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摘要：对土沉香 Aquilaria sinensis，云南沉香 A. yunnanensis 和马来沉香 A. malaccensis 3 种沉香属 Aquilaria 植物

的 ITS 序列进行 PCR 扩增和测序，并通过 DNAMAN 软件筛选出单核苷酸多态性（SNP）位点，土沉香序列第 236

位上的碱基为 C，而云南沉香和马来沉香为 T，设计出土沉香特异性引物 AS-F，AS-R 和探针 AS-P。实时荧光定

量 PCR 实验表明，该引物探针能特异性扩增土沉香，且检测灵敏度可以达到 0.01 ng·μL-1，是一种快速、灵敏的

鉴定方法。 
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Abstract: Leaves were collected and timbers of Aquilaria sinensis, A. yunnanensis and A. malaccensis were quarantined from March to July of 2017 

from different provinces in China, and were amplified and sequenced. Screening of single nucleotide polymorphisms (SNP) by DNAMAN software, 

specific primers and probes were designed for. The real-time PCR test showed that the primer and probe could specifically amplify A. sinensis, and 

the sensitivity reached 0.01 ng·μL-1. 
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土沉香 Aquilaria sinensis，又称白木香，属瑞香科 Thymelaeaceae 沉香属 Aquilaria 植物，为我国特有的珍贵

观赏药用植物[1]，也是我国生产药材沉香的唯一植物资源，于 1999 年被列为国家Ⅱ级重点保护野生植物[2]。2005

年 1 月 12 日，瑞香科白木香属的全部物种均被列入《濒危野生动植物种国际贸易公约》（CITES 公约）附录Ⅱ

管制[3-4]。目前全球沉香属树种的野生资源主要分布在亚洲[4]。我国土沉香主要分布于广东、海南、广西、福建，

喜生于低海拔的山地、丘陵以及路边阳处疏林中[5]。土沉香老茎受伤后所积得的树脂，俗称沉香，可作香料原

料，并为治胃病特效药；树皮纤维柔韧，色白而细致可做高级纸原料及人造棉；木质部可提取芳香油，花可制

浸膏[5]。沉香系传统中药、名贵香料，具有悠久利用史，其药用、精油、香料等方面市场需求量巨大[6]。近年来，

其较高的社会和经济学价值，吸引了化学、生物学、病理学、材料科学等多学科研究人员的关注，且部分研究
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成果已在中医药学等相关领域得到应用[4]。 

我国的土沉香资源十分丰富，历史上就有“交干连枝，岗岭相接，千里不绝”的记载，而且国产沉香品质

优良，有“冠绝天下”的美称[7]。但近年来土沉香生存环境遭到破坏，一方面自然繁殖率下降；另一方面为了

产香、取香，人为地对土沉香树进行伤害，甚至砍倒，影响土沉香正常生长和繁殖，土沉香林面积急剧下降[7]。

同时，随着中药现代化的快速发展和香客、收藏爱好者对沉香的热衷，沉香的需求日益增加，野生资源和传统

的人工结香已经远远不能满足需求，市场上掺假造假的现象也日益凸显。为加强沉香属物种资源的保护和利用，

规范市场秩序，本研究基于沉香属不同种间单核苷酸多态性位点的差异，设计特异性引物探针，建立了土沉香

分子生物学鉴定方法，对口岸快速筛查和鉴定具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

2017 年 3－7 月，采集土沉香叶片 13 份（云南、海南、广东、广西），云南沉香 A. yunnanensis 叶片 3 份

（云南）和马来沉香 A. malaccensis 木材 1 份（马来西亚），共 17 份。采集样本为任意部位的新鲜叶片，数量若

干，部分放在密封袋中，以供试验，剩余样品置于－20℃冰箱保存。木材样本为检查截获的马来沉香样品。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 样品的制备  DNA 提取在无菌环境下进行，采用改良的 DNeasy Plant Mini Kit（Qiagen，Hilden，

Germany）[8]。DNA 提取之前，先将 Qiagen 试剂盒中的 Buffer AP1 在 65℃水浴锅中预热。叶片经无菌水冲洗

并用已灭菌的滤纸擦干，木材用 75%的乙醇对表面进行彻底的消毒，再经无菌水冲洗并用已灭菌的滤纸

擦干[9]，将植物叶片、木材研磨成粉末状，取 0.1 g 粉末至 2 mL 离心管，加入 400 μL 预热的 Buffer AP1，4 μL 

RNase A，充分混合后 65℃温浴 10 min，然后加入 130 μL 的 BufferP3，迅速混匀后在冰上冷却 5 min。接下来

的步骤，参照试剂盒说明书。 

1.2.2  引物和探针  本研究筛选出沉香属通用引物

（ITS2[10])，可有效扩增沉香属样本，扩增长度约为

500 bp（表 1）。引物、探针由 TaKaRa 宝生物工程（大

连）有限公司合成。以通用引物扩增产物为目标序列，

通过 DNAMAN 软件筛选出多态性位点，利用 Primer 

Premier 5.0 软件设计出土沉香特异性鉴定引物和探针

（表 2）。 

1.2.3  反应体系及条件  普通 PCR 反应体系：采用大

连宝生物（TaKaRa Ex Taq）提供的试剂，10×Ex Taq 

Buffer 2.0 μL（Mg2+ plus），dNTPs 1.6 μL（各 2.5 

mM），引物各 0.4 μL（20 μM），ddH2O 13.5 μL，

Taq 酶 0.1 μL（5 U·μL-1），DNA 模版 2 μL（10 ~ 40 

ng·μL-1）。扩增程序：95℃预变性 5 min；95℃变性 1 

min，53℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，35 个循环；72℃

延伸 10 min。使用 PCR 仪（S1000）扩增，扩增产物经纯化后，送至杭州擎科梓煕生物技术有限公司进行双向

测序。实时荧光 PCR 反应体系：采用大连宝生物（TaKaRa Ex Taq）提供的试剂，实时荧光 PCR 预混液（2×）

10 μL，正反向引物（20 μM）各 0.4 μL，探针（10 μM）0. 8 μL，ROX（50×）0.4 μL，DNA 模板 2 μL，灭菌双

蒸水 6 μL。反应条件：（1）95℃，30 s；（2）95℃，15 s；（3）65.5℃，34 s。（1）~（3）循环 40 次。使用

荧光定量 PCR 仪（ABI7500Fast）进行检测。 

1.2.4  序列测定与数据分析  通用引物 ITS2 可有效扩增沉香属样本，扩增长度 467 bp。以该引物扩增产物为目

标序列，通过 DNAMAN 软件筛选多态性位点（图 1）。一共有 6 个变异位点，经分析发现位于土沉香 ITS 

表 1  通用引物 ITS2 

Table 1  The universal primer of ITS2 

引物 序列（5'-3'） 

ITS2-S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT 

ITS2-BEL-3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT 

表 2  土沉香引物探针 

Table 2  The primer and probe of A. sinensis 

引物和探针 序列（5'-3'） 

AS-F GATGCGCGCTATGATTGAAC 

AS-R CGGTGTATGCCATGATGCA 

AS-P AGGGCATGATGCGCATGATGCT 

注：探针5’端标记FAM报告荧光染料，3’端标记BHQ1淬灭荧光染料。
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基因所示序列第 236 位上的碱基可区分土沉香

和马来沉香、云南沉香。土沉香序列第 236 位

上的碱基为 C，而云南沉香和马来沉香为 T，

以此位点差异利用 Primer Premier 5.0 软件设计

出土沉香特异性鉴定引物和探针（表 2）。因为

土沉香 13 个样本的扩增结果相同，云南沉香 3

个样本的扩增结果也相同，故选取任意 3 条土沉

香序列与 1 条云南沉香序列进行比对分析。 

2 结果与分析 

2.1  引物探针对实时荧光 PCR 扩增的影响   

本研究基于单核苷酸多态性位点，设计出土沉香特异性鉴定引物和探针，通过对反应体系和条件进行不断

优化，最终确定了 1.2.3 中的实时荧光 PCR 反应体系。实时荧光 PCR 扩增结果表明，该引物探针能特异性扩增

土沉香，对云南沉香、马来沉香样本和空白对照并没有扩增（图 2），故本研究中设计的引物探针可快速筛查

出土沉香。同时，该特异性引物和探针具有良好的扩增效率，当模板浓度低至 0.01 ng·μL-1 时，仍具有明显的扩

增（图 3）。检测结果重复 3 次，均获得相同结果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  土沉香实时荧光 PCR 特异性扩增结果 

Figure 2   Real-time PCR specific amplification of A. sinensis 

 

 

a,b－10 ng·μL-1 DNA 模板； 

c,d－1 ng·μL-1 DNA 模板； 

e,f－0.1 ng·μL-1 DNA 模板； 

g,h－0.01 ng·μL-1 DNA 模板； 

i,j－0.001 ng·μL-1 DNA 模板； 

k,l－0.000 1 ng·μL-1DNA 模板； 

m,n－1×10-5 ng·μL-1DNA 模板。 

 

 
 

图 3  土沉香不同浓度梯度实时荧光 PCR 扩增结果 

Figure 3   Real-time PCR amplification of A. sinensis with different concentration of template 

 图 1  土沉香、云南沉香和马来沉香序列比对 

Figure 1   Sequence comparison of A. sinensis, A. yunnanensis and  

A. malaccensis  

土沉香 1 

土沉香 2 

土沉香 3 

云南沉香

马来沉香

a,b,c,d－土沉香 DNA 模板； 

e,f－云南沉香 DNA 模板； 

g,h－马来沉香 DNA 模板； 

i,j－空白对照。 
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2.2  不同模板浓度梯度的荧光 PCR 扩增 

以引物 AS-F 和 AS-R 以及荧光探针 AS-P 对 3 个沉香属树种进行实时荧光 PCR 扩增，结果见图 2。土沉香

随机选取 2 个样本，其余沉香属样品选取 1 个样本，每个样本 2 个重复。出现扩增曲线的为土沉香样本，未出

现扩增的为云南沉香、马来沉香和空白对照。以引物 AS-F 和 AS-R 以及荧光探针 AS-P 对土沉香进行不同浓

度梯度的荧光 PCR 扩增，结果见图 3。扩增曲线自左至右表示土沉香 DNA 模板最大浓度为 10 ng·μL-1，按

10 倍梯度稀释，共 7 个浓度梯度，最低为 1×10-5 ng·μL-1，每一浓度 2 个重复。当模板浓度低至 0.01 ng·μL-1

时，仍有扩增。检测结果重复 3 次，均获得相同结果。 

3  结论与讨论 

3.1  结论 

本研究对土沉香、云南沉香和马来沉香的 ITS 序列进行 PCR 扩增和测序，经比较分析，筛选出了单核苷酸

多态性位点，土沉香序列第 236 位上的碱基为 C，而云南沉香和马来沉香为 T，并设计出可鉴定土沉香的特异

性引物 AS-F、AS-R 和探针 AS-P。实时荧光定量 PCR 实验表明，该引物探针能特异性扩增土沉香，且检测灵

敏度可以达到 0.01 ng·μL-1，是一种可快速、灵敏辨别土沉香与云南沉香和马来沉香的方法。 

3.2  讨论 

在物种鉴定过程中，虽然传统的形态学分类方法仍然占有主导地位，但是近年来，由于分子生物学技术的

发展，越来越多的研究者利用分子生物学方法进行物种鉴定。这主要是 DNA 序列数据库的迅猛发展给物种鉴

定提供了丰富的资源；另一方面，利用分子生物学方法进行物种鉴定不仅简单、快捷，而且准确性高，避免了

形态学鉴定中存在的局限性。形态学鉴定主要依赖专业鉴定人员较高的鉴定技能和丰富的鉴定经验，但不能排

除鉴定者对物种形态特征主观感受的差异。分子生物学作为一种精确地分析鉴定手段，有别于传统的形态学，

能从遗传角度鉴别物种，具有鉴定过程快捷便利，适合大量样本的鉴定；稳定且重复性高；标准化实验过程，

操作要求简单等独特优势[11]。由于沉香属植物的外表相似，特别是木材制品种与种之间难以区分，故利用分子

生物学技术进行沉香物种的鉴定与分类势在必行。有实验表明，土沉香的新鲜材及其高温干燥样品可以通过

DNA 条形码准确识别[12]。还有实验运用 CTAB 法联合 DNA 试剂盒法，简单、快速获得高质量沉香总 DNA，

透过正交试验快速获得 ITS2 目的片段，为沉香的分子鉴定和系统发育分析提供参考[13]。本研究在土沉香 DNA

条形码的基础上，筛选出单核苷酸多态性（SNP）位点并进一步设计了特异性的引物和探针，结果判定准确和

快捷，避免了条形码在数据库比对中的不唯一性和条形码方法进行测序和比对等过程的低效性。通过反复实验

并验证特异性引物探针，采用实时荧光定量 PCR 技术进行鉴定，有利于口岸快速筛查和准确鉴定，有效地保障

了土沉香的流失，对物种资源保护具有重要意义。 
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