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脑心通胶囊中水蛭的特异性 ＤＮＡ鉴别
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摘　要：建立正品水蛭 （宽体金线蛭、日本医蛭）的ＤＮＡ分子鉴别方法。基于线粒体细胞色素 ｃ氧化酶亚基
Ⅰ （ＣＯⅠ）基因序列，分别设计了针对宽体金线蛭和日本医蛭的特异性引物，将其应用于水蛭药材正品、常见
伪品菲牛蛭以及含水蛭的中成药脑心通胶囊的ＰＣＲ技术检测。结果显示单独使用引物 ＷＦ１Ｒ２或 ＷＦ２Ｒ２均可以
特异性扩增宽体金线蛭的ＤＮＡ，产生大小为２００ｂｐ左右的条带；而引物ＨＦ１Ｒ２则可以特异性扩增日本医蛭，产
生大小为１４２ｂｐ的条带；这３对引物在伪品菲牛蛭中均无扩增条带。且用引物ＷＦ１Ｒ２和ＷＦ２Ｒ２均在脑心通胶
囊中检测到宽体金线蛭，与胶囊所用投料药材一致。结果表明这３对引物可以分别对宽体金线蛭和日本医蛭进
行特异性鉴别，且无需测序；而引物ＷＦ１Ｒ２和ＷＦ２Ｒ２可直接用于脑心通胶囊中所用水蛭正品的检控。该 ＤＮＡ
分子鉴定方法简便、准确，特异性强且灵敏度高，可作为对传统基原鉴定方法的补充，进一步提高水蛭药材及

含水蛭的中成药脑心通胶囊的质量控制水平。
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　　水蛭 （Ｈｉｒｕｄｏ）来源为水蛭科动物蚂蝗 （宽体

金线蛭）ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ、水蛭 （日本医

蛭）ＨｉｒｕｄｏｎｉｐｐｏｎｉｃａＷｈｉｔｍａｎ或柳叶蚂蝗 （尖细金

线蛭）ＷｈｉｔｍａｎｉａａｃｒａｎｕｌａｔａＷｈｉｔｍａｎ的干燥全体；
其功能主治破血通经，逐瘀消，主要用于治疗血

瘀证［１］。近年来，由于江河污染以及人们对水蛭

的滥捕滥捉，水蛭的野生资源日渐萎缩，目前多为

人工养殖的水蛭商品。其中，养殖对象以宽体金线

蛭为主，有少量的日本医蛭，尖细金线蛭极为罕见

（目前市面上几乎没有）。此外，还有大规模养殖

的伪品菲牛蛭ＰｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓＬｅｓｓｏｎ［２］，严
重影响了临床用药的安全性和有效性。因此，对水

蛭的正品基原进行准确鉴定显得尤为必要。然而，

传统的鉴别方法中，水蛭以性状和薄层鉴别为

主［１］，专属性和特异性都不强。对于含有水蛭的

中成药，水蛭的性状特征消失，传统的鉴别方法则

更难以满足实际工作需求。

随着分子生物学领域的迅速发展，ＤＮＡ条形
码分子鉴定技术应运而生，因其具备高特异性性，

简单快速等特点，被广泛应用于市售中药材的鉴

定［３－４］。近年来，有许多研究探讨了应用线粒体细

胞色素 ｃ氧化酶亚基Ⅰ （ＣＯⅠ）、内转录间隔区
（ＩＴＳ）、ＩＴＳ２、１２ＳｒＲＮＡ和１６ＳｒＲＮＡ等基因序列
对蛭类动物进行分类鉴别的可能性［５－８］，结果表明

上述基因可以在不同程度上有效鉴定蛭类动物，以

辨正伪。然而，这些研究均是采用上述基因的通用

引物对水蛭药材、饮片或冻干体进行鉴别，对含水

蛭的中成药中原料药材的分子鉴定 （尤其是特异

性鉴别）未见报道。

脑心通胶囊是由１６味中药直接散粉制药而得
的中药复方制剂，主要用于治疗心绞痛、心肌梗死

等心脑血管疾病［９－１１］；水蛭为方中臣药之一。本

研究以水蛭正品宽体金线蛭、日本医蛭以及伪品菲

牛蛭作为研究对象，基于 ＣＯⅠ基因设计了物种特
异性引物，运用 ＤＮＡ分子鉴定技术对单味水蛭药

材以及脑心通胶囊中的水蛭进行正品基原的鉴定，

进一步提高了水蛭药材及含水蛭的中成药的质量控

制水平。

１　材料与方法
１１　材料

共收集市售水蛭商品２２份 （表１），其物种信
息由广东省药品检验所鉴定并使用 ＣＯⅠ通用引物
（ＬＣＯ１４９０：５′－ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴ
ＧＧ－３′，ＨＣＯ２１９８：５′－ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣ
ＣＡＡ－ＡＡＡＡＴＣＡ －３′）进行分子鉴定以核准。９
批脑心通胶囊 （编号 ＮＸＴ－１～ＮＸＴ－９）由陕西
步长制药有限公司提供。另根据２０１５年版 《中国

药典》（一部） （以下简称 “药典”）中脑心通胶

囊的制作工艺自制了缺水蛭的阴性对照药材

（Ｔ４８４１）以及分别含日本医蛭和菲牛蛭的对照
“脑心通胶囊”，分别编号 ＮＸＴ－１２和 ＮＸＴ－１８。
样品均保存于中山大学生命科学学院。

１２　仪器和试剂
数显型恒温金属浴 （美国Ｌａｂｎｅｔ公司），Ｎａｎ

ｏｄｒｏｐ２０００Ｃ超微量分光光度计 （美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈ
ｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），９６孔热循环仪 （新加坡

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），５４３０Ｒ型多功能离心机
（加拿大 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＪＹ６００Ｃ型君意东方电
泳仪 （北京君意华鑫科技有限公司），ＧｅｌＤｏｃｔｍ
ＸＲ＋凝胶成像仪 （美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

组织／细胞基因组 ＤＮＡ快速提取试剂盒 （货

号ＤＬ１０７－０１），广谱植物基因组ＤＮＡ快速提取试
剂盒 （货号ＤＬ１１６－０１），多功能ＤＮＡ纯化回收试
剂盒 （货号 ＤＨ１０３－０１），蛋白酶 Ｋ（２０ｍｇ／ｍＬ，
货号 ＳＨ４０５－０１），２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ（货号
ＡＰ２０１－０１），ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（内含１０×ＰＣＲ
缓冲液，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２溶液，５Ｕ／μＬ的 Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶，货号 ＡＴ１０１－１２），６×ＲＮＡ／ＤＮＡ
Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（货号ＥＬ１０１－０１）均购自北京博迈

５１１
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德基因技术有限公司，ＳＹＢＲＴＭ ＳａｆｅＤＮＡｇｅｌｓｔａｉｎ
（货号 Ｓ３３１０２）和 ＧｅｎｅＲｕｌｅｒ１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ

（货号 ＳＭ０２４２）均购自赛默飞世尔科技 （中国）

有限公司。

表１　市售水蛭商品信息表
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨｉｒｕｄｏｃｏｌｌｅｃｔｅｄｏｎｔｈｅｍａｒｋｅｔ

序号 鉴定结果 样品状态 产地 供应商

Ｈ１ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 陕西步长制药有限公司

Ｈ２ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 陕西步长制药有限公司

Ｈ３ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 陕西步长制药有限公司

Ｈ４ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 陕西步长制药有限公司

Ｈ５ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 陕西步长制药有限公司

Ｈ６ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 陕西步长制药有限公司

Ｈ７ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 陕西步长制药有限公司

Ｈ８ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 动物冻干体 广东 广东连州养殖场

Ｈ９ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 江苏 广州大参林大药房

Ｈ１０ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 江苏 西安恒生堂制药有限公司

Ｈ１１ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 广州至信中药饮片有限公司

Ｈ１２ 宽体金线蛭ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ 干燥药材 山东 康美药业股份有限公司

Ｈ１３ 日本医蛭ＨｉｒｕｄｏｎｉｐｐｏｎｉｃａＷｈｉｔｍａｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ１４ 日本医蛭ＨｉｒｕｄｏｎｉｐｐｏｎｉｃａＷｈｉｔｍａｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ１５ 日本医蛭ＨｉｒｕｄｏｎｉｐｐｏｎｉｃａＷｈｉｔｍａｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ１６ 日本医蛭ＨｉｒｕｄｏｎｉｐｐｏｎｉｃａＷｈｉｔｍａｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ１７ 日本医蛭ＨｉｒｕｄｏｎｉｐｐｏｎｉｃａＷｈｉｔｍａｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ１８ 菲牛蛭ＰｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓＬｅｓｓｏｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ１９ 菲牛蛭ＰｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓＬｅｓｓｏｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ２０ 菲牛蛭ＰｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓＬｅｓｓｏｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ２１ 菲牛蛭ＰｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓＬｅｓｓｏｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

Ｈ２２ 菲牛蛭ＰｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓＬｅｓｓｏｎ 动物冻干体 湖北 荆州民康生物技术有限公司

１３　ＤＮＡ提取
水蛭单味药材的 ＤＮＡ提取：取待测药材 ２０

～５０ｍｇ于灭菌后的１５ｍＬ离心管中，用消毒后
的小剪刀将待测样品剪碎，按组织／细胞基因组
ＤＮＡ快速提取试剂盒说明书提取总ＤＮＡ。

脑心通胶囊的 ＤＮＡ提取：取约５０ｍｇ脑心通
胶囊细粉到１５ｍＬ灭菌离心管，加入４００μＬ缓冲
液ＡＰ１（该缓冲液为广谱植物基因组 ＤＮＡ快速提
取试剂盒中自带试剂）和２０μＬ蛋白酶Ｋ，按广谱
植物基因组 ＤＮＡ快速提取试剂盒说明书提取总
ＤＮＡ。９批脑心通胶囊、缺水蛭的脑心通胶囊对照
药材和分别含日本医蛭、菲牛蛭的脑心通胶囊对照

样品均按上述方法提取得总 ＤＮＡ，并分别定量至

（５００±０５）ｎｇ／μＬ，存于－２０℃待用。
１４　引物的设计

在ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载水蛭正品所
属的２个科 （Ｈａｅｍｏｐｉｄａｅ和 Ｈｉｒｕｄｉｎｉｄａｅ）下各物
种的 ＣＯⅠ片段，其中 Ｈａｅｍｏｐｉｄａｅ共计 １７条，
Ｈｉｒｕｄｉｎｉｄａｅ共计 ４７条，登录号见表 ２、３。运用
ＢｉｏＥｄｉｔｖ７０４软件对这些序列进行排序、比对、
分析，发现这２个科之间的差异较大，而属下的差
异较小，故本实验针对 Ｈａｅｍｏｐｉｄａｅ和 Ｈｉｒｕｄｉｎｉｄａｅ
水蛭正品与伪品之间的种间差异，分别设计了针对

宽体金线蛭和日本医蛭的水蛭特异性引物，其序列

如表４所示。由北京六合华大基因科技有限公司
（广州分公司）合成。
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表２　ＧｅｎＢａｎｋ中水蛭Ｈａｅｍｏｐｉｄａｅ科下各物种的ＣＯⅠ序列列表
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅＣＯⅠ ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｌｉｓｔｏｆｓｐｅｃｉｅｓｏｆＨａｅｍｏｐｉｄａｅｆａｍｉｌｙｉｎＧｅｎＢａｎｋＤａｔａｂａｓｅ

拉丁名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ｗｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａ ＥＵ３０４４５９１

Ｗｈｉｔｍａｎｉａａｃｒａｎｕｌａｔａ ＫＭ６５５８３８１

Ｗｈｉｔｍａｎｉａａｃｒａｎｕｌａｔａ ＫＣ６８８２７１１

Ｈａｅｍｏｐｉｓｍａｒｍｏｒａｔａ ＡＦ００３２７０１、ＦＪ８９７５１５１

Ｈａｅｍｏｐｉｓｋｉｎｇｉ ＫＭ６１１８５８１

Ｈａｅｍｏｐｉｓｌａｔｅｒｏｍａｃｕｌａｔａ ＡＦ１１６０２８１

拉丁名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ｈａｅｍｏｐｉｓｓａｎｇｕｉｓｕｇａ ＡＦ４６２０２１１、ＫＰ６６３４６９１

Ｈａｅｍｏｐｉｓｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ ＡＹ７８６４５９１

Ｈａｅｍｏｐｉｓｃａｅｃａ ＡＹ０４０７０２１

Ｈａｅｍｏｐｉｓｅｌｅｇａｎｓ ＥＦ１２５０４２１

Ｈａｅｍｏｐｉｓｇｒａｎｄｉｓ ＡＹ４２５４４７１

Ｗｈｉｔｍａｎｉａｌａｅｖｉｓ
ＫＭ６５５８３９１、ＫＣ６８８２６９１、
ＫＴ６９３１１３１、ＫＴ６９３１１２１

表３　ＧｅｎＢａｎｋ中水蛭Ｈｉｒｕｄｉｎｉｄａｅ科下各物种的ＣＯⅠ序列列表
Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅＣＯⅠ ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｌｉｓｔｏｆｓｐｅｃｉｅｓｏｆＨｉｒｕｄｉｎｉｄａｅｆａｍｉｌｙｉｎＧｅｎＢａｎｋＤａｔａｂａｓｅ

拉丁名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ｈｉｒｕｄｏｎｉｐｐｏｎｉａ ＡＹ７６３１５３１、ＡＹ６３１５３１

Ｐｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓ
ＫＣ６８８２６８１、ＧＱ３６８７４７１、ＡＹ４２５４４９１、
ＪＮ４１２８４８１、ＫＸ５７９９７６１、ＫＸ２１５７１０１

Ｈｉｒｕｄｏｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ ＪＮ１０４６４８１

Ｈｉｒｕｄｏｓｕｌｕｋｉｉ ＫＵ２１６２４２１、ＫＵ２１６２３９１

Ｈｉｒｕｄｏｖｅｒｂａｎａ ＥＦ４４６６８０１、ＡＹ７６３１５０１

Ｈｉｒｕｄｏｔｒｏｃｔｉｎａ ＡＹ７６３１５５１

Ｈｉｒｕｄｏｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ ＦＪ６５５０３６１、ＡＹ７８６４５８１

Ｍａｃｒｏｂｄｅｌｌａｄｅｃｏｒａ ＡＦ００３２７１１

Ａｌｉｏｌｉｍｎａｔｉｓｍｉｃｈａｅｌｓｅｎｉ ＧＱ３６８７３８１

Ｇｏｄｄａｒｄｏｂｄｅｌｌａｅｌｅｇａｎｓ ＧＱ３６８７４２１

Ｈｉｒｕｄｉｎａｒｉａｂｐｌｉｎｇ ＪＱ８４６０１２１

Ｌｉｍｎａｔｉｓｐａｌｕｄａ ＧＱ３６８７５５１

Ｌｉｍｎｏｂｄｅｌｌａｍｅｘｉｃａｎａ ＧＱ３６８７５７１

Ｍａｃｒｏｂｄｅｌｌａｄｉｐｌｏｔｅｒｔｉａ ＤＱ０９７２２３１

Ｐｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｊａｖａｎｉｃａ
ＫＴ６９３１１０１、ＫＪ５５１８５３１、
ＪＮ４１２８５１１、ＧＱ３６８７４５１

拉丁名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ｍａｃｒｏｂｄｅｌｌａｄｉｔｅｔｒａ ＤＱ０９７２１５１

Ｐｏｅｃｉｌｏｂｄｅｌｌａｎａｎｊｉｎｇｅｎｓｉｓ ＬＣ１４５７４１１、ＬＣ１４５７３９１

Ａｌｉｏｌｉｍｎａｔｉｓａｆｒｉｃａｎａ ＡＹ４２５４５１１

Ａｌｉｏｌｉｍｎａｔｉｓｂｕｎｔｏｎｅｎｓｉｓ ＧＱ３６８７４０１

Ａｌｉｏｌｉｍｎａｔｉｓｏｌｉｇｏｄｏｎｔａ ＧＱ３６８７３９１

Ａｓｉａｔｉｃｏｂｄｅｌｌａｆｅｎｅｓｔｒａｔａ ＧＱ３６８７４１１

Ｌｉｍｎａｔｉｓｎｉｌｏｔｉｃａ ＡＹ４２５４５２１

Ｍｙｘｏｂｄｅｌｌａａｎｎａｎｄａｌｅｉ ＧＵ３９４０１４１

Ｍｙｘｏｂｄｅｌｌａｓｉｎａｎｅｎｓｉｓ ＬＣ１９２１３２１

Ｏｘｙｐｔｙｃｈｕｓｂｒａｚｉｌｉｅｎｓｉｓ ＡＹ４２５４５５１

Ｐｈｉｌｏｂｄｅｌｌａｇｒａｃｉｌｉｓ ＤＱ０９７２１８１

Ｐｉｎｔｏｂｄｅｌｌａｃｈｉａｐａｓｅｎｓｉｓ ＧＵ３９４０１５１

Ｔｙｒａｎｎｏｂｄｅｌｌａｒｅｘ ＧＵ３９４０１６１

Ｐｈｉｌｏｂｄｅｌｌａｆｌｏｒｉｄａｎａ ＤＱ０９７２１９１、ＤＱ０９７２２０１

Ｅｒｐｏｂｄｅｌｌａｏｃｔｏｃｕｌａｔａ
ＨＱ３３６３４４１、ＡＦ００３２７４１、
ＨＭ２４６５９９１、ＨＭ２４６５５５１

表４　宽体金线蛭和日本医蛭的特异性引物
Ｔａｂｌｅ４　ＳｐｅｃｉｅｓｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＷｐｉｇｒａａｎｄＨｎｉｐｐｏｎｉａ

水蛭物种 引物对 引物 序列 （５′→３′） 扩增片段大小／ｂｐ

宽体金线蛭

Ｗｐｉｇｒａ

ＷＦ１Ｒ２

ＷＦ２Ｒ２

正向引物ＣＯⅠ ＷＰＦ１

反向引物ＣＯⅠ ＷＰＲ２

正向引物ＣＯⅠ ＷＰＦ２

反向引物ＣＯⅠ ＷＰＲ２

ＴＴＧＧＴＧＧＧＴＴＴＧＧＴＡＡＴＴＧＡＣ

ＧＡＴＧＧＧＣＣＴＧＡＡＴＧＡＧＡＴＡＣＧ

ＴＧＧＧＴＴＴＧＧＴＡＡＴＴＧＡＣＴＣ

ＧＡＴＧＧＧＣＣＴＧＡＡＴＧＡＧＡＴＡＣＧ

２０２

１９８

日本医蛭

Ｈｎｉｐｐｏｎｉａ
ＨＦ１Ｒ２

正向引物ＣＯⅠ ＨＮＦ１

反向引物ＣＯⅠ ＨＮＲ２

ＧＣＣＡＴＴＡＡＴＡＧＴＴＧＧＡＧＣＡＧ

ＣＧＧＡＴＡＴＡＡＴＧＴＴＣＡＴＣＣＡＧＣ
１４２
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１５　ＰＣＲ扩增
用上述制备的水蛭单味药材 ＤＮＡ和脑心通胶

囊ＤＮＡ作为模板，分别进行 ＰＣＲ扩增。扩增总体
系为１５μＬ，其中待鉴定的ＤＮＡ模板０５μＬ，１０×
ＰＣＲ缓冲液 １５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２溶液 １５
μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ的特异
性正向引物和 １０μｍｏｌ／Ｌ的特异性反向引物各
０７５μＬ，５Ｕ／μＬ的 ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０１μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ８７μＬ；同时设置以 ｄｄＨ２Ｏ为模板作为阴
性对照。ＰＣＲ扩增反应程序为：９５℃ ３ｍｉｎ；
９５℃ ４５ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３９个循环；
７２℃ ５ｍｉｎ。
１６　琼脂糖凝胶电泳检测

以琼脂糖制备凝胶，并加入 ＳＹＢＲＴＭ ＳａｆｅＤＮＡ
ｇｅｌｓｔａｉｎ染色。取５μＬＰＣＲ扩增产物与１μＬ６×
ＲＮＡ／ＤＮＡＬｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合，于ｗ＝１５％琼脂糖

凝胶上进行点样，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ为ＧｅｎｅＲｕｌｅｒ１００ｂｐ
ＤＮＡＬａｄｄｅｒ。１２０Ｖ条件下电泳２０～３０ｍｉｎ后，
置凝胶成像系统观察。

２　结果与分析
２１　水蛭单味药材的特异性鉴别

分别用引物 ＷＦ１Ｒ２、ＷＦ２Ｒ２和 ＨＦ１Ｒ２对 ２２
个水蛭商品的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，电泳检测结果
见图１。图１Ａ、１Ｂ中，引物 ＷＦ１Ｒ２和 ＷＦ２Ｒ２可
以有效扩增出宽体金线蛭 Ｗｐｉｇｒａ的 ＤＮＡ，电泳
结果呈现出大小为２００ｂｐ左右的明亮条带；而日
本医蛭Ｈｎｉｐｐｏｎｉｃａ、伪品菲牛蛭 Ｐｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓ和
空白对照均无扩增条带。另一方面，引物 ＨＦ１Ｒ２
对日本医蛭产生特异性扩增，有明亮清晰的条带，

大小约１４０ｂｐ，而其它样品均呈阴性，无扩增条带
（图１Ｃ）。此外，为验证所获得条带为目的基因，

图１　水蛭特异性引物ＷＦ１Ｒ２（Ａ）、ＷＦ２Ｒ２（Ｂ）和ＨＦ１Ｒ２（Ｃ）对水蛭药材进行ＰＣＲ的产物电泳检测图
Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｔｈｅＨｉｒｕｄｏ

（Ａ：ＷＦ１Ｒ２；Ｂ：ＷＦ２Ｒ２；Ｃ：ＨＦ１Ｒ２）

Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标记；Ｈ１～Ｈ２２：水蛭药材；Ｎ：空白对照
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｈ１－Ｈ２２：ｃｒｕｄｅｄｒｕｇｓｏｆＨｉｒｕｄｏ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
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将特异性引物所得 ＤＮＡ条带切胶纯化、测序以进
行分析。就引物 ＷＦ１Ｒ２和 ＷＦ２Ｒ２而言，所得序
列较长，利用ＢＬＡＳＴ（ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈ
Ｔｏｏｌ）工具与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中相关序列进行搜索
匹配。结果显示两对引物所对应的序列最高匹配物

种均为宽体金线蛭，相似度达９６２％～１００％。而
引物ＨＦ１Ｒ２所得序列较短，ＧｅｎＢａｎｋ数据库中有
较多其他物种的干扰，故将该序列直接与 ＣＯⅠ通

用引物对相应日本医蛭所扩增的序列进行序列比

对。由图２可知，引物 ＨＦ１Ｒ２所得序列与相应位
点上ＣＯⅠ通用引物所得日本医蛭的序列一致，该
特异性引物所获得的条带为相应的目的基因 （ＣＯ
Ⅰ通用引物所得日本医蛭的序列全长６５８ｂｐ，图２
仅截取１８０～３６０位点的序列片段）。上述实验结
果表明，引物 ＷＦ１Ｒ２／ＷＦ２Ｒ２和 ＨＦ１Ｒ２分别对宽
体金线蛭和日本医蛭具有良好的特异性。

图２　ＣＯⅠ通用引物及水蛭特异性引物ＨＦ１Ｒ２对日本医蛭扩增所得序列对比
Ｆｉｇ２　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｈｅｃｒｕｄｅｄｒｕｇｓｏｆＨｎｉｐｐｏｎｉｃａｗｉｔｈＣＯⅠ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ

ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓＨＦ１Ｒ２

Ｈ１３～Ｈ１７：日本医蛭药材；ＣＯⅠ ＵＮＩ：ＣＯⅠ通用引物
Ｈ１３－Ｈ１７：ｃｒｕｄｅｄｒｕｇｓｏｆＨｎｉｐｐｏｎｉｃａ；ＣＯⅠ ＵＮＩ：ＣＯⅠ ｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒｓ
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２２　脑心通胶囊中水蛭药材的特异性鉴别
将引物 ＷＦ１Ｒ２和 ＷＦ２Ｒ２分别应用于脑心通

胶囊中水蛭的检测时 （图３Ａ、３Ｂ），均在２００ｂｐ
左右大小出现明亮清晰的条带。为验证是否为假阳

性，将各条带切胶纯化、测序，并利用 ＢＬＡＳＴ工
具，与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中相关序列进行搜索匹配。
结果显示，９批脑心通胶囊所对应的序列最高匹配
的物 种 为 宽 体 金 线 蛭 Ｗｐｉｇｒａ，相 似 度 达
９８％ ～９９％。而在用引物 ＨＦ１Ｒ２进行扩增时，脑
心通胶囊中未检出明亮的条带 （图 ３Ｃ）。由此说
明，脑心通胶囊中所用水蛭为宽体金线蛭，而不含

日本医蛭，这与胶囊所用水蛭投料药材（Ｈ１～
Ｈ７）鉴定结果一致。

为验证若有日本医蛭或菲牛蛭混入该胶囊中，

这三对引物是否能检测出正品，本实验按照脑心通

胶囊的制备工艺，自制了分别含日本医蛭和菲牛蛭

的脑心通胶囊 （ＮＸＴ－１２，ＮＸＴ－１８）。结果显示

（图３），将引物 ＨＦ１Ｒ２应用于 ＮＸＴ－１２的检测
时，出现了大小约１４０ｂｐ的明亮条带，说明若该
胶囊中含有另一药典收载的正品日本医蛭，引物

ＨＦ１Ｒ２是可以将其鉴别出来的。而若胶囊中含有
菲牛蛭，３对引物都不会扩增出条带，说明这３对
引物用于脑心通胶囊中水蛭的鉴别时，也是具备特

异性的。

２３　脑心通胶囊中水蛭的特异性鉴别灵敏度试验
测量脑心通胶囊的总 ＤＮＡ质量浓度后，母液

均定量至 （５００±０５）ｎｇ／μＬ作为标准质量浓度。
然后分别以５倍梯度稀释，一共７个梯度，即分别
稀释至质量浓度为 １００、２０、０４、０８×１０－１、
１６×１０－２、３２×１０－３和６４×１０－４ｎｇ／μＬ。用引
物ＷＦ１Ｒ２、ＷＦ２Ｒ２和ＨＦ１Ｒ２对所有相应的脑心通
胶囊进行ＰＣＲ扩增 （每个批次重复１次），琼脂糖
凝胶电泳检测结果见图４～６。

图３　水蛭特异性引物ＷＦ１Ｒ２（Ａ）、ＷＦ２Ｒ２（Ｂ）和ＨＦ１Ｒ２（Ｃ）对脑心通胶囊进行ＰＣＲ的产物电泳检测图
Ｆｉｇ３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ

Ｎａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ（Ａ：ＷＦ１Ｒ２；Ｂ：ＷＦ２Ｒ２；Ｃ：ＨＦ１Ｒ２）

Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标记；Ｎ１～Ｎ９：脑心通胶囊；Ｎ１２：含日本医蛭的自制脑心通胶囊；Ｎ１８：含菲牛蛭的自制脑心通
胶囊；Ｔ４１：缺水蛭的脑心通胶囊阴性对照；Ｎ：空白对照；Ｈ１：宽体金线蛭阳性对照；Ｈ１３：日本医蛭阳性对照

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ１～Ｎ９：Ｎａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓ；Ｎ１２：ｈｏｍｅｍａｄｅＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＨｎｉｐｐｏｎｉｃａ；Ｎ１８：ｈｏｍｅｍａｄｅ
ＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＰｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓ；Ｔ４１：ＨｉｒｕｄｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｈ１：ｃｒｕｄｅｄｒｕｇｏｆ
Ｗｐｉｇｒａ；Ｈ１３：ｃｒｕｄｅｄｒｕｇｏｆＰｍａｎｉｌｌｅｎｓｉｓ
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图４　引物ＷＦ１Ｒ２对脑心通胶囊中水蛭鉴别的灵敏度检测
Ｆｉｇ４　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｆｏｒｔｈｅａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｉｒｕｄｏｉｎＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓＷＦ１Ｒ２

Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标记；Ｎ：空白对照；Ｔ４１：缺水蛭的脑心通胶囊阴性对照；５０～５７：不同稀释倍数，分别对应
ＤＮＡ质量浓度为５００、１００、２０、０４、０８×１０－１、１６×１０－２、３２×１０－３和６４×１０－４ｎｇ／μＬ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｔ４１：ＨｉｒｕｄｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅ；５０～５７：ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅ，ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ
ｉｎｇＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ５００，１００，２０，０４，０８×１０－１，１６×１０－２，３２×１０－３ａｎｄ６４×１０－４ｎｇ／μＬ

１２１



中山大学学报 （自然科学版） 第５９卷　

图５　引物ＷＦ２Ｒ２对脑心通胶囊中水蛭鉴别的灵敏度检测
Ｆｉｇ５　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｆｏｒｔｈｅａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｉｒｕｄｏｉｎＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓＷＦ２Ｒ２

Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标记；Ｎ：空白对照；Ｔ４１：缺水蛭的脑心通胶囊阴性对照；５０～５７：不同稀释倍数，分别对应ＤＮＡ
质量浓度为５００、１００、２０、０４、０８×１０－１、１６×１０－２、３２×１０－３和６４×１０－４ｎｇ／μＬ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｔ４１：ＨｉｒｕｄｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅ；５０～５７：ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅ，ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ
ｉｎｇＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ５００，１００，２０，０４，０８×１０－１，１６×１０－２，３２×１０－３ａｎｄ６４×１０－４ｎｇ／μＬ
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图６　引物ＨＦ１Ｒ２对脑心通胶囊
中水蛭鉴别的灵敏度检测

Ｆｉｇ６　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｆｏｒｔｈｅａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｉｒｕｄｏ
ｉｎＮａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅｓｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓＨＦ１Ｒ２

Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标记；Ｎ：空白对照；Ｔ４１：缺水蛭

的脑心通胶囊阴性对照；５０～５７：不同稀释倍数，分别对
应ＤＮＡ质量浓度为５００、１００、２０、０４、０８×１０－１、１６

×１０－２、３２×１０－３和６４×１０－４ｎｇ／μＬ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｔ４１：Ｈｉｒｕｄｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ

Ｎａｏｘｉｎｔｏｎｇｃａｐｓｕｌｅ；５０～５７：ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅ，ｔｈｅｃｏｒｒｅ
ｓｐｏｎｄｉｎｇＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ５００，１００，２０，０４，０８×

１０－１，１６×１０－２，３２×１０－３ａｎｄ６４×１０－４ｎｇ／μＬ

３　讨　论
基原鉴定是中药质量控制过程中最基础且最重

要的一环。水蛭等动物类中药因其缺乏特征成分，

且多数在加工过程中外部形态被破坏，组织细胞特

征不明显，很难对其进行物种鉴定和质量评价［１２］。

而当其以中成药形式入药，在含多味中药材的脑心

通胶囊中对水蛭进行基原鉴定则难上加难，也少有

人研究。ＤＮＡ分子鉴定技术以 ＤＮＡ作为标记物，
不受外在形态的影响，具有特异性高、灵敏度好的

特点。在２０１５年版 《中国药典》 （一部）中，正

式收载了蕲蛇 、乌梢蛇和川贝母的ＤＮＡ分子鉴别
方法及中药材 ＤＮＡ条形码分子鉴定指导原则［１］，

标志着ＤＮＡ分子鉴定方法成为继 基原、性状、显
微和薄层鉴别等四大经典鉴别方法之后的第五大国

家法定鉴别方法。

相较于其他线粒体基因，ＣＯⅠ基因包含的系
统发育信号更为广泛［１３］；且 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中现
存大量的水蛭ＣＯⅠ基因序列可做参考，故本研究
基于ＣＯⅠ基因进行物种鉴定。此外，相较于他人
的研究，本研究的不同之处在于分别针对宽体金线

蛭、日本医蛭设计了物种特异性引物以互相区分，

而非采用 ＣＯⅠ的通用引物进行鉴别，原因有二：
一是由于脑心通胶囊组成复杂，所含其他两味动物

药 （地龙和全蝎）均可被ＣＯⅠ基因的通用引物扩
增，易对水蛭的鉴别产生干扰；二是该胶囊中药材

均经粉碎后入药，ＤＮＡ多有降解，而 ＣＯⅠ通用引
物所得扩增片段较长 （约６５０ｂｐ），不易在该胶囊
中对水蛭进行扩增。研究结果显示，本研究所设计

的这３对引物成功地应用于水蛭单味药材和脑心通
胶囊中水蛭药材的鉴定。其中，引物 ＷＦ１Ｒ２或
ＷＦ２Ｒ２可以特异性鉴别宽体金线蛭，而引物
ＨＦ１Ｒ２可以特异性鉴别日本医蛭；并且，这三对
引物均可以将水蛭正品与市场上常见的伪品菲牛蛭

区分开。本实验采用 ＤＮＡ作为标记物，不受实验
材料的整体性影响，具有专属性和特异性，且灵敏

度高，弥补了传统的性状、显微鉴别等方法的不足，

同时也进一步证实了将ＤＮＡ分子鉴定技术应用于中
成药中原料药材鉴定的可行性，或可成为对水蛭药

材或含水蛭的中成药进行现场鉴别的关键技术。
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