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［摘要］　目的：用ＣＯＩ序列作为分子标记鉴定赛加羚羊角与其代用品山羊 Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ、绵羊 Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ、藏原
羚Ｐｒｏｃａｐｒａｐｉｃｔｉｃａｕｄａｔａ、蒙原羚Ｐｇｕｔｔｕｒｏｓａ、鹅喉羚Ｇａｚｅｌｌａｓｕｂｇｕｔｔｕｒｏｓａ和藏羚Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓｈｏｄｇｓｏｎｉｉ的角，为监管羚
羊角市场贸易和控制赛加羚羊角走私提供技术支持。方法：从３种不同类型的赛加羚羊角以及藏原羚、蒙原羚、鹅
喉羚样品中提取基因组ＤＮＡ，设计巢式ＰＣＲ体系，扩增３４９ｂｐＣＯＩ片段，结合从 ＧｅｎＢａｎｋ中下载的序列构建赛加
羚羊及其代用品的系统发育树。结果：保存期１～２年的新鲜赛加羚羊角中提取出的基因组 ＤＮＡ浓度比陈旧羚羊
角、羚羊角片的高，而陈旧羚羊角不同位置提取出的基因组 ＤＮＡ浓度差别较小。ＮＪ树上，７个物种分别单独聚
群，形成独立的分枝，支持率都达到了９９％以上。结论：ＤＮＡ分子鉴定技术结合针对低浓度基因组 ＤＮＡ模板的
巢式ＰＣＲ反应体系客观准确地区分了赛加羚羊角和其易混代用品。本研究不仅为赛加羚羊角的分子鉴定技术建立
了操作方法，而且提供了参考序列，简化了实际应用中的鉴定流程，对赛加羚羊贸易监管以及走私监控具有实践

参考意义。

［关键词］　羚羊角；贸易；代用品；基因组ＤＮＡ；ＣＯＩ；分子鉴定

羚羊角是牛科动物赛加羚羊 Ｓａｉｇａｔａｔａｒｉｃａ的角
（以下简称羚羊角），因具有清热解毒等功效而被广

泛使用。１９世纪６０年代，分布于我国新疆地区的赛
加羚种群因过度捕猎而灭绝［１］。前苏联解体后，分

布于其他中亚国家的种群也由于盗猎、疾病等原因在

短短几年内下降了９０％［２］。１９８９年，赛加羚羊被列
为国家一级重点保护野生动物，１９９５年，赛加羚羊被
列为 《濒危野生动植物种国际贸易公约》（ＣＩＴＥＳ）
附录Ⅱ物种。在我国民间，山羊 Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ、绵羊
Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ、藏 原 羚 Ｐｒｏｃａｐｒａｐｉｃｔｉｃａｕｄａｔａ、蒙 原 羚
Ｐｒｏｃａｐｒａｇｕｔｔｕｒｏｓａ、鹅喉羚Ｇａｚｅｌｌａｓｕｂｇｕｔｔｕｒｏｓａ和藏羚
Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓｈｏｄｇｓｏｎｉｉ等的角可当作赛加羚羊角的代用
品使用［３］。中药材市场上，羚羊角被制成粉末、丝

条和片块等形状销售，加上部分商贩有意造假，羚

羊角种类难以识别，给羚羊角贸易监管带来困难，

也不利于监控赛加羚羊等濒危物种的盗猎和走私活

动。目前已有的羚羊角鉴别方法包括形态比较、显

微结构比较［４５］、蛋白电泳法［６］、薄层色谱法［７］等。

实践中使用较多的是依赖经验判断鉴定的形态比较

法，相比之下，ＤＮＡ分子鉴定技术具有成熟的、可
重复的实验和统计方法，更为准确、实用。本研究

采用ＣＯＩ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ１）基因片段作
为分子标记，探索并建立了赛加羚羊角及其易混代

用品的分子鉴定方法，以期为羚羊角的市场监管和

相似羚羊类物种的保护提供可靠的种类鉴定技术。

１　材料与方法

１１材料

中国北京同仁堂（集团）有限责任公司提供了１
份赛加羚羊角片以及１个储存了３０年以上的陈旧整
角；１个１～２年的赛加羚羊新鲜整角由河北省林业
厅提供；３个藏原羚样品采集自青海省；２个蒙原羚
标本由内蒙古自治区阿日哈沙特口岸提供；３个鹅
喉羚样品由新疆维吾尔自治区卡拉麦里自然保护区

提供。其他 ＣＯＩ基因序列来源于 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，
见表１。

·８４５·
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表１　赛加羚及其易混代用品的分类地位、样品数目及序列来源

中文名 学名 亚科 保护等级 样品数目 序列数目 序列来源 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

赛加羚 Ｓａｉｇａｔａｔａｒｉｃａ 羚羊亚科 Ⅰ ３ ４ 本研究以及ＧｅｎＢａｎｋ ＪＮ６３２７００

藏原羚 Ｐｒｏｃａｐａｒａｐｉｃｔｉｃａｕｄａｔａ 羚羊亚科 Ⅱ ３ ３ 本研究

蒙原羚 Ｐｒｏｃａｐｒａｇｕｔｔｕｒｏｓａ 羚羊亚科 Ⅱ ２ ３ 本研究以及ＧｅｎＢａｎｋ ＪＮ６３２６８９

鹅喉羚 Ｇａｚｅｌｌａｓｕｂｇｕｔｔｕｒｏｓａ 羚羊亚科 Ⅱ ３ ３ 本研究

藏羚 Ｐａｎｔｈｏｌｏｐｓｈｏｄｇｓｏｎｉｉ 羊亚科 Ⅰ ０ ３ ＧｅｎＢａｎｋ ＨＱ２６９４６１
ＨＱ２６９４６０
ＤＱ１９１８２６

绵羊 Ｏｖｉｓａｒｉｅｓ 羊亚科 ０ ４ ＧｅｎＢａｎｋ ＮＣ＿００１９４１
ＡＦ０１０４０６
ＦＪ９５８３４５
ＦＪ９５８３４４

山羊 Ｃａｐｒａｈｉｒｃｕｓ 羊亚科 ０ ４ ＧｅｎＢａｎｋ ＨＱ２６９４５２
ＨＱ２６９４３９
ＨＱ２６９４３８
ＨＱ２６９４３７

注：保护等级：国家重点保护野生动物名录中的保护等级，非名录中物种为空白；ＧｅｎＢａｎｋ登录号：从 ＧｅｎＢａｎｋ中下载的序列的登录
号，不包括本研究提交的登录号。

１２基因组ＤＮＡ提取
赛加羚羊角以及藏原羚、蒙原羚、鹅喉羚组织

样品基因组 ＤＮＡ均采用 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ３０（ＴａＫａＲａ）提取。为验证羚羊
角ＤＮＡ提取效果是否因取样位置而异，分别从陈旧
整角角尖、中部、根部以及骨塞处采集样品提取

ＤＮＡ。使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计 （Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）测定基因组ＤＮＡ浓度。
１３巢式ＰＣＲ引物设计、ＰＣＲ扩增和测序

为从低浓度模板ＤＮＡ中稳定扩增ＣＯＩ序列，本
研究根据赛加羚羊线粒体基因组 ＤＮＡ全序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＪＮ６３２７００）设计了一套巢式 ＰＣＲ
引物。两对引物分别是：

外引物 ５ＣＯＩ（Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＴＧＡＧＣＣＧＧＣＡＴＡＧ
ＴＡＧＧＡＡＣ３′；Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＣＴＧＡＧＴＡＧＴＡＧＧＴＧＡＣ
ＡＡＴＧＴＧ３′）；

内引 物 ＳａｉｇａＣＯＩ（Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＴＡＧＴＣＧＴＡＡ
ＣＣＧＣＡＣＡＴ３′；Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＴＡＧＧＡＧＧＡＣＡＧＣＣＧＴ
ＡＡＴ３′）。

引物 ＰＣＲ反应体系如下：１×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ，
ＭｇＣｌ２２０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１，４种ｄＮＴＰ各０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，引

物各０５μｍｏｌ·Ｌ－１，ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ）
００２５ｕｎｉｔｓ·μＬ－１以及２～２０ｎｇ·μＬ－１ＤＮＡ模板。第一
轮ＰＣＲ反应在２０μＬ体系下进行，反应条件是：９４
℃７ｍｉｎ预变性，９４℃３０ｓ，５２℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，
２０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。第二轮ＰＣＲ反应

中，取１μＬ第一轮ＰＣＲ产物作为模板，４０μＬ反应
体系，退火温度为５４℃，３５个循环，其他条件与第
一轮ＰＣＲ相同。扩增产物送到北京诺赛基因组研究中
心测序，所获得序列登录到 ＧｅｎＢａｎｋ中，登录号为：
ＫＣ６７９００５、 ＫＣ６７９００６、 ＫＣ６７９００７、 ＫＣ６７９０１１、
ＫＣ６７９０１２、 ＫＣ６７９０１４、 ＫＣ６７９０１９、 ＫＣ６７９０２０、
ＫＣ６７９０２１、ＫＣ６７９０２８、ＫＣ６７９０２９。

１４数据分析

测序得到的ＣＯＩ序列用ＢｉｏＥｄｉｔ（ＩｂｉｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）
编辑，剪切掉两端的模糊片段。用ＣｌｕｓｔａｌＸ１８１软
件进行比对［８］。使用 ＭＥＧＡ４［１０］构建基于 Ｋｉｍｕｒａ２
ｐａｒａｍｅｔｅｒ［９］模型的ＮｅｉｇｈｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇ树，系统树各分
支的置信度用自举检验法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检验，共进行
１０００次循环，以家牛 Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＡＦ４９２３５１）为外群。

２　结果

２１基因组ＤＮＡ提取
从陈旧整角的不同位置以及经过处理的赛加羚

羊角片提取出的ＤＮＡ浓度相当，并且都远低于１～２
年的新鲜赛加羚羊整角，见表２。

表２　赛加羚羊角中提取出的基因组ＤＮＡ浓度

指标 新鲜整角 角片
陈旧整角

角尖 角中部 角根 骨塞

ＤＮＡ浓度／ｎｇ·μＬ－１ ２３７ ２８ １６ ２２ ３２ １９

Ａ２６０／Ａ２８０ １９２ １８９ １７８ １８２ １８２ １５８

·９４５·
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２２ＣＯＩ基因序列比较
研究运用巢式ＰＣＲ技术从赛加羚羊角以及其易

混代用品样品中成功扩增了１１条４００ｂｐ的 ＣＯＩ序
列，并从ＧｅｎＢａｎｋ中获得另外１３条序列，经剪切后
序列长度为３４９ｂｐ。全部２４条序列进行比对后，其
中保守位点有２４３个，多态性位点有１０６个，平均核
苷酸频率为Ａ（２６２％）、Ｔ（３１０％）、Ｃ（２８０％），Ｇ
（１４９％）。
２３种间系统发育树

在邻接法构建的系统发育树中，赛加羚羊的 ４
个样品单独聚为一支，支持率为１００％。其他６种动
物的ＣＯＩ序列也分别单独聚群，形成独立的分枝，
支持率都达到了９９％以上。在其他６种动物中，藏
原羚、蒙原羚、鹅喉羚与赛加羚羊同属于羚羊亚科，

藏羚、绵羊、山羊属于羊亚科，亲缘关系较远。ＣＯＩ
序列构建的ＮＪ树明显地区分了赛加羚羊与其易混品，
并且无论亲缘关系远近都有很好的鉴别效果。见图１。

图１　依据３４９ｂｐＣＯＩ序列构建的赛加羚及其
易混代用品系统发育ＮＪ树

３　讨论

羚羊角是高度角质化的真皮组织，质地坚韧，

细胞含量少，从其中提取基因组ＤＮＡ比较困难，而
市场上存放多年的陈旧羚羊角以及经过加工处理后

的羚羊角片、羚羊角粉中的基因组 ＤＮＡ降解严重。
因市场上的羚羊角大多是２０年以上的库存，本研究
分析了陈旧整角不同部位以及新鲜羚羊角的基因组

ＤＮＡ提取效果的差异，以期对羚羊角的市场监管有
实际的指导意义。结果发现，取自新鲜赛加羚羊角

根部的样品提取的基因组ＤＮＡ浓度很高，完全可以
满足ＰＣＲ反应需要，而对于陈旧样品，无论样品取

自整角的角尖、中部、根部还是骨塞，基因组 ＤＮＡ
浓度都很低，无法用常规 ＰＣＲ反应进行扩增。因
此，研究中设计了针对于低浓度模板 ＤＮＡ的巢式
ＰＣＲ扩增体系，通过一对外引物进行扩增以富集目
的片段，再用第二对内引物进行 ＰＣＲ反应，成功地
从低浓度基因组ＤＮＡ中扩增了３４９ｂｐＣＯＩ序列，并
且构建了赛加羚、藏原羚、蒙原羚、鹅喉羚、藏羚、

绵羊、山羊的系统发育树，直观、正确地区分了赛

加羚羊与其代用品，为利用ＤＮＡ分子鉴定技术鉴别
赛加羚及其代用品构建了实验操作方法，提供了参

考序列。

目前国内的赛加羚羊角原料绝大部分依靠库存

原料，合法原料供应越来越少，为了获得高额利润，

赛加羚羊角走私案件时有发生［１１］，研究建立的赛加

羚羊角ＤＮＡ分子鉴定技术可以用于赛加羚羊角走私
案件的法医鉴定，为打击赛加羚羊偷猎和走私提供

了一个有效的技术手段。另外，由于赛加羚羊角与

其代用品整角外形相似，刨片或者磨粉之后更加难

以区分，部分药材商以次充好、以假掺真［１２］，严重

损害了消费者的利益，本研究建立的利用 ＣＯＩ序列
鉴定赛加羚羊与其易混代用品的方法也可以为羚羊

角市场贸易监测与管理提供可靠的技术支持。ＣＩＴＥＳ
公约缔约国大会已将只分布于蒙古的、原来为赛加

羚羊一个亚种的北方赛加羚羊亚种 Ｓｔｍｏｎｇｏｌｉｃａ
作为单独的物种，北方赛加羚羊 Ｓｂｏｒｅａｌｉｓ列入
ＣＩＴＥＳ附录，北方赛加羚与赛加羚这两个物种的区
分方法尚需进一步研究。
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采集样品，新疆阿勒泰地区林业局初红军博士提供鹅喉羚样

品，河北省林业厅武明录先生以及中国北京同仁堂（集团）

有限责任公司提供赛加羚羊角样品，东北师范大学刘炳万博

士提供蒙原羚样品，在此谨致谢意！
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