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摘要   目的：通过DNA条形码鉴定和建立特异性引物扩增的方法，有效区分菲牛蛭与其他水蛭品种。方

法：通过聚合酶链式反应（PCR）对水蛭样品的COI序列进行扩增，利用MEGA 6.06软件通过建树法进

行NJ树聚类分析，针对菲牛蛭素的编码基因序列、利用Primer Premier 5软件进行引物设计，对经设计、

合成的8对引物通过PCR扩增和琼脂糖凝胶电泳实验进行筛选，并确定特异性引物的最佳退火温度。结

果：通过COI序列的NJ树聚类分析可以确定20批水蛭样品中的9批菲牛蛭样品，经过Primer Premier 5软件

进行引物设计共选出8对引物进行合成，通过PCR扩增和琼脂糖凝胶电泳预实验筛选出引物7、为最佳实

验引物，且确定了引物7的最佳退火温度为49℃。结论：通过COI序列的DNA条形码研究，确定了样品

中的菲牛蛭，通过特异性引物PCR扩增和电泳检测，有效地将菲牛蛭与其他水蛭样品进行区分，为菲牛

蛭的分子生物学鉴定方法提供了参考。
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Abstract    Objective:   To identify Poecilobdella manillensis from other Hirudos through DNA barcoding method 
and specific primers. Methods: COI sequences of Poecilobdella manillensis were amplified with polymerase 
chain reaction(PCR), through the method of Neighbour Joining to draw the spectral of clustering analysis tree 
using the software of MEGA 6.06, primers were designed by using the software of Primer Premier 5 based on 
the coding gene sequence of bufudin,  the best one was screened from 8 designed primers through the PCR and 
agarose gel electrophoresis(AGE) experiment, and the optimum annealing temperature of specific primers was 
determine. Results: The Neighbour Joining clustering analysis of COI sequences can effectively distinguish the 9 
lots of Poecilobdella manillensis among the 20 samples for this study, the PCR and AGE experiments confirmed 
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primers-7 as the best primer, and the optimum annealing temperature was 49℃. Conlusions: Through the DNA 
Barcoding study on the COI sequence Poecilobdella manillensis was identified from the 20 lots of samples, the 
specific PCR and AGE experiment on primers-7 can effectively identify Poecilobdella manillensis from other 
Hirudos, which can provide the reference basis for molecular biology identification techniques of Poecilobdella 
manillensis and the identification of other traditional medicines.  
Keywords:   Poecilobdella manillensis; polymerase chain reaction(PCR); cytochrome oxidase subunit I (CO1); 
DNA barcoding; specific amplification

菲牛蛭（Poecilobdella manillensis）俗称金边

蚂蟥，别名马尼拟医蛭，其化学成分主要含有多种

脂肪酸、氨基酸及微量元素等[1-2]，药理学有效成

分主要是水蛭素、菲牛蛭素A、菲牛蛭素B[3]；除此

之外，菲牛蛭还含有一些其他的生物活性成分，如

抗凝多肽[4]、纤维蛋白溶解酶[5]、透明质酸酶、血

管扩张剂[6]、抗血小板聚集活性成分[7]、抑菌活性

成分[8]等。菲牛蛭的药理作用主要有抗血小板聚集

与抗凝血作用[7,9-11]，抑制血栓形成作用[12-14]，降脂

作用[15]，抗肿瘤作用[16-17]，促进血管新生作用[18]。

综合菲牛蛭的有效成分、药理作用、作用机制以及

分子生物学相关资料，为进一步开发利用菲牛蛭奠

定了基础，菲牛蛭作为一种新型药物出现，为防治

心血管疾病，尤其为高脂血症患者带来曙光[19]。

云南省于2013年将菲牛蛭收录到《云南省中

药材标准》[20]中，广西壮族自治区的壮药二卷[21]中

也收录了菲牛蛭，推动了菲牛蛭药材的标准化进

程[22]。菲牛蛭的养殖研究已见报道[23-25]，在广西等

地也存在菲牛蛭的规模性养殖，文献考证菲牛蛭属

于传统中医使用的水蛭品种[26]，如何将菲牛蛭与其

它品种区分开来，对于合理使用菲牛蛭至关重要。

目前，对于菲牛蛭品种的鉴别方法主要有垂直平板

十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳[27]、基因序

列及分子进化分析法[28-30]等。

DNA条形码是选用标准短的DNA片段对物种进

行快速、准确自动化的鉴定和识别[31]。Paul Hebert

首先提倡将条形码技术引进生物的鉴定中[32]。水蛭

品种COI序列的DNA条形码研究已见报道[28,30]，本

研究针对菲牛蛭素的编码序列设计一对菲牛蛭的特

异性引物，通过特异性扩增达到区分菲牛蛭与其他

品种的目的。

1   材料
1.1   仪器

AB135-S分析天平（Mettler公司），Milli-Q 

Biocel纯水仪（Millipore公司），MM400球磨仪 

（Retsch公司），HH-4数显恒温水浴锅 （友联

仪器公司），ABI Veriti PCR仪（ThernoFisher公

司），EPS-301电泳仪（Amersham公司），GelDoc 

XR+全自动凝胶成像系统（BIORAD公司）。

1.2   试剂

DNeasy Blood & Tissue Kit（批号69504，

QIAGEN公司）；2×Taq Master Mix缓冲液（批

号GK8006，GENEray公司）；GelRed（批号

41003，Bio t ium公司）；琼脂糖（Biowes t公

司）；Tris-base（Sigma公司）；冰醋酸（分析

纯，国药集团化学试剂有限公司）；EDTANa 2

·2H 2O（国药集团化学试剂有限公司）。COI

引物5'-TAAGAGGTTTACCACCGTTAT-3 '和

5'-GTAGATGAAG TAGTTGACCCAA-3'（上海捷瑞

生物工程有限公司）。

1.3   药材

水蛭新鲜样品分别收集自广东省、云南省、

广西壮族自治区，药材干品收集自安国、亳州、广

州清平药材市场。其中样品SZ-4、SZ-7、SZ-8、

SZ-10、SZ-14、SZ-17、SZ-20均由中国食品药品

检定研究院郑健研究员鉴定为菲牛蛭，样品信息见

表1。
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表 1   水蛭样品信息表

编号 来源 编号 来源

SZ-1 广西防城港市野生菲牛蛭 SZ-11 购自亳州药市

SZ-2 购自亳州药市 SZ-12 购自安国药市

SZ-3 购自亳州药市 SZ-13 购自广州清平市场

SZ-4 云南保山养殖菲牛蛭 SZ-14 广西南宁养殖菲牛蛭

SZ-5 购自广州清平市场 SZ-15 购自亳州药市

SZ-6 产自俄罗斯顿河流域 SZ-16 购自亳州药市

SZ-7 广东开平养殖宽体金线蛭 SZ-17 广西药用植物园养殖菲牛蛭

SZ-8 云南保山养殖菲牛蛭 SZ-18 广西防城港市野生菲牛蛭

SZ-9 北京陶然亭公园野生水蛭 SZ-19 广西东兴市野生菲牛蛭

SZ-10 云南保山养殖菲牛蛭 SZ-20 广西南宁养殖菲牛蛭

2   方法
2.1   总DNA的提取

取样品20～30 mg干品，用MM400球磨仪粉

碎；新鲜样品用手术剪剪碎，利用QIAGEN公司的

DNeasy Blood & Tissue Kit基因组提取试剂盒进行

DNA提取。

2.2   聚合酶链式反应及测序

PCR反应体系20 μL：2×Taq Master Mix缓冲

液10 μL，上下游引物各0.4 μL，DNA模板1 μL，

灭菌的双蒸水8.2 μL。PCR反应条件：95 ℃预变性

4 min；95 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸

1 min，循环35次；72 ℃延伸7 min。琼脂糖凝胶电

泳检测，凝胶成像。将电泳结果显示为单一明亮条

带的扩增产物送英潍捷基进行测序。

2.3   数据处理

测序峰图使用CodonCode Aligner 3.7.1 软件

（CodonCode Co.,USA）校对拼接，去除引物区

段。将所有序列利用MEGA 5.0软件（molecular 

evolutionary genetics analysis）分析比对。采用NJ树 

（Neighbor-Joining Tree）法建立系统发育树，通过

bootstrap（1000次重复）对各分支进行支持率检验。

2.4   引物设计

在GenBank数据库上可以搜索得到菲牛蛭素的

蛋白序列CAA51293.1：MFSLKLFV VFLAVCICVSQ

AVSYTDCTESGQNYCLCVGSNVCGEGKNCQLSSSGN

QCVHGEGTPKPKSQTEGDFEEIPDEDILN；GenBank

数据库中，由该段蛋白序列推导出的编码基因的序

列为X72786.1：ATGTTCTCTCTCAAGTTGTTCGTT

GTCTTCCTGGCTGTTTGCATCTGCGTGTC TCAAGC

AGTGAGCTACACTGATTGTACGGAATCAGGTCAG

AATTATTGTCTATGCGTGGGAAGTAATGTCTGCGG

TGAAGGAAAAAATTGTCAACTGAGCAGTTCTGGA

AATCAGTGCGTCCATGGGGAAGGTACTCCGAAGC

CTAAGAGCCAGACTGAAGGCGATTTCGAAGAAAT

CCCAGATGAAGATATATTGAATTAA；根据基因序

列X72786.1利用Primer Premier 5软件设计引物。

2.5   特异性扩增试验

根据“2.2”节下的PCR反应体系和PCR反应条

件，对软件Primer Premier 5软件设计的引物进行聚

合酶链式反应，并对反应产物进行琼脂糖凝胶电泳

检测和凝胶成像，以达到对特异性引物验证和筛选

的目的。

3   结果
3.1   COI序列的NJ树聚类分析

水 蛭 C O I 序 列 的 测 序 结 果 使 用 C o d o n C o d e 

Aligner 3.7.1 软件校对拼接，去除引物区段，得到

20批样品的COI序列长度为656bp。将所有序列利

用MEGA 5.0软件分析比对。采用NJ树法建立系统
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发育树，通过bootstrap（1 000次重复）对各分支

进行支持率检验，得到基于COI序列建立的NJ树如

图1所示。SZ-4、SZ-8、SZ-10、SZ-14、SZ-17、

SZ-20共6个样品经鉴定为菲牛蛭，图1中SZ-1、

SZ-4、SZ-8、SZ-10、SZ-14、SZ-17、SZ-18、

SZ-19、SZ-20共9个样品聚为一支，且COI序列完

全一致，因此，可以确定这9个样品为菲牛蛭，其

他11个样品的COI序列均与菲牛蛭样品存在碱基差

异，其中SZ-2与菲牛蛭间的碱基差异最小，为63

个碱基，因此，可以确定其他11个样品为非菲牛蛭

品种。

 SZ-1

 SZ-4

 SZ-8

 SZ-10

 SZ-14

 SZ-17

 SZ-18

 SZ-19

 SZ-20

 SZ-2

 SZ-3

 SZ-5

 SZ-6

 SZ-7

 SZ-9

 SZ-11

 SZ-12

 SZ-13

 SZ-15

 SZ-16

0.05

图 1   基于 COI 序列建立的 NJ 树

3.2   引物设计结果

将菲牛蛭素蛋白序列CAA51293.1的编码基因

的序列X72786.1输入到Primer Premier 5软件中，综

合考虑所得引物序列的评分和适用性，共筛选出8

对引物，由捷瑞公司合成引物。引物详细信息如

表2。

表 2   引物信息表

引物名称 引物序列（5'-3'） 引物名称 引物序列（5'-3'）

引物 1
TCATCTGGGATTTCTTCG

引物 5
TCTTCATCTGGGATTTCTT

GTTGTCTTCCTGGCTGTT GTTGTCTTCCTGGCTGTT

引物 2
TCATCTGGGATTTCTTCG

引物 6
TCTTCATCTGGGATTTCTT

TGTCTTCCTGGCTGTTTG TGTCTTCCTGGCTGTTTG

引物 3
CATTACTTCCCACGCATA

引物 7
TCTGGCTCTTAGGCTTCG

GTTGTCTTCCTGGCTGTT GTTGTCTTCCTGGCTGTT

引物 4
CATTACTTCCCACGCATA

引物 8
TCTGGCTCTTAGGCTTCG

TGTCTTCCTGGCTGTTTG TGTCTTCCTGGCTGTTTG
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3.3   引物筛选

对以上8对引物分别进行PCR扩增和凝胶电

泳检测的预试验，根据预试验凝胶电泳检测结

果，筛选出能对菲牛蛭样品进行特异性扩增且

条带单一的引物，最终确定的引物序列如下：

引物7：1）5'-TCTGGCTCTTAGGCTTCG-3'；2）

5'-GTTGTCTTCCTGGCTGTT-3'

3.4   特异性扩增电泳检测结果

利用最终确定的引物7，对本实验中的20批样

品进行PCR扩增和凝胶电泳实验，凝胶电泳检测结

果如图2所示，SZ-1、SZ-4、SZ-8、SZ-10、SZ-

14、SZ-17、SZ-18、SZ-19、SZ-20共9个样品得到

特异性扩增，将9个样品的COI序列在Genbank上进

行比对，可以比对到已上传的菲牛蛭COI序列，且

存在0 Gaps，非菲牛蛭样品不能进行扩增。对引物

7进行了退火温度的考察，共考察了45℃、47℃、

49℃、51℃、53℃、55℃共6个温度梯度，根据考

察结果，确定49℃为引物7特异性扩增菲牛蛭序列

的最佳退火温度。

M：Maker；K：阴性对照；1 ～ 20：SZ-1 ～ SZ-20 样品。
图 2   特异性扩增电泳检测结果图

4   结论与讨论
菲牛蛭具有一定的药用历史，属于传统中医

使用的水蛭品种。菲牛蛭中含有的主要化学成分和

生物活性成分为其药理作用奠定了基础，使其有可

能作为防治心血管疾病和治疗高脂血症的新兴药物

出现。不同水蛭品种的活性成分及药效活性往往存

在差异，以宽体金线蛭和菲牛蛭为例，两者的活性

成分有很大区别，且菲牛蛭比目前广泛应用的宽体

金线蛭具有更优的药效活性[14]。菲牛蛭又称金边蚂

蟥，其身体两侧的金边为其鉴定特征，但是菲牛蛭

死后及其干品金边消失，不易分辨、鉴定，市场上

水蛭品种杂多，其中不乏一些进口水蛭药材品种，

如何将菲牛蛭与其它品种区分开来，对于合理使用

菲牛蛭至关重要。

本研究采用菲牛蛭蛋白序列的编码基因设计

特异性引物，PCR扩增结合电泳检测，有效将菲牛

蛭与其他水蛭样品进行区分，为菲牛蛭的分子生物

学鉴定方法提供了参考。
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