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形與酸棗仁不易區分，故欲建立分子生物鑑別方

法以確保酸棗仁藥材之正確性。

材料及方法

一、檢體收集

自本局標本室取得酸棗仁及滇棗仁對照藥材

各1件，中藥廠及北中南各地中藥房收購市售酸棗
仁藥材共50件；另選含酸棗仁之方劑11種(包括單
方1種及複方10種)，共取得17件檢體。

二、DNA萃取與純化

依照本局發表之萃取方法(12)，將藥材磨碎、

製劑檢體之丸劑切碎而膠囊劑製劑倒出膠囊內容

物，秤取檢體100 mg加入1 mL之lysis buffer (含
100 mM三羥甲基氨基甲烷(Tris-HCl, BDH), pH 
8.0、100 mM乙二胺四乙酸二鈉(EDTA, BDH)、
1%十二烷基肌氨鈉(N-lauroyl sarcosine sodium salt, 
Sigma)及1 mg/mL蛋白酶K 56℃水浴1小時。加入
1 mL苯酚-氯仿-異戊醇混合液(phenol : chloroform 
: isoamyl alcohol = 25 : 24 : 1, Amresco)混合，以
12000 xg 離心5分鐘後取水層，加入150 μL 65℃

前　言

依據「中華中藥典」(1)記載，酸棗仁(Ziziphi 
Spinosae Semen)基原為鼠李科(Rhamnaceae)植物
酸棗Ziziphus jujuba Mill. var. spinosa (Bunge) Hu 
ex H. F. Chou之乾燥成熟種子。酸棗仁主要產於中
國河北、陜西與遼寧，秋末冬初採收成熟果實，

收集種子並曬乾。種子扁圓形或扁橢圓形，表面

紫紅色或紫褐色，平滑而有光澤，平坦面有隆起

縱線紋，種皮硬脆，常有破碎或裂紋。味甘酸，

性平，入心、脾、肝、膽經，最早載於「神農本

草經」，有養肝、寧心、安神及斂汗功效，故常

用於治療虛煩不眠、驚悸怔忡及煩渴虛汗等(2)。

現代醫學研究則顯示，酸棗仁萃取物或所含特定

成分具有鎮靜安眠(3-6)、保護神經細胞之損傷(7)、

抗焦慮作用(8,9)、免疫調控功能(10)等藥理作用。

鼠李科棗屬下植物約有170種(11)，由於商業性

大量栽培，其栽培品系亦多。依據大陸近年抽樣

調查結果，約有50%酸棗仁市售品混有誤用品滇
棗仁(Ziziphus mauritiana Lam.)。滇棗仁種子扁圓
近桃形，表面棕黃色且平坦面無縱線紋，然而外
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摘　要

酸棗仁基原為鼠李科(Rhamnaceae)植物酸棗[Ziziphus jujuba Mill. var. spinosa (Bunge) 
Hu ex H. F. Chou]之乾燥成熟種子，常與外觀相似的滇棗仁(Ziziphus mauritiana Lam.)發生混
用情形，本研究分析酸棗仁及滇棗仁ITS (Internal transcribed spacer)序列，建立酸棗仁藥材
PCR-DNA定序方法、酸棗仁製劑Nested PCR-DNA定序方法，及Multiplex PCR快速篩選鑑
別方法。結果顯示，50件藥材檢體中有24件檢出滇棗仁之DNA序列，其中4件未檢出酸棗仁
序列，其餘20件為兩者混用；17件製劑檢體中則有11件混用滇棗仁。
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ZjsF1、ZjsR1、ZmF1與ZmR1各0.1 μL外，其餘與
PCR反應條件相同；製劑檢體則先進行製劑檢體
PCR之第一次PCR反應後再進行Multiplex PCR反
應。

擴增反應完成後，取產物5 μL與追蹤染劑(6X 
loading dye, GeneMark)混合，以1.8%瓊脂膠體
100V進行25分鐘電泳分析，並以ImageQuant 300
影像系統觀察反應結果。

四、DNA定序與序列分析

將PCR產物以Exo-SAP IT套組純化，依Big-
Dye Terminator v3.1 cycle sequencing Kit做定序反
應，再以BigDye Xterminator Kit除去螢光物質，
置入96孔盤以3130 Genetic Analyzer自動定序儀作
DNA序列分析。所得定序結果利用美國國家衛生
院(NCBI)資料庫與分析軟體進行序列比對，製劑
部分則同時與標準藥材的定序結果比對。

結果與討論

一、酸棗仁鑑別方法之建立

將標本室酸棗仁及購自大陸的滇棗仁檢

體，分別利用通用引子對針對rbcL (Ribulose-
1,5-bisphosphate carboxylase oxygenase large sub-
unit)、matK (Maturase K)及ITS (internal transcribed 
spacer)序列擴增定序，並收集NCBI GenBank之相
關序列進行比對，結果顯示ITS序列較適宜用來區
別二者，其序列差異如圖一。由於種子類藥材容

易摻混，為了偵測摻混情形並確保PCR產物品質
足以定序，在ITS兩者差異區段內分別設計酸棗仁
及滇棗仁專一性引子對(標示於圖一)，經測試各
得大小介於500-600鹼基對及300-400鹼基對之間
的產物可供定序分析(圖二)。

二、檢體鑑別結果

分析50件藥材檢體之序列，可發現共有24件
藥材檢體檢出滇棗仁藥材序列，其中有4件為滇棗
仁，其餘皆為兩者混用(表二)。17件製劑檢體以
Nested-PCR測試結果列示於表三，共11件檢體混
用滇棗仁，可見無論藥材或製劑誤用情形均相當

預熱的十六烷基三甲基溴化銨(hexadecyltrimeth-
ylammonium bromide, CTAB)-氯化鈉溶液(10% 
CTAB in 0.7 M 氯化鈉)，及200 μL 0.7 M氯化鈉溶
液，混合後置於65℃水浴15分鐘。加入等體積氯
仿-異戊醇混合液(chloroform : isoamyl alcohol = 24 
: 1, Amresco)以12000 xg離心5分鐘。吸取水層，
加入0.7倍體積之異丙醇(isopropanol, Merck)及0.1
倍體積之3 M醋酸鈉溶液，12000 xg離心5分鐘。
風乾沉澱物後回溶於100 μL無菌水。DNA溶液再
以GFX PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (GE 
healthcare, UK)純化後供PCR反應使用。

三、PCR反應與電泳

PCR反應所用引子如表一，其中酸棗仁檢
測用引子為ZjsF1與ZjsR1，而滇棗仁為ZmF1與
ZmR1，引子皆購自臺灣百力生物科技股份有限
公司。藥材檢體PCR反應取0.4 μL藥材檢體DNA
溶液、25 μM引子溶液各0.2 μL及4 μL DNA聚合
反應試劑(PCR Master Mix 5X, GeneMark)，補無
菌水使總體積為20 μL，PCR反應條件為94℃ 2分
鐘後，繼以94℃ 30秒、58℃ 30秒、72℃ 30秒共
30週期，最後72℃ 5分鐘。

製劑檢體則取DNA溶液0.8-1.6 μL做模板，25 
μM ZjF1及28R(13)引子溶液各0.2 μL進行PCR，擴
增條件為94℃ 30秒、63℃ 30秒、72℃ 30秒共30
週期。取第一次PCR之產物0.8 μL做模板，再依上
述酸棗仁及滇棗仁藥材檢測條件進行第二次PCR
反應。

藥材檢體Multiplex PCR條件除所用引子對為

表一、酸棗仁與滇棗仁鑑別用引子列表

引子
名稱

序列
標的
序列

預計
產物
長度

ZjsF1 TCCCGGAGCCTTCCTTGG
ITS 569 bp

ZjsR1 GAGACGCCGCATTGGCAG
ZmF1 GGTTGCATCCCACGCATC

ITS 368 bp
ZmR1 CTCTTCCCTTCCGAGGCG
ZjF1 GCGAACCCGTGAAWAACACA

ITS 638 bp
28R(13) CCGCCTGACCTGRGGTC

W=A/T  R=A/G
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嚴重。

另外，整理酸棗仁及滇棗仁之ITS序列，發現
其中酸棗仁序列有3個位置而滇棗仁序列在1個位
置上，出現兩種定序結果且比例相當。酸棗仁3個
位置出現的鹼基依序為C或T、C或T及A或G，而
滇棗仁為C或T，分別以反白標示於圖一。推測可
能是因為ITS序列為核基因體序列，兩套基因組序
列不完全相同而出現兩種定序結果。

三、Multiplex PCR鑑別方法之建立

為增加酸棗仁檢測速度，以不同比例體積混

ZjF1
Zjs -------------GCGAACCCGTGAATAACACATCGGGGACCCCGGGGCCCTGTGTCCCG 35
Zm AGCAGAACGACCGGGGAACCCGTGAAAAACACACCGGGGGCCCCGGGGCCCTGTGCCCCG 60

* *********** ****** ***** *************** ****
ZjsF1

Zjs GAGCCTTCCTTGGTCGGGGGT-CTGCACCTCGCGCCTCGCCCGTCGATGCGCGGTTGCAG 94
Zm GACCCCTCTTCGGTCGGGGGGGTTGCTTCCCACGCATCGCCCGTCGATGCACGGTTGCAG 120

T ZmF1
** ** ** * ********* *** * * *** ************** *********

Zjs CCTTCCCGGCCGCACAAACGAACCCCGGCGCAAACCGCGCCAAGGAACACCTAACGAATT 154
Zm CCTTCTCGGCCGCACAAACGAACCCCGGCGCAAACCGCGCCAAGGAACACCTAACGAATT 180

***** ******************************************************

Zjs GGCATTCACCCCCCGCCCCGGAGACGGTGTGCGGTCGGGGTGTGCGTCGTATTCTCTATT 214
T

Zm GGCATTCACCCCCCGCCCCAGAGATGGTGTGCGGTCGGGGTGCGCGTCGTATTCTGTCTT 240
******************* **** ***************** ************ * **

Zjs GTAATGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTA 274
Zm ATA-TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTA 299

** ********************************************************

Zjs GCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC 334
Zm GCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGC 359

************************************************** *********

Zjs AAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACACAACGTTGC 394
Zm AAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACACAACGTTGC 419

************************************************************
ZmR1

Zjs CCCCCATCCCAACCTCGACCTCG-AGGCGAAGAGGGGGCGGATGCTGGCCTCCCGTGTGC 453
Zm CCCC----CCAACCTCCGCCTCGGAAGGGAAGAGGGGGCGGATGCTGGCCTCCCGTGTGC 475

**** ******** ***** * * ********************************

Zjs CACGGTCCGCGGCTGGCCGAAATACGGGTCCCCGGCGACGAGTGCCGCAGCAATCGGTGG 513
T G

Zm CGCGGTTCGCGGCTGGCCGAAACGCGGGTCCCCGGCGACGAGTGCCGCAGCAATCGGTGG 535
* **** *************** ************************************

Zjs TTGTCCAACCCTCGGCTCCCTGCTGCGTGCGCGGATCGCTGTCGCGGCCCTACAGAGACC 573
Zm TTGTCAAACCCTCGGCTCCCCGCTGCGTGTGCGGATCGCCGTCG-GGCCCTACAAAGACC 594

***** ************** ******** ********* **** ********* *****

ZjsR1
Zjs CCAATGCGCTGCCAATGCGGCGTCTCC 600
Zm CCAATGC-TCGCGGATGCGGCGTCTCC 620

******* ** *************

圖一、酸棗仁(Zjs)及滇棗仁(Zm) ITS序列比對
灰色標示處為引子位置。反白標示處有2種定序
結果，酸棗仁3個位置依序為C或T、C或T及A或
G，而滇棗仁為C或T

圖二、酸棗仁及滇棗仁之鑑別PCR測試結果電泳圖
　　　 (1)使用酸棗仁引子對，(2)使用滇棗仁引子對
　　　 M: 100 bp ladder marker；Zjs: 酸棗仁；Zm: 滇

棗仁；B: blank (no template)

表二、酸棗仁藥材檢體之鑑別結果

藥材
編碼

來源 定序結果

ZjM01 本局標本
室酸棗仁

Z. jujuba var. spinosa

ZjM02

中藥廠

Z. jujuba var. spinosa

ZjM03 Z. jujuba var. spinosa

ZjM04 Z. jujuba var. spinosa

ZjM05 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM06 Z. mauritiana

ZjM07 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM08 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM09 Z. jujuba var. spinosa

ZjM10 Z. jujuba var. spinosa

ZjM11 Z. jujuba var. spinosa

ZjM12 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM13 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM14 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM15 Z. jujuba var. spinosa
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合之藥材DNA溶液，測試同時使用酸棗仁及滇棗
仁專一性引子對進行Multiplex PCR之效果，並以
製劑檢體經一次PCR放大之產物進行試驗，結果
如圖三，顯示此方法可應用於酸棗仁及滇棗仁混

合之檢體外，亦可用於製劑檢體之檢測。
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表三、酸棗仁製劑檢體之鑑別結果

藥材
編碼

製劑名稱 定序結果

ZjMA 酸棗仁
(單方)

Z. jujuba var. spinosa
ZjMB Z. jujuba var. spinosa
ZjM1A

養心湯

Z. jujuba var. spinosa
ZjM1B Z. jujuba var. spinosa
ZjM1C Z. jujuba var. spinosa
ZjM2A

天王
補心丹

Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM2B Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM2C Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM3A

歸脾湯
Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM3B Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM5D 聰明
益智丸* Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM5E 人蔘
安腦丸

Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM5F 揚山安神
養腦丸* Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM5G 天王
保心寧** Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM5H 爽腦丸** Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM5I 天王
安腦丸** Z. jujuba var. spinosa

ZjM6J廣東真好眠(濃縮膠囊) Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

*製劑成分相同 **製劑成分相同

藥材
編碼

來源 定序結果

ZjM16

中藥廠

Z. jujuba var. spinosa

ZjM17 Z. jujuba var. spinosa

ZjM18 Z. jujuba var. spinosa

ZjM19 Z. jujuba var. spinosa

ZjM20 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana

ZjM21 Z. jujuba var. spinosa

ZjM22

北部
中藥房

Z. jujuba var. spinosa

ZjM23 Z. jujuba var. spinosa

ZjM24 Z. jujuba var. spinosa
ZjM25 Z. jujuba var. spinosa
ZjM26 Z. jujuba var. spinosa
ZjM27 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM28 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM29 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM30

中部
中藥房

Z. jujuba var. spinosa
ZjM31 Z. jujuba var. spinosa
ZjM32 Z. jujuba var. spinosa
ZjM33 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM34 Z. jujuba var. spinosa
ZjM35 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM36 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM37 Z. jujuba var. spinosa
ZjM38 Z. jujuba var. spinosa
ZjM39 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM40

南部中藥房

Z. jujuba var. spinosa
ZjM41 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM42 Z. mauritiana
ZjM43 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM44 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM45 Z. jujuba var. spinosa
ZjM46 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM47 Z. mauritiana
ZjM48 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM49 Z. mauritiana
ZjM50 Z. jujuba var. spinosa + Z. mauritiana
ZjM51 Z. jujuba var. spinosa
Zm01 大陸滇棗仁 Z. mauritiana

表二、酸棗仁藥材檢體之鑑別結果(續)
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Identification of Jujube Seed and Its Preparations by 
Nested PCR and DNA Sequencing Method

HUI-CHUN LEE, YUNG-CHUAN HSIEH, KANG-TSU LU, YI-CHU LIU,  
DANIEL YANG-CHIH SHIH AND CHI-FANG LO

Division of Research and Analysis, FDA

ABSTRACT

Jujube seed (Ziziphi Spinosae Semen), the dried seeds of Ziziphus jujuba Mill. var. spinosa (Bunge) Hu ex H. 
F. Chou, are often confused with those of Ziziphus mauritiana Lam. for their similar appearance. By comparing 
the sequence information of the internal transcribed spacer (ITS), we designed the specific primer set for each 
species, and established a nested PCR method for their preparations. Trough DNA sequencing, Z. mauritiana was 
detected in 24 of 50 raw material samples and 11 of 17 preparation samples, and most of those samples contained 
mixtures of 2 species. These primer sets could also be used in multiplex PCR for rapid detection.

Key words: Ziziphi Spinosae Semen, ITS, nested PCR, DNA sequencing, multiplex PCR


