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摘要：为了探索鉴别茅山地区野生南苍术中高苍术素含量植株的分子学方法，为快速筛选高苍术素含量的植株提

供理论依据，在茅山地区野外采集 ３０ 株南苍术，提取根茎中挥发油，根据液相色谱法测定的挥发油中苍术素含量，
筛选出 ５ 个高含量和 ５ 个低含量的单株，分别构建高含量和低含量植株 ＤＮＡ 混合池，用于南苍术与苍术素相关的

ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 标记研究。 结果显示，在所选的 ２９ 条 ＩＳＳＲ 引物中，引物 ＩＳＳＲ⁃８４６（５’⁃ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＴ⁃３’）
可以在苍术素含量高的南苍术中扩增出片段长度为 ９４８ ｂｐ 的特异性条带。 针对该特异性条带的序列，设计了正向

引物（５’⁃ＡＡＧＡＧＡＴＣＡＴＴＧＧＴＡＴＴＡＡＡＡＴＴＡＡＧＴＧＴＴＡＴＴＡＧＴＡＧ⁃３’）和反向引物（５’⁃ＣＡＴＡＧＡＴＴＣＡＡＴＧＧＣＡＡＴ⁃
ＣＣＴＣＡＣＡＴＣＡＡＣＴＴＣＡＧＡＴＴＣＡ⁃３’），验证发现，设计的 ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 引物仅能在茅山南苍术高苍术素含量个体中扩

增出条带，其他含量个体均未扩增出条带。 认为本研究筛选的位点特异性引物，可用来快速鉴别高苍术素含量的

南苍术植株。
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　 　 药材苍术的主要活性成分挥发油，主要由苍术

酮、南术醇、β⁃桉叶醇、苍术素等成分组成［１］，其中

苍术素含量被药典作为评价药材苍术质量优劣的

重要指标之一［２］。 江苏茅山地区分布的道地药材

南苍术［Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．］，其苍术

素含量比其他地区南苍术的平均值高约 ２０ 倍［３］，但
在居群、个体间存在较大的变异［４］。

据报道，南苍术根茎中苍术素含量测定的方法

有薄层层析、气相色谱、液相色谱和分子标记等。
其中，薄层层析图谱较为直观，但准确度不够［１］；而
液相和气相色谱法测定准确，但费用昂贵，且操作

流程较为繁琐［５⁃７］。 近年来，一些相关于植物成分

含量的分子标记研究，如苍术挥发油中苍术素等组

分的含量变化与遗传背景差异相关联［８］，和利用南

苍术 ２ 条 ＲＡＰＤ 随机引物，可分别标记高含量苍术

素个体和低含量苍术素个体［９］ 等，为植株的鉴定提

供了新的思路；但利用 ＲＡＰＤ 法，仍然要通过仔细

辨认指纹图谱来识别，需要分子生物学的专业背

景，在实际应用中比较困难；而 ＳＣＡＲ 标记是通过

ＰＣＲ 扩增条带的有无来判断，更为简洁、直观，非专

业人 员 也 能 容 易 地 进 行 检 测， 更 具 有 应 用

潜力［１０－１１］。
选择茅山地区的南苍术 ３０ 株，通过构建高苍术

素含量和低苍术素含量的 ＩＳＳＲ 分子标记筛选体系，
进一步开发与苍术素高含量相关的特异性分子标

记，以期为筛选苍术素高含量的南苍术资源提供一

种特异、专一、快速的方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

选择江苏句容茅山地区射乌山，采集同一生境

的南苍术单株 ３０ 个。 经杭悦宇研究员鉴定，标本凭

证存放于江苏省中国科学院植物研究所标本馆

（ＮＡＳ）。 单株根茎清洗干净，于烘箱中 ３０ ℃烘干并

粉碎，用于苍术素含量的测定。 另对应取单株新鲜

叶片数片，以酒精清洗后存于－８０ ℃冰箱中，用于南

苍术植株总 ＤＮＡ 的提取。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １ 南苍术植株根茎中苍术素的测定　 精密称取

１ ｇ 南苍术根茎粉末置于 ２５ ｍＬ 锥形瓶中，加入 １０
ｍＬ 甲醛，封口膜封口后，２０ ℃超声波提取 ３０ ｍｉｎ。
取上清液 １􀆰 ２ ｍＬ，加入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，１５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，取 １ ｍＬ 上清液备用［５－６］。 标准品

为苍术素（购于上海中药标准化研究中心），称取

０􀆰 １ ｇ 溶于 １００ ｍＬ 甲醇中，配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的苍术

素溶液备用。
高效液相色谱条件：色谱柱 Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣ⁃Ｃ１８（４􀆰 ６

ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）， 柱温为 ２０ ℃，流动相为乙腈

（Ａ）⁃水（Ｂ） （４９：５１），检测波长为 ２０３ ｎｍ，流速 １
ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量 ２０ μＬ。 洗脱程序为 ０—１８ ｍｉｎ，
７０％Ａ→１００％Ａ；１８—２８ ｍｉｎ， １００％Ａ→１００％Ａ。

分别测定 ３０ 株南苍术根茎苍术素含量，选择 ５
个苍术素高含量个体及 ５ 个苍术素低含量个体（选
择标准：高含量个体苍术素含量须高于所有个体苍

术素含量平均值的 ２ 倍，低含量个体苍术素含量须

低于所有个体苍术素含量平均值的 １ ／ ２）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 南苍术植株叶片总 ＤＮＡ 的提取　 称取单株

０􀆰 １ ｇ 叶片，用 Ｅａｓｙ Ｐｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试
剂盒（北京全式金生物技术有限公司）提取总 ＤＮＡ，
溶于 ２００ μＬ 灭菌超纯水中，－２０ ℃保存备用。 对 ５
个苍术素高含量个体及 ５ 个苍术素低含量个体各取

２０ μＬ 总 ＤＮＡ，分别构建高含量植株 ＤＮＡ 混合池和

低含量植株 ＤＮＡ 混合池，作为 ＩＳＳＲ 引物筛选的

模版。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＩＳＳＲ 引物的筛选 　 ＩＳＳＲ（ Ｉｎｔｅｒ⁃Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔ）是 Ｚｉｅｔｋｅｉｗｉｔｃｚ 等于 １９９４ 年发展起来

的一种微卫星基础上的分子标记，其基本原理是用

锚定的微卫星 ＤＮＡ 为引物，即在 ＳＳＲ 序列的 ３′端
或 ５′端加上 ２—４ 个随机核苷酸，适合于种下水平遗

传多样性的分析［１２］。 本研究所用的 ２９ 条 ＩＳＳＲ 引

物（见表 １）在多个相关研究中均被使用［１３－１５］，由南

京锐真生物技术有限公司合成。 在 ＰＣＲ 仪（型号

ＢｉｏＭｅｔｒａ Ｔ１）进行 ＰＣＲ 反应，反应体积为 ２０ μＬ。 各

组分及终浓度如下：ＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μＬ，２×Ｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｍｉｘ（含 ２０ ｍ ＭＴ ｒｉｓ⁃ＨＣｌ，１００ ｍＭ ＫＣｌ，３ ｍＭ ＭｇＣｌ２，
４００ μＭ 的 ｄＮＴＰｓ，溴酚蓝）１０􀆰 ０ μＬ，引物（１０ ｍＭ）
１􀆰 ５ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶（２􀆰 ５ Ｕ ／ μＬ）０􀆰 ４ μＬ，用灭

菌超纯水补齐至 ２０ μＬ。
ＩＳＳＲ 引物筛选的 ＰＣＲ 扩增程序为 ９５ ℃ 预变

性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １ ｍｉｎ，５３ ℃ （各引物的退火温

度略有差异）退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎ，３５ 个循

环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物经 ２％琼脂糖

凝胶电泳，２ ０００ ｂｐ的 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（广州东盛生物科

技有限公司）作为分子量标记，溴化乙锭（ＥＢ）染

色。 在电压 ６０ Ｖ，电泳 １􀆰 ５ ｈ 后，用凝胶成像系统观

察、拍照。
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表 １　 ＩＳＳＲ 引物

引物 ５’⁃３’序列 引物 ５’⁃３’序列 引物 ５’⁃３’序列

ＩＳＳＲ⁃８０８ （ＡＧ）８Ｔ ＩＳＳＲ⁃８１９ （ＡＧ）８ＹＴ ＩＳＳＲ⁃８４６ （ＣＡ）８ＲＴ

ＩＳＳＲ⁃８０９ （ＡＧ）８Ｇ ＩＳＳＲ⁃８２１ （ＧＡ）８ＹＣ ＩＳＳＲ⁃８５３ （ＴＣ）８ＲＴ

ＩＳＳＲ⁃８１０ （ＡＣ）８ＣＡ ＩＳＳＲ⁃８２２ （ＴＣ）８Ａ ＩＳＳＲ⁃８５５ （ＡＣ）８ＹＴ

ＩＳＳＲ⁃８１２ （ＡＧ）８ＹＡ ＩＳＳＲ⁃８２３ （ＹＣ）８Ａ ＩＳＳＲ⁃８５６ （ＡＣ）８ＹＡ

ＩＳＳＲ⁃８１３ （ＣＴ）８Ｔ ＩＳＳＲ⁃８２４ （ＴＣ）８Ｇ ＩＳＳＲ⁃８５８ （ＴＧ）８ＲＴ

ＩＳＳＲ⁃８１４ （ＡＧ）８ＹＣ ＩＳＳＲ⁃８２６ （ＴＧ）８Ａ ＩＳＳＲ⁃８６６ （ＣＴＣ）６

ＩＳＳＲ⁃８１５ （ＣＴ）８Ａ ＩＳＳＲ⁃８２８ （ＧＴ）８ＹＡ ＩＳＳＲ⁃８７３ （ＧＡＣＡ）４

ＩＳＳＲ⁃８１６ （ＧＡ）８Ｔ ＩＳＳＲ⁃８３４ （ＧＡ）８ＹＴ ＩＳＳＲ⁃８７３ （ＧＧＡＴ）４

ＩＳＳＲ⁃８１７ （ＣＡ）８Ｔ ＩＳＳＲ⁃８３５ （ＣＴ）８ＲＡ ＩＳＳＲ⁃８８１ （ＧＧＧＧＴ）４

ＩＳＳＲ⁃８１８ （ＣＡ）８Ｇ ＩＳＳＲ⁃８３６ （ＣＴ）８ＲＧ

　 　

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＩＳＳＲ 特异性条带的克隆、测序及 ＳＣＡＲ 引

物设计　 选择高含量苍术素植株混合样扩增出的

特异性条带，进行切胶回收，将回收的目的 ＤＮＡ 片

段连接到 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体（大连宝生物工程有限公司

出品），并将连接产物转入大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态

细胞（大连宝生物工程有限公司出品），在含有氨苄

（１００ ｍｇ ／ ｍＬ）的大肠杆菌培养基上 ３７ ℃培养 １２ ｈ，
挑取单菌落进行菌落 ＰＣＲ 检验，将含有正确条带的

克隆在含有氨苄（１００ ｍｇ ／ ｍＬ）ＬＢ 液体培养基培养 ６
ｈ 后，交由上海华大基因科技有限公司进行双向测

序。 根据 ＤＮＡ 序列分析结果，设计一对特异性引物

用于后续 ＳＣＡＲ 反应。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 标记的验证 　 用合成的 ＳＣＡＲ
引物对所有个体进行验证。 反应体系为 ２０ μＬ，各
组分及终浓度除了引物（１０ ｍＭ）为 ０􀆰 ７ μＬ 外，其余

同上所述。 扩增程序：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性

４５ ｓ，５４ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环；最
后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物经 １％琼脂糖

凝胶电泳，用 ２ ０００ ｂｐ 的 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 作为标记，溴
化乙锭（ＥＢ）染色，电压 １００ Ｖ，电泳 ０􀆰 ５ ｈ 后用凝胶

成像系统观察、拍照。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 南苍术的苍术素含量测定结果

南苍术 ３０ 个单株的苍术素含量平均值为

１１􀆰 ３５１ ４７ ｍｇ ／ ｇ。 ５ 个单株苍术素含量较高为

２７􀆰 １１９ １１—１９􀆰 ４６１ ４６ ｍｇ ／ ｇ（以＞ １９ ｍｇ ／ ｇ 为高含

量的 标 准 ）； ５ 个 单 株 苍 术 素 含 量 较 低 为

４􀆰 ７９０ ９１５—０􀆰 ５７３ ５０８ ｍｇ ／ ｇ（以＜５ ｍｇ ／ ｇ 为低含量

的标准）（见表 ２）。 前 ５ 个单株较后 ５ 个单株的平

均值高出约 １０ 倍。

表 ２　 ３０ 株茅山南苍术苍术素含量 ｍｇ ／ ｇ

编号 含量 编号 含量 编号 含量

１ ２７􀆰 １１９ １１ １１ １１􀆰 ５７０ ２５ ２１ ９􀆰 ４２２ ６８２

２ ２３􀆰 ７９７ ２７ １２ １１􀆰 ０６１ １４ ２２ ９􀆰 ２６３ ７５

３ ２２􀆰 ４０１ ３５ １３ １０􀆰 ９８１ ４１ ２３ ９􀆰 ０８３ １１６

４ ２０􀆰 ０２９ ６８ １４ １０􀆰 ７６０ ６９ ２４ ８􀆰 ２７１ １４３

５ １９􀆰 ４６１ ４６ １５ １０􀆰 ６８１ ９６ ２５ ８􀆰 ２４２ ５３４

６ １３􀆰 ０８６ ４９ １６ １０􀆰 ５００ ８１ ２６ ４􀆰 ７９０ ９１５

７ １２􀆰 ９８１ ４１ １７ １０􀆰 ２９７ ３７ ２７ ３􀆰 ８８７ ３７９

８ １２􀆰 ６９８ ５４ １８ １０􀆰 １７３ ２２ ２８ ３􀆰 ０７５ ６２８

９ １２􀆰 １０８ ２１ １９ １０􀆰 ０６３ ９２ ２９ ２􀆰 ５２０ ４８

１０ １１􀆰 ９８４ ６７ ２０ ９􀆰 ６５３ ９５９ ３０ ０􀆰 ５７３ ５０８
　 　

２􀆰 ２　 南苍术与高苍术素相关的 ＩＳＳＲ 分子标记筛选

利用 ＩＳＳＲ 引物对构建的 ２ 个 ＤＮＡ 混合样进行

ＰＣＲ 扩增，对扩增的指纹图谱进行分析。 结果发

现，２９ 条引物中的 ２８ 条引物的扩增的指纹图谱在

高苍术素和低苍术素个体间都无差异，仅有引物 ＩＳ⁃
ＳＲ⁃８４６ （ ５’⁃ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＴ⁃３’） 的扩增

产物在 ９５０ ｂｐ 处显示出高含量苍术素个体混合样

的扩增图谱中有一条特有带（见图 １ 箭头所示），而
低苍术素个体混合样的图谱无此条带。

高为高含量的混合样，低为低含量的

混合样，Ｍａｒｋｅｒ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
图 １　 引物 ８４６ 对高、低苍术素含量体系的 ＰＣＲ 扩增图谱
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２􀆰 ３　 与苍术素高含量相关的 ＳＣＡＲ 引物设计

对上述筛选到的特异性条带进行切胶回收、纯
化、克隆和测序，结果表明片段长度为 ９４８ ｂｐ，核苷

酸序列如下：

５ ’⁃ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧＴＴＡＧＴＴＧＴＴＡＧＡＴＧＴＴＡＧＣＡＣＣＣＣＡＡＧＴＴＡＧＡＣＧＣＣＣＡＴＡＣＣＡＧＧＧＡＴＴＧＡＡＣＣＣＴ⁃
ＧＡＡＣＣＴＣＣＴＡＧＧＡＡＧＧＣＡＡＴＧＣＣＴＴＣＣＣＣＣＴＣＣＣＴＣＴＴＧＡＣＣＡＴＴＡＧＧＣＣＡＡＧＡＧＡＴＣＡＴＴＧＧＴＡＴＴＡＡＡＡ⁃
ＴＴＡＡＧＴＧＴＴＡＴＴＡＧＴＡＧＣＡＡＡＴＡＴＴＡＡＴＴＡＴＴＡＧＴＴＴＴＴＡＡＴＡＴＣＡＡＡＡＧＡＡＡＡＡＣＣＡＡＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＴＴＡ⁃
ＴＡＡＡＴＴＡＡＴＣＡＴＴＴＡＡＡＡＣＡＴＴＴＡＴＡＡＡＡＴＡＴＴＴＡＧＡＴＧＧＡＧＡＡＧＴＧＡＧＡＡＡＧＴＴＴＴＡＡＧＧＣＣＣＣＡＡＡＴＴＴＴ⁃
ＣＧＴＣＴＣＡＴＧＡＧＴＴＡＴＡＡＴＧＡＡＡＡＣＡＣＡＴＴＴＡＡＧＴＡＡＣＴＴＧＧＡＣＧＴＴＡＴＧＴＡＴＴＡＡＧＡＣＴＴＧＴＡＣＡＡＴＡＴＡＴＧ⁃
ＴＴＡＡＧＡＧＴＣＧＴＡＴＡＣＴＴＧＡＡＡＴＡＴＡＴＧＣＴＴＡＡＡＧＴＡＧＣＴＴＧＴＡＣＣＡＴＧＴＡＴＴＴＡＡＡＡＡＣＡＴＧＴＡＣＣＴＴＧＧＡＣ⁃
ＴＴＡＡＴＡＴＴＴＡＡＴＡＴＴＡＡＴＣＣＴＧＡＴＧＡＧＧＧＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＧＴＣＡＴＴＴＧＴＡＡＧＣＴＧＡＡＡＴＴＡＴＡＣＴＴＡＧＡＡＴＧＴ⁃
ＡＡＴＡＧＧＴＴＴＧＣＴＧＧＡＴＡＧＧＧＴＡＡＡＡＡＧＴＧＴＡＡＡＡＴＣＡＧＧＡＡＣＴＧＣＡＧＧＡＣＴＡＴＣＴＧＴＧＡＣＡＡＣＡＧＡＣＣＣＡ⁃
ＡＡＣＴＴＴＡＡＴＴＡＡＡＡＧＣＴＧＡＴＡＡＡＴＧＡＡＴＴＡＡＡＡＣＴＣＴＡＴＴＴＴＴＣＣＴＴＣＡＴＴＣＴＡＡＡＡＴＣＴＧＴＡＡＡＴＡＡＧＡＡＣ⁃
ＡＣＡＡＧＡＧＡＧＡＧＧＧＡＡＧＡＧＡＴＧＴＴＣＴＴＧＴＣＡＧＡＧＡＡＧＴＣＡＡＴＡＡＡＣＴＧＡＧＡＴＴＴＴＡＧＧＧＡＧＡＴＴＴＴＧＴＧＧＡ⁃
ＴＧＡＡＡＴＴＣＡＣＡＴＧＣＡＡＴＣＧＡＡＧＡＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＣＣＡＡＣＴＣＡＴＡＧＧＴＡＡＴＧＴＴＣＣＴＡＣＡＣＣＣＴＴＧＡＡＴＣＴＧＡ⁃
ＡＧＴＴＧＡＴＧＴＧＡＧＧＡＴＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＴＣＴＡＴＧＴＡＡＴＴＴＣＧＴＧＧＴＣＡＴＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＴＣＴＣＧＡＡＴＴＧＡＣＣＣＡＡ⁃
ＧＡＡＴＣＣＡＣＡＡＧＡＴＴＧＡＴＧＴＴＧＴＴＡＧＡＡＣＡＣＴＴＴＴＧＧＴＡＡＧＧＡＴＴＴＣＴＴＴＣＡＴＧＣＡＡＧＣＴＴＡＴＴＴＴＴＡＧＴＴＡＧＴ⁃
ＴＴＡＴＧＧＡＴＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧ⁃３’

　 　 上述序列为高苍术素含量个体所特有，所以理

论上任意一段序列都可作为特异性的 ＳＣＡＲ 分子标

记；但引物设计的基本规则决定了并非所有区域都

适合作为特异性分子标记的引物：引物 ＧＣ 含量应

在 ４０％—６０％之间，自结合能应低于 ６ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌｅ，长
度应在 ２０—４０ 个碱基之间［１６］。 经过筛选，序列中

具下划线的区域最适合作为引物。
正向引物：５’⁃ＡＡＧＡＧＡＴＣＡＴＴＧＧＴＡＴＴＡＡＡＡＴ⁃

ＴＡＡＧＴＧＴＴＡＴＴＡＧＴＡＧ⁃３’
反向 引 物： ５ ’⁃ＣＡＴＡＧＡＴＴＣＡＡＴＧＧＣＡＡＴＣＣＴ⁃

ＣＡＣＡＴＣＡＡＣＴＴＣＡＧＡＴＴＣＡ⁃３’
２􀆰 ４　 ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 标记验证

用设计的 ＳＣＡＲ 引物对 ５ 个苍术素高含量个体

和 ５ 个苍术素低含量个体进行验证。 结果表明，前
者每个个体均能扩增出条带，而后者每个个体均未

扩增出条带（见图 ２）。
进一步，用设计的 ＳＣＡＲ 引物对其余 ２０ 个个体

也分别进行验证。 结果表明，均未扩增出条带。 筛

选得到的 ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 引物仅能够在苍术素含量较

高的个体中扩增出条带，而苍术素含量较低的个体

中无法扩增出条带。

３　 讨论

３􀆰 １　 南苍术中苍术素相关的 ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 特异性分

子标记开发的意义

　 　 在南苍术根茎苍术素含量测定的方法中，薄层

左侧为高含量苍术素的 ５ 个个体，右侧为

低含量苍术素的 ５ 个个体，Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ。
图 ２　 ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 标记在个体中的验证

层析、气相色谱、液相色谱等化学方法或者准确度

不够［１］，或者方法价格昂贵、操作流程繁琐［５⁃７］。 但

分子标记利用的是生物基因组 ＤＮＡ 的遗传信息，十
分稳定可靠，再加上操作简便、快速，且结果容易分

辨等优点，相比于传统的化学方法，具有明显的优

势。 本试验筛选到了 ＩＳＳＲ⁃８４６ 引物，并成功设计出

仅在高含量苍术个体扩增出条带的 ＳＣＡＲ 引物，可
为快速筛选优质茅山南苍术提供切实可行的技术

平台，也有望成为市场上苍术药品优劣的检测手段。
３􀆰 ２　 茅苍术高苍术素分子标记的效率评价及局

限性

　 　 随机扩增多态性 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）易于开发和简单

的分子标记，但缺乏可重复性。 ＳＣＡＲ 标记的开发，
可以弥补其重复性较低的不足。 本试验基于 ＩＳＳＲ
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标记开发了鉴别茅山茅南苍术中高苍术素个体的

特异性位点 ＳＣＡＲ 标记，该标记可将高苍术素含量

的个体同低苍术素含量的个体区分开来，鉴定效率

为 １００％。 这种基于 ＰＣＲ 技术的鉴定技术具有准确

性高、重复性好的优点。
本试验中的 ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 分子标记，是建立在茅

山地区南苍术的基础上开发的，由于不同居群遗传

背景的差异，筛选得到的 ＩＳＳＲ⁃ＳＣＡＲ 分子标记是否

适用于更大范围的个体筛选，还有待于进一步的

验证。
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［４］ 　 吴宝成， 韦阳连， 高　 兴， 等． 茅山苍术挥发油组分特征及与根茎

鲜质量相关性研究［Ｊ］． 林产化学与工业， ２００８， ２８（５）： ８４⁃８８．
［５］ 　 张贝贝， 付红梅， 徐海玉， 等． ＨＰＬＣ 测定道地产地和主产地

茅苍术中 β⁃桉叶醇及其他成分的含量［Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂

志， ２０１１，１７（８）：１１６⁃１１８．
［６］ 　 张晓兰， 李　 锦， 李遇伯， 等． 高效液相色谱法测定茅苍术药

材中 β⁃桉叶醇与苍术素的含量［Ｊ］ ． 药物分析杂志， ２００９， ２９
（１２）： ２０５１⁃２０５４．

［７］ 　 刘利利， 刘颖新， 毛群芳， 等． ＨＰＬＣ 法同时测定苍术⁃玄参药

对中 ４ 种活性成分的含量［Ｊ］ ． 药物分析杂志， ２０１６， ３６（１）：
８１⁃８５．

［８］ 　 ＴＡＫＥＤＡ Ｏ， ＭＩＫＩ Ｅ，ＨＥ Ｓ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｅｓ⁃
ｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ
ａｎｄ Ａ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔａ Ｍｅｄｉｃａ， １９９６， ６２（５）： ４４４⁃４４９．

［９］ 　 韦阳连， 吴宝成， 周义峰． 茅山苍术与苍术素相关的 ＲＡＰＤ 标

记研究［Ｊ］ ． 安徽农业科学， ２００８， ３６（２４）： １０３６８⁃１０３７０．
［１０］ 任冰如， 贺善安，於　 虹， 等． 用 ＲＡＰＤ 技术评估苍术居群间

的亲缘关系［Ｊ］ ． 中草药， ２０００， ２１（６）： ４５８⁃４６１．
［１１］ 李隆云， 钟国跃， 卫莹芳， 等． ＤＮＡ 分子标记及其在中药中的

应用［Ｊ］ ． 中国中医药科技， ２００２， ９（５）： ３１５⁃３２０．
［１２］ ＺＩＥＴＫＩＥＷＩＣＺ Ｅ， ＲＡＦＡＬＳＫＩ Ａ， ＬＡＢＵＤＡ Ｄ． Ｇｅｎｏｍｅ ｆｉｎｇｅｒ⁃

ｐｒｉｎｔｉｎｇ ｂｙ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ （ ＳＳＲ）⁃ａｎｃｈｏｒｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， １９９４， ２０ （ ２ ）：
１７６⁃１８３．

［１３］ 孙　 靓， 郑玉光， 陈　 敏， 等． 白术遗传多样性 ＩＳＳＲ 分析［Ｊ］ ．
中国中药杂志， ２０１２， ３７（２２）： ３３８１⁃３３８５．

［１４］ 郑建树， 陈　 莉， 陈秉初， 等． 大盘山自然保护区白术种质资

源遗传特征研究［Ｊ］ ． 中草药， ２０１１， ４２（１１）： ２３００⁃２３０４．
［１５］ 许梦云， 吴沿友， 赵玉国， 等． 道地药材茅苍术的 ＩＳＳＲ 分析

［Ｊ］ ． 河南农业科学， ２００９，３８（７）： ９０⁃９３．
［１６］ ＷＥＡＶＥＲ Ｒ Ｆ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，４ｔｈ Ｅｄｉｔｉｏｎ［Ｍ］． Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ：

Ｔｈｅ ＭｃＧｒａｗ⁃Ｈｉｌｌ Ｃｏｍｐａｎｉｅｓ Ｉｎｃ， ２００７．

·征订启事·

欢迎订阅 ２０１７ 年度《江苏林业科技》

《江苏林业科技》为国内外公开发行的综合性林业科学技术刊物。 １９７４ 年创刊。 为《中国学术期刊（光
盘版）》入编期刊、全国优秀期刊、江苏省优秀期刊、全国优秀农业期刊、华东地区优秀期刊。 加入“万方数

据———数字化期刊群”和中国期刊网等。
《江苏林业科技》主要刊登良种选育、育苗造林、园林绿化、林副特产、森林经营、森林保护、调查设计、野

生动物等方面的学术论文、科研报告、经验总结，以及林业新成果、新技术，有较强的指导性、技术性、实用

性，是林业科研、教学工作者、管理部门及广大林业生产者不可少的参考资料。 欢迎订阅，欢迎投稿，欢迎刊

登广告，宣传产品等。
《江苏林业科技》为双月刊，大 １６ 开本，国内外公开发行。 国内统一刊号：ＣＮ ３２⁃１２３６ ／ Ｓ，国际标准刊号：

ＩＳＳＮ １００１⁃７３８０，每期定价 ６􀆰 ００ 元，全年订费 ３６􀆰 ００ 元。 全年办理订阅手续，需订阅者请到当地邮局订阅或

将订款汇至南京市江宁区东善桥江苏省林业科学研究院本刊编辑部，邮政编码 ２１１１５３。 电话 （ ０２５）
５２７４５４３８，８３６０２８２０，８３６０２０６０。 由银行或邮局汇寄均可。 开户银行：南京市农业银行金鹰支行，户名：江苏

省林业科学研究院，帐号：１０１０５１０１０４０００００１０。 邮发代号：２８⁃３０３。
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