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高山大黄的显微及分子鉴定研究
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摘要　目的：对蓼科药用植物高山大黄进行显微及分子鉴定研究。方法：采用石蜡切片、粉末制片对高山大黄根及根茎的
横切面组织结构和粉末特征进行显微研究，并采用ｍａｔＫ基因序列分析技术对高山大黄进行了分子鉴定研究。结果：高山
大黄根横切面中皮层宽，薄壁细胞中可见草酸钙簇晶，木质部宽广，导管径向排列；根茎髓部宽广，无异形维管束存在；粉

末中草酸钙簇晶多，棱角大多短钝，导管木质化，多网纹导管，淀粉粒小而多。高山大黄 ｍａｔＫ序列全长１５２４ｂｐ，在基因
上游１０６、２１８、２２２、３６５、５２２、６１５、７１１、７５９、８０１、８５２处存在十处碱基替换，且在９５０－９５５处存在 ＣＡＡＧＡＡ６个碱基插入。
结论：本研究获得了高山大黄比较全面的鉴定信息，上述显微特征可作为高山大黄显微鉴定依据，其ｍａｔＫ基因序列分析
为高山大黄ＤＮＡ条形码研究奠定基础。
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　　高山大黄是蓼科植物高山大黄 Ｒｈｅｕｍｎｏｂｉｌｅ
ＨｏｏｋｆｅｔＴｈｏｍｓ或西伯利亚蓼 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｓｉｂｉｒｉｃｕｍ
Ｌａｘｍ的根茎［１］，为常用藏药。高山大黄别名塔

黄［２］，据《新华本草纲要》记载，其根亦可入药［３］。

高山大黄主产于西藏喜马拉雅山麓及云南西北

部［４］，形似宝塔［５］，因其淡黄色半透明苞叶对于包裹

其中的总状花序有类似温室的保温作用［６］而有“温

室植物”之称。该药性温，味酸、苦，消肾性水肿，主

治黄水病［２］。藏医认为黄水是机体的组成物质之

一，受“龙”“赤巴”“培根”支配，生理异变时形成黄

水病。黄水病可扩散至肌肉，游窜到脉道，或著于

骨，或降于脏器，范围非常广泛［７］。因其治疗黄水病

的疗效显著可靠，高山大黄在当地深受百姓青睐。

到目前为止，仅有关于其苞叶的化学成分［６］和生态

功能［８］等研究，未见有关高山大黄的鉴定研究报道，

为了全面了解这一神秘的高山植物，本研究揭示了

高山大黄的横切面及粉末的显微特征和 ｍａｔＫ基因
序列的特异性位点，为该药用植物的鉴定提供了科

学依据。

１　材料与方法
１１　材料　实验材料采集自西藏，经西藏藏医学院
嘎乌 教 授 鉴 定 为 蓼 科 （Ｐｏｌｙｇｏｎａｃｅａｅ）大 黄 属
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（Ｒｈｅｕｍ）高山大黄 ＲｈｅｕｍｎｏｂｉｌｅＨｏｏｋｆｅｔＴｈｏｍｓ。
实验材料来源信息见表１。

表１　实验材料来源信息

Ｎｕｍｂｅｒ Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｌｏｃａｌｉｔｙｏｆｖｏｕｃｈｅｒ Ｄａｔｅ

１ Ｒｈｅｕｍｎｏｂｉｌｅ Ｌｈａｓａ，Ｘｉｚａｎｇ ２０１１－１０
２ Ｒｈｅｕｍｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｚｈｉ，Ｘｉｚａｎｇ ２０１２－９
３ Ｒｈｅｕｍｎｏｂｉｌｅ Ｌｉｎｚｈｉ，Ｘｉｚａｎｇ ２０１３－８

１２　仪器　八两高速中药粉碎机 ＬＧ０８Ａ（浙江瑞
安市百信药机器械厂）；切片机 ＳＨＡＮＤＯＮＦＩ
ＮＥＳＳＥ３２５（北京鸿泰嘉业科技发展有限公司）；ＴＫ
２１８型恒温摊片拷片机（湖北泰维医疗科技有限公
司）；富士Ｘ１０数码相机；ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５１显微系统
及ＤＰ７１图像采集系统。
１３　方法
１３１　组织横切制片　新鲜植物组织经 ＦＡＡ液
（福尔马林－冰醋酸 －８０％乙醇 ＝５∶５∶９０）固定，按
常规石蜡切片法［９］，经过脱水、透明、浸蜡、包埋、修

块、切片、展片烘干、脱蜡步骤后，以番红和固绿染

色，制成永久石蜡切片，在显微镜下观察成像。

１３２　粉末制片　将高山大黄的根及根茎粉碎，过
６０目筛，取适量粉末水合氯醛透化，并滴加间苯三
酚－盐酸制片，进行显微观察。
１３３　ＤＮＡ分子鉴定　１）ＤＮＡ提取：取药材约
１００ｍｇ，在预先冷冻的研钵中加液氮研磨成细粉。
其余按照博迈德公司广谱植物基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒说明操作。１％琼脂糖凝胶电泳验证 ＤＮＡ质
量。所得 ＤＮＡ２００℃保存。２）扩增引物：大黄
ｍａｔＫ序列ＰＣＲ扩增的引物采用日本ＲｅｒｓｅａｒｃｈＣｅｎ
ｔｅｒｆｏｒＥｔｈｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅｓ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＮａｔｕｒａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，
ＴｏｙａｍａＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ设计的
三对引物，由上海生工生物工程技术有限公司合成，

引物信息及退火温度见表 ２。３）扩增 ＰＣＲ体系：
ＰＣＲ扩增反应在５０μＬ的体系中完成。反应体系：
灭菌 ｄｄＨ２Ｏ３０μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，１５ｍｍｏｌ／
ＬＭｇＣｌ２／ＮＴＰ４μＬ，引物２μＬ，模板１μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚
合酶ｌμＬ。ＤＮＡ模板约５０ｎｇ。４）ＰＣＲ扩增程序：
９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５０℃退５０ｓ，７２
℃延伸 １ｍｉｎ，共 ３５个循环后，７２℃延伸 １０ｍｉｎ。
５）测序：ＰＣＲ扩增结果经琼脂糖凝胶电泳检测合格
后送上海生工生物工程有限公司北京测序部进行双

向测序。６）序列分析：测序结果用 ＣｏｎｄｏｎＣｏｄｅ软件
进行峰图分析，去除低质量序列及引物端。用 Ｃｏｎ
ｔｉｎｇＥｘｐｒｅｓｓ软件对序列进行拼接，对拼接后的序列
进行手工校正，根据大黄属ｍａｔＫ界限截取高山大黄

的ｍａｔＫ序列。
表２　ｍａｔＫ扩增引物片段及退火温度

Ｎｕｍｂｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ５３ Ｔｍ（℃）

ＰｔｔｒｎＫ６９２Ｆ ＧＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＡＣＴＡＴＧＴＡＴＣ ５１０
ｔｒｎＫ１５４４Ｒ ＧＧＡＴＡＡＣＣＣＣＡＧＡＡＴＧＣＴＴＡＧ ５１０
ｍａｔＫ５９２Ｆ ＴＣＣＴＡＣＣＧＴＧＴＧＴＧＡＡＴＧＣＧ ５２０
ｍａｔＫ８Ｒ ＡＡＡＧＴＴＣＴＡＧＣＡＣＡＡＧＡＡＡＧＴＣＧＡ ５２０
ｔｒｎＫ１８９５Ｆ ＧＡＣＡＴＣＣＣＡＴＴＡＧＴＡＡＧＣＣ ５００
ｔｒｎＫ２Ｒ ＡＡＣＴＡＧＴＣＧＧＡＴＧＧＡＧＴＡＧ ５００

２　结果
２１　根横切面　类圆形。木栓层２－４列细胞，排
列紧密。皮层较宽，其间可见草酸钙簇晶散在。韧

皮部较窄，韧皮射线明显，形成层整体成环，波状弯

曲。木质部宽广，占横切面１／２以上，木质部射线明
显，导管木质化成束径向排列，近中心处单个散在。

薄壁细胞含草酸钙簇晶。见图１。

图１　高山大黄根的显微结构

２２　根茎横切面　类圆形。木栓层数列细胞，栓内
层排列紧密，充满红棕色物质。皮层较窄，韧皮部细

胞小，排列紧密，射线明显１－４列细胞，形成层整体
成环状。木质部较宽，木质部导管径向排列。髓部

宽广，薄壁细胞排列疏松，无异形维管束存在。薄壁

细胞含草酸钙簇晶。见图２。

图２　高山大黄根茎的显微结构
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表３　高山大黄ｍａｔＫ序列对比（以掌叶大黄Ｐｑ１ｍａｔＫ序列为参比，表示与之相同基因，－表示序列空缺位点）

Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｓａｍｐｌｅｓ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

１　２　２　３　３　４　４　５　５　６　６　６　７　７　７　７　７　７　７　８　８　８　８　９　９　９　９　９　９　１　１　１
０　１　２　６　７　４　５　２　８　１　１　１　０　１　５　４　６　８　９　０　３　５　５　５　５　５　５　５　５　０　２　４
６　８　２　５　９　３　１　２　７　２　５　９　７　１　９　３　４　７　１　１　８　２　９　０　１　２　３　３　５　４　９　８

９　４　５
Ｒｈｅｕｍｐａｌｍａｔｕｍ Ｐｑ１ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ － － － － － － Ｃ Ｔ Ｇ
Ｒｈｅｕｍｎｏｂｉｌｅ １ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ

２ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ
３ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ

２３　粉末　淡黄棕色。草酸钙簇晶多，直径２０～
３５μｍ，棱角大多短钝。导管木质化，多网纹，还有
具缘纹孔及螺纹导管，直径２０～１２３μｍ。木薄壁细
胞排列整齐。淀粉粒小而多，单粒呈球形，直径３～
１０μｍ；复粒由２～５分粒组成，３复粒最为常见。见
图３。

图３　高山大黄粉末特征图

２４　ｍａｔＫ序列特征分析　高山大黄 ｍａｔＫ序列经
排序后长度为１５２４ｂｐ，通过将高山大黄与掌叶组
和波叶组大黄的综合比对［１０］，结果发现高山大黄与

其他组大黄存在统计学意义，具体表现为：在基因上

游１０６、２１８、２２２、３６５、５２２、６１５、７１１、７５９、８０１、８５２处
存在十处碱基替换，依次为 Ｔ、Ａ、Ｇ、Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｇ、Ａ、
Ａ、Ｇ，而在 ９５０－９５５处存在 ＣＡＡＧＡＡ６个碱基插
入。以上结果说明，高山大黄和其他组大黄在ｍａｔＫ
基因序列上存在显著的差异，这些差异为进一步研

究高山大黄ＤＮＡ条形码奠定了基础。
３　讨论

高山大黄根横切面中皮层较宽，其间可见草酸

钙簇晶散在，木质部宽广，占横切面１／２以上，木质
部射线明显，导管木质化成束径向排列，近中心处单

个散在；根茎横切面皮层较窄，韧皮部细胞小，排列

紧密，射线明显，形成层整体成环状，髓部宽，无异形

维管束存在；根及根茎粉末中草酸钙簇晶多，棱角大

多短钝，导管木质化，多网纹，尚可见具缘纹孔及螺

纹导管，木薄壁细胞排列整齐，淀粉粒小而多，单粒、

复粒均有。以上特征可作为藏药高山大黄的鉴别特

征。

对比同属药用植物大黄，主要可以通过观察根

茎髓部是否有异型维管束，以及导管是否木质化来

区分：大黄根茎髓部常有异型维管束散在，而高山大

黄根茎髓部无异型维管束；大黄的导管非木质化，而

高山大黄的导管木质化，间苯三酚 －盐酸染色后呈
粉红色。此外草酸钙簇晶大小亦可作为参考依据，

大黄的草酸钙簇晶直径 ２０～１６０μｍ，有的至 １９０
μｍ［１１］，而高山大黄的草酸钙簇晶棱角大多短钝，直
径２０～３５μｍ。

ｍａｔＫ基因序列分析技术客观准确，通用性强，
在序列校对完成后，对变异位点进行查找，以９５０－
９５５处ＣＡＡＧＡＡ６个碱基插入作为高山大黄的主要
特征，辅以基因上游 １０６、２１８、２２２、３６５、５２２、６１５、
７１１、７５９、８０１、８５２处存在的特异碱基 Ｔ、Ａ、Ｇ、Ａ、Ｔ、
Ｇ、Ｇ、Ａ、Ａ、Ｇ，为高山大黄的分子鉴定研究提供了科
学依据。

在本研究中，笔者发现高山大黄无论在显微鉴

定还是分子鉴定层面都与同属药用植物表现出明显

的差异。高山大黄类“锦毛植物”，根系粗壮，花序

由苞片包裹［１２］，有学者对其苞叶进行了研究，发现

ＣＨＳ重复基因在苞叶和基叶中表达分化，降低紫外
线透射率［１３］，光合作用相关的基因在苞叶中表达量

显著下降，而另一些与植物胁迫响应相关的基因的

表达量却显著升高，这些差异表达基因与其解剖特

征和适应性功能密切相关［１４］。研究还表明，高山大
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黄具有较高的羟基自由基、ＤＰＰＨ·清除率和良好的
抗脂质过氧化能力，综合抗氧化能力接近 Ｖｃ［１５］。
笔者认为高山大黄导管的木质化，ｍａｔＫ基因序列中
９５０－９５５处６个碱基的插入，以及显著的抗氧化活
性，亦与其长期生活在高原环境密不可分，其相关性

还有待进一步研究。
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世界中联第六届肝病国际学术大会暨换届大会（２０１５·南宁）征文通知

　　由世界中医药学会联合会肝病专业委员会主

办，北京中医药大学东直门医院、广西中医药大学第

一附属医院、广西中医药大学附属瑞康医院联合承

办的世界中联第六届肝病国际学术大会暨换届大会

（２０１５·南宁）拟于２０１５年５月２９－３０日在广西南

宁召开，内容包括专题讲座和会议交流，现将会议征

文的相关事项通知如下：

１、征文内容：①肝脏疾病的中医及中西医结合

研究进展综述，国内外肝病诊疗标准、防治指南的最

新动态及解读；②肝脏疾病研究方法学、思路和发展

战略；③中医肝病标准、生存质量量表的研究现状及

研究方法；④中医药、中西医结合防治病毒性肝炎、

自身免疫性肝病、非酒精性脂肪性肝病、酒精性肝

病、肝硬化及其并发症、肝癌前病变、肝癌等疾病的

临床试验研究及经验总结；⑤中医药改善肝功能、抗

病毒、抗肝纤维化、调节免疫、抗肝脏肿瘤的治疗经

验、临床和基础研究；⑥非药物疗法（治疗手法、中

医诊疗设备）、多种给药途径（栓剂、保留灌肠、皮肤

给药、腧穴给药等）在治疗肝病中的应用研究；⑦肝

脏疾病病生理机制、动物模型、实验方法学领域的新

理论、新技术、新方法。

２、征文要求：①稿件要求在５０００字以内，未经

正式发表，并提供５００字以内的中英文摘要，注明作

者姓名、单位名称、地址及邮编或Ｅ－ｍａｉｌ地址。稿

件需ｗｏｒｄ格式电子版。②以电子邮件形式发至：ｓｊ

ｚｌｇｂｄｈ＠１２６．ｃｏｍ。

注：邮件主题注明“会议征文（作者姓名）”字

样。

３、截稿日期：２０１５年４月３０日

４、联系人：甘大楠（１３８１１３７００１３）、李小科

（１３８１０６２２６６４），传真：０１０－６４０１０８１７转甘大楠。

世界中医药学会联合会肝病专业委员会

２０１５年１月　　　　　
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