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基于特异性 PCR 鉴别维药蜘蛛香及其混淆品  
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摘要：目的  建立一种快速鉴别蜘蛛香 V. jatamansi 和混淆品欧细辛 A. europaeum、细辛 A. heterotropoides 的特异性聚合酶

链式反应（PCR）方法。方法  通过 Mega 6.0 软件对蜘蛛香、欧细辛和细辛的 ITS2 序列进行对比，寻找差异位点设计特异

性引物，优化 PCR 反应条件，并对该方法的专属性和适用性进行考察。结果  蜘蛛香特异性 PCR 鉴别方法，采用引物对 F-

T/R-T、退火温度 58 ℃、循环次数 28 次，经 PCR 扩增和凝胶电泳后蜘蛛香在约 151 bp 处得到特异性条带，而混淆品无此

条带，此外该方法最低可检测出 DNA 质量浓度为 0.1 ng/µL 的样品。结论  所建立的特异性 PCR 方法可准确、快速对蜘蛛

香及其混淆品进行鉴别，为维药蜘蛛香的用药安全提供保障。 
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Identification of uighur medicine Valeriana jatamansi and its adulterants by 

specific PCR 
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Abstract: Objective  To establish a specific polymerase chain reaction (PCR) method for the rapid identification of Valeriana 

jatamansi and its adulterants Asarum europaeum and Asarum heterotropoides. Methods  The ITS2 sequences of V. jatamansi, A. 

europaeum and A. heterotropoides were compared by Mega 6.0 software to find differential sites to design specific primers, optimise 

the PCR reaction conditions and examine the specificity and applicability of the method. Results  V. jatamansi specific PCR 

identification method, using primer pair F-T/R-T, annealing temperature of 58 ℃, the number of cycles 28 times, after PCR 

amplification and gel electrophoresis V. jatamansi specific bands at about 151 bp, while the adulterants have no bands, in addition, the 

method can detect samples with a minimum DNA concentration of 0.1 ng/µL. Conclusion  The established specific PCR method can 

accurately and rapidly identify V. jatamansi and its adulterants, and provide a guarantee for the safety of the medication of traditional 

Uighur V. jatamansi. 
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蜘蛛香 Valeriana jatamansi Jones 为忍冬科

（（Caprifoliaceae）缬草属 Valeriana L.植物，收录于

（《中国药典》2015 年版[1]，是新疆维吾尔医药中常用

药材[2]。其药性为二级干热，具有补脑、安神、健

胃、舒肝、燥湿利水、止咳平喘的功效，常用于治

疗胸闷气结、神经衰弱、失眠、高血压、咳嗽气喘、

心脏病、肠胃疼痛和尿闭诸症。蜘蛛香以干燥根茎
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入药，主要分布于我国河南、湖北、四川、云南、

贵州等省，同时在巴基斯坦、印度等国也有分布[3]。 

在新疆维吾尔医药中，由于药材大部分依赖进

口，药材来源不确定以及多语言环境下的名称翻译不

准确，导致药材名称的混乱[4-5]。特别是蜘蛛香药材与

马兜铃科（Aristolochiaceae ）的欧细辛 Asarum 

europaeum L.和其代用品细辛 A. heterotropoides F. 



·9166· 中草药 2025 年 12 月 第 56 卷 第 24 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 December Vol. 56 No. 24 

   

Schmidt 的混用现象尤为突出。尽管三者在维语中

均称为“Asarum”，但它们分属不同的科和属，具

有不同的药性、功能主治、药理作用和化学成分，

因此不可互相替代。此外，三者植株外形相似，

需要专业人员进行鉴别，然而，其市场混用根源

在于几个药材名称混用，干燥根茎的描述与药材

名称往往不符，极大阻碍了蜘蛛香和欧细辛、细

辛的有效鉴别。因此，为改善蜘蛛香与欧细辛、

细辛的混淆现象，亟需建立一种科学、快速、简

便的鉴别方法[6-8]。 

近年来，药材基原鉴定技术发展迅速，其中特异

性聚合酶链式反应（PCR）技术已成为一种成熟的药材

基原鉴别方法。该技术具备简单快速、灵敏度高、特异

性强的优势，无需测序即可实现高效鉴别，广泛应用于

中药材、中药饮片及中药配方颗粒基原鉴定[9-12]。基于

此，对蜘蛛香和欧细辛、细辛的 ITS2 序列进行分析，

依据三者的差异位点片段设计特异性引物对，建立蜘

蛛香的特异性 PCR 鉴别方法，以确保维药蜘蛛香药材

的用药准确性和安全性。 

1  材料 

1.1  仪器 

DYY-6C 型电泳仪（北京市六一仪器厂）；Gel Doc 

XR+型凝胶成像仪（美国Bio-Rad公司）；TProfessional

型梯度 PCR 扩增仪（德国 Biometra 公司）；C-1000TM

型 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）；Gentier 96E 型梯度

PCR 扩增仪（中国天隆科技公司）；N60 型超微量紫

外分光光度计（德国 Implen 公司）；JM1000 型电子天

平（余姚纪铭称重校验设备有限公司）；5424 型低温

冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司），UPC-I-10T 型纯

水仪（中国优普公司）。 

1.2  试剂及样品 

Easy Taq DNA 聚合酶（批号 AP111-11，北京

全式金生物技术股份有限公司）、Ex Taq（批号

RR001A，TaKaRa 公司），Taq DNA 聚合酶（批号

ET101-01-01，北京天根生化科技有限公司），DNA

凝胶快速纯化试剂盒（（批号 EG101，北京全式金生

物技术股份有限公司）、CTAB（（批号 DS950，白鲨

生物），琼脂糖（批号 162135，上海贝晶生物技术

有限公司），DNA 提取酚试剂（批号 T0250，北京

索莱宝科技有限公司），0.5 mol/L EDTA 溶液（（批号

E1170，北京索莱宝科技有限公司），1 mol/L Tris-HCl

缓冲液（批号 T1150，北京索莱宝科技有限公司），

Ezup 柱式植物基因组 DNA 提取试剂盒（批号

B518261，生工生物工程有限公司），蜘蛛香对照药

材（（批号 121179-201002）购自中国食品药品检定研

究院，引物由生工生物工程上海股份有限公司合

成，其他试剂均为国产分析纯。样品收集来自药店

购买、野外采集，由新疆维吾尔自治区药物研究所

国家青年岐黄学者何江研究员鉴定为蜘蛛香 V. 

jatamansi Jones、欧细辛 A. europaeum L.、细辛 A. 

heterotropoides F. Schmidt、凭证标本保存于新疆维

吾尔自治区药物研究所（表 1）。 

表 1  不同产地蜘蛛香及欧细辛、细辛等相关药材样品信息 

Table 1  Information sheet on samples of V. jatamans, A. 

europaeum, A. heterotropoides and other related herbs of 

different origins 

编号 药材名 来源 产地 

VJ0 蜘蛛香 标本 中国云南 

VJ1 蜘蛛香 干燥药材根 中国 

VJ2 蜘蛛香 干燥药材根 中国四川 

VJ3 蜘蛛香 干燥药材根 中国新疆 

VJ4 蜘蛛香 干燥药材根 伊朗 

VJ5 蜘蛛香 干燥药材根 伊朗 

VJ6 蜘蛛香 干燥药材根 伊朗 

VJ7 蜘蛛香 干燥药材根 伊朗 

VJ8 蜘蛛香 干燥药材根 伊朗 

VJ9 蜘蛛香 干燥药材根 中国新疆 

VJ10 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ11 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ12 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ13 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ14 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ15 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ16 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ17 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ18 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ19 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ20 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ21 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ22 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ23 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ24 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ25 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ26 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ27 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ28 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ29 蜘蛛香 干燥药材根 巴基斯坦 

VJ30 蜘蛛香 干燥药材根 中国新疆 

VJ31 蜘蛛香 干燥药材根 中国四川 

AE1 欧细辛 干燥叶、根 英国 

AE2 欧细辛 干燥叶、根 英国 

AE3 欧细辛 干燥叶、根 英国 

AE4 欧细辛 干燥叶、根 英国 

AH0 细辛 标本 中国辽宁 

AH1 细辛 干燥药材根 中国辽宁 

AM 苕叶细辛 干燥药材根 中国四川 

AH2 细辛 野外采集 中国辽宁 

AS 汉城细辛 野外采集 中国辽宁 
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2  方法 

2.1  DNA 提取 

取样品，用 75%乙醇擦拭表面，晾干，加入液氮

用研钵研磨成细粉，取约 20 mg。参考改良的 CTAB

法提取样品 DNA[13]，该方法将 CTAB 法与天根试剂

盒相结合进行 DNA 提取，对该方法进行改动，步骤

3～5 为改动步骤，具体步骤如下：（1）加入 800 µL

核分离液，静置 3 min 后 12 000 r/min 离心 5 min，弃

上清；（2）加入 800 µL 55 ℃预热的 2×CTAB 缓冲溶

液、25 µL的 10 mg/mL蛋白酶K、10 µL的20 mg/mL 

RNaseA，于55 ℃水浴2 h；（3）取出样品12 000 r/min

离心 5 min，取水相加入 600 µL 氯仿混匀后 12 000 

r/min 离心 5 min，取水相；（4）加入等体积的氯仿-酚

（1∶1）混匀后 12 000 r/min 离心 5 min，取水相；（5）

加入等体积的氯仿-异戊醇（24∶1）混匀后 12 000 

r/min 离心 5 min，取水相；后续步骤按照生工 Ezup 柱

式植物基因组 DNA 提取试剂盒中的 4～8 步进行提

取。所得 DNA 用微量紫外分光光度计测定浓度和纯

度，将得到的 DNA 溶液于 4 ℃冰箱保存。 

2.2  ITS2 序列扩增及特异性引物设计 

对样品的 ITS2 序列进行 PCR 扩增。ITS2 序列

引物选择陈士林主编的《中药 DNA 条形码分子鉴

定指导原则》中植物药 DNA 条形码 ITS2 序列通用

引物 [14]，名称分别为 ITS2-F（ 5’-ATGCGATA- 

CTTGGTGTGAAT-3’ ）、 ITS2-R （ 5’-GACGCTT- 

CTCCAGACTACAAT-3’）。PCR 反应体积 25 µL，

包括 2 µL DNA 模板，0.25 µL DNA 聚合酶（全

式金），2.5 µL 10×buffer，2 µL dNTP，上下游引

物各 0.5 µL（10 µmol/L），用 ddH2O 补足。扩增

程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 1 min，

55℃退火 90 s，72 ℃延伸 90 s，运行 35 个循环；

72 ℃延伸 7 min。产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳

检测，在 130 V 电压的条件下电泳 30 min，将有

明亮条带的扩增产物纯化并送至上海生工进行

双向测序。 

将蜘蛛香及其混淆品测序所得的 ITS2 序列用

Mega 6.0 软件进行多序列对比，发现蜘蛛香与欧细

辛、细辛之间存在大量的差异位点见图 1，基于差

异位点利用 Primer Premier 6.0 软件设计蜘蛛香特异

性引物。上游引物：5’-GGTCGAATATGTCCTC- 

TGT-3’；下游引物：5’-CCTCCGCTTATTGATATGC-

3’，目标序列为 151 bp。引物由上海生工合成。 

 

箭头为特异性正反引物。 

Arrows denote specific forward and reverse primers. 

图 1  蜘蛛香 (VJ0)、欧细辛 (AE1)、细辛 (AH0)、苕叶细辛 (AM)、汉城细辛 (AS) ITS2 基因序列比对结果 

Fig. 1  Results of ITS2 gene sequence comparison of V. jatamansi (VJ0), A. europaeum (AE1), A. heterotropoides (AH0), A. 

maximum (AM), and A. sieboldii (AS) 

2.3  PCR 扩增条件优化 

PCR 扩增采用 25 µL 体系，包括 1 µL DNA 模

板，0.25 µL DNA 聚合酶，2.5 µL 10×buffer，2 µL 

dNTP，上下游引物各 0.5 µL 特异引物，用 ddH2O

补足，进行扩增，PCR 扩增程序：94 ℃预变性 5 

min；94 ℃变性 30 min，55 ℃退火 30 s，72 ℃延
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伸 30 s，运行 30 个循环；72 ℃延伸 5 min。产物取

5 µL与 1 µL 6×loading buffer 混匀后于染色的 1.5%

琼脂糖凝胶进行电泳检测，并记录结果。 

对影响 PCR 特异性的主要因素如退火温度

（（50～64 ℃）、循环次数（27～32 次）、DNA 模板

浓度（（0.05～20 ng/µL）进行优化。为确保实验的准

确性，每组实验均设置空白对照，用蜘蛛香对照药

材为模板进行条件优化，并对引物的特异性和不同

电压进行考察确保方法的准确性。 

2.4  方法耐受性考察 

分别使用不同厂家的 Taq 酶：TRANS®、

TIANGEN®、TAKARA®；以及不同厂家的 PCR 仪：

Biometra®、Bio-Rad®、TIANLONG®对优化后的蜘蛛

香特异性 PCR 鉴别方法进行耐受性考察；检查不同

厂家 Taq 酶以及仪器对方法的影响。 

2.5  方法适用性考察 

对样品进行特异性 PCR 扩增，并进行适用性

检测，检测所建立方法的稳定性和准确性。 

3  结果与分析 

3.1  测序结果分析及邻接法树构建 

测序结果用 CExpress 软件进行校对拼接，去除

低质量序列及引物区。基于隐马尔可夫模型的注释

方法将所有序列去除两端的 5.8 S 和 28 S 区段[15]，

获得 ITS2 间隔区序列，由于样品并非全部测序成

功，因此选择其中测序质量较好的 14 批代表性样

品的序列在 Mega 6.0 软件中进行对比。用邻接法

（（neighbor-joining，NJ）构建系统聚类树，设置

bootstrap1000 次重复，检验各分支支持率。由图 2

可知 ITS2 序列将蜘蛛香与欧细辛、细辛分成 2 类，

符合前者与后者属于不同科的植物学分类结果，此 
 

 

图 2  基于 ITS2 序列构建 NJ 树 

Fig. 2  N-J tree constructed based on ITS2 sequences 

外细辛属下的欧细辛和细辛也被分成 2 类，分支支

持率均大于 65%，表明 ITS2 序列对蜘蛛香、欧细

辛以及细辛有较好的区分效果。 

3.2  特异性 PCR 鉴别反应条件的确定 

3.2.1  退火温度考察结果  分别设置退火温度为

50、52、54、56、58、60、62 ℃，以质量浓度为 10 

ng/µL 的蜘蛛香对照药材为模板进行扩增，结果见图

3。当退火温度在 50～60 ℃时蜘蛛香对照药材在 151 

bp 处出现条带，空白无条带，且未出现非特异性扩

增。考虑退火温度越高特异性越强，故选择 58 ℃为

最佳退火温度。 

 

M-Marker；1-50 ℃；2-52 ℃；3-54 ℃；4-56 ℃；5-58 ℃；6-60 ℃；

7-62 ℃；8-64 ℃；N-空白对照。 

M-Marker; 1-50 ℃; 2-52 ℃; 3-54 ℃; 4-56 ℃; 5-58 ℃; 6-60 ℃; 

7-62 ℃; 8-64 ℃; N-blank control. 

图 3  退火温度对蜘蛛香特异性 PCR 鉴别的影响 

Fig. 3  Effect of annealing temperature on specific PCR 

identification of V. jatamansi 

3.2.2  循环次数考察结果  在退火温度为 58 ℃时，

分别设置循环次数为 27、28、29、30、31、32 次，以

质量浓度为 10 ng/µL 的蜘蛛香对照药材为模板，对循

环次数进行考察，结果见图 4。当循环次数为 28～32

次时均可扩增出目标序列，低于 28 次则会扩增失败，

故选择 28 次循环为最佳循环次数。 

 

M-Marker；1-27 循环；2-28 次循环；3-29 次循环；4-30 次循环；

5-31 次循环；6-32 次循环；N-空白对照。 

M-Marker；1-27 cycle；2-28 cycle；3-29 cycle；4-30 cycle；5-31 

cycle；6-32 cycle；N-blank control. 

图 4  循环次数对蜘蛛香特异性 PCR 鉴别的影响 

Fig. 4  Effect of number of cycles on specific PCR 

identification of V. jatamansi 
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3.2.3  模板浓度考察结果  按上述考察后方法，将

蜘蛛香对照药材的 DNA 产物稀释为 20、10、2、1、

0.1、0.05 ng/µL 作为模板进行扩增，结果见图 5。

结果表明蜘蛛香对照药材 DNA 在低于 0.1 ng/µL 时

会检测不到产物，且当质量浓度大于 1 ng/µL 时条

带明亮清晰，因此在使用该方法时推荐 DNA 模板

质量浓度大于 1 ng/µL。 

 

M-Marker; 1-20 ng·µL−1；2-10 ng·µL−1；3-2 ng·µL−1；4-1 ng·µL−1；

5-0.1 ng·µL−1；6-0.05 ng·µL−1；N-空白对照。 

M-Marker; 1-20 ng·µL−1; 2-10 ng/µL; 3-2 ng·µL−1; 4-1 ng·µL−1; 5-0.1 

ng·µL−1; 6-0.05 ng·µL−1; N-blank control. 

图 5  DNA 模板量对蜘蛛香特异性 PCR 鉴别的影响 

Fig. 5  Effect of DNA template usage on specific PCR 

identification of V. jatamansi 

3.2.4  准确性考察结果  按建立的特异性 PCR 方

法，以 10 ng/µL 的蜘蛛香对照药材为阳性对照，对

浓度均为 10 ng/µL 的蜘蛛香、欧细辛、细辛药材进

行检测，固定电泳时间为 30 min，对不同电压进行

考察，结果见图 6。结果显示在建立的特异性 PCR  
 

 

M-Marker；1～2-蜘蛛香；3～4-欧细辛；5～6-细辛；N-空白对照。 

M-Marker; 1—2-V. jatamansi Jones; 3—4-A. europaeum L.; 5—6-A. 

heterotropoides F. Schmidt; N-blank control. 

图 6  特异性引物 (A) 和电压 (B) 对蜘蛛香特异性 PCR

鉴别的影响 

Fig. 6  Effect of specific primer (A) and volts (B) on 

specific PCR identification of V. jatamansi 

方法下，只有蜘蛛香能在 151 bp 处扩增出条带，证

实该特异性引物对鉴别蜘蛛香、欧细辛和细辛的准

确性；且对电压的考察结果显示，电压会影响

Marker 的分离效果，在同样的电泳时间下，电压越

小，Marker 条带的分离效果越好，而对特异条带的

检测并无影响。 

3.3  方法耐受性考察结果 

3.3.1  不同厂家 Taq 酶对特异性 PCR 的影响  以

10 ng/µL 蜘蛛香对照药材 DNA 为模板，用 3 种不

同厂家的 Taq DNA 聚合酶，对最终优化的蜘蛛香特

异性 PCR 反应方法进行考察，结果见图 7。结果显

示使用天根和全式金厂家的 Taq 酶能够扩出明亮的

条带，但 TaKaRa 的 Taq 酶和空白对照均未扩增出

目的条带，这表明不同厂家 Taq 酶对该方法影响较

大，在使用该方法进行鉴别时需要对不同厂家的酶

进行筛选。 

 

M-Marker；1-全式金公司；3-天根公司；5-Takara 公司；2、4、N-

空白对照。 

M-Marker; 1-TransGen; 3-Tiangen; 5-Takara; 2, 4, N-blank control. 

图 7  Taq 酶厂家对蜘蛛香特异性鉴别的影响 

Fig. 7  Effect of different manufacturers of Taq polymerases 

on specific PCR identification of V. jatamansi  

3.3.2  不同 PCR 仪器对特异性 PCR 的影响  以 10 

ng/µL 蜘蛛香对照药材 DNA 为模板，用 3 个厂家

的 PCR 仪器，对最终优化的蜘蛛香特异性 PCR 反

应方法进行考察，结果见图 8。结果显示 3 种仪器

均能有效扩增出目的条带，表明该方法对仪器的依

赖性较低，国产仪器同样能够满足检测需求。 

3.4  蜘蛛香特异性 PCR 鉴别方法建立 

建立蜘蛛香特异性 PCR 鉴别方法，反应条件

如下：体系总体积为 25 µL，包括 1 µL DNA 模板

（≥1 ng/L），0.25 µL Taq DNA 聚合酶（北京全式

金或天根），2.5 µL 10×buffer，2 µL dNTP，上下游

引物各 0.5 µL（10 µmol/L），ddH2O 补足。PCR 扩

增程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，运行 28 个循环；72 ℃ 
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M-Marker；1-德国 Biometra 公司；3-中国天隆科技公司；5-美国

BIO-RAD 公司；2、4、N-空白对照。 

M-Marker; 1-Biometra; 3-TianLong; 5-BIO-RAD; 2, 4, N-blank 

control. 

图 8  仪器对蜘蛛香特异性 PCR 鉴别的影响 

Fig. 8  Effect of different kinds of PCR thermocyclers on 

specific PCR identification of V. jatamansi  

延伸 5 min。剔除 DNA 质量较差的 VJ22、VJ25、

AH1，同时对其余 38 批样品进行扩增，结果见图

9。只有蜘蛛香可在 151 bp 处扩增出单一条带，混

淆品以及空白对照无条带产生，表明该方法能够有

效的区分蜘蛛香与混淆品。 

 

M-Marker；1～30-VJ0~VJ21、VJ23～VJ24、VJ~26～VJ31; 31～

34-AE1～AE4; 35～36-AH0、AH2; 37-AM; 38-AS; N-空白对照。 

M-Marker; 1—30-VJ0—VJ21、VJ23—VJ24、VJ—26~VJ31; 31—

34-AE1—AE4; 35—36-AH0、AH2; 37-AM; 38-AS; N-blank control. 

图 9  38 批样品鉴别结果 

Fig. 9  Identification results of 38 batches of samples  

4  讨论 

目前，分子鉴定方法在中药材鉴定领域得到

广泛应用，因其准确且迅速的鉴定效果，能够实现

大通量药材的检测，从而弥补传统鉴别方式对专业

鉴别人员的依赖[16-20]。作为植物鉴定的 DNA 候选

条形码有 ITS、ITS2、psbA-trnH 等[21]，课题组前

期对 DNA 条形码多个序列进行了扩增，其中 ITS、

ITS2、psbA-trnH 序列扩增成功，由于蜘蛛香干药

材根茎基因组降解严重，导致多批药材扩增 ITS 序

列困难[22]，psbA-trnH 序列则因为通用引物对细辛

的特异性差[23]，无法扩增其 psbA-trnH 序列，不适合

作为建立特异性 PCR 方法的靶序列。其中，ITS2 序

列是 3 种药材扩增成功率最高的序列，通过对样品的

测序结果分析，发现在 ITS2 序列中存在足够的差异

位点，可用于设计特异性引物，故选择 ITS2 序列作

为建立鉴别蜘蛛香的特异性 PCR 方法的靶序列。 

市面上的药材在外形相似易混淆以及名不符

实等情况下，对药材进行 DNA 条形码鉴别是一个

有效的方式，但进行 DNA 条形码鉴别的前提是成

功提取药材的基因组。干燥药材的基因组提取产

物受药材部位、放置时间、干燥方式等因素的影

响，导致提取的 DNA 含量较低，且质量无法满足

通用引物扩增的要求。前期研究发现蜘蛛香药材

的根茎中富含淀粉、多酚和多糖等物质，这些物

质会降低蜘蛛香 DNA 的提取质量，并抑制后续

的 PCR 扩增[24-25]。而特异性 PCR 反应设计特异性

引物，根据目的序列的长度、电泳有无条带进行药

材的鉴别。特异性引物可以通过数据库中的特征序

列或药材测序结果进行设计[26]，通过设计特异性较

强的特异性引物，和扩增片段较小的序列，来降低

对药材 DNA 质量的要求，达到快速准确鉴别蜘蛛

香干燥药材的目的。 

特异性引物的设计和 PCR 反应体系是特异性

PCR 鉴别方法的关键，遵循特异性引物设计原则，

正反引物的 GC 含量分别为 47.4%、47.4%，Tm 分

别为 56.3、59.6 ℃，引物 3’端与模板进行严格的配

对，降低 PCR 失败几率。且以蜘蛛香与混淆品存在

连续多个的差异位点片段为正向引物，进一步提高

引物的特异性。 

综上，基于蜘蛛香、欧细辛和细辛的 ITS2 序

列设计的特异性引物，建立鉴别维药蜘蛛香与其混

淆品欧细辛、细辛的特异性 PCR 方法，该方法能够

准确地区分蜘蛛香及其混淆品，为维药蜘蛛香的用

药安全提供快速、准确的分子鉴别手段。 
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