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结果表明

R A PD 种间差异明显而同种不同产地差异不明显
.

关钮词 铁线莲属 R A P D 鉴定

R A PD (R a n d o m ly A m p lifie d Po lym o r -

p hi 。 D N A )是最近发展起来的一种新的分子

标记方法
〔幻 ,

被广泛应用于生物学中
〔3

·
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方法与 R FL P 分析类似
,

也可 以检测 D N A

多态性
。

但检测的不是限制性内切酶切片段

长度多态性
,

而是随机引物的 PCR 特异扩增

的多态 性
。

故 其操作 简单
、

快速
,

不使 用

So ut he rn 杂交
,

仅通过 PC R 反应就可 以完

成
。

因此
,

采用 R A PD 方法用于生物类中药

的鉴定研究
,

以期探研出一种直接采用 D N A

对生物类中药进行鉴定的新方法
。

1 材料和方法
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1 生药
:

为铁线莲属 7 种植物
(l , (表 )

。

标

本存成都军区昆明总医院
,

实验材料取地上

部分
,

晒干备用
。
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2 试剂
:

引物
:

10 ~ m e r
引物购自中国科

学院
。

T a g 酶
;购 自美国 P E 公司

。
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.

3 PC R 仪
:

购 自美 国 PE 公 司
,

型号为

Pe r kin E lm e r C e t u s D N A T he r m a l C y -

ele r 4 8 0
。

图 7 种铁线莲属生物的 件10 引物扩增谱
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4 方法
:
D N A 提取

:

取 1 9 材料研碎
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于 60 ℃保温 3 o m in
,

用等体积的氯仿提取后
,
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上清液再用等体积的苯酚
一

氯仿
一

异戊醇 (25

: 2 4 :

1) 抽提 1 次
,

用无水 乙醇沉淀后将沉

淀的 D N A 离心分离
,

再用 70 %酒精洗两遍

后干燥
,

溶于适量 T E 中冻存
。

R A P D 反应
:

扩增总体积为 25 川
,

其 中

含 io m m o l/ L T r is
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5 单位 T ag 酶
。

整个 扩增 程序为

9 4 ℃ lm in
,

3 6℃ Zm in
,

7 2 oC Zm in
,

经 4 5 个循

环 后
,

再 在 72 ℃延 伸 sm in
。

扩增 产 物在

1
.

4 %的琼脂糖中电泳
,

经 E B 染色
,

在紫外

灯下观察并照像
。

2 结果与讨论

对 40 个引物进行扩增实验
,

结果 5 个引

物扩增出谱条
,

如 件10 引物扩增 (图)
。

结果

表明种间有 明显差异而种内差异不明显
,

如

图中 5
、

6 号皆为小木通
,

但 6 号产昆明
, 5 号

产景洪
,

其扩增产物一致
。

本研究初步表明

R A PD 作为一种鉴定方法是合理 的
,

同时
,

由于本研究采用干燥的材料
,

因此对干燥的

植物类中药的鉴定就更有实际应用价值
。

在本研究中发现
,

T ag 酶用 1 单位
,

没有

用 1
.

5 单位好
;
循环由 30 增到 45 个后

,

扩增

效果较好
;
对于不同的扩增材料

,

扩增优化条

件也不相 同
,

而优化条件对成功的扩增极为

重要
。
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R A P D a n a lys is
.
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一年生延胡索块茎的研究

安徽中医学院药学系(合肥 2300 38) 胡 坷
,

梁益敏

摘 要 采集野生延胡索 Co ry da lis ya
n hus 如 的种子

,

在苗圃中播种
,

栽培
,

发现其出苗率与种子

的大小及成熟度有关
。

对其 1 年生块茎的生长形态及内部结构进行观察
,

其虽为双子叶植物
,

但出

苗时仅 l 枚子叶
,

皮层有分泌组织
,

形成层发达
,

而木质部
、

韧皮部均不发达
。
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