
 

中国现代应用药学 2020 年 5 月第 37 卷第 10 期                        Chin J Mod Appl Pharm, 2020 May, Vol.37 No.10       ·1203· 

PCR 鉴定骨肽类制剂中动物源性成分 
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摘要：目的  基于分子鉴定技术建立适用于骨肽类制剂的种属鉴定方法，并对部分国内骨肽类制剂生产企业所使用的骨

骼原材料的种属来源进行鉴定。方法  以骨肽生产过程中的热压提取中间体作为供试品，采用优化的 CTAB 法提取核酸，

通过 PCR 扩增、琼脂糖凝胶电泳进行动物源性成分鉴定。结果  采用成功建立的适用于骨骼热压提取中间体的鉴定方法

对 9 家企业的样品进行检测，均只检出猪源性成分，未检出牛或羊源性成分。结论  9 家企业均使用猪骨作为骨肽类制

剂的原材料，符合相关药品标准规定。 
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Identification of Animal-derived Components in Ossotide Preparations by PCR 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method based on molecular biology technology to identify animal-derived 
components in ossotide preparations, and the species of bone raw materials used by some domestic ossotide preparations 
enterprises were identified. METHODS  The intermediate in the process of ossotide preparations was taken as the sample, and 
nucleic acid was extracted by optimized CTAB method. The animal-derived components were identified by PCR amplification 
and agarose gel electrophoresis. RESULTS  The samples from 9 enterprises were identified by the method successfully 
established for ossotide extraction intermediate, and only pig source components were detected, no cattle or sheep source 
components were detected in all samples. CONCLUSION  All the 9 enterprises use pig bone as raw material for ossotide 
preparations, which is in line with relevant pharmaceutical standards. 
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骨肽类制剂是一类以动物骨骼为主要原料，

经提取制成的富含多肽、氨基酸、钙、磷、无机

盐等有效成分的传统生化药，可单方成药也可与全

蝎、甜瓜子配伍制成复方制剂。临床上用于促进骨

折愈合及治疗风湿、类风湿性关节炎等骨科疾病[1]。

现行的国家标准中规定骨肽注射液、复方骨肽注射

液可使用猪或胎牛的四肢骨进行提取，而骨瓜提取

物注射液只能使用猪的四肢骨作为原料，鹿瓜多肽

注射液只能以鹿科动物梅花鹿的四肢骨作为原料。 
自 2017 年新版药品生产质量管理规范《生化

药品附录》实行以来，有关生化制药所用动物原

材料的种属来源问题备受关注。从不同动物来源

的组织中提取的药品，其主要成分的含量不尽相

同，具体药效和不良反应也存在一定差异。而且，

明确制药所用原材料的动物来源或鉴别原材料是

否存在其他动物源成分污染也对防止动物源传染

性疾病的传播具有重要意义[2]。分子生物学方法不

同于传统的形态学鉴别方法或免疫学方法，它是

以样品的遗传物质 DNA 作为目标检测物，因此对

于经过高温、高压等前处理的样品也可适用，并

且具有良好的特异性和灵敏度。本实验室应用相

关方法对肝素钠注射液[3]、注射用糜蛋白酶[4]、注

射用玻璃酸酶[5]等常见生化药品进行了种属鉴别

研究，曾在标注为羊源性的玻璃酸酶供试品中同

时检测出牛、羊 2 种动物源成分，也证实了生化

制药用动物原材料确实存在被污染的可能性。因
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此，为了解国内骨肽类制剂生产企业所使用的骨

骼原材料的种属来源是否符合规定，收集 9 家企

业(不包含鹿瓜多肽注射液生产企业)生产的骨肽

类制剂各环节中间体， 终确定以热压提取中间

体作为供试品，采用聚合酶链式反应法(PCR)对其

中含有的动物源性成分进行鉴定。 
1  材料 
1.1  仪器 

Veriti 96 孔热循环仪(美国 Applied Biosystems)；
紫外凝胶成像系统(美国 Protein Simple 公司)；
Bio-Rad 电源及电泳仪(美国 Bio-Rad)；Epoch 超微

量核酸测定仪(美国 BioTek) 
1.2  药品与试剂 

十六烷基三甲基溴化铵(CTAB，美国 Sigma
公司，批号：BCBV4362)；三羟甲基氨基甲烷(Tris，
批号：20170731)、乙二胺四乙酸二钠二水合物

(EDTA∙2Na∙2H2O，批号：20150320)均购自上海凌

峰化学试剂有限公司；CTAB 裂解液：1% CTAB，
0.05 mol·L1 Tris-HCl(pH 8.0)，0.7 mol·L1 NaCl，
0.01 mol·L1 EDTA(pH 8.0)；CTAB 沉淀液：CTAB 
5 g·L1，NaCl 0.04 mol·L1，调节 pH 至 8.0，高压

灭菌后使用；蛋白酶 K(20 mg·mL1，北京天根生

物，批号：R6830)；Premix Taq(Ex Taq Version 2.0 
plus dye，批号：AI60204A)、DNA Marker DL500(批
号：A801D)均购自 TakaRa 公司；10 000×Gel 
Red(碧云天生物技术有限公司，批号：D0139)；
其他试剂均为分析纯。 

阳性对照：猪肉、羊肉、牛肉(上海市食品药

品检验所生化药品生物制品室保存)；骨肽热压提

取中间体溶液(分别来自黑龙江珍宝岛药业股份有

限公司、常州方圆制药有限公司、哈尔滨三联药

业股份有限公司、哈尔滨圣泰生物制药有限公司、

河北智同生物制药有限公司、湖北威仕生物药业

股份有限公司、通化惠康生物制药有限公司、江

西康缘桔都药业有限公司以及南京新百药业有限

公司)，具体信息见表 1。 
1.3  引物的设计和合成 

引物由上海生工生物工程股份有限公司合

成，碱基序列见表 2。同一物种的上、下游引物分

别用水稀释至 5 µmol·L1，等体积混合，即为猪、

牛、羊源性成分鉴别引物混合液。 
2  方法 
2.1  对照品与样品 DNA 的提取及测定 

取供试品约 0.5 mL 至 2 mL 离心管中，加无 

表 1  骨肽样品详细信息 
Tab. 1  Detailed information of the ossotide samples 
样品编号 企业 样品名称(企业命名) 批号 

1 A 骨肽溶液(煎煮液) 18190102 

2 A 骨肽溶液(煎煮液) 18190103 

3 A 骨肽溶液(煎煮液) 18190104 

4 B 高温高压提取液 20180601s 

5 B 高温高压提取液 20180602s 

6 B 高温高压提取液 20180603s 

7 C 骨肽溶液中间体(热压后) / 

8 D 猪四肢骨提取液(注射用) DGG-A-4-3-P1

9 D 猪四肢骨提取液(注射用) DGG-A-4-3-P2

10 D 猪四肢骨提取液(注射用) DGG-A-4-3-P3

11 E 脱脂提取液 180605 

12 E 脱脂提取液 180701 

13 E 脱脂提取液 180702 

14 F 骨肽提取浓缩液 20181101 

15 F 骨肽提取浓缩液 20181102 

16 F 骨肽提取浓缩液 20181103 

17 G 高压液 20181202 

18 H 骨肽提取液(煎煮) 1805161 

19 J 骨肽提取液去脂后样品 1901002 

表 2  猪、牛、羊源性成分鉴别引物碱基序列 
Tab. 2  Nucleotide sequence of primers for identification of 
pig, cattle and sheep origin components 
引物名称 引物碱基序列 

猪源性成分

鉴别引物 

上游引物 5’- GCC TAA ATC TCC CCT CAA TGG TA-3’

下游引物 5’-ATG AAA GAG GCA AAT AGA TTT TCG-3’

牛源性成分

鉴别引物 

上游引物 5’- GCC ATA TAC TCT CCT TGG TGA CA-3’

下游引物 5’- GTA GGC TTG GGA ATA GTA CGA-3’ 

羊源性成分

鉴别引物 

上游引物 5’-TAT TAG GCC TCC CCC TTG TT-3’ 

下游引物 5’- CCC TGC TCA TAA GGG AAT AGC C-3’

水乙醇 1 mL，充分混合均 ，20 ℃放置 60 min；
4 ℃下 12 000 r·min1 离心 10 min，弃去上清液；

加入 CTAB 裂解液 1 mL 和蛋白酶 K 溶液 50 μL，
56 ℃水浴加热 60 min，期间振荡混 3~5 次，

12 000 r·min1 离心 5 min；取上清液 1 mL 转移至

另一 2 mL 离心管中，加三氯甲烷 700 μL，涡旋振

荡 30 s，12 000 r·min1 离心 10 min；取上清液

650 μL 转移至另一 2 mL 离心管中，加入 CTAB 沉

淀液 1.3 mL，室温放置 60 min，12 000 r·min1 离

心 5 min；弃去上清液，沉淀物中加入 1.2 mol·L1 
NaCl 溶液 350 μL 使溶解，再加三氯甲烷 350 μL，
涡旋振荡 30 s，12 000 r·min1 离心 10 min；取上

清液转移至另一 2 mL 离心管中，加入 0.8 倍体积

的异丙醇，室温放置 20 min，12 000 r·min1 离心

10 min；弃去上清液，沉淀物中加入 70%乙醇
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500 μL，涡旋振荡 30 s，12 000 r·min1 离心 10 min；
弃去上清液，沉淀物 60 ℃烘干 5~10 min，加灭菌

水 50 μL 使溶解，即为样品 DNA 提取液。另取猪

肉、牛肉和羊肉样品，剪碎后取适量同法提取，

制成阳性对照 DNA 提取液。取相同体积的水代替

样品，同法制成空白对照 DNA 提取液。采用 Epoch
超微量核酸测定仪对样品及阳性对照DNA提取液

的浓度及纯度进行测定。 
2.2  PCR 反应体系及电泳条件的建立 

以 Premix Taq(Ex Taq)反应预混液 12.5 µL，鉴
别引物混合液 1 µL，模板 DNA 5 µL，加无菌水补

足反应体系至 25 µL 构建 PCR 反应体系。PCR 反

应条件为 94 ℃，5 min，1 个循环；94 ℃ 30 s，57 ℃ 
30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环。PCR 扩增结束后，

配制 3%琼脂糖凝胶，取扩增产物进行电泳，电泳

条件为 80 V，50 min。实验结束后在紫外凝胶成

像仪中观察电泳条带。 
2.3  方法学验证 
2.3.1  特异性验证  取“2.1”项下提取的猪、牛、

羊阳性对照 DNA 提取液，用无菌水将其稀释至

0.1 ng·µL1，分别采用猪鉴别引物、牛鉴别引物和

羊鉴别引物对 3 种动物 DNA 进行 PCR 扩增，PCR
扩增结束后取扩增产物进行电泳。PCR 及电泳方

法同“2.2”项下。 
2.3.2  模板 DNA 浓度对方法的影响  取“2.1”
项下提取的猪、牛、羊阳性对照 DNA 提取液，用

无菌水将其稀释至 1 ng·µL1，然后进行 10 倍梯度

稀释至 低浓度为 1 fg·µL1。然后分别用猪、牛、

羊鉴别引物进行 PCR 扩增，PCR 扩增结束后取扩

增产物进行电泳。PCR 及电泳方法同“2.2”项下。 
2.3.3  方法检测限验证  以 0.1 ng·µL1 的猪源、

牛源、羊源 DNA 为基础，配制含有 3 种动物源成

分的 DNA 混合液，其中，猪源性成分分别占比

(w/w)50%，10%，1%，0.1%，0.01%，0%。以 0.5 ng
为 PCR 扩增时模板 DNA 总质量，采用猪鉴别引

物对上述 DNA 混合液进行 PCR 扩增，PCR 扩增

结束后取扩增产物进行电泳。PCR 及电泳方法同

“2.2”项下。同样地，对牛源性成分和羊源性成

分的检测限进行验证。 
2.4  骨肽样品动物源性成分鉴别 

将 骨 肽 样 品 的 DNA 提 取 液 稀 释 至

100 ng·µL1 作为模板 DNA，若骨肽样品的 DNA
提取液浓度<100 ng·µL1 则直接以 DNA 提取液作

为模板 DNA，分别用猪、牛、羊鉴别引物进行 PCR
扩增，PCR 扩增结束后取扩增产物进行电泳。PCR
及电泳方法同“2.2”项下。 
2.5  DNA 电泳条带灰度分析 

采用 Image J 软件对电泳图中的 DNA 条带进

行灰度分析，然后利用 GraphPad Prism 5 软件绘制

柱状图。 
3  结果 
3.1  骨肽样品 DNA 提取液的测定结果 

样品 DNA 提取液的浓度及纯度测定结果见表

3，表中未列出的样品其测定结果低于仪器检测限。 

表 3  骨肽样品 DNA 提取液浓度及纯度测定结果 
Tab. 3  Results of DNA purity and concentration 
determination of ossotide samples 

样品编号 A260/A280 浓度/ng·µL1 

1 1.86  71.06 

2 1.84  77.72 

3 1.87 262.15 

8 1.88 248.57 

9 1.89 388.68 

10 1.87 522.17 

17 1.85  26.13 

19 2.07   2.98 

3.2  方法特异性验证结果 
电泳结果表明本方法特异性良好。利用猪鉴

别引物进行 PCR 扩增时，只有猪肉 DNA 在 212 bp
处产生目的条带，利用牛鉴别引物进行 PCR 扩增

时，只有牛肉 DNA 在 271 bp 处产生目的条带，利

用羊鉴别引物进行 PCR 扩增时，只有羊肉 DNA
在 293 bp 处产生目的条带。结果见图 1。 

 
图 1  方法特异性验证电泳图 
Mmarker(DL500) ； 1 猪 肉 DNA(0.1 ng·µL1) ； 2 牛 肉 DNA 
(0.1 ng·µL1)；3羊肉 DNA(0.1 ng·µL1)。 
Fig. 1  Electrophoretogram of specificity by PCR 
Mmarker(DL500); 1pig DNA(0.1 ng·µL1); 2cattle DNA(0.1 ng·µL1); 
3sheep DNA(0.1 ng·µL1). 



 

·1206·        Chin J Mod Appl Pharm, 2020 May, Vol.37 No.10                        中国现代应用药学 2020 年 5 月第 37 卷第 10 期 

3.3  模板 DNA 浓度对方法的影响 
电泳结果表明，≥0.1 pg·µL1 的猪源、牛源、

羊源 DNA 可被该方法检出，电泳图及 DNA 电泳

条带的灰度分析见图 2。 
3.4  方法检测限验证 

电泳结果表明，当体系中存在异种动物源成

分干扰时，体系中≥1%(w/w)猪源性 DNA(5 pg)、
≥0.01%(w/w)牛、羊源性 DNA(0.05 pg)可被该方法

检出，电泳图及 DNA 电泳条带的灰度分析见图 3。 
3.5  骨肽样品动物源性成分鉴别 

按“2.2”项下方法对 19 批样品进行动物源性

成分鉴别。电泳结果表明，所有样品中均只检出猪

源性成分，未检出牛、羊源性成分，电泳图及 DNA
电泳条带的灰度分析见图 4。由此推断，9 家企业

均使用猪骨作为骨肽类制剂的原材料，且未发现

其他动物源成分污染，符合相关药品标准规定。 

 
图 2  模板 DNA 浓度对 PCR 方法的影响 
Mmarker(DL500)；11 ng·µL1；20.1 ng·µL1；30.01 ng·µL1；41 pg·µL1；50.1 pg·µL1；60.01 pg·µL1；71 fg·µL1；8阴性对照。 
Fig. 2  Effect of template DNA concentration on the PCR method 
Mmarker(DL500); 11 ng·µL1; 20.1 ng·µL1; 30.01 ng·µL1; 41 pg·µL1; 50.1 pg·µL1; 60.01 pg·µL1; 71 fg·µL1; 8negative control. 

 
图 3  方法检测限验证电泳图 
Mmarker(DL500)；1~6猪/牛/羊占比分别为 50%，10%，1%，0.1%，0.01%，0%；7阴性对照。 
Fig. 3  Electrophoretogram for detection limits by PCR 
Mmarker(DL500); 16proportion of pig/cattle/sheep is 50%, 10%, 1%, 0.1%, 0.01%, 0%; 7negative control. 
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图 4  动物源性成分鉴定电泳图 
Mmarker(DL500)；P阳性对照；N阴性对照；1~19骨肽煎煮中间体样品；20空白对照。 
Fig. 4  Electrophoretogram for identification of animal-derived components 
Mmarker(DL500); Ppositive control; Nnegative control; 119bone peptide decoction intermediate sample; 20blank control. 

4  讨论 
4.1  供试品的选择 

通过对骨肽类制剂生产企业进行实地调研发

现，大部分企业都是通过对骨骼原材料的形态进

行鉴别来判别种属，但猪四肢骨与胎牛四肢骨外

观差异并不明显，容易产生误判，而且实际生产

时每次投料量都在几百公斤，仅依靠形态鉴别无

法全面了解原材料是否存在混杂情况。因此，本

研究选择以中间体作为研究对象，通过提取 DNA
进行 PCR 扩增来鉴别其中的动物源性成分。 

骨肽类制剂生产过程需经过高压提取、调酸

调碱除蛋白、过滤除高分子物质等一系列步骤。

因此，选择哪一环节的中间体作为供试品是首要

问题。尝试对哈尔滨圣泰生物制药有限公司提供

的热压提取液、酸沉液、碱沉液、醇沉液、超滤

液进行 PCR 鉴别，实验结果表明只能从热压提取

液中提取到可用于后续扩增的 DNA，因此选择热

压提取中间体作为本研究的研究对象。 
4.2  DNA 提取方法的优化 

在使用商品化DNA提取试剂盒未取得良好的

提取效果之后，尝试使用 CTAB 法提取供试品核

酸。CTAB 法是提取植物组织 DNA 的一种经典方

法，考虑到骨肽样品的特殊性，增加了乙醇预沉

淀步骤来提高 DNA 的提取效率，并增加了蛋白酶

K 的使用量以期减少蛋白成分对后续 PCR 扩增的

干扰。 终的实验结果表明，优化后的 CTAB 法

适用于本研究中的全部 19 批样品。图 4A 中不同

企业的样品电泳条带亮度存在差异，这可能与企

业对骨骼原材料的预处理方式以及热压提取的温

度和时间有关。 
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