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分子生物学技术应用于木材识别的研究进展
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摘要! 木材识别技术的进步对于木材科学的发展及保护森林资源意义重大% 随着木材
+,-

提取方法的不断突破!

分子生物学技术开始应用于木材及木制品的材种鉴定及来源地识别! 这对于阻止木材的非法砍伐及贸易具有重要

意义% 对近年来研究者在木材分子识别技术领域取得的进展进行了概述! 介绍了木材
+,-

提取常用的方法& 存在

的困难& 改良的措施及不同提取方法获得的
+,-

质量' 在木材树种鉴定方面! 主要介绍了微卫星& 单核苷酸多态

性和
+,-

条形码技术的应用进展' 列举了分子生物学技术在木材来源地的鉴定中的成功案例' 最后! 分析了木材

分子识别技术仍存在的问题! 并对其发展及应用前景进行了展望% 参
#"
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木材是世界四大原材料%木材* 钢铁* 水泥* 塑料'之一" 是人类赖以生存和发展的宝贵资源" 也是

国民经济和社会发展中难以替代的战略性资源+

&(

世纪
0(

年代以来" 随着世界木材消费量的快速增

长" 木材资源的短缺和匮乏日益显现" 非法砍伐和贸易严重破坏了林木资源的可持续利用+ 为了保护森

林资源" 很多国家出台了保护森林的法规和政策" 对木材的合法性提出了要求" 如美国的,雷斯法案-

%

&(($

年修订案$要求" 所有输美的木制品都应提供木材供应的合法来源" 包括使用的植物种类的拉丁

名* 采伐的国家* 数量* 价值等+ 因此" 木材树种的鉴定及来源的识别对于保护森林资源" 促进木材及

收稿日期.
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期 伏建国等! 分子生物学技术应用于木材识别的研究进展

木制品贸易的健康发展等方面意义重大" 传统的形态学方法只能鉴定木材的种类 #通常鉴定不到种的

水平$% 无法识别木材的来源& 随着分子生物学技术的发展% 分子标记及
#$%

条形码技术开始应用于木

材树种的鉴定及来源识别'

&

(

& 为了让更多的人了解该项技术% 方便木材科学研究者开展分子识别方面的

研究工作% 笔者对分子生物学技术在木材识别领域的发展及应用进行了归纳和总结% 从木材
#$%

提取)

木材树种分子鉴定及木材来源地的分子验证技术
!

个方面的研究进展进行概述&

&

木材
#$%

提取技术

!"!

木材
#$%

提取常用的方法

对于新鲜植物组织的
#$%

提取% 已有成熟的方法% 如很多商业试剂盒及十六烷基三甲基溴化铵

#

'(%)

$法'

*

(都可以完成高质量
#$%

的提取% 而木材
#$%

的提取方法目前仍处于试验和摸索阶段& 自

&++,

年
#- ./0/11/2

'

!

(利用改良的
'(%)

法成功提取刺槐
!"#$%$& '()*+",-,-$,

木材
#$%

以来% 后继学者

多采用改良的
'(%)

或商业试剂盒#多采用
#$-324 50367 8/6/ 9/7

$先后从栎属
.*)/-*( 211:

'

;!<

(

% 松属
0$!

%*( 211:

'

=

(

% 棱柱木
1"%2(324*( #&%-&%*2

'

>

(

% 龙脑香科
#/17-?@A3?13A-3-

'

,

(等多种木材中提取出可满足聚合

酶链式反应#

5'B

$扩增的
#$%

% 这些改良措施主要有以下
*

个方面&

&:&:&

样品前处理 针对木材
#$%

容易污染) 降解) 含量低等难点% 提取木材
#$%

时% 多数学者都改

良了相应的前处理措施& 为了避免或减少外源
#$%

污染% 木材
#$%

提取最好在洁净无菌的环境下操

作% 采取相应的表面消毒措施或去除表层木材样品'

;C =

(

& 为了减少提取过程中
#$%

进一步降解% 木材样

品在破碎过程中应避免温度太高% 多在液氮冷冻下破碎& 木材中
#$%

含量低% 为了让有限的
#$%

充分

释放% 样品破碎尽量彻底% 在
#$%

抽提液中水浴时间一般较长% 很多研究采用
=< "

水浴过夜'

>C +

(

&

&:&:*

加入去除
5'B

扩增抑制物质 木材
#$%

中很多抑制
5'B

扩增的物质难以去除% 改良方法中多

采用向提取液中加入聚乙烯吡咯烷酮#

5D5

$) 蛋白酶
#

) 巯基乙醇等物质去除木材
#$%

中抑制
5'B

扩

增的物质& 现有研究表明% 加入
5D5

去除抑制物效果较为明显'

=C +

(

& 但对于
5D5

的用量% 目前没有统一

标准% 没有学者对此进行专门的比较研究& 除了
5D5

外 % 加入
$$1E-63A407E/3F@0/GH I?@H/J-

#

5()C

'

&&

K

&"

)?$LM

$也被证实能够显著提高木材
#$%

提取质量& 多聚嘧啶序列结合蛋白#

5()

$常用于古木材

#$%

提取 '

&"!&&

(

% 去除梅拉德反应物% 有利于
#$%

的释放 '

&*

(

&

%2/N

等 '

>

(利用
'(%)

和
#$-324 50367 8/6/

9/7

#

O/3P-6

$试剂从干燥处理过的棱柱木中获得
#$%

产量和质量都很低% 无法实现
5'B

扩增% 加入
5()

后% 提取的
#$%

可以扩增出
,"" I1

的叶绿体
#$%

片段&

(36P

等 '

&!

(也证实了
5()

不仅提高了
#$%

获

取量% 同时明显提高了扩增成功率& 利用
5()

方法% 砍伐
% 3

% 自然干燥% 经过处理的白橡木
.*)/-*(

5&#/$

% 仍然能够扩增出
& """ I1

的片段&

!"&

木材
#$%

提取取得的进展

*"""

年以前% 由于木材识别主要是通过宏观特征及显微特征相结合的形态学鉴定方法% 且多数人

认为无法从木材中获得满足分子生物学鉴定所需的
#$%

% 因此% 关于木材
#$%

提取及分子鉴定领域的

研究极少& 随着
#- ./0/11/2

等 '

!

(和
#GH@0/6$R31&PG-

等 '

<

(分别从新鲜和干燥的木材中提取出可用于普通

5'B

扩增的
#$%

后% 关于木材
#$%

提取的文章及报道越来越多% 木材
#$%

的提取取得了以下进展!

!"

多个树种的木材
#$%

提取获得成功& 由于不同种类木材的物理结构及所含的化学物质存在一定的差异%

适合某一树种木材
#$%

提取方法也许并不适用于其他树种& 据报道% 目前已从壳斗科
.3P3A-3-

'

;!<

(

% 龙

脑香科 '

,

(

% 松科
5/63A-3-

'

=

(

% 豆科
R-PGH/6@23-

'

!

(

% 瑞香科
(E4H-03-3A-3-

'

>

(

% 杉科
(3S@J/3A-3-

'

&!

(

% 木犀

科
L0-3A-3-

'

&!

(等多个科的木材中提取出可用于
5'B

扩增的
#$%

% 证明了木材
#$%

提取及分子鉴定的光

明前景&

#"

从处理过的木材中提取
#$%

获得成功& 热处理) 化学处理) 紫外线照射等都会加速木材
#

$%

降解 '

+

(

% 相对于新鲜木材 % 从处理过的木材中提取
#$%

更加困难& 目前% 从处理后的木材中

提取
#$%

获得了较大突破%

#GH@0/6$R31&PG-

等先后从干燥处理过的木材中提取出可用于
5'B

扩增的
#$%

'

;!<

%

,

(

+

#-PG/00@GS

等 '

&;

(从经过高温和化学处理过的成品橡木桶中提取出
#$%

% 能够满足橡木桶来源地

的分子生物学识别+

B-46@0J2

等'

=

(从水浸处理后的木材中提取出
#$%

% 并扩增出
;"" I1

的叶绿体基因

片段和
="" I1

的核糖体基因片段&

$"

从古木中提取
#$%

获得成功& 树木自砍伐后% 木材
#$%

快速降

解% 因此% 木材存储的时间越长% 提取
#$%

的难度越大& 但是% 近年来的研究表明! 从一些年代久远

;!+
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的木材中仍然可以提取到
'()

!

#***

年"

'+,-.//0-1

等#

2

$从
%&& 3

前的橡木中提取出
'()

" 并扩增出
!*&

45

的叶绿体片段%

!&&%

年"

'+,-.//0-1

等 #

#2

$从公元
!%&

年前的橡木中提取出可用于遗传分析的
'()

%

!&&%

年"

6.+5+/7

等#

8%

$从
88 2"" 3

前的古木中提取出
'()

" 并通过叶绿体
!"#

区域的扩增将它鉴定到属

的水平!

!

木材树种分子鉴定技术

传统的木材树种鉴定技术建立在木材解剖学基础上" 主要通过木材宏观及微观特征相结合的方法实

现" 对鉴定者的鉴定知识和经验要求较高" 一般只能确定到属的水平" 很难鉴定到种的水平! 随着分子

生物学技术的发展"

'()

分子标记及
'()

条形码等技术开始应用于木材树种的分子鉴定" 给木材鉴定

技术带来了新突破!

!"#

利用微卫星标记鉴别木材树种

微卫星" 又称简单序列重复&

9.:5/+ 9+;-+<=+ >+5+37

"

??@

'" 最初是由
A3-7B

等 #

8C

$在
8*DE

年发现"

8*D*

年
6.77

等#

8D

$命名为微卫星&

:.=>0937+//.7+

'! 微卫星标记的原理是由几个核苷酸&

8!%

个'为重复单位

组成的长达几十个核苷酸的重复序列"如&

F)

'

$

"&

)G

'

$

"&

F))

'

$

等" 在染色体上呈随机分布" 由于重复

次数不同及重复程度的不完全而造成了每个基因座上等位基因的多态性! 由于微卫星具有高度的多态

性" 目前已被广泛应用于植物种质资源的鉴定" 同时也是木材树种鉴定的有效工具!

'-:0/.<H635",-+

等#

2

$利用叶绿体微卫星差异" 成功地把红橡木
%&'"(&) "&*"+

和白橡木
!

个树种的木材区分开来!

@3=I#

:3J3<7.

等 #

D

$研究结果表明" 利用叶绿体
??@9

" 能够将龙脑香科的
2

个不同树种的木材区别开来! 由

于微卫星技术需要进行微卫星座位的筛选和特异引物的开发" 需要大量的前期研究工作" 目前在木材树

种鉴定中应用的并不广泛!

!"!

利用单核苷酸多态性鉴别木材树种

单核苷酸多态性&

9.<,/+ <-=/+07.K+ 50/J:0>5I.9:9

"

?(L9

'" 主要是指在基因组水平上由于单个核苷酸

的变异所引起的
'()

序列多态性!

8**%

年" 由
63<K+>

#

8*

$首先正式提出使用
?(L9

为新一代分子标记"

随后在物种鉴定( 物种起源与亲缘关系( 遗传育种等领域得到了广泛的应用!

8***

年"

F+>:3<0

等#

!&

$利

用
?(L9

技术成功区分了在形态上难以区别的红云杉
,-(./ "&0.$)

" 黑云杉
,1 2/"-/$/

和白云杉
,1 34/&(/

等
$

个近缘种!

M/3K-<,

等#

!8

$利用
?(L9

将杨属
,56&4&)

不同种及其杂交种成功区分开来! 随着木材
'()

提取技术的日益成熟"

?(L9

开始应用于木材树种的鉴定及来源地的验证!

!&&D

年"

N,K+<

等#

!!

$通过扩增

2/78

"

"569#

"

"56:

"

+((;

和
$<=>

等
2

个叶绿体基因片段" 发现棱柱木属
?5$@)4@4&)

多个
?(L9

位点"

其中
2/78

含有的
?(L9

最多" 最后筛选出该属
C

个种共有的
#

个
?(L

位点设计探针和引物" 能够将该

属的木材与其他属木材区分开来" 为防止该属木材被非法贸易提供了快捷准确的鉴定工具!

!"$

利用
%&'

条形码技术鉴别木材树种

'()

条形码技术 &

'() 43>=0K.<,

'是利用一段或几段标准的 ( 易扩增的 ( 种间差异显著大于

种内差异的
'()

片段来鉴别物种的新技术" 该概念最早由加拿大学者
O+4+>7

提出#

!$

$

! 由于
'()

条形

码技术具有操作简单( 不受个体发育阶段和形态特征的限制( 鉴定快速准确等诸多优点" 该技术目前已

在动植物分类鉴定研究中得到较为广泛应用#

!E$!D

$

! 木材的形态学鉴定需要专业技术及丰富的经验" 一般

人很难胜任"

'()

条形码技术给木材鉴定领域带来了光明的前景!

6.+5+/7

等#

#%

$利用该技术将
#

万年前

的古木鉴定到属的水平"

)9.P

等#

C

$和
A3<,

等#

#$

$用该方法实现了对干燥或处理过的木材树种进行了初步鉴

定! 由于木材
'()

质量不高" 很难扩增出长的片段" 因此选择合适的
'()

条形码是鉴别木材树种的关

键! 在植物中" 叶绿体基因组具有进化快( 单亲遗传( 变异稳定等优势#

!*

$

" 植物
'()

条形码筛选主要集

中在叶绿体基因组中#

!E$!C

$

! 又由于木材中叶绿体拷贝数多" 获取目标
'()

几率大" 是鉴定木材树种最

佳选择! 因此" 木材
'()

提取方法的研究也通常采用能否扩增出叶绿体基因组中一些候选条形码片段

作为检验
'()

提取质量的标准#

E$2

"

*

"

#$

$

!

$

木材来源地的分子验证技术

非法砍伐是造成森林资源遭受破坏的主要原因之一#

$&

$

! 为了保护森林资源" 阻止非法砍伐" 很多国

EE&



第
!"

卷第
!

期 伏建国等! 分子生物学技术应用于木材识别的研究进展

家要求出口商提供木材的合法来源" 形态学方法只能鉴定木材的种类# 而无法识别木材的来源" 由于树

木是多年生植物$ 基因漂移% 杂交等多种因素致使种群间存在很高的遗传多样性&

!#

'

$ 通过对不同群体遗

传多样性的详细分析就可以验证某一木材是否来源于某一群体( 因此$ 分子遗传学可用于木材来源地的

验证)

目前$ 利用分子生物学技术验证木材来源地的研究很多$ 但多数研究仍处于试验阶段&

!$!!%

'

$ 仅有少

数的研究成果在实际鉴定中得到了应用" 葡萄酒的品质与储存葡萄酒的橡木桶产地具有一定的关系$ 橡

木来源地的鉴定对葡萄酒的真伪和质量的鉴定具有实际意义"

$&&%

年$

'()*+,,-*.

等 &

#%

'从法国
#&

个不

同的制桶企业抽取了
#!#

个橡木样品$ 通过
'/0

提取及叶绿体
'/0

标记的扩增来检测不同样品的基因

型$ 从而确定其真实的来源地是否与制桶企业声称的来源地一致" 研究结果发现$ 绝大多数抽检橡木的

来源地与企业声称的相一致$ 但有一些声称来自法国的橡木被检测出来源于东欧$ 一些号称来源于著名

产区的橡木其实来自普通产区" 木材来源地的鉴定对于保护娑罗属
!"#$%&

树种具有重要意义$

$&&1

年$

23-

等 &

!4

'年利用扩增片段长度多态性*

356,+7+(8 793)5(:; ,(:);< 6-,=5-96<+>5

$

0?@A

+技术发现了印度尼

西亚境内不同种群的娑罗属树种
!"#$%& '%($#)*'&

存在明显的差异) 由于
0?@A

对
'/0

质量的要求较高$

不适合用于木材的识别 )

$&&B

年 $

/*9-:+3<

&

!1

'将
0?@A

标记转换成序列特异性扩增区 *

>( C*(:D(

D<393D;(9+E(8 356,+7+(8 9()+-:

$

F20G

+标记$ 建立了印尼波罗洲和苏门答腊
$

个地区
!"#$%& '%($#)*'&

的分

子标记$ 从而可以验证
!"#$%& '%($#)*'&

木材是来自波罗洲还是苏门答腊)

%

问题与展望

高质量
'/0

的提取是木材分子识别的前提$ 木材
'/0

的成功提取为分子生物学技术在木材识别中

的应用奠定了坚实的基础$

#&

余年的研究结果也表明了分子标记技术在木材识别领域应用的可行性及

其光明前景$ 但由于该领域的研究仍处于初期阶段$ 还面临很多困难和挑战) 木材
'/0

提取还存在以

下几个方面的问题!

!"

提取方法仍在摸索阶段$ 不同种类通常需要不同的处理$ 没有统一规范的提取方

法)

#"

获得的
'/0

质量总体不高$

'/0

降解问题难以解决$ 通常只能扩增出短片段序列&

%

'

)

$"'/0

中混

杂的
A2G

扩增抑制物质难以去除$ 对后续研究影响较大&

!H

'

)

%"

一些年代久远, 经过加工处理或保存不当

的木材中无法提取出可用于分子研究的
'/0

) 在木材分子鉴定方面$ 也同样存在很多需要解决的问题!

!"

缺乏大量的分子遗传学研究基础) 用于鉴别木材的分子标记需要前期通过对大量样品的遗传差异研究

来获得$

'()*+,,-*.

等 &

#%

'橡木桶来源地的鉴定是建立在
A(;+;

等 &

!I

'和
'()*+,,-*.

等 &

!B

'对欧洲
$ 1&&

个欧

洲橡树种群叶绿体
'/0

研究基础上的$ 这项工作不仅花费较高$ 且费时费力)

#"

目前的研究仅仅解决了

少数几个种的材种鉴定$ 或者是有限范围内的来源地验证$ 更多种类及更大范围内的木材识别验证还需

更深入地研究$ 需要积累大量树种的
'/0

信息)

$"

很多的遗传标记是在植物叶片提取的高质量
'/0

基

础上筛选出来的$ 在木材
'/0

中并不适用$ 通常需要针对木材
'/0

的特点开发和筛选合适的分子标记)

虽然木材分子识别还有很多困难需要克服$ 但鉴于木材对于人类的重要性及保护森林资源的迫切性$ 该

技术具有很高的应用价值及市场前景$ 越来越多的机构及学者投入了这一领域的研究工作&

#

$

!$!!%

$

%&!%#

'

) 随

着植物
'/0

条形码技术的发展&

%$

'及高通量测序技术的不断突破&

%!

'

$ 以上困难和问题将会逐步得到解决$

木材分子识别将会成为一种成熟的常规技术而被广泛应用)
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期 伏建国等! 分子生物学技术应用于木材识别的研究进展
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