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·基础研究·

△ ［基金项目］　公益性行业科研专项（２０１５０７００２４１３）
 ［通信作者］　向丽，副研究员，研究方向：中药资源和分子鉴定学；Ｔｅｌ：（０１０）６４０１３９９６，Ｅｍａｉｌ：ｌｘｉａｎｇ＠ｉｃｍｍａｃｃｎ

蛤蚧及其混伪品基于１２ＳｒＲＮＡ序列的
ＢａｒＨＲＭ鉴定研究△

苏燕燕，丁丹丹，马婷玉，向丽

中国中医科学院 中药研究所 中药鉴定与安全性检测评估重点实验室，北京　１００７００

［摘要］　目的：为实现蛤蚧与其常见混伪品的高效鉴别和掺伪检测，并建立蛤蚧中药材的ＤＮＡ条形码高分辨率
熔解曲线（ＢａｒＨＲＭ）鉴别方法。方法：本研究收集了７个物种４８份动物样品和１０份蛤蚧粉。基于１２Ｓ核糖体核糖核
酸（１２ＳｒＲＮＡ）序列对蛤蚧及其６种常见混伪品进行高分辨率熔解曲线（ＨＲＭ）鉴定研究并测序验证。采用ＨＲＭ方法进
行灵敏度和掺伪检测分析，并对市场蛤蚧粉进行检测验证。结果：蛤蚧及其６种常见混伪品均可通过１２ＳｒＲＮＡＨＲＭ
曲线分析进行鉴别；可实现纳克级的准确检测，最低掺伪检测限为１％；１０份市售蛤蚧粉中６份质量可疑。结论：
基于１２ＳｒＲＮＡ序列的ＢａｒＨＲＭ技术可实现蛤蚧与其常见混伪品的准确鉴别，在掺伪检测中具有独特优势，对市场
药材的快速检测及质量评估有一定应用价值。

［关键词］　蛤蚧；１２Ｓ核糖体核糖核酸基因；高分辨率熔解曲线；鉴别
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蛤蚧为我国名贵动物中药材，其基原为壁虎科

Ｇｅｋｋｏｎｉｄａｅ壁虎属动物蛤蚧（又名大壁虎）Ｇｅｋｋｏ
ｇｅｃｋｏＬｉｎｎａｅｕｓ，以除去内脏的干燥全体入药，具有
止咳、平喘、保肝、降血糖、提高机体免疫力及激

素样作用［１４］，为临床常用补虚药［５６］。因市场需求

增大、人们大肆捕捉及生存环境的改变，蛤蚧野生

资源骤减，现已列为国家二级保护动物和广西省一

级保护动物，市场上蛤蚧多为进口和养殖。由于蛤

蚧、藏蛤蚧等形态相似，导致同名异物、同物异名

的情况较为严重，市场常见壁虎、藏蛤蚧、石龙子、

蜥蜴等混伪品［７１１］。近年来，越来越多的蛤蚧粉、

蛤蚧胶囊等未经检验的药材在电商平台出售，严重

威胁临床用药安全，亟需一种准确高效的鉴别方法

规范药材市场、保障药材安全。

高分辨率熔解曲线（ＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＭｅｌｔｉｎｇ，
ＨＲＭ）技术是指采用饱和荧光染料，结合实时荧光
定量ＰＣＲ技术，通过核酸熔解曲线分析，进而实现
基因检测、基因型分析的新型分子诊断技术［１２１４］。
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因其具有灵敏度高、检测快速、闭管操作避免污染、

可实现高通量检测、可选择性测序等优点，逐渐应

用于基因突变扫描、基因型分析、单核苷酸多态性

（ＳＮＰ）分析等研究［１５１８］。此外，结合 ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ
的ＢａｒＨＲＭ技术逐渐形成，并成功应用于沙棘、蜂
蜜等中药、食品的鉴定研究中，具有重要应用

价值［１９２１］。

目前，蛤蚧相关的ＨＲＭ鉴定研究未见报道，而
动物通用条形码线粒体细胞色素 ｃ氧化酶亚基 Ｉ基
因（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＩ，ＣＯＩ）序列长度大
于６００ｂｐ，相较之下，片段长度约４００ｂｐ且能实现
蛤蚧与混伪品鉴别的１２Ｓ核糖体核糖核酸（Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ＲｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ，ｒＲＮＡ）基因序列则更为适宜［２２２５］。

因此，本研究以蛤蚧与其６种常见混伪品为研究对
象［１１，２６２７］，基于１２ＳｒＲＮＡ序列对其进行 ＨＲＭ鉴别

研究，并对市售蛤蚧粉进行检测，以验证该方法的

可行性，完善了中药蛤蚧的分子快速鉴定体系。

１　材料

１１实验样品
本研究所用动物样品共 ４８份，其中，蛤蚧 １０

批次 ３０份；蛤蚧常见混伪品无蹼壁虎 Ｇｅｋｋｏ
ｓｗｉｎｈｏｎｉｓ、疣尾蜥虎Ｈｅｍｉｄａｃｔｙｌｕｓｆｒｅｎａｔｕｓ、喜山岩蜥
Ｌａｕｄａｋｉａｈｉｍａｌａｙａｎａ、石龙子 Ｅｕｍｅｃｅｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ、东
方蝾螈 Ｃｙｎｏｐｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ和红瘰疣螈 Ｔｙｌｏｔｏｔｒｉｔｏｎ
ｓｈａｎｊｉｎｇ各３份。此外，购买市售蛤蚧粉 １０份。动
物样品均经中国科学院昆明动物研究所蒋珂助理研

究员鉴定，凭证标本保存于中国中医科学院中药研

究所。本研究共得４８条１２ＳｒＲＮＡ序列，均已提交
至ＮＣＢＩ核酸数据库（表１）。

表１　蛤蚧及其混伪品样品信息
物种 凭证标本号 ＧｅｎＢａｎｋ号 来源

蛤蚧Ｇｇｅｃｋｏ ＤＷ００１ＧＪ０２００１ ＭＨ０４７７０６ 中国食品药品检定研究院

ＤＷ００１ＧＪ１０００１，ＤＷ００１ＧＪ１０００２，
ＤＷ００１ＧＪ１０００３，ＤＷ００１ＧＪ１００３２，
ＤＷ００１ＧＪ１００３３，ＤＷ００１ＧＪ１００３４

ＭＨ０４７７０７，ＭＨ０４７７０８，ＭＨ０４７７０９，
ＭＨ０４７７１０，ＭＨ０４７７１１，ＭＨ０４７７１２

安徽亳州药市

ＤＷ００１ＧＪ０３００１，ＤＷ００１ＧＪ０３００２，
ＤＷ００１ＧＪ０３００３

ＭＨ０４７７１３，ＭＨ０４７７１４，ＭＨ０４７７１５ 河北安国药市

ＤＷ００１ＧＪ０４００３，ＤＷ００１ＧＪ０４００４，
ＤＷ００１ＧＪ０４００５，ＤＷ００１ＧＪ０５００１，
ＤＷ００１ＧＪ０５００３，ＤＷ００１ＧＪ０５００４

ＭＨ０４７７１６，ＭＨ０４７７１７，ＭＨ０４７７１８，
ＭＨ０４７７１９，ＭＨ０４７７２０，ＭＨ０４７７２１

四川康定药市

ＤＷ００１ＧＪ０６００１，ＤＷ００１ＧＪ０６００２，
ＤＷ００１ＧＪ０６００３，ＤＷ００１ＧＪ０６００４

ＭＨ０４７７２２，ＭＨ０４７７２３，ＭＨ０４７７２４，
ＭＨ０４７７２５

西藏

ＤＷ００１ＧＪ０７００１，ＤＷ００１ＧＪ０７００２，
ＤＷ００１ＧＪ０７００３，ＤＷ００１ＧＪ０７００４，
ＤＷ００１ＧＪ０８００２，ＤＷ００１ＧＪ０８００３，
ＤＷ００１ＧＪ０８００４

ＭＨ０４７７２６，ＭＨ０４７７２７ＭＨ０４７７２８，
ＭＨ０４７７２９，ＭＨ０４７７３０，ＭＨ０４７７３１，
ＭＨ０４７７３２

新疆乌鲁木齐

ＤＷ００１ＧＪ０９００１，ＤＷ００１ＧＪ０９００２，
ＤＷ００１ＧＪ０９００３

ＭＨ０４７７３３，ＭＨ０４７７３４，ＭＨ０４７７３５ 北京同仁堂

无蹼壁虎Ｇｓｗｉｎｈｏｎｉｓ ＤＷ００２ＷＰ０３００２，ＤＷ００２ＷＰ０３００３，
ＤＷ００２ＷＰ０３００４

ＭＨ０４７７３６，ＭＨ０４７７３７，ＭＨ０４７７３８ 河北沧州任丘

疣尾蜥虎Ｈｆｒｅｎａｔｕｓ ＤＷ００３ＹＷ０１００１，ＤＷ００３ＹＷ０１００３，
ＤＷ００３ＹＷ０１００４

ＭＨ０４７７３９，ＭＨ０４７７４０，ＭＨ０４７７４１ 四川康定药市

喜山岩蜥Ｌｈｉｍａｌａｙａｎａ ＤＷ００７ＸＳ０２００１，ＤＷ００７ＸＳ０２００２，
ＤＷ００７ＸＳ０２００３

ＭＨ０４７７４２，ＭＨ０４７７４３，ＭＨ０４７７４４ 四川

石龙子Ｅｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＤＷ０１２ＳＬ０１００１，ＤＷ０１２ＳＬ０１００２，
ＤＷ０１２ＳＬ０１００３

ＭＨ０４７７０３，ＭＨ０４７７０４，ＭＨ０４７７０５ 河北安国药市

东方蝾螈Ｃｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ ＤＷ０１４ＤＦ０１００１，ＤＷ０１４ＤＦ０１００２，
ＤＷ０１４ＤＦ０１００３

ＭＨ０４７７００，ＭＨ０４７７０１，ＭＨ０４７７０２ 湖北黄冈

红瘰疣螈Ｔｓｈａｎｊｉｎｇ ＤＷ０１６ＨＬ０１００１，ＤＷ０１６ＨＬ０１００２，
ＤＷ０１６ＨＬ０１００３

ＭＨ０４７７４５，ＭＨ０４７７４６，ＭＨ０４７７４７ 西藏

蛤蚧粉 ＳＹ１ 广西

ＳＹ２，ＳＹ３ 广西南宁

ＳＹ４，ＳＹ５，ＳＹ６，ＳＹ７，ＳＹ９，ＳＹ１０ 安徽亳州

ＳＹ８ 辽宁本溪
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１２仪器及试剂

Ｓｃｉｅｎｔｚ４８高通量组织研磨仪（宁波新芝生物科
技股份有限公司）；Ｑｕｂｉｔ３０荧光定量仪 ［赛默飞

世尔（美国）科技有限公司］；ＲｏｔｏｒＧｅｎｅＱＭＤｘ实时
定量ＰＣＲ仪 ［凯杰（德国）生物技术有限公司］；血

液／组织／细胞基因组ＤＮＡ提取试剂盒 ［天根生化科

技（北京）有限公司］；ＨＲＭ分析试剂盒 ［天根生化

科技（北京）有限公司］；ＴＡ克隆试剂盒 ［宝生物

工程（大连）有限公司］。

２　方法

２１ＤＮＡ提取

采用试剂盒法提取样品总 ＤＮＡ［２６］。所有样品
ＤＮＡ均利用 Ｑｕｂｉｔ３０测定浓度，并调整为 ３０～
５０ｎｇ·μＬ－１。采用微量紫外分光光度计测定样品
ＤＮＡ质量，ＯＤ２６０／２８０处于１８～２０的为优质；保
存于－２０℃冰箱备用。

２２蛤蚧１２ＳｒＲＮＡ序列扩增及数据分析

以１０批次蛤蚧样品ＤＮＡ为模板，进行１２ＳｒＲＮＡ
序列扩增［２４］，采用凝胶电泳法检测扩增结果，送北

京诺赛基因组研究中心有限公司双向测序。

通过软件 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ３０对１０批次蛤
蚧的１２ＳｒＲＮＡ序列峰图进行拼接剪切，在 ＮＣＢＩ比
对验证后采用ＭＥＧＡ６０进行序列分析。

２３蛤蚧及其混伪品 ＨＲＭＰＣＲ扩增与 ＢａｒＨＲＭ数
据分析

　　以１０批次蛤蚧的主要单倍型和６种常见混伪品
的ＤＮＡ为检测对象。

ＨＲＭＰＣＲ体系为 ２５μＬ，包含 ２×ＨＲＭＰＣＲ
ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１２５μＬ，正反向引物 Ｌ１０９１／Ｈ１４７８
（２５μｍｏｌ·Ｌ－１）各１μＬ，以１μＬＤＮＡ为模板，加
ＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ补充至２５μＬ。

ＨＲＭＰＣＲ反应条件为 ９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃变性１ｍｉｎ，５２℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，
循环３５次；ＰＣＲ反应完成后进入扩增产物的 ＨＲＭ
曲线分析程序：熔解温度从７５℃逐渐升至 ９５℃，
每变化０１５℃收集一次荧光信号。蛤蚧及其混伪品
的ＨＲＭＰＣＲ产物均经测序验证。

２４蛤蚧及其混伪品ＢａｒＨＲＭ数据分析

实验中获得的高分辨率熔解曲线均通过ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ
ＱＭＤｘｖｅｒｓｉｏｎ２３１４９（ＱＩＡＧＥＮＧｍｂＨ，Ｈｉｌｄｅｎ，

Ｇｅｒｍａｎｙ）进行分析；蛤蚧与其 ６种常见混伪品的
ＨＲＭＰＣＲ产物均经测序验证，并采用ＭＥＧＡ６０进
行序列分析。

２５灵敏度检测

任取 １份蛤蚧 ＤＮＡ，将质量浓度调整为
５０ｎｇ·μＬ－１，并稀释为 ２５、１０、５、１ｎｇ·μＬ－１的
ＤＮＡ溶液，进行ＨＲＭＰＣＲ实验，研究 ＤＮＡ模板浓
度与鉴定结果的关系。

２６蛤蚧掺伪检测

以 ０、１％、５％、１０％、２５％、５０％、７５％、
１００％的比例将无蹼壁虎 ＤＮＡ与蛤蚧 ＤＮＡ混合，
以掺伪 ＤＮＡ为模板进行 ＨＲＭＰＣＲ扩增，设蛤蚧
为对照样品，研究 ＤＮＡ掺伪比例与 ＨＲＭ曲线的
关系。

２７市场蛤蚧粉鉴定

在市场购买１０份蛤蚧粉，取样约４５ｍｇ，以试
剂盒法提取总ＤＮＡ。利用 ＨＲＭ技术对其进行检测：
每份设置３个物理重复，以蛤蚧对照药材 ＤＮＡ为阳
性对照，并测序验证。针对出现套峰的样品进行

ＴＡ克隆检测。

３　结果

３１蛤蚧１２Ｓ序列分析

１０批次 ３０条蛤蚧 １２ＳｒＲＮＡ序列，长度均为
３９６ｂｐ，可分为２种单倍型（图 １），其中，单倍型
Ｈ１有２１条，单倍型Ｈ２有９条；共存在５个变异位
点，分别为６４位点的 ＣＴ变异，２１１位点的 ＴＡ变
异，２２８位点的 ＣＴ变异，３２５位点的 ＧＡ变异和
３５８位点的ＡＧ变异。表明序列较为保守。

３２蛤蚧及其混伪品ＨＲＭ分析

因１０批次３０份蛤蚧样品中仅存在２种单倍型，
因此，每种单倍型任选３份ＤＮＡ与６种混伪品共同
进行ＨＲＭ实验。根据图２可知，蛤蚧与６种混伪品
的１２ＳｒＲＮＡＨＲＭ曲线均具有不同的形状特点，在
归一化熔解曲线（图２Ａ）和差异化熔解曲线（图２Ｂ）
中，蛤蚧的２种单倍型均可区分开，但相对于无蹼
壁虎、疣尾蜥虎、喜山岩蜥、石龙子、东方蝾螈和

红瘰疣螈６种混伪品，蛤蚧的２种ＨＲＭ曲线聚在一
起。无蹼壁虎、石龙子和红瘰疣螈的ＨＲＭ曲线分别
只有一种，表明这 ３个物种分别只有一种单倍型。
而３份疣尾蜥虎的ＨＲＭ曲线呈现出相近的２种，则

·９９１１·



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

注：Ｈ１和Ｈ２表示不同单倍型。

图１　蛤蚧不同单倍型１２ＳｒＲＮＡ序列

该样品的１２ＳｒＲＮＡ序列有２种单倍型；３份东方蝾
螈和３份喜山岩蜥（藏蛤蚧）的 ＨＲＭ曲线均出现较
小的差异，可能存在序列差异很小的不同单倍型，

或者因实验操作中加样量不均一而导致曲线出现微

小差异，需测序验证。总体而言，蛤蚧及其６种常
见混伪品均可通过ＨＲＭ曲线进行鉴别区分。

注：Ａ归一化熔解曲线；Ｂ以蛤蚧为参考基因型的差异化熔解曲线。

图２　基于１２ＳｒＲＮＡ序列蛤蚧与常见混伪品的ＨＲＭ曲线

３３蛤蚧及其混伪品ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ分析

所有ＨＲＭＰＣＲ产物均经测序验证。实验共得
４８条１２ＳｒＲＮＡ序列，其中蛤蚧 ３０条，混伪品 １８
条，所有１２ＳｒＲＮＡ序列均在 ＮＣＢＩ核酸数据库进行
ＢＬＡＳＴ比对验证，比对到的最相近物种为自身物种，
比对值为 ９９％ ～１００％。序列特征见表 ２。蛤蚧和
６种常见混伪品的序列长度均小于 ４００ｂｐ，其中，

无蹼壁虎的序列长度最长，为３９９ｂｐ；喜山岩蜥的
最短，为３６２ｂｐ；蛤蚧的序列长度为３９６ｂｐ。７个物
种的平均 ＧＣ碱基含量（鸟嘌呤 Ｇ和胞嘧啶 Ｃ在
ＤＮＡ４种碱基中所占的比率）在４０％ ～５０％，其中，
疣尾蜥虎的平均ＧＣ碱基含量最高，为５００％；东方
蝾螈的最低，为４１４％；蛤蚧的平均 ＧＣ碱基含量
为４３５％。

在本研究的 ７个物种中，无蹼壁虎、石龙子、
东方蝾螈和红瘰疣螈共４个物种的１２ＳｒＲＮＡ序列分
别只有１种单倍型，种内无变异位点，序列较为保
守；蛤蚧、疣尾蜥虎和喜山岩蜥分别有２种单倍型，
其中，蛤蚧的１２ＳｒＲＮＡ序列含５个变异位点，喜山
岩蜥有１个变异位点，疣尾蜥虎存在１８个变异位点，
种内差异较大；与 ＨＲＭ曲线分析结果相符。根据种
内、种间遗传距离分析结果显示，７个物种的种内最
大遗传距离均小于其种间最小遗传距离，表明蛤蚧及

其６种混伪品可通过遗传距离分析进行鉴别。此外，
在ＮＪ树图中（图３），蛤蚧和６种常见混伪品分别聚为
一支，而且，自展支持率都高达９９％，表明，蛤蚧及
６种常见混伪品可通过构建ＮＪ树准确区分。

因此，经测序验证，基于 １２ＳｒＲＮＡ序列的
ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ分析，蛤蚧与其６种常见混伪品可准
确鉴别，而且各物种间也能准确区分，与ＨＲＭ曲线
分析结果相符，表明基于１２ＳｒＲＮＡ序列的 ＨＲＭ技
术可实现蛤蚧及其６种常见混伪品的准确区分。
３４灵敏度分析

为研究ＤＮＡ浓度对鉴定效果的影响，将蛤蚧ＤＮＡ
浓度调整为５０、２５、１０、５、１ｎｇ·μＬ－１，以此系列浓度
ＤＮＡ为模板进行ＨＲＭＰＣＲ扩增。图４显示不同浓度蛤
蚧样品的ＨＲＭ曲线聚在一起（图４Ａ），Ｔｍ值为（８１１１±
００３）℃（图４Ｂ），表明ＤＮＡ浓度为１～５０ｎｇ·μＬ－１

的蛤蚧样品均可通过ＨＲＭＰＣＲ检出，且结果稳定。
·００２１·
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表２　蛤蚧及常见混伪品１２ＳｒＲＮＡ序列特征

样品 序列数目 单倍型数目 变异位点／个 序列长度／ｂｐ 平均ＧＣ碱基
含量／％

种内最小遗传距离～
种内最大遗传距离（平均）

种间最小遗传距离～
种间最大遗传距离（平均）

蛤蚧 ３０ ２ ５ ３９６ ４３５ ０～００１３（０００６） ０２９１～０４９１（０３７１）

无蹼壁虎 ３ １ ０ ３９９ ４８９ ０～０（０） ０３１８～０５１０（０３４８）

疣尾蜥虎 ３ ２ １８ ３８９ ５００ ０～００４８（００３２） ０３１６～０５２６（０３８３）

喜山岩蜥 ３ ２ １ ３６２ ４４７ ０～０００３（０００２） ０３５７～０５２６（０４７０）

石龙子 ３ １ ０ ３８４ ４７４ ０～０（０） ０２８２～０４２５（０３０６）

东方蝾螈 ３ １ ０ ３７０ ４１４ ０～０（０） ００９０～０４５０（０３５２）

红瘰疣螈 ３ １ ０ ３６９ ４４４ ０～０（０） ００９０～０４５４（０３５７）

注：ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次重复，仅显示自展支持率≥５０％。

图３　基于１２ＳｒＲＮＡ序列蛤蚧及其混伪品的系统进化ＮＪ树

注：Ａ归一化熔解曲线；ＢＤＮＡ熔解曲线。

图４　基于１２ＳｒＲＮＡ序列蛤蚧ＨＲＭ曲线灵敏度检测
·１０２１·
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３５掺伪检测

设置 ０、１％、５％、１０％、２５％、５０％、７５％、
１００％的 ＤＮＡ掺伪比例（无蹼壁虎／蛤蚧），研究
ＨＲＭ技术对物种的检出能力。不同掺伪比例得到的
曲线不同（图５），以蛤蚧的ＨＲＭ曲线为基准，曲线
相似性随着掺伪比例的增大而降低，当掺伪比例为

１％时，该ＨＲＭ曲线的相似性为９９０７％（表３）。结
果表明，基于１２ＳｒＲＮＡ序列的ＨＲＭ曲线可实现蛤
蚧的掺伪检测，最低检测限可达１％；而且，曲线相
似性分析结果，对推算掺伪比例具有一定指导意义。

表３　不同掺伪比例ＨＲＭ曲线基因型置信百分比
％

掺伪率（无蹼壁虎／蛤蚧） 基因型置信百分比

０ １００００

１ ９９０７

５ ９２７２

１０ ８７０３

２５ ７４３３

５０ ３５２２

７５ ５９２

１００ ０

３６市场蛤蚧粉鉴定

在市场购买了 １０份蛤蚧粉，以基于 １２ＳｒＲＮＡ
序列的ＨＲＭ技术其进行初步检测，以鉴定其真伪。
每份样品进行３个物理重复，１０份蛤蚧粉得３０条
ＨＲＭ曲线（图６）。其中，ＳＹ８的３条曲线单独聚在
一起，ＳＹ４、ＳＹ５、ＳＹ７的９条曲线聚为一类，其余
６份样品的１８条 ＨＲＭ曲线聚为另一类，没有与已
知蛤蚧１２ＳｒＲＮＡ序列完全相同的样品。推测曲线聚
为一起的蛤蚧粉来源接近。经测序验证，１０份蛤蚧
粉的测序峰图均出现不同程度的套峰，具体表现为

部分位点出现套峰，底峰较高。对出现套峰的样品

进行ＴＡ克隆检测，１０份市场蛤蚧粉均检测到多种
蛤蚧单倍型，表明所购蛤蚧粉为混合样品。

此外，ＳＹ１、ＳＹ２、ＳＹ３、ＳＹ６、ＳＹ９、ＳＹ１０曲线呈
现异常，经Ｑｕｂｉｔ３０测定ＤＮＡ浓度低于１ｎｇ·μＬ－１，
表明ＤＮＡ降解严重，其原因可能为：炮制过程中温
度过高或时间过久；药材存放时间较久；药材肌肉

组织含量少，如去尾后的蛤蚧。而且，经多次 ＴＡ
克隆检测，比对到羽螨属 Ｐｒｏｃｔｏｐｈｙｌｌｏｄｅｓｓｐ物种和
黑粪蚊。样品疑似不洁。结合价格分析，ＳＹ６价格

注：Ａ归一化熔解曲线；Ｂ以蛤蚧为参考基因型的差异化熔解曲线；ＣＤＮＡ熔解曲线。

图５　基于１２ＳｒＲＮＡ序列蛤蚧掺伪检测ＨＲＭ曲线

·２０２１·
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注：Ａ归一化熔解曲线；Ｂ以蛤蚧为参考基因型的差异化曲线；ＣＤＮＡ熔解曲线。

图６　市售蛤蚧粉ＨＲＭ曲线

最低，为 ０３９元／ｇ，另外 ５份售价为 ０６７～
０７４元／ｇ；而 ＳＹ４、ＳＹ５、ＳＹ７和 ＳＹ８的售价分别
为 ０６０、０５６、０５６、１６０元／ｇ，检测结果无异
常。推测ＳＹ１、ＳＹ２、ＳＹ３、ＳＹ９、ＳＹ１０有以次充好
的可能。

４　讨论

蛤蚧作为我国名贵动物中药材，相关鉴定研究

多有报道，常用鉴定方法为形态鉴定、显微鉴定、

理化鉴定等传统鉴定方法［１１，２８２９］。形态鉴定和显微

鉴定均需要长期从事中药鉴定工作的专家完成，专

业难度大，不易掌握；目前未发现蛤蚧的专属特征

性成分， 《中华人民共和国药典》中也未收载相关

成分的含量测定方法，鉴定难度大。

目前，以 ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ和特异性 ＰＣＲ方法为
代表的分子鉴别技术较为高效。张红印、ＧＵ
等［２６，３０］均通过ＣＯＩ序列对蛤蚧及其１０种易混物种和

伪品进行了ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ鉴定研究，也有学者基于
蛤蚧及其多种混伪品的 ＣＯＩ、１６ＳｒＲＮＡ、Ｃｙｔｂ、
１２ＳｒＲＮＡ片段设计特异引物进行鉴别［２５，２７，３１３２］。但

是，ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ技术的精准鉴定主要依赖于 ＰＣＲ
产物的测序，若大宗中药材均采用测序检测，一则

检测周期延长，二则测序成本高。而且，存放较久

的样品、炮制品以及深加工后的中成药，因 ＤＮＡ降
解，很难经传统 ＰＣＲ扩增到较长的 ＤＮＡ片段，如
７００ｂｐ左右的ＣＯＩ序列。特异性ＰＣＲ检测方法对于
掺伪品则无法准确鉴别。

本研究以蛤蚧与其６种常见混伪品为研究对象，
采用ＨＲＭ技术进行鉴定研究。ＨＲＭ技术灵敏度高，
理论上可实现单个碱基的差异分析，且检测快

速［１２，１８，３３］。结果显示，蛤蚧、疣尾蜥虎和喜山岩蜥

分别生成了２种峰型的熔解曲线，推测存在不同的
单倍型，经测序验证，与熔解曲线分析结果相符。

因此，通过ＨＲＭ鉴别，可实现同一个物种不同单倍
·３０２１·
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型的区分，检测灵敏度和特异性较强。而且，经

Ｂａｒｃｏｄｉｎｇ验证分析，蛤蚧与 ６种混伪品均能通过
ＢＬＡＳＴ分析、遗产距离分析、ＮＪ树分析区分开，表
明蛤蚧及其６种常见混伪品可通过基于１２ＳｒＲＮＡ序
列的ＢａｒＨＲＭ方法进行高效鉴别。

基于１２ＳｒＲＮＡ序列，对蛤蚧和无蹼壁虎进行掺
伪检测，根据曲线相似性分析，掺伪比例为１％时，
曲线相似性为９９％，表明掺伪最低检测限可达１％。
而Ｓａｋａｒｉｄｉｓ等［３４］针对驴肉的掺伪检测研究，显示出

了更高的灵敏度，最低掺伪比例仅为０１％。虽然不
同物种、不同片段的扩增偏好性不同，但曲线相似

性分析结果，对于评估药材是否掺伪及掺伪比例仍

具有一定参考价值。经对 １０份市场蛤蚧粉检测发
现，其中６份ＤＮＡ浓度较低，且在后续 ＴＡ克隆检
测中发现螨属和黑粪蚊物种，疑似存放不当，造成

污染。

本研究基于 １２ＳｒＲＮＡ序列建立的蛤蚧的 Ｂａｒ
ＨＲＭ鉴别方法，为蛤蚧的快速鉴别、蛤蚧药材的掺
伪检测及其质量评价提供了一定的技术支持，但蛤

蚧的１２ＳｒＲＮＡ序列长度约为４００ｂｐ，对于深加工后
的相关产品则很难检测，还需进一步开发片段进行

研究。
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