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药用植物是指含有药性成分、具有医疗用途、

可用于药物开发利用的植物资源类群［1，2］，具有极

其重要的保护价值和开发潜力［3］。中国作为药用植

物资源最为丰富的国家之一，其资源种类达到一万

余种［4］。药用植物作为传统中药的主要来源，需进

行现代化的研究才能满足人类的需求。目前药用植

物研究的主要内容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，将分子生物学技术与

药用植物研究相结合，是现代药用植物研究的重要

手段。

越来越多的科学研究者应用不同的分子标记

技术对中国药用植物进行 DNA 分子水平的鉴定，
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摘 要 ： 简单重复系列区间（inter-simple sequence repeat，ISSR）是在简单重复序列（simple sequence repeat，SSR）基础上

发展起来的一种新型分子标记技术。目前药用植物研究与开发面临资源枯竭、药效物质不明确及质量难以控制等难题，DNA 分子

标记技术，包括 ISSR 技术为上述难题提供了新的解决办法。比较了几种常用分子标记的优缺点，最后着重介绍了目前广泛应用于

药用植物研究中的 DNA 分子标记 ISSR 的技术原理和特点，综述了 ISSR 分子标记技术在药用植物的遗传多样性和遗传结构、种质

资源鉴定、中药品质鉴定，以及遗传图谱等方面的研究进展及应用前景，旨为药用植物的开发和利用提供参考。
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Application and Research Progress of Inter-simple Sequence Repeat
（ISSR）Marker in Medicinal Plants
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Abstract: Inter-simple sequence repeat（ISSR）has been known as a novel molecular maker technology based on simple sequence 

repeat（SSR）. At present，the research and development of medicinal plants are facing the problems such as unclear drug substance，

uncontrollable quality and exhausted resources. DNA molecular marker technology，especially ISSR，has provided a new solution for the above 

problems. Comparing the merits and demerits of several commonly used molecular markers，finally，we mainly introduced the principles and 

characteristics of DNA molecular marker ISSR applied in current research of the medicinal plants，and summarized the new advances on ISSR 

molecular technology and its application prospective in the genetic diversity and structure of medicinal plants，identification of germplasm 

resources，quality identification of traditional Chinese medicine，and genetic map，aiming at providing better reference for the development 

and utilization of medicinal plants.
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张影波等［5］ 利用扩增片段长度多态性（amplified 
fragment length polymorphism，AFLP）和序列相关扩

增 多 态 性（sequence-related amplified polymorphism，

SRAP）两种分子标记对我国药用植物艾纳香（Blumea 
balsamifera）种群的遗传多样性进行分析，结果表明

两者都可用于艾纳香（B. balsamifera）的遗传多样

性分析，但与 SRAP 相比较，AFLP 具有多样性位点多，

特征指数高等优点，更适合艾纳香的遗传多样性研

究。Fu 等［6］利用（simple sequence repeat，SSR）标

记研究枣种质资源遗传多样性，作者认为这些标记

将有助于研究红枣的遗传资源结构，并有助于阐明

这一重要作物的进化史。

目前广泛应用的几种分子标记技术，如 RAPD

是一种较为简单方便的方法，具有快速、灵敏、易

检测等特点，但此种分子技术不能区分杂合子和纯

合子，在引物应用数目及扩增反应条件等实验技术

方面未标准化，稳定性和重复性较差［7，8］。SSR 虽

然为共显性标记，但引物开发成本较高，且必须事

先知道微卫星两翼序列信息才能设计引物，对不同

物种需先构建基因文库［9-11］。AFLP 实验结果可靠，

可快速获得大量信息，再现性高，重复性好，但该

技术技术难度高、成本高，同时放射性同位素标记

会对操作人员造成伤害，因此需要特殊的防护措施

和仪器设备［12-13］。限制性片段长度多态性（restriction 
fragment length polymorphism，RFLP）具有共显性的

特点，可区分同一位点的等位基因，实验结果较为

稳定可靠，但其对 DNA 的量以及纯度要求过高，得

到的谱带也更为复杂且难于解释［14-18］。相对而言，

ISSR 结合了 SSR 和 RAPD 的优点，操作简单，所需

DNA 模板量少，实验成本低，但在不同植物种群中

也有所不同，故在具体操作过程中需要摸索条件进

行优化。

自 ISSR 分子标记技术问世以来，被广泛应用

于种质资源遗传多样性与结构研究、遗传图谱构建、

种质资源研究等方面［19-21］，已成为现代分子生物学

研究与应用的主流。本综述主要讨论 ISSR 分子标记

技术在药用植物资源研究上的应用与前景，包括种

质资源的鉴定、遗传多样性评价、亲缘关系研究和

遗传图谱的构建等几个方面。本文对 ISSR 标记在药

用植物资源上的应用情况进行综述，以期为今后的

药用植物分子标记研究提供参考。

1 ISSR 分子标记在药用植物资源中的研究 
进展

简单重复系列区间（inter-simple sequence rep-
eat，ISSR）是 Zietkeiwitcz 等［22］于 1994 年提出，在

是 在 简 单 重 复 序 列（simple sequence repeat，SSR）

基础上发展起来的 1 种新型分子标记技术，其基本

原理是以锚定的微卫星 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，通过 PCR

扩增两侧具有反向排列 SSR 的一段序列，然后利用

电泳技术，根据谱带的有无及相对位置分析其多态

性。该技术结合了 SSR 和 RAPD 技术的优点，具有

操作简单［23，24］、多态性丰富、重复性强、试验稳定

性好［25-28］、DNA 模板用量少和实验成本低等优点［28］。

目前分子生物学技术飞速发展，并逐渐渗透到

生命科学的各个领域，为药用植物的研究提供了新

的借鉴方法，并且已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［29］。由于药用植物种

类繁多，对其遗传起源与演化研究有限，目前国内

外有关于药用植物的研究主要集中在以下几个方面。

1.1 ISSR分子标记在遗传多样性研究上的应用

遗传多样性是每种生物所固有的特性，可以帮

助了解物种的种群遗传结构和多样性水平，为研究

物种起源、品种分类、品种保护及临床用药等提供

依据［30］。遗传多样性的高低是物种生存能力的具体

体现，而遗传多样性的研究是保护生物学研究的核

心内容之一，是保护和利用药用植物资源的前提和

基础，同时也是研究物种起源和演化的依据［31，32］。

近年来，鉴于形态标记和生化标记方法易受环境、

组织类别以及发育阶段影响的弊端［33］，ISSR 分子

标记技术被广泛应用于植物遗传多样性和遗传结构

的研究中。大量研究表明，ISSR 分子标记技术可以

用于种群间或种群内遗传多样性分析，了解种群遗

传变异的大小、时空分布及其与环境变化和人类活

动的关系。这对了解药用植物种群起源、进化历程

和现今分布格局，以及开展药用植物种质资源育种

和采取科学有效的保护措施均具有指导意义。种群

遗传多样性的高低不仅关系到原位和迁地保护策略

的制定，而且是物种可持续利用的重要基石。
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用于药用植物遗传多样性分析的 DNA 分子标记

方法主要有 RAPD 和 ISSR。但实验发现，ISSR 分子

标记技术具有较高的多态性条带比例及较多的扩增

条带数［34］，且 ISSR 比 RAPD 更有效率［35］，因此本

综述着重介绍 ISSR 分子标记技术在遗传多样性分析

的应用。Zhang 等［36］利用 ISSR 分子标记技术对 87

个油桐（Vernicia fordii）样本进行了遗传关系的研究，

作者发现品种的引进可以加进种群间的遗传分化，

研究结果显示样本呈明显的地理分化。Givnish 等［37］

采用此技术研究桔梗（Clermontia）的变异程度，发

现桔梗为杂种，并非单系群，为阐明其系统发育及

花的演变研究做了补充。同样，ISSR 分子标记技术

也用于分析植物的遗传分化程度和遗传结构，发现

遗传变异主要发生在种群内，根据其遗传变异规律，

可提出有效的保护措施，比如对苜蓿种质材料的研

究［38］、台湾杉（Taiwania cryptomerioides）的分析等［39］。

詹羽姣［40］和王果平［41］都曾采用 ISSR 分子标记对

新疆贝母（Fritillaria walujewii）或贝母属植物进行

遗传多样性分析，结果显示药用贝母品种整体上有

较高的遗传多样性，这为其资源收集、品种分类以

及种质保护提供了理论依据。Liu 等［42］利用 ISSR

对来自新疆 3 个地区、10 个种群的刺山柑（Capparis 
spinose）进行遗传多样性和种群结构分析，结果表

明这 3 个地区的刺山柑基因型具有较高的遗传多样

性，可用于替代育种计划。以上研究表明，ISSR 分

子标记技术适于多种药用植物资源的遗传多样性 
研究。

1.2 ISSR分子标记在种质资源鉴定与亲缘关系研

究中的应用

随着生物技术的发展，DNA 分子水平已发展到

可以从遗传背景判断种质材料之间的差异，为种质

资源的评价提供更加稳定、可靠的参考依据，为进

一步分子辅助育种奠定基础。ISSR 分子标记技术因

其稳定性和高效性等优点，被应用到药用植物种、

属等各个单元的亲缘关系比较。利用 ISSR 分子标记

技术研究确定药用植物间的亲缘性关系、绘制系统

发育进化树，有效阐明药用植物物种自然种群、品

种间遗传结构的基因流动，揭示生物的遗传背景差

异、物种演化、系统发育和亲缘关系。

ISSR 分子标记技术不仅可用于不同产地药用植

物资源的划分，同样也可用于物种的鉴定与划分，

为育种工作奠定基础［43］。任风鸣等［44］运用 ISSR

技 术 对 来 自 36 个 不 同 产 地 的 金 钱 草（Lysimachia 
christinae）种质资源进行遗传多样性进行分析，结

果表明划分的组群与地理分布没有明显相关性，这

说明金钱草（L. christinae）种质资源具有较为丰富

的遗传多样性。Lu 等［45］利用 ISSR 分子标记技术对

不同产地的 24 种石斛（Dendrobium nobile）种质资

源进行遗传多样性分析，结果表明这 24 种石斛（D. 
nobile）从生境上可分为六组，且遗传多样性丰富。

阳翠等［46］采用 ISSR 分子标记技术，对产自宁夏、

甘肃、青海、新疆和内蒙的 22 个苦豆子（Sophora 
alopecuroides）居群进行遗传多样性和亲缘关系分

析，结果表明 22 个苦豆子（S. alopecuroides）居群

间具有较高的遗传多样性，且各居群间遗传距离与

地理距离没有明显关系，这为野生苦豆子资源的驯

化和保护等提供科学依据。Safaei 等［47］利用 ISSR

分子标记技术对 6 个丹参种（Salvia）的 39 个植物

样本进行研究，结果表明 ISSR 分子标记技术能应用

于形态学研究中的物种鉴定与划分。以上研究表明，

ISSR 标记适于多种药用植物种质资源的鉴定和亲缘

关系分析。

1.3 ISSR分子标记在中药品质鉴定中的应用

中药材品质鉴定是中药质量控制研究的重要

组成部分，长期以来我国中药材处于品种难以鉴定

和质量难以保证的不利局面，很大程度上限制了中

药安全的检测及其向现代化、标准化和国际化的发

展［48］。目前人们一直在寻找科学而有效的鉴定方法，

随着分子生物学技术的迅速发展，ISSR 分子标记技

术已经在该领域取得了不斐的成绩。因此，采取科

学的方法对易混淆生药品种及近缘种进行鉴定具有

重要的现实意义。

ISSR 分子标记技术因具有不会受到环境因素

影响的优势，已被广泛应用到药用植物品质鉴定及

道地性的研究，并取得良好效果，为中药研究者提

供 1 种中药品质鉴定的评价标准。周晔等［49］运用

ISSR 技术鉴别中药玉竹（Polygonatum odoratum）及

其掺伪品小玉竹（P. humile），结果显示通过显微鉴
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定以及 ISSR 标记可以将玉竹（P.odoratum）及其主

要掺伪品区分开。同时，运用 ISSR 分子标记技术能

有效的区分中药黄精（P. sibiricum）和卷叶黄精（P. 
cirrhifolium）［50］，保证了用药的安全。潘清平等［51］

也采用 ISSR 分子标记技术成功对玉竹的主要栽培品

种、野生种及易混淆品黄精（P. sibiricum）进行了

鉴定。Pongsrila 等［52］利用 ISSR 技术，进行兰花品

种的鉴定，成功区分了 14 个种的石斛属植物，进一

步证明了 ISSR 标记在鉴别不同种和不同产地石斛属

植物方面的适用性，为解决石斛道地性判断这一难

题提供了新的解决思路，同时为未来育种数据基因

库的构建奠定基础。由此表明，ISSR 分子标记技术

可用于多种道地药材的品质鉴定。

1.4 ISSR分子标记在遗传图谱构建中的应用

遗传连锁图谱研究的目的是寻找足够的多态分

子标记，将所有基因定位到特定染色体的特定区域，

最好是在染色体步查距离内。ISSR 分子标记技术能

够揭示高度多态性且标记遍布于整个染色体上，是

绘制遗传连锁图的理想标记。ISSR 不仅应用于种群

遗传结构上［53，54］，在遗传图谱构建［55，56］、目标性

状基因连锁［57］等方面也有相关报道。

利用 ISSR 分子技术绘制药用植物种质资源的

DNA 指纹图谱，同时与其品质进行相关性分析，这

可以为进一步的分子辅助育种与药性成分分析奠定

基础。战晴晴等［57］采用 ISSR 的方法构建了北柴胡

（Bupleurum chinese）的遗传图谱，从 30 条引物中筛

选出了 28 条 ISSR 引物，共扩增出 154 条多态性条带，

每条引物能扩增出 2-8 条多态性条带，初步构建出

了北柴胡（B. chinese）的遗传图谱，该图谱为北柴

胡性状基因定位以及分子标记辅助选择育种等研究

奠定了基础。杨红兵等［58］采用 ISSR 分子标记技术

对湖北恩施产的厚朴（Magnolia officinalis）进行了

遗传图谱的构建。Feng 等［59］以金钗石斛（D.nobile）

和细茎石斛（D.moniliforme）为亲本得到 F1 代群体

的 90 个单株，利用 RAPD 和 ISSR 分子标记进行基

因连锁分析，构建双亲遗传图谱。石斛遗传图谱的

构建与研究为石斛药用和园艺性状基因的定位和分

子标记辅助选择育种计划提供重要依据。以上说明

利用 ISSR 标记进行遗传图谱的构建可行且有效的。

2 存在问题及应用前景

我国药用植物种质资源非常丰富，但药用植物

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，严重制约了产业发展。对药用植物

资源研究的最终目的在于优良品种的选育，生产优

质中药材，而育种上的突破性的发展主要依靠 DNA

分子水平研究的进展。目前 ISSR 分子标记在药用植

物研究上存在着一定的局限性，一方面作为 DNA 分

子标记技术与药用植物其他方面研究的结合还未展

开 ；另一方面此分子技术对实验人员的技术要求比

较高，而且在后期实验数据的软件分析中缺乏统一

标准，因此 ISSR 分子标记技术在生产广泛推广应用

上受到限制。

ISSR 分子标记在生物学上最常见的应用是分析

和评估种群间的亲缘关系及其遗传多样性，因其引

物的通用性 ISSR 技术可适用于世界上任何物种。由

于且扩增谱带多为显性、呈 Mendel 式遗传［60］，无

法区分纯合子和杂合子，故其在种质材料的基因型

判断，解决交配系统、计算杂合度和父系分析问题

上存在明显不足［61］。但与传统的形态学及细胞学标

记方法相比，ISSR 分子标记不仅可以直接从基因水

平检测药用植物分子结构上的变异、反映研究材料

本质上的差异、鉴定濒危药用植物，还可以在亲缘

关系研究、濒危物种的保护、品种鉴定、资源评价

等方面为药用植物研究进行了完善和补充，为药用

植物提供了新的研究思路［62-66］。虽然中国拥有世界

上丰富的药用植物种质资源和长久的栽培史，但有

关中药种质资源基因水平的研究尚且不足。随着分

子杂交育种技术的不断改良，新品种的出现，目前

某个单独的标记技术已不足以满足所有物种的鉴定

与分析，多种分子标记技术的组合应用可以明显用

于提高物种的鉴别能力，研究工作者应该针对不同

目的、不同物种、不同要求而有所选择。为了更好

地研究我国中药资源的遗传多样性和药材道地性，

保护有限的中药资源，并对其进行合理的开发利用，

中药研究者应积极借鉴 ISSR 分子标记在其他作物

成功应用的经验，并根据不同的研究目的与对象将

其与其它多种分子标记技术相结合，全面的、科学
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的对野生中药资源的遗传多样性和遗传结构进行研

究［67］，从而加快药用植物资源的分子水平研究的步

伐，促进药用植物种质资源发挥更大的作用。
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