙 环节动物 ＣＯＩ １０种 通用引物 ［４２］

蜈蚣 多足纲 ＣＯＩ ５种５０份 通用引物 ［２６］

桑螵蛸 昆虫纲 ＣＯＩ １９个桑螵蛸以及４种螳螂 通用引物 ［３３］

僵蚕 昆虫纲 ＣＯＩ、ＩＴＳ １１５份 ＣＯＩ通用引物、ＩＴＳ５Ｆ／４Ｒ ［２４］

海龙、海马 鱼纲 ＣＯＩ １４种２０份 通用引物 ［２９］

海马 鱼纲 ＣＯＩ ２１种２１１份 通用引物 ［３０］

海龙 鱼纲 ＣＯＩ １２６批次 通用引物 ［４３］

蟾皮 两栖纲 ＣＯＩ ６种５４份 通用引物 ［４４］

哈蟆油 两栖纲 ＣＯＩ ４种６７条序列 通用引物 ［４５］
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续表１
主要研究的动物药材 分类 序列 样本数 引物或条形码类型 参考文献

中华蟾蜍 两栖纲 ＣＯＩ ６种１９份 设计引物 ［４６］

鳖甲 爬行纲 ＣＯＩ ８种１５份 通用引物 ［１６］

蛤蚧 爬行纲 ＣＯＩ ５７份 ｍｉｎｉｂａｒｃｏｄｅ ［３５］

龟甲 爬行纲 ＣＯＩ ８种２２份 通用引物 ［１８］

龟甲 爬行纲 ＣＯＩ １４种６１条序列，１７份待检药材 通用引物ｍｉｎｉｂａｒｃｏｄｅ ［３６］

金钱白花蛇 爬行纲 ＣＯＩ ４种１１份 通用引物 ［２０］

蛇类 爬行纲 ＣＯＩ ２３种４４份 通用引物／蝰科蛇类自行设计 ［２１］

蛇蜕 爬行纲 ＣＯＩ １３种６８份 通用引物 ［２３］

蛇类 爬行纲 ＣＯＩ １７种５１份 通用引物 ［２２］

麝香 哺乳纲 ＣＯＩ ７种１２份 通用引物 ［２５］

鹿茸 哺乳纲 ＣＯＩ ７种１４份 通用引物 ［１２］

鹿茸 哺乳纲 ＣＯＩ ９种１９份 设计引物 ［１１］

鹿类药材 哺乳纲 ＣＯＩ ８种１４１份 通用引物 ［１３］

羚羊角 哺乳纲 ＣＯＩ ８种含羚羊角中药制剂 通用引物和设计引物 ［１５］

羚羊角 哺乳纲 ＣＯＩ ８种６９条序列 ｍｉｎｉｂａｒｃｏｄｅ ［３７］

紫河车 哺乳纲 ＣＯＩ ６种４１份 通用引物 ［２８］

穿山甲 哺乳纲 ＣＯＩ ７种５６份 通用引物 ［１９］

鹿茸粉 哺乳纲 ＣＯＩ ７１份 通用引物 ［４７］

水牛角 哺乳纲 ＣＯＩ ５种１５５份 通用引物 ［１４］

驴皮 哺乳纲 ＣＯＩ ４种２２份 设计引物 ［３４］

角甲类 哺乳纲、爬行纲 ＣＯＩ １５种７２份 设计引物 ［９］

角甲类 哺乳纲、爬行纲 ＣＯＩ １０种４７份 设计引物 ［１０］

动物药材 各类 ＣＯＩ ５１种６２样品＋１１４６条序列 通用引物 ［８］

动物类 各类 ＩＴＳ２ １２２２１条 ［４８］

冬虫夏草 其他 ＩＴＳ １８４条 通用引物 ［４９］

冬虫夏草 其他 ＩＴＳ ６种 ｍｉｎｉｂａｒｃｏｄｅ ［３８］

　　核ＩＴＳ２序列已被证明在植物类药材鉴定中具有
很高的鉴定效率，被选作中草药ＤＮＡ条形码鉴定的
核心序列［４８，５０］。Ｙａｏ等［４８］对ＧｅｎＢａｎｋ中１２２２１条动
物的 ＩＴＳ２序列进行分析，ＩＴＳ２序列长度分布在
１００～１２０９ｂｐ，主要分布在１９５～５１０ｂｐ，平均长度
３０６ｂｐ，ＧＣ碱基含量为４８３％，种间遗传距离大于
种内遗传距离，基于 ＢＬＡＳＴ分析发现在物种水平上
ＩＴＳ２的鉴定效率为 ９１７％。ＣＯＩ序列在 Ｃｎｉｄａｒｉａｎｓ
和ＷｅｓｔＰａｌａｅａｒｃｔｉｃＰａｎｄａｓｙｏｐｔｈａｌｍｕｓ分类群变异小，
甚至没有差异［４８］，但ＩＴＳ２序列对 Ｃｎｉｄａｒｉａｎｓ的鉴定
效率为７７％［２，５１］。由于 ＣＯＩ等线粒体基因是母系遗
传，在动物的鉴定中应纳入核基因等其他相关信息。

因此，Ｙａｏ等［４８］提出ＩＴＳ２可作为ＣＯＩ序列的补充序
列对动物进行鉴定。Ｘｉａｎｇ等［４９］应用 ＩＴＳ序列可快
速准确鉴定冬虫夏草及１２种常见混伪品及近缘物种。
陈士林等［５２］在大量样本研究的基础上，建立了以ＣＯＩ
为主体、ＩＴＳ２序列为补充的动物药材ＤＮＡ条形码鉴
定体系，该体系已纳入 《中国药典》［５３］。

２　动物药材ＤＮＡ条形码鉴定关键技术

动物药材来源复杂，有来自动物的干燥全体（如

水蛭、全蝎、蜈蚣、斑蝥、土鳖虫、九香虫等），有

除去内脏的动物体（如地龙、蛤蚧、乌梢蛇、蕲蛇、

金钱白花蛇等），有动物体的某一部分（如鹿茸、鹿

·０４１１·
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角、水牛角、鳖甲、龟甲、鸡内金、哈蟆油等）［１］，

ＤＮＡ存在不同程度的降解，甚至严重的降解，ＤＮＡ
条形码序列能否顺利获得是对动物药材进行鉴定的

前提条件。

２１样品前处理

动物药材样本因储存环境差异，为避免被其他

污染干扰实验结果，一般先用７５％乙醇擦拭表面进
行消毒或清洗，如鹿类药材［１３］、水牛角［１４］、穿山

甲［１９］、僵蚕［２４］、蜈蚣［２６］、紫河车［２８］、海马［３０］、

蛤蚧［３２］等。严华等［３４］对阿胶原材料驴皮及其混伪

品鉴定时，采用７０％乙醇浸泡达到清洁药材表面的
目的。乙醇擦拭的样品应放超净工作台上挥干乙醇，

部分样品取样时还需通过紫外照射进行消毒，如穿

山甲［１９］、蟾皮［４４］等。

基原动物样本如保存于９５％乙醇中，如蛇类或
其他动物标本取样时取其肌肉组织，置于蒸馏水中

或流水浸泡过夜，以除去乙醇［２０２１］。因药材样本的

表面ＤＮＡ易降解或被真菌及寄生虫等污染，取样时
需去除外部组织，取药材内部组织进行实验或尽量

取其肌肉组织；动物肢体部分因内脏以及食物残

留，取样时应避开这些部位。如海马样品用止血钳

撕下海马尾部表皮后，割取剥去表皮的尾部药材并

剪碎［３０］；蛤蚧样品应多取肌肉组织部分，样品的

外皮部分与骨骼部分，质地坚硬，不易粉碎，从其

中提取基因组 ＤＮＡ比较困难［３２］；穿山甲等可取其

甲片残留的腹面皮肤组织［１９］。取样的前处理及取

样部位，直接决定 ＤＮＡ提取的难度和效果，可参
考与实验样品最接近的动物药材的相关文献进行

操作。

２２ＤＮＡ提取

ＤＮＡ提取包括破碎细胞、释放核酸、ＤＮＡ的分
离与纯化、ＤＮＡ浓缩、沉淀与洗涤等基本步骤。动
物药材 ＤＮＡ提取方法目前主要应用试剂盒法、
Ｃｈｅｌｅｘ１００法、磁珠法等［５４］。部分动物药材因 ＤＮＡ
降解可增大取样量，如水牛角取样６０ｍｇ［１４］、角甲
类药材研究取样达２００ｍｇ［９１０］，而哈蟆油药材温水
中浸泡体积可膨胀 １０～１５倍，取样时则应进行减
量，如５ｍｇ即可获得后续实验要求的 ＤＮＡ［５５］。动
物药材粉碎前应剪碎或切小，利于充分粉碎。严华

等［３４］鉴定阿胶原材料驴皮时，其样品为冻干品，质

地硬而韧，难以用球磨机直接粉碎，在粉碎时即加

入试剂盒中的 ＧＡ缓冲液，水浴裂解后加入三氯甲

烷，除去蛋白质。延长水浴时间对于提高提取效率

是一个很有效的方法，如５６℃水浴２～８ｈ或过夜，
在羚羊角、蜈蚣、紫河车和蛤蚧等药材中都获得很

好的提取效果［１５，２６，２８，３２］。对于蛋白质含量高的材料，

需要加大试剂用量［２８］，或用三氯甲烷异戊醇多次
抽提［３０，３２］，对于脂类含量多的样品，如哈蟆油，加

入酚三氯甲烷异戊醇（２５∶２４∶１）可有效去除脂
肪［５５］。对 ＤＮＡ降解严重的动物药材，如角甲类，
还可采用该类药材专用的 ＤＮＡ提取试剂盒进行提
取，也可获得不错的提取效果［９１０，１４］。

刘旭朝等［５６］基于 ＳＤＳ法 ＤＮＡ提取原理，对动
物药材ＤＮＡ提取方法进行优化研究。通过对动物干
燥全体、角类、骨甲类、组织类、其他类（卵鞘等）

等不同用药部位的市售动物药材２６种１２１份样品筛
选最佳裂解液配方，结果表明裂解液配方为 １％
ＳＤＳ、００３ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ、０２５ｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ、
０２ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ时，对不同用药部位动物药材ＤＮＡ
提取效果最佳，并可实现对蝉蜕等提取困难样本

ＤＮＡ的提取，利用优化裂解液提取的１２１份市售动
物药材ＤＮＡ满足后续实验要求。该裂解液配方可用
于除壳类、分泌物类、加工品外的不同用药部位动

物药材ＤＮＡ提取，为动物药材分子鉴定提供了技术
支持。杨璐等［５７］使用常规定性滤纸作为核酸吸附的

载体，通过裂解液的裂解，释放核酸并吸附在滤纸

上，利用洗脱液进行核酸纯化，可使整个核酸提取

过程在３０ｓ内完成，吸附核酸的滤纸可直接放入反
应体系进行扩增，提取得到的核酸经扩增验证，可

获得与传统提取方法相一致的检测结果。此方法简

单易行、速度快、成本低，可以成功提取不同药用

部位的中药材核酸，可使核酸提取变得越来越大众

化，不再局限于专业人员和实验室环境。

２３ＰＣＲ扩增与测序

ＣＯＩ序列作为动物的核心 ＤＮＡ条形码，使用通
用引物ＬＣＯ１４９０／ＨＣＯ２１９８对大多数动物类群扩增可
获得其ＣＯＩ序列，对于昆虫纲、两栖纲等类群，还
可使用文献报道的适用于该类群的扩增引物，具体

的引物序列及相关文献见表２。如以上引物还不适
用，可应用相关引物设计软件，根据公共数据库中

相近物种的 ＣＯＩ序列或线粒体全基因组序列进行引
物设计。对于ＤＮＡ降解严重的动物药材，还可设计
引物，扩增更短的 ＣＯＩ片段进行分析研究［９１０］。作

为 ＣＯＩ的补充序列，核 ＩＴＳ２序列扩增引物见表２。
·１４１１·



２０１９年９月　第２１卷　第９期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｓｅｐ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ９

表２　动物ＤＮＡ条形码通用引物序列
片段 引物名称 引物序列（５′→３′） 适用类群 参考文献

ＣＯＩ ＬＣＯ１４９０ ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ 动物界各门 ［５８５９］

ＨＣＯ２１９８ ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ

ＬｅｐＦ１ ＡＴＴＣＡＡＣＣＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ 昆虫纲、两栖纲 ［６０］

ＬｅｐＲ１ ＴＡＡＡＣＴＴＣＴＧＧＡＴＧＴＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ

ＭＬｅｐＦ１ ＧＣＴＴＴＣＣＣＡＣＧＡＡＴＡＡＡＴＡＡＴＡ（与ＬｅｐＲ１一同用） 昆虫纲、两栖纲 ［６１］

ＭＬｅｐＲ１ ＣＣＴＧＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣ（与ＬｅｐＦ１一同用）

ＢｉｒｄＦ１ ＴＴＣＴＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＡＧＡＣＡＴＴＧＧＣＡＣ 鸟纲 ［６２］

ＢｉｒｄＲ１ ＡＣＧＴＧＧＧＡＧＡＴＡＡＴＴＣＣＡＡＡＴＣＣＴＧＧ

ＩＴＳ ＩＴＳ５Ｆ ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ 动物界各门 ［６３］

ＩＴＳ４Ｒ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

ＩＴＳ２ ＩＴＳ３Ｆ ＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧＣ（与ＩＴＳ４Ｒ一同用） 动物界各门 ［６３］

　　ＰＣＲ扩增体系以２５μＬ为参照，包括 ２×ＰＣＲ
Ｍｉｘｔｕｒｅ１２５μＬ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１正反向引物，模板
ＤＮＡ（约３０ｎｇ·μＬ－１）１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至 ２５μＬ，
同时设置未加模板 ＤＮＡ（ｄｄＨ２Ｏ代替）的阴性对照。
实际应用中，ＰＣＲ扩增体系和程序可根据具体情况
予以调整。目前，在动物药材的扩增引物方面，通

用引物ＬＣＯ１４９０／ＨＣＯ２１９８不适用于海马、阿胶基原
动物驴皮、哈蟆油、九香虫及蕲蛇ＣＯＩ序列的扩增，
相关研究人员已设计专属的引物并获得其 ＣＯＩ序
列［３０，３４，５４，５８］。水蛭应用通用引物 ＬＣＯ１４９０／ＨＣＯ２１９８
和ＬｅｐＦ１／ＬｅｐＲ１均可［５８］。

ＰＣＲ扩增产物应用１２％ ～２％的琼脂糖凝胶电
泳进行检测，应用通用引物扩增 ＣＯＩ序列的样品应
在约７００ｂｐ处有一条单一明亮的条带，阴性对照应
无条带。对有扩增条带的 ＰＣＲ产物，在紫外灯下迅
速切取目的条带所在位置的凝胶，应用琼脂糖凝胶

ＤＮＡ回收试剂盒回收，应用 Ｓａｎｇｅｒ测序法进行双向
测序，测序引物同ＰＣＲ扩增引物。

２４序列质量评价与分析

双向测序峰图在进行质量评价［５０］后进行序列拼

接，获得相应的 ＤＮＡ条形码序列。获得的 ＤＮＡ条
形码序列首先进行校对，可采用 ＢＬＡＳＴ分析防错、
系统树分析防错和 ｂａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ检验防错［６４］，保证

ＤＮＡ条形码序列的正确。正确的 ＤＮＡ条形码序列，
应用ＣＬＵＳＴＡＬＸ、ＣＬＵＳＴＡＬＷ［６５］或 ＭＵＳＣＬＥ等［６６］

软件进行多序列比对，应用ＭＥＧＡ等［６７］软件进行种

内、种间遗传距离和系统聚类树分析。

３　动物ＤＮＡ条形码鉴定数据库

目前应用的动物ＤＮＡ条形码鉴定数据库主要有
ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ）、
ＢＯＬＤ（ＢａｒｃｏｄｅｏｆＬｉｆｅＤａｔａｂａｓｅ）［６８］、中药材 ＤＮＡ条
形码鉴定系统［６９］和ＭＭＤＢＤ（ＭｅｄｉｃｉｎａｌＭａｔｅｒｉａｌｓＤＮＡ
ＢａｒｃｏｄｅＤａｔａｂａｓｅ）［７０７１］等。ＧｅｎＢａｎｋ为公共数据库，
全世界研究者的实验数据都可以上传至ＧｅｎＢａｎｋ，数
据量庞大，但因主要是储存功能，所以对序列的真实

性不做判断，因而存在一定的错误率，影响鉴定结果

的准确性。ＢＯＬＤ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｂｏｌｄｓｙｓｔｅｍｓｏｒｇ）是由
国际生命条形码协会（ＴｈｅＣｏｎｓｏｒｔｉｕｍｏｆＢａｒｃｏｄｅｏｆ
Ｌｉｆｅ，ＣＢＯＬ）建立的 ＤＮＡ条形码数据库，动物 ＣＯＩ
序列丰富，目前物种水平的 ＤＮＡ条形码序列包括
１９５８８７个物种的３２６７４０２条ＣＯＩ序列。ＭＭＤＢＤ数
据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｒｄｃｃｍｃｕｈｋｅｄｕｈｋ／ｍｈｅｒｂｓｄｂ／）由香
港中文大学邵鹏柱教授团队建立，在２０１０年建立的
ＭＭＤＢＤＶ１０版本［７０］基础上提高到 Ｖ１５版本［７１］，

目前包括２１１１个药用物种的６２０１１条序列。
中药 材 ＤＮＡ 条 形 码 鉴 定 系 统 （ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗｔｃｍｂａｒｃｏｄｅｃｎ）由中国医学科学院药用植物研
究所和中国中医科学院中药研究所共同建立［６９，７２］，

目前包含百万余条ＤＮＡ条形码序列，涵盖中国、日
本、韩国、印度、欧盟和美国药典几乎所有草药物

种，可进行中药材（动物类、植物类和真菌类）ＤＮＡ
条形码鉴定。贾静等［４７］基于中药材 ＤＮＡ条形码鉴
定系统对市售鹿茸粉的基原物种进行鉴定发现，其

中有３８％为 《中国药典》规定的正品来源，而６２％
·２４１１·



２０１９年９月　第２１卷　第９期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｓｅｐ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ９

为其他基原，以驯鹿 ＲａｎｇｉｆｅｒｔａｒａｎｄｕｓＬ为主，有
些待检样品包装明确标示为梅花鹿鹿茸粉，其鉴定

结果为马鹿或驯鹿。应用该系统对市售僵蚕的鉴定

研究发现，除白僵菌外，少数为杂菌，且为致病

菌株［２４］。

４　结语

Ｍｉｌｌｅｒ等［７３］认为ＤＮＡ条形码技术正在推动分类
学的 “文艺复兴”，能够缓解传统鉴定人才缺乏的

现状，完成一些传统形态学和保护生物学无法完成

的工作，且技术方法易于掌握，不需要多年的经验

积累。动物药材ＤＮＡ条形码鉴定工作已经有了大量
的研究报道，进一步完善动物药材ＤＮＡ条形码鉴定
数据库是今后一个时期的主要任务，并在国家相关

主管部门的组织下，尽快开展动物药材ＤＮＡ条形码
标准序列研究工作。随着测序技术的快速发展，应

用下一代测序技术开展动物药线粒体基因组测定的

技术已经成熟［７４］，对于难鉴定的近缘物种可应用线

粒体基因组作为 “超级条形码”进行区分。另外对

中药制剂中动物药材基原物种的鉴定和动物全基因

组序列测定研究会越来越多［７５７６］，将进一步促进动

物药材鉴定研究及其本草基因组学［７７］的发展。
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ＭａｔｅｒｉａｌｓＤＮＡＢａｒｃｏｄｅＤａｔａｂａｓｅ）［Ｊ］．ＢＭＣＧｅｎｏｍｉｃｓ，
２０１０，１１（１）：４０２４０９．

［７１］ＷＯＮＧＴＨ，ＢＵＴＧＷＣ，ＷＵＨＹ，ｅｔａｌ．ＭｅｄｉｃｉｎａｌＭａｔｅｒｉａｌｓ
ＤＮＡＢａｒｃｏｄｅＤａｔａｂａｓｅ（ＭＭＤＢＤ）ｖｅｒｓｉｏｎ１．５ｏｎｅｓｔｏｐ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒｓｔｏｒａｇｅ，ＢＬＡＳＴ，ａｌｉｇｎｍｅｎｔａｎｄｐｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．
Ｄａｔａｂａｓｅ，２０１８．ｄｏｉ：１０．１０９３／ｄａｔａｂａｓｅ／ｂａｙ１１２．

［７２］石林春，姚辉，谢丽芳，等．中国动物药材ＤＮＡ条形码数
据库［Ｊ］．中国中药杂志，２０１４，３９（１２）：２１５５２１５９．

［７３］ＭＩＬＬＥＲＳＥ．ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇａｎｄｔｈｅｒｅｎａｉｓｓａｎｃｅｏｆｔａｘｏｎｏｍｙ［Ｊ］．
ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００７，１０４（１２）：４７７５４７７６．

［７４］ＣＨＥＮＧＲ，ＬＩＡＯＧ，ＧＥＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｌｅｔｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｇｅｎｏｍｅｏｆｔｈｅｇｒｅａｔｓｅａｈｏｒｓｅＨｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｋｅｌｌｏｇｇｉＪｏｒｄａｎ
＆Ｓｎｙｄｅｒ，１９０１（Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｉｆｏｒｍｅｓ：Ｓｙｎｇｎａｔｈｉｄａｅ）［Ｊ］．
ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒＤＮＡＰａｒｔＡ，２０１７，２８（２）：２２７２２８．

［７５］ＣＯＧＨＬＡＮＭＬ，ＨＡＩＬＥＪ，ＨＯＵＳＴＯＮＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｅｐｓｅ
ｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｐｌａｎｔａｎｄａｎｉｍａｌＤＮＡｃｏｎｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｉｎｔｒａｄｉ
ｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓｒｅｖｅａｌｓｌｅｇａｌｉｔｙｉｓｓｕｅｓａｎｄｈｅａｌｔｈ
ｓａｆｅｔｙｃｏｎｃｅｒｎｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＧｅｎｅｔ，２０１２，４：ｅ１００２６５７．

［７６］ＨＵＡＮＧＺＨ，ＸＵＪ，ＸＩＡＯＳＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｏｐｔｉｃａｌ
ｇｅｎｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏｐａｎｇｏｌｉｎｓｐｅｃｉｅｓ：Ｍａｎｉｓｐｅｎｔａｄａｃｔｙｌａ
ａｎｄＭａｎｉｓｊａｖａｎｉｃａ［Ｊ］．ＧｉｇａＳｃｉｅｎｃｅ，２０１６，５（１）：ｇｉｗ００１．

［７７］陈士林，宋经元．本草基因组学［Ｊ］．中国中药杂志，
２０１６，４１（２１）：３８８１３８８９．

通信作者

陈士林，中国中医科学院首

席研究员，现任中国中医科学院

中药研究所所长，世界卫生组织

传统医学合作中心主任，国际欧

亚科学院院士，ＣＧＣＭ（中药全球
化联盟）副主席，教育部长江学

者和创新团队计划负责人。曾任

中国医学科学院药用植物研究所

所长、香港理工大学客座教授，

并在英国皇家植物园丘园接受专

业培训、哈佛医学院 Ｍｃｌｅａｎ医
院做访问学者等。现兼任日本东京药科大学客座教授、中

国药学会中药与天然药物专业委员会主任委员、美国药典

传统中药咨询组委员等。

科研成果：在国际上创建了基于 ＩＴＳ２的中草药 ＤＮＡ条
形码鉴定方法体系，完成专著 《中国药典中药材 ＤＮＡ条形
码标准序列》，从基因层面解决中草药物种真伪鉴定的难题，

被评为２０１６中国十大医学进展。
通过全基因组解析提出灵芝为首个中药基原药用模式真

菌，被ＮａｔｕｒｅＣｈｉｎａ选为中国最佳研究亮点推介；完成并发
表人参、丹参、赤芝、菊花、卷柏、穿心莲、紫芝等全基因

组图谱和相关组学研究，成功培育并获批４个中药材新品种
证书或良种证书，开拓奠定 《本草基因组学》学科基础并由

科学出版社出版，列为全国高等医药院校规划教材；完成并

编著 《中国药材产地生态适宜性区划》，避免中药材盲目引

种栽培，主持无公害种植项目成功推广应用。

获国家发明专利和美国专利授权３６项，发表论文４００余
篇，其中ＳＣＩ论文２００余篇，包括国际著名期刊ＮａｔｕｒｅＣｏｍ
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ｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，ＰＮＡＳ等，论文被他引 １５万余次，Ｈ指数 ５８
（ＧｏｏｇｌｅＳｃｈｏｌａｒ），连续 ４年入选 Ｅｌｓｅｖｉｅｒ高被引中国学者
榜单。

荣获吴阶平医药创新奖、ＡｇｉｌｅｎｔＴｈｏｕｇｈｔＬｅａｄｅｒｓｈｉｐ
Ａｗａｒｄ等荣誉，获教育部高校成果科技进步一等奖１项，国
家科技进步二等奖３项。

张辉，二级教授，博士生导

师，金达莱学者。原长春中医药

大学吉林省人参科学研究院党委

书记。国家中医药管理局药用动

物可持续利用重点研究室主任，

国家中医药管理局药用动物学重

点学科主任，国家中医药管理局

中药动物药三级实验室主任。吉

林省教育厅药用动物可持续利用

重点研究室主任，吉林省卫生健

康委员会中药化学重点研究室

主任。

兼任国家自然科学基金委员会评议专家、国家科学技术

奖励评审专家、中华中医药学会科学技术奖励评审专家、国

家创新基金评审专家、中国自然资源学会中药与天然药物资

源研究专业委员会副主任委员、中国中药协会人参属药用

植物研究发展专业委员会副主任委员、全国人参专业标准化

技术委员会委员、中国药学会动物药专业组秘书长。曾荣获

吉林省第一批重点学科骨干教师、吉林省第六、第十批有突

出贡献中青年专家、吉林省第一批拔尖创新人才等荣誉

称号。

主要研究方向为中药有效成分与应用开发。建立了中药

三级资源、肽键热振荡２个理论。形成了基于遗传多样性理
论对野生与种养殖居群的长白山大宗道地药材的种质研究、

基于ＤＮＡ条形码技术对动物药材品种鉴定研究、基于临床
和民间有效性对中药复方的物质基础研究、基于化学修饰理

论方法对中药前体药物的合成研究、基于酶工程理论方法对

水解动植物蛋白质获得生物活性多肽的研究、基于肽键热振

荡理论对中药材加工炮制作用的对比研究、基于生物网络学

对中药基因调控治疗作用的研究等关键技术。承担国家自然

科学基金、重大药物创制、行业专项２０余项。
作为第一研究者获中国专利１０项、国家新药证书１项、

保健品证书４项、院内制剂８项、林下参播种器１项；获吉
林省优秀教学成果一等奖 １项，吉林省科技进步二等奖 ３
项、三等奖６项，中华中医药学会科技进步二等奖１项，中
华保健品学会科技进步一等奖１项；以通信／第一作者发表
学术论文２４０余篇，其中ＳＣＩ收载近２０篇，主编出版 《药用

动物学》《鹿茸生产技术》等著作６部。培养硕士研究生１４０
名，博士研究生６名。

（收稿日期：２０１９０２１３　　编辑：王丽英）
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