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基于 ＩＴＳ２序列的博落回属植物鉴定研究△
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［摘要］　目的：采用 ＩＴＳ２序列对博落回属药用植物进行鉴定。方法：通过对来自湖南、江西、浙江、湖北、
河南、陕西、重庆的３０个博落回属植物ＩＴＳ２序列进行扩增和测序，并对其进行扩增效率及测序成功率、碱基构成、
种内和种间变异分析及ＮＪ系统进化树分析来评估 ＩＴＳ２序列鉴定效果。结果：博落回属药用植物 ＩＴＳ２序列长度在
５００ｂｐ以内，扩增效率和测序成功率为１００％，并获得３０条博落回 ＩＴＳ２序列。结论：ＩＴＳ２序列可以有效准确鉴别
博落回属植物。

［关键词］　博落回属；ＩＴＳ２序列；ＤＮＡ条形码；物种鉴定；遗传分化
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博落回 Ｍａｃｌｅａｙａｃｏｒｄａｔａ（Ｗｉｌｌｄ）ＲＢｒ与小果
博落回Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ（Ｍａｘｉｍ）Ｆｅｄｄｅ属于罂粟科博
落回属植物。现代药理研究表明博落回属植物中的

４种主要生物碱：原阿片碱、别隐品碱、白屈菜红
碱、血根碱对治疗多种炎症有效，并对畜禽类有较

好的肠道菌群调节作用，目前已作为饲用抗菌药的

替代品在欧洲等地区销售［１］。博落回与小果博落回

主要分布于中国、东亚、北美洲和欧洲，两者的形

态区别主要是果荚部分，博落回的果荚呈倒卵形，

而小果博落回的果荚呈近圆形。前期研究显示博落

回与小果博落回中的４种主要生物碱具有组织分布
特异性，其中血根碱和白屈菜红碱主要分布在博落

回的果荚和小果博落回的叶片中，而原阿片碱和别

隐品碱主要分布在博落回叶片、根和小果博落回果
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荚中［２］。由于在博落回属植物中一般只有博落回的

果荚才是用来提取血根碱的原料，因此开发一种简

单、准确的方法区分博落回与小果博落回具有重要

的意义。

ＤＮＡ条形码技术是一种基于 ＤＮＡ分子进化原
理，通过一段通用的标准短序列对物种进行鉴定的

新生物学技术［３］。近年来，ＤＮＡ条形码作为物种鉴
定的工具已广泛应用于动植物的物种鉴定及种间亲

缘关系的分析，在众多的ＤＮＡ条形码中，ＩＴＳ２序列
具有序列片段较短、进化速率较快等特点，已经成

功运用于许多传统中药材的鉴定［４９］。这些研究均证

明ＩＴＳ２特征序列在中药材的鉴定方面具有广泛的应
用价值［１０］。虽然应用ＩＴＳ２条形码特征序列鉴别物种
的研究越来越多，但是系统地用于博落回属植物鉴

别的报道很少。因此，利用 ＩＴＳ２序列片段建立一种
准确鉴定博落回属植物的分子鉴定体系，不仅可以

对其进行准确分类，而且对用药安全具有十分重要

的意义。本研究对博落回属植物 ＩＴＳ２序列进行比较
分析和快速准确鉴定，旨在为博落回属植物分子鉴

定提供理论依据。

１　材料

共收集３０份博落回属植物根部材料，采自湖
南、江西、浙江、湖北、河南、陕西、重庆等地，

均用网袋及泥土包裹根部材料运送至湖南省长沙市

湖南农业大学国家中药材生产（湖南）技术中心。在

种植１年后待长出地上部分再采集叶片进行 ＤＮＡ提
取，具体样本信息见表１。

表１　博落回属植物样本信息
序号 植物拉丁名 样品编号 产地 序号 植物拉丁名 样品编号 产地

１ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＪＳ１００３ 湖南津市 １６ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０２ 重庆巫山

２ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＮＸ１３０２ 湖南宁乡县 １７ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０３ 重庆巫山

３ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＮＸ１３０５ 湖南宁乡县 １８ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０４ 重庆巫山

４ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＮＸ１３０８ 湖南宁乡县 １９ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０５ 重庆巫山

５ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＺＺ１３０１ 湖南株洲县 ２０ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０９ 重庆巫山

６ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＨＹ１３０１ 江西宜黄县 ２１ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＢＮＺ１３０６ 湖北襄阳市南漳县

７ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＪＧＳ１３０６ 江西井冈山 ２２ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＢＮＺ１３０７ 湖北襄阳市南漳县

８ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＲＣ１３０５ 江西瑞昌县 ２３ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＢＮＺ１３０９ 湖北襄阳市南漳县

９ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＲＣ１３０９ 江西瑞昌县 ２４ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＢＮＺ１３１０ 湖北襄阳市南漳县

１０ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＳＲ０００７ 江西上饶 ２５ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＮＮＹ１３０１ 湖北襄阳市南漳县

１１ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ０００７ 浙江临安县 ２６ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＮＮＹ１３０５ 湖北襄阳市南漳县

１２ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ１３０４ 浙江临安县 ２７ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＮＮＹ１３１０ 湖北襄阳市南漳县

１３ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ１３０６ 浙江临安县 ２８ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＮＳＸ１３０１ 河南嵩县

１４ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ１３０８ 浙江临安县 ２９ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＳＸＬＴ１３０１ 陕西蓝田县

１５ Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ１３１０ 浙江临安县 ３０ Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＳＸＳＬ１３０４ 陕西商洛市

２　方法

２１　ＤＮＡ提取和序列扩增

博落回与小果博落回新鲜叶片用超纯水洗净之

后，用灭菌滤纸吸净表面水分。加入适量液氮充分

研磨成粉末；再用取样小勺称取２００～３００ｍｇ粉末
样本置１５ｍＬ离心管中，使用磁珠法植物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒提取总ＤＮＡ（ＴＩＡＮＧＥＮ＃ＤＰ３４２０１）。
在凝胶成像仪下观察拍照并筛选出提取效果较好的

样品用于下一步的 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体积为
２５μＬ，体系内包含：ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ、２Ｔａｑｍａｓｔｅｒｍｉｘ
１０μＬ、ＤＮＡ模板１μＬ、正向引物１μＬ、反向引物

１μＬ。本实验参照远志属研究结果［１１］，引物正向

为：ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧＴＧＡＡＴ，反向为：ＧＡＣＧＣ
ＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ。扩增程序：９４℃变性５ｍｉｎ，
再进行３５个循环（９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，
７２℃延伸４５ｓ），最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

２２电泳检测

称取０５ｇ琼脂糖凝胶于锥形瓶中，加入５０ｍＬ
５０×ＴＡＥ缓冲液，中高火微波２ｍｉｎ，将锥形瓶置于
水中５ｍｉｎ，加入０５μＬＧｅｌＲｅｄ，混匀后倒于凝胶模
具中２０ｍｉｎ后使用。取 ＰＣＲ产物点样电泳，１００Ｖ，
２３ｍｉｎ后，在凝胶成像系统中对凝胶拍照，得到
结果。
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２３数据处理

选择ＰＣＲ扩增成功的ＤＮＡ样品交由擎科生物有
限公司进行测序，将测序结果输入计算机后应用

ＣｌｕｓｔａｌＷ 软件对所有 ＩＴＳ２序列对位排列，并用
Ｇｅｎｅｉｏｕｓ１００２对校对后的序列进行分子进化遗传分析。

３　结果与分析

３１ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增
对３０份博落回样品的 ＩＴＳ２序列分析发现，所

有实验样本的 ＰＣＲ扩增及测序成功率均为 １００％，
序列获得率（有效序列比例）亦为１００％，经琼脂糖
凝胶电泳得到ＰＣＲ扩增电泳图（见图１），扩增效果
较好，条带较亮，没有拖尾现象，产物大小在

５００ｂｐ以内。

注：泳道上序号对应样本序号。

图１　３０份博落回样本的ＩＴＳ２序列凝胶电泳图

３２测序及序列分析

博落回属的３０份样本 ＩＴＳ２序列的 ＰＣＲ及测序
成功率均为１００％。ＩＴＳ２序列博落回种内遗传距离
为０００１４～０００９４，平均值为０００３２。种间的遗
传距离为００７７２～００８４８，平均值为００７９３。表
明其种间遗传距离要明显大于种内遗传距离。

３３碱基构成分析

由表２可知，博落回属植物 ＩＴＳ２序列中 Ａ、Ｃ、

Ｇ、Ｔ碱基的变化范围分别为 １２７％、２１７％、
０９％、２９９％。其中，湖南株洲县产地的博落回 Ａ
碱基含量最高，为２１３％；江西瑞昌县产地的博落
回Ａ碱基含量最低，为１６７％。河南嵩县产地的小
果博落回Ｃ碱基含量最高，为３３９％。浙江临安县
产地的博落回 Ｃ碱基含量最低，为２８９％。浙江临
安县产地的博落回以及重庆巫山、湖北襄阳市南漳

县、陕西商洛市产地的小果博落回Ｇ碱基含量最高，
为３２６％；湖南株洲县产地的博落回 Ｇ碱基含量最
低，为２９４％。江西瑞昌县产地的博落回 Ｔ碱基含
量最高，为２１９％。湖北襄阳市南漳县小果博落回
Ｔ碱基含量最低，为１４７％。

表２　博落回属植物ＩＴＳ２序列碱基构成

植物拉丁名　 样品编号
碱基构成（％）

Ａ Ｃ Ｇ Ｔ
ＧＣ含
量（％）

碱基

总数

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＪＳ１００３ １６９ ２９１ ３２４ ２１５ ６１５ ４７８

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＮＸ１３０２ １７４ ２９５ ３２２ ２１０ ６１６ ４８２

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＮＸ１３０５ １７１ ２９２ ３２５ ２１３ ６１７ ４８０

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＮＸ１３０８ １７０ ２９１ ３２５ ２１４ ６１６ ４７７

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＨＮＺＺ１３０１ ２１３ ３２８ ２９４ １６４ ６２３ ４６９

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＨＹ１３０１ １７２ ２９３ ３２２ ２１４ ６１４ ４８２

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＪＧＳ１３０６ １６９ ２９０ ３２４ ２１７ ６１４ ４７９

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＲＣ１３０５ １７４ ２９０ ３２１ ２１５ ６１１ ４８３

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＲＣ１３０９ １６７ ２９０ ３２４ ２１９ ６１４ ４７９

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＪＸＳＲ０００７ ２１２ ３２７ ２９５ １６７ ６２２ ４６８

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ０００７ ２１１ ３２８ ２９２ １６８ ６２０ ４６９

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ１３０４ １６９ ２９０ ３２４ ２１７ ６１４ ４７９

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ１３０６ １７０ ２９１ ３２０ ２１８ ６１１ ４８１

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ１３０８ １７０ ２８９ ３２６ ２１４ ６１５ ４８１

Ｍｃｏｒｄａｔａ ＤＺＪＬＡ１３１０ １７２ ２９３ ３２２ ２１３ ６１５ ４７８

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０２ １９２ ３３５ ３２２ １５１ ６５７ ４９０

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０３ １８６ ３３６ ３２４ １５４ ６６０ ４８８

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０４ １９１ ３３６ ３２２ １５１ ６５８ ４９１

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０５ １８９ ３３８ ３２２ １５２ ６６０ ４８８

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＣＱＷＳ１３０９ １８４ ３３４ ３２６ １５６ ６６０ ４８８

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＢＮＺ１３０６ １９０ ３３５ ３２０ １５５ ６５５ ４９０

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＢＮＺ１３０７ １８６ ３３５ ３２３ １５５ ６５８ ４８９

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＢＮＺ１３０９ １８６ ３３８ ３２６ １５０ ６６４ ４８８

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＢＮＺ１３１０ １８８ ３３５ ３２１ １５５ ６５６ ４８９

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＮＮＹ１３０１ １９１ ３３６ ３２２ １５１ ６５８ ４９１

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＮＮＹ１３０５ １９０ ３４２ ３２１ １４７ ６６３ ４８３

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＮＮＹ１３１０ １８６ ３３７ ３２５ １５１ ６６３ ４８９

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＨＮＳＸ１３０１ １８６ ３３９ ３２４ １５１ ６６３ ４９０

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＳＸＬＴ１３０１ １８７ ３３６ ３２４ １５３ ６６０ ４９１

Ｍｍｉｃｒｏｃａｒｐａ ＸＳＸＳＬ１３０４ １８４ ３３８ ３２６ １５２ ６６４ ４８８

·９６３１·
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３４构建系统进化发育树

利用Ｇｅｎｅｉｏｕｓ１００２软件，采用 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ
方法构建系统发育树（见图２）。拓扑结构的可靠性
用１０００次重复的自展检验（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐａｎａｌｙｓｉｓ）来评
估，分支的支持值低于５０％的略去。结果显示博落
回分为一支，小果博落回被分为另一支。

图２　基于ＩＴＳ２序列构建的ＮＪ树

４　讨论

近年来，随着ＤＮＡ条形码技术的不断发展及应
用，越来越多的药用植物都使用该技术进行物种鉴

定，如野豌豆属［１１］、远志属［１２］、千斤拔属［１３］和黄

芩属［１４］等大量的药用植物均已成功使用 ＤＮＡ条形
码技术进行物种鉴定。陈士林等［１０］认为应当建立以

ＩＴＳ２为核心、ｐｓｂＡｔｒｎＨ为辅的植物类药材 ＤＮＡ条
形码鉴定体系和以 ＣＯＩ为主、ＩＴＳ２为辅的动物类药
材ＤＮＡ条形码鉴定体系，这为中药材准确、可靠鉴
定及临床用药安全提供新的技术手段。

本课题组已于２０１２年完成了博落回属植物的转
录组高通量测序［１］，对不同时间的根叶果材料的转

录组以及生物碱生源合成可能的机理进行了探索，

之后又对博落回进行了全基因组测序，为下一步的

功能基因挖掘和分子育种提供基础数据。由于博落

回是目前最主要的血根碱来源植物，在博落回属植

物中只有博落回的果荚才是用来提取血根碱的原料。

而分辨博落回与小果博落回的主要区别也是果荚部

位，因此在博落回属植物生长早期区分两者困难较

大。本实验运用ＩＴＳ２序列鉴定博落回属植物，结果
显示所有实验样本的 ＰＣＲ扩增和测序成功率均达到
１００％，表明ＩＴＳ２序列适合于博落回属植物的鉴定
且稳定性较好。除了运用 ＩＴＳ２序列以外，本实验样
本涵盖了湖南、江西、浙江、湖北、河南、陕西、

重庆等多个产地，鉴定结果表明不同产地的博落回

属植物种内差异较小，说明博落回属植物遗传多样

性较低并且符合本实验室之前的 ＳＳＲ实验结果［１５］。

从最终数据分析，ＩＴＳ２条形码序列构建的ＮＪ进化树
显示ＩＴＳ２序列能够准确鉴别博落回与小果博落回，
保证了原料收集的准确性。
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