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莪术基原植物 ＤＮＡ 条形码序列的筛选与鉴定
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濒危药材繁育国家工程实验室ꎬ 北京 １００１９３ )

摘　 要: 为寻找适用于中药材莪术基原植物鉴定的 ＤＮＡ 条形码序列ꎬ探索快速高效的莪术基原植物鉴定的

新方法ꎬ该文首先利用扩增成功率和测序成功率对中药材莪术三种基原植物ꎬ９ 个样本的 ７ 种 ＤＮＡ 条形码

序列(ＩＴＳ、ＩＴＳ２、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ、ｒｐｏＢ 和 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ)进行评估ꎬ然后利用 ＭＥＧＡ６.０ 软件对获得的高

质量的序列通过变异位点分析、遗传距离计算和系统树分析等进一步进行评估ꎬ最后将筛选到的 ＤＮＡ 条形

码序列对未知基原的待测样品进行基原鉴定ꎮ 结果表明:(１)ＩＴＳ、ＩＴＳ２ 和 ｍａｔＫ 等条形码序列在莪术基原植

物中的扩增或测序成功率较低ꎬ难以应用于实际鉴定ꎻ而 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ 和 ｒｐｏＢ 条形码序列变异位点信

息过少ꎬ不足于区分莪术的三种不同基原植物ꎻ只有 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 条形码序列的扩增和测序成功率较高ꎬ容易获

得高质量的序列ꎬ同时序列长度(６４２~ ６４５ ｂｐ)理想ꎬ变异位点多(１１ 个)ꎬ可实现莪术的三种不同基原的区

分鉴别ꎮ (２)待测样品经基于 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列构建的系统发育树鉴别为温郁金ꎮ 综上所述ꎬ叶绿体 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ

序列能够准确鉴定莪术不同基原植物ꎬ可以作为中药材莪术基原植物鉴定的条形码序列ꎮ
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蓬莪术(Ｃ. ｐｈａｅｏｃａｕｌｉｓ)和温郁金(Ｃ. ｗｅｎｙｕｊｉｎ)的根

茎加工而成ꎬ为我国常用中药材ꎬ具有行气破血、消
积止痛等功效(中国药典ꎬ２０１５)ꎮ 现代研究表明ꎬ
不同来源莪术的化学成分和药效存在较大差异(吴
伯英和李敏ꎬ２０１２):莪术二酮、莪术醇、吉马酮和 β￣
榄香烯等主要有效成分含量在不同来源莪术中有

明显差异(毛春芹等ꎬ２０１３)ꎻ药效实验表明温郁金

治疗胃癌和肝癌效果最好(唐德才等ꎬ２０１３ꎻ臧文华

等ꎬ２０１４)ꎬ妇科药保妇康栓的主要成分莪术油主要

来源于温郁金(张永文和杨瑞琦ꎬ２０１０)ꎮ 随着国内

外市场对莪术需求量的日益增大ꎬ人工种植莪术已

成为莪术药材的主要来源 (吴正强和赵小文ꎬ
２００３)ꎬ为保证栽培选种正确ꎬ临床用药安全有效ꎬ
莪术基原植物的准确鉴别亟待解决ꎮ

广西 莪 术、 蓬 莪 术 和 温 郁 金 均 为 姜 黄 属

(Ｃｕｒｃｕｍａ Ｌ.)植物ꎬ该属植物的传统鉴别主要基于

花或 叶 片 等 的 形 态 特 征 ( 中 国 植 物 志ꎬ ２００４ꎻ
Ｚáｖｅｓｋá ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ沈荔荔等ꎬ２０１４)ꎮ 莪术三种

基原植物形态特征类似极易混淆ꎬ依靠形态特征

的传统鉴定和分类比较困难(中国植物志ꎬ２００４ꎻ
肖小河等ꎬ２００４)ꎬ而人工栽培以及各地相互引种

等因素加剧了分类的不确定性ꎬ因此ꎬ有必要确定

各地种植莪术的基原和种质以保证正确种植ꎮ 各

学者分别运用显微鉴别、理化鉴别、ＲＡＰＤ 分析和

化学指纹图谱 (肖小河等ꎬ ２０００ꎬ ２００１ꎻ沈艳等ꎬ
２０１４ꎻ杨丰庆等ꎬ２００５ꎻ刘双利等ꎬ２０１６)等对莪术

基原植物进行了研究ꎬ但上述方法在实际应用中

仍存在不少困难或因序列太长而大大增加了应用

的难度(曹晖等ꎬ２０１０)ꎮ
本研究通过对多种 ＤＮＡ 条形码序列进行筛

选ꎬ建立了适用于莪术三种基原植物的 ＤＮＡ 条形

码技术鉴定方法ꎬ同时也为姜黄属植物的分类和

鉴定提供一定的参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本实验共收集 １４ 份材料ꎬ包括 ９ 份试验样本和

５ 份待检样本ꎮ 蓬莪术、广西莪术和温郁金分别采

自温州、广西、四川等道地产区ꎬ待测样本采自海南

和江西等引种地ꎬ具体信息见表 １ꎮ 材料由中国医

学科学院药用植物研究所海南分所朱平老师鉴定ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 样品 ＤＮＡ 的提取、扩增和测序 　 每个样品

取 １００ ｍｇ 新鲜叶片ꎬ参照植物基因组 ＤＮＡ 提取试

剂盒(ＯＭＥＧＡ ＨＰ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｋｉｔꎬ 美国)提取 ＤＮＡꎮ
提取后的总 ＤＮＡ 用微量核酸蛋白测定仪(Ｔｈｅｒｍｏꎬ

４６２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 １　 植物样品来源与 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｒｉｇｉｎｓ ａｎｄ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

序号
Ｎｏ.

编号
Ｃｏｄｅ

样品名
Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ

样品来源
Ｓａｍｐｌｅ ｓｏｕｒｃｅ

ＧｅｎＢａｎｋ 注册号
Ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｎ ＧｅｎＢａｎｋ

ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ ｒｏｐＢ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ

１ Ａ１ 温郁金
Ｃｕｒｃｕｍａ ｗｅｎｙｕｊｉｎ

浙江省瑞安市陶山镇沙洲村
Ｓｈａｚｈｏｕ Ｖｉｌｌａｇｅꎬ Ｔａｏｓｈａｎ Ｔｏｗｎꎬ
Ｒｕｉａｎ Ｃｉｔｙꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＨ６３４５３９ ＭＨ６３４５５２ ＭＨ６３１０１０ ＭＨ５９６００１

２ Ａ２ 温郁金
Ｃ. ｗｅｎｙｕｊｉｎ

浙江省瑞安市马屿镇
Ｍａｙｕ Ｔｏｗｎꎬ Ｒｕｉａｎ Ｃｉｔｙꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＨ６３４５４０ ＭＨ６３４５５０ ＭＨ６３１００８ ＭＨ５７４９１２

３ Ａ３ 温郁金
Ｃ. ｗｅｎｙｕｊｉｎ

浙江省瑞安市南滨街
Ｎａｎｂｉｎ Ｓｔｒｅｅｔꎬ Ｒｕｉａｎ Ｃｉｔｙꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＨ６３４５４１ ＭＨ６３４５５１ ＭＨ６３１００９ ＭＨ５７４９１３

４ Ｂ１ 广西莪术
Ｃ. ｋｗａｎｇｓｉｅｎｓｉｓ

广西壮族自治区钦州市灵山县陆屋镇
Ｌｕｗｕ Ｔｏｗｎꎬ Ｌｉｎｇｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｑｉｎｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ

ＭＨ６３１００１ ＭＨ６１５０９４ ＭＨ６３４５５９ ＭＨ５７４９１９

５ Ｂ２ 广西莪术
Ｃ. ｋｗａｎｇｓｉｅｎｓｉｓ

广西壮族自治区钦州市灵山县陆屋镇
Ｌｕｗｕ Ｔｏｗｎꎬ Ｌｉｎｇｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｑｉｎｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ

ＭＨ６３１００２ ＭＨ６１５０９５ ＭＨ６３４５６０ ＭＨ５７４９２０

６ Ｂ３ 广西莪术
Ｃ. ｋｗａｎｇｓｉｅｎｓｉｓ

广西壮族自治区钦州市灵山县陆屋镇
Ｌｕｗｕ Ｔｏｗｎꎬ Ｌｉｎｇｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｑｉｎｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ

ＭＨ６３１００３ ＭＨ６１５０９６ ＭＨ６３４５６１ ＭＨ５７４９２１

７ Ｂ４ 广西莪术
Ｃ. ｋｗａｎｇｓｉｅｎｓｉｓ

广西壮族自治区贺州市
Ｈｅｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｚｈｕａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
Ｒｅｇｉｏｎ

ＭＨ６３４５４２ ＭＫ１８８７１９ ＭＨ６３４５６６ ＭＨ５７４９２２

８ Ｃ１ 蓬莪术
Ｃ. ｐｈａｅｏｃａｕｌｉｓ

四川省成都市崇州市三桥村
Ｓａｎｑｉａｏ Ｖｉｌｌａｇｅꎬ Ｃｈｏｎｇｚｈｏｕ Ｃｉｔｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ
Ｃｉｔｙꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＨ６３４５３７ ＭＨ６１５０９７ ＭＨ６３４５５７ ＭＨ５７４９１７

９ Ｃ２ 蓬莪术
Ｃ. ｐｈａｅｏｃａｕｌｉｓ

四川省成都市双流区舟渡村
Ｚｈｏｕｄｕ Ｖｉｌｌａｇｅꎬ Ｓｈｕａｎｇｌｉｕ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＨ６３４５４３ ＭＨ６１５０９８ ＭＨ６３４５５８ ＭＨ５７４９１８

１０ Ｄ１ 待测样品
Ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ

海南省临高县
Ｌｉｎｇａｏ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＨ６３０９９９ ＭＨ６３４５４８ ＭＨ６３１００７ ＭＨ５７４９１５

１１ Ｄ２ 待测样品
Ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ

海南省海口市琼山区
Ｑｉｏｎｇｓｈａｎ ＤｉｓｔｒｉｃｔꎬＨａｉｋｏｕ Ｃｉｔｙꎬ
Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＨ６３１０００ ＭＨ６３４５４９ ＭＨ６３１００６ ＭＨ５７４９１６

１２ Ｄ３ 待测样品
Ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ

海南省澄迈县
Ｃｈｅｎｇｍａｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＨ６３１００４ ＭＨ６３４５４７ ＭＨ６３１００５ ＭＨ５７４９１４

１３ Ｅ１ 待测样品
Ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ

江西省新余市
Ｘｉｎｙｕ Ｃｉｔｙꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＫ１８８７１４ ＭＫ１８８７１７ ＭＫ１８８７２３ ＭＫ１８８７０６

１４ Ｅ２ 待测样品
Ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ

江西省新余市
Ｘｉｎｙｕ Ｃｉｔｙꎬ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＭＫ１８８７１３ ＭＫ１８８７１８ ＭＫ１８８７２４ ＭＫ１８８７０７

美国)进行质量检测ꎮ ＰＣＲ 扩增使用的引物和扩

增程序参照相关文献(表 ２)ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ２５
μＬꎬ其中ꎬ２ｘ ＥｃｏＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ( Ｔｒａｎｓｇｅｎꎬ 中

国) １２.５ μＬꎬ 正反引物各 １ μＬꎬＤＮＡ 模板 ２０ ｎｇꎮ
ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶电泳进行检测ꎮ 扩增

成功的 ＰＣＲ 产物送到华大基因公司纯化ꎬ并双向

测序ꎮ
１.２. ２ 数 据 处 理 　 利用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ Ａｌｉｇｎｅｒ Ｖ２.０
(ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ Ｃｏ.ꎬ美国)对测序峰图进行校对拼接ꎬ
去除低质量序列及引物区ꎬ应用相似性搜索法

(ＢＬＡＳＴ)进行防错ꎬ将正确的有效序列在 ＧｅｎＢａｎｋ
注册新序列号(表 １)ꎮ 运用 ＭＥＧＡ６.０ 进行多序列

比对ꎬ计算种内或种间 Ｋｉｍｕｒａ ２￣ｐａｒａｍｅｔｅｒ ( Ｋ２Ｐ)
遗传距离并构建 ＮＪ 系统树ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＰＣＲ 扩增和测序

ＩＴＳ、ＩＴＳ２ 序列的 ＰＣＲ 成功率虽可达到 １００％ꎬ
但其测序峰图表现为多位点的无规则套峰ꎬ 无法

５６２１８ 期 张玉秀等: 莪术基原植物 ＤＮＡ 条形码序列的筛选与鉴定



表 ２　 ＰＣＲ 引物信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

序号
Ｎｏ.

目的序列
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

１ ＩＴＳ ＩＴＳ￣Ｌｅｕ ＧＴＣＣＡＣＴＧＡＡＣＣＴＴＡＴＣＡＴＴＴＡＧ

ＩＴＳ４ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ Ｇｒｏｕｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１

２ ＩＴＳ２ ＩＴＳ２￣Ｓ２Ｆ ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ

ＩＴＳ２￣Ｓ３Ｒ ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ 陈士林ꎬ２０１５

３ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ ｆｗｄ ＰＡ ＧＴＴＡＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ

ｒｅｖ ＴＨ ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ 陈士林ꎬ２０１５

４ ｍａｔＫ ３９０Ｆ ＣＧＡＴＣＴＡＴＴＣＡＴＴＣＡＡＴＡＴＴＴＣ

１３２６Ｒ ＴＣＴＡＧＣＡＣＡＣＧＡＡＡＧＴＣＧＡＡＧＴ Ｇｒｏｕｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１

５ ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ ａｔｐＢ￣１ ＡＣＡＴＣＫＡＲＴＡＣＫＧＧＡＣＣＡＡＴＡＡ

ｒｂｃＬ￣１ ＡＡＣＡＣＣＡＧＣＴＴＴＲＡＡＴＣＣＡＡ Ｃｈｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８

６ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ｔｒｎ￣ｅ ＧＧＴＴＣＡＡＧＴＣＣＣＴＣＴＡＴＣＣＣ

ｔｒｎ￣ｆ ＡＴＴＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６

７ ｒｐｏＢ １ｆ ＡＡＧＴＧＣＡＴＴＧＴＴＧＧＡＡＣＴＧＧ

４ｒ ＧＡＴＣＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＡＡＴＴＣＣ Ｓａｓｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７

得到准确单一的序列ꎮ ｍａｔＫ 的平均扩增成功率仅

为 １８.７５％ꎮ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、 ｒｐｏＢ、ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ 和 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ
的 ＰＣＲ 扩增效率和测序成功率都为 １００％ꎬ序列

长度介于 ３２５ ~ ６４５ ｂｐ 之间ꎬｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 和 ｒｏｐＢ 的

变异位点为 ０ꎬｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ 有 １ 个变异位点ꎬａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ
在 １４ 个样品间有 １１ 个变异位点(表 ３)ꎮ
２.２ ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列特征分析

通过对 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列比较发现ꎬ蓬莪术的

ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列长度为 ６４２ ｂｐꎬ温郁金和广西莪术

的序列长度均为 ６４５ ｂｐꎮ 广西莪术与温郁金相

比ꎬ仅在 ５５０ 位点上存在一个 Ｃ 到 Ｔ 转换ꎬ而与蓬

莪术相比存在 ８ 处碱基的不同ꎬ例如在 ７６ 位点 Ｃ
到 Ｔ 转换ꎬ２５９ 位点 Ｔ 插入ꎬ３１０ 位点 Ｃ 到 Ｔ 转换ꎬ
３９７ 位点 Ｃ 到 Ｔ 转换ꎬ４３０ 位点 ４ 个碱基 Ｔ 缺失

等ꎮ 待测样品中ꎬ江西新余、海南澄迈和临高的

ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ序列与温州温郁金的一致性为 １００％ꎬ只
有海南琼山与温州温郁金的 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列存在一

个碱基变异ꎮ
２.３ 遗传距离计算及基于 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列的系统进

化树

应用 ＭＥＧＡ６.０ 软件ꎬ基于 Ｋ２Ｐ 距离模型计算

莪术不同基原植物间的遗传距离ꎮ 其中广西莪术

种内遗传距离均为 ０ꎬ温郁金的种内遗传距离为

０.０００ ４ꎬ 蓬莪术的种内遗传距离为 ０.００６ ３ꎻ温郁金

与广西莪术种间的平均遗传距离为 ０.００１ ８ꎬ温郁金

与蓬莪术之间的平均遗传距离均为 ０.００８ １ꎬ广西莪

术和蓬莪术种间的遗传距离平均为０.００９ ５ꎮ 待测

样品中ꎬ海南样品和温州产温郁金的遗传距离在 ０~
０.００１ ６ 之间ꎬ平均遗传距离为 ０.０００ ５ꎬ江西样品和

温州产温郁金的遗传距离均为 ０ꎮ
应用 ＭＥＧＡ６.０ 软件构建基于 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列

的广西莪术、温莪术和蓬莪术的 ＮＪ 系统树 (图

１)ꎮ 在 ＮＪ 系统树上ꎬ温郁金 ３ 个居群、广西莪术 ４
个居群和蓬莪术 ２ 个居群分别聚为单系分支ꎬ其
中温郁金和广西莪术合聚为一大支ꎬ蓬莪术单独

聚为一支ꎬ表明基于 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列构建的 ＮＪ 系统

树可将温郁金、广西莪术、蓬莪术三个物种明显分

开ꎬ而温郁金与广西莪术的关系较近而与蓬莪术

关系较远ꎮ 待测样品都与温州产温郁金聚在同一

分支(图 １)ꎮ

３　 讨论与结论

ＤＮＡ 条形码技术自 ２００３ 年提出以来ꎬ 已成为

６６２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 ３　 不同 ＤＮＡ 条形码序列的评估
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ＩＴＳ ＩＴＳ２ ｍａｔＫ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ ｒｐｏＢ

样本数量
Ｎｏ. ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

１４ １４ １４ １４ １４ １４ １４

ＰＣＲ 成功率
ＰＣＲ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ(％)

１００ １００ １８.７５ １００ １００ １００ １００

测序成功率
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅ (％)

０ ７.１４ ７５ １００ １００ １００ １００

序列长度
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

２４６ ６１９ ６４２ ６４２~ ６４５ ３２５~ ３２６ ３４１

变异位点数
Ｎｏ. ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ

１ ０ １１ １ ０

图 １　 基于 ＮＪ 法(ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 数据)构建的系统树
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ＮＪ ｍｅｔｈｏｄｓ (ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ ｄａｔａ)

全球生物分类研究的热点和方向 (陈士林等ꎬ
２０１３)ꎮ 由于植物的核苷酸进化速率低于动物ꎬ且
植物存在更多杂交和多倍化的进化事件ꎬ植物中

没有一个单独的片段能像动物 ＣＯＩ 一样成为高效

和通用条形码ꎮ 因此ꎬ筛选一个或多个适合植物

分类的 ＤＮＡ 条形码序列成为十分重要的研究内

容(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｇｒｏｕｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 本研究

在 ＩＴＳ、 ＩＴＳ２、 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ、 ｍａｔＫ、 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ
和 ｒｐｏＢ 等 ７ 条 ＤＮＡ 条形码候选序列中ꎬ从 ＰＣＲ
扩增的难易程度ꎬ测序成功率和变异程度等方面ꎬ
筛选到了一条适宜鉴定莪术基原植物 ＤＮＡ 条形

码序列 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬꎮ
核基因 ＩＴＳ 和 ＩＴＳ２ 在莪术类植物间的测序成

功率很低ꎬＣｈｅｎ ｅｔ ａｌ.(２０１４)认为这主要是由于多

倍体杂交和多年人工栽培造成的ꎮ 虽可通过构建

单克隆载体的方式得到 ＩＴＳ２ 序列ꎬ但这无疑增加

了成本和难度ꎬ且在姜黄属内能提供分辨率仅为

４６.７％(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ ｍａｔＫ 是植物 ＤＮＡ 条

形码研究的核心条形码序列之一( Ｌｅｉｓｔｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９８)ꎬ但它在本研究的样本中 ＰＣＲ 扩增效率最

低(１８.７５％)ꎬ类似的问题在其他植物中也多有报

道( Ｓａｓｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ Ｈｏｌｌｉｎｇｓｗｏｒｔｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.(２０１４)利用多对引

物和多次摸索后ꎬ将姜黄属 ｍａｔＫ 序列扩增成功率

提高至 ８５. ４％ꎬ却发现姜黄属 ｍａｔＫ 序列不存在

ｂａｒｃｏｄｅ ｇａｐ(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 我们利用其序列

进行分析ꎬ发现 ｍａｔＫ 序列不能将莪术不同基原植

物分开ꎮ 从 ＰＣＲ 扩增效率和测序成功率考虑ꎬ我
们认为 ｍａｔＫ、ＩＴＳ 和 ＩＴＳ２ 这三条序列不适宜作为

莪术基原植物鉴定的候选序列ꎮ
ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、ｒｏｐＢ、 ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ 和 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 这四条

序列在本研究中的扩增和测序成功率均为 １００％ꎬ
但前三个序列在这些样本中极度保守、进化速率

慢ꎬ其种间差异为零或差异极小ꎬ而 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 存在

丰富的变异ꎮ 因此ꎬ我们将其作为莪术不同基原

植物鉴定的适宜序列ꎮ 在此基础上ꎬ本研究基于

ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列ꎬ通过计算遗传距离和构建 ＮＪ 系统

树ꎬ将«中国药典»中莪术的三种基原植物明显区

分开ꎬ同时鉴定结果说明海南和江西引种的样品
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都为温郁金ꎮ 近年来海南种植莪术的规模越来越

大ꎬ本文利用 ＤＮＡ 条形码技术ꎬ将海南引种的莪

术基原植物鉴定为温郁金ꎬ为其合理的开发和利

用提供了保障ꎮ
本研究对莪术基原植物的 ＤＮＡ 条形码鉴定进

行了初步的探讨ꎬ筛选获得的 ａｔｐＢ￣ｒｂｃＬ 序列对莪

术不同基原植物的快速准确鉴定具有重要意义ꎬ
但莪术基原植物的栽培品种众多ꎬ且分布范围广ꎬ
因此ꎬ进一步扩大取样范围十分必要ꎮ 本研究可

为莪术基原植物的品种选育、引种栽培等提供可

行的方法ꎬ同时ꎬ也为姜黄属植物的分类和鉴定提

供借鉴ꎮ
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