


月刊 1970 年 11 月创刊

第 49 卷第 11 期  2018 年 11 月 10 日出版
目  次

·专论与综述·

5-HT 再摄取抑制/5-HT 受体亚型多重作用抗抑郁药物研究进展···············谷正松，李建其*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.001
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3D 打印技术在透皮领域的研究进展··························杨雅丽，童想柳，边  琼，罗华菲*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.002

3D printing

artificial skin

replacing animal skin

screening nanoparticles

building a skin disease 
model

exploring pathogenesis

evaluating the efficacy of 
drugs

monitoring the 
pharmacokinetic process

drug-loaded patch personalized administration

microneedles

delivery of drugs

combining with micro
molding expending material range

combining with inkjet 
printing

realizing synergistic 
treatment

3D 打印

人工皮肤

替代动物皮肤

筛选纳米粒子

构建皮肤病模型

载药贴片 个性化给药

微针

用于药物递送

与微模塑工艺相结合

与喷墨印刷结合

扩大材料范围

实现协同治疗

探索发病机制

评价药物疗效

监测药动学过程

立方液晶作为天然药物载体的研究进展·····················徐玲霞，申宝德，金  晨，朱卫丰*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.003

the minimum surface 
accumulation

the nodal surface 
structure

improve drug 
bioavailability

improve drug 
stability

sustained or controlled
drug release

reduce drug toxicity 
and skin irritation

cubic phase -forming lipids

temperature, water

additives

drug

technology

other factors
(pH、salt concentration)

cubosomes

formation 
mechanism

influencing 
factors for

phase 
transition

cubosomes
as natural

drug delivery 
system

立方液晶
相转变

因素

作为天然

药物载体

的应用

形成

机制

最小表面堆积观点

节点式表面观点

提高药物生物利用度

提高药物稳定性

控释与缓释作用

降低药物毒性刺激性

两亲性化合物

温度、水

添加物

药物

工艺

其他因素(pH、盐浓度)

 
A：聚集体，B：球形胶束，C：液晶(a：层状液晶，b：立方液晶，c：六角液晶) 

 

A                           B                                                                 C

a b c

螺旋型晶格VG(Ia3d)      菱形晶格VD(Pn3m)      体心立方晶格VP(Im3m)

a: 螺旋型晶格VG(Ia3d)    b: 菱形晶格VD(Pn3m)    c: 体心立方晶格VP(Im3m)

a                                             b                                                c
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GLP-1 融合蛋白的表达、纯化及其初步活性分析·········姜旖旎，黄宗庆，马  洁，冯  军*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.004
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A: The supernatant were induced at 25 ℃(lane 1), 30 ℃(lane 2), and 37 ℃(lane 3). Molecular weight marker is 

indicated as M.  

B: The bacterial biomass of the corresponding temperature was monitored by ultraviolet absorption of 600 nm. D600 

represents the amount of bacteria to a certain degree. 
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△- the positive control ; ● -PASylated GLP-1 ; 
◇- the negative control
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头孢洛林酯的合成新工艺···························郭新亮，张乃华，鲍广龙，张仲奎，张贵民*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.005
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ceftaroline fosamil

Ceftaroline fosamil was synthesized with a putity of 99.56% and a total yield of 34.8%, and this new process had been tested in pilot scale.
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头孢洛林酯

采用新工艺合成了头孢洛林酯，纯度99.56%，总收率34.8%，本工艺已经过中试验证。
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MeOH
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besifovir

4a

Inexpensive 4a was used to 
prepare 5, the cost was reduced.

Compound 7 was prepared from 6 via 
Mitsunobu reaction, and the yield was

increased from 33% to 63%.

Pd/C/AcONH4 was used instead of Pd/C/H2 
to make the reaction condition milder. The target compound was obtained with a total yield of 16% and a purity of 99.2%.
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采用价廉的4a 
制备 5, 有效控制成本。

6 和 12 经 Mitsunobu 反应制备7，
收率由33% 提升至 63%。

用 Pd/C/AcONH4代替 Pd/C/H2 , 
避免使用 H2, 条件更温和安全。

改进后的工艺总收率16%, 纯度 99.2%。
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citalopram citalopram hydrobromide

An improved synthetic route of citalopram hydrobromide had been tested in pilot scale with a total yield of 63% and a purity of 99.8%.
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西酞普兰 氢溴酸西酞普兰

改进了氢溴酸西酞普兰的合成工艺，该工艺已经放大生产，总收率 63%， 纯度 99.8%。
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The side chain of cefiderocol acid was synthesized by a "one-pot" 
method with an overall yield of 74%, and a purity of 99.2%.

The single crystal diffraction pattern of 4
was reported for the first time.
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A novel synthetic process for monomethyl β-methylglutarate by utilizing the mild alkaline hydrolysis of 
barium hydroxide was developed. This new process had been validated in pilot scale with a total yield of 90.3%.
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mPEG -HZ-PLA﹢coumarin-6 (C6) C6-loaded micelles

Release Profiles of C6 in
 Various pH Media

self-assembly in
water

TEM Image Confocal Laser Scanning
Microscopy Images
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不同 pH 介质中的体外释放考察
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peramivir

acetaminophen

test group: combined
doses of peramivir and

acetaminophen

control group: single
dose of peramivir

Plasma Concentration-time Curves of Peramivir with
or without the Combination of Acetaminophen in Rats (n=20)
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对乙酰氨基酚

联合用药

试验组：同时给予帕拉

米韦和对乙酰氨基酚

对照组：单独给予

帕拉米韦

与对乙酰氨基酚联用前后大鼠体内帕拉米韦
的平均药-时曲线(n=20)

co-administration
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E：对照组给药20 min后大鼠血浆，F：试验组给药20 min 后大鼠血浆
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凝华 

水杨酸粗品 

(含有机及无机杂质)  

水杨酸蒸汽 
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impurities)  

salicylic acid steam 

140 ℃  circulating carrier 

gas (nitrogen) 

sublimation 
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回收水杨
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凝华瓶

连通管 

 

 

氮气预热烘箱 水杨酸升华烘箱

氮气  

凝华冷凝管

凝华收集瓶 1 凝华收集瓶 2

水杨酸托盘

氮气流导流板

调频高压鼓风机

无菌检查用隔离器选购、验证和使用的探讨···············黄家乐，王  玥*，何  睿，徐雪娥
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.019

selection

• selection hard cabin with unidirectional flow or hard cabin with turbulent flow or soft cabin 
with turbulent flow isolator 

• selection wet or dry vaporized hydrogen peroxide sterilization technology
• user requirement specification, function design specification

validation

• installation qualification: documents, materials, certificates, components, spare parts, utilities
• operational qualification: leakage rate, air model, filter integrity, empty-load sterilization effect
• performance qualification: full-load sterilization effect, aseptic maintenance cycle, routine 

sterilization procedure development

operation

• simultaneous  sterilization of cabin and pipeline
• optimization of the temperature and humidity environment of isolator
• acceptable criterion of sterilization establishment, and report data analysis

选购

• 选购硬舱体单向流、硬舱体紊流或者软舱体紊流型的隔离器

• 选择干法或者湿法的汽化过氢灭菌技术

• 用户需求说明、设计功能说明

验证

• 安装确认：文件、材质、证书、部件、零配件、公用介质

• 运行确认：泄漏率、气流模型、过滤器完整性、空载灭菌效果

• 性能确认：满载灭菌效果、无菌维持周期、日常灭菌程序开发

使用

• 舱体灭菌与管路灭菌同时进行

• 优化隔离器的温湿度环境

• 制定灭菌合格标准并进行数据分析

·药学管理与信息·

新药研发专利保护策略····································································刘桂明，黄超峰
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.020

选择分子靶点

筛选确定先导化合物

构效关系－活性－选择性

细胞试验

体内试验

专利

ADME

放大试验

制剂

安全性

临床试验

NMPA(CFDA)

NMPA(CFDA)

成功上市

selecting molecular targets

screening and identifying
lead compounds

structure activity relationship-
activity-selectivity

cell test
in vivo test

patent
ADME

magnifying experiment
preparation

safety
clinical trial

listing

药物开发阶段

靶点的发现

靶点的标示和确认

测定法的发展和

药物的筛选

确定先导化合物和

药物候选化合物

临床前优化临床试验新药应用市场

药物发现阶段
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医药新政下我国制药行业发展的新思路·································徐培红，刘天尧*，干荣富
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Recent Advances of 3D Printing Technology in Transdermal Drug Delivery System··················
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3D printing

artificial skin

replacing animal skin

screening nanoparticles

building a skin disease 
model

exploring pathogenesis

evaluating the efficacy of 
drugs

monitoring the 
pharmacokinetic process

drug-loaded patch personalized administration

microneedles

delivery of drugs

combining with micro
molding expending material range

combining with inkjet 
printing

realizing synergistic 
treatment

3D 打印

人工皮肤

替代动物皮肤

筛选纳米粒子

构建皮肤病模型

载药贴片 个性化给药

微针

用于药物递送

与微模塑工艺相结合

与喷墨印刷结合

扩大材料范围

实现协同治疗

探索发病机制

评价药物疗效

监测药动学过程

Research Advance in Cubosomes as Carriers for Natural Medicines······································
········································································XU L X, SHEN B D, JIN C, ZHU W F*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.003

the minimum surface 
accumulation

the nodal surface 
structure

improve drug 
bioavailability

improve drug 
stability

sustained or controlled
drug release

reduce drug toxicity 
and skin irritation
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ceftaroline fosamil

Ceftaroline fosamil was synthesized with a putity of 99.56% and a total yield of 34.8%, and this new process had been tested in pilot scale.
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采用新工艺合成了头孢洛林酯，纯度99.56%，总收率34.8%，本工艺已经过中试验证。

N

S

OH

OO

H
N

O

O

N

S

O

OO

H
N

O

O

S
CH3

O O

N

SHS

N

N

SNaS

N

2 2a

5

N

S

OO

H
N

O

O

N

SS

N

CH3I

N

S

OO

H
N

O

O

N

SS

N
CH3

N

S

OO

H2N

O

N

SS

N Cl

N

S

OO

H2N

O

N

SS

N
CH2

N

S
N

H2N

N
O

O

OH

CH3

N

S
N

N
H

N
O

O

Cl

CH3

PCl5

3 4

1) 4

10 1

AcOH· H2O
N

S

OO

O

N

SS

N
CH3

N

S
N

N
H

N
O

O

H
N

CH3

PHO

O

HO
N

S

OO

O

N

SS

N
CH3

N

S
N

N
H

N
O

O

H
N

CH3

PHO

O

HO

2) HCl

CH3

浓HCl

NaOH

PCl5/Py

H2O/AcOH

PCl

O

Cl

或 CH3ONa

·

2aMsCl

图1
图2

图3

N

S

OO

H
N

O

O

N

S N
H2N

N
O

O

OH

CH3

N

S

OH

OO

H
N

O

O

1) PCl5 / Py / DCM
N

S

Cl

OO

H2N

O

N

S
N

N
H

N
O

O

Cl

CH3

PCl

O

Cl

N

S

Cl

OO

O

N

S
N

N
H

N
O

O

H
N

CH3

PNaO
O

NaO

N

S

HS N
N

S

OO

O

N

S
N

N
H

N
O

O

H
N

CH3

PNaO
O

NaO

N

SS

N

N

S

OO

O

N

S
N

N
H

N
O

O

H
N

CH3

PNaO

O

NaO

N

SS

N

N

S

OO

O

N

S
N

N
H

N
O

O

H
N

CH3

PHO

O

HO

N

SS

N
CH3

N

S

OO

O

N

S
N

N
H

N
O

O

H
N

CH3

PHO

O

HO

N

SS

N
CH3

CH3

浓HCl

CH3I

PCl5

3 4

5 6

7

2

8 9

10 1

· HCl

EtOAc / 异丙醚

2) PCl5 / DMF / 异丁醇

THF

Na2CO3 / THF / EtOH CH3CN/THF

CH3CN / EtOAc

H2O / AcONa

AcOH / H2SO4

I

AcOH· H2O·

AcONa, NaHCO3

O

1508

1518



1524

1530

1534

Synthesis Improvement of Besifovir············WU Y, LIAO G C, HAO L H, WANG P C, SUN P H*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.006

HO
O

O CH3

1) TBDPSCl

2) EtMgBr, Ti(OiPr)4

TBDPSO
OH

P
O

O

O

TsO

CH3

CH3
TBDPSO O P

O

O
CH3

O CH3

HO O P
O

O

CH3

O CH3 DIAD, PPh 3, THF

O P
O

O
CH3

O CH3

N

N N

N

H2N

1) TMSBr

O P
O

O
CH3

O CH3

N

N N

N

Cl

H2N

5% Pd/C, AcONH4

2 4 5

6 7

8

N

N N
H

N

N
H

Cl

Boc

O P
OO

O

O ON N

N
N

NH2

O
CH3

CH3H3C

O

CH3
H3C
H3C

2) TFA/DCM

Cl O

O
CH3

CH3
CH3

tBuOLi, DMF/THF

NH4
+F-

MeOH

1)

MeOH
2)

besifovir

4a

Inexpensive 4a was used to 
prepare 5, the cost was reduced.

Compound 7 was prepared from 6 via 
Mitsunobu reaction, and the yield was

increased from 33% to 63%.

Pd/C/AcONH4 was used instead of Pd/C/H2 
to make the reaction condition milder. The target compound was obtained with a total yield of 16% and a purity of 99.2%.
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采用价廉的4a 
制备 5, 有效控制成本。

6 和 12 经 Mitsunobu 反应制备7，
收率由33% 提升至 63%。

用 Pd/C/AcONH4代替 Pd/C/H2 , 
避免使用 H2, 条件更温和安全。

改进后的工艺总收率16%, 纯度 99.2%。
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citalopram citalopram hydrobromide

An improved synthetic route of citalopram hydrobromide had been tested in pilot scale with a total yield of 63% and a purity of 99.8%.
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改进了氢溴酸西酞普兰的合成工艺，该工艺已经放大生产，总收率 63%， 纯度 99.8%。
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side chain of cefiderocol acid

The side chain of cefiderocol acid was synthesized by a "one-pot" 
method with an overall yield of 74%, and a purity of 99.2%.

The single crystal diffraction pattern of 4
was reported for the first time.
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头孢地尔侧链酸

首次报道化合物 4 的单晶衍射图。

“一锅法”制备头孢地尔侧链酸，

总收率 74%，纯度 99.2%。
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A novel synthetic process for monomethyl β-methylglutarate by utilizing the mild alkaline hydrolysis of 
barium hydroxide was developed. This new process had been validated in pilot scale with a total yield of 90.3%.
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peramivir

acetaminophen

test group: combined
doses of peramivir and

acetaminophen

control group: single
dose of peramivir

Plasma Concentration-time Curves of Peramivir with
or without the Combination of Acetaminophen in Rats (n=20)
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selection

• selection hard cabin with unidirectional flow or hard cabin with turbulent flow or soft cabin 
with turbulent flow isolator 

• selection wet or dry vaporized hydrogen peroxide sterilization technology
• user requirement specification, function design specification

validation

• installation qualification: documents, materials, certificates, components, spare parts, utilities
• operational qualification: leakage rate, air model, filter integrity, empty-load sterilization effect
• performance qualification: full-load sterilization effect, aseptic maintenance cycle, routine 

sterilization procedure development

operation

• simultaneous  sterilization of cabin and pipeline
• optimization of the temperature and humidity environment of isolator
• acceptable criterion of sterilization establishment, and report data analysis

选购

• 选购硬舱体单向流、硬舱体紊流或者软舱体紊流型的隔离器

• 选择干法或者湿法的汽化过氢灭菌技术

• 用户需求说明、设计功能说明

验证

• 安装确认：文件、材质、证书、部件、零配件、公用介质

• 运行确认：泄漏率、气流模型、过滤器完整性、空载灭菌效果

• 性能确认：满载灭菌效果、无菌维持周期、日常灭菌程序开发

使用

• 舱体灭菌与管路灭菌同时进行

• 优化隔离器的温湿度环境

• 制定灭菌合格标准并进行数据分析

Pharmaceutical Management & Information

Patent Protection Strategies in New Drug Development························LIU G M, HUANG C F
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.020
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川贝母 (Fritillaria cirrhosa D．Don) 具有悠

久的药用历史，以川贝母为原料生产的中成药多

达 200 种 [1]。但川贝母生长周期长、产量低，同

时经过多年采挖，资源破坏严重，其价格逐年攀

升 [2]，导致大量掺伪品流通于市 [3—4]。传统的药

材鉴别方法有性状鉴别法 [5]、显微鉴别 [6]、光谱

法 [7]、薄层色谱法 [8]。中国药典 2015 年版一部中，

新增了川贝母聚合酶链式反应 - 限制性内切酶长度

多态性方法 (PCR-RFLP) 鉴别，且对川贝母进行

了定义，即川贝母为百合科植物川贝母、暗紫贝母

(Fritillaria unibracteata Hsiao et K．C．Hsia)、甘

肃贝母 (Fritillaria przewalskii Maxim．)、梭砂贝母

(Fritillaria delavayi Franch．)、太白贝母 (Fritillaria 
taipaiensis P．Y．L) 或 瓦 布 贝 母 [Fritilllaria 
unibracteata Hsiao et K．C．Hsia var. wabuensis(S．
Y．Tang et S．C．Yue)Z．D．Liu, S．Wang et S．
C．Chen] 的干燥鳞茎。该方法灵敏度和准确度高，

但只能对掺伪品进行定性检测，并不能直观地反映

川贝母物种特异性 TaqMan 探针实时荧光定量 PCR 方法的建立
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摘要：建立了 TaqMan 探针实时荧光 PCR 法对川贝母进行真伪性鉴别。设计川贝母物种特异性引物、探针，通过筛

选、特异性测试、扩增条件优化以及方法灵敏度测试，形成一套川贝母物种特异性实时荧光 PCR 方法。在此基础上

建立标准曲线，并对已知含量的川贝母供试品进行定量测试，以检验方法的准确性。其中，引物探针组合“川贝母 - 

3-1QF/1QR/2P”的特异性较好，且当引物终浓度 1.2 µmol/L、探针终浓度 0.6 µmol/L 时，可检测川贝母含量低至 0.05％

的样品。本方法特异性和灵敏度高，能对未知含量的川贝母真伪混样进行相对定量，且操作简便快捷，可用于鉴别川贝
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出川贝母的含量。据此，本试验采用 TaqMan 探针

法，建立了实时荧光定量 PCR 法特异性检测川贝母，

并实现了掺伪品中川贝母含量的准确测定。

1   仪器与试药

MM400 型球磨仪 ( 德国 Retsch 公司 )；ND-1000

型超微量紫外分光光度计 ( 美国 Thermo Fisher 公司 )；

SteponePlus 型实时荧光定量 PCR 仪 (美国 ABI 公司 )。

新型植物基因组 DNA 提取试剂盒 [天根生化科技 (北

京 )有限公司，货号 DP320-03] ；Premix Ex Taq(TaKaRa

公司，货号 RR390) ；引物和探针 ( 苏州金唯智生物技术

有限公司 )；鲑鱼精 DNA(Solarbio，货号 H1060)。对照

药材川贝母和特异性鉴定样品平贝母 (Fritillaria ussuriensis 

Maxim．)、伊贝母 (Fritillaria pallidiflora Schrenk) 均为国

家标准物质 ( 中国食品药品检定研究院 )；暗紫贝母、甘肃

贝母、梭砂贝母、太白贝母、瓦布贝母、东贝母 (Fritiuaria 

thunbergii Miq. Var. Chekiangensis Hsiao et K. C. Hsia)、土贝

母 [Bolbostemma paniculatum (Maxim．)Franquet]、皖贝母

(Fritillaria anhuiensis S．C．Chen et S．P．Yin) 均购自河

北省安国中药材市场，并对每个样品进行了 ITS2 序列测序

验证。

2   方法与结果

2.1   样品处理、序列分析及引物设计

取东贝母、土贝母、皖贝母各 1 g，用 70％乙

醇擦拭表面，晾干，用球磨仪磨成极细粉末。分别

精密称取上述细粉 100 mg，置 2 ml 离心管中，待
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用。参照新型植物基因组 DNA 提取试剂盒操作提

取 DNA，利用超微量紫外分光光度计测量 DNA 的

浓度及纯度。

根据 Xin 等利用随机扩增多态性 DNA(random 
amplified polymorphic DNA，RAPD) 标记鉴别川贝

母的研究报道 [9]，获得 CBM08 川贝母特异性序列。

通过 NCBI-Blast 序列比对，未见与之同源的其他物

种，因此利用 Primer Express 3.0 软件，设计 10 对

川贝母特异性引物、探针 (见表 1)。

表 1   川贝母物种的特异性引物、探针

Tab.1   Species Specific Primers and Probes of
Fritillaria cirrhosa D．Don

序号 引物、探针名称 序列(5'→3')

1
川贝母-1-QF GCAGAGCGGACACGGACTA
川贝母-1-QR CTGTAGCCTCTAACCCTCATCCA
川贝母-1-1P TCTCTTGTCCCGATGGATGATCCGTACT

2
川贝母-1-QF GCAGAGCGGACACGGACTA
川贝母-1-QR CTGTAGCCTCTAACCCTCATCCA
川贝母-1-2P CCCGATGGATGATCCGTACTGGCC

3
川贝母-2-1QF TAGAGGCTACAGTCGTGCTTGCT
川贝母-2-1QR ACCTTGTTCGCAGCCCATAT
川贝母-2-1P CTGTGGATCGTTCCCTTAACCCTGCG

4
川贝母-2-1QF TAGAGGCTACAGTCGTGCTTGCT
川贝母-2-1QR ACCTTGTTCGCAGCCCATAT
川贝母-2-2P CGTTCCCTTAACCCTGCGGATGG

5
川贝母-2-2QF GAGGCTACAGTCGTGCTTGCT
川贝母-2-2QR GACCTTGTTCGCAGCCCATA
川贝母-2-1P CTGTGGATCGTTCCCTTAACCCTGCG

6
川贝母-2-2QF GAGGCTACAGTCGTGCTTGCT
川贝母-2-2QR GACCTTGTTCGCAGCCCATA
川贝母-2-2P CGTTCCCTTAACCCTGCGGATGG

7
川贝母-3-1QF GTGGAGGAAATCCCTGGGAAT
川贝母-3-1QR ATCCCTCGGGAATCAAGAACAT
川贝母-3-1P AGGACATAACCGCTCAACCGCCCA

8
川贝母-3-1QF GTGGAGGAAATCCCTGGGAAT
川贝母-3-1QR ATCCCTCGGGAATCAAGAACAT
川贝母-3-2P ACATAACCGCTCAACCGCCCACTACA

9
川贝母-3-2QF TGGAGGAAATCCCTGGGAAT
川贝母-3-2QR GCGGATCCCTCGGGAAT
川贝母-3-1P AGGACATAACCGCTCAACCGCCCA

10
川贝母-3-2QF TGGAGGAAATCCCTGGGAAT
川贝母-3-2QR GCGGATCCCTCGGGAAT
川贝母-3-2P ACATAACCGCTCAACCGCCCACTACA

2.2   引物、探针筛选

以川贝母基因组 DNA 为模板，对所设计的 10

对引物、探针组合进行筛选 (图 1)。结果显示，随

着引物、探针组合扩增循环数的增加，其荧光曲线

上升幅度变小。综合比较，编号 8 的曲线线型较好，

明显优于其他组合。因此引物、探针组合“川贝

母 -3-1QF/1QR/2P”为川贝母实时荧光 PCR 检测方

法的候选组合。  
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图 1   川贝母引物、探针筛选

Fig.1   Screening of Primers and Probes from
Fritillaria cirrhosa D．Don

2.3   引物、探针特异性测试

首 先 利 用 引 物、 探 针 组 合“ 川 贝 母 -3- 
1QF/1QR/2P”，以川贝母、暗紫贝母、甘肃贝母、

梭砂贝母、太白贝母和瓦布贝母 DNA 为模板进行

品种内特异性测试；再以川贝母、平贝母、伊贝母、

东贝母、土贝母、皖贝母 DNA 为模板，进行品种

间特异性测试。品种内特异性测试结果显示，除空

白对照外，其他几种样品均出现典型的扩增曲线(图

2A) ；品种间特异性测试结果显示，只有以川贝母

为模板时，出现典型的扩增曲线，其余样品均未出

现扩增 ( 图 2B)，说明该引物、探针组合无论在川

贝母品种内还是品种间，均具有良好的物种特异性，

可以用于下一步试验。

2.4   PCR 扩增体系及程序的优化

选 择 引 物、 探 针 组 合“ 川 贝 母 -3- 
1QF/1QR/2P”，设置 6 个探针浓度梯度 (0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5 和 0.6 mmol/L)，对应的引物浓度为探针浓

度的 2 倍，进行 PCR 扩增。结果 (图 3) 显示，随

着引物、探针浓度的增加，荧光扩增曲线上升幅度

增大。结合体系配制的限制，确定 PCR 扩增体系中
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A ：药典定义为川贝母的品种；B ：药典定义范围外的近缘品种

图 2   特异性测试结果

Fig.2   Specificity Test Results
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引物终浓度为 1.2 mmol/L，探针终浓度为 0.6 mmol/L

( 表 2)。PCR 扩增程序为：95 ℃变性 10 min ；

95 ℃变性 15 s，60 ℃退火延伸 60 s，45 个循环；

在第二阶段的退火延伸(60 ℃)时段收集荧光信号。
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图 3   引物、探针组合浓度的优化

Fig.3   Optimization of Combination Concentrations of 
Primers and Probes

2.5   方法灵敏度测试

将提取的川贝母基因组 DNA 用鲑鱼精 DNA

进行梯度稀释，至 DNA 浓度分别为 100％、10％、

1％、0.5％、0.1％、0.05％、0.01％和 0，利用优化

后的 PCR 扩增条件进行扩增。结果表明，当川贝

母质量分数≥ 0.05％时，扩增曲线的 Ct 值 ( 即实

时荧光定量 PCR 中起始模板扩增达到一定产物量

时所对应的循环数 ) ≤ 36 ；当川贝母质量分数为

0.05％以下时，扩增曲线的 Ct 值 >36。据此可得本

方法的灵敏度为 0.05％。

2.6   标准曲线的建立

将川贝母基因组 DNA 用鲑鱼精 DNA 进行梯

度稀释，至 DNA 浓度分别为 100％、10％、1％、

0.5％、0.1％、0.05％、0.01％和 0，利用优化后的

PCR 扩增条件进行扩增。以扩增曲线的 Ct 值为纵

坐标，相应含量 c 为横坐标，绘制标准曲线。结果

所得线性方程为 Ct=-3.251c+31.575，R2=0.994，扩

表 2   实时荧光定量 PCR 扩增体系中各试剂的用量、

初始浓度和终浓度

Tab.2  Amounts, Initial and Final Concentrations of 
Reagents in Amplification System of Quantitative

Real-time PCR 
名称及初始浓度 终浓度 用量/µl

10倍工作浓度，PCR缓冲液1) 1倍工作浓度 2.5
25 mmol/L氯化镁溶液 2.5 mmol/L 2.5

三磷酸脱氧核糖核苷酸(dNTPs)
混合溶液(各2.5 mmol/L)

0.2 mmol/L 2.0

10 µmol/L川贝母-3-1QF 1.2 µmol/L 2.4
10 µmol/L川贝母-3-1QR 1.2 µmol/L 2.4
10 µmol/L川贝母-3-2P 0.6 µmol/L 1.2

Taq DNA聚合酶2) 0.025 u/µl —
25 mg/L DNA 模板 2.0 mg/L 2.0

总体积 20.0(用重蒸水调节)

注：1) 如果 PCR 缓冲液中含有氯化镁，则不加氯化镁溶液，根据 Taq 
DNA 聚合酶的浓度确定其体积，并相应调整重蒸水的体积，使反应体

系总体积达到 20.0 µl ；若采用实时荧光 PCR 试剂盒，则按试剂盒说明

书的推荐用量配制反应体系，但上下游引物用量按表 2 执行；2)“—”

表示体积不确定
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增效率 E=103.043％，符合预期要求 [10]。

将川贝母和非川贝母粉末材料，分别按质量比

( 真∶伪 )9 ∶ 1、3 ∶ 7、3 ∶ 47 混合，制备已知

含量 (90％、30％、6％ )的川贝母掺伪品。利用优

化后的 PCR 扩增条件进行扩增，并根据标准曲线

进行定量测定。结果显示，上述 3 种掺伪品的相对

定量结果分别为 90.34％、29.78％和 5.93％，RSD

分别为 0.58％、0.23％和 0.21％ (n=2)，回收率分

别为 100.38％、99.27％和 98.83％，结果准确。

2.7   样品测定

在实际检测工作中，针对 25 批次的不同样品，

利用本方法分别对其进行检测。同时，通过中国药

典 2015 年版方法加以验证。结果表明，在 25 批次

的市售川贝母检测样品中，3 批次样品川贝母含量

为 100％，21 批次样品均出现掺假情况，川贝母含

量为 64％～ 82％，有 1 批次样品鉴定为不含有川

贝母。药典方法的验证结果与本法所得结果一致。

3   讨论

中国药典 2015 年版川贝母药材收载有以下多

种基原：川贝母、暗紫贝母、甘肃贝母、梭砂贝母、

太白贝母和瓦布贝母。本试验所得引物探针组合在

扩增出以上所有基原的同时，对非川贝母药材进行

特异性区分，证明了所建立的方法可用于川贝母药

材的质量控制，具有较强的实用价值。

目前，市场上用其他川贝母近缘品种 ( 如常见

伪品平贝母和伊贝母 ) 充当川贝母出售的现象十分

普遍。张文娟等将川贝母药材 DNA 与伊贝母药材

DNA 按不同比例混合，当掺伪量为 0.5％时，川贝

母伪品的条带在凝胶图上肉眼可见，而当掺伪量低

至 0.1％时，伪品条带消失，所以确定该方法的检

出限为 0.5％ [11]。当掺伪量至 50％时，无明显酶切

的条带，与 100％伪品组无明显差异。虽然该方法

能够做到川贝母掺伪量的半定量检测，但普通 PCR

法试验周期长，需要与电泳分析相结合，而且无法

对扩增过程进行实时监测，不适合分子检测的发展

趋势。

随着 PCR 技术的发展和对检测要求的不断

提高，运用实时荧光定量 PCR(qPCR) 及数字

PCR(dPCR) 技术可以对检测成分进行相对定量甚

至绝对定量的测定 [12—13]。实时荧光 PCR 技术已经

普遍用于与分子检测相关的各个领域，而在中药成

分的分子鉴定方面，尤其是用于川贝母真伪性鉴定

上，相关报道为数不多。其中罗达龙等利用实时荧

光 PCR 的 SYBR Green 染料法，实现了川贝母与

平贝母、浙贝母、土贝母的特异性鉴别，但该方法

依旧只能对供试品进行定性分析，未实现掺伪品中

川贝母含量的定量测定 [14]。除此之外，暂无利用

qPCR 进行川贝母检测的报道。

本研究首次利用 TaqMan 探针法实现了对川贝

母掺伪品的相对定量检测，通过引物、探针组合的

设计与筛选，特异性测试和 PCR 扩增体系的优化，

使得方法的灵敏度达到了 0.05％，这几乎覆盖了所

有川贝母掺伪的比例，并运用标准曲线对 3 种比例

的自混掺伪样进行了检测，结果与预期的结果相仿，

证明本方法有较高的精确性和较好的实用性。与传

统的 PCR-PFLP 法相比，消除了有毒有害试剂对试

验人员的影响，并且能够实时监测试验结果，操作

更加便捷，大大缩短了检测周期，为今后的川贝母

检测工作提供了有一种技术手段。
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Establishment of Real-time Quantitative PCR for
TaqMan Probe Method of Fritillaria cirrhosa Species

WANG Cheng, CHANG Zhiyuan, LAN Qingkuo, ZHAO Xin, LAN Pu*
(Institute of Tianjin Agriculture Quality Standard and Testing Technology, Tianjin 300381)

ABSTRACT: Real-time polymerase chain reaction (PCR) was used to identify the authenticity of Fritillaria 
cirrhosa with TaqMan probe, and to realize the relative quantification of Fritillaria cirrhosa. Species specific PCR primers 
and probes of Fritillaria cirrhosa were designed and screened, then a specific real-time PCR method with TaqMan probe 
was developed for identification and quantification of Fritillaria cirrhosa species through specificity testing, PCR reaction 
condition optimization, and sensitivity testing. On this basis, the standard curve was established and the method accuracy 
was varified by quantitation of Fritillaria cirrhosa whose content was already known. The specificity of the primer and 
probe CBM-3-1QF/1QR/2P was the best. When the final concentrations of the primer and the probe were 1.2 µmol/L 
and 0.6 µmol/L, the method could detect the samples with a minimum Fritillaria cirrhosa content of 0.05％. In the blind 
test, the accuracy of the method was verified by comparison with the results of the Chinese pharmacopoeia method. This 
method has the advantages of high specificity and sensitivity, and can be used to identify the authenticity and determine 
the content of Fritillaria cirrhosa. 

Key Words: Fritillaria cirrhosa; real-time quantitative PCR; TaqMan probe; identification
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