
第 30 卷第  4 期
2024 年 2 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 30，No. 4

Feb. ，2024

蒙古黄芪、膜荚黄芪及混伪品种子的位点特异性 PCR 鉴别
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［摘要］ 目的：基于特异性聚合酶链式反应（PCR）建立一种可以准确、快速鉴别蒙古黄芪、膜荚黄芪种子的方法。方法：

利用叶绿体基因组综合数据库（CGIR）及 IdenDSS 软件分别获取蒙古黄芪、膜荚黄芪的 DNA 特征片段，在此基础上筛选获得

蒙古黄芪与膜荚黄芪的特异性单核苷酸多态性（SNP）位点，根据该位点设计蒙古黄芪特异性鉴别引物对 MG-F/MG-R 和膜荚

黄芪特异性鉴别引物对 MJ-F/MJ-R。分别建立蒙古黄芪和膜荚黄芪特异性 PCR 鉴别方法，优化 PCR 反应体系，并对该方法的

专属性和适用性进行考察。结果：蒙古黄芪特异性 PCR 鉴别方法，采用引物对 MG-F/MG-R、退火温度 62 ℃、循环次数 28 次，

经 PCR 扩增和凝胶电泳后蒙古黄芪在约 220 bp 处得到特异性条带，而膜荚黄芪和其他混伪品种子无条带；膜荚黄芪特异性

PCR 鉴别方法，采用引物对 MJ-F/MJ-R、退火温度 58 ℃、循环次数 28 次，经 PCR 扩增和凝胶电泳后膜荚黄芪扩增得到约 150 bp

的条带，而蒙古黄芪及混伪品无扩增产物。结论：该研究建立的特异性 PCR 鉴别方法，可以准确、快速对蒙古黄芪、膜荚黄芪

进行种源鉴别，为黄芪种子的分类与准确鉴定提供了一定的科学依据。
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Specific PCR for Identification of Astragalus membranaceus var. mongholicus Seeds， 
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［［Abstract］］  Objective：： To establish a method based on specific polymerase chain reaction （PCR） that 

can accurately and rapidly identify Astragalus membranaceus var. mongholicus （AMM） seeds and 

A. membranaceus （AM） seeds. Method：： The Chloroplast Genome Information Resource （CGIR） and IdenDSS 

were used to obtain the characteristic DNA fragments of AMM and AM， and the specific single nucleotide 

polymorphism （SNP） sites of AMM and AM were screened out， on the basis of which the specific primers 
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MG-F/MG-R of AMM and MJ-F/MJ-R of AM were designed. The specific PCR method for identifying AMM 

and AM was established and optimized， and the specificity and applicability of the method were investigated. 

Result：： The specific PCR conditions for the identification of AMM were primers MG-F/MG-R， annealing at 

62 ℃ ， and 28 cycles. After PCR amplification and gel electrophoresis， the specific band appeared at about 

220 bp， with no band for the seeds of AM or adulterants. The specific PCR conditions for identifying the AM 

were primers MJ-F/MJ-R， annealing at 58 ℃， and 28 cycles. After PCR amplification and gel electrophoresis， 

the band appeared at about 150 bp， with no band of AMM or adulterants. Conclusion：： The specific PCR 

method established in this study can accurately and quickly identify the seeds of AMM and AM， which provides 

a basis for the classification and accurate identification of Astragalus seeds and adulterants.

［［Keywords］］ Astragalus membranaceus var. mongholicus； Astragalus membranaceus； seed； polymerase 

chain reaction

黄芪以蒙古黄芪 Astragalus membranaceus var. 

mongholicus 或膜荚黄芪 A. membranaceus 的干燥根

入药［1］，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、提高机体免疫功

能和保护心脑血管等作用［2-5］。以黄芪为原料的中

成药多达 200 余种［6］，具有“补气固表之圣药”的美

称。随着黄芪需求量增加，野生和半野生资源已无

法满足需求，我国在 20 世纪 50 年代开始大规模种

植黄芪，主要以蒙古黄芪为主，约占总资源量 80%，

其次为膜荚黄芪［7］。但目前黄芪种子的混杂现象较

为严重，由于其与斜茎黄芪、沙苑子、紫云英等种子

形态相似［8］，且蒙古黄芪和膜荚黄芪种子形态相同、

颜色相似，无法通过传统方法进行鉴别［9］。

随着现代农业的持续发展，黄芪逐步实现规模

化、机械化种植［10］，但蒙古黄芪与膜荚黄芪的物候

期存在较大差异，表现为膜荚黄芪发育快，生长一

年即可开花结籽；而蒙古黄芪发育较慢，一般生长

一年仍无法开花结籽［11］。黄芪种子混杂会导致其

田间生长状况差异较大，不利于生产管理和机械化

种植，并严重影响后续繁种［7］。另一方面，蒙古黄芪

与膜荚黄芪的药材性状、化学成分等也存在较大差

异，表现为膜荚黄芪药材质地较软，韧性好，断面粉

性，纤维性弱；蒙古黄芪药材质地坚硬且有韧性，不

易折断，断面纤维性［12］，二者种子混杂是导致黄芪

药材质量不稳定的主要原因之一。为了改善黄芪

种子混杂现象，亟需建立一种科学、快速、准确、简

便的方法对蒙古黄芪、膜荚黄芪种子及其混伪品进

行鉴别，以保障种源的准确性。

随着中药鉴定技术的发展，特异性聚合酶链式

反应（PCR）鉴定技术日益成熟，在中药材、中药饮片

及中药配方颗粒基原鉴别中被广泛应用［13-23］，具有

稳 定 、准 确 、特 异 性 好 等 特 点［13］。 本 研 究 利 用

IdenDSS 软件对蒙古黄芪和膜荚黄芪叶绿体基因组

数据进行分析，获得蒙古黄芪、膜荚黄芪的 DNA 特

征性片段（DSS）［24］，并筛选获得蒙古黄芪、膜荚黄芪

特异性单核苷酸多态性（SNP）位点，根据该特异性

位点设计鉴别引物，并建立一种准确、快速区分蒙

古黄芪、膜荚黄芪及混伪品种子的特异性 PCR 鉴别

方法，为保障黄芪种源的准确性、提升药材质量奠

定基础。

1 材料

本研究共收集黄芪及其混伪品种子 55 份，包括

38 批市售样本和 16 批采集的基原植物种子样本。

样品分别来自于内蒙古、山西、甘肃、河北、山东和

江苏等省，经中国中医科学院中药资源中心彭华胜

研究员鉴定，分别为蒙古黄芪（27 批）、膜荚黄芪

（14 批）、紫 云 英（3 批）、沙 苑 子（4 批）、望 江 南

（4 批）、斜茎黄芪（3 批）。所有样品均保存于中国中

医科学院中药资源中心，样品信息见表 1、表 2。

2×M5 Super FastTaq PCR Master Mix DNA 聚

合 酶（ 北 京 聚 合 美 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

23DB0801）；Trans 2 000 bp DNA Marker （北京全式

金生物技术有限公司，批号 R20222）；2×Rapid Taq 

Master Mix DNA 聚合酶、2×Taq plus Master Mix Ⅱ  

DNA 聚合酶（南京诺唯赞生物科技股份有限公司，

批号分别为 017E2241IA、B2242HBB）；Ex Taq HS 

DNA 聚合酶（日本 Takara 公司，批号 AL51990A）。
多糖多酚植物基因组 DNA 提取试剂盒（天根生化科

技有限公司，批号 X0617）。
VeritiPro ™ 型 PCR 仪 、Veriti ™ 型 PCR 仪 、

GeneAmp9700 型 PCR 仪（美国 Applied Biosystems

公 司）；TC-512 型 PCR 仪（上 海 Techne 公 司）；
SYNGENE SYNGENE 型凝胶成像系统（美国 Gene

公司）。
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2 方法

2.1　DNA 提取     将蒙古黄芪种子、膜荚黄芪及其

混伪品种子样品，用 75% 乙醇擦拭表面，自然挥干，

放入 2.0 mL 离心管中，加入 1 枚钢珠，液氮速冻，然

后用高通量组织球磨仪研磨 2 min（4 000 r·min-1），
参照多糖多酚植物基因组 DNA 提取试剂盒说明书

操作步骤，对种子样本进行总 DNA 提取，并将得到

的 DNA 溶液置于 4 ℃冰箱中保存备用。

2.2　特异性引物设计     利用 CGIR 数据库中收录的

蒙古黄芪（序列号 NC029828.1、MT982389.1）、膜荚

黄芪（序列号 KX255662.1）叶绿体基因组数据，结合

IdenDSS 软件获得蒙古黄芪和膜荚黄芪的 DSS 片

段，并对比蒙古黄芪、膜荚黄芪样品扩增产物序列

得到 SNP。利用 Primer 5.0 软件设计蒙古黄芪特异

性 鉴 别 引 物 对 MG：上 游 引 物 5′-GTTTATCAGT 

GGTGGTATAGT-3′，下 游 引 物 5′-CTAAGGAA 

CTGACTCCAAA-3′，预 期 PCR 产 物 长 度 约 为

220 bp；膜荚黄芪特异性鉴别引物对 MJ：上游引物

5′-CTACTGTTTGTCCCTCCT-3′， 下 游 引 物

5′-TGTACGGCTTTACAGTGA-3′，预期 PCR 产物

长度约为 150 bp。引物由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成。

2.3　PCR 扩增条件     采用 2.2 项下设计的两对引

物，分别对蒙古黄芪、膜荚黄芪及混伪品种子的总

DNA 模板进行扩增，并考察以下参数：①退火温度，

蒙古黄芪设置退火温度为 60、62、64、66 ℃，膜荚黄

芪设置退火温度为 56、58、60、62 ℃；②PCR 循环次

数，蒙古黄芪设置循环数为 24、26、28、30 次，膜荚黄

芪 设 置 循 环 数 为 26、28、30、32 次；③ Taq 种 类 ，

2×M5 Super FastTaq PCR Master Mix DNA 聚合酶、

2×Rapid Taq Master Mix DNA 聚 合 酶 、2×Taq plus 

Master Mix Ⅱ  DNA 聚合酶、Ex Taq HS；④DNA 模

板量分别为 20、100、500、1 000 ng；⑤PCR 仪考察，

表 1　蒙古黄芪、膜荚黄芪种子样品信息

Table 1　Seeds sample information of Astragalus membranaceus var. mongholicu and A. membranaceus

编号

G1

G2

G3

G4

G5-9

G10~G19

G20~G24

G25~G26

G27

J1

J2

J3

J4

J5~J8

J9~J12

J13~J14

品种

蒙古黄芪

蒙古黄芪

蒙古黄芪

蒙古黄芪

蒙古黄芪

蒙古黄芪

蒙古黄芪

蒙古黄芪

蒙古黄芪

膜荚黄芪

膜荚黄芪

膜荚黄芪

膜荚黄芪

膜荚黄芪

膜荚黄芪

膜荚黄芪

拉丁名

Astragalus membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus var. mongholicus

A. membranaceus

A. membranaceus

A. membranaceus

A. membranaceus

A. membranaceus

A. membranaceus

A. membranaceus

产地

内蒙古乌兰察布市蛮汉山（基地）
甘肃岷县梅川镇（基地）
甘肃漳县石川镇（基地）
甘肃临潭县羊永乡（基地）
山西省（市售）
内蒙古（市售）
甘肃省（市售）
东北（市售）
河北省张家口市（市售）
呼和浩特市武川县（基地）
包头固阳县（基地）
河北省唐山市乐亭县闫各庄镇（基地）
黑龙江省齐齐哈尔（基地）
内蒙古（市售）
河北省唐山市（市售）
山东省（市售）

表 2　黄芪种子混伪品

Table 2　Adulterants of Astragalus seeds

编号

Z1

Z2

Z3

B1

B2

B3~B4

W1

W2

W3~W4

X1

X2

X3

名称

紫云英

紫云英

紫云英

沙苑子

沙苑子

沙苑子

望江南

望江南

望江南

斜茎黄芪

斜茎黄芪

斜茎黄芪

拉丁名

Astragalus sinicus

A. sinicus

A. sinicus

Phyllolobium chinense

P. chinense

P. chinense

Senna occidentalis

S. occidentalis

S. occidentalis

Astragalus laxmannii

A. laxmannii

A. laxmannii

产地

江苏（基地）
江苏（基地）
湖北（市售）
江苏（基地）
江苏（基地）
江苏（市售）
江苏（基地）
江苏（基地）
江苏（市售）
河南（基地）
河北（基地）
河南（市售）
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分别考察 VeritiProTM 型、VeritiTM 型、GeneAmp9700

型、TC-512 型 4 种 PCR 仪。

PCR 反应体系总体积为 25 μL，其中包括上、下

游引物各 0.4 μL，DNA 聚合酶 12.5 μL，一定量的

DNA 模板，无菌双蒸水补足剩余体积。利用 1.5%

琼脂糖凝胶进行电泳检测。

3 结果与分析

3.1　PCR 鉴别条件的确定与耐用性考察     

3.1.1　退火温度     蒙古黄芪特异性鉴别，设计退火

温度为 60~66 ℃。PCR 扩增结果表明退火温度在

62~64 ℃时，蒙古黄芪在约 220 bp 处有明亮条带，而

在该目的大小处膜荚黄芪和混伪品均无条带；退火

温度为 60 ℃时，膜荚黄芪和部分混伪品出现弱扩增

现象，在产物目的大小处出现假阳性条带；而 66 ℃

时，由于退火温度过高，所有样本均无扩增。因此

选择 62 ℃为蒙古黄芪特异性 PCR 鉴别方法的最优

退火温度。见图 1A。

膜荚黄芪特异性鉴别，设计退火温度为 56~

62 ℃。PCR 扩增结果表明退火温度为 56~58 ℃时，

膜荚黄芪在约 150 bp 处获得明亮条带，蒙古黄芪和

混伪品均未得到扩增产物；随着退火温度升高，

60 ℃时膜荚黄芪扩增条带较淡，62 ℃时膜荚黄芪

无扩增产物，因此选择膜荚黄芪鉴定方法的退火温

度为 58 ℃。见图 1B。

3.1.2　循环次数考察     蒙古黄芪特异性鉴别，退火

温度为 62 ℃，设计循环次数为 24~30 个循环，PCR

扩增结果表明循环为 24~28 个时，蒙古黄芪可得到

约 220 bp 的条带，而膜荚黄芪及混伪品均无条带；
30 个循环时，膜荚黄芪和部分混伪品出现假阳性条

带，为保证结果的稳定性，选择 28 个循环进行 PCR

反应。见图 2A。

利用膜荚黄芪特异性鉴别引物、退火温度为

58 ℃进行 PCR 扩增，设计循环次数为 26~32 个循

环，PCR 循环为 26~28 个时，膜荚黄芪可得到约

注 ：A. 蒙 古 黄 芪 特 异 性 鉴 别 引 物 PCR 扩 增 结 果；M. Trans 

2 000 bp DNA Maker；1~2. 蒙古黄芪；3. 膜荚黄芪；4. 紫云英；5. 沙苑

子；6. 望江南；7. 斜茎黄芪；N. 空白对照；B. 膜荚黄芪特异性鉴别引

物 PCR 扩增结果；M.Trans 2 000 bp DNA Maker；1~2.膜荚黄芪；3.蒙

古黄芪；4.紫云英；5.沙苑子；6.望江南；7.斜茎黄芪；N.空白对照

图 1　退火温度对蒙古黄芪（A）、膜荚黄芪（B）鉴别结果的影响

Fig. 1　 Effect of annealing temperature on identification results of 

Astragalus membranaceus var.  mongholicu （A） and 

A.  membranaceus（B）

注 ：A. 蒙 古 黄 芪 特 异 性 鉴 别 引 物 PCR 扩 增 结 果；M. Trans 

2 000 bp DNA Maker；1~2. 蒙古黄芪；3. 膜荚黄芪；4. 紫云英；5. 沙苑

子；6. 望江南；7. 斜茎黄芪；N. 空白对照；B. 为膜荚黄芪特异性鉴别

引物 PCR 扩增结果；M.Trans 2 000 bp DNA Maker；1~2. 膜荚黄芪；
3. 蒙古黄芪；4. 紫云英；5. 沙苑子；6. 望江南；7. 斜茎黄芪；N. 空白

对照

图 2　循环次数对蒙古黄芪（A）、膜荚黄芪（B）鉴别结果的影响

Fig. 2　 Influence of cycle times on identification results of 

Astragalus membranaceus var.  mongholicu （A） and 

A.  membranaceus（B）
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150 bp 的条带，而蒙古黄芪以及混伪品种子在目的

大小处均未得到扩增产物，循环次数升至 30、32 个

时，混伪品种子出现假阳性条带，因此选择 28 个循

环进行 PCR 反应。见图 2B。

3.1.3　不同 Taq 酶考察     选用 2×M5 Super Fast Taq 

PCR Master Mix、2×Rapid Taq Master Mix、2×Taq 

plus Master MixⅡ和 Ex Taq HS 4 个 DNA 聚合酶进

行考察，不同的 Taq 酶 PCR 反应扩增得到的产物条

带亮度也有差异。在 E×Taq HS 酶作用下，蒙古黄

芪、膜荚黄芪特异性鉴别引物均未能扩增出条带；
使用 2×Rapid Taq Master Mix 和 2×Taq 酶扩增条带

较淡，效果不佳，因此两种特异性引物均选择扩增

效果较好的 2×M5 PCR Mix 酶作为蒙古黄芪和蒙古

黄芪 PCR 鉴别用酶。见图 3。

3.1.4　DNA 模板量考察     为考察 PCR 反应体系中

DNA 模板量对结果的影响，分别采用 20、100、500、

1 000 ng 的 DNA 模板量。蒙古黄芪、膜荚黄芪特异

性鉴别引物均可扩增出条带，其中蒙古黄芪得到约

220 bp 的条带，膜荚黄芪得到约 150 bp 的条带。但

DNA 模板量过高，扩增受到抑制，条带颜色较淡，因

此选择在 25 μL 体系中加入 500 ng（2.5 μL）的 DNA

模板进行 PCR 扩增。见图 4。

3.1.5　PCR 鉴别方法的确立     根据退火温度、循环

次数、Taq 酶种类、模板量的考察结果，确定蒙古黄

芪、膜荚黄芪鉴别的 PCR 反应条件，反应体系包括

2×M5 PCR Mix 12.5 μL，鉴别引物（10 μmol·L-1）分
别为 0.4 μL，DNA 模板为 2.5 μL（500 ng），无菌双蒸

水为 9.2 μL。蒙古黄芪特异性 PCR 反应参数，95 ℃

预变性 3 min；再 94 ℃ 变性 30 s，62 ℃ 退火 30 s，

72 ℃延伸 30 s（循环反应 28 次）；72 ℃延伸 5 min。

膜荚黄芪特异性 PCR 反应参数，95 ℃预变性 3 min；
再 94 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s（循

环反应 28 次）；72 ℃延伸 5 min。

3.2　不同 PCR 仪考察     考察 VeritiProTM 型、VeritiTM

型、GeneAmp9700 型、TC-512 型 4 种 PCR 仪对蒙古

黄芪、膜荚黄芪及其种子混伪品鉴别结果的影响。

4 种 PCR 仪均可扩增得到对应条带，而混伪品无扩

注：A. 蒙古黄芪；M.Trans 2 000 bp DNA Maker；1~2. 蒙古黄芪；
3. 膜荚黄芪；4. 紫云英；5. 沙苑子；6. 望江南；7. 斜茎黄芪；N. 空白对

照。B.膜荚黄芪；M.Trans 2 000 bp DNA Maker；1~2.膜荚黄芪；3.蒙

古黄芪；4.紫云英；5.沙苑子；6.望江南；7.斜茎黄芪；N.空白对照

图 3　不同 Taq 酶对蒙古黄芪（A）、膜荚黄芪（B）鉴别结果的影响

Fig. 3　 Effect of different Taq enzymes on identification results of 

Astragalus membranaceus var.  mongholicu （A） and 

A.  membranaceus（B）

注：A.蒙古黄芪；M. Trans 2 000 bp DNA Maker；1~2.蒙古黄芪；
3. 膜荚黄芪；4. 紫云英；5. 沙苑子；6. 望江南；7. 斜茎黄芪；N. 空白对

照。 B. 膜荚黄芪；M. Trans 2 000 bp DNA Maker；1~2. 膜荚黄芪；
3. 蒙古黄芪；4. 紫云英；5. 沙苑子；6. 望江南；7. 斜茎黄芪；N. 空白

对照

图 4　不同 DNA 模板量对蒙古黄芪（A）、膜荚黄芪（B）鉴别结果的

影响

Fig. 4　 Influence of different DNA template amount on  

identification results of Astragalus membranaceus var.  mongholicu

（A） and A.  membranaceus（B）
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增条带，可获得正确的鉴定结果。见图 5。

3.3　专属性考察     对蒙古黄芪、膜荚黄芪及其种子

混伪品进行鉴定，采用蒙古黄芪特异性 PCR 引物扩

增，蒙古黄芪种子能扩增得到约 220 bp 的条带，膜

荚黄芪及其余伪品种子均无相应条带扩增；采用膜

荚黄芪特异性 PCR 引物对 DNA 模板进行扩增，膜

荚黄芪种子能扩增得到约 150 bp 的条带，而蒙古黄

芪和伪品种子均无条带。见图 6。

3.4　适用性考察     使用上述方法对 27 批蒙古黄芪

种子、14 批膜荚黄芪种子、2 批紫云英种子、4 批沙苑

子种子、4 批望江南种子和 3 批斜茎黄芪种子进行

PCR 鉴别，以验证本方法的适用性。结果表明，利

用蒙古黄芪特异性引物对所有样本进行扩增，蒙古

黄芪种子可扩增得到约 220 bp 的单一特异性鉴别

条带，但膜荚黄芪和混伪品种子在对应位置处均无

条带，空白对照无条带，见图 7A；利用膜荚黄芪特异

性引物对所有样本进行扩增，膜荚黄芪种子可扩增

得到约 150 bp 的特异性鉴别条带，蒙古黄芪及伪品

种子在对应目的大小处均无条带，空白对照无条

带，见图 7B。因此利用这 2 对特异性引物可以准确

的鉴别蒙古黄芪、膜荚黄芪及种子混伪品。

4 讨论

目前中药材种子的鉴别主要依靠种子形态特

征和显微特征，王俊杰等［25］研究发现蒙古黄芪和膜

荚黄芪种子在肉眼和光学显微镜下观察无法对其

进行鉴别，在电子显微镜下对比蒙古黄芪和膜荚黄

芪种子的种脐、萌发孔和种皮特点，能够准确地对

其进行鉴别。但是种子的形态特征和显微特征容

易受到环境和种子成熟度等因素的影响，从而影响

种源鉴定的准确性［26］。特异性 PCR 鉴别技术作为

传统鉴别方法的补充，是一种依靠遗传信息进行鉴

定的方法，具有稳定性高、特异性好等特点。

随着分子鉴定技术的发展，黄芪分子鉴定的相

关研究较多，崔占虎等［27］利用内转录间隔区（ITS）
序列对黄芪及其混伪品进行鉴定；刘亚令等［28］利用

ITS2 对黄芪及混伪品进行鉴定。以上相关研究均

是对黄芪及其混伪品的分子鉴定，但并未能对蒙古

黄芪和膜荚黄芪进行鉴定。张利民等［29］利用蒙古

黄芪转录组序列中的简单重复序列（SSR）位点对蒙

古黄芪和膜荚黄芪进行鉴定，但是该位点的特异性

引物仅能对蒙古黄芪进行鉴定，当伪品混杂时无法

对膜荚黄芪进行鉴别。且上述报道均是对黄芪及

注：A. 蒙古黄芪；M.Trans 2 000 bp DNA Maker；1~4. 蒙古黄芪

（G1~G4）；5~8.膜荚黄芪（J1~J4）；9~10.紫云英（Z1~Z2）；11~12.沙苑

子（B1~B2）；13~14. 望江南（W1~W2）；15~16. 斜茎黄芪（X1~X2）；
N. 空白对照。B. 膜荚黄芪；M.Trans 2 000 bp DNA Maker；1~4. 膜荚

黄芪（J1~J4）；5~8. 蒙古黄芪（G1~G4）；9~10. 紫云英（Z1~Z2）；11~

12. 沙 苑 子（B1~B2）；13~14. 望 江 南（W1~W2）；15~16. 斜 茎 黄 芪

（X1~X2）；N.空白对照

图 6　采用特异性鉴别方法分别鉴别蒙古黄芪、膜荚黄芪及种子混

伪品

Fig. 6　 Specific identification methods of Astragalus 

membranaceus var.  mongholicu seeds and A.  membranaceus seeds 

and its adulterants were identified respectively注：A. 蒙古黄芪特；M. Trans 2 000 bp DNA Maker；1~2. 蒙古黄

芪；3.膜荚黄芪；4.紫云英；5.沙苑子；6.望江南；7.斜茎黄芪；N.空白

对照。B. 膜荚黄芪；M. Trans 2 000 bp DNA Maker；1~2. 膜荚黄芪；
3. 蒙古黄芪；4. 紫云英；5. 沙苑子；6. 望江南；7. 斜茎黄芪；N. 空白

对照

图 5　不同 PCR 仪对蒙古黄芪（A）、膜荚黄芪（B）鉴别结果的影响

Fig. 5　 Influence of different PCR instruments on identification 

results of Astragalus membranaceus var.  mongholicu（A） and 

A.  membranaceus （B）
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其混伪品药材或原植物的分子鉴定，未对种子进行

鉴别，而黄芪种子作为繁殖材料，其基原对种源保

护和质量保障至关重要。李军等［8］利用传统形态鉴

定方法结合 DNA 条形码技术，可以实现对黄芪种子

及其混伪品种子种源的鉴定，但是该方法也未能对

蒙古黄芪和膜荚黄芪种子进行鉴定。本研究分别

设计了蒙古黄芪和膜荚黄芪特异性引物，蒙古黄芪

种子可扩增出约 220 bp 的条带，膜荚黄芪种子扩增

出约 150 bp 的条带，可以用于蒙古黄芪、膜荚黄芪

及其种子混伪品的鉴别。

综上，本文根据蒙古黄芪、膜荚黄芪及混伪品

的叶绿体基因组序列，结合 DSS 分子标记对蒙古黄

芪、膜荚黄芪的 SNP 位点进行筛选，并根据该位点

设计特异性引物对，建立蒙古黄芪、膜荚黄芪及其

近缘种的特异性 PCR 鉴别方法，并对影响 PCR 方法

的退火温度、循环次数、Taq 酶种类、DNA 模板浓度

进行了考察，并对专属性和适用性进行考察，建立

了蒙古黄芪和膜荚黄芪种子的特异性鉴别方法，为

黄芪及近缘种的基源鉴别提供技术支持，可以准确

鉴别出蒙古黄芪和膜荚黄芪。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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Fig. 7　 Applicability of identification methods for Astragalus 

membranaceus var.  mongholicu seeds and A.  membranaceus seeds 

and its adulterants
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