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R186;6Ŷ)P*$#+,.31$’&1&636% "//%% "0"+#! )+"*)+%$

)#%* !D52218[1;] lD$kU58Y6Y5Y6_1X6N] 5NN1NN418YZ<X18_6X<8418Y52

58@ <;;UQ5Y6<852W152YW)‘*$-W12N15! J1_6N% "//+$

)#0* !-5<D% VWU D% P65T% &7+%"D15_̂ 41Y52N68 Z<<@ ;X<QN58@

YW15NN<;65Y1@ Q<Y18Y652Z<X;<4[681@ W152YW X6N] @U1Y<68Y1X5;*

Y6<8N[1Y7118 41Y52N)P*$CJ-W.$%A36ZK66&66% #&&/% "%"+#!

%&&*%""$

)#/* !VWU ‘% P658RT% -U6F% &7+%"?1Y1X4685Y6<8 <ZYW1W15_̂41Y*

5221_12N68 )+1+21$7$’316&1’ 58@ YW164Q26;5Y6<8NZ<XWU458

W152YW X6N] 5NN1NN418Y)P*$CJ-W.$%A36ZK66&66% #&"’% #"

")#! "#"0*"##/$

?B6提取 X 种中药材方法的筛选

马敏敏"!#! !何!芳+ s! !杨志刚’! !蒋!丹)! !仵!缘"!#! !黄耀江"!#!

""$中央民族大学生命与环境科学学院! 北京 "&&&0"# #$北京市食品环境与健康工程技术研究中心! 北
京 "&&&0"# +$内蒙古兴安盟医学会! 内蒙古 乌兰浩特 "+%’&&# ’$内蒙古包钢稀土 %集团& 高科技股份
有限公司! 内蒙古 包头 &"’&&&# )$辽宁出入境检验检疫局! 辽宁 大连 ""(&&"$

收稿日期! #&"(*&(*#)

基金项目! 教育部新世纪优秀人才项目 "C-3.*""*&0’##( 中央民族大学学术团队建设项目 "#&")‘?.?#)-% #&")‘?.?"+-#( 筹推

进一流大学和一流学科建设经费 ""&+&"*&")&#&&(&’#

作者简介! 马敏敏 ""//#$#% 女 "回族#% 硕士生% 研究方向为生物化学与分子生物学& .12! "00""+&+/()% 3*4562! 44/#"%:

"(+$;<4

s共同第一作者! 何!芳 ""/%"$#% 女% 副主任医师% 研究方向为环境健康& .12! ")/&’0#&)((% 3*4562! )#/"(000/:==$;<4

!通信作者! 黄耀江 ""/%#$#% 男% 博士% 教授% 研究方向为生物化学与分子生物学’ 食品安全与环境健康& 3*4562! 5̂<9658RW:W<Y*

4562$;<4

摘要# 目的!筛选龙胆V&173+1+ 6.+D,+ FU8R1’ 锁阳#/1$-$,3J-6$1’+,3.J-KUQX’ 天花粉U,3.*$6+17*&6Z3,3%$]33‘5\64$’

菟丝子#J6.J7+ .*31&1636J54$的 ?CE提取方法& 方法!通过试剂盒法’ >?> 法’ 高盐低 QD法’ -.EF法以及改良
GaG法% 对 ’ 种中药材?CE进行提取& 紫外分光光度’ 琼脂糖凝胶电泳和G-K扩增进行检测% >G>>#&L& 软件进行统
计学分析& 结果!改良GaG法所得 ’ 种中药材?CE的得率均较高& >?>法和改良GaG法提取的?CE条带较清晰% 高
盐低 QD法提取者呈弥散状态% 试剂盒法和-.EF法提取者几乎看不到条带& 试剂盒法和改良GaG法提取的?CE可完
全扩增I.># 和 QN[E*YX8D序列% 而其他 + 种方法未能完全扩增& 结论!改良GaG法高效简单% 最适合提取这 ’ 种中药
材?CE&

关键词! 龙胆( 锁阳( 天花粉( 菟丝子( ?CE提取
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68 YW1?CE1\YX5;Y1@ [ ]̂6Y58@ -.EF41YW<@N$.W1?CE1\YX5;Y1@ [ ]̂6Y58@ 4<@6Z61@ GaG41YW<@N;<U2@ ;<4*
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!!随着中药事业的不断发展% 对药用植物的需求
量越来越大% 但由于利益驱动和资源枯竭的双重影
响% 药材市场上假药肆虐% 伪品代替真品)"* & 药
材使用不正确时易对人体健康造成严重威胁% 危害
消费者的利益以及正常进出口贸易% 故对药材真伪
的鉴别将成为提高其质量和保障进出口的重要
课题&

传统的中药材鉴定方法有性状鉴定’ 显微鉴
定’ 理化分析鉴定等% 在相关质量研究中发挥了重
要作用)#* % 但大部分中药材后期加工成粉末或饮
片后% 传统方法将难以鉴别% 存在一定局限性)+* &
分子生物学方法对基因组序列差异进行比较研究%
可为中药材得分类和鉴定提供本质依据% 其中
?CE条形码是分子生物学鉴定的最新发展% 能快
速准确地识别和鉴定物种& #&&/ 年% 陈士林等通
过对 ( &&& 份药用植物样本进行 ?CE条形码序列
筛选% 建立了以I.># 为核心% QN[E*YX8D为补充序
列的药用植物条形码鉴定体系)’*0* &

物种鉴定过程以 I.>#’ QN[E*YX8D等为备选条
码基因% 提取样品 ?CE后% 经过 G-K扩增测序%
根据序列分析结果对样品进行物种鉴定% 筛选合适
的条码基因)/*"+* % 这两段序列的扩增可有效的反映
所提取?CE的质量& 此外% 其作为备选条码基因%
对于本实验所选的 ’ 种中药材都具有物种特异性和
通用性& 本研究未采用文献中的通用引物% 主要将
重点放在?CE条形码鉴定中引物的特异性% 在后
续特异性引物对中药材的鉴定中具有重要意义&

?CE提取是开展中药材 ?CE分子鉴定的首要
环节% 但市售中药材不同于幼嫩新鲜的材料% 其经
过复杂的加工及贮藏运输过程后 ?CE降解严重%
故对其完整提取最为关键& 本实验选取清热泻火中

药龙胆和天花粉% 以及补肾益精中药锁阳和菟丝子
作为实验对象% 其分别以根’ 茎’ 种子等不同部位
入药% 均质地较硬% 而且富含较多的多糖’ 酚类等
物质% 可较好地代表炮制和成分都较为复杂的中药
材% 然后通过试剂盒法’ >?> 法’ 高盐低 QD法’
-.EF法以及改良 GaG法以筛选最佳 ?CE提取
方法&
FG材料与仪器
"L"!材料!龙胆 V&173+1+ 6.+D,+ FU8R1’ 锁阳
#/1$-$,3J-6$1’+,3.J-KUQX’ 天花粉 U,3.*$6+17*&6
Z3,3%$]33‘5\64$’ 菟丝子 #J6.J7+ .*31&1636J54$均
由辽宁省出入境检疫局提供% 均由该部门有关专家
鉴定为正品&
"L#!主要仪器!?TT*"" 型电泳仪 "北京市六一
仪器厂#( S12?<;BKp凝胶成像系’ ‘̂ ;̂;21XG-K
仪 "美国F6<*K5@ 公司#( .SJ*#&‘高速台式冷冻
离心机 "湘仪离心机仪器有限公司#( 梯度G-K仪
"德国3QQ18@<XZ公司#( C58<?X<Q #&&& 紫外可见
光光度计 "美国赛默飞公司#&
"L+!主要试剂!?CE‘5X]1X$’ ?CE‘5X]1X%购
于无根生化科技北京有限公司% -.EF’ GaG’&’
乙酸铵’ .X6N碱’ >?>’ "*巯基乙醇等提取?CE所
用试剂以及 .5= ?CEG<2̂41X5N1’ @C.G‘6\YUX1’
G-K[UZZ1X"含‘R;2## 等 G-K试剂均购自北京鼎
国昌盛生物技术有限公司&
HG方法
#L"!?CE的提取!分别采用试剂盒法’ >?> 法’
高盐低 QD值法’ -.EF法以及改良 GaG法提取 ’
种中药材的?CE& 每种方法重复 + 次&
#L"L"!试剂盒法!新型植物基因组?CE提取试剂
盒 "离心柱型# 购自天根生化科技北京有限公司&

%%%"

#&"( 年 0 月
第 +0 卷!第 0 期

中 成 药
-W681N1.X5@6Y6<852G5Y18Y‘1@6;681

EURUNY#&"(
a<2$+0!C<$0



?CE提取过程依照说明书进行&
#L"L#!>?> 法!取药材适量% 去除外源污染% 加
入液氮迅速研磨至粉末状& 参照陈莉等)"’*报道的
方法提取% 并作适当改良&
#L"L+!高盐低 QD值法!取药材适量% 去除外源
污染% 加入液氮迅速研磨至粉末状& 参照罗焜
等)")*报道的方法提取% 并作适当改良&
#L"L’!-.EF法!取药材适量% 去除外源污染%
加入液氮迅速研磨至粉末状& 参照段中岗等)"(*报
道的方法提取% 并作适当改良&
#L"L)!改良 GaG法!照马文丽等)"%*报道的方法%
并作适当改良)"0*#"* & 取药材适量% %&!乙醇擦洗
表面% 无水乙醇浸泡 ) 468 后脱水% 去除外源污
染% 将药材切成小薄片% 放入研钵中% 加入液氮迅
速研磨至粉末状& 取 &L" R% 置于预冷离心管中%
加 " 4JGaG提取缓冲液 "用前加"*巯基乙醇至终
浓度为 +!#% () c水浴 )& 468% 再加入 #& 4R
GaG粉末和 )&& #J乙酸铵溶液% GaG浓度为 +!%
e#& c 静置 #& 468% 离心% 加预冷异丙醇%

e#& c静置沉淀 #& 468% 离心% 弃上清液% %&!
乙醇清洗两次& 沉淀室温自然干燥后% 加 (& #J
.3缓冲液或 @D#A定容% e#& c贮存备用&
#L#!?CE品质的鉴定
#L#L"!?CE浓度和纯度!取 ?CE提取液 " #J%
C58<?X<Q #&&& 紫外分光光度计进行检测% 分别测
定?CE浓度’ K#(&及K#0&吸收值&
#L#L#!电泳检测!取 ?CE溶液 "& #J% 上样% 通
过 "!琼脂糖凝胶% ""& a电泳检测% 凝胶成像系
统观察并拍照&
#L#L+!G-K扩增检测!在 C-FI网站上查找 ’ 种
中药材的I.># 序列和 QN[E*YX8D序列)##* % 在 GX64*
1X+ 设计引物 "生工生物工程上海股份有限公司合
成#& 实验采用 )& #J扩增体系% 包括 GX146\
"" #J% 上’ 下游引物各 #L) #J% ?CE模板 # #J%
加灭菌双蒸水 +# #J& 反应体系中各试剂的用量根
据反应体系总体积进行适当调整& G-K反应条件
见表 "% 其产物用 "! 琼脂糖凝胶 ""& a电泳% 凝
胶成像系统观察并拍照&

表 FG反应条件
9+1MFG:)+*.#"%*"%!#.#"%4

药材 引物名称 反应条件 条带M[Q
龙胆

锁阳

天花粉

菟丝子

I.>#*H"
I.>#*K"
QN[E*YX8D*H"
QN[E*YX8D*K"
I.>#*H#
I.>#*K#
QN[E*YX8D*H#
QN[E*YX8D*K#
I.>#*H+
I.>#*K+
QN[E*YX8D*H+
QN[E*YX8D*K+
I.>#*H’
I.>#*K’
QN[E*YX8D*H’
QN[E*YX8D*K’

/) c ) 468( /) c +& N% )’ c+& N% %# c " 468% +& 个循环(%# c "& 468 "#+

/) c ) 468( /) c +& N% )’ c +& N% %# c " 468% +& 个循环( %# c "& 468 "0(

/) c ’ 468( /) c +& N% )( c +& N% %# c " 468% +& 个循环( %# c "& 468 "()

/) c ’ 468( /) c +& N% )( c +& N% %# c " 468% +& 个循环( %# c "& 468 ##"

/) c ) 468( /) c +& N% )( c +& N% %# c " 468% +& 个循环( %# c "& 468 "(&

/) c ’ 468( /) c +& N% )( c +& N% %# c " 468% +& 个循环( %# c "& 468 #&+

/) c ) 468( /) c +& N% )’ c +& N% %# c " 468% +& 个循环( %# c "& 468 "%&

/) c ’ 468( /) c +& N% )’ c +& N% %# c " 468% +& 个循环( %# c "& 468 ")’

#L+!统计学方法!采用 >G>>#&L& 软件进行统计学
处理% 以 + 次提取?CE得率的平均值为实际得率%
多组间比较采用单因素方差分析% 当 )g&L&) 时%
采用J>?*Y和 >C, "6# 检验作组内两两比较% 以
)g&L&) 为差异有统计学意义&
IG结果
+L"!龙胆 ?CE的浓度! 纯度及得率!由表 # 可
知% 高盐低 QD法’ -.EF法和改良 GaG法提取
?CE的K#(& MK#0&在 "L% i"L/ 之间% 表明?CE质量

较好( 试剂盒法小于 "L%% 表明 ?CE被蛋白质’
多糖和酚类等物质污染( >?> 法大于 "L/% 表明
?CE被KCE污染& >?> 法和改良 GaG法 ?CE得
率均显著高于其他方法% 但前者 K#(& MK#0&较大% 故
改良GaG法提取龙胆?CE最为理想&
+L#!锁阳 ?CE的浓度! 纯度及得率!由表 # 可
知% ) 种方法提取锁阳 ?CE的 K#(& MK#0&值均低于
"L%% 表明 ?CE被蛋白质’ 多糖和酚类等物质污
染% 其中 -.EF法 ?CE得率最高% 改良 GaG法
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次之&
+L+!天花粉?CE的浓度! 纯度及得率!由表 # 可
知% >?> 法和改良 GaG法提取 ?CE的 K#(& MK#0&均
在 "L% i"L/ 之间% 表明 ?CE质量较好( 试剂盒
法’ 高盐低 QD值法和 -.EF法均小于 "L%% 表明
?CE被蛋白质’ 多糖和酚类等物质污染& 改良
GaG法’ -.EF法及 >?> 法 ?CE得率显著高于其
他方法% 但-.EF法K#(& MK#0&较小% 故改良GaG法
和 >?>法适合提取天花粉?CE&
+L’!菟丝子?CE的浓度! 纯度及得率!由表 # 可
知% 试剂盒法’ 高盐低 QD值法和改良GaG法提取
?CE的K#(& MK#0&均在 "L% i"L/ 之间% 表明?CE质
量较好( -.EF法小于 "L%% 表明 ?CE被蛋白质’
多糖和酚类等物质污染( >?> 法大于 "L/% 表明
?CE被 KCE污染& 改良 GaG法’ >?> 法’ -.EF
法?CE得率均显著高于其他方法% 但 -.EF法
K#(& MK#0&较小% 而 >?> 法 K#(& MK#0& 较大% 故改良
GaG法提取菟丝子?CE最为理想&

表 HG?B6浓度和得率
9+1MHG2"%*)%./+.#"%4+%!R#)’!4"&?B6

药材 提取方法 K#(& MK#0&
?CEM

"8R+#Je"#
得率M

"#R+Re"#

龙胆 试剂盒法 "L’) +)L+ #"L"0
>?>法 #L"# + &#/L’ " 0"%L(’

高盐低 QD法 "L0% /%&L0 )0#L’0
-.EF法 "L%/ +0"L/ ##/L"’

改良GaG法 "L(# + "#/L( " 0%%L%(

锁阳 试剂盒法 &L0& #/L" "%L’(
>?>法 &L(% +%)L+ ##)L"0

高盐低 QD法 &L0& ##(L0 "+(L&0
-.EF法 "L"" # ’/(L) " ’/%L/&

改良GaG法 "L+/ 0""L# ’0(L%#

天花粉 试剂盒法 "L+" %L( ’L)(
>?>法 "L%’ #)%L" ")’L#(

高盐低 QD法 "L’% /(L) )%L/&
-.EF法 "L’% +&#L& "0"L#&

改良GaG法 "L%) /+L# "))L/#

菟丝子 试剂盒法 "L%# #&"L" "#&L((
>?>法 #L"" + &&’L) " 0&#L%&

高盐低 QD法 "L0( " ++)L+ 0&"L"0
-.EF法 "L#% + ’+/L/ # &(+L/’

改良GaG法 "L0’ # &0+L’ " #)&L&’

+L)!?CE电泳检测!由图 " 可知% ’ 种中药材的
?CE均存在不同程度的降解& 其中% 改良 GaG法
"图 "3# 提取龙胆’ 锁阳和菟丝子的 ?CE电泳图
及 >?>法 "图 "F# 提取菟丝子的 ?CE电泳图均
能看到较清晰的主带% 但在下方均有明亮的条带%
表明?CE存在部分降解% 并存在一定的杂质( 高

盐低 QD值法 "图 "-# 提取龙胆和锁阳的?CE电
泳图看不到明显的主带% 在泳道中呈弥散状态% 说
明许多大片段?CE已降解成小片段 ?CE( 试剂盒
法 "图 "E# 和-.EF法 "图 "?# 提取 ?CE基本
看不到条带% 表明 ?CE浓度太低或已发生严重降
解& 综上所述% 改良GaG法是中药材 ?CE提取的
最佳方法&

‘$?CE45X]1X"/ ’"( [Q# !"$龙胆!#$锁阳!+$天花粉
’$菟丝子
‘$?CE45X]1X"/ ’"( [Q# !"$V"6.+D,+ !#$#"6$1’+,3.J-

+"U"Z3,3%$]33!’$#".*31&1636

图 FG?B6电泳图
U#VMFG?B6)’)*./"3,"/)."V/+N4

+L(!G-K扩增!采用候选条形码基因 I.># 和 QN*
[E*YX8D序列的引物% 对 ) 种方法所提取的?CE进
行扩增% 见图 #& 由图可知% 试剂盒法和改良 GaG
法 "图 #E’ #3# 可以成功扩增出条带% 前者所提
取?CE条带虽模糊不清% 但其G-K扩增结果依然
清晰明亮% 说明 ?CE电泳检测结果不能直接影响
G-K扩增结果( 其他 + 种方法均未能 "&&!扩增出
条带% 并且-.EF法 "图 #?# 扩增出的条带较暗%
表明?CE质量较低% 无法满足后续实验要求&

改良GaG法所提取中药材 ?CE的杂质较少%
降解程度较低% 浓度和质量都高于其他方法& 电泳
图显示% 改良GaG法可得到较为完整的总 ?CE条
带% 而其他方法 ?CE较少或发生降解% 在泳道中
呈弥散状& 在后续 G-K扩增试验中% 试剂盒法和
改良GaG法所提取的 ?CE可 "&&!扩增条形码基
因的序列% 而其他方法不能满足后续实验要求& 因
此% 对这 ’ 种中药材而言% 改良 GaG法是提取
?CE的最佳方法&
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注! " i’ 为I.># 引物扩增% ) i0 为 QN[E*YX8D引物扩增
‘$?CE45X]1X!"’ )$龙胆!#’ ($锁阳!+’ %$天花粉
’’ 0$菟丝子
‘! ?CE45X]1X!" 58@ )$V"6.+D,+!# 58@ ($#"6$1’+,3.J-

+ 58@ %$U"Z3,3%$]33!’ 58@ 0$#".*31&1636

图 HGW2:扩增图
U#VMHGW2:+N3’#&#*+.#"%#N+V)4

XG讨论
采用分子生物学方法鉴定物种时% 最关键的是

高质量?CE% 以保证其可用于后续的试验& 中药

材加工成饮片或粉末后% ?CE降解比较严重% 故
需要探索以短 ?CE模板来进行有效扩增的标记基
因% 本研究中% 各物种的I.># 和 QN[E*YX8D基因扩
增长度处于 "&& i+&& [Q 之间% 长度适宜% 而且种
间差异明显% 能够有效扩增并进行种类区分&

对提取的中药材总 ?CE进行凝胶电泳条带检
测时% ) 种方法所提取龙胆的 ?CE都不能看到清
晰条带% 甚至也无法看到弥散条带% 主要原因是所
用的中药材已经过复杂的加工工艺% 其 ?CE已发
生严重降解& 电泳图表明% 试剂盒法和改良 GaG
法所提取的 ?CE基本可以全部得到扩增% 而其他
方法未能全部扩增% 可能是 ?CE中杂质对 .5= 酶
活性的影响较大% 从而无法完全扩增出条带% 但试
剂盒法所提取 ?CE的得率和纯度都偏低% 不能将
其中酚类等次生代谢产物完全去除% 对后续实验有
一定的影响& 目前% 试剂盒法操作简便% 应用广
泛% 但其一般针对较为新鲜% 而且含多糖’ 酚类较
少的材料% 对于炮制及成分都很复杂的中药材则不
适用% 而且该方法成本较高& 改良 GaG法虽然步
骤较多% 但成本低廉% 更适合于中药材的 ?CE
提取&

中药材的形成过程十分复杂% 其细胞内储存有
大量种类繁多的次生代谢产物% 在 ?CE提取过程
中可与?CE共沉淀% 形成难以溶解的胶状物% 严
重影响提取?CE的产量和质量% 以及后续的 G-K
的扩增& 本研究采用改良的 GaG方法% 在液氮研
磨及提取缓冲液中加入高分子螯合剂GaG% 能络合
多酚和萜类物质% 可有效防止溶液褐变% 同时可除
去中药材中的多糖)#* & 将 &L" R中药材与 " 4J缓
冲液混合水浴后% 可充分提取 ?CE% 但对于含有
较多次生代谢产物多糖的锁阳% 可增大缓冲液用量
到 "L) i# 4J% 水浴时间增加到 /& 468% 以便更充
分提取& 另外% 在调整GaG和"*巯基乙醇用量时%
前者浓度一般为 +!% 而后者以 #!为宜% 可有效
地除去多糖% 并且防止多酚污染& 改良 GaG法在
提取?CE过程中加入乙酸铵% 而未增加酚*氯仿*
异戊醇的抽提过程% 所得?CE中蛋白质杂质较少%
可能是乙酸铵可提高离子强度% 使 ?CE更好地沉
淀% 得到质量较好的?CE&

综上所述% 对于 ’ 种药材而言% 改良 GaG法
能得到质量更高的 ?CE以用于后续实验% 但该方
法对于本实验未研究的其他中药材的效果还有待作
进一步研究验证&
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