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摘要:目的:建立中药红曲基原菌的 RAPD分析方法。方法: CTAB法提取不同产地红曲基原真菌的基因组

DNA;琼脂糖凝胶电泳法检测 PCR扩增产物, PHYLIP3�5c进行聚类分析。结果: S282等 10个随机引物的

扩增产物谱带多,特征好;产地间指纹图谱呈现出明显的 DNA 扩增产物多态性。结论: RAPD分析技术可作

为红曲鉴定的有用手段。
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ABSTRACT:OBJECTIVE:Establish a random amplified polymorphism DNA( RAPD) method for classif icat ion

of orig in fungi of the t radit ional Chinese medicine, Hongqu. METHODS: The genome DNAs of the origin fungi

of H ongqu from 14 dif ferent producing areas w ere ext racted by CTAB. Amplif icat ion products were detected by

agarose gel elect rophoresis and done clustering analysis using PHYLIP3. 5c. RESULTS:A characteristic pattern

w as produced dependent on one of the 10 screened random primers and the genome amplified. The diversities of

the f ingerprint patterns of Monascus ex ist obvious by which w e can dist inguish easily . CONCLUSION:RAPD as-

say technique is a useful tool to identify of Hongqu.
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� � 红曲是一种食疗兼备的传统中药, 具有活血化

瘀、健脾消食等功效; 近年来的研究发现, 红曲同时

具有降脂、降压、降糖和抑制肿瘤生长等作用。但制

备红曲的基原真菌种类较多, 我国约有 19 种, 由于

菌种、生产方法及所用大米不同等使不同产地红曲

所含成分存在差异而致临床疗效不同, 需要提供较

好的鉴别方法; 同时红曲基原菌的命名在分类学上

一直存在争议[ 1]。随机扩增多态性DNA( RAPD)是

一种运用 PCR原理,以一条随机设计的寡核苷酸单

链为引物, 对模板 DNA 进行 PCR扩增的遗传标记

技术[ 2] ;已广泛用于动植物的物种形成、系统演化

关系等各个领域的研究
[ 3~ 5]

。鉴于红曲霉菌的分

子生物学研究至今未见报道, 其 DNA 等分子生物

学背景不清,常规分子生物学技术等不适用,本文首

次运用 RAPD分析技术,从分子水平上研究了不同

产地红曲基原菌的遗传背景差异, 为中药鉴定提供

新的有力手段和科学依据。

1 � 材料与方法
1�1 � 仪器与试药

Perkin Elmers 480 型 DNA 扩增仪, Beckman

J2� 21M 型超速离心机, 岛津 UV - 265FW 紫外分

光光度计, FR280 电泳仪、FR180A 台式离心机及

FR120暗箱式紫外分析仪。S282 ( CATCGCCGCA) ,

S502( CACAGCTGCC ) , S710 ( AGCGATGCAC ) , S750

( CGGGCAACGT ) , S782 ( GAGGT CCACA ) , OPH 3

( AGACGTCCAC) , OPH 4 ( GGAAGTCGCC) , OPH 5

( AGTCGT CCCC ) , OPH7 ( CTGCAT CGT G) , OPH 8
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( GAAACACCCC) 10个随机引物及 T aq DNA 聚合

酶, 上生生物工程公司。DNA 提取缓冲液含

0�1mol/ L Tris� HCl ( pH9�0) , 0�2mmol/ L EDTA

( pH8�0) , 1�4mol/ L NaCl, 5%十六烷基三甲基溴化

铵( CTAB)及 0�5%�- 巯基乙醇。TE 缓冲液; 0�1
� TE 缓冲液; 5 � TBE 缓冲液。

1�2 � 菌株
不同产地红曲米中的红曲霉分离株 14株(见表

1)。

表 1 � 试验用红曲霉分离株的来源

No. Sources No. Sources

X1 Zhouchun, S handong X8 Huwua,Guangdong

X2 Wuhan, Hubei X10 Nanjing, Jiangsu

X3 Changsha,Hunan X11 Zhengjiang, J iangsu

X4 Jiangyin, Jiangsu X12 Gut ian, Fujiang

X5 Yongkang, Zhejiang X13 Shanghai

X6 Gutian , Fujiang X16 Fuzhou, Fujiang

X7 Jiaoling, Guangdong X18 Longyan, Zhejiang

1�3 � DNA 提取与测定
依 CAT B法略加改动[ 6]。用 EB荧光强度和分

光光度计双重测定法确定 DNA大小及浓度, 测定

A 260/ A 280比值并判断 DNA 纯度,应大于 1�5为佳。

1. 4 � PCR反应

参照Williams的方法[ 3]稍加改动。

1�5 � DNA 条带的计算
根据片段大小排列并记录, 条带有计为� 1�; 条

带无计为� 0�;缺失数据计为� * �。
1�6 � 相似率计算

根据 Nei等人( 1979)的相似率分析公式进行数

据分析

相似率( Fab)= (2 � N ab) / ( N a+ N b) � 100%

其中, N ab为菌株 a 和 b 之间共有的 DNA 扩增

片段数目, N a 为个体 a 具有的 DNA扩增片段数目,

N b为个体 b具有的 DNA扩增片段数目。

1�7 � 聚类分析
根据原始数据 0- 1矩阵计算出相似矩阵及遗

传距离矩阵, 使用 PHYLIP3. 5c ( Phylogeny Infer-

ence Package)中的 U PGMA 聚类方法构树。

2 � 结果与分析

2�1 � DNA 提取
提取的红曲霉基因组 DNA 片段大小一致, 约

为 21Kb,说明用本法能提取较完整的红曲霉基因组

DNA。

2�2 � 红曲霉 RAPD产物的电泳图谱

用筛选出的 10个随机引物进行扩增。不同产

地红曲霉分离株的 RAPD 扩增产物谱带有 3 ~ 9

条;各材料主带 1~ 3条,次带丰富,既有相同条带又

有差异条带;见图 1。

图 1 � 红曲霉分离株的 RAPD结果

2�3 � DNA多态性分析
从全部材料的 10个 RAPD引物扩增的指纹图

谱上可以看出,种内不同产地居群指纹图谱差异较

小,主带基本一致,只个别次带存在差异; 统计所有

电泳结果,共获得电泳条带 434条,其中多态性条带

78条,占 18%。

2�3�1 � 不同产地红曲霉分离株的 RAPD 分析: 14

株红曲霉分离株的相似矩阵见表 2, 聚类分析结果

见图 2。红曲霉分离株间的相似率为 33�0% ~

100%, 平均 72�6% ;说明了不同产地红曲大多是用

同一种红曲霉来制造的, 这结果与形态学及扫描电

镜观察的结果一致, 即我国大部分地区是用紫红曲

霉来发酵制备红曲的[ 7]。表明分子系统学与基于

基因组 DNA基础之上的形态分类学具有良好的吻

合度, RAPD扩增产物指纹谱能很好地反映两者之

间的遗传距离,具有极强的鉴别能力。

图 2 � 不同产地红曲霉分离株的系统聚类图
� � 聚类分析结果表明, X18分离株与其它产地的红

曲霉分离株相比, 在亲缘关系上应有一定的距离,它

们之间呈现出较明显的 DNA 扩增产物多态性, 这

深刻反映了菌株发生变异的 DNA基础。
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表 2 � 不同产地红曲霉的相似矩阵
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X10 X11 X12 X13 X16 X18

X1 1. 00

X2 0. 63 1. 00

X3 0. 93 0. 63 1. 00
X4 0. 95 0. 67 0. 95 1. 00

X5 0. 97 0. 68 0. 97 0. 98 1. 00

X6 0. 97 0. 68 0. 97 0. 98 1. 00 1. 00

X7 0. 97 0. 68 0. 97 0. 98 1. 00 1. 00 1. 00

X8 0. 85 0. 63 0. 82 0. 82 0. 89 0. 89 0. 86 1. 00

X10 0. 83 0. 64 0. 83 0. 85 0. 86 0. 86 0. 86 0. 94 1. 00

X11 0. 95 0. 66 0. 98 0. 97 0. 98 0. 98 0. 98 0. 90 0. 84 1. 00

X12 0. 72 0. 53 0. 69 0. 72 0. 73 0. 73 0. 73 0. 66 0. 67 0. 71 1. 00

X13 0. 79 0. 50 0. 76 0. 76 0. 77 0. 77 0. 77 0. 73 0. 71 0. 78 0. 90 1. 00

X16 0. 79 0. 60 0. 79 0. 78 0. 79 0. 83 0. 79 0. 75 0. 73 0. 81 0. 75 0. 85 1. 00
X18 0. 41 0. 30 0. 38 0. 39 0. 43 0. 43 0. 43 0. 33 0. 38 0. 41 0. 44 0. 48 0. 49 1. 00

3 � 讨论
红曲霉属真菌的分类、名称及其与商品红曲药

材的关系一直比较混乱, 新种不断出现和学名更迭

更增添了分类与鉴定的困难。因此, 基于 RAPD 多

态性分析的数值分类将从分子水平上为揭示红曲霉

属遗传背景差异及为系统分类鉴定提供更有力的现

代研究手段和支持依据。

RAPD多态性聚类分析结果与经典分类具有很

大的吻合度,说明 RAPD分析具有很好的重现性和

可靠性,可作为真菌系统分类客观而有效的手段之

一,对某些分类学混乱和争议能做出更为明确和自

然的处理。

利用 RAPD 指纹图谱所建立的聚类系统树所

反映的种间关系与经典形态分类又有一定的差异,

如RAPD多态性提示 X4 和 X18一样与其它产地的

几种红曲霉的遗传距离较远, 应为不同种;而依经典

形态学观点, X18与其它几种红曲霉不同种,而 X4 与

其它产地的几种红曲霉同种。造成这种现象的原因

是与不同分类水平相关的。传统分类是以几个主要

的形态特征为依据,而控制这几个形态特征的基因

在整个遗传信息中所占的比例较小。RAPD分析则

是通过多个不同的引物给出覆盖整个基因组的多态

性信息, 并且是直接从 DNA 分子中检测碱基序列

的变化, 因此以形态为依据的分类系统与以 DNA

水平为依据的分类结果就不可能完全吻合,这也提

示了 RAPD 分析最好与包括形态学在内的其它分

类方法相结合,以提高分类的客观性、真实性和正确

性。
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ln A = ln�/ Tm 2- lnR / E+ E / RT m , 可求得频率因

子 A ,这样由 Arrhenis 公式 k= Ae- E/ RT , 求出任一

温度下的 k 值。

反应级数与 DTA峰形有关, 反应级数小, 峰形

对称性也小,从而提出了峰形指数的概念,其定义为

DTA 曲线峰拐点处切线斜率之比:峰形指数 S = 左

半峰宽/右半峰宽

峰形指数是反应级数的函数, 存在以下关系式:

S = 0. 63n2

则 n = 1. 26S
1/ 2

3�2 � 通过本试验体会到, DTA 法测定药物的分解

反应动力学参数, 比用经典恒温法简便易行,需要的

数据少,因而 DTA在新药处方前的研究中是一种很

有用的测试手段, 国内外已有药厂将其作为原辅料

常规的定性方法。
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