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Представлен обзор использования в мировой практике молекулярно-генетических методов (ДНК-
штрихкодирования и ДНК-фингерпринтинга) для установления подлинности лекарственного
растительного сырья и лекарственных растительных препаратов. Показано, что наиболее эффек-
тивным ДНК-штрихкодом для растительных объектов является ITS2. Данный маркер позволяет
идентифицировать и сильно деградированную ДНК, что особенно актуально в случае фитопрепа-
ратов и биологически активных добавок к пище. Основная проблема традиционного ДНК-штрих-
кодирования в фармакогнозии с использованием метода секвенирования по Сэнгеру – невозмож-
ность прочтения штрихкода без предварительного клонирования амплификата, если в раститель-
ной смеси присутствует большое число разнородных примесей и наполнителей растительного
происхождения, из-за наложения нескольких или многих видоспецифичных хроматограмм друг на
друга. По этой причине для ДНК-штрихкодирования растительных смесей наиболее предпочти-
тельным является метод секвенирования ITS2-ампликонов с использованием технологии секвени-
рования нового поколения NGS. Этот метод позволяет работать с сильно деградированной ДНК в
составе многокомпонентных растительных смесей и дает возможность определить видовую при-
надлежность всех ингредиентов многокомпонентных фитопрепаратов. Из методов ДНК-фингер-
принтинга рассмотрены: RFLP, RFLP-PCR, RAPD, RAPD-SCAR, AFLP-PCR и ISSR.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время во всем мире возрастают
масштабы использования лекарственных средств
традиционной медицины, наблюдается настоя-
щий бум в фитотерапии и индустрии биологиче-
ски активных добавок (БАД). Растущая популяр-
ность фитопрепаратов приводит к повышенному
спросу на лекарственное растительное сырье. В
этих условиях надежная идентификация исходно-
го сырья, его аутентичность и отсутствие чужерод-
ных примесей являются непременными требова-
ниями, закрепленными в законодательстве всех
ведущих стран (Parveen et al., 2016; Barnes et al.,
2016; Sammons et al., 2016; Teng et al., 2016; Job et al.,
2016; Enioutina et al., 2017; Simmler et al., 2017).

Современный фармакогностический анализ
включает несколько разных методов установле-
ния подлинности лекарственного растительного
сырья. Там, где возможно, используются тради-
ционные для ботаников методы идентификации
растений по морфологии (образу) растений, по
особенностям их пыльцы, возможна фитохими-
ческая идентификация материала в образце с по-
мощью методов аналитической химии, хромато-
графии и метаболомного анализа (Simmler et al.,
2017). Следует, однако, отметить, что примеси и
заменители лекарственного сырья часто трудно
отличить от аутентичного материала по химиче-
скому составу, а использование морфолого-ана-
томических характеристик для определения ви-
довой принадлежности растений зачастую за-
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труднительно или вообще невозможно, когда
приходится иметь дело с тонкоизмельченными
порошками, а именно в таком виде поступают на
рынок многие виды лекарственного сырья. Меж-
ду тем, случаи фальсификации дорогостоящих
компонентов и замены их на морфологически
сходные, но более дешевые виды растительного
сырья не редкость в фармацевтической практике.

Приведем конкретный недавний пример.
В Великобритании популярны как антидепрес-
санты элеутерококк колючий Eleutherococcus senti-
cosus, продающийся под наименованием “сибир-
ский женьшень”, и золотой корень Rhodiola rosea.
Проверка 25 коммерческих образцов сибирского
женьшеня и 10 образцов золотого корня, постав-
ленных из Китая, показала, что все образцы, про-
даваемые как сибирский женьшень, содержали
растительный материал этого вида, но 9 образцов
кроме того имели в своем составе материал дру-
гих видов Eleutherococcus: E. sessiliflorus, E. divarica-
tus или E. seoulensis. Что касается родиолы розо-
вой, то в пяти образцах содержалась только ро-
диола розовая, в одном образце смесь состояла из
Rhodiola rosea и других видов этого рода, в четырех
образцах R. rosea не определялась, но выявлялась
смесь других видов рода Rhodiola (Ruhsam,
Hollingsworth, 2018). Типичный пример, характе-
ризующий состояние проблемы на международ-
ном рынке лекарственного растительного сырья.

В описанном случае наличие или отсутствие
контаминации в торговом образце устанавливали
с помощью ДНК-баркодинга (ДНК-штрихкоди-
рования). Это один из самых современных и эф-
фективных методов определения подлинности

лекарственного растительного сырья (Повыдыш
и др., 2007; Simmler et al., 2017).

Основу ДНК-баркодинга и всех иных эффек-
тивных современных молекулярно-генетических
методов определения видовой принадлежности
состава растительных смесей, применяемых для
производства лекарств, составляет метод полиме-
разной цепной реакции PCR (polymerase chain re-
action) (рис. 1). Специфика ДНК-баркодинга в
фармакогнозии состоит в том, что заготовители
растительного сырья, поставляющие его для фар-
мацевтической индустрии, не имеют цели сохра-
нить ДНК в образце для последующего анализа.
Собранные ими растения через какое-то время
после сбора подвергаются предварительной техно-
логической обработке: высушиванию (иногда при
высокой температуре), измельчению и т.д. На всех
этапах материал подвергается повреждающим воз-
действиям, приводящим к деградации ДНК: УФ-
излучение, свет, высокая температура, влажность,
бактерии, грибы… Ненадлежащая технология сбора
и хранения материала может стать причиной пере-
крестной контаминации другими образцами, что
приводит к искажению результатов ДНК-тестиро-
вания. При производстве настоек и экстрактов ис-
пользуются методы, включающие, кроме термиче-
ской обработки, фильтрацию, экстрактивную ди-
стилляцию или сверхкритичную флюидную
экстракцию, что может приводить к разрушению
или полному удалению ДНК (Novak et al., 2007;
Harnly et al., 2016). Кроме того, вторичные мета-
болиты растений: полисахариды, флавоноиды,
полифенолы и терпеновые лактоны, могут пре-
пятствовать изоляции ДНК (Porebski et al., 1997;
Barnwell et al., 1998; Khanuja et al., 1999; Sahu et al.,
2012). И только благодаря PCR удается на основе
немногих сохранившихся относительно коротких
молекул ДНК амплифицировать и секвенировать
или изучить с помощью иных методов, таких как
AFLP, IRRS, SSR и др., маркерную ДНК, храня-
щую информацию о составе растительной смеси,
поставленной на рынок.

МЕТОДЫ, ОСНОВАННЫЕ 
НА УСТАНОВЛЕНИИ 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ НУКЛЕОТИДОВ 
ПРИ СЕКВЕНИРОВАНИИ ПО СЭНГЕРУ

И ПРИ СЕКВЕНИРОВАНИИ 
НОВОГО ПОКОЛЕНИЯ

Стандартный ДНК-штрихкод для животных –
5'-фрагмент гена субъединицы 1 цитохром с ок-
сидазы (СО1) – не может быть использован как
штрихкод для растений из-за очень низкой из-
менчивости (Hollingworth et al., 2011), не исполь-
зуется он и в работе по ДНК-штрихкодированию
растительного сырья для фармакогнозии (De Bo-
er et al., 2015; Parveen et al., 2016).

Рис. 1. Полимеразная цепная реакция как эффектив-
ный способ получения препаративного количества
ДНК для определения видовой принадлежности
растительного материала в растительных смесях.
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Рабочая группа по растениям консорциума
“Штрихкод жизни” рекомендовала несколько мар-
керных участков, а именно: matK, rbcL, psbA–trnH,
ITS (ITS2) (CBOL, 2009). Но проводимые в насто-
ящее время исследования свидетельствуют о том,
что ставить точку в процессе поиска адекватных
ДНК-сегментов для ДНК-штрихкодирования
растений еще рано. С этой целью молекулярные
биологи используют несколько разных локусов
или комбинаций локусов для идентификации
растительных материалов.

В период с 2005 г. по 2017 г. включительно опуб-
ликовано около 150 статей, посвященных ДНК-
штрихкодированию лекарственных растений. В
этих работах было использовано 17 участков после-
довательности ДНК в качестве штрихкода – matK,
rbcL, ITS (ITS1, ITS2), psbA–trnH, atpF–atpH, ycf5,
psbKI, psbM, trnD, rps16, coxI, nad1, trnL-F, rpoB,
rpoC1, atpF–atpH, rps16 (Kress, Erickson, 2007;
Chen et al., 2010; Pang et al., 2012; Gere et al., 2013;
Techen et al., 2014; Bolson et al., 2015; Parveen et al.,
2016; Raclariu et al., 2018). В частности, предложен
(Newmaster et al., 2006) многоуровневый подход,
который включает использование в качестве ба-
зового уровня легко усиливаемой и выровненной
области rbcL, а на другом уровне – применение
данных из сильно изменяющихся некодирующих
областей, таких как ITS2 или область psbA–trnH.
С использованием такого многоуровневого под-
хода примерно 75–80% тестируемых растений
были штрихкодированы (Newmaster et al., 2006;
Burgess et al., 2011). Было выполнено масштабное
исследование по ДНК-штрихкодированию ле-
карственных растений (Chen et al., 2010). Для
идентификации более 6600 образцов лекарствен-
ных растений и их близкородственных видов (ма-
териал: свежие листья) были оценены семь обла-
стей ДНК: psbA–trnH, matK, rbcL, rpoC1, ycf5, ITS
(ITS1 и ITS2) и ITS2. Наибольшую эффектив-
ность показал участок ITS2, с его помощью было
идентифицировано 92.7% исследуемых видов.
Это позволило предложить ITS2 в качестве ос-
новного штрихкода для лекарственных растений
(Chen et al., 2010). Вскоре 46 исследовательских
лабораторий Китая в совместной работе еще раз
протестировали разные варианты ДНК-штрих-
кодов растений. Ими были сопоставлены резуль-
таты по пяти основным кандидатам на роль ДНК-
штрихкода растений – rbcL, matK, psbA–trnH,
ITS1-5.8S рДНК-ITS2 и отдельно ITS2. Эти по-
следовательности были секвенированы у 6286 об-
разцов растений, относящихся к 1757 видам 75
разных семейств (China Plant BOL Group, 2011).
Из работы следовало, что полноразмерный район
ITS только незначительно уступает хлоропласт-
ным маркерам по успешности использования для
амплификации с помощью универсальных прай-
меров (79% против 87–93%), но превосходит по
возможности дискриминировать виды (у ITS по-

казатель силы дискриминации был самым высо-
ким – 67.2%, у ITS2 – 54.6%, а у rbcL самым низ-
ким – 26.4%). Среди особенно подробно исследо-
ванных родов, из которых в анализ было взято не
менее 50 видов, в роде Primula 88% видов различа-
лись по ITS и только 42.5% видов по rbcL. В тибет-
ской и монгольской медицине используются 22 ви-
да рода Pedicularis (Гаммерман, Семичов, 1963;
Хайдав и др., 1985). Из этого рода по ITS разли-
чались 86% видов, по rbcL – 46%. 38 видов рода
Rhododendron используются в традиционной ме-
дицине (Рореscu, Kopp, 2013). В нем 15% видов
различались по последовательностям ITS, а по rbcL
таких было 10% (China Plant BOL Group, 2011).

Дополнительные исследования по различным
группам растений подтвердили эффективность
ITS2 для идентификации лекарственных видов,
они уверенно идентифицировали 24 вида расте-
ний из семейства Fabaceae, используемых в ки-
тайской медицине, и 66 других видов, которые
встречаются как примеси в сборах лекарственных
трав. При анализе 1507 последовательностей
Fabaceae, имеющихся в Genbank и отнесенных к
1126 видам, подсчитано, что по последовательно-
стям ITS2 различаются 80.0% всех видов и 100% ро-
дов, что, конечно, очень хороший показатель для
штрихкодирования растений (Gao et al., 2010).

Затем с использованием двулокусного подхода –
последовательности ITS2 и psbA–trnH – была со-
здана (Chen, 2011) база данных “Traditional Chi-
nese Medicine Database“, содержащая штрихкоды
более чем 23000 видов лекарственных растений и
известных примесей.

С успехом использован (Sun, Chen, 2013)
штрихкод ITS2 для идентификации 19 видов ле-
карственного растительного сырья, относящихся
к морфологической группе “кора” и включенных
в Китайскую фармакопею. Локус ITS2 был реко-
мендован (Zhu et al., 2015) для идентификации
корней Glehniae – маркер позволял отличить
Glehniae от возможных примесей.

Проведен сравнительный анализ возможных
кандидатов на роль ДНК-штрихкода для видов рода
Uncaria. Сравнивали (Zhang et al., 2015) целесооб-
разность использования в качестве растительных
штрихкодов ITS, ITS2, matK, rbcL, psbA–trnH и по-
казали наибольшую эффективность ITS2. Эти же
маркеры были использованы для идентификации
видов рода Artemisia, и получен аналогичный ре-
зультат: в качестве штрихкода может быть ис-
пользован ITS2 (Wang et al., 2016). ITS2 как потен-
циальный штрихкод использовался для разделе-
ния видов ревеня Rheum officinale Baill., Rh.
palmatum L. и Rh. tanguticum (Maxim. ex Regel)
Maxim. ex Balf., взятых из всего ареала произрас-
тания, и его примесей (Zhou et al., 2017).

В Индии было проведено исследование по
штрихкодированию популярного растения Boer-
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havia diffusa (Punarnava), используемого в одном из
направлений традиционной медицины Индии –
Аюрведе – для лечения заболеваний печени. В
качестве потенциальных штрихкодов были рас-
смотрены четыре области: ITS1-5.8S рДНК-ITS2,
ITS1, ITS2, psbA–trnH. Полученные результаты
показали, что ITS и ITS1 могут быть использова-
ны в качестве потенциальных регионов-кандидатов
для идентификации Boerhavia diffusa и для отличия
данного вида от примесей (Selvaraj et al., 2012). Была
создана справочная библиотека штрихкодов
ДНК API–RDBL (Ayurvedic Pharmacopoeia of In-
dia – Reference DNA Barcode Library) с высокока-
чественными и аутентичными штрихкодами rbcL
для идентификации лекарственных растений,
включенных в Аюрведическую фармакопею Ин-
дии (Vassou et al., 2016). Проверка лекарственного
растительного сырья, представленного на рынках
Индии, показала, что только 79% образцов сырья
были достоверными, а остальные 21% – фальсифи-
цированными. Кроме того, было установлено,
что фальсификация была значительно выше, ес-
ли сырье было порошкованным (около 25%),
у морфологической группы “семена” фальсифи-
кация составила около 5% (Shanmughanandhan
et al., 2016).

Основное преимущество ITS2 в качестве
штрихкода для идентификации растительного
материала в лекарственных смесях и в сырье для
получения БАДов – его короткая длина, в сред-
нем 200–230 п.н., так как в большинстве фито-
препаратов и сырье для БАДов ДНК сильно раз-
рушена и представлена фрагментами длиной ме-
нее 500 п.н. По этой причине универсальные
штрихкоды длиной от 600 до 800 п.н. для целей
фармакогнозии и контроля качества сырья для
БАДов не подходят (Costa et al., 2015).

Еще одним преимуществом ITS2 как последо-
вательности-мишени для ДНК-штрихкодирова-
ния, является то, что праймеры, используемые
для его амплификации и секвенирования, ампли-
фицируют и район ITS2 геномов грибов-эндо-
фитов и микоризных симбионтов (Rodriguez
et al., 2009; Ivanova et al., 2016). ITS2 грибов имеет
иные размеры, другую подвижность при электро-
форезе, легко отделяется от фрагментов ITS2 рас-
тений, что позволяет выявлять загрязнение об-
разца грибами даже лучше при последующем се-
квенировании образца по Сэнгеру, чем
обнаруживать загрязнение другими видами рас-
тений, где иногда не обойтись без клонирования.

Особенность ITS2 и района ITS1-5.8S
рДНК-ITS2, которая вызывает теоретическое за-
труднение, связана с тем, что в геноме растений,
как правило, несколько тысяч копий этих после-
довательностей, причем располагаться они могут
на нескольких разных хромосомах (Родионов
и др., 2016). Пиросеквенирование показывает, что

в каждый момент в геноме многих видов присут-
ствует в той или иной степени гетерогенный набор
в разной степени схожих между собой генов 35S
рРНК и, в частности, разных ITS (Song et al., 2012).
При этом последовательности ITS каким-то об-
разом гомогенизируются. Предполагается, что это
происходит путем конверсии или, что более вероят-
но, благодаря механизму гомогенизации “рожде-
ние–и–смерть” (Eickbush, Eickbush, 2007). Гомо-
генизация последовательностей рДНК и, в част-
ности ITS2, приводит к тому, что в большинстве
случаев при секвенировании ITS-последователь-
ностей по Сенгеру на хроматограммах не видно
сопоставимых по высоте двойных пиков, говоря-
щих о внутригеномном полиморфизме (Родио-
нов и др., 2016). Исключения бывают, например,
пионы (Пунина и др., 2012), но редко. Таким об-
разом, несмотря на множественность ITS-после-
довательностей, широкое распространение гибри-
дизации и полиплоидии, благодаря механизмам
гомогенизации, ITS-последовательности могут
использоваться в качестве штрихкодов.

Секвенируя ITS-последовательности по Сен-
геру, мы видим только самые массовые, гомо-
генизированные последовательности (Sanger et al.,
1977). Практика показывает, что филогенетиче-
ские гипотезы, построенные на основании срав-
нения таких последовательностей, как правило,
выглядят вполне правдоподобно с точки зрения
классических систематиков при сравнении на
межвидовом и межродовом уровнях или при
изучении групп организмов, имеющих более вы-
сокие таксономические ранги (Шнеер, 2009; Hers-
hkovitz, Zimmer, 1996; Song et al., 2012). Иными
словами, по непонятным причинам, дивергенция
последовательностей ITS1 и ITS2 у растений, не-
смотря на распространение межвидовой гибриди-
зации и полиплоидии, идет так, что коррелирует с
направлением и темпами морфологической ди-
вергенции таксонов, а значит, ITS2 может исполь-
зоваться как ДНК-штрихкод в фармакогнозии.

Поскольку, как сказано выше, ДНК в расти-
тельных смесях, используемых в медицине, часто
представлена короткими фрагментами, недавно
предложено использовать для идентификации
растительных ингредиентов в сырье для произ-
водства БАДов и лекарственных растительных
препаратов так называемые мини-штрихкоды.
Мини-штрихкоды – это короткие (<200 п.н.) по-
следовательности ДНК из определенных относи-
тельно изменчивых участков генов matK и rbcL.
Успешное использование их показано при иденти-
фикации видов в растительных смесях, которые по
технологии должны были содержать Serenoa repens,
Ginkgo biloba, Harpagophytum procumbens, H. zeyheri и
были представлены на фармацевтическом рынке
Северной Америки (Little, Jeanson, 2013; Little, 2014;
Parveen et al., 2016).
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Преимущества мини-штрихкодов – это лег-
кий поиск ДНК-маркеров даже из переработан-
ных материалов из-за малой длины их амплико-
на, а также способность различать близкород-
ственные виды из-за родо/видоспецифичности
(Parveen et al., 2016).

Примеры использования ДНК-штрихкодиро-
вания для установления подлинности лекар-
ственного растительного сырья представлены в
таблице 1.

Основные техники штрихкодирования ис-
пользуют универсальные праймеры для быстрой
идентификации видов растений (Kress et al., 2005;
Lahaye et al., 2005; Burgess et al., 2011; Holling-
sworth et al., 2011). Универсальные наборы прай-
меров, рекомендованные для штрихкодирования
растений, выбираются для амплификации ДНК
из четырех геномных областей, а именно:
ITS (ITS2) – из ядерного генома и matK, rbcL и
psbA–trnH – из хлоропластного генома (табл. 2).

Если фитопрепарат содержит несколько видов
растений или, кроме лекарственного раститель-
ного сырья, одно или несколько вспомогатель-
ных веществ, то происходит совместная ампли-
фикация штрихкодирующих последовательностей
из-за универсального характера используемых
праймеров (Parveen et al., 2016). В случае если в сме-
си представлены близкие виды растений, это мо-
жет приводить к получению множественных/пе-
рекрывающихся пиков при секвенировании, и,
как следствие, последовательность ДНК-штрих-
кода у искомого компонента растительной смеси
и последовательность ДНК загрязнителя не мо-
жет быть определена. Плохое качество расшиф-
ровки последовательности ДНК может быть
улучшено на этапах, предшествующих секвени-
рованию, например, путем клонирования после-
довательностей из амплификата. Затем несколь-
ко (около 10 или более) клонов секвенируют для
идентификации различных последовательностей
ДНК (Aird et al., 2011).

Специфическая проблема ДНК-штрихкоди-
рования в фармакогнозии и при контроле каче-
ства материалов для производства БАДов связана
с веществами-наполнителями растительных сме-
сей. Использование вспомогательных веществ,
полученных из пшеницы, риса и сои в качестве
основы широко распространено в производстве
БАДов и в фармацевтической промышленности
(Costa et al., 2015). Множественные нуклеотидные
последовательности могут быть получены при се-
квенировании ДНК, выделенного из сырья для
БАДов, если растительный продукт содержит бо-
лее одного вида растительного сырья, что бывает
достаточно часто. Как выход из данной ситуации
был предложен и апробирован метод цифровой
PCR (polymerase chain reaction, ПЦР, полимераз-
ная цепная реакция). В данном методе образцы

выделенной ДНК разбавляют в соотношении от
1 : 5 до 1 : 50000 в подходящем буфере до такой
степени, что имеется приблизительно одна моле-
кула ДНК-матрицы на 1 мкл (Parveen et al., 2016).

Цель состоит в том, чтобы разбавить ДНК до
такой степени, что несколько образцов содержат
только молекулы малонасыщенной ДНК. Тер-
мин “малонасыщенная ДНК” относится к ДНК,
которая получена из лекарственного раститель-
ного сырья, присутствующего совместно с боль-
шим количеством ДНК из вспомогательных ве-
ществ (например рисовой муки), либо к ДНК, по-
лученной из небольших количеств примесного
растительного материала. Проведение несколь-
ких PCR с использованием единичных молекул
ДНК в качестве матрицы, делает возможным ам-
плификацию молекулы малонасыщенной ДНК
и, следовательно, ее обнаружение. Данный метод
был использован (Little, 2014) для идентифика-
ции Ginkgo biloba в БАДах.

Для преодоления ограничений секвенирова-
ния по методу Сэнгера для ДНК-штрихкодирова-
ния многокомпонентных образцов был исполь-
зован метод высокопроизводительного секвени-
рования NGS (next generation sequencing) (Kircher,
Kelso, 2010). Технология NGS позволяет прово-
дить параллельное секвенирование нескольких
фрагментов ДНК из различных участков ДНК в
одной реакции (Kircher, Kelso, 2010). Данный ме-
тод дает возможность генерировать до миллиона
последовательностей ДНК, которые имеют длину
до 700 оснований в одном сеансе секвенирования,
хотя базовая длина сильно варьирует в зависимости
от используемой платформы/технологии NGS. Ме-
тод включает независимую амплификацию каждой
индивидуальной последовательности в смеси, что
исключает наложение пиков последовательностей,
характерное для секвенирования по методу Сэнге-
ра, и, следовательно, облегчает расшифровку ДНК-
штрихкодов, что дает возможность определить под-
линность ингредиентов многокомпонентных фито-
препаратов, анализируя штрихкоды (Ivanova et al.,
2016; Sarwat, Yamdagni, 2016). Примеры использова-
ния NGS представлены в таблице 3.

Важным шагом в обеспечении надежности ре-
зультатов любого аналитического метода являет-
ся валидация. Соответственно, данная процедура
должна быть разработана и для ДНК-штрихкоди-
рования в фармакогнозии. Необходимо оценить
степень вариации используемой последователь-
ности (штрихкода) у лекарственного вида, а так-
же возможность ее выявления в смеси. Так как
метод ДНК-штрихкодирования должен давать
возможность отличить официнальные виды от
примесей, а также выявить предел их обнаруже-
ния, то это подразумевает приготовление смесей
идентифицируемого вида с известными количе-
ствами всех видов возможных примесей. Необхо-
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Таблица 2. Универсальные праймеры и условия ПЦР для геномных областей – кандидатов в шрихкоды

Маркер Название 
праймера Последовательность 5'-3' Условия реакции ПЦР

ITS2 S2F
S3R

ATGCGATACTTGGTGTGAAT
GACGCTTCTCCAGACTACAAT

1) 94°С 5 мин;
2) 94°С 30 с, 56°С 30 с, 72°С 45 с, 40 циклов;
3) 72°С 10 мин

rbcL 1f
724r

ATGTCACCACAAACAGAAAC
TCGCATGTACCTGCAGTAGC

1) 95°С 2 мин;
2) 94°С 1 мин, 55°С 30 с, 72°С 1 мин, 34 цикла;
3) 72°С 7 мин

psbA–trnH fwd PA
rev TH

GTTATGCATGAACGTAATGCTC
CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

1) 94°С 5 мин;
2) 94°С 1 мин, 55°С 1 мин, 72°С 1.5 мин, 30 циклов;
3) 72°С 7 мин

matK 390F
1326R

CGATCTATTCATTCAATATTTC
TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT

1) 94°С 5 мин;
2) 94°С 1 мин, 48°С 30 с, 72°С 1 мин, 26 циклов;
3) 72°С 7 мин

Таблица 3. Применение NGS в исследованиях лекарственных растений

Лекарственное 
растение Активность Использованная 

платформа NGS Автор исследования

Ocimum sanctum Лечение кашля, простуды, бронхита;
отхаркивающее средство

Illumina HiSeq2000 Rastogi et al., 2015

Beta vulgaris Лечение лихорадки, запора, заболеваний 
ВДП и инфекций

Illumina HiSeq2000 Dhom et al., 2014

Panax ginseng Иммуностимулирующее, противоопухоле-
вое и холестеринснижающее средство

Illumina HiSeq Jayakodi et al., 2014

Elaeis guineensis Слабительное и мочегонное средство;
лечение гонореи, меноррагий и бронхита

Roche/454 Singh et al., 2013

Curcuma longa Противомалярийное, противовоспалитель-
ное, противоопухолевое средство

Illumina GAIIx Annadurai et al., 2013

Catharanthus roseus Противоопухолевое средство Illumina HiSeq2000 van Moerkercke et al., 2013

Withania somnifera Тонизирующее, антистрессовое средство; 
вспомогательное средство при психических 
заболеваниях; афродизиак

454-GS FLX sequencing
(454 Life Sciences, Roche, 
USA)

Gupta et al., 2013

Azadirachta indica Успокаивающее, обезболивающее, противо-
эпилептическое, гипертензивное средство

Pyro-sequencing Krishnan et al., 2012

Cannabis sativa Галлюциногенное, снотворное, успокаива-
ющее, обезболивающее и противовоспали-
тельное средство

Illumina, Roche van Bakel et al., 2011

Populus trichocarpa Жаропонижающее, обезболивающее и 
противовоспалительное средство

Expressed sequence tag 
based methods

Tuskan et al., 2006
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димо учитывать, что ДНК-штрихкодирование не
позволяет определить анализируемую часть рас-
тения (морфологическую группу сырья). Однако
проводить валидацию становится сложнее, когда
оцениваются готовые продукты. Методы ДНК-
штрихкодирования чаще всего разрабатываются
с использованием свежего или высушенного не-
обработанного растительного материала, чтобы
определить, можно ли амплифицировать выбран-
ную область ДНК и дифференцировать от род-
ственных видов (Newmaster et al., 2013; Palhares et al.,
2015). Поэтому анализ ДНК-штрихкода фитопре-
парата должен проводиться с учетом того, что
способы обработки могут изменять или исклю-
чать ДНК, что на экстракцию и амплификацию
ДНК могут влиять вспомогательные вещества и
вторичные метаболиты, а присутствие ДНК вспо-
могательных компонентов может привести к
ошибочным результатам (Parveen et al., 2016).

В случае фитопрепаратов очень важна стадия,
на которой должен выполняться анализ ДНК-
штрихкода. Например, в случае переработанного
растительного сырья молекулярный анализ явля-
ется более успешным, если он проводится на на-
чальном этапе во время сбора сырья, из которого
производится фитопрепарат (Parveen et al., 2016).

Рассматривая ограничения и перспективы
ДНК-штрихкодирования для определения под-
линности лекарственного растительного сырья,
следует отметить следующее: ДНК-штрихкоди-
рование не дает возможности определить различ-
ные ткани (органы) одного и того же вида. На-
пример, в случае женьшеня Panax ginseng корни
часто смешиваются или полностью замещаются
листьями. Корни и листья содержат высокий уро-
вень панаксозидов, но имеют разный химиче-
ский профиль. С помощью ДНК-штрихкодиро-
вания данную фальсификацию не обнаружить.
Также ДНК-штрихкодирование не будет опреде-
лять “исчерпанный материал”, то есть сырье, из
которого активные компоненты были проэкстра-
гированы (удалены), а также сырье, собранное в
неправильный сезон, что снижает содержание
действующих веществ, а, следовательно, снижа-
ется и фармакологическая активность. Чтобы
преодолеть эти ограничения анализа на основе
ДНК, для идентификации растительных продук-
тов следует применять химическое профилирова-
ние, а также макро- и микроскопический анализ.
Другим ограничением штрихового кодирования
ДНК является сродство универсальных прайме-
ров к ДНК наполнителей и фальсифицирующих
или замещающих видов, а учитывая, что напол-
нители добавляют после завершения обработки
растительного материала, ДНК наполнителя
остается нетронутой. Следовательно, праймеры
предпочтительно амплифицируют ДНК напол-
нителя, приводя к ложноотрицательному резуль-
тату. Данный недостаток может быть преодолен с

помощью NGS, цифровой PCR или клонирования.
Кроме того, предпочтительно создание мини-
штрихкодов. Одной из проблем ДНК-штрихкоди-
рования для идентификации лекарственного
растительного сырья и лекарственных раститель-
ных препаратов является отсутствие справочной
библиотеки мини-штрихкодов или штрихкодов,
содержащей все аутентичные эталонные штрих-
коды, связанные с соответствующими таксономи-
чески подтвержденными гербарными ваучерами
(Mishra et al., 2016).

МЕТОДЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ 
РАСТИТЕЛЬНОГО МАТЕРИАЛА

В РАСТИТЕЛЬНЫХ СМЕСЯХ, 
ОСНОВАННЫЕ НА ФРАГМЕНТНОМ 

АНАЛИЗЕ ДНК (ДНК-ФИНГЕРПРИНТИНГ)
Из этой группы наиболее часто применяется

RFLP-метод (restriction fragment length polymor-
phism – полиморфизм длин рестрикционных
фрагментов), который заключается в обработке
ДНК, выделенной из заведомо подлинного об-
разца сырья (стандарта), ферментом рестрикта-
зой. Полученные фрагменты разделяют в агароз-
ном геле путем электрофореза и затем переносят на
нитроцеллюлозную мембрану с сохранением вза-
иморасположения разделенных участков (процесс
Саузерн-блоттинга). Затем проводят реакцию ги-
бридизации нуклеиновых кислот, используя в ка-
честве радиоактивно меченного зонда, например,
микросателлиты. Затем мембрану накладывают
на рентгеновскую пленку и получают радиоавто-
граф, на котором можно определить размеры
фрагментов ДНК, содержащих последовательно-
сти, гомологичные зонду. Далее сравнивают пат-
терны рестрикции у возможно более разнообраз-
ных по происхождению растений этого вида. Не-
одинаковые длины фрагментов свидетельствуют
о различиях на уровне последовательности ДНК –
динамических мутациях, связанных с изменения-
ми повторяемости микросателлитной последова-
тельности, об инсерциях и о делециях в участках
генома между соседними сайтами рестрикции, о
мутациях в районе рестрикционных сайтов, о де-
лециях, захватывающих рестрикционные сайты
(Повыдыш и др., 2007; Матвеева и др., 2011). По-
добрав ДНК-зонды, которые дают видоспеци-
фичные комбинации фрагментов на радиоавто-
графах, можно отличить тестируемый объект от
близких видов и фальсификатов. После этого
сравнивают размеры этих фрагментов в стандарт-
ном образце и тестируемом материале. ДНК-зон-
ды могут быть меченны не только радиоактивно,
но и флуорохромами.

К недостаткам метода можно отнести его
многоэтапность (рестрикция, электрофорез, пе-
ренос на мембрану, гибридизация, экспозиция и
проявление рентгенограмм), невозможность
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автоматизации процесса и необходимость нали-
чия большого количества ДНК для анализа (2–
5 мкг); к достоинствам – относительную легкость
интерпретации результатов (Ganie et al., 2015). С
помощью RFLP-метода изучены видоспецифич-
ные ДНК-маркеры Capsicum annuum.

В настоящее время этот метод обычно использу-
ется в сочетании с методами, основанными на PCR
(Повыдыш и др., 2007). Например, шесть видов ле-
карственных растений, а именно, Desmodium gangeti-
cum, Aegle marmelos, Solanum xanthocarpum, Solanum
indicum, Tribulus terresteris, Oroxylum indicum были
идентифицированы методом PCR-RFLP, в кото-
ром в качестве области для амплификации был
выбран ITS (праймеры: ITS1 (F) и ITS4 (R))
(Biswas, Biswas, 2013). Этот же метод был приме-
нен для Boerhavia diffusa L., для которой участок
ITS (700 п.н.) был амплифицирован с помощью
PCR, затем обработан ферментом рестриктазой
Mspl, после чего были получены четыре уни-
кальных фрагмента, которые позволили отли-
чить исследуемый вид от Trianthema portulacas-
trum и T. monogyna (Biswas et al., 2013). Данный
метод предложен (Feng et al., 2010) для идентифи-

кации Angelica sinensis и отличия данного вида от
семи различных примесных видов. Важно подчерк-
нуть, что этот метод, как правило, используется с
короткощепящими рестриктазами и позволяет вы-
являть только контаминацию филогенетически до-
статочно далекими растениями. Близкие виды (или
роды) чаще всего не различимы. Другие примеры
использования методов RFLP и PCR-RFLP в ана-
лизе лекарственного растительного сырья пред-
ставлены в табл. 4.

МЕТОДЫ ФРАГМЕНТНОГО АНАЛИЗА ДНК, 
ОСНОВАННЫЕ НА PCR

В анализе растительного сырья наиболее часто
используются методы RAPD-PCR (random ampli-
fied polymorphic DNA-PCR) и AFLP-PCR (ampli-
fied fragment length polymorphism PCR) (Повыдыш
и др., 2007). RAPD-PCR-метод часто используют
для выявления генетической вариабельности расте-
ний как внутри видов, так и между близкими вида-
ми. RAPD-анализ предполагает амплификацию
определенных участков ДНК с помощью PCR с
использованием в качестве затравки для синтеза
ДНК коротких (длиной около 10 нуклеотидов)

Таблица 4. Использование методов RFLP и PCR-RFLP для идентификации лекарственного растительного сырья

Лекарственное растение Используемая 
часть Медицинское применение Примесь Автор 

исследования

Dracocephalum
moldavica L.

Целое 
растение

Лечение болезней
сердечно-сосудистой системы; 
обезболивающее средство

Melissa officinalis L., 
Nepeta cataria L.

Horn et al., 2014

Maytenus ilicifolia Mart. ex 
Reissek

Листья Лечение язвы желудка, гастрита, 
нарушений пищеварения

Sorocea bonplandii 
(Baill.) Burger, Lanj. & 
Wess. Boer

Nakamura et al., 
2013

M. aquifolia Mart. Листья, цветки

Paris polyphylla Smith
var. yunnanensis

Клубни Противоопухолевое, обезболива-
ющее, противовоспалительное, 
противогрибковое средство

Нет Liu, Ji, 2012

Fallopia multiflora
(Thunb.) Haraldson

Корни Лечение карбункулов;
средство, препятствующее
развитию токсичности;
средство, расслабляющее гладкую 
мускулатуру внутренних органов

Cynanchum 
auriculatum
Royle ex Wight

Zheng et al., 2012

Eleutherococcus senticosus
(Rupr. & Maxim.) Maxim.

Корень, сте-
бель, листья

Адаптоген;
лечение многих видов рака

Periploca sepium Bunge Zhu et al., 2011
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праймеров. Продукты амплификации разделяют-
ся методом электрофореза на агарозном геле,
окрашиваются флуорохромами, после чего на геле
можно видеть и фотографировать весь спектр ам-
плифицированных фрагментов (Матвеева и др.,
2011; Ganie et al., 2015).

Метод достаточно прост, позволяет использо-
вать малое количество ДНК (15–30 нг), не требует
использования каких-либо меток. Эти преиму-
щества особенно важны при идентификации вы-
сушенного растительного материала, так как он
обычно содержит малые количества ДНК, что за-
трудняет процесс секвенирования. Метод нашел
применение для идентификации лекарственного
растительного сырья, например, для идентифи-
кации сырья видов рода женьшень, имеющих
разную коммерческую стоимость: Panax ginseng
C.A. Mey, P. quinquefolius L., P. notoginseng (Burkill)
F.N. Chen ex C.Y. Wu & K.M. Feng и примесей к
ним. Кроме того, RAPD-анализ используется для
установления подлинности сырья Juniperus com-
munis L., Melissa officinalis L., Capsicum annuum L.,
а также медицинских видов родов Glycyrrhiza,
Echinacea, Curcuma, Scutellaria и ряда других
растений, применяющихся в традиционной ки-
тайской и индийской медицине.

Несмотря на популярность метода, он имеет
ряд недостатков, связанных с зависимостью от
условий проведения PCR (Повыдыш и др., 2007).
Вследствие недостаточной воспроизводимости
RAPD сложно использовать в межлабораторных
исследованиях. Вследствие вышеупомянутого, зна-
чимость получаемых результатов и их интерпрета-
ция могут подвергаться сомнению (Ganie et al.,
2015). На основе полученных с использованием
случайных праймеров RAPD бэндов, их разделе-
ния, экстрагирования, клонирования и секвени-
рования и дизайна специфических праймеров
разработан тип маркеров SCAR (sequence charac-
terized amplified region), развитие и использова-
ние которых экспоненциально растет с начала
1990-х гг. Так, разрабатываются специфические
SCAR-маркеры, позволяющие дискриминиро-
вать определенные молекулярные фенотипы раз-
личных видов одного рода, используемые в
таксономии дискриминирования экотипов, в вы-
явлении уникальных сомаклональных вариантов
и молекулярных событий, сопряженных с вариа-
бельностью сомаклонов (Матвеева и др., 2011).
Метод RAPD-SCAR находит применение и для
идентификации лекарственного растительного
сырья (табл. 5).

Обстоятельный обзор возможностей использо-
вания RAPD-анализа для проверки содержимого
растительных смесей “RAPD-анализ лекарственно-
го растительного сырья” был сделан В.М. Баевой
(Баева, 2009). В Японии статья “Испытание чи-
стоты лекарственного сырья с использованием

генетической информации” включена в фарма-
копею, начиная с XV издания (The Japanese Phar-
macopoeia, 2006).

Применение метода AFLP-PCR позволяет в
значительной степени избежать недостатков
RAPD-анализа. Суть метода заключается в ис-
пользовании двух специфичных рестриктаз с
дальнейшим лигированием продуктов рестрикции
с определенными нуклеотидными последователь-
ностями (адаптерами) и последующей селективной
амплификацией с меченными праймерами. Анали-
тическое значение имеет электрофоретическая по-
движность продукта PCR в сравнении со стандарт-
ным образцом сырья (табл. 6).

ISSR-маркеры (inter simple sequence repeats)
были разработаны как альтернатива RAPD. Дан-
ный метод основан на амплификации последова-
тельностей, ограниченных двумя микросателлит-
ными повторами в присутствии праймера, ком-
плементарного к последовательности данного
микросателлита (4–12 единицам повтора) и несу-
щего на одном из концов последовательность из
двух–четырех произвольных нуклеотидов (так
называемый якорь) (Матвеева и др., 2011). Такие
праймеры позволяют амплифицировать фраг-
менты ДНК, которые находятся между двумя до-
статочно близко расположенными микросател-
литными последовательностями (как правило,
это уникальная ДНК). В результате амплифици-
руется большое число фрагментов, представлен-
ных на электрофореграмме дискретными полоса-
ми (ISSR-фингерпринтинг). Полученные паттер-
ны PCR-продуктов в значительной степени
видоспецифичны, кроме того, они значительно
надежнее RAPD-маркеров (табл. 7).

Помимо вышеописанных методов, иногда
применяются их производные – метод DAF
(DNA amplification fingerprinting), AP-PCR (arbi-
trary primed PCR) (Повыдыш и др., 2007).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Приведенный обзор показывает востребован-
ность и актуальность применения молекулярно-
генетических методов в анализе лекарственного
растительного сырья и лекарственных раститель-
ных препаратов. Наибольшие перспективы име-
ют методы, основанные на секвенировании, осо-
бенно на секвенировании нового поколения.
Технологии секвенирования ДНК для идентифи-
кации видов лекарственных растений в расти-
тельных продуктах и пищевых добавках являются
высоконадежным и перспективным инструмен-
том в определенных условиях: правильная стадия
анализа, когда ДНК может быть обнаружена,
сродство праймеров для успешной PCR и отсут-
ствие загрязнений ДНК. Важно применять наи-
более подходящий метод для эффективного обна-
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ружения и идентификации анализируемого сы-
рья или переработанного материала. Тем не
менее, ограничения, присущие методам ДНК-
штрихкодирования (невозможность определить
анализируемую часть растения и фазу заготовки),
делают его непригодным в качестве автономного
инструмента для идентификации лекарственного
растительного сырья и лекарственных раститель-
ных препаратов (Parveen et al., 2016). Более целе-
сообразным представляется совместное приме-
нение молекулярно-генетических методов с су-
ществующими методами фармакогностического
анализа.
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Таблица 6. Использование метода AFLP-PCR для идентификации лекарственного растительного сырья

Лекарственное 
растение

Используемая 
часть Медицинское применение Примесь Автор 

исследования

Zanthoxylum acantho-
podium, Z. oxyphyllum

Целое
растение

Лечение заболеваний желудка;
средство для очищения 
крови, уменьшения
проявлений лейкодермы

Нет Gupta, Mandi, 
2014

Zingiber officinale Корневище Антиоксидантное, противо-
опухолевое, противовоспали-
тельное средство

Z. montanum, Z. zerumbet Ghosh et al., 2011

Swertia chirayita Семена Лечение астмы и
заболеваний печени

Andrographis paniculata,
Exacum tetragonum, 
E. pedunculatum,
Slevolgia orientalis, 
S. alata, S. angustifolia,
S. bimaculata, S. ciliata, 
S. densifolia, S. elegans,
S. lawii, S. minor, S. panicu-
lata, S. multiflora, S. cordata

Misra et al., 2010a

Aconitum heterophyllum Корни, 
стебли

Лечение боли в желудке и 
лихорадки

Cyperus rotundus Misra et al., 2010b

Таблица 7. Использование метода ISSR-маркеров для идентификации лекарственного растительного сырья

Лекарственное 
растение

Используемая 
часть Медицинское применение Примесь Автор 

исследования

Scrophularia ningpoensis Корни Лечение воспалений, ларингита, 
тонзиллита, абсцессов, карбункулов

Нет Chen et al., 2011

Rheum officinale Baill.,
R. palmatum L.,
R. tanguticum Maxim. ex 
Balf.

Корневища, 
корни

Слабительное, противовоспалитель-
ное, антибактериальное, жаропони-
жающее, противоопухолевое, 
антимутагенное средство; лечение 
заболеваний почек

R. hotaoense,
R. compactum,
R. undulatum,
R. emodi

Wang, 2011
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A review for the use of molecular genetic methods (DNA-barcoding and DNA-fingerprinting) for establish-
ing the authenticity of medicinal plant material and herbal preparations is presented. The most effective DNA
barcode for plant objects is shown to be ITS2. This marker allows identifying the highly degraded DNA,
which is especially important in the case of phytopreparations and food supplements. The new generation se-
quencing (NGS) is the most useful sequencing method. It prevents the overlapping of sequence peaks, and
thus facilitates the decoding of DNA barcodes in the determination of ingredients composing a multi-compo-
nent phytopreparation. Such DNA-fingerprinting methods as RFLP, RFLP-PCR, RAPD, RAPD-SCAR,
AFLP-PCR and ISSR are also considered.
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