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! ! 摘! 要! 本文就近年来国内外有关石斛分子生物学方面研究进行了简要概述，主要对石斛分子鉴

定、基因工程研究进行了总结。同时提出了今后药用石斛分子生物学研究的前景。

关键词! 石斛! 分子鉴定! 基因工程

! ! 石斛为传统名贵中药材，为兰科（ (#0,&%$0-$-）

石斛属（;-)%#(<&2= >?），以新鲜或干燥的茎入药，

我国 @A 种石斛属植物中有 97 多种作为药用，著名的

有铁皮石斛、金钗石斛、霍山石斛等。它具有“滋阴

养胃、 清 热 生 津、 润 肺 止 咳、 明 目 强 身 ” 之 功

效［: B 9］，《 神农本草经》 中将其列为上品，被誉为

“中华九仙草”之首。药用石斛的有效成分主要是生

物碱和多糖。现代药理研究表明，石斛还具有抗肿

瘤、抗衰老、增强机体免疫力、扩张血管及血小板凝

集、有效减轻肝损伤等作用，对眼科疾病也有明显的

治疗作用。因此石斛在临床及中医复方中被广泛应

用，如“清睛粉C、“ 石斛夜光丸”、“ 脉络宁注射

液”、“清咽宁” 和“益肠汤” 等等。但石斛对生长

环境的要求十分严格，自然条件下，种子萌发率极

低，生长极缓慢；另一方面人们过度采挖，环境的恶

化，石斛资源日趋枯竭［3 B @］。为保护利用这一珍稀中

药材，增加产量，不少学者进行了石斛组织培养快速

繁殖研究，并取得了一定的进展。但试管苗移栽成活

率低，产量低，目前还没能应用试管苗进行大面积栽

培，因此石斛药源一直处于相当紧张状态，亟待解

决。应用现代生物技术和现代农业技术来解决才是长

远之计。本文就石斛分子生物研究情况作一概括。

:! 石斛的分子鉴定

由于石斛生长环境十分独特，资源稀少，加之人

为滥采和生长环境破坏，不少名贵品种已近濒危。目

前石斛药材市场出现大量假冒伪劣产品。另外，石斛

属中药品种众多、产地各异，商品规格极为复杂，致

使石斛成为目前药典收载的中药材中基源最为混乱的

品种之一，对其鉴定与质量评价及辨别真伪历来十分

困难。

近年发展的 ;5D 指纹图谱技术为生药的分子鉴

定提 供 了 可 能， 限 制 性 内 切 酶 片 段 长 度 多 态 性

（EFGH）、聚合酶链反应（ H+E）、随机扩增多态性

;5D（EDH;）、扩增的限制性内切酶片段长度多态性

（DFGH）等分子遗传标记技术已广泛应用于近缘生药
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品种的研究，鉴于分子生物技术在药材质量评价及真

伪方面的优势，分子生物技术在石斛鉴定研究中应用

得最多。

9:; 分子标记是石斛鉴定应用最广泛的技术。张

铭等［<］利用随机扩增多态性 9:;（=;>9）技术对 "’
种石斛进行了基因组 9:; 多态性分析并构建了聚类

树状图。根据筛选到的 9:; 片段序列，将 ?*/@./%<
引物从 &’端延长至 "#AB，设计特异性的引物可高效

快速鉴定铁皮石斛。徐红等［C］研究黄草石斛 D?( 片段

遗传多态性，用一对引物进行 >1= 扩增，扩增产物

纯化后用双脱氧终止法测序，获得核糖体 9:; 中 D?(
和 E! < ?)9:; 完 整 序 列，%$ 个 石 斛 类 群 的 D?(% 与

D?(" 序列的长度分别为 ""< F "&&AB 和 "$" F "$GAB。

用 :7 法根据 D?(% 与 D?(" 序列数据重建系统发生树，

发现两序列在石斛种内保守，种间差异较大，与外类

群的差异最大，因此可作为黄草石斛分子鉴定的标

记。丁小余等建立了 "% 种枫斗类石斛的 )9:; D?( 序

列数据库［%#］，对曲茎石斛（ 南阳居群）、霍山石斛

（霍山居群）、铁皮石斛（天台居群） 的 )9:; D?( 序

列进行比较，选出了 G 个碱基位点用作鉴别曲茎石斛

（南 阳 居 群 ） 及 其 近 似 品 种 的 9:; 证 据［%%］。 他

们［%&、%$］用类似方法挑选 %E 个碱基位点作为鉴别束花

石斛及其相似品种玫瑰石斛、喇叭石斛、报春石斛、

兜唇石斛的 9:; 标记。罗玉明等［%%］根据细叶石斛及

其 &G 种石斛的 )9:; D?( 序列设计位点特异性 >1= 鉴

别引物 HI J 7KL% ? 和 HI J 7KL% H，对细叶石斛进

行了成功的鉴别。

腾艳芬等［ 0"］通过 M*-N 基因序列分析石斛及其混

品之间的遗传关系，将正品石斛与伪品区分开来。张

尊建［<］等建立了密花石斛、马鞭石斛、短棒石斛、鼓

槌石斛和金钗石斛等五种石斛的 O>P1 Q R1 指纹图谱，

为石斛的全面质量控制提供依据。彭锐等［%’］研究比

较不同 9:; 提取方法，发现在提取石制属中药 9:;
前加入 1(;K 缓冲液抽提多糖等杂质，可获得高质量

的 9:;。

"! 基因工程研究

石斛基因工程起步较晚，进展缓慢。主要是因为

石斛属植物对根癌农杆菌或发根农杆菌不敏感，缺乏

合适的载体［%G］。而一些直接转移法如 >ST 介导和电激

法成功率又不高。因此，石斛基因工程研究一直不尽

人意。在这方面人们对石斛进行了一些尝试。

I*/@ O O 等［%<］在石斛中分离出了色素合成基因，

并得到了高效表达。U832/03［%C］等用带有植物表现的

:.4 J :>(!基因和番木瓜病毒（>=V） 膜蛋白（1>）

基因的质粒 BT;$<"TT Q 6B>=V$ 包被的微粒轰击石斛的

原球茎进行基因转移实验。通过 $ 次杂交得到的近 "<#
个原球茎被粒子轰击，转化与否表现在组织是否变绿。

培养基为 % Q "5? W "X 蔗糖 W （E## J %##）M@ Q P 硫酸

卡那霉素。>1= 分析表明，由 " 次杂交得到了 %" 株具

有卡那霉素耐受性植株带有 :.4 J :>( 基因，而只有 %
株带有 >=V1> 基因。这些结论表明用粒子轰击的方法

可以实现单子叶植物石斛的转基因。此外，石斛属植

物转基因组织和植物的筛选还可用荧光素酶基因做为

标记。12,* 等［"#］用带有 &E? J 086 嵌合基因质粒包被的

钨颗粒（ %! & "M）轰击石斛的原球茎，& 周后，向转

化组织中加入 0MM.0 Q P 的荧光素，转化细胞可通过低

光视频显微镜及其辅助图象处理设备检测生物性发光

素辨别。将转化的组织切割下来培养生长，然后进行

第" 轮筛选。这样经过& 轮的生长和筛选后，表达荧光

素酶的组织表明基因在该组织中转化成功。同时 ?.8-2Y
3)/ 杂交也证明荧光素酶基因已结合到植物基因组，该

方法也可用于其它植物基因转化的检测。

除了用粒子轰击的方法来进行石斛原球茎转基因

的研究外，有关石斛的研究还涉及了农杆菌介导的转

基因。利用根癌农杆菌 ;@).A*6-3),8M )2,Z.@3/34 侵染

宿主植物受伤部位的细胞并产生大量转化毛状根，与

传统的细胞培养技术相比，转化毛状根具有生长迅

速、遗传性状稳定及激素自养型等特点，克服了植物

细胞培养中对原植物激素的依赖性，是生产次尘代谢

产物较理想的组织。农杆菌侵染植物的关键之一是细

菌侵入性基因诱导物的作用，诱导物在转化过程中可

将 ( J 9:; 的加下和转运通道激活，诱导 V,) 区基因

的活化表达。在双子叶植物中，许多天然酚性化合物

如乙酰丁香酮、香豆醇和芥子醇等都是已知的细菌侵

入性基因的诱导物。但在石斛中，还没有发现这类诱

导物质。:*/［"0］研究发现在石斛组织培养中原球茎发

育早期有大量的松柏醇产生，可诱导毒性基因的表

达。如果将在暗处培养的原球茎转入光照条件下，其

万方数据



中医药通报·方药研究!

"#$%&’&()$* +,&)-.- /-%&0&)- 1(2#)$* 34!!!

含量呈 5 倍增加。原球茎松柏醇的产量是叶的 66 倍，

这将使通过农杆菌介导法获得转基因植物，即将克隆

的花色基因、主要药用成分表达基因等通过农杆菌介

导法转入石斛原球茎成为可能。但是农杆菌介导的转

基因在石斛中并未取得成功，这个研究结果提示农杆

菌对单子叶植物石斛的不敏感性可能存在着新的机

制。

7! 结! ! 语

89: 分子遗传标记不受形态、来 源 因 素 影 响，

;:<8 方法能有效地鉴别动植物药材，然而也存在不

够稳定、不同实验室间重复性较差等问题。准确鉴别

常需要做多次测定。因此最好的方法是筛选到物种的

特异性引物进行 <+; 分析或短重复顺序（ ==;） 分

析，只有这样才能满足特异、稳定、便捷鉴别的目

的。本研究的目的是在药用石斛 89: 指纹分析的基

础上，获得鉴别铁皮石斛等名贵品种的特异引物（或

分子探针），并建立相配套的便捷的分子检测技术。

搞清石斛等的主要药用功能基因结构及表达规律，有

效利用、开发、保护石斛资源，为中药现代化服务。

石斛分子分析不仅能用于鉴别野生药材和枫斗、

石斛粉等加工品，也可以用于石斛 >:< 的种质检测，

石斛药材道地性分析和变异分析，有十分明显的理论

意义和应用价值。

铁皮石斛为石斛属一种名贵中药，自然资源稀

缺；人工组培苗移栽成活率低，不能满足药材市场的

需求；石斛硷为石斛主要药用有效成分之一，但人工

合成成本很高。因此石斛硷相关功能基因的获得，为

下一步通过基因工程大量生产石斛硷奠定基础。我们

利用理化因子定向诱导铁皮石斛种胚原球茎已经获得

稳定的石斛碱突变体；运用 089: ? :@A< 技术、用差

异显示对突变体表达进行分析；以 /#)$ ? 089: 克隆

法构建铁皮石斛差减 089: 文库；以获得差异表达

B;9: 反义基因构建相应的载体，转化石斛，分析转

基因石斛的成分石斛硷的变化，对反义基因进行筛

选，确定石斛硷功能基因；并进行基因的全长克隆。

从而获得石斛硷相关功能基因，为有效利用、开发、

保护及开拓石斛资源创造了条件；也为探索以突变体

和生物检测方法来克隆其他中药的有效成分的功能基

因探求一条新道路。
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