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摘要!利用碱裂解法提取川贝母
=R8

"考察不同裂解液

配比对川贝母
=R8

质量与电泳成功率的影响"并与现行

方法相比较&结果表明"含有
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配比液的碱

裂解液具有最佳的
=R8

提取效果"此碱裂解液提取的

=R8

电泳条带与现行方法一致"可节省
!5

"

#$*,/

"单

个样品检验成本可降至
$3$!

元&采用该方法对
#5

个市

售贝母样本进行鉴定"可快速鉴别出川贝母的真伪&

关键词!川贝母'碱裂解法'
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提取'快速鉴别
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川贝母是清咽润喉类保健食品中常见的原料$为药用

植物川贝母的干燥鳞茎*

!

+

%由于川贝母价格贵$市场零售

价在
632

"

'32

元'
:

$粉碎后易与其他同源植物$特别是浙

贝母混淆%因此在.中国药典/中$采用了分子生物学鉴定

方法对川贝母进行鉴别$即通过聚合酶链式&限制性内切

酶多态性分析!

@VX)XM9@

#技术$将川贝母正品特异性的

=R8

条带与伪品进行区别%该方法具有特异性强)微量)

准确等特点*

#

+

$但该方法步骤复杂$操作费时%

碱裂解法是基于染色体
=R8

与质粒
=R8

的变性及

复性的差异进行分离$利用高
L

?

使质粒
=R8

和染色体

=R8

变性$同时沉淀蛋白质$再将
L

?

值调至中性$由于

质粒
=R8

较小$容易复性成双链$而染色体
=R8

较大$

缠结成网状不溶物质$从而通过离心除去%这种方法具

有操作简单)提取速度快)价格低廉)通量大等优点*

%

+

$现

已广泛用于小麦)玉米)花生)水稻*
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+

)番茄*

5

+

)甜菜*

'S"

+

等经济作物$在分子辅助育种)转基因植物鉴定)

OOX

鉴

定等方面起到重要作用$也可用于中药材鉴定*

2

+

$在鉴定

过程中$提取高质量)高纯度的基因组
=R8

是开展该方

面研究工作的前提和关键过程*

&
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%但不同的生物样本$

碱裂解液不同%

试验拟通过对川贝母
=R8

提取所用碱裂解液进行

筛选$旨在获得一种快速鉴别川贝母的新方法%

!
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材料与方法
!3!

!

材料与试剂

贝母"从产地)药材市场及药店购买
#5

个样品!见

表
!

#$所有样品经湖南中医药大学周日宝教授鉴定$其中

!

号样品为正品川贝母$所有样品依次用
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乙醇)灭菌

超纯水清洗$吸干表面水分$置乳钵中研磨成极细粉(
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吗啉乙磺酸!
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#)聚乙二醇
6$$$

!
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拉通
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!

>F,D4/P)!$$

#"北京索来宝科技有限公司(
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!标准
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分子#"广州东盛生物科技有

限公司(

交联聚乙烯吡咯烷酮!
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#"生工生物工程!上海#

股份有限公司(
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期
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!

贝母样品a
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-B4HHF,D,--+F,+DE1/)IBF
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序号 名称 来源 序号 名称 来源

!

1 川贝母 四川阿坝州诺尔盖县
!6

川贝母 长沙市区大药房
6

#

川贝母 四川阿坝州诺尔盖县
!5

川贝母 长沙市区大药房
5

%

川贝母 西藏昌都县
!'

平贝母 安徽亳州药材市场

6

川贝母 西藏昌都县
!"

伊贝母 安徽亳州药材市场

5

川贝母 西藏昌都县
!2

伊贝母 安徽亳州药材市场

'

川贝母 长沙市市区大药房
! !&

伊贝母 安徽亳州药材市场

"

东贝母 湖南郴州某乡镇药房
#$

浙贝母 长沙市区大药房
'

2

平贝母 长沙高桥药材市场
#!

川贝母 株洲攸县某乡镇药房

&

平贝母 长沙高桥药材市场
##

川贝母 湖南浏阳某乡镇药房

!$

平贝母 湖南廉桥药材市场
#%

平贝母 湖南益阳桃江县某药房

!!

伊贝母 湖南廉桥药材市场
#6

川贝母 长沙市区大药房
"

!#

川贝母 长沙市区大药房
# #5

川贝母 湖南常德安乡某药房

!%

川贝母 长沙市区大药房
% #'

川贝母 湖南衡阳某乡镇药房
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1为对照样本%
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酶!

!$$`

#)
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聚合酶链式

反应!

@VX

#缓冲液"日本
>+;+X+

公司(

核糖核酸酶!

XR+CB8

#"

!$$`

$天根生物科技!北京#

有限公司(

脱氧核糖核苷三磷酸!

<R>@

#"江苏康为世纪生物科

技有限公司(

引物
5rVQ>88V88QQ>>>VVQ>8QQ>Q88%r

和

5rQV>8VQ>>V>>V8>VQ8>%r

"湖南艾佳生物科技股

份有限公司(

乙二胺四乙酸)十二烷基硫酸钠)氯化铜等"分析纯$

北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司%

!3#

!

仪器与设备

核酸定量仪"

R+/4=F4

L

9,DB

型$美国
>EBF*4

公司(

超低温冰箱"

M4F*+"$#

型$美国
>EBF*4

公司(

低温台式离心机"

!'d)X

型$长沙鑫奥仪器仪表有限

公司(

医用净化工作台"

O()V[)#=

型$苏州净化设备有限

公司(

荧光定量
@VX

仪"

"%$$

型$美国
87W

公司(

@VX

仪"

>?(XU)!$$$

型$美国
8J

G:

B/

公司(

电泳仪"

=YY)'V

型$北京六一仪器厂(

凝胶成像系统"

5$$$@-1C

型$北京赛智创业科技有限

公司%
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方法
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碱裂解法的筛选
!

碱裂解液的配置参照表
#
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!

号川贝母样品
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份各
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:

于
!35*9

离心管中$分别

加入
@8!

"

@8!$

提取缓冲液
6$$

#

9

及
XR+CB8$35

#

9

$

用漩涡振荡器振荡
!$

"

!5C

$混匀$

'5i

水浴加热
5*,/

$
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#
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碱裂解液配方a
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9

氢氧化钠(

@c@@

"

!Z

聚乙烯聚吡咯烷酮
6$

(

R+V-

"

#$$**4-

'

9

氯化钠液(

U

:

V-

#

"

5**4-

'

9

氯化镁

液(

(=>8

"

#**4-

'

9

乙二胺四乙酸液(

O=O

"

!Z

十二烷基硫酸钠(

@(Q

"

6$Z

聚乙烯二醇
6$$$

(

>F

"

!Z

曲拉通
!$$

(
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"

!Z

聚乙烯吡咯烷酮(
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取出%在
@8!

"

@85

缓冲液管中分别加入
$3!*4-

'

9

>F,C)?V-

!

L

?23$

#

!%$

#

9

$在
@8'

"

@8!$

缓冲液管中

分别加入
$3%*4-

'

9R+80

!

L

?53$

#

!%$

#

9

%分别经漩涡

混匀$冰浴冷却
%*,/

$

!6$$$F

'

*,/

离心
%*,/

(吸取上

清液转移至另一离心管中$加入等体积!含
'3$*4-

'

9

氯

化铜溶液$

L

?535

#

#5**4-

'

9U(O

液$

5**4-

'

9U

:

V-

#

液及
$3$5Z >F,D4/P)!$$

混合溶液$混匀$加到吸附柱上$

!$$$$F

'

*,/

离心
!*,/

$弃过滤液$加入
5*4-

'

9

盐酸

胍)

#5**4-

'

9 U(O

)

# **4-

'

9

氯化镁溶液及
$3$5Z

>F,D4/P)!$$

混合溶液
5$$

#

9

$

!$$$$F

'

*,/

离心
!*,/

$

弃过滤液(再加入
>F,C)7+CB

缓冲液
5$$

#

9

$

!$$$$F

'

*,/

离心
!*,/

$弃过滤液(取出吸附柱$放入另一离心管中$

加入
5$

#

9

洗脱缓冲液$室温放置
%*,/

$

!$$$$F

'

*,/

离

心
!*,/

$将洗脱液再加入吸附柱中$室温放置
#*,/

$

!$$$$F

'

*,/

离心
!*,/

$取洗脱液$在核酸定量仪上测

定浓度与纯度%

!3%3#

!

@VX)XM9@

反应及电泳检测

!

!

#鉴别引物"

5rVQ>88V88QQ>>>VVQ>8QQ>)

Q88%r

和
5rQV>8VQ>>V>>V8>VQ8>%r

%

!

#

#

@VX

反应体系"

#$$

#

9

离心管中进行$反应体系

总体积
%$

#

9

$包括
!$^@VX

缓冲液
%

#

9

$二氯化镁

!

#5**4-

'

9

#

#369

$

<R>@

!

!$**4-

'

9

#

$3'

#

9

$上游引

物!

%$

#

*4-

'

9

#

$35

#

9

$下游引物!

%$

#

*4-

'

9

#

$35

#

9

$高

保真
>+

.

=8R

聚合酶!

5`

'

#

9

#

$3#

#

9

$模板
!

#

9

$无菌

超纯水
#!32

#

9

%

!

%

#

@VX

反应参数"

&5 i

预变性
6*,/

$循环反应

%$

次!

&5 i %$C

$

5' i %$C

$

"# i %$C

#$

"# i

延伸

5*,/

%取
@VX

反应液$置
5$$

#

9

离心管中$进行酶切反

应$反应体系总体积
#$

#

9

$包括
!$^

酶切缓冲液
#

#

9

$

@VX

反应液
'

#

9

$

O*+W

!

!$`

'

#

9

#

$35

#

9

$无菌超纯水

!!35

#

9

$酶切反应在
%$i

水浴
#E

%另取无菌超纯水$同

上述
@VX)XM9@

反应操作$进行空白对照%

!

6

#电泳检测"参照琼脂糖凝胶电泳法!中国药典四部

通则
$56!

#$胶浓度
!35Z

$胶中加入核酸凝胶染色剂

QB-XB<

(供试品与对照药材酶切反应溶液的上样量分别为

2

#

9

$

=R8

分子量标记上样量
!

#

9

!

$35

#

:

'

#

9

#%电泳结

束后$取凝胶片在凝胶成像仪上或紫外透射仪上检视%

!36

!

数据处理

采用
O@OO!"3$

软件对
-M

#'$/*

'

-M

#2$/*

的数据进

行单因素方差分析%

#

!

结果与讨论
#3!

!

碱裂解液的确定

由图
!

可知$通过
!$

种不同的碱裂解液所提
=R8

经
@VX

扩增和琼脂糖凝胶电泳$都能扩增出条带$以

@85

扩增出的条带最成功)最清晰%

!$

种碱裂解液中分

别用到了
O=O

)

@c@

)

@c@@

)

@(Q

)曲拉通
!$$

)

(=>8

)

R+V-

)

>F,C)?V-

等试剂$在
=R8

提取中具有不同的作用%

@85

裂解液中用到了
@c@

)

(=>8

)曲拉通
!$$

等$并用

>F,C)?V-

为中和剂$

@VX

扩增后电泳图结果较好$

=R8

浓度稍低$但
-M

值为
!326

$接近纯品
=R8

!如表
%

所

示#%这可能与裂解液中
@c@

等有关$有文献*

!$

+报道

@(Q

)

@c@

可降低
=R8

浓度%但整体而言$以
>F,C)?V-

为中和剂的裂解液比以醋酸钠为中和剂的裂解液所得

=R8

浓度及纯度好%因此选择
@85

碱裂解液作为川贝

母
=R8

提取液$并对
!

号样品进行
@VX)XM9@

反应和电

泳检测$结果见图
#

%

!3U+F;BF

!

#

"

!!3

对应表
#

中的
@8!

"

@8!$

裂解液

图
!

!

!$

种碱裂解液提取川贝母
=R8

电泳图

M,

:

1FB!

!

=R8B-B0DF4

L

E4FBC,C*+

L

C4HHF,D,--+F,+0,FFE4)

C+BI1-I1CBJDF+0DB<HF4*!$;,/<C4H+-;+-,-

G

)

C,CC4-1D,4/C

U3U+F;BF

!

!3

对照样

图
#

!

@85

裂解液提取
=R8

的
@VX)XM9@

图

M,

:

1FB#

!

@VX)XM9@*+

L

4H=R8BJDF+0D,4/HF4*

@85-

G

C,CC4-1D,4/

!!

图
#

显示对照样在
!$$

"

#5$I

L

有两条清晰的
=R8

条带$可见利用
@85

碱裂解液进行川贝母
=R8

提取并

进行
@VXSXM9@

反应和电泳检测$同样可以满足.中国

药典/利用分子生物学鉴别法对川贝母进行质量检测鉴

别的目的%

#3#

!

新方法验证

由表
6

可知$同一样品$用药典法和试验方法在提取

时间和成本上均有所不同%试验方法比药典法的提取时

间要节省
!5

"

#$*,/

$且单个样品的检验成本显著降低%

#3%

!

试验方法对不同川贝母样品的检测

利用试验方法对
#5

个流通市场上所销售的贝母进

行
=R8

提取$

@VX

后进行酶切前的电泳检测$对有电泳

条带的样品进行
XM9@

检测$结果如图
%

"

5

%

!!

由图
%

"

5

可知$

!

号作为对照样在
!$$

"

#5$I

L

处

有
#

条清晰条带$且条带均匀清晰$

#

)

%

)

6

)

!#

)

!%

)

!5

)

#!

)

&)

安全与检测
O8M(>Y TWRO@(V>WNR

总第
#!5

期
$

#$!&

年
&

月
$



表
%

!

@8!

"

@8!$

碱裂解液提取
=R8

浓度与纯度及电泳结果

>+I-B%

!

V4/0B/DF+D,4/

$

L

1F,D

G

+/<B-B0DF4

L

E4FBD,0FBC1-DC4H=R8BJDF+0DB<HF4*@8!

"

@8!$+-;+-,-

G

C,CC4-1D,4/

序号 浓度'!

/

:

3

#

9

S!

#

-M

#'$/*

'

-M

#2$/*

电泳图 序号 浓度'!

/

:

3

#

9

S!

#

-M

#'$/*

'

-M

#2$/*

电泳图

@8! 5$36 !36#

有条带$模糊
@8' &$3# !36$

有条带$模糊

@8# #!32 !3&%

有条带
@8" !#3# #3#%

有条带$模糊

@8% #!3% !325

有条带
@82 !%36 !3&2

有条带$模糊

@86 !'3$ !32"

有条带
@8& !53# !3&6

有条带

@85 !&32 !326

条带清晰)明显
@8!$ !"3# !322

有条带

表
6

!

两种方法对比

>+I-B6

!

V4*

L

+F,C4/4HDK4*BDE4<C

项目
=R8

提取时间'
*,/

单个样品成本'元

药典法
!

5$

"

'$ "

"

2

试验方法
6$

"

65 $3$!

U3U+F;BF

!

!

"

'3

对应表
!

中相同序号的贝母样品

图
%

!

川贝母样品碱裂解法
@VX)XM9@

图

M,

:

1FB%

!

@VX)XM9@*+

L

4H+-;+-,

LG

F4-

G

C,C4H

HF,D,--+F,+B0,FFE4C+BI1-I1CC+*

L

-BC

U3U+F;BF

!

!

)

"

"

!!3

对应表
!

中相同序号的贝母样品

Vd3

空白

图
6

川贝母样品碱裂解法
@VX)XM9@

图

M,

:

1FB6

!

@VX)XM9@*+

L

4H+-;+-,

LG

F4-

G

C,C4H

HF,D,--+F,+B0,FFE4C+BI1-I1CC+*

L

-BC

U3U+F;BF

!

!

)

!#

"

#63

对应表
!

中相同序号的贝母样品

图
5

!

川贝母样品碱裂解法
@VX)XM9@

图

M,

:

1FB5

!

@VX)XM9@*+

L

4H+-;+-,

LG

F4-

G

C,C4H

HF,D,--+F,+B0,FFE4C+BI1-I1CC+*

L

-BC

##

)

#6

号样品与
!

号样品一致$可鉴定为正品$而其他样品

与
!

号样品不一致$且结合外观性状$可判定为川贝母

伪品%

%

!

结论
试验研究了采用碱裂解法提取川贝母

=R8

的裂解

液配比比例及方法$筛选获得了
#$$**4-

'

9R+V-

液$

5**4-

'

9 U

:

V-

#

液$

!Z >F,D4/ P)!$$

$

!Z @c@

$

#**4-

'

9(=>8

$

!Z O=O

$

$3!*4-

'

9>F,C)?V-

的裂解

液可用于川贝母的
=R8

提取$此法不仅提取成本较.中

国药典/方法中规定的商品试剂盒费用显著低$而且操作

简便)快捷$符合相关保健食品企业对川贝母快速鉴定的

需求%由于贝母有多种入药形式!完整药材)破碎饮片)

粉末#$后续应针对基因组提取的正确取样方法进行研

究$尤其是川贝母正品中掺混有少量伪品时%
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