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摘　要: 目的　探讨正品柴胡与同属近似种包括柴胡 Bupleurum chinense、狭叶柴胡 B . scorzonerifolium、竹叶柴胡

B . marginatum、小叶黑柴胡 B . smithii va r. parv ifolium、大叶柴胡 B . longiradiatum 5种柴胡属植物鉴定的分子

证据。 方法　 C TAB法提取柴胡属原植物总 DN A,以随机引物进行非特异扩增。 结果　用随机引物 O PA-1 ( 5’ -

C AGGCCCTTC-3’ ) , OPD-8( 5’ -GTGTGCCCC A-3’ )和 OPD-11( 5’ -AGCGCCATTG-3’ )能有效地鉴定这 5种柴

胡属植物。 结论　 RAPD法可准确鉴定正品柴胡及其近似种。
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Abstract: Object　 To define the molecular characters of di fferentia ting Bupleurum chinense DC. , B .

scorzonerifolium Willd. f rom their allied species B . marginatum Wall. ex DC. , B. sm ithi i Wolf f v ar.

parv ifol ium Shan et Y. Li. and B. longiradiatum Turo z. Methods　 General DN A was isolated f rom fresh

leaves of Bupleurum L. species by CT AB. The random amplified po lymo rphic DN A ( RAPD) was used to

identi fy them. Results　 Five Bupleurum L. species can be identi fied by primer OPA-1( 5 '-CAGGCCCTTC-

3 ') , OPD-8 ( 5 '-GTGTGCCCCA-3 ') , O PD-11 ( 5 '-AGCGCCAT TG-3 ') . Conclusion 　 The method of

RAPD can be used to identi fy the Bupleurum L. species and its a llied species.
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　　柴胡属 (Bupleurum L. )植物主要分布在北半

球的亚热带地区 ,我国有 36种 , 17变种 , 7变型 ,主

要产于西南、西北和东北地区
[1 ]
。 《中华人民共和国

药典》 ( 2000年版 )收载了柴胡 Bupleurum chinense

DC.和狭叶柴胡 B . scorzonerifol ium Willd. 2种 ,

但柴胡属多种植物历来在不同地区、不同程度地被

药用 ,存在着种类混乱、质量下降的问题。 潘胜利等

人曾对 19种 (变种 )、 1变型柴胡的性状及 16种 (变

种 )柴胡的根组织横切面及粉末特征进行观察 ,发现

柴胡属植物根的外观性状、横切面及粉末特征均区

别较小
[2 ]

,本研究利用 RAPD技术对正品柴胡及其

混淆品竹叶柴胡 B. marginatum Wall. ex DC.、小

叶黑柴胡 B . smi thi i Wolf f v ar. parv ifolium Shan

et Y. Li.、大叶柴胡 B . longiradiatum Turo z.进行

分子水平鉴定 ,为中药柴胡类药材的分子鉴定提供

依据 ,同时探讨了这 5种植物之间的亲缘关系。

1　材料与方法

1. 1　供试材料:野外采样栽种于南京中山植物园后

取叶供实验 (表 1)。所有样品均经江苏省中国科学

院植物研究所王年鹤研究员鉴定。
表 1　实验材料及来源

编号 样品 学名 产地

1 北柴胡 B upleurum chinense DC. 陕西

2 北柴胡 B . ch inense 河北

3 竹叶柴胡 B . margina tum Wall. ex DC 陕西丹凤

4 大叶柴胡 B . lon gira diatum Turoz 河南信阳

5 小叶黑柴胡
B . smith ii Wolf f var. pa rvifol ium

Shan et Y. Li.
甘肃兰州

6 狭叶柴胡 B . scorzoner ifolium Willd. 江苏句容

1. 2　仪器与试剂: 温热混匀仪 ( Eppendo rf Therm-

omixer Com fo rt , Germany )、 PCR仪 ( Eppendo rf

Mastercycler Gradient , Germany )、电泳仪 ( DYY-

Ⅲ型电泳仪 ,北京六一仪器厂 )、凝胶成像系统 (上海

四星生物技术公司 )、离心机 ( Eppendorf Cen-
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trifug e5417R, Germany )、 CT AB (上海 Sangon公

司 )、 Tris(南京格瑞生物技术公司 )、 TaqDN A聚合

酶 (上海 Sangon公司 )、随机扩增引物 (上海 Sangon

公司 )、 M arker (上海 Sangon公司 100 bp DN A

Ladder Plus)、琼脂糖 (上海 Sangon公司 )、溴乙锭

( EB)。

1. 3　随机引物: 根据实验室具有的 RAPD引物筛

选出 3个有效的随机引物 (表 2)。
表 2　 3个有效引物及其扩增情况

引物名称 序列 ( 5’ -3’ ) 平态性片段 多态性片段 总片段

OPA-1 C AGGCCC T TC 1 17 18

OPD-8 GT GTGCCCC A 1 18 19

OPD-11 AGCGC CAT TG 1 16 17

合计 3 51 54

1. 4　 DN A提取: 参照 Rogers [3 ]的方法并稍加改

进。每个供试材料至少从 3个不同的个体上取新鲜

叶约 200 mg ,用 dd H2O冲洗干净 ,吸去水分 ,剪成

小片在液氮中研碎 ,转入 1. 5 mL离心管中 ,加入 65

℃预热的 2× CT AB提取液 ( 2% CTAB, Tris-HCl,

pH8. 0, 20 mmo l EDT A, p H8. 0, 1. 4 mo l /L NaCl)

1 mL,轻轻混匀 ,置温热混匀仪于 65℃ , 300 r /min

下保温 2 h,其间多次轻轻上下颠倒离心管使 DN A

提取充分。 室温下 8 000 r /min离心 5 min,取上清

液转移至另一离心管中 ,加入氯仿 -异戊醇 ( 24∶ 1)

萃取液 ,轻轻颠倒均匀 , 4℃ , 1 000 r /min下离心 10

min,小心吸取上清液 ,自“加入氯仿 -异戊醇……”

起 ,酌情重复此步骤 ,直至两相间无沉淀物。吸取上

清液 ,加 0. 7体积异丙醇沉淀 DN A,于- 20℃放置

1～ 2 h, 4℃ , 1 200 r /min离心 10 min,弃去液体 ,在

沉淀物中加入 500μL 70%乙醇 ,用枪头吸吐乙醇洗

起沉淀 , 4℃ , 8 000 r /min离心 5 min,倒出上清液 ,

重复一次。 将离心管沉淀物置温热混匀仪 , 30℃烘

干 ,加入 50μL dd H2 O溶解 ,取 8μL点样 ,经琼脂糖

凝胶电泳检查后 , - 20℃保存备用。

1. 5　 RAPD分析:扩增反应在 20μL的体系中进

行 ,其中含有 10× buffer缓冲液 (无 Mg
2+ ) 2μL、

dN TP( 2. 5μmol /L ) 1. 5μL、 MgCl2 ( 25 mmol /750

μL) 1. 8μL、扩增引物 ( 4μmol /L) 1μL、模板 10～

100 ng、 Taq酶 0. 2μL、加重蒸水补足 20μL。

PCR反应程序:经 95℃预变性 5 min,然后 95

℃变性 50 s, 34℃复性 45 s, 72℃延伸 1 min,完成

35个循环后 , 72℃ 7 min补齐。扩增产物 20μL加

适量载样缓冲液 ,经 2%琼脂糖凝胶电泳 , EB染色

检查。

电泳图谱中的每一条带 ( DN A片段 )均为一个

分子标记 ,并代表一个引物结合位点 ,根据各分子标

记的迁移率及其有或无 ,统计得所有位点的二元数

据:有带 (显性 )、弱带或强带均计为 1,无带 (隐带 )

计为 0,采用 SPSS10. 1软件对所得二元数据进行统

计分析。

2　结果与分析

2. 1　 DN A扩增结果:从实验室具有随机引物中筛

选出对所有试验材料扩增产物具有重复性好、多态

性明显的有效引物 3个 ,分别为 OPA-1、 O PD-8、

O PD-11(图 1)。 3个有效引物共扩增 54个 DN A片

段 ,平均每个引物扩增 18个 DN A片段 , 54个片段

中公共片段 3个 ,显示多态性片段 51个 ,占 94. 4%

(表 2)。 扩增结果显示用 OPA-1、 O PD-8、 O PD-11

作随机扩增引物可以将北柴胡、狭叶柴胡、大叶柴

胡、竹叶柴胡、小叶黑柴胡 5种柴胡属植物完全区分

开 ,同时表明柴胡属植物种间遗传背景的复杂性和

它们之间的共同性。

OPD-11　　　　　　 OPD-8　　　　　　 OPA-1

M-Mark er　　 1～ 6代表样品编号

图 1　 RAPD指纹图谱

2. 2　数据分析:通过对 RAPD扩增片段进行 0, 1

型数据化后 ,依据 54个 DN A片段的有无 ,采用

SPSS10. 1软件 (采用类间平均链锁法 )对所得二元

数据进行统计分析 ,建立种系发生图 (图 2)。由图可

见 ,北柴胡的两个居群先聚在一起 ,然后与竹叶柴

胡、小叶黑柴胡、狭叶柴胡聚在一起 ,最后与大叶柴

胡聚在一起 ,说明种内的遗传变异比种间遗传变异

小 ,北柴胡与竹叶柴胡、狭叶柴胡、小叶黑柴胡的亲

缘关系较近 ,而大叶柴胡与其他种的亲缘关系较远。

图 2　 RAPD分析种系发生图

3　讨论

　　柴胡为传统中药 ,其有效成分为柴胡皂苷 a , d,
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有抗炎、保肝、降低血中胆固醇等药理活性 ,市场用

量较大 ,商品原植物种类多 ,其中竹叶柴胡、小叶黑

柴胡、大叶柴胡在地方上均有使用 ,但据报道小叶黑

柴胡的乙醚提取物、大叶柴胡有一定毒性 ,不宜药

用
[4 ]
。 本文利用 RAPD法能有效地鉴别这几种植

物 ,为柴胡属植物的鉴定提供依据。

植物分类学者对柴胡属属内的分类原则 ,一些

种的归属问题一直存在争议 ,舒璞等人运用数量分

类学对柴胡属植物的分类进行了研究 ,提出中国柴

胡属的分类系统 ,将大叶柴胡单独列为一个亚属 ,命

名为大叶柴胡亚属〔 Subgen. Longifolia ( Wo lff )

Yuan〕其他柴胡属植物则置于另一个亚属 ,真柴胡

亚属〔Subgen. Eubupleura ( Briq. ) Yuan〕
[5 ] ,本文结

果亦显示大叶柴胡与北柴胡、狭叶柴胡、竹叶柴胡、

小叶黑柴胡 4种柴胡属植物的亲缘关系较远 ,故支

持该分类。

RAPD方法在扩增反应时要求的复性温度低 ,

特异性不高 ,容易受到多种因素的影响 ,但只要保持

同一反应体系和同一扩增程序 ,重复性良好 ,是一种

较为有效的鉴定方法。
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不同海拔高度与不同株龄和月份对黄连质量和产量的影响
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摘　要: 目的　分析不同海拔高度黄连的质量和产量随株龄和月份的变化规律。 方法　采用烘干称重法和比色法
分别测定不同海拔高度下不同龄期和月份的黄连根状茎重量和小檗碱含量。结果　生长在低海拔地区的黄连产量

和质量高于高海拔地区 ;黄连根状茎重量在第 5年达到最大 ,而小檗碱含量在第 6年达到最高 ; 7月份是黄连根状

茎重量和小檗碱含量在一年中最高的月份。 结论　研究结果可为黄连生产和最佳收获期的确立提供科学依据。

关键词: 海拔高度 ;黄连 ;产量 ;质量
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Effect on quality and yield of Coptis chinensis with its different age

and month at different altitude
ZHAO Guang-qi1 , DU Zeng-ping2

( 1. Institute of Life Science, No r thw est Univ ersity, Xi 'an 710069, China; 2. Bao ji Schoo l o f TCM , Bao ji 721004, China)

Abstract: Object　 To study the regulari ty o f changes on quali ty and yield of Coptis chinensis Franch.

w ith i t s di fferent age and month at dif ferent al titude. Methods　Weigh ting by stoving and colo rimetric

analysis w ere used to determine the content o f berberine and the w eigh t of C. chinensis in dif ferent ag e and

month at dif ferent alti tude. Results　 The yield and quali ty of C. chinensis g row n in low al titude region are

bet ter than that in high al titude region; the w igh t of C . chinensis in fiv e years old is the bigg est. The con-

tent o f berberine of C. chinensis in six y ears old is the highest. And the w eight and berberine content of C .

chinensis in July is the highest in one year. Conclusion　 Resul ts o f the study may provide references fo r

C . chinensis production and the selection o f the best harvest period.

Key words: al titude; Coptis chinensis Franch. ; yield; quali ty

　　黄连 Coptis chinensis Franch.为毛茛科多年生 常绿草本植物 ,其药用部位为根状茎 ,主要药用成分
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