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基于 PCR技术的中药 DNA分子标记鉴别
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摘　要: 综述基于 PCR技术的中药 DN A分子鉴别研究 ,重点论述了 RAPD法和 DNA直接测序法的应用 ,提出了

DN A分子鉴别研究的思路与实验设计。
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　　作为应用基础学科的中药鉴定学 ,其研究技术与手段是

随相关基础学科 ,如植物解剖学、分析化学、生物化学、分子

生物学等的发展而不断更新和发展的。 近年来 , PCR( Poly-

mera se Chain Reaction)技术带来的基因操作的变革 ,使

PCR技术不仅在医学、农学、系统与进化生物学研究中广泛

应用 ,同时也渗透到中药鉴定的研究与应用领域。自 1994年

Cheung [1]首次将任意引物 PCR ( Arbitra rily Primer PC R,

AP-PCR)技术引入中药鉴定学 ,几年来结合 PCR技术鉴别

中药的研究得到了极大的发展 ,并正在逐渐成为中药鉴定的

一种新方法—— DN A分子标记鉴别。

1　基于 PCR技术的 DNA分子标记鉴别研究

基于 PCR技术的 DNA分子标记鉴别的研究方法依据

分析对象可分为两类: 其一是采用检测基因组 DN A的多

态 ,如随机扩增多态性 DN A( Random Amplified Polymo r-

phic DN A, RAPD)、 AP-PCR、扩增内切酶片断多态性 ( Am-

plified Restriction Fragment Leng th Polymo rphism,

ARFLP )等方法 ,又称为 PCR-DNA指纹法 ;其二是检测特

定片断 DN A的多态 ,即以特定的基因 (或短片断的 DNA)为

研究对象 ,如 PCR产物的限制性片断长度多态性 ( PCR-Re-

striction F ragment Leng th Polymo rphism, PCR-RFLP)、等

位基因特异 PCR( Allele-Specific PCR, ASPCR)、 DNA直接

测序等方法。

1. 1　检测基因组 DNA的多态: 研究应用较多的是 RAPD

法 ,具有快速、简捷、灵敏度高等特点。但 RAPD法的重复性

差问题曾引起许多争议 [2] ,汪小全等 [3]采用大量对照实验 ,

并结合他人的研究结果 ,对 RAPD技术作出了 “可以应用于

种间乃至近缘属之间的亲缘关系的研究 ,但有一定的局限

性”的结论。

在 Cheung [1]采用 AP-PCR法获得可以区别西洋参

Panax quinquef olius L. 和人参 P . ginseng C. A. Mey的指

纹图谱之后 , Shaw [4 ]采用 AP-PCR和 RAPD技术对人参、

西洋参和三七 P . notoginseng ( Burk. ) F. H. Chen 3种人

参药材及桔梗 Platy codon grandi florum ( Jacq. ) A. DC.、紫

茉莉 Mirabilis jalapa L.、土人参 Talinum paniculatum

( Jacq. ) Gae rtn. 和商陆 Phy tolacca acinosa Roxb. 4种伪品

进行了鉴别研究。 丁建弥 [5]在比较野山人参和栽培人参的

80个引物的 RAPD图谱中 ,发现一个引物能产生稳定的、可

重复的野生山参的特征条带 ,可以用来鉴定野山人参。 Ya-

mazaki[6 ]分析不同产地的 5种甘草属植物 (光果甘草 Gly-

cy rrhiza glabra L.、甘草 G. uralensis Fisch.、刺毛甘草 G.

echinata L.、刺果甘草 G. pallidif lora Maxim.、胀果甘草 G.

inf lata Ba tal. )的 DN A指纹图谱 ,并以此鉴定了 4种药材

( Afghan Licorice, Soviet Licorice, 西北甘草 ,新疆甘草 )。此

外 ,还有苦地胆 [7]、蒲公英 [8]、郁金 [9]、金线莲 [10 ]、溪黄草

类 [11]、铁线莲属 [12]、木蓝属 [13]和黄连属 [14]的应用 RAPD技

术的鉴别研究报道。 对于动物类药材的鉴别研究 ,王义权

等 [15]获得了可以正确区别乌梢蛇及 3种混淆品、金钱白花

蛇及 2种伪品的 RAPD图谱。此外 , Cheng [16]将 RAPD指纹

图谱鉴别法用于区别正品冬虫夏草及含伪品的虫草。

RAPD指纹图谱鉴别不仅被用于单味药材 ,也被用于复
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方制剂中的组成药的鉴别 ,如采用 RAPD法检测“玉屏风

散”中的白术、黄芪、防风 3味生药 [17]。

由于中药材不同于新鲜的动植物材料 ,在加工、炮制、贮

藏等过程中 DN A受到一定程度的降解甚至严重的降解 ,而

模板 DNA的降解程度直接影响 RAPD产物 [18, 19 ] ,因此

RAPD法在中药材鉴别的广泛应用还有待进一步的探讨。

1. 2　检测特定片断 DNA的多态:在检测特定片断 DNA的

多态的方法中 , DNA直接测序法是在对目的基因的 DN A

序列分析基础上 ,采用 PC R-RFLP、突变等位基因 ( M utant

Allele Specific Amplification, M AS A)以及 ASPCR法对药

材进行鉴别。 DNA直接测序具有可在严重降解的药材 DN A

中扩增出特定的序列片断 ,而且有较高的重复性和稳定性 ,

不需要克隆 ,省时、省力 ,可分析杂合等位基的特点。 既可避

免因药材的特性造成的误差 ,又具高度的专属性。

Fushimi等 [20]利用 18S rRNA基因的序列差异鉴别中

国川芎 L igusticum chuanx iong Hort. 和日本川芎 Cnidium

of f icinale Makino; 在对人参、西洋参和竹节人参的 18S

rRN A基因进行序列分析后 ,用 BanⅡ和 DdeⅠ 对该基因的

PCR产物进行消化反应 ,所获得的酶切图谱以及应用

M ASA法特异扩增 18S rRNA基因片断均可鉴别人参、西

洋参和竹节人参 3种药材 [21]。 Mizukami[22]比较分析了当归

Angelica acutiloba ( Sieb. et Zucc. ) Kitag .、 三岛柴胡 Bu-

pleurum falcatum acut. sin. non L. 和珊瑚菜 Glehnia lit-

toralis Fr. Schmidt ex Miq. 的 5S rRNA基因的间隔区的碱

基序列 ,针对该 DN A片断的序列差异 ,选用限制性内切酶

HindⅢ消化 PCR产物 ,所获得的图谱可鉴别 3种药材。 分

析苍术属植物的 tr nK基因 ,并用 PCR-RFLP法对 tr nK基

因的 PCR产物进行 HinfⅠ 酶消化 ,可鉴别出白术 Atracty-

lodes ovata Thunb. [23]。 Kondo[24]对半夏 Arum ternatum

Thunb. 和天南星 Arisaema heterophyllum Blume的原植物

及药材的 rbcL基因的部分序列进行分析 ,结果显示其 DN A

序列分为 7个类型 ,以此更易鉴别半夏。 Ma等 [25 ]测定分析

了西红花 Crocus sativus L.、红花 Carthamus tinctorius L. 以

及易混品萱草 Hemerocallis f ulva ( L. ) L.、黄花菜 Hemero-

callis citrina Ba roni的 5S rRN A间隔区序列。

王义权等 [26]对蛇类药材的 cy tb基因片断序列分析基础

上 ,设计了金钱白花蛇 PCR鉴别的一对高特异性引物—

BuL-1和 BuH-1,用此引物能在药材粉末中检测出被检样品

中是否含有金钱白花蛇。 通过测定线粒体 DNA的 12S

rRN A基因序列 ,也能区别其原动物和药材种类 ,如龟板 [27]、

海马 [28 ]、蛇胆 [29]、壁虎 [30 ]。 Hashimoto [31 ]等用 PCR方法扩增

了鹿茸、蝮蛇和海马的 12S rRNA和 cy tb基因片断 ,并对鹿

茸的 PCR产物进行了测序 ,结果表明动物类药材可以用标

准的药材作参照 ,同时进行 PCR扩增 ,经电泳检测达到鉴别

的目的 ,同时还建立了制剂中鹿茸的检测方法 [32 ]。

2　基于 PCR技术的 DNA分子标记鉴别的实验设计

DN A分子标记鉴别研究可分为 2个阶段:一是对基原

植 (动 )物的 DN A多态的检测 ,即在比较碱基序列多样性的

基础上 ,确定具有种群区别意义的区段或位点 ;二是对药材

的鉴别应用 ,即鉴别方法的可行性验证。

总 DNA的提取是研究过程的第一步 ,也是关键步骤。新

鲜材料的 DN A提取分离的常规方法比较成熟 ,而对于中药

材来说 ,一般因加工、干燥、储藏等过程使高质量 DNA提取

受到很多因素的限制 ,如易受到细胞中抑制 PCR成分的影

响 ,如蛋白质、多糖、多酚类物质等。 此外 ,不同的药材其炮制

方法不同 ,应探讨适用于不同药材的 DNA分离提取方法。总

结 DNA分子标记鉴别研究可按以下流程进行实验设计:

原植 (动 )物

总 DN A的提取

引物筛选

基因组 DNA扩增

指纹图谱

目的基因选择

目的基因片断扩增

测　 序

特异性 PCR扩增

限制性内切酶反应

指纹图谱

3　结语

利用 DN A分子的特征进行物种鉴别的 DNA分子标记

鉴别法 ,与现有的中药鉴别方法相比具有以下主要特点: 1)

准确性高、重现性好 ,真实、稳定、可靠 ; 2)不受样品形态的限

制 ,原药材、饮片、粉末乃至含有生药原型的中成药 (丸剂、散

剂等 )均可应用 ; 3)所需检样量少 ,对珍稀药材及化石标本的

鉴定更具应用价值 ; 4) PCR技术的快速、便捷性使得 DNA

分子标记鉴别法更适宜推广使用。

中药鉴定是以鉴定药材的真伪优劣为目的 ,根据不同药

材的特点 ,选择不同的分析方法。结合现有的鉴别方法 ,建立

既能反应中药材整体固有特点又能给出稳定的中药质量评

价标准的鉴定方法 ,将是今后中药鉴定研究的热点。
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摘　要: 对乌檀属植物吲哚类生物碱的植物资源、骨架结构、波谱学特征及生物活性进行了阐述 ,对其吲哚生物碱
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