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葡萄酒中葡萄的DNA提取和分子鉴定研究进展
高苏娟1，李志勇2，高东微2，刘  津2,*

（1.仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东 广州 510225；2.广东检验检疫技术中心，广东 广州 510623） 

摘  要：分子生物学技术能够对葡萄酒真伪和品质鉴别提供直接的判别依据。解决葡萄酒中葡萄DNA提取的技术难

题，并以此为基础利用分子标记技术进行葡萄酒中葡萄品种的鉴定，具有重大的研究和应用价值。因此，本文综述

了近10余年来分子生物学技术在葡萄酒分子鉴定方面的研究进展，从葡萄酒中葡萄DNA提取、DNA质量评价和品

种鉴定三方面进行了阐述，尤其是将文献中的DNA提取和下游检测技术方案进行了系统比较，就DNA提取部分按

照葡萄DNA的富集、DNA粗提和多糖多酚的去除以及DNA纯化回收3 个步骤进行了深入的分析，并详细介绍了以

微卫星标记为代表的品种鉴定技术现状。在此基础上，本文还探讨了基因检测技术在葡萄酒真伪和品质鉴定方面的

应用前景。
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Abstract: Molecular biology techniques can provide direct authenticity and quality identification of wines. The resolution of 

technical problems on grape DNA extraction from wines and the subsequent application of molecular marker techniques in 

grapevine identification are of great interest among researchers and of high practical value. A literature review on molecular 

biology techniques used for grapevine identification for wines in recent decades is given in this paper, including grape DNA 

extraction from wines, DNA quality evaluation and grapevine identification. A systematic comparison of DNA extraction 

and downstream detection protocols reported in the literature is provided as well as a detailed analysis of the three steps 

involved in DNA extraction namely DNA enrichment, crude DNA extraction and subsequent removal of polyphenol and 

polysaccharide, and DNA purification. The technical advances in grapevine identification represented by microsatellite 

marker technology are displayed. Meanwhile, the application prospects of gene detection technologies in authenticity and 

quality identification of wines are discussed in this paper.
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葡萄酒已然成为百姓餐桌上不可或缺的饮品，近

两年，我国进口葡萄酒总销量达325 亿元，增长超过

70%[1]，然而“以假充真”、“以次充好”等频频见诸报

端的葡萄酒品质安全问题，不仅侵害到消费者的利益，

也严重制约了葡萄酒行业的健康发展。

葡萄酒的价值与其品质密切相关，高品质的葡萄

酒如庄园酒和特定产区的葡萄酒价值从一瓶几百元到上

万元不等，而普通的餐酒许多只需几十元，即使享誉世

界的法国拉菲庄园出产的波尔多葡萄酒也有不同级别档

次，其定价也从两三百元到万余元不等，葡萄酒品质鉴

定则能为有效规范葡萄酒销售市场提供科学依据和技术

支撑。实际上，葡萄酒的品质与葡萄品种、产地微气

候、酿造技术及其风味有密切关系，其中最基本的、也

是最容易量化考核的即是酿酒所用的葡萄品种及比例。

目前，基于化学分析的葡萄酒品质检测技术已相对成

熟，迄今蛋白质或氨基酸[2-5]、酚类物质[6]、矿物质[7]和芳
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香类物质[8]已用来分析和鉴定葡萄的品种或地理来源。多

元醇、有机酸、多酚、单宁等多种葡萄酒中主要风味化学

成分的分析技术已经建立并广泛应用于葡萄酒行业[9-12]，

但葡萄酒中上述化学物质的存在与多寡易受土壤成分、

温度条件以及发酵和陈酿过程的影响，只能从侧面、间

接地反映葡萄酒的真伪和品质[13]。由于酿酒葡萄品种对

于葡萄酒品质至关重要[14]，基于基因水平的、能够提供

相对直观鉴别依据的葡萄酒真伪和品质分析技术备受关

注。随着葡萄品种基因鉴别方法的逐步发展和渐成体

系，其在葡萄酒真伪和品质鉴别方面的应用性研究已有

突破性的进展。随着葡萄酒中葡萄DNA提取技术的建

立，以分子标记为代表的葡萄酒鉴别检测技术也逐渐发

展起来。本文对近10余年来葡萄酒中葡萄DNA的提取和

分子鉴定的研究进展进行综合评述，旨在为葡萄酒基因

鉴伪技术的研究提供参考。

1 概 述

葡萄酒的分子鉴定包括葡萄酒中葡萄DNA的提取和

下游分子生物学分析两个部分，其中从葡萄酒中获得高质

量的葡萄DNA是进行下游分子生物学分析的基础。植物

基因组DNA提取方法已较为成熟，基于十六烷基三甲基

溴化铵法（cetyltrimethyl ammonium bromide，CTAB）[15]和

十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）法[16]等

传统方法，适于不同类型植物材料的DNA提取方法[17-18]

已经广泛应用，甚至开发成为商品化的植物DNA提取试

剂盒[18]。然而，这些DNA提取方法均不适用于葡萄酒中

的葡萄DNA提取。葡萄酒为高度深加工产品，其生产

过程历经发酵、转瓶、陈酿、澄清和过滤等诸多环节，

成品葡萄酒中DNA含量极微，且由葡萄浆果引入葡萄

酒中的大量的多酚类（单宁）、多糖、有机酸等复杂的

化学物质，严重影响DNA提取质量及下游的分子生物学

分析，目前尚未见报道一种能够达到应用水平的葡萄酒

DNA提取方法，也没有成熟的商品化试剂盒。2000年至

今，关于果汁、新酒或陈酿的葡萄酒中DNA提取及分

析的研究报道[19-22]层出不穷。已有研究[13,23-27]表明：即

使经过发酵，葡萄酒中依然存在微量的葡萄DNA，采用

分子生物学手段进行用果汁或葡萄酒中的葡萄DNA分析

是可行的；从葡萄酒中提取出足量且优质的葡萄DNA和

筛选出葡萄特异性的聚合酶链式反应（polymerase chain 

reaction，PCR）引物是应用分子生物学手段鉴别葡萄酒

中葡萄品种的前提，也是目前葡萄酒基因鉴伪技术研究

的关键点和难点；在成功地提取出适宜进行下游分子生

物学实验的葡萄DNA后，可以进行葡萄特异性基因的检

测，以判断是否用葡萄原汁酿造；可以进行微卫星位点

扩增，通过与相关葡萄微卫星位点数据库比对，从而鉴

别出葡萄酒中的葡萄品种。

2 葡萄酒中葡萄DNA的提取

2.1 酿造环节对葡萄酒中葡萄DNA的影响

研究表明，葡萄酒生产过程的发酵、转瓶、陈酿、

澄清和过滤等步骤都会减少葡萄酒中葡萄DNA的含量

并破坏其质量。在葡萄酒发酵过程的不同阶段取样提取

DNA的效果差别很大：在发酵进行的初期，虽然细胞被

破坏、发酵的葡萄组织逐渐消融，但是提取的葡萄DNA

却有所上升；但是在发酵的中后期，DNA的质和量都急

剧下降[19]。大多数研究者认为在进行澄清和过滤等步骤

后，葡萄酒中的DNA含量会骤然减少[22]，但是Drábek等[28] 

认为澄清和过滤的步骤对葡萄酒中DNA的含量影响不

大，因为大多数葡萄DNA已经在澄清步骤之前损失，能

够存留的DNA则完全溶解于液相，直径只有2 nm，能够

通过孔径0.4 μm的滤膜[12,28]。市售葡萄酒装瓶的时间越

久，从中提取出葡萄DNA的难度越大[13,19,25]。

Siret等[19-20]从发酵阶段的葡萄酒中每天取样并提取其

DNA，发现在整个发酵过程中，利用从发酵罐里的固相

中提取获得的DNA能够有效地进行微卫星序列扩增，而

从液相中提取的DNA在进行微卫星序列扩增时重复性较

差。对不同加工工艺的市售葡萄酒进行DNA提取和微卫

星序列扩增，提取和扩增效果类似于发酵阶段液相中的

情况。Savazzini等[25]从发酵后陈酿一年的葡萄酒中提取

出了葡萄DNA并进行了微卫星位点分析。Pereira等[13]从

处于发酵阶段的葡萄酒以及装瓶后2～6 a的市售葡萄酒中

均成功提取了葡萄DNA，并能成功地进行微卫星序列的

扩增。

可见，从初始发酵的葡萄果汁至发酵各个阶段乃至

市售的陈年葡萄酒中均可能提取得到适于微卫星序列扩

增的葡萄DNA，这是对葡萄酒进行葡萄基因鉴别检测的

物质基础。只有解决了葡萄酒中葡萄DNA提取的难题，

开展葡萄酒基因鉴伪技术研究才有探讨的可能。

2.2 葡萄酒DNA提取及纯化

葡萄酒中葡萄DNA提取是葡萄酒基因鉴伪技术研究

首要解决的问题，主要的难点有两方面：即如何将微量

DNA从相对大量的酒样中富集，以及如何将DNA与葡萄

酒中大量的多酚类、多糖等杂质分离。本文将目前已报道

文献中的葡萄酒中DNA提取方法按照DNA富集、DNA粗

提、DNA纯化回收3 个阶段进行了分类汇总列于表1。目

前已报道的葡萄酒或葡萄汁中DNA提取方法可分为三

类，即以CTAB法为基础进行改良的方法[13,19-22,25,28,31-32]、 

以SDS法为基础改良的方法 [26-27]和硅石（silica）吸附

法 [23]，其中以CTAB法改良的报道居多。除了采用硅石

吸附法[23]提得的DNA未进行下游的分子生物学实验外，

其余方法均用提取得到的DNA成功进行微卫星序列分

析，少部分文献中[25,27-28,31]还成功地进行了葡萄特异性基
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表 1 葡萄果汁和葡萄酒中葡萄DNA提取和下游检测技术方案

Table 1 Summaries of DNA extraction and downstream detection protocols for grape juice and wines

实验材料

DNA提取

下游检测 参考文献
DNA富集

DNA粗提
DNA纯化回收

提取缓冲液 DNA与杂质分离

葡萄果汁
加入2% β-巯基乙醇；

离心收集沉淀；
TE缓冲液洗涤2 次

10 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），1.4 mol/L 
NaCl，20 mmol/L EDTA，2 g/100 mL CTAB，

2% β-巯基乙醇，6 g/100 mL PVPP

氯仿-异戊醇抽提；0.7 倍体积
异丙醇沉淀后，TE溶解

用1/2 体积5 mol/L NaCl和2 倍体积冷
无水乙醇沉淀。0.1×TE或无菌水溶解

微卫星位点分析 [21]

葡萄果汁、
葡萄酒

离心、沉淀直接提取；
上清用含0.3 mol/L

醋酸钠的等体积异丙醇
－70 ℃沉淀1 h后离心得沉淀

1.0 mol/L Tris-HCl（pH 8.0），1.4 mol/L NaCl，
20 mmol/L EDTA，3 g/100 mL CTAB，

1% β-巯基乙醇

氯仿-异戊醇抽提1 次；蛋白酶K去蛋白；
苯酚-氯仿-异戊醇抽提1 次

2 倍体积冷的95%乙醇（含2 mol/L醋
酸铵）进行沉淀，风干后TE溶解

微卫星位点分析 [19]

葡萄汁、
发酵阶段
葡萄酒

100 mL样品离心收集沉淀
1.0 mol/L Tris-HCl（pH 8.0），1.4 mol/L NaCl，

20 mmol/L EDTA，3 g/100 mL CTAB，
1% β-巯基乙醇，线性聚丙烯酰胺

氯仿-异戊醇抽提1 次；
苯酚-氯仿-异戊醇抽提1 次 新型植物基因组DNA快速提取试剂盒 微卫星位点分析 [20]

葡萄汁、
葡萄酒

加入2% β-巯基乙醇；离心收集
沉淀；TE缓冲液洗涤2 次

10 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），1.4 mol/L NaCl，
20 mmol/L EDTA, 2 g/100 mL CTAB，

2% β-巯基乙醇，6 g/100 mL PVPP

氯仿-异戊醇抽提；0.7 倍体积
异丙醇沉淀后，TE溶解

新型植物基因组DNA快速提取试剂盒 微卫星位点分析 [22]

葡萄汁
加入2% β-巯基乙醇；
离心收集沉淀；TE缓冲

液洗涤2 次

10 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），1.4 mol/L 
NaCl，20 mmol/L EDTA, 2 g/100 mL CTAB，

2% β-巯基乙醇，6 g/100 mL PVPP

氯仿-异戊醇抽提；0.7 倍体积
异丙醇沉淀后，TE溶解

新型植物基因组DNA快速提取试剂盒
微卫星位点分析、毛

细管凝胶电泳
[29]

葡萄汁、
葡萄酒

离心收集沉淀
100 mmol/L Tris-HCl（pH 8.5），0.1 mol/L 

NaCl，50 mmol/L EDTA，2 g/100 mL SDS，
2% β-巯基乙醇

苯酚-氯仿-异戊醇和氯仿-异戊醇各抽提1 次；
0.6 倍异丙醇－20 ℃沉淀2 h；70%乙醇
洗涤后TE溶解；用苯酚-氯仿-异戊醇抽

提并收集上清

加入0.1 倍体积的3 mol/L
醋酸钠（pH 5.2）和2 倍体积
无水乙醇，－20 ℃过夜，离心
收集沉淀，并用70%乙醇洗涤

细胞核、线粒体及叶
绿体微卫星位点分析

[26]

果汁、
葡萄酒

分别用1/9 体积1.2 mol/L NaCl、
0.7 倍体积异丙醇和1/6 倍体积

的3 mol/L醋酸钠
（pH 5.2），－20 ℃沉淀

1～2 周。收集沉淀

1.0 mol/L Tris-HCl（pH 8.0），2 mol/L NaCl，
25 mmol/L EDTA，3 g/100 mL CTAB，

0.2% β-巯基乙醇，1 g/100 mL PVPP
等体积的苯酚-氯仿-异戊醇抽提1 次 0.6 倍体积的异丙醇－20 ℃沉淀；

离心收集沉淀；70%乙醇洗涤
荧光定量 PCR；

葡萄微卫星位点分析
[25]

市售葡萄酒 将酒冷冻干燥得粉末
0.1 mol/L Tris-HCl（pH 8.0），0.1 mol/L NaCl，

加入热稳定R-淀粉酶80 ℃水浴1 h；加入
蛋白酶K和0.2 g/100 mL SDS，于55 ℃放置1 h 

冷的70%乙醇0 ℃放置10 min，加入1/10 体积
3 mol/L醋酸钠和2 倍体积冷异丙醇沉淀；TE溶解，

中性苯酚和苯酚-氯仿各抽提1 次

0.2 mol/L NaCl和2 倍体积的冷
异丙醇沉淀DNA；70%乙醇洗涤

沉淀后用TE溶解DNA
PCR检测葡萄内源基因 [27]

发酵阶段葡
萄酒

加入0.5 mol/L EDTA和
线性聚丙烯酰胺，真空

干燥至一定质量

50 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），20 mmol/L 
EDTA，0.7 mol/L NaCl，0.4 mol/L LiCl，
1 g/100 mL CTAB，1 g/100 mL PVP40；

2 g/100 mL SDS，1% β-巯基乙醇

氯仿抽提1 次，0.65 倍体积异丙醇沉淀。用TEN
配制的80%乙醇洗涤1 次；重复氯仿抽提1 次 柱式DNA快速纯化试剂盒

荧光定量PCR分析葡萄
VvNCED基因

[28]

葡萄汁
加入2% β-巯基乙醇；离心收集

沉淀；TE缓冲液洗涤2 次

10 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），1.4 mol/L NaCl，
20 mmol/L EDTA, 2 g/100 mL CTAB，

2% β-巯基乙醇，6 g/100 mL PVPP

氯仿-异戊醇抽提；0.7 倍体积
异丙醇沉淀后，TE溶解

用1/2 体积5 mol/L NaCl和2 倍体积冷
无水乙醇沉淀。0.1×TE或无菌水溶解

微卫星位点定量分析
葡萄品种

[30]

发酵及市售
葡萄酒

0.7 倍体积异丙醇
－20 ℃沉淀2 周

10 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），1.4 mol/L 
NaCl，20 mmol/L EDTA，2 g/100 mL CTAB，
蛋白酶K，1% β-巯基乙醇，2 g/100 mL PVP

氯仿-异戊醇抽提1 次；中性苯酚抽提1 次 0.6 倍体积的异丙醇－20 ℃过夜沉
淀；76%乙醇、10 mmol/L醋酸铵洗涤

微卫星位点分析 [13]

葡萄果汁 冷冻干燥得粉末
0.1 mol/L Tris-HCl（pH 8.0），1.4 mol/L NaCl，

20 mmol/L EDTA，2 g/100 mL CTAB

氯仿抽提；2 倍体积CTAB缓冲液（5 g/L CTAB，
0.04 mol/L NaCl，pH 8.0）沉淀1 h；
1.2 mol/L NaCl溶解，氯仿抽提1 次

0.8 倍体积异丙醇－20 ℃沉淀1 h，
70%乙醇洗涤后0.1×TE溶解

PCR检测葡萄内源类
甜蛋白基因

[31]

葡萄酒

10 mol/L的NaOH溶液调葡
萄酒pH值至8.0，1 g/100 mL 

CTAB，1.0 mol/L NaCl，
0.2% β-巯基乙醇

加入硅石悬浮液，室温保育2 h，收集沉淀；
用含0.1 mol/L Tris-HCl（pH 8.0），1 g/100 mL 
CTAB，1 mol/L NaCl的冲洗沉淀1～2 次。加入

纯水65 ℃热洗脱DNA

等体积氯仿抽提1 次，根据需要
可重复抽提或增加苯酚抽提

异丙醇沉淀；70%乙醇
洗涤后0.1×TE溶解

[23]

注：EDTA. 乙 二 胺 四 乙 酸（ethylene diamine tetraacetie acid）；PVPP. 聚 乙 烯 聚 吡 咯 烷 酮（polyvinilpolypyrrolidone）；PVP. 聚 乙 烯 吡 咯 烷 酮

（polyvinylpyrrolidone）；TE. 由 Tris 和 EDTA 配制而成；TEN. Tris-EDTA-NaCl。

因的PCR或实时荧光定量PCR分析，表明基因水平进

行葡萄酒品质分析鉴别尽管难度较大但并非不可行。

表1中各种葡萄酒中DNA提取方法中采用的技术策略分

析如下。

2.2.1 葡萄酒中DNA富集

葡萄酒中微量DNA片段的富集是DNA提取的第一个

关键环节。由表1可知，4 ℃低温离心取沉淀、真空冷冻

干燥以及硅石吸附是目前富集葡萄酒中DNA的3 种有效

方式。为了更充分富集溶于液相中分子质量较小的DNA

片段，提高DNA的得率，Savazzini等[25]在原酒中分别加

入1/9 体积1.2 mol/L NaCl、0.7 倍体积异丙醇或1/6 体积

醋酸钠并于－20 ℃放置1～2 周，然后进行DNA提取，结

果表明3 种试剂均能显著提高DNA得率，且异丙醇沉淀

后提取的DNA得率稍逊于NaCl和醋酸钠沉淀，但纯度较

高；Pereira等[13]比较了添加0.7 倍体积异丙醇－20 ℃放置

24 h、48 h、1 周或2 周对DNA得率以及下游PCR效果的
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影响，认为－20 ℃放置2 周为最佳，对于红葡萄酒尤其

如此。Drábek等[28]在真空冷冻干燥市售葡萄酒时，加入

0.5 mol/L的EDTA和线性聚丙烯酰胺，也获得了可用于荧

光定量PCR分析的DNA。

2.2.2 DNA粗提以及多糖和多酚的去除

葡萄酒中富含源于葡萄浆果的多糖和多酚等物质[33]， 

不仅干扰DNA的提取，也抑制下游的分子生物学检测[27]。

CTAB是一种去污剂，它既可以裂解细胞，又可以有效

沉淀多糖，因此，在Tris-HCl-EDTA（pH 8.0）的弱碱性

缓冲液中，1～3 g/100 mL的CTAB配合1.4 mol/L NaCl是

普遍采用的葡萄酒中DNA提取缓冲液（表1），Zeng Jie

等[34]认为对于多糖与次生物质含量较高的材料，DNA提

取液中提高CTAB质量浓度至3 g/100 mL则效果更好。

SDS法是经典的DNA提取方法，由于SDS不具有沉淀多

糖的能力，较少用于多糖多酚含量较多的材料中DNA的

提取[17]，但经改良（加入2%（体积分数，下同）β-巯基

乙醇）可以从葡萄酒和葡萄汁中提取获得可用于微卫星

位点分析的DNA[26]，另有Nakamura等[27]将SDS法与耐热

R-淀粉酶和蛋白酶K合用，从市售葡萄酒中提取获得了

DNA，并成功进行葡萄特异性基因的PCR分析。

由表 1可知，数种改良的C T A B法和 S D S方法

中，普遍添加了 1 %～ 2 %   β -巯基乙醇、 P V P 4 0或

PVPP 1～6 g/100 mL。因为β-巯基乙醇为抗氧化剂，可避

免酚类氧化；PVP或PVPP则能络合多酚和萜类物质，可

阻止多酚物质氧化为醌，两者配合使用能有效防止多酚

的污染[13,17]。经DNA提取缓冲液裂解得粗提DNA后，通

常用苯酚-氯仿-异戊醇（25∶24∶1，V/V）抽提或者中性水

饱和苯酚与氯仿-异戊醇（24∶1）分次抽提，以去除蛋白

质和多糖等杂质。Pereira等[13]通过实验表明，尽管酚抽

提会增加DNA中酚污染的机率，但该环节依然是葡萄酒

中DNA提取过程中不可或缺的，另外加入蛋白酶K以去

除蛋白也是必要的。

2.2.3 DNA纯化回收

通常采用添加0.6～0.8 倍体积异丙醇或2 倍体积无

水乙醇至DNA粗提液，并于低温—20 ℃过夜沉淀的方式

获得相对较纯的DNA，NaCl、醋酸铵以及醋酸钠等盐类

物质能够帮助达到更好的沉淀效果（表1）；另外，商业

化的DNA提取或纯化试剂盒被用来进一步纯化所提得的

DNA，以满足下游微卫星位点分析或荧光定量PCR实验

对DNA纯度的需求[20,22,28-29]。

3 DNA质量评价

在优化葡萄酒中DNA提取条件的过程中，合适的

DNA质量评价指标尤为重要。分子生物学实验中通常采

用分光光度法测定提取产物260 nm与280 nm波长处的吸

光度，据此计算DNA的浓度并初步判定其纯度。然而，

从葡萄酒中提取的DNA，除了含有源于葡萄浆果的葡萄

DNA，还有源于发酵过程中酵母等微生物的DNA，因

此，分光光度法并不能判定提取的DNA是否含有葡萄

内源DNA。采用微卫星序列分析、普通PCR或荧光定量

PCR进行葡萄特异性基因分析则能够直接判定所提得的

DNA中是否含有葡萄特异性基因。表2列出了目前文献中

报道的可用于葡萄酒中葡萄特异性基因分析的PCR引物

与探针信息，以供参考。

表 2 葡萄内源基因PCR引物和探针

Table 2 Primers and probes for PCR of endogenous genes in grape

目的基因 引物及探针序列 产物长度/bp 序列来源 参考文献

VvNCED2
正向引物：5’-ATGGCGACGGTATGGTTCA-3’

94 GenBank：
AY337614 [25]反向引物：5’-CGCTCCTGGACCAATCTCTG-3’

探针：Fam-AGTCACCCTTAATGGCGGTTC-Tamra

葡萄白藜芦醇
合酶基因

正向引物：5’-CGAGGAATTTAGAAACGCTCAAC-3’
63 GenBank：

KC417319.1 [28]反向引物：5’-GCTGTGCCAATGGCTAGGA-3’
探针：BHQ1-TGCCAAGGGTCCGGCCACC-FAM

葡萄类甜
蛋白基因

正向引物：5’-GCACCGTTTTCAAGACCGAT-3’
93 GenBank：

XM002282952.2 [31]
反向引物：5’-CATCAGGGCACCTAGTCTTG-3’

4 葡萄品种的鉴定

葡萄酒的品质与葡萄品种、水土和酿造技术等密

切相关，特别是高品质葡萄酒对酿酒采用的葡萄品种及

其配比有着严格的要求。为了保障高级葡萄酒的品质，

许多国家如法国、意大利和葡萄牙等都实行了原产地

保护规定，只允许使用特定产区有限的少数几个葡萄

品种进行酿酒[14]。近年来，分子标记技术如限制性片段

长度多态性（restriction fragment length polymorphism，

RFLP）、随机扩增多态性DNA（random amplif ied 

polymorphic DNA，RAPD）、扩增片段长度多态性

（amplified fragment length polymorphism，AFLP）和微

卫星标记（simple sequence repeats，SSR）等已经成功的

应用于葡萄品种鉴定[35]。SSR标记技术利用SSR两端的保

守序列设计出一对特异性引物进行PCR扩增，将扩增产

物通过凝胶电泳或毛细管电泳等手段检测出扩增条带的

多态性，从而鉴别出不同的葡萄品种。SSR分子标记技

术具有对DNA的浓度和纯度要求较低，即便部分降解的

DNA也能进行分析鉴定等特点，因此广泛应用于葡萄酒

中葡萄品种的鉴定。

Siret等[20]利用从发酵阶段的葡萄酒中提取的DNA，

用VVMD5、VVMD7、VVMD21、VVMD24和VVMD32

这5 个微卫星位点进行检测，能够有效的鉴别单一品种

发酵葡萄酒中的Chardonnay B、Clairette B、Syrah N和

Grenache，对两个葡萄品种混合发酵的葡萄酒能够成功

的鉴别出含量为30%的异源葡萄品种。Siret等[20]还提出

对于葡萄酒这种深加工的产品，应该将检测目标针对线
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粒体DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）或叶绿体DNA

（chloroplast DNA，cpDNA），因其含量相对于细胞核

DNA更丰富，且线粒体和叶绿体DNA为环形，对热处理

等具有较高的抗性。Savazzini等[25]能够成功地从发酵后

超过1 a的葡萄酒中扩增出微卫星序列，但用Genotyper软

件分析发现扩增得到的微卫星序列与不同葡萄品种叶片

的微卫星序列仍存在差异，认为可能与低DNA浓度和高

多酚、多糖和其他PCR抑制剂有关；Baleiras-Couto等[26]

应用6 种细胞核SSR和2 种叶绿体SSR微卫星标记对5 种

单一品种发酵和2 种双品种混合发酵葡萄酒进行了分析，

发现在双品种发酵的葡萄酒中某一葡萄品种比例越高则

扩增信号越强，且叶绿体SSR比细胞核SSR更适用于葡萄

酒的检测。García-Beneytez等[22]在一个PCR反应体系中

同时扩增VVS5、VVMD7、VVS2、VVMD5、ZAG47、

ZAG62、ZAG79和VVS29共7 个微卫星序列，并成功地

鉴别了单一品种发酵的葡萄酒中葡萄品种，该方法依据

上述微卫星位点扩增产物片段大小差异或PCR时标记的

荧光不同，可以在同一反应体系中同时进行不同微卫星

位点的检测，从而有效地节省DNA、时间和金钱，在微

卫星标记鉴别未知样品中存在的多种葡萄品种方面也具

有较好的应用潜力。

获取SSR分子标记的相关信息可以通过查阅文献，

也可以通过访问SSR分子标记数据库，主要的公开的葡

萄微卫星标记数据库见表3。瑞士葡萄SSR分子标记数据

库（Swiss Vitis Microsatellite Database）截至2014年6月

收录了171 份本国葡萄品种的SSR信息，该数据库中利用

6 个SSR标记（VVMD5、VVMD7、VVMD27、VVS2、

VrZAG62、VrZAG79），区分了171 份葡萄品种。意

大利葡萄SSR分子标记数据库（Grape Microsatellite 

Collection，GMC）能通过葡萄品种名称、微卫星位点和

名称首字母进行检索，检索的结果包括微卫星位点、等

位基因1和2的长度、品种名称、作者、引用文献和片段

分析方法这7 项内容。

表 3 葡萄微卫星标记数据库

Table 3 Databases of grapevine microsatellite markers

数据库名称 地址 网址 基因型数据量

The Swiss Vitis Microsatellite Database Université de Neuchâtel, Switzerland http://www1.unine.ch/svmd 171

The Greek Vitis Database University of Crete,
Heraklion, Greece

http://gvd.biology.uoc.gr/gvd/
index.htm 298

Grape Microsatellite
Collection（GMC）

IASMA, San Michele,
Italy

http://meteo.iasma.it/genetica/
gmc.html 718

Identification de Variedades de vid 
Caracterizad as Mediante Microsatelites

Departamento de Biología Vegetal
Universidad Politécnica de Madrid, Spain

http://sivvem.monbyte.com/
sivvem.asp. 574

5 结 语

随着人们对葡萄酒文化的逐渐熟悉和钟爱，我国进

口葡萄酒消费市场急速膨胀。令人不齿的是，市场上出

现了“以假乱真”、“以次充好”、甚至“葡萄酒里不

含葡萄原汁”等种种乱象，深刻影响了葡萄酒文化的宣

传推广，极大打击了葡萄酒消费市场的健康发展，严重

侵害了消费者的正当权益。面对目前葡萄酒鱼龙混杂的

局面，研究并建立葡萄酒真伪和品质鉴别检验技术能够

为葡萄酒市场的科学监管提供有效的技术武器。

高品质葡萄酒对葡萄品种及比例均有具体的要求，

通过基因检测技术可以有效的鉴别出葡萄酒中所含有的

葡萄品种及其比例，从而能够为鉴别葡萄酒的真伪和品

质提供一种直接判定的依据。经过诸多研究者的共同努

力，葡萄酒中葡萄的DNA提取和分子鉴定已取得喜人

进展，主要表现为：1）果汁和发酵阶段葡萄酒中葡萄

DNA提取以及SSR技术鉴定部分葡萄品种的方法已基本

确立（表1）；2）能够从市售葡萄酒中提取获得葡萄的

DNA，并在品种鉴定方面进行了有益尝试。

同时，从已有的研究报道中也凸显出实现从基因

水平简便、快速、直接地对葡萄酒品质进行鉴别仍有不

少技术难题亟待解决：1）目前尚无成熟稳定的葡萄酒

DNA提取方法体系建立，尤其是市售和红葡萄酒中高质

量DNA提取仍是发展葡萄酒基因鉴别技术的关键及限速

环节。在该环节，可以从以下方面进行有益的尝试，诸

如通过温度梯度控制或加入糖原等助沉剂以缩短DNA富

集（沉淀）时间；选用磁珠和特异性吸附膜等方法进行

DNA的纯化，以避免常规纯化过程中大量使用苯酚、氯

仿等有机试剂造成的污染；针对不同发酵阶段、白葡萄

酒或红葡萄酒DNA提取的共性难点开发相应的DNA提

取试剂盒等方面以优化DNA的提取。2）葡萄酒中葡萄

DNA品种鉴别依旧困难重重，其主要限制性体现在难以

获得葡萄品种特异性的基因序列，且各品种微卫星位点

扩增产物差异较小，某些品种间产物大小差异仅为几个

碱基对，甚至仅是个别碱基的不同，即使借助于分辨率

相对较高的毛细管电泳或芯片凝胶电泳也难以鉴别，而

将扩增产物测序，通过序列分析确定品种则不失为更可

行的方法。因此，建立并共享酿酒葡萄微卫星序列数据

库势在必行。

综上所述，基因检测技术将在葡萄酒的真伪和品质

鉴别检测方面发挥越来越重要的作用，随着研究方法和

技术的日新月异，从基因水平简便、快速、直接地判别

葡萄酒是否由葡萄原汁酿制，以及由何种酿制，建立葡

萄酒“指纹”体系指日可待。
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