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分子生物学技术

在中药鉴定中的应用

# 杨光明 蔡宝昌 王明艳 潘 扬
!南京中医药大学 南京 "#$$"%&

摘 要：本文总结了近年来分子生物学技术在中药鉴定，包括在动、植物药材鉴定方面的应用，并

简述这些技术的原理和方法。将应用的分子生物学技术分为 !类：电泳技术、生物免疫技术和 "#$分子
遗传标记技术 % &’ 基于 ()*反应的方法，包括随机扩增多态 "#$、任意引物聚合酶链反应、微卫星
"#$、扩增片段长度多态和毛细管 ()*；+’ 限制性片段长度多态和 ()*产物的 *,-(分析；!’ "#$测
序；.’ 高特异性 ()*鉴别；/’ "#$芯片或基因芯片鉴别 0。本文可供中医药工作者作参考。
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中药传统上是用经典的形态

分类学和解剖学特征，从基原、性

状、显微及理化等方面进行药材品

种的鉴别。性状鉴别是利用感官对

完整的药材或饮片进行鉴别，具有

简单明了的特点；显微鉴别是利用

显微镜来观察药材的组织构造、细

胞形状以及内含物的特性，它对性

状相似的中成药的鉴定有独到之

处；理化鉴别利用物理或化学的方

法，对药材及其制剂所含的主要化

学成分进行鉴定，如薄层层析法、

荧光法、紫外、红外光谱法等。这些

方法简便易行，对于植物药、矿物

药和大多数以整体入药而保持其

分类学性状特征的动物药的鉴定确

实是行之有效的，所以一直沿用至

今。然而一些局部入药的动物药材

或经过多道工序炮制加工后的药材

或是道地药材，有的失去其原本性

状而难辨真伪，有的难以分辨品质

优劣，尤其是道地药材和贵重的动

物药材，如熊胆、鹿鞭、牛黄等，由于

传统的鉴别方法难以很好地鉴别，

造假问题尤其严重，以假乱真，以次

充好，致使假药、劣药长期困扰中药

材市场，阻碍着中药的发展，这一矛

盾亟待解决。

分子生物学是从分子水平研究

生物体的生命活动及其规律的一门

科学，是当今世界生命科学领域中

最活跃和最具前途的学科。它带动

了生物学乃至整个科学的发展。近

&1年来，分子生物学技术在农业、
生物工程、环境保护、畜牧水产等领

域都得到了广泛的应用，为中药材

鉴别提供了一个崭新的研究思路。

分子生物学研究发现，生物物种的

多样性是其基因多态性的结果，而

基因多态性可以在不同的水平上进

行检测，包括传统的器官水平 %形态
学、分类学特征 0、组织水平 %解剖学
特征 0、染色体水平 %细胞学特征 0、
化学水平和分子水平。分子水平一

般有蛋白质肽谱 %生物化学特征 0、
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同功酶酶谱 $酶学特征 % 以及 &’(
指纹图谱 $分子生物学特征 %。中医
药工作者以分子生物学为武器，在

动、植物药材的鉴别，包括道地药材

的鉴别方面做了许多工作。

一、电泳技术

$ )*+,-./01/.+2324 )5%

带电荷的粒子在电场中随缓冲

液定向泳动称为电泳。药材中含有

多种组分，如有机酸、蛋白质、多肽、

氨基酸、生物碱和酶等，其电荷性

质、电荷数和分子量各不相同。在

同一电场作用下，经一定时间，各组

分泳动的方向、速度和距离也不相

同，结合谱带条数和染色不同而达

到鉴别的目的。电泳技术目前已广

泛应用于药材鉴别中。

赵华英等 6 # 7应用聚丙烯酰胺凝

胶电泳 $ 5(8)%技术，对 9种外形很
相似的苋科种子类药材青葙子、牛

膝子、鸡冠花子、皱果苋子、苋子、反

枝苋子进行了可溶性蛋白的电泳分

析，图谱显示各种间谱带特征明显，

可比性强，能起到准确鉴别苋科种

子药材的目的。

张林碧 6 ! 7也用此法对家鸡、斑

鸠、孔雀、白鹇、鸽等 :种动物的内
金进行了电泳谱带数目、谱带泳动

率、染色程度、薄层扫描图谱的比

较，结果表明，不同种动物内金的电

泳图谱及其薄层扫描图谱差异明

显，不仅可作为内金类药材的鉴别

特征，还可作为动物种的鉴别依

据。

何玲 6 ; 7针对种子中可溶性蛋白

质可能存在的差异，利用等电聚焦

电泳 $ <=) % 技术和激光扫描图谱的

比较，证明了混淆品四籽野豌豆和

硬毛果野豌豆的种子与王不留行中

的可溶性蛋白质具有较明显的差

异，可藉此作出准确鉴定。

陈振江等 6 > 7则对金钱白花蛇可

溶性蛋白进行了 ; 种凝胶电泳研
究，根据聚丙烯酰胺凝胶电泳谱带

的位置和数目进行品种鉴别，清晰

可见正品只有一个明显的主带；用

改进的 #! 烷基硫酸钠? 聚丙烯酰
胺凝胶电泳 $ @&@ ? 5(8)% 测定其
主要蛋白质成分分子量；用等电聚

焦电泳测定其主要蛋白质成分的等

电点 $ 5< %。清晰的电泳谱带及相应
的数据为商品蛇真伪鉴别提供了科

学依据。

中药材鉴别也可以以药材细胞

中普遍存在的受遗传基因控制的蛋

白多肽分子为指标加以区分。如许

重远等 6 : 7采取高效毛细管电泳技术

$A5B)%对生药狗脊、制狗脊及其混
淆品黑狗脊的酸性、中性、碱性 ;种
提取液分别进行蛋白多肽电泳检

测，黑狗脊与狗脊在 ;种提取液检
测所得图谱中都存在显著差异，生

狗脊与制狗脊也可从酸性提取液的

图谱中加以区别。陈振德等 6 9 7也对

国产榧属植物种子蛋白进行了高效

毛细管电泳分析，电泳图谱区分了

榧子、云南榧子、巴山榧子、香榧子、

九龙山榧子、长叶榧子、日本榧子

等，差异明显，可作为中药榧子的鉴

别方法之一。

二、免疫技术

$ <CCDE3-F %

电泳技术对于不同种属动、植

物药间的鉴别具有一定的专属性。

免疫技术则适用于动物药材的鉴

别，尤其是亲缘关系比较接近的动

物药间的鉴别。免疫技术的依据是

不同种的动物均含有特异性蛋白

质，这些蛋白质的表面氨基酸都有

一小部分决定或控制抗原、抗体特

异性反应的抗原决定基，也就是具

有免疫特异性。利用免疫反应可以

鉴别出动物药的基原。郭月秋等 6 G 7

根据这一技术原理，制备了抗鹿及

其伪品动物血清，与颗粒化处理了

的样品进行免疫凝集实验，结果抗

梅花鹿血清与不同来源的鹿心组织

不发生凝集 $阴性 % 反应。样品于
H"I以下加热处理后仍能作出鉴
别，此方法快速而准确。

冯振波等 6 H 7利用虎的血清蛋白

对家兔进行免疫，制备抗虎血清，抗

虎血清再与虎骨蛋白进行免疫学特

异血清反应，由于抗原和抗体在接

触界面产生沉淀物，所以很快便出

现肉眼可见的白色环带，经交叉反

应和对照实验，抗虎血清和不同科

的动物熊、牛、猪、羊等的骨质蛋白

不发生反应，而且和狮、豹、猞猁、原

猫等同科动物的骨质蛋白也不发生

沉淀反应，唯独和虎的蛋白发生反

应。抗虎血清效价高，稳定性好，具

有专一的种属特异性，所以利用抗

虎血清可以对虎骨进行准确鉴别。

双向琼脂扩散反应鉴别虎骨效果一

致。

免疫鉴别还可采用酶标法和单

克隆抗体法进一步深入研究。

三、&’(分子遗传标记技术
$&’( C/*+,D*J. K+E+-3, CJ.L+. %

&’(分子是由 8、(、B、M >种
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碱基构成的，!种碱基排列组合形
成不同的排列顺序，生物体的遗传

信息就是通过这变化万千的碱基排

列顺序来贮存的。"#$分子作为遗
传信息的直接载体，既不象化学成

分一样受土壤、气候等外界因素的

影响，也不象形态、血清学特征一样

受生物体发育阶段和器官组织差异

的影响，而是每一个体的任一细胞

均含有相同的遗传信息。经历数千

年遗留下来的古代人骨骼中仍然可

以提得微量 "#$%&’；王亚明等 % () * (( ’

也从保存 &年以上的药材龟板和鳖
甲中提取出 "#$；经高温高压蒸煮
过的鳖甲和骨骼中也可以提得较高

质量的 "#$，并用作模板进行 +,-
扩增，再对其特定的 "#$片段进行
研究。由此可见，"#$分子信息量
大，稳定性好，可以以此作为药材鉴

别的依据。

另外，道地药材从生物学内涵

讲是生物学上的居群，它的形成是

由基因型和环境饰变共同作用的结

果，所以道地药材的一个重要特征

就是遗传特征，它应看成一个具有

共同基因库的由交配和亲缘关系联

系起来的同一物种的个体群 % (. ’。也

就是说，道地药材除了与特定的生

态环境和采收加工技术有关外，还

与这一物种的地方种群或居群中遗

传的特殊性有关，所以也可以用

"#$分子遗传标记技术来鉴别。
(/ 基于 +,-反应的方法
包 括 随 机 扩 增 多 态 "#$

0-12345 $567898:3 +47;54<6=8>
"#$? -$+"@、任意引物聚合酶链反
应 0$<A8B<1<87; +<85:3 +,-? $+ *
+,-@、微卫星 "#$、扩增片段长度

多态 0$567898:3 @ C<1D5:2B E:2DB=
+47;54<6=8F5? $CE+@和毛细管 +,-
0,168771<; +,-@。

-$+" 或 $+ * +,- 是利用一
系列不同的随机排列的寡核苷酸链

作为引物，对研究对象的基因组

"#$进行 +,-扩增，这样可以对其
基因组 "#$进行地毯式扫描，比较
"#$的多态性，从而区分药材的不
同基原。

黄璐琦等 % (G ’ 应用 -$+"技术
对来源于 (G 个种 G 个变种的天花
粉及其类似品进行鉴别研究，用 H
个扩增多态性好的引物分别扩增，

得到清晰、稳定的条带共计 HG条，
并采用聚类分析方法分析结果，把

天花粉正品与类似品有效地分成三

大类，他们认为在实验时采取设对

照组、对结果采用聚类分析等方法，

-$+"技术鉴别药材具有一定的可
靠性和实用价值，这为解决粉末及

破碎药材的鉴别提供了新的方法。

王义权等 % (! ’ 选用了两种引物

对 H 种共 (( 件蛇类药材样品的
"#$进行了随机扩增反应，观察到
由同种原动物制成的蛇类药材，特

别是在亮度较高的主扩增带上多相

同，而不同种原动物所制成的蛇类

药材间，两引物的扩增带型均有较

大的差异，表明 -$+"方法具有较
高的种的特异性，可准确检出乌梢

蛇和金钱白花蛇的混淆品和伪品。

曹晖等 % (I ’ 采用 $+ * +,- 和
-$+" 方法扩增菊科植物地胆草、
白花地胆草和假地胆草以及商品药

材苦地胆的基因组 "#$，获得可靠
的 "#$指纹图谱，根据凝胶显示的
"#$ 带型差异可鉴别苦地胆和其

混淆品，同时，根据 "#$指纹图谱
的相似度指数值计算，证实了商品

药材苦地胆的基原为菊科植物地胆

草。他们又应用这两种方法扩增了

蒲公英及其 J种土公英混淆品的基
因组 "#$，前者所用引物为 .) * .!
个核苷酸，后者为 ()个，都获得了
清晰可靠的 "#$指纹图谱，显示蒲
公英和 J种土公英之间存在着明显
的 "#$指纹差异，利用这些差异可
鉴别蒲公英及其混淆品 % (J ’。研究中

可以看出，-$+"方法所需基因组
"#$ 量仅为 $+ * +,- 的 ( K () 左
右，且更快速、有效、微量。

张荣等 % (L ’用 I)个随机引物对
云南木蓝属 H 种植物进行 +,- 扩
增，其中 H个引物扩增成功，有的引
物扩增结果种间差异明显，可以有

效地对木蓝属植物进行鉴别。研究

中所用材料为晒干材料，而不是新

鲜植物，极近似实际应用的生药状

态，又一次证明了 -$+"分析法作
为鉴别植物类生药是可行的。

马小军等 % (H ’ 用 -$+"标记法
对 L个来源地不同的野山参和 (个
栽培人参 0园参 @进行遗传多样性检
测和遗传分析，用 (!个 () * 5:<寡
聚核苷酸引物共检测 ((( 个位点，
其中多态位点 LJ个，占 JL/ JM，远
大于园参内的遗传变异；聚类分析

表明，山参之间及其与园参之间的

遗传变异没有超出与近缘种西洋参

之间的遗传差异。

黄丰、王培训等 % (&、.) ’采用随机

引物对西红花及其伪品进行扩增，

根据 "#$指纹图谱的差异，可进行
鉴别；还对来自不同产地的西洋参

样品进行多态性分析，结果显示大

世界科学技术—中药现代化$高技术应用
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部分引物能扩增出清晰的 $%& 指
纹图，西洋参真伪品之间的指纹图

谱差别较大，而各地产西洋参 $%&
指纹图谱基本一致。同时，发现个

别产地样品的指纹图有不同程度的

改变，考虑有变异的可能。

马小军等 ’ !# ( 用毛细管 )*+法
扩增人参 +&)$指纹并将其与西洋
参一起鉴别，与普通 )*+相比，毛
细管 )*+的优点在于反应体系小，
扩增 $%&指纹灵敏，仅用纳克级的
样品即可完成一次反应，毛细玻璃

管管壁比普通 ,--./0123 管感温灵
敏、传热快，反应介质与反应环境相

对接触面积大，提高了 456酶的功
效，而且反应时间仅为普通 )*+的
# 7 8，所以更适于作药材鉴别用。

!9 限制性片断长度多态
:+.;<2=><=1/ ?25@A./< B./@<C )1DEA12F
-C=;AG +?B)H 和)*+产物的+?B)分
析:)*+I+?B)H

+?B)方法用来检测限制性片
段长度的多态性，须经酶切、电泳、

J1K<C.2 /转移、与探针杂交、放射
自显影等步骤。 )*+ I +?B) 集
+?B) 和 )*+ 二者之长，先通过
)*+扩增出 # I #9 LMN以下的 $%&
片段，再经限制性内切酶消化，进行

多态性酶切位点的分析，以达到鉴

别的目的。吴平等 ’ !! (从 L种海马干
标本中提取 $%&，用 )*+技术扩增
#!J 2+%&和细胞色素 N基因片段，
对扩增产物进行了 +?B)分析。用 L
种限制性内切酶消化，此方法可以

鉴别其中 ! 种海马。从研究中
)*+ I +?B)的结果可以看出，#!J
2+%& 基因较细胞色素 N 基因保
守，从细胞色素 N基因片段的 +?B)

获得的遗传信息比从 #!J 2+%& 基
因片段的大得多。故在用 )*+ I
+?B) 方法进行中药材的分子鉴定
研究时，应选择进化速率较快的基

因。

马小军等 ’ !8 ( 将毛细管 )*+扩
增的人参 +&)$反应产物进行限制
性内切酶消化并有效地进行了酶切

位点分析，结果证明 )*+ I +?B)
是筛选药材特异 $%& 分子标记的
一种简单易行的方法，尤其对那些

因扩增条带太少，在 +&)$分析中
本欲摒弃的引物加以再利用，有效

地提高了 $%&指纹的使用效率。
89 $%&测序
$%& 测序是用 J5/@.2 的双脱

氧链终止法等手段对药材特定的基

因片段进行精确的 $%&序列分析，
并加以比较，从而达到鉴别药材的

目的。

#!J 2+%& 基因属于线粒体基
因组中的非蛋白编码基因，在线粒

体基因组中相对保守，*E< N基因是
线粒体上一个编码蛋白质的基因，

也有一定的保守性。他们都在种内

高度保守，而在种间序列差异较大，

常用作药材鉴别的基因片段。

吴平等 ’ !O (从乌龟和其它 !"种
龟类的组织材料中提取 $%& 扩增
约 ##"N- 的线粒体 #!J 2+%& 基因
片段序列数据库。再利用龟甲检口

中残存的 $%&用 )*+扩增相同的
基因片段，与乌龟和其它龟的序列

进行比较，区分正品和混淆品。用

同样的方法，他们又对中华鳖和山

瑞鳖的同一基因片段进行扩增、测

序，结合从 P./N5/Q中检索到的缘
板鳖的序列，构建了 8种鳖的 #!J

2+%& 基因片段序列数据库，并以
此为依据鉴定了鳖甲检品 ’ !L (。对从

海马里提取的 $%&，他们用 )*+技
术扩增约 OL"N- 的 #!J 2+%& 和约
OR"N-的 *E< N基因片段，对扩增产
物除了进行 +?B) 分析，还作了
$%&序列分析，与 )*+ I +?B)只
能鉴别 !种海马相比，$%&序列分
析法不仅可以检测到所有 L种海马
药材扩增产物间的差异，而且有很

好的重复性，可作为其它动物药材

干样品鉴定的参考 ’ !! (。

王义权等 ’ !S ( 扩增了乌梢蛇及

其混淆品 T种共 #!件标本的 $%&
约 8"UN- 的 *E< N 基因片段，以
J5/@.2终止法测得 $%&序列，测序
结果经对位排列后得到 !OSN- 的
$%&序列，种间该片段序列差异至
少大于 ##9 UOV，而种内差异不大
于 LV。通过比较蛇的 *E< N 基因
!OSN-的同源 $%&序列，可以准确
区分乌梢蛇及其混淆品。

王建云等 ’ !T (采用微量 $%&提
取技术，从梅花鹿血、毛、鹿鞭、鹿

茸、牛鞭、驴鞭中提取 $%&，以线粒
体 $%& *E< N 通用引物 B#OUO# 和
W#L#OR 扩增约 8"TN- 的 $%& 片
段，扩增产物纯化后用双脱氧链终

止法测定其序列，结果梅花鹿毛、

血、鹿鞭的 $%&序列完全一致，证
明其来源确是梅花鹿，而来源不详

的鹿茸与其有较大差异，提示不是

梅花鹿的鹿茸，牛、驴比段序列与梅

花鹿明显不同，用所测序列以简约

法 )&X)89 #9 # 程序构建的分子系
统树与传统分类系统相吻合，说明

提取微量 $%& 并测定其序列鉴定
鹿鞭和鹿茸是可行而准确的。他们
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还用这一方法提取并扩增了鸡内

金、鸭内金线粒体 !"# $%& ’约 ()*
’+的片段，测定其序列，证明鸡内
金的 !"# 序列与鸭内金的有明显
差异，以此能准确区分鸡、鸭内金。

,!"#是编码核糖体 -"#的基
因，是由一些高度重复序列组成的

多基因家族。一般认为，,!"#在真
核生物中是高度保守的，其编码区

. /01，23 01，451 6 的序列具有很高
的同源性，在系统学上主要用于属

以上的系统学研究。而非编码区

. 781/，7814 6 序列常用于种间及种
下等级的研究，可用于种间鉴别。

马小军等 9 4: ;用银染 !"#测序
法测定了 < 个山参的 781/ 和 4 个
山参的 7814，测得人参属的 781/有
44) = 44/个碱基 7814有 444 = 44<
个碱基，其中 781/在人参种内非常
稳定，但 7814 有部分变异。与
>?@’A@B中西洋参的序列比较，发
现人参与其近缘种西洋参之间具

有人参种内变异更稳定的遗传差

异。

<3 高特异性 C$-鉴别
中药材高特异性 C$- 鉴别是

根据特定区域的 !"#序列数据，设
计有高度特异性的某种正品药材

的鉴别引物，它只能对来自正品药

材的 !"# 模板中特定的区域进行
有效的扩增，而对来自伪品、混淆

品或其它生物的 !"# 模板中的该
区域不能进行扩增，当有样品待鉴

定时，从待鉴定样品中提取少量

!"#，以此为模板，用高特异性的鉴
别引物在适当的条件下进行 C$-
扩增，然后电泳检测扩增结果，如

为阳性，则为正品药材，否则即非

正品药材。这一方法简便、准确、重

现性好。但它不能区分个体的发育

阶段和同种的器官组织的差异。

王义权等 9 () ;在对 $%& ’基因片
段序列分析的基础上，设计了金钱

白花蛇 C$- 鉴别的一对高度特异
性引物 DEF = /和 DEG = /H 结果表
明，该对引物在鉴别中用 5)I =
52I复性温度，可以 /))J检出金
钱白花蛇，误检率和漏检率为 )，并
能在混合的药材粉末中检测出被检

样品中是否含有金钱白花蛇组分。

刘中权等 9 (/ ; 也进行了中药材

龟甲及原动物的高特异性 C$- 的
鉴别研究。他们根据 44种亚洲产龟
类的线粒体 /41 ,-"# 基因片段序
列，设计了一以专用于龟甲原动物

乌龟的鉴别引物，78 = F)/和 78 =
G)/ 用该对引物在 *4I的复性温
度下进行 C$-，< 个乌龟的模板
!"# 均得到约 /0)’+ 的阳性扩增
带，而其它各龟的模板 !"#在同样
条件下无扩增产物。用这对鉴别引

物经一次 C$- 反应便可准确地鉴
定受试原动物是否为乌龟，结果与

性状鉴定和 !"# 序列分析鉴定结
果完全一致。

23 !"#芯片 .!"# KLM+ 6 或基
因芯片 .>?@? KLM+ 6鉴别
近年来，!"#及寡聚核苷酸的

微型阵列芯片 .又称 !"#芯片或基
因芯片 6 在生物学和医学领域发展
很快。基因芯片是生物芯片的一

种，它是将大量的 !"#片段固定在
硅片上，这些 !"#片段叫做探针，
用另一些有针对性的 !"# 片段来
作用这些探针，从作用结果中获得

基因信息。在芯片上集成的成千上

万的密集排列的基因探针，具有高

速度、分析自动化和高度并行处理

能力，能够在同一时间内分析大量

的基因。

利用基因芯片高效、高通量分

析生物信息的优势可快速进行中药

材的鉴别。先找到所需鉴定中药材

的特异性 !"#片段，再以这段特异
性的碱基序列作为探针，用原位合

成法或合成点样法将探针固定到支

持物上，将经过提取、扩增和标记的

药材样品与芯片进行杂交，最后用

激光共聚焦显微扫描技术等手段对

杂交结果进行检测，得到药材真伪

的结论。

这种鉴别芯片可以采用密度较

低，集 C$-、杂交、检测于一体的
C$-芯片。这类芯片成本低，应用
广泛，可推广到各地中药材站、医院

的药材科、海交，以及众多的中药科

研机构，前景十分广阔。目前，这种

用于药材鉴别的基因芯片仍处在研

究阶段，已有人对贝母进行特异性

序列和鉴别芯片的实验研究，相信

不久的将来基因芯片就会广泛应用

于中医药领域。

分子生物学的飞速发展已经为

古老而年轻的中医药事业注入了新

鲜的血液，今后一定会有更多更先

进的分子生物学技术为中医药增添

新的生机与活力。
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