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评述与展望

Review and Progress

分子标记技术及其在中药石斛研究中的应用进展

张文龙 1* 曾桂萍 2

1贵阳中医学院药学院,贵阳, 550002; 2贵州大学农学院,贵阳, 550025
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摘 要 石斛是中国传统名贵药材，因其基源广泛，药效独特，历来都是备受关注的道地药材之一。近年来，
随着分子生物学的快速发展，分子标记类型逐年增多，目前在中药材品种研究上应用日益广泛。本文简要阐
述了各种不同类型的分子标记及其优缺点，回顾了其在石斛研究中的应用实践，分析了目前分子标记在石斛

研究中存在的主要问题，并对分子标记技术在今后研究中的美好前景和深入应用做出了展望。
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Abstract Dendrobium, as a kind of rare Chinese traditional herb, has attracted great attention in china and
abroad due to broad botanic origin and unique effect. With rapid development of molecular biology recently,
molecular markers are increasing widely applied in the variety research of chinese medicinal materials. This
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分子标记是以生物大分子的多态性为基础的遗

传标记，是植物 DNA水平上的遗传多态性的直接反
映。上世纪 70年代 RFLP分子标记技术的问世，开创
了直接检测和利用 DNA分子的多型性。特别是 80年
代PCR技术的诞生，使得体外直接扩增 DNA的多态
性成为可能。基于这一技术发明的创新性和它在应
用上的广泛性，分子标记技术发展迅速，目前已经发

展了多种基于 DNA多态性的分子标记技术。这些分
子标记技术广泛应用在系统进化、品种鉴定及品种
选育、遗传图谱构建、基因定位、分子育种及杂种优
势预测等生命科学的各个领域，应用日趋成熟。而在
中药研究领域，DNA标记已成为探究传统中药生物

本质与进化关系的常规分子标记之一，为经典的中

药鉴定学与中药资源学的发展赋予了新的科学生机

(胡之壁, 2009)。
石斛是中国传统名贵中药材，从《神农本草经》
记载至今已有 2000多年的历史，具有益胃生津、滋
阴清热、明目利嗓、润肺止咳等功效，用于热病伤津、
口干烦渴、病后虚热等多种病症，在临床上及中药复
方中被广泛应用(徐红等, 2001)。据调查，全国石斛属
植物共有 74种 2变种，是基源最复杂的药用植物之
一。因其良好的药用价值及其观赏价值，被广泛选取
作为研究对象。其中，有关中药石斛分子标记方面的
研究是近年来石斛研究的热点之一，并取得了一定
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的理论成果。基于此，本文对分子标记技术在石斛研
究上取得的最新成果进行了综述，以期更好地为其

它中药材的应用提供有益借鉴。

1分子标记概述

随着分子生物学技术的快速发展，新型分子标记

技术大量涌现。根据其检测手段或研究技术不同，大致
可分为四类，分别是以 Southern杂交技术为核心的限
制性片段长度多态性(restriction fragment length poly-
morphism, RFLP)，以聚合酶链式反应 (polymerase-
chain reaction, PCR)技术为核心的 DNA指纹标记，
DNA序列标记以及基因芯片技术。

1.1基于 DNA-DNA杂交的 DNA标记

RFLP是 20世纪 70年代在国外发展起来的DNA
片段分析技术，既可以检测基因组 DNA (genome
DNA)，也可检测核糖体 DNA (ribosome DNA, rDNA)
或叶绿体 DNA (chloroplast DNA, cpDNA)，结果较为
稳定，为共显性表达。但是，由于 RFLP对 DNA需求
量较大，且费用昂贵，实验过程操作复杂，需要对探针

进行同位素标记，即使应用非放射性的Southern杂交
技术，仍然费时费力，致使其应用受到一定程度的限

制(Tomki et al., 2001)。

1.2基于 PCR技术的的分子标记

PCR是 20世纪 80年代中期发明的一种无细胞
分子克隆技术。该技术问世为现代生物技术领域开创
了全新时代。根据其所用引物是否具有特定的核苷酸
序列，可分为随机引物 PCR标记和特异引物 PCR标
记，前者主要有随机扩增多态性 DNA (random ampli-
fied length polymorphism, RAPD)和任意引物 PCR (ar-
bitrary primer-PCR, AP-PCR)、简单重复间隔序列(in-
ter-simple sequence repeats, ISSR)、简单序列重复(sim-
ple sequence repeats, SSR)和扩增性片段长度多态性
(amplified restriction fragment polymorphism, AFLP)，
其特点主要表现为标记数量几乎无限，DNA用量少，引
物通用性强，检测位点多；同时实验成本低，时间短，操

作简单。主要缺点是实验易受模板、扩增条件的影响，
稳定性和重复性比较差；以显性为主，不易区分杂合和

纯合。后者主要有 SSR，是呈孟德尔方式遗传的共显性
标记，揭示的多态性高，重复性好。缺点表现为种属特
异性较强，需要对特定序列测序，开发成本较高。

1.3 DNA序列标记

建立在 PCR技术基础之上，通过比较扩增序列

间差异为原理的的 DNA测序技术极大地提高了分
子标记分析效率。常用的序列标记主要来自于三个
基因组系统，分别是核基因组(nuclear DNA, nDNA)、
线粒体基因组(mitochondrial DNA, mtDNA)和叶绿
体基因组(chloroplast DNA, cpDNA)。三个基因组的
大小、起源及进化机制不同，进化速率差别也很大。
来自线粒体基因组的序列标记主要用于动物类

中药的研究，常用的有 12S rRNA与细胞色素还原酶
b (cyt b)。在植物类中药的研究中，目前用于 DNA序
列标记的基因主要有植物叶绿体基因组核酮糖 -1,5-
二磷酸羟化酶大亚基(ribulose-1,5-bispbosphate car-
boxyase large subunit, rbcL)，编码赖氨酸转移核糖核
酸酶 K (transfer RNA for lysine, trnK)及其内含子中
编码成熟酶基因(maturase for lysine, matK)，植物核
基因组的核糖体 rDNA 和内部转录间隔区(internal
transcribed spacers, ITS)等。
一般来说，rbcL基因相对保守，一般用于科级以
上分类研究；而 matK基因位于 trnK基因内含子中，
进化速率在 rbcL和 ITS之间，变异均一，可用于种及
以下一级分类群亲缘关系研究(刘静等, 2009)。
但由于叶绿体基因属于细胞质遗传，并不能准

确反映真正的种或其进化历程。高等植物的 rDNA
18S-5.8S-26S rRNA基因是串联在一起的重复序列，
拷贝数在 1 000~10 000之间，从 5'到 3'的排列依次为
以外部转录间隔间 ETS (externalt ranscribed spacer)、
18S rRNA、内部转录间隔区 -ITS1 (internal transcrib-
ed spacer 1)、5.8S rRNA、内部转录间隔区 2-ITS2 (in-
ternal transcribed spacer 2)、26S rRNA和非转录间隔
区 NTS (non transcribed spacer)或称基因间隔区(inter-
genic spacer, IGS) (于华会等, 2010)，18S rRNA基因
序列保守，进化速率非常慢；5.8S rRNA基因片段较
短，提供的信息量有限；26S rRNA基因长约 3.5 kb，比
18S rRNA基因大得多，在分子系统学较少应用。5S
rRNA基因是核基因组中编码 5S核糖体 RNA的多
拷贝基因，与 18S-5.8S-26S rRNA基因是相对独立。
由于其序列太短，提供的信息位点不足，不太适合于

系统发育的研究。位于 18S-5.8S-26S rRNA之间的
ITS 被 5.8S rRNA 基因分为两段 ITS1 和 ITS2，ITS
进化速率快，长度较为稳定，总长度约为 600~700 bp
(被子植物中) (刘静等, 2008)，该片段在不同重复单
元间序列组成趋于一致，便于进行序列分析，广泛用

于研究低等级如属、种间甚至居群间的系统关系与
分类研究。ITS序列分析检测的指标是遗传信息的基
本单位 -核苷酸，因此其潜在遗传信息量非常大。缺
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点是 ITS片段在进化过程中承受的选择压力较小，
虽有着丰富的遗传多样性，但同时也不可避免地增

大了分析的误差(徐田军等, 2006)。

1.4基因芯片技术

基因芯片又称 DNA芯片、核酸芯片、DNA微列
阵，是后基因组时代的一项高新技术。DNA芯片技术
实现了 DNA分析的高通量、微型化和自动化，检测效
率非常高。在一次实验中就可以同时分析成千个多态
性，大大节约了时间和精力，且减少了实验的随机误

差(方宣钧等, 2001;詹秀琴和王明艳, 2001)。缺点是基
因芯片技术需要昂贵的尖端仪器，如光刻机器和寡核

苷酸合成仪等；技术上也还存在一些问题，如原位合

成寡核苷酸技术复杂，芯片的特异性不强等等。此外，
还有自动化程度不够高，对结果的扫描、去除背景、数
据处理等目前还不能做得很完美等等(赵树进, 2009)。
除了以上分子标记技术外，还有序列相关扩增

多态性标记技术(sequence-related amplified polymor-
phism, SRAP) (杨旻和陈科力, 2011;李仁伟等, 2012;
白坚等, 2012)、扩增阻碍突变系统(amplification re-
fractory mutation system, ARMS) (Diao et al., 2010)、单
核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)
(Ding et al., 2008;吴波等, 2011;王佳媛等, 2012)等，这
些技术已被用于其它一些领域和植物的研究之中。

2研究进展

2.1石斛属植物正伪品及混淆品鉴别

近年来，随着石斛中成药和保健品的开发，石斛

药材的大量需求与资源短缺的矛盾日益严重。目前
市场上流通的石斛药材有石斛属近 30种，石斛品种
严重混乱，而且已经成为业界公认的鉴定难度最大

的中药材。利用常规的鉴定方法对其进行形态学特
征比较、显微鉴定及理化鉴定等，很难评价其真伪优
劣。而 DNA分子标记由于在同种内具有高度的遗传
稳定性，且不受外界环境因素和生物个体发育阶段

及器官组织差异的影响。可有效的克服这些弊端，鉴
定结果准确、可靠和高效。Lau等(2001)利用 ITS、滕
艳芬等 (2002)利用 matK 基因，张婷等 (2005)利用
RFLP，已成功将正品与混淆品区别开来。

2.2石斛种质资源研究

2.2.1遗传多样性分析

遗传多样性是指种内不同群体之间或同一群体

不同个体的遗传变异的总和。遗传多样性的研究对

于认、识植物的起源与进化，植物育种和遗传改良，开
展植物保护生物学研究都具有重要意义。目前其检测
方法已从形态水平发展到分子水平，揭示的遗传多态

性信息丰富，准确。彭锐等(2004)、白音等(2007)、任羽
等(2008)通过利用不同类型的的分子标记，成功揭示
了石斜属植物具有较高的遗传多样性水平。

2.2.2亲缘关系和系统分类研究

建立在表观观测水平之上的形态分类学、孢粉
学、同工酶等方法易受到植物的生长发育阶段和不
同的环境条件影响，分子标记则可对形态上难以区

分、日常中争议较大的不同的生态与栽培类型、亚种
与组及组下进行相对准确划分。金国虔等(2006)、Tsai
等(2004)利用分子标记可对来自同一区域的不同石
斛属植物及非石斛属植物准确构建进化树，确定其

亲缘关系远近，有效开展系统分类。

2.2.3种质纯度鉴定

我国的石斛药材主要来自野生资源，目前过度采

挖，野生资源已濒于枯竭状态，而石斛类药材市场需

求旺盛，各地纷纷开始人工栽培。传统的无性繁殖方
法主要是利用分株或扦插方法，但是产量仍然很低，

不能满足市场的需求。利用植物离体快繁技术规模化
生产组培苗已经成为目前获得种源的主要繁殖方式。
但是组织培养过程常会产生各类变异类型，组培苗质

量无法保证。利用传统的鉴定方法很难快速识别这些
变异株。石斛 SSR分子标记的开发，则可以快速、准确
的解决石斛组培苗的纯度问题。谢明璐等(2010)利用
课题组开发的 60对铁皮石斛的 SSR引物，从中筛选
出 4对分辨率较高的 SSR引物(XML003, XML005,
XML006, XML008)检测了集约化种植过程中的铁皮
石斛组培苗的种质纯度，通过对随机抽取福建某居群

种质(FJ02)的 500株组培苗的检测，结果表明，这些
SSR引物可以明显区分出种质品种和混杂株，在中药
材种子(苗)纯度鉴定中率先走到了前列，这也是国内
对石斛种质纯度率先进行的检测。

2.3道地性与非道地性鉴别

道地药材是传统医药文化中的精品,是在特定
产区的外界环境和产区内该物种的地方种群遗传性

状等综合因素的作用下，形成的品质优、疗效佳的中
药材。道地药材与非道地药材物种来源一致或十分
相近，在形态、生药性状及化学成分等特征上具有高
度相似性，难以运用传统方法准确鉴别药材道地性

(罗洪斌等, 2010)。现代分子生物学研究认为“道”的
生物学本质是某一物种在特定条件下的“居群”，而

分子标记技术及其在中药石斛研究中的应用进展
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“地方特化基因型”则是产生“道”的遗传本质。因此在
分子水平上利用 DNA分子信息以及基因序列间的变
异位点的多少可将道地非道地药材区别开来，从而为

优良品种的选取和栽培提供分子依据，增强了用药的

安全性和效能。丁小余等(2002)、Ding等(2008)利用分
子标记对不同居群的铁皮石斛进行了道地性研究，证

明了铁皮石斛的居群类型与分子标记存在一定的相

关性，为其道地性研究和枫斗质量监控打下了基础。

2.4遗传图谱的构建

遗传图谱(或称连锁图谱)的构建是基因定位克隆
与基因组结构功能研究的基础，是当前研究的热点。
分子标记构建的遗传图谱由于具有较高的分辨

率和精确度，其应用愈来愈受到重视。黄少玲(2007)、
Xue等(2010)、赵红燕(2011)开创了利用分子标记构
建石斛遗传图谱的先河，成功利用多个标记位点构

建了药用植物研究中相对饱和的遗传图谱，为开展

下步研究奠定了基础。

2.5中药 DNA指纹图谱的建立

中药指纹图谱是指中药材经过适当的处理后，采

用一定的分析手段和仪器检测得到的，能够标识其中

各种组分群体特征的共有峰的图谱。一般可以分为两
大类，基于化学分析方法建立的指纹图谱和生物方法

建立指纹图谱。DNA指纹图谱是利用生物技术方法
建立起来的，由于直接分析生物的基因型而非表现

型，为基源复杂的中药品种资源开辟了暂新的方法，

AFLP分子标记被公认为是目前构建 DNA指纹图谱
最理想的标记。虞泓等(2004)利用该标记成功对多个
药用石斛构建了 DNA分子指纹图谱。

3存在的问题和改进方法

3.1实验成本高，稳定性不足

分子标记技术虽然发展较快，但是对技术人员

和设施设备有一定的要求，其成本还相对较高。因
此，首先应从分子标记技术的全过程考虑不断降低

其使用成本(张文龙, 2010)。其次，实验过程中要严守
操作规程，彻底消除外源 DNA可能会带来的指纹图
谱失真(周佐斌和葛刚, 2008)。第三，一些分子生物学
方法本身的稳定性问题尚待进一步提高。如 RAPD
虽然是首先被用于中药鉴定的 DNA分子标记鉴别
方法，但实验过程中实验条件的任何微小变化都会

改变实验结果的一致性，重复性比较差。因此，在选
择分子标记时，应尽可能选择对 DNA质量要求高，

不易受污染，稳定性好的分子标记。

3.2操作难度大，准确性不高

目前，对于具有多个不同部位入药的同一药材，

由于各部 DNA标记一致，尚无法区分；某些药材中
可能存在的次生代谢产物严重干扰了 DNA提取，对
于经过加工的干燥药材而言，高分子量的 DNA提取
比较困难，并不适合对干燥样品的研究；当中药复方

是经过提取分离，并精制成散剂或颗粒剂时，DNA
指纹图谱如 RAPD、RFLP、SSCP则无效。同时，分子
标记本身并不能与中药质量直接相关，因而不能取

代中药化学成分指纹图谱等的鉴定。分子标记技术
目前阶段只适合作为一种辅助技术，短期内无法解

决中药材相关方面的质量控制(李力等, 2009)。

4前景与展望

随着基因组学的不断发展、生物信息学等研究
的不断深入，DNA 条形码(DNA barcodes)理论的发
展成熟，DNA分子标记除了在中药资源与道地性评
价、药用植物的分类与亲缘关系研究以及中药材品
种与真伪鉴定等领域大量应用外，利用最新的分子

标记进一步构建中药品种遗传连锁图谱，逐步开展

有关种质资源遗传背景、化学成分和疗效相关性的
研究，中药重要品质性状的基因定位和克隆以及中

药材分子标记辅助育种必将成为中药材利用分子标

记下一步研究的重点。
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