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利用 ＩＳＳＲ分子标记的特征条带鉴别正毛化橘红△
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［摘要］　目的：在ＩＳＳＲ分子标记方法的基础上找到属于正毛化橘红的 ＰＣＲ特征条带或特征条带组合来建立鉴
别正毛化橘红种苗的方法。方法：在５０条ＩＳＳＲ引物中筛选合适的引物对三个品种的化橘红叶片样品进行ＰＣＲ扩增
及电泳条带分析，寻找正毛化橘红的特征条带或条带组合，并对８０份化橘红叶片样品进行验证。结果：寻找到了
两个引物的特征条带组合可以用来鉴别正毛化橘红种苗，建立了正毛化橘红种苗分子鉴定方法。结论：本文建立的

基于ＩＳＳＲ分子标记的ＰＣＲ特征条带组合的方法可以用来快速准确的鉴别正毛化橘红种苗。
［关键词］　ＩＳＳＲ分子标记；正毛化橘红；特征条带
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化橘红为芸香科植物化州柚 Ｃｉｔｒｕｓｇｒａｎｄｉｓ‘Ｔｏ
ｍｅｎｔｏｓａ’或柚Ｃｉｔｒｕｓｇｒａｎｄｉｓ（Ｌ）Ｏｓｂｅｃｋ的未成熟或
近成熟的干燥外层果皮［１］，具有散寒、燥湿、消痰

等功效，用于风寒咳嗽，喉痒痰多［２］。化橘红为广

东化州道地药材，根据其果实表面绒毛的有无、多

少分为大致正毛化橘红、副毛化橘红和光青化橘红，

品质和功效以正毛化橘红最优［３５］、副毛化橘红次

之、光青化橘红最差，假西洋品种是外观介于正毛

和副毛之间、功效介于副毛和光果的一个较特殊品

种，而正毛化橘红和非正毛化橘红的种苗在外观形

态非常相似，运用传统方法很难准确区分。以生物分

子的多态性为基础的遗传标记，即 ＤＮＡ水平的分子
标记如 ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ分标记［６７］等，相对于传统形态

标记具有巨大优势，为解决品种混乱和品种优劣问题

提供了一种新的手段。本文在 ＩＳＳＲ分子标记的基础
上建立了一种利用ＰＣＲ特征条带组合来鉴别正毛化橘
红种苗的方法，该方法快速、简便且准确性高，只需

要少量样本即可实现正毛化橘红种苗的鉴定。

１　材料与方法

１１材料来源
研究实验：正毛化橘红、副毛化橘红、光青
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化橘红等样品均来自广东省化州市和茂名市，并

经广东省药品检验所杨志业副主任中药师鉴定。

其中正毛化橘红样品 ８份，副毛化橘红 ５份，假
西洋品种３份，光青化橘红 ２份。采集其新鲜叶
片并用硅胶快速干燥，采样时间为 ２０１６年 ５月，
样品信息见表１。

表１　研究实验样品的来源及品种
样品编号 　　　采集地 化橘红品种

ＳＮ１ 广东化州河西天鹅岭 副毛化橘红

ＳＮ２ 广东化州河西天鹅岭 正毛化橘红

ＳＮ３ 广东化州河西天鹅岭 副毛化橘红

ＳＮ４ 广东化州河西天鹅岭 假西洋品种

ＳＮ５ 广东化州河西天鹅岭 光青化橘红

ＳＮ６ 广东化州河西天鹅岭 正毛化橘红

ＳＮ７ 广东化州河西天鹅岭 正毛化橘红

ＳＮ８ 广东化州河西卜儿岭 正毛化橘红

ＳＮ９ 广东化州河西卜儿岭 副毛化橘红

ＳＮ１０ 广东化州河西卜儿岭 正毛化橘红

ＳＮ１１ 广东化州河西卜儿岭 假西洋品种

ＳＮ１２ 广东化州河西卜儿岭 正毛化橘红

ＳＮ１３ 广东化州平定镇 副毛化橘红

ＳＮ１４ 广东化州平定镇 光青化橘红

ＳＮ１５ 广东化州平定镇 正毛化橘红

ＳＮ１６ 广东茂名 副毛化橘红

ＳＮ１７ 广东茂名 正毛化橘红

ＳＮ１８ 广东茂名 假西洋品种

验证实验：２０１７年５月在广州市香雪制药股份
有限公司的化州橘红种植基地随机选择已挂果的部

分正毛化橘红、副毛化橘红、假西洋品种和光青化

橘红共８０棵，品种信息经广东省药品检验所杨志业
副主任中药师鉴定，其中正毛化橘红２４株，副毛化
橘红２１株，假西洋品种２３株，光青化橘红１２株。
采集其叶片并做好其编号和品种信息记录，具体情

况见表样品信息详见表２。

１２试剂

ＴａｑＤＮＡ聚合酶、１０×Ｔａｑ缓冲液、ｄＮＴＰｓ［普
洛麦格（北京）生物技术有限公司］；ＰＣＲ扩增引物
［生工生物工程（上海）股份有限公司］；化学试剂均

为分析纯。

１３仪器

５４１８型高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；Ｃ１０００

表２　验证实验化橘红样品的品种情况
序号 品种 序号 品种

１ 假西洋 ４１ 假西洋

２ 副毛 ４２ 正毛

３ 正毛 ４３ 正毛

４ 副毛 ４４ 副毛

５ 假西洋 ４５ 副毛

６ 副毛 ４６ 正毛

７ 光青 ４７ 假西洋

８ 假西洋 ４８ 假西洋

９ 正毛 ４９ 副毛

１０ 假西洋 ５０ 假西洋

１１ 副毛 ５１ 正毛

１２ 正毛 ５２ 正毛

１３ 副毛 ５３ 正毛

１４ 正毛 ５４ 正毛

１５ 假西洋 ５５ 正毛

１６ 假西洋 ５６ 副毛

１７ 正毛 ５７ 正毛

１８ 副毛 ５８ 假西洋

１９ 正毛 ５９ 光青

２０ 副毛 ６０ 假西洋

２１ 假西洋 ６１ 副毛

２２ 副毛 ６２ 假西洋

２３ 副毛 ６３ 光青

２４ 正毛 ６４ 光青

２５ 副毛 ６５ 光青

２６ 正毛 ６６ 光青

２７ 正毛 ６７ 副毛

２８ 正毛 ６８ 正毛

２９ 副毛 ６９ 副毛

３０ 假西洋 ７０ 光青

３１ 假西洋 ７１ 正毛

３２ 假西洋 ７２ 光青

３３ 假西洋 ７３ 正毛

３４ 副毛 ７４ 正毛

３５ 副毛 ７５ 光青

３６ 假西洋 ７６ 光青

３７ 正毛 ７７ 光青

３８ 光青 ７８ 假西洋

３０ 假西洋 ７９ 副毛

４０ 假西洋 ８０ 假西洋
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ＴｏｕｃｈＴＭｗｉｔｈ４８／４８ＦａｓｔＲｅａｃｔｉｏｎ型ＰＣＲ扩增仪（Ｂｉｏ
Ｒａｄ，美国）；ＧｅｌＤｏｃＴＭ ＸＲ＋型凝胶成像系统（Ｂｉｏ
Ｒａｄ，美国）

１４方法

１４１ＤＮＡ提取与检测　采用天根植物基因组试剂
盒提取所有样品的基因组 ＤＮＡ。用微量紫外核酸仪
检测ＤＮＡ浓度和纯度。将合格样品 ＤＮＡ浓度稀释
至２０ｎｇ·μＬ－１后置于－２０℃保存备用。
１４２ＩＳＳＲ分子标记的引物筛选及 ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ
反应体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）

１５μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）０５ μＬ，引 物
（１０μｍｍｏｌ·Ｌ－１）０５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １５Ｕ，
ＤＮＡ模板 ５０ｎｇ，用纯水补足 ２５μＬ。扩增程序：
９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃１５ｍｉｎ，
３５个循环，７２℃ １０ｍｉｎ；电泳条件：取１０μＬＰＣＲ
产物与１μＬ上样缓冲液混匀，于１×ＴＡＥ、５Ｖ·ｃｍ－１

电泳３０ｍｉｎ，用凝胶成像系统照相存盘，每个处理
重复２次。对５０条 ＩＳＳＲ引物进行分析，筛选出条
带清晰、多态性好的ＩＳＳＲ引物，并用筛选到的引物
对ＳＮ１～ＳＮ１８的 ＤＮＡ模板进行 ＰＣＲ扩增和电泳，
每个处理重复２次。
１４３ＰＣＲ扩增的条件优化　选用Ｌ１６（５４）正交试验
设计（表３），对Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合

表３　ＰＣＲ反应正交体系浓度表

因素

组别

Ｍｇ２＋
／μＬ

ｄＮＴＰ
／μＬ

Ｔａｑ
／Ｕ·２５μＬ－１

引物

／μＬ
ＤＮＡ

／ｎｇ·２５μＬ－１

１ １０ ０３ ０５ ０５ ２０

２ １５ ０５ １０ ０７ ２０

３ ２０ ０７ １５ ０９ ２０

４ ２５ ０９ ２０ １１ ２０

５ １０ ０５ ２０ ０９ ３５

６ １５ ０３ １５ １１ ３５

７ ２０ ０９ １０ ０５ ３５

８ ２５ ０７ ０５ ０７ ３５

９ １０ ０７ １０ １１ ５０

１０ １５ ０９ ０５ ０９ ５０

１１ ２０ ０３ ２０ ０７ ５０

１２ ２５ ０５ １５ ０５ ５０

１３ １０ ０９ １５ ０７ ６５

１４ １５ ０７ ２０ ０５ ６５

１５ ２０ ０５ ０５ １１ ６５

１６ ２５ ０３ １０ ０９ ６５

酶、引物和 ＤＮＡ用量进行 ５因素 ４水平的正交试
验。以正毛化橘红 ＳＮ２样本的 ＤＮＡ为模板，引物
８２７作为扩增引物，反应总体积 ２５μＬ，含有 １０×
ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，每个处理重复２次。
１４４验证实验　以２０１７年５月采集的化橘红（表
２）叶片ＤＮＡ为样品进行验证实验，在正交实验的基
础上选择最优的 ＰＣＲ体系进行扩增反应，扩增程序
为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５５℃退火
４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，
最后４℃保存。扩增反应结束后，取１０μＬ扩增产
物加入１μＬ１０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ用１０％琼脂糖凝胶，
于１×ＴＡＥ、５Ｖ·ｃｍ－１电泳３０ｍｉｎ，凝胶成像仪下拍
照。每个处理重复２次。

２　结果与分析

２１ＤＮＡ提取结果

将提取的所有样品的基因组ＤＮＡ在超微量紫外
分光光度计下测量其浓度和纯度，得到其 Ａ２６０／
Ａ２８０均在１８～２０之间，说明 ＤＮＡ纯度较高，符
合ＰＣＲ技术要求。

２２正毛化橘红特征条带分析及引物选择

在５０条ＩＳＳＲ随机引物筛选过程中发现引物８１８
和８２７有不同于其他引物的特征条带，其组合能够
鉴别正毛化橘红。引物序列：８１８———ＣＡＣＡＣＡＣＡ
ＣＡＣＡＣＡＣＡＧ，８２７———ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧ。

图１和图 ２分别为 ＩＳＳＲ随机引物 ８１８和 ８２７
的电泳图谱，第１～１８泳道对应的样品分别为表１
中 ＳＮ１～ＳＮ１８。图 １中第 ３～５、１１、１３、１４、１８
泳道在２００～５００ｂｐ之间接近５００ｂｐ处有一条条带
（白线圈出的条带），而其他泳道没有，这 ７个泳
道对应的化橘红样品分别是 ＳＮ３副毛、ＳＮ４假西
洋、ＳＮ５光青、ＳＮ１１假西洋、ＳＮ１３副毛、ＳＮ１４
光青和 ＳＮ１８假西洋，其他泳道为正毛化橘红和部
分副毛化橘红，说明正毛化橘红是没有这一特征条

带的。图 ２中第 ２、３、６～８、１０、１２、１３、１５、
１７泳道在２００～５００ｂｐ之间接近５００ｂｐ处有明显
的条带（白线圈出的条带），而其他泳道没有，这

１０个泳道对应的化橘红样品分别为ＳＮ２正毛、ＳＮ３
副毛、ＳＮ６正毛、ＳＮ７正毛、ＳＮ８正毛、ＳＮ１０正
毛、ＳＮ１２正毛、ＳＮ１３副毛、ＳＮ１５正毛、ＳＮ１７正
毛，说明假西洋品种、光果、部分副毛化橘红没有

这一特征条带。综合引物８１８和８２７的电泳图谱可
·５６６·
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以看出，正毛化橘红的标记为（０，１），即正毛化
橘红 ＤＮＡ用引物８１８扩增没有最下方的条带，用
８２７扩增有最下方的条带；副毛化橘红的标记为
（０，０）或（１，１），光果和假西洋品种的标记为（１，
０）。因此通过８１８和８２７这两个引物的特征条带能
够将正毛化橘红筛选出。

注：泳道１～１８分别对应表１中的样品ＳＮ１～ＳＮ１８。

图１　引物８１８的电泳图谱

注：泳道１～１８分别对应表１中的样品ＳＮ１～ＳＮ１８。

图２　引物８２７的电泳图谱

２３ＰＣＲ体系优化

使用正毛化橘红ＳＮ２的ＤＮＡ模板、引物８２７对
ＰＣＲ反应体系进行优化的电泳结果见图３，本方法
是采用特征条带来鉴别正毛化橘红，因此特征条带

明显、杂带少是关键。条件 ３、４、６、８、１１、１２、
１５、１６这八个条件杂带较多，而条件１和条件２因其
ＤＮＡ模板浓度太低可能存在潜在的不稳定性，综合各
个条件的重复性和稳定性，最终选择条件１４，即ＰＣＲ
反应体系为１０×ｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）

注：泳道１～１６分别为表３中１～１６组不同ＰＣＲ反应体系。

图３　正交体系优化电泳图谱

１５μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）０７μＬ，引物（１０μｍｍｏｌ·Ｌ－１）
０５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶２０Ｕ，ＤＮＡ模板６５ｎｇ。用
该条件对引物８１８进行 ＰＣＲ扩增，其特征条带也非
常清晰，只是其他条带稍多。为了使本研究建立的

方法更加简便，对引物８１８和８２７采用同样的 ＰＣＲ
扩增体系。

２４验证实验

图４图７分别为表２的化橘红 ＤＮＡ模板采用引
物８１８和８２７扩增的电泳图谱，Ｍａｒｋｅｒ右侧的泳道
从左到右依次为表２的编号从小到大的顺序。将所
有样品的８１８和８２７特征条带进行统计，有特征条
带记为１，无特征条带记为０，结果见表４。由表可
知，所有正毛化橘红的标记均为（０，１），副毛化橘
红的标记为（０，０）或（１，１），光果和假西洋品种的
标记为（１，０）。由电泳图谱可知，所有正毛化橘红
在２００～５００ｂｐ之间均无８１８的特征条带，均有８２７
的特征条带，说明通过８１８和８２７这两个引物的特
征条带能够将正毛化橘红鉴别出。

注：泳道１～４８分别对应表２中的样品１～４８。

图４　化橘红的引物８１８的电泳图谱１

注：泳道４９～８０分别对应表２中的样品４９～８０。

图５　化橘红的引物８１８的电泳图谱２
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注：泳道１～４８分别对应表２中的样品１～４８。

图６　化橘红的引物８２７的电泳图谱１

　　

注：泳道４９～８０分别对应表２中的样品４９～８０。

图７　化橘红的引物８２７的电泳图谱２

３　讨论

ＩＳＳＲ分子标记技术因其具有稳定、多态性高、
简便易操作及不受环境因素影响等优势，已被广泛

应用到药用植物种质资源鉴定、亲缘关系分析及道

地性研究，并取得良好效果［８］。张春等［９］利用 ＩＳＳＲ

分子标记技术对药用当归及其混伪品进行鉴别，找

到了当归及其混伪品间的特异鉴别引物，为建立稳

定的当归质量评价体系提供了技术支持。魏艺聪

等［１０］采用ＩＳＳＲ标记分析草珊瑚的 ＤＮＡ指纹图谱，
结果证实 ＩＳＳＲ分子标记可以有效辨别１８份受试草
珊瑚样品。ＩＳＳＲ分子标记的后期实验数据处理一般

表４　化橘红的品种及特征条带情况
序号 　品种 ８１８ ８２７ 序号 　品种 ８１８ ８２７ 序号 　品种 ８１８ ８２７ 序号 　品种 ８１８ ８２７

１ 假西洋 １ ０ ２１ 假西洋 １ ０ ４１ 假西洋 １ ０ ６１ 副毛 １ １

２ 副毛 ０ ０ ２２ 副毛 １ １ ４２ 正毛 ０ １ ６２ 假西洋 １ ０

３ 正毛 ０ １ ２３ 副毛 １ １ ４３ 正毛 ０ １ ６３ 光青 １ ０

４ 副毛 １ １ ２４ 正毛 ０ １ ４４ 副毛 ０ ０ ６４ 光青 １ ０

５ 假西洋 １ ０ ２５ 副毛 １ １ ４５ 副毛 ０ ０ ６５ 光青 １ ０

６ 副毛 ０ ０ ２６ 正毛 ０ １ ４６ 正毛 ０ １ ６６ 光青 １ ０

７ 光青 １ ０ ２７ 正毛 ０ １ ４７ 正毛 ０ １ ６７ 副毛 １ １

８ 假西洋 １ ０ ２８ 正毛 ０ １ ４８ 假西洋 １ ０ ６８ 正毛 ０ １

９ 正毛 ０ １ ２９ 副毛 １ １ ４９ 副毛 ０ ０ ６９ 副毛 １ １

１０ 正毛 ０ １ ３０ 副毛 １ ０ ５０ 正毛 ０ １ ７０ 光青 １ ０

１１ 副毛 ０ ０ ３１ 假西洋 １ ０ ５１ 正毛 ０ １ ７１ 正毛 ０ １

１２ 正毛 ０ １ ３２ 假西洋 １ ０ ５２ 正毛 ０ １ ７２ 光青 １ ０

１３ 副毛 ０ ０ ３３ 假西洋 １ ０ ５３ 正毛 ０ １ ７３ 正毛 ０ １

１４ 正毛 ０ １ ３４ 副毛 １ １ ５４ 正毛 ０ １ ７４ 正毛 ０ １

１５ 假西洋 １ ０ ３５ 副毛 １ １ ５５ 正毛 ０ １ ７５ 光青 １ ０

１６ 副毛 １ ０ ３６ 假西洋 １ ０ ５６ 副毛 １ １ ７６ 光青 １ ０

１７ 正毛 ０ １ ３７ 正毛 ０ １ ５７ 正毛 ０ １ ７７ 光青 １ ０

１８ 副毛 ０ ０ ３８ 光青 １ ０ ５８ 假西洋 １ ０ ７８ 假西洋 １ ０

１９ 正毛 ０ １ ３９ 假西洋 １ ０ ５９ 光青 １ ０ ７９ 副毛 １ １

２０ 副毛 ０ ０ ４０ 假西洋 １ ０ ６０ 假西洋 １ ０ ８０ 假西洋 １ ０
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采用聚类分析方法，得到聚类分析图谱，但缺乏统

一标准［８］，因此在生产推广应用上收到限制。本研

究是在ＩＳＳＲ分子标记技术的基础上找到正毛化橘红
的特征条带组合，建立了通过２条引物鉴别正毛化
橘红的ＰＣＲ方法，并且进行了大量样品的验证。该
方法快速简便且准确，且无需通过聚类分析，直接

根据特征条带来鉴别正毛化橘红，可以应用于化橘

红种植基地的种苗筛选中，得到品质最好的正毛化

橘红种苗，为优质化橘红种苗的筛选提供技术

支持。

由于ＩＳＳＲ标记利用的是非特异引物，其扩增条
带的稳定性是相对的，因此在进行 ＰＣＲ时需要严格
保证各项条件一致才能得到较稳定的电泳条带，最

理想的结果是将其转化为采用特异引物对扩增的

ＳＣＡＲ分子标记。在本研究中已经找到正毛化橘红的
特征条带组合（特征标记），下一步可考虑将ＩＳＳＲ标
记中的特异性条带回收、克隆和测序，设计特异引

物对，转化成 ＳＣＡＲ标记，以建立更加稳定的分子
鉴定方法。
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