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基于 ＤＮＡ条形码分子技术的海龙及其混伪品鉴定研究△
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［摘要］　目的：基于ＤＮＡ条形码分子技术对动物药海龙及其混伪品进行鉴别，建立一种统一的海龙鉴定技术
手段。方法：对收集到的动物药海龙及其混伪品进行ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增和双向测序检测，运用ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ
进行序列拼接，采用ＭＥＧＡ７０软件进行序列比对分析，比较种内、种间序列差异，构建动物药海龙及其混伪品的
系统发育树。结果：所有海龙药材及其混伪品均可以使用中药材ＤＮＡ条形码分子鉴定技术进行鉴别，共得到７个物
种１２９条序列，各物种之间序列区分明显。结论：中药材ＤＮＡ条形码鉴定技术能够准确有效地鉴别动物药海龙及其
混伪品，可以作为海龙类中药的统一鉴定方法，为海龙的临床用药安全提供了新的分子技术手段。
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中药海龙在我国有悠久的应用历史，是常用的

名贵珍稀动物药之一，具有温肾壮阳、散结消肿的

功效。首载于 《本草纲目拾遗》，表述其药效 “功

倍海马”。２０１５版 《中华人民共国药典》（《中国药

典》）中规定，海龙药材为海龙科动物刁海龙

ＳｏｌｅｎｏｇｎａｔｈｕｓｈａｒｄｗｉｃｋｉｉＧｒａｙ、拟海龙 Ｓｙｎｇｎａｔｈｏｉｄｅｓ
ｂｉａｃｕｌｅａｔｕｓＢｌｏｃｈ或尖海龙ＳｙｎｇｎａｔｈｕｓａｃｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ的干
燥体［１］。于夏、秋二季捕捞；刁海龙、拟海龙，洗净，

除去皮膜，晒干；尖海龙个体较小直接洗净，晒干。

随着人们生活水平的提高，健康意识的增强，

中医药保健应用已成为我国人民的日常需求，海龙、

海马等海洋中药，在补益身体使用上由来已久，据

相关研究表明，海龙药材含有丰富的生物活性成分，

包括总甾体类化合物、蛋白质、人体必需氨基酸、

微量元素锌、锰、铜等［２］。具有温肾壮阳、延缓衰

老、抗肿瘤、增强机体免疫力、加强心肌收缩力、

缓解骨质疏松、降低胆固醇、治疗老年性痴呆症等

作用［３６］。但随着市场需求逐年增加，海龙野生资源

的紧缺，价格持续增长，市售海龙药材中出现了掺

伪、掺假等现象，２０１５版 《中国药典》未收录的不

同来源海龙药材销售比例逐年加大，致使海龙药材

市场流通混乱。常见的混伪品有宝珈海龙 Ｍｉｃｒｏｐｈｉｓ
ｂｏａｊａＢｌｅｅｋｅｒ、粗 吻 海 龙 Ｔｒａｃｈｙｒｈａｍｐｈｕｓｓｅｒｒａｔｕｓ
Ｔｅｍｍｉｎｃｋｅｔｓｃｈｌｅｇｅｌ、海鱼Ｈａｌｉｃａｍｐｕｓｋｏｉｌｏｍａｔｏｄｏｎ
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Ｂｌｅｅｋｅｒ和 贡 氏 柄 领 海 龙 Ｓｏｌｅｎｏｇｎａｔｈｕｓｇｕｎｔｈｅｒｉ
Ｄｕｎｊｋｅｒ等种类［７］。

中药材ＤＮＡ条形码鉴定技术是２０世纪新兴的
分子鉴定手段，其基于中国传统医药的特点，与最

新的分子生物学技术相结合，突破了传统的中药鉴

定技术手段，在基因分子水平对药材来源进行分析，

达到了准确、快速鉴别中药材真伪的目的［８］。随着

关注度的持续增长，相关研究和实验技术已日益完

善，已于２０１４年被增录到２０１０版 《中国药典》（增

补版）中，并被２０１５版 《中国药典》第四部正式收

录，成为了具有国家标准的中药鉴定新手段［９］。

ＤＮＡ条形码鉴定技术，不限于药材来源物种的生长
周期和形态学变化影响，能够有效改善传统鉴定技

术鉴定周期长、适用性低的特点，有效维护中药材

流通的正常秩序，为人们的健康生活提供保障。本

项目通过前期文献研究考察，拟定了海龙样品采集

计划，并通过中药材ＤＮＡ条形码鉴定技术对海龙及
其市售样品进行鉴别，以达到快速、高效鉴别海龙

的目的。

１　材料

１１仪器
ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）；１１４Ｋ型高速冷冻离心

机（Ｓｉｇｍａ公司）；球磨仪（ＲｅｔｓｃｈＭＭ４００，Ｇｅｒｍａｎｙ）；
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００／２０００Ｃ分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳＡ）；微量移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；
凝胶成像系统。

１２样品
本实验共收集海龙及其混伪品７个物种１２９份

样品（见表１）和６６条来自ＧｅｎＢａｎｋ数据库的样品序
列（见表２），经长春中医药大学张辉教授鉴定，凭
证样本保存于长春中医药大学。

表１　海龙及其混伪品样品信息
中文名 拉丁名 样品编号 样品数 样品来源

刁海龙 ＳｈａｒｄｗｉｃｋｉｉＧｒａｙ ＨＬ０００１ＱＰ００１００１１；
Ｙ１７０５８ＭＴ０１０５

１６ 广州清平药市、广西玉林药市、安徽亳州药市、

山东青岛、海南文昌

拟海龙 ＳｂｉａｃｕｌｅａｔｕｓＢｌｏｃｈ ＨＬ０００４ＱＤ００１００５；
ＨＬ０００４ＹＬ００１００４；
Ｙ１７０６０ＭＴ０１０４

１１ 广州清平药市、广西玉林药市、山东青岛

尖海龙 ＳａｃｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ ＨＬ０００６ＱＰ００１００４；
ＨＬ０００６ＹＬ００１００３；
Ｙ１７０５９ＭＴ０１０５

１２ 广州清平药市、广西玉林药市、安徽亳州药市、

山东青岛、海南文昌、海南临高

宝珈海龙 ＭｂｏａｊａＢｌｅｅｋｅｒ ＨＬ０００２ＢＺ００１００４；
ＨＬ０００２ＱＤ００１０１５；
ＨＬ０００２ＱＰ００１０１２；
ＨＬ０００２ＹＬ００１００３；

３４ 广州清平药市、广西玉林药市、安徽亳州药市、

山东青岛

粗吻海龙 ＴｓｅｒｒａｔｕｓＴｅｍｍｉｎｃｋｅｔｓｃｈｌｅｇｅｌ ＨＬ０００３ＢＺ００１００３；
ＨＬ０００３ＱＤ００１０２７；
ＨＬ０００３ＱＰ００１００６；
ＨＬ０００３ＹＬ００１００８；

４４ 广州清平药市、广西玉林药市、安徽亳州药市、

山东青岛

海鱼 ＨｋｏｉｌｏｍａｔｏｄｏｎＢｌｅｅｋｅｒ ＨＬ０００５ＱＰ００１００４；
ＨＬ０００５ＹＬ００１００４；

８ 广州清平药市、广西玉林药市

贡氏柄领海龙 ＳｇｕｎｔｈｅｒｉＤｕｎｊｋｅｒ ＨＬ０００７ＹＬ００１００４； ４ 广州清平药市

表２　ＧｅｎＢａｎｋ来源序列信息
中文名 拉丁名 样品数 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

刁海龙 ＳｈａｒｄｗｉｃｋｉｉＧｒａｙ １４ ＮＣ＿０３７０４４；ＫＪ１８４５２４；ＫＰ１４０４６３；ＫＰ１４０４５８；ＫＰ１４０４７８；ＫＰ１４０４７３；
ＫＰ１４０４８２； ＫＰ１４０４８１； ＫＰ１４０４８０； ＫＰ１４０４７９； ＫＰ１４０４７７； ＫＰ１４０４７６；
ＫＰ１４０４７５；ＫＰ１４０４７４；

拟海龙 ＳｂｉａｃｕｌｅａｔｕｓＢｌｏｃｈ １０ ＭＧ７２８０９７；ＪＦ７００１８３；ＮＣ＿０３７０４５；ＫＪ１８４５２５；ＧＱ５０２１７９；ＫＰ１４０５１８；
ＫＰ１４０５１７；ＫＰ１４０５１４；ＫＰ１４０５１３；ＫＰ１４０５０９

尖海龙 ＳａｃｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ １５ ＮＣ＿０３７５２０；ＭＧ６３７１４５；ＫＲ１５２２１９；ＭＧ６３７１４４；ＫＲ１５２２１７；ＫＰ８６１２２６；
ＫＰ１４０６２０； ＫＰ１４０６１９； ＫＰ１４０６１６； ＫＰ１４０６１５； ＫＰ１４０６１２； ＡＰ０１２３１８；
ＭＧ６３７１４３；ＫＰ２６０４６４；ＫＲ１５２２１３

宝珈海龙 ＭｂｏａｊａＢｌｅｅｋｅｒ １６ ＭＨ２３７６０７；ＮＣ＿０３７０４６；ＫＪ１８４５２７；ＫＰ１４０４４５５７

粗吻海龙 ＴｓｅｒｒａｔｕｓＴｅｍｍｉｎｃｋｅｔｓｃｈｌｅｇｅｌ １１ ＮＣ＿０３７０４７；ＫＪ１８４５２８；ＫＦ２６５０２２；ＫＰ１４０６６５７０；ＫＹ０６６１５６；ＫＵ９４３３１６；
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２　方法

２１ＤＮＡ提取
对收集到的海龙样品，用 ７５％乙醇擦拭表面

后，采用紫外灯照射消毒。取样品腹部部位时，需

用手术刀片刮去内外腐烂残留，避免污染；取样品

尾部部位时，刮去样品表皮即可。取样量约为

４０ｍｇ，用球磨仪研磨２ｍｉｎ（３０次／ｓ），样品ＤＮＡ使
用血液、细胞、组织基因组提取试剂盒（Ｔｉａｎｇｅｎ
ＢｉｏｔｅｃｈＣｏＬｔｄ，Ｃｈｉｎａ）进行提取。因海龙蛋白含量
较高，在样品裂解消化结束后，加入１５倍体积的
三氯甲烷异戊醇（２４∶１）溶液，充分混匀，离心
（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，５～１０ｍｉｎ），用于去除蛋白类杂质，
防止对后续实验产生影响。所得样品ＤＮＡ，采用Ｎａｎｏ
Ｄｒｏｐ２０００／２０００ｃ紫外可见分光光度计检测，根据测得
的样品浓度和Ａ２６０／Ａ２８０比值判断样品ＤＮＡ质量。
２２ＰＣＲ扩增及测序

扩增引物采用中药材ＤＮＡ条形码分子鉴定法指
导原则规定的 ＣＯＩ序列通用引物［９１０］，正向引物为

ＨＣＯ２１９８：５′ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ３′，
反 向 引 物 ＬＣＯ１４９０： ５′ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡ
ＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ３′；ＰＣＲ反应体系为２５μＬ体系，包
含２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ（ＴａｋａｒａＢｉｏ，Ｃｈｉｎａ）１２５μＬ，灭
菌ｄｄＨ２Ｏ８５μＬ、引物各 １０μＬ（２５μｍｏｌ·Ｌ

－１）

（ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，Ｌｔｄ，Ｃｈｉｎａ），样品 ＤＮＡ约
２μＬ。反应条件：９４℃预变性１ｍｉｎ，开启１循环，
９４℃变性 １ｍｉｎ，４５℃退火 １５ｍｉｎ，７２℃延伸
１５ｍｉｎ，共５循环；开启２循环，９４℃变性１ｍｉｎ，
５０℃退火１５ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；
循环完成后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经琼脂
糖凝胶电泳检测合格后，使用 ＡＢＩ３７３０ＸＬ测序仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＣｏ，ＵＳＡ）进行双向测序。
２３序列处理及结果分析

测序峰图利用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ８０２（Ｃｏｄｏｎ
ＣｏｄｅＣｏ，ＵＳＡ）和ＤＮＡｍａｎ（ＬｙｎｎｏｎＢｉｏｓｏｆｔ，ＵＳＡ）拼
接并校正，切除正反引物，获得长度为６５０ｂｐ左右的
样品序列，对于从ＧｅｎＢａｎｋ获得的ＣＯＩ序列，通过分
析软件，与所得的海龙样品序列比对后，切除与海龙

样品序列相对应以外的区段，保留长度≥６００ｂｐ的有
效序列。最后将全部序列用ＭＥＧＡ７０（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏ
ｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ）分析软件比对，基于Ｋ２Ｐ模
型进行遗传距离分析，用邻接（ＮＪ）法构建系统聚类树，
利用ｂｏｏｔｓｔｒａｐ（１０００次重复）检验各分支的支持率。

３　结果

３１海龙药材样品ＤＮＡ提取与ＰＣＲ扩增

海龙及其市售药材均以干燥体出售，部分药材

经过晾晒、烘干处理，导致药材ＤＮＡ出现了不同程
度的降解，本实验所提取的海龙样品ＤＮＡ琼脂糖凝
胶电泳检测显示部分样品条带呈弥散状，表明 ＤＮＡ
有一定程度降解。海龙所有样本均可以成功进行

ＰＣＲ扩增，见图１。

注：ＭＭａｒｋｅｒ；ＣＫ空白对照；１～８海龙样品。

图１　部分海龙样品的ＰＣＲ扩增电泳图

３２海龙种内及种间变异分析
海龙及其混伪品 ＣＯＩ序列片段长度为 ６５８ｂｐ。

刁海龙不同来源样品共 １６份，变异位点较少，在
６２２ｂｐ位置 ＡＧ变异；拟海龙不同来源样品共 １６
份，变异位点较少，在６４１ｂｐ位置ＧＡ变异。尖海
龙不同来源样品共１６条，变异位点较少，在５４７ｂｐ
位置ＣＴ变异。混伪品宝珈海龙不同来源样品共３５
份，变异位点较少，在 ３０１ｂｐ位置 ＣＴ变异，
５１１ｂｐ位置ＧＡ变异，５１２ｂｐ位置 ＡＧ变异；粗吻
海龙不同来源样品共４５份，在４４、３４５、５０２ｂｐ位置
ＣＴ变异，２４９ｂｐ位置 ＴＣ变异，３１２、３１５、４３２、
６２７ｂｐ位置ＡＧ变异，３５１、５１３ｂｐ位置 ＧＡ变异；
海鱼共６份，在１０３、１７８、２６５、５５０ｂｐ位置 ＴＣ
变异，１００、３２２ｂｐ位置ＧＡ变异。贡氏柄领海龙不
同来源样品共４条。基于Ｋ２Ｐ模型计算遗传距离，３
种正品海龙药材来源种内最大 Ｋ２Ｐ距离均小于
００１７，种内平均 Ｋ２Ｐ距离为０００５，均远远小于海
龙药材与其混伪品序列种间最小Ｋ２Ｐ距离。
３３海龙及其混伪品的序列鉴定

通过邻接（ＮＪ）法利用所得实验序列和 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中序列所构建的系统聚类树（见图２）可以看
出，海龙药材不同来源个体均聚在一起，单独聚为

一支，具有明显单系性，各类混伪品的对应序列也

分别单独聚为一支。因此，ＣＯＩ序列条形码可准确
鉴别海龙及其混伪品。

·３８１１·
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图２　海龙及其混伪品的邻接（ＮＪ）树（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次重复）

４　讨论

４１海龙及其混伪品样品ＤＮＡ提取

海龙质地坚韧，骨质化程度高，提取 ＤＮＡ时，
难以裂解完全，且市售海龙均经过晒干和烤干等炮

制处理；部分商家为使样品美观，还进行了熏硫漂

白，致使 ＤＮＡ含量减少。本研究经过预实验，按
ＤＮＡ提取试剂盒说明操作，所得样品ＤＮＡ质量不能
达到后续的实验要求，因此对ＤＮＡ提取试剂盒操作
进行部分优化，成功获得了较为理想的样品 ＤＮＡ。
样品前处理时，使用工具清除样品外皮及内脏残留，

用７５％乙醇进行表面擦拭，紫外灯照射消毒处理，
防止外源性污染；提取 ＤＮＡ时，增加了 ＧＡ、ＧＢ、
蛋白酶Ｋ的加入量和样品的裂解时间，以达到更好
的裂解效果，在裂解完成后加入１５倍体积的三氯
甲烷异戊醇（２４∶１）进行抽提，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５～１０ｍｉｎ，吸取上层清液。

４２ＤＮＡ条形码鉴定技术在动物药鉴定中的应用

２０１５版 《中国药典》中共收录了５１种动物药，

包含７６种药用动物来源，所收录的动物类药除鹿
类、蛤蚧、乌梢蛇、水蛭、中华大蟾蜍等已具备规

范化养殖外，其余大部分药材来源还是以野生资源

为主，如穿山甲、海龙、海马等，随着野生资源的

大量开发，药源逐渐紧缺，致使价格持续增长，为

追求利益，药材市场上混伪品充斥现象较为普遍，

严重扰乱了药材市场秩序，增加了临床用药的安全

隐患。中药材ＤＮＡ条形码鉴定方法的提出，有效补
充了传统中药鉴定方法的不足，在名贵动物药鉴定

中的作用尤为重要。贾静等［１１］基于 ＤＮＡ条形码分
子鉴定技术对传统名贵珍稀动物药穿山甲进行了成

功鉴别，并对穿山甲常见的混伪品进行了序列比对

分析，结果表明，ＤＮＡ条形码鉴定技术能够有效
鉴别穿山甲及其混伪品。张改霞等［１２］基于 ＣＯＩ条
形码对海马及其混伪品２１个物种２１１份样品进行
了种间种内序列分析、ＤＮＡＢａｒｃｏｄｉｎｇｇａｐ检测，构
建了系统发育树，研究结果表明，各不同来源海马

正品与混伪品均能明显区分开。严华等［１３］采用优

化的 ＤＮＡ提取方法对阿胶原材料及其混伪品进行
了 ＤＮＡ条形码鉴定，结果表明，鉴定结果准确
可行。

·４８１１·
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４３海龙药材市场考察及ＤＮＡ条形码鉴定的意义
本研究在样品采集过程中，研究人员亲自现场

考察，在走访过程中发现，在安徽亳州药市、广西

玉林药市、广州清平药市上销售的海龙药材，主要

以刁海龙（四角龙，商家习称，下同）、拟海龙（三

角龙）、尖海龙（海针）、宝珈海龙（六角龙）、粗吻

海龙（小海龙）、贡氏柄领海龙（大肚海龙）等种类为

主，混伪品贡氏柄领海龙售价高于正品及其余混伪

品，销量最好的海龙是尖海龙、宝珈海龙、粗吻海

龙；同时，在收集粗吻海龙样品过程中，还发现粗

吻海龙中混有少量海鱼进行销售。通过对海龙药

材产地的文献进行整理总结［１４１６］，研究人员对海龙

产地进行了实地考察，结果发现，在山东省青岛市

码头、海南省海口市码头和文昌市环球码头等地，

海龙药材产量相对较少，种类以粗吻海龙为主。药

材市场中海龙药材多采用库存式销售，其货源多以

进口为主，随着海龙价格的持续走高，也刺激了亚

洲、非洲等地走私海龙的积极性，其来源多为亚洲

沿海国家菲律宾、马来西亚和非洲沿海国家索马

里、坦桑尼亚等地，这些非法的海龙药材来源，销

售价格远低于刁海龙，对药材市场海龙行情冲击

较大。

本研究基于ＤＮＡ条形码鉴定技术，对海龙及其
市售样品ＤＮＡ条形码鉴定研究，证实了中药材ＤＮＡ
条形码鉴定技术在海龙及其混伪品鉴定中的可行性，

为海龙鉴定的标准化提供了新的思路，也为名贵珍

稀动物类中药市场的规范化提供可靠的市场管理和

监控手段。
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