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0 引言

药用植物是中国中药资源的重要组成部分，作为

药用植物资源的研究方法，早期有形态学标记、细胞学

标记与生化标记。然而，早期的鉴定手段都是针对基

因的表达产物进行的，受环境影响较大。近年来，随着

分子生物学技术的发展，DNA分子标记技术已广泛用

于药用植物遗传多样性、系统学、分类学研究，以及种

质资源鉴定等各个方面，极大地促进了该领域的发展[1]。

分子标记（molecular markers）是以个体间遗传物质内

核苷酸序列变异为基础的遗传标记，揭示来自DNA

的变异，能够反映生物个体或种群间基因组中某种差

异的特异性DNA片段，大多数DNA分子标记以电泳

谱带的形式表现个体之间的DNA差异[2]。由于DNA

分子标记具有快速、微量、特异性强、准确可靠等优点，

且不受生育阶段、供试部位、环境条件、贮藏等因素影

响，近年来对其研究及运用十分活跃[3]。目前，用于药

用植物研究的分子标记技术主要有 RFLP、RAPD、

SSR、ISSR、SRAP、AFLP等，本文通过分析分子标记技

术的特点、适用范围，以及近年来国内外分子标记技术

在药用植物研究中的最新研究成果，为准确、科学的评

价药用植物的品质及真伪优劣提供可靠的依据，同时

也为研究人员根据不同的实验目的选择合适的分子标

记技术提供比较准确的参考。

1 分子标记在药用植物研究中的应用

1.1 限制性片段长度多态性（Restriction Fragment

Length Polymorphism，RFLP）

RFLP是最早发展的分子标记技术，它利用限制

性内切酶解及凝胶电泳分离不同的DNA分子，然后
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摘 要：分子标记是继形态标记、细胞标记和生化标记之后发展起来的一种比较理想的遗传标记技术。

本文综述了几种常用的DNA分子标记技术的原理，特点及其在药用植物上的最新研究成果和进展，为

准确、科学的评价药用植物的品质及真伪优劣提供可靠的依据，并对分子标记技术在药用植物研究上的

应用前景进行了展望。
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Abstract: Molecular markers are ideal genetic markers after the development of morphological marker,
cytological marker and biochemical marker. The principles, characteristics and the latest achievement and
progress of molecular markers in medicinal plants were reviewed and which can provide a reliable basis for
accurate and scientific evaluation on the quality and authenticity of the pros and cons of medicinal plants. The
prospects of molecular markers in medical plants were also discussed.
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用特异DNA探针与之杂交，通过放射自显影或非同

位素显色技术来揭示 DNA 的多态性的遗传标记。

由于 DNA 中限制性内切酶酶切识别序列中出现碱

基的变异而导致酶切位点的增减所引起的限制性片

段长度的差异 [4]。近年来，RFLP技术在品种鉴定、物

种进化、基因定位、亲缘关系研究，遗传图谱的构上都

有一定的应用。在多源性中药材如伞形科北沙参、柴

胡、菊科苍术属、豆科甘草属、羽扇豆属、茄科澳茄属、3

种苍术的基原鉴定、资源分析及其地理品系（居群）间

亲缘关系研究方面有了一些报道[5]。但由于RFLP技

术在实际应用中整个处理过程比较冗长，步骤繁琐，操

作相对复杂，并且受到探针来源地限制，实验成本相当

较高，对实验材料要求严格，难以适用于干燥的药用植

物的研究等缺陷的制约，在药用植物研究尤其是需要

大量分子标记进行遗传多样性研究中受到限制，近年

来在药用植物研究上已经很少使用。

1.2 随 机 扩 增 多 态 性 DNA（Random Amplified

Polymorphism DNA，RAPD）

RAPD技术是建立在 PCR基础上的一种可对整

个未知序列的基因组进行多态性分析的 DNA 分子

标记技术。RAPD技术由于反应灵敏、多态性强、操作

简便、不受种属特异性的限制等优点，被广泛用于遗

传多样性和品种鉴定的研究中 [6,7]。相对于其他几种

分子标记，RAPD标记是在药用植物品种鉴定领域用

得最多的分子标记技术[8]，并对药用植物研究产生了

深刻的影响。所涉及的药用植物总计达到近百种之

多，利用分子标记技术不仅可以对分析结果进行聚类

分析，而且可以获得与种有关的DNA带型[9]。谷巍等[10]

运用RAPD分子标记分析了福建、江西、四川产泽泻的

遗传多样性，用筛选的 28个引物进行扩增，共检测到

171个多态性位点，多态位点比率为 63.6%，证明不同

产地泽泻具有较高的遗传多样性，RAPD分子标记方

法可以用来鉴定不同产地的泽泻。华树妹等 [11]利用

RAPD技术对34份山药资源进行遗传多样性分析，聚

类分析结果与经典的园艺学分类相符，在分子水平上

支持了按园艺学薯块类型对山药资源进行分类的观

点。杜勤等[12]建立及优化青天葵样品总DNA的提取

方法及RAPD反应体系，探讨不同品种的青天葵及其

替代品、伪品在DNA分子水平上的遗传多样性及其遗

传关系，证明 RAPD 技术可以很好的鉴别青天葵。

Rout GR[13]运用RAPD技术对心叶青牛胆进行研究，证

明 RAPD 技术具有检测药用植物遗传变化的潜力。

RAPD技术还能很好的鉴别不同地域的车前[14]、菊科

苍术属[15]、铁线莲属[16]的药用植物，并且对人参及其伪

品、甘草、黄连、冬虫夏草及其伪品、贝母等药材也有很

好的区分作用，因此，RAPD标记完全适用于种内水平

的亲缘关系研究，也可用于种间及近缘属间亲缘关系

和品种鉴定的。

1.3 简单重复序列（Simple Sequence Repeats，SSR）

生物的基因组中，特别是高等生物的基因组中含

有大量的重复序列，由于重复次数及重复程度不完全

相同而呈现多态性。根据微卫星两端的保守单拷贝序

列设计一对特异性引物，进行PCR扩增，扩增产物经

凝胶分离，放射自显影，银染或荧光进行检测，即可显

示不同基因型个体在SSR位点的多态性[18]。SSR标记

数量丰富，具有较多的等位性变异，共显性，重复性好，

结果可靠等优点。

SSR-PCR产物的检测一般是通过变性聚丙烯酰

胺凝胶，非变性聚丙烯酰胺凝胶或琼脂糖凝胶进行电

泳检测。郑伟耀等[19]提取天麻DNA，进行PCR扩增，

用SSR标记DNA，结果表明特异引物扩增位点与天麻

素含量有关，这为探讨天麻遗传变异与其品质的关系

以及优良种质的选育提供了科学途径。此项技术结果

稳定可靠，但因为在设计引物之前必须知道重复序列

两端的特异序列，且引物具有物种特异性，使得引物设

计难度较大，导致其应用受到了很大限制。

1.4 简 单 重 复 序 列 间 扩 增（Inter-Simple Sequence

Repeats，ISSR）

ISSR是利用在基因组中常出现的 SSR本身作为

引物进行多位点PCR扩增的技术。ISSR标记以其高

多态性，已广泛用于绘制DNA指纹图谱、遗传多样性

分析、品种鉴定等许多领域[20]。

葛娟等[21]运用RAPD和 ISSR分子标记技术，对29

份新疆红花栽培品种的遗传多样性进行检测，结果表

明红花不同品种之间具有比较丰富的遗传变异。对比

RAPD和 ISSR在PCR反应中的稳定性和检测变异的

能力表明，ISSR的实验稳定性优于RAPD，而且 ISSR

能检测到比RAPD更多的遗传变异。刘逸慧等[22]运用

ISSR标记技术对来自浙江磐安和浙江、贵州、福建、湖

北的4个白术栽培群体以及来自安徽的1个苍术栽培

群体进行遗传多样性分析，结果表明中国栽培白术的

种质遗传多样性较高，有利于培育高品质的药材。曹

秀明[23]对东北产药材龙胆的3个不同品种进行了DNA

提取和RAPD及 ISSR分析，筛选出 3条RAPD引物能

把供试的 3种龙胆区分开，聚类分析结果表明分子标

记技术可用于龙胆的鉴别以及亲缘关系划分。另外，

芸香科植物[24]和白芷[25]的 ISSR-PCR最佳反应体系和

扩增程序也已建立，为进一步利用该标记技术进行品
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种鉴定和遗传多样性研究奠定了基础。ISSR技术由

于其DNA用量少，实验重复性好，操作过程相对简单，

技术要求低，多态性水平高等优点，在药用植物研究中

已崭露头角，相信随着分子标记技术的不断发展和完

善，ISSR技术必将以其显著地优势广泛应用于药用植

物研究中。

1.5 相 关 序 列 扩 增 多 态 性（Sequence-Related

Amplified Polymorphism，SRAP）

SRAP是一种基于 PCR的新型标记，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的研究中有着较广泛

的应用。SRAP技术是通过 1对引物对ORFs进行扩

增，利用在不同个体中外显子的相对保守性及内含子

和启动子的可变性，通过正反引物的组合搭配扩增出

基于内含子与外显子的SRAP多态性标记。

利用SRAP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。黄璐琦[26]

等从生物学角度认为道地药材是药材原植物的基因型

及其所处的环境决定的，并探讨了以丹参作为道地性

药材研究模式植物的可行性。李廷春[27]等建立和优化

了丹参的SRAP反应体系，从88对引物组合中筛选得

到 36对多态性引物组合，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 5个丹参主产区

的6个丹参种群进行了遗传多样性分析，结果表明：36

对多态性引物组合共产生 782条多态性条带，显示了

较高的多态性，说明SRAP技术可有效地应用于丹参

的遗传多样性及亲缘关系的研究。谷凤平[28]以怀地黄

DNA为模板，进行 SRAP反应条件的优化，构建了怀

地黄23个品种的DNA指纹图谱，为怀地黄品种鉴定、

遗传多样性分析、分子标记辅助育种和质量综合评价

等研究奠定了基础。钱丹等[29]采用SRAP分子标记对

来源于 12个产地的蒙古黄芪的样品进行了 SRAP多

态性分析，表明蒙古黄芪居群间遗传分化明显，SRAP

技术可以有效用于蒙古黄芪的亲缘关系分析，为蒙古

黄芪的种质资源评价提供一定的依据。除了应用于以

上大宗贵重的中药材研究外，SRAP技术还被应用于

青葙子[30]、芫花[31]、荆半夏[32]等中药材的遗传多样分析。

1.6 扩增片段长度多态性（Amplified Fragment Length

Polymorphism，AFLP）

AFLP是 1993年发展起来的一种检测DNA多态

性的方法。该方法具有多态性高、扩增结果稳定、不需

要了解序列信息等优点[33]，并且处理样品数量多、灵敏

度高、易操作。近年来该技术已广泛应用于遗传图谱

构建、中药基因定位、遗传多样性分析、分子标记辅助

育种及生物系统分类等方面的研究[34]。AFLP技术是

以酶切后DNA作为扩增反应的模板，进行选择性扩

增，扩增产物经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离显示其

多态性。它结合了RFLP和PCR技术特点，具有RFLP

技术的可靠性和 PCR 技术的高效性。近年来利用

AFLP标记对药用植物种质资源遗传多样性的研究也

呈逐渐增多趋势。

陈要臻[35]等建立了白芷的扩增片段长度多态性的

反应体系，并筛选出了适合白芷的引物，构建了白芷种

质资源的AFLP指纹图谱，为今后利用AFLP标记技术

进行白芷品种鉴定及种质遗传多样性分析提供了标准

化程序。谢渊等[36-37]用AFLP标记分别对石斛以及天

麻进行分析，得到了清晰的石斛及天麻的AFLP指纹

图谱。张磊等[38]用AFLP技术，对 28个中国红花品种

进行分析，为进一步红花种质量资源选育和筛选品质

相关基因奠定基础。AFLP可在一次单个反应中检测

到大量的片段，所以说AFLP技术是一种新的而且有

很大功能的DNA指纹技术。但是AFLP技术受到专

利保护，应用受到限制，试剂盒价格昂贵；另外，操作中

通常要利用同位素标记，对样品DNA质量要求严格

等，限制了其在实践中的广泛应用。

2 展望

DNA分子标记技术以其特异性强、稳定性好，结

果直观、可靠等优势作为药用植物资源的研究手段，经

过多年的研究已经在整体上处于一个较高的水平。从

基因水平上对药用植物进行研究，不仅在药用植物的

亲缘关系研究、单味药材的鉴别、濒危物种的保护、基

因定位与分离、品种鉴定、资源评价等方面为药用植物

研究进行了完善和补充，并且为药用植物提供了新的

研究思路，为现代药用植物的研究注入了新的活力，展

示了良好的应用前景，受到了植物研究工作者的广泛

关注和实际应用。但是由于DNA分子标记技术的检

测实验体系还没有形成统一的标准，因此，必须要认识

到建立一套完备的DNA检测鉴定技术体系的必要性，

虽然目前药用植物的研究仍以传统的研究方法为主，

DNA分子标记技术作为一项应用于药用植物的新的

方法和手段，投入的人力物力还很有限，与药用植物其

他方面的研究的结合还未展开，而且由于分子标记技

术对实验条件和研究人员的技术要求比较高，另外对

后期实验数据的软件分析缺少统一的分析标准，就限

制了此项技术在生产收购一线的广泛推广应用。

今后应广泛开展DNA分子标记技术在更多药用

植物研究中的应用，通过比较不同分子标记技术的特
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点和适用条件，根据不同的实验目的，确定适合不同种

类药用植物的分子标记技术。还可以通过分子标记技

术研究大分子多态性和小分子药用成分分布规律之间

的联系，为药用成分快速、准确的开发与利用提供新的

研究思路，另外，由于分子标记技术本身也在不断地发

展和完善，利用分子标记技术研究濒危药用植物的遗

传多样性，检测遗传结构，通过制定具体、科学的药用

植物保护措施，使药用植物保护理论和实践相结合，来

保护丰富的药用植物种质资源，达到可持续利用的目

的。由于DNA分子标记具有极其显著的技术优势，在

推进药用植物现代化研究进程中，必将发挥重要的作

用。
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