
做 P C R产物 的限制性片断长度多态性

分析 (P C R
一

RP F L )
,

应注意以下 2 点
:

1) 选适

宜的引物
:

为 了便于酶切位点的分析
,

最好选

择扩增条带少
、

信号强
、

分子量大
、

稳定性好

的引物
。

2) 选合适的限制性 内切酶
:

首先
,

应

从内切酶 的不 同类 型缓 冲 液 ( p H 值 和 K
、

N a 、

M g
、

C l 离子强 度不 同 ) 中
,

挑选 与 P C R

反应所用缓冲液相匹配的缓冲液及其适合这

种缓冲液 的酶
。

其次
,

应选择识别序列较短的

酶做工具
,

以便获得较多的切点
,

例 如
,

按概

率计算识别 4 碱基的限制性内切酶在 2 5 6 b p

的 D N A 片段有 1 个切点
,

1 k b 的 D N A 片段

概率上有 3 个一 4 个切点
。
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柿叶鉴别的实验研究

广西中医学院 (南宁 5 30 0 0 1 ) 甄汉深
`

张三平 “ 唐 维宏
“

“

摘 要 为更好地利用柿 叶这一资源 和评价其质量 提供科学依据
,

采 用性状
、

显微
、

化学
、

可见紫

外分光光度法
、

薄层色谱法对柿 叶进行鉴别研究
。

结果表 明
:

这些方法可 用于柿叶的质量控 制
。

关健词 柿叶 鉴别 显微 理化

柿叶为柿科植物柿 及
口 s p , or :

ak ik L
.

.f

的干燥 叶
。

中医传统认为其味苦
、

酸
、

涩
,

性

凉
,

具有清肺止咳
,

凉血止血
,

活血化疲
,

降血

压之功效
,

主要用于咳喘
,

肺 气肿
,

各种 内出

血
,

高血压等症
` 1〕 。

柿叶的生药学鉴定
,

未见

有显 微
、

理化 方面 的报道
,

我 们就此进行研

究
,

报道如下
。

1 仪器与材料

,
A d d r e s s :

Z h e n H a n s h e n ,

G u a n g x i C o lle g e o f T r a d i t i o n a l C h i n e s e M e d i e i n e ,

N a n n in g

~ 广西柳州市人 民医院 ( 5 4 5 0 0 1 )

… 广西北海市中医院 ( 5 3 6 0 0 0 )
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UV
一

1 6OA 分光光度计 (日本岛津 ) ; 紫外

分析仪 (日本岛津 )
。

柿叶采 自广西全州县郊

区
,

经本 院周 子静 教授 鉴 定为 柿科 植 物 柿

iD
o s扔

,

or :
ka ik L f

.

的干燥叶
。

硅胶 G
,

青岛

海洋化工厂产品
。

齐墩果酸对照品
:

由中国药

品生物制 品检定所提供
。

实验所用试剂均为

分析纯
。

2 实验 内容

2
.

1 药材性状
:

叶片多皱缩或破碎
。

完整叶

片展平后呈卵状椭圆形
、

宽卵形或近圆形
,

长

1 0 c m 一 1 5 e m
,

宽 6 e m一 1 0 e m
,

先端渐尖或

钝
,

基部楔形至圆形
,

全缘 ; 上表面灰绿色或

黄棕色
,

较光滑 ; 下表面颜色稍浅
,

中脉及侧

脉上面凹下或平坦
,

下面凸起
,

侧脉每边 5 条

一 7 条
,

向上斜 生
,

将近叶缘 网结
,

脉上有微

毛 ; 叶柄长 s m m一 2 0 m m
,

质脆
。

气微
,

味微

苦涩
。

2
.

2 显微特征

2
.

2
.

1 叶横切 面
:

上表皮细胞长方形 ; 下表

皮细胞较少
,

非腺毛
、

腺毛较多
,

气孔可见
。

栅

栏组织 1 列细胞
。

主脉维管束外韧型
,

弯月

状
,

木质部导管常 4 个一 7 个排列成行
,

韧皮

部较小 ; 主脉上下表皮 内侧有若 干列厚角细

胞
。

主脉及叶肉中散有粘液细胞及草酸钙方

晶 ( 图 1 )
。

2
.

2
.

2 叶粉末
:

上表皮细胞多角形
,

垂周壁

较平直
,

气孔少见 ; 下表皮细胞较小
,

垂周壁

多稍弯曲
,

气孔较密集
。

非腺毛
、

腺毛较多
。

表

皮细胞 内常存 在棕黄色块状物
,

有时脱离 出

来
。

草酸钙方 晶较多
。

导管多为网纹
、

螺纹

(图 2 )
。

2
.

3 理化鉴别

2
.

3
.

1 化学定性鉴别
:

取本品粉末约 0
.

5 9
,

置试管中
,

加水 1 0 m L 振摇约 1 0 m i n ,

静置
,

过滤
,

取滤液 s m L
,

加人硝酸银试液数滴
,

出

现混浊
,

放置后有大量沉淀产生 (检验维生素

C )
。

取本 品 粉 末 约 0
.

5 9
,

加 60 % 乙 醇 10

m L
,

水浴加热 1 0 m i n ,

过滤
,

取滤液 5 m L
,

加

人少量镁粉与盐酸 0
.

5 m L ,

加热片剂
,

滤液
.

6 2 8
-

由黄绿色变为红色 (检验黄酮类成分 )
。

00000

1一上表皮

5一腺毛

2
一

栅栏组 织 3一海绵组织 4
一

厚 角组织

6一非腺 毛 7一木质部 8
一

草酸钙方晶 9
一

韧

皮部 1 0一下表皮

柿叶主脉横切面组织 图

ù

酬酬锄渐泪自

l
曾登

马多
一二

因句协
.

1
一

上表皮细胞
,

示有的细胞内含棕黄色物

2
一

下表皮细胞 3
一

非腺毛 4
一

导管 5
一

腺毛

6
一

草酸钙方晶

图 2 柿叶粉末显徽特征图

2
.

3
.

2 U V
一

V i s 鉴别
:

取本 品粉末适 量
,

分



别用 95 写乙醇
、

氯仿浸泡过夜
,

过滤
,

取滤液

在 20 0 n m 一 8 0 0 n m 波长范围 内进行光谱扫

描
。

结果醇液在 2 1 8
、

3 7 0
、

4 1 2
、

6 6 4 n
m 波长

处有吸收峰 ; 氯仿液在 2 4 8
、

4 1 5
、

4 5 8
、

6 6 8 n m

波长处有吸收峰 ( 图 3 )
。

置上为黄色荧光斑点 ( 图 4)
。

O

000。O00000
oo0O

内̀召二

嘴侧川裕

0
.

仪 .` 一一一 - 一一一
一户一一一一一二二二二

200 位长 ` (侧 )

公 吕

oo

咬侧娜哪

.0 00知尸一一 一一一一一一一一一一 -

该长 孟 (~ )

1
一

9 5 % 乙醇提取液 2
一

氛仿提取液

图 3 柿叶光谱图

2
.

3
.

3 T L C 鉴别
:

样品供试液制备
:

取本品

粉末适量 ( 约 5 9 )
,

过 8 0 目筛
,

以 95 %乙 醇

5 0 m L 回流 提 取 3 h
,

过 滤
,

滤 液 加 盐 酸 5

m L
,

水浴 回流水解 l h
,

滤过
,

滤液用石油醚

萃取 3 次 (每次用 s m L )
,

合并萃取液
,

挥干

石油醚
,

残渣用无水乙醇 s m L 溶解
。

对 照液制备
:

取对照 品齐墩果酸加氯仿制成

.0 s m g / m L 的对照液
。

操作方法
:

分别取上述样品液
、

对照液适

量
,

点于 同一块硅胶 G
一

。
.

7 % C M C
一

N a ( 1 :

3) 薄层板上
,

以苯
一

乙 酸 乙 醋 ( 3 :

1) 为展 开

剂
,

展开
,

展距 12
C m

,

晾干后喷 以 10 %硫酸

乙 醇 液
,

于 90 ℃烘 10 m in
,

在可 见 光下 观

察
,

两者在相同位置上为红色斑点
; 在紫外光

下 ( 2 5 4 n m 或 3 6 5 n
m 均可 )

,

两者在相 同位

1
、

2
一

柿叶供试液 3一齐墩 果酸对照液

图 4 柿叶 T L C 图谱

3 讨论

3
.

1 柿叶横切面组织及粉末特征较明显
,

特

别是草酸钙方晶
、

腺毛
、

非腺毛及表皮细胞形

状
,

内含物均可作为其鉴别特征
。

3
.

2 据现代研究表明
,

柿叶含有有机酸类化

合物
,

如齐墩果酸等
,

还含有 V it C
、

黄酮昔等

成分
〔`〕 。

实验以 V it C
、

黄酮昔为指标对其进行

化学反应鉴别
,

以齐墩果酸为对照品对其进行

T L C 鉴别
,

这些方法均灵敏
,

重现性好
。

3
.

3 在 U V
一

V is 鉴别 中
,

可供鉴别 的特征峰

较多
,

特别是氯仿提取液其在 可见光 区 和紫

外光区特征峰更明显
。

我们认为上述研究
,

可 为今 后制 定柿 叶

质量标准提供科学依据
。
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