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·专题·

△ ［基金项目］　国家自然科学基金项目（８１２６０６１５）
 ［通信作者］　王晓琴，教授，研究方向：中药资源学及生药学；Ｅｍａｉｌ：ｎｙｗａｎｇｘｉａｏｑｉｎ＠１６３ｃｏｍ；

李辉，教授，研究方向：中蒙药资源保护与开发利用、分子生药学；Ｔｅｌ：（０４７１）６２６２２３２，Ｅｍａｉｌ：ｌｉ＿
ｍｉｎｈｕｉ＠ａｌｉｙｕｎｃｏｍ

基于 ＤＮＡ条形码技术鉴别５种列当属药用植物△

韩奇亨１，汤健１，王晓琴２，李辉１，３，４，５

（１包头医学院，内蒙古 包头　０１４０６０；
２内蒙古医科大学 药学院，内蒙古 呼和浩特　０１０１１０；

３内蒙古自治区中医药研究所，内蒙古　呼和浩特　０１０１１０；
４内蒙古自治区特色药用植物培育与保护工程技术研究中心，内蒙古　包头　０１４０６０；
５内蒙古自治区特色道地药材资源保护与利用重点实验室，内蒙古　包头　０１４０６０）

［摘要］　目的：建立一种快速、准确、标准化的５种列当属药用植物的 ＤＮＡ条形码鉴别方法。方法：采集
５种列当属药用植物，所有样品进行总ＤＮＡ提取，ＰＣＲ扩增，并对扩增产物进行测序得到相应的序列，测序结果
使用ＣＯＮＴＩＧ、ＢｉｏＥｄｉｔ、ＭＥＧＡ６０软件进行分析，构建系统发育树。结果：测得 ５种列当属植物的 ＩＴＳ、ｒｂｃＬ、
ｔｒｎＬＦ和ｍａｔＫ全长序列共２００条，４种序列长度范围在３６４～１２４０ｂｐ，其中ＩＴＳ、ｔｒｎＬＦ和ｍａｔＫ可将其鉴别出来。
结论：ｒｂｃＬ序列无法有效鉴别５种列当属药用植物，ｔｒｎＬＦ与 ＩＴＳ序列能够成功鉴别，可作为列当属植物的分子
鉴别方法。

［关键词］　分子鉴别；ＤＮＡ条形码；列当属；

ＳｔｕｄｙｏｎＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＦｉｖｅＳｐｅｃｉｅｓｏｆＧｅｎｕｓＯｒｏｂａｎｃｈｅｗｉｔｈＤＮＡＢａｒｃｏｄｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ＨＡＮＱｉｈｅｎｇ１，ＴＡＮＧＪｉａｎ１，ＷＡＮＧＸｉａｏｑｉｎ２，ＬＩＭｉｎｈｕｉ１，３，４，５

（１ＢａｏｔｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｂａｏｔｏｕ０１４０６０，Ｃｈｉｎａ；
２ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｏｈｈｏｔ０１０１１０，Ｃｈｉｎａ；

３ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎＡｃａｄｅｍｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈｏｈｈｏｔ０１０１１０，Ｃｈｉｎａ；
４ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｏｆＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃＭｅｄｉｃｉｎａｌＰｌａｎｔｓＣｕｌｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄ

ＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｂａｏｔｏｕ０１４０６０，Ｃｈｉｎａ；
５ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎａｌＲｅｓｏｕｒｃｅｓ

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｕｔｉｌｉｚｅ，Ｂａｏｔｏｕ０１４０６０，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｒａｐｉｄ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄｍｅｔｈｏｄｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｆｉｖｅｓｐｅｃｉｅｓｆｒｏｍｇｅｎｕｓ
ＯｒｏｂａｎｃｈｅｗｉｔｈＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＭｅｔｈｏｄｓ：ＴｏｔａｌＤＮＡｏｆ５ｋｉｎｄｓｏｆｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓｆｒｏｍｇｅｎｕｓＯｒｏｂａｎｃｈｅｗｅｒｅｅｘ
ｔｒａｃｔｅｄＩＴＳ，ｒｂｃＬ，ｔｒｎＬＦａｎｄｍａｔＫｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｗａｓｄｉｒｅｃｔｌｙｓｅｑｕｅｎｃｅｄ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｗｅｒｅａｌｉｇｎｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｆｔｗａｒｅ（ＣＯＮＴＩＧ、ＢｉｏＥｄｉｔ、ＭＥＧＡ６０）ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｙｔｒｅｅｓＲｅｓｕｌｔｓ：
Ｔｈｅ２００ｃｏｍｐｌｅｔｅＩＴＳ，ｒｂｃＬ，ｔｒｎＬＦａｎｄｍａｔＫｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ５ｓｐｅｃｉｅｓｆｒｏｍｇｅｎｕｓＯｒｏｂａｎｃｈｅｈａｖｅｂｅｅｎｏｂｔａｉｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
ｌｅｎｇｔｈｏｆ４ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｒｅｇｉｏｎｖａｒｉｅｄｆｒｏｍ３６４ｔｏ１２４０ｂｐＴｈｅｙｗｅｒｅｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄｂｙｔｒｎＬＦ，ＩＴＳｏｒｍａｔＫｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕ
ｓｉｏｎ：ＲｂｃＬｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｎｏｔｓｕｉｔａｂｌｅｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙ５ｓｐｅｃｉｅｓｆｒｏｍｔｈｅｇｅｎｕｓＯｒｏｂａｎｃｈｅ，ｂｕｔＩＴＳａｎｄｔｒｎＬＦｒｅｇｉｏｎｃｏｕｌｄｂｅａ
ｐｒｅｔｔｙｇｏｏｄｍａｒｋｅｒｔｏｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｔｈｅｓｅｓｐｅｃｉｅｓ，ａｎｄｉｔｗｉｌｌｂｅａｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇＯｒｏ
ｂａｎｃｈｅｐｌａｎｔｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ；ＯｒｏｂａｎｃｈｅＬ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１７．７．００４
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分子标记方法起源于 １９８７年［１］，具有灵敏度

高、准确性好、客观性强等优势，但分子标记法在

重复性和稳定性上并不尽如人意［２］。此外，由于其

操作的复杂程度，也限制了分子标记法的推广应用。

ＤＮＡ条形码概念于２００３年被加拿大Ｇｕｅｌｐｈ大学Ｈｅ
ｂｅｒｔ等人首次正式提出［３］，因其具有对物种进行快

速、准确鉴别的特点而备受外界关注。使用核基因

序列与叶绿体基因序列搭配对植物进行鉴别的方法

因可靠性较高被国内外广泛采用。

列当属植物在我国共分布有２５种，为多年生、
二年生或一年生肉质寄生草本，其中１６种列当属植
物的寄主有明确记载，多为蒿属植物。列当属植物

多生于沙丘、山坡及沟边草地上，生长环境分布在

海拔８５０～４０００ｍ。列当属主要活性成分为苯乙醇苷
类和多糖，其具有抗疲劳，改善脑组织循环，增强

免疫力的药理作用，在传统医学中主要被用作强筋

壮骨，补肾助阳，常被作为肉苁蓉的代用品。２５种
列当属植物中有６种在蒙、藏、傈僳、彝的民族医
药中作为民族药应用，占总数的２４％［４６］。

列当（紫花列当）Ｏｒｏｂａｎｃｈｅｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ、黄花列
当 Ｏｐｙｃｎｏｓｔａｃｈｙａ、弯管列当 Ｏｃｅｒｎｕａ、毛药列当

Ｏｏｍｂｒｏｃｈａｒｅｓ属于列当属列当组，常作为蒙药使用。
列当（紫花列当）、黄花列当、弯管列当、毛药列当

以全草入药，由于这几种列当经炮制切片后外形、

颜色十分相近，且显微鉴别也较难区分，故本实验

尝试采用 ＤＮＡ条形码技术进行鉴别［６８］。实验中选

用４种常用 ＤＮＡ条形码引物序列对列当（紫花列
当），黄花列当，弯管列当、毛药列当和分枝列当

Ｏａｅｇｙｐｔｉａｃａ进行分子鉴别，用以比较不同候选片段
对此５种植物的鉴别能力，其中分枝列当属于列当属
小苞组本，用于考察这４种序列对列当属属内组间的
鉴别能力，从而筛选可鉴别该属植物的优选 ＤＮＡ条
形码序列，为该属植物的分子鉴别提供参考依据。

１　材料与方法

１１材料

本实验选用的５种列当属植物采自内蒙古自治
区阿拉善盟、巴彦淖尔市，其中列当（紫花列当）

１３株，黄花列当 ４株，弯管列当 ２９株，分枝列当
３株，毛药列当１株，具体样品信息见表１。样品由
内蒙古医科大学王晓琴教授采集并鉴定，凭据标本

保存于内蒙古医科大学生药教研室。

表１　材料信息表
植物 拉丁名 标本编号

列当（紫花列当） ＯｒｏｂａｎｃｈｅｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓＳｔｅｐｈ ＹＰＺ１２，ＹＰＺ５８，ＹＰＺ１０１２，ＹＰＺ１４，ＹＰＺ１７１８，ＹＰＺ２１，ＹＰＺ２２

黄花列当 ＯｒｏｂａｎｃｈｅｐｙｃｎｏｓｔａｃｈｙａＨａｎｃｅ ＹＰＰ２３，ＹＰＰ２１，ＹＰＰ２２

弯管列当 ＯｒｏｂａｎｃｈｅｃｅｒｎｕａＬｏｅｆｌｉｎｇ ＹＰＣ１６，ＹＰＣ８，ＹＰＣ１０１４，ＹＰＣ１６２１，ＹＰＣ２５３３

分枝列当 ＯｒｏｂａｎｃｈｅａｅｇｙｐｔｉａｃａＰｅｒｓ ＹＰＡ１３

毛药列当 ＯｒｏｂａｎｃｈｅｏｍｂｒｏｃｈａｒｅｓＨａｎｃｅ ＹＰＯ３

１２试剂

ＤＰ３０５０２植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒（天根公
司），１×ＴＡＥ缓冲液、琼脂糖（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），２×
ＴａｑＤＮＡＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｔａｋａｒａ公司），２０００ｂｐＤＮＡ
Ｍａｒｋａｒ（Ｔａｋａｒａ公司），巯基乙醇（Ａｍｒｅｓｃｏ公司），
核酸染料（赛百盛公司），三氯甲烷

!

无水乙醇
!

异

丙醇均为国产分析纯。

１３仪器

Ａｒｋｔｉｋ５０２０型 ＰＣＲ仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ），ＬＡＢＯ
ＦＵＧＥ４００Ｒ型低温冷冻干燥仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ），５０００
ｐｌｕｓ型紫外凝胶成像分析仪（赛智 ＣｈａｍｐＧｅｌ），掌上
离心机（德国ＩＫＡｍｉｎｉＧ），手持移液器（德国Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ），ＭＭ４００型混合型球磨仪（德国Ｒｅｔｓｃｈ）。

２　方法

２１总ＤＮＡ的提取

取适量（约１００ｍｇ）的植物样品干燥的茎，液氮
研磨成细粉后，使用试剂盒法提取，获得总 ＤＮＡ，
于－２０℃保存备用。

２２引物设计

选择目前中药鉴别中常用的通用引物［９］，详情

见表２。

２３ＤＮＡ扩增

４种引物片段ＰＣＲ扩增体系为４００μＬ，包含：２×
ＴａｑＤＮＡＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｔａｋａｒａ公司）２００μＬ，正向、反向
引物各１０μＬ，ＤＮＡ模板１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７μＬ。
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表２　引物信息
候选片段 引物名称 引物序列 （５’→３’）

ｔｒｎＬＦ ｔｒｎＬＦｃ ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣＧＣＴＡＣＧ

ｔｒｎＬＦｆ ＡＴＴＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ

ｍａｔＫ ｍａｔＫＡＦ ＣＴＡＴＡＴＣＣＡＣＴＴＡＴＣＴＴＴＣＡＧＧＡＧＴ

ｍａｔＫ８Ｒ ＡＡＡＧＴＴＣＴＡＧＣＡＣＡＡＧＡＡＡＧＴＣＧＡ

ｒｂｃＬ ｒｂｃＬ１Ｆ ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＡＡＣ

ｒｂｃＬ７２４Ｒ ＴＣＧＣＡＴＧＴＡＣＣＹＧＣＡＧＴＴＧＣ

ＩＴＳ ＩＴＳ１Ｆ ＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧ

ＩＴＳ４Ｒ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

反应条件：

①ＩＴＳ（１Ｆ／４Ｒ）片段
预变性温度：９４℃，５ｍｉｎ；变性温度：９４℃，

１ｍｉｎ；退火条件：４５℃，４５ｓ；复性条件：７２℃，
１ｍｉｎ；３５个循环；延伸条件 ７２℃，７ｍｉｎ，最后
４℃保存。

②ｒｂｃＬ（１Ｆ／７２４Ｒ）片段：
预变性条件：９４℃，４ｍｉｎ；变性温度：９４℃，３０ｓ；

退火条件：５２℃，４５ｓ；复性条件：７２℃，１ｍｉｎ；３５
个循环；延伸条件７２℃，７ｍｉｎ；最后４℃保存。

③ｔｒｎＬＦ（ｔｒｎＬＦｃ／ｔｒｎＬＦｆ）片段：
预变性条件：９４℃，５ｍｉｎ；变性温度：９４℃，

１ｍｉｎ；退火条件：５０℃，４５ｓ；复性条件：７２℃，１ｍｉｎ；
３５个循环；延伸条件７２℃，７ｍｉｎ；最后４℃保存。

④ｍａｔＫ（ＡＦ／８Ｒ）片段：
预变性条件：９４℃，１ｍｉｎ；变性温度：９４℃，

５０ｓ；退火条件：５０℃，４５ｓ；复性条件：７２℃，
１ｍｉｎ；３５个循环；延伸条件 ７２℃，７ｍｉｎ；最后
４℃保存。

扩增结束后使用１％琼脂糖凝胶电泳进行检测，
并使用凝胶成像系统分析。

２４测序

经过ＰＣＲ扩增后，ＰＣＲ原产物由生工生物工程
（上海）股份有限公司测序部北京分部测序，各样品

均采用正向和反向测序，以保证测序的准确性。

２５序列分析

将５种列当药材分别进行 ｒｂｃＬ，ＩＴＳ，ｔｒｎＬＦ，
ｍａｔＫ４个序列的比对分析。用ＣＯＮＴＩＧ软件将ＤＮＡ序
列排序后，应用ＢｉｏＥｄｉｔ分析软件进行分析处理，结合
Ｍｅｇａ５０分析软件中的ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）工具构建
系统进化树，并以Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ作１０００次可信度分析。

３　结果

３１评价４种ＤＮＡ条形码序列

从 ５个不同物种中获得 ｒｂｃＬ、ＩＴＳ、ｔｒｎＬＦ、
ｍａｔＫ序列各５０条，共 ２００条。引物通用性

!

ＰＣＲ
扩增成功率以及序列扩增成功率，皆１００％（表３），
将获得的序列进行ＣＯＮＴＩＧ软件和 ＢｉｏＥｄｉｔ分析软件
对比分析，发现 ｔｒｎＬＦ变异位点２２８个，信息位点
１１８个；ｒｂｃＬ变异位点 ４７个，信息位点 ３０个；
ｍａｔＫ变异位点２７９个，信息位点１５９个；ＩＴＳ变异
位点１７１个，信息位点１４６个。

３２５种列当属植物经典分类学的探讨

通过利用 Ｍｅｇａ６０软件，以 ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎ
ｉｎｇ）法构建系统进化树，从系统进化树（图１、图２、
图３、图４）及序列分析可知，４种片段中所选择的
ＩＴＳ、ｔｒｎＬＦ与ｍａｔＫ片段效果较好，能够鉴别出５种
列当属植物。而ｒｂｃＬ的鉴别能力相对较差，无法将
５种列当属植物鉴别开来。

表３　评价４种ＤＮＡ通用引物
评价指标 ｔｒｎＬＦ ｍａｔＫ ｒｂｃＬ ＩＴＳ

引物通用性 通用 通用 通用 通用

ＰＣＲ扩增率（％） １００％ １００％ １００％ １００％

测序成功率（％） １００％ １００％ １００％ １００％

对齐的序列长度／ｂｐ １０３１ ９６２ ３６４ ６９９

信息位点／变异位点 １１８／２２８ １５４／２７７ ３１／４７ １４６／１７１

３３ｔｒｎＬＦ序列数据分析

通过对ｔｒｎＬＦ序列进行分析对比之后，本实验
发现２４８个变异位点，１９７个信息位点，通过这些信
息位点的变化可以将这５种列当科植物很好的鉴别
出来（表４），比如弯管列当与其他４种有两个独特
的位点（１７ｂｐ：Ａ或４８ｂｐ：Ａ），都分别可看作一个
特征位点。其他种的特征位点有：黄花列当（５３ｂｐ：Ｔ
或５５６ｂｐ：Ａ），分枝列当（２０３ｂｐ：Ｇ或２０５ｂｐ：Ｔ），
毛药列当（３０７ｂｐ：Ｔ，４４７ｂｐ：Ｇ或 ５０４ｂｐ：Ｇ），
列当（紫花列当）（４４７ｂｐ：Ｔ）。

３４ｍａｔＫ序列数据分析

通过对ｍａｔＫ序列进行分析对比以后，本试验发
现变异位点２３６个，信息位点１４７个，通过这些信
息位点的变化可以将这５种列当科植物较好的鉴别
出来（表 ５），比如毛药列当（１９ｂｐ：Ｃ或 ６３ｂｐ：
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Ｇ），分枝列当（２０ｂｐ：Ｇ，３２ｂｐ：Ａ，８８ｂｐ：Ａ，
３５０ｂｐ：Ｇ或 ３９８ｂｐ：Ｔ），弯管列当（２０４ｂｐ：Ａ，
３７１ｂｐ：Ｔ或 ６８９ｂｐ：Ｃ），列当 （紫花列当）

（３５０ｂｐ：Ｃ或３９８ｂｐ：Ａ），黄花列当（９１４ｂｐ：Ｇ）。
此外在所获得序列的同一位点中，不同种列当碱基变

异可能在２种以上，如３５０ｂｐ，３８９ｂｐ，９１４ｂｐ等处。

表４　５种列当属植物ｔｒｎＬＦ序列信息位点

Ｔａｘａ（ｎ） １７ｂｐ ４８ｂｐ ５３ｂｐ ２０３ｂｐ ２０５ｂｐ ３０７ｂｐ ４４７ｂｐ ５０４ｂｐ ５５６ｂｐ

Ｏｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ１ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ

Ｏｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ２ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ

Ｏｐｙｃｎｏｓｔａｃｈｙａ２ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ — Ｔ Ａ

Ｏｐｙｃｎｏｓｔａｃｈｙａ３ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ — Ｔ Ａ

Ｏｃｅｒｎｕａ１ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ａ — Ｔ Ｔ

Ｏｃｅｒｎｕａ２ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ａ — Ｔ Ｔ

Ｏａｅｇｙｐｔｉａｃａ１ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ — Ｔ Ｔ

Ｏａｅｇｙｐｔｉａｃａ２ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ — Ｔ Ｔ

Ｏｏｍｂｒｏｃｈａｒｅｓ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ

图１　基于ｔｒｎＬＦ序列的５种列当科植物ＮＪ系统进化树
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图２　基于ｍａｔＫ序列的５种列当科植物ＮＪ系统进化树

图３　基于ＩＴＳ序列的５种列当科植物ＮＪ系统进化树
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图４　基于ｒｂｃＬ序列的５种列当科植物ＮＪ系统进化树

表５　５种列当属植物ｍａｔＫ序列信息位点
Ｔａｘａ（ｎ） １９ｂｐ ２０ｂｐ ３２ｂｐ ６３ｂｐ ８８ｂｐ ２０４ｂｐ ３５０ｂｐ ３７１ｂｐ ３９８ｂｐ ６８９ｂｐ ９１４ｂｐ

Ｏｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ１ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ａ

Ｏｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ２ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ａ

Ｏｐｙｃｎｏｓｔａｃｈｙａ２ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

Ｏｐｙｃｎｏｓｔａｃｈｙａ３ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

Ｏｃｅｒｎｕａ１ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ

Ｏｃｅｒｎｕａ２ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ

Ｏａｅｇｙｐｔｉａｃａ１ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ

Ｏａｅｇｙｐｔｉａｃａ２ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ

Ｏｏｍｂｒｏｃｈａｒｅｓ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ

３５ＩＴＳ序列数据分析

通过对 ＩＴＳ序列进行分析对比之后，共现 １７１
个变异位点，１４６个信息位点，通过这些信息位点
的变化可以将这 ５种列当科植物很好的鉴别出来

（表６），比如分枝列当（４６　ｂｐ：Ｔ或３１１ｂｐ：Ａ），
黄花列当（１８４ｂｐ：Ｔ或２９９ｂｐ：Ｔ），列当（紫花列
当）（２３７ｂｐ：Ｇ或４５１ｂｐ：Ｔ），毛药列当（３９０ｂｐ：Ｃ
或３９６ｂｐ：Ａ），弯管列当（４７０ｂｐ：Ｇ或５９５ｂｐ：Ａ）。
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表６　５种列当属植物ＩＴＳ序列信息位点
Ｔａｘａ（ｎ） ４６ｂｐ １８４ｂｐ ２３７ｂｐ ２９９ｂｐ ３１１ｂｐ ３９０ｂｐ ３９６ｂｐ ４５１ｂｐ ４７０ｂｐ ５９５ｂｐ

Ｏｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ１ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ — Ｔ

Ｏｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ２ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ — Ｔ

Ｏｐｙｃｎｏｓｔａｃｈｙａ２ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ — Ｔ

Ｏｐｙｃｎｏｓｔａｃｈｙａ３ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ — Ｔ

Ｏｃｅｒｎｕａ１ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ

Ｏｃｅｒｎｕａ２ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ

Ｏａｅｇｙｐｔｉａｃａ１ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ — Ｔ

Ｏａｅｇｙｐｔｉａｃａ２ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ — Ｔ

Ｏｏｍｂｒｏｃｈａｒｅｓ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ — Ｔ

４　讨论

综合上述实验及数据处理结果可知，ｔｒｎＬＦ、
ｍａｔＫ序列和ＩＴＳ序列都可将本实验的物种鉴别出来。
ｒｂｃＬ序列在实验的扩增、测序环节成功率高，但通
过ＣＯＮＴＩＧ软件和ＢｉｏＥｄｉｔ软件分析，使用Ｍｅｇａ６０
软件建树后发现，５种列当属植物的 ｒｂｃＬ序列变异
位点少，信息位点仅３１个，且缺乏区分５种植物的
特征位点，所构建的ＮＪ树也显示，ｒｂｃＬ序列无法将
５种列当植物区分出来，因此不适合此５种列当属
药材鉴别。对于 ＩＴＳ序列和 ｔｒｎＬＦ、ｍａｔＫ序列，
ｔｒｎＬＦ序列特征位点最多，其次为ＩＴＳ序列，这两种
序列鉴别能力最强，而ｍａｔＫ序列区分毛药列当与列
当（紫花列当）能力较 ｔｒｎＬＦ序列、ＩＴＳ序列差。从
各类ＤＮＡ条形码技术的报道和相关文献来看，ｒｂｃＬ
序列适合用于科级的鉴别，ｍａｔＫ序列则通常用于鉴
别属级的植物，而 ＩＴＳ序列和 ｔｒｎＬＦ序列更适合鉴
别种级的不同个体［１０］，本实验的结果显然印证了此

类观点。

对于ｍａｔＫ序列，一般认为其通用性相对较差，
就本实验结果，ｍａｔＫ序列可考虑与其他序列进行搭
配，如本实验中的ＩＴＳ序列、ｔｒｎＬＦ序列，从而增加
对此５种列当属植物鉴别的准确性。对于 ＩＴＳ序列，
本实验虽然选择了ＩＴＳ１和ＩＴＳ４组合作为引物，但在
实验的初期，选用的引物组合为常用的 ＩＴＳ４与
ＩＴＳ５，经过反复的实验，发现ＩＴＳ４与ＩＴＳ５通用引物
组合的ＰＣＲ成功率较低，故而改变ＩＴＳ序列的组合，
选用了的 ＩＴＳ１与 ＩＴＳ４组合，ＰＣＲ效果较好。由于
此组合多被用于真菌类生物的 ＰＣＲ实验［１１１２］，故实

验易受真菌干扰，对实验材料的选择及实验操作有

一定要求。但 ＩＴＳ序列的鉴别能力突出，可被用作

鉴别的特征位点丰富，能很好鉴别目标植物，且在

不同生境中分布的种内植物间，特征位点保守且稳

定，而在种间却变异较大［１３］，故可作为此５种植物
最理想的鉴别片段之一。对于 ｔｒｎＬＦ序列，本实验
中选取的 ５种列当属植物之间差异大，碱基缺失、
变异和可用作于鉴别的特征信息位点丰富，实验要

求相对较低，因此也可作为此５种植物的理想鉴别
片段。

随着我国民族医药的发展以及保健品市场的快

速壮大，列当属药用植物的使用越来越多，越来越

广泛，但市场上列当属植物的药材鱼龙混杂，以次

充好的情况时有发生。到目前为止，对其鉴别一直

沿用经典的性状鉴别、显微鉴别及理化鉴别方法。

本次实验的结果表明：ＤＮＡ条形码技术这一高效、
准确的分子鉴别方法可在分子水平上解决这些问题，

其实用性强、准确度高的特点可在中药以及民族药

的鉴别和替代品的规范与发掘等方面发挥重要的作

用，在药材的正本清源工作中提供有力的技术保障，

并将药材的鉴别领入一个新的阶段。
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６　讨论

本论文报道了从潺槁树根皮中分离得到６个化
合物，其中４个为首次从该属植物分离得到。另外，
文献报道波尔定碱、新木姜子碱具有抗糖尿病作用，

然而它们的作用靶点并不清楚。通过采用分子对接

的方法，首次发现这两个化合物与 ＰＴＰ１Ｂ对接程度
最高。波尔定碱、新木姜子碱的抗糖尿病作用极可

能与调控ＰＴＰ１Ｂ相关。
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中国中药杂志，２０１０，３５（４）：４６８４６９．
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