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云产品牌卷烟主体烟叶原料的复烤烟指纹图谱的构建 

樊杰 1，张奇 1，吴田 2*，夏莺莺 1  

(1.山西昆明烟草有限责任公司，山西 太原 030012；2.西南林业大学园林学院，云南 昆明 650224) 
 

摘 要：以红花大金元、云 87、NC297、NC102、K326复烤烟品种为研究对象，进行 ISSR分析，发现利用 826、

836、841、847、856 ISSR 引物能够区分这 5 个复烤烟品种。在此基础上，分别利用 826 和 856 引物构建了 5

个复烤烟的 DNA指纹图谱，引物 826在 250 ~1 000 bp共读得 6个水平的 PCR条带，引物 856在 750 ~2 000 bp

共读得 5个水平的 PCR条带。 
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Abstract: ISSR analysis was conducted on 5 redried cigarettes which were made from 5 tobacco cultivars 

(Honghuadajinyuan, Yun87, NC297, NC102 and K326). The result showed that these redried cigarettes were 

differentiated by 5 ISSR primers (826, 836, 841, 847 and 856), based on which the fingerprints of the 5 redried 

cigarettes were constructed using primers of 826 and 856, respectively. With primer 826, PCR bands in six levels from 

250 bp to 1 000 bp were obtained, and with primer 856, PCR bands in five levels from 750 bp to 2 000 bp were 

obtained. 
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云南烤烟的大量调出及品种的单一、老化，造

成云产卷烟品牌与省外品牌在产品风格上出现同

质化，使得云产卷烟的原料优势正逐渐消失。红云

红河集团原料差异化项目的实施，从新品种选育和

国外品种引进两方面着手，一定程度改善了这种状

况。由于不同烟叶品种在卷烟配方中所起作用不

同，因而需要对烟叶品种进行鉴别。到目前为止，

对于烟叶品种间差异性的鉴定，仅依据烟叶外观质

量进行评价，在烟叶生产、收购、复烤、仓储过程

中并未形成一套科学的跟踪监测体系，导致品种混

杂、错标等现象，严重影响了云产卷烟产品质量和

风格的稳定性。 

DNA指纹图谱是品质混杂的检测工具[1]。利用

ISSR标记(inter-simple sequence repeat，简单重复序

列间多态性)[1–4]已经成功构建小麦[5]、红花橙木[6]、

龙眼[7]、苹果[8]等多种植物的 DNA指纹图谱[9]。近
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年来 ISSR 技术在烟草上的应用主要集中于种质鉴

定[10–14]，但鲜见应用于复烤烟。笔者拟利用 ISSR

分子标记技术对云产品牌所使用的 5个烟草品种的

复烤烟进行 DNA 指纹图谱数据库的构建，以利区

分出 5种不同复烤烟，并以此为切入点，建立一种

通过 ISSR技术检测复烤烟品种混杂的方法。 

1 材料与方法  

1.1 材料 

烟草品种红花大金元、云 87、NC297、NC102、

K326的复烤烟，由红云红河集团昆明卷烟厂提供。

PCR试剂均购自日本 TAKARA公司。DNA提取试

剂盒、Qiagen 琼脂糖凝胶、矿物油、核酸染料

GoldView均购自昆明鼎国生物有限公司。根据加拿

大 British Columbia大学设计的 ISSR引物序列，随

机选择 34条(802、803、806、808、811、812、814、

815、818、822、823、825、826、827、834、895、

858、835、836、840、841、842、844、845、846、

847、853、854、855、856、857、860、866、848)，

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

1.2 方法 

1.2.1 复烤烟 DNA 的提取 

DNA 提取按照试剂盒说明书进行。用 1.0%琼

脂糖凝胶电泳检测 DNA 完整性，并用分光光度计

检测 DNA提取纯度及浓度。 

1.2.2 ISSR 引物筛选 

PCR 反应液体系为 25 μL，其中包含 1×PCR 

Buffer(包含MgCl2)，0.2 mmol/L dNTPs，0.3 μL 单

引物(20 μmol/L)，1 U Taq DNA 聚合酶，50 ng 总

DNA，反应液用适量矿物油覆盖，在 PCR仪(德国，

Eppendorf)上进行扩增。PCR程序为 94 ℃预变性 3 

min，进入下述 PCR循环：94 ℃变性 45 s，53 ℃退

火 45 s，72 ℃延伸 90 s，40个循环；循环结束后

72 ℃延伸 10 min。扩增产物在 1×TAE缓冲系统下

用 2.0%的 GoldView琼脂糖凝胶电泳分离，电泳完

毕后在 UVP凝胶成像系统上照像并保存。 

1.2.3 ISSR 扩增 

将上述有 PCR 扩增产物的引物分别在待考察

的 5个复烤烟 DNA中进行 PCR扩增，其中退火温

度在 47 ℃至 60 ℃之间调整。电泳完毕后照像并保

存。将图谱进行读带，谱带记录选择清晰、稳定、

重复性好的条带。有带记为 1，无带记为 0，形成 0、

1矩阵。 

2 结果与分析 

2.1 复烤烟基因组 DNA 提取的检测结果 

对复烤烟基因组 DNA的提取结果(图 1)表明，

DNA呈现明显的弥散状态，主要是由复烤烟样品在

烤制过程中 DNA 双螺旋结构解链及断裂引起。经

超微量分光光度计检测，复烤烟基因组 DNA 的

OD260/OD280 值为 1.71~1.85，OD260/OD230 值为

1.99~2.14。 
M    1     2    3     4    5 

 
M DNA Maker 2000；1~5 泳道 红花大金元、云 87、NC297、

NC102、K326 的 DNA。 

图 1  5 个复烤烟的 DNA 电泳检测 
Fig.1 Electrophoresis of DNA from 5 redried cigarette samples  

2.2 引物筛选结果 

以云 87基因组 DNA为模板，对 34条不同的
随机引物进行 PCR扩增，发现有 9条 ISSR引物能
扩增出产物(图 2)，分别为 818、826、827、836、
841、842、848、856、866。 
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17   16    15    14   13    12    11    10    9     8     7     6     5     4    3     2     1    M 

 
34    33    32   31    30    29   28    27    26    25   24    23    22    21    20   19    18     M 

 
M DNA Marker 2000；泳道 1~17 848、858、802、803、806、808、811、812、814、815、818、822、823、

825、826、827、834；泳道 18~34：835、836、840、841、842、844、845、846、847、853、854、855、856、

857、860、866、895。 

图 2  ISSR 引物筛选结果 
Fig.2  Result of ISSR primer screening  

2.3 不同引物的 ISSR–PCR 扩增结果 

不同引物的最适退火温度不同，且不同引物的

扩增清晰度差异较大(图 3)。引物 826在退火温度为
58 ℃时，PCR条带清晰，能够很好地区分 5个复烤
烟品种；引物 836在退火温度 53 ℃时，PCR扩增
条带较清晰，但条带区分不明显；引物 841在退火

温度 58 ℃时、847在 53 ℃时扩增条带最清晰，能
够区分 5个品种，但会出现弱带和杂带，对后续 0/1
读带不利，暗示该引物不适合在后续用于构建复烤

烟指纹图谱；引物 856 在退火温度 58 ℃时，PCR
条带清晰、稳定，在指纹图谱构建时更有优势。 

5 4 3 2 1 M      M 5 4 3 2 1     M 5 4 3 2 1        5 4 3 2 1 M     M 5 4  3  2 1 

         
826                     836                   841                      847                  856 

1~5 泳道分别为红花大金元、云 87、NC297、NC102、K326；M Marker DL2000。 

图 3  不同引物的 ISSR–PCR 扩增图谱 
Fig.3  ISSR–PCR amplification resluts with different primerprimers  

2.4 复烤烟 DNA 指纹图谱的构建 

2.4.1 引物 826 构建的指纹图谱 

引物 826在红花大金元、云 87、NC297、NC102、
K326中均有特征条带(图 3)，能够区分 5个供试品
种，从而建立起相应的 DNA 指纹图谱。在 250 ~ 
1 000 bp，共读得 6个水平的 PCR条带，将 6个水
平的条带按照由大到小的顺序依次命名为

M1~M6，其中，M1、M2、M4处分别只有 NC102、
NC297、云 87有唯一条带，即M1、M2、M4可将

NC102、NC297、云 87从 5个供试品种中区分出来； 
K326 和红花大金元则可通过 M5 处的条带进行区
分。若将有带读为 1、无带读为 0，红花大金元、
云 87、NC297、NC102、K326 读带的数字代号分
别为 001011、100001、011001、001110、001001。 

2.4.2 引物 856 构建的指纹图谱 

引物 856在红花大金元、云 87、NC297、NC102、
K326中均有特征条带(图 3)，能够区分 5个供试品
种，从而建立起相应的 DNA指纹图谱。在 750~ 
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2 000 bp，共读得 5个水平的 PCR条带，将 5个水
平的条带按照由大到小的顺序依次命名为 N1~N5，
其中，N1、N2、N4处分别只有红花大金元、云 87、
NC297有唯一条带，因此，N1、N2、N4可将红花
大金元、云 87、NC297从 5个供试品种中区分出来； 
K326和 NC102可以通过 M5处的条带有无进行区
分。若将有带读为 1、无带读为 0，红花大金元、
云 87、NC297、NC102、K326 读带的数字代号分
别为 11000、00100、00011、00000、00001。 

3 结论 

不同卷烟品牌对烟叶的质量风格有不同要求，

揭示特定烟区烟叶质量风格特色对实现品牌导向

型烟叶生产具有十分重要的意义[15]。烤烟在从工业

化到商业化的过程中，品种间会出现混杂现象，本

研究建立的红花大金元、云 87、NC297、NC102、
K326 等云产品牌卷烟主体烟叶原料复烤烟品种的
ISSR指纹图谱，避免了盲目选取 ISSR标记构建复
烤烟指纹图谱，提高了筛选效率。指纹图谱具有高

度的个体特异性，分辨率高、稳定可靠，能够准确

地鉴定出生物个体和群体之间的差异，甚至可以鉴

别出一些基因组中的微小变异，因而是一种理想的

品种纯度和真实性检测技术。 
引物 826在退火温度为 58 ℃时的指纹图谱为：

红花大金元 001011，云 87100001，NC297011001，
NC102001110，K326001001。引物 856在退火温度
为 58 ℃时的指纹图谱为：红花大金元 11000，云
8700100，NC29700011，NC10200000，K32600001。
上述指纹图谱可以作为 5个复烤烟的标准谱带，可
为复烤烟品种的鉴定提供依据。在实际操作中，如

果需要检测它们是否存在品种混杂的问题，可以通

过分别提取复烤烟的 DNA、用引物 826或 856在退
火温度为 58 ℃进行 PCR反应、电泳检测、照相、
与本研究所得到的标准谱带进行比对即可。在其他

复烤烟的试验过程中可以参考所筛选得到的引物

和相应的退火温度进行 ISSR–PCR反应，进而得到
相应品种的指纹图谱，作为后续比对的标准谱带。 
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