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分子标记技术是基于生物体基因组的遗传分析方法!在动植物的品种鉴定"亲缘关系分析"遗传多样性分析"遗传图谱构建

和分子辅助育种等研究中有着广泛的应用# 其中相关序列扩增的态性$!*+,*-.*/"*012*3 4560787*3 9:0;5:<6=7>5!!"4$%是开
发较晚&应用较广的分子标记技术!以其简单&高效&重复性良好的优点!在药用植物的遗传学研究中表现出很大的优势# 利用分子

标记技术构建药材系统发生树!明晰遗传背景和药材品质的关系!辅助中药材品种选育!研究药材道地性成因是近几年的研究热

点#本文介绍了 !"4$ 和序列特征性扩增区域$!*+,*-.* %=1<1.2*<7-*3 4560787*3 "*?7:->!!%4"%的技术基础!并总结了 !"4$
常用引物!比较分析了一些中药材的优化反应体系’综述 !"4$ 在中药材的遗传多样性研究&道地性分析&遗传图谱构建等方面的
应用情况’!%4"技术的应用特点和在中药材鉴定中的作用’阐述二者结合在中药材研究中的现状及其应用前景#

!!!相关序列扩增的态性’序列特征性扩增区域’中药材’道地性’遗传多样性
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表 ! 用于 "#$% 分析的部分引物
&’()* + ",-* ./0-*/1 21*3 4,/ "56% ’7’)8101

正向引物 反向引物

编号 序列 编号 序列

!"#
!"$
!"%
!"&
!"’
!"(
!")
!"*
!"+
!",-
!",,
!",$
!",%
!",&
!",’
!",(

./0/.1100011//0.0

./0/.1100011//0/1

./0/.1100011//00.

./0/.1100011//011

./0/.1100011//00/

./0/.1100011//010

./0/.1100011//01/

./0/.1100011//01.

./0/.1100011//0//

./0/.1100011//000

./0/.1100011//001

./0/.1100011//0/0

./0/.1100011//00/

./0/.1100011//.00

./0/.1100011//.11

./0/.1100011//./1

23,
23$
23%
23&
23’
23(
23)
23*
23+
23,-
23,,
23,$
23,%
23,&
23,’
23,(

/01./1/.01/00..00.
/01./1/.01/00.../1
/01./1/.01/00../01
/01./1/.01/00.../0
/01./1/.01/00..001
/01./1/.01/00../10
/01./1/.01/00..100
/01./1/.01/00..101
/01./1/.01/00..10/
/01./1/.01/00..10.
/01./1/.01/00..1.0
/01./1/.01/00..1.1
/01./1/.01/00..1./
/01./1/.01/00..1..
/01./1/.01/00../0.
/01./1/.01/00../.1

9 引言
随着分子生物学技术的快速发展!450 分子标记技术作

为现代分子生物学研究的重要手段!被广泛应用于植物的遗
传图谱构建"品种选育"植物鉴定"亲缘关系分析"遗传差异
和多样性分析中# 在药用植物中也掀起了分子标记手段研究
药用植物资源的热潮$
目前应用于中药材的分子标记技术主要有随机扩增多

态性%6789:3 03;<=>="9 ?:<@3:A;B=C 450!60?4&"扩增片断
长 度 多 态 性 %03;<=>="9 DA7E3"8F G"8EFB ?:<@3:A;B=H3!
0DG?&"简单重复序列%I=3;<" I"JK"8C" 6";"7F!II6&"简单重
复间序列%L8F"AMI=3;<" I"JK"8C" 6";"7F!LII6&"单核苷酸多
态性%I=8E<" 5KC<":F=9" ?:<@3:A;B=H3H!I5?&等!其中前 &种应
用最广泛$ 60?4 技术由 N=<<=73H 等 O,P最先应用!利用一系列
碱基顺序随机排列的寡聚核苷酸单链%,- 个碱基&为引物!对
所研究植物基因组 450 进行聚合酶链式反应 %?:<@3"A7H"
1B7=8 6"7CF=:8!?16&扩增!其操作简单!技术成熟!但多态性
一般!实验重复性较差!不稳定$ 0DG? 标记技术由 Q:H 等 O$P建

立!通过内切酶酶切基因组 450产生酶切片段!并连接接头!
利用接头的序列设计引物进行 ?16扩增而产生多态性!其多
态性最丰富!重复性好!但操作较繁琐!试剂盒费用较贵$ II6
标记由 !::A" 等 O%P创立 !是利用简单重复序列又叫微卫星

%3=CA:H7F"<<=F"& 两端的保守单拷贝序列设计一对特异引物进
行扩增的技术!该技术稳定性好!但在 II6 标记设计引物之
前必须知道重复序列两端的特定序列! 引物设计较繁琐!使
其应用受到限制O%P$ LII6标记是由 R="FS="T=CU 等O&P提出的一种

标记技术!采用 ,)VWW 个碱基的重复锚定引物 !即在 II6 序
列的 %X 端或 ’X 端加上 WV& 个随机核苷酸! 扩增重复序列之
间的片段!无须知道任何靶序列信息!简便快速!不足之处在
于 ?16 扩增时最适反应条件需要一定时间的摸索$通过分子
标记研究药用植物资源的遗传特性特别是物种多样性!对于
资源的保护和开发利用具有实际的指导意义$ 目前!这几种
标记技术已被广泛应用于品种鉴定"多样性分析"指纹图谱
的构建等研究中$
相关序列扩增多态性%I"JK"8C"M6"<7F"9 03;<=>="9 ?:<@!

3:A;B=H3!I60?&技术是一种新发明的分子标记方法!具有产
率中等"重复性好 "操作简单等优点!在中药材的多样性分
析"指纹图谱构建及道地性药材%具有中国特色的"对特定产
区的名优正品药材的特称&的研究中有着较广泛的应用$ 其
中对于道地药材分子标记研究是一个新兴的内容$ 由于道地
药材产于一定的地理族群!且都有较悠久的历史!在进化过
程中!基因组水平上与其他种群有一定的差异!这使得应用
分子标记技术从 450 水平上研究药材道地性成为可能$ 黄
璐琦等 O’P从生物学角度认为道地药材是药材原植物的基因型

及其所处的环境!即’表型Y基因型Z环境饰变(作用的结果!
并探讨了以丹参%!"#$%" &%#’%())*%+" [E"&作为道地性药材研
究模式植物的可行性$ 本文综述了 I60?标记方法和序列特
征性扩增区域 %I"JK"8C" 1B7A7CF"A=U"9 03;<=>="9 6"E=:8H!

I106& 技术及两者相结合在中药材研究当中的已有应用基
础!并阐述了两者的应用前景$

+ "5$% 和 ":$5 标记的相关技术基础
+;< "5$%标记的原理
相关序列扩增多态性又叫基于序列扩增多态性

%I"JK"8C" [7H"9 03;<=>="9 ?:<@3:A;B=H3!I[0?&$ I60? 是由
G= 等 O(P于 W--# 年开发的 450 分子标记技术 !具有简便 "稳
定"中等产率等特点$ I60? 利用独特的引物设计!对开放读
码框%\6DH&进行选择性扩增$ 正向引物长 #)];!包含一段 #&
碱基的核心序列%C:A" H"JK"8C"&)’X 端前 #-个碱基为’填充(
序列%>=<<"A H"JK"8C"&!与 60?4 引物类似!无特异序列!紧接
着为 11// 序列%外显子一般富含 /1 序列&!随后为 %X 端的
% 个选择性碱基* 对外显子进行选择性扩增$ 反向引物长
<*];! 包括与正向引物相似的 ## 个碱基的填充序列和一个
00.. 序列%富含 0.的序列通常见于启动子和内含子区域&!
随后为 %X 端的 % 个选择性碱基*对内含子区域+启动子区域
进行选择性扩增$ 因个体不同!其内含子"启动子与间隔长度
变异而产生多态性$ 常用的 I60? 引物见表 #$

!;= "5$%一般反应体系和 %:5反应程序
I60? 反应模板多数是基因组 450!也可以是 C450$ 其

中 W’!G 的 I60? 反应体系组成)#-"?16 ]K>>"A %含 W-33:<,
GM#,!EWZ&W^’!G!95.? %#-33:<,GM#&-^’!G!450 模板 %’-8E,
!GM#&#^-!G!23 正向引物 %#-!3:<,GM#&#^’!G!!" 反向引物
%#-!3:<,GM#&#^’!G!.7J 450 ?:<@3"A7H" %W^’_,!GM#&-^’!G!
IF"A=<" 9"=:8=U"9 T7F"A #)^’!G$
反应程序 )+&# %3=8*+&$ %-H!%’$ #3=8!)W$ #3=8!’
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!"# $%&’ 标记方法
!"#"$ 等%&&’发明了序列特征性扩增区域 ()*+ 分子标记

技术!它最初从 +*!, 分子标记技术衍生而来!对于 *-.! 以
及 (+*! 等技术获得的多态性片段也可应用" 基本原理是在
+*!,电泳凝胶中选择多态性 ,/* 片段!将其回收后连接在
适当的载体上!一般为 0载体!然后将其转化到受体菌#一般
为大肠杆菌$中!并通过对质粒插入片段的测序分析获得序
列信息! 根据 ,/* 序列重新设计一个长度合适的寡核苷酸
引物#通常为 12!3456$!该引物即可作为 (7*+ 标记% (7*+
在不同个体间表现为存在或缺失!因具有较长的引物和高退
火温度而更加稳定"目前 (7*+标记已在多种植物中获得!对
植物种间和种内水平都有良好的鉴定效果"

( $’&)应用于中药材研究
("! $’&) 在中药材遗传多样性分析中的应用
在遗传多样性研究中! 由于 (+*! 标记具有较高的多态

性水平!所以在不同物种&同一物种的不同种群&同一种群的
不同个体间均有广泛的应用" 在地域性聚集生长的道地性药
材!(+*! 技术也有较大的应用空间!被成功应用于遗传多样
性的分析中!特别对于不同种群的聚类研究有较多报道"

安徽霍山产的霍山石斛是有名的道地药材" 刘明珍等 %81’

认为霍山石斛与霍山当地产铁皮石斛种质不同 ! 要区别对
待!并利用 9((+ 技术鉴别霍山石斛与霍山产铜皮石斛&铁皮
石斛及其他产地的几种药用石斛的差异!以求更好地鉴别霍
山石斛" 樊洪泓等 %:;’应用 (+*! 技术对 <种供试石斛植物的
遗传多样性进行研究!发现 < 种石斛材料 =">>"#? 遗传相似系
数在 @A;;@1B@ACD<1 之间" 系统聚类分为两大类’9 类包括霍
山石斛&铜皮石斛&杂交石斛和铁皮石斛!相互间的遗传相似
系数均在 @AC@ 以上(99 类由重唇石斛& 罗河石斛和大苞鞘石
斛构成% (+*! 标记研究结果显示霍山的霍山石斛与该产地
的铜皮石斛和铁皮石斛遗传关系较近% 任羽等 %8E’利用 (+*!
技术对海南 < 种石斛的遗传多样性和亲缘关系进行分析!遗

传相似系数变化范围为 @A8C<B@AF;F%将 < 个种分为 E 类’9 类
美花石斛!99 类钩石斛&海南石斛!999 类华石斛&密花石斛!9G
类黑毛石斛&聚石斛&剑叶石斛&重唇石斛(发现密花石斛和
华石斛之间的亲缘关系最近!美花石斛和海南石斛之间亲缘
关系最远(同时说明海南省内分布的石斛具有丰富的遗传多
样性%
历史上湖北&河南&山东和山西等几个省都曾被视为丹

参的主要产地或道地产区% 近代以来!川产丹参被视为佳品!
)中国道地药材*将丹参列为川产道地药材% 李廷春等%:4’应用

(+*! 技术研究丹参的遗传多样性!对生长在四川中江&陕西
商洛&山东临沂&安徽亳州和安徽凤阳 4 个丹参主产区的 F个
丹参种群进行分析 ! 结果显示 !=">>"#? 遗传相似系数在
2AFCCEB2ADH14 之间!供试的 F 个种群的丹参材料在相似系数
为 2AC14D 的水平分为两大类’9 类为山东临沂白花丹参(99 类
分为 *&I 两小类!*类分别为山东临沂&陕西商洛&安徽凤阳
与安徽亳州!I 类为四川中江丹参%其中安徽凤阳与安徽亳州
丹参遗传相似系数为 2AD114!亲缘关系最近(9 类的山东白花
丹参与其他 4 个紫花丹参种群亲缘关系相对较远!可见品种
性状不同遗传差异较大(四川中江紫花丹参与其他紫花丹参
有较大的差异!说明产区不同其遗传有变异%郭宝林等 %:F’最先

用 +*!, 技术探讨了丹参的道地性 !之后温春秀等 %:C’应用

*-.!技术对不同来源的丹参进行遗传多样性研究! 发现样
品相似系数为 2A1;!2ACF! 与 (+*! 分析结果有较大出入!可
能是由于丹参种群来源不同造成的影响% 温春秀等的研究发
现四川中江丹参与山东丹参具有很大的相似性!这与郭宝林
等的结论不一致!也与 (+*!分析结果不同% 宋振巧等 %:DJ8<’应

用 (+*!分析方法研究了丹参的种群变异特征! 发现丹参种
群在物种水平基因变异系数为 @A8<1C! 居群内部的变异为
DEAD;K!比种群间 &4A&CK的变异大!基因距离与地理距离有
低水平的相关性+!L@A4CE@$%
除了应用于以上大宗贵重的中药材研究外!(+*! 技术

还被应用于青葙子 %1@’&芫花 %1&’&荆半夏 %11’等中药材的遗传多样

表 ( 中药材 $’&)优化体系
*+,-. ( /012324.5 $’&) +6+-7828 8781.38 9:; <.;,

个循环 (<E" ;@M!4@" ;@M!C1" &NO$!;1 个循环 (C1"延伸
DNO$!8F"保温%
!"= 适用于中药材的优化 $’&)体系
郭庆华等%C’构建了青葙子的 (+*!分析体系(李廷春等%D’建

立了一套适用于丹参的反应体系(袁菊红等%<’优化了石蒜的反

应体系(樊洪泓等%8@’以霍山石斛总 ,/*为模板构建了 (+*!反
应体系% 各体系的组成见表 1% 这些研究结果表明!(+*!反应
体系组成在不同中药材中变化较大!其中模板 ,/*含量&?/0!
浓度和引物的用量差别较大! 而酶和 PQ1R的浓度比较一致!对
其他中药材的 (+*!体系构建具有良好的参考价值%

药材 体系S!. ,/* 量S$Q PQ1R浓度S+NNTU,.J&$ ?/0!浓度S+NNTU,.J&$ 正向引物S+!NTU,.J&$ 反正引物S+!NTU,.J&$ 酶SV
青葙子

丹参

石蒜

霍山石斛

14
14
8@
14

1@
E@
1@
;@

1A4
1A4
;A@
1A4

@A;@
@A1@
@A1@
@A1@

@A;@
@AE@
@AE@
@AE@

@A;@
@AE@
@AE@
@AE@

8
8
@A4
8
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性分析!

!"! #$%& 应用于道地性中药材成因的初探
系统聚类分析往往能将中药材的各产区遗传特性上的

差异清楚地表示出来"这一特性是中药材道地性分子标记分
析的前提! 应用 !"#$ 技术分析中药材如国产姜黄 %&’(#当
归 %&)(#丹参 %*+(#广藿香 %&,(#麦冬 %&+(#吴茱萸 %&-(等道地性的研究报

道"运用 "./0方法来研究栀子%12(等道地性的报道! 这些研究
都从各产地药材的遗传背景差异出发"结合成分或传统经验
来考察道地性成因!
钱丹等 %34(通过 5!"0 分子标记技术对来源于 *& 个产地

的内蒙古黄芪的样品进行了 5!"0多态性研究"结果显示 *&
份材料可以分为山西和甘肃两大类"内蒙古各居群属于过渡
类型!这一结果很好地反映了内蒙古黄芪的用药历史$唐代以
前以西北地区主产"特别是甘肃产者为道地%宋代以后则以山
西产者为良%至清代除山西产之外"又加内蒙古黄芪为道地药
材! 通过黄芪甲苷等成分含量分析表明"分子标记研究结果是
对本草考证和现代化学成分研究的很好佐证"说明内蒙古黄芪
传统的道地药材和真正的优质药材是一致的! 可见 5!"0技术
对于道地性遗传背景研究有良好的应用价值"为道地药材的佐
证以及成因分析提供了一定的参考!

!"’ #$%& 在构建中药材遗传图谱及辅助育种中的应用
野生中药材资源逐渐匮乏"珍惜资源濒危"影响到中药

材的可持续发展"因此大宗贵重药材的人工栽培显得非常重
要"而优良药材品种的选育是人工栽培中一项不可忽视的内
容! 以分子标记技术辅助育种是现代育种研究的重要途径"
在中药材的育种研究中也势必成为重头戏!

5!"0因其多态性条带产率中等#稳定的优点"与其他分
子标记如 55!#655!#7.80 等一样被应用于植物遗传图谱的
构建#性状基因研究及品种的辅助选育"在黄瓜 %’9(#油菜 %:*;:&(#
茄子 %::(等农作物的研究中都有应用! 利用 5!70 技术对于中
药的遗传连锁图谱构建和育种研究尚在起步阶段"但国内已
有相关报道"特别是对于名优中药材等的研究"一直走在前
沿! <=>等%:)(利用 5!70 和 !70?技术研究了 49 个样品的铁
皮石斛和重唇石斛杂交 .* 代群体连锁图谱 " 共有 42 个
5!70标记和 394 个 !70? 标记用来构建连锁图谱" 铁皮石
斛连锁图共有 ** 个较大的连锁群#: 个二联体" 包括 +3 个
5!70和 !70? 标记"总图距为 +34@)AB"平均图距为 CCD1AB!
重唇石斛连锁图共有 CC 个主要和 ) 个次要连锁群" 共包括
CC1 个 5!70和 !70?标记"总图距为 C’9)D+AB"平均图距为

CCD+AB!图谱覆盖了铁皮石斛 21D-E的基因组"覆盖了重唇石
斛 43D-E的基因组!为石斛园艺#药物性状基因的构图和分子
辅助育种奠定了良好的基础!

’ #(%$ 技术的应用
’") 应用于中药材鉴定的 #(%$标记开发

5F7! 分析技术从 !70$#7.80#5!70 等分子标记技术
衍生而来" 对植物的种间和种内水平都有良好的鉴定效果!

它基于植物基因组的多态性序列"通过设计一对寡聚核苷酸
引物"对植物基因组进行扩增"具有良好的重复性和稳定性!
药材鉴定和道地药材鉴别以及中药药材性状研究中具有较

大潜力!

G&H&IJ 等 %:,K’+(开发了鉴别人参和西洋参的 )19LM 长的
5F7! 标记" 两者的差异在于人参有一个 1,LM的插入序列"
同时开发了人参和其他参杂品的 5F7!特异标记" 应用于人
参的鉴定! FNOP 等 %:-(通过 ".80 分析开发的 5Q"! 标记技术
首次获得了一个清晰的竹节参 ".80 特异性标记 RS*)"可将
竹节参与人参#西洋参和三七区分开来"为竹节参的快速鉴
定提出了新的方法! $TUJT>VNWJX 等%:2(应用源于 !70$技术的
5F7! 标记鉴定叶下珠属的余甘子! 8=等 %:4(应用 5F7! 鉴定
夹竹桃科罗布麻属的罗布麻 !"#$%&’( )*&*+’( 8PTT ’红麻(
和白麻’中花罗布麻( ",-$%&’( ".$+’( ’VANX>TY( ZJP[["发现
有一对引物能扩增红罗布麻产生一条清新的条带"而在白麻
中不出现" 从而建立了一个快速区分这两种植物的 5F7! 分
子标记! 5\> 等%)9(以 !70?分子标记产生的特征带为基础"开
发了两个长度分别为 -99#+,9LM 的可应用于枸杞子鉴定的
5F7!标记!
’"! #$%& 与 #(%$ 的结合应用
由于 5!70可以使用与 !70? 相似的琼脂糖凝胶进行电

泳"并用 ]Z 染色"多态性条带回收较 7.80 等方便 "同时条
带一般是 ^!_ 区片段" 较 !70? 和 55! 等更能与性状功能
基因连锁"从而有利于 5F7! 标记的开发! 如 ‘NJTa 等 %:9(利用

5!70技术研究黄瓜果实的表皮瘤的单显性基因 b=cd=" 开发
了基于 5!70的 ’ 个该基因的 5F7! 标记" 其中 3 个标记可
用于黄瓜的辅助育种! !JNeJT 等%’3(开发与油菜的种皮颜色基

因’/0Cc10C(高度相关的 5!70 分子标记"且通过一个 C3LM的
序列缺失使一个 5F7! 标记与 20C 基因紧密联系" 在辅助育
种中表现出较大的潜力!B=d[= 等%’’(发现一个共显性和一个显

性 5!70 标记与茄子镰刀菌枯萎病抗性基因紧密连锁" 并将
其转化为 5F7!标记" 在分子辅助育种中可用于茄子抗性基
因型的鉴别!
对于中药材基于 5!70 技术的 5F7! 标记也有报道"许

美燕等 %)C(用 5!70 对 )2 个 ?f7 池的灵芝进行扩增 "筛选获
得 C个特异性标记"回收特异性条带"经克隆测序后设计了 C
对 5F7!引物" 将 5!70标记成功地转化为特异性和稳定性
更好的 5F7! 标记%将得到的 5F7! 标记进行验证"最终证实
了 5F7! 特异标记在菌株快速检测鉴定中的可行性和可靠
性!该研究还开发了 :个基于 g55! 的 5F7!标记!基于 5!70
和 5F7! 技术的中药材重要性状基因的研究尚鲜见报道! 利
用 5!70 的扩增多态性" 可望能开发一系列用于中药材鉴定
的 5F7! 标记" 同时对于中药材特定基因功能的分析也将得
到有效应用!

* 展望
分子标记技术作为药用植物资源的研究手段"近几年有
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了广泛的应用和发展!无论是用于遗传资源的分析!还是作
为中药材的鉴别手段!都取得了满意的成绩!对中国市场的
大宗或贵重药材!如人参"丹参"石斛进行了较充分的研究!
为中药材资源的可持续利用和开发奠定了良好的基础#

在中药材道地性的研究方面!分子标记技术作为有别于
传统的道地药材研究的方法!为道地性研究提出了一种解决
思路$ 自从最初的 !"#$技术被应用到道地性药材的探索性
研究开始!分子标记技术一直被研究人员应用于道地药材不
同领域的研究%如道地药材的遗传特性&道地药材的鉴定&道
地药材的成因等方面均有研究报道!到目前为止!取得了不少
成就$ 但仍有许多亟待解决的问题!如没有构建良好的道地性
成因分析机制&对中药材重要药学性状基因研究不够等$
随着研究工作的不断深入!分子标记技术将成为中药材

研究的重要手段!在药用植物道地性评价和形成机制以及药
材的育种和栽培研究中取得有价值的成果!在中药现代化研
究的进程中发挥重要的作用$
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!学术动态!

中国土壤学会将于 !"#" 年 $%月 !&!!’ 日在武汉召开 "第十二届中国青年 土壤科学工作者暨第七届中国青年植物营养
与肥料科学工作者学术讨论会#$
征文内容%土壤地理&土壤物理&土壤化学&土壤肥力与生态&土壤生物与生化&土壤侵蚀与水土保持&土壤及环境污染与修

复&土壤遥感与信息&植物营养机理与调控&植物营养遗传与分子生物学&作物养分综合管理与技术’施肥与生态&新型肥料与施
肥新技术等领域的重要理论与实践研究进展&热点话题与创新性关键技术和方法等$
会议网站%())*+,,---./000.123./4,45-0675)89:.80*;97<’!$$
征文截止时间%!%$%年 = 月 $ 日$
联系方式%武汉市洪山区狮子山街 $ 号华中农业大学资源与环境学院(>&%%?%)’徐芳森’电话%#&>!=@?’%AA*传真%%!?B

@?!@@’$@*电子信箱%C:025DE89:.(F8G.57G./4$
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