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　　摘要：利用目标起始密码子多态性（ｓｔａｒｔｃｏｄｏｎｔａｒｇｅｔｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＳＣｏＴ）和巢式（Ｎｅｓｔｅｄ）ＰＣＲ２种分子标
记技术建立“龙头凤尾”铁皮石斛ＤＮＡ分子鉴别的方法，并研究其复方制剂的降血糖作用。用ＳＣｏＴ标记设计１对引
物ＳＣ３，开发特异性检测“龙头凤尾”铁皮石斛的ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ方法，建立分子鉴别质量标准；利用鉴别后的石斛制备复
方胶囊，对链脲佐菌素加高脂饲料复制的胰岛素抵抗／脂代谢紊乱型糖尿病大鼠进行降血糖药效学研究，观察其对模
型大鼠空腹血糖、糖耐量、血清胆固醇、胰岛素等的影响。结果显示，用设计的特异性引物ＳＣ３对其进行ＳＣｏＴ－Ｎｅｓｔｅｄ
ＰＣＲ扩增后，仅在睿绅２号中扩增出１条清晰的目标条带，而在其他铁皮石斛品种中均没有出现目标条带，从而实现
特异性鉴别。其复方石斛胶囊降血糖作用的规律为：与正常对照组比较，造模组大鼠血糖水平、血糖曲线下面积、总胆

固醇含量显著增加（Ｐ＜０．０１），血清胰岛素含量显著减少（Ｐ＜０．０１）；与造模组比较，复方胶囊高、中剂量组大鼠血糖
水平、血糖曲线下面积、总胆固醇含量显著减少（Ｐ＜０．０５），大鼠体质量、血清胰岛素含量显著增加（Ｐ＜０．０５）。说明
ＳＣｏＴ－ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ分子标记可以利用１对引物ＳＣ３对“龙头凤尾”铁皮石斛睿绅２号进行特异性鉴别；其制备的复方
胶囊高、中剂量组对链脲佐菌素加高脂饲料致胰岛素抵抗糖／脂代谢紊乱型模型大鼠具有一定的降血糖作用，增加胰
岛素分泌，降低血清胆固醇含量。能够提高该品种石斛的质量标准，其制剂产品具有较好的降血糖作用。
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　　铁皮石斛为兰科石斛属多年草本附生植物，富含多糖、生
物碱等成分［１］，能增强胰岛素活性和降低糖尿病患者血糖作

用［２］。传统的石斛鉴定是基于形态学、解剖学和化学分析的

传统方法，以形态、感官为主，如茎粗、质量、嚼之黏牙、味甘、

无渣等为指标［３－４］，但这些传统方法并不能完全反映药材的

内在质量，很难从幼苗或干茎中鉴定石斛属物种，也不利于产

业管理的规范化。近年来，随着 ＤＮＡ分子标记技术的发展，
应用这些技术鉴定石斛品种得到了迅速的发展［５］。其中，以

目标起始密码子多态性（ｓｔａｒｔｃｏｄｏｎｔａｒｇｅｔｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＣｏＴ）标记技术［６］在石斛鉴定、种质源评估以及遗传多样性

和亲缘关系分析上得到了较为广泛的应用。巢式 ＰＣＲ
（ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）分子标记因其扩增非常具有特异性而被广泛应
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用［７－８］，其结果一般表现为扩增片段的有无，具有简单易用、

重复性好、扩增结果无须测序等优点。ＳＣｏＴ分子标记和巢式
ＰＣＲ分子标记二者的结合将为铁皮石斛的鉴定提供新的检
测手段。

本研究所用的铁皮石斛是由东莞市睿绅生物技术有限公

司以“三步法”栽培的“龙头凤尾”形，是优质的石斛新品种，

其多糖含量高达 ４５．３４％，比普通市售石斛的多糖含量高
８０％左右［《中华人民共和国药典（２０１５年版）》规定多糖含
量≥２５％］，由于其多糖含量显著高于市售产品，对其进行基
因鉴别和产品开发非常有必要。本研究基于 ＤＮＡ分子标记
技术，采用ＳＣｏＴ分子标记和巢式 ＰＣＲ分子标记结合技术进
行药材鉴别研究，建立高产优质“龙头凤尾”铁皮石斛的质量

标准。在此基础上，以高糖铁皮石斛睿绅２号为君药，配伍五
味子、黄芪、葛根等中药，开发复方胶囊产品，用链脲佐菌素加

高脂饲料复制的胰岛素抵抗糖／脂代谢紊乱型糖尿病大鼠进
行降血糖药效学研究，观察本复方对模型大鼠的血糖含量、糖

耐量、血清胰岛素含量、胆固醇含量等的影响，以明确本复方

是否具有降低血糖的药效学作用，为开发铁皮石斛新型保健

品提供理论依据。

１　试验材料与方法

１．１　材料
１．１．１　仪器　５０２０型９６孔梯度ＰＣＲ仪、超微量紫外分光光
度计［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；２５００型凝胶成像
系统（上海天能科技有限公司）；Ｃ．Ｂ．Ｓ水平电泳槽［伯乐生
命医学产品（上海）有限公司］；血糖仪、试纸（瑞士罗氏制药

公司）；５４２７型冷冻离心机（艾本德中国有限公司）；１５１０型
酶标仪［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；ＥＬ２０４－ＩＣ型电
子天平（梅特勒－托利多仪器有限公司）。
１．１．２　试验药品　基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（批号：ＤＰ３０５，
北京天根生化科技有限公司）；具有核酸外切酶（ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ）
活性的耐热性 ＤＮＡ聚合酶（ＥｘＴａｑ酶）［批号：ＲＲ０１ＡＭ，宝
日医生物技术 （北京）有限公司］；具有核酸外切酶

（ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ）活性的耐热性 ＤＮＡ聚合酶预混合液（ＥｘＴａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ）［批号：ＲＲ００３Ａ，宝日医生物技术（北京）有
限公司］；ＳＹＢＲ Ｓａｆｅ脱氧核糖核苷酸（ＤＮＡ）凝胶染料［批
号：Ｓ３３１０２，赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；引物均由华
大基因科技有限公司合成；链脲佐菌素（批号：Ｓ０１３０，美国
Ｓｉｇｍａ公司）；盐酸二甲双胍（批号：Ｍ１０７８２７，上海阿拉丁生
化科技股份有限公司）；葡萄糖（天津市致远化学试剂有限公

司）；大鼠胰岛素酶联免疫检测试剂盒（武汉华美生物工程有

限公司）；总胆固醇测定试剂盒（南京建成生物工程研究所）；

高脂高胆固醇饲料（广东省医学实验动物中心）。

１．１．３　植物样本　４种石斛样本分别为铁皮石斛睿绅２号、
睿绅１号、睿绅３号、睿绅４号，记为 ＲＳ－２、ＲＳ－１、ＲＳ－３、
ＲＳ－４。４种石斛样本均由东莞市睿绅生物技术有限公司栽
培与提供。

１．１．４　石斛复方制剂制备处方及制备方法　称取葛根、五味
子、黄芪药材（质量比为１∶２∶２），加入１０倍量溶剂（３０％乙
醇），提取３次，每次１ｈ，合并滤液，过滤，滤液经减压浓缩，真
空干燥后，加入铁皮石斛睿绅２号超微粉适量混匀，湿法制

粒，７０％乙醇润湿，将制得颗粒于５０～６０℃下干燥２ｈ左右，
将干燥后的颗粒过２０目筛，整粒，直接填充胶囊即可。
１．１．５　试验动物　健康ＳＰＦ（无特定病原体）级，斯泼累格·
多雷（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ，简称 ＳＤ）大鼠，雄性 ８０只，体质量为
（１６０±２０）ｇ，由广州中医药大学科学实验动物中心提供［动
物使用合格证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１３－００３４］；试验地点为广州
中医药大学科学实验动物中心，试验时间为２０１７年１１月至
２０１８年２月［广东省动物实验证明许可证号：ＳＣＸＫ（粤）
２０１３－００８５］。
１．２　试验方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ的提取与检测　采用植物基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒（ＤＰ３０５）提取总ＤＮＡ，所得ＤＮＡ用超微量紫外可
见分光光度计和０．８％琼脂糖凝胶电泳检测其质量及完整
性，根据检测结果将ＤＮＡ浓度稀释至２０ｎｇ／μＬ，－２０℃保存
备用。

１．２．２　ＳＣｏＴ－ＰＣＲ标记的扩增　对４种石斛样本使用通用
ＳＣｏＴ引物Ｓ８（５′－ＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＧＴ－３′）进行 ＳＣｏＴ－
ＰＣＲ扩增。ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系为 ２０μＬ：１μＬ２０ｎｇ／ｍＬ
ＤＮＡ模 板，Ｍｇ２＋ 浓 度 为 ２．０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ浓 度 为
０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、０．２μＬ５Ｕ／ｍＬＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶和引物
０．５μｍｏｌ／Ｌ，不足用 ｄｄＨ２Ｏ（去离子水）补足；扩增程序参考
Ｃｏｌｌａｒｄ等的原始扩增程序［８］略作修改：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；
９４℃ 变性１ｍｉｎ，５２℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．２．３　ＳＣｏＴ特异片段的回收、克隆、测序及引物设计　扩增
获得的铁皮石斛睿绅２号 ＳＣｏＴ特异性 ＤＮＡ片段进行回收、
纯化及克隆并送往北京六合华大基因科技有限公司进行序列

测定。使用在线程序ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ＢＬＡＳＴ／）分析测序的 ＤＮＡ序列的同源性，并且使用在线
Ｐｒｉｍｅｒ３（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏ．ｕｔ．ｅｅ／ｐｒｉｍｅｒ３／）对特异性 ＳＣｏＴ片段
的核苷酸序列设计１对特异性引物 ＳＣ３：上游引物的序列为
５′－ＣＴＣＧＣＣＡＴＡＴＣＧＴＣＧＡＧＣＡ－３′；下游引物的序列为５′－
ＡＣＧＴＴＣＴＧＴＴＡＴＧＧＧＧＴＣＣＴ－３′。
１．２．４　ＳＣｏＴ－ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ标记检测体系的建立　以４种石
斛样本 ＤＮＡ为模板，进行 ＳＣｏＴ－ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ标记特异性个
体验证，将第１次ＳＣｏＴ－ＰＣＲ的扩增产物作为第２次扩增的
ＤＮＡ模板来进行巢式ＰＣＲ扩增。２０μＬ巢式 ＰＣＲ反应体系
为１０μＬＥｘＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，２μＬ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ引物，
１μＬ模板（稀释１０００倍），不足用 ｄｄＨ２Ｏ（去离子水）补足。
ＰＣＲ仪扩增条件为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性５０ｓ，５８℃
退火４５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３０个循环；７２℃延伸８ｍｉｎ。扩增
反应结束后，取８μＬ扩增产物，向样品中加入２μＬ６×上样
缓冲液，在１％琼脂糖凝胶（含核酸染料）中电泳分离，最后在
凝胶成像系统观察和记录。

１．２．５　模型的复制　雄性ＳＤ大鼠适应性饲养１周后，根据
体质量随机分成６组（正常组与５组造模组），正常组继续喂
食普通饲料，造模组更换高脂饲料，喂饲３周后禁食至少１２ｈ
（不禁水），正常组腹腔注射生理盐水２８ｍｇ／ｋｇ，造模组给予
链脲佐菌素（ＳＴＺ）２８ｍｇ／ｋｇ［用０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸－柠檬酸钠
溶液（ｐＨ值为４．０）稀释成１％溶液］腹腔注射。造模组继续
给予高脂饲料喂饲３～５ｄ，尾静脉采血测定空腹血糖（禁食
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４ｈ），１５～２０ｍｉｎ后经口给予葡萄糖２．５ｇ／ｋｇ，测定给葡萄糖
后各组 ０．５、２．０ｈ的血糖值，０．５ｈ血糖值≥１０ｍｍｏｌ／Ｌ纳入
胰岛素抵抗糖／脂代谢紊乱模型。
１．２．６　样品及处理　试验分为６个组，即正常对照组（等容
生理盐水），模型对照组（等容生理盐水），二甲双胍组

（１２５ｍｇ／ｋｇ）、铁皮石斛复方胶囊高、中、低（１．０、０．５、
０．２５ｇ／ｋｇ）剂量组，灌胃给药，给药量均为１ｍＬ／１００ｇ，连续
２８ｄ，自由进食、饮水，每周测定大鼠体质量。
１．２．７　指标检测
１．２．７．１　空腹血糖值的测定　试验４周后，大鼠禁食不禁水
４ｈ，用血糖仪尾静脉采血测定空腹血糖值。
１．２．７．２　糖耐量试验　试验４周后，大鼠禁食不禁水４ｈ，测
定空腹血糖值，１５～２０ｍｉｎ后经口给予葡萄糖２．５ｇ／ｋｇ，尾静
脉采血测定给予葡萄糖后０．５、２．０ｈ的血糖值，进行糖耐量
试验，计算血糖曲线下面积。

１．２．７．３　血清胆固醇水平和血清胰岛素水平的测定　各组
动物禁食不禁水４ｈ，腹主动脉取血，按测定试剂盒说明方法
检测血清总胆固醇水平，酶联免疫法测定血清胰岛素水平。

１．２．８　统计学方法　试验数据用 ＳＰＳＳ２０软件包进行统计
分析，计量资料以 “ｘ±ｓ”表示；用单因素方差进行组间组内
分析。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　ＳＣｏＴ－ＰＣＲ标记结果分析
对４种石斛样本使用通用ＳＣｏＴ引物Ｓ８进行ＳＣｏＴ－ＰＣＲ

扩增，结果表明，在同一迁移位置上，只有睿绅２号才特有的电
泳条带，而其他３种石斛在相同位置均没有出现相同的条带
（图１）。将该ＰＣＲ扩增片段回收克隆测序确定该片段长度为
１５６８ｂｐ，ＢＬＡＳＴ比对发现，ＮＣＢＩ数据库中无任何同源序列。

２．２　ＳＣｏＴ－ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ标记引物的特异性检测
以４种石斛样本 ＤＮＡ为模板，进行睿绅 ２号 ＳＣｏＴ－

ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ标记特异性个体验证。结果表明，用设计的特异
性引物对其进行扩增后，仅在睿绅２号中扩增出１条清晰的
目标条带，而在其他 ３个石斛品种中均没有出现目标条带
（图２）。因此，此引物只对睿绅２号有特异性扩增效果，从而
对其进行特异性鉴别。

２．３　铁皮石斛复方胶囊对模型大鼠体质量的影响
给药前，各组体质量均无显著性差异；给药４周后，与正

常对照组比较，造模组大鼠体质量显著降低（Ｐ＜０．０１）；与造

模组比较，二甲双胍组，铁皮石斛复方胶囊中、高剂量组大鼠

体质量显著增加（Ｐ＜０．０５），表明其生长状态良好，低剂量给
药组大鼠体质量没有显著性差异（表１）。

表１　铁皮石斛复方胶囊对模型大鼠体质量的影响

组别
大鼠体质量（ｇ）

给药前 给药４周后
正常对照组 ４０５．１７±２９．１４ ４８５．２５±４３．２４
造模组 ３８５．４５±２７．６９ ４２６．３６±３６．５８

复方胶囊低剂量组 ３９９．４０±３７．２２ ４３４．６３±３７．１２
复方胶囊中剂量组 ４０４．２７±２５．５９ ４６３．７２±４３．６９＃

复方胶囊高剂量组 ４０５．００±３０．０２ ４６５．００±３６．６５＃

二甲双胍组 ４０２．９０±２７．９８ ４６９．００±５４．９６＃

　　注：表示与正常对照组比较在０．０１水平上差异显著；＃、＃＃分
别表示与造模组比较在０．０５、０．０１水平上差异显著。下表同。

２．４　铁皮石斛复方胶囊对模型大鼠空腹血糖值的影响
给药前，与正常对照组比较，造模组大鼠空腹血糖值显著

升高（Ｐ＜０．０１）；与造模组比较，二甲双胍组，铁皮石斛复方
胶囊中、低、高剂量组大鼠血糖无显著性差异。给药４周后，
与正常对照组比较，造模组大鼠空腹血糖值显著升高（Ｐ＜
０．０１）；与造模组比较，铁皮石斛复方胶囊中、高剂量组大鼠
空腹血糖值显著降低（Ｐ＜０．０５），表明铁皮石斛复方胶囊具
有明显控制模型大鼠血糖值升高的作用，并存在一定的剂量

依赖关系（表２）。

表２　铁皮石斛复方胶囊对模型大鼠血糖值的影响

组别
血糖水平（ｍｍｏｌ／Ｌ）

给药前 给药４周后
正常对照组 ５．９９±０．６３ ５．７８±０．４６
造模组 ２５．１１±６．７３ ２６．６０±６．７３

复方胶囊低剂量组 ２５．０１±７．１７ ２４．５１±７．６０
复方胶囊中剂量组 ２４．８３±６．７７ １９．６８±８．２３＃

复方胶囊高剂量组 ２５．６７±７．５４ １８．１０±８．１８＃

二甲双胍组 ２５．８５±６．４９ １５．８１±９．７２＃＃

２．５　铁皮石斛复方胶囊对模型大鼠糖耐量的影响
与正常对照组比较，造模组大鼠血糖值显著升高，曲线下

面积显著增加（Ｐ＜０．０１）；与造模组比较，给药２．０ｈ后铁皮
石斛复方胶囊高、中剂量组模型大鼠曲线下面积显著减少

（Ｐ＜０．０５）（表３）。
２．６　铁皮石斛复方胶囊对模型大鼠血清总胆固醇和血清胰
岛素的影响

与正常对照组比较，造模组大鼠总胆固醇水平显著升高
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表３　铁皮石斛复方胶囊对模型大鼠糖耐量的影响

组别
血糖值（ｍｍｏｌ／Ｌ）

０ｈ ０．５ｈ ２．０ｈ
曲线下面积

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

正常对照组 ５．７８±０．４６ ７．４３±０．５８ ６．９６±０．５８ １２．８５±０．７２
造模组 ２６．６０±６．７３ ３１．０７±６．７３ ２８．７８±６．５３ ５５．９５±１２．３７

复方胶囊低剂量组 ２４．５１±７．６０ ２９．５１±７．９９ ２８．６４±６．６１ ５３．３７±１３．１２
复方胶囊中剂量组 １９．６８±８．２３ ２６．１５±８．６７ ２２．９９±６．１３ ４３．４６±１４．５０＃

复方胶囊高剂量组 １８．１０±８．１８ ２６．６１±８．４９ ２２．２８±８．０４ ４１．４６±１６．０８＃

二甲双胍组 １５．８１±９．７２ ２１．９０±９．６３ ２３．１６±８．２６ ３８．６６±１８．１３＃＃

（Ｐ＜０．０１），造模组大鼠血清胰岛素水平显著降低（Ｐ＜
０．０１）。与造模组比较，二甲双胍组，铁皮石斛复方胶囊中、
高剂量组模型大鼠总胆固醇水平显著降低（Ｐ＜０．０５），胰岛

素水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；低剂量给药组模型大鼠总胆固
醇、胰岛素水平没有显著性差异（表４）。大鼠血清总胆固醇、
血清胰岛素的测定，严格按照试剂盒说明书进行。

表４　铁皮石斛复方胶囊对模型大鼠总胆固醇、血清胰岛素的影响

组别　　 动物数

（只）

胆固醇水平

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
胰岛素水平

（×１０－６ＩＵ／Ｌ）
正常对照组 ８ １．８３±０．２９ ３８．９４±１０．３５
造模组 ９ １２．６５±６．２８ １７．７２±９．０３

复方胶囊低剂量组 ９ １０．５６±５．５７ ２３．５７±８．６４
复方胶囊中剂量组 ９ ７．５３±２．７７＃ ２６．８５±９．３５＃

复方胶囊高剂量组 ８ ７．０８±２．７３＃ ２７．５１±９．３２＃

二甲双胍组 ８ ６．２７±１．５４＃ ３２．２６±６．９３＃＃

３　讨论与结论

本试验中ＳＣｏＴ和 ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ的组合，显著改善了该技
术的稳定性和可靠性。ＳＣｏＴ－ＮｅｓｔｅｄＰＣＲ分子标记表明，利
用设计的特异性引物可以对睿绅２号进行特异性鉴别，此遗
传标记的使用可以大大减少育种时间、节省人力和物力，便于

快速大量筛选子代，并且从分子水平上进行特异性鉴别，对于

保证中药质量规范其生产全过程，促进中药材标准化，保证该

复方制剂临床用药有效、安全、稳定具有重要的科学意义和应

用价值。

铁皮石斛是我国传统的中药材，兼具药物和健康保健功

效［９－１２］，其制备复方制剂的研究结果表明，采用高热量饮食

并结合低剂量链脲佐菌素腹腔注射的方法复制糖尿病模型

后，血糖水平显著升高（Ｐ＜０．０１），分别给予高、中、低剂量
（１．０、０．５、０．２５ｇ／ｋｇ）铁皮石斛复方胶囊后，模型大鼠空腹的
血糖值和血糖曲线下面积有不同程度的降低，并存在一定的

剂量依赖关系，其中高、中剂量组能显著减少总胆固醇水平

（Ｐ＜００５），增加血清胰岛素含量（Ｐ＜０．０５），说明铁皮石斛
复方胶囊可能具有修复或者提高胰岛 Ｂ细胞功能，抑制糖尿
病可能的发病机制［１３］，在降低血糖方面具有一定的效果。

目前，铁皮石斛活性成分的研究主要集中在多糖等类物

质上。本试验制备的复方制剂，给药剂量小（１．０、０．５ｇ／ｋｇ），
降血糖作用显著。陈爱君等以３ｇ／ｋｇ铁皮石斛剂量灌胃给
药，可降低四氧嘧啶糖尿病小鼠血糖水平［１４］，但给药剂量明

显高于本研究结果。因此，建立高质量的铁皮石斛药材质量

标准并开发有效的复方制剂，是石斛产业日后的主要发展

方向。
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