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［摘要］　目的：建立一种麝香药材的ＤＮＡ分子鉴别方法，并与全长ＤＮＡ条形码鉴别方法进行比较。方法：通
过比较麝香及其混伪品的ＣＯＩ序列，设计出一对约１８０ｂｐ的麝香微型ＤＮＡ条形码鉴别引物，对麝香及其混伪品进
行测序鉴定。结果：ＣＯＩ全长扩增引物能在７２１％的样本中扩出条带，而微型条形码引物能扩出所有麝香样本，且
微型条形码片段物种鉴别能力与全长片段一致。使用建立的微型ＤＮＡ条形码鉴别市售麝香样品，检出２批混伪品，
其基原物种为鸡Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ。结论：微型ＤＮＡ条形码可用于鉴别麝香原动物及药材。
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麝香为麝科动物林麝 ＭｏｓｃｈｕｓｂｅｒｅｚｏｖｓｋｉｉＦｌｅｒｏｖ、
马麝ＭｓｉｆａｎｉｃｕｓＰｒｚｅｗａｌｓｋｉ（ＭｃｓｉｆａｎｉｃｕｓＢüｃｈｎｅｒ）或
原麝ＭｍｏｓｃｈｉｆｅｒｕｓＬ成熟雄体香囊中的干燥分泌
物［１２］。麝香为安宫牛黄丸、片仔癀等中成药的重要

药味，具有开窍醒神、活血通经、消肿止痛等功效，

临床应用很广，价格昂贵。近年来，麝科动物野生

居群快速减小［３４］，天然麝香已不能满足中药临床药

用的需求［５］，麝香药材掺伪、混伪现象不断出现，

而麝香药材及其香囊缺乏必要的性状特征，鉴别

困难。

ＤＮＡ条形码分子鉴定法是利用基因组中一段公
认的、相对较短的ＤＮＡ序列来进行物种鉴定的一种
分子生物学技术［６］。ＣＯＩ片段（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅ
ｓｕｂｕｎｉｔ１）是最广为接受的动物药材鉴定用ＤＮＡ条形
码片段［７１０］，此外，其他片段如ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ（Ｃｙｔｂ），
１２ＳｒＲＮＡ线粒体控制区ｃｏｎｔｒｏｌｒｅｇｉｏｎ（ＣＲ）也常用于
动物的分类和药材的鉴别研究。已有研究通过提取

麝类动物的肌肉组织、毛发等的 ＤＮＡ，使用 ＣＯＩ或

·６８１１·



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

Ｃｙｔｂ通用引物扩增对麝类动物进行 ＤＮＡ条形码鉴
别［５，１１１２］。然而，麝香药材中残留的ＤＮＡ含量很少，
降解严重，难以扩出６５８ｂｐ的全长 ＣＯＩ片段，致使
ＤＮＡ条形码分子鉴定法难以用于麝香药材的分子鉴
定。微型 ＤＮＡ条形码是从全长序列中设计出新的
ＰＣＲ引物，用于扩增短 ＤＮＡ片段（约１００～３００ｂｐ）
并进行测序的一种方法［１３］。源于 ＣＯＩ的微型 ＤＮＡ
条形码序列可区分９０％以上动物物种［１４１５］。本文根

据麝香及其混伪品ＣＯＩ序列设计出一对微型ＤＮＡ条
形码引物，可从肌肉组织、毛发、香囊及药材中扩

出约１８０ｂｐ的片段并能准确区分麝香及其混伪品。

１　材料

１１样品

共采集６１批麝香及其混伪品样品（见表１），其
中包括养殖场采集的林麝毛发１５份、麝香２份，马
麝毛发 １０份、麝香 １份，原麝毛壳 ４份、麝香 ５
份，麝鼠原动物６份、麝鼠香３份，常见混伪品鸡、
牛、羊、猪原动物组织各３份，市售麝香毛壳２份、
麝香仁２份。样品采集后置 －８０℃冰箱存于中国中
医科学院中药资源中心。

表１　６１批麝香及其混伪品样品信息
序号 样品数 样品号 物种 类别 采集地

１ １５ ＬＳ００１～０１５ Ｍｂｅｒｅｚｏｖｓｋｉｉ 毛发 福建龙岩

２ ２ ２０１５０９１８００１～００２ Ｍｂｅｒｅｚｏｖｓｋｉｉ 麝香 福建龙岩

３ １０ ＭＳ００１～０１０ Ｍｓｉｆａｎｉｃｕｓ 毛发 甘肃兰州

４ １ Ｘ２０１７０２２７００１ Ｍｓｉｆａｎｉｃｕｓ 麝香 甘肃兰州

５ １ ＸＮ００３ Ｍｍｏｓｃｈｉｆｅｒｕｓ 香囊 福建龙岩

６ ２ Ｘ００１～００２ Ｍｍｏｓｃｈｉｆｅｒｕｓ 麝香 安徽亳州

７ ３ Ｘ２０１６１０１９００１～００３Ｍｍｏｓｃｈｉｆｅｒｕｓ 麝香 吉林延边

８ ３ ２０１６１０１９００１～００３ Ｍｍｏｓｃｈｉｆｅｒｕｓ 香囊 吉林延边

９ ６ ＳＳ００１～００６ Ｏｎｄａｔｒａｚｉｂｅｔｈｉｃｕｓ肌肉 吉林长春

１０ ６ ＳＳＸ００１～００６ Ｏｚｉｂｅｔｈｉｃｕｓ 麝香 吉林长春

１１ ３ Ｊ００１～００３ Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ 肌肉 北京

１２ ３ Ｙ００１～００３ Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ 肌肉 北京

１３ ３ Ｚ００１～００３ Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ 肌肉 北京

１４ ３ ＨＮ００１～００３ Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ 肌肉 北京

１５ ２ ＸＮ００１～００２ 未鉴定 香囊 安徽亳州

１６ ２ ＳＸ００１～００２ 未鉴定 麝香 河北安国

１２试剂

Ｄｎｅａｓｙ血液及组织核酸提取试剂盒（上海凯杰
企业管理有限公司，批号：６９５０６），ＴＩＡＮａｍｐ微量
ＤＮＡ提取试剂盒 ［天根生化科技（北京）有限公司，

批号：ＤＰ３１６］，Ｗｉｚａｒｄ基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，批号：Ａ２３６０），ＱＩＡａｍｐ粪便 ＤＮＡ
提取试剂盒（上海凯杰企业管理有限公司，批号：

５１５０４），ＳｐｅｅｄＳＴＡＲＨＳＴａｑＤＮＡ聚合酶（批号：
ＲＲ０７０Ａ），２０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ（北京全式金生物技
术有限公司，批号：ＢＭ１０１），十六烷基三甲基溴化
铵（ＣＴＡＢ，批号：０２１９４００４）。

１３仪器

ＶｅｒｉｔｉＴＭ型 ＰＣＲ扩增仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ
公司），ＳＹＮＧＥＮＥ ＳＹＮＧＥＮＥ型凝胶成像系 统
（ＧＥＮＥ公司）；Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００型微量核酸定量分析
仪（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。

１４序列

从Ｇｅｎｂａｎｋ数据库中下载麝类及其混伪品 ＣＯＩ
序列或全长线粒体ＤＮＡ作为参考序列进行系统发育
树分析，其中全长线粒体 ＤＮＡ序列 Ｇｅｎｂａｎｋ登录
号： 林 麝 （ＧＱ３２９０３２１， ＪＸ６２７３９７１）， 原 麝

（ＥＵ８３５７１７１，ＪＮ６３２６６２１），马麝 （ＫＰ６８４１２３１，
ＪＦ７００１７６１），安徽麝（Ｍａｎｈｕｉｅｎｓｉｓ，ＮＣ０２００１７１，
ＫＣ０１３３５２１）。

２　方法

２１ＤＮＡ提取

肌肉组织、香囊使用 ＤＮｅａｓｙ组织血液 ＤＮＡ提
取试剂盒按说明书进行ＤＮＡ提取。对毛发样品，取
约２０根带有毛囊的毛发，剪除毛囊１ｃｍ以上的部
分，使用ＴＩＡＮａｍｐ微量ＤＮＡ提取试剂盒（北京天根
公司）提取ＤＮＡ。

麝香仁使用改良 ＣＴＡＢ法进行 ＤＮＡ提取：取麝
香仁 ０２ｇ置 １５ｍＬ离心管中，加入 ６０％乙醇
１０ｍＬ，充分旋涡振荡混匀，６５℃水浴 ２０ｍｉｎ，
６０００ｇ离心３０ｍｉｎ，弃尽上层清液；沉淀加入已灭
菌的ＣＴＡＢ提取液１０００μＬ，６５℃水浴３０ｍｉｎ；加
入９００μＬ三氯甲烷异戊醇抽提２次；转移５００μＬ
上层清液至另一新的２０ｍＬ的微量离心管中，加入
３３０μＬ异丙醇溶液，置 －２０℃放置１ｈ；１２０００ｇ
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离心１０ｍｉｎ，弃上层清液，加入７０％乙醇２次；无
水乙醇漂洗１次，１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上层清
液，挥干乙醇后，加入 ３０μＬ灭菌水溶解沉淀，
－２０℃保存。

２２引物设计

使用 ＭＥＧＡ６０软件对麝类及其混伪品物种
ＣＯＩ序列及全线粒体基因组序列进行序列比齐。在
正品和混伪品ＤＮＡ差异最大的区域两侧相对保守的
位置使用Ｐｒｅｍｉｅｒｐｒｉｍｅｒ５０软件设计引物，扩增产
物大小为１２０～２００ｂｐ，设计出麝香微型 ＤＮＡ条形
码鉴别引物对ＳＸ１７８Ｆ和ＳＸ１７８Ｆ（见表２）。
２３ＰＣＲ扩增、电泳检测

２５μＬＰＣＲ反应体系包含 １０×ＦＢＩｂｕｆｆｅｒ
２５μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１５μＬ，上游及下游
引物各０５μＬ，ＳｐｅｅｄＳＴＡＲＨＳＴａｑＤＮＡ聚合酶（大
连宝生物公司）０２μＬ，ＤＮＡ模板（约 １０ｎｇ·Ｌ－１）
１μＬ，加灭菌蒸馏水补足至 ２５μＬ。引物序列及
ＰＣＲ反应程序见表２。ＰＣＲ反应结束后，取反应产
物，加入６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ５μＬ（Ｔａｋａｒａ公司），混匀
后于ＥｔＢｒ染色的２％琼脂糖凝胶电泳检测，ＳＹＮＧＥＮＥ
凝胶成像系统观察、成像。

２４序列分析
取阳性扩增产物送由睿博兴科生物技术有限公

司进行双向测序。使用 ＢｉｏＥｄｉｔ７２６软件对测序峰
图进行校对、去除引物序列及拼接，获得对应测序

结果。从ＧｅｎＢａｎｋ获取的麝香及其混伪品物种 ＣＯＩ
序列及全线粒体基因组序列，与测序序列一起经多重

序列比对后利用 ＭＥＧＡ６０基于 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ
模型计算种内和种间遗传距离，使用 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ
Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统发育树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设定为 １００
次重复。

３　结果

３１麝类药材全长ＣＯＩ序列ＤＮＡ条形码鉴别能力

麝类不同材料 ＤＮＡ提取效率具有明显区别，
从肌肉或香囊囊皮中提取的ＤＮＡ质量浓度为６０２～
２３０７ｎｇ·μＬ－１，毛发中则减至１６５～３１４ｎｇ·μＬ－１。
麝香药材ＤＮＡ提取效率最低，分别使用Ｗｉｚａｒｄ基因
组 ＤＮＡ提取试剂盒、ＱＩＡａｍｐ粪便 ＤＮＡ提取试剂
盒、ＤＮｅａｓｙ组织血液 ＤＮＡ提取试剂盒，经典
ＣＴＡＢ法及改良 ＣＴＡＢ法进行 ＤＮＡ提取，仅改良
ＣＴＡＢ法能从麝香中提出 ＤＮＡ，质量浓度为 ５５～
１６１ｎｇ·μＬ－１，使用全长 ＣＯＩ引物 ＬＣＯ１４９０和
ＨＣＯ２１９８进行扩增，肌肉组织、香囊和毛发样品
均能扩出约 ７００ｂｐ条带，而在麝香样品中无
条带。

除５批毛发样品 ＰＣＲ产物浓度过低，其余样品
均成功测序，测序峰图经校对、去除引物区后获得

６５８ｂｐ全长ＣＯＩ序列。将获得的测序结果及ＧｅｎＢａｎｋ
上下载的序列比齐后进行序列分析发现，麝类及其

混伪品ＣＯＩ序列包含４１９个保守位点和２３９个变异
位点，其中１５８个为４个麝属物种的变异位点。麝
属物种序列 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ碱基平均含量分别为
２７４％、３０３％、２６１％、１５９％。各麝种种内和
种间遗传距离有较大区别，安徽麝平均种内遗传距

离为０，种间遗传距离为０１４５８，安徽麝与林麝遗
传距离最近，为 ００１５。原麝具有最大的种内距离
（０００６），是其他物种的２倍（见表３）。系统发育树
结果表明，除安徽麝外其他物种均能聚成相对独立

的支（９９％支持率），麝香基原动物原麝、林麝、马
麝与混伪品麝鼠、猪、牛、羊、鸡等可相互鉴别（见

图１）。

表２　麝香ＤＮＡ条形码鉴别反应条件

片段 引物序列 ＰＣＲ反应程序 产物大小／ｂｐ

全长ＣＯＩＤＮＡ条形码 ＡＴＡＴＴＧＧ３′
ＨＣＯ２１９８５′ＴＴＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡ
ＡＡＡＡＡＴＣＡ３′

９４℃ 预变性１ｍｉｎ，５循环（９４℃ ３０ｓ，４５℃
３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ），然后３５循环（９４℃ ３０ｓ，
５０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ），７２℃终延伸５ｍｉｎ

７０９

微型ＤＮＡ条形码 ＳＸ１７８Ｆ５′ＴＴＣＴＧＡＴＴＹＴＴＴＧＧＨＣＡＣ
ＣＣＲＧＡＡ３′
ＳＸ１７８Ｒ５′ＴＡＡＡＹＡＴＡＴＧＧＴＧＧＧＣＴＣ
ＡＴＡＣ３′

９４℃ 预变性１ｍｉｎ，４５循环（９４℃３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃３０ｓ），７２℃终延伸５ｍｉｎ

１７８

·８８１１·
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表３　麝香与其混伪品种内、种间遗传距离（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３２）
物种 林麝 马麝 原麝 安徽麝 麝鼠 鸡 山羊 猪 黄牛

林麝 ０００４

马麝 ００６３±００１０ ０００１

原麝 ００６２±００１０ ００６７±００１１ ０００６

安徽麝 ００１４±０００４ ００６３±００１０ ００５７±００１０ ０

麝鼠 ０２２１±００２１ ０２３０±００２１ ０２３４±００２１ ０２３０±００２１ ０００２

鸡 ０２４８±００２２ ０２５０±００２１ ０２５２±００２２ ０２４６±００２２ ０２５９±００２３ ０００５

山羊 ０１６９±００１８ ０１８０±００２０ ０１６６±００１８ ０１６６±００１８ ０２３３±００２０ ０２６１±００２３ ０００２

猪 ０２１９±００２０ ０２２６±００２１ ０２１０±００２０ ０２１２±００２０ ０２３３±００２０ ０２６８±００２３ ０１９５±００１９ ０００７

黄牛 ０１７９±００１９ ０１９５±００２０ ０１９５±００２０ ０１７８±００１９ ０２１３±００１９ ０２２４±００２０ ０１６４±００１７ ０２２０±００２１ ０

图１　麝香及其混伪品的ＣＯＩＮＪ系统发育树结果

３２麝香微型ＤＮＡ条形码与全长ＤＮＡ条形码鉴别能
力的比较

　　ＣＯＩ全长ＤＮＡ条形码引物无法从麝香样品中扩
出条带（见图２，泳道１～３），而使用微型ＤＮＡ条形
码可从麝香和麝鼠香中扩出约 １７８ｂｐ的条带（见
图２）。序列去除引物区后长１３２ｂｐ，包含１１１个保
守位点和２１个变异位点，其中１２个变异位点为麝

属４个物种的差异位点。麝香微型ＤＮＡ条形码多态
性（１０８１％）低于全长 ＤＮＡ条形码（２４０１％）。麝
属物种微型ＤＮＡ条形码序列Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ碱基平均
含量分别为 ３１３％、３５５％、１５２％、１８０％。该
微型ＤＮＡ条形码引物也能从鸡、羊、牛等混伪品中
扩出１７８ｂｐ的条带，且各物种均只有一种单倍型序
列，种内遗传距离为０。林麝与马麝、林麝与原麝、
马麝与原麝种间遗传距离分别为 ００６６、００６３、
００２９。构建 ＮＪ系统发育树各物种均能聚成相对独
立的支（９９％支持率），麝香基原动物原麝、林麝、
马麝与混伪品麝鼠、猪、牛、羊、鸡等可相互鉴别，

其鉴别结果与全长ＤＮＡ条形码结果一致。

注：Ｍ１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１林麝毛发；２马麝毛发；３原麝

肌肉；４～８原麝香仁；９～１０：林麝香仁；１１马麝香仁；１２～

１５麝鼠香；１６空白对照（ｄｄＨ２Ｏ为模板）； ＋表示明亮条带；

±表示暗条带；－表示无条带。

图２　麝香原动物及麝香仁ＰＣＲ扩增结果

３３市售样品的ＤＮＡ条形码鉴别
所有麝香及麝鼠香样品，包括２批标为 “原麝”

的毛壳香囊（ＸＮ００１～００２）和２批标为 “麝香”的市

售样品，用于测试全长 ＤＮＡ条形码和微型 ＤＮＡ条
·９８１１·
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形码的鉴别能力，原麝、林麝、马麝、麝鼠、猪、

牛、羊、鸡肌肉组织或毛发样品各３批作为阳性对
照同时实验。扩增和测序后使用系统发育树根据聚

类结果进行鉴别，结果样品 ＸＮ００１和 ＸＮ００２全长
ＤＮＡ条形码和微型ＤＮＡ条形码均与鸡聚为一支，表
明其物种基原为鸡。麝香样品 ＳＸ００１和 ＳＸ００２只能
用微型ＤＮＡ条形码鉴别，测序和系统发育树结果表
明其基原为原麝（见图３）。

４　讨论

麝是亚欧大陆珍稀濒危物种，自１９７９年开始，
所有麝属物种均已列入 《濒危野生动植物国际贸易

公约》附录进行保护。目前天然麝香产量低，人工

养殖规模小，国内外市场麝香供需的巨大缺口导致

我国麝资源面临严重危机，存在较为严重的掺伪、

混伪现象，需要建立准确的基原鉴别方法。

尽管全长ＤＮＡ条形码已用于多种动物及其制品
的分子鉴定，该方法用于麝香样品鉴定仍存在较大

不足。除改良的ＣＴＡＢ法外，其他多种 ＤＮＡ提取方
法均无法从麝香样品中回收ＤＮＡ，且提取的ＤＮＡ浓
度均远低于肌肉组织和毛发样品。改良 ＣＴＡＢ法提
出的ＤＮＡ可能来源于麝香香囊囊皮或毛发脱落的微
量细胞或组织碎片，其 ＤＮＡ含量很低、严重碎片
化，且存在大量 ＰＣＲ抑制物，使用全长 ＤＮＡ条形
码扩增引物扩增具有困难。

研究发现，高度降解或ＤＮＡ含量低微的样本可
扩出短ＰＣＲ产物片段。而１００ｂｐ左右的微型 ＤＮＡ
条形码也具有与全长ＤＮＡ条形码相似的物种鉴别能
力［１４，１６１７］。本研究根据麝香及其混伪品 ＣＯＩ序列差
异，从中设计出短扩增片段的通用引物对，可从原

麝、林麝、马麝与混伪品麝鼠、牛、羊、鸡中扩出

１７８ｂｐ的微型ＤＮＡ条形码条带，该微型ＤＮＡ条形码

注：Ａ全长ＣＯＩＤＮＡ条形码；Ｂ微型ＤＮＡ条形码。

图３　麝香药材ＤＮＡ条形码ＮＪ系统发育树鉴别

·０９１１·
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片段与Ｇｅｎｂａｎｋ数据库中的ＣＯＩ序列有９８％～１００％
一致性。该结果表明，微型ＤＮＡ条形码可用于麝香
药材的鉴定，该方法也有望推广至猪胆粉、熊胆粉、

阿胶等ＤＮＡ降解或 ＤＮＡ含量低微的材料，解决动
物类中药鉴别难题。
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