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中药现代化论坛

一种中药鉴定gDNA芯片的制备与展望

李同祥1’2，王进科1，王小兰1’2，陆祖宏¨

(1．东南大学教育部分子与生物分子电子学重点实验室，江苏南京210096；2．甘肃广播电视大学，甘肃兰州 730030)

摘要：中药鉴定是中药质量控制系统的首要环节，中药鉴定技术的不断发展提高了药材品质评价水平。至今，中

药鉴定技术经历着从传统生药鉴定学的细胞和亚细胞水平向遗传物质DNA分子水平发展的历程，运用DNA芯片

技术进行中药鉴定成为中药鉴定发展的方向之一。介绍了筛选gDNA种特异性探针的抑制性差减微阵列“SSH—ar．

ray”新技术，该技术是将抑制性差减杂交与基于尼龙膜微阵列杂交相结合。以名贵中药材石斛5个品种作为实验材

料，首先是用抑制性差减杂交获得2个品种之间的gDNA差异片段，然后用这些gDNA差异片段与由所有研究品

种的gDNA制备成的微阵列杂交筛选到某一个品种的种特异性gDNA片段。这些种特异性gDNA探针作为种特

异性探针进行物种鉴定。在此基础上建立中药鉴定gDNA芯片的方法并对其应用进行了展望探讨。
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Preparation and prospect of gDNA microarray for species

identificatiOn of Chinese materia medica
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Abstract：The identification of traditional Chinese herbs(TCH)is very important in the quality con—

trol system of TCH．The development of the TCH identification techniques has improved the quality evalu—

ation level of TCH．By SO far．the TCH identification techniques have been developed from traditional

pharmacognostic identification methods based on cell and sub—cell to genetic DNA(gDNA)level．It is a

tendency to use DNA microarray to identify the species of TCH in recent years．In this review，a new

method called suppression subtraction hybridization and DNA array(SSH—array)was introduced，which

combined the SSH technique with microarray hybridization based on nylon film．Five plants from Dendro—

bium Sw．were used as experimental materials．Firstly the differential gDNA fragments between two

species by SSH—array were obtained and then the diferential gDNA fragments with the microarrays made

up of multiple whole genomes from several species were hybridized to screen the uniqued gDNA fragments

for one species．The screened unique gDNA fragment can be used as species—specific probes for identifying

the species．Based on the method，a procedure for species identification of TCH was established with

gDNA microarray and its applied prospects were discussed．

Key words：identification of traditional Chinese herbs；species—specific DNA probes；gDNA microarray

我国药材资源丰富，但目前使用的药材来源复

杂，时有互混、互代、以假充真现象存在，严重影响中

药使用安全有效和中药质量水平，因此，对各种药材

进行快速、准确、高通量鉴定十分重要。然而，传统的

鉴定方法主要是基于形态学叭2|、解剖学‘33和化学成

分分析‘43的方法，这些方法易受到环境及发育条件的

影响。为了克服传统的鉴定方法的不足，许多以遗传

物质为基础的分子生物学方法成功地应用于物种的

鉴定，如ribotyping‘5’引、随机扩增多态性DNA(ran—

dom amplified polymorphic DNA，RAPD)‘7'8|、
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16S一23S间隔转录区PCR扩增(PCR amplification

of the internal transcribed spacer 1 6S 23S，ITS

16S一23S PCR)[9]、ITS—PCR—RFLPl”]、特异鉴别

PCR(PCR—specific identification)[11 1和mip基因测

序(mip gene sequencing)[1⋯。这些方法为基于基因

组序列的物种鉴定提供了可能的工具。但是这些方法

检测过程烦琐或结果的不稳定一s3使它们没有成为常

规和可靠的物种鉴定方法。

DNA芯片技术的出现为高通量中药鉴定提供

了良好的发展前景。虽然DNA芯片技术已广泛应

用于DNA测序(sequencing by hybridization，

SBH)、单核苷酸多态性(single nucleotide polymor～

phisms，SNPs)分析、基因表达分析、基因诊断、药

物筛选、物种鉴定等各个方面，但在中药鉴定方面，

有限的种特异性探针数量及鉴定的准确性成为应用

基于探针的DNA芯片技术进行高通量中药鉴定的

瓶颈。为此笔者提出了两种可能的方法以促进生物

芯片的中药鉴定，一是在整个基因组寻找可用于中

药鉴定的大量种特异性探针，另一是使用多重特异

性探针进行物种鉴定。本文就抑制性差减微阵列

(suppression subtraction hybridization and array，

SSH—array)技术[1 3]进行大量的种特异性探针筛选

和中药鉴定gDNA芯片的制备技术流程作一介绍，

同时对其应用的前景进行了展望。

1“SSH—array”技术的大量种特异性探针筛选

1．1 差异片段的制备：差异片段的制备是按照抑制

差减杂交方法[143进行。利用链内退火优于链间退

火，且比链间退火更稳定，从而使非目的序列片段两

端反向重复序列在退火时产生类似于“锅柄”的结

构，无法与引物配对，选择性地抑制了非目的片段的

扩增而使目的片段大量的扩增富集。抑制性差减杂

交与差异片段的富集见图1。

首先，用CTAB法提取各石斛品种基因组

DNA，用识别4个碱基的Rsa I酶酶切，酶切产物为

平头末端，理论上每256个碱基就有一个酶切位点，

其酶切片段大小在150～500 bp，主条带区在250

bp。再次，设计合成一对用于套组PCR的接头l

(Adaptor 1) (5’一CTAATACGACTCACTAT～

AGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT一37)和

接头2(Adaptor 2)(5，_CTAATACGACTCACT～

ATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT一3’)，

引物 1(Primer 1)(5 7一CTAATACGACT～

CACTATAGGGC一3’)和一对套组PCR引物1

(Nested PCR Primer】)(5
7

TCGAGCGGCCGC～
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图l抑制性差减杂交与差异DNA片段的富集图

Fig．1 Schema of SSH and differential DNA

fragments enrichment

CCGGGCAGGT一37)和套组PCR引物2(Nested

PCR Primer 2)(57一AGCGTGGTCGCGGCCGAG—

GT 3’)。然后进行两次差减杂交和两次PCR扩增。

1．1．1两次差减杂交：第1次差减杂交时，用过量

的驱赶者(Driver)加入到分别连接了Adaptor 1和

Adaptor 2的试验者(Tester)(即Adaptor 1-Tester

和Adaptor 2-Tester)中加热变性后分别退火杂交，

则Tester和Driver中相同的片段形成双链，而留下

各自有差别的片段。第2次差减杂交时，将第1次杂

交后的产物混合，再加入新制备的变性的Driver，再

次退火杂交。在Tester和Driver样本之间所存在的

那些有差异的片段进一步得到富集。

1．1．2 两次PCR扩增：差减杂交产物需经2次

PCR才能有效地扩增差异片段。首先用Primer 1进

行第1次扩增，再用Nested PCR Primer 1和Nest—

ed PCR Primer 2进行第2次扩增。在PCR反应中，
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只有(e)类DNA片段能以指数级扩增。而其他形

式，如(a)、(d)类无引物结合点，不能扩增，(b)类两

端均为同一接头，链内退火优于链间退火。因此，在

链内形成互补结构(发夹或锅柄结构)的可能性和稳

定性均大于引物与其配对结合的可能性和稳定性。

故不能被扩增。使得目标DNA片段(e)得到大量的

富集(图1)。

1．2差异片段的克隆：用差减PCR产物建立一个

标准的10肛L连接反应体系(10×T4 ligation buffer

1弘L，T—vector 1弘L，差减PCR产物7弘L，T4DNA

ligase 1肛L)，在16℃连接过夜。连接物转化大肠杆

菌，挑取白色重组子克隆，挑取的克隆转入含有LB

培养基的96孑L培养板中，在37℃和200～250 r／

min条件下振荡培养过夜。

1．3差异克隆的标记：取0．5弘L培养饱和菌液加

入到反应体积为50 uL／孑L的96微孔板中(1 vmol／

L DIG—Nested PCR Primer 1、1／umol／L Nested

PCR Primer 2、0．1 U／p．L Taq Polymerase、200

timol／L dNTPs)扩增标记差减克隆，这里采用

Nested PCR Primer 1和Nested PCR Primer 2代

替T—vector的正反引物来扩增重组克隆，大大的提

高了阳性克隆率，阳性克隆率最低78．1％，最高

84．6％，阳性克隆率平均达到82．3％。差减杂交组

合及阳性克隆率见表1[1 3|。

表1抑制性差减杂交阳性克隆率

Table 1 Positive clones ratios of SSH

品种差减克隆Tester咖r阳性魅≮嚣
铁皮石斛 192 铁皮石斛迭鞘石斛 161 83．8

金钗石斛 192 金钗石斛迭鞘石斛 166 86．4

鼓槌石斛 192 鼓槌石斛流苏石斛 158 82．3

亟莶互型 !!! 堕莶互型堡鏖互型 !!! !!：1

1．4 gDNA微阵列的制备：通过SSH只能获得不

同种两两之间差异克隆，而不能获得某一品种的特

异性片段。为了筛选到某一品种的特异性探针，将提

取的5种石斛，即迭鞘石斛、铁皮石斛、金钗石斛、鼓

槌石斛、流苏石斛的gDNA，用Rsa I酶切后，加入

变性液(0．5 mol／L NaOH，1．5 mol／L NaCl)变性，

点佯并固定在尼龙膜上制备成gDNA微阵列用于

杂交筛选。

1．5 地高辛(DIG)标记的差减克隆与gDNA微阵

列的杂交筛选：DIG标记的差减克隆在98。C变性，

变性后的克隆和经60℃预杂交的含有gDNA微阵

列的尼龙膜在62℃杂交过夜。经适当浓度的SSC

(氯化钠／柠檬酸钠)、SDS(十二烷基硫酸钠)溶液洗

涤，进行免疫学检测，那些只与它所代表品种的

gDNA杂交而不与其他4种石斛gDNA杂交的差

异克隆即为该品种的种特异性探针。5对杂交组合

中种特异性探针的阳性探针筛选率最低7．9％，最

高14．6％，平均达到12．1％(表2)[1引，具有较高的

筛选效率。用筛选到的其中两个探针进行了石斛样

本的鉴定，分别来自于铁皮石斛和鼓槌石斛的两个

特异性探针均能准确检测出它们的靶目标。

表2种特异性探针的筛选率

Table 2 Screening ratios of species—specific probe

2 中药鉴定gDNA芯片制备主要技术流程

以尼龙膜为支持材料，建立了中药鉴定gDNA

芯片主要技术流程(图2)。

2．1大量的种特异性探针筛选：寻找、筛选中药的

种特异性DNA序列即探针是DNA芯片技术能否

成功应用于中药鉴定的关键。要实现DNA芯片技

术鉴定中药，必须获得大量的种质特异性探针，在此

基础上才能开展DNA芯片中药鉴定。如前所述，以

迭鞘石斛、铁皮石斛、金钗石斛、鼓槌石斛、流苏石斛

为实验材料，以尼龙膜为支持材料，用“SSH—array”

技术成功筛选到了一定数量的种质特异性探针。

2．2种质特异性探针制备gDNA芯片(gDNA微

阵列)：使用人工或标准机器点样仪将获得的种特异

性探针点样在尼龙膜上，98℃烘烤20 min将其固

定在膜上，可使用未纯化的PCR产物探针点样，其

点样过程比点样到其他固相支持物表面更简单。

2．3待鉴样品DNA的提取、扩增及标记：待鉴样

品DNA的提取与进行种质特异性探针筛选时方法

相同。gDNA用Rsa I酶切后，连接接头3(Adaptor

3) (57一AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAA一

3‘)，用DIG标记的引物3(DIG—primer 3)(5’一AGG—

CAACTGTGCTATCCGAGGGAA一3 7)扩增标记，

其标记的PCR产物直接用于杂交鉴定。

2．4检测样品DNA与芯片杂交：杂交过程与DIG

标记的差异克隆与gDNA微阵列的杂交筛选一样，

DIG标记的检测样品DNA在98℃变性，变性后和

经60℃预杂交的含有gDNA种特异性探针微阵列
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图2 中药鉴定gDNA芯片制备主要技术流程

Fig．2 Procedure for preparation of gDNA microarray

for species identification of TCH

的尼龙膜在62℃适度杂交。经适当浓度的SSC、

SDS溶液洗涤，进行免疫学检测。与膜上gDNA种

特异性探针微阵列杂交的检测样品DNA用剥离液

剥离后，膜阵列可以重复使用4～5次。

2．5结果检测与分析：待鉴样品DNA与gDNA微

阵列杂交后，经化学发光或荧光扫描检测得到杂交

结果，对结果进行分析，确定物种属性。

3“SSH—array”gDNA阵列技术的特点与中药鉴

定gDNA芯片的应用展望

3．1 方便的可操作性：不论是标记的差异克隆与膜

微阵列杂交筛选种特异性探针，还是待鉴样品DNA

和膜微阵列杂交鉴定，杂交和洗膜在高严紧条件下

进行以抑制非特异性杂交，最大限度的降低背景干

扰。可用未纯化探针或标记的待鉴样品PCR产物进

行点样和杂交。微阵列可重复杂交3～5次，相对成

本较低，一般要求较低专业化和成本的仪器及试剂，

在一般条件下的实验室就可开展工作。

3．2可靠的探针载体：种特异性探针是在整个基因

组水平上筛选，gDNA的信息量大，存在大量的不同

分子标记区，且不受外界因素和生物发育阶段及器

官组织差异的影响，每一个体的任一体细胞均含相

同的遗传信息，为在基因组水平上寻找获得种质特

异性探针提供了技术保证。

3．3 中药物种的有效鉴定：筛选到的大量的种特异

性探针在大肠杆菌中进行克隆繁殖，可点样于玻片

或尼龙膜上制备成低成本、高通量鉴别多种中药材

物种及真伪的中药材种质鉴定gDNA芯片，可解决

一些同属多来源的植物药(如贝母类)、动物药(如蛇

类、龟板鳖甲类)和一些贵重中药(如麝香类、燕窝

类)及其伪品等的鉴定问题，对中药的安全用药和质

量控制，促进中药现代化具有重要的意义。

3．4 中药材种间、真伪鉴别系统基因库标准基因图

谱建立：如果以此获得的大量种特异性探针为基础，

可对中药的基因组特征进行全面研究，为探索中药

的遗传进化和生物学分类提供大量的信息资源，从

而建立中药材种间、真伪鉴别的系统基因库标准基

因图谱。

3．5道地药材的鉴别：道地药材的产生除了与药材

特定的生长环境和特殊的采收加工技术有关外，还

与该道地药材产区内这一物种的地方种群或居群中

遗传上的特殊性有关，找出道地药材的特异性

gDNA序列，建立特定的杂交图谱，即可区分道地药

材与非道地药材。并且可通过对获得的大量探针的

(下转第992页)

僵雾
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石油醚脱脂，然后用醋酸乙酯萃取，回收溶剂得浸膏

115 g，经硅胶柱色谱分离，以环己烷一醋酸乙酯、氯

仿一甲醇系统梯度洗脱，得到化合物I～Ⅵ。

3结构鉴定

p香树脂醇(I)：白色针晶(甲醇)，mp 194～

196℃。MS(m／z)：426(M+)，411，247，218(100)，

203，189，135，121，69，57。IR％KB；r cm～：3 232，1 628，

1 606，1 512，1 450，1 281，1 229，1 067。其1H—NMR

及13C—NMR数据与文献报道一致口]。

齐墩果酸(Ⅱ)：白色针晶(甲醇)，mp>300℃。

MS(m／z)：456(M+)，438，423，395，248(100)，

233，208，190，133。IR蠖B。。r cm：3 360，2 940，l 695，

1 460，1 375，1 310，1 265，1 225，1 030，990。与齐墩

果酸对照品TLC、IR、MS一致。

5一去甲基橘黄素(Ⅲ)：浅黄针晶(甲醇)，mp

145～146℃。MS(m／z)：388(M+)，387，373(100)，

359，345，211，183，162，147，137。IR燃cm～：
3 440，1 655，1 560，1 340，1 280，1 100，1 050。其

1H—NMR及”C—NMR数据与文献报道一致[6]。

百里香素(1V)：浅黄针晶(甲醇)，mp 221～222

℃。MS(m／z)：360(M+)，345(100)，197，169，151，

148。IR艘cm～：3 430，2 846，1 660，1 598，1 584，

1 380，1 285，840。其1H—NMR及13C—NMR数据与文

献报道一致[7]。

p谷甾醇(V)：无色片晶，mp 139～140℃，与

对照品TLC、IR一致。

胡萝b苷(vi)：白色粉末，mp 280 285℃，与

对照品TLC、IR一致。
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综合分析研究，为由于遗传上的差异性造成的道地

药材和非道地药材质量差异的研究、以及优质中药

材种质的筛选和育种栽培研究提供信息资源。

3。6 复方制剂中单味药材的检出：中药复方制剂中

单味药材的检出，用传统的鉴别方法时常难以奏效，

如果获得大量的不同药材的特异性DNA探针，便

可以此为基础制备出高通量中草药gDNA芯片即

可达到鉴别的目的。

致谢：中国药科大学李萍教授对该项工作给予
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