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犀牛源性成分 ＰＣＲ 检测方法的建立
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为了对犀 牛源性成分进行有效鉴定 ，
根据犀科 （ Ｒｌ

ｉｉ ｎｏｃ ｅｒｏｔ
ｉｄａｅ ） 动物线粒体 ＤＮＡ

（
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） 序列 ， 使用分子生物学软件 ０１ ｉ

ｇ
〇 ７ ． ０ 设计了 特异性 引物 ， 用来建立
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ＰＣＲ 检测犀牛源性成分的方法 。 结果显示

，
建立的 ＰＣＲ 方法可 以对犀牛 阳性样品进行

＾ａ ｉｓ
ｌ ：扩增 ， 凝胶电泳呈现特异性条带 。 方法特异性好 ，

１３ 份其他物种 的样品均为 阴性结果 。

ＰＣＲ
；

方法灵敏度较高
，
可检测到 １ ００ 拷 贝 重组质粒 ＤＮＡ 模板 。

对 ５ 份送检样品检测发现 ２

检测

ｖＡＤ Ｕ
．

，
．

份犀牛样品 ， 与测序结果
一

致 。 结果表明 ， 新建立的方法可应用 于样品中犀牛源性成分
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^

根据国际上物种分类研究 ，
犀牛归类于哺乳纲物和扩增产物均只包含于一种基因 区域 ， 在某些情况

（ Ｍａｍｍａｌ ｉａ） 奇蹄 目 （ Ｐｅｒｉｓｓｏｄａｃｔｙｌａ ） 角 型亚 目 （ Ｃｅｒａｔｏ
－下可能较难区分相近物种 。 本研究拟建立

一

种 ＰＣＲ 方

ｍｏｒｐｈａ ） 犀科 （
Ｒｈｉｎｏｃｅｒｏｔｉｄａｅ

） ， 现存犀 牛包括 白 犀法用以快速 、 准确检测犀牛源性成分 。

（
Ｃｅｒａｆｏ ｔＷｉｕｍ ｓ ｉｍｕｍ

） 、 黑庫 （
Ｄｉｃｅｎｗ６ ｉｃｏｍｉ５

） 、 印度ｊ材料 与 方法
渾 （瓜ｉｍ＞ｃ ｅｒｏｓｌｉ／ ｉｉｃｏｍｉｓ ） 、 爪哇摩 （ ｉ？／ｉ ｉｍ＞ｃｅｒｏｓｓｏ ／ｗｉａｉ

－

ｃｕｓ
） 、 苏门答腊庫 （ Ｄｉｃｅｒｏｒｈｉｎｕｓｓｕｍａｔｒｅｎｓ ｉｓ ）

５ 个物种 。１ ＊１ 样 卩 ｎ釆集与保存

在生物学史上 ， 犀牛曾遍布全球 ， 其物种将近 ３０ 个犀牛角样品 １ 份
，

粉末状
，
为本实验室 留存样

属
［
１
］

。 两千多年来 ，
犀牛被全人类视为珍稀药用动

品
，
使用雛方法 （

ＺＨ２００６－ １
，
ＣＮＡＳ 认可标准 ） 扩

物 ， 尤其是犀牛 角 ， 具有解热 、 凉血 、 触 、 解毒 、

定惊等奇 在巨大利益娜使下 ， 猎杀神 、 贩参赫物Ｍ１ ３ 份 ， 为翻 、 誠 、 角制品和

卖犀牛角等非法行径在全球范围 内广泛存在 ， 犀牛数
熟制标本 ， 均为本实验室 留存样品 ， 使用标准方法

量急剧下降。 国 际动物保护组织 已禁止犀牛角 的交
（ ＺＨ２〇〇６

＿

１
，
圓认可标准 ） 扩增并测序 ， 确认为

易
，
并将犀牛所有物种列人 《濒危野生动植物种 国际

黄牛 （加 如＿ ） 、 水牛 （
触＾絲

） 、 野牦牛

贸易公约》 附录 。 国务院于 １９９３ 年发布 的第 ３９ 号文
（如

＇

卿 ） 、 雌 （ ７Ｖ＿—＾ ） 、 鲜

件也明确禁止 了 犀牛角在我酬进出境 、 贸易 、 邮
（一^

（ Ｅｑｕｕｓｃａ ｂａｌｌｕｓ ） 、 發 （ Ｅｑｕｕｓａｓ ｉｎｕｓ
） 、 原藤 （ Ｍｏｓｃｈｕｓ

于棚和錄酙 桃 通關用于验证
一步加强对现存犀科物种的保护 ， 提高对非法贩卖犀ｓ

％

＿＿方法的特异性 。

牛角及其縦
＇

击力度

＾

提升鉴定難料角Ｉ、

送检动物样品 ５ 份 ， 为 动物头角 ２ 份 、 骨胳 １

份 、 皮张 ２ 份 ，
检测项 目为犀牛源性成分 。

犀牛的可疑样品的检测方法十分必要 。

１２

目 即国内外对于犀牛源性成分的分子生物检测主ＤＮＡ酿试剂盒 ：
Ｅ ．Ｚ ．Ｎ ．Ａ ．ＴＭＴｉ ｓｓｕ ｅＤＮＡ

要是基于线粒体 ＤＮＡ 的 Ｃｙｔ６ 和 必 ＲＮＡ細 的研
处

， 難麵以公司产品 。

究
［ ３４

］

， 对犀牛角 、 犀牛皮的鉴定常局限于形态雜ＰＣＲ 反应试剂 ：
ＴｉａｎＧｅｎ 叫 ＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ

， 中

奶 、 搬镜观察比職
［
６
］

、 麟灯魏分析法
⑴

、

国天根生化科技 （北京 ）有限公司产品 。

红外光谱分析法
［
８

］

。 上述各种方法均具有
一定的代表ＤＮＡＭａｒｋ ｅｒ

：ＤＮＡＭａｒｋ ｅｒＤＬ ２０００
， 日本 ＴａＫａＲａ

性 ， 但在某些情况下也存在 自身的劣势 ， 例如 ， 形态公司产品 。

观察法过于浅表 、 局限性大且受到主观因素和经验主１ ．３ 主要仪器设备

义的影响 ， 无法鉴定非原始形状的样品和微量样品 ；ＰＣＲ 仪 ：
Ｖｅｒｉｔｉ９６－Ｗｅ ｌｌＴｈ ｅｒｍａｌＣｙｃｌｅ ｒ ， 美 国

显微镜观察比对法无法满足快速和大批量检测 的需ＡｐｐｌｉｅｄＢ ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司产品 。

要 ， 同时对检验人员的要求较高 ， 不易标准化和规范凝胶成像分析系统 ：
Ａｌ

ｐ
ｈａＩｍａｇｅｒＨＰ ， 美 国 Ａ１

－

化
；
红外光谱分析法需要特定的参照物 ， 对成分的判ｐｈａ ｌｎｎｏｔｅｃｈ公司产品 。

断和鉴定特异性较差 ；
近年来也有利用 ＤＮＡ 条形码高速冰冻台式离心机 ：

Ｓｉｇｍａ３
－

１ ８Ｋ
，
德国 Ｓａｒ－

对动物物种进行鉴定 的技术
ｔ
９
＿

１ ＜）
］

， 这种技术较为客ｔｏｒｉｕｓ公司产品 。

观 ， 准确性较高 ， 但它受到 ＤＮＡ 数据库中 现有物种紫外分光光度计 ：
ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ

－１ ０００Ｓｐｅｃｔｒｏ
－

种类的限制 ，
也可能由于种内最大遗传距离和种间最ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ

， 美国 ＮａｎｏＤｒｏｐ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ ｉｅｓ 公司产品 。

小遗传距离的重叠交叉导致得出错误的鉴定结论 ；
而１ ． ４ＤＮＡ 提取

目前关于犀牛源性成分检测 的分子生物学方法 ， 其引使用经高温高压处理的慑子 和药匙对样品 取
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，３７（

４
） ：３ １６

－３２０

５０ｍｇ置于 １ ．５ｍＬ 离心管中 ， 使用 ＤＮＡ 提取试剂盒 １
．
７ＰＣＲ 产物测序确认

又￥样品进行 ＤＮＡ 提取 。将电泳后有 目 的条带的 ＰＣＲ产物送北京六合华大

１ ． ５ＰＣＲ 引物的设计与合成基 因科技股份有限公司 广州分公司进行测序 ， 使用

ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的犀科物种线粒体全基因序列共ＮＣＢＩ 中 ＢＬＡＳＴ 功能对序列进行比对 ， 确定物种来源 。

有 ６ 个 ， 分别 为 白犀 （
ＧｅｎＢａｎｋ

：Ｙ０７７２６ ． １ ） 、 黑犀 １ ．８ＰＣＲ 方法特异性试验

（
ＧｅｎＢａｎｋ

：ＦＪ９０５８ １４ ．１） 、 印 度 犀 （ ＧｅｎＢａｎｋ
：以 １３ 份参考动物样品提取的 ＤＮＡ 为模板 ， 采用

Ｘ９７３ ３６ ） 、 爪哇犀 （
ＧｅｎＢａｎｋ

：ＦＪ９０５８ １ ５ ．１
） 、 苏 门 答上述方法进行 ＰＣＲ 检测

，
验证所建立的 ＰＣＲ 方法的

腊庫 （
ＧｅｎＢａｎｋ

：
ＦＪ９０５８ １６ ．１

） 和披毛渾 （
ＣｏｅＷｏｒａｔａａｎ－特异 性 。

咖 ｉ威
，
ＧｅｎＢａｎｋ

：Ｙ０７７２６ ．１ ） 。 下载 以上 ６ 个线粒１ ？９ＰＣＲ方法灵敏度试验

体全基因序列 ， 使用分子生物学软件 ＤＮＡＭＡＮ８
． ０ 进将庫牛阳性对照样品 ＰＣＲ扩增 目的条带送北京六

行多序列 比对
， 使用 ０１ｉｇ〇７ ．〇 在其保守区域设计 １Ｘ才

合华大細科麵份有限公司武汉分公司进行 ＴＡ 克

特异性 ＰＣＲ 引 物 ， 其中上游引 物在臟基因 区域 ，

隆
，
并以此重组质粒作为阳性标准品 。 将重组质粒用

下游引 物横跨 ｔＲＮＡ
－

Ａｓｎ 和 ｔＲＮＡ
－

Ａｌａ細 区域 ＾

紫外分光光度计测定離浓度 ， 根据阿伏伽德罗常数

ＰＣＲ 产物横跨多个基麵设计方法 ， 有利于遗传相近
换算为 目的基因拷贝数 。 提取阳性克隆质粒并测定浓

物种的区分 。 同时 ，
上游引物中加人 了兼并碱基 ， 保

度＆

证不 同物种即使有序列差异 ， 在扩增过程中效率也不

会下降或者祕 。 为 了 与麟动獅马科动働 区

ｚｖ口 ｌ Ａｆｎ ｉＶｔ ｃｉ＋Ａａ ：ｆ１人ｉｈｔ

＂

甘 ＞＋ ｔ

、

ａｕ＞ ７１ ．１〇样品检测和鉴定
分 ， 设计下游引物的时候 ， 在 Ｙ端 ３ 个碱基中设计了

， 人《心 丨 斗綠咕 甘 扣
、

工护描 土

ｅ ｗ＊ｐ 丨以 ５ 份送检样品提取的 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩

１ 个犀科动物的特异性碱基 ， 保证扩增的特异性 。 引

— 丨 社士
？

１＾ 八
－

１八 士ｒ

－

ｍｍ古 ，增和电泳检测 ，
将电泳后有 目的条带的 ＰＣＲ 产物送北

物由上海辉睿生物科技有限公司合成 ， 序列见表 １ 。

京六合华大基因科技股份有限公司广州分公司进行测

表 １ＰＣＲ 引物序列序 ， 使用 ＮＣＢＩ 中的 ＢＬＡＳＴ 功能对序列进行检索 比
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１Ｓｅ

ｑ
ｕｅｎｃ ｅｓｏｆ

ｐ
ｒｉｍｅ ｒｓ ｆｏｒＰＣＲ

对 ，
确定样品物种 。

引物序列产物片段大小

ＰｒｉｍｅｒＳｅ
ｑ
ｕｅｎｃ ｅＰｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ＾＾

Ｔ／ ｌ

Ｆ
－

ｐ
ｒｉｍｅｒＣＡＴＣＣＡＴＡＧＣＣＡＴＹＡＴＡＧＣＣＣＴ２

．
１ＰＣＲ检测方法建立

３５８ｂｐ

Ｒ －

ｐ
ｒｉｍｅｒＣＡＣＣＡＡＴＣＴＡＧＧＧＡＧＧＧＴ
使用设计的引物配制 ＰＣＲ 反应体系 ， 按照反应条

件对阳性对照犀牛的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ扩增和凝胶电泳 ，

１ ．
６ＰＣＲ 检泖｜方法建立得到了明显的电泳条带 ， 产物大小约 ３６０ｂＰ ， 与预期

使用 １ ．５ 中引物配制 ＰＣＲ 反应体系 ：
２ｘ叫 ＰＣＲ基本一致 （ 图 １ ） 。

Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１２ ．５
｜

ｊ
ｌＬ 、 １ ０

ｊ
ｉｍｏｌ／Ｌ

的
Ｆ
－

ｐｒｉｍｅｒＬ ０
（

ｘＬ 、２２特异性试验

１ ０（
Ｗｎｏ ｌ／Ｌ 的 Ｒ

－

ｐ
ｒｉｍｅｒ１ ＿ ０

ｊ
ｉＬ 、

ＤＮＡ 模版 ２
．
０

ｊ
ｉＬ

，特异性试验的 比对物种涵盖牛科 、 马科 、 鹿科 、

余补水至总容积 ２５＾
Ｌ

。 ＰＣＲ 反应程序 ：
９４Ｔ 预变性猪科 、 摸科和猫科 。 其中 ， 牛科 、 鹿科 （麝 、 獐除外 ）

５ｍｉｎ
；
９４Ｔ变性 ３０ｓ

，６０Ｔ退火 ３０ｓ
，７２弋 延伸 ３０ｓ

，和本研究对象犀科涵盖了现存已 知的所有有角哺乳动

共 ３５ 个循环 ；
７２丈延伸 ５ｍｉｎ 。

ＰＣＲ 扩增结束后 ， 取物 （ 包括洞 角 、 实角 、 叉 角羚角 、 长颈鹿角 、 表皮

５ 斗 扩增产物置于 ２％ 琼脂糖凝胶 中 ，
以 １ １ ０Ｖ 电压角 ） ， 马科 、 獏科和本研究对象犀科涵盖了现存已知

进行 ３０ｍｉｎ 电泳检测 ， 电泳结束后使用凝胶成像分析的所有奇蹄 目动物 ， 所选特异性试验的 比对物种具有

系统记录结果。高度代表性和广泛性 。 特异性试验结果显示 ， 仅犀牛





邵建宏等 ： 犀牛源性成分 ＰＣＲ 检测方法的建立


３ １ ９

样品 出现特异性 的扩增条带 ，
其他动物样品均未呈现２ ． ４ 样 品检测

扩增条带 （ 图 ２ ） 。样品检测结果显示 ， 有 ２ 份样品呈现特异性扩增

Ｍ １２ＮＢ条带 ， 即判定为含有犀牛源性成分 ， 另 外 ３ 份样品未

魏扩增純
，
翻砂对帛料随成分 （ 图

４
） 。 检测阳性的 ２ 份样 品经 ＰＣＲ 产物测序结果证实

■
娜 。

ｌ ｌＭ ｉ
图 １ 犀 牛样 品 ＰＣ Ｒ 检测结果
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Ｎ
： 阴性对照

；

Ｂ
： 空 白对照Ｆｉｇ． ３Ｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉｖ ｉｔｙａｓｓａｙ 

ｆｏｒ ｔｈｅＰＣＲａｓ ｓａ
ｙ

Ｎｏ ｔｅ
：Ｍ ：ＤＮＡＭａｒｋｅ ｒＤ Ｌ２０００

；
１

：ｓａｍ
ｐ

ｌｅｏｆｒｈ
ｉ
ｎｏｃ ｅｒｏｓ１

；
２

：注
：
Ｍ

：ＤＮＡＭａｒｋ ｅｒＤＬ２０００
； １

￣

９依 次 为１ ０
）

、 １ ０
８

、
１ ０

７

、

ｓａｍ
ｐ

ｌｅ ｏ ｆｒｈ
ｉｎｏｃ ｅｒｏｓ２

；
Ｎ ： ｎｅ

ｇ
ａｔ

ｉｖｅｃｏｎ
ｔｒｏ ｌ

；
Ｂ ：ｂｌａｎｋ ｃｏｎ ｔｒｏｌ ｌ

〇
６

、 ｌ 〇
５

、 ｌ 〇
４

、 ｌ 〇
３

、 ｌ 〇
２

、 １ ０
丨

拷 贝
；

Ｎ
： 阴性对 照 ；

Ｂ
：
空 白 对

Ｎｏｔｅ
：Ｍ ：ＤＮＡＭａ ｒｋｅ ｒＤＬＪ０００ ；１ ｔｏ ９ ：１ ０

９

，１ ０
＊

，１ ０
７

， １０
６

，

■■■
图 ２ＰＣＲ 方法特异性试验
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－

５
：５ 份待检测样 品 ；
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： 阳性

灵敏度试验结果显示犀牛样 品在 ｌ 〇〇 个拷贝仍呈对 照
；

Ｎ
： 阴性 对照 ；

Ｂ
： 空 白对照

现较明显 的扩增条带 ，
１〇 拷 贝所呈现的扩增条带微
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弱
， 判定该方法灵敏度为 ｉ ｏｏ 个拷贝 （ 图 ３

） 。
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，

．
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法检测过程中需要取样 ， 将会对物品本身产生
一
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ｐ
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坏 ， 故对部分名贵物品 、 观赏品的取样过程应谨慎操 ｉｎ
ｇ
ｒｅｄｉｅｎｔｓ［

Ｊ
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３ （ ４ ） ：

作或应进
一

步对其可能产生的破坏情况做出预评估 。３３７

同时 ， 由于犀牛样品的稀缺 ， 本研究未能收集到所有［
Ｗ

］ 周用武 ． ＤＮＡ 技术鉴定动物物种研究评述 ［ Ｊ ］
＿ａ化师范学院

犀科物种的样品 ， 需要在检测中进
－
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