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摘要 目的  采用扩增片段长度多态性 ⁄ƒ°分子遗传标志技术 分析人参 !西洋参基因组 ⁄ 多态

性 ∀方法  人参 !西洋参干燥根基因组 ⁄ 经 ∞  酶切并与其相应的人工接头连接后 使用选择性引物进

行 °≤  扩增 ∀结果  经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 成功构建出多态性丰富和重复性好的人参 !西洋参 ⁄ 指

纹图谱 ∀结论  ƒ°法有望成为一种独立的切实可行的手段 将在人参 !西洋参等药用植物的鉴定 !生物进化 !系

统发育研究及指导道地性药材的科学栽培等方面发挥重要作用 ∀

关键词 人参 西洋参 引种西洋参 基因组 ⁄ 扩增片段长度多态性 ⁄ ⁄指纹图谱
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  随机扩增多态性 ⁄  

⁄   °⁄技术≈ 已应用于中药

材人参 !西洋参≈  !地胆草≈ !甘草≈ !淫羊藿≈ !

乌梢蛇和金钱白花蛇≈的鉴定 ∀该法有许多优点 

但同时也存在一些严重的不足 如实验结果重复性

差是其主要的弱点 因而难以在实际中应用≈ ∗  ∀

年 ∂ 等≈在 ∏的基础上发展了一种用

于构建 ⁄ 指纹图的新技术 称为扩增片段长度

多态性 ⁄   2

 ƒ° ∀该方法用一人工接头与限

制酶切的基因组 ⁄ 片段连接 制成 ƒ°模板

⁄ 合成一系列 χ2末端随机改变数个碱基的

°≤  引物进行 °≤  特异条件的扩增 经电泳检测

后可得到 ⁄ 指纹图谱 ∀与  ƒ°  °⁄比较 

ƒ°法构建的 ⁄指纹图谱具有重复性好 !灵敏

度高的优点≈ ∗  展示了 ƒ°技术特别适合品种

鉴定的应用价值和广阔前景 ∀本研究首次将 ƒ°

技术应用于人参 Παναξ γινσενγ ≤   !西洋

参 Παναξ θυινθυεφολιυ µ 基因组 ⁄ 多态性

分析 采用 ∞ 和 双酶切上述基因组 ⁄ 

成功构建出具有丰富多态性的 ⁄指纹图谱 ∀

材 料 和 方 法

材料  供试人参 !西洋参 !引种西洋参的干燥根

收稿日期 22
基金项目 国家自然科学基金资助项目和美国中华

医学会≤  基金湖南医科大学杰出青年基

金资助项目
3 × ƒ¬ 

∞2 ∏ 

分别原产于我国吉林省 !美国威斯康星州 !我国吉林

省 ∀

仪器  高速冷冻离心机公司 

德国  ∂2≥ 分光光度计≥∏公司 日

本  型基因扩增仪珠海 公司 ≥2

× 电泳测序系统2 公司 美国 ≥

照相机°公司 美国  °计算机 

≥±图象扫描仪美国 ∀

试剂  ƒ°×  ≥≤   

公司 °∂ ° × ⁄聚合酶 ×∞ ∞⁄ Ν , Ν , Νχ ,

Νχ2四甲基乙二胺及过硫酸铵°公司 尿

素 !丙烯酰胺 ! Νχ , Νχ2亚甲双丙烯酰胺 !≤ × 

≥⁄≥ Β2疏基乙醇超纯 ≥公司 其余试剂均系

国产分析纯 ∀

基因组 ∆ΝΑ制备  样品 ⁄ 提取采用作者

改进的植物基因组 ⁄提取法≈ ∀挑选无霉变和

虫蛀人参 !西洋参的干燥根用  乙醇消毒 手术

刀片刮弃表皮 取组织  置小研钵中 加入液氮研

磨成粉 将其转移到  塑料离心管中 立即加

入保温  ε 的  ≅ ≤ × 提取液≈≤ ×    ×2

≤ 1  # ∞⁄×   # 

≤1 # 巯基乙醇   °∂ °   混匀 

 ε 保温  并不时振摇 ∀冷却至室温后加入等体

积的氯仿 ) 异戊醇 Β抽提 轻轻颠倒混匀 

  #  离心  吸取上清液加入 

体积预热  ε 的   ≤ × ≤溶液  ≤ × 

  ≤1 #  室温下孵育  加入

等体积的氯仿 ) 异戊醇Β重复抽提 次 吸取

上清液加入等体积的  ≅ ≤ × 沉淀缓冲液≈≤ × 

  ×2≤  1  #   ∞⁄×  

## 药学学报  °∏≥    



# 疏基乙醇    轻轻颠倒混匀  ε 保

温    #  离心  小心去上清

液 后加入高盐 ×∞ 溶液 ≈ ×2≤  1 

#  ∞⁄×  1 # 1  ≤

 #  溶解 ≤ × 2⁄沉淀复合物 加

入 1倍体积的无水乙醇 室温下放置   

# 离心  去上清液后 分别用   和

 乙醇各洗涤 次 弃洗液 自然干燥后并溶于

×∞溶液≈×2≤ 1  #  ∞⁄× 

1 #  Λ中 ∀

∆ΝΑ琼脂糖凝胶电泳及 ∆ΝΑ浓度和纯度的测

定  取样品 ⁄  Λ与上样缓冲液  Λ混匀 

上样于 1 琼脂糖凝胶上 用  ≅ ×∞电泳缓冲

液  √# 电泳  1 Λ# 溴化乙锭染

色后 紫外灯下观察结果并照相 取一定量样品

⁄ 稀释 倍 于分光光度计测定 和 值 

⁄纯度根据 之比值判断 ∀

基因组 ∆ΝΑ的 ΕχοΡΙ/ ΜσεΙ酶切  反应体系

 Λ中含有  ≅  Λ反应缓冲液 人参 !西洋参 !

引种西洋参基因组均为  对照拟南芥菜

 Αραβιδοπσισ τηαλιανα ⁄  ∞ 

1   ε 反应  后  ε 孵育  以灭

活限制酶活性 离心反应管收集反应体系 并置于冰

上 ∀

ΕχοΡΙ/ ΜσεΙ基因组 ∆ΝΑ片段与人工接头的连

接  在上述 ∞  酶切后产物中 加入人工

接头溶液≈∞  人工接头 ×° 1 #

 ×2≤ 1  #    

#  #   Λ× ⁄ 连

接酶   ∀室温轻轻混匀 于 ε 反应  并取连

接反应产物  Λ用 ×∞稀释  倍 混匀 作为

ƒ° 预扩增反应的模板 余下的连接产物于

  ε 保存 ∀

ΑΦΛΠ预扩增反应  反应体系  Λ含上述稀

释模板  Λ预扩增引物混合物含 ×° Λ

 ≅ °≤  反应缓冲液≈×2≤ 1  

#   ≤  #  ≤  # 

× ⁄聚合酶   ∀离心混匀 并在反应体系表

面覆盖  ∗ 滴矿物油 ∀ ε   ε   ε

 循环 次 ∀以作为下一步选择性 ƒ°扩

增反应的模板 ∀

选择性 ΑΦΛΠ扩增反应  混合体系  ¬

 Λ含 ∞ 引物∞2  Λ引物 2

≤ 含 ×°  Λ混合体系  ¬  Λ

含消毒蒸馏水  Λ ≅ °≤  缓冲液  Λ×

⁄聚合酶 1  选择性 ƒ°扩增反应体系 

Λ含 ¬  Λ¬  Λ预扩增反应产物 

Λ∀离心混匀 反应体系表面覆盖  ∗ 滴矿物油 ∀

 ε   ε   ε    接着每循

环一次降低退火温度  ε 循环 次 再接着  ε

  ε   ε  循环 次 ∀

聚丙烯酰胺凝胶电泳及 Αγ ΝΟ3 染色  选择性

ƒ°扩增产物分别加入等体积 Λ甲酰胺染

料甲酰胺   ∞⁄×   #  溴酚蓝 二甲

苯菁 离心混匀  ε 加热变性  立即置于冰

上 ∀取上样缓冲液  Λ于  聚丙烯酰胺凝胶丙

烯酰胺 ) 甲叉双丙烯酰胺 Β 尿素 1 #

  ≅ ×∞电泳缓冲液  • 恒功率预电泳 

后 再取 °≤  产物  Λ上样于凝胶孔中 

• 恒功率电泳 直到二甲苯菁迁移至凝胶  长

度 停止电泳 时间约  ∀然后将玻板与凝胶分离 

凝胶牢固附着于粘合硅烷处理的玻板上 并将其浸

入固定溶液乙醇   乙酸 1  中孵育  

接着在含 1   上述固定液中孵育  

双蒸水漂洗  迅速置显色溶液  1  甲

醛 1  染色至背景均匀 ⁄ 带清晰 固定溶液

孵育  蒸馏水淋洗后于蒸馏水漂洗  自

然干燥 阅片灯下照相 ∀

数据分析  电泳照片经计算机图象扫描仪扫

描 经转换后形成标准图像文件 °并存于 ×ƒ

文件中 用 ⁄ ≥¬×  ∂ 1软件≈计算

求其相似度指数≥ ¬≥ ∀

结 果 与 讨 论

在本研究中 从药用植物人参 !西洋参 !引种西

洋参的干燥根组织中提取到高质量的 ⁄ 使其被

∞  完全酶切 是成功构建 ƒ° ⁄ 指

纹图的前提 ∀目前 关于植物基因组 ⁄ 提取方

法相关文献报道很多 就其提取原理来看 主要有 

种 ≤ ×  法和 ≥⁄≥ 法 ∀由于 ≥⁄≥ 法提取的

⁄产物含多糖类杂质较多 直接影响基因组

⁄的限制性核酸内切酶的酶切效果 而 ≤ × 法

的最大优点是能很好地去除多糖类杂质≈ ∀作者

在选用 ≤ × 法提取人参 !西洋参等植物基因组

⁄时发现 采用通常的  ≅ ≤ × 裂解液分离出

的 ⁄ 纯度和产率均不够高 从而影响到

ƒ° ⁄指纹分析数据另文发表 ∀因此 对

≤ × 法作了如下改进 提高 ≤ × 裂解液 ≤ × 
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浓度   ≅ ≤ ×  有利于核酸与蛋白质完全解

离及 ≤ × 2⁄复合物形成 通过增加 °∂ °及 Β2

疏基乙醇的含量 防止植物细胞中多酚类物质氧化

形成色素 ∀在低盐条件下 ≤ × 2⁄ 复合物发生

沉淀 通过离心 可去除多糖类 !蛋白质 !色素及多酚

类成份≈ ∀提取的高分子量 ⁄大小约 1 

但由于人参 !西洋参已经干燥处理 且储藏时间较

长 故 ⁄ 分子有部分降解图  ∀表  显示了

⁄纯度 理论上 1为最纯 从而表明所提上述

样品的 ⁄纯度较高 ∀

Ταβ 1  Α260 , Α280 , Α260/ Α280 ρατιο οφ γενοµιχ

∆ΝΑσ οφ ϖαριουσ πλαντ µατεριαλσ δετερµινεδ βψ
σπεχτροπηοτοµετερ (ξ ? σ , ν = 3)

≥   

Π. γινσενγ ≤     ?     ?    

  ≤

Π. θυινθυεφολιυ µ    ?     ?    

  •  ≥

Π. θυινθυεφολιυ µ    ?     ?    

  ≤

作者通过对其基因组进行 ∞  酶切 

分别将酶切片段与人工接头作进一步的连接 使用

∞2和 2≤ 选择性引物对 首次成功构建了栽

培人参 !西洋参 !引种西洋参干燥根组织特定的基因

组 ƒ° ⁄指纹图谱 而且获得的 ⁄ 指纹多

态性数目比  °⁄≈ ! ƒ°高得多图  实验重

复 次可得到相同的结果 ∀一种重复性好 !多态性

丰富的人参 !西洋参及其混淆品基因组 ⁄ 指纹

库将会在未来得到广泛应用 ∀与此同时 应用 ⁄

≥¬×  ∂ 1软件对上述 ⁄指纹进行二

维图象处理 该软件系建立在 • 基础上并使

用了复杂的图象分析技术的第三代计算机程序 它

能对 ⁄指纹图谱的条带进行自动识别与定位并

计算出不同样品间相似度指数 ∀从计算出的相似度

指数表显示 人参与西洋参基因组 ⁄指纹

ƒ  ⁄¬ √∏

     1  

×∞ 

   Παναξ γινσενγ    

≤  Π. θυινθυεφολιυ µ 

•  ≥   Π. θυινθυεφολιυ µ 

  ≤    Κ⁄∞  



的相似度指数较高 与 ≥ 等≈  °⁄的分析结

果一致 ∀表明二者在遗传上有较近的亲缘关系 ∀此

外 西洋参与引种到我国吉林的西洋参 ⁄ 指纹

的相似度为 1 提示引种西洋参的遗传物质基础

基因组 ⁄与西洋参相比 仍有一定的变异 但

遗传因素和环境因素在西洋参药用有效成份形成中

的地位及其相互作用的关系有待进一步探讨 ∀总

Ταβ 2  Σιµιλαριτψ ινδεξεσ οφ ϖαριουσ µεδιχιναλ

πλαντ µ ατεριαλσ δεδυχεδ βψ ΑΦΛΠ ωιτη Ε2ΑΑ ανδ

Μ2ΧΑΓ σελεχτιϖε πριµερ παιρ (ξ ? σ , ν = 3)

≥ ≥ ¬

° √°±   ?  

° √°± 3   ?  

°± √°± 3   ?  

° √   ?  

°± √   ?  

°± 3 √   ?  

 ƒ

ƒ  ƒ° √∏ ∞2  2≤√

  °  Παναξ γινσενγ     °±  Π. θυινθυεφολιυ µ  •  ≥     °± 3  Π.

θυινθυεφολιυ µ ≤   Αραβιδοπσιστηαλιανα
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之 ƒ°分子标记不仅有望成为一种独立的 !切实

可行的手段应用于人参 !西洋参等药用植物品种的

鉴别 而且它在人参 !西洋参等药用植物生物进化 !

系统发育研究及指导道地性药材的科学栽培等方面

将具有极其广阔的前景 ∀

  致谢 湖南医科大学分子生物学研究中心谢慎思教

授 !生理学教研室贺石林教授给予热情指导 实验用药材经

吉林省延边医学院药学系生药学教研室刘永镇教授鉴定 ∀

Ρεφερενχεσ:

≈ •  ∏√     ετ αλ ⁄

    ∏∏

  ≈  Νυχλειχ Αχιδσ Ρεσ  18

    

≈ •  ≤   ƒ ∏

°≤     ≈  Νυχλειχ Αχιδσ Ρεσ

 18    

≈ ≤∏ ≥   ≥  ∏°°  ετ αλ °2
      

  ∏  

  °2°≤   ≈  ϑ Ετηνοπηαρ2
µ αχολογψ 42    

≈ ≥ °≤ ∏°° ∏ ¬

 ∏  2  

 ≈  Πλαντα Μεδ  61    

≈ ≤   ∏ °°  ≥ °≤  ∏  

≤ ∏ / ∏2⁄2⁄0   ∏∏ ∏

2    °≤   ≈ 

Αχτα Πηαρµ Σιν  ≤  31    

≈ ≠   ≥   ≥∏  ετ αλ 

 Γλψχψρρηιζα   

 °⁄  ƒ° ≈  Βιολ Πηαρµ Βυλλ 

17    

≈   ≥ ≠  ≥ ≥  

  ∞∏  ∏ 

  ⁄   °⁄  °≤ 2
      ƒ° 

≈  Βιολ Πηαρµ Βυλλ 19    

≈ •  ≠ ±  ∏ ≠    ∏  

  ∏ ∏ ∏

≈  Αχτα Πηαρµ Σιν  ≤  32

    

≈ ≠∏  °∏ °  ετ αλ    °≤ 

   °⁄  ≈  Νυχλειχ Αχιδσ Ρεσ

 20  

≈ ∂°        ετ αλ ƒ°   

∏ ⁄  ≈  Νυχλειχ Αχιδσ

Ρεσ 23    

≈ ≤   •  ≥  ∏  ≤∏  ⁄

  ≥ ƒ  ≈   Χηιν ϑ Βιοτεχη 

≤  12    

≈ ∏  ≠  ∏   ≤ ÷   ετ αλ  √

¬   ⁄ ≈ 

Λεττ Βιοτεχηνολ  ≤  

≈ •   ƒ  Πρινχιπλε ανδ Τεχηνιθυε φορ Πλαντ

Γενε Ενγινεερινγ ≈     ≥ °∏

∏    

≈ ∞≥  ∏ ƒ≤  ≤∏  

∏ ∏  ¬  ⁄

≈  Βιοτεχηνιθυεσ  25   

 

ΧΟΝΣΤΡΥΧΤΙΟΝ ΟΦ ΓΕΝΟΜΙΧ ∆ΝΑ ΦΙΝΓΕΡΠΡΙΝΤΙΝΓ ΙΝ

ΠΑΝΑΞ ΓΙΝΣΕΝΓ ΑΝ∆ Π. ΘΥΙΝΘΥΕΦΟΛΙΥΜ ΒΨ ΑΦΛΠ

 2  
  ≥2 ≤∞÷2∏  2  • 2¬

(1 . Μολεχυλαρ Βιολογψ Ρεσεαρχη Χεντερ , 2 . Χοµ πυτερ Χεντερ , 3 . Ξιανγψα Ηοσπιταλ,

4 . Ηεαλτη Στατιστιχσ ∆επαρτµεντ , Ηυναν Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ, Χηανγσηα 410078 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ × Παναξ γινσενγ  Π. θυινθυεφολιυµ 

 ⁄ ƒ° ∏∏ ΜΕΤΗΟ∆Σ  
⁄¬  Παναξ γινσενγ  Π. θυινθυεφολιυµ  ∞

    ∞ √ 

   ∞2  2≤ √ ΡΕΣΥΛΤΣ  × 

∏⁄  ∏∏ ∏ 

ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ƒ°∏∏

√∏  √    ∏ Παναξ γινσενγ  Π.

θυινθυεφολιυµ ∏∏ ∏√

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ : Παναξ γινσενγ  Παναξ θυινθυεφολιυµ    

ƒ°⁄ 

##药学学报  °∏≥    




