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大连

大连 一

摘 要 为鉴别中药材黄茂的品种及其代用品
,

采用高盐低 值法提取药材的基因组
,

利

用随机扩增多态 技术扩增药材基因组 样品
。

结果表明
,

高盐低 值法较适用于

黄茂类药材基因组 的提取
,

其中 个引物可作为高特异性引物
,

根据琼脂糖凝胶上显示的

带型差异准确鉴别黄茂和红茂
。

方法可以准确
、

快速地鉴定黄茂及其代用品
。

关键词 黄茂 红茂 技术 指纹图谱

黄蔑药材的植物来源较为复杂
,

《中华人民共和

国药 典 》收载 了 种原 植 物一膜 荚 黄 蔑
。 和蒙古黄蔑 。

罗 了 。 作为正 品
。

中药黄蔑是指这两种黄蔑的干燥根部
。

同时药典中

还收载 了为地方习用作黄蔑的 同科不同属植物红

蔑
。

由于黄蔑是极其常用的中医临症要药
,

商品需求

量大
,

导致药材被无控制采挖
,

野生资源 已近枯竭
,

目前药材黄蔑几乎全部来源于栽培
。

受多种因素影

响
,

药材的质量参差不齐
,

为此一些学者在黄蔑的品

质评价中做了一定量的工作 闷
,

鉴定手段也从原植

物鉴别
、

性状鉴别
、

显微鉴定发展到应用色谱
、

光谱

技术
。

传统的鉴定技术多需要新鲜植株材料
,

需有一

定的植物分类学专业知识和经验
,

而市面上销售的

黄蔑多为加工过的药材
,

其表面性状及显微特征均

会发生变化
,

且近缘种的形态
、

性状特征乃至化学成

分的种类都极为相似
,

这些均给鉴定工作带来很大

的困难
。

本文采用随机扩增多态 技术从

基因水平探讨黄蔑药材的遗传本质
,

以期为黄蔑的

鉴别提供参考
。

一
、

材 料

收稿 日期 一 于

修回 日期 巧 例一

联系人 肖红斌
,

研究员

样鱼
本实验采用山西

、

内蒙古和黑龙江三个产区的

黄蔑药材以及甘肃的红蔑药材 药材来源见表
,

由

中国中医研究院中药研究所何希荣教授鉴定
,

旨在

探讨同科不同属
、

同属不同种以及同种不同产地药

材的 指纹图谱特征
。

主要仪器
一 州 罗 一 ,

公司
,

美国

低温冷冻离心机 型
,

基因有限公

司 一 振荡培养箱 中国哈尔滨东联电子技术

,

主要研究方向 药物化学
、

分析化学
,

卜
, 一

耐 石即
。
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开发有 限公司
,

英国 一 型电泳仪 北京

市 六 一 仪 器 厂 基 因 扩 增 仪

型
,

基因有限公司 。凝胶紫

外成相成像系统 公司
。

试荆

三经 甲基氨基 甲烷 。 、

十二烷基硫酸钠
、

乙二胺四乙 酸
、

聚乙烯毗咯烷酮

为北京鼎国生物技术发展中心生产 琼脂糖

公 司 十六烷基三 甲基嗅化 按

公司 澳化乙锭
,

公司 寡核昔酸引

物 上海生工生物工程技术服务有限公司 开
混合物 公司 聚合酶

,

缓

冲液 邪 一 , ,

均产 自华美生物

工程公司 其余均为北京化工厂生产的分析纯试剂
。

二
、

方 法

药材基因组 的提取

样品处理
。

每个样品取样 一 株
,

混合提取总
。

将药材

衰 药材来源

样品编号 样品名称

膜英黄茂

蒙古黄茂

蒙古黄茂

蒙古黄茂

蒙古黄茂

蒙古黄茂

蒙古黄茂

膜芙黄茂

膜芙黄茂

蒙古黄茂

膜芙黄茂

蒙古黄茂

蒙古黄茂

红茂

来 源

只龙江佳木斯四丰山 半野生

黑龙江佳木斯大学药园滩培
山西浑源大川岭村 半歼生

内蒙古固阳县银号乡田义套村

内蒙古固阳县忽鸡兔村

内蒙古固阳县银号乡袱房村

内蒙古固阳县新建乡白洞梁村 栽培

黑龙江汤原 野生

黑龙江汤原 栽培

山西浑源 半吁生

内蒙古赤峰巴林右旗 野生

内蒙古赤峰巴林右旗滩片
山东东营做片

甘肃兰州

注 其中 一 号样品为新鲜药材
, 一 为干燥药材

根部依次用 乙醇 而 次
,

次
、

无菌水
、

无水乙醇 清洗
,

置于洁净工作 台中干

燥
。

采用高盐低 值法 提取药材总
。

高盐低 值法
。

①称取 各中药材样品分别用液氮研成粉

末
,

转移至 管 中

②加人
、

℃预热的缓冲液
, ,

, , , 一琉基 乙醇
, ,

于

℃摇床温育

③取出 管
,

洲〕 离心
,

吸取上清

液至另一新 管中
,

加人 倍体积的醋酸钾缓冲

液
, ,

℃放置
,

再

离心 而

④吸取上清液
,

移人另一新离心管中
,

加人等体

积氛仿一异戊醇 抽提
,

反复颠倒混匀
,

放入低

温冷冻离心机中 ℃
、

《叉 离心

⑤吸取上清液
,

移人另一新离心管中
,

加人 倍

体积的 乙醇
,

混匀后放人一 ℃冰箱

⑥ ℃
,

离心
,

弃上清液
。

沉淀物

分别用 乙醇和无水乙醇各洗一次
。

室温放置挥

干乙醇
,

加人 林 几 溶解
,

保存于一 ℃冰箱中
。

定性定量检测

分子长度
。

分别 取 总 溶液 林 与 林 滨酚蓝

澳酚蓝
,

蔗糖水溶液 混匀点人 琼脂

糖凝胶上
,

紫外透射仪下观察并在凝胶成像系统中照

相保存
。

分子长度与 入 标记物比较
。

溶液纯度及浓度
。

取 一 定 量 溶 液 用

测定 值
、

之 比值及浓

度
。

纯度按 之比值判断
。

随机引物 扩增
。

扩增条件 预变性 ℃
、 ,

循环

℃
、 ,

℃
、

而
, 、 ,

循 环 ℃
、

而
,

℃
、 ,

循环
。

部分引物序列见表
。

反应

产物经琼脂糖凝胶电泳
,

结果在紫外透射仪上观察

并照相保存
。

洲 〔『 忍
。 朗 婉测愉 。‘以访 心 ‘,

耐 、 翻 从血比血族 司
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三
、

结果与讨论

黄茂药材总奏因组 提取方法探讨

在本研究中
,

提取到高质量的
,

是成功构

建 指纹图谱的先决条件
。

据文献报道
,

法间已较成熟地应用于植物新鲜幼叶 提取
,

高

盐低 值法可用于干燥药材的 提取
。

本文研

究结果显示 见表
,

高盐低 值提取方法可 以从
黄蔑药材中提出一定纯度的

,

且纯度均大多在
一 之间

,

说明无 与蛋白质的干扰
。

经浓

度检测
,

本法可以得到较高的 浓度
,

且 降

解程度较低
。

由表 可见
,

所提新鲜材料 的浓

度多为 一 协’
一‘ ,

而干材料的 浓

度较低为 一 此
· 一‘ ,

出现这种情况 的原

因可能与中药材中的 部分降解有关
。

综上所

述
,

高盐低 值法 可 以用 于提取黄蔑总基 因组

裹 凡廿 分析所用的部分引物序列及扩增谙带

。

黄茂的种属鉴别

黄茂及其近缘属植物红茂的指纹差异
。

经琼脂糖凝胶电泳检测
,

成功构建出多态性丰

富
、

重现性好的黄蔑和红蔑的 指纹图谱
。

采用

个 碱基随机引物对供试材料进行扩增筛选
,

选

出 个稳定性好
、

条带清晰
、

具有多态性的引物的

反应结果做实验分析
。

从随机引物扩增的结果可见
,

可鉴别红蔑与黄蔑 的引物仅有 条
,

分别是
,

, , 。

图 是引物 和 扩增出的结

果
。

从 扩 增 的 图谱看
,

所 有 黄蔑样 品均 有

条带
,

红蔑在此处没有扩增条带 采用引物

重复实验
,

在黄蔑样品中均扩增出 条

带
,

而 在 红 蔑 样 品 中扩 增 出
、 、

、

条带
,

说明实验条件具有可重复

性
,

且由扩增出的条带可见
,

黄蔑与红蔑之间存在着

引物号 序列
,

种
‘

犯几
七 ℃

扩琳条带数 多态性条带数

洲翻

衰 个样品总 纯度 和浓度
,

值

样品编号 值
的比值

浓度
卜 ‘

科

研

,内‘产

注
、 、

认
、

和 为同种不 同产地蒙古黄茂 图中从左至右为
七七 、 、 、 、 、 、 、 、 、 、 、 、 、

和 号样品

‘月,内,山八托︶沁
二‘二几且‘几几曰几,几‘几‘二

飞︸几,二且
‘

。
赵

。 山 舒用 山 七 如 司众必耐 , 助 谊 司 乃
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明显的 谱带差异
,

根据这些差异可 以鉴别岩黄

蔑属植物红蔑和黄蔑属植物膜荚黄蔑与蒙古黄蔑
。

同属不 同种 以及同种不 同产地黄茂的

指纹差异
。

由于实验所采用的样本和引物有限
,

在筛选引

物时发现
,

蒙古黄蔑和膜英黄蔑的 指纹基本一

致 图
。

在本实验所用的引物产生的 指纹谱

中
,

仅从琼脂糖凝胶的扩增谱带上难以明确地区别

二者的差异
,

但将 结果进行聚类分析
,

可 以区

别蒙古黄蔑和膜英黄茂 将于另文报道
。

由图 引

物 扩增的图谱可以看出
,

同种不同产地的黄蔑

样品编号 一 指纹虽然基本一致但也存在着

差别
,

这可能是受环境等因素的影响而导致基因发

生了变化
。

。

采用 标记这一技术评价黄蔑及其近缘

属植物之间的遗传关系
,

程序简单
、

快捷
,

只需很少

量的样品就可完成
。

此外
,

研究结果显示
,

引物

和 可作为中药材黄茂与红蔑的高特异性引物
,

用这两种鉴别引物对样品的 进行 反应
,

经

琼脂糖凝胶电泳
,

与标准指纹谱对照
,

就可以准确鉴

别样品的品种及真伪
。
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