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介子标记技术在

中药石解类药材鉴定中的应 用
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摘 要 本文总结 了 一 与 技术
、

廿 技术
、

基于 序列分析的分子标记技术
、

基因芯片等 分子鉴定技术
,

并介绍 了近年来这些技术在中药石解类药材鉴定中的应用
。
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我国中药材种类繁多
,

资源丰富且来源复杂
,

目 学意义和应用价值
。

前一直用经典的性状鉴定
、

显微鉴定及理化鉴定等 石解属 是兰科第二大属
,

作为

方法研究中药材
。

这些方法的鉴定标识建立在个体 名贵中药被收录于 本草纲 目》
,

在《神农本草经 》中

形态和客观观测水平上
,

在生物学上为物种的遗传 列为上品
,

具有益 胃生津
、

滋阴清热
、

明 目利嗓等作

表现型
,

受到遗传因素
、

生物体的生长发育阶段
、

环 用
。

石解类药材按中医不同的习惯用法可分为金钗

境条件
、

人类活动如引种驯化
、

加工炮制等影响
,

具 石解
、

黄草石解
、

鲜石解
、

枫斗等四类
。

不同种类石解

有很大的变异性
,

存在主观性强
、

重复性和稳定性差 药用成分及含量差异较大
,

药理活性也不尽相同
。

由

等缺点
。

随着生命科学的不断发展
,

分子生物学技术 于石解属植物经长期的异花授粉和 自然选择
,

植物

在中药学领域的 日益渗透
,

在分子水平上检测基因 类群高度进化
,

在遗传背景方面表现出丰富的遗传

多态性分子标记的中药鉴定方法得到不断的发展与 多样性
,

某些种形态非常相似
,

而在基因型上表现出

应用
。

分子作为遗传信息的直接载体
,

信息含量 多态性
。

因此
,

在石解属植物的系统学研究方面
,

从

大
,

具有相对高的遗传稳定性
、

不受外界环境因素制 形态特征等表征分析
,

较难判断其种系关系
。

另外
,

约等优点
,

因此从分子水平提高鉴定技术
,

对于保证 由于野生资源紧缺
,

野外能采集到的石解均作药用
,

中药质量
,

促进中药材标准化
、

国际化具有重要的科 不但使野生资源遭到毁灭性的破坏
,

而且造成商品

石解的基源十分复杂
,

混乱现象严重
,

植物形态差异
收稿 日期 , 一 一

小
,

目前市场上流通的商品石解 中
,
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较少
,

主流品种大多为非药典收载种
,

有 余种石

解属及部分石仙桃属 汤
、

金石

解属 月 和石豆兰属 “ 叩人州“

植物在市场上流通做石解用
,

这些植物的茎加

工成药材后
,

外形相似
,

对其进行性状及显微鉴定
、

形态鉴别不能很好的解决鉴定问题
。

不仅如此
,

石解

属植物种间化学成分差异较大
,

且化学成分研究也

不够深入
,

用理化方法鉴定石解药材种类十分困难
。

因此建立有效的中药石解鉴定方法
,

研究我国石解

植物的种系关系十分必要
。

一
、

基于 方法的 分子标记技术

世纪 年代 中期建立 的聚合酶链式反应
,

技术引人 中药学研

究领域后
,

以其简便
、

快速
、

特异灵敏的特点为中药

质量的研究提供了更加准确可靠的手段
。

目前应用于石解药材鉴定的主要有 年代发展

起来的 片段分析技术一限制性内切酶切片段长

度多态性 脚 玩 甲
,

、

随机扩增多态

印
, ,

或 巧 一 ,

、

扩增 酶切 片段 多态性

脚 玩 印
, 、 一 等

几项典型技术
。

一 与 技术
一 与 方法是于 年由美国杜邦

公司的科学家 和加利福尼亚生物研究

所 领导的两个研究小组同时发展起来的一

种 分子标记技术
,

分别称为 技术和

技术
。

利用 技术从不 同生物中人工合成

片段
,

而这种 片段 的大小
、

数 目可因不同

的生物而异
,

因而称为
“

分子指纹图谱
” 。

由于预先不需要知道 序列的情况
,

对

模板的需求量少
,

质量要求低
,

具有快速
、

灵敏
、

通用

性好等特点
,

迅速渗透到生物学的各个领域
,

成为 目

前应用最为广泛的 指纹图谱技术
,

该方法有许

多优点 ①无需使用同位素
,

不受同位素半衰期的限

制
,

并减少实验室污染
。

②不需提纯
,

省去基因

克隆步骤
。

③不需经过测序却能得到相似的结果
。

已被成功的用于遗传指纹作图
、

基因定位
、

系统进化

以及动植物
、

微生物物种及中药材鉴别等各个领域
。

张铭 等用 技术对石解属 内 个种和金石解属

的 个种进行了基因组 多态性分析
,

特别对铁

皮石解特异性条带进行测序
,

从而设计出一对长度

大于 巧 的高度特异性引物
。

该引物只能与铁皮石

解基因组中的某一 区域特异性结合
,

具有很高的特

异性
,

该设计的特异性引物能方便快捷地鉴别出铁

皮石解
。

此技术为药材的分子鉴定提供了一个新思

路
。

彭锐等 研究利用 个引物对 巧 种石解属植

物进行了鉴定共产生 条带
,

有 条扩增带为公

共带
,

表明了石解属丰富的遗传多样性
,

这一点与形

态分类结果基本一致
。

在种间亲缘上
,

本研究分析结

果与形态分类存在差异
,

如在茎节上膨大而呈串珠

状 的肿节石解 和 串珠石解

与程串珠状的迭鞘石解
、

马鞭石解

五
、

叉唇石解 的相似系数为
,

比同为不呈 串珠状的细茎石解
、

紫瓣石 解 丽
、

喇 叭唇石 解

与迭鞘石解
、

马鞭石解
、

叉唇石解的相似系数

更近
,

而和环草石解
、

铁皮石解

相似系数 相差更远
。

一般来说
,

扩增反

应产生 条带即可代表基因组 中的 个位点
。

这就

意味着对参试种的 个位点进行了检测
。

这种效率

是利用形态性状
、

细胞学特征
、

显微鉴定和生化标记

等方法所无法 比拟的
。

但由于 检测到的仅是

石解基因组的某些位点
,

仅根据被检测到的位点研

究石解属植物种间亲缘关系是不全面的
,

有关其系

统分类与亲缘关系的研究尚需积累更多的 检

测位点并结合其他 分析手段做 出更科学的评

价
。

尽管 技术 自问世以来一直就很受欢迎
,

但

在其应用中
,

人们对共迁移 扩增产物的序列同

源性
、

实验重复性及系统学研究等可靠性问题也提

出了很多质疑 。‘
。

该技术存在一些缺点如该方法稳

定性受模板
、

扩增条件等诸多因素的影响
。

故每次试

“ 〔肠
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验都必须设立阳性对照
,

需要筛选许多引物
,

选择不

具种内和产地多态而具种间或属间多态 的引物
,

建

立遗传标记
,

结论需经计算方能得出
,

而不是直接得

出 带型判断具一定的主观性
,

需有一定的经验 当

样品掺伪时
,

不能得出准确结果
。

技术

年
, ‘
等在 〔‘, 的基 础上 发展 了

一 印 技术
,

是一种 与 相结合而又不使用分子杂交

技术的分子标记手段
,

被誉为新一代的分子标记技

术
。

它的原理是
,

用一人工接头 与限制酶切

的基因组 片段进行连接
,

制 模板
,

合

成一系列
’

末端随机改变各碱基的 引物进行

指纹图谱
。

由于 廿 预先不需要知道 序列的情况
,

但获得的指纹信息位点要 比 技术更为丰富
。

相比之下
,

最后完成 实验的成本 比用 方

法的成本低
,

更省时间
、

更方便
,

而且准确性更高
,

数

据更可靠
,

技术难度也不大
。

目前已广泛的用于各类

生物体的研究中
,

如植物的遗传图谱的构建
、

目的基

因的定位
、

作物品种鉴定
,

植物分类
、

系统发育及 中

药材的鉴定等领域
。

廿 技术是在 和

技术上发展起来 的 多态性 检测 技 术
,

具有

技术高重复性和 技术简便快捷的特点
,

不需像 分析一样必须制备探针
,

且与 标

记一样对基因组多态性的检测不需要知道其基因组

的序列特征
,

同时弥补 了 技术重复性差的缺

陷
。

廿 方法较之 方法在可信度
、

灵敏度和

经济实用等方面具有较大的优势
。

虞乱等洲用扩增片段长度多态性 技术对

石解属内石解组 个种和 个外类群种进行基因组

多态性分析
,

从 对引物组合中选出 对引物

组合构建 了 个种 的 指 纹 图谱
。

实验采用

技术对石解属 个种 共 个样品 和 个外

类群种 共 个样品 进行 了基因组 多态性分

析
,

构建了药用石解的 分子指纹 图谱
,

该技术

对石解属种的鉴定及彼此亲缘关系 的分析具有快

速
、

准确
、

可信度高的特点
。

二
、

直接测序 一基于 序列分析的分子标记技术

由于中药在加工
、

储存过程中不利于 保存
,

会发生不同程度的降解
,

影响模板质量
,

因此采用

指纹图谱和 等技术进行中药分析 比较困

难
。

序列分析 的发明使

分子鉴定技术取得了突破性进展
。

首先测定 目的基

因片段核昔酸序列
,

然后通过比较序列间的差异来

确定各分类群有鉴别意义的特异性位点
。

它的研究

对象主要是短片段的
,

因此模板的降解程度对

扩增及测序结果的影响不大
,

具有较好的稳定性和

重复性
。

但是经典的 分析技术基本上 以分子克

隆为基础
,

制备测序 费时费力
,

由于克隆的是

单个分子
,

难应用于大量的基因研究
,

也不适用于杂

合等位基因的研究分析
。

近年来发展起来 的基 于

技术的 直接测序法
,

克服了传统分子克隆

测序烦琐的试验步骤
,

大大提高了该方法的效率
。

目前用于该测序的基因主要有叶绿体基因组的
、 、

印 与核基因组的
、

植物类
,

线粒体基因组的 一 动物类
。

基因分辨率

高
,

变异较均一分布
,

进化速率差异大
,

一般用 于科

级以上分类群研究
。

基因变异较均一
,

一般用于

种一级分类群亲缘关系研究
。

内转录间隔区 在

核糖体 中位于 与 基因之间
,

由 基

因分两段 和
,

由于在被子植物中 存在

于高重复的核糖体 中
,

进化速度快且片段长度

仅 璐 和 各为
,

加上协同进化

使该片段在基因组不重复单元之间非常一致
,

等位

基因间甚至 的不 同拷贝之间都可能存在序列上

的差异
,

所 以一般用于种 以下一级分类群亲缘关系

研究
。

同时
,

核基因是双亲遗传
,

不同于叶绿体基因

单亲遗传
,

能反映真正的进化历程
,

使得核基因在中

药鉴定中具有重要的意义
。

丁小余等 运用光镜解剖比较分析了广西
、

贵

州
、

云南 省的铁皮石解 主要居群形态

结构的差异
,

将采集到的我国铁皮石解主产区的主

要居群分为 型和 型
,

后者适宜加工成铁皮枫斗

丁小余
一

等运用 直接测序法对广西
、

贵州
、

云

心
。 田 〔
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南铁皮石解主要居群的 区进行碱基序列

测定
,

首次报道了铁皮石解 区的碱基序列
,

该区

总长为 帅
,

其中 为
,

为

璐 为
。

研究表明
,

铁皮石解各居群中 型和

型的 区碱基序列分别在 及 区

有位点差异
,

居群内部 区差异与植物活性

的差异有一定相关性
,

型是 型的变种
,

在两居群

间其 区存在单核昔酸多态 现象
。

另有报道
,

对 种石解内转录间隔区 进

行 了 测序
,

结果表明
,

种间差异百分率平均为
,

与外类群 石仙桃属 及杂质 掺杂物 的差异

百分率分别为 和
,

而种内的差异百分率

只有
,

认为 区可作为区分石解种间
、

石解与

外类群的分子标记
。

徐红等 圳对 中药黄草石解 叮 序列

进行分析
,

发现
、

两段序列在石解种 内保守

种间差异较大
,

可以作为黄草石解分子鉴定的标记
。

丁小余等 对曲茎石解与同属近似种进行外形和

序列 比较
,

并选用 了 个碱基位点用作鉴别

的 证据
,

可根据药材形态特征及 碱

基序列差异准确鉴别曲茎石解与同属近似种
。

同时
,

对束花石解与同属近似种进行外形 和 仆 序

列 比较
,

并选用 了 个碱基位点用作鉴别的

证据
,

可根据药材形态特征及 仆 碱基序列差

异准确鉴别束花石解与同属近似种圈
。

丁小余等 在铁皮石解和其他 种石解的

序列的基础上
,

设计了一对位点特异性

鉴别引物 一 和 一 鉴别铁皮石解
,

当

退火温度降到 ℃
,

只有铁皮石解有阳性反应
。

另有

报道
,

丁小余等阴设计出齿瓣石解的位点特异性

鉴别引物 一 一 和 一 一 和兜唇

石解 的位点特异性 鉴别引物 一 和
一 。

徐红等 设计出金钗石解的位点特异性

鉴别 引物分别为上游引物 一 和下游引物
一 。

与 测序鉴别方法 比
,

位点特异性

易于重复
,

不但简单实用而且具有高效
、

准确
、

简便
、

省时等优点
。

滕艳芬等阖用 基因序列 比较了几种药典收

载石解与常见市场混淆品种
,

用 软件分析
,

得到了非石解属的混淆品与正品间差异大于正品石

解间差异
,

因而可以将两者区别开来
。

张婷等圈用 作为分子标记对中药石解

的基源植物进行分子标记鉴定的技术
。

用聚合酶链

反应一限制性片段长度多态性 一 廿 方法获得

片段的限制性图谱
。

束花石解及其形态相似种的

扩增产物用 和 酶切
,

流苏石解及其

形态相似种的 扩增产物用 酶切
。

根据预

测的 一 图谱
,

能够对束花石解
、

流苏石解及

其它们的形态相似种进行鉴别
。

同时
,

用这种方法鉴

定了市场上收集的商品束花石解
、

流苏石解新鲜药

材的原植物
,

结果表明
,

该方法具有简便
、

费用低的

优点
。

另外
,

还有采用 一 寡核昔酸探针和限制性内

切酶
,

检测 兰属 样株 和石解属 样株 的

酶解片段
,

获得了清晰易读的由 一巧 条带组成

有特异性的遗传指纹图谱闹
。

张婷等阅扩增并测定

种石解属植物线粒体中 脱氢酶亚基 编码基

因 内含子 的全长序列
。

比对后的

序列长
。

其中
,

有 个变异位

点
,

可以鉴别到除粉花石解以外的 种植物
。

该结果

表明
,

序列可作为一种新的分子标记用

于石解属植物的鉴定
。

三
、

基因芯片 罗 技术

近年来
,

随着基因技术的迅速发展
,

人类正从结

构基 因组学 进人功能基因组学

和 功 能 蛋 白组 学

时代 即后基因组时代
,

基因芯片技术是

后基因组时代一项重要技术
。

生物芯片包括基因芯

片 罗
、

蛋 白质芯片
、

组织芯片

种
,

目前最完善的是基因芯片 又称基

因微阵列
。

年斯坦福大学的 等 发表第一篇基

因微阵列论文
,

用于基因表达谱研究
。

基因芯片 是

在一块指甲大小的有多聚赖氨酸包被的硅片或其他

固相支持物 如玻璃片
、

硅片
、

聚丙烯膜
、

硝酸纤维

韶 〔肠而
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膜
、

尼龙膜等 上将寡核昔酸或 在芯片上做成

点阵
,

采用机器人或点样头以大规模阵列的形式排

步
,

形成可与 目的分子 如基因 相互作用
,

并进行反

应的固相表面
,

在激光的顺序激发下标记荧光
,

根据

实际反应情况
,

分别呈现不同的荧光发射谱征
,

数码

相机 或激光共聚焦显微镜根据其波长及波幅

特征收集信号
,

作出比较和检测
,

从而迅速得出所要

的信息
。

该技术 基本过程包括 ① 分子阵列集

成
,

包括基因芯片的制作和探针的设计
。

②芯片的样

品制备与分子杂交
。

与常规方法类似
,

将纯化后的

或
,

或人工合成的寡核昔酸进行荧光
、

生物

素或地高辛标记
。

标记好的样品与基因芯片进行杂

交
,

使杂交效率极大地提高
。

③杂交信号的检测与分

析
,

通过杂交
,

与探针互补 的样品与之结合
,

从而呈

现阳性荧光信号或生物素阳性信号
,

进而通过激光

工聚焦显微镜
、

相机等技术对杂交信号进行并

行采集
,

并将信号传至计算机系统进行处理
。

鉴定其

中的可能生物信息
。

有 报 道 根 据 种石 解 的 一 序

列
,

用 微阵列方法检测石解药材
,

用荧光标记

的 序列为探针
,

鉴别药典下所列 种石解属药

材
。

李同详等
一翔介绍了利用筛选 种特异性

探针的抑制性差减微阵列
“ 一 ”

新技术
,

对名

贵中药材石解 个品种作为实验材料
,

首先用抑制

性差减杂交获得 个品种之间的 差异片段
,

然

后 用 这 些 差 异 片 段 与 由所 有 研 究 品 种 的

制备成的微阵列杂交筛选到某一个品种 的特

异性 片段
。

这些种特异性 探针作为种特

异性探针进行物种鉴定
。

由于基因芯片是从遗传学角度来鉴别 中药的物

种
,

但中药药效的作用成分大多是多次代谢产物
,

基

因芯片鉴定的是中药的真伪而不是针对中药的优劣

而进行鉴定
,

因而它不能取代中药化学成分指纹图

谱等的鉴定
,

须和其他技术有机结合才能在中药学

现代化这系统中发挥最佳作用
。

总之
,

传统的鉴别方法仍然不失为鉴定石解的

重要依据
。

但随着现代分子生物技术 的迅猛发展
,

扩增 的直接测序资料将成为分子数据的

主流
。

分子标记种类繁多
、

各有利弊
,

目前在石解鉴

定方面应用最多的是 的 序列
,

其他诸如
、

廿
、 、

以 及 共

显性 等都可以用于种间的鉴定研究
。

更直接的

方法需要在建立基因组文库的基础上
,

进行单核昔

酸多态性分析
,

从而获得迅速而可靠的鉴定结果
。

随

着分子标记技术的 日益成熟
,

有可能在基因组上寻

找多态位点
,

用 以揭示属间
、

种间
、

居群间甚至个体

间的遗传变异
,

从而指导人们在植物居群生物学
、

保

护生物学
、

系统生物学等领域开展研究
,

并在良种培

育以及遗传资源研究
、

保护和利用过程 中采取积极

有效的措施
。
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