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摘要：人参和西洋参是我国两种重要的中药材。两者虽然形态相似，但药性差异较大。为了建

立一种简单高效的中国人参和西洋参的分子鉴别方法，作者利用从核DNA的外转录间隔（ETS）
发掘的人参和西洋参单核苷酸多态性位点（SNP），分别设计了人参和西洋参的等位基因特异性

引物，并利用多重PCR对人参和西洋参进行了鉴定。结果表明，作者建立的多重PCR体系可以

有效地对人参、西洋参及两者的混合品进行鉴定。
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研究论文

Abstract：Panax ginseng and Panax quinquefolius are two important traditional Chinese medicine
with similar morphology but different medicinal efficacy. This study aimed to develop a simple and
effective analysis of molecular authentication of Panax ginseng and Panax quinquefolius. Two allele-
specific primers of Panax ginseng and Panax quinquefolius were designed from their Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) created by ribosomal DNA (rDNA) external transcribed space (ETS).
Multiplex polymerase chain reaction (Multiplex PCR) was conducted for identification of Panax

ginseng and Panax quinquefolius. The results confirmed the effective authentication of Panax ginseng
and Panax quinquefolius as well as their mixture by the established PCR method.
Key words: Panax ginseng;，Panax quinquefolius，ETS，SNP

人参为多年生五加科草本植物（Panax ginseng）
的根，是我国最重要的中药材之一。2012年 9月 4
日，卫生部正式批准人工种植的人参为新资源食

品，极大地推动了人参产业的发展。西洋参为五加

科植物（Panax quinquefolius）的根，近年来在我国大

量种植。两者虽然形态相似，但药性差异较大。人参

性温，补气偏于助阳；而西洋参性凉，补气偏于养

阴 [1]。因此人参和西洋参的适用人群有异，混淆使
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用可能会适得其反。虽然目前市场上人参和西洋

参价格差别不大，但由于西洋参总皂苷含量普遍高于

人参[2]，因此用西洋参冒充人参作为产品原料的情况

较为多见。因此，为了保证人参和西洋参在临床上

的正确使用，亟需建立一种对人参和西洋参进行快

速有效地鉴别方法。

近年来，针对人参和西洋参的鉴别，国内外学

者开展了大量的研究工作。根据人参和西洋参分

别所含有的特征皂苷Rf和24(R)—拟人参皂苷F11，
高效液相色谱和质谱被用于建立人参和西洋参的

指纹图谱 [3]。但两者的特征性成分含量均较低，而

且滞留时间比较接近，并且皂苷的含量会受到外界

环境及加工处理等因素的影响，很难用于人参和西

洋参产品尤其是混合品的有效鉴定。随着分子生

物学的快速发展，DNA分子标记技术也被广泛用于

人参和西洋参的鉴定。比如RAPD[4]、AFLP[5]、RFLP[6]、

SCAR[7]、SSR[8]、SNP[9]等。但RAPD和 ISSR的稳定性

及重现性受实验条件的影响较大；RFLP和AFLP需

要对DNA进行限制性内切酶消化，且对DNA的质

量要求较高。SSR虽然稳定性高，但是由于两者之

间的DNA片段长度差异太小，需要用聚丙烯酰胺凝

胶电泳和银染进行检测，操作较为繁琐。目前对人

参和西洋参的分子鉴定研究主要集中在内转录间

隔区（ITS）和 5.8S rDNA，但中国人参种质资源非常

丰富，部分农家品种并不能利用该区间与西洋参区

分开来。ETS区位于 26S rDNA和 18S rDNA之间的

基因间隔区（IGS）上[10]，有报道表明ETS序列的进化

速率比 ITS序列要快[11]。本研究对人参核DNA的外

转录间隔区(ETS)进行了分析，并利用从中发掘的

SNP分子标记开发了中国人参和西洋参的简单高效

的鉴别方法。

1.1 材料

选用了5种中国人参的农家品种：大马牙、二马

牙、边条、长脖、黄果。西洋参则选用市售和山东文

登种植的西洋参。样品由烟台大学药学院李桂生

教授进行性状鉴定，来源和产地见表1。
1.2 基因组DNA的提取

以人参和西洋参的根为原料，利用液氮在研钵

粉碎成粉末后，利用植物基因组DNA提取试剂盒

（FOREGENE），严格按照说明书进行提取，产物用

1%的琼脂糖凝胶电泳检测。
表1 采用的样品

Table 1 Samples used in this study

人参种类

大马牙

二马牙

边条

长脖

黄果

西洋参

西洋参

产地

吉林

吉林

吉林

吉林

吉林

美国

文登

标本编号

Pg1001
Pg2001
Pg3001
Pg4001
Pg5001
Agu001
Agw001

1.3 ETS区的序列比对及引物设计

根据 Genbank 中人参和西洋参的 ETS 序列

（HQ650811和HQ650812），利用Clustal Omega在线

软件进行序列比对。利用引物设计软件 Primer
Premier5设计人参的特异性引物PgF和西洋参的特

异性引物AgF及反向引物ETSR。人参和西洋参特

异性引物的 3’末端人为引入错配碱基以保证引物

的特异性。

1.4 人参和西洋参特异性引物退火温度的确定

用人参和西洋参的特异性引物PgF和AgF分别

对 人 参 和 西 洋 参 进 行 扩 增 ，PCR(Eppendorf
Mastercycler)反应体系为20 µL，其中包括10 ng 的模

板 DNA，0.5 µmol/L ETSR，0.5 µmol/L PgF 或 AgF，
10 µL 2X Premix DNA polymerase (Genotech)。PCR
的反应条件为94 ℃ 预变性4 min，循环过程为94 ℃
30 s, 退火温度分别选择 60、62 和 64 ℃ ，时间为

30 s, 72 ℃ 30 s, 共 35个循环，72 ℃延伸 5 min，4 ℃
保温结束反应。取3 µL反应产物在含有溴化乙锭的

琼脂糖凝胶上电泳并在凝胶成像系统（上海精科实

业，WFH-201B）下检测，根据反应条带确定 PgF和

AgF用于多重PCR鉴定人参和西洋参的退火温度。

1.5 人参和西洋参的PCR鉴定

PCR反应体系为20 µL，其中包括10 ng 的模板

DNA，0.5 µmol/L ETSR，0.5 µmol/L PgF，0.2 µmol/L
AgF，10 µL 2X Premix DNA polymerase (Genotech)。
PCR的反应条件为 94 ℃预变性 4 min，循环过程为

94 ℃ 30 s, 64 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 共 35个循环，72 ℃
延伸5 min，4 ℃保温结束反应。取3 µL反应产物在

含有溴化乙锭的琼脂糖凝胶上电泳并在凝胶成像

系统下检测。
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2.1 人参和西洋参特异引物的设计

根据人参和西洋参ETS区的比对结果，发现在

第 55和第 169的碱基位置上，人参都是T而西洋参

都为A。根据这两个突变位点，分别设计西洋参和

人参的正向特异性引物AgF和PgF。为了保证引物

的特异性，将 AgF 的倒数第二位碱基由 A 改为 T
（GTGTTGGCATAGTGTACGTTA），PgF 的倒数第三

位碱基由 C 变为 A（AGAGCAGTAAGCCTTGGAAA
AT），使得特异性引物对非目标DNA有两个碱基的

错配。同时设计引物ETSR（AGACAAGCATATGAC
TACTGGCAGG）作为两个特异性引物的反向引物进

行扩增。比对结果及引物的相对位置如图1所示。

结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果结 果2222222222222222222222222222222

2.2 人参和西洋参特异性引物退火温度的确定

用人参和西洋参的特异性引物分别对人参和

西洋参进行扩增，如图2所示，对于人参的特异性引

物PgF，3个不同的退火温度对人参的扩增效率几乎

没有影响，而西洋参在64 ℃时无扩增产物出现。同

样，对于西洋参的特异性引物AgF，3个不同的温度

条件对西洋参的扩增效率几乎没有影响，而人参在

64 ℃时无扩增条带。

1为60 ℃，2为62 ℃，3为64 ℃（左图：引物PgF+ETSR，

右图：引物AgF+ETSR）

图2 人参与西洋参特异引物的退火温度检测。

Figure 2 Determination of annealing temperatures of
specific primers.

因此，用于鉴定人参和西洋参的退火温度确定

为64 ℃。

2.3 人参和西洋参的PCR鉴定

以中国人参的 5个农家品种和西洋参基因组

DNA为模板，利用人参和西洋参的两个正向特异性

引物PgF和AgF及反向引物ETSR做多重PCR，引物

的相对位置如图3所示，反应条件如1.5所述。

1为阴性对照，2为大马牙，3为二马牙，4为边条，5为长

脖，6为黄果，7、8为人参与西洋参的混合物，9～12为西洋参

图3 中国人参和西洋参鉴定的凝胶电泳图谱。

Figure 3 Agarose gel image of authentication of Panax
ginseng and Panax quinquefolius.

从凝胶成像结果可以看出，中国人参的 5个农

家品种全部扩增出388 bp的特异性条带，两个西洋

参样品扩增出了501 bp的特异性条带，对于人参和

图1 中国人参与西洋参的比对结果

Figure 1 Comparison of ETS sequences of Panax ginseng and Panax quinquefolius.
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西洋参的混合品则两种特异性条带都有扩增。在

1.5所述的 PCR条件下，对本实验进行了多次重复

检测，鉴定结果的重现性及可靠性均非常理想。因

此，利用本研究的多重PCR体系可对人参、西洋参

及两者的混合品均能成功鉴定。

与其他分子标记相比，SNP分子标记分布广泛，

遗传稳定，易于基因分型，非常适用于种间的快速

鉴定。虽然有研究利用5.8S rDNA的SNP分子标记

对人参和西洋参进行了鉴定，但中国人参种质资源

非常丰富，有大量的农家品种作者发现并不能利用

该区间与西洋参区分开来，因此，利用5.8S rDNA来

区分人参和西洋参有局限性。

作者利用ETS区上人参和西洋参的 SNP位点，

分别设计了人参和西洋参的特异性引物并利用多重

PCR对人参和西洋参进行了鉴定。为了保证引物的

特异性，人为地在引物的 3’末端引入了错配碱基。

在适宜的退火温度下，错配碱基的引入大大降低了

非特异性扩增的效率而对目标DNA的扩增效率几乎

没有影响。作者建立的多重PCR体系可以在同一个

反应中同时对人参、西洋参及两者的混合品进行鉴

定，并且对模板DNA纯度的要求不高，结果的检测也

只需要用琼脂糖凝胶电泳即可完成。因此，本方法

对现在的人参和西洋参进行区别的化学分析法是一

个有益的补充，并且可以作为中药材及其混伪品进

行区分和鉴定的常规方法进行应用。
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