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摘要　“南药”是我国中药资源的重要组成部分，近年来，南部诸省均积极寻求“南药”道地药材产业之路，但“南药”植物
资源种类和数量不清、种质资源难保存、野生资源遭受严重破坏、人工栽培品种品质退化等问题严重制约了“南药”产业的

发展。分子鉴定技术是近年来兴起的一种鉴定技术，具有准确性高、重复性好的优点。本文对常用的分子鉴定技术进行

了分析总结，从遗传多样性分析、亲缘关系分析、正伪替及多基原鉴定、种质资源评价４个方面对分子鉴定技术在“南药”
中的应用进展进行归纳总结，为“南药”产业今后的发展方向提供依据。
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　　中医药是中华民族的宝贵财富，“南药”特指生
长在我国秦岭以南的中草药。从晋代古籍稽含《南

方草本状》（公元３０４年前后），唐末五代李繤《海药
本草》（公元９世纪末至１０世纪初），至民国时期萧
步丹《岭南采药录》（１９３２年复印本），胡真《山草药
指南》（１９４２年复印本）［１］所述大都为中国国内南方
的药材，特别是岭南草药，但广义上的“南药”亦涉

及东南亚、南非等地的一些药材。就中国国内而言，

长江以南的热带、亚热带地区，大体以纬度２５°为界，
通常是广东（含海南）、广西、福建南部、云南、台湾、

港澳等地所产的道地药材，称之为“南药”［２］。如化

橘红、广陈皮、阳春砂、广藿香、巴戟天、沉香、广佛

手、何首乌八大“南药”。

国家对“南药”的重视由来已久：１９６９年，商业
部、外贸部、农垦部、林业部、卫生部、财务部六部委

联合发文《关于发展南药生产问题的意见》，列出植

物类南药３４种；１９７０年首届南药会议在广东湛江召
开；国家有关部委曾召开了四届全国南药会议；１９７５
年商业部、农林等部发出《关于发展南药生产十年规

划的意见》。近年来，广东、广西、云南、海南、福建等

省区都在积极寻求发展“南药”道地药材产业之路，

希冀借助“南药”品牌增强各自的中医药产业竞争

优势［３］。为了更好的保障“南药”产业的发展，确保

“南药”的质量以及临床用药的安全性和有效性，对

“南药”进行基原鉴定，显得尤为重要。中药材传统

的鉴定方法主要是依靠老药工的眼看、手摸、鼻闻、
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口尝，以经验鉴别为主，而中药饮片的性状特征不突

出，不确定因素太多，而化学特征也会因各个药材特

异性强，研究中建立的方法一般不通用。因道地药

材以数量遗传性状为主，在基因水平表现为多基因

构成的数量遗传，发现道地药材的特定分子特征，对

其稳定的遗传特征进行描述，是道地药材今后发展

的方向。

ＤＮＡ作为遗传信息的直接载体，不受外界因
素、生物发育阶段或器官组织差异的影响，既抛开形

态相似的表象，又可避免化学特征的过于多变，而从

基因水平上提供一种鉴别依据，具有更加准确、可靠

的特点；容易找到种级的鉴定特征，甚至可以进行种

下等级的鉴定［４］。黄璐琦［５］将分子生物学与中药资

源研究有机结合，应用 Ｃｙｔｂ序列对蕲蛇和乌梢蛇进
行ＰＣＲ扩增鉴别，有效地将二者区分。陈士林等［６］

研究的ＩＴＳ２序列已经被广泛应用于中药鉴定研究
中，大量的ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ技术在中药材遗传多
样性方面也已经成熟。２０１０年版和２０１５年版 《中

华人民共和国药典》已正式收载了乌梢蛇、蕲蛇和

川贝母的ＤＮＡ分子鉴别方法及中药材ＤＮＡ条形码
分子鉴定法指导原则，标志着中药分子鉴定方法成

为继四大经典鉴别方法之后的第五大国家法定鉴定

方法［７］。正逐步成为中药鉴定的主要手段［８］。本文

对常用分子生物学技术及其在南药中的应用进行综

述，旨在为 “南药”道地药材产业的发展奠定基

础。

１　常用的分子鉴定技术
１１　基于 ＰＣＲ的 ＤＮＡ指纹图谱技术　ＤＮＡ指纹
图谱是一个可以反映基因组 ＤＮＡ特征的技术，通过
ＤＮＡ指纹图谱技术将基因组特征图像化，便可获得
生物ＤＮＡ的“指纹”。比较各物种的特异图谱，可了
解它们的相似性或差异，从而做出鉴定。

１１１　ＲＡＰＤ技术　ＲＡＰＤ即随机扩增的多态性
ＤＮＡ（ＲａｎｄｏｍＡｍｐｌｉｆｉｅｄＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ，ＤＮＡ），是由美
国的２个研究小组于１９９０年同时提出的一种 ＤＮＡ
分子标记技术。Ｗｉｌｌｉａｍ等［９］第一次用任意序列的

１０个碱基的寡糖核苷酸作单引物，以未知系列的基
因组ＤＮＡ为模板，通过 ＰＣＲ扩增可获得一组不连
续的 ＤＮＡ片段。并将这种以随机引物作扩增的技
术称为随机扩增的多态性ＤＮＡ标记，扩增产物的多
态性反映了基因组的多态性。Ｗｅｌｓｈ等［１０］用 ２０～
３０个碱基的任意引物，成功获得 ＤＮＡ指纹图谱，并
命名为任意引物聚合链式反应（ＡｒｂｉｔｒａｒｉｌｙＰｒｉｍｅｄ
ＰＣＲ，ＡＰＰＣＲ）。ＲＡＰＤ技术具适应性广、简便、快

速、灵敏度高的特点，对受试基因组无特定要求，无

需杂交、基因克隆、测序等步骤，自问世以来，科研人

员在将其应用于中药材鉴定方面开展了大量的研究

工作，现已广泛的应用于生物的品种鉴定、系谱分析

及进化关系的研究上［１１］。

１１２　ＩＳＳＲ技术　１９９４年 Ｚｉｅｔｋｅｉｗｉｔｃｚ等［１２］针对

广泛存在于真核细胞内的简单系列重复（ＳｉｍｐｌｅＳｅ
ｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ，ＳＳＲ），设计出简单系列重复区间扩增
多态性（ＩｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）。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，在 ＰＣＲ
反应中，锚定引物可引起特定位点退火，导致与锚定

引物互补的间隔不太大的重复序列间 ＤＮＡ片段进
行ＰＣＲ扩增。ＩＳＳＲ标记技术试验操作简单、快速、
高效，不需要繁琐的构建基因文库、杂交和同位素显

示等步骤，现己广泛应用于药用植物种质资源鉴定、

进化与亲缘关系分析、遗传多样性与居群遗传结构

检测、遗传作图、基因定位、分子标记辅助育种等方

面的研究［１３］。

１１３　ＡＦＬＰ技术　１９９５年 Ｖｏｓ等［１４］发明了一种

集ＰＣＲ和ＲＦＬＰ优点于一身的扩增片段长度多态性
（ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）。
是利用限制性内切酶（单酶切或双酶切）能够把样

品基因组ＤＮＡ酶切成大小不同的片段，设计合成双
链人工接头与酶切片段相连接。以接头和酶切位点

序列的互补碱基再增加１～３个选择性碱基作为引
物，进行ＰＣＲ扩增。扩增后的不同大小片段需要进
行变性，再经含尿素的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，经

放射自显影或银染或荧光技术呈现 ＤＮＡ指纹图
谱［１５］。ＡＦＬＰ技术具有重复性好、多态性高的优点。
但因该技术对 ＤＮＡ的纯度和内切酶的质量要求很
高、操作复杂，且费用昂贵，在药材鉴定中的应用没

有其他分子标记方法广泛。

１１４　ＳＲＡＰ技术　２００１年 Ｌｉ和 ＱｕｉｒｏｓＨ［１６］发展
了一种新型的相关序列扩增多态性（ＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｌａｔ
ｅｄＡｍｐｌｉｆｉｅｄＰｏｌｙｍｏｒｐｈｒｉｓｍ，ＳＲＡＰ），该标记通过独特
的双引物设计对基因的 ＯＲＦｓ（ＯｐｅｎＲｅａｄｉｎｇ
Ｆｒａｍｅｓ）的特定区域进行扩增，上游引物长１７ｂｐ，对
外显子区域进行特异扩增。下游引物长１８ｂｐ，对内
含子区域、启动子区域进行特异扩增。因不同个体

以及物种的内含子、启动子与间隔区长度不同而产

生多态性。ＳＲＡＰ标记技术具有简便、高效、产率高、
高共显性、重复性好、易测序、便于克隆目标片段的

特点。目前已成功地应用于作物遗传多样性分析、
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遗传图谱的构建、重要性状的标记以及相关基因的

克隆等方面［１７］。ＤＮＡ指纹技术具有操作简易、灵敏
度高的优点，可为中药鉴定提供更加准确可靠的手

段，尤其是它可以在不知道特异 ＤＮＡ序列的情况下
检测ＤＮＡ的多态性。目前，在绝大多数动、植物中
药材ＤＮＡ序列尚不清楚的情况下，ＤＮＡ指纹技术在
中药品种鉴定研究方面具有广阔的应用前景。

１２　ＤＮＡ测序技术和条形码技术　ＤＮＡ测序
（ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ）是将基因片段上每一个碱基序列直
接展示。利用ＤＮＡ测序获得排序结果，按照排序结
果构建的物种亲缘关系可以用于不知名物种的鉴

定。具体方法是对样本及已鉴定标本进行测序，绘

制出分子系统树，不知名样本会跟进化差异最小的

物种组成一个散群（ｃｌｕｓｔｅｒ），由此判断样本的真正
身份。Ｂａｒｔｌｅｔｔ等［１８］于１９９２年在此逻辑上发展了一
套“法证信息核苷酸测序法”（ＦｏｒｅｎｓｉｃａｌｌｙＩｎｆｏｒｍａ
ｔｉｖｅＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＦＩＮＳ），１９９４年 Ｆｏｒｒｅｓｔ和
Ｃａｒｎｅｇｉｅ对其进行了优化［１９］。“生命条形码联盟”

（ＣＢＯＬ）于２００３年提出线粒体的细胞色素Ｃ氧化酶
亚单位１（ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅＳｕｂｕｎｉｔ１ｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａｌｒｅｇｉｏｎ，ＣＯＩ）是鉴定昆虫和动物的标准序列，这
种生物品种鉴定方法即为 ＤＮＡ条形码技术（ＤＮＡ
ｂａｒｃｏｄｉｎｇ）。２００８年该组织又确立了以叶绿体的
ｒｂｃＬ及ｍａｔＫ患者基因为植物的条形码［２０］。目前采

用 ＤＮＡ条形码对植物类中药进行分子鉴定，多以
ＩＴＳ２序列为主，以 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列为辅；动物类中药
鉴定多以ＣＯ序列为主，ＩＴＳ２为辅助序列。
１３　基于 ＰＣＲ的高通量核酸杂交技术　生物芯片
（如ＤＮＡｃｈｉｐ）或 ＤＮＡ微阵列（ＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）是
一种高通量的检测平台，在生物芯片上，同时进行海

量的核酸杂交实验，观察基因数据。由于中药材的

生物来源广，该技术正好为高通量鉴定开辟出一条

新道路。Ｌｉｕ等［２１］利用１８ＳｒＲＮＡ基因序列特异性探
针对半夏Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔｅ及其伪品虎掌（掌叶半夏）
Ｐｐｅｄａｔｉｓｅｃｔａ的鉴定；Ｚｈｕ等［２２］利用１８ＳｒＲＮＡ基因
序列特异性探针对人参属植物与生药的鉴定。

５ＳｒＲＮＡ间隔区和２６ＳｒＲＮＡ基因Ｄ２、Ｄ３区特异性探
针对贝母属 Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ的鉴定［２３］；５ＳｒＲＮＡ间隔区和
ＩＴＳ２特异性探针对石斛属 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ的成功鉴
定［２４２５］。目前采用 ＤＮＡ芯片技术成功鉴定的研究
虽不多，但也表明ＤＮＡ芯片技术可为植物种属鉴定
提供快速、高通量的工具。

２　分子生物技术在南药中的应用
２１　遗传多样性分析　物种或居群的遗传多样性

大小是长期进化的产物，是其生存适应和发展进化

的前提。一个居群或物种遗传多样性越高或遗传变

异越丰富，对环境变化的适应能力就越强越；也就越

容易扩展其分布范围和开拓新的环境。朱华等［２６］

以同一产地的２种青天葵生药样品为实验材料，应
用ＲＡＰＤ分子标记技术对其种间遗传多样性进行分
析，研究表明利用 ＲＡＰＤ技术可以灵敏地检测出种
间遗传多样性，并对二者加以鉴别。杨春勇等［２７］采

用ＡＦＬＰ分子标记技术分析了海南、云南、广东、广
西等地１７份沉香属植物的遗传多样性，从筛选出的
８对引物中检测到９１９个位点，多态性位点百分率
为８６９４％，揭示沉香属植物具有较高的遗传多样
水平。邹颖［２８］采用ＳＳＲ标记对南药益智的１９个居
群共４３１份样品进行遗传多样性研究，结果表明，遗
传多样性略高于平均水平，居群内的遗传分化大于

居群间的遗传分化，说明益智居群间不存在基因交

流障碍，且存在一定程度的近交。杨全等［２９］采用

ＡＦＬＰ技术对８个种源地的高良姜进行遗传多态性
分析，发现高良姜种质间存在较高多态性，遗传多样

性丰富；为探求各种质间的亲缘关系，合理利用种质

资源及优良品种选育奠定理论基础。ＷａｎｇＨ等［３０］

用ＩＳＳＲ法对益智７个居群共１６３个个体进行研究，
结果表明广东益智居群和海南五指山益智居群遗传

进化比较原始，其中五指山居群具有较高的遗传多

样性。对遗传多样性的研究可以揭示物种或居群的

进化历史，也能为进一步分析其进化潜力和未来的

命运提供重要的资料，尤其有助于物种稀有或濒危

原因及过程的探讨。

２２　伪、替及不同基原的鉴定　中药材种类繁多，
常有中药的正、替、伪品混淆使用，以致干扰疗效，甚

至导致中药中毒事故；寻找操作方便、可信度高的鉴

定方法来鉴别中药材的真伪对于临床安全用药极为

重要。杜勤等［３１］对 ２２个青天葵样品及伪品进行
ＲＡＰＤ分析，结果发现干药材中小叶与中叶距离较
近，与大叶及毛叶距离远。新鲜叶片中３种青天葵
为一类，青天葵与其组培品、毛叶与红薯叶距离稍

远，与车前草、积雪草距离最远，说明不同品种青天

葵间及伪品在分子水平上存在差异，应用此方法可

成功鉴别青天葵。黄琼林等［３２３４］基于 ＤＮＡ条形码
鉴别技术对３种青天葵及４种混伪品的鉴别作了深
入研究，通过ＩＴＳ２、ｒｂｃＬ、ｍａｔＫ条形码序列信息的分
析表明，基于这３条序列均能直观地区别青天葵及
其混伪品种；应用ｍａｔＫ序列能完全鉴别供试的７个
物种。焦文静［３５］等对砂仁３个基原共计６０份材料
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ＩＴＳ２序列进行分析比较，发现３个不同基原在１３５
ｂｐ和１９９ｂｐ处存在稳定ＳＮＰ变异位点，根据这２个
稳定的ＳＮＰ位点可以快速准确地鉴定砂仁药材３个
基原。卫滢等［３６］对巴戟天及其 ３种近缘植物的
ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列进行 ＰＣＲ扩增和测序，发现
ＩＴＳ２序列上种间变异大于种内变异，能准确鉴别出
全部供试物种；ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列上种间变异大于种内
变异，仅能准确鉴别出海滨木巴戟和羊角藤。应用

传统的鉴别方法难以进行“南药”的多基原鉴定及

亲缘关系近的正品、替代品的鉴别，分子鉴定技术可

从基因水平上对其进行准确区分，为“南药”鉴定提

供依据。

２３　亲缘关系分析　植物在漫长的演化过程中，形
成了或远或近的亲缘关系，亲缘相近的种不仅体现

在形态上的相似，同时，还体现在生理生化特性上的

相似，因而所含的化学成分，作为植物的次生代谢产

物，往往也比较相似，也就是说亲缘相近的种生物活

性和疗效往往具有很大的相似性［４５］。梁文汇［３７］等

采用 ＩＳＳＲ标记技术研究 １１个肉桂（Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｃａｓｓｉａ）家系之间的亲缘关系，结果表明这１１个份样
本亲缘关系相对较近，为解决肉桂资源分类和系统

学关系的分歧问题提供了一定的分子学依据。战晴

晴等［３８］建立了槟榔ＳＳＲ反应体系，ＰＣＲ扩增结果清
晰且有较高的多态性，表明该体系适合槟榔的亲缘

关系分析，为槟榔种质资源鉴定和遗传多样性的研

究奠定了基础。严寒静等［３９］采用ＰＣＲ直接测序法，
测定了１０个种源何首乌的核糖体ＤＮＡＩＴＳ区序列，
并结合ＧｅｎＢａｎｋ中相关植物的ＩＴＳ序列应用遗传距
离与系统树分析法对不同种源何首乌的亲缘关系进

行了分析，结果说明 １０个种源何首乌构成 ２个分
支，广西田阳种源自成一支，与其他种源亲缘关系较

远。黄琼林等［４０］利用ＩＳＳＲＰＣＲ方法对阳春砂栽培
品种长果、圆果和“春选”与海南砂进行基因组多态

性分析，结果证明“春选”与海南砂有着较近的亲缘

关系，建立基于 ＩＳＳＲ分析的阳春砂遗传分析方法，
为阳春砂的品种鉴别和优良品种选育提供了依据。

研究“南药”植物的亲缘关系为“南药”植物资源分

类及系统学关系提供依据，对优良品种的选育及开

发新的药用植物资源具有重要的指导意义。

２４　种质资源评价　种质资源又称遗传资源。种
质是指生物体亲代传递给子代的遗传物质，它往往

存在于特定品种之中。种质资源的范围包括古老的

地方品种、新培育的推广品种、重要的遗传材料以及

野生近缘植物等，是在遗传、育种、生产上有利用价

值的一切植物材料。丁平等［４１］利用 ＲＡＰＤ技术对
巴戟天５个不同农家类型的种质资源进行检测，发
现不同农家类型巴戟天种质资源在分子水平上存在

明显的遗传差异；赵俊生等［４２］对 ２１份化橘红及 ３
份近缘种质蜜柚和黄皮的２５个 ＳＮＰ位点进行了基
因分型，结果表明，２１个ＳＮＰ位点可将２４份样本分
为３类，化州橘红种质单独聚为一类，表明ＳＮＰ分子
标记将成为化州橘红种质资源评价及品种鉴定的一

项重要工具，为化橘红种质资源鉴定提供了有效的

方法和依据。潘坤等［４３］采用了ＩＳＳＲ分子标记对９６
份海南高良姜种质进行遗传多样性和亲缘关系分

析，结果说明海南高良姜栽培种的遗传多样性较低，

此研究可为高良姜种质资源的收集、分类、以及ＧＡＰ
基地建设等提供一定的理论依据。对“南药”种质

资源的研究为药用植物的栽培、育种、贮运与加工等

提供重要的理论依据。

３　展望
“南药”药用植物种质资源丰富，但在开发利用

过程中存在种类和数量不清、种质资源难保存、野生

资源遭受严重破坏、人工栽培品种品质退化等问题，

严重制约了“南药”产业的发展。而解决这些问题

的关键是要有一套简便快速、准确有效的鉴定技术，

以杜绝假、劣以及混淆品的干扰。

目前，“南药”药用植物研究内容主要包括种质

资源的鉴定、亲缘关系的划分及遗传起源与演化等，

其最终目的在于优良品种的选育，生产优质中药材，

而育种上的突破性进展主要依靠 ＤＮＡ分子水平的
研究进展。分子鉴定技术正飞速发展，并逐渐渗透

到生命科学的各个领域，且被证实是一种评价种属

间遗传多样性和亲缘关系的有效方法［４４］，为“南药”

的研究提供了新思路。

分子鉴定技术可以从基因水平上提供鉴别依

据，具有准确度高，重复性好，操作简单方便的优点；

将分子生物学技术与“南药”药用植物的研究相结

合，必将成为“南药”研究的重要手段。分子生物学

技术应用于“南药”的研究还属于起步和发展阶段，

因此要实现各“南药”近缘种、混伪品的分子鉴定，

全面揭示“南药”遗传多样性及品种间的亲缘关系

还需要进一步研究。随着科学的进步和研究的不断

深入，相信分子生物学技术必将成为研究“南药”的

主流技术，为南药产业更好、更快的发展提供有力的

支持与保障。
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