
３⁃Ｏ⁃α⁃Ｌ⁃吡喃阿拉伯糖苷含量［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０１０，

３５（１０）： １２８４⁃１２８６．

［２６］ 　 唐晓琴， 张丽艳， 黄　 颖， 等． 苗药追风伞药材质量标准提

升研究［Ｊ］ ． 辽宁中医药大学学报， ２０２３， ２５ （ ７）： ３６⁃

４０； ２２１．

［２７］ 　 何畑林， 邰凤英， 穆开朗， 等． 苗药追风伞质量标准提升研

究［Ｊ］ ． 广州化工， ２０２３， ５１（１）： ７７⁃７９； １４１．

［２８］ 　 曹小霞， 边子妍， 丁金国， 等． 基于网络药理学和分子对接

探讨瓜蒌皮注射液治疗冠心病的作用机制［Ｊ］ ． 天津中医药

大学学报， ２０２４， ４３（３）： １９３⁃２００．

［２９］ 　 罗　 欢， 熊凡捷， 沈　 涛． 茱萸圆方治疗动脉粥样硬化和高

脂血症的网络药理机制探析［Ｊ］ ． 时珍国医国药， ２０２１， ３２

（２）： ２９２⁃２９７．

［３０］ 　 蔡可珍， 郑　 琴， 朱徐东， 等． 基于 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 结合

网络药理学与实验验证探讨四君子汤治疗阿尔茨海默病的

作用机制［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２３， ４８（６）： １６２０⁃１６３１．

大补阴丸中醋龟甲的真伪鉴定研究

陈　 香１， 　 韩　 婧２， 　 王佳祺３， 　 彭江松２， 　 曹邵阳２， 　 宁艺柯２， 　 夏国华２∗， 　 杨　 欢２∗

（１． 镇江市食品药品监督检验中心， 江苏 镇江 ２１２０５０； ２． 江苏大学药学院， 江苏 镇江 ２１２０１３； ３． 南京

中医药大学附属镇江医院药剂科， 江苏 镇江 ２１２００３）

收稿日期： ２０２４⁃１０⁃１１
基金项目： 国家自然科学基金项目 （８２１７３９３７）； 镇江市科技计划项目 （ＳＨ２０２４０５５）
作者简介： 陈　 香 （１９８１—）， 女， 硕士， 副主任药师， 研究方向为中药分析与质量控制。 Ｔｅｌ： １３８５２９０９９６８， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎｘｉａｎｇ０９１７＠

１６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 夏国华 （１９７７—）， 男， 博士， 高级实验师， 研究方向为药学。 Ｔｅｌ： （０５１１） ８５０３８４５１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｇｈ⁃７８１３１＠ ｙｅａｈ􀆰 ｎｅｔ

杨　 欢 （１９８０—）， 男， 博士， 教授， 研究方向为中药学。 Ｔｅｌ： （０５１１） ８５０３８４５１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｙａｎｇｈｕａｎ１９８０＠ ｕｊｓ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ

摘要： 目的　 建立大补阴丸中醋龟甲的真伪鉴定方法。 方法 　 根据龟甲 （乌龟） 及其伪品 （花龟、 巴西龟和鳄龟）
的线粒体基因序列差异设计了引物 ＷＧ、 ＨＧ、 ＢＸ 和 ＥＧ， 采用荧光定量 ＰＣＲ 扩增 ＤＮＡ 并进行方法学考察， 对 ８ 批大

补阴丸中醋龟甲进行鉴定。 结果　 含有乌龟、 花龟、 巴西龟和鳄龟的 ＤＮＡ 供试品在与上述引物经扩增后， 分别检测

到了荧光信号， 并具备特定温度单一峰， Ｔｍ 分别为 ７５􀆰 ４０、 ７９􀆰 １２、 ８０􀆰 １６、 ７８􀆰 ８２ ℃； 最低检出限为 １×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，
重复性实验中 ＣＶ＜１％ ； 分别有 ２ 批、 １ 批和 ５ 批大补阴丸中所含醋龟甲被鉴定为正品、 掺伪品和伪品。 结论　 该方法

可用于含醋龟甲制剂的质量控制； 大补阴丸中醋龟甲伪品较多， 其质量管理亟待加强。
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　 　 龟甲为乌龟 Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ （Ｇｒａｙ） 的背甲及腹甲，
归肝、 肾、 心经［１］ ； 其炮制品醋龟甲临床应用较为广泛，
主要用于改善骨质疏松［２］ 、 贫血［３］ 、 免疫力低下［４］ 等。 然

而， 由于龟科物种多样和各地使用习惯不同等， 市场上常

见一些伪品， 如花龟 Ｍａｕｒｅｍｙｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ、 巴西龟 Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ
ｓｃｒｉｐｔａ 和鳄龟 Ｃｈｅｌｙｄｒａ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ［５］ ， 对龟甲及含龟甲制剂

的安全与有效造成了不良影响。 ２０２０ 年版 《中国药典》 一

部所载 “成方制剂” 的 “鉴别” 和 “检查” 项下偶见醋龟

甲的显微鉴别， 但其特征性较弱， 且其成分较复杂， 难以

准确鉴定醋龟甲炮制品的真伪。
荧光定量 ＰＣＲ 技术利用能与双链 ＤＮＡ 非特异性结合

的荧光染料或与目的片段特异性结合的荧光探针， 通过在

扩增过程中采集荧光信号， 定性与定量分析未知 ＤＮＡ 模

板； 该技术灵敏度高、 特异性强［６⁃１２］ ， 近年来已应用于石

斛、 蜈蚣、 藿香、 人参、 苍术、 姜黄等中药的鉴别［１３⁃１８］ 。

本研究根据龟甲及其伪品 （花龟、 巴西龟和鳄龟） 的

线粒体基因序列差异设计了物种特异性引物， 并通过荧光

定量 ＰＣＲ 建立了一种鉴定大补阴丸中醋龟甲成分真伪的检

测方法， 可作为评价与监控该中成药质量的常规手段， 有

助于保障其临床用药的安全性和有效性以及维护良好的市

场秩序。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ Ｃｏｍｆｏｒｔ 恒温混匀仪、 ＭｉｎｉＳｐｉｎ 离

心机 （德国艾本德公司）； ＡＬ１０４ 电子分析天平 （万分之

一， 瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ＨＳ⁃８４０Ｕ 净化工作台 （苏
州净化设备有限公司）； ＮａｎｏＤｒｏｐ １０００ 核酸蛋白分析仪、
ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国赛默飞世尔科技

公司）。
１􀆰 ２　 药物　 乌龟、 花龟、 巴西龟和鳄龟分别于 ２０１６ 年至

２０２１ 年购自全国各地水产市场， 并经 ＣＯＩ 条形码鉴定其基
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原分别为龟科动物乌龟 Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ、 花龟 Ｍａｕｒｅｍｙｓ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ、 巴西龟 Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ 和鳄龟 Ｃｈｅｌｙｄｒａ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ。
盐知母 （批号 ２２０２０１）、 盐黄柏 （批号 ２０１００１） 和熟地黄

（批号 ２１０６０１） 购自镇江市中医院， 经江苏大学药学院陈

钧教授鉴定， 并采用 ＩＴＳ 条形码进一步明确其基原分别为

知母 Ａｎｅｍａｒｒｈｅｎａ ａｓｐｈｏｄｅｌｏｉｄｅｓ Ｂｇｅ．、 黄皮树 Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎ
ｃｈｉｎｅｎｓｅ Ｓｃｈｎｅｉｄ．、 地黄 Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ Ｌｉｂｏｓｃｈ．。 猪脊

髓购自湖南省岳阳市源泉汇万家店， 采用 ＣＯＩ 条形码鉴定

其基原为家猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ。 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０ 感受态细胞

购自生工生物工程 （上海） 股份有限公司； ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃１ 载

体由北京全式金生物技术有限公司提供。 ８ 批大补阴丸分

别购自厂家 Ａ （编号 ＤＢ１～ＤＢ３， ＤＢ５～ ＤＢ７， 批号 ２１１１０２、
２０１２０４、 ２１０７０６、 ２２０５０１、 ２２０６０８、 ２２０８０１） 和 Ｂ （编号

ＤＢ４、 ＤＢ８， 批号 １９００３２９、 ２２００３５０）。
１􀆰 ３　 试剂 　 ＤＮＡ 提取酚试剂 （北京索莱宝科技有限公

司）； ＢｅｙｏＦａｓｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （ ２ ×， Ｈｉｇｈ ＲＯＸ）、
低电渗琼脂糖 （上海碧云天生物技术股份有限公司）；
Ｅｔｈｉｄｉｕｍ Ｂｒｏｍｉｄｅ、 ＰＶＰ⁃４０、 Ｔｒｉｓ⁃ｂａｓｅ ［生工生物工程 （上
海） 股份有限公司］； Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ ［西格玛奥德里奇 （上
海） 贸易有限公司］； Ｌｏｗ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ （货号 ＳＮ１２７， 南京

生兴生物技术有限公司）； 提取液 ５０ ｍＬ 依照文献 ［１９］
方法配制； 特异性引物 ｐＧＥＸ、 ＷＣ、 ＨＣ、 ＢＣ 和 ＥＣ 由生工

生物工程 （上海） 股份有限公司合成。
２　 方法

２􀆰 １　 ＤＮＡ 模板溶液制备　 参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 一

部所载 “大补阴丸” 制法［１］ ， 平行制备 １０ 批大补阴丸

（编号 ＤＧ１～ＤＧ１０）。 此外， 将醋龟甲更换为醋花龟甲、 醋

巴西龟甲或醋鳄龟甲， 制成大补阴丸伪品各 ４ 批 （编号分

别为 ＤＨ１～ＤＨ４、 ＤＸ１ ～ ＤＸ４、 ＤＥ１ ～ ＤＸ４）； 不加入醋龟甲

制成 ４ 批阴性制剂 （编号 ＤＮ１～ ＤＮ４）。 取大补阴丸供试品

粉末 １５０􀆰 ０ ｍｇ， 加入 ９９５ μＬ 提取液和 ５ μＬ β⁃巯基乙醇，
按照文献 ［１９］ 方法制得 ＤＮＡ 模板溶液， 测定 ＤＮＡ 浓度

及 Ａ２６０ ／ Ａ２８０， －２０ ℃保存备用。
２􀆰 ２　 特异性引物设计 　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中搜索下载乌

龟、 花龟、 巴西龟及鳄龟的线粒体全基因序列 （登录号 ＮＣ
＿００６０８２􀆰 １、 ＮＣ＿ ０１１５７３􀆰 １、 ＮＣ＿ ０１６６８５􀆰 １、 ＮＣ＿ ０１１１９８􀆰 １），
采用 ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ 软件 （ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３） 寻找上述龟甲及其伪品

基原所含有 ＳＳＲ 片段的基因序列 （约 ３００ ｂｐ）； 采用 Ｏｌｉｇｏ
７􀆰 ０ 软 件 设 计 引 物、 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 软 件 及 ＮＣＢＩ 平 台

（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｉｍｅｒ⁃ｂｌａｓｔ ／ ） 在

线分析其特异性， 将引物与上述 ４ 个物种的线粒体 ＤＮＡ 序

列进行匹配和比对， 从中选择与相应物种序列碱基匹配并

且与其他物种不匹配的引物， 所得 ４ 对引物的序列、 产物

长度见表 １。
表 １　 特异性引物信息

基原 引物 引物序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ ＷＧ 正向　 ＡＣＡＧＣＣＣＡＡＴＣＴＡＴＡＡＡＣＡＣＡＴＴＣＣ ８１

反向　 ＧＴＴＴＡＧＴＣＣＴＣＣＣＣＡＴＣＣＴＣＣ
Ｍａｕｒｅｍｙｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ＨＧ 正向　 ＡＣＣＡＡＣＣＧＣＧＴＴＡＧＣＴＣ ６２

反向　 ＡＡＧＡＴＴＴＧＡＡＣＣＡＴＴＧＴＡＧＧＣＴＴ
Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ ＢＸ 正向　 ＣＡＣＣＡＴＣＣＧＣＣＧＴＡＧＣＴＴＣ ９９

反向　 ＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＧＧＧＧＴＴＴＧＴＧＴＴ
Ｃｈｅｌｙｄｒａ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ ＥＧ 正向　 ＡＴＴＡＧＣＣＣＧＡＡＴＧＧＴＣＡＣＴＴＧＣ ７４

反向　 ＡＣＴＡＧＣＧＴＴＴＡＴＧＴＣＡＧＴＴＴＧＧＴＣＡ

２􀆰 ３　 阳性对照构建　 采用引物 ｐＧＥＸ、 ＷＣ、 ＨＣ、 ＢＣ 和 ＥＣ
分别扩 增 ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃１ 质 粒 及 Ｃ． ｒｅｅｖｅｓｉｉ、 Ｍ． ｓｉｎｅｎｓｉｓ、 Ｔ．
ｓｃｒｉｐｔａ 和 Ｃ． ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ 的扩增子 （表 ２）。 将目的片段与

ｐＧＥＸ⁃４Ｔ⁃１ 载体于 ５０ ℃连接 １５ ｍｉｎ， 所得产物分别命名为

Ｐ⁃ＷＧ、 Ｐ⁃ＨＧ、 Ｐ⁃ＢＧ 和 Ｐ⁃ＥＧ； 按照文献 ［１９］ 方法转化、
接种平板、 培养、 筛选； 质粒小提、 测 定 ＤＮＡ 浓 度；
Ｅ． ｃｏｌｉ菌液测序， 确认重组质粒的准确性。

表 ２　 用于构建阳性对照的引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｐＧＥＸ 正向　 ＣＧＣＡＴＣＧＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＴＣＴ

反向　 ＣＧＧＧＧＡＴＣＣＡＣＧＣＧＧＡＡＣＣ
ＷＣ 正向　 ＧＧＴＴＣＣＧＣＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＡＣＡＧＣＣＣＡＡＴＣＴＡＴＡＡＡＣＡＣＡＴＴＣＣ

反向　 ＴＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡＣＧＡＴＧＣＧＴＴＴＡＧＴＣＣＴＣＣＣＣＡＴＣＣＴＣＣ
ＢＣ 正向　 ＧＧＴＴＣＣＧＣＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＣＡＣＣＡＴＣＣＧＣＣＧＴＡＧＣＴＴＣ

反向　 ＴＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡＣＧＡＴＧＣＴＴＴＡＴＧＴＧＧＴＧＧＧＧＴＴＴＧＴＧＴＴ
ＨＣ 正向　 ＧＧＴＴＣＣＧＣＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＡＣＣＡＡＣＣＧＣＧＴＴＡＧＣＴＣ

反向　 ＣＡＧＡＴＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡＣＧＡＴＧＣＡＡＧＡＴＴＴＧＡＡＣＣＡＴＴＧＴＡＧＧＣＴＴ
ＥＣ 正向　 ＧＧＴＴＣＣＧＣＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＡＴＴＡＧＣＣＣＧＡＡＴＧＧＴＣＡＣＴＴＧＣ

反向　 ＴＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡＣＧＡＴＧＣＡＣＴＡＧＣＧＴＴＴＡＴＧＴＣＡＧＴＴＴＧＧＴＣＡ

２􀆰 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 扩增　 反应体系 （２０ μＬ）： 模板 ＤＮＡ
２ μＬ， 引物各 ２ μＬ， ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｑｐｃｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 无菌超

纯水 ６ μＬ。 扩增程序： ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ，
６３ ℃退火延伸 １５ ｓ， ３３ 个循环。

２３０１

２０２５ 年 ３ 月

第 ４７ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ３



２􀆰 ５　 线性关系考察 　 以 “２􀆰 ３” 项下构建的重组质粒 Ｐ⁃
ＷＧ 为标准， 十倍稀释至 １×１０６ ～１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 进行荧光定

量 ＰＣＲ （ｎ＝ ３）。 以 Ｃｔ 值为纵坐标 （Ｙ）， 重组质粒拷贝数

对数值为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 绘制标准曲线。
２􀆰 ６　 特异性、 灵敏度及重复性试验 　 按 “２􀆰 １” 项下方法

制备大补阴丸及其伪品制剂与阴性制剂的 ＤＮＡ 模板溶液

（１０ ｎｇ ／ μＬ）， 进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增验证特异性； 将 ＤＮＡ
扩增产物交由生工生物工程 （上海） 股份有限公司进行测

序， 以验证特异性扩增的准确性； 将提取的重组质粒 Ｐ⁃
ＷＧ、 Ｐ⁃ＨＧ、 Ｐ⁃ＢＧ 和 Ｐ⁃ＥＧ 分别溶解于 ＴＥ 缓冲液中， 并十

倍稀释至 １×１０６ ～ １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 进行荧光定量 ＰＣＲ 以考察

该方法的灵敏度； 此外， 对 ２ 个物种的 ＤＮＡ 模板进行扩

增， 对同一份 ＤＮＡ 模板溶液平行测定 ３ 次， 考察组内重复

性； 对同一批次样品独立检测 ３ 次， 考察组间重复性， 计

算 Ｃｔ 值、 标准差 （ＳＤ） 和变异系数 （ＣＶ）。

２􀆰 ７　 市售大补阴丸中醋龟甲检测及其真伪鉴定　 ８ 批市售

大补阴丸按照 “２􀆰 １” 项下方法制备 ＤＮＡ 模板溶液， 在

“２􀆰 ４” 项条件下进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增， 检测龟甲及其伪

品基原 ＤＮＡ。
３　 结果

３􀆰 １　 特异性试验　 在 ＮＣＢＩ 平台载入引物 ＷＧ、 ＨＧ、 ＢＸ 和

ＥＧ 的扩增产物序列并进行比对分析， 其同源率见表 ３。 由

图 １ 可知， 引物 ＷＧ、 ＨＧ、 ＢＸ 和 ＥＧ 分别仅与 Ｃ． ｒｅｅｖｅｓｉｉ、
Ｍ． ｓｉｎｅｎｓｉｓ、 Ｔ． ｓｃｒｉｐｔａ 和 Ｃ． ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ 的 ＤＮＡ 模板进行扩增

产生了荧光信号； 熔解曲线为单一峰， 表明未形成引物二

聚体。 此外， ＤＮＡ 扩增子的 Ｔｍ 值与理论参数基本相符， 分

别为 ７５􀆰 ４０、 ７９􀆰 １２、 ８０􀆰 １６、 ７８􀆰 ８２ ℃， 表明该方法特异性

良好， 能够鉴别大补阴丸中的醋龟甲成分， 且不易受样品

性状、 辅料等的影响。

表 ３　 扩增产物序列及其 Ｇｅｎｂａｎｋ 同源率

基原 名称 扩增产物序列（５′→３′） 序列编号 同源率

Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ ＷＧ⁃Ｆ ＡＣＡＴＴＣＣＴＡＡＴＡＧＴＡＡＴＡＣＴＡＧＧＡＣＴＡＧＴＡＴＣＧＡＴＴＡＴＡＡＴＴＧＴＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＧ ＡＹ６７６２０１􀆰 １ ９４􀆰 ４４％
ＷＧ⁃Ｒ ＡＡＧＧＧＧＧＡＴＧＣＣＴＡＡＧＴＣＣＴＴＡＧＴＡＴＴＡＣＴＡＴＴＡＧＧＡＡＴＧＴＧＴＴＴＡＴＡＧＡＴＴＧＧＧＣＴＧＴ

Ｍａｕｒｅｍｙｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ＨＧ⁃Ｆ ＣＡＣＡＧＣＴＴＣＴＧＡＡＴＣＧＣＣＣＴＴＣＴＣＧＧＣＡＴＡＣＡＣＣＡＧＡＴＣＡ ＦＪ３９２２９４􀆰 １ ９５􀆰 ３１％
ＨＧ⁃Ｒ ＴＧＡＴＣＴＧＧＴＧＴＡＴＧＣＣＧＡＧＡＡＧＧＧＣＧＡＴＴＣＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧ

Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ ＢＸ⁃Ｆ ＴＡＡＣＣＣＧＧＴＴＴＣＡＡＡＡＡＡＡＧＡＣＣＴＡＴＡＡＴＣＡＣＡＡＧＡＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＧＣＡＡＣＡＣＡＡＡＣＣ
ＣＣＡＣＣＡＣＡＴＡＡＡＡ

ＫＭ２１６７４９􀆰 １ ９８􀆰 ２８％

ＢＸ⁃Ｒ ＡＣＧＧＧＧＧＴＴＡＣＧＧＴＴＴＴＧＴＧＡＴＡＡＴＡＧＧＴＴＣＴＴＴＴＴＴＧＴＡＣＧＧＴＧＴＧＧＡＡＧＧＧＴＴＴＧＧＡ
ＧＡＡＧＣＴＡＣＧＧＣＧＧＡＴＧＧＴＧＡ

Ｃｈｅｌｙｄｒａ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ ＥＧ⁃Ｆ ＴＣＣＣＡＴＡＡＡＴＴＣＣＣＧＡＧＧＡＡＴＧＡＣＣＣＡＡＣＴＧＡＣＡＴＡＡＡＣＧＣＴＡＧＴＡＴＣ ＥＦ１２２７９３􀆰 １ ９７􀆰 ５６％
ＥＧ⁃Ｒ ＴＡＡＡＡＡＡＡＧＧＴＴＴＡＧＧＴＴＴＴＧＡＣＧＡＧＡＧＣＡＧＴＧＡＣＣＡＴＴＣＧＧＧＣＴＡＡＴ

注： ＷＧ、 ＨＧ、 ＢＸ、 ＥＧ 分别为乌龟、 花龟、 巴西龟、 鳄龟的特异性引物； ＤＧ 为自制大补阴

丸， ＤＨ、 ＤＸ、 ＤＥ 分别为中华花龟、 巴西龟、 鳄龟伪品制剂， ＤＮ 为阴性制剂， Ｎ 为空白对照。

图 １　 特异性试验的扩增曲线和熔解曲线

３􀆰 ２　 灵敏度试验 　 由图 ２ 可知， 当供试品 ＤＮＡ≥１×１０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时， 经特异性引物 ＷＧ、 ＨＧ 或 ＢＸ 扩增后均观察

到荧光信号， 可见这 ３ 对引物的最低检出限均达到了 １×１０２

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； 此外， 当供试品 ＤＮＡ≥１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时， 经特

异性引物 ＥＧ 扩增后也观察到了荧光信号， 因此该引物的最

低检出限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 表明该方法灵敏度较高， 可分析

中成药中醋龟甲炮制品的微量 ＤＮＡ。

３３０１

２０２５ 年 ３ 月

第 ４７ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ３



注： ＷＧ、 ＨＧ、 ＢＸ、 ＥＧ 分别为乌龟、 花龟、 巴西龟、 鳄龟的特异性引物； Ａ～ Ｆ 分别为 １×１０６、

１×１０５、 １×１０４、 １×１０３、 １×１０２、 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。

图 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 灵敏度试验 （ｎ＝３）

３􀆰 ３　 重复性试验 　 由表 ４ 可知， 组内重复性试验中引物

ＷＧ、 ＨＧ、 ＢＸ 和 ＥＧ 的 ＣＶ 分 别 为 ０􀆰 ３１％ 、 ０􀆰 ０３％ 、
０􀆰 １６％ 、 ０􀆰 ７２％ ； 此外， 组间重复性试验中 ４ 对引物的 ＣＶ

则分别为 ０􀆰 ３５％ 、 ０􀆰 ０３％ 、 ０􀆰 ２１％ 、 ０􀆰 ２７％ ， 以上数值均小

于 １％ ， 表明该方法具有良好的重复性。

表 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 重复性检测 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

引物
组内重复性 组间重复性

Ｃｔ ＣＶ Ｃｔ ＣＶ
ＷＧ ２９􀆰 ４４±０􀆰 ０９０ ０􀆰 ３１％ ２９􀆰 ５２±０􀆰 １０４ ０􀆰 ３５％
ＨＧ ２８􀆰 ９９±０􀆰 ００８ ０􀆰 ０３％ ２９􀆰 ００±０􀆰 ０１０ ０􀆰 ０３％
ＢＸ ２９􀆰 ０１±０􀆰 ０４５ ０􀆰 １６％ ２９􀆰 ０７±０􀆰 ０６０ ０􀆰 ２１％
ＥＧ ３１􀆰 ６６±０􀆰 ２２７ ０􀆰 ７２％ ３１􀆰 ６０±０􀆰 ０８５ ０􀆰 ２７％

３􀆰 ４　 线性关系考察 　 得回归方程为 Ｙ ＝ － ３􀆰 ５３０Ｘ＋ ３７􀆰 １５
（ ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５ ９）， 重组质粒标准品的拷贝数对数值与 Ｃｔ 值在

１０～１×１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 范围内线性关系良好。
３􀆰 ５　 样品检测　 由表 ５ 可知， ８ 批市售大补阴丸中有 ２ 批

（编号 ＤＢ１、 ＤＢ２） 通过引物 ＷＧ 扩增后产生了荧光信号，
与其余 ３ 对伪品引物扩增后均未产生荧光信号， 表明其中

含有乌龟 ＤＮＡ 且不含其他 ３ 个伪品 ＤＮＡ， 因此被鉴定为正

品； ＤＢ３ 经引物 ＷＧ 和 ＨＧ 扩增后均产生了荧光信号， 表

明该批大补阴丸中不仅含有乌龟 ＤＮＡ 还含有花龟 ＤＮＡ， 因

此被鉴定为掺伪品； ＤＢ４ 和 ＤＢ５ 经 ４ 对特异性引物扩增后，
仅与引物 ＢＸ 产生了荧光信号， 表明其中含有伪品巴西龟

ＤＮＡ 且不含其他 ３ 个物种 ＤＮＡ； ＤＢ６ ～ ＤＢ８ 经 ４ 对引物扩

增后， 仅与引物 ＥＧ 扩增产生了荧光信号， 表明表明其中含

有鳄龟 ＤＮＡ 且不含其他 ３ 个物种 ＤＮＡ。 综上所述， ８ 批市

售大补阴丸中醋龟甲炮制品经鉴定 ２５％ 为正品， １２􀆰 ５％ 为

掺伪品， ６２􀆰 ５％ 为伪品， 亟待相关部门加强监管。
表 ５　 市售大补阴丸中醋龟甲炮制品的鉴定结果 （ｘ±ｓ）

编号
Ｃｔ

ＷＧ ＨＧ ＢＸ ＥＧ
拷贝数 ／ （ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１） 鉴定结果

ＤＢ１ ３０􀆰 ０５±０􀆰 ２３０ — — — １０２􀆰 ０１ 正品

ＤＢ２ ２９􀆰 ６０±０􀆰 １６０ — — — １０２􀆰 １４ 正品

ＤＢ３ ２９􀆰 ９８±０􀆰 １９０ ２９􀆰 ７４±０􀆰 ０４９ — — １０２􀆰 ０３ 掺伪品

ＤＢ４ — — ２９􀆰 ８４±０􀆰 ２２３ — — 伪品

ＤＢ５ — — ２９􀆰 ９５±０􀆰 ２１７ — — 伪品

ＤＢ６ — — — ３０􀆰 ７９±０􀆰 ２５５ — 伪品

ＤＢ７ — — — ３１􀆰 ８２±０􀆰 ０９２ — 伪品

ＤＢ８ — — — ３０􀆰 ０９±０􀆰 ２２６ — 伪品

注：ＷＧ、ＨＧ、ＢＸ、ＥＧ 分别为乌龟、花龟、巴西龟、鳄龟的特异性引物。
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４　 讨论

中成药以中药饮片和提取物等为原材料， 成分较为复

杂， 生产工艺及剂型多种多样， 且常常含有辅料， 其中动

物药成分经过进一步加工后原有特征极大减弱， 导致传统

的性状鉴定、 显微鉴定难以发挥作用。 近年来， 分子生物

学技术作为高效准确识别物种来源的方法被广泛应用。 与

其他大分子 （ＲＮＡ、 蛋白质及多肽） 相比， ＤＮＡ 更具稳定

性， 且普遍存在于动物组织中， 从非常少量的样品中也能

被提取出来， 因此是识别动物深加工产品中动物基原的理

想而有力的物质［２０］ 。
经荧光定量 ＰＣＲ 方法检测， ８ 批市售大补阴丸中醋龟

甲有 ２ 批被鉴定为正品， １ 批为掺伪品， 其余 ５ 批为伪品，
表明大补阴丸中醋龟甲伪品较多， 其临床用药的安全性与

有效性堪忧， 质量监管亟待加强。 本实验方法可作为醋龟

甲及含醋龟甲中成药质量评价的常规技术， 为其真伪检识

提供了可靠的检测手段； 同时， 基于荧光定量 ＰＣＲ 的分子

鉴定方法具有灵敏度高、 特异性强等特点， 有望在动物药

及含动物药中成药的市场流通监控与原材料追溯等方面发

挥重要作用。
本实验仅针对成方制剂所含单一动物药进行鉴定研究，

而中成药中含有多种成分， 包括动物药和植物药等， 其真

伪鉴定更具挑战性。 本研究中所建立的鉴定技术局限于检

测醋龟甲及其常见伪品， 但是难以准确区分中成药中龟甲

药材与饮片； 此外， 难以通过市售炮制品及中成药中测得

的模板 ＤＮＡ 量判断掺伪比例。 在后续工作中， 拟通过多种

技术联合对龟甲药材、 生品和醋制品进行成分分析并寻找

特征识别物， 从而完善与提升龟甲及其炮制品和中成药的

专属性鉴定方法。
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