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全蝎 ＤＮＡ条形码分子鉴定研究△
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［摘要］　目的：本研究通过ＣＯＩ序列对全蝎及其混伪品进行ＤＮＡ条形码鉴别，为全蝎药材分子鉴定提供科学
依据。方法：通过野外采集东亚钳蝎正品，对采集样品形态学鉴定、ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增ＣＯＩ序列，测序建立东
亚钳蝎的正品ＣＯＩ数据库，通过比对确定东亚钳蝎正品和伪品的ＤＮＡ条形码。结果：实验共获取３１０份东亚钳蝎
样本。通过序列分析，确定东亚钳蝎ＣＯＩ序列长度为６５８ｂｐ。采用ＭＥＧＡ６０软件对东亚钳蝎样品及混伪品进行
序列比对，构建邻接（ＮＪ）树。结果表明东亚钳蝎ＣＯＩ序列扩增成功，与混伪品ＣＯＩ序列明显区分。结论：本研究
运用ＣＯＩ条形码序列可准确鉴定全蝎的基原动物及其混伪品，为后续全蝎药材的分子鉴定提供了新的可行性
方法。
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全蝎为钳蝎科动物东亚钳蝎 Ｂｕｔｈｕｓｍａｒｔｅｎｓｉｉ
Ｋａｒｓｃｈ的干燥体，具有息风镇痉、通络止痛、攻
毒散结的功效［１２］。全蝎作为动物入药在我国有

着悠久的历史，临床上广泛用于治疗类风湿关节

炎、小儿惊风、癫痫、无名肿痛等［３６］。由于全

蝎药材价格高，且通常以粉末、中成药等形式入

药，外部形态不完整或被破坏，混伪品增多，给

全蝎药材鉴定带来极大的困难。线粒体 ＣＯＩ基因

被公认为动物界中标准的 ＤＮＡ条形码基因［７］。

基于 ＣＯＩ基因的中药 ＤＮＡ条形码技术建立和推广
应用，有利于实现中药鉴定客观化、规范化和标

准化。本研究拟利用 ＤＮＡ条形码 ＣＯＩ序列对全蝎
进行鉴定研究，通过对样品标准序列进行测序，

建立全蝎 ＤＮＡ条形码数据库，实现全蝎的标准化
快速化鉴定，为后续全蝎药材的分子鉴定提供新

的方法。
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１　材料

１１样品采集及鉴定

东亚钳蝎采自山东泗水、山西吕梁、河南伊川、

河北邯郸、陕西绥德、内蒙古清水河、宁夏盐池、

甘肃天水、青海贵德等地。所采集样本经南京师范

大学戴建华教授鉴定，均为钳蝎科动物东亚钳蝎

ＢｕｔｈｕｓｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ，标本均保存于江苏省中医药
研究院资源中心。伪品家鸡鸡肉购买自南京月苑菜

市场。全蝎及其混伪品信息见表１。

１２仪器及试剂

水浴锅（ＸＭＴＤ８２２２，上海精宏实验设备有限公
司）；超速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｔ２２３３１Ｈａｍｂｕｒｇ，德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＡＢＩＰＣＲ仪（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司）；琼脂糖凝胶电泳仪（ＰｏｗｅｒＰａｃＵｎｌｖｅｒｓａｌＴＭ

ＰｏｗｅｒＳｕｐｐｌｙ，美国伯乐ＢｉｏＲａｄ公司）；凝胶成像系

统ＧｅｌＤｏｃＸＲ（美国伯乐ＢｉｏＲａｄ公司）。
琼脂糖凝胶粉（ＢＩＯＷＥＳＴＲＥＧＵＬＡＲＡＧＡＲＯＳＥ

Ｇ１０）；染料（ＧｅｌＲｅｄＴＭ１００００Ｘｉｎｗａｔｅｒ）；聚合酶
（ＥｎｅｒａｌｄＡｍｐＭａｘＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２ＸＰｒｅｍｉｘ）；引物
（金斯瑞生物科技有限公司合成）；ｄｄＨ２Ｏ；ＤＬ
２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ［宝日医生物技术（北京）有限公
司］；基因组ＤＮＡ小量试剂盒购买自ＡｘｙＰｒｅｐ。测序
工作委托金斯瑞生物科技有限公司完成。

２　方法

２１全蝎基因组ＤＮＡ提取

从液氮中取出保存的全蝎样本，放入研钵进行

研磨使组织充分破碎，后加入１５～２０ｍＬ５６℃预
热的ＰＢＳ溶液，继续研磨至组织溶液分布均匀。后
续提取ＤＮＡ步骤按照ＡｘｙＰｒｅｐ基因组ＤＮＡ小量试剂
盒依次完成实验。

表１　全蝎样品及混伪品来源信息

样品编号 中文名 拉丁名 数量 样品来源

ＱＸ０００１ＳＳＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １０ 山东泗水野生种群

ＱＸ０００１ＳＳＺ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １０ 山东泗水养殖种群

ＱＸ０００１ＹＳＱ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １８ 山东沂水前官庄村附近野生种群

ＱＸ０００１ＬＬＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １１ 山东兰陵县卞庄镇龙沂庄村野生种群

ＱＸ０００１ＭＳＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ ８ 山东蒙山养殖场种群

ＱＸ０００１ＹＣＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １５ 山西运城平陆县曹川镇下涧村野生种群

ＱＸ０００１ＹＣＺ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １０ 山西运城平陆安铺养殖场种群

ＱＸ０００１ＬＹＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １３ 河南洛阳伊川县鸦岭乡楼子头村野生种群

ＱＸ０００１ＨＤＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ ９ 河北邯郸武安县北安乡南安东村野生种群

ＱＸ０００１ＹＬＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １３ 陕西榆林绥德满堂川镇王家沟村野生种群

ＱＸ０００１ＹＬＺ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １２ 陕西榆林开源蝎业有限公司王家沟养殖场种群

ＱＸ０００１ＮＭＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １３ 内蒙古呼和浩特清水河县城关镇八龙湾村野生种群

ＱＸ０００１ＮＸＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １５ 宁夏盐池县青山乡海子塘野生种群

ＱＸ０００１ＮＸＺ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １０ 宁夏盐池繁延平蝎子养殖场种群

ＱＸ０００１ＬＺＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １３ 甘肃兰州榆中县冯湾村野生种群

ＱＸ０００１ＱＨＹ 东亚钳蝎 ＢｍａｒｔｅｎｓｉｉＫａｒｓｃｈ １０ 青海海南藏族自治州贵德县河西镇园艺村野生种群

ＤＪ０００１ＣＹＣ 家鸡 Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ ３ 购买自南京月苑菜市场
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２２ＣＯＩ基因的ＰＣＲ扩增

用试剂盒提取获得的基因组 ＤＮＡ，利用通用引
物 （ＬＣＯＩ４９０： ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ
与ＨＣＯ２１９８：ＴＡＡＡＣＴＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ）
进行扩增［８］。４０μＬＰＣＲ体系中包括：ＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ２０μＬ，引物 ＬＣＯＩ４９０与 ＨＣＯ２１９８各 １μＬ，
ＤＮＡ４μＬ以及去 ＲＮＡ无菌水１４μＬ。ＰＣＲ循环参
数：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５０℃退
火１ｍｉｎ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，共 ４０个循环；４℃
保存。

２３琼脂糖凝胶电泳及测序工作

用电子天平称取１ｇ琼脂糖粉，置于装有５０ｍＬ
１ＸＴＡＥ溶液的锥形瓶中，用微波炉加热至完全溶
解，冷却片刻后加入５μＬ染料，摇晃至充分混匀，
倒入胶槽等待其完全冷却凝固。取３μＬＰＣＲ扩增产
物和ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ在２％的琼脂糖凝胶中电泳
分离，在凝胶成像系统中拍照并保存，以确定 ＣＯＩ
目的序列被准确扩增。ＰＣＲ产物进行双向测序，由
南京金斯瑞生物科技有限公司完成。

２４测序数据的拼接及分析

返回的序列数据采用 Ｃｈｒｏｍａｓ软件打开。样品
经送测序完成后均获正向和反向两条序列，将同正

向序列比对，反向序列进行反向补，校正结果，确

定序列准确无误。然后在 ＮＣＢＩ中用 Ｂｌａｓｔ程序进行
相似性检索，以确定基因片段的准确性。用Ｍｅｇａ软
件对上述序列进行比对。整理所得数据，采用 ＮＪ
（邻接）法对序列构建一个系统聚类树，同时再把所

有序列用ＭＥＧＡ６０６软件比对并对其进行遗传距离
等分析。

３　结果

３１东亚钳蝎样本的野外采集及流通市场调研

我们采集的东亚钳蝎正品均为野外采集，蝎子

为昼伏夜出物种，晚上出来活动及捕食。采样过程：

东亚钳蝎在紫外灯光的照射下发荧光，很容易辨别，

通常在蝎子容易出没的农村山脚下，石头缝内容易

捕捉到，采集的样本为东亚钳蝎主产区的大部分范

围，具体的采样地点参见表１。活体样本放入整理
箱内带回南京实验室，由南京师范大学戴建华教授

进行个体鉴定。我国国内蝎子的主要流通方式：当

地农民采集，每隔几天会有相应的小贩到农民处收

购，后有更大的商贩再从小商贩手中收购，最后主

要于洛阳中药材市场集散交易，也有药厂直接从大

商贩处定点产地采购，最终东亚钳蝎被炮制成全蝎

饮片进入中药厂或各大药店及中医医院入药使用。

至于混伪品，全蝎打成粉后呈土黄色，与鸡肉

粉颜色相仿，通过常规的形态学鉴定往往很难区分，

加上不法商家的一些伪造手段，导致药材相对混乱。

因此亟需一种新的快速鉴定方法，来鉴定全蝎药材

中的混伪品，继而有效帮助建立良好的全蝎药材市

场秩序。

３２东亚钳蝎ＤＮＡ提取与ＰＣＲ扩增

实验结果表明，东亚钳蝎的 ＣＯＩ基因片段可用
通用引物扩增出来，长度与 ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ７００ｂｐ
序列相近，与理论大小（６５８ｂｐ）一致，且无非特异
性扩增（见图１）。ＰＣＲ产物可用于测序，测序成功
率为１００％。本实验共测序东亚钳蝎正品３１０份，前
期实验凝胶电泳验证东亚钳蝎的 ＣＯＩ基因片段被成
功扩增出来，且无非特异性条带，证明引物序列及

ＰＣＲ条件稳定可靠，后续样本 ＰＣＲ产物直接送至金
斯瑞公司测序。

图１　ＣＯＩ基因ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳鉴定

３３全蝎单元型间遗传距离及种群遗传结构分析

本次研究共采集东亚钳蝎正品３１０条序列共有
３５个单元型。３５个全蝎单元型之间的遗传距离在
０１４％～５４２％，在种内遗传距离范之内，表明所
分析的个体为同一个种。东亚钳蝎单元型多样性

Ｈｄ＝０９７０，核苷酸多样性Ｐｉ＝００３１２７。整个种群
高的单元型多样性和核苷酸多样性（ｈ＞０５，π＞
０５％）意味着种群是由多个地方种群混合而成的大
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而稳定的群体，或分化支系的二次接触形成。

如表２所示，对不同采集地区的东亚钳蝎进行
分析，显示种群内遗传距离范围为０００％～３４８％。
其中种群１（山东泗水野生种群）、种群２（山东泗水
养殖场种群）、种群４（山东沂水凤凰养殖场种群）、
种群５（山东兰陵野生种群）、种群６（山东蒙山养殖
场种群）、种群８（山西平陆安铺养殖场种群）、种群
１２（陕西榆林开源养殖场种群）内遗传距离在２５６％～
３４６％，明显大于其他种群内的遗传距离。东亚钳
蝎养殖场种群的遗传距离明显高于其他野生种群，

推测为因适应养殖的需要，养殖场对当地捕获的东

亚钳蝎与其他地区的优势种进行了杂交，因此其遗

传距离明显高于其他野生种群。

３４系统发生分析
如图２所示，基于东亚钳蝎 ＣＯＩ序列构建分子

系统发育树，研究东亚钳蝎物种的进化关系。本次

分析同时加入已经报道的东亚钳蝎序列ＪＦ７００１４６１、
ＪＦ７００１４５１［８］和ＺＧＹＤ０１８６［９］，已报道的３条序列均
涵盖于本研究采样分析的３５个单元型中。ＪＦ７００１４６１、

ＪＦ７００１４５１和ＺＧＹＤ０１８６序列均可以有效聚类，其
中ＪＦ７００１４６１与 ＱＸ０００６ＭＳＹ（山东蒙山地区）为同
一单元型，ＪＦ７００１４５１与 ＱＸ０００３ＨＤＹ（河北邯郸地
区）为同一单元型，ＺＧＹＤ０１８６与 ＱＸ０００１ＬＹＹ（河南
伊川地区）为同一单元型。伪品家鸡肌肉粉末（鸟

纲）可以很明显地与东亚钳蝎（蛛形纲）正品分开，

显示出于ＣＯＩ基因在种间鉴定的准确性。基于 ＣＯＩ
基因的全蝎 ＤＮＡ条形码技术鉴定正伪品有效、可
行。在我们的样本采集中，来自宁夏盐池县青山乡

海子塘野生种群、山东沂水前官庄村附近野生种群

和青海海南藏族自治州贵德县河西镇园艺村野生种

群可以聚类在一起；而来自陕西榆林开源蝎业有限

公司王家沟养殖场种群、内蒙古呼和浩特清水河县

城关镇八龙湾村野生种群及山西运城平陆县曹川镇

下涧村野生种群较为离散，分布在不同的分支，显

示出该地区东亚钳蝎样本的基因多样性。东亚钳蝎

作为地球生物的 “活化石”，已在地球上存活超过２
亿年，进化上即便相对保守的 ＣＯＩ基因，在种内的
突变也要显著高于其他物种。

表２　全蝎种群内（对角线值）及种群间遗传距离

Ｇｐ７ Ｇｐ８ Ｇｐ１５ Ｇｐ４ Ｇｐ１０ Ｇｐ２ Ｇｐ１３ Ｇｐ５ Ｇｐ６ Ｇｐ１２ Ｇｐ１ Ｇｐ３ Ｇｐ１１ Ｇｐ１４ Ｇｐ１６ Ｇｐ１７

Ｇｐ７ ０００１８

Ｇｐ８ ００１５８ ００２５６

Ｇｐ１５００１２６ ００２０９ ００１８５

Ｇｐ４ ００２２４ ００２７５ ００２４２ ００３４６

Ｇｐ１０００１５０ ００２２６ ００１５８ ００２１５ ００１０３

Ｇｐ２ ００２５７ ００３０１ ００２８９ ００２３５ ００２９７ ００２８０

Ｇｐ１３００３３２ ００３６７ ００３７７ ００４１０ ００３７７ ００４０５０

Ｇｐ５ ００３１３ ００３４０ ００３５３ ００３６２ ００３６７ ００３１８００４５５ ００３２０

Ｇｐ６ ００３２９ ００３５６ ００３７５ ００３８６ ００４０１ ００３５８００４８２ ００２９３ ００２９５

Ｇｐ１２００３０３ ００２６５ ００３４４ ００３４５ ００３６１ ００３５１００４３４ ００３５７ ００３６４ ００３１２

Ｇｐ１ ００３３３ ００３６１ ００３８８ ００４１１ ００４０５ ００３６６００４８１ ００２９３ ００２４９ ００３７８ ００３０４

Ｇｐ３ ００３５４ ００３７４ ００３９３ ００４１０ ００３９３ ００３４２００４９２ ００２９１ ００３７３ ００３９４ ００３５８０

Ｇｐ１１００３６４ ００２８９ ００３９３ ００４１０ ００４１８ ００３８９００４２５ ００３６９ ００３８０ ００１８７ ００３７２００４１０ ０

Ｇｐ１４００３５６ ００２８４ ００３８５ ００４０１ ００４１３ ００３８１００４３３ ００３６５ ００３７９ ００１７９ ００３７５００４０２ ００００８ ０００１５

Ｇｐ１６００３６４ ００２８９ ００３９３ ００４１０ ００４１８ ００３８９００４２５ ００３６９ ００３８０ ００１８７ ００３７２００４１０ ０ ００００８０

Ｇｐ１７００３５６ ００２８４ ００３９３ ００４１０ ００４０９ ００３８９００４１７ ００３６９ ００３８５ ００１８７ ００３７５００４０２ ００００８ ０００１５００００８ ０００１５
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图２　基于ＣＯＩ序列构建的全蝎ＮＪ树

４　讨论

全蝎是一种名贵的中药材，又名钳蝎、全虫、

蝎子，古书上称虿。在中国产地达十几个省份，有

十余种，统称东亚钳蝎。 《蜀本草》记载，入药有

１１００多年的历史，因主要产于沂蒙山区腹地的临
朐、沂水、沂源、蒙阴、平邑等县，故名沂蒙全蝎。

但是随着我国人口的不断增长以及中药产业的快速

发展，全蝎药材市场出现大量的混伪品，比如全蝎

打成粉后与鸡肉颜色相仿，通过传统方法很难鉴别。

本课题通过野外样本采集，采集了主产区的东亚钳

蝎正品，并从市场上购买伪品家鸡鸡肉，通过 ＤＮＡ
提取、ＰＣＲ扩增ＣＯＩ基因，建立基于 ＣＯＩ基因的东

亚钳蝎正品数据库；通过数据库比对，很容易将正

品全蝎与伪品家鸡进行区分，而且两者相差很大。

东亚钳蝎为无脊椎动物蛛形纲下的生物，而家鸡为

卵生的脊椎动物，在进化上两者差得较远，通过

ＣＯＩ数据库比对很容易进行快速鉴定，可以看出，
ＤＮＡ条形码技术能高效、准确地鉴别中药材全蝎及
其混伪品，继而有效帮助建立良好的全蝎药材市场

秩序。
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