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利用聚合酶链式反应限制性片段长度多态性鉴别桃儿七 

1 引言 

1.1 本方法载列利用聚合酶链式反应限制性片段长度多态性（polymerase chain reaction-

restriction fragment length polymorphism，简称PCR-RFLP）鉴别桃儿七（Sinopodophyllum 

hexandrum （Royle） Ying）。 

注：Podophyllum emodi （Wall.） Ying 是Sinopodophyllum hexandrum （Royle） Ying的

异名。 

1.2 桃儿七为小檗科桃儿七属植物。根据《中医药条例》（第549章）及香港中药材标准，药

材鬼臼（桃儿七）为植物桃儿七的干燥根和根茎。 

1.3 鬼臼的主要混淆品包括威灵仙和龙胆。威灵仙的主要来源为毛茛科植物威灵仙 Clematis 

chinensis Osbeck、棉团铁线莲  Clematis hexapetala Pall. 和东北铁线莲  Clematis 

manshurica Rupr. 的干燥根和根茎；龙胆的主要来源为龙胆科植物龙胆 Gentiana scabra 

Bge 或坚龙胆 Gentiana rigescens Franch 的干燥根和根茎。由于鬼臼及其混淆品外观相

似，因此过往曾发生误将鬼臼当作威灵仙或龙胆服用的中毒事件。 

1.4 本方法包含两个分别使用不同引物的测试： 

1.4.1 内部阳性扩增对照测定法（internal positive amplification control assay，简称 IPAC） 

用于确保所测试样本的基因组DNA是可扩增的。IPAC利用通用引物进行聚合酶

链式反应（polymerase chain reaction，简称PCR），与植物的部分叶绿体 DNA 区

域结合，并呈现阳性扩增。 

1.4.2 鉴别测定法（differentiation test，简称 DT）首先利用引物进行PCR，与叶绿体DNA 

区域ATP synthase CF0 subunit I（简称atpF）结合，然后以限制酶EcoRI进行限制

性消化，产生桃儿七特异性的脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic acid，简称DNA）

图谱。 

1.5 本方法分为以下步骤：IPAC和DT：（1）样本制备和DNA提取；（2）PCR扩增目标DNA

区域；（3）凝胶电泳分析PCR产物；DT：（4）限制性消化PCR产物；（5）凝胶电泳分析

限制性消化后的PCR产物。 

1.6 本方法适用于完整的原药材。 

2 安全预防措施 
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2.1 本方法涉及使用危险物品。使用者有责任在处理相关物品时，根据物质安全数据表采取

适当的防护措施，并戴上护眼及护手装备。如有需要，在抽气柜或生物安全柜进行分析。 

3 试剂及材料 

3.1 在可行的情况下，所使用的化学品或试剂须为分子生物或PCR等级。分析用水必须为分

子生物等级。在可行的情况下，所使用的化学品、试剂及水须进行高压灭菌。操作人员

须全程戴上无粉手套。建议使用含滤芯的移液器吸头以避免交叉污染。制备PCR试剂的

层流柜，必须提供高效能空气微粒子过滤的单向空气，以防止污染。 

3.2 《补充数据》载有本方法进行验证时所使用的试剂及材料，以供参考。 

4 器具 

4.1 《补充数据》载有本方法进行验证时所使用的仪器及器具，以供参考。 

5 一般步骤 

《补充数据》载有完整的实验步骤。对照应按第7段所述与样本同步进行检测，以检查分

析试剂或样本之间有否出现DNA污染。 

5.1 配制样本 

5.1.1 配制样本、提取阳性对照（EPC，参考第7.1段）及提取空白对照（EBC，参考第

7.2段）。继续第5.2段。 

5.2 DNA提取 

5.2.1 为取得质量足以进行PCR分析的DNA提取物，建议从药材中去除以下成分： 

5.2.1.1 核糖核酸（RNA）；  

5.2.1.2 多糖，例如纤维素、淀粉； 

5.2.1.3 蛋白质； 

5.2.1.4 脂质；以及 

5.2.1.5 色素，例如酚类化合物。 

5.2.2 使用分光亮度法计算DNA提取物的量，然后把DNA浓度均一化。继续第5.3段。 
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5.3 PCR分析 

5.3.1 以PCR阴性对照（PNC，参考第7.3段）作为对照，对样本、EPC和EBC的DNA（参

考第5.2.2段）进行PCR，扩增目标DNA区域。《补充资料》载有建议的引物对及

PCR条件。 

5.3.2 完成PCR后，使用凝胶电泳法检查PCR产物的谱带长度及数目。 

5.4 限制性消化分析 

5.4.1 以限制性消化阴性对照（RDNC，参考第7.4段）作为对照，对样本和EPC的PCR

产物进行限制性消化。《补充资料》载有建议的限制酶及限制性消化条件。 

5.4.2 完成限制性消化后，使用凝胶电泳法检查限制性消化产物的谱带长度及数目。 

6 结果分析 

6.1 为确定样本是否桃儿七，样本必须于内部阳性扩增对照测定法（IPAC）（参考第6.1.1段）

和鉴别测定法（DT）（参考第6.1.2段）均应呈现阳性扩增。若其中任何一项测试结果为

阴性，则无法确定样本为桃儿七。 

6.1.1 IPAC的结果分析是透过检视PCR分析所得的DNA谱带图谱，确定所测试样本的基

因组DNA是否可扩增的： 

 

6.1.2 DT的结果分析是透过检视限制性消化分析所得的DNA谱带图谱，区分桃儿七与

其混淆品种（包括威灵仙、东北铁线莲、棉团铁线莲、龙胆、坚龙胆）： 

 物种 限制性消化分析所得的

DNA 谱带图谱 

结果 

(a) （1）桃儿七（S. hexandrum） 2 条谱带，长度分别约 180

个碱基对及约 260 个碱基对 

阳性 

(b) （1）威灵仙（C. chinensis） 

（2）东北铁线莲（C. manshurica） 

（3）棉团铁线莲（C. hexapetala） 

（4）龙胆（G. scabra） 

（5）坚龙胆（G. rigescens） 

1 条谱带，长度约 440 个碱

基对 

阴性 

 PCR 分析所得的 DNA 谱带图谱 结果 

(a) 1 条谱带，长度约 130 个碱基对 阳性 

(b) 无谱带 阴性 
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6.2 质量控制 

6.2.1 当重复样本在PCR分析或限制性消化分析中出现不一致的结果时，表明样本只含

有少量目标DNA，可能触及检测下限。对于不确定的数据，须重复分析以确认检

测结果。 

6.2.2 品质控制参数（包括EPC、EBC、PNC、RDNC）须在PCR分析中获得预期的扩增

（参考第6.3段），以及须在限制性消化分析中获得预期的PCR产物切割（参考第

6.4段），以确保测试结果有效。控制参数须显出第7段所述的预期表现，若任何控

制参数的结果跟其预期表现不一致，须重复分析。 

6.3 PCR分析的扩增 

6.3.1 须以目视方式检查PCR分析中获得的DNA谱带来评估扩增。 

6.3.2 当观察到符合列定长度的DNA谱带（参考S6—IPAC：约130个碱基对；DT：约260

个碱基对）时，扩增被视为阳性。 

6.3.3 当观察不到符合列定长度的DNA谱带（参考第6.3.2段）时，扩增被视为阴性。 

6.3.4 当样本和EPC的扩增是阴性，表示： 

6.3.4.1 在 DNA 提取过程中，可能同时分离出存在于样本基质内的抑制物。在这

种情况下，浓度均一化后的 DNA（参考第 5.2.2 段）在加入 PCR 预混液前

须进行稀释，并须重复 PCR 分析；或进一步纯化 DNA 提取物（参考第

5.2.1 段）（参见 S3）及浓度均一化纯化后的 DNA 提取物，并须重复 PCR

分析；或 

6.3.4.2 DNA 提取物（参考第 5.2 段）可能已严重降解或被破坏，导致可扩增的

DNA（参考第 5.2.2 段）量低于检测下限。在这种情况下，须重复 PCR 分

析，并增加浓度均一化的 DNA（参考第 5.2.2 段）的投入量。 

6.3.5 若执行了第6.3.4.1段或第6.3.4.2段的措施后，PCR分析的扩增仍维持阴性，须中止

分析。待修正问题后重新开始分析。 

6.4 限制性消化分析的PCR产物切割 

6.4.1 须以目视检查限制性消化分析中获得的DNA谱带来评估PCR产物切割。 

6.4.2 当观察到1条长度约180个碱基对和1条长度约260个碱基对的DNA谱带时，PCR产

物切割被视为阳性。 

6.4.3 当出现以下情况，PCR产物切割被视为阴性： 
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6.4.3.1 观察不到1条长度约180个碱基对和1条长度约260个碱基对的DNA谱带，

但却观察到1条长度约440个碱基对的DNA谱带；或 

6.4.3.2 观察不到任何DNA谱带。 

6.4.4 当在样本和EPC观察不到DNA谱带（参考第6.4.3.2段），这可能表明PCR产物的投

入量低于检测下限。在这种情况下，须重复限制性消化分析，并增加PCR产物的

投入量。 

7 质量控制参数 

测试的分析性能是根据质量控制标准来进行评估，以确保分析结果可接受，并且满足方

法的目的。为确保符合质量控制计划，根据 DNA 分析人员的合理的处理能力，使用者

应决定在每批次的适当样本数量。每批样本或每 15 个样本（以较少者为准）须执行以

下系统控制。 

7.1 提取阳性对照（EPC）：至少1个桃儿七的参考物质须纳入分析，数量以2个为佳。作为阳

性对照，EPC须于整个分析程序与样本一同处理。 

可接受标准：预期的观察结果须为： 

7.1.1 PCR分析的扩增为阳性；及 

7.1.2 限制性消化分析的PCR产物切割为阳性。 

7.2 提取空白对照（EBC）：至少1个提取空白对照须纳入分析，数量以2个为佳。作为空白对

照，EBC须于DNA提取过程中与样本一同处理。 

可接受标准：PCR 分析的扩增须为阴性。 

7.3 PCR阴性对照（PNC）：至少1个PCR阴性对照（在PCR分析中以水代替DNA）须纳入分

析，数量以2个为佳。 

可接受标准：PCR 分析的扩增须为阴性。 

7.4 限制性消化阴性对照（RDNC）：作为切割空白对照，至少1个限制性消化阴性对照（在

限制性消化分析中以水代替PCR产物）须纳入分析，数量以2个为佳。 

可接受标准：限制性消化分析的 PCR 产物切，不得顯出 DNA譜帶（參考第 6.4.3.2段）。

割须为阴性。 

7.5 至少1个随机的重复样本对照须纳入分析，并须于整个分析程序与样本一同处理。 

可接受标准：样本与重复样本的分析结果须为一致。 
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7.6 质量控制结果不符合上述规定的可接受标准时，须重新进行分析，直至符合标准。否则

应停止分析。在重新开始分析前识别并解决问题。 
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