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圈2红景天属植物P2P，组合DALP电泳图

(箭头代表大花红景天特征带)

Fig．2 DALP electrophorogram of P2 P3 combination

with P3 samples amplification for plants of

Rhodiola L． (arrow indicates characteristic

bands of R．crenulata)

子鉴定的DNA标记有10多种，应用广泛的主要有

RFLP、RAPD、AFLP和核酸序列分析等。RFLP在

技术上比较费力、成本高、多态性少，RAPD反应系

统不稳定、可靠性差，AFLP和ITS在分子鉴定上优

点突出，但是AFLP为显性标记、技术难度高，ITS

测序资金耗费大。而DALP是共显性标记，能检测

出纯和基因型及杂和基因型，提供了完整的遗传信

息，技术难度低、耗费小。本实验首次把DALP技术

用在传统中药材的鉴定上，DALP技术的优点克服

了传统分子鉴定的缺点，共显性数据提高了数据可

信度，有望成为今后中药分子鉴定的首选技术。

致谢：在材料采集中受到和云峰、张时刚、晏婴

才等的大力帮助。
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ISSR—PCR在石斛种间鉴别中的应用

沈 颖，徐程。，万小凤，张铭

(浙江大学生命科学学院，浙江杭州 310012)

摘要：目的采用ISSR—PCR方法对石斛属9种植物进行鉴别，探讨不同种石斛在DNA分子水平上的差异。方

法选取10条由SSR组成的引物，对9种石斛进行PCR扩增及琼脂糖凝胶电泳分析。结果 10条引物中有7条

扩增出多态性条带。每条引物可检测的多态性位点最少7个，最多14个，扩增片段大小为220～1 260 bp。其中，引

物UBC一807和UBC一864具有较高的多态性条带比率，均可以独立将所有被测种区分开来。结论ISSR—PCR作为

一种简便、可靠的分子标记鉴定技术，可以作为石斛属种间鉴别的方法之一。
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Application of ISSR—PCR to identification of different Dendrobium Sw．species

SHEN Ying，XU Cheng，WAN Xiao—feng，ZHANG Ming

(College of Life Science，Zhejiang University，Hangzhou 310012，China)

Abstract：Objective To identify nine species of Dendrobium Sw．by inter—simple sequence repeats—

polymerase chain reaction(ISSR—PCR)method and to investigate the difference among the species of Den—

drobium Sw．at DNA molecular level．Methods Ten primers constituted by simple sequence repeats

(SSR)were tested for PCR and sepharose electrophoresis of the nine species．Results Seven of the ten

primers amplified polymorphic bands．The number of polymorphic band positions of each primer ranged

from 7 to 14，and the size of fragments ranged from 220 to 1 260 bp．The amplification patterns of two

primers，namely UBC一807 and UBC一864，were higher in terms of polymorphic and amplified band ratio．

Each of them was able to distinguish all the examined species．Conclusion ISSR—PCR provides a quick，

reliable molecular marker technique for identification of different species of Dendrobium Sw．

Key words：inter—simple sequence repeats—polymerase chain reaction(ISSR—PCR)；molecular marker；

Dendrobium Sw．：identification

石斛属(Dendrobium Sw．)是兰科第2大属，许

多种具有重要的药用价值。石斛为传统名贵中药材，

具有补肾积精、益胃生津、滋阴清热等功效。由于其

种类繁多，历代本草著作称之为医工难辨之种类口]。

《中华人民共和国药典》规定的石斛来源有铁皮石斛

D．彬?cinale Kirmura et Migo、粉花石斛D．10ddi—
gesii Rolfe、束花石斛D．chrysanthum Wall．ex

Lindl．、金钗石斛D．nobile Lindl．、流苏石斛D．

fimbriatum Hook．等5种。药用石斛及其原植株的

鉴定标准参差不一，以往多从形态及生理生化等方

面进行辨别。近年来，随着PCR技术的不断发展，

DNA分子标记技术逐渐被应用于中药材的鉴定研

究。例如，RAPD技术已应用于柴胡[2]、丹参[31等的

分类及药材道地性研究。

ISSR(inter—simple sequence repeats，简单重复

序列中问区域)扩增多态性是由Zietkiewicz等于

1994年创建的一种新型微卫星类分子标记技术[4]，

其原理是真核生物广泛存在简单重复序列(simple

sequence repeats，SSR)，如(AT)n、(GAC)n等。利

用SSR设计引物，并在引物的5 7或37末端添加几个

非重复的锚定碱基，以保证引物与基因组DNA中

SSR的57或3 7末端结合。产生的条带相当于一段介

于两段反向重复微卫星间的DNA序列。与RAPD

相比，ISSR标记迅速简便，重复性好，具有更高的多

态性[5邝]。近年来，ISSR在动、植物亲缘关系及多样

性研究、建立DNA指纹库、遗传图谱、基因定位、辅

助育种等方面应用广泛，已在大车前[7]、何首乌[8]、

钓钟柳属[9]以及柑橘属Do]等种属鉴定研究中取得

较好结果。国内对于ISSR的研究从2000年起步，

应用领域主要是水稻[1卜13]、小麦[1“、大豆Ds]等重要

经济作物。目前，大量的研究正在林业、渔业、果树等

行业展开。

应用ISSR分子标记技术进行石斛种间鉴别，

迄今还未见报道。本研究试图将ISSR标记应用于9

种石斛的种间鉴别，并对其在DNA分子水平上的

差异进行初步的研究。

1材料与方法

1．1 材料：共选用9种石斛(表1)，其中1～8由中

国科学院昆明植物研究所李树云先生提供并鉴定，9

为本实验室云南产铁皮石斛组培苗。收集新鲜幼嫩

的叶片，用硅胶干燥后保存在一20。C冰箱中。

表1石斛种类

Table 1 Species of Dendrobium Sw．

1．2基因组DNA的提取：DNA提取参考Doyle等

方法[1引，并作适当改进。取0．2 g硅胶干燥的叶片(新

鲜叶片也可)，用研钵研磨至细粉状。将研磨好的粉末

迅速转移到10 mL离心管，加入4 mL预热(65℃)

的抽提缓冲液(100 mmol／L Tris—HCl、pH 8．0、20

mmol／L EDTA、4％CTAB、2％PVP、1．4 mmol／I。
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NaCl)，并加入40肛L 13一巯基乙醇，混匀后于65。C水

浴90 min。水浴后冷却至室温，加入等体积(4 mL)

酚一氯仿一异戊醇(25：24：1)，轻微颠转50次，置于

碎冰上沉淀约30 min。然后于4℃、15 000×g离心

10 min，收集上清液(如上清液浑浊，可重复用酚一氯

仿一异戊醇抽提1次)。转移上清液至离心管中，加入

0．5倍体积5 mol／L NaCl，再加2倍体积无水乙醇，

轻微振荡后，可见白色沉淀。4℃、12 000×g离心15

min，收集沉淀，用70％乙醇洗涤2次，室温下干燥。

用含有1弘L 10 mg／mL RNase(DNase—free)的100

弘L 0．1×TE溶解沉淀，37℃温育30 min。然后用等

量酚一氯仿一异戊醇抽提，方法同上，最后溶解在1 mL

0．1×TE缓冲液中。

1．3 ISSR—PCR反应体系及凝胶电泳：ISSR引物

序列参考加拿大哥伦比亚大学生物技术实验室

(UBCBL)的#9引物系列，由上海生工生物技术有

限公司合成。引物序列见表2。

表2所用的ISSR引物序列及每一条引物扩增片段大小

Table 2 Used ISSR primer sequences and size of fragments

resulting from each primer

反应体系：总体积25肛L，含有约20 ng基因组

DNA，1．0 ttmol／L引物，1×反应缓冲液，2．0

mmol／L MgCl2，0．2 mmol／L dNTP，1 U Taq酶，

用SDW(灭菌的双蒸水)补充体积至25肛L，反应前

每管添加约15肚L液体石蜡，以防蒸发。另用SDW

代替模板DNA作阴性对照。

PCR扩增程序：PCR反应在MJ PTC一100扩增

仪上进行，反应参数为：94℃预变性7 min；94℃

30 S、52℃45 S、72℃2 min、45个循环；72℃7

min补平，反应产物在4℃下保存。

电泳以0．5×TBE缓冲液(45 mmol／L Tris一硼

酸，l mmol／L EDTA)配制1．5％琼脂糖凝胶，将凝

胶放置在含有0．5×TBE缓冲液的电泳槽(Bio—Rad

Sub—Cell GT system)中，缓冲液没过凝胶表面约2

mm。PCR产物上样量8肛L，以上海生工Gene

RulerlM 100 bp DNA Ladder Plus标记片段大小，

电压60 V，电泳时间约为4 h。结果由凝胶成像系统

(Dolphin—DOC)拍照记录。

2结果与分析

2．1 基因组DNA浓度与纯度：提取的基因组

DNA经紫外分析检测，A：。0／2。。比值均介于1．7与

2．0，质量浓度在15～70 ng／肛L。基因组DNA在

l％琼脂糖凝胶上进行电泳分析，以入基因组为对

照，基因组无降解，片段大小约为50 kb。

2．2扩增产物多态性分析：引物UBC一803、UBC一

814、UBC一870无扩增条带，其余7条引物均产生可

重复的多态性扩增模式(表2)。在能产生条带的引

物中，产生多态性条带的数目由7到14条不等，而

片段的大小220～1 260 bp不等。图l是引物UBC一

864对9种石斛扩增结果的电泳图。

对照一以SDW代替DNA模板作为阴性对照 1～9见表1

control—SDW substitutes DNA template as negative control

1--9 are shown in Table 1

图1引物UBC一864扩增被测9种石斛的

琼脂糖凝胶电泳图

Fig．1 Sepharose electrophorogram of examined nine

species of Dendrobium Sw．with Primer UBC-

864 amplification

应用于检测的10条引物中，UBC一807和UBC一

864均可以独立区分9个不同种质的石斛。从图1

可知，UBC一864对于不同种质石斛扩增模式有很大

差异，从而可以将所有被试样品轻易地区分开来。另

外，在700 bp左右均有清晰明显的条带，但条带位

置略有差异，这可能是石斛属进化中比较保守的区

域，对其深入分析可能会揭示更多关于系统进化上

的证据。在本研究中，选择UBC一864扩增的部分多

态性条带绘制种间区分图(图2)，可以快速鉴别9

种石斛。每1个分支代表1条多态性条带标记，分支

  万方数据



·426· 中草药Chinese Traditional and Herbal Drugs第36卷第3期2005年3月

线以上代表该物种具有此条带，分支线以下则表示

缺少这一条带。

细叶石斛

美花石斛

束花石斛

攻瑰石斛

铁皮石斛

罗河石斛

球花石斛

鼓槌石斛

叠鞘石斛

图2根据引物UBC一864构建的石斛种间区分图

Fig．2 Identification pattern of examined species

of Dendrobium Sw．with Primer UBC一864

3讨论

石斛类植物由于多糖含量高，一般提取过程很

难去除干净，可能影响PCR扩增。本研究采用高浓

度的CTAB在高盐(1．4 mol／L NaCl)与核酸形成

稳定的复合物，在酚氯仿抽提蛋白质及多糖后的水

相中，仍然用高浓度的盐(约1．7 mol／L NaCl)去多

糖，收到较好效果。这一方法在目前的石斛类DNA

提取的相关报道中未见报道。 ，

ISSR—PCR实验体系的稳定是至关重要的。模

板浓度、引物浓度、M92+浓度、退火温度、pH值等诸

多因素均会影响实验结果。其中，退火温度影响较

大，较低的退火温度将导致适当的错配，从而扩大引

物在基因组上配对的随机性，而较高的温度虽然可

以提高引物与模板结合的专一性，却会降低引物与

模板结合的程度。本研究中，确定以52℃作为所有

lo条引物的退火温度。同时，在数据统计分析时选

取明显、清晰并且在多次实验中得到重复的条带进

行统计，对于只在少数实验中出现的则不予以统计。

PCR对于M92+浓度的变化也是非常敏感的。在适

宜的M92+浓度(1．5～2．5 mmol／L)下，扩增结果一

致。模板、引物浓度对PCR的影响均不大，在适宜的

模板质量(10～100 ng)及适宜的引物浓度(o．4～

1．5／-mol／L)下，均具有一致的扩增模式。

本实验首次将ISSR—PCR方法引入石斛种问鉴

别。实验表明，ISSR技术具有方法简便，结果稳定、

可靠等优点。ISSR引物可以直接从已有的引物库中

进行筛选而无需自行设计，方法简便、快速。ISSR具

有很好的重复性，这主要是由于ISSR引物长度一

般在15～22 bp(本实验采用的10条引物长度为17

或18 bp)，具有较高的退火温度。ISSR标记具有很

高的多态性。本研究选取的10条引物中，有7条引

物产生了多态性条带，其中2条引物均可独立区分

所有被测样品，使得比较种间差异成为可能。

DNA分子标记应用于中药鉴定、栽培等方面有

着很好的发展前景。目前针对石斛种间鉴别的方法

日益增多，例如利用rDNA的ITS序列，因其进化

速率较快，能很好地反应科内、属间及种间的亲缘关

系，被广泛应用于植物系统演化及亲缘关系的研究。

Lau等[171对16种石斛内转录间隔区ITS2 DNA测

序的结果表明，ITS2区可作为区分石斛种间、石斛

与外类群的分子标记。丁小余等[183建立了枫斗类石

斛的rDNA ITS区碱基全序列数据库，可对枫斗类

石斛待检种进行鉴别。这种方法准确可靠，但其不足

之处是对每一个被测样品都需要进行测序，费用较

高。再如张铭等[1朝曾用RAPD技术对26种石斛进

行聚类分析，并对铁皮石斛特异性条带进行测序，从

而设计出一对长度为20 bp的铁皮石斛高度特异性

的引物。RAPD方法快速简便，但其重复性差，铁皮

石斛特异性引物准确可靠，但仅局限于鉴定铁皮石

斛一个种。此外，也有报道指出利用叶绿体的matK

基因序列区分石斛与其混淆品Ezo]，这一方法也需要

进行测序，如能同时结合其他进化中的一些分子证

据，方可作出全面、科学的判断。本实验旨在寻找一

种快速简便的石斛种问鉴别方法，ISSR—PCR方法

与RAPD同样快速而简便，而准确性大大提高，并

且不需要进行测序，尤其适用于多样品之问的鉴别，

极大地降低了成本。但ISSR标记能否应用于石斛

属内亲缘关系的探讨，则需要更深入的研究，需要收

集尽可能多的石斛种类，筛选多态性条带丰富的引

物，并对大量数据进行科学、有效地整理和分析。

通过本实验可以看到，ISSR标记在石斛种间鉴

别中显示出巨大的应用潜能，随着研究的深入，必将

找到更合适的引物，获得更佳的多态性图谱，从而在

种间、种下居群间等水平进行快速鉴别，为药材石斛

的鉴定和石斛GAP种质资源的确立等提供分子水

平的证据。

致谢：中国科学院昆明植物研究所李树云先生

提供并鉴定部分样本。
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霍山石斛种内遗传稳定性的RAPD初探

刘石泉，余庆波，李小军，周根余+

(i-海师范大学生命与环境科学学院生物系遗传学实验室，上海200234)

摘要：目的研究霍山石斛荚果内遗传稳定性及荚果间的差异大小。方法利用从20个随机引物筛选出来的3

个稳定性较好的10碱基引物对来自5个不同荚果的霍山石斛种群进行RAPD检测。结果 5个荚果内遗传相似

系数较大，在92．592 6％～100．00％，其中H1、H9、H10、H14存在一定程度的变异，H23是一个较为稳定的群体；5

个荚果问H1、H9、H10、H23的遗传距离较小，H14与其他4个荚果的遗传距离则较大。结论建立霍山石斛稳定

的元性快繁体系是切实可行的，同时说明霍山石斛种内存在一定的变异，H14与其他荚果的差异最大。
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Hereditary stability among species of Dendrobium huoshanense by RAPD

LIU Shi—quan，YU Qing—bo，LI Xiao—jun，ZHOU Gen—yu

(Laboratory of Genetics，Department of Biology，College of Life and Environment Science，

Shanghai Normal University，Shanghai 200234，China)

Abstract：Objective To study the hereditary stability in the pod and the diversity within the pods of

Dendrobium huoshanense．Methods Three optimal decamer oligonucleotide primers with better stability

selected from 20 random primers were used to detect the populations of five different pods of D．huosha—

nense by random amplified polymorphic DNA(RAPD)．Results The coefficient of genetic similarity were

higher within five pods at the range of 92．592 6％一100．oO％，the variation presented in the HI，H9，

H10，and H14，but H23 was a stable group．There was a smaller genetic distance within the pods H1，H9，
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