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利用多學科的鑒
別 手 段 來 識 別

中藥材
中成藥分析

遺傳訊息
DNA分子鑒別

文獻研究
來源鑒別

外貌特徵
性狀鑒別

組織、細胞或內含物等
特徵

顯微鑒別

化學成分
理化鑒別
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何謂DNA分子鑒別

動物類

真菌/蕨/海藻類

角、肉、血、皮、毛、鱗片等

植物類 根丶莖丶花丶果丶葉丶種子等

菌絲体、子實体、孢子
丶複合體

根據遺傳物質DNA在不同生物之間的差異來鑒別生物物種 (物種來源)

細胞

含有鑒別特徵的遺傳密碼
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以DNA技術互補現有的中藥材鑒別方法

無法作中藥材的品質評估

不適用於礦物類中藥材

相對其他鑒別方法，操作步驟較多

分辨能力強

生物各部位的DNA訊息一致

品種混雜、多來源品種的中藥材

無獨特化學成分標記

Contents
Title

DNA鑒別技術特點 DNA鑒別技術短處

不能分別藥用部位

基源品質管理
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DNA技術在中藥基源品質
管理上可發揮的作用

• 鑒別半加工原料 (失去外型特
徵、藥材粉末)更顯優勢

• 磨粉後製成的膠囊劑

作為起始物料作的鑒別手段
01

多基源中藥材含有多於一個植物品種，
例如黃連(Coptis chinensis), 三角葉黃
連(Coptis deltoidea)

鑒別多基源的中藥材，有助符
合國外的註冊要求02

洋金花(Datura metel) vs 鬧羊花
(Rhododendron molle)

品種混雜、容易混淆
03

動物藥，例如鹿茸

有效成分無法確定的問題
(無獨特化學成分標記的中藥材)04

6



中國藥典2010版
首次發佈烏梢蛇、蘄蛇、川貝母的DNA指紋圖譜方法作為中藥鑒別的有效補
充方䅁

2015, 2020 版第四部
<< 9107 中藥材DNA條碼分子鑒定法指導原則>>

英國藥典2017版補充章節
利用DNA條形碼方法作為草藥鑒別的工具
鑒別聖羅勒 (Ocimum tenuiflorum)

分別黃柏(Phellodendron chinense) 及其替代品或攙雜品關黃柏
(Phellodendron amurense)

美國藥典2014
指導原則作為補充方法鑒別植物藥

FDA 2016業界指引
接授DNA條形碼方法可用於原材料物種鑒別

HOKLAS
Supplementary criteria No 43. "Chinese Medicine" and "Food" - Species 
Identification by DNA Sequencing for Authentication Purpose

全球及內地對DNA
測試的新發展趨勢

中藥材存在多基原物種及同名異物、同物異名等
問題，鑒於傳統基原鑒定、性狀鑒定、顯微鑒定
和理化鑒定方法存在局限性，為保證中藥材臨床

應用安全、準確、有效，有必要增加中藥材
DNA分子鑒定法。

確保中藥材臨床應用的安全和效用
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政府中藥檢測中心
 開展“建立中藥材參考DNA序列庫”研究計劃

 研究計劃旨在制訂中藥材的「DNA條形碼檢測法」和建立一個中藥材參考

「DNA序列庫」作鑒別用途

 透過「DNA條形碼檢測法」建立中藥材和基原動/植物物種之間的遺傳可溯

源性，保障中藥材臨床應用的安全和效用

 以《中華人民共和國藥典》(2015年版)的《中藥材DNA條形碼分子鑒定法指

導原則》作為技術藍本，並根據香港實驗所認可計劃的品質管理規定，驗證

及建立了「DNA條形碼檢測法」及一套可獲認可的DNA測試方法及品質管理

系統
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https://www.cmro.gov.hk/html/b5/useful_information/g
cmti/research/testing_methods/index.html

植物類藥材DNA條
形碼檢測法
GCMTI RD-5: 2020

簡介

試劑及材料

儀器

一般程序
(試樣製備、DNA 提取、PCR
擴增DNA條形碼、DNA 測序、
測序後分析)

品質控制參數
QC
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https://www.cmro.gov.hk/html/b5/useful_information/
gcmti/research/dna_sequences/CMMR_SL.html

中藥材參考DNA序列庫

樣本資訊

樣本圖片

三個DNA
條形碼

GCMTI館藏
實驗室編號、產地、相對應臘
葉標本或中藥材樣本編號

憑證樣本(包括臘葉標本、
經鑒別中藥材樣本)

核糖體內部轉錄間隔區2 
(internal transcribed 
spacer 2 of nuclear 
ribosomal RNA, ITS2)、
葉綠體psbA-trnH基因間區
(chloroplast intergenic 
psbA-trnH spacer (psbA-
trnH))
葉綠體二磷酸核酮糖羧化酶
大鏈(chloroplast ribulose 
bisphosphate carboxylase 
large chain, rbcL)

01

02

03

01
03

02

10



廣認授性
測試方法

多國藥典認定「DNA條形
碼檢測法」是物種鑒別的
直接及有效方法；研究題
材切合業界需要

高追溯性及高可靠性
DNA數據庫源於慿証樣本

憑證樣本(臘葉標本和中藥
材樣本)具良好資料記錄，
提高｢DNA序列庫」之遺傳
可追溯性及真確性

可轉移性
測試質控

設計配合本地測試認可要求；測試
方法及｢DNA序列庫」供免費參考使
用，讓中藥及檢測業界掌握新的知識和
測試技術，從而提高檢測業界的專業水
準及國際認受性以開拓新的經濟機遇；
更可推動中藥檢測認證產業的發展

多選擇性
供物種鑒別用的DNA區域

提供3個供物種鑒別用的
DNA條形碼的檢測方法及
DNA參考序列

含有鑒別特徵的遺傳密碼

研究計劃特點

11



高追溯性及真確性

DNA數據庫源於慿証樣本

臘葉標本

中藥材樣本

現有GCMTI館藏、獨立編號、良好資料記錄

• “香港中藥材標準”蒐集
的臘葉標本

• 專家鑒別及附鑒定標籤

“香港中藥材標準”蒐集的
中藥材樣本，已驗證:
• 性狀分析
• 顯微分析
• 理化分析

01

02
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廣認授性
測試方法

多國藥典認定「DNA條形
碼檢測法」是物種鑒別的
直接及有效方法；研究題
材切合業界需要

高追溯性及高可靠性
DNA數據庫源於慿証樣本

憑證樣本(臘葉標本和中藥
材樣本)具良好資料記錄，
提高｢DNA序列庫」之遺傳
可追溯性及真確性

可轉移性
測試質控

設計配合本地測試認可要求；測試
方法及｢DNA序列庫」供免費參考使
用，讓中藥及檢測業界掌握新的知識和
測試技術，從而提高檢測業界的專業水
準及國際認受性以開拓新的經濟機遇；
更可推動中藥檢測認證產業的發展

多選擇性
供物種鑒別用的DNA區域

提供3個供物種鑒別用的
DNA條形碼的檢測方法及
DNA參考序列

含有鑒別特徵的遺傳密碼

研究計劃特點
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原理
DNA條形碼分子鑒定法

 DNA條形碼分子鑒定法是利用基因組中

一段公認的、相對較短的DNA序列來進

行物種鑒定的一種分子生物學技術，是

傳統形態鑒別方法的有效補充

 透過讀出或偵測這些不同的序列，可以

對物種作出區分

 鑒別有明確的判斷標準，測試結果具高

重複性，不同實驗室得出的數據可進行

比對

遺傳物質

 生物的藍圖

 腺嘌呤(A)、鳥嘌呤(G)、胞嘧啶(C)、胸腺嘧

啶(T)四種化合物組成

 A, T, C, G 按不同排列次序組成，稱為DNA序

列

 不同物種、甚至不同個體的DNA序列不相同

核酸擴增技術

核酸測序技術
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核酸擴增技術
聚合酶鏈式反應
(Polymerase chain 
reaction, PCR)
 是一種用於擴增特定DNA片段

的分子生物學技術，而至細胞

低含量DNA可達到檢測的水平

 特異性依賴於與目的DNA片段

兩端互補的寡核苷酸引物組合

(Oligonucleotide primer pair)

 現時DNA檢測方法的核心技術

15
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PCR Buffer
Mg2+核酸擴增技術

聚合酶鏈式反應
(Polymerase chain 
reaction, PCR)
構建反應系統
 模板DNA (Template DNA)

 引物組合 (Primer pair)

 PCR緩冲液（其中需要Mg2+) (PCR master mix 

included Mg2+)

 DNA聚合酶 (Taq DNA Polymerase)

 dNTP混合物 (dNTP mix)

引物組合
 PCR擴增技術的重要部份

 一對約18-30個碱基(bp)的寡核苷酸

 界定DNA擴增範圍

 引物組合需跟DNA模板可互補(結合)，否則PCR

無法進行

DNA條形碼 DNA條形碼的位置

ITS2
• 位於植物5.8S和28S核糖體核糖核酸(ribosomal RNA)之間的內部轉錄間隔區

2 (ITS2)，是核糖體 RNA (rRNA)基因非轉錄區的一部分。
• 進化速率較快，一般用於研究屬間、種間甚至居群間等較低分類等級的系統

關係

psbA-
trnH

• 位於葉綠體基因組光系統II反應中心蛋白D1(psbA)和組氨酸運轉核糖核酸
(trnH)之間的一段非編碼區區域

• 該間區進化速率較快，常用於植物屬間、種間的系統發育研究

rbcL
• 位於擬南芥(Arabidopsis thaliana)葉綠體基因組(NCBI登記號NC_000932)二

磷酸核酮糖羧化酶大鏈(rbcL)的5端方向第1至599個鹼基(除去引物結合位點
後，則位於第27至579個鹼基)

• 進化速率較慢，常用於探討科級和科級以上等級的系統發育問題

ITS2

psbA-trnH

rbcL

本方法引物範圍
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核酸擴增技術
聚合酶鏈式反應
(Polymerase chain 
reaction, PCR)

温度升降循環
 變性 (denature)

 退火 (annealing)

 延申 (extension)

 退火温度影響引物組合及模板DNA

的結合

PCR 熱循環儀
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核酸擴增技術
聚合酶鏈式反應
(Polymerase chain 
reaction, PCR)

核酸序列形成的基礎
 核酸是由許多核苷酸單位通過3’,5’-磷

酸二酯鍵(3’,5’-phosphodiester 

linkage)連接

 即由前一核苷酸的3’-OH與下一位核苷

酸的5’位磷酸間形成，構成一個線性大

分子

 核酸是具方向性的長鏈狀化含物,多核苷

鏈的兩端,一端稱為5'端,另一端稱為3'端

引物

目標DNA片段

DNA聚合酶

目標DNA片段的複製鏈

dATP

dGTP

dCTP

dTTP

腺嘌呤(A)
鳥嘌呤(G)
胞嘧啶(C)
胸腺嘧啶(T)

P P P

OH H

堿基

3´羥基

核糖

磷酸根

dNTP (去氧核糖核苷酸三磷酸
Deoxynucleoside triphosphate)

P P P

OH H

堿基

3´羥基

核糖

磷酸根

正向引物

反向引物
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核酸擴增技術
聚合酶鏈式反應
(Polymerase chain 
reaction, PCR)

模板DNA

擴增範圍

引物組合

PCR

1  2   3  4   5  6   7 +ve  -ve
瓊脂糖凝膠電泳法

目標DNA片段

瓊脂糖凝膠電泳法 (Agarose gel 

electrophoresis)
 根據DNA分子大小來分離和識別目

的DNA片段的的技術

 檢測DNA依賴於所使用的螢光染色

方法

 一般可檢測出及分離數纳克 20bp-

10kb長度DNA
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核酸測序技術
桑格測序 (Sanger 
sequencing)

腺嘌呤(A)
鳥嘌呤(G)
胞嘧啶(C)
胸腺嘧啶(T)

 也被稱作雙脫氧終止法

構建反應系統
 目標DNA片段

 反應體系緩沖液

 使用單一引物

 樣本分別進行正向及反向引物分析

 DNA聚合酶

 dNTP/ddNTP螢光混合物

 dNTP 與 ddNTP 相對濃度的調節，使反應擴

增得到一組長幾百至幾千堿基的鏈終止產物

P P P

OH H

堿基

3´羥基

核糖

磷酸根

引物

P P P

H H

堿基

核糖

磷酸根

dNTP (去氧核糖核苷酸三磷酸
Deoxynucleoside triphosphate)

ddNTP (雙脫氧核苷三磷酸 Dideoxy
nucleoside triphosphate )

目標DNA片段

DNA聚合酶

目標DNA片段的複製鏈 當遇到ddNTP時，由於ddNTP缺乏延伸所需要的3-OH基團，
使延長的寡聚核苷酸選擇性地在G、A、T或C處終止

延申 終止延申

ddTTP

ddTTP

20

PCR

要兩條引物

只要dNTP

產物只有一條片段

測序

只用一條引物

需要dNTP和ddNTP

產物是系列片段

測序與PCR的區別

https://www.google.com/url?sa=i&url=https://www.pngfind.com/mpng/JRxbTT_check-mark-clip-green-check-mark-png-cartoon/&psig=AOvVaw0oPbHC07UCmMzAwo2Th8AZ&ust=1625127678556000&source=images&cd=vfe&ved=0CAoQjRxqFwoTCKiXkcX2vvECFQAAAAAdAAAAABAJ
https://www.google.com/url?sa=i&url=https://www.pngwing.com/en/free-png-zflwf&psig=AOvVaw1cVBTdpINwneZyLvDpC1U6&ust=1625127293852000&source=images&cd=vfe&ved=0CAoQjRxqFwoTCLjxwY31vvECFQAAAAAdAAAAABAD


核酸測序技術
桑格測序 (Sanger 
sequencing)

毛細管電泳法
 測序PCR的產物是一系列長短不等的片段，

片段之間依次只相差一個堿基

 通過電泳，將測序產物按長短排列，根據螢

光的顏色讀出每個片段的最後一個堿基，得

到DNA序列

基因分析儀 - 毛細管電泳

AC TC AC AC T AAC T A G CAC T A G

C A T A G C T G T T T C C T G … … … N
原DNA序列

螢光探測器

毛細管陣列 (聚合物及電緩衝液)

雷射光束

AC T A G

AC

AC T

AC T A

AC T A G C ddCTP

ddGTP

ddATP

ddTTP

ddTTP

因為ddNTP分別螢光標致了4個不同顏色，所以
4種終止物可以在一起進行循環測序反應
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方法介紹
• 方法步驟
• 品質控制
• 方法學考察
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方法步驟

DNA提取 PCR擴增
DNA條形碼

DNA測序 測序後
分析

試樣製備

•研磨

•自動化DNA提取工作站
•離心柱 DNA 提取法

• PCR 擴增 3 個條形碼
• PCR 產物檢測
• PCR 產物純化

• DNA 循環測序反應
• DNA 測序產物純化
•電泳純化 DNA 測序產物
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儀器及設備

金屬研缽和
研杵

剪刀及鑷子 球磨儀、
研磨球、
研磨管

恒溫混勻儀

電泳系統 自動毛細管DNA
遺傳分析儀

PCR熱循
環儀

紫外/可見
光分光光度

計

離心機 自動化DNA
提取工作站

不銹鋼研
磨器

DNA提取試樣製備

PCR擴增 DNA測序

自動化液體處
理工作站

層流櫃

24
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試劑及材料

生物信息學軟件
例如:
Applied Biosystems測序分析軟件, 
CodonCode Aligner, 
Applied Biosystems序列掃描儀軟件
BioEdit生物序列排列編輯器

DNA 循環測序和電泳
BigDye  Terminator v3.1 循環測序試劑盒, 
BigDye  XTerminatorTM 純化試劑盒, 
POP-7聚合物 3500 系列或 3730xl 基因分析儀.
毛細管陣列, 緩衝液

PCR 產物純化
DNA 除雜和濃縮套裝, Tris-EDTA (TE) 緩衝液

電泳
自動化電泳儀:

DNA 高分辨率試劑盒, 50-800 bp DNA 標準物, 
15 bp/1 kb DNA比對標記物

傳統電泳儀:
TBE緩衝液, 琼脂糖, 凝膠染色劑, 上樣緩衝液, 

100 bp DNA 標準物

聚合酶鏈反應
Taq 聚合酶套裝, dNTPs套裝, D – (+) – Trehalose

dihydrate, 超純水

引物組合:
CP03F / CP03R, ITS2F / ITS3R, 

psbAF / trnHR, rbcLaF / rbcLaR

DNA提取
蛋白酶K, α-澱粉酶,核糖核酸酶A 

自動化液體處理工作站: 
TopElute液, QIAGEN QIAsymphony DNA 提取套裝

離心柱 DNA 提取法:
GuSCN, NaCl, Tris-HCl, EDTA, Trizma base, Triton X-100, 

Tween-20, HCl
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引物組合
引物名稱 引物方向 引物序列 (5’-3’) 擴增物長度

(bp)
目標區域

CP03F 正向 5’ – CGG ACG AGA ATA AAG ATA GAG T – 3’
~ 123 植物葉綠體DNA片段

CP03R 反向 5’ – TTT TGG GGA TAG AGG GAC TTG A – 3

ITS2F 正向 5’ – ATG CGA TAC TTG GTG TGA AT – 3’
~ 500 植物內部轉錄間隔區2 (ITS2)

ITS3R 反向 5’ – GAC GCT TCT CCA GAC TAC AAT – 3’

psbAF 正向 5’ – GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C – 3’
~ 500 葉綠體psbA-trnH基因間區(psbA-

trnH)trnHR 反向 5’ – CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC – 3’

rbcLaF 正向 5’ – ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAA GC – 3’
~ 600 葉綠體二磷酸核酮糖羧化酶大鏈

(rbcL)rbcLaR 反向 5’ – GTA AAA TCA AGT CCA CCR CG – 3’

ITS2

psbA-trnH

rbcL
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操作流程 - 試樣製備

• 切出部分組織並放入消毒過的黃銅研缽中，用杵研成粉末

• 或可用不銹鋼研磨器磨將組織磨碎成粉末

• 稱取約 100 mg 原材料粉末
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操作流程 - DNA提取

自動化DNA提取離心柱式DNA提取

28

樣本
粉抹

分離溶液
及組織

樣品裂
解液

恆溫
混勻

DNA
吸附

漂洗 純化
DNA

DNA
洗脫

珠子
吸附

漂洗 磁力
分離

純化
DNA



操作流程 - DNA提取
利用紫外-可見光分光光度計評估DNA提取物純度

230nm

260nm

280nm

波長 (nm) 吸光度最強的物質
215 ‐ 230 常用緩衝液和溶劑

260 核酸
280 芳香族胺基酸

 DNA提取物純度
 A260/A280

 A260/A230 

 DNA提取物濃度均一化至10 ng/µL
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操作流程 - PCR擴增DNA條形碼
PCR試劑條件

目標DNA
植物葉綠體DNA片段 ITS2 psbA-trnH rbcL

試劑 最終濃度 最後濃度 最後濃度 最後濃度

DNA範本 20 ng 30 ng 30 ng 30 ng

10X PCR緩衝液(不含Mg2+) 1 X 1 X 1 X 1 X

50 mM MgSO4 1.5 mM 2.0 mM 2.0 mM 2.5 mM

5 mM dNTPs 0.2 mM
@ dNTP

0.2 mM
@ dNTP

0.2 mM 
@ dNTP 0.05 mM @ dNTP

10%海藻糖 - - - 5%

10 µM 正向引物 0.2 µM 0.1 µM 0.1 µM 0.1 µM
10 µM 反向引物 0.2 µM 0.1 µM 0.1 µM 0.1 µM

Taq DNA聚合酶 (5 U/µL) 0.625 U 
對每次反應

1.0 U
對每次反應

1.0 U
對每次反應

0.6 U
對每次反應

無核酸酶超純水 加無菌超純水至25 µL 加無菌超純水至25 µL 加無菌超純水至25 
µL

加無菌超純水至25 
µL

Taq DNA 聚合酶

引物對

DNA範本

緩衝液

海藻糖

MgSO4

dNTP’s

無核酸酶超純水
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操作流程 - PCR擴增DNA條形碼
PCR反應條件

植物葉綠體DNA片段
溫度 時間 循環次數
95oC 10 分鐘 1
94oC
55oC
72oC

30 秒
30 秒
30 秒

40

72oC 7 分鐘 1
4oC ∞ --

ITS2
溫度 時間 循環次數
94oC 5 分鐘 1
94oC
56oC
72oC

30 秒
30 秒
45 秒

40

72oC 10 分鐘 1
4oC ∞ --

psbA-trnH
溫度 時間 循環次數
94oC 5 分鐘 1
94oC
56oC
72oC

1 分鐘
1 分鐘

1.5 分鐘
30

72oC 7 分鐘 1
4oC ∞ --

rbcL
溫度 時間 循環次數
94oC 4 分鐘 1
94oC
55oC
72oC

30 秒
30 秒
1 分鐘

35

72oC 10 分鐘 1
4oC ∞ --
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操作流程 - PCR 產物檢測
瓊脂糖凝膠電泳儀
自動化電泳儀

• 2%瓊脂糖
• TBE緩沖液
• 凝膠染色劑
• 100 bp DNA 標準物
• 上樣量: 5 μL PCR擴增物
• 凝膠成像系統

瓊脂糖凝膠電泳儀 自動化電泳儀
• 憑借毛細管電泳（CE）高分辨、高靈敏地分離DNA
樣品

• 自動化電泳儀應用一次性的多功能卡夾可在1小時內
分析多至96 個樣品

• 50-800 bp DNA分子大小標記
• 15 bp/1 kb DNA校正試劑
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電泳檢測PCR產物 - 結果判定
電泳後通過螢光信號來判斷結果

引
物
對
為

C
P0

3F
 /

 C
P0

3R
 

植
物

D
N

A
 質
量
控
制
的

PC
R

 
產
物

引
物
對
為

IT
S2

F 
/ 

IT
S3

R
樣
本
獲

PC
R
獲
得
的

IT
S2
條
帶

引
物
對
為

ps
bA

F
/ 

tr
nH

R
樣
本
獲

PC
R
獲
得
的

ps
bA

-
tr

nH
條
帶

引
物
對
為

rb
cL

aF
/ 

rb
cL

aR
樣
本
獲

PC
R
獲
得
的

rb
cL
條
帶

電泳檢測 PCR 產物的結果

用途

C
P

03
F 

/ 
C

P
03

R
引
物
對

IT
S2

F 
/ 

IT
S3

R
引
物
對

p
sb

A
F

/ 
tr

n
H

R
引
物
對

rb
cL

aF
/ 

rb
cL

aR
引
物
對

PCR
產物
長度
(bp)

植物葉綠體DNA片段測試 a + ~123

ITS2測試 b + ~500

psbA-trnH測試 b + ~500

rbcL測試 b + ~600

註解: 

a = CP03F / CP03R 引物對用於檢查可擴增的植物 DNA。“+”表
示PCR陽性結果，DNA條帶無需進行後續 DNA 序列分析。

b = “+”表示檢測到的目標DNA條帶，其PCR產物需通過後續DNA
序列分析作進排序。
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操作流程 - 核酸測序
PCR純化
循環測序

PCR擴增 PCR純化 循環測序 測序純化 毛細管電泳 數據分析

試劑 最終濃度

BigDye  Terminator v3.1 循環測序試劑 0.25X

BigDye 測序緩衝液 0.75X

正向或反向引物 (用於 PCR 的相同引物) 0.16 pmol/µL

純化PCR產物 約 25-35 ng

無核酸酶超純水 最終容量至 20 µL

溫度 時間 循環次數

96 °C 1 分鐘 1

96 °C
50 °C
60 °C

10 秒
5 秒

4 分鐘 25

4 °C ∞ --

DNA循環測序反應條件DNA循環測序試劑條件
• PCR 產物應進行雙向測序，即每
一樣本分別進行正向及反向引物
循環測序

• 基於雙向測序，每個 DNA 條形碼
應獲得兩個電泳圖
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操作流程 - 核酸測序
測序純化
毛細管電泳

PCR擴增 PCR純化 循環測序 測序純化 毛細管電泳 數據分析

• 去除從測序反應後的殘留物 (未結合
的終止子和鹽，還可以去除反應中
的染料斑)，而避免信号强度下降及
干擾

• 應使用適當純化試劑盒, 按照試劑盒
的建議, 進行DNA 測序產物純化程
式

測序反應純化

• 使用自動化毛細管電泳DNA測序儀, 將純化DNA測序產物
進行雙向測序分析, 而獲取DNA條形碼的核苷酸序列

電泳純化 DNA 測序產物

正向序列 反向序列

35



操作流程 - 測序後分析
例如:
Applied Biosystems (ABI) 測序分析軟件
CodonCode Aligner
Applied Biosystems (ABI) 序列掃描儀軟件
BioEdit生物序列排列編輯器

使用適當的生物資訊學軟件, 進行鹼基識
別、修剪和編輯以處理測序原始數據和測
序峰圖品質控制

• 去除兩端低質序列
• 去除引物後峰圖的平均Q值需大於20
• 一般情況下,正反向測序峰圖應有足夠的重疊區
域以獲得一致性序列

• 不一致堿基的確定依據Q值的高低

測序峰圖質量評估

• 使用工具對一致性序列進行注釋
• 取得ITS2序列

標注 ITS2序列

http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/
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參考DNA序列
https://www.cmro.gov.hk/html/b5/useful_information/gcmti/research/btc/DNA_sequences.html

人參
Panax ginseng

西洋參
Panax quinquefolium

三七
Panax notoginseng

桔梗
Platycodon grandiflorum
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參考DNA序列
三七資料表
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品質控制
檢查每次測試是否符合品質控制要求以確定測試結果的有效性

DNA提取 PCR擴增
DNA條形碼

DNA測序 測序後
分析

試樣製備

• 為確保測試方法在使用時能有足夠的監控, 在方法中必須加入適當質控程序

• 使用者應按能力去決定每批次可處理的供試品數量, 按方法規定實行系統質控計劃

(QC plan)
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品質控制
本方法的品質控制參數

DNA提取 PCR擴增
DNA條形碼

DNA測序 測序後
分析

試樣製備

提取陽性對照 (Extraction positive control)

提取空白對照 (Extraction blank control)

隨機平行雙樣 (Random sample duplicate)

PCR 空白對照 (PCR negative control)

循環測序陽性對照(Sequencing positive control) 

循環測序空白對照(Sequencing negative control)
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Extraction positive control (EPC)

 提取陽性對照是已鑒別的藥材對
照物

 與同一批次供試品一起進行測試

 在整個分析過程中(從DNA提取、
PCR分析到DNA測序) 獲得陽性
結果

品質控制
本方法的品質控制參數

DNA提取 PCR擴增
DNA條形碼

DNA測序 測序後
分析

試樣製備

提取陽性對照 (Extraction positive control)

提取空白對照 (Extraction blank control)

隨機平行雙樣 (Random sample duplicate)

Extraction positive control (EPC)

 反映提取過程是否成功

 在名PCR系統中應獲得一條預期
大小的DNA條帶並在電泳圖上出
現陽性結果

 在DNA序列分析中，獲得與參考
DNA序列的相似度 ≥ 98%

Extraction negative control (ENC)

 提取陰性對照是試管不加入任何
樣品或對照品

 與同一批次供試品一起進行測試

 在DNA提取時，位於所有樣品和
提取陽性對照之後

 反映提取過程有否受到污染

 在名PCR系統中應獲得陰性結果，
電泳圖上應為空白

Random sample duplicate control

 隨機重覆樣品與同一批次供試品
一起進行測試

 在整個分析過程中(從DNA提取、
PCR分析到DNA測序)的結果應為
一致
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品質控制
本方法的品質控制參數

DNA提取 PCR擴增
DNA條形碼

DNA測序 測序後
分析

試樣製備

提取陽性對照 (Extraction positive control)

提取空白對照 (Extraction blank control)

隨機平行雙樣 (Random sample duplicate)

PCR 空白對照 (PCR negative control)

PCR 空白對照 (PCR negative control)

 是PCR試管不加入任何樣品或對
照品DNA範本

 與同一批次供試品的DNA樣本一
起進行PCR測試

 反映PCR過程是否被污染

 在名PCR系統中應獲得陰性結果，
即電泳圖上無相應條帶
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質控參數結果判定
電泳圖例子 -植物葉綠體DNA片段測試

泳道編號 類型 結果 /說明

1 樣本A 

陽性結果
產生1條 ~ 123 bp

條帶

2 樣本A 的平行雙樣

3 樣本B 

4 樣本B 的平行雙樣

5 提取陽性對照

6 提取陽性對照的平行雙樣

7 提取空白對照

陰性結果
(無相應條帶)

8 提取空白對照的平行雙樣

9 PCR 空白對照

10 PCR 空白對照的平行雙樣

11 DNA分子大小標記 比對測定
PCR 產物的片段大小12 DNA分子大小標記

1      2     3     4      5     6      7      8      9    10   11    12 
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質控參數結果判定
電泳圖例子 - ITS2 DNA 條形碼

泳道編號 類型 結果 /說明

1 樣本A 

陽性結果
產生1條 ~ 500 bp

條帶

2 樣本A 的平行雙樣

3 樣本B 

4 樣本B 的平行雙樣

5 提取陽性對照

6 提取陽性對照的平行雙樣

7 提取空白對照

陰性結果
(無相應條帶)

8 提取空白對照的平行雙樣

9 PCR 空白對照

10 PCR 空白對照的平行雙樣

11 DNA分子大小標記 比對測定
PCR 產物的片段大小12 DNA分子大小標記

1      2     3     4      5     6      7      8      9    10   11    12 
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質控參數結果判定
電泳圖例子 - psbA-trnH DNA 條形碼

泳道編號 類型 結果 /說明

1 樣本A 

陽性結果
產生1條 ~ 500 bp

條帶

2 樣本A 的平行雙樣

3 樣本B 

4 樣本B 的平行雙樣

5 提取陽性對照

6 提取陽性對照的平行雙樣

7 提取空白對照

陰性結果
(無相應條帶)

8 提取空白對照的平行雙樣

9 PCR 空白對照

10 PCR 空白對照的平行雙樣

11 DNA分子大小標記 比對測定
PCR 產物的片段大小12 DNA分子大小標記

1      2     3     4      5     6      7      8      9    10   11    12 
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質控參數結果判定
電泳圖例子 - rbcL DNA 條形碼

1      2     3     4      5     6      7      8      9    10   11    12 

泳道編號 類型 結果 /說明

1 樣本A 

陽性結果
產生1條 ~ 600 bp

條帶

2 樣本A 的平行雙樣

3 樣本B 

4 樣本B 的平行雙樣

5 提取陽性對照

6 提取陽性對照的平行雙樣

7 提取空白對照

陰性結果
(無相應條帶)

8 提取空白對照的平行雙樣

9 PCR 空白對照

10 PCR 空白對照的平行雙樣

11 DNA分子大小標記 比對測定
PCR 產物的片段大小12 DNA分子大小標記
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品質控制
本方法的品質控制參數

DNA提取 PCR擴增
DNA條形碼

DNA測序 測序後
分析

試樣製備

提取陽性對照 (Extraction positive control)

提取空白對照 (Extraction blank control)

隨機平行雙樣 (Random sample duplicate)

PCR 空白對照 (PCR negative control)

循環測序陽性對照(Sequencing positive control) 

循環測序空白對照(Sequencing negative control)

循環測序陽性對照(Sequencing 
positive control) 

 是循環測序試劑盒內提供的
pGEM-3Zf(+)

 與同一批次供試品的純化PCR產
物樣本一起進行循環測序反應

 反映循環測序的效率及毛細管電
泳分離序列產物的能力

 在DNA序列分析中，獲得與對照
序列相似度 ≥ 98%

循環測序空白對照(Sequencing 
negative control)

 是PCR試管不加入任何純化PCR
產物樣本

 與同一批次供試品的純化PCR產
物樣本一起進行循環測序反應

 反映循環測序過程是否被污染

 在DNA序列分析中，獲得無信號
的原始測序數據
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方 法 學 考 察
 CP2020

9107 中藥材DNA 條碼分子鑒定法

指導原則

 HOKLAS SC-43

"Chinese Medicine" and "Food" -

Species Identification by DNA 

Sequencing for Authentication 

Purpose

香港實驗所認可計劃(HOKLAS)
補充準則
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You can simply impress your audience and 
add a unique zing and appeal to your 
Presentations. Get a modern PowerPoint  
Presentation that is beautifully designed. 

方 法 學 考 察
Rhizoma

(根莖)

Radix 
(根)

Stigma 
(花柱頭)

Cortex 
(根皮)

Fructus 
(果實)

Herba 
(全草)

Flos
(花) 

Semen 
(種子)

Folium 
(葉)

Stamen 
(雄蕊)

Plumula 
(幼葉及胚

根)

Rhizomatis 
Nodus 

(根莖節)

材料
 24不同藥用部位的對照中藥材粉末(NIFDC)

 臘葉標本、經鑒別中藥材樣本

 市售樣本(原藥材)

本方法適用於未經處理或經中度處理的中藥材

單一來源的原藥材或藥材粉末均可
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方 法 學 考 察
比較3種不同原理的DNA提取法
 DNA質量

 植物葉綠體DNA片段測試

 擴增DNA條型碼(PCR成功率 – ITS2)

自動化DNA提取
法

(磁珠提取DNA)

離心柱式DNA提
取法

(柱子及無機溶劑
提取DNA)

DNA提取試劑盒
(柱子及有機溶劑
提取DNA)

紫外分光光
度計檢測
DNA質量

• DNA回收率範圍: 
0.7-60µg/ 50 mg
葯材粉末

• 最低 : 胡椒
• 最高 : 蓮子心

• 整體回收率較佳

• OD260/280:
1.3-1.8

• DNA回收率範圍: 
0.3-36µg /50 mg葯
材粉末

• 最低 : 胡椒
• 最高 : 荷葉

• 整體回收率較佳

• OD260/280:
1.0-1.9

• DNA回收率範圍: 
0.3-16µg /50 mg葯
材粉末

• 最低 : 胡椒
• 最高 : 荷葉

• 整體回收率一般

• OD260/280:
1.4-1.9

植物葉綠體
DNA片段測
試

陽性結果
(全部樣品提取到滿足
後續實驗要求的範本
DNA)

陽性結果
(全部樣品提取到滿足後
續實驗要求的範本DNA)

陽性結果
(全部樣品提取到滿足後
續實驗要求的範本DNA)

DNA條形碼
的檢測 (PCR
成功率 –
ITS2)

全部樣本可得ITS2條
帶

• DNA條帶訊號較強

全部樣本可得ITS2條帶

• 當中少部分樣本需要
稀釋才可獲得條帶

• 有較多樣品產生單一
DNA條帶

全部樣本可得ITS2條帶

• 當中少部分樣本需要
稀釋才可獲得條帶

• DNA條帶訊號較弱
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Rhizoma
(根莖)

Radix 
(根)

Stigma 
(花柱頭)

Cortex 
(根皮)

Fructus 
(果實)

Herba 
(全草)

Flos
(花) 

Semen 
(種子)

Folium 
(葉)

Stamen 
(雄蕊)

Plumula 
(幼葉及胚根

)

Rhizomatis 
Nodus 

(根莖節)
方 法 學 考 察
PCR優化考慮
 不同 [Mg2+]濃度

 添加增效劑,例如海藻糖(Trehalose), BSA, 

DMSO

 熱循環範圍值: 35-40個

PCR條件可達致
1. 產生單一DNA條帶並有足夠擴增物進行後續DNA序

列分析

2. 提高PCR專一性從而減低干擾DNA條帶的產生(不適
用已被外DNA污染的樣本)

單一DNA條帶 含有干擾DNA條帶

植物類 (24)
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方 法 學 考 察
檢測限度
 使用離心柱式DNA提取法及自動化

DNA提取法得出DNA

引物組合 檢測限度
1 ITS2-2F/ ITS2-3R 3 ng 模板DNA

2 psbAF/ trnHR 30 ng 模板DNA

3 rbcLaF/ rbcLaR 3 ng 模板DNA

4 CP 03-F / CP 03-R 20 pg 模板DNA
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方 法 學 考 察
實驗室間比對驗證
 實驗結果在不同實驗室能夠重現，相

同樣品在不同實驗室獲得DNA條形碼

序列應為相同

Lab Test 
samples

Result Number of 
satisfactory 

DNA barcode 
results

Total number 
of DNA 
barcode 
results 

received

Satisfactory %

1 RD333, 
RD334 and 
RD335

100% Percent 
sequence 
identity against 
reference

9 9 100

2 RD339, 
RD340 and 
RD341

100% Percent 
sequence 
identity against 
reference

9 9 100

* One laboratory (Lab 3) submitted satisfactory results using only the manual 
DNA extraction methods after the due date because of the 2019 novel 
coronavirus disease (COVID-19) outbreak threatened in China.

自動化DNA提取法

離心柱式DNA提取法

Lab Test 
samples

Result Number of 
satisfactory 

DNA barcode 
results

Total number 
of DNA 
barcode 
results 

received

Satisfactory %

1 RD336, 
RD337 and 
RD338

100% Percent 
sequence 
identity against 
reference

9 9 100

2 RD342, 
RD343 and 
RD344

100% Percent 
sequence 
identity against 
reference

9 9 100
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操作建議
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污染來源

• 樣本交叉污染
• PCR擴增產物污染
• 樣本被環境污染
• 試劑被污染

污染途徑
PCR產物污染

• 最常見及主要原因
• 經PCR擴增後，濃度高
• PCR擴增物氣懸膠體

- 打開盛載PCR產物的試管
- 移液槍移液

DNA檢測的考慮
樣本與樣
本之間的
污染

一個樣本被一個或多

個其他樣本或DNA提

取物污染

擴增產物
與樣本之
間的污染

一個樣本或DNA提取

物被PCR產物污染
DNA降解 / 污染

•樣本被環境污染

•樣本受被污染
試劑污染

•打開盛載PCR產物
的試管,手套受PCR產
物污染

•使用被PCR產
物污染的移液
槍移液
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• 根據所進行的測試，將實驗室操作環境明確區分成前PCR擴增區域和後PCR擴增區域
• 採用"單向流程"的原則處理樣品，從前PCR擴增區域到後PCR擴增區域

操作流程
前PCR擴增區域 後PCR擴增區域

*試劑準備
(單獨的房間或明確指定的區域)

試樣製備 DNA提取 PCR擴增后期工作
–電泳分析

PCR擴增DNA條形碼 DNA測序
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樣本製備區試劑儲存和準備區 核酸提取區 擴增產物分析區

實驗室環境

• 試劑儲存和準備區為正壓，其餘區域為負壓
• 若受限制需在同一工作室，每個區應有適當設施，防止交叉污染

擴增區

最理想的情況下，不同功能的工作區域劃分在獨立工作室
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監測污染
使用方法的品質控制參數監測污染

DNA提取 PCR擴增
DNA條形碼

DNA測序 測序後
分析

試樣製備

• 提取陽性對照 (Extraction positive control)

• 提取空白對照 (Extraction blank control)

• PCR 空白對照 (PCR negative control)
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防止污染措施
樣本、對照物應與試劑的存放

• 樣本、對照物應與試劑應該分開存放，並事先用適當的消毒劑將儲存容器表面進行擦拭消毒
• 試劑分裝儲存
• 存放測試中間產物在特定的位置
• 不能將PCR擴增物，帶到前PCR區域，污染源頭
• 應保持相關的儲存條件（如冷凍室/冷藏室/乾燥器），以防止儲存物品的降解

樣本 試劑盒對照物 分裝試劑 測試中間產物
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• 專用的操作儀器及設備在特定的工作區區域使用，不可隨意拿到其他區域
• 消毒儀器應放置在前PCR擴增區域
• 試劑的配製和存放在前PCR擴增區域
• 將有關產生塵埃粒子的工作限制在生物安全櫃中操作
• 不應將試劑和儀器從骯髒的地方移到乾淨的地方

防止污染措施
前PCR擴增區域 後PCR擴增區域

試劑儲存和準備區

試樣製備

儀器及設備的位置

剪刀及鑷子

球磨儀、研磨球、研磨管不銹鋼研磨器

樣本製備區

金屬研缽和研杵 恒温混勻儀

紫外/可見光分光光度計

離心機

自動化DNA提取工作站

核酸提取區

PCR熱循環儀

PCR擴增區

自動毛細管DNA遺傳分析儀電泳系統

層流櫃

自動化液體處理工作站

層流櫃 冷凍室

擴增產物分析區

PCR擴增后期工作 DNA測序分析
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防止污染措施
操作時的注意事項

• 應使用保護裝備，實驗操作時應戴手套和穿實驗袍
• 樣本前處理時，每次只處理一份，避免交叉污染。處理下一份樣本前，更換手套
• 器具要高温高壓消毒，或使用一次性已消毒用具或已照射紫外光消毒的用具
• 用有濾芯的吸頭
• 製備PCR混合液，分裝
• 只可在後PCR區打開盛載PCR擴增物的試管
• 實驗前後應使用適當的消毒劑對工作區進行消毒，如 : 70%乙醇、10%次氯酸钠、DNA AWAY™、Eliminase™等
• 使用完生物安全櫃和層流櫃前後應照射紫外光

每次只處理一份樣本 手套、消毒劑、吸附墊使用消毒用具 紫外光交聯器
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防止污染措施

定期清潔儀器及設備
• 設置HEPA濾芯
• 設置紫外光燈
• 層流氣流可保護實驗樣品及試劑
• 配備 PCR主混合液試劑

使用層流櫃
• 實驗過程中，可能出現飛濺或
溢出的情況，DNA測試結果可
能會受到儀器污染的影響

• 定期清潔或使用前後儀器及設
備時，應用消毒劑進行清潔

• 如 : 實驗枱面、離心機、
混勻儀、生物安全櫃、
層流櫃、電泳儀、
紫外透射儀等
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處理螢光測試材料

• 避免光漂白
- 使用鋁箔包裹或覆蓋測試試劑
- 琥珀管
- 琥珀色儲存盒
- 用深色的架子
- 要迅速完成

• 避免渦流
• 避免多次冰凍和解凍降而解試劑
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• 此項目是為中藥業界和檢測業界提供多元化測試
服務，希望可推動中藥檢測認證產業的發展。

• 我們希望所開發的中藥材的標準脫氧核糖核酸條
形碼檢測方法（「DNA條形碼檢測法」）和建立
一個中藥材參考DNA序列庫(「DNA序列庫」)，
能建立中藥材和基原植物物種之間的遺傳可溯源
性，並保障中藥材臨床應用的安全和效用。

總結
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