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广陈皮 ＤＮＡ提取优化及茶枝柑的 ＩＳＳＲ分子鉴别
席秀利，黄海波，楼步青，詹若挺，王浩涵

（广州中医药大学，广东广州５１０００６）

　　摘要：为提取优化广陈皮基因组ＤＮＡ，同时利用简单重复序列间扩增（ＩＳＳＲ）分子鉴定技术快速、准确地鉴别茶枝
柑及其近缘种。对比４种提取方法后择优提取广陈皮ＤＮＡ；采用正交优化茶枝柑 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，筛选１００条
ＩＳＳＲ通用引物及其退火温度，从而对茶枝柑及近缘种进行遗传多态性分析。结果发现，通过对比ｃＣＴＡＢ法提取陈皮
组基因ＤＮＡ产率较试剂盒法提高了１０倍，且电泳检测条带清晰明亮，可为后续分子研究提供基础；通过筛选１００条
ＩＳＳＲ通用引物，最终筛选出１０条适合茶枝柑及近缘种的引物，对其进行多态性分析并获得１３种植物聚类分析图。因
此可知，ｃＣＴＡＢ法适合陈皮基因组ＤＮＡ的提取，并可为其他果皮类植物基因组ＤＮＡ提取提供参考；ＩＳＳＲ适合茶枝柑
及近缘种的遗传多态性分析，可作为其有效分子鉴别手段。
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作者简介：席秀利（１９９１—），女，湖南衡阳人，硕士，主要从事分子生
物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：８４０５６４４３０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：黄海波，博士，副教授，主要从事中药品质鉴定与质量评价

研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２８６５０５５９１９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　芸香科（Ｒｕｔａｃａｅ）柑橘属（Ｃｉｔｒｕｓ）植物茶枝柑（Ｃｉｔｒｕｓ
ｒｅｔｉｃｕｌａｔａｃｖ．ｃｈａｃｈｉｅｎｓｉｓ）的成熟果皮可入药。茶枝柑的果皮
制干即为中药陈皮，陈皮具有理气健脾、燥湿化痰之功效，用

于胸脘胀满、食少吐泻、咳嗽痰多等疾病［１］。商业上用于制

作中成药、中药饮片、陈皮茶、饮料、添加剂和香料等，具有很

高的食用兼药用价值［２］。因其需求量巨大，同时由于环境、

地域的差异，陈皮药材来源混杂、混伪品较多，造成了药材质

量不稳定，难以保证临床用药的安全和有效，因此建立科学的

鉴定方法是保证陈皮质量亟需解决的问题。

１９９４年，加拿大蒙特利尔大学的 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等提出分子
标记采用简单重复序列间扩增（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
简称ＩＳＳＲ）［３］。ＩＳＳＲ技术简易、快捷，引物设计无须预知基
因组序列，只要是目标区域的长度在可扩增范围内，就能扩增

出微卫星重复序列间的ＤＮＡ片段［４］。ＩＳＳＲ综合了其他分子
标记高多态性、可重复性、低成本易操作以及无须知道基因组

序列的优点，已被广泛应用于种质收集、品种鉴定、遗传多样

性以及ＳＳＲ引物开发等研究［５］。

本研究通过经典十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［６］、

ｍＣＴＡＢ法［７］以及２种植物基因组提取试剂盒法对广陈皮药
材基因组ＤＮＡ提取进行探究，优化适合广陈皮 ＤＮＡ的提取
方法，以期为今后广陈皮的分子研究提供保障。同时，利用

ＩＳＳＲ标记对茶枝柑及近缘种进行遗传多态性分析，得到相关
物种的ＩＳＳＲ聚类分析图，从而为茶枝柑及其近缘种植物鉴别
提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料的收集包括广陈皮（ＣｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍＬ．）以及

茶枝柑同属近缘 １３种，其中茶枝柑、福橘（Ｃｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａ
Ｂｌａｎｃｏｃｖ．Ｔａｎｇｅｒｉｎａ）采自广东省、福建省等地，由广州中医药
大学黄海波副教授鉴定，凭证标本保存于广州中医药大学。

采集植物新鲜幼嫩叶片，用７５％乙醇水溶液清洁叶表面后迅
速置于硅胶密封袋中，快速干燥后保存于 －２０℃冰箱备用，
试验材料详细信息见表１。
１．２　仪器和试剂

ＯＳＥ－Ｙ２０电动研磨仪［天根生化科技（北京）有限公
司］，ＡｒｋｔｉｋＰＣＲ仪（Ｔｈｅｒｍｏ），Ｔ９６０ＰＣＲ仪（杭州晶格科学仪
器有限公司），ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ电泳仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ），离心机
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量紫外分光光度计
（Ｔｈｅｒｍｏ），Ｔａｎｏｎ－２５００凝胶成像系统（上海天能科技有限公司）。

ｄＮＴＰｓ、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、１０×ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ、
ＤＬ５０００Ｍａｋｅｒ、琼脂糖（ＴａＫａＲａ）；聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）、
ＣＴＡＢ、β－巯基乙醇（Ｓｉｇｍａ公司）；植物基因组提取试剂盒、
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表１　样品信息

样品编号 样品名称 学名
采样时间

（年－月－日） 采集地点

１ 茶枝柑 Ｃ．ｃｈａｃｈｉｅｎｓｉｓ ２０１５－１２－１７ 广东省江门市新会区新宝堂种植基地

２ 橘 Ｃｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａ ２０１６－０１－２５ 广东省梅州市平远县差干五指石

３ 沙糖橘 Ｃ．ｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ ２０１６－０１－２７ 广东省梅州市平远县热柘镇

４ 红橘 Ｃ．ｔａｎｇｅｒｉｎａｈｏｒｔ ２０１６－０４－２９ 四川省自贡市沿滩区九洪乡联合村

５ 蜜橘 Ｃ．ｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ ２０１６－０４－２９ 浙江省衢江区莲花镇山外村

６ 福橘 Ｃ．ｔａｎｇｅｒｉｎａ ２０１６－０５－０７ 福建三明市将乐县高塘镇赖地沙坪路

７ 瓯柑 Ｃ．ｓｕａｖｉｓｓｉｍａＴａｎａｋａ ２０１６－０６－１７ 浙江省温州市瓯海区应塘村

８ 蒰柑 Ｃ．ｐｏｏｎｅｎｓｉｓＴａｎａｋａ ２０１６－０６－１９ 浙江省台州市淑江玉岘水果场

９ 山下红 Ｃ．ｕｎｓｈｉｕＭａｒｃ ２０１６－０６－１９ 浙江省台州市淑江玉岘水果场

１０ 本地早 Ｃ．ｓｕｃｃｏｓａＴａｎａｋａ ２０１６－０６－１９ 浙江省台州市淑江玉岘水果场

１１ 宫川 Ｃ．ｕｎｓｈｉｕＭａｒｃｏｗ ２０１６－０６－１９ 浙江省台州市淑江玉岘水果场

１２ 尤良 Ｃ．ｕｎｓｈｉｕＭａｒｃｏｗ ２０１６－０６－１９ 浙江省台州市黄岩头陀镇柑橘研究所

１３ 红美人 Ｃ．ｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ ２０１６－０６－１９ 浙江省台州市黄岩头陀镇柑橘研究所

ＲＮａｓｅ、ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ［天根生化科技（北京）有限公司］；其余
为国产分析纯试剂；参考哥伦比亚大学提供的１００条ＩＳＳＲ引
物序列，由北京六合华大基因科技有限公司合成。

１．３　方法
１．３．１　广陈皮ＤＮＡ的提取　试验对比植物基因组提取试剂
盒ＤＰ３０５、ＤＰ３２０，经典 ＣＴＡＢ法以及改良 ＣＴＡＢ法４种方法
后，选择优化改良ＣＴＡＢ法（ｃＣＴＡＢ）作为最终提取陈皮基因
组ＤＮＡ的提取方法。
１．３．１．１　缓冲液配制　细胞核分离液含０．１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）、０．２５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（５．００ｍｏｌ／Ｌ）、５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ（ｐＨ值８．０）、２％ ＰＶＰ，加水定容至１００ｍＬ；２％ ＣＴＡＢ
缓冲液配方含０．１０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）、１．４０ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、２０．００ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值８．０）、２％ ＣＴＡＢ、２％ ＰＶＰ、
２％ β－巯基乙醇，加水定容至１００ｍＬ。
１．３．１．２　提取方法　称取５０ｍｇ干果皮，加２０ｍｇＰＶＰ和
１０ｍｇ抗坏血酸以及适量液氮于研钵中迅速研磨成粉末，将
粉末迅速转入２．０ｍＬ离心管中；将粉末弹至试管侧壁，加入
１．０ｍＬ预冷的核分离液，振荡混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
弃上清，重复洗涤共３次；加入０．８ｍＬ预热的２％ＣＴＡＢ缓冲
液配方，混匀后６５℃水浴６０ｍｉｎ，其间每隔１０ｍｉｎ摇动１次；
取出离心管冷却到室温，加入等体积的苯酚 ∶三氯甲烷 ∶异
戊醇（２５∶２４∶１）颠倒混匀５ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
吸上清液并置于新的２．０ｍＬ离心管中；加入等体积三氯甲
烷 ∶异戊醇溶液（２４∶１），颠倒混匀５ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，吸上清液并置于新的１．５ｍＬ离心管中；加入１／１０体
积的３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ和等体积的预冷无水乙醇，轻轻混匀至出
现丝状沉淀为止；１００００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｍｉｎ，弃上清；加入
０．８ｍＬ预冷 ７０％乙醇，轻轻弹起沉淀，静置悬浮 ５ｍｉｎ，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上清；重复上一步骤；超净台上风
干乙醇；加入１００μＬＴＥ和６μＬ１０ｍｏｌ／ＬＲＮａｓｅ，３７℃水浴
３０ｍｉｎ；放置于４℃冰箱过夜溶解后于－２０℃长期保存。
１．３．１．３　ＤＮＡ产率和质量检测　（１）琼脂糖凝胶电泳检测。
用琼脂糖凝胶电泳检测４种提取方法提取的ＤＮＡ片段大小、
降解情况。取５μＬＤＮＡ原液，加１μＬｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，混匀后
点入０．８％琼脂糖凝胶，１５０Ｖ电泳１５ｍｉｎ，在紫外凝胶成像
仪上观察并拍照。

（２）微量分光光度计检测。取２μＬＤＮＡ原液，用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００超微量分光光度计测定ＤＮＡ的浓度及吸光度。
（３）ＰＣＲ 检 测。将 ｃＣＴＡＢ提 取 的 ＤＮＡ 原 液 稀 释 到
５０ｎｇ／μＬ，用植物 ＤＮＡ条形码候选片段进行 ＰＣＲ扩增。所
用引物为ｔｒｎＨ／ｐｓｂＡ［８］，ＰＣＲ扩增采用１０μＬ反应体系，其中
包括 １×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 ＭｇＣｌ２），０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，各
０．５μｍｏｌ／Ｌ上下游引物，０．５ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，５０ｎｇ模板
ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃ ４０ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物用１％
琼脂糖凝胶电泳检测，紫外凝胶成像仪观察并拍照。

１．３．２　ＩＳＳＲ分子标记
１．３．２．１　正交优化 ＰＣＲ反应体系　选择 ＵＢＣ８０９为引物，
以植物基因组提取试剂盒 ＤＰ３０５提取的茶枝柑叶片基因组
ＤＮＡ为模板，针对 ＰＣＲ反应的 Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、ＥｘＴａｑ聚合酶、
Ｐｒｉｍｅｒ和ＤＮＡ模板的浓度共５个因素在４个水平上进行正
交设计（表２）。

表２　茶枝柑ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系优化正交设计

组别
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ浓度
（Ｕ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
ＤＮＡ浓度
（ｎｇ）

１ １．００ ０．１０ ０．５０ ０．２０ ２０
２ １．００ ０．１５ ０．７５ ０．３０ ３０
３ １．００ ０．２０ １．００ ０．４０ ４０
４ １．００ ０．２５ １．２５ ０．５０ ５０
５ １．２５ ０．１０ ０．７５ ０．４０ ５０
６ １．２５ ０．１５ ０．５０ ０．５０ ４０
７ １．２５ ０．２０ １．２５ ０．２０ ３０
８ １．２５ ０．２５ １．００ ０．３０ ２０
９ １．５０ ０．１０ １．００ ０．５０ ３０
１０ １．５０ ０．１５ １．２５ ０．４０ ２０
１１ １．５０ ０．２０ ０．５０ ０．３０ ５０
１２ １．５０ ０．２５ ０．７５ ０．２０ ４０
１３ １．７５ ０．１０ １．２５ ０．３０ ４０
１４ １．７５ ０．１５ １．００ ０．２０ ５０
１５ １．７５ ０．２０ ０．７５ ０．５０ ２０
１６ １．７５ ０．２５ ０．５０ ０．４０ ３０

　　正交试验共１６组，重复３次，ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，扩
增程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃ ６０ｓ，７２℃ ９０ｓ，４０个
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循环；７２℃７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖凝胶上电泳，电
泳条件为１００Ｖ、４０ｍｉｎ，结果经凝胶成像系统拍照分析。
１．３．２．２　单因素内优化　参照正交试验体系优化的结果，对
ＤＮＡ模板浓度、Ｍｇ２＋浓度、引物浓度、ｄＮＴＰｓ浓度和 ＴａｑＤＮＡ
聚合酶浓度用 ＩＳＳＲ８０９号引物进行交叉试验。反应体系参
数设置如下：Ｍｇ２＋设置１．００、１．２５、１．５０、１．７５、２００ｍｏｌ／Ｌ５
个浓度梯度；ｄＮＴＰｓ设置０．１０、０．１５、０．２０、０．２５、０．３０ｍｏｌ／Ｌ５
个浓度梯度；ＥｘＴａｑ酶设置０．５０、０．７５、１．００、１．２５、１．５０Ｕ５
个浓度梯度；引物设置０．１０、０．２０、０．３０、０．４０、０．５０μｍｏｌ／Ｌ５
个浓度梯度；模板ＤＮＡ设置２０、３０、４０、５０、６０ｎｇ５个浓度梯
度；１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，补充ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。
１．３．２．３　引物筛选以及退火温度优化　采用优化后反应体系
对哥伦比亚大学公布的１００条ＩＳＳＲ引物在其高于Ｔｍ值 ２℃
进行筛选，选择条带数量多、间距合适、清晰的引物进行退火

温度优化。使用Ｔ９６０ＰＣＲ仪，以具体引物理论 Ｔｍ为中心温
度，设定退火温度梯度范围（５℃），自动形成１２个梯度温度
（５０．０、５０．５、５１．２、５２．２、５３．４、５４．６、５５．８、５６．９、５８．０、５９．０、
５９．４、６０．０℃）进行筛选，从而确定引物适宜的退火温度。
１．３．２．４　多态性筛选　采用优化后的反应体系及退火温度
对茶枝柑、福橘、蜜橘３个不同地域的样品进行多态性筛选，
选择条带清晰、间距明显且多态性比例大的引物，最终确定适

合茶枝柑及近缘种的多态性引物。

１．３．２．５　数据分析　利用 Ｔａｎｏｎ－２５００凝胶成像 ＧＩＳ软件
对电泳图谱同一位置ＩＳＳＲ条带的有无进行统计，清晰地出现
条带记为“１”，无条带记为“０”，条带不清楚的不予统计，形成
“０／１”矩阵。利用 ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１０ｅ软件计算遗传距离，用
ＵＰＧＭＡ法进行聚类分析，绘制ＩＳＳＲ树状图。

２　结果与分析

２．１　陈皮ＤＮＡ提取结果
２．１．１　陈皮基因组ＤＮＡ经０．８％琼脂糖电泳检测结果　如
图１所示，各个泳道均出现１条清晰的 ＤＮＡ条带，无蛋白质
和ＲＮＡ污染，无拖尾现象。

２．１．２　超微量紫外分光光度法检测结果　如表 ３所示，
ｃＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ纯度较高，质量浓度较均匀，符合试验
要求。

表３　不同方法提取广陈皮基因组ＤＮＡ吸光度比较

提取方法 Ｄ２３０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值
质量浓度

（ｎｇ／μＬ）

ＤＰ３２０试剂盒 ０．９２４ ０．７９１ ０．８３０ ０．９５３ ０．８５６ ７．２６
ＤＰ３０５试剂盒 １．３２８ ０．２９７ ０．１４２ ２．０９２ ０．２２４ １２．５３
ＣＴＡＢ １．０２４ ０．５９６ ０．３６１ １．６５１ ０．５８２ ２２．７３
ｍＣＴＡＢ ０．６７８ ０．４０７ ０．２４１ １．６８９ ０．６００ ４７．６７
ｃＣＴＡＢ ２．０３２ ２．４７４ １．２１１ ２．０４２ １．２１７ １２３．６９

２．１．３　ＰＣＲ检测ｃＣＴＡＢ法提取陈皮基因组ＤＮＡ　如图２所
示，结果检测能扩增出均一明亮条带，说明该方法提取 ＤＮＡ
能为后续分子试验提供良好基础。

２．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果
２．２．１　ＰＣＲ反应体系正交优化结果分析　使用引物８０９对
反应体系优化的电泳结果如图３所示，参考何正文等的直观
评价法［９］依次对１６个试验组结果多态性进行评分：条带数量
丰富、清晰的计１６分；涂布或无条带的计１分。１～１６组的
平均整数计分依次为８、１２、２、１、１、１４、６、１１、１、１２、１３、１６、１、１、
９、１０分，依照计分原则，以第１２组反应体系（１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，
１．５０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．２０μｍｏｌ／Ｌ引物，
０．７５ＵＴａｑ酶，４０ｎｇ模板 ＤＮＡ）为最佳，对正交优化后的体
系进行单因素优化后，得到最终反应体系：１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，
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１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．３ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．３μｍｏｌ／Ｌ引物，
１．０ＵＴａｑ酶，４０ｎｇ模板ＤＮＡ。
２．２．２　引物筛选及退火温度优化　以最佳反应体系对１００
条ＩＳＳＲ通用引物进行筛选，重复３次初筛选３０条引物，从中

优选１５条清晰且背景亮度合适的引物进行１２个退火温度梯
度筛选，电泳图经Ｔａｎｏｎ－２５００凝胶成像系统分析，根据信号
强度判断条带，最终获得在最适退火温度下扩增的１３条引
物，见图４。

２．２．３　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的多态性分析　以茶枝柑、福橘、蜜
橘３个地域差异大的样品进行多态性筛选，最终获得１０条扩
增带形完整、清晰、多态性丰

!

的引物（表５）。利用这１０条
引物对１３份材料进行ＩＳＳＲ扩增，共获得总条带９１４条，其中
多态性条带共８２３条，多态位点数共占９０．０４％，多态性比例
较高，说明茶枝柑及近缘种遗传多态性丰富。用表 ５中的
８２６号引物对１３份材料的多态性电泳结果见图５。
２．２．４　ＩＳＳＲ标记的遗传相似性及聚类分析　利用ＮＴＳＹＳ软
件构建全部材料基于 ＩＳＳＲ数据的相似系数（表 ６）以及
ＵＰＧＭＡ树状图（图 ６）。１３份材料两两之间的相似系数在
０．４７５０～０．８２５０，以相似系数０．５７为阈值可将１３份材料划
分为２组，体现了品种差异，茶枝柑、福橘、蜜橘、红橘、沙糖
橘、瓯柑为第１分支，其中茶枝柑与福橘相似性最高。而在相
似系数０．７２处，茶枝柑则与福橘、蜜橘、红橘聚为一类，说明
四者相似度较高；第２组则以浙江省采样为主，包括山下红、

表５　ＩＳＳＲ引物扩增结果

引物名称
序列

（５′→３′）
退火温

度（℃）
扩增条带

总数（条）

多态性条

带数（条）

多态性

比例（％）

８０８ （ＡＧ）８Ｃ ５９．０ １３３ １２０ ９０．２３
８０９ （ＡＧ）８Ｇ ５５．８ １０６ １０６ １００．００
８２３ （ＴＣ）８Ｃ ５４．６ ６６ ６６ １００．００
８２６ （ＡＣ）８Ｃ ５９．０ ９１ ９１ １００．００
８４０ （ＧＡ）８ＹＴ ５５．８ ９５ ６９ ７２．６３
８４１ （ＧＡ）８ＹＣ ５５．８ ８４ ７１ ８４．５２
８６４ （ＡＴＧ）６ ５１．２ ６８ ６８ １００．００
８７３ （ＧＡＣＡ）４ ５０．５ ８５ ５９ ９０．７７
８８０ （ＧＧＡＧＡ）３ ５３．４ １０３ １０３ １００．００
８８１ （ＧＧＧＴＧ）３ ５０．０ ８３ ７０ ８４．３４
合计 ９１４ ８２３
平均 ９１．４ ８２．３ ９０．０４

　　注：Ｙ＝（Ｃ，Ｔ）；Ｈ＝（Ａ，Ｃ，Ｔ）；Ｖ＝（Ａ，Ｃ，Ｇ）。

本地早、由良、蒰柑、宫川、红美人与橘构成第２分支，说明同
一地域样品相似度高；筛选的１０条引物能在分子水平对茶枝
柑及同属１３种近缘种进行初步区分。

３　讨论

植物细胞内含有大量次生代谢产物，如多糖、多酚等，这

些物质在提取ＤＮＡ的过程中与 ＤＮＡ共沉淀，形成黏稠的胶
状物，难以溶解或产生褐变，严重影响 ＤＮＡ提取的产量与质
量，以及后续的ＰＣＲ扩增试验。本试验在对比２种试剂盒法
和２种ＣＴＡＢ法后，选择改良 ＣＴＡＢ法进一步优化。ＰＶＰ是

酚和多糖的络合物，能有效去除多酚和多糖［１０］，抗坏血酸是

抗氧化剂，可避免褐化［１１］。本试验对比了在研磨时选择加入

ＰＶＰ和抗坏血酸，结果发现 ＰＶＰ和抗坏血酸以２∶１的比例
能有效防止样品氧化和褐变；而加入 ＣＴＡＢｆｒｅｅ缓冲液（即
“１．３．１．１”节的细胞核分离液）洗涤３次可有效去除大部分
代谢产物且降低提取液黏稠度；无水乙醇析出ＤＮＡ速度快且
含量多、无需冷藏，大大地减少了试验时间；最后加入的

ＲＮａｓｅ消化３０ｍｉｎ能较快溶解 ＤＮＡ且有效提高了 ＤＮＡ纯
度，ｃＣＴＡＢ法最终获得的 ＤＮＡ浓度较试剂盒法提高了１０倍
多，经济可行。由于陈皮样品较易于市场获得，故本研究在陈
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表６　茶枝柑及近缘种相似系数

品种 茶枝柑 福橘 蜜橘 红橘 沙糖橘 瓯柑 山下红 本地早 蒰柑 宫川 由良 红美人 橘

茶枝柑 １．００００
福橘 ０．８１２５ １．００００
蜜橘 ０．７５６２ ０．７１８８ １．００００
红橘 ０．７１２５ ０．７８７５ ０．６９３７ １．００００
沙糖橘 ０．５８７５ ０．６６２５ ０．５８１３ ０．６７５０ １．００００
瓯柑 ０．５９３８ ０．６０６２ ０．６１２５ ０．５９３８ ０．６０６２ １．００００
山下红 ０．５８７５ ０．５８７５ ０．５５６３ ０．６２５３ ０．５５００ ０．５９３８ １．００００
本地早 ０．６１８８ ０．５９３８ ０．５７５０ ０．５３１３ ０．５０６２ ０．５３７５ ０．７５６２ １．００００
蒰柑 ０．６３１２ ０．６４３８ ０．５３７５ ０．５５６３ ０．５５６３ ０．５６２５ ０．７０６３ ０．８１２５ １．００００
宫川 ０．５９３８ ０．６０６２ ０．５３７５ ０．５９３８ ０．５０６２ ０．５８７５ ０．７４３８ ０．７７５０ ０．７８７５ １．００００
由良 ０．５９３８ ０．６４３８ ０．５７５０ ０．６０６２ ０．５３１３ ０．５５００ ０．７６８８ ０．８２５０ ０．７８７５ ０．８２５０ １．００００
红美人 ０．５６８７ ０．５９３８ ０．５２５０ ０．５５６３ ０．４９３８ ０．５１２５ ０．６９３７ ０．７２５０ ０．７０００ ０．７０００ ０．７８７５ １．００００
橘 ０．５６２５ ０．６２５０ ０．６０６２ ０．５７５０ ０．４７５０ ０．５４３７ ０．６５００ ０．６８１３ ０．６３１２ ０．６６８７ ０．７４３８ ０．７３１２ １．００００

皮的ＤＮＡ提取方法上进行了优化，以期为今后市场流通的商
品陈皮样品的ＤＮＡ分子鉴别提供参考依据。
　　ＩＳＳＲ分子标记技术简易、快捷、高多态性、引物通
用［１２－１３］，但对反应体系要求较高，体系内细小变动可能导致

试验结果及重复性较差。故本研究采用了正交设计法优化了

茶枝柑的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，同时通过单因素内优化、１２
个退火温度梯度优化、多态性筛选，最终从１００条 ＩＳＳＲ通用
引物里筛选出１０条清晰、条带丰富的作为茶枝柑及近缘种
ＩＳＳＲ分子标记的引物。引物扩增多态位点比例９０．０４％，在
分子水平证实了茶枝柑及近缘种间具有丰富的种内遗传多样

性。通过ＮＴＳＹＳ软件进行相似系数和 ＵＰＧＭＡ聚类分析，在
分子角度对茶枝柑及近缘种１３种材料进行初步区分，其中陈
皮传统入药柑橘品种茶枝柑与福橘遗传相似系数最高，表明

中药陈皮主要入药柑橘品种间亲缘关系较近。而聚类分析结

果能够直观、科学地将茶枝柑与近缘种进行划分，为茶枝柑与

其近缘种的科学筛选提供了分子生物学依据。
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