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徐 国钧

摘 要 中药材品种高特异 性 PR C鉴别是新近 报道的一种具有 实用价值 的中药材品种分 子遗传

标记鉴别方法
。

概述 了中药材 品种 高特异性 R C P鉴别的原理
,

归纳 了鉴别引物 的设计原则
,

展望

了该方法在 中药 材品种鉴定中良好 的应用前景
。

关键词 P C R 鉴别 原理 生药鉴定

随着分子生物学技术的迅速发展
,

D N A

分子标记技术已越来越多地用于中药材品种

鉴别的研究 仁̀ 一
`

’ 4〕
。

在已有的研究报道 中使用

的鉴别方法可归为三类
:

1) 基于 P C R 反应的

方法
,

包括 R A P D
、

A P
一

P C R
、

微卫星 D N A 和

扩 增 片 段 长 度 多 态 ( A m p l i f i e d F r a g m e n t

L e n g t h p o l y m o r p h i s m
,

A F L P ) 等 ; 2 ) 限制性

片段长度多态 ( R e s t r i e t i o n F r a g m e n t L e n g t h

P o l y m o r p h i s m
,

R F L P ) 和 P C R 产物的 R F L P

分析 ( P C R
一

R F L P ) ; 3 ) D N A 测序
,

已报道 了

5 5 r R N A 间隔区
、

I T S I
、

I T S Z
、

C y t b 和 1 25

r R N A 等基因片段的序列分析 2[, ” 一 ` ’〕 。

然而
,

在中药材 品种鉴定的实际工作中
,

所有这些

D N A 分子标记鉴别方法都有一定的局限性
。

因此
,

国内外研究者们都在寻找更为实用
、

方

便的新方法
。

最近我们报道 了在蛇类药材的分

子标记鉴别 中
,

借助高特异性的鉴别引物
,

成

功地鉴别了金钱白花蛇及其伪品
。

这一方法适

用于动物类和植物类药材的 D N A 分子标记

鉴别
,

同时具有准确
、

快速
、

简便
、

价廉
、

重现性

好等优点
,

是一种有推广价值的分子标记鉴别

方法 z0[
,

川
。

笔者就已报道过的中药材分子标

记鉴别方法的不足和高特异性 P C R 鉴别方法

的原理及其应用前景讨论如下
:

1 几种中药材分子标记鉴定方法的局限性

A P
一
P C R 或 R A P D 标记 都是 用任意核

昔酸序列 的单 一引物 进行 P C R 扩增
,

比较

D N A 的多态性
,

从而区 分不同基源的药材
。

由于该方法在扩增反应时使用的是低温复性

(通 常为 3 6℃ )
,

特 异性 不高
,

引物 与模板 间

有较高的错配率
,

结果容易受 到多种 因素的

影响
,

不同的实验室之间有时不能重复
。

即使

在同一实验室内
,

每次检测样品时
,

均须用已

知的正品药材作为对 照
,

同时进行 A P
一

P C R

或 R A P D 扩增反应和电泳检测
,

才能比较正

品药材 与待检样品扩增产物 电泳图谱的异

同
,

得到较为准确的鉴定结果
。

此外
,

该方法

要求 P C R 模板 的 D N A 质量高
、

定量 准
,

操

作要求较严格 22[ 〕 ,

检验成本相对较高
。

微卫星 D N A
、

A F L P 和 R F L P 分析只适

用于 D N A 未明显 降解 的新 鲜材料
,

中药材

在加工
、

贮运过程中
,

D N A 一般均已严重降

解
,

因此这些方法也难用于商品药材的鉴别
。

虽然 P C R
一

R F L P 分析能通过 P C R 扩增出特

定的 D N A 片段
,

再经限制性 内切酶分析
,

以

寻找多态性位点
,

达到鉴别的目的
,

克服了商

品药材中 D N A 降解的困难
,

但 P C R 扩增的

片段长度有 限
,

通 常仅 能扩增 出 1一 1
.
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以下 的 D N A片段
,

这样可找 到的能用于药

材品 种 鉴 别 的 限制 性 位 点 数 有 限
,

因此

P CR
一

R F L P 的应用 目前仍有困难
。

加之这些

检测方法需要价格较为昂贵的内切酶
,

操作

较繁琐
,

成本高
。

用 P C R 产物进行测序的方法
,

能对特定

的基因片段进行精确的序列分析
,

重现性好
,

鉴定结果准确可靠
。

不足之处是 D N A 测序

成本高
,

目前一个约 4 0 0 b p 的 D N A 片段测

序所消耗的试剂至少为 50 一 100 元 /样
,

这 尚

不包括 D N A 提取和 P C R 扩增的费用
,

用 自

动测序仪测序则需 4 0 0 元 /样
。

D N A 测序实

验操作复杂
,

任何少量的 D N A 污染 ( 如空气

中的花粉
、

抱子 和细菌
,

操作人员的头屑等 )

都会造成假 阳性扩增
,

致使测序 的片段来 自

D N A 污染物
,

出现鉴定错误
。

如 P C R 产物经

克隆后测序
,

无论是实验周期还是费用上都

还将大大增加
。

因此 D N A 序列分析方法由

于检测成本和仪器设备等要求都很 高
,

在药

材鉴定的应用 中
,

特别是在药检部门进 行常

规检验的应用中目前不易实现
。

2 中药材高特异性 P C R 鉴别

2
.

1 基本原理
:

常规 P C R 的 目的是 扩增 出

研究对象的某一特定基因片段
。

这需要在待

扩增的特定基 因片段的上
、

下游 找到一个 高

度保守的区域
,

根据此 区域 中的 D N A 序列

资料
,

设计一对引物
,

这对引物通常称 为通用

引物 ( u n iv e r s a l p r im e r s )
。

用此引物就可 以对

研究对象的特定基因片段进行有效 的扩增
。

在特定的基 因片段得到大量扩增后
,

将 其分

离纯化
,

进而对该基因段进行克隆
、

测序等方

面的研究
。

中药材高特异性 P C R 鉴别则是根据正

品及其伪
、

混品药材 生物 特定 区 域 的 D N A

序列数据
,

设计有高度特异性的某种正 品药

材的鉴别引物
。

与通用 引物不 同的是
,

这对引

物在 P C R 扩 增 时只 能对 来 自正 品药材 的

D N A 模板 中特定的区域进行有效 的扩增
,

而

对来 自伪
、

混 品或其他 生物的 D N A 模板 中

的该区域不能进行扩增
。

当有样品待鉴定时
,
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从 待鉴定样 品 中提取少 量 D N A
,

以 此 为

板
,

用高特异性的鉴别引物在适 当的条件 l

进行 P C R 扩 增
,

然后 电泳检测扩增结果
,

如

为阳性
,

则为正品 药材
,

否则 即非正 品药材
,

这样便可准确地判断被检物的真伪
。

高特异

性 鉴别 引物设计 所依 据的 D N A 序列 资料
,

一方面可 以通过对相关物种的 D N A 进行测

序研究 得到
,

另一方面有些物种的 D N A 序

列资料可以通过计算机网络
,

从 G e n B a n k 或

EM B L 等 D N A 数据库 中直接查得
。

2
.

2 引物设计
:

高特异性 P C R 鉴别引物的

设计
,

除遵循一般引物设计原则外
,

还须考虑

到以下原则
:

1) 要在被鉴别的物种种内变异

很小
,

但与伪
、

混 品间差异较大的 D N A 分子

区域寻找标记
。

如我们在金钱白花蛇的 P C R

鉴别研究中的 C yt b 基因片段脚〕 。

2) 设计的

鉴别引物与正品物种在上述 D N A 分子区域

内有合适的引物结合位点
,

与模板 D N A 在

此位点上的碱基配对 比例极高
,

并确保 引物

3’ 端与模板完全配对 ; 而引物与伪
、

混品间在

此 D N A 分子 区域 内无合适 的结合位点
,

即

引物的碱基与伪
、

混品 的 D N A 碱基 间能够

配对 的 比 例尽 量低
,

特 别是 引物 的 3`

端 与

伪
、

混品模板间的碱基不能配对
。

3) 由于药材

中的 D N A 多 已发生不 同程度 的降解
。

因此

设计的引物在上述分子区域 内扩增的片段不

易过大
,

在便于检测的前提下 以小一些为好
,

一般为 10 0一 3 00 b p
,

以保证 阳 性样品 的有

效扩增
。

4) 设计的引物 T m 值以高一些为好
,

即引物应有足够长度的同时尽量提高 G C 含

量
。

并且两引物 T
m

值要匹配
,

以便达到高严

谨条件下扩增的 目的
。

T m 值的计算方法为
:

T 二 一 (G + C ) X 4 + ( A + T ) X Z
,

其中 G
,

C
,

A
,
T 分别为 引物中 G

,

C
,

A
,

T 的数

目
。

5 ) 31 端最好选择 A
,

而尽量避免用 T
。

在

同样条件下
,

当 3’ 端错 配时
,

末 位碱基是 T

时引发效率最高
,

而末位碱基是 A 时引发效

率 最低 23[ 〕 ,

这样可 以 降 低假 阳性 的 出现 概

率
,

提高鉴别的准确性
。

.
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新设计 的鉴别引物是否有效
,

要通过鉴

别试验来检验
。

当用鉴别引物对正品和伪
、

混

样品的 D N A 进行高特异性 P C R 鉴别 时
,

如

仅能扩增 出正 品药材 的特定 D N A 片段
,

而

伪
、

混品种无相应的扩增片段
,

则该鉴别引物

可用于该 正品药材的高特异性 P C R 鉴别 ; 如

两者都扩增出特定 D N A 片段或都没有扩增

出 D N A 片段
,

则该鉴别 引物 尚不 能对这种

药材进行高特异性 P C R 鉴别
,

需修改引物 的

设计
,

直至鉴别引物只能特异性地 扩增 出正

品药材的特定 D N A 片段为止
。

2
.

3 反 应 的条 件 和 结 果 检 测
:

高 特 异性

P C R 鉴别反应条 件与普通 P C R 基 本一样
,

但 在 P C R 循 环 中复 性 温 度 较 高
,

一 般 在

6 0 ℃左右
。

在这样的 P C R 扩增条 件下
,

如果

引物设计合理
,

假 阳性出现概率可以 降至 O
,

而不影响正品药材的 P C R 扩增
。

P C R 产物

用 0
.

8% ~ 1
.

2%的琼脂糖凝胶电泳
,

紫外灯

下观察有无特定 D N A 片段 的扩增
,

如有则

为正品
,

否则为其他品种
。

可见只要有 了鉴别

引物
,

样品检验将非常简单咖〕 。

3 前景展望

分子遗传标记用于中药材品种鉴别首先

遇到的是实用性 问题
。

分子生物学研究 中的

各种试剂和其他消耗 品一般都较 昂贵
,

因此
,

鉴别试验的步骤越多
,

过程越复杂
,

其鉴别成

本就越高
。

其次
,

是鉴别实验的操作是 否易于

掌握
,

鉴别结果的准确性如何
。

在一定研究积累的基础上
,

设计 出某种

药材品种的鉴别引物后
,

当有样 品待检时
,

只

需经 D N A 提取
、

高特异性 P C R 扩增和 电泳

观察三步即可完成鉴别
。

用鉴别引物开发出

药材品种鉴定用 的检测试剂盒后
,

一个熟练

的检验人员 3 ~ s h 便可检验数十个样 品
,

而

全部成本按现行各种试剂和消耗品的平均价

计算
,

也不会超过 5 元 /样
。

可见中药材的高

特异性 P C R 鉴别有很 高的实际应用价值
。

由于步骤简化
,

操作简单
,

有一定专业基

础的人
,

无需任何训练即可掌握
。

从我们对金

钱 白花蛇及其伪品的 P C R 鉴别试验结果看
,

对正 品与伪品的鉴别 正确率达到 10 0% 2l[ 〕
,

重现性很好
,

表明鉴别结果准确可靠
。

此外
,

还能在混合粉末中检测出有无正品金钱 白花

蛇成分的存在
。

这一方面表明该方法能抗生

物源的污染
,

对实验环境条件的要求较简单
,

不会 因为有少量的 D N A 污染而对鉴定结果

的正确性产生影响
。

另一方面也提示
,

该方法

有可能成为中药复方制剂中用药组分的检测

手段之一
。

与其它 D N A 分 子标记 鉴别方法一样
,

由于生物体 内的遗传信息不随生物发育的不

同阶段而变化
,

同一个体的成
、

幼体阶段和同

一个体的不同器官具有 同样的遗传信息
,

因

此 高特异性 P CR 鉴别不能区别 出个体的发

育阶段 (即成
、

幼体 )和同种 的器官组织的差

异
。

此外
,

这种方法虽能在混合组分中检测出

是否有正品药材成分的存在
,

但尚不能确定

混合成分中被检测组分的含量
。
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