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摘要 � 目的:介绍现代分子生物技术 � � � 分子标记技术及其分析方法在药用植物中的应用和意义。方法:查

阅国内外相关文献,进行归纳分析。结果和结论:分析了分子标记技术的特点、适用范围和局限性,以及在药

用植物学的研究成果和进展。分子标记技术作为一种现代分子生物技术在药用植物学中具有广阔的应用前

景。

关键词 � DNA分子标记; 药用植物;聚合酶链式反应

中图分类号: Q946� � � 文献标识码: A � � � 文章编号: 1006- 0111( 2007) 03- 0137- 04

� � DNA分子标记 ( DNA molecularm arkers)指受基

因控制并且能够稳定遗传的,能代表个体或群体的

遗传特征,并可被用作遗传分析的物质。分子标记

技术, 即分子诊断技术,是指通过直接分析遗传物质

的多态性来诊断生物内在基因排布规律及其外在性

状表现规律的技术。DNA分子信息量大, 不受外界

因素和生物体发育阶段及器官组织差异的影响,这

就使其在生物鉴定方面具备了准确性高、重现性好

等特点,在药用植物中具有很大的应用前景
[ 1~ 3]
。

1� DNA分子标记技术的特点

1. 1� 遗传稳定性 � DNA分子作为遗传信息的直接

载体, 不受外界因素和生物体发育阶段及器官组织

差异的影响,每一个体的任一细胞均含由相同的遗

传信息。用 DNA分子特征进行物种鉴别准确可靠。

1. 2� 多态性丰富 � DNA分子是由 G, A, C, T四种

碱基构成,生物体特定的遗传信息便包含在特定的

碱基序列顺序中,不同物质遗传上的差异表现在这

四种碱基排列顺序的变化, DNA分子标记所检测多

态性存在于丰富的等位变异中, 多态性数量丰

富
[ 4]
。

1. 3� 化学稳定性 � DNA分子作为遗传信息的载
体,比蛋白质、同工酶等具有较高的稳定性。在生物

体的标本中所保存下来的 DNA仍能够用于 DNA分

子标记的研究。

2� 常用分子标记技术及其基本原理

目前,分子标记技术已有几十种,依据多态性检

测手段,可将分子标记分为 3大类:基于传统 South�
ern杂交技术的分子标记如 RFLP;基于 PCR反应的

分子标记如 RAPD、DAF; PCR - RFLP的结合即

AFLP技术。另外还有以重复顺序为基础的 SSR、

TRS等, 以及以 mRNA为基础的 RT - PCR、RDA

等。

2. 1� 限制性多形性碎片长度 ( RFLP, restiction frag�
ment leng th polymorph ism )标记 � Boteste in等

[ 5]
提出

了 DNA限制性片段长度多态性概念后, 该技术在植

物遗传研究中被广泛应用。它是利用限制性内切酶

识别特定的核苷酸顺序并切割 DNA后, 由于酶识别

序列的点突变或部分 DNA片段的缺失、插入、倒位

而引起酶切位点缺失或获得, 使切割 DNA所得的片

段发生变化,从而导致限制性片段的多态性。RFLP

标记的特点是:具有共显性特点, 可以区别基因型纯

合与杂合,能提供单个位点上较完整的资料;标记无

表型效应,不受环境条件和发育条件影响;而且稳定

重复性强。但是由于 RFLP标记对 DNA需要量较

大 ( 5~ 10�g) ,操作繁琐,费用昂贵, 使其应用受到

一定程度的限制, 主要用于作为遗传连锁图的绘制

和目标基因的标记
[ 6]
。

2. 2� 随机扩增多态性 ( RAPD s, Random Amp lified

Po lymorph ism ic DNAs)标记 � 随机扩增多态性 DNA

技术是由 W illiam s
[ 7]
发展起来的。W illiams等在发

现 RAPD多态性并证明 RAPD标记分离符合盂德尔

遗传规律,是一种有效的遗传标记。该标记技术是

以人工合成的随机寡聚核苷酸序列为引物, 通常为

10个碱基,利用 PCR技术随机扩增基因组 DNA模

板的不同位点,得到一系列多态性 DNA片段。扩增

产物通过琼脂糖凝胶电泳分离,经 EB染色后,即可

进行多态性分析。RAPD s的特点是: 无需知道有关

模板 DNA的结构信息; 没有种属特异性,一套引物

可适用于不同的基因组分析; 模板 DNA用量少 ( 15

~ 25 ng ), 纯度要求不高。但 RAPD标记是显性标

记, 不能区分纯合型和杂合型;扩增产物对反应条件

非常敏感,实验结果重复性较差。为了提高某一理

想 RAPD标记的稳定性, 可首先将其克隆并对其末
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端测序,在原来 RAPD所用的 10个碱基引物上增加

合成上述末端序列的 14个碱基的核苷酸,以此为引

物对基因组 DNA再进行扩增分析, 即 SCARs( Se�
quenced Characterized Amp lified Reg ions)标记

[ 8]
。

2. 3� 简单重复序列 ( SSR, S imple, sequence repeats)

标记 � 简单重复序列又称微卫星序列,指 DNA分子

中 2~ 4个核苷酸串连重复序列分布于人类和动植

物整个基因组的不同位置上,不同品种间其重复长

度有高度的变异性,但微卫星 DNA两端的序列多是

保守的单拷贝序列, 根据两端的序列设计一对特异

引物, 经 PCR扩增, PAGE电泳及放射自显影, 可以

得到因简单序列重复单位数不同而引起的扩增片段

的多态性
[ 9]
。该标记多态性丰富, 信息量大。但要

获得 SSR引物需要进行大量克隆、测序和杂交验

证,这是难度较大且代价昂贵的工作。一旦开发出

一套适用于某个物种的引物,就可以推广使用。

2. 4� 扩增片段长度多态性 ( AFLP, amplif ied frag�
ment length po lymorph ism )标记 � 扩增片段长度多态

性是 Zabeau等于 1992年发明的一项专利技术
[ 10 ]
。

它是以 PCR为基础的 RFLP技术,植物基因组 DNA

经 2个限制性内切酶酶切后 (通常一个酶切点数

多, 另一个酶切点数较少 ) , 与特定接头相连接, 根

据接头的核苷酸序列和酶切位点设计引物, 进行特

异性 PCR扩增, 最后分离扩增的 DNA片断。具体

包括 3个步骤:  DNA被限制性内切酶酶切, 然后

与 AFLP聚合苷酸接头连接; ! 利用 PCR的方法,通

过变性、退火、延伸循环,选择性扩增限制性片断,经

过多次循环,可使目的序列扩增到 0�5~ 1 �g; ∀ 利
用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离扩增的 DNA片断。对

于基因组较大的物种,往往需要进行预扩增和选择

性扩增,两步法扩增还可以提供大量的模板,并降低

模板浓度的影响。AFLP既具有 RAPD快速高效的

特点,又具有 RFLP稳定可靠、重复性好的特点, 同

时由于 AFLP采用的专用引物 3#端选择碱基数目

和序列是随机的,故能提供比两者更多的 DNA多态

性信息, AFLP技术是一种功能强大但是技术难度

最高的分子标记。几种常用分子标记的特点见表

1。

表 1� RFLP、RAPD、AFLP和 SSR分子标记的特点比较

特性 RFLP RAPD AFLP SSR

分布 普遍存在 普遍存在 普遍存在 普遍存在

遗传特点 共显性 多数显性 多数显性 共显性

多态性水平 低 中等 非常高 高

检测点位数 1~ 4 1~ 30 100~ 200 1~ 5

可获得的信息量 低到中等 高 非常高 高

核心技术分子 杂交技术和电泳技术 PCR技术和电泳技术 PCR技术和电泳技术 分子杂交和电泳技术

多态性类型
碱基突变、插入、缺失、易

位、倒位

碱基突变、插入、缺失、易

位、倒位

碱基突变、插入、缺失、易

位、倒位

重复序列的长度与次数

的差异

检测基因组的区域 单、低拷贝区 整个基因组 整个基因组 重复序列区功能基因区

DNA质量 高 低 高 高

可靠性 高 中等 高 高

DNA用量 5~ 10�g 1~ 100ng 1~ 100ng 50~ 120ng

费用 中等 低 高 高

3� 分子标记技术在药用植物中的应用

3. 1� 分子标记在药用植物分类上的应用 � DNA作

为植物的遗传物质, 具有稳定、可靠、不受外界因素

影响的特点,目前利用不同种类的分子标记开展中

草药植物的种属分类工作取得了很大进展。采用的

分子标记多种多样,以 RAPD标记较多见
[ 11]
。所涉

及的中草药植物总计达到近百种之多, 对于不同的

中草药的不同种的分类来讲,利用分子标记技术不

仅可以对分析结果进行聚类分析, 而且可以获得与

种有关的 DNA带型
[ 12]
。虞泓等

[ 13]
采用 RAPD技

术对 3种 6个居群 59个云南常见药用植物红景天

样品进行了遗传关系研究。结果表明 RAPD分子标

记可很好地用于红景天物种的分子鉴定和遗传背景

研究。

3. 2� 近缘药用植物品种的 DNA分子鉴定 � 近缘药

用植物品种的鉴定往往采用传统的生药学方法, 但

近缘药用植物品种在外观形态、组织特征、化学成分

等方面十分相似,难以准确辨认。而 DNA分子遗传

标记能够从分子水平上检测生物的遗传背景差异。

Koh jyoumaM
[ 14]
等采用 CTAB法提取菊科苍术属五

种植物茅苍术、北苍术、单叶苍术、关苍术和白苍术

等新鲜叶片组织的基因组 DNA, 利用 RAPD技术获

得了清晰的多态性 DNA指纹图谱, 能明显区分苍术

的几个品种。任跃英等将人参属 ( G inseng)黄果人

参、红果人参、黄果西洋参及红果西洋参基因组用

RAPD进行了分析。共采用 15个随机引物, RAPD

及聚类分析结果与形态学和细胞学等分析结果基本
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一致, 证实了 RAPD分子标记方法是人参属系统分

类、品种鉴定的有效方法
[ 15]
。

3. 3� 药用植物道地性分析 � 药材的 ∃道地性 %是中

草药研究的一个重要的方面。采用 DNA分子诊断

技术并辅以形态学分析, 可以从分子水平上来揭示

药材的 ∃道地性 %。王凌晖利用各品种的 RAPD指

纹图谱, 进行何首乌种质资源的聚类分析, 通过

DNA分子标记技术为何首乌种质资源的分类、∃道

地性%鉴定提供理论依据 [ 16]
。

3. 4� 分子标记辅助药用植物育种 � 品质选育传统

上主要是依据一些形态、生理生化性状选择亲本及

子代。分子标记相对于形态标记具有无可比拟的优

越性。在基因定位基础上, 借助与有利基因紧密连

锁的 DNA标记,在群体中选择具有某些理想基因型

和基因型组合的个体, 结合常规手段, 培育优良品

种。这种将标记基因型鉴定整合于经典育种研究中

的新型育种方法, 称为分子标记辅助选择 ( marker

assisted se lect ion, MAS)
[ 17]
。利用分子标记技术在

农作物中定位了大量的主效和微效基因, 有关的分

子标记辅助选择已成功展开并获得了显著的进展。

在中草药植物的育种研究方面,可以利用分子标记

在育种过程中进行亲本性状的鉴定、检测,辅助选择

亲本及子代,加速品种的培育、缩短育种周期。张磊

等
[ 18]

AFLP分子标记技术,对中国红花的 28个品种

进行分析,为进一步红花种质量资源选育和筛选品

质相关基因奠定基础。

3. 5� 鉴定药用植物种子种苗纯度以及雌雄 � 药用
植物种子的纯度和雌雄的鉴定一般多采用田间种植

实验, 周期长, 花费大。分子水平遗传标记, 能够依

据基因组 DNA多态性进行种子纯度和雌雄检测,从

而取得对栽培种子纯度和雌雄及质量的准确评价,

防止劣质种子的流入以及劣质药材的产生, 减少经

济损失。生药种子的纯度还直接影响品种的标准

化,利用分子标记技术检测生药种子的纯度和雌雄

以及相关质量是可能的。

4� 结语

目前分子标记辅助育种在农业上已经广泛地用

于抗病,抗虫、雄性不育、耐药性、高产连锁基因等的

选择
[ 18~ 22]

。药用植物在传统的生药学和药学的基

础上, 应用新技术和新方法, 开展植物物种、生态和

遗传等多个层次范围内的药用植物资源的保护,开

发与利用的研究
[ 23]
。

分子标记技术有利于从本质上, 即从生物遗传

物质 DNA分子上揭示物种遗传变异以及其变异的

规律, 揭示道地性可能存在的遗传变异规律,从而知

道道地性药材的科学栽培、繁育与采集。也可以利

用先进的分子标记技术, 科学快速的鉴别市场上的

道地性药材。另外,可以探索如何将分子标记技术

所揭示的大分子多态性与小分子药用成分的分布规

律紧密结合起来, 以指导药用成分的方便、快速、正

确的寻找与开发利用。实现这一目标可能需要突破

现有分子标记技术水平, 在深入了解药用成分代谢

途径的分子生物学基础上,找到新的标记手段,实现

从大分子水平上揭示小分子药用成分的分布规律。
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摘要 � 目的:综述三萜皂苷的中枢神经系统作用。方法:根据三萜皂苷作用于中枢神经系统的不同方面分别
阐述不同三萜皂苷的作用及其机制。结果:三萜皂苷具有广泛的中枢神经系统作用, 它可以通过多种途径改

善学习记忆功能,并且具有明显的抗抑郁、镇静等中枢调节作用。结论:三萜皂苷的中枢神经系统作用具有

较好的应用前景,值得深入研究。
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� � 三萜皂苷分为五环三萜与四环三萜两类, 主要
分布在桔梗科、五加科、豆科、七叶树科、石竹科、远

志科、玄参科等植物中。药理学研究表明,三萜皂苷

类化合物具有中枢神经系统作用、抗肿瘤作用、抗

炎、抗菌、降胆固醇及心血管活性等。三萜皂苷在中

枢神经系统方面的作用主要有改善学习记忆功能、

抗抑郁、镇静催眠、镇痛等功效。本文就三萜皂苷的

中枢神经系统作用作一综述。

1� 镇静催眠作用

研究发现, 人参根皂苷不仅使群养小鼠戊巴比

妥钠诱发的睡眠时间延长, 也能够使隔离孤独饲育

小鼠戊巴比妥钠诱发的睡眠时间延长, 作者认为

Rg1可能是人参根皂苷中延长小鼠睡眠的主要活性

成分
[ 1]
。柴胡皂苷可能影响脑内 5 - HT的浓度变

化从而延长猫的睡眠时间
[ 2]
。柴胡皂苷对最大电

休克模型有明显效果, 能延缓但不能阻止戊四唑化

学惊厥的发生
[ 3]
。灌胃酸枣仁总皂苷 ( 20~ 80mg /

kg)可减少小鼠自发活动, 显著延长阈上剂量戊巴

比妥钠致小鼠睡眠时间, 能对抗苯丙胺引起的小鼠

兴奋作用
[ 4]
。

2� 对学习记忆的影响

在 Morris水迷宫实验中发现, 人参总皂苷有改

善去卵巢所致大鼠记忆功能障碍的作用
[ 5]
。另外,

人参皂苷能拮抗 �淀粉样蛋白诱导的神经细胞凋

亡, 对 �淀粉样蛋白引起的神经细胞毒性有一定的

保护作用, 提示人参皂苷可能有助于早老性痴呆

( AD )和帕金森氏症等神经退行性疾病的治疗
[ 6]
。

绞股蓝总皂苷对老龄大鼠学习记忆功能也有改善作

用
[ 7]
。研究还发现, 远志皂苷

[ 8 ]
, 黄精总皂苷

[ 9]
和

胡芦巴总皂苷
[ 10]
可改善东莨菪碱所致记忆获得障

碍, 提示这些皂苷类化合物具有改善学习记忆障碍

的作用。三萜皂苷改善学习记忆功能的机理可能有

清除自由基,稳定膜系统和调节中枢神经系统单胺

类递质。

3� 抗抑郁作用

亚活性浓度的氟西汀 ( 20 mg /kg )加上柴胡皂

苷能够缩短小鼠强迫游泳不动时间, 认为氟西汀与

柴胡皂苷合用可以增加疗效同时减少其副作用, 因

此在重症抑郁症的治疗上有一定的应用价值
[ 11]
。

绞股蓝皂苷可以通过影响中枢神经系统单胺递质的
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