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摘 要：目的 建立少棘巨蜈蚣的环介导等温扩增（loop-mediated isothermal amplification，LAMP）的方

法，以实现对市场蜈蚣药材真伪的快速检测。方法 针对少棘巨蜈蚣COI序列设计专属性LAMP引物；考察

恒温条件下最佳反应时间；通过对DNA模板的梯度稀释，确定LAMP反应对蜈蚣药材的最低检测浓度；对少

棘巨蜈蚣及其伪品进行LAMP扩增反应，以考察LAMP引物对少棘巨蜈蚣的特异性。结果 筛选得到了一

套特异性较好可用于检测少棘巨蜈蚣的LAMP引物，LAMP反应最佳反应时间为 30 min，皮克级别的DNA就

能被显著检出。结论 LAMP反应对于少棘巨蜈蚣的检测显示了良好的特异性，使用简便，有用于指导市场

流通过程中蜈蚣药材的快速检测的潜力。
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动物药是中医药体系的重要组成部分，蜈蚣作为

一味药用动物，其干燥全体是临床常用的传统动物药

材之一；特别是近些年，大量研究显示蜈蚣和其毒液

在抑制肿瘤、治疗银屑病等方面展示的巨大潜力[1-3]，

使得药用蜈蚣的使用数量逐渐增加。唇足纲在全球

共有 3000多种蜈蚣，在我国蜈蚣属亦有十余种蜈蚣分

布[4]，但少棘巨蜈蚣（Scolopendra subspinipes mutilans L.
Koch）是《中国药典》1963至 2020版所收录蜈蚣药材

（scolopendra）的唯一基源[5-6]。少棘巨蜈蚣作为一种唇

足纲的药用动物资源，特殊的生活习性和对环境的严

苛要求，使得在土地利用情况发生变化的环境下，野

生资源逐渐减少。同时人工养殖难度较大，这些因素

使得蜈蚣资源逐渐衰竭，蜈蚣药材价格逐年增高。作

者在亳州、安国、荷花池、玉林等国内多家主要药材市

场发现[7]：为牟取蜈蚣药材价格上涨所带来的利益，多

家商铺销售有与少棘巨蜈蚣的外观性状相似，但体型

相对较长的伪品，该类伪品较长的体型恰好符合“长

条蜈蚣价格较高”的市场规律和采购者的偏好，进一

步 研 究 发 现 该 伪 品 为 同 属 物 种 多 棘 巨 蜈 蚣（S.
subspinipes multidens Newport）。同时在湖北宜昌、襄阳

以及浙江舟山等主要产地发现，多年来一直存在着部

分养殖户坚持人工驯化养殖的尝试，其中所面临一个

重要问题是农民在选择种苗时常误选多棘巨蜈蚣进

行饲养。虽然多棘巨蜈蚣与少棘巨蜈蚣药材外观性

状较为相似（图 1a，图 1b），但少棘巨蜈蚣是《中国药

典》2020版收载的唯一基原，且没有关于两者在临床

上可以代替使用的报道，因此若能够有效的对蜈蚣进

行快速鉴别，必定能够从源头推动其资源的可持续利

用和更多临床价值的挖掘。

蜈蚣作为传统动物药材，与植物药的有效成分研
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究相对成熟的现状相比，其有效成分多为大分子，给

采用化学手段鉴定带来了一定困难。而传统的性状

和显微鉴定需要多年经验积累且主观性较强[8-10]，另外

因蜈蚣药材养殖年限的不同给传统鉴定方式再次增

加了困难[11]。分子鉴定的出现有力的解决了动物样品

因成分、性状等问题造成的干扰，尤其是陈士林等人

提出的中药材DNA条形码技术是一种通用易推广的

中药材鉴定新技术[12-13]，该技术不受药用动植物的生

长因素、不同的发育阶段或样品器官组织差异的影

响[14]，其中所推荐采用的动物 COI条形码序列对动物

药材的真伪显示出了非常高的鉴定效率，可以有效区

分少棘与多棘巨蜈蚣（图 1c，图 1d分别为少棘和多棘

巨蜈蚣COI序列条形码），是目前鉴别蜈蚣药材真伪的

重要方法。但为了能够更加快速地指导市场流通和

产地种源鉴定，有必要开发出一套更为快速简便的鉴

定方式，能够直接应用于蜈蚣药材的现场鉴定。环介

导 等 温 扩 增 技 术 （loop-mediated isothermal
amplification，LAMP）是一种能够在恒温条件下进行反

应的核酸扩增技术[15]，与常规 PCR扩增反应相比，

LAMP扩增有其难以替代的优势，如：反应不需要PCR
仪等仪器设备，只需一台能够提供恒温环境的水浴锅

等常见加热装置；反应时间较快，通常只需几十分钟

就能够完成整个反应[16-17]。利用这一优势，在反应体

系中加入羟基萘酚蓝（hydroxynaphthol blue, HNB）等

指示染料，利用该染料能够与反应副产物结合变色的

特点，在反应过程中和反应结束后，直接通过肉眼判

断反应是否发生[18]。凭借这些优势LAMP扩增反应技

术已被广泛引入动、植物、病毒等轻工和医学领域的

快速鉴别[19-22]。

本研究借鉴DNA条形码对蜈蚣药材的鉴别结果

和 LAMP扩增技术对其他动物药材成功鉴别经验，针

对少棘巨蜈蚣的COI序列，设计了其专属特异性引物，

进一步构建其LAMP检测体系。利用该鉴定体系对其

反应时长、最低能够检测到的DNA浓度进行了判断，

同时对混伪品进行检测，验证该体系的特异性，并在

此基础上对该方法日后用于现场检测的可行性和可

能存在的问题进行了探讨。

1 材料

1.1 实验材料

在对各主流药材市场调研过程中，搜集到大量蜈

蚣药材样本，从中抽取 3批少棘巨蜈蚣（Scolopendra
subspinipes mutilans L. Koch）和 3 批 多 棘 巨 蜈 蚣

（Scolopendra subspinipes multidens Newport）干燥体，经

湖北中医药大学胡志刚教授鉴定，凭证样品存于湖北

中医药大学药学院。并使用DNA条形码技术对样品

基原再次验证（图 1c，图 1d分别为少棘和多棘巨蜈蚣

COI条形码），按照中药材DNA条形码标准操作指导

原则[23]所推荐的COI序列对 6份蜈蚣干燥样品进行检

测，将所获得的 6条样品序列在全球药典基因组数据

库[24]（www. gpgenome. com）中进行比对，样品信息和

DNA条形码比对结果如表1所示。

1.2 试剂和仪器

动物组织DNA提取试剂盒（天根生化科技有限公

司，中国北京）；Bst DNA聚合酶、MgCl2、dNTPs、羟基萘

酚蓝（HNB）指示剂均购自哈尔滨新海基因生物科技

有限公司；DNA Marker DL2000（北京擎科生物公司）；

表1 蜈蚣药材样品信息表及COI序列比对结果

序号

1
2
3
4
5
6

样品编号

SJ-1
SJ-2
SJ-3
DJ-4
DJ-5
DJ-6

市场来源

湖北蕲春

安徽亳州

四川荷花池

湖北蕲春

广西玉林

广西玉林

COI条形码比对结果

S. subspinipes mutilans

S. subspinipes mutilans

S. subspinipes mutilans

S. subspinipes multidens

S. subspinipes multidens

S. subspinipes multidens

最大相似度

100%
100%
100%
100%
100%
100%

图1 少棘巨蜈蚣S. subspinipes mutilans及其混伪品

多棘巨蜈蚣S.subspinipes multidens性状图与COI条形码

注：（a）（b）为少棘巨蜈蚣与多棘巨蜈蚣干燥体性状图；（c）（d）为少棘巨

蜈蚣与多棘巨蜈蚣COI序列条形码。
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引物由上海生工生物有限公司合成。

电热恒温水槽（上海一恒科技有限公司），琼脂糖

凝胶电泳仪（北京市六一仪器），聚合酶链式反应仪

（基因有限公司），凝胶成像仪（JS-680B，Peiqing
Science & technology） ，NanoDrop 2000（Thermo
Scientific Co.,美国）。

2 实验方法

2.1 DNA提取和稀释定量

取表 1中蜈蚣药材和混伪品的足部等干燥体组织

各约 30 mg，使用天根动物DNA提取试剂盒，按说明书

要求提取样品DNA，经NanoDrop检测DNA浓度，作模

板DNA储存使用；利用无菌水对少棘巨蜈蚣模板DNA
以10倍梯度进行稀释定量，冷藏于-20℃备用。

2.2 引物设计

得到少棘巨蜈蚣总DNA后，使用通用引物对两种

蜈蚣COI系列进行扩增，经测序、生物信息学分析比较

其差异信息，通过LAMP Designer V1.15软件设计并筛

选了一套特异性检测引物组，引物序列特征见表2。
2.3 LAMP反应体系

LAMP反应体系 25 μL：包括DNA模板 1.5 μL，Bst
DNA聚合酶 10 U、上游内引物 FIP 1.6 μM、下游内引

物BIP 1.6 μM、上游外引物 F3 0.2 μM、下游外引物B3
0.2 μM、环引物 LoopF 0.4 μΜ、环引物 LoopB 0.4 μΜ、

100 mM MgCl2 1.5 μL、10 mM dNTPs 3.5 μL和羟基萘

酚蓝指示剂0.15 mM，余量为dd H2O。
2.4 少棘巨蜈蚣药材特异性检测

为了检测 LAMP引物对蜈蚣药材鉴定的特异性，

分别在最佳反应条件下对 6份样品构建LAMP反应体

系，若反应结果为阳性，反应体系将由紫罗兰色变为

天蓝色。同时采用电泳方式对反应结果进行验证，阳

性反应体系的电泳结果呈现典型的梯子形条带，以此

可直接观察扩增是否发生完成。

3 实验结果

3.1 LAMP反应条件

按照 2.3要求，平行制备多个含有少棘巨蜈蚣模

板DNA的反应体系，在 65℃恒温水浴锅中加热，依次

间隔 15 min观察其颜色变化。如图 2所示，与起始颜

色相比，反应发生 15 min后，含有少棘巨蜈蚣DNA模

板的反应体系由 0 min的紫罗兰色发生了非常微弱的

颜色变化，电泳检测结果显示了微弱的梯子形条带，

但尚不能较好的判断反应结果；继续加热 15 min后，

可见反应体系已由紫罗兰色变为天蓝色，电泳结果显

示条带清晰呈梯子形。继续加热，至 45和 60 min时，

体系颜色仍为天蓝色，电泳条带清晰，说明 30 min的
反应时长，足以产生稳定的结果用于判断反应是否

发生。

3.2 反应灵敏度

将少棘巨蜈蚣 DNA模板按照 1、10-1、10-2、10-3、
10-4倍数依次进行梯度稀释，经 NanoDrop测得起始

DNA模板浓度为 59.84 ng·μL-1，观察不同浓度DNA在

表2 少棘巨蜈蚣COI基因的LAMP引物

引物名称

上游外引物：F3
下游外引物：B3

上游内引物：FIP (F1c+F2)
下游内引物：BIP (B1c+B2)

环引物F：LoopF
环引物B：LoopB

引物序列5’→ 3’
GGAAGTTTAATCGGAGATGATC
ACAAATAAAGGAGTTCGTTC

CCTGTTCCTGCTCCATTTTCAAAATATTAGGAGCACCAGATATG
GAACTGTTTATCCACCTTTAGCAATAGAGGAAGCTCCAGC

TTGATGGTGGTAATAGTCAA
GGACCGTCAGTTGATATAACAA

1      2      3      4     5     M

250 bp
500 bp
750 bp

(a)

(b)

1000 bp
2000 bp

1        2         3       4       5

图2 60℃恒温条件下LAMP反应结果

注：1：0 min，2：15 min，3：30 min，4：45 min，5：60 min；M：DNA Marker；

（a）：LAMP反应后电泳结果；（b）：LAMP反应后各反应体系颜色变化。
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相同反应体系下的差异。30 min后，稀释至 10-3或 10-4
倍的反应体系颜色仍存在一定变化，电泳结果可以看

到较为微弱的条带，此时 DNA模板浓度为 5.984 pg·
μL-1，说明在保证 30 min的快速反应条件下，仍可确保

该方法对低浓度少棘巨蜈蚣DNA的检测。

3.3 蜈蚣药材及其混伪品的检测

分别对 1.1中筛选的 6个批次的蜈蚣 DNA进行

LAMP扩增反应，以 dd H2O为阴性对照，在 60℃恒温水

域条件下使其反应 30 min。反应结束后，如图 4中显

示，含有少棘巨蜈蚣DNA的三个反应体系（SJ-1，SJ-
2，SJ-3）变为蓝色，而含有多棘巨蜈蚣 DNA的体系

（DJ-1，DJ-2，DJ-3）与阴性对照一致，保持紫色不变；

电泳结果显示少棘巨蜈蚣的扩增体系存在梯子形条

带，而多棘巨蜈蚣无明显变化。显示了该引物对少棘

巨蜈蚣具有较强的特异性，能够快速将少棘巨蜈蚣药

材所含DNA与其伪品多棘巨蜈蚣进行区分。

4 讨论

前期市场和产地调研发现，多地存在将多棘巨蜈

蚣混作少棘巨蜈蚣高价出售的情况，出现这一现象的

主要原因在于少棘巨蜈蚣资源缩减、多棘巨蜈蚣与其

外观相似、且蜈蚣药材价格与体长相关。因此在推进

蜈蚣资源可持续利用的过程中，一种快速有效的鉴别

方式，是保证人工养殖正确引种和市场健康流通的基

础。在DNA条形码等分子鉴定手段应用于蜈蚣药材

检测之前，主要鉴别方式依赖于性状鉴别，少棘与多

棘巨蜈蚣的性状差异主要体现在[25]：前者体长多在

150 mm以内，头板和第一背板为桔红色，其余背板为

墨绿色；而后者体长可达 200 mm，头板和第一背板为

红褐色，其余背板为棕褐色（图 1a、图 1b）。但人工养

殖条件下食物充足等因素使部分 3龄以上少棘巨蜈蚣

体长达到 150 mm以上，且颜色判断主观性较强，给蜈

蚣的性状鉴别增加了一定难度[26]。同时蜈蚣作为动物

药材，在干燥、保存过程中，其蛋白成分存在不同程度

的酶解情况，给 SDS-PAGE等蛋白鉴定方式也造成了

一定的干扰[6]。分子鉴定无疑在蜈蚣等动物药材鉴定

过程中体现了巨大优势，除DNA条形码通用鉴别方式

以外[27]，先后有多项关于蜈蚣基源鉴别的特异性 PCR
研究[28-30]，虽特异性引物存在差异，但所用目的片段多

为线粒体DNA上的COI序列，体现了COI序列在蜈蚣

分子鉴定上的高效性。在此基础上，本研究设计了一

套用于检测少棘巨蜈蚣的 LAMP引物，与普通 PCR一

对引物相比，LAMP引物包含了一对外引物（F3、B3）,
一对内引物（FIP，BIP）和一对环引物（LoopF、LoopB），

在以往大量研究中[31-33]证实了 LAMP引物更高的特异

性和扩增效率。参照其他物种 LAMP反应体系设

计[34-35]和蜈蚣药材自身特点，本研究进一步设计了一

套包含模板DNA、引物组、HNB显色剂、BstDNA聚合

酶以及反应所需的碱基、缓冲液等少棘巨蜈蚣 LAMP
检测体系，并证实了该体系能够在 30 min、65℃恒温条

件下对低至皮克级别的少棘巨蜈蚣DNA模板进行检

测的能力。同时与DNA条形码标准操作和其他特异

1          2        3       4        5         6      M

1          2         3          4          5          6

100 bp
250 bp
500 bp
750 bp
1000 bp
2000 bp

(a)

(b)

图3 少棘巨蜈蚣DNA模板依次稀释后反应结果。

注：1：1 倍，2：10-1 倍，3：10-2 倍，4：10-3 倍，5：10-4 倍；6：阴性对照，M：

DNA Marker；（a）：电泳条带结果；（b）：显色剂显色差异。

100 bp
250 bp
500 bp
750 bp
1000 bp
2000 bp

1         2        3        4        5        6       7       M

1         2         3          4          5         6         7

(a)

(b)

图4 少棘巨蜈蚣及其混伪品LAMP反应结果

注：1：SJ-1，2：SJ-1，3：SJ-1，4：DJ-1，5：DJ-1，6：DJ-1，7：阴性对照，

M：DNA Marker；（a）：电泳条带结果；（b）：显色剂显色差异。
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性PCR相比，该反应体系省去了测序、数据分析过程，

因为加入了羟基萘酚蓝（HNB）显色剂，该显色剂可直

接与扩增反应的副产物焦磷酸根离子结合产生颜色

变化[36]，因此可通过肉眼观察结果直接判断药材真伪，

且反应时间较短，无需 PCR仪等仪器设备，能够更加

快速的指导现场检测。

随着LAMP反应的优势体现，多年来，已有多种药

用动植物 LAMP鉴别研究案例，如 Qing Huang[37]等将

LAMP扩增反应用于药用动物广地龙的鉴别，Meng
Shiou Lee[38]等将 LAMP技术应用于燕窝及其制品的检

测，Ming Li[39]等开发的针对药用植物的白花蛇舌草的

LAMP鉴别方法。都体现了 LAMP检测方法在药用动

植物快速鉴别的优势和可行性，该研究对于少棘巨蜈

蚣的快速检测同样对于今后其他药用动植物的快速

检测具有参考意义。而在中药材LAMP检测体系构建

过程中，关键之处在于目标片段的筛选和特异性引物

设计，本研究所采用的COI序列在少棘巨蜈蚣种间保

守性较好，在前期的蜈蚣 DNA条形码研究一文中显

示，多批次少棘巨蜈蚣样本的COI序列之间不存在种

内变异位点[27]；而与同属多棘蜈蚣之间存在大量变异

区域（图 1c、图 1d），符合 LAMP引物设计要求。结果

显示了该引物组对少棘巨蜈蚣的高特异性，能够成功

的将现今市场上存在的伪品多棘巨蜈蚣进行区分。

以往研究显示，LAMP技术因反应灵敏度高，容易形成

气溶胶污染，因此可能会出现假阳性的情况[40]。同时，

本研究在实验过程中发现，蜈蚣作为肉食性动物，为

避免腹中食物造成干扰，在取样时，尽量选择头部、足

部等部位，同时尽量将 DNA提取和试剂配制分开操

作。较高的灵敏度对于今后在药材市场现场推广蜈

蚣药材的LAMP检测造成了一定的干扰。为克服这些

问题，可在反应管中加入低熔点的固体石蜡来阻止污

染[41]。同时，在DNA条形码等常规PCR实验过程中发

现，蜈蚣药材具有较厚的保护组织，给DNA提取增加

了一定难度，在提取过程中往往需要延长水浴时间以

确保足够的DNA能够释放。但在LAMP反应过程中，

可以检测到低浓度的少棘巨蜈蚣DNA，在减少测序、

数据处理所耗时间的同时，也能够缩短DNA提取过程

中所需要的时间。

该研究基于多地调研现状，为解决多棘巨蜈蚣混

入少棘巨蜈蚣并以较高价格销售的现状，将 LAMP检
测技术引入少棘巨蜈蚣真伪鉴定，结合下一步的试剂

盒开发和转化应用，期望能够实现在得到样品 DNA
后，能在短时间内实现样品的准确鉴别，将对于当下

蜈蚣药材的引种养殖和市场流通所出现的伪品流通

情况进行有力监测。另外多年来，墨江蜈蚣、黑头蜈

蚣等其他蜈蚣属物种的活体和药材流通区域都极其

有限，其资源相对缩减，未曾在各主流药材市场发现

其药材商品，但近年存在有进口蜈蚣流入药材市场报

道[42]，今后将基于本研究所设计的检测体系，进一步搜

集进口蜈蚣样品，扩大完善该检测体系的适用性。
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Herbal Pieces Co., Ltd., Wuhan 430065, China)

Abstract: Objective To establish an identification system of Scolopendra subspinipes mutilans via loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) method, so as to realize rapid detection of authenticity of Chinese medicine material
centipede in the market. Methods We designed specific LAMP primers following the COI gene of S. subspinipes
mutilans. Then we inspected the best reaction time at a constant temperature and the lowest detection concentration of
DNA template. Finally, to verify the specificity of LAMP primers, we accomplished amplification reaction with S.
subspinipes multidens DNA template. Results Our LAMP primers showed a great specificity for detection of S.
subspinipes mutilans during a 30 minutes reaction time, and the target DNA could be significantly detected at 10-9 mg
consistency. Conclusion Scolopendra subspinipes mutilans LAMP reaction showed great potential for the detection,
which are able to be applied in the identification of S.subspinipes mutilans as a rapid detection methods in the market.
Keywords: Scolopendra Subspinipes Mutilans, LAMP, Rapid detection, COI sequence
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