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　　摘要 :　目的　了解 DNA分子标记技术在中药材品质鉴定中的应用进展。方法　检索本领域国内外相关文献资料并进行分析、

整理和总结。结果　DNA分子标记技术在该领域中得到了广泛应用。结论　DNA分子标记技术可以作为中药材品质鉴定的重要手

段。
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Abstract :　Objective　To learn about the recent advances in application of DNA molecual marking technology in quality

identification of traditional chinese medicine. Methods　Related domestic and abroad literatures were searched and reviewed in

the field. Results　DNA molecual marking technology was widely applied in the field. Conclusion　DNA molecual marking

technology was a important method in quality identification of traditional chinese medicine.
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　　我国中药材资源丰富 ,药用动植物达 1万余种[ 1 ] ,药材

来源复杂 ,品种划分混乱。许多药材外形类似 ,加工后容易

改变形态结构 ,传统的中药鉴定手段难以准确鉴别。在中药

材市场上 ,以次充好、以假乱真现象严重。保证药材纯正面

临着巨大的挑战 ,中药材品质鉴定已成为中药质量控制的首

要环节。近年来 ,不少新的技术方法被用于这一领域 ,其中

以 DNA指纹技术、DNA测序技术为代表的 DNA分子标记

技术以其准确性高、重现性好等特点尤为引人瞩目。现就其

应用状况综述如下。

1　D NA指纹图谱技术

1. 1　限制性片段长度多态性 ( restriction fragment length

polymorphism, RFLP)和扩增片段长度多态性 ( amplif ied

fragment length polymorphism , AFLP)技术

RFL P技术出现较早 ,在该领域应用也较早。1997 年 ,

Cheng等[ 2 ]采用 PCR - RFL P结合 PCR 选择性限制酶谱

(PCR - selective restriction , PCR - SR)分析白术、茅苍术和

关苍术核基因组 rDNA ITS1 ( internal transcribed spacer ,

ITS) 图谱 ,较易检定三者药材基原。1999 年 ,Ngan[ 3 ]等采

用 PCR - RFL P方法考察了 5. 8S rDNA ITS区 ,成功区分出

人参属 6种植物及其 2 种易混伪品。AFL P技术在这方面

也有应用。2000年 ,马小军等[ 4 ]对大马牙、二马牙等 5个人

参农家类型的 AFL P图谱进行研究 ,发现所有类型均有特异

条带可作为鉴别特征。同年 ,罗志勇等[ 5 ]运用这一技术 ,成

功地构建出高质量的人参、西洋参 AFL P图谱 ,发现北美西

洋参与引种到吉林的西洋参图谱之间有一定差异 ,但小于人

参与西洋参间的差异 ,说明引种的西洋参产生了一定的变

异 ,但与人参的种间差异更为显著。RFL P和 AFL P适于对

新鲜样品进行分析 ,其可靠性和稳定性较高 ,是原生物鉴定

的理想选择。但其对实验人员和设备要求较高 ,技术也稍显

复杂 ,使其成本大大增加 ,因此限制了它们的应用。

1. 2　随机扩增多态性( random amplif ied polymorphic DNA,

RAPD)

1. 2. 1　药材真伪及代用品鉴别鉴定 　2001年 ,Lay等[ 6 ]利

用 RAPD技术检测了 18个产地的山药样品 ,用 18条引物构

建了准确区分各样品的 RAPD图谱 ,结果其中的 4条引物能

鉴别开所有样品。2002 年 ,梁之桃等[ 7 ]利用 3 条引物构建

了柴胡和同属四种易混品的 RAPD图谱 ,成为鉴别这 5种植

物的良好依据 ,解决了柴胡易混品形态过于近似、传统方法

无法区分的难题。2004年 ,罗恒等[ 8 ]从 62条引物中筛选出

4条引物 ,用于海风藤与其替代品的鉴别 ,对干制品和原植

物的鉴别都获得了成功。

1. 2. 2　近缘物种鉴别　金线莲母 (金线莲)与金线莲公 (无

线金线莲)是否为同一种植物 ,一直存在争议 ,2002 年胡珊

梅等[ 9 ]运用 RAPD技术 ,对同一采集地的具有不同叶面特

征的金线莲进行了 DNA指纹鉴定 ,结果两者的 RAPD指纹

图谱具有部分共同的谱带 ,同时又有各自的特征 ,显然为两

个种。2003年 ,Zhao 等[ 10 ]利用 RAPD技术对生产中常用的

灵芝属 8个菌株的亲缘关系进行了分析 ,8个菌株被聚为紫

芝组、树舌组和灵芝组 3个组 ,发现这 8个种中不仅 3个组

之间的遗传差异较大 ,而且灵芝组内的松杉灵芝和其他 4个

种的遗传差异也较大 ,这在一定程度上解释了报道中药用成

分不一的问题。
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1. 2. 3　道地性药材鉴别　2001年 ,Um等[ 11 ]构建了来自中

国和韩国 4产地人参的 RAPD图谱 ,4产地人参相似系数在

0. 19～0. 49之间 ,较易区别。2003 年 ,党荣理等[ 12 ]对新疆

产兰麻黄、中麻黄、膜果麻黄和木贼麻黄的 RAPD图谱进行

研究 ,发现不含有效成分的膜果麻黄图谱与前三者相差最

大 ,这说明药效成分与基因图谱之间存在一定相关性 ,为该

类药材的鉴定提供了分子依据。地黄在全国多个地方引种 ,

2004年 ,周延清等[ 13 ]在对地黄 8个品种 2个品系的遗传关

系进行研究时发现 ,由 17条引物构建的图谱可以有效鉴别

各个样品 ,其中有 2条引物能单独区别 10个样品。

RAPD技术对 DNA的质量要求较低 ,允许快速、简单地

分离基因组 DNA ,可操作性很强。该技术也比 RFL P 和

AFL P简便易行 ,非常适合于近缘种、易混淆品种、珍稀品种

及中药出土标本、古化石标本等珍贵样品的鉴定。同时

RAPD多态性较强 ,可以进行相应的遗传关系分析。

2　D NA序列分析技术

2. 1　DNA测序技术

2. 1. 1　药材真伪及代用品鉴别鉴定　1999年 ,王义权等[ 14 ]

测定了中药材乌梢蛇及其混淆品 7个种共 12 件标本、原动

物标本 10个种各 1件的线粒体 Cyt - b基因序列 ,其种内差

异仅 1. 14 % ,远小于 16. 85 %的种间差异 ,认为该基因是鉴

别蛇类药材原动物的一种理想分子标记。2002 年 , Tomari

等[ 15 ]分析了 rps基因 rp116～rp114 间隔区的核苷酸序列 ,

根据序列能够将正品肉苁蓉与两种混淆品区别开。2004

年 ,金成庸等[ 16 ]对茵陈原植物茵陈蒿的代用品韩茵陈及其

同名植物白莲蒿进行鉴定 ,测定了 rDNA ITS序列 ,序列之

间的差异显示韩茵陈和白莲蒿应为两种植物 ,但三者存在密

切的亲缘关系。

2. 1. 2　近缘物种鉴别　2001年 ,徐红等[ 17 ]报道了在药品市

场上流通量大、常作为黄草药材使用的石斛属植物 13种 14

个类群的 rDNA ITS序列分析结果 ,其中石斛种间 ITS1 序

列的差异百分率平均为 20. 47 % ,ITS2序列的差异百分率平

均为 17. 67 % ,石斛各类群与外类群的差异百分率 ITS1 序

列平均为 25. 5 % ,ITS2序列平均为 27. 37 % ,这些可作为中

药黄草石斛分子鉴定的标记。2004年 ,Long[ 18 ]测定分析了

8种 24个麻黄样品的 ITS序列 ,8个种被分成 3个群体 ,分

类结果与地理关系相一致 ,显示出了地理差异性 ,同时他们

依此结果设计了一套引物用于不同产地麻黄鉴别。2006

年 , Guo等[ 19 ]比对了中国麻黄等 4 种麻黄属植物 ITS序列

和叶绿体 chlB基因序列 ,依据序列特征对市场上 4 种药材

进行了盲检 ,建立了鉴定这 4种植物的新方法。

2. 1. 3　道地性药材鉴别 　2002 年 ,刘玉萍等[ 20 ]用 PCR直

接测序法对 6个产地广霍香的 mat K基因和 18S rRNA进行

了测序研究 ,结果表明 6个样品的 mta K序列存在 47个变异

位点 ,18S rRNA存在 17个变异位点 ,并与挥发性油化学成

分进行了相关性分析 ,为广霍香物种鉴定提供了分子证据。

2003年 ,余永邦等[ 21 ]测定了 14个产地太子参的 ITS1、ITS2

序列 ,其中 4个产地的完全一样 ,其余均存在不同程度的种

内变异 ,可以作为鉴别不同产地太子参的分子依据。

2. 2　特异引物 PCR　2002年 ,唐双焱[ 22 ]测定不同产地梅花

鹿、马鹿、水鹿、白唇鹿 4个种 9个个体的线粒体 Cyt2b基因

片断序列 ,设计一对高特异性引物 ,研制成功能有效鉴定鹿

鞭的检测试剂盒 ,为分子鉴定走向产业化打开了局面。2003

年 ,Ding等[ 23 ]设计了铁皮石斛 rDNA ITS序列的一对高特

异性引物用于分析铁皮石斛及石斛属其它 37 种植物 ,发现

这 38种植物的 PCR扩增中只有铁皮石斛有产物生成 ,并且

该引物扩增效率较高。伊贝母是常用中药 ,另有 8种贝母也

做药用 ,2005年 ,Wang等[ 24 ]基于 rDNA ITS序列设计一对

引物用于鉴定伊贝母 ,结果其它 8种无扩增产物生成 ,且实

验中 PCR循环程序仅需两步。

DNA测序技术考查的对象是 DNA 片段 ,该技术对

DNA完整性的要求不高 ,序列测定结果直观可靠 ,效率极

高。可以对混和样品进行鉴定 ,克服了其它方法无法对药品

掺假进行鉴定的缺点 ,能够对复方制剂进行鉴别。但成本

高 ,需要序列数据库的支持。以序列测定为基础的特异引物

PCR是一种真正的快速检测方法 ,有望成为生产第一线的

技术手段。

3　评价与展望

中药材 90 %以上为生物体或其一部分 ,中药材的鉴定

最终是对其生物学本质进行鉴定 ,寻找有效的鉴定方法是实

现中药现代化的迫切任务。DNA分子标记技术以其特异性

强、稳定性好 ,结果直观、可靠 ,便于进一步分析等优势在该

领域取得了可喜的成绩。同时也存在不少问题 :方法不够完

善 ,资料不丰富 ,需专门仪器和专业人员 ,成本偏高 ,已涉及

的中药品种和研究人员不够广泛 ,无法有效推广到生产第一

线。克服以上问题是 DNA分子标记及时有效应用到生产实

践的关键所在。

今后研究的重点应关注以下问题 :推动 DNA分子标记

技术对更多中药品种进行鉴定 ,比较各种方法的特点和适用

范围 ;将更多的 DNA分子标记技术应用到该领域 ;开发简便

易行的新方法 ;降低成本提高效率。DNA分子标记技术本

身在不断的发展 ,在中药品质鉴定中的应用研究会越来越

多。用于中药鉴定系统可靠、成本低廉的 DNA分子标记专

门技术正在开发之中。相信它将与传统鉴定方法并存发展 ,

共同阐明中药材真伪优劣 ,科学评价中药材质量 ,成为中药

材鉴定的有力工具 ,共同推进中药现代化进程。
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