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摘要! 由于黄檀属
6&'7+$.-&

种类较多! 很多种类通过形态学方法难以区分! 给中国进口木材检验鉴定工作带来了

很大困难% 为了研究黄檀属木材的分子鉴定方法! 选取进口木材中常见的
%

种黄檀属木材! 通过比较不同的木材

CD.

提取和纯化方法! 摸索出了适合于黄檀属木材的十六烷基三甲基溴化铵"

EF.-

&十二烷基硫酸钠'

GCG

&磁珠相

结合的
CD.

提取和纯化体系! 利用巢式聚合酶链式反应"

HEI

&扩增出
$(( JK

的
8&4+

基因片段! 共发现
,!

个碱基

位点差异! 可以将
%

种进口黄檀属木材及我国的降香黄檀
6&'7+$.-& "9"$-(+$&

逐一区分开! 为黄檀属木材分子识别

鉴定研究工作奠定了良好的基础% 图
!

表
,

参
!(

关键词! 林业工程( 黄檀属木材(

CD.

提取( 纯化( 巢式
HEI

(

8&4+

基因( 鉴定

中图分类号!

G%),=,

(

L($,

文献标志码!

.

文章编号!

!"MN!&%N'

)

!&,(

&

&$!&'!%!&'

CD. OPQR1;Q2>@ 1@S 0>3O;631R 2SO@Q252;1Q2>@ >5 20K>RQOS 6&'7+$.-& T>>S

UV W21@86>

,

(

X*V W2@321@8

!

(

Y.DZ [21>76@

,

(

.D Y632@

,

(

XV\ W21A1@

!

#

,= W21@8:6 /@QRA!/P2Q *@:KO;Q2>@ 1@S L61R1@Q2@O -6RO16

(

F]O HO>K3O

*

: IOK6J32; >5 E]2@1

(

D1@72@8 !,&&&,

(

W21@8:6

(

E]2@1

"

!= E>33O8O >5 ^>>S G;2O@;O 1@S FO;]@>3>8A

(

D1@72@8 U>RO:QRA V@2?OR:2QA

(

D1@72@8 !#&&(%

(

W21@8:6

(

E]2@1

'

!"#$%&'$( /:Q1J32:]2@8 1 RO321J3O 1@S ;>:Q O55O;Q2?O 0OQ]>S Q> 2SO@Q25A 1@S S2:Q2@862:] T>>S 2: 20K>RQ1@Q 2@

KRO?O@Q2@8 Q]O 233O813 Q20JOR QR1SO= F> >?OR;>0O Q]O S2552;63QA >5 S2:Q2@862:]2@8 6&'7+$.-&

(

T]2;] ;>@:2:Q: >5

01@A ?1361J3O :KO;2O:

(

JA 0>RK]>3>82;13 0OQ]>S:

(

0>3O;631R 8O@OQ2; Q>>3: Q> ;>@QR>3 :KO;2O: 2SO@Q2QA TORO

:Q6S2OS= GO?O@ :KO;2O: >5 6&'7+$.-& T>>S

(

6: 8+'&%&";5'"%

(

6: "'-2+$-

(

6: $+4#3&

(

6: '"#2+'--

(

6: .$+2+&%&

(

6: <"<*-%<*-%+%3-3

(

6: <#'4$&4+

(

20K>RQOS 5R>0 S255ORO@Q ;>6@QR2O: 1@S >@O S>0O:Q2; :KO;2O: 6: "9"$-(+$& TORO

:O3O;QOS 5>R QO:Q2@8= DOPQ

(

1@ 1RR1A >5 S255ORO@Q T>>S CD. OPQR1;Q2>@ 1@S K6R252;1Q2>@ 0OQ]>S:

(

2@;36S2@8

CDO1:A H31@Q _2@2 +2Q

(

]OP1SO;A3QR20OQ]A3100>@260 JR>02SO

#

EF.-

'(

:>S260 S>SO;A3 :6351QO

#

GCG

'

1@S

_18@OQ2; -O1S: J1:OS 0OQ]>S

(

TORO QR2OS

"

U>R Q]O 10K3252;1Q2>@ >5 CD. 5R>0 T>>S :10K3O:` QT> HEI

RO1;Q2>@: TORO :6;;O::2?O3A KOR5>R0OS

#

@O:QOS HEI

'

1@S 133>TOS Q]O 10K32;1Q2>@ >5 >@O ;>S2@8 RO82>@ >5

;]3>R>K31:Q CD.

#

;KCD.

'

= IO:63Q: :]>TOS Q]1Q 1 EF.-!GCG!_18@OQ2; -O1S: J1:OS 0OQ]>S T1: 1?1231J3O 5>R

6&'7+$.-& T>>S CD. OPQR1;Q2>@= F]O@

(

$(( JK 8&4+ 8O@O 5R180O@Q: TORO 10K3252OS 1@S :O<6O@;OS 5R>0 Q]O

:O?O@ :KO;2O:

(

>5 T]2;] 1 Q>Q13 >5 ,! :2@83O @6;3O>Q2SO K>3A0>RK]2:0: TORO 5>6@S= F]O:O K>3A0>RK]2; :2QO:

TORO 1J3O Q> S2:Q2@862:] Q]O O28]Q 6&'7+$.-& :KO;2O:= F]6:

(

O:Q1J32:]0O@Q >5 Q]2: 0OQ]>S 5>R CD. 2:>31Q2>@ 1@S

K>3A0OR1:O ;]12@ RO1;Q2>@

#

HEI

'

10K3252;1Q2>@ 01aO: 6&'7+$.-& T>>S 10O@1J3O Q> CD.!J1:OS 2SO@Q252;1Q2>@=

+

E]

(

! 528= , Q1J= !( RO5=

,

)*+ ,-%.#

!

5>RO:Q O@82@OOR2@8

"

6&'7+$.-& Q20JOR

"

CD. OPQR1;Q2>@

"

K6R252;1Q2>@

"

@O:QOS!K>3A0OR1:O ;]12@

RO1;Q2>@

-

HEI

'"

8&4+

"

2SO@Q252;1Q2>@



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
%

月
!&

日

木材识别技术对于木材的合理使用和生产加工! 打击非法采伐! 保护珍稀濒危材种! 规范市场秩

序! 维护消费者权益等方面具有重要意义 "

#'!

#

$ 传统的形态解剖学鉴定方法通常无法准确将木材鉴定到

种的水平! 而且要求鉴定者具有丰富的木材形态解剖学知识及鉴定经验$ 近年来! 随着分子遗传学的发

展! 分子标记及
()*

条形码技术"

$!+

#逐渐成为一种物种辅助鉴定的工具$ 一些研究者开始尝试利用这些

分子生物学方法进行木材树种鉴定"

"

#

$ 由于木材
()*

含量低% 降解严重% 含有抑制聚合酶链式反应&

,-.

'扩增

物质等多方面的原因"

#

#

! 高质量木材
()*

的提取一直是一个很难突破的技术瓶颈! 从而阻碍了分子遗

传学在木材识别中的应用$ 自
/00%

年
12324425

"

$

#等利用改良的十六烷基三甲基溴化铵&

-6*7

'法成功提取

刺槐
!"#$%$& '()*+",-,-$,

木材
()*

以来! 后继学者采用改良的
-6*7

或商业试剂盒 &多采用
()895:

,39;< =2;2 >2<

'先后从栎属
.*)/-*( 544?

"

#&'##

#

! 松木
0$%*( 544@

"

/!

#

! 棱柱木
1"%2(324*( #&%-&%*(

"

/$

#

! 龙脑

香科
(24<8ABC9A49C898

"

/D

#等多种木材中提取出可满足不同片段长度
,-.

扩增的
()*

! 利用分子标记技术

实现了几种木材材种的鉴定"

/D!/+

#

! 证明了分子遗传学技术在材种识别领域应用的可行性$ 近年来! 为了

满足国内日益增长的木材消费需求! 中国每年进口大量珍贵木材! 黄檀属
5&46)/7$&

是其中最为珍贵的

种类之一$ 中华人民共和国国家标准
E7F6 /%/&+'!&&&

(红木)

"

/%

#中确认了
$$

个红木树种! 黄檀属树种

就占了
/G

种$ 黄檀属木材种类较多! 形态学方法通常难以准确识别鉴定! 建立分子生物学鉴定方法对

于进口木材检验鉴定意义重大$ 目前! 还未见关于黄檀属木材
()*

提取及分子鉴定的研究$ 本研究拟

通过比较不同的
()*

提取及纯化方法! 建立适合黄檀属木材
()*

提取的方法体系! 对进口黄檀属木材

进行初步的分子鉴定试验! 为黄檀属木材分子鉴定研究工作打下基础$

/

材料和方法

!"!

材料

+

种黄檀属样品取自张家港口岸进口的木材! 经过南京林业大学鉴定* 降香黄檀叶片采自中国云南

西双版纳植物园&表
/
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编号 材种 来源 取材部位 重复

(

东非黑黄檀
5&4#)/7$& 8)4&%&"924"%

莫桑比克 边材及心材
$
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奥氏黄檀
5&4#)/7$& "4$:)/$

缅甸 心材
$

H

微凹黄檀
5,46)/7$, /)3*(,

南美 心材
$

I

卢氏黑黄檀
5,46)/7$, 4"*:)4$$

印度尼西亚 心材
$

J

马达加斯加黄檀
5,46)/7$, 7/):),%,

马达加斯加 心材
$

K

交趾黄檀
5,46)/7$, -"-;$%-;$%)%($(

老挝 心材
$

L

刀状黑黄檀
5,46)/7$, -*43/,3)

缅甸 心材
$

,

降香黄檀
5,46)/7$, "+"/$<)/,

中国云南 叶片
$
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实验用材料信息
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提取
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试剂盒法 采用
O29P8;

的
()895: ,39;< =2;2 >2<

试剂盒法提取! 用手术刀削取
#Q&@& JP

木材削

片! 加入液氮! 用低温破碎仪&

.8<5CR ==D&&

'研磨
D J2;

! 频率
$&

次,
5

!#

! 迅速将粉末移入
!@& JI

离心

管中! 加入
%&& !I *,#

缓冲液! 颠倒混匀! 在
GQ %

水浴锅中水浴过夜! 余下操作步骤根据试剂盒操作

说明进行$

#@!@!

十六烷基三甲基溴化铵!

-6*7

"十二烷基硫酸钠!

S(S

"提取法 用手术刀削取约
#@& P

木材削片!

加入液氮! 在低温破碎仪&

.8<5CR ==D&&

'上研磨
D J2;

! 频率
$&

次,
5

!#

! 立即将粉末移入
Q&@& JI

离心

管中! 加入
#&@& JI !&@& P

,

TP

!#

-6*7

溶液! 聚乙烯吡咯烷酮&

,U,

'
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!

!&&@& !I

巯基乙醇!
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蛋白酶
>

&
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'! 混匀后加入
$Q&@& !I !&&@& P

,
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!#十二烷基磺酸钠&

S(S

'! 再次充分混匀!

GQ %

水浴过夜! 余下步骤参考
)BV985

"
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#等从豆科
I8PWJ2;B598

树皮中提取
()*

的方法! 在其基础上略有改变$
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纯化

$%!%&

柱吸附纯化 采用
'()*+,-

的
./0

纯化试剂盒
123-(4 ./0 56+-7!89 :;<=+*

! 详细操作步骤如

下" 在
&%> *?

离心管中加入
&%@ *? 123-(4 ./0 56+-7!89 A+<27

! 加入提取后的
./0

溶解液
&>"%" !?

!

颠倒均匀后利用注射筒推入微型柱中# 吸取
B%" *? C""%" ,

$

D,

#&异丙醇溶液缓慢推入到微型柱中# 移走

注射筒! 将微型柱放入
&%> *?

离心管上! 最大转数离心
B%" *27

# 将微型柱移到新的离心管上! 加入

>"%" !? EF

缓冲液到微型柱上! 放置
&%" *27

! 最大转数离心
BG <

# 收集纯化后
./0

溶液!

HB@ $

储存%

$I!JB

磁珠法纯化 采用
K+7L-,M2)

公司的植物
./0

磁珠纯化试剂盒! 详细操作步骤如下" 取
&>" !?

./0

溶液于
&%> *?

离心管中! 加入等体积无水乙醇和
B"%" !?

磁珠! 颠倒混匀
&" *27

# 将离心管置于

磁力架
&%" *27

! 用移液器移走管内液体# 加入
>""%" !?

洗涤缓冲液&

N-<O P8QQ+("

'! 颠倒混匀数次! 利用磁

力架吸附磁珠!

&J" *27

后移走管内液体# 再次加入
>GGJ" !?

洗涤缓冲液&

N-<O P8QQ+("

'! 混匀! 磁力

架吸附!

&J" *27

后移走管内液体! 同时保持离心管置于磁力架上! 使磁珠继续被吸附# 从离心管另一

侧缓慢加入
>>GJ" !?

洗涤缓冲液&

N-<O P8QQ+(#

'!

&J" *27

后移走管内液体! 取下离心管# 加入
>GJ" !?

洗脱缓冲液&

+68=2)7 P8QQ+(

'! 使磁珠重新悬浮!

>> $

温浴
&GJ" *27

! 其间轻轻晃动使核酸充分洗脱#

将离心管置于磁力架上
&JG *27

! 使磁珠被吸附! 将液体转移至新的
&J> *?

离心管! 即为纯化后的
./0

溶液%

!"'

巢式
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引物设计与扩增

本实验根据
K+7P-7D

上发表的黄檀属叶绿体基因
!"#$%"&' R

&

!"#R

'片断设计
B

轮巢式
'5A

引物!

第
&

轮正反向引物分别为
!"#R!S& 0K00K0KE5KK000E50E

和
!"#R!A& EK00EE5E5KK0E00E00

! 目

标片断约为
TGG P9

# 第
B

轮正反向引物分别为
!"#R!SB KE5EE5K0E05EKKKEK00

和
!"#R!AB

K0E5KEE550KKEEK0K0

! 目标片断约为
#UG P9

#

'5A

扩增采用
E-D-(-

公司的
'(+*2V FV E-,

混合酶

液!

>GJG !?

反应体系!

'(+*2V FV E-,

混合酶液
B>JG !?

! 模板
./0 BJG !?

! 正反向引物各
$JG !?

! 双

蒸水&

44W

B

X

'

B$JG !?

% 第
$

轮扩增反应程序"

Y> $

预变性
>JG *27

!

Y# $ !G <

!

#$$ $JG *27

!

UB $ $JG

*27

! 循环
!G

次!

UB $

延伸
$GJG *27

% 第
$

轮扩增产物用双蒸水稀释
>G

倍后作为第
B

轮扩增的模板%

第
B

轮扩增系统与第
$

轮相同! 反应程序"

Y> $

预变性
>JG *27

!

Y# $ !G <

!

#Y$ $JG *27

!

UB $ $JG

*27

! 循环
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次!

UB $

延伸
$GJG *27
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产物检测与测序

'5A

扩增产物通过
$>JG ,

$

D,

#$ 的琼脂糖凝胶电泳检测! 加入
CJG !? '5A

扩增产物!

$>G Z

电泳

!GJG *27

! 溴化乙锭中染色
!GJG *27

! 放入凝胶成像系统中观察( 拍照% 扩增出清晰条带的
'5A

产物送

上海生工测序! 测序引物采用
'5A

扩增引物! 所有序列均进行双向测序% 对测序结果首先进行手工判

读和校对! 然后用
./0:=-(

软件包中的
:+[L-7

拼接%

B

结果与分析
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种提取方法的比较

本实验分别用
./+-<; '6-7= L272 R2=

&

\]0KF/

'试剂盒和
5E0M!:.:

法对
U

种黄檀属木材进行了

./0

提取! 提取的
./0

未经纯化直接进行浓度检测!

B

种检测方法获得的
./0

产量均较低% 利用试剂

盒提取! 平均
$JG ,

木材可获得
./0 >J! !,

!

./0

质量也较差!

(

&

!

'

BTG

^(

&

!

'

BC@

为
$J@$B_$J#T@

% 利用

5E0M!:.:

提取法! 平均
$J@ ,

木材可获得
./0 UJY !,

!

(

&

!
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BT@
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!

'

BCG

为
&J&>G_&J>>U

% 以试剂盒法及

5E0M!:.:

法提取但均未做纯化处理的
./0

为模板! 采用巢式
'5A

引物进行扩增! 均没有扩增出目标

条带! 说明
B

种提取方法获得
./0

的质量均不高! 含有大量杂质! 影响
'5A

扩增%

,", ,

种纯化方法的比较

选取
5E0M!:.:

法提取的
./0

原液为材料! 分别使用
123-(4 ./0 56+-7!89 :;<=+*

纯化法和磁珠纯

化法进行纯化! 前者纯化后
(

&

!

'

BTG

`(

&

!

'

BCG

为
&JB&#_&JT>G

! 后者纯化后
(

&

!

'

BTG

`(

&

!

'

BCG

为
&J#&G_

&JUUG

! 但
B

种纯化方法获得的
./0

浓度均下降
&G

倍左右% 以
B

种方法纯化后获得的
./0

为模板进行

'5A

扩增! 用
123-(4 ./0 56+-7!89 :;<=+*

方法纯化后! 降香黄檀( 东非黑黄檀( 交趾黄檀和马达加斯

加黄檀可扩增出清晰单一明亮的目标条带! 但奥氏黄檀( 刀状黑黄檀( 微凹黄檀及卢氏黑黄檀仍未扩增

出目标条带# 而用磁珠法纯化后!

C

种实验材料均扩增出清晰明亮单一的目标条带&图
&

'%

伏建国等" 进口黄檀属木材
./0

提取与分子鉴定方法初步研究
TBY
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!&
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!"# $%&

扩增与测序结果

用
'()*!+,+

方法和磁珠法对表
-

中的
!.

份样

品进行
,/)

提取和纯化! 获得的纯化产物经过巢

式
0'1

扩增! 所有样品均扩增出目标条带"

0'1

扩

增产物直接送测序公司进行测序! 测序结果在
234!

5647

上进行比对! 与已经发表的黄檀属
!"#8

基因

片断具有
99:

的相似度! 证明本实验提取的
,/)

确是黄檀属木材的
,/)

"

%

种黄檀属树种序列比对

结果如图
!

所示! 测序获得的
!"#8

基因片段长度

为
.$$ 5;

!

%

个种存在
#!

处碱基位点差异! 可将这

%

种黄檀属树种区分开来" 在基因位点
<.

和
$99

处! 可将卢氏黑黄檀与其余种区分开# 在基因位点

#<.

和
!<&

处! 可将微凹黄檀与其余种区分开# 在

基因位点
#=<

和
.!<

处! 可将交趾黄檀与其余种区

分开# 在基因位点
!>$

处! 可将东非黑黄檀与其余

种区分开# 在基因位点
!9>

处! 可将马达加斯加黄

檀与其余种区分开# 在基因位点
!9=

处! 可将刀状

黑黄檀与其余种区分开 # 在基因位点
-.=

和
-=<

处! 可将降香黄檀与其余种区分开# 在基因位点

%<

!

!9>

和
$99

处! 可将奥氏黄檀与其余种区分开"

$

结论与讨论

由于木材的物理性质和化学成分在不同树种间存在较大差异! 针对不同木材
,/)

提取! 可能需要

不同的提取和纯化方法" 目前! 一些商业试剂盒在龙脑香科
,?;@3ABC6A;6C363

和栎属
$%&'(%)

等一些树

种的木材
,/)

提取上取得了成功$

%

%

! 如
,/36DE 0F64@ G?4? 8?@

试剂盒方法在一些木材的提取中获得了成

功 $

-&

!

!&" !-

%

! 但本实验在黄檀属木材的
,/)

提取中未能获得成功! 失败的原因可能有
!

个方面& 一是本

实验所用的黄檀属木材均为心材部分! 砍伐前细胞已经死亡多年!

,/)

降解严重!

-<&H" IJ

干木材中

所含的
,/)

总量不多! 导致获得的
,/)

量极低# 二是
,/36DE 0F64@ G?4? 8?@

试剂盒主要是针对少量新

鲜样品设计的! 所用各种提取液很少! 黄檀属木屑容易吸水! 导致提取液不能充分与样品混匀!

,/)

抽提不彻底! 很多抑制
0'1

扩增的物质也难以充分去除" 相比之下!

'()*!+,+

法所用的样品量和试剂

量都较多! 抽提比较充分! 所以提取的效果好过试剂盒法"

本研究针对黄檀属木材材质坚硬'难以破碎() 心材形成年限较长'

,/)

降解严重() 颜色较深'色素

等杂质影响
0'1

扩增(等困难! 通过比较不同提取和纯化方法! 摸索出了
'()*!+,+!

磁珠相结合的
,/)

提取和纯化体系! 从以下几个方面改进了木材
,/)

提取方法& 在研磨器中加入液氮! 边冷冻边研磨!

一定程度上减少了
,/)

降解的发生# 重复液氮冷冻研磨可以使样品足够细!

,/)

释放更彻底#

0K0

!

蛋白酶
8

的加入! 能够去除样品中抑制
0'1

扩增的物质 $

!!

%

# 磁珠法通过核酸特异性吸附进行纯化!

进一步保证了
,/)

的质量* 即便如此! 部分木材
,/)

提取液仍然不能满足普通的一轮
0'1

扩增! 需

要通过巢式
0'1

扩增* 推测是因为部分样品降解严重!

,/)

绝对含量低! 经过提取和纯化后! 目标片

段的含量更低! 导致一轮
0'1

无法检测到目标条带*

一些实验证明! 树木边材中可能含有部分活细胞! 心材中已基本没有活细胞$

!$

%

! 因此从边材中提取

,/)

的质量要高$

!!

%

! 本研究也证实了这一结论* 从东非黑黄檀边材中获取
,/)

的量是心材中的
->

倍!

边材
,/)

提取液颜色较浅! 而心材
,/)

提取液为褐色! 最后获取的
,/)

沉淀也为褐色* 边材
,/)

的

平均
*

'

!

(

!>"

L*

'

!

(

!%&

为
#M>&!

! 而心材
,/)

的平均
*

'

!

(

!>&

L*

'

!

(

!%&

为
-M!%&

* 巢式
0'1

扩增结果显示!

边材
,/) !

轮均扩增出清晰的目标条带! 而心材
,/)

第
-

轮未扩增出条带! 第
!

轮扩增出清晰条带*

这一结论也为后续研究进口黄檀属木材的取样工作提供了依据*

图
-

不同纯化方法获得的
%

种黄檀属
,/)

0'1

扩增结果

N?JOA3 # 0'1 6;;F?C6@?B4 A3DOF@ 6P@3A ,/) ;OA?P?C6@?B4 5E

Q?PP3A34@ I3@RBQD BP 3?JR@ Q?PP3A34@ *"+,&'-." D;3C?3D

>$&



第
!"

卷第
#

期

图
$

黄檀属
%

个种
!"#&

基因部分片段序列 !

!

个重复"

'()*+, $ -.+/(.0 1,2*,34,1 56 /7, !"#& ),3, 56 ,()7/ 8(66,+,3/ $"%&'()*" 19,4(,1

!

65+ ,.47 19,4(,1 /7+,, 8(66,+,3/ 1.:90,1 7.;, <,,3

1,2*,34,8

"

本研究实现了
=

种进口黄檀属木材及
>

种黄檀属叶片的
?@A

提取及
!"#&

片段的
-BC

扩增# 获得

序列的碱基位点差异能够将这
%

个树种区分开来# 这为黄檀属木材的分子鉴定工作打下了良好的基础$

但是# 由于本次实验样品有限# 来源也比较单一# 要想获得稳定的分子标记# 还需对更多的种类和重复

进行进一步的研究$ 本研究提取的
?@A

虽然能够满足
!"#&

片段的扩增与分析# 但总体质量不高#

?@A

的提取和纯化方法仍需进一步改进# 更多的木材种类% 不同的取材部位% 木材砍伐及存放的时间及环

境% 对木材进行不同的加工和处理等各种影响
?@A

提取的因素还需要进一步详细研究$
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