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摘要! 采用随机扩增多态性%

89:;

&和简单序列重复区间扩增多态性%

<==8

&技术鉴别樟科
>?@A?BC?C#7

个树种' 用改

良十六烷基三甲基溴化铵
!

十二烷基硫酸钠"

DE9F!=;=

&法提取樟科
.7

个树种
.&!

株"

.!

株(种 ".

&木质部基因组

;G9

! 用
89:;

与
<==8

技术对它们进行聚合酶链式反应"

:D8

&扩增' 共筛选出
)

条
89:;

引物与
7

条
<==8

引物!

)

条
89:;

引物共扩增出
.7%

条大小为
.66H! 666 IJ

的条带! 其中多态性条带为
.%1

条! 多态率为
&!0$#

)

7

条
<=!

=8

引物共扩增出
&7

条大小为
.66H! 666 IJ

的条带! 其中多态性条带为
)7

条! 多态率为
)&07#

' 通过
.H!

个引物

扩增的多态性条带就可鉴别与区分参试的
.7

个树种! 为树种鉴定提供技术支持' 图
1

表
%

参
.)

关键词! 植物学) 樟科) 木材)

89:;

)

<==8

) 分子鉴定

中图分类号!

=$&!0!7

文献标志码!

9

文章编号!

!6&%!6$%7

"

!6.$

&

6%!6&'!!6$

K4L?IM,4NOC5L +P 89:; ?5* <==8 O?AQCA4 P+A R++* ,*C5L,P,B?L,+5 +P #7

4JCB,C4 +P >?@A?BC?C

>ST U,?V?5
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W X9GY Z,5[

#

W \]TGY XC5N?5

!
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#
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#

%
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&

!"#$%&'$( 8?5*+O ?OJM,P,C* J+MVO+AJN,B ;G9

%

89:;

&

?5* ,5LCA 4,OJMC 4Cd@C5BC ACJC?L4

%

<==8

&

LCBN5,d@C4

RCAC ?JJM,C* L+ ,*C5L,PV .7 4JCB,C4 +P >?@A?BC?C0 ENC +JL,O,cC* BCLVM LA,OCLNVM?OO+5,@O IA+O,*C

%

DE9F

&

!

4+*,@O *+*CBVM 4@MP?LC

%

=;=

&

OCLN+* R?4 @4C* L+ CeLA?BL R++* ;G9 +P .&! LACC4 ,5 LNC .7 4JCB,C40 89:;

?5* <==8 LCBN5,d@C4 RCAC @4C* L+ ?OJM,PV ;G9 +P LNC .7 4JCB,C40 8C4@ML4 4N+RC* LN?L C,[NL 89:; JA,OCA4

?5* 4,e <==8 JA,OCA4 RCAC 4BACC5C*0 ENA+@[N LNC C,[NL 89:; JA,OCA4W .7% I?5*4 RCAC +IL?,5C*W ?O+5[ RN,BN

.%1 RCAC J+MVO+AJN,B P+A ? 4JCB,C4 MC`CM J+MVO+AJN,4O M+B, A?LC +P &!0$f0 &7 I?5*4 RCAC +IL?,5C* LNA+@[N LNC

4,e <==8 JA,OCA4W ?O+5[ RN,BN )7 RCAC J+MVO+AJN,B P+A ? 4JCB,C4 MC`CM J+MVO+AJN,4O M+B, A?LC +P )&07f0 ;G9

PA?[OC5L 4,cC R?4 ."""! """ IJ0 ENC4C J+MVO+AJN,4O I?5*4 ?OJM,P,C* IV . +A ! JA,OCA4 B+@M* *,4L,5[@,4N LNC

R++* +P LNC4C .7 4JCB,C4 ,5 LNC >?@A?BC?C P?O,MVW JA+`,*,5[ LCBN5,B?M 4@JJ+AL P+A R++* ,*C5L,P,B?L,+50

'

DNW 1

P,[0 % L?I0 .) ACP0

(

)*+ ,-%.#( I+L?5Va >?@A?BC?Ca R++*a A?5*+O ?OJM,P,C* J+MVO+AJN,B ;G9

%

89:;

$

a ,5LCA 4,OJMC 4Cd@C5BC AC!

JC?L4

%

<==8

$

a O+MCB@M?A ,*C5L,P,B?L,+5

樟科
>?@A?BC?C

植物广泛分布于热带及亚热带地区" 全世界约
%"

属
! %""H1 """

种'

.

(

" 中国有
!'

属

约
'1"

种) 樟科树木是中国南方重要的经济林木" 在林业* 轻工* 医药* 园林绿化中均占有重要地位)

楠属
7*"+8+

和樟属
9-%%&:":#:

等木材被认为是优质木材" 常用作建筑物的梁柱构件* 棺椁* 家具*

箱盒等) 樟科木材普遍含有油细胞或黏液细胞" 是樟科木材的识别标识# 但樟科各个属间及种间" 木材
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"
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&

作者简介+ 骆嘉言" 副教授" 从事木材学研究)
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结构特征相似! 仅通过木材解剖结构特征很难区分" 随机扩增多态性#

$%&'

$与简单序列重复区间扩增

多态性#

())$

$是利用聚合酶链式反应#

&*$

$扩增进行检测的
'+%

标记%

,

&

! 具备稳定性好' 多态性丰富'

成本低' 操作简单' 样品用量少等优点! 因此! 利用分子标记技术建立
'+%

指纹图谱被认为是鉴别树

种的有力工具 %

!

&

(

-%+./

等%

"

&运用
$%&'

分子标记技术对巨桉
!"#$%&'(" )*$+,-.0,

个无性系进行研究!

发现通过其指纹图谱可以有效地鉴定
0,

个巨桉无性系)

*%)1(.-(2+/

等%

#

&利用
$%&'

分子标记绘制了

杨树
/0'"%". !,

个无性系的指纹图谱! 并对它们加以区分"

.$%3%4

等 %

5

&运用
$%&'

分子标记技术研

究悬钩子属
1"2".

的
0!

种植物的分类状况" 沈永宝等%

6

&采用
())$

标记技术! 仅用
,

条
())$

引物就将

银杏
3-+4)0 2-%02$ 0!

个品种进行区分 " 侯渝嘉等 %

7

&利用
())$

分子标记技术研究了茶树
5$67%%-$

.-+7+.-.

种质资源! 结果表明* 只要用其中任何
0

条引物即可区分
0"

个茶树品种) 李薇等%

8

&采用
())$

标

记技术对
5

个美洲黑杨
/0'"%". ,7%(0-,.

品种进行鉴定! 并用
0

条引物将它们区别)

$%&'

与
())$

分子

标记技术在树种鉴定中被证实具有较强可靠性和稳定性) 因此! 本研究利用
$%&'

和
())$

分子标记技

术对樟科
05

个树种进行鉴别! 以期为樟科木材精确鉴别提供技术支持)

0

材料与方法

!"!

材料

本试验采集南京中山植物园樟科
#

属
05

种立木的新鲜枝条!

0,

株+种!0

! 计
08,

个样品,表
0

$)

表
!

实验用材信息

19:;< 0 (=>?@A9BC?= ?> B<DB<E A9B<@C9;D

编号 属名 种名 编号 属名 种名

0

楠属
/80727

浙江楠
/9 :874-$+)7+.-. 8

山胡椒属
;-+,7*$

山胡椒
;9 )%$":$

,

楠属
/80727

紫楠
/9 .87$*7*- 0F

山胡椒属
;-+,7*$

狭叶山胡椒
;9 $+)".(-<0%-$

!

楠属
/80727

桢楠
/9 =87++$+ 00

山胡椒属
;-+,7*$

黑壳楠
;9 67)$'8&%%$

"

楠属
/80727

闽楠
/9 20"*+7- 0,

山胡椒属
;-+,7*$

江浙钓樟
;9 :8-7+--

#

楠属
/80727

湘楠
/9 8"+$+7+.-. 0!

樟属
5-++$606"6

浙江樟
59 :874-$+)7+.7

5

润楠属
>$:8-%".

滇润楠
?9 '-+)-- 0"

樟属
5-++$606"6

樟树
59 :$6'80*$

6

润楠属
>$:8-%".

龙眼润楠
>9 0:"%0,*$:0+(-. 0#

樟属
5-++$606"6

大叶樟
59 .7'(7+(*-0+$%7

7

润楠属
>$:8-%".

薄叶润楠
>9 %7'(0'8&%%$ 05

月桂属
;$"*".

月桂
;9 +02-%-.

!"#

实验方法

0G,G0 '+%

提取 将去除树皮的枝条切成碎木屑! 液氮研磨成粉! 准确称量
FG0 H

木粉! 采用改良十六

烷基三甲基溴化铵
"

十二烷基硫酸钠,

*1%I")')

$法 %

0F

&提取基因组
'+%

- 紫外分光光度计及质量分数为

,J

琼脂糖凝胶检测模板
'+%

的浓度和纯度! 置于
!,F #

冰箱中备用)

0G,G, &*$

扩增 按照文献%

00!0#

&选出
())$

引物
",

条,表
,

$!

$%&'

引物
"#

条,表
!

$! 对提取到的

模板
'+%

进行
&*$

扩增)

$%&'

扩增反应体系*

0F$@$A

缓冲液,含
4H

,%

$

,GF !-

-

0F AA?;

+

-

!0

E+1&

4CKBL@< FG5 !-

-

0F !A?;

+

-

!0

$%&'

引物
!GF !-

-

#$05G56 AM9B

+

-

!0

@$A '+%

聚合酶
FG, !-

-

'+%

模板

,GF !-

- 无菌水
0,G, !-

)

&*$

程序*

8" #

预变性
# AC=

-

8" #

变性
0 AC=

! 退火
#F D

!

6, #

延伸
0

AC=

! 循环
!#

次-

6, #

保温
0F AC=

) 设定梯度退火温度
!" #

!

!5 #

!

!7 #

和
"F #

)

())$

扩增反应体

系*

0F$@$A

缓冲液,含
4H

,%

$

,GF !-

-

0F AA?;

+

-

!0

E+1& 4CKBL@< FG7 !-

-

0F !A?;

+

-

!0

())$

引物
!GF !-

-

#$05G56 AM9B

+

-

!0

@$A '+%

聚合酶
FG, !-

-

'+%

模板
,GF !-

- 无菌水
0,GF !-

)

&*$

程序*

8" #

预变性

# AC=

-

8" #

变性
"F D

! 退火
"F D

!

6, #

延伸
, AC=

! 循环
!#

次-

6, #

保温
0F AC=

) 设定梯度退火温度

#F #

!

#, #

!

#" #

和
#5 #

)

0G,G!

电泳检测 取扩增产物
#GF !-

上样到质量分数为
,J

琼脂糖凝胶中电泳! 电泳缓冲液为
FG#$

1I/

! 电压
05F N

! 电泳
"F AC=

) 电泳完毕后放入凝胶成像系统中观察并拍照)

!"$

数据分析

分析电泳图! 读带时只记录清晰可辨的条带! 排除模糊不清的条带) 以
05

个树种为单元! 统计同

一树种
0,

株同一位置上出现的共有条带! 忽略同一树种不同样本间的差异条带! 统计多态性位点! 计

骆嘉言等* 樟科
05

个树种木材的
$%&'

与
())$

分子鉴别 8"!
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表
! "##$

引物及其序列

&'()* ! +,,- ./01*/2 '34 2*56*37*2

编号 引物序列
8!9:!

编号 引物序列
8!9:!

编号 引物序列
8!9:!

;## <=<=<=<=<=<=<=<=> ;?: =<=<&&<<&=<>&>&&<=&> ;!8 &>&>&>&>&>&>&>&>>

;@! <=<=<=<=<=<=<=<== ;8$ &=&=&=&=&=&=&=&=-& ;!: =>=>=>=>=>=>=>=>&

;@: >&>&>&>&>&>&>&>&< ;AA >&>&>&>&>&>&>&>&-> ;"; &=&=&=&=&=&=&=&=<

;@; >=>=>=>=>=>=>=>=< ;8B =<=<=<=<=<=<=<=<C= ;!B =>=>=>=>=>=>=>=>>

;A" <=<=<=<=<=<=<=<=C& ;8; &=&=&=&=&=&=&=&=-> ;!$ =>=>=>=>=>=>=>=><

;A@ <=<=<=<=<=<=<=<=> ;:; &<&<&<&<&<&<&<&<-& ;!; &<&<&<&<&<&<&<&<=

;A! <=<=<=<=<=<=<=<=C< ;:? &<&<&<&<&<&<&<&<-> ;BB >&>>&>>&>>&>>&>>&>

;:8 &>&>&>&>&>&>&>&>-& ;$@ &=&&=&&=&&=&&=&&=& ;?@ DED&<&<&<&<&<&<&<

;:A &>&>&>&>&>&>&>&>-< ;$! <=&=<=&=<=&=<=&= ;B" &<&<&<&<&<&<&<&<-=

;"$ =<=<=<=<=<=<=<=<& ;:: =>=>=>=>=>=>=>=>C& ;$; <<=&<<=&<<=&<<=&

;:B =>=>=>=>=>=>=>=>C= ;:$ =>=>=>=>=>=>=>=>C< ;A; >=>=>=>=>=>=>=>=-<

;A? <&<&<&<&<&<&<&<&C= ;A8 >&>&>&>&>&>&>&>&-= ;$8 <=>=<=>=<=>=<=>=

;;@ <<<&<<<<&<<<<&< ;8" &<&<&<&<&<&<&<&<< ;8A =<=<=<=<=<=<=<=<C&

;8: =<=<=<=<=<=<=<=<C> ;$A >>>&>>>&>>>&>>>& ;;" <<=<=<<=<=<<=<=

表
% $&'(

引物及其序列

&'()* 8 -=FG ./01*/2 '34 2*56*37*2

编号 引物序列
8!9:!

编号 引物序列
8!9:!

编号 引物序列
8!9:!

,! &><<>=<>&< ,A8 <&><>><&>= ,AAB >>=><<<==<

,; <&<=><&=<< ,A: &<=<><<=>= ,AB@ <&=<>=>&>>

,@@ >==&><>>=& ,B% =>>><<&>=> ,8 >=&>>>>>&<

,@! &><<><=&=< ,BB <==><<=>&> ,!@ >=<<>>>&<

,@$ <=>><>&&<& ,B; &<<=>><<&< ,!A ==&><<<>&<

,!! &<>><=<>&< ,;: >&<=<=><<= ,!; <&<=><&=<<

,8: &&>><==>>> ,;B <&<>>&==>> ,8@ >==&><>><&

,AA <&<=>=&<>> ,?@ &<>>><&><& ,A% <&&<><=&>>

,@@$ <<&<=><>< ,@!B <<<==&&><< ,B! <&<=<<><&>

,@:% >=>>=<<&<= ,@8% <<==<>&&<< ,?$ =><=>><=>=

,8?$ =<>>&<=<>> ,!!! =<&>=>&>>> ,!!@ &<=><>=&<<

,8$$ >>>=<>&<&< ,!8$ =>><<>&&<& ,8;% <&<&><><=<

,@;$ &>><=&<>&< ,@88 <<>&<>=<== ,@AB ==<=>>>>&>

,!@B &<<<><&>== ,!A$ >>&<>&>=&> ,@B$ >=<><=>==<

,!!B =><>>>=<<& ,!;: <<>&<><=>= ,@;A >=>>>>>&&<

算多态性比率! 多态性比率"

H

#

"

"总条带数
#

共有条带数$

I

总条带数
$#%%H

%

!

结果与分析

!)*

木材基因组
(+&

的检测结果

#B

个树种均取
8

个样本的基因组
GJ=

进行电泳检测! 发现所有条带清晰无弥散! 点样孔清晰"图

#

$! 说明基因组
GJ=

完整性好& 紫外分光光度计检测!

GJ=

样品
!

'

!B%I!;%

$值为
#K$L!K%

! 说明
GJ=

样品纯度较好! 满足本试验的要求%

!,! $&'(

引物筛选及多态性标记鉴别

-=FG%F>-

扩增筛选出
;

条能扩增出清晰条带且多态性好的引物! 并测得其最佳退火温度均是
8;

&

"表
A

$% 共获得清晰可辨条带
@B:

条! 其中多态性条带
@:8

条! 多态性比率为
?!K$'

! 扩增的
GJ=

片

段长度集中在
@%% L! %%% (.

% 平均每条引物扩增出
!%KB

条带! 其中
@?K@

条具多态性% 引物
,?@

多态性

最高! 达到
@%%H

! 引物
,!!@

最低! 为
;8K8H

% 不同引物扩增的产物在多态性水平上的较大差异! 表明

?AA
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参试的
$%

个树种在分子水平上差异很大! 具有丰富的遗传多样性"

表
! "

条
#$%&

引物扩增结果

&'()* " +,-)./.*0 1*23)42 5/ 6 7+89 -1.,*12

引物序号
退火温度

:

!

总条带数
:

条

多态性条

带
:

条

;<< !6 <! <$

;=$ !6 <! <!

;!# !6 << <$

;$#> !6 <> $6

;<<$ !6 $6 $#

多态性比

率
: ?

=$@!

$>>

=#A#

=>A>

6!A!

引物序号
退火温度

:

!

总条带数
:

条

多态性条

带
:

条

多态性比

率
: ?

;%% !6 << <$ =#A#

;6# !6 $= $6 ="AB

;=B !6 $6 $% 66A=

总计
$%# $#!

平均
<>A% $=A$ =<AB

扩增结果表明# 每条
7+89

引物单独使用均可区别这
$%

个树种" 以引物
;!#

为例! 该引物共扩增

出
<$

条多态性条带 $图
<

%! 其中楠属扩增出
"

条共有条带! 樟属扩增出
#

条共有条带& 楠属树种扩增

出特异性条带
"#> (-

和
B#> (-

! 山胡椒属特异性条带为
!$> (-

! 樟属特异性条带为
< >>> (-

和
$ >>>

(-

' 这些条带可将樟科
#

属区别开& 同属树种间多态性条带差异较小! 楠属树种浙江楠$编号
$

%特异性

条带为
$ #>> (-

! 紫楠$编号
<

%特异性条带为
$ 6>> (-

! 桢楠$编号
!

%特异性条带为
%>> (-

! 湘楠$编号

#

%特异性条带为
< >>> (-

& 由此可区分楠属
#

个树种& 润楠属中薄叶润楠 $编号
6

% 特异性条带为
$B>

(-

! 龙眼润楠$编号
B

%特异性条带为
$ >>> (-

' 山胡椒属山胡椒$编号
=

%特异性条带为
!>> (-

! 狭叶山

胡椒$编号
$>

%特异性条带为
$ >>> (-

! 黑壳楠$编号
$$

%特异性条带为
< >>> (-

' 樟属大叶樟$编号
$#

%

特异性条带为
!<> (-

! 浙江樟$编号
$!

%特异性条带为
$ >>> (-

& 由此可知!

7+89

引物
;!#

可将
$%

个

树种有效区分&

'() *++#

引物筛选及多态性标记鉴别

C;;7"8D7

扩增筛选出
%

条能够扩增出清晰条带且多态性好的引物! 并测得其最佳退火温度$表
#

%&

共获得清晰可辨条带
=%

条! 其中多态性条带
6%

条! 平均多态性比率为
6=A%#

! 扩增的
9E+

片段长度

集中在
$>>F< >>> (-

& 平均扩增出条带
$%

条(引物G$

! 其中
$"A!

条具多态性! 引物
6"!

多态性最高! 为

="A"?

! 引物
6<#

多态性最低! 为
6>A>?

&

以引物
6">

扩增结果$图
!

%为例! 共扩增出
$%

条多态性条带! 其中山胡椒属特异性条带在
%>> (-

和
B#> (-

位置! 润楠属特异性条带在
<#> (-

和
B>> (-

位置! 樟属特异性条带为
!>> (-

和
B>> (-

! 月

桂属在
$>> (-

处扩增出特异性条带& 根据这些特异性条带可区分樟科
#

属& 同属树种间多态性条带差

异较小! 楠属树种浙江楠$编号
$

%的特异性条带在
$ >>> (-

位置! 紫楠$编号
<

%特异性条带为
"#> (-

和
B#> (-

! 闽楠$编号
"

%特异性条带为
!#> (-

和
">> (-

的片段! 湘楠$编号
#

%特异性条带为
!#> (-

和

B#> (-

位置& 由此将楠属树种区分开& 引物
6">

在山胡椒属的黑壳楠$编号
$$

%和江浙钓樟$编号
$<

%中

扩增出相同的条带! 不能有效区分这
<

个树种&

除引物
6">

外! 引物
6$#

!

6<#

!

6"6

和
6"!

扩增的多态性条带都可区分
$%

个树种& 引物
6">

扩增

的多态性条带不能有效区分黑壳楠和江浙钓樟! 引物
6!"

不能有效区分山胡椒和狭叶山胡椒! 但这
<

个

图
$

基因组
9E+

电泳检测结果

H.I31* $ J)*K415-L51*2.2 /.I31* 5/ I*M5,.K 9E+

骆嘉言等# 樟科
$%

个树种木材的
7+89

与
C;;7

分子鉴别 ="#
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表
! "

条
#$$%

引物扩增结果

&'()* + ,-.)/0/*1 2*34)53 60 7 899: .2/-*23

引物序号
退火温度

;

!

总条带数
多态性条

带

<#+ +7 #= #!

<!+ +> ?+ ?!

<=> +> ?< ?7

<>" +> ?$ ?7

多态性比

率
;@

A!B=

<%C%

<<CA

A>C#

引物序号
退火温度

;

!

总条带数
多态性条

带

多态性比

率
;@

<>< +7 #+ #= <7C$

<>= +> #< #$ A>C>

总计
A7 <7

平均
#7 #>C= <AC7

引物的组合可区分
#7

个树种!

=

结论与讨论

899:

和
:,DE

分子标记具备良好的多态性" 因而在树种鉴定和指纹图谱研究方面得到了广泛应用!

本试验利用
<

条
:,DE

引物和
7

条
899:

引物对樟科
#7

个树种进行
EF,

扩增" 发现
!

种标记均能扩增

出稳定# 清晰且多态性好的条带!

:,DE

分子标记扩增的多态性比率为
A!C$"

" 平均每条引物扩增的多

态性条带有
?AC?

条$

899:

分子标记扩增的多态性比率为
<AC7"

" 平均每条引物扩增的多态性条带有

?>C=

条" 通过
?

个
:,DE

引物或
?G!

个
899:

引物扩增的多态性条带可鉴别樟科
?7

个树种! 对比结果也

发现"

:,DE

分子标记的多态性和稳定性比
899:

高" 与李元春等 %

?7

&在山核桃
!"#$" %"&'"$()*+*

中发现

:,DE

标记的多态性要高于
899:

标记的结果一致$ 而在马尾松
,+)-* ."**/)+")"

%

?$

&和银杏%

?<

&等的研究却

图
!

引物
9=+

扩增
?7

个树种的产物比较图

H/I42* ! ,-.)/0/*1 .260/)* J6-.'2/36K 60 ?7 3.*J/*3 L/5M :,DE .2/-*2 9=+

数字
?G?7

代表
?7

个树种'编

号见表
?

( ! 泳道
N

为标记 "

数字对应条带为
#!

个样本扩

增的共有条带

A>7



第
!"

卷第
#

期

图
!

引物
$"%

扩增
&'

个树种的产物比较图

()*+,- ! ./01)2)-3 0,42)1- 54/06,)748 42 &' 70-5)-7 9):; <==> 0,)/-, $"%

发现
<==>

标记的多态性要高于
>.?@

标记! 说明不同树种适合不同的分子标记" 考虑到
A

种分子标记

的检测水平不同! 产生的高效的多态性条带也不同! 因此! 将这
A

种标记结合使用会使树种鉴别结果更

加准确和全面"

用
>.?@

分子标记和
<==>

分子标记技术鉴定木材! 结果准确# 耗材少# 不受时间和环境的限制!

拓宽了木材识别的范围! 提高了木材识别的精确性$ 采用琼脂糖凝胶电泳进行分子鉴定节约了实验经济

成本! 这不仅在进出口树种鉴定中意义重大! 在巨大的木制品消费市场及相关其他领域也具有广泛的应

用前景和开发利用价值"

"
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