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3 药理学与临床研究

近期对香茶菜属中二菇类和黄酮类化合物有许

多药理研究报道
,

而以前者为多
,

如抗菌
、

抗炎
、

抗病

毒作用 巨, `
,

2 2 」
、

抗 肿瘤 作用 〔, 3〕
、

护肝作 用巨2` 〕
、

对平 滑

肌比
,

2司和心血管z7[ 」作用等
。

尤其值得一提的是卢长

安等吻〕作 了山地香茶菜提 取物对艾滋病病毒 1 型

( H I V
一

l) 的实验研究
,

表 明它对 H IV
一

1 有一定的抑

制作用
。

对于溪黄草能否按照此思路进一步做一些

药理研究
,

至今见诸报道 的很少
。

廖雪芬等 〕 〕用线

纹香茶菜
、

狭基线纹香茶菜
、

溪黄草 的水提取物作 了

一些药理实验
,

结果表明三者均能抑制二 甲苯致小

鼠耳部炎症反应
,

降低 C CI
、
引起小 鼠肝损伤后血清

谷丙转 氨酶 ( S G P T )升高 的作用
,

而狭基线纹香茶

菜和溪黄草的提取物能对抗醋酸所致小鼠腹腔毛细

管通透性作用
,

说明三者都具有消炎利肝的作用
。

临

床上
,

线纹香茶菜因清热利湿褪黄等功效
,

故广泛作

为消炎利胆片
、

复方胆通片等中成药的主要原料
。

近

期有报道用溪黄草治疗急性黄疽型肝炎 3 00 例 30[ 〕 ,

用溪黄草与白花蛇舌草
、

虎杖
、

丹参等制成制剂治疗

乙肝 68 例 (有效率 84 % )[ 川
,

用溪黄草与其他药制

成
“

炎瘤宁栓剂
,

等 ) 〕 。

4 小结

综上所述
,

溪黄草来源为香茶菜属植物线纹香

茶菜
,

今后应在分清与其他 同属植物区别的基础上
,

结合现代分析技术
,

加强对其化学成分的研究
,

重点

是二枯类和黄酮类
。

而药理学方面应参考 同属其他

品种的研究
,

着重在消炎
、

护肝及抗肿瘤方面
,

以其

开发出更确切有效的医药产品
。
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中药材 D N A 分子标记研究的技术问题
1

.

植物药基因组 D N A 的提取

北京中医药大学 ( 1 0 0 0 2 9) 郭宝林
`

李家实 阎玉凝

摘 要 随着 D N A 分子标记技术在中药中的广泛应用
,

快速有效地将材料中的 D N A 提取出来成为研究 的关键

步骤
。

综述了 90 年代以来文献报道的针对提取过程中出现的各种 问题所采取的相应措施
,

主要涉及如何去除提取

材料中的酚类和多糖类杂质
。

关键 词 D N A 分子标记 基因组 D N A 提取 多糖 酚类

D N A 分子标记应用于中药资源
、

鉴定
、

栽培等 方面有着很好 的发展前景
,

目前研究报道正 日益增

公
A d d r e s s :

G u o
aB

o li n B e i zi n g U n i v e r s i t y o f T C M
,

B e i si n g

郭宝林 医学博士
,

副研究员
,

现为北京中医药大学博士后
。

研究方向为药用植物 (中药 )的分类
、

资源和质量评价 ;
分子生物学在中药中的

应用是 目前的主要研究内容
。

研究对象曾涉及淫羊蕾
、

珍珠菜
、

牡丹
、

芍药
、

厚朴及金丝桃等
,

发表论文近 40 篇
,

现承担 多项 国家级和部级研究
课题

。
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。

一般来说
,

该技术涉及 的分子生物学原理 比较简

单
,

实验方法也不复杂
,

但熟练掌握
,

灵活运用
,

并有

效地解决实验中出现的各种情况
,

仍有许多 问题值

得重视
,

作者曾就该研究 的策略性问题作过论述川
,

现则着重介绍技术方面的一些关键问题
。

l 材料的预处理

1
.

1 洁净
:

目的是去 除任何可 能的外源 D N A 污

染
,

如细菌
、

真菌等
。

根
、

茎
、

果类材料要用刀认真刮

取干净部分
。

花
、

叶
、

种子或小饮片等材料则在尽可

能切去菌斑
、

菌块之后
,

用次氯酸
、

乙醇浸洗
,

或用紫

外灯照射
,

有些植物有与细菌或真菌共生现象
,

菌丝

深人到组织 内部
,

则外来 D N A 不可能去除干净
。

而

有些材料
,

如冬虫夏草
,

本 身就 为多种 生物 的复合

体
,

研究时应予以 注意
。

1
.

2 粉碎
:

材料经液氮速冻后粉碎是通用方法
。

对

于新鲜材料
,

液 氮处 理可抑制 D N a s e ( D N A 酶 ) 的

活性
,

防止 D N A 的降解
,

但对 干材料
,

液氮 速冻 只

使材料变脆易磨
,

因而加玻璃砂或砂子共研则更经

济
,

效 果也很好 〔“一 4」
,

而且 如果没有液氮
,

对 于新鲜

材料也可用砂子共研
,

只要同时加人提取缓冲液 (可

抑制 D N a s e 的活性 )即可 〔5 ]
。

基因组 D N A 的有效提取是进行任何 D N A 下

游工作的前提 和基础
,

有效提取指 的是得到的基因

组 D N A (或称 总 D N A ) 有足够的量
,

尽可少 的降

解和不含有影 响下一步酶反应 的杂质
,

植物药 中的

小分子次生产物如菇类
、

黄酮
、

香豆素
、

有机酸
、

靴质

等含有酚经基 的化合物
,

氧化后易与 D N A 结合
,

引

起 D N A 降解或抑制酶的活性
,

而植 物中存在的多

糖类 由于与 D N A 同属大分子化合物
,

一般 提取过

程很难去除干净
,

也可能影 响 D N A 的进一步酶处

理或 P C R (聚合酶链式反应 ) 扩增
。

2 一般提取方法

2
.

1 c T A B 法 仁6 〕 :
C T A B ( C e t y l t r i e t h y l a m m o n i u m

b or m id e )是一种去污剂
,

它可与核酸形成复合物
,

这

些复合物在高盐溶液 ( > 0
.

7 m ol / L N a CI ) 中可溶并

且 稳定 存在
,

但 如果 降低 盐 的浓 度 ( < 0
.

5 m ol / L

N a C I )
,

C T A B 与核酸 的复合物就会 因溶解度 降低

而沉淀出来
,

大部分的蛋 白及多糖仍溶于溶液 中
。

该方法是植物 D N A 提取的经典 方法 〔 7一 “ 〕
,

抽

提缓冲液加人一定量的 件琉基 乙醇
,

可起到 防止酚

类氧化的作用
,

如果材料 中酚类成分较多
,

可将其含

量提高至 6 % 山〕
。

技术关键是提取过程加人 10 %

C T A B 提取液和 1 % C T A B 沉 淀缓 冲液的量一定

要准确
,

否则 C T A B
一

D N A 复合物沉淀不易产生或

得到的 D N A 会有部分降解川
·

“ 〕。

当材料中多糖少时
,

可不用 1 % C T A B 沉淀缓

冲液来沉淀 D N A
,

在经氯仿
一

异戊醇 ( 24
:

1) 抽提之

后
,

用 异 丙 醇 或 乙 醇 沉 淀 D N A
,

使 提 取 过 程 简

化 巨̀ “ ,
` 6〕

。

2
.

2 S D S 法 〔7 」:
S D S ( S o d i u m d o d e e y l S u l f a t e ) 是阳

离子去污剂
。

用含有高浓度 S D S 的抽提缓 冲液在

5 5 ℃ 对植物细胞进行裂解后
,

用提高盐浓度 ( K A 。

或 N H
4
A c )和降低温度 (冰上保温 ) 的办法沉淀除去

蛋白和多糖
,

剩下的 D N A 再进一步纯化
,

该法提取

出的 D N A 常含有较多的多糖
,

但如果材料本身多

糖含量不高或其含量未超过一定限度而对进一步研

究无影响时仍可使用
。

已有较多使用 S D S 法提取

D N A 成功的报道 v1[ 一 ’ “ 〕 。

3 D N A 提取过程中杂质的去除

对于幼嫩的材料 (鲜品或硅胶快速干燥 品 )
,

一

般方法都可得到很好 的 D N A
,

但对于 中药
,

研究材

料常常无法选择
。

各种各样的来源
、

药用部位
、

采收

季节
、

加工方法及贮藏条件都将会碰到
,

虽然中药的

D N A 提取方法 已有一些报 道 ls[
, ` ’ 〕 ,

但 目前 尚没有

通用的方法
。

针对某一具体材料
,

常规的方法可能都

不奏效
,

如何去除上述的两类 主要杂质
,

下列处理办

法可供参考
。

3
.

1 去除多糖
:

如果材料 中含有较多多糖
,

一般提

取方法将很难去除
。

多糖常与 D N A 共沉淀而使沉

淀物呈胶冻状
。

少量的多糖一般不影响 D N A 的限

制性酶解或扩增
,

但当下一步研究无法进行时
,

则要

考虑在提取 D N A 过程中去 除多糖
。

3
.

1
.

1 在 D N A 未溶出之前
,

先用一些缓冲液洗去

多糖
。

如可用缓冲液
: 1 0 0 m m o l / L T r i s 一 H C I ( p H -

8
.

0 )
、

5 m m o l / I
J

E D T A 和 0
.

3 5 m o l / L S o r b i t o l 洗

fL 次 [3
,

2。 〕。

3
.

1
.

2 使 D N A 提取液 中的多糖先沉淀
。

在提取液

中加人 0
.

35 倍体积的无水 乙醇
,

迅速混匀
,

多糖会

先沉淀〔2 2〕 。

3
.

1
.

3 沉淀 D N A 时
,

使多糖保留在溶液中
。

l) 高盐法
:

如用 乙醇沉淀时
,

在待沉淀溶液中加

人 1 / 2 体积的 5 m o l / I
J

N a C I〔
2 3 )

,

或加 N H
4
A 。
使终

浓度为 1 0 m m o l / L [2 ` 〕
。

2 ) P E G (聚 乙 二醇
,

W T 8 0 0 0) 代 替乙 醇沉淀

D N A
:

如 在 5 0 0 拜 I
J

D N A 液 中加 入 2 0 0 拼L 2 0 %

P E G 8 0 0 0 (含 1
.

2 m o l / L N a C I
,

冰浴 2 0 m i n ) 〔
, 8

域
0

.

5 m L D N A 液中加 0
.

1 2 5 m L 4 m o l / L N a C I 和

o
·

6 2 5 m I
J

1 3 % P E G 8 0 0 0 (冰浴 l h )仁
2` ]

。
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3
.

1
.

4 多糖和 D N A 的共沉淀物进行再分离
。

如用

TE( D N A 溶解缓冲液) 反复清洗共沉淀物
,

将清洗

液合并再用醇沉淀 D N A哪几或将沉淀物溶解后
,

经

琼脂糖电泳
,

切下 D N A 部分再将胶 回收 巨̀ 2〕 ,

或者用

多糖水解酶将多糖降解 l2[
,
3 `〕 。

还有在提取缓冲液 中

加一定量 的氯苯 ( 1 / 2 体积 )
,

氯苯可以 与多糖的轻

基作用而去除多糖卿〕
。

上述方法还可组合使用
,

以达到最佳效果 3[,
2吕〕

。

然而这些方法均会在一定程度上减低 D N A 的提取

量 ;如果材料较少或要求较高
,

则可考虑用柱层析方

法
,

使 用对 D N A 具 有特异性 吸附 的树脂来 纯 化

D N A
,

可选用 W iz a r d P u r i f i e a t i o n K i t (作者经验 )
,

p R C
一

5 柱 [` 9〕 ,

S e p h a e r y l S
一

1 0 0 0 或 S
一

5 0 0仁` 8 ]
,

Q ia g e n

G e n o m i。 t i p 5 0 0 / G [2 6〕 ,

或 者 e s C I 梯 度 离 心 纯 化

D N A
。

3
.

2 去除酚类
:

含有酚类杂质的 D N A 其沉淀物多

呈黄色至褐色
,

难以溶解或溶液色深
。

由于酚类化合

物在植物材料中存在十分普遍
,

因而抽提缓冲液中

要 加人一定 量的 冬琉基 乙醇 (防止 酚氧化 )
,

P V P

(聚乙烯毗咯烷酮
,

可与酚类结合 )也十分常用
,

但有

时仍无法全部去除
。

可以考虑下述方法
。

3
.

2
.

1 对酚类的预提取 (清洗 )
:

对未粉碎的干材料

可水浸过夜
,

主要去除水溶性揉质等 〔` 8 〕
,

对粉碎后

的材料用丙酮浸提
,

去除脂溶性酚类化合物 (作者经

验 )
,

或用 可去 除酚类 的缓冲液 清洗 ( 0
.

25 m ol / L

N a C I
,

0
.

2 m o l / L T r is
一

H C I
, 5 0 m m o l / L E D T A

,

2%

一 4 % P V P ) (作者经验 )
。

3
.

2
.

2 抽提液中再加一些防止酚类氧化的试剂
:

多

是 一些抗氧化剂
,

如抗坏血酸 (参考终浓度 30 ~ 60

m m o l / L ) [ , ’〕 、

半胧氨酸 ( 1 0 ~ 6 0 m m o l / L ) [ , 9 〕、

亚硫

酸钠 ( 1 0 m m o l / L ) [2 ,」
、

二硫 苏糖醇 ( 0
.

1% )〔
2 ` 〕及二

乙基二硫氨基甲酸 ( 4 m m o l / L 或 0
.

5 % )巨
3 0」

。

3
.

2
.

3 抽提液中再加人易与酚类结合的试剂
:

这类

试剂与酚类有较强的亲和力
,

可 防止 酚类与 D N A

的结合
,

P V P 属 于这一类
,

还有 P E G ( 聚 乙二 醇 )

(参考终浓度 10 % ) [ 5〕。

在 S D S 法 中调整抽 提 液 为低 p H 值 ( p H -

5
·

5 )
,

使酚类呈未解离状态
,

也可防止其氧化田
, ` ”〕。

酚类杂质也可用上述提到的柱层析纯化
,

对于

既含多糖又有多量酚类的材料
,

去除两类杂质的方

法常组合使用
。

4 花 (抱 ) 粉
、

种子或浸制标本的 D N A 提取

4
.

1 花 (抱 ) 粉
:

有效破 除花 (抱 ) 粉壁是花 (抱 ) 粉

D N A 提取 的关键
,

iS m e l 比较 了前人报道的多种方

法
,

如 M M N O ( 4
一

m e t h y lm o r p h o l i n 一

N
一 o x i d e )处理

,

渗透破裂
,

快速冷冻
,

微波降解
,

酸碱处理并加纤维

素
、

半纤维素酶消化
,

以及微珠机械粉碎等方法
,

试

验了 8 种裸 子植物和被子植物花粉
,

以用最后一种

方法最好
,

提取介质为十二烷基磺酸铿 il( ht iu m d o -

d e e y l s u l f a t e )优于 S D S 和 C T A B 巨川
。

4
.

2 种子
:

种子中常贮藏较多的蛋 白和淀粉
,

一般

不影 响 D N A 的有效 提取
,

C T A B 法 和 S D S 法 均

可
,

得到的 D N A 一般有些降解
,

与种子的贮存时间

呈正相关
,

但情况好于腊叶标本材料 〔’ `
,

3 2 〕
。

4
.

3 浸 制 标 本
:

有 时 会 需 要 从 浸 制 标 本 中提

取 D N A
。

不论浸液是 卡诺 固定 液
、

F A A 或不 同浓

度的 醇均 对材 料 中的蛋 白起作 用
,

使得染 色体 中

与 D N A 结合的蛋 白质不易解离
,

提取介质中一定

要 加 人 蛋 白酶
,

P r o t e i n a s e E 或 P r o t e i n a s e K 均

可 [3 3〕
。

5 D N A 质 t 的检测

提取得到 D N A 要进行数量和质量 的检测
。

5
.

1 外观
:

好的 D N A 沉淀为白色
,

干后透明
。

如果

干后仍呈 白色
,

常因蛋 白较多 ;
若呈黄 至棕色

,

则是

有多酚类杂质
;呈胶冻状则含有多糖

。

5
·

2 紫外分光光度法山〕

1 )测量 2 60
n m 处 的紫外吸收值

,

用于定量
,

每

个 O D 值相当于 D N A 浓度为 50 # g / m I
J 。

2 ) A
2 6。

/ A
28 。

比值若为 1
.

8 0 左右
,

则 D N A 比较

干净
:

> 1
.

80
,

则 含有 R N A ; < 1
.

80
,

则 含有 蛋 白

质
,

需要去除
。

前者用 R N a s e
将 R N A 降解

,

后者可

用酚 /氯仿再抽提
。

如果含有其它小分子杂质 (药材 中常有 )
,

它们

在相应波长可能有吸收
,

则单从 O D 值 的变化情况

无法很好地判断 D N A 的纯度
。

5
.

3 琼脂糖凝胶法

1) 琼脂糖 电泳 后胶孔 处有 E B (澳化 乙 锭 ) 吸

收
,

表明有多糖
。

2 ) 未降解 的 D N A
,

电泳时用标 准量 的 入D N A

进行定量
。

3 )干药材的 D N A 大多降解
,

电泳呈弥散状 (不

同的材料降解 的程度不同 )
,

可点于凝胶上
,

与标 准

量的 D N A (分子量较小 )通过紫外投射大致定量
。

5
.

4 D N A 中是否有影响 P C R 或酶切 的杂质
,

则

要根据实验的需要进行相应反应的试验才可确定
。

总之
,

植物药 D N A 的提取对于具体的材料还

是一个需要不断摸索 的过程
,

今后的研究 中将会积

累更多的经验
。
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药用卷柏的研究概况

北京市中医研究所 (l 。 0 0 10 ) 何 薇
`

曾祖平 王 永红

摘 要 综述了药用卷柏在化学成分
、

药理作用方面的研究概况
,

提示丰富的卷柏资源有进行深入研究的意义
。

关键词 药用 卷柏 化学成分 药理作用

卷柏为旅 类植物 门卷柏科 卷柏 属植物
,

约有

70 0 种
,

广泛分布于全世界
。

我 国约有 50 种
,

产于全

国各地 lj[
。

常作为药用的有 6 种
,

被《中华人 民共和

国药典 》一九九五年版中收载的两种为卷柏科植物

卷柏 S e z a g i n e zz a t a m a r i s c i n a ( B e a u v
.

) S p r i n g ; 垫状

卷柏 5
.

P u l v i n a t a ( H o o k
.

e t G r e v
.

) M a x im
. ,

具有活

血通经之功效
,

用于经闭痛经
,

症痕痞块
,

跌扑损伤
;

炒炭后可化癖止血
,

用 于吐血
、

崩漏
、

便血
、

脱肛
。

我

国南方部分地 区广泛使用 的石上柏
,

《广西中药材标

准 》中收载石上 柏 的来 源为 卷柏 科植物深绿卷 柏

5
.

d
o e d e lr e i n i i H i e r o n

.

(别 名
:

大 叶菜 ) ; 江南 卷 柏

5
.

m o e z ze n d o

示 1 H i e r o n
.

(别 名
:

地柏枝 )
,

具有清热

解毒
、

抗癌
、

止血之功效
,

用 于癌症
、

肺炎
、

急性扁桃

体炎
、

眼结膜炎和乳腺炎
。

《贵州民间药物 》中将深绿

卷柏称为多德卷柏 5
.

d oe d e lr ie in i H i e or n
. ,

具有祛

风
、

散寒
、

消肿
、

止咳之功效
,

用于风湿病
,

风寒咳嗽
。

山东省有些地 区使用 中华卷柏 5
.

: i en sn is ( D es v
.

)

S rP in g
,

用于治疗慢性气管炎
。

福建等地使用的为衰

,
A d d r e s s :

H e W e i ,

B e i ji n g In s t i t u t e o f T C M
,

Be ij i n g

州卷柏 5
.

i n v o l v e n : ( S w ) S p r i n g
。

为进一步深人研究卷柏的药用价值
,

现将对卷

柏 的化学成分
、

药理作用的研究情况做简要综述
。

1 化学成分

1
.

1 黄酮类
:

现 已发 现卷 柏 中含有 芹菜素 ( a p i
-

g e n i n )
、

穗花杉双黄酮 ( a m e n t o f l a v o n e )
、

扁柏双黄酮

( h i n o k i f l a v o n e ) 和异柳杉素 ( i s o e r y p t o m e r i n )〔
2〕及阿

曼托黄素 ( a m e n t o f l a v o n e ) [3 〕
。

林瑞超 [` 1等从深绿卷

柏 中分 离得 到阿曼托黄素
、

7 , 7即
一

二
一

O
一

甲基阿曼托

黄素
、

7
,

4’
,

7 ” ,

4 11 一

四
一

O
一

甲基阿曼托黄素和三叶胶树

黄酮
。

陈平 sj[ 等从深绿卷柏 中分离出芹菜素
。

1
.

2 生物碱类
:

林瑞超困等从深绿卷柏 中分离得到

3 种新 的生物碱昔 ( a l k a l o i d g l y e o s id e )
:
h o r d e n i n e -

O
一 a 一 1

一 r h a m n o p y r a n o s id e , n 一

m e t h y l t y r a m i n e 一O
一 a 一 1

-

r h a m n o p y r a n o s id e ,

h o r d e n i n e 一 O
一

[ ( 6 “ 一

O
一
t r a n s 一 e i n -

n a m o y l )
一

4 , 一

O
一

日
一

d
一

g l u e o P y r a 一 n o s y l
一 a 一 l

一 r h a m n o p y
-

r a n o s id e 。

1
.

3 酚类
:

林瑞超川等从深绿卷柏 中分离得到 5 种


