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摘要 目的: 针对人参和西洋参饮片中相互掺杂问题建立快速检测鉴别方法。方法: 依据多重连接探针扩

增( multiplex ligation － dependent probe amplification，MLPA) 技术检测序列单核苷酸多态性( SNP) 和点突变

的原理，针对人参与西洋参的 18S 序列寻找 SNP 位点; 设计特异性探针进行 MLPA 扩增，并由熔解曲线形

成的熔解曲线峰得出熔解温度( melting temperature，Tm) ，根据 Tm值的差异来鉴别人参与西洋参，并进行特

异性、灵敏度、掺伪比实验，验证方法的可行性。结果: 人参探针的特异性熔解曲线 Tm值为( 79. 3 ± 0. 2) ℃，

西洋参探针的熔解曲线 Tm值为( 81. 2 ± 0. 2) ℃。当西洋参探针与人参探针比例为 0. 6∶ 1. 0 时，人参掺杂

10%的西洋参，或者西洋参中掺杂 10%的人参均可被有效检出。结论: 本研究建立了稳定的人参与西洋参

掺伪鉴别方法，该方法具有特异性强，灵敏度高的特点。
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Identification of mutual adulteration of Panax ginseng and
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Abstract Objective: To establish a rapid detection and identification method for mutual adulteration in prepared
slices of Panax ginseng and Panax quinquefolius. Methods: Based on the principle of using multiplex ligation －
dependent probe amplification ( MLPA ) to detect single nucleotide polymorphism ( SNP ) and point mutation
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in sequences，a specific probe was designed to find SNP sites in the 18S sequences of Panax ginseng and Panax
quinquefolius for MLPA amplification. The melting temperature ( Tm ) was derived from the peak of the melting
curve，and the differences in Tm values were used to identify Panax ginseng and Panax quinquefolius. Specificity，

sensitivity and adulteration ratio experiments were performed to verify the feasibility of the method. Results: The
specific melting curve Tm value of Panax ginseng probe was ( 79. 3 ± 0. 2 ) ℃，and that of Panax quinquefolius
probe was ( 81. 2 ± 0. 2 ) ℃ . When the ratio of Panax quinquefolius probe to Panax ginseng probe was 0. 6 ∶
1. 0. Panax ginseng adulterated with 10% Panax quinquefolius，or Panax quinquefolius adulterated with 10% gin-
seng could be effectively detected. Conclusion: This study establishesa stable method for the identification of Pa-
nax ginseng adulterated with Panax quinquefolius，which is specific and sensitive.
Keywords: multiplex ligation － dependent probe amplification technique; melting curve; Panax ginseng; Panax
quinquefolius; Adulteration; Identification

中药材人参( Ginseng Radix et Rhizoma) 为五加

科人参属植物人参( Panax ginseng C. A. Mey. ) 的干

燥根和根茎; 西洋参 ( Panacis Quinquefolii Radix ) 为

五加科人参属植物西洋参 ( Panax quinquefolius L. )

的干燥根，均是具有保健和药用价值的名贵中药材。
人参性微温，具有大补元气、复脉固脱、补脾益肺、生
津养血、安神益智的功效; 西洋参性凉，补气养阴、清
热生津［1］，误用混用或者相互掺杂，会因其药性药效

差异影响药效或用药安全。人参与西洋参根茎在形

态上虽有差异，但经干燥切制或以粉末入药时，难以

通过外观性状、显微特征比较和化学成分分析正确

有效区分。因此开发快速准确鉴别人参及西洋参的

方法对安全用药具有重要意义。
中药材 DNA 条形码分子鉴定法是利用中药基原

植物基因组中 1 段公认标准的、相对较短的 DNA 序列

来进行中药材真伪鉴定的鉴定方法，在中药材和部分

深加工产品的鉴定中得到广泛应用［2］。孙涛等［3］发

现 ITS2 序列作为 DNA 条形码可有效鉴别人参属植

物，其在人参与西洋参中存在 32 位 C /T、43 位 T /C 变

异［4］。宋晓娜等［5］基于 trnL － trnF 序列对人参与西洋

参进行 DNA 条形码鉴别，发现存在 153 位 G/A，463
位 T /A，732 位 C /G，818 位 T /C 变异。此外，通过对人

参、西洋参的 18S rRNA 基因片段分析发现，在其第

497、499 和 501 位 存 在 稳 定 的 SNP 位 点，表 明 18S
rRNA 基因片段上 500 bp 左右位置上的核苷酸序列差

异亦可作为人参及西洋参鉴别分子标记［6］。
多重连接探针扩增 ( multiplex ligation － depend-

ent probe amplification，MLPA ) 技 术 是 由 针 对 目 的

DNA 序列进行定性和半定量分析的新技术［7］，具有

特异性好，灵敏度高，重复性好，操作简单，高通量和

多重检测等优势。其原理是样品 DNA 序列在高温

下变性成为单链，探针与目标片段杂交结合，在连接

酶的作用下将左右探针连接成完整片段，所有连接

片段经通用引物扩增，利用毛细管电泳实现对检测

产物的特异性和高灵敏度分析。目前，该技术已应

用于 HPV 等［8］临床诊断，食物过敏原和转基因成分

检测，川贝母［9］、金钱白花蛇［10］等中药材真伪鉴定等

多个领域。
在本研究，通过对 ITS2、trnL － trnF 及 18S rRNA

进行综合分析，根据人参、西洋参 18S rRNA 基因片

段上 501 bp 处的 G /C 变异位点，设计人参西洋参特

异性探针，在传统 MLPA 技术基础上结合熔解曲线

分析手段，弥补传统 MLPA 技术费时、昂贵，易导致

污染等不足，建立检测人参与西洋参掺伪鉴别的方

法，为有效鉴别中药人参与西洋参掺伪情况提供了

技术支持。
1 材料与方法

1. 1 材料

植物基因组 DNA 提取试剂盒( DP305 －03，TIAN-
GENⓇ公司) ; 金牌 Mix( green) ( TSE101，TSINGKE) ;

DNA 产物纯化试剂盒 ( D1300，Solarbio 公司) ; 9°NTM

DNA Ligase( M0238S，TSINGKE 公司) ; 2 × TSINGKEⓇ
Master qPCR Mix － SYBR( + UDG) ( TSE203，TSINGKE
公司) ; DL1000 DNA Marker ( Takara 公 司) ; 琼 脂 糖

( BIOWEST 公司，182215) ; 引物和 MLPA 探针由生工

生物工程( 上海) 股份有限公司合成。
MS204S 万 分 之 一 电 子 天 平 ( 梅 特 勒 公 司 ) ;

75002420 冷冻 高 速 离 心 机 ( Thermo Fisher 公 司 ) ;
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Nanodrop 2000 超微量分光光度计( Thermo Ficher 公

司) ; PCR 扩增仪( Bio － Rad 公司) ; MyGo Mini 便携

式荧光定量 PCR 仪( Life Technologies 公司) ; Quant-
Gene 9600 实时荧光定量 PCR 分析仪( 杭州博日科技

有限公 司 ) ; GGI54TW 蒸 汽 消 毒 锅 ( ZEALWAY 公

司) ; SYERGYUV 超纯水系统( Millipore 公司) ; MX －
RL － E 旋转混悬仪( 大龙兴创公司) ; DYY － 10C 电

泳仪( 北京君意公司) ; Gel Doc XR + 凝胶成像系统

( Bio － Rad 公司) ; UF55 干燥箱( 美墨尔特公司) ; 移

液器( 艾本德股份公司) 。
本试验所用人参样品采自人参主产地东北部

分地区以及药材市场，西洋参采自河北、吉林及药

材市场，经湖北省药品监督检验研究院中药检验研

究中心肖凌博士鉴定，采用天 根 试 剂 盒 提 取 样 本

DNA 后，保存于湖北省药品监督检验院，样品信息

见表 1。

表 1 人参、西洋参样品信息

Tab. 1 Sample information of P． ginseng and P． quinquefolius

编号( No. ) 样品( sample) 样本来源( sample source)

1 人参对照药材( P． ginseng reference crude drug) 中国食品药品检定研究院( National Institutes for Food and Drug Control)

2 人参( P． ginseng) 安徽亳州( Bozhou，Anhui)

3 人参( P． ginseng) 福建厦门( Xiamen，Fujian)

4 人参( P． ginseng) 河北保定( Baodeng，Hebei)

5 人参( P． ginseng) 黑龙江大庆( Daqing，Heilongjiang)

6 人参( P． ginseng) 湖南株洲( Zhuzhou，Hunan)

7 人参( P． ginseng) 辽宁抚顺( Fushun，Liaoning)

8 人参( P． ginseng) 辽宁辽阳( Liaoyang，Liaoning)

9 人参( P． ginseng) 吉林吉林( Jilin，Jilin)

10 人参( P． ginseng) 吉林延边( Yanbian，Jilin)

11 人参( P． ginseng) 山东菏泽( Heze，Shandong)

12 人参( P． ginseng) 山东青岛( Qingdao，Shandong)

13 人参( P． ginseng) 上海奉贤区( Fengxian District，Shanghai)

14 人参( P． ginseng) 四川成都( Chengdu，Sichuan)

15 人参( P． ginseng) 四川广安( Guang’an，Sichuan)

16 人参( P． ginseng) 新疆乌鲁木齐( Urumqi，Xinjiang)

17 人参( P． ginseng) 吉林吉林( Jilin，Jilin)

18 人参( P． ginseng) 吉林通化( Tonghua，Jilin)

19 人参( P． ginseng) 吉林白山( Baishan，Jilin)

20 人参( P． ginseng) 辽宁丹东( Dandong，Liaoning)

21 人参( P． ginseng) 北京怀柔区( Huairou District，Beijing)

22 人参( P． ginseng) 吉林白山( Baishan，Jilin)

23 人参( P． ginseng) 黑龙江哈尔滨( Harbin，Heilongjiang)

24 人参( P． ginseng) 安徽亳州中药城( Anhui Bozhou Traditional Chinese Medicine City)

25 人参( P． ginseng) 安徽亳州中药城( Anhui Bozhou Traditional Chinese Medicine City)

26 人参种子( P． ginseng) 吉林通化( Tonghua，Jilin)

27 人参( P． ginseng) 辽宁抚顺( Fushun，Liaoning)

28 人参( P． ginseng) 吉林通化( Tonghua，Jilin)

29 西洋参对照药材( P． quinquefolius) 中国食品药品检定研究院( National Institutes for Food and Drug Control)

30 西洋参( P． quinquefolius) 北京怀柔区( Huairou District，Beijing)

31 西洋参( P． quinquefolius) 吉林白山( Baishan，Jilin)

32 西洋参( P． quinquefolius) 辽宁抚顺( Fushun，Liaoning)

33 西洋参( P． quinquefolius) 山东威海( Weihai，Shandong)

34 西洋参( P． quinquefolius) 山东青岛( Qingdao，Shandong)
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表 1( 续)

编号( No. ) 样品( sample) 样本来源( sample source)

35 西洋参( P． quinquefolius) 吉林白山( Baishan，Jilin)

36 西洋参( P． quinquefolius) 河北石家庄( Shijiazhuang，Hebei)

37 西洋参( P． quinquefolius) 吉林白山( Baishan，Jilin)

38 西洋参( P． quinquefolius) 北京怀柔区( Huairou District，Beijing)

39 西洋参( P． quinquefolius) 安徽亳州中药城( Anhui Bozhou Traditional Chinese Medicine City)

40 西洋参( P． quinquefolius) 吉林白山( Baishan，Jilin)

41 西洋参粉末( P． quinquefolius powder) 安徽亳州( Bozhou，Anhui)

42 西洋参粉末( P． quinquefolius powder) 安徽亳州( Bozhou，Anhui)

43 西洋参粉末( P． quinquefolius powder) 安徽亳州( Bozhou，Anhui)

1. 2 方法

1. 2. 1 探针设计及合成 从 NCBI 数据库中下载人

参、西洋参的 18S rRNA 序列，以 501bp 处 C /G 位点

作为 SNP 位点，根据 MLPA 探针设计原则，选择合适

区域分别设计人参、西洋参的左右探针，为避免交叉

反应，用 BLAST 搜索来评估探针序列的特异性，利用

DNA Folding Form ( http: / /www． unafold． org /mfold /
applications /dna － folding － form． php) 对它们的二级

结构进行分析。使用 RAW 程序预测探针序列的长

度、GC 含量和 Tm 值。探针进行 HPLC 纯化，右探针

5’端进行磷酸化处理。同时利用 primer 3 在线网站

( https: / /primer3. ut. ee / ) 设计特异性引物进行扩增，

使之没有发夹结构、引物二聚体、回文序列等引发扩

增错误。探针、引物信息见表 2。

表 2 引物序列表

Tab. 2 Primers used in this study

引物名称

( primer name)
序列

( sequence)
长度

( length)

18S － F TGAGAAACGGCTACCACA 18

18S －R AACCCAAAGTCCAACTACGA 20

Primer － F GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 19

Primer －R GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA 23

RS －F ATAACAATACCGGGCTGATAC 21

RS －R GCCAGTTAAGGACAGGAG 18

XYS －F AAATGCGGGTTATGACAAA 19

XYS －R TTCTGCATATACGCCCAAATT 21

R －F GGGTTCCCTAAGGGTTGGATAATCT 59

GTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTGATTC

R －R AGTCTCGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAAACCCTT 60

TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

X －F GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGCCACTCCGAAC 65

GTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCAGTG

1. 2. 2 DNA 模板准备 分别称取人参、西洋参对照

药材和样品粉末，参照植物 DNA 提取试剂盒操作提

取总 DNA、PCR 扩增后，采用纯化产物试剂盒进行纯

化获得目的 DNA 片段。通过梯度稀释样品纯化产

物模板，得到各个模板 DNA 量( 表 3 ) 。将等浓度的

人参与西洋参纯化产物模板混合配制成不同比例，

西 洋 参 占 比 99%、97%、95%、90%、80%、70%、
60%、50%、40%、30%、20%、10%、5%、3%、1%。

表 3 人参、西洋参 DNA 稀释后模板量

Tab. 3 Sample amount after dilution of P． ginseng and

P． quinquefolius DNA template

编号

( No. )

模板量( sample amount) / ( ng·mL －1 )

西洋参( P． quinquefolius) 人参( P． ginseng)

1 48. 6 45. 6

2 24. 2 22. 7

3 10. 3 9. 7

4 5. 2 5. 8

5 4. 2 2. 7

6 1. 4 0. 9

7 0. 72 0. 45

8 0. 42 0. 27

1. 2. 3 MLPA 反应 MLPA 反应包括杂交、连接、实
时荧光扩增和熔解过程。杂交反应: DNA 纯化产物

1 μL、1. 5 μL 探针，TE 缓冲液补足体积至 8 μL。98
℃变性 5 min，70 ℃杂交 20 min。连接反应: 取 1. 28
μL 杂交产物至连接体系( 9°N DNA Ligase 0. 32 μL，

NE Buffer for 9° N DNA Ligase 0. 8 μL，ddH2 O 5. 6
μL) 。45 ℃反应 15 min 连接左右探针，98 ℃反应 5
min 灭活连接酶。
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荧光定量 PCR 反应体系为: 2 × T5 Fast qPCR Mix
10 μL，上游引物 0. 8 μL ( 10 μmol·L －1 ) ，下游引物

0. 8 μL ( 10 μmol·L －1 ) ，50 × ROX Reference Dye I
0. 4 μL，ddH2 O 3 μL; 反应程序: 95 ℃ 1 min; 95 ℃
10 s，60 ℃ 5 s，72 ℃ 10 s，24 个循环; 72 ℃ 5 min; 获

取熔解曲线: 95 ℃ 3 min，45 ～97 ℃ ( 0. 05 ℃·s －1 ) 。
2 结果

2. 1 探针特异性分析

按 MLPA 反应要求配制混合探针，为了评价探

针的特异性，将人参与西洋参对照药材的 DNA 模板

分别与单个探针和混合探针进行杂交。如图 1 － a
所示，人参 DNA 与人参探针在 79. 3 ℃出现特征峰，

西洋参 DNA 与人参探针并未出现扩增峰; 西洋参

DNA 与西洋参探针在 81. 2 ℃出现特征峰，人参 DNA

与西洋参探针并未出现扩增峰。如图 1 － b 所示，人

参 DNA、西洋参 DNA 分别与混合探针在 79. 3 ℃ 和

81. 2 ℃出现单一扩增峰，人参与西洋参混合 DNA 与

混合探针在 79. 3 ℃和 81. 2 ℃均出现扩增峰。当西

洋参探针与人参探针比例为 0. 6∶ 1. 0 时，混合样品的

扩增峰值相同。
探 针 特 异 性 分 析 结 果 表 明，人 参、西 洋 参 的

DNA 分别只与其对应的 MLPA 特异性探针杂交，

各自特异性探针熔解峰的温度分别为 79. 3 ℃ 和

81. 2 ℃ ，且无 交 叉 反 应 的 产 生，无 非 特 异 性 熔 解

曲线峰，单一探针特异性良好。混 合 探 针 只 与 特

定模板反应仅能产生对应的单一特异性熔解曲线

峰，并不影响探针的特异性，表明混合探针特异性

良好。

图 1 单探针( a) 和混合探针( b) 特异性试验熔解曲线

Fig. 1 Melting curve of specific test of single probe( a) and mixed probe( b)

2. 2 MLPA 法灵敏度的评估

通过将两物种的纯化产物的浓度从 100 ng·
μL －1不断稀释至 0. 3 ng·μL －1，分别与混合探针杂

交进行敏感性试验，验证 MLPA 方法的灵敏度。稀

释参考样本 DNA 浓度，人参与西洋参的 DNA 浓度分

别从 45. 6 ng·μL －1 等梯度稀释至 0. 27、48. 6 ng·
μL －1等梯度稀释至 0. 42 ng·μL －1。在大多数情况

下，熔解峰的高度与样本中的 DNA 模板量无关，但

当人参和西洋参 DNA 的模板量分别降低到 0. 27、
0. 42 ng 时，仍能产生较强信号峰( 图 2) 。结果表明，

MLPA法灵敏度高，重现性好，人参样品 DNA 检测限

为 0. 27 ng，西洋参为 0. 42 ng。
2. 3 MLPA 法检测人参、西洋参互相掺杂情况

分别选取等浓度的人参与西洋参纯化产物模

板，配 制 混 合 模 板 ( 西 洋 参 占 比 99% ～ 1% ) 进 行

MLPA扩增，评价混合掺伪比。当西洋参 DNA 含量

占比 90%～ 10% 时，可检测到人参、西洋参探针位于

79. 3 ℃和 81. 2 ℃的 2 个熔解峰( 图 3 ) 。而当西洋

参 DNA 含量占比为 5% 或 95% 时，只出现 1 个熔解

峰。这意味着，本研究的 MLPA 法可以检测 10% 的

掺伪，当西洋参探针与人参探针比例为 0. 6 ∶ 1. 0 时，

人参掺杂 10%的西洋参，或者西洋参中掺杂 10% 的

人参均可被有效检出。
2. 4 不同荧光定量 PCR 仪的适用性检验

为了验证本方法的普遍适用性，选取了 Quant-
Gene 9600 实时荧光定量 PCR 分析仪进行考察，如图 4
所示，人参 DNA 与人参探针和混合探针在 79. 3 ℃出

现特征峰，人参 DNA 与西洋参探针并未出现扩增峰;

西洋参 DNA 与西洋参探针和混合探针在 81. 2 ℃出现

特征峰，西洋参 DNA 与人参探针并未出现扩增峰。



·1582· 药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2022，42( 9)

a. 人参( P． ginseng) b. 西洋参( P． quinquefolius)

图 2 人参、西洋参探针灵敏度检测

Fig. 2 Sensitivity detection of P． ginseng and P． quinquefolius probe

图 3 西洋参( a) 和人参( b) 掺混比例检测

Fig. 3 Detection of adulteration ratio of P． quinquefolius( a) and P． ginseng( b)

a. 人参 + 人参探针( P． ginseng + P. ginseng probe) b. 人参 + 混合探针( P． ginseng + mixed probe) c. 西洋参 + 西洋参探针( P． quinquefolius +
P. quinquefolius probe) d. 西洋参 + 混合探针( P． quinquefolius + mixed probe) e. 混合样品 + 混合探针( mixed sample + mixed probe)

图 4 人参、西洋参探针的特异性试验

Fig. 4 Specificity test of P． ginseng and P． quinquefolius probe
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2. 5 对市场样品的检测

使用上述建立的方法对市场收集的 43 个批次

的人参、西洋参药材样品( 各取 1 份) 进行验证，并将

结果与 DNA 条形码测序的结果进行比较。在全部

43 份人参、西洋参药材样品中，发现 28 份为人参药

材，12 份为西洋参药材，3 份为人参西洋参混合药

材。为保证实验的准确性，使用 DNA 条形码方法对

3 份混合药材进行 ITS2 扩增，经多次测序发现在

ITS2 序列峰图上 32、43 bp 处出现杂峰，符合人参及

西洋参的 ITS2 鉴定位点特征。同时基于蒋超［14］开

发的方法进行验证，验证了这 3 份样品为人参西洋

参混合药材( 图 5) 。总体而言，基于 43 份市场样品

的检测结果表明，MLPA 检测方法可以有效检出人

参、西洋参掺混样品。

1 ～ 3. 人参西洋参混合药材( mixture of P． ginseng and P． quinquefolius)

a. MLPA 检测结果( testing results of MLPA) b. 多重位点特异性 PCR 检测结果( testing results of MAS － PCR)

图 5 人参西洋参混合样品检测结果

Fig. 5 Testing results of mixed samples of P． ginseng and P． quinquefolius

3 讨论

人参与西洋参均为五加科人参属植物，在植物

形态和显微结构上具有相似的特征，所含化学成分

也有很大相似之处，因此常被相互替代。尤其对于

以人参总皂苷含量作为评价依据的商业化人参产

品，由于西洋参的人参皂苷含量较高，某些不法商

家会用西洋参代替人参; 而西洋参价格又比人参药

材高，有时会被人参代替。准确鉴别人参与西洋参

对于确保药用效能和食药安全具有至关重要的作

用。目前对于人参和西洋参的鉴别开发了一系列

DNA 分子 标 记 的 方 法。如 崔 光 红 等［11］ 建 立 了 人

参、西洋参的多重等位基因 PCR，在 1 个 PCR 反应

中同时特异检测人参、西洋参的 SNP 位点实现鉴别

人参、西洋参鉴定; 詹鑫婕等［12］采用单链构象多态

性( PCR － SSCP ) 方 法 鉴 别 人 参 和 西 洋 参; 刘 丽

等［13］利用多重 PCR 扩增通过单次 PCR 反应鉴别

人参 及 西 洋 参; 蒋 超 等［14］ 利 用 多 重 位 点 特 异 性

PCR 方法对人参和西洋参进行了鉴别; 陈康等［15］

将 HRM 分析引入人参属多来源药材物种鉴别; 王

志科等［16］利用 DNA 条形码与 HRM 结合依据熔解

曲线的峰形和 Tm值差异实现了市售人参粉末的快

速可视化鉴别; 王戎博等［17］开发了 indel 分子标记

对人参与西洋参的鉴别研究。而对于西洋参、人参

相互掺伪的研究却鲜见报道。
在本研究中，验证了 MLPA 结合熔解曲线法鉴

定人参及西洋参相互掺杂的可行性。与现有的一

些方法( DNA 条形码、多重 PCR 分析方法等) 相比，

MLPA 结合熔解曲线分析方法具有以下优势。( 1 )

特异性好，应用单一探针、混合探针进行试验，其只

与特定药材模板 DNA 杂交，均只能产生相应的熔

解曲线峰，且相互之间没有干扰。( 2 ) 灵敏性高，使

用微量的 DNA 模板就可被探针检测出来，且可检

测常见人参、西洋参掺混 10% 及以上，且通过调整

物种左右探针比例，可检测 到 更 小 比 例 的 伪 品 掺

伪，这在中药粉末掺混鉴别方面具有较大意义及应

用潜力。( 3 ) 操作简便，无需测序，本方法包括变性
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杂交、连接、实时荧光扩增和熔解过程，且所有样品

检测均与混合探针杂交，在样品 DNA 模板制备好

的情况下，使用 MyGo Mini 荧光定量 PCR 仪，3 h 内

可完成至少 16 个样品的检测。( 4 ) 普遍适用性好，

在不同的 PCR 仪器上，本方法均可以有效鉴别人参

西洋参以及其掺混品，本方法的前提是 DNA 质量

好，对于不同年限、不同炮制方法的药材饮片，只影

响其熔解峰的高低，而不会影 响 其 熔 解 温 度 的 差

异，方法稳定性较好。
本方法的关键点在于探针的设计: 应注意左右

探针杂交序列应选取基因的保守区域，且选取的区

域应该直接相连。本研究依据人参、西洋参的 18S
RNA 序列 497、499、501 变异位点，选择 501 为 G /C
位点作为连接位点，Tm 值应 72 ℃ ; 杂交序列的长度

大于或等于 21 个核苷酸; 探针长度最佳大小在 100
bp 左右; 每个杂交探针( LHS 和 RHS) 的 Tm值应大于

71 ℃ ( 绝对值≥68 ℃ ) ; 二级结构的 Δ G≥0; GC 含

量尽量接近 50%［18］。探针符合这些原则，在进行

MLPA 实验更容易成功。
目前 MLPA 技术主要应用在疾病的遗传筛查、

病菌的快速鉴定等，在中药材 的 检 测 方 面 应 用 较

少。MLPA 技术有其特异性强、灵敏度高等优点，也

有其局限性: 如只能检测已知序列的基因检测，不

适合检测未知的点突变类型。熔解曲线可以根据

不同熔解温度来确定不同的反应产物，就对相应的

物种 DNA 进 行 定 性。两 者 结 合 可 以 提 高 检 测 效

率，节省检测时间，在中药快速检测方面有广泛应

用前景。在实验时发现熔解曲线峰 Tm值存在 ± 0. 2
℃波动，这可能是由于仪器每个孔间温度存在差异

造成的，这个波动范围在可接受范围内。总之，本

文建立了 MLPA 结合熔解曲线鉴别人参的方法，并

对其灵敏度、特异性、混伪品检测限进行了考察，证

明该方法可用于人参、西洋参的鉴别以及相互掺混

鉴别，为人参、西洋参药材鉴别提供了可靠的、有效

的检测方法。
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