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前　言

依據臺灣中藥典記載倒地蜈蚣為瓶

爾小草科Ophioglossaceae植物錫蘭七指蕨
Helminthostachys zeylanica (L.) Hook.之乾燥
根及根莖(1)，是七指蕨屬中唯一的物種。其性

涼、味苦微甘，具有清熱解毒之功效，係民間

珍貴的蕨類藥用植物。而其地下肉質根莖匍匐

橫走，形似蜈蚣，於臺灣中藥零售商所販賣之

商品名稱包括「倒地蜈蚣」、「地蜈蚣」或

「釘地蜈蚣」⋯等。近代研究顯示，錫蘭七

指蕨之萃取物具有保肝(2,3)、抗氧化(4,5)、抗發 
炎(6)、黑色素生成抑制活性(7)、免疫調節(8)、

神經保護(9)、抗糖尿病(10)、改善脂肪肝(11,12)及

抗癌 (13)等多樣的藥理活性，藥用價值高。隨

著中草藥產品的日益普及導致對其原料需求

增加，錫蘭七指蕨在臺灣、印度、中國和菲

律賓等許多國家其野生植物已被列為重點保

護之瀕危物種(14-17)，稀缺情況也因而增加市場

上出現其他物種替換或代用的機率。另外，

於網路資訊查找倒地蜈蚣時經常會出現玄參

科Scrophulariaceae植物地蜈蚣Torenia concolor 
Lindl.可能造成誤導；而中國食品藥品檢定研
究院所販售之「地蜈蚣」國家藥品標準物質

實為水龍骨科Polypodiaceae植物多羽節肢蕨
Arthromeris mairei (Brause) Ching，顯示市面販
售及流通的產品標示名稱非常相似，容易產生

混淆。有鑑於不同植物其傳統用途及化學成分
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摘　要

倒地蜈蚣藥材係瓶爾小草科Ophioglossaceae植物錫蘭七指蕨Helminthostachys 
zeylanica (L.) Hook.之乾燥根及根莖，是臺灣民間常用中藥。因其具有解熱消炎作
用，長期以來被民間傳統醫學廣泛應用。隨著中草藥產品的開發和棲息地的破壞，
在許多國家錫蘭七指蕨已被列為瀕危物種，可能導致市場上以其他物種替換或代用
的機率提升。另外，由於各地區用藥習慣不同以及名稱相似等原因，倒地蜈蚣藥
材之常見混淆品包含地蜈蚣Torenia concolor Lindl.與多羽節肢蕨Arthromeris mairei 
(Brause) Ching等2個物種。為避免錯誤識別造成之不當使用，建立準確且快速的鑑
定方法刻不容緩。近年來分子鑑定方法已被廣泛運用成為識別中草藥品種的有力工
具，本研究利用DNA序列差異開發複合式PCR檢測方法，錫蘭七指蕨、地蜈蚣及多
羽節肢蕨之特異性擴增產物分別為118、183及93鹼基對(base pair, bp)，並經凝膠電泳
分離的片段大小來區分倒地蜈蚣藥材及其混淆品，此檢測技術可辨識倒地蜈蚣藥材
真偽，並應用於中草藥品質管控，以維護用藥安全。

關鍵詞：複合式PCR、倒地蜈蚣、錫蘭七指蕨、地蜈蚣、多羽節肢蕨

+, −, ×, ÷,=, ≥, ≤, >, < 以上符號均為Time字型
表格上下框線0.5，中間0.25

圖檔的解析度不好，麻煩請作者提供清晰的圖檔。謝謝。
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藥理活性全然不同，應留意可能出現同名異物

之情況。

正確辨識藥材物種是中草藥品質管控的重

要前提，近代研究利用DNA序列在物種層級
進行準確分類並檢測摻假，已成為鑑定中草藥

的常用技術(18,19)；而倒地蜈蚣大多數以乾燥根

莖形式販售，經過高溫烘乾可能導致其DNA
發生降解，此外植物所含有的二次代謝物亦會

干擾核酸萃取與純化，皆可能進而影響降低

PCR擴增效率(20)。然而微基因條碼(mini-DNA 
barcode)為短片段具有容易增幅的特性，極適
合應用於高度加工之產品，該分析技術已成功

輔助博物館的古老標本(21,22)、膳食補充品(23-25)

以及動植物加工製品(26,27)等溯源鑑定。本研究

擬開發複合式PCR同步擴增檢測3組微基因條
碼來分辨倒地蜈蚣藥材(錫蘭七指蕨)及其混淆
品(地蜈蚣與多羽節肢蕨)，針對低品質核酸樣
本以及多物種摻混之情況，運用分子生物技術

開發同步鑑定倒地蜈蚣藥材及其混淆品之科學

化鑑別方法，期望能應用於中藥檢驗及品質管

控，以確保用藥安全。

材料及方法

一、材料

㈠對照材料：衛生福利部食品藥物管理署標
本室錫蘭七指蕨(黑骨) E-2-3-03、錫蘭七
指蕨(紅骨) E-2-3-06、地蜈蚣E-2-3-04以及
價購中國食品藥品檢定研究院「地蜈蚣」

國家藥品標準物質AMN01，共4件。
㈡市售地蜈蚣類藥材：分別價購自中藥
房16件及青草店1件，編號DWG01至
DWG17，共計17件。
㈢市售製劑：地蜈蚣濃縮散 1件及倒地
蜈蚣濃縮細粒 2件，編號D W G S P 1至
DWGSP3，共3件單方製劑，皆購自中藥
廠。

二、試藥與試劑

㈠一般化學藥品
 1M Tr is -HCl  [Tr is  (hydroxymethyl ) 

aminomethane hydrochloride] buffer、
0.5M EDTA (Ethylenediaminetetraacetic 
acid) solution、Proteinase K (Thermo Fisher 
Scientific, USA)、N-Lauroylsarcosine 
s o d i u m  s a l t、P h e n o l :  C h l o r o f o r m : 
Isoamyl alcohol mixture (25:24:1, v/v/
v)、Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1, v/
v)、Isopropanol (Sigma-Aldrich, USA)、
Hexadecyl trimethyl ammonium bromide 
(BDH, England)、Sodium chloride、
Agarose (Amresco, USA)。
㈡試劑
 GFXTM DNA and gel band purification kit 

(GE healthcare, USA)、Fast-Run taq master 
mix 5X (Protech Technology, Taiwan)、
Primer (PURIGO Biotechnology, Taiwan)。
25/100 bp Mixed DNA Ladder (Bioneer, 
Korea)、EZ-Vision two DNA dye as loading 
buffer、TBE buffer (Amresco, USA)。
Qubit dsDNA HS assay kit、ExoSAP-IT 
PCR product cleanup reagent、POP-7 
polymer、BigDye Terminator v3.1 cycle 
sequencing kit、BigDye xterminator kit、
Running buffer (Thermo Fisher Scientific, 
USA)。
㈢試液

1. 溶解液(Lysis buffer)：Double distilled 
water 600 μL/mL、0.5M EDTA solution 
200 μL/mL、1M Tris-HCl buffers 100 
μL/mL、10% N-Lauroylsarcosine sodium 
salt solution 100 μL/mL及Proteinase K 1 
mg/mL。

2. CTAB-NaCl溶液:Sodium chloride (NaCl) 
4.1 g溶於80 mL 水中，加入Hexadecyl 
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trimethyl ammonium bromide (CTAB) 10 
g，混合攪拌均勻加熱至65℃，使CTAB
完全溶解，加水至100 mL。

三、儀器設備

㈠藥材粉碎機(Tube Mill  Control ,  IKA, 
Germany)。
㈡精密天平(PB153S, Mettler Toledo, Swiss)。
㈢恆溫加熱槽(MC-01N, Major Science, 

Taiwan)。
㈣離心機(Biofuge pico, Heraeus, Germany)。
㈤核酸濃度螢光測定儀(Qubit 4 Fluorometer, 

Thermo Fisher Scientific, USA)。
㈥聚合酶連鎖反應器(Astec PC320, Astec, 

Japan)。
㈦電泳槽及鑄膠器(Mupid-exU, Advance, 

Japan)。
㈧影像系統(GelDoc Go Imaging System, Bio-

Rad, USA)。
㈨定序儀(3130 Genetic Analyzer, Applied 

Biosystems, USA)。

四、DNA萃取與純化

藥材以粉碎機研磨成細粉，稱取100 mg
檢體粉末，參考Lu et al. (2005)萃取流程(28)，

再利用GFXTM DNA and gel band purification 
kit套組進行DNA純化，其操作步驟依套組說
明，溶洗出檢體之基因體DNA (Genomic DNA)

溶液，再利用核酸濃度螢光測定儀測定樣品

溶液核酸濃度，以提供調整聚合酶連鎖反應

(Polymerase Chain Reaction, PCR)之模板量與擴
增循環次數使用。

五、特異性引子對設計

查找蒐集GenBank資料庫之目標物種相關
序列資料，利用MAFFT (Multiple Alignment 
using Fast Fourier Transform) version 7軟體進行
多序列比對分析，依據個別物種核酸序列之種

間差異設計特異性引子對，引子序列及其預期

擴增產物大小如表一所示。

六、 複合式PCR (Multiplex Polymerase 
Chain Reaction)

取適量檢體之基因體DNA溶液作為模
板，加入引子溶液25 μM HZmkF2及HZmkR2
各0.25 μL、25 μM TCrps16F1及TCrps16R1各
0.45 μL、25 μM AMmkF2及AMmkR1各0.20 
μL，再加入5 μL DNA聚合反應試劑，添加
無菌蒸餾水使總體積為25 μL，進行Multiplex 
PCR反應。反應條件為起始變性溫度94℃ 2分
鐘，擴增條件為94℃ 30秒、58℃ 30秒、72℃ 
30秒共40週期，最後延展溫度72℃ 5分鐘。

七、膠片電泳試驗

取 5  μ L複合式 P C R擴增產物與 1  μ L 
EZ-Vision Two DNA Dye as Loading Buffer進行

表一、特異性引子對序列以及預期產物片段大小

目標物種 Primer sequences (5’→3’) 基因區段
預期產物片段大小

(base pair, bp)
錫蘭七指蕨 HZmkF2: GATATGAGTGGATGGAACGGT

matK 118 bp
Helminthostachys zeylanica HZmkR2: CTGGATGAAGATAATAAGGGAC
地蜈蚣 TCrps16F1: GTTTGATTAGACGGAAGTTC

rps16 183 bp 
Torenia concolor TCrps16R1: TCGATCCCGAAGAGAAGGA
多羽節肢蕨 AMmkF2: CAAATCAGCCTGGGTTGTG

matK 93 bp 
Arthromeris mairei AMmkR1: GTCGAAGCACTGTAATATAAGGA
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混合，再將混合液注入3.5%瓊脂膠片孔洞；另
取DNA分子量標記物質25/100 bp DNA ladder 
marker注入膠片其他孔洞，作為DNA條帶大小
位置判別依據。電泳條件為電壓100 伏特、50
分鐘，利用影像系統觀察確認複合式PCR擴增
結果，並拍攝影像。

八、DNA定序試驗

將PCR擴增產物以Exo-SAP IT PCR cleanup 
reagent進行純化，再以BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit及BigDye Xterminator 
Purification Kit進行定序反應與純化，再將
純化後的產物置入96-well microplate，以定
序儀進行雙向定序分析，其定序結果與美國

國家生物技術資訊中心(National Center for 
Biotechnology Information, NCBI) GenBank資料
庫進行序列比對，得到鑑定結果。

結果與討論

為開發可同步鑑定倒地蜈蚣藥材及其混淆

品等3個目標物種的鑑定方法，且能運用於低
品質的核酸樣本，研究中針對短片段設計3組
特異性引子對HZmkF2/HZmkR2、TCrps16F1/
TCrps16R1及AMmkF2/AMmkR1以建立複合式
PCR，預期錫蘭七指蕨、地蜈蚣及多羽節肢蕨
分別可產生118 bp (base pair, bp)、183 bp及93 
bp之不同長度的核酸片段，列示於表一。
將4個對照材料基因體DNA及3個目標物

種DNA混合物進行複合式PCR反應，測試其
特異性，試驗結果均符合預期，可以觀察到

個別目標物種特定的擴增條帶(如圖一)，於
電泳膠片上可明顯區分，擴增穩定且具再現

性。而DNA混合物溶液的檢測結果表明，此
試驗可同時擴增3個目標區段，且未有干擾情

圖一、複合式PCR之特異性分析(Specificity assay)
M: 25/100 bp DNA ladder marker, Lane 1、2:錫蘭七指蕨(黑骨),
Lane 3、4:錫蘭七指蕨(紅骨), Lane 5、6:地蜈蚣, Lane 7、8:多羽節肢蕨,
Lane 9、10:錫蘭七指蕨：地蜈蚣：多羽節肢蕨(1：1：1) DNA混合物(10 ng/μL+10 ng/μL+10 ng/
μL), N: Non-template control
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況，顯示引子對之間具有良好的相容性，能夠

有效對於特定基因片段進行增幅放大。接著

再將各組引子對擴增的特異性產物進行定序

試驗，可得到3組微基因條碼，如圖二所示，
可透過BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool, BLAST)進行序列相似度分析比對，確認
物種身分。再使用4個對照材料基因體DNA及
3個目標物種的DNA混合物之系列稀釋液進行
複合式PCR之靈敏度分析(Sensitivity Assay)，
採用10倍遞減稀釋，其濃度範圍由高到低依
序為10 ng/μL、1 ng/μL、100 pg/μL、10 pg/μL
與1 pg/μL；其測試結果表明，在單物種中可
檢測之最低DNA濃度為10 pg/μL [圖三(a)、圖
三(b)、圖三(c)、圖三(d)]，而在多物種DNA
混合物的情況下可檢測之最低DNA濃度為100 
pg/μL，如圖三(e)所示，顯示此方法具有低檢
測極限，可適用於較低濃度的基因體DNA樣
品。另，由圖三(e)可見地蜈蚣之偵測極限較

錫蘭七指蕨及多羽節肢蕨為高之情況，推測其

可能原因是3個物種基因體DNA同時競爭PCR
反應試劑，而地蜈蚣的片段長度較其他2個物
種長，其相較於短的片段比較不容易被擴增所

致。

將20件市售檢體(17件地蜈蚣類藥材及3件
倒地蜈蚣單方製劑)進行複合式PCR以評估檢
測方法之適用性，試驗結果顯示20件市售品均
檢出錫蘭七指蕨，如表二所示，其中經過濃縮

萃取已失去原有藥材外觀的3件製劑檢體，雖
然鑑別難度提高，但亦可利用本研究所建立之

複合式PCR分析方法克服性狀辨識的侷限性，
精準鑑別出製劑中所含之倒地蜈蚣藥材物種。

藉由以上試驗，可驗證該方法能實際應用於商

業樣本的識別，並未受到樣品類型限制且具有

良好的特異性。此外，觀察市售17件藥材檢體
之包裝標示可發現各商家的名稱標示混亂，

僅3件標示「倒地蜈蚣」，2件標示「釘地蜈

>錫蘭七指蕨 Helminthostachys zeylanica (118 bp)

>地蜈蚣 Torenia concolor (183 bp)

>多羽節肢蕨 Arthromeris mairei (93 bp)

G A T A T G A G T G G A T G G A A C G G T A C T C G A T C C A T T C A T T C G A 
T T C C T C T C T T T A T G G A G G A C A A G T T C C T C C A T T C T A A T C A 
C A T A C T G G A T T T G A A A G T C C C T T A T T A T C T T C A T C C A G  

G T T T G A T T A G A C G G A A G T T C A T A A A A A A C T T C C G C T T T C T 
T T A A A A G A T T C T G A A C A G T T C C T G T G G G T T G A G C C C C T T T 
T T C A A G G A A A T A C A G A A T A A C G G G A A C A T T T A A A T A A G T T 
T G A T T C T T C A T G G G A T C A T A A A A C C C C A C G C T T C G A A G A T 
C T T T T C C T T C T C T T C G G G A T C G A  

C A A A T C A G C C T G G G T T G T G T T A A C A G A T G A T G A T A T A T T G 
A A C A G A T T T G G G A A A A T C T G G A A T A T T T T A T C C T T A T A T T 
A C A G T G C T T C G A C  

圖二、錫蘭七指蕨、地蜈蚣以及多羽節肢蕨之微基因條碼(mini-DNA barcodes)
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圖三、複合式PCR靈敏度分析(Sensitivity assay)
a.錫蘭七指蕨(黑骨)、b.錫蘭七指蕨(紅骨)、c.地蜈蚣、d.多羽節肢蕨、e.目標物種DNA混合物
M: 25/100 bp DNA ladder marker, Lane 1: 10 ng/μL, Lane 2: 1 ng/μL,
Lane 3: 0.1 ng/μL (100 pg/μL), Lane 4: 0.01 ng/μL (10 pg/μL),
Lane 5: 0.001 ng/μL (1 pg/μL), N: Non-template control
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蚣」，其他12件均標示「地蜈蚣」；而在單方
製劑中亦有1件為「地蜈蚣濃縮散」，容易造
成混淆，因此仍需落實藥材源頭管控進行品種

確認，以保障用藥安全。

綜上所述，此分子生物技術物種鑑別方法

能同時識別多個目標物種，可節省試驗花費的

時間與試劑成本，提升檢驗效率，且僅使用必

要的分子實驗室設備易於執行實施，提供一種

快速且高效的物種鑑定技術，可應用於辨識倒

地蜈蚣藥材之真偽。
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Authentication of Dao-Di-U-Gon Medicinal Materials 
and Its Adulterants Using Multiplex Polymerase 

Chain Reaction 

YUNG-CHUAN HSIEH, CHIA-YUN HSIEH, HUI-CHUN LEE, YA-TZE LIN, 
SHOU-CHIEH HUANG, SU-HSIANG TSENG AND DER-YUAN WANG
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ABSTRACT

The root and rhizome of Helminthostachys zeylanica (L.) Hook. (Ophioglossaceae) is a Chinese 
medicine named “Dao-Di-U-Gon” in Taiwan. It has antipyretic and antiphlogistic effects and has been 
widely used as folk medicine for a long time. However, with the herbal product development and habitat 
destruction, H. zeylanica has thus been listed as an endangered species in many countries. Therefore, it 
may prompt the replacement or substitution with other species in the market. Torenia concolor Lindl. and 
Arthromeris mairei (Brause) Ching are commonly confusing species due to similar aliases and different 
medication habits. It is urgent to establish an accurate and rapid identification method to avoid medication 
errors. In recent years, molecular authentication methods have been widely employed as a powerful 
tool for the species identification of herbal products. In this study, multiplex PCR was developed for 
distinguish Dao-Di-U-Gon medicinal materials from its adulterants based on DNA sequence variation. 
The lengths of the specific amplicons were 118 bp for H. zeylanica, 183 bp for T. concolor, and 93 bp for A. 
mairei, which could be easily differentiated as three herbal origins by gel electrophoresis. This detection 
technique can be applied on traditional Chinese medicine (TCM) quality control, thus contributing to 
medication safety.

Key words:	Multiplex PCR、Dao-Di-U-Gon、Helminthostachys zeylanica、Torenia concolor、

Arthromeris mairei


