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RAPD技术与桂花品种分类和鉴定 
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摘 要 简介了随机扩增多态 DNA (RAPD)技术的原理，及对桂花品种分类鉴定的必要性，并 

建议开展 RAPD技术在桂花品种分类鉴定的应用研究 
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Abstract In this paper，the random amplified polymorphic DNA (RAPD)technique was intro- 

duced and the applied possibility in the classification of eultivar of Osmanthusfragrans Lour．was 

analysed．At the sametime，using RAPD technique to classify and differentiate the cultivar of 

Osmamhusfragrans Lour．in China was suggested． 
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随着分子遗传学的发展，DNA分析技术的不断改进，已经极大地提高了我们认识 园艺植物在分 

子水平上的遗传关系。以往对园艺品种的分类 鉴定主要根据形态学、园艺学和生理学特征进行，但 

这些特征描述常受到栽培环境、人为判断等因素的限制，难以作出客观的结论 作为形态学和生理学 

鉴定方法的改进，果用同功酶，蛋白质电泳等技术研究园艺植物的遗传关系，但结果多态性检出率 

低，尤其对表型相似的品种缺乏鉴别力，而且分析结果随环境、发育阶段，取样部位不同而异。而 

DNA分析技术具有诸多的优点：结果不受环境，取样部位和发育阶段的影响，检出的多态位点是无 

限的，因此应用高度可靠、鉴别力强 重复性高的 DNA分析技术已成为园艺品种分类鉴定、品种名 

称登记注册、专利保护及种子纯度测定的理想方法。 

限制性 片段多态性 (restriction fragment lengthpolymorphis．RFLP)技术在了解物种系统发育 

和演化关系，评价植物类群的遗传关系等方面已被广泛应用。但是，由于 RFLP需要进行多种确切 
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标记，种子杂交等，程序繁琐，工作量大，费用高，且探针需要 P放射性标记，使其应用受到了很 

大局限 1990年 Williams等 和 Welsh等 两个研究小组同时提 出了随机扩增多态性 DNA 

(random amplified polymorphio DNA，RAPD)技术 与 RFLP技术相比，具有快速 简便、成本低 

廉、多态性检测率更高等优点。它一经提出即得到迅速发展，已被广泛应用于生物学的各个领域 

1 RAPD技术简介 

1984年美国 Cetus公司的研究人员成功地发明了一种扩增月标 DNA片段的离体方法， 即聚合 

酶链反应 (polymerase chain reation，PCR)。PCR反应包括这 3个步骤：(1)变性 使双链 DNA 

(dsDNA)在高温下转变为单链 DNA (ssDNA) (2)退火 较低温度下促进引物与模板 DNA 片 

段以碱基配对的原则结合；(3)引物延伸 在适宜的高温下通过 DNA聚合酶的聚合活性，由引物引 

导合成互补 DNA链 通过重复 3个步骤，理论上目标 DNA片段的拷贝数将指数级 (2 n—循环次 

数)增长，从而在短时间内获得大量的目标 DNA片段。 

RAPD技术是在 PCR反应基础上发展起来的，是使用单一随机碱基顺序核苷酸作为引物，需要 

极微量的基因组 DNA 扩增反应仅需 10 bp的单寡核苷酸作引物 (棱苷 C+G 含量必须达到 50％)， 

而且预先不必测基因组 DNA顺序 在耐热聚合酶存在下进行基因组 DNA体外扩增，扩增产物通过 

琼脂糖凝胶或丙烯酰胺电泳分离，经溴乙锭染色来检测扩增 DNA片段的多态性 。 

Williams等 描述 的 RAPD 分析技术作为标准的 RAPD 技术。该反应要求 10 mmol／L 

Tris—HCI pH8．3；50 mmo]／L KCI；2 mmo]／L MgCI2；0．001％ 明胶； 100#mol／L dNTPs；0．2 

mo1／L单寡核苷酸引物 (长度为 10 bp)，25 ng基因组 DNA和 0．5单位 TaqDNA聚台酶 (此酶 

分离 自水生嗜热杆菌 Thermusaquaticus的耐热性 DNA聚合酶，故称之 Taq DNA聚合酶)。扩增反 

应需要 45个循环，每个循环 94℃变性 1min，36℃变性 lmin，72℃中延伸 2rain 反应在基因扩 

增仪中进行 扩增产物用琼脂糖凝胶电泳分离，用 0．5 mg／mL溴乙锭 (髓 )染色，在紫外灯下观 

察照像 整个分析仅需要2 d即可完成。 

2 RAPD技术与桂花品种分类与鉴定 

中国是木犀属 (OsmanthusLeur。)植物世界分布 中心，种质资源十分丰富，栽培历史源远流 

长，特别是桂花，它是我国特有的名贵花术和香料植物，是兼有生态效益、社会效益和经济效益的优 

良园林树种之一，由于在长期栽培过程中，通过人工选择和 自然杂交，产生了种内多样性的性状变 

异，形成 了众多的品种，而且随着野生桂花资源的不断引种栽培，杂交育种工作的普遍开展，桂林栽 

培品种还将大大增加，但是桂花同其它传统名花如牡丹 梅花等不同，由于桂花花型简单。赖以鉴别 

品种的花部特征较少，同时营养器官性状变异显著，因而桂花分类难度较大， 目前在形态分类和品种 

区分上存在着不同看法 

牧野富太期将桂花种下定为银桂 (0．fragransLout，varlatifolig~Mak．) 金桂 (0 fragransLout． 

vat"thunbergiiMak，)．丹桂 (0．fragransLour．varaurantiacusMak，)3个变种 ” 。而 Green“ 却认 

为收野所定的金桂、银桂两变种为桂花的异名。并将丹桂作为一个变型 (O frangrans c aurantiacv~e 

(Lak．)P．．-S．Green)。Nakaï  则将银桂定名为 O． 妇 Nokai，也有人将四季桂作为变种 O． 

fragransvar samperfloren．YHorL 朱长山等 将桂花分为 4个品种群。刘玉莲 提出了桂花品种分类 

的五级标准，根据这五级标准将其分为四季桂类 (有四季桂型)和秋桂类 (有银桂型、盘桂型、丹桂 

型) 陈建业等 根据过氧化物酶谱聚类分析将其分为3个品种群即金桂品种群 丹桂品种群和银桂 
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品种群。从现状来看，对桂花品种分类还缺乏沟通和统一，品种、杂交种分类鉴定极为困难。因此迫 

切需要提高桂花品种分类的可靠性和准确性，对较多的不同品种作出较科学的分类；弄请桂花种质资 

源进化关系和演化变异途径，这样才能不断地发掘和培育新品种 RAPD 技术的应用，为这一问题的 

解决提供了可能性。 

使用不同单寡核苷酸作为引物进行 PCR反应获得不同长度的DNA片段，将它们作为鉴定不同 

分类等级的分子性状 对任何使用的引物，扩增的 RAPD 产物大致可分为 2类； 即可变类 (多惫 

性 )和 不变娄 (单态性)。这两类片段均作为不同分类运算单位 (OTU)进行统计分析，即根据 

DNA 片段差异计算出遗传距离或相似系数，建立系统学或谱系关系。 目前 RAPD技术在种类、品 

种分类与鉴定中已做了许多研究。如在种类鉴定方面有丁香属 、鸢尾属 等研究；在品种分类 

鉴定方面有葡萄 ‘怕 番术瓜 ‘m 、月季 ‘ 、牡丹 ‘ 等研究。这些研究证明
， RAPD 技术不受 

植物栽培条件、发育阶段、取样部位等影响，能够精确地从混杂的种质 中鉴定出相同的无性系或品 

种，这在桂花的品种分类鉴定中是值得借鉴的，也提供了极大的可能性 RAPD 技术整个过程仅需 2 

d时间，所用样品少 (只需 1 cm 叶片组织和0．5 g幼芽)，一天能抽提数百份样品，是一种理想的分 

类鉴定手段。 

因此，建议桂花研究工作者能够尽早开展这方面的研究，将 RAPD技术应用到桂花品种分类鉴 

定中，为桂花品种杂交育种、名称登记注册、植物专利保护提供重要科学依据。 
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