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摘要 目的  利用  °⁄技术探讨厚朴种内关系 !道地性问题 寻找正品厚朴 ⁄指纹特征 ∀方法  选择代表

厚朴主要分布区的 个产地 个的个体材料作为样本 经 ⁄提取 用 个随机引物进行 °≤  扩增 ∀结果  从

个引物中得到 条带 用于种内关系探讨 经聚类分析 得到 个主要分支及反映正品种及优良品种的特异性

引物和条带 ∀结论   将厚朴分为 个地理宗更合适 分别是 典型的厚朴 !典型的凹叶厚朴及中间类型 这与叶

的形态等性状一致  /川朴0及/温朴0有明显的遗传分化 且与有效成分相关 故厚朴的道地性主要来源于遗传

差异  具有代表性的样品研究结果可用于正品厚朴 ⁄指纹鉴别库的建立 ∀

关键词 厚朴 凹叶厚朴 过渡类型   °⁄道地性
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  厚朴 ≤¬ Μαγνολιαε οφφιχιναλισ是最常用的

中药之一 为木兰科植物厚朴 Μαγνολια οφφιχιναλισ

   • 和凹叶厚朴  Μ. οφφιχιναλισ √

βιλοβα  • 的树皮 !根皮和枝皮 ∀由于

市场的需求 药材被无控制采挖 野生资源已近枯

竭 ∀厚朴现属于国家珍稀濒危保护植物 国家二级

保护野生中药材 ∀目前药材厚朴几乎都来源于栽

培 但栽培管理粗放 过度和不适当采收仍十分严

重 药材质量极不稳定 ∀宋万志等曾先后报道市场

上药材厚朴的地方习用品或伪品有  余种之

多≈   反映出厚朴药材的紧缺和混乱 ∀

  ⁄分子标记技术在中药中正得到日益广泛

的应用 引入该技术 可对药材进行真伪鉴别及优劣

评价 ∀

  两种正品 厚朴和凹叶厚朴的区别在于叶端

的形态 前者先端短急尖或圆钝 后者凹缺呈二钝裂

片 历来认为 四川东部和湖北西部产的厚朴药材紫

色油润 统称紫油厚朴或川朴 是著名的道地药材 

质量最好 其原植物为厚朴 Μ. οφφιχιναλισ而厚朴

的第 大产区 浙江和福建产的药材 质量稍次 

但又优于其他地区 作为厚朴的另一类道地药材

温朴 ∀宋万志等将温朴归为凹叶厚朴 Μ.

οφφιχιναλισ √ βιλοβα 5中国植物志6≈中记述分
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3 × ƒ¬ 
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布于该地区的厚朴为凹叶厚朴 但5中国植物红皮

书6≈引述的两种厚朴的产区是交叉的 即在浙江

和福建 两种厚朴均有分布≈ ∀斯金平等对全国厚

朴的野生和栽培情况进行广泛调查后发现 以地理

分布划分的温朴 其叶端形态呈现短急尖 !圆钝 !微

凹 !凹缺呈或大或小的两裂片等连续的变异 这种变

异普遍存在于居群内 甚至存在于个体内 ∀此外还

观察了厚朴的其他形态特征 如芽鳞被毛与否 叶背

具白粉或具柔毛等情况 认为正品厚朴应分为 个

类型  道地之/川朴0 叶端形态稳定为急尖或

圆钝 属于 Μ. οφφιχιναλισ 道地之/温朴0 叶端

形态呈现连续变化 暂称之为中间类型  

  分布于广西北部和江西的为一类 叶端

稳定为凹缺 属 Μ. οφφιχιναλισ √βιλοβα≈  ∀

  斯金平将采自 个主要产区包括了 种类型

的分布区的厚朴种子种植于浙江省景宁县 加上原

产地的 个居群 共 个居群 本文对其中的 个

居群样本进行  °⁄研究 为这 种类型的划分提

供佐证 也可为厚朴药材优劣及道地性的评价提供

遗传学上证据 并可建立正品药材的 ⁄ 指纹鉴

别数据库 ∀为药材真伪的分子鉴别奠定基础 ∀

材 料 和 方 法

  材料  年 月 日采自浙江景宁 年

生厚朴种源试验地 共采 个种源的 个个体每

个种源 个个体的厚朴叶芽 经硅胶快速干燥 ∀见

表  其中叶片先端形态是划分厚朴和凹叶厚朴的
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主要依据 斯金平≈发现叶型与质量有一定的相关

性 ∀

  仪器和试剂  离心机为 ∏公司生产的

∏≥°≤  仪为 ° ∞公司生产的

°≤  ≥  电泳仪为 2 公司

生产 °°≤  ∀常用试剂有 ×酶 !⁄

华美公司 ×° !随机引物上海 ≥ 

∞≥ Β2巯基乙醇  ×碱 

∞⁄×   琼脂糖凝胶≥ 其他溶剂

均为分析纯 ∀

  ∆ΝΑ提取  参照文献≈并加以改进 将厚朴芽

剥去外皮 在液氮环境下研磨成细粉状约 1 ∀加

入已预热的  ≅ ≤ × Β2巯基乙醇      ε

恒温  期间振摇几次 ∀取出放置至室温 离

心取上清液加氯仿2异戊醇Β  离心 重复

此步骤至界面澄清 ∀取上清液加 体积的异丙

醇   ε 冷藏    # 离心  ∀

弃去上清液 将沉淀晾干 用 ×∞  Λ溶解 ∀

Ταβ 1  Τηε σαµ πλε ρεσουρχεσ οφ Χορτεξ Μαγνολια

οφφιχιναλισ ανδ µ ορπηολογψ οφ τηελεαφ

≥




≥


≥∏

Μ . οφφιχιναλισ ∏∏    ∏• ∏

   ∏

   ∏∞

Μ . οφφιχιναλισ √     ¬∏

 βιλοβα      ∏¬∏

 ∏∏    

    ƒ∏°∏

     ≥∏

   ≥∏ ∏¬

   ×

   ƒ∏∏

  ΠΧΡ 扩增  反应体系  Λ∀模板 ⁄  Λ

     ≅   ∏ 1 Λ1

# ×°  Λ #  
   Λ

  Λ ×酶 1 Λ1  引物  Λ

  ∀

°≤  扩增程序为 预变性  ε  扩增循

环   ε   ε   ε 

延伸  ε  ∀

先进行引物筛选 再将筛选好的引物对所有的

样本扩增 设不加模板的空白对照 每个引物重复 

 次 ∀

结 果

从 ≥  ≥上海生工合成的随机引物 每一编

号对应一个十碱基的核苷酸 序列略筛选出 个

条带清晰 !多态性强而且重现性好的引物 分别是

≥ ≥ ≥ ≥ ≥ ≥ ≥ ≥ ≥ ≥ ≥ 

≥ ≥ ≥ ≥ ≥和 ≥ ∀共得到 条带 

其中多态性带 条 一致性带 条 ∀引物 ≥对

部分样本的扩增果见图  ∀对扩增条带进行统计 

每一位点有带记为/ 0强带和弱带同记 无带记为

/ 0 得到数据矩阵 用 ⁄≤∞相似性系数计算相似

性 用 °  法得到聚类图计算软件为 ×≥≠≥2

 见图  以便进行样本间遗传关系的讨论 ∀

ƒ ×∏ ≥ 



ƒ  ≤∏  °⁄∏∏ ×
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  由于 ≥ ≥ ≥和 ≥等 个引物的扩增产

物完全一致 而且上述 条带中的 条带各样本

表现也完全一致 可作为正品厚朴的鉴别特征参考

引物和条带 但尚需进行伪品比较 ∀在 条带中 

条与样本      及   相关的相对特

异条带 分别是 ≥2 ≥2 ≥2 ≥2 ≥2和

≥2 ∀

结 论 和 讨 论

1  根据 Ρ ΑΠ∆ 结果建议将厚朴按叶型分为 3 个地

理宗

从图 可见  °⁄结果明显地把 个样本聚

为 群 所划分的 个类群与叶形分化类型基本一

致 与表型性状相关性研究的结论基本吻合≈  ∀

其中典型厚朴的样本        分支的

分辨率最好 不同来源间有一定的遗传分化 典型凹

叶厚朴群     的支持率较差 但群内两个

来源的样本遗传分化明显 中间类型的样本 

   则不同来源间与同一来源不同个体间的

差异不明显包括四川灌县的样本   形成一

个复合的群体 ∀三群在地理分布上有一定的区别 

在叶端形态上呈现由凸尖至凹成 裂片的系列过渡

变异 界限不清 建议在分类上分为 个地理宗 ∀对

照5中国植物志6等文献≈ 的记述 原来属于凹叶

厚朴的多数居群分布于浙 !闽应属于中间类型 ∀

四川灌县在植物志中被归为厚朴的分布区 但由于

研究样本来自栽培 种源不清 因而无法判断川西的

野生居群是否可归入中间类型 ∀

2  厚朴药材的道地性主要来源于遗传差异

斯金平等认为 传统产区的厚朴质量差异并非

完全由当地的气候 !土壤等环境因素作用于植物 而

是厚朴群体已产生遗传分化 形成了有遗传差异的

地理种源 /川朴0典型厚朴最好 /温朴0中间类

型厚朴次之 而其他种源凹叶型厚朴最差 传统

观点认为质量上乘的/川朴0川鄂产厚朴实际上应

归功于其地方品种 品种类型决定了厚朴的质

量≈ ∀由本研究结果可见 不同群体的遗传变异比

较明显 并与厚朴酚类研究结果完全吻合≈ 从遗

传学的角度支持了/厚朴药材的道地性主要来源于

遗传差异0的观点 ∀

3  建立起正品厚朴的初步的 Ρ ΑΠ∆指纹鉴别库

本研究取样面广 样品具有代表性 可以基本代

表正品厚朴的所有类型 得到的扩增结果有着重要

的参考价值 ∀如 ≥ ≥ ≥和 ≥等 个引物及

条样本表现完全一致的条带 可作为正品厚朴的

鉴别特征参考引物和条带 但还需进行伪品比较 而

条与优良药材2川朴及典型厚朴相关的相对特

异条带 ≥2 ≥2 ≥2 ≥2 ≥2 ≥2 可

用于道地之川朴的鉴定 ∀其他药材也可用类似的反

应条件和同样的引物 得到的结果与本研究进行比

较而确定其来源 ∀

4  Ρ ΑΠ∆技术为厚朴良种选育提供了新的途径

 °⁄聚类图上可看出不同群体的遗传变异比

较明显 并与厚朴酚类研究结果完全吻合≈ 对于

药材厚朴  °⁄技术不受其含量的因素如药材来

源 !采收部位 !生长年限 !树皮厚度及储藏时间等的

影响 可利用与药材质量相关的  °⁄图谱特征在

厚朴幼林 阶段或苗期进行质量早期预测 加快厚朴

良种选育的进程 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈ ≥ •   ≤    ± ≠  ≥∏  

  Μαγνολιαχεαε ≈  Αχτα Πηαρµ Σιν 

≤  19    

≈ ≥ •   ≤∏ƒ   ⁄≥∏  

 Μαγνολιαχεαε ×∏2∏2  Μανγλιετια ≈ 

Αχτα Πηαρµ Σιν  ≤  24    

≈ ÷∏ ≤ ±  ≥∏ ≥ •  ≥∏ ≤   ≥ 

∏ √∏   ∏ ≤ ×

∏≈  Στυδιεσ ον Ματεριαλ Μεδιχινε οφ / Ηουπο0

ιν Λου Ζηι2θιν Θιν Βο ≈    2≤  √

   °   ≤ °

  √     

≈ ≥ƒ  ∏ ƒ  •      ≤¬

Μαγνολιαε οφφιχιναλισ   ∏  

≈  ϑ Χηιν Μεδ Ματερ  ≤  15 

  

≈ ∏ ≠    ≈   • ∏  ≠  Φλορα οφ Χηινα

≈    ∂   ≥° 

  

≈ ƒ∏  Ρεδ Βοοκ οφ Χηινεσε Πλαντσ ≈    

≥°∏ ∏    

≈ ≥°  ≥∏  ∏   ≤

 ≤¬ Μαγνολιαε οφφιχιναλισ ≈  ϑ Χηιν Μεδ

Ματερ  ≤  23    

≈ ≥°  ° °  ×  ετ αλ ≥∏  

 √∏∏

Μαγνολια οφφιχιναλισ ≈   ϑ Χηιν Μεδ Ματερ 

≤  21    

≈ ∏  ≠  ±∏   ÷ ×  ετ αλ Πλαντ Γενεσ ανδ

Μολεχυλαρ Μανιπυλατιονσ ≈     °

√ °    
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ΡΕΣΕΑΡΧΗ ΟΝ ∆ΝΑ ΜΟΛΕΧΥΛΑΡ ΜΑΡΚΕΡ ΟΦ

ΜΑΓΝΟΛΙΑ ΟΦΦΙΧΙΝΑΛΙΣ ΡΕΗ∆ . ΕΤ ΩΙΛΣ .

ΡΑΠ∆ ΣΤΥ∆Ψ ΟΝ ΧΕΡΤΙΦΙΕ∆ ΣΠΕΧΙΕΣ

 2  •  

≥2 2 ÷ °2
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οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100094 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ ×∏ Μαγνολια οφφιχιναλισ∏

≤¬ Μαγνολιαε οφφιχιναλισ⁄ / ∏0 ΜΕΤΗΟ∆Σ  ×2
 √   ∏  Μ. οφφιχιναλισ 

× ⁄ ¬≥√2∏  

ΡΕΣΥΛΤΣ ∏¬  √  ∏ ×≥≠≥2
×≥√

ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ   Μ. οφφιχιναλισ∏√

∏√   οφφιχιναλισ  βιλοβα  

×∏    ×  

/ ≤∏0 / • 0 √∏

∏≥∏≤¬ Μαγνολιαε οφφιχιναλισ

 ×∏ ∏⁄ ≤¬ Μαγνολιαε οφφιχιναλισ

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ : Μαγνολιαοφφιχιναλισ Μ. οφφιχιναλισ√βιλοβα  °⁄∏
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