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中 药

金 银 花 和 山 银 花 来 源 不 同 ， 金 银 花 来 源 为 忍 冬 科 植 物 忍

冬 的 干 燥 花 蕾 或 带 初 开 的 花 ， 山 银 花 来 源 为 忍 冬 科 植 物 灰 毡

毛 忍 冬 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 或 黄 褐 毛 忍 冬 的 干 燥 花 蕾 或 带

初 开 的 花 [1]。 金 银 花 性 寒 而 山 银 花 性 热 ， 金 银 花 用 于 清 热 解

毒 、 通 经 活 络 ， 而 山 银 花 则 在 某 些 方 面 与 其 功 效 完 全 相 反 [2-4]。

金 银 花 中 含 有 较 多 的 木 樨 草 苷 ， 而 山 银 花 几 乎 不 含 。 这 些 药

性 和 成 分 的 差 别 也 会 导 致 二 者 药 用 功 效 不 同 [5-7]。 金 银 花 的 一

大 用 途 是 做 注 射 液 原 料 。 目 前 临 床 用 量 很 大 的 双 黄 连 注 射 液 、

清 开 灵 注 射 液 ， 都 以 金 银 花 做 原 料 。 以 灰 毛 毡 忍 冬 为 代 表 的

山 银 花 富 含 皂 苷 ， 而 皂 苷 有 溶 血 风 险 [8-9]。 自 2005 年 版 《 中 华 人

民 共 和 国 药 典 》 将 山 银 花 作 为 单 个 药 材 列 出 后 [10]， 由 于 金 银 花

价 格 昂 贵 且 山 银 花 与 金 银 花 形 状 特 征 十 分 相 似 ， 市 场 上 常 有
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[摘要] 目的：建立一种同时定量检测金银花中4种山银花的方法。方法：采用多重荧光定量PCR仪，分别利

用金银花和山银花种源灰毡毛忍冬、红腺忍冬、华南忍冬和黄褐毛忍冬特异性核酸的引物和探针检测金银花中

混合的山银花成分，通过定量标准曲线计算5种植物物种的DNA浓度。结果：采用本方法分别建立了金银花、灰

毡毛忍冬、红腺忍冬、华南忍冬和黄褐毛忍冬的实时荧光定量PCR检出限和定量标准曲线。结论：该方法稳定、可

靠、专属性强，能在一个实时荧光定量PCR仪反应体系中同时、快捷、准确定量地检测出金银花中4种山银花种源

的DNA成分。
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Study on Simultaneous Quantitative Detection of Lonicerae Flos in

Lonicerae Japonicae Flos Using Multiplex Fluorescence Quantitative PCR

[Abstract] Objective: To establish a method for simultaneously quantifying four species of Lonicerae Flos

in Lonicerae Japonicae Flos. Methods: Using multiplex fluorescent quantitative PCR, species-specific primers

and probes for Lonicera japonica flos and four Lonicera flos species (Lonicera macranthoides, Lonicera

hypoglauca, Lonicera confusa, and Lonicera fulvotomentosa) were employed to detect mixed Lonicera flos components

in Lonicera japonica flos. DNA concentrations of the five plant species were calculated via quantitative standard

curves. Results: Real-time fluorescent quantitative PCR detection limits and quantitative standard curves were

established for Lonicera japonica flos, Lonicera macranthoides, Lonicera hypoglauca, Lonicera confusa, and

Lonicera fulvotomentosa. Conclusion: This method is stable, reliable and highly specific, and it enables the

simultaneous, rapid, and accurate quantitative detection of DNA from four Lonicera flos species in Lonicera

japonica flos within within a single real-time fluorescent quantitative PCR reaction system.
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用 山 银 花 假 冒 或 混 淆 金 银 花 的 现 象 [11-13]。 按 照 传 统 标 准 方 法

鉴 别 具 有 较 大 困 难 [14-15]。 目 前 《 中 华 人 民 共 和 国 药 典 》 鉴 别 山

银 花 与 金 银 花 的 主 要 方 法 为 性 状 及 液 相 色 谱 法 ， 性 状 鉴 别 易

受 采 收 加 工 及 炮 制 方 法 的 影 响 ， 同 时 性 状 鉴 别 对 检 验 人 员 专

业 能 力 及 经 验 水 平 要 求 较 高 ； 液 相 鉴 别 方 法 主 要 是 根 据 化 学

成 分 的 差 异 进 行 鉴 别 ， 成 本 较 高 且 耗 时 较 长 [16-18]。 因 此 ， 为 保

证 临 床 用 药 安 全 ， 有 必 要 建 立 快 速 、 准 确 、 稳 定 的 补 充 鉴 别 方

法 。 本 研 究 的 目 的 在 于 使 用 多 重 实 时 荧 光 定 量 PCR 技 术 [19]， 对

药 材 的 核 酸 提 取 物 采 用 特 异 性 引 物 和 探 针 在 一 个 反 应 池 中

能 准 确 鉴 定 出 4 种 山 银 花 种 源 成 分 。 另 外 ， 本 研 究 通 过 分 别 制

作 金 银 花 、 灰 毡 毛 忍 冬 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的

实 时 荧 光 定 量 标 准 曲 线 ， 开 展 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测 ， 通 过 循

环 数 计 算 出 DNA浓 度 [20-22]。

1 材料与方法

1.1 药材 金 银 花 （ 样 品 编 号 ： JYH-1 ， 产 地 ： 山 东 省 ） 、 灰 毡

毛 忍 冬 （ 样 品 编 号 ： HZM-1 ， 产 地 ： 湖 南 省 ） 、 红 腺 忍 冬 （ 样 品 编

号 ： HX-1 ， 产 地 ： 广 西 省 ） 、 华 南 忍 冬 （ 样 品 编 号 ： HN-1 ， 产 地 ：

广 西 省 ） 和 黄 褐 毛 忍 冬 （ 样 品 编 号 ： HHM-1 ， 产 地 ： 贵 州 省 ） 均

由 成 都 中 医 药 大 学 提 供 ， 经 林 琪 宇 副 主 任 中 药 师 鉴 定 为 正 品 。

1.2 主要仪器 全 自 动 样 品 快 速 研 磨 仪 （ 上 海 净 信 实 业 发 展

有 限 公 司 ， 型 号 ： JXFSTPRP-32） ； 冷 冻 离 心 机 （ 湖 南 湘 仪 离 心

机 仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： H2050R-1） ； 荧 光 定 量 PCR 仪 （ 瑞 士 罗

氏 公 司 ， 型 号 ： LightCycler96） ； 超 微 量 分 光 光 度 计 （ 北 京 凯 奥

科 技 发 展 有 限 公 司 ， 型 号 ： K5800） ； 各 种 量 程 移 液 器 （ 英 国 吉

尔 森 公 司 ） 。

1.3 主要试剂 磁 珠 法 植 物 基 因 组 提 取 试 剂 盒 （ 批 号 ： Y1105） 、

去 离 子 水 （ DNase/RNase-Free Deionized Water） （ 批 号 ： S8129） 、

Multi PCR Kit 多 重 PCR 扩 增 试 剂 盒 （ 批 号 ： Y1320） 均 购 自 天

根 生 化 科 技 （ 北 京 ） 有 限 公 司 。

1.4 引物探针序列 从 Gene Bank中 查 找 相 关 物 种 的 核 酸 序

列 ， 采 用 Primer Express 5.0 软 件 设 计 金 银 花 、 灰 毡 毛 忍 冬 、 红

腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的 特 异 性 引 物 、 探 针 。 所 有 引

物 、 探 针 的 合 成 与 标 记 均 由 北 京 擎 科 生 物 技 术 有 限 公 司 完 成 ，

实 时 荧 光 PCR引 物 和 探 针 序 列 见 表 1。

表 1 实时荧光定量 PCR引物探针序列

名 称 序 列 （ 5 ′ — 3 ′ ） 引 物 长 度 / b p

内 参 引 物 上 游 T C A A C T C T A T G T A T T C C T C T A T C C G T A G 2 8

内 参 引 物 下 游 A C A A A G A T A G T T A T T A A A T C G T T A G C A C C 2 9

内 参 探 针 F A M - T A C A T T G A A T G T A C A G A A A T G - M G B 2 1

金 银 花 引 物 上 游 G T T T C A A G A A A A A T T T T T A A G A A A A T G A G 2 9

金 银 花 引 物 下 游 T T A C T A T T T T C C G G T A A A T C C G A T C 2 5

金 银 花 探 针 C Y 5 - T C T T T A T T A C T T T C T T T A T - M G B 1 9

红 腺 忍 冬 引 物 上 游 G G T T A A A A A A C C A A A A T C A T C T T C C 2 5

红 腺 忍 冬 引 物 下 游 T A A A A G C T C C T C G C A G A A A T C G 2 2

红 腺 忍 冬 探 针 H E X - C C T T T T G A A C A T T T T G T A C A T T - M G B 2 2

华 南 忍 冬 引 物 上 游 C T T T G G T C A T T T T T T A A C A G T T G C T 2 5

华 南 忍 冬 引 物 下 游 G G T G A T T T A T T A T T A C A A T A A A T T C A A C A G A 3 1

华 南 忍 冬 探 针 T E X A S R E D - A A T T C G A C T A A T G A T A A - M G B 1 7

灰 毡 毛 忍 冬 引 物 上 游 T A A G A A A A G G A G G A T T A A G A T G C A A G 2 6

续 表 1 ：

名 称 序 列 （ 5 ′ — 3 ′ ） 引 物 长 度 / b p

灰 毡 毛 忍 冬 引 物 下 游 C A T G C C G C C A A A T T G A T A C A 2 0

灰 毡 毛 忍 冬 探 针 F A M - C G T A C T C C A G A A A A - M G B 1 4

黄 褐 毛 忍 冬 引 物 上 游 A A A A T T C G T T A T A T T T C T C A T C C A C C 2 6

黄 褐 毛 忍 冬 引 物 下 游 G T G A T A A G A G A A A A A C A T T T C C G C 2 4

黄 褐 毛 忍 冬 探 针 C Y 5 - T T A C A A A T A A A A T A G A T C - M G B 1 8

注：内参引物用于5种植物源性成分检测。

1.5 DNA的提取及浓度、纯度的测定 采 用 磁 珠 法 提 取 金 银

花 、 灰 毡 毛 忍 冬 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的 DNA，

步 骤 如 下 ： （ 1） 取 组 织 约 50 mg（ 干 重 ） ， 加 入 液 氮 充 分 研 磨 ；

（ 2） 将 研 磨 好 的 粉 末 迅 速 转 移 到 预 先 装 有 400 滋L 缓 冲 液

GPM 和 5 滋L RNase A（ 10 mg/mL） 的 离 心 管 中 ， 迅 速 颠 倒 混 匀

后 ， 将 离 心 管 放 在 70 益水 浴 60 min， 水 浴 过 程 中 颠 倒 离 心 管 以

混 合 样 品 数 次 ； （ 3） 13 400伊g离 心 4 min， 转 移 300 滋L上 清 至 新 的

离 心 管 中 ； （ 4） 加 入 300 滋L缓 冲 液 GHB ， 300 滋L异 丙 醇 和 15 滋L

磁 珠 悬 浮 液 G， 振 荡 混 匀 ； （ 5） 室 温 放 置 5 min ； （ 6） 将 离 心 管 放

置 于 磁 力 架 上 静 置 1 min ， 待 磁 珠 完 全 吸 附 时 小 心 去 除 液 体 ；

（ 7） 将 离 心 管 从 磁 力 架 上 取 下 ， 加 入 500 滋L去 蛋 白 液 RD（ 使 用

前 已 加 入 无 水 乙 醇 ） ， 振 荡 混 匀 30 s； （ 8） 将 离 心 管 放 置 于 磁 力

架 上 静 置 30 s， 磁 珠 完 全 吸 附 后 ， 小 心 吸 去 液 体 ； （ 9） 加 入 600 滋L

漂 洗 液 PWB， 振 荡 混 匀 30 s； （ 10） 将 离 心 管 放 置 于 磁 力 架 上 静

置 30 s， 磁 珠 完 全 吸 附 后 ， 小 心 吸 去 液 体 ； （ 11） 重 复 步 骤 （ 9） 和

（ 10） 1 次 ； （ 12） 将 离 心 管 于 磁 力 架 上 ， 室 温 晾 干 10~15 min ；

（ 13） 将 离 心 管 从 磁 力 架 上 取 下 ， 加 入 75 滋L 洗 脱 缓 冲 液 TB ，

振 荡 混 匀 ， 置 于 65 益 孵 育 3 min ； （ 14） 将 离 心 管 放 置 于 磁 力 架

上 静 置 1 min ， 磁 珠 完 全 吸 附 后 ， 小 心 将 DNA溶 液 转 移 至 一 个 新

离 心 管 中 ， -20 益 保 存 备 用 。 用 超 微 量 分 光 光 度 计 测 量 260 nm

和 280 nm 处 的 吸 光 度 A260 和 A280 ， 以 A260/A280 的 比 值 确 定

DNA的 纯 度 并 计 算 其 浓 度 。

1.6 多重实时荧光PCR反应体系与条件 通 过 预 试 验 筛 选

出 最 佳 的 引 物 和 探 针 浓 度 。 q-PCR 反 应 体 系 为 ： Premix Ex

Taq （ Probe qPCR） （ 2X） 10 滋L ， 4 种 山 银 花 物 种 上 游 引 物

（ 10 滋mol/L） 各 0.7 滋L， 4 种 物 种 下 游 引 物 （ 10 滋mol/L） 各 0.7 滋L，

4 种 探 针 各 0.6 滋L， 模 板 1 滋L， 超 纯 无 菌 水 1 滋L， 反 应 总 体 积 为

20 滋L。 反 应 液 配 制 在 冰 上 完 成 。 设 定 反 应 条 件 为 95 益 预 变 性

5 min； 95 益 15 泽， 55 益 30 泽， 40 个 循 环 。

1.7 有效性检测 金 银 花 和 山 银 花 中 的 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、

灰 毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的 核 酸 提 取 物 作 为 阳 性 对 照 ， 以 灭

菌 超 纯 水 作 为 空 白 对 照 。 按 照 “ 1.6 ” 的 程 序 进 行 内 参 检 测 ， 每

个 反 应 设 置 2 次 平 行 。 以 出 现 荧 光 典 型 扩 增 曲 线 且 Ct 值 臆35

为 阳 性 反 应 ， 无 荧 光 典 型 扩 增 曲 线 为 阴 性 反 应 。

1.8 特异性检测 金 银 花 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍 冬

和 黄 褐 毛 忍 冬 的 核 酸 提 取 物 分 别 用 金 银 花 、 红 腺 忍 冬 、 华 南

忍 冬 、 灰 毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的 特 异 性 引 物 和 探 针 经 PCR

反 应 体 系 进 行 扩 增 ， 进 行 专 属 性 验 证 。

1.9 检出限的确定 将 采 用 磁 珠 法 提 取 的 金 银 花 、 红 腺 忍 冬 、

华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 DNA 溶 液 进 行 连 续 10 倍

稀 释 ， 制 成 原 液 含 量 为 1% 、 0.1% 、 0.01% 、 0.001% 、 0.000 1%
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的 梯 度 稀 释 液 ， 然 后 进 行 实 时 荧 光 PCR扩 增 。

1.10 山银花的多重实时荧光PCR检测 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍

冬 、 灰 毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 分 别 按 1颐1颐1颐1 的 比 例 进 行 混 合

后 按 “ 1.5” 的 方 法 提 取 DNA， 提 取 后 采 用 “ 1.6” 所 述 方 法 对 混

合 样 品 进 行 多 重 荧 光 PCR检 测 ， 每 个 反 应 设 置 2次 平 行 。

1.11 定量标准曲线的制作 将 金 银 花 的 目 的 基 因 标 准 质 粒

稀 释 制 成 3.33伊1010 copies/滋L， 加 灭 菌 双 蒸 水 进 行 10 倍 梯 度 稀

释 ， 制 备 5 个 浓 度 的 质 粒 DNA 溶 液 （ 浓 度 1： 3.33伊108 copies/滋L、

浓 度 2 ： 3.33伊107 copies/滋L 、 浓 度 3 ： 3.33伊106 copies/滋L 、 浓 度

4 ： 3.33伊105 copies/滋L、 浓 度 5 ： 3.33伊104 copies/滋L） 。 将 红 腺 忍

冬 的 目 的 基 因 标 准 质 粒 稀 释 制 成 9.15伊1010 copies/滋L， 加 灭 菌

双 蒸 水 进 行 10 倍 梯 度 稀 释 ， 制 备 5 个 浓 度 的 质 粒 DNA 溶 液 （ 浓

度 1 ： 9.15伊109 copies/滋L 、 浓 度 2 ： 9.15伊108 copies/滋L 、 浓 度 3 ：

9.15伊107 copies/滋L、 浓 度 4： 9.15伊106 copies/滋L、 浓 度 5： 9.15伊105

copies/滋L） 。 将 华 南 忍 冬 的 目 的 基 因 标 准 质 粒 稀 释 制 成 1.86伊1010

copies/滋L， 加 灭 菌 双 蒸 水 进 行 10 倍 梯 度 稀 释 ， 制 备 5 个 浓 度

的 质 粒 DNA 溶 液 （ 浓 度 1： 1.86伊107 copies/滋L、 浓 度 2 ： 1.86伊106

copies/滋L 、 浓 度 3 ： 1 .86 伊105 copies /滋L 、 浓 度 4 ： 1 .86 伊104

copies/滋L 、 浓 度 5 ： 1.86伊103 copies/滋L） 。 将 灰 毡 毛 忍 冬 的 目 的

基 因 标 准 质 粒 稀 释 制 成 2.56伊1010 copies/滋L， 加 灭 菌 双 蒸 水 进

行 10倍 梯 度 稀 释 ， 制 备 5个 浓 度 的 质 粒 DNA 溶 液 （ 浓 度 1： 2.56伊

108 copies/滋L 、 浓 度 2 ： 2.56伊107 copies/滋L 、 浓 度 3 ： 2.56伊106

copies /滋L 、 浓 度 4 ： 2 .56 伊105 copies /滋L 、 浓 度 5 ： 2 .56 伊104

copies/滋L） 。 将 黄 褐 毛 忍 冬 的 目 的 基 因 标 准 质 粒 稀 释 制 成

2.70伊1010 copies/滋L， 加 灭 菌 双 蒸 水 进 行 10 倍 梯 度 稀 释 ， 制 备

5 个 浓 度 的 质 粒 DNA 溶 液 （ 浓 度 1 ： 2.70伊107 copies/滋L、 浓 度 2：

2.70伊106 copies/滋L、 浓 度 3： 2.70伊105 copies/滋L、 浓 度 4： 2.70伊104

copies/滋L、 浓 度 5： 2.70伊103 copies/滋L） 。

分 别 以 不 同 稀 释 浓 度 的 质 粒 DNA 为 模 板 进 行 荧 光 定 量

PCR 扩 增 反 应 程 序 ， 反 应 条 件 同 “ 1.6” ， 进 行 定 量 检 测 的 检 测

试 验 。 以 Ct 值 为 纵 坐 标 ， lg（ 质 粒 拷 贝 数 ） 为 横 坐 标 绘 制 金 银

花 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的 标 准 曲

线 。 每 组 重 复 3 次 ， 计 算 阳 性 反 应 的 平 均 Ct值 。

2 结 果

2.1 核酸纯度及浓度检测 经 微 量 分 光 光 度 计 260nm和 280nm

检 测 ， 金 银 花 和 4 种 山 银 花 的 DNA 浓 度 在 110耀130 ng/滋L 的 范

围 内 ， A260/A280 的 比 值 均 在 1.8耀1.9 范 围 内 ， 均 能 保 证 后 续 实

时 荧 光 PCR实 验 的 要 求 。 （ 见 表 2）

2.2 有效性检测 5种 药 材 （ 金 银 花 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、 灰

毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 ） 所 提 取 的 DNA进 行 内 参 荧 光 检 测 后 ，

均 出 现 荧 光 扩 增 曲 线 ， Ct 值 均 小 于 35 ， 空 白 对 照 无 扩 增 曲 线 ，

说 明 提 取 的 DNA适 用 于 实 时 荧 光 PCR扩 增 。 （ 见 表 3）

表 2 金银花和 4种山银花 DNA的浓度和纯度 （x依s）

药 材 名 称 n 浓 度 /（ ng/滋L） A260/A280

金 银 花 3 123.2依3.9 1.80依0.08

红 腺 忍 冬 3 124.6依5.9 1.80依0.13

华 南 忍 冬 3 119.5依5.1 1.85依0.10

灰 毡 毛 忍 冬 3 114.6依3.4 1.84依0.11

黄 褐 毛 忍 冬 3 117.2依3.3 1.81依0.13

表 3 5种药材核酸提取物的有效性检测结果

样 本 名 称 内 参 检 测 结 果

金 银 花 阳 性

红 腺 忍 冬 阳 性

华 南 忍 冬 阳 性

灰 毡 毛 忍 冬 阳 性

黄 褐 毛 忍 冬 阳 性

空 白 对 照 （ H2O） 阴 性

2.3 特异性检测 将 金 银 花 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍

冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的 核 酸 提 取 物 分 别 用 金 银 花 、 红 腺 忍 冬 、 华

南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 引 物 探 针 的 PCR 反 应 体 系

进 行 扩 增 ， 特 异 性 结 果 见 表 4 。 5 种 样 品 提 取 的 核 酸 经 金 银 花

反 应 体 系 检 测 后 ， 仅 金 银 花 产 生 了 “ S ” 型 荧 光 扩 增 曲 线 ； 5 种

样 品 提 取 的 核 酸 经 红 腺 忍 冬 反 应 体 系 检 测 后 ， 仅 红 腺 忍 冬 产

生 了 “ S ” 型 荧 光 扩 增 曲 线 ； 5 种 样 品 提 取 的 核 酸 经 华 南 忍 冬 反

应 体 系 检 测 后 ， 仅 华 南 忍 冬 产 生 了 “ S ” 型 荧 光 扩 增 曲 线 ； 5 种

样 品 提 取 的 核 酸 经 灰 毡 毛 忍 冬 反 应 体 系 检 测 后 ， 仅 灰 毡 毛 忍

冬 产 生 了 “ S” 型 荧 光 扩 增 曲 线 ； 5 种 样 品 提 取 的 核 酸 经 黄 褐 毛

忍 冬 反 应 体 系 检 测 后 ， 仅 黄 褐 毛 忍 冬 产 生 了 “ S ” 型 荧 光 扩 增

曲 线 。

2.4 检出限检测 以 制 备 好 的 金 银 花 和 山 银 花 中 红 腺 忍 冬 、

华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 DNA 样 本 作 为 模 板 ， 按

“ 1.7 ” 的 方 法 ， 进 行 实 时 荧 光 PCR 扩 增 。 当 DNA 样 本 稀 释 浓 度

为 0.01% 及 以 下 时 ， Ct 值 大 于 35； 当 DNA 样 本 稀 释 浓 度 为 0.1%

及 以 上 时 ， 均 有 明 显 扩 增 曲 线 且 Ct 值 小 于 35 。 因 此 确 定 0.1%

作 为 本 方 法 的 检 出 限 。

2.5 多重实时荧光PCR检测 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛

忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的 混 合 样 品 （ 比 例 1颐1颐1颐1） 进 行 多 重 实 时 荧

光 PCR 检 测 后 的 结 果 表 明 ， 4 种 山 银 花 均 能 在 多 重 实 时 荧 光

PCR反 应 体 系 的 对 应 荧 光 信 号 通 道 中 产 生 Ct 值 臆35 的 典 型 荧

光 扩 增 曲 线 。 表 明 能 成 功 采 用 多 重 荧 光 实 时 PCR 方 法 在 一 个

反 应 体 系 里 面 同 时 检 测 出 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍 冬

和 黄 褐 毛 忍 冬 混 合 成 分 。 （ 见 表 5 、 图 1耀4）

表 4 5种药材核酸提取物的特异性检测结果

药 材 名 称 金 银 花 探 针 （ c y 5 ） 检 测 结 果 红 腺 忍 冬 探 针 （ h e x ） 检 测 结 果 华 南 忍 冬 探 针 （ t e x a s r e d ） 检 测 结 果 灰 毡 毛 忍 冬 探 针 （ f a m ） 检 测 结 果 黄 褐 毛 忍 冬 探 针 （ c y 5 ） 检 测 结 果

金 银 花 阳 性 阴 性 阴 性 阴 性 阴 性

红 腺 忍 冬 阴 性 阳 性 阴 性 阴 性 阴 性

华 南 忍 冬 阴 性 阴 性 阳 性 阴 性 阴 性

灰 毡 毛 忍 冬 阴 性 阴 性 阴 性 阳 性 阴 性

黄 褐 毛 忍 冬 阴 性 阴 性 阴 性 阴 性 阳 性
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图 1 多重实时荧光 PCR检测混合样品中红腺忍冬的荧光扩增曲线

图 2 多重实时荧光 PCR检测混合样品中华南忍冬的荧光扩增曲线

图 3 多重实时荧光 PCR检测混合样品中灰毡毛忍冬的荧光扩增曲线

图 4 多重实时荧光 PCR检测混合样品中黄褐毛忍冬的荧光扩增曲线
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表 5 山银花混合样品的多重实时荧光 PCR检测结果

检 测 靶 标 平 均 Ct值

红 腺 忍 冬 （ Hex） 22.04

华 南 忍 冬 （ Texas Red） 30.08

灰 毡 毛 忍 冬 （ FAM） 15.98

黄 褐 毛 忍 冬 （ Cy5） 21.26

2.6 定量标准曲线的制作结果 金 银 花 和 4 种 山 银 花 的 5 个

浓 度 目 的 基 因 标 准 质 粒 DNA溶 液 的 荧 光 定 量 PCR 试 验 结 果 见

表 6。

表 6 金银花和 4种山银花的实时荧光定量检测结果

不 同 浓 度 DNA质 粒 的 平 均 Ct值

浓 度 1 浓 度 2 浓 度 3 浓 度 4 浓 度 5

金 银 花 13.69 17.09 20.43 24.31 27.48

红 腺 忍 冬 10.57 13.84 17.10 20.19 23.38

华 南 忍 冬 15.10 18.60 21.89 25.07 28.28

灰 毡 毛 忍 冬 13.48 16.82 20.27 23.93 27.19

黄 褐 毛 忍 冬 16.56 20.01 23.61 26.89 29.84

本 研 究 使 用 吟Ct 法 进 行 相 对 定 量 ， 质 粒 DNA 浓 度 的 对 数

值 与 其 对 应 的 Ct值 呈 线 性 关 系 ， 以 Ct 值 为 纵 轴 、 质 粒 DNA 浓 度

的 对 数 值 为 横 轴 得 到 回 归 方 程 ， 由 试 验 结 果 得 出 ： 金 银 花 的

实 时 荧 光 定 量 PCR 的 标 准 曲 线 方 程 为 ： y=-3.481 4x+43.3070，

R2=0.999 2 ， 图 5为 该 标 准 曲 线 ； 红 腺 忍 冬 的 实 时 荧 光 定 量 PCR

的 标 准 曲 线 方 程 为 ： y=-3.197 8x+42.4750， R2=0.999 9， 图 6为 该

标 准 曲 线 ； 华 南 忍 冬 的 实 时 荧 光 定 量 PCR的 标 准 曲 线 方 程 为 ：

y=-3.282 6x+39.0820 ， R2=0.999 6， 图 7 为 该 标 准 曲 线 ； 灰 毡 毛

忍 冬 的 实 时 荧 光 定 量 PCR 的 标 准 曲 线 方 程 为 ： y=-3.454 7x+

42.4780， R2=0.999 7 ， 图 8 为 该 标 准 曲 线 ； 黄 褐 毛 忍 冬 的 实 时 荧

光 定 量 PCR 的 标 准 曲 线 方 程 为 ： y=-3.345 3x+41.552 0 ， R2=

0.998 7， 图 9 为 该 标 准 曲 线 。 y 为 Ct值 ， x 为 lg（ 质 粒 DNA拷 贝 数 ） ，

求 得 x值 后 再 计 算 出 DNA拷 贝 数 。 因 此 ， 可 通 过 将 样 本 提 取 DNA

后 荧 光 定 量 检 测 的 Ct 值 代 入 标 准 曲 线 的 公 式 中 ， 计 算 得 到 药

材 提 取 的 核 酸 溶 液 中 金 银 花 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍

冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 的 目 的 基 因 定 量 检 测 结 果 。 以 上 研 究 结 果 表

明 ， 金 银 花 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 、 灰 毡 毛 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬

的 引 物 和 探 针 在 目 的 基 因 定 量 检 测 方 面 具 有 较 好 的 检 测

能 力 。

图 5 金银花目的基因定量检测标准曲线

图 6 红腺忍冬目的基因定量检测标准曲线

图 7 华南忍冬目的基因定量检测标准曲线

图 8 灰毡毛忍冬目的基因定量检测标准曲线

图 9 黄褐毛忍冬目的基因定量检测标准曲线

3 讨 论

由 于 金 银 花 价 格 昂 贵 ， 市 场 上 常 有 用 山 银 花 假 冒 或 混 淆

金 银 花 的 现 象 。 两 者 虽 然 在 药 理 作 用 上 有 一 定 共 性 ， 但 在 某

些 药 理 作 用 上 两 者 还 是 有 一 定 差 异 ， 如 山 银 花 中 存 在 致 敏 反

应 的 皂 苷 成 分 ， 而 金 银 花 中 皂 苷 则 不 会 导 致 过 敏 反 应 [23-24]。 目

前 《 中 华 人 民 共 和 国 药 典 》 虽 已 有 金 银 花 与 山 银 花 的 鉴 别 方

法 ， 但 该 方 法 检 测 灵 敏 度 较 低 ， 成 本 高 ， 对 检 验 人 员 专 业 技 术

水 平 要 求 较 高 ， 不 便 于 广 泛 快 速 筛 查 。 因 此 为 保 证 临 床 用 药

安 全 ， 建 立 快 速 、 简 便 、 灵 敏 度 好 的 检 测 方 法 是 十 分 必 要 的 。

本 研 究 建 立 了 能 对 金 银 花 和 山 银 花 （ 灰 毡 毛 忍 冬 、 红 腺 忍 冬 、

华 南 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 ） 的 核 酸 进 行 准 确 高 效 提 取 的 方 法 ，

提 取 到 了 适 用 于 实 时 荧 光 定 量 的 DNA 。 本 研 究 通 过 软 件 设

计 出 了 5 个 物 种 用 于 实 时 荧 光 定 量 PCR的 特 征 性 引 物 和 探 针 ，

并 合 成 了 引 物 和 4 种 添 加 不 同 荧 光 标 记 信 号 的 探 针 产 品 。 本

研 究 使 用 实 时 荧 光 定 量 PCR 技 术 ， 采 用 5 种 引 物 探 针 组 经 实

时 荧 光 PCR反 应 体 系 后 分 别 成 功 检 出 金 银 花 和 山 银 花 （ 灰 毡

毛 忍 冬 、 红 腺 忍 冬 、 华 南 忍 冬 和 黄 褐 毛 忍 冬 ） 成 分 ， 同 时 分 别

研 究 出 了 5 个 物 种 的 检 出 限 和 目 的 基 因 定 量 标 准 曲 线 。 与 传

统 理 化 鉴 别 方 法 相 比 ， 本 研 究 的 TaqMan 探 针 法 特 异 性 好 、 灵

敏 度 高 ， 不 仅 可 以 鉴 别 药 材 及 饮 片 ， 还 可 以 鉴 别 金 银 花 制 剂

样 本 名 称
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中 原 料 药 材 的 真 伪 。 由 于 药 材 生 产 加 工 、 运 输 中 ， 不 同 原 料 或

产 品 间 存 在 交 叉 污 染 的 可 能 性 ， 且 分 子 鉴 定 技 术 的 方 法 有 极

高 的 灵 敏 度 [25]， 因 此 ， 不 能 离 开 定 量 而 简 单 定 性 ， 避 免 误 判 。

本 研 究 采 用 多 重 荧 光 定 量 PCR 技 术 ， 能 在 一 个 反 应 体 系

中 一 次 性 成 功 检 测 出 山 银 花 的 所 有 种 源 ， 全 过 程 大 约 2 h 。 该

方 法 和 传 统 方 法 相 比 不 但 节 省 了 检 测 原 料 及 试 剂 成 本 ， 还 大

大 缩 短 了 检 测 时 间 [26]， 特 别 是 为 涉 及 金 银 花 掺 假 的 食 品 药 品

安 全 应 急 执 法 检 测 提 供 了 较 为 可 靠 且 快 捷 的 补 充 方 法 。
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