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摘  要: 目的  采用 TB Green 染料法实时荧光聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)技术, 基于叶

绿体基因 psbA-trnH 序列建立鉴别三七的实时荧光 PCR 方法。方法  通过比较三七及其同属的人参、西洋参

和竹节参的 psbA-trnH 序列, 设计出一对三七特异性引物, 优化退火温度, 进行灵敏度实验, 并验证方法的特

异性、适用性和抗干扰性, 最后对市售三七样品进行检测。同时以 18S rDNA 引物为内参质控, 对 DNA 提取

及反应体系进行质控。结果  所建立的三七染料法实时荧光 PCR 方法灵敏度为 0.001 ng/μL; 特异性较好, 与

18 种近缘及常见中药材均无交叉反应; 适用性和抗干扰性也较好; 对 28 份不同加工方式的市售三七样品检测

的结果与测序结果一致。结论  建立的三七染料法实时荧光 PCR 方法具有快速、准确、灵敏的特点, 可用于

三七产品中三七成分的鉴别。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a real-time fluorescent polymerase chain reaction (PCR) method for the 

identification of Panax notoginseng based on the psbA-trnH sequence of chloroplast gene using fluorescent PCR 

technique by TB Green dye method. Methods  By comparing the psbA-trnH sequences of Panax notoginseng and 

Panax ginseng, Panax quinquefolius and Panax japonicus, a pair of Panax notoginseng-specific primers was 

designed, the annealing temperature was optimized, sensitivity experiments were performed, and the specificity, 

applicability and anti-interference of the method were verified, and finally, commercial samples of Panax 

notoginseng were detected. The 18S rDNA primer was used as the internal reference for quality control of DNA 

extraction and reaction system. Results  The sensitivity of the established real-time fluorescence PCR method with 

Panax notoginseng dye method was 0.001 ng/μL; the specificity was good, and there was no cross-reactivity with 18 

kinds of closely related and common Chinese herbal medicinal materials; the applicability and anti-interference were 

also good; the results of the detection of 28 commercially available Panax notoginseng samples with different 

processing methods were consistent with the sequencing results. Conclusion  The established real-time fluorescence 

PCR method of Panax notoginseng dye method is rapid, accurate and sensitive, and can be used to identify Panax 

notoginseng components in Panax notoginseng products. 

KEY WORDS: Panax notoginseng; real-time fluorescent polymerase chain reaction; dye method; identification 

 

0  引  言 

三七[Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen]为五加科人

参属植物, 又名田七、金不换、参三七, 是中国传统中药材之

一[1], 根茎花叶均可入药[2‒3], 被世人誉为“南国神草”。其在我

国最新版药食同源目录中被列入保健食品行列, 并在食品和

日化品等行业中得到广泛应用[4]。随着市场需求的增加, 不法

商贩利用其他中药材和伪品冒充三七导致三七价格不一和品

质不等的现象频发, 劣质三七的使用欺瞒了消费者, 也影响

了三七质量, 因此建立快速准确鉴别三七的方法, 对维护三

七市场的稳定发展、保障消费者健康具有重要意义。 

目前三七的鉴别方法主要有形态学方法、化学分析方

法和分子生物学方法, 传统形态学方法需要有专业鉴别能

力的人员参与, 化学分析方法如高效液相色谱法[5‒6]和红

外光谱法[7‒10]分析成本较高。近年, 以 DNA 为基础的分子

生物学方法不断发展, 聚合酶链式反应(polymerase chain 

reaction, PCR)技术成为常用的鉴别方法之一, 现有 PCR 技

术所用特异性鉴别序列多采用叶绿体 psbA-trnH 基因序列

和核糖体 ITS基因序列等植物 DNA条形码序列[11], 这些序

列具有种内高度保守、种间足够变异的特点[12‒13]。目前已

有研究者们基于 psbA-trnH 序列[14]、ITS 序列[15‒16]、叶绿

体 trnL-trnF序列[17], 对三七及其伪品的序列进行比对找到

三七的特异性位点, 设计三七的特异性引物, 建立单核苷

酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)标记的普通

PCR 方法鉴别三七。还有研究者建立了同时鉴别三七、人

参、西洋参的多重 PCR 方法[18‒19]。基于普通 PCR 的方法

扩增后需要电泳, 增加了检测时间, 而且电泳试剂具有一

定毒性, 童宇茹等[20]利用 psbA-trnH 通用引物建立了通过

染料法荧光 PCR 的熔解曲线鉴别三七粉及其掺假品的方

法。也有研究将单拷贝核基因二酰甘油激酶 1 基因结合微

滴数字 PCR 用于三七的鉴别, 实现了准确定量[21]。 

近年, 荧光 PCR 技术发展迅速, 广泛应用在鉴别方面

和医学领域[22]。其中, 在鉴别药用植物方面, 已有应用荧

光 PCR 技术成功鉴别人参[23]、西洋参[24]、西红花[25]、银

杏[26]等的研究报道。荧光 PCR 可分为染料法和探针法两

种, 其中染料法荧光 PCR 通过在反应体系中加入荧光染料, 

染料和 DNA双链非特异性结合, 从而检测到荧光信号, 根

据荧光信号的强度来判断产生的 DNA 双链数量, 并且染

料只能和 DNA 双链结合, 可以根据熔解曲线来判断 PCR

反应的特异性[27‒28]。荧光 PCR 技术具有结果准确、快速

灵敏和成本低的特点[29‒31], 但目前通过染料法荧光 PCR

扩增特异性曲线实现三七鉴别的研究仍是空白, 本研究基

于三七 psbA-trnH 序列的特异性位点, 设计了三七的特异

性引物, 并引入 18S rDNA 通用引物质控 DNA 提取和反应

体系, 建立了染料法荧光 PCR 鉴别三七的方法, 为维护三

七市场的健康发展提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  样品来源 

本研究所用的植物类实验材料包括: 24 份不同地域三

七根部样品, 采自云南省、四川省和广西壮族自治区的实验

基地, 样品信息见表 1; 18 种近缘及常见中药材分别为: 人

参、西洋参、竹节参、蒙古黄芪、甘草、灵芝、肉苁蓉、太

子参、朱砂、景天三七、北沙参、白背三七、玄参、苍术、

白术、当归、黄豆、小麦, 通过网络渠道购买于药材市场和

药店, 其中人参、西洋参、竹节参产地为河北安国, 其他产

地为安徽亳州; 28 份市售样品, 包括三七花、三七根、三七

粉、三七压片等通过网络渠道购买, 产地均为云南文山。 
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表 1  适用性实验三七样品信息 
Table 1  Information on applicability of the experimental 

samples 

编号 产地 编号 产地 

SQ 云南大塘子 SQ-12 云南寻甸 

SQ-1 云南坝子 SQ-13 云南砚山 

SQ-2 云南会泽 SQ-14 云南沾益 

SQ-3 云南建水 SQ-15 云南马场 

SQ-4 云南老缅寨 SQ-16 云南石林 

SQ-5 云南蒙自 SQ-17 云南古木 

SQ-6 广西那坡 SQ-18 云南陆良 

SQ-7 云南丘北 SQ-19 云南马龙 

SQ-8 云南哨冲 SQ-20 云南石屏 

SQ-9 云南师宗 SQ-21 四川大英县 

SQ-10 云南小广扎 SQ-22 云南平安街 

SQ-11 云南宣威 SQ-23 云南广缅 
 

1.2  实验试剂 

0.5 mol/L 乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic 

acid, EDTA)、 1 mol/L 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐 (tris 

hydrochloride, Tris-HCl)缓冲液、十六烷基三甲基溴化铵

(hexadecyl trimethyl ammonium bromide, CTAB)( 高 纯

级)(北京索莱宝科技有限公司); 无水乙醇(分析纯, 天津元

利化工有限公司); 氯化钠(分析纯, 天津市风船化学试剂

科技有限公司 ); 聚乙烯吡咯烷酮 (polyvinyl pyrrolidone, 

PVP)(分析纯, 凯玛特天津化工科技有限公司); TB Green® 

Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus) (RR820A)、Ex Taq® 

DNA Polymerase (RR001B)(宝生物工程大连有限公司); 引

物由生工生物工程(上海)有限公司合成; CTAB 缓冲液: 20 

g/L CTAB、81.7 g/L 氯化钠、0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液、

0.02 mol/L EDTA、20 g/L PVP。 

1.3  仪器与设备 

Pulverisette 6单罐行星式球磨机(德国 FRITSCH公司); 

Nano Drop 2000c 超 微 量 分 光 光 度 计 ( 美 国 Thermo 

Scientific Fisher 公司); LightCycler® 480 II 实时荧光定量

PCR 仪(瑞士 Roche 公司); Gel Doc XR 凝胶成像系统(美国

Bio-Rad 公司); 3K15 高速冷冻离心机(德国 SIGMA 离心机

扬州有限公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  样品真实性验证 

首先将采集的根部样品依次用无菌水、70%的乙醇清洗, 

60 ℃烘干后, 用球磨机研磨成细粉, 过 80 目筛。采用改良

CTAB 法提取所有样品的基因组 DNA, 并测定 DNA 的浓度

和纯度。以植物源性 ITS2 通用引物[27,32](表 2)进行样品验证, 

PCR 反应体系为 25 μL, 其中 TaKaRa Ex Taq 0.2 μL、10×Ex 

Taq Buffer (Mg2+ plus) 2.5 μL、dNTP Mixture 2 μL、10 μmol/L

上、下游引物各 0.3 μL、DNA 模板 2 μL、无菌水 17.7 μL。

反应条件为 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 

72 ℃延伸 30 s, 35 个循环; 72 ℃延伸 10 min。并用 1%琼脂糖

凝胶电泳检测 PCR 反应结果, PCR 扩增产物送上海生工生物

工程有限公司进行双向测序, 运用 MEGA 5.0 软件分析比对, 

采用最大似然法(maximum likelihood, ML)和最大简约法

(maximum parsimony, MP)构建进化树, Bootstrap 值选择 1000

次, ML 法模型选择 Kimura 2-parameter Model。 

1.4.2  psbA-trnH 基因序列分析及三七特异性引物设计 

在 Genbank 中下载三七、人参、西洋参、竹节参的

psbA-trnH 基因序列 , GenBank 号分别为 HQ112882.1、

HQ112863.1、HQ112888.1、HQ112880.1, 利用 DNAman 软件

找到三七 psbA-trnH 基因的特异性位点, 并运用 Primer 5.0 设

计一对三七特异性引物 psbA-F/R(表 2), 并在 NCBI 中进行

Primer BLAST 验证引物特异性。采用 GB/T 33526—2017《转

基因植物产品数字 PCR 检测方法》中的 18S rDNA 内参质控

引物(表 2)对 DNA 提取和反应体系进行质控。 
 

表 2  引物序列 
Table 2  Primer sequences 

序列 
引物

名称
序列(5′-3′) 

ITS2 
ITS2-F ATGCGATACTTGGTGTGAAT 
ITS2-R TTATTGATATGCTTAAACTCAGCGGG

psbA-trnH psbA-F ACCTAGTTTTTTTAAATAAATTAAATAA
 psbA-R AGTCCAACATTTTTTCTTTTA 

18S rDNA 18S-F CCTGAGAAACGGCTACCAT 
 18S-R CGTGTCAGGATTGGGTAAT 
 

1.4.3  特异性引物退火温度优化 

将设计的三七特异性引物以三七、人参、西洋参、竹

节参基因组 DNA (5 ng/μL)为模板进行退火温度的优化, 空

白对照中的模板用无菌水代替, 反应体系为 20 μL, 其中 TB 

Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) 10 μL、10 μmol/L

上、下游引物各 0.8 μL、DNA 模板 2 μL、无菌水 6.4 μL。

反应程序分为 PCR 扩增和熔解曲线, 其中 PCR 扩增程序为

95 ℃预变性 30 s; 95 ℃ 5 s, 退火温度(45、50、55、60 ℃) 30 

s, 72 ℃ 30 s 收集荧光信号, 共 40 个循环。熔解曲线扩增程

序为 95 ℃ 5 s; 60 ℃ 1 min; 60~95 ℃收集荧光信号, 50 ℃ 30 

s。其中退火温度分别设置 45、50、55、60 ℃, 观察荧光扩

增曲线, 筛选最佳的退火温度。 

1.4.4  灵敏度实验 
将三七的基因组 DNA 定量到 50 ng/μL, 进行梯度稀

释, 8 个梯度, 每微升模板量分别为 50.000、5.000、0.500、

0.100、0.050、0.010、0.005、0.001 ng, 前两组做 2 个平行

样, 后 6 组做 3 个平行样, 空白对照中的模板用无菌水代

替, 运用优化后的退火温度进行特异性引物荧光 PCR 反应

灵敏度测试, 内参质控引物荧光 PCR 反应灵敏度测试的反

应体系和反应条件与特异性引物的相同。 

1.4.5  特异性实验 

以三七和 18 种中药材基因组 DNA 为模板, 空白对照

中的模板用无菌水代替, 反应体系和反应条件同 1.4.4, 验

证三七特异性引物的特异性。 

1.4.6  适用性实验 

分别运用特异性引物和内参质控引物对 24 份不同地
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域三七样品(表 1)进行扩增, 空白对照中的模板用无菌水

代替, 反应体系和反应条件同 1.4.4, 验证三七特异性引物

和内参质控引物荧光 PCR 反应的适用性。 

1.4.7  抗干扰性实验 

以三七粉末样品为检测对象, 人参粉末样品为样品基质, 

分别制备三七含量为 0、5%、10%、40%、80%、100%的混

合样品, 提取基因组 DNA, 每组做 2 个平行样, 空白对照中

的模板用无菌水代替, 反应体系和反应条件同 1.4.4, 验证三

七特异性引物和内参质控引物荧光 PCR 反应的抗干扰性。 

1.4.8  市售样品检测 

使用建立的方法对 28 份市售样品进行染料法荧光

PCR 反应, 空白对照中的模板用无菌水代替, 反应体系和

反应条件同 1.4.4。并将检测结果与测序结果进行比对, 验

证所建立方法的实用性。 

2  结果与分析 

2.1  样品验证 

运用 ITS2 通用引物扩增 24 份不同地域三七和 18 种

近缘及常见中药材, 所有药材的测序序列与 NCBI 库中对

应药材的 ITS2 序列比对相似度均在 98%以上, ML 树和 MP

树的聚类结果显示(图 1), 不同地域的三七聚为一个分支, 

支持率分别为 98%和 99%, 同属的人参、西洋参、竹节参

与其在同一大的分支下, 支持率分别为 91%和 99%, 其他

中药材与 NCBI 库中对应药材的 ITS2 序列也单独聚为一个

小分支, 因此, 能够通过 ITS2 序列测序分析确定实验所用

植物材料的真实性。 

2.2  psbA-trnH 序列分析及三七特异性引物设计 

比较三七与人参、西洋参、竹节参的 psbA-trnH 序列

可以发现(图 2), 三七 psbA-trnH 序列的 129、142、156、

183、279 位点碱基分别为 T、A、G、T、T, 而人参、西洋

参和竹节参均为 C、T、A、C、A, 并且三七的 psbA-trnH

序列在第 145~152 位点存在碱基插入, 在第 285~290 位点

存在碱基缺失, 以此为基础, 并综合考虑退火温度、引物

二聚体和发夹结构等因素对引物和产物的影响, 设计三七

的特异性引物。 

2.3  特异性引物退火温度优化 

在退火温度 45、50、55、60 ℃条件下, 特异性引物

psbA-F/R 对应的荧光 PCR 反应扩增曲线如图 3 所示。随

着退火温度的升高, 阴性对照和空白对照均无扩增; 退火

温度为 45、50、55 ℃时, 三七均有明显指数型增长的扩增

曲线, 循环阈值(cycle threshold, Ct)为 16 左右; 当退火温

度达到 60 ℃时, 三七的荧光 PCR 扩增曲线“S”型增长不明

显, 扩增效率明显降低, 说明退火温度太高抑制了反应的

扩增效率, 同时考虑到退火温度较低容易导致非特异性扩

增, 因此选择退火温度为 55 ℃。 

 

 
 

 

注: A 为 ML 进化树, B 为 MP 进化树; 编号 SQ、SQ-1~SQ-23 对应表 1 中 24 份不同地域三七样品, RS 为人参、XYS 为西洋参、ZJS 为

竹节参、HQ 为黄芪、GC 为甘草、LZ 为灵芝、RCR 为肉苁蓉、TZS 为太子参、ZS 为朱砂、JTSQ 为景天三七、BSS 为北沙参、BBSQ

为白背三七、XS 为玄参、CZ 为苍术、BZ 为白术、DG 为当归、HD 为黄豆、XM 为小麦。 

图 1  基于 ITS2 序列构建的不同地域三七样品和常见中药材的 ML 进化树和 MP 进化树 

Fig.1  ML evolutionary tree and MP evolutionary tree of Panax notoginseng samples from different regions and common  
Chinese herbs based on ITS2 sequences 
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图 2  序列比对结果 

Fig.2  Sequence comparison results 

 
2.4  灵敏度实验 

灵敏度实验结果如图 4 所示, 当三七 DNA 模板浓度

为 0.001 ng/μL 时, 特异性引物荧光 PCR 扩增结果(图 4A)

中, Ct 值为 29 左右; 内参质控引物荧光 PCR 扩增结果(图

4B)中, Ct 值为 30 左右。因此, 三七特异性引物和内参质控

引物的荧光 PCR 反应的灵敏度可达到 0.001 ng/μL。 

2.5  特异性实验 

特异性实验结果如图 5所示, 特异性引物荧光 PCR扩

增结果(图 5A)中, 只有三七有明显指数型扩增曲线, Ct 值

为 16 左右, 18 种其他中药材和空白对照无明显扩增曲线, 

可以判定为阴性; 内参质控引物荧光 PCR 扩增结果中(图

5B), 三七和 18 种中药材均有明显指数型扩增曲线, 有荧

光信号产生, Ct 值在 17~25 之间。表明 DNA 提取和反应体

系无误的情况下, 本研究建立的方法特异性较强。 

2.6  适用性实验 

适用性实验结果如图 6 所示, 特异性引物荧光 PCR 反

应(图 6A)中, 24 份不同地域的三七样品均有指数型扩增曲

线, Ct 值在 12~23 之间, 可以判定为阳性; 内参质控引物荧

光 PCR 反应(图 6B)中, 24 种不同地域的三七样品检测到荧

光信号, 均有指数型扩增曲线, Ct 值在 17~25 之间。因此, 以

上结果表明 DNA 提取和反应体系无误的情况下, 本研究建

立的方法适用于不同地域三七样品的检测, 适用性较好。 

2.7  抗干扰性实验 

抗干扰性实验结果如图 7 所示, 特异性引物荧光 PCR

反应(图 7A)中, 三七含量 5%、10%、40%、80%、100%的

混合样品均有明显指数型增长的扩增曲线, Ct 值在 14~20 之

间, 三七含量0的混合样品未检测到荧光信号, 无扩增曲线; 

内参质控引物荧光 PCR 反应(图 7B)中, 6 个不同三七含量的

混合样品, DNA浓度相同, Ct值均在 20 左右, 均有明显的指

数型增长的扩增曲线。因此, 以上结果表明 DNA 提取和反

应体系无误的情况下, 本研究建立的方法能够对含有三七

的混合样品进行检测, 并且有较好的抗干扰性。 

2.8  市售样品检测 

对 28 份市售样品进行检测, 均检测到荧光信号, 有

指数型扩增曲线, 特异性引物荧光 PCR 反应中 Ct 值在

13~23 之间, 内参质控引物荧光 PCR 反应中 Ct 值在 17~24

之间。表明 DNA 提取和反应体系无误的情况下, 28 份市售

样品均检出三七成分。 

为进一步验证该方法检测的可靠性, 对 ITS2 通用引

物测序得到的市售样品 ITS2 序列在 NCBI 中进行序列比对, 

比对结果为三七, 序列相似度为 100%。因此, 本研究建立

的方法可对市售样品进行检测, 并且检测结果与测序方法

所得检测结果一致。 

3  结论与讨论 

本研究建立了基于 TB Green 荧光染料的荧光 PCR 鉴

别三七的方法, 检测结果判定方法为: ①若特异性引物和内

参质控引物的荧光 PCR 反应有荧光信号, 有指数型增长的

荧光扩增曲线, 且内参质控的 Ct 值≤30.0 时, 则判定 DNA

提取和反应体系无误, 含有三七成分; ②若内参质控引物的

荧光 PCR 反应有荧光信号, 有指数型增长的荧光扩增曲线, 

而特异性引物无上述结果, 且内参质控的 Ct 值≤30.0 时, 

则判定 DNA 提取和反应体系无误, 不含三七成分。 

本研究设计了三七特异性引物结合内参质控引物建

立了三七染料法荧光 PCR 鉴别方法 , 方法的灵敏度为

0.001 ng/μL, 所建立的方法对 18种近缘及常见中药材均无

特异性扩增曲线, 表明方法的特异性较好, 对 24 份不同地

域三七样品均有指数型扩增曲线, 表明方法具有较好的适

用性, 混合样品可以检出三七成分, 验证了该方法具有较

好抗干扰性, 并可用于 28 份不同加工方式、不同部位的常

见市售三七产品的鉴别, 可在实际检测中推广应用。 
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注: 小图为各个样品荧光 PCR 扩增后的熔解曲线图, 反映对应扩增产物特性。 

图 3  不同退火温度条件下三七特异性引物荧光 PCR 反应结果 

Fig.3  Results of fluorescence PCR reactions with Panax notoginseng-specific primers under different annealing temperatures 
 

 
 

注: A 为三七特异性引物 psbA-F/R; B 为内参质控引物 18S-F/R。小图为各个样品荧光 PCR 扩增后的熔解曲线图, 反映对应扩增产物特性。 

图 4  三七特异性引物和内参质控引物的荧光 PCR 灵敏度检测 

Fig.4  Fluorescence PCR sensitivity detection of Panax notoginseng specific primers and internal reference quality control primers 

 

 
 

注: A 为三七特异性引物 psbA-F/R; B 为内参质控引物 18S-F/R。小图为各个样品荧光 PCR 扩增后的熔解曲线图, 反映对应扩增产物特性。 

图 5  三七特异性引物荧光 PCR 特异性检测 

Fig.5  Fluorescence PCR specificity detection for Panax notoginseng specific primers 
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注: A 为三七特异性引物 psbA-F/R; B 为内参质控引物 18S-F/R。小图为各个样品荧光 PCR 扩增后的熔解曲线图, 反映对应扩增产物特性。 

图 6  三七特异性引物和内参质控引物荧光 PCR 适用性检测 

Fig.6  Fluorescence PCR suitability detection for Panax notoginseng specific primers and internal reference quality control primers 
 

 
 

注: A 为三七特异性引物 psbA-F/R; B 为内参质控引物 18S-F/R。小图为各个样品荧光 PCR 扩增后的熔解曲线图, 反映对应扩增产物特性。 

图 7  三七特异性引物和内参质控引物荧光 PCR 抗干扰性检测 

Fig.7  Fluorescence PCR interference resistance detection for Panax notoginseng specific primers and internal reference quality control primers 
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