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［摘要］　甘草为我国传统常用大宗中药材，分布区域广泛，形态变异幅度大，种质资源的遗传多样性丰富。甘
草的种源混乱及基原鉴定困难一直是困扰甘草产业发展的重要因素。本文概述ＲＦＬＰ（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，限制性片段长度多态性）、基于ＰＣＲ的分子标记如ＲＡＰＤ（ｒａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，随机扩增多态
性ＤＮＡ）、ＡＦＬＰ（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，扩增片段长度多态性）、ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简单
重复序列）、ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，内部简单序列重复）等分子标记技术在甘草基原鉴定和遗传多样性中的
研究进展，分析不同分子标记技术的特点及其在甘草中的应用方向，并对分子标记技术在甘草中的应用前景做出展望。
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甘草为豆科植物甘草 ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ
（也称乌拉尔甘草）、胀果甘草 Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｉｎｆｌａｔａ
Ｂａｔ或光果甘草 ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｇｌａｂｒａＬ的干燥根及根
茎，又名国老、灵通、甜草、棒草［１］。甘草性味甘

平，具有清热解毒、润肺止咳、缓急止痛、调和药

性等作用［２］。随着中医学科的应用普及，国内外都

对甘草的药理作用进行了非常广泛和深入的研

究［３１０］。但不同基原甘草的有效化学成分含量有显

著的差别，且同一基原不同产地甘草的有效成分也

存在差异［１１１６］。

随着分子生物技术在农作物和中药领域的迅速

发展及应用［１７２０］，其对甘草的基原鉴定以及遗传多

样性的研究层出不穷。相对于甘草传统鉴定方法，

如形态鉴别、显微鉴别、理化鉴别、红外鉴别、指

纹图谱鉴别等［２１２４］，分子标记技术显示出迅速准确

的鉴别效果；而在甘草的遗传多样性上，不同的分
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子标记又各具特点，本文将对分子标记在甘草中的

应用做出综述。

１　分子标记技术概述

分子标记技术是研究反映生物个体、居群以及

物种等分类单位间的基因组 ＤＮＡ片段差异的技术，
广泛应用于生物基因组探究、生物分子鉴定、生物

遗传等研究领域。分子标记的种类主要有：基于

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交技术的分子标记如 ＲＦＬＰ（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，限制性片段长度多态
性）、基于ＰＣＲ的分子标记如ＲＡＰＤ（ｒａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉ
ｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，随机扩增多态性 ＤＮＡ）、
ＡＦＬＰ（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，扩
增片段长度多态性）、ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
简单重复序列）、ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
内部简单序列重复）、ＳＲＡＰ（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉ
ｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，序列相关扩增多态性）、基于
ＤＮＡ序析的 ＳＮＰ（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ、单
核苷多态性）及ＤＮＡ条形码（ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ）等。

２　分子标记技术在甘草中的应用

２１ＲＦＬＰ

ＲＦＬＰ是２０世纪 ７０年代发展起来的分析 ＤＮＡ
片段的技术，既能检测基因组 ＤＮＡ（ｇｅｎｏｍｅＤＮＡ），
又能够检测核糖体ＤＮＡ（ｒｉｂｏｓｏｍｅＤＮＡ，ｒＤＮＡ）以及
叶绿体 ＤＮＡ（ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔＤＮＡ，ｃｐＤＮＡ），结果较稳
定，而且是共显性表达。ＲＦＬＰ多应用在鉴别菌落和
研究菌落的多样性［２５］。谷俊等［２６］采用表型数值分类、

１６ＳｒＤＮＡＰＣＲＲＦＬＰ分析和ＢＯＸＰＣＲ指纹图谱分析的
方法对北方地区的甘草根瘤菌进行表型、遗传多样性

分析，结果表明，菌株表现出丰富的遗传多样性。

２２ＲＡＰＤ

ＲＡＰＤ技术不需要专门设计序列的引物，且引
物的Ｔｍ值比较低，能保证寡聚核苷酸引物与模板
稳定结合，允许引物和模板适当误配，因此增大了

引物在基因组ＤＮＡ中配对的随机性，提高了对ＤＮＡ
的分析效率。王鸣刚等［２７］以不同地区的３种１５组
甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ、Ｇｉｎｆｌｅｔａ、Ｇｇｌｅｂｒａ）种子
为材料，研究 ＲＡＰＤ分子标记在甘草亲缘关系中应
用的可行性，结果显示，根据 ＲＡＰＤ聚类分析方法
得出１５组甘草植物之间的亲缘关系与形态学分类结
果存在差异。吴霞等［２８］应用 ＲＡＰＤ技术探讨新疆产

甘草不同地理群体的遗传多样性，此研究证明了同

一产地栽培种与野生种具有相似的遗传特性，反应

了地理环境对遗传特性有一定的影响，为不同产地

甘草的遗传特性比较提供了理论基础。陆嘉惠等［２９］

应用ＲＡＰＤ技术，探讨甘草属（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａＬ）１３种
１变种３０个植物类群的遗传差异和几个争议种的分
类地位，结果显示，基于 ＲＡＰＤ图谱建立的系统发
育图与经典分类学有较好的一致性，由此说明

ＲＡＰＤ标记可为甘草属的系统分类探究提供分子生
物学依据。张增福等［３０］以甘草种质为试材，采用正

交试验法设计，对影响 ＲＡＰＤＰＣＲ扩增的主要因素
ｄＮＴＰｓ、引物、Ｔａｑ酶和 ＤＮＡ模板进行优化筛选，
建立了适合甘草分子研究的 ＲＡＰＤＰＣＲ反应体系，
为不同产地甘草种质的分子学研究提供方法依据。

以上研究可见 ＲＡＰＤ技术在甘草遗传多样性和分类
学上起着重要的作用。

２３ＡＦＬＰ

ＡＦＬＰ同时具有 ＲＦＬＰ技术与 ＰＣＲ技术的优点，
即可靠性和高效性。周成明等［３１］采用 ＡＦＬＰ标记技
术研究４个来源甘草属植物的遗传基础，初步探讨
了ＡＦＬＰ在甘草品系选育中的应用，结果显示，“民
勤１号”“喀什１号”“阿克苏１号”形成了独特的
基因构成，为乌拉尔甘草优良栽培新品种选育研究

奠定基础。葛淑俊等［３２］利用 ＡＦＬＰ分子标记对甘草
主产区的１６个野生种群３２０个单株进行遗传多样性
研究，建立了适合野生甘草遗传多样性分析的稳定

的ＡＦＬＰ体系，筛选出１５对引物组合对１６个种群
３２０个单株共扩增出７５９条谱带。根据各指标显示，
遗传多样性水平从高到低顺序为宁夏、内蒙古、新

疆、黑龙江、山西、甘肃酒泉，此研究得出的信息

为甘草遗传多样性的保护和品种选育研究提供参考

依据。杨全等［３３］采用 ｃＤＮＡＡＦＬＰ（ｃＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）［３４］方法分析８种变异类
型甘草基因表达的差异，获得１４条差异表达基因片
段，并首次克隆了不同变异类型甘草特异表达的基

因，筛选出了优良变异类型，为新品种选育奠定基

础，同时为甘草功能基因的研究累积参考数据。

２４ＳＳＲ

１９７４年，Ｓｋｉｎｎｅｒ等［３５］发现了结构为（ＴＡＧ
Ｇ）ｎ（ＡＴＣＣ）ｎ的重复序列。后来研究发现，这
种重复是真核基因组特有的，并称之为 “简单重

复”。在众多分子标记中，ＳＳＲ多态性丰富、数目
·５８６·
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多、分布均匀、具有共显性以及符合孟德尔遗传等

优点，且结果稳定［３６３９］。已在许多农作物的起源、

遗传图谱建立、多态性分析、品种鉴定以及辅助育

种等方面有了广泛的应用，并且此技术稳定可靠。

刘越等［４０］在乌拉尔甘草中开发功能性ＥＳＴＳＳＲ分子
标记，分析乌拉尔甘草ＥＳＴＳＳＲｓ特征，为乌拉尔甘
草ＥＳＴＳＳＲ的遗传分布规律提供参考，也为进一步
开发乌拉尔甘草功能性 ＥＳＴＳＳＲ标记奠定了基础。
李晓岚等［４１］通过乌拉尔甘草表达序列标签（ＥＳＴ）数
据库搜索甘草属的ＳＳＲ位点，并使用Ｐｒｉｍｅｒ３０软件
设计引物，分析来自甘草属４个种２２份材料的ＥＳＴ
ＳＳＲ指纹图谱特征和聚类结果。结果表明，实验中
开发的１５对引物对甘草属具有很好的适用性，为甘
草的种间亲缘关系、种内遗传多样性研究以及物种

鉴定等提供分子依据。刘亚令等［４２］采用正交设计试

验建立了适合甘草 ＳＳＲＰＣＲ反应的最佳体系，利用
优化体系对６９对 ＳＳＲ引物进行了筛选，共筛选出
３３对在４种药用甘草中均能有效扩增且多态性较好
的ＳＳＲ引物，为利用 ＳＳＲ标记对甘草属植物的遗传
多样性分析、分子辅助育种、指纹图谱构建和物种

鉴定及野生资源保护等工作提供技术支撑。

２５ＩＳＳＲ

简单重复序列区间（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
ＩＳＳＲ）也称锚定简单重复序列（ａｎｃｈｏｒｅｄｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＡＳＳＲ），是以微卫星为引物的 ＰＣＲ
（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｐｒｉｍｅｄＰＣＲ，ＭＰＰＣＲ），或是在 ＳＳＲ
基础上发展起来的，用 ＳＳＲ为引物扩增重复序列之
间区的ＤＮＡ分析技术。ＩＳＳＲ采用的引物具有更强的
专一性，与模板结合的强度提高，重复性好，并可

揭示比ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＳＳＲ更多的多态性，此技术结
合了ＲＡＰＤ标记技术与 ＳＳＲ标记技术的优点，耗资
少，模板用量少，不需要知道靶标序列的ＳＳＲ背景信
息，使用通用引物。孙群等［４３］利用ＩＳＳＲ分子标记技
术对不同种源乌拉尔甘草的遗传多样性进行分析，结

果表明，新疆地区乌拉尔甘草遗传多样性最为丰富，

其次是西北地区，最低的为东北地区，并证明了基于

ＩＳＳＲ分子标记划分的组群与地域性没有明显关系。李
贝宁等［４４］采用ＩＳＳＲ分子标记技术研究来自４个产地
１５５个甘草个体的遗传多样性，结果表明，各产地野
生品基本都能够各自聚为一类，内蒙古、宁夏和甘肃

甘草遗传特征较为稳定，陕西甘草的变异幅度较大，

说明不同道地产区甘草的遗传多样性具有显著的地域

性特征，且甘草道地药材的形成具有遗传基础。

２６ＤＮＡ条形码

ＤＮＡ条形码是利用具有足够变异的短基因片段
对物种进行准确快速鉴定生物身份的识别系统，能

够快速有效率地鉴别物种，因此得到非常广泛的应

用。刘春生［４５］在研究３种药用甘草的 ＩＴＳ序列中发
现胀果甘草和其他甘草种类有１个碱基差异，乌拉
尔甘草和其他甘草种类有３个碱基差异，并筛选出
２个上游引物，成功鉴别了乌拉尔甘草和胀果甘草。
陈士林［４６］发表了３种药用甘草的ＩＴＳ２序列峰图以及
条形码ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ序列及种间序列变异情况，提出将
ＩＴＳ２序列作为甘草的通用ＤＮＡ条形码序列。赵月梅
等［４７］分析了刺果甘草与甘草、苦参、黄芪基原植物

编码核糖体ＲＮＡ的核基因的ＩＴＳ２序列的Ｋ２Ｐ距离，
且基于Ｋ２Ｐ距离构建了系统进化树，都证明了 ＩＴＳ２
序列可以准确鉴定这几种药材以及不同基原植物，

为甘草等药材及其混伪品的鉴别提供了新的研究方

法。杨瑞等［４８］利用 ＰＣＲ扩增得到了长度为 ６１６ｂｐ
的ＩＴＳ序列和３８９ｂｐ的ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列，在ＩＴＳ序列
中找到４个变异位点，且确定了 ２种 ＩＴＳ单倍型，
在ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列中找到 ３个变异位点，并确定了
４种ｐｓｂＡｔｒｎＨ单倍型，结合 ＩＴＳ和 ｐｓｂＡｔｒｎＨ两个
序列的分析，确定了３种基原甘草的分子鉴定方案。

２７其他分子标记在甘草中的应用

分子标记技术种类很多，除了以上常见的分子

技术外，也有很多用其他方法对甘草做出了研究和

探讨。艾鹏飞等［４９］采用四因素（Ｔａｑ酶、Ｍｇ２＋、
ｄＮＴＰ、引物）四水平的正交试验设计 ［Ｌ１６（４

４）］对

甘草进行ＳＲＡＰＰＣＲ试验，电泳结果采用软件 ＳＰＳＳ
分析，退火温度和引物筛选采用单因子试验，优化

了ＳＲＡＰＰＣＲ，反应体系为进行甘草资源遗传分析
提供了技术支持。宋凤等［５０］采用ＳＣｏＴ、ＥＳＴＳＳＲ分
子标记对甘草属８个自然居群的１４个４种１变种个
体进行基因组ＤＮＡ的多态性检测，结果表明，ＳＣｏＴ
和ＥＳＴＳＳＲ两种标记均可揭示甘草属种间与种内的
遗传多样性水平以及亲缘关系，是进行甘草属植物

自然群体的遗传结构、种间基因渐渗等研究的有效

分子标记。其中，ＳＣｏＴ标记多态性高，信息量大，
更适于甘草属植物种质资源的遗传多样性分析，个体

间遗传差异检测上ＥＳＴＳＳＲ标记效果更佳，更利于疑
难种鉴定及亲本分析。沈湛云等［５１］采用 ＲＴＰＣＲ技
术，扩增出甘草 ｂＡＳ编码区序列，运用 ＤＮＡｍａｎ分

·６８６·
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析软件找出此序列的 ＳＮＰ位点，分析了甘草 β香树
酯醇合成酶（βａｍｙｒｉｎｓｙｎｔｈａｓｅ，ｂＡＳ）编码区ＳＮＰ与
甘草酸含量之间的相关性。臧艺玫等［５２］采用ＰＣＲＳＳ
ＣＰ和测序组合技术检测了６个产地甘草的β香树脂
醇合成酶（βＡＳ）基因的ＳＮＰ，探索了甘草道地性形成
的分子机制，结果证明了甘草 βＡＳ基因９４位点的
ＳＮＰ可能是导致甘草道地性形成的机制之一。

３　展望

由于甘草作为大宗药材之一，应用广泛，需求

量很大，人们大量无节制采挖导致野生甘草资源遭

到严重破坏，人工甘草将成为野生甘草的重要替代

资源，导致各地方甘草的种植非常混杂，种源信息

不明，影响着甘草的质量评价［５３］。近年来，分子标

记技术对甘草的道地性研究、品种鉴定、遗传多态

性分析等方面的研究层出不穷，为甘草基因上的研

究做出了很大的贡献［５４］。但在利用此技术研究甘草

时会有两个问题，一是分子技术的重现性和稳定性；

二是实验样品的理想性，即甘草样品收集时会出现

种源信息不准确，这些问题严重影响着实验分析结

果和结论。为了得到全面准确的结果，已有研究者

通过多种方法同时对同一种中药材进行研究［５５５６］。

目前，对甘草的分子标记的引物设计及其反应条件

都在不断地改善［３３，５３］，不管是研究样品资源的收集

还是技术的改进都具有进一步的发展价值。
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