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基于性状鉴别和 ＤＮＡ条形码联用的
虎尾海马生药学研究
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来梦茹１，方昀１，葛宇清２，黄真１，张光霁１，程汝滨１

１浙江中医药大学 药学院，浙江　杭州　３１００５３；２浙江中医药大学 第一临床医学院，浙江　杭州　３１００５３

［摘要］　目的：采用性状线粒体ＣＯＩ条形码联用的方法对市售海马药材伪品虎尾海马 Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｃｏｍｅｓ进行
生药学研究，提供主要海马药材伪品虎尾海马的性状和分子的鉴定特征，为海马药材的鉴定提供新方法。方法：利

用外观性状鉴别方法对虎尾海马典型性状特征进行研究；扩增获得虎尾海马样品的ＣＯＩ条形码序列，比较各序列的
碱基组成、ＧＣ含量、变异率等，分析虎尾海马与常见海马药材的正品和伪品序列，明确其种内和种间遗传距离；
利用ＮＪ（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）法构建虎尾海马与常见海马样品的系统进化发育树，分析其亲缘关系。结果：虎尾海马最
典型性状鉴别特征为尾部有交替出现的花斑，头冠低小且有５个显著的圆形突起；虎尾海马样品的ＣＯＩ序列长度为
６４９ｂｐ，碱基ＧＣ平均含量为３９７３％，种内的平均遗传距离为０００１１，其种内遗传距离远小于与另外８种海马药材
的种间遗传距离，存在显著的条形码间隔；ＮＪ系统发育树显示虎尾海马与其他海马药材各自聚为一支，其分支支持
率为１００％，与刺海马的亲缘关系最近。结论：基于性状鉴别线粒体ＣＯＩ条形码的生药学研究方法能够准确鉴定虎
尾海马，与其他海马进行准确区分，为虎尾海马的快速鉴定提供了新的手段，对改善市售海马混乱的流通现状、控

制和提高海马药材质量具有重要意义。
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海马在中国素有 “南方人参”之称，早在 《神

农本草经》中就有记载，传统中医药学认为其既善

补肾壮阳益精，治肾阳虚衰之证，又能活血散结、

消肿止痛、治徵瘕积聚和疮肿等症［１］。２０１５年版
《中华人民共和国药典》收载了５种药用海马，分别
为小海马Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｍｏｈｎｉｋｅｉ、大海马 Ｈｋｕｄａ、刺
海马 Ｈｈｉｓｔｒｉｘ、线纹海马 Ｈｋｅｌｌｏｇｇｉ、三斑海马
Ｈｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ的干燥体，但对其性状描述较为简
略［２］。在中医药大健康产业发展背景下，对海马等

传统的名贵滋补类中药的需求量日益增加。但天然

海马的产量本身不高，加之气候和环境变化，导致

我国海马药材的生产量远不能满足需求量，其中

７０％以上的海马药材资源需要依靠进口。由于海马
动物种类繁多，亲缘关系和品种性状相近，不易区

分，导致近年来市场上的海马品种较为混乱，掺伪

掺假现象越来越频繁，严重影响了海马药材临床用

药安全［３５］。

虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ作为流通在中药市场上的药
用海马伪品之一，主要分布于菲律宾、印度尼西亚、

马来西亚、泰国、新加坡等东南亚地区的近岸海

域［６７］。因过度捕捞和环境破坏，其在部分地区数量

已经减少了 ７０％［８９］。在药材市场中，虎尾海马常

被作为刺海马的伪品之一流通使用，关于虎尾海马

的研究处于起步阶段，相关的文献资料较少。不同

海马干燥体的外观差异不明显，鉴别难度较大，且

海马药材常以药材粉末形式流通，为海马品种的鉴

别带来了极大的困难，故亟需建立有效的鉴定方法

来改善市售海马的流通现状，提高海马药材的质量。

目前对虎尾海马的生药学鉴定研究尚未见相关

报道，本文拟利用性状鉴别联合ＤＮＡ条形码鉴定技
术对虎尾海马进行系统的生药学研究，提供虎尾海

马典型的性状和分子鉴别特征，为虎尾海马的快速

准确鉴定提供技术保证，为后续的药用海马销售市

场规范和法规制定提供参考，为海马药材用药安全

管理奠定基础。

１　材料

１１药材
本实验共收集海马药材样品２８份，分别购自安

徽亳州、浙江磐安、山东威海的药材市场和海马养

殖厂，包括虎尾海马样品 ２０份，三斑海马样品 ４
份，直立海马样品４份。经浙江中医药大学第一临
床医学院葛宇清副研究员鉴定，分别为虎尾海马、

三斑海马和直立海马。将所用样品做好标记，于干

燥封口袋中避光保存，样品保存于浙江中医药大学

药学院。同时在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载２６条ＣＯＩ序
列（线纹海马 Ｈｋｅｌｌｏｇｇｉ４条，大海马 Ｈｋｕｄａ４条，
刺海马 Ｈｈｉｓｔｒｉｘ４条，棘海马 Ｈｓｐｉｎｏｓｉｓｓｉｍｕｓ４条，
太平洋海马Ｈｉｎｇｅｎｓ４条，小海马 Ｈｍｏｈｎｉｋｅｉ４条，
拟海龙Ｓｙｎｇｎａｔｈｏｉｄｅｓｂｉａｃｕｌｅａｔｕｓ和刁海龙Ｓｏｌｅｇｎａｔｈｕｓ
ｈａｒｄｗｉｃｋｉｉ各１条）。为保证下载序列与物种对应关
系的正确性，本文对 ＧｅｎＢａｎｋ数据库获取的 ２６条
ＣＯＩ序列一一进行了 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ同源性比对分析，
结果表明引用序列与其他同种海马的 ＣＯＩ序列同源
性达９８％以上，确保了引用序列的准确性。样本来
源及其ＤＮＡ条形码序列详细信息见表１。

表１　海马样品来源及ＣＯＩ序列信息
序号 物种 拉丁名 单倍型 长度／ｂｐ ＧＣ碱基含量／％ 样品来源 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

１ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ１ ６４９ ３９６ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５０

２ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ２ ６４９ ３９９ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５１

３ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５２

４ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５３

５ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５４

６ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５５

７ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５６

８ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５７

９ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５８

·４７１１·
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续表１
序号 物种 拉丁名 单倍型 长度／ｂｐ ＧＣ碱基含量／％ 样品来源 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

１０ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９５９

１１ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ４ ６４９ ３９４ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６０

１２ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６１

１３ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６２

１４ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６３

１５ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ４ ６４９ ３９４ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６４

１６ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６５

１７ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６６

１８ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ５ ６４９ ３９６ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６７

１９ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ３ ６４９ ３９８ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６８

２０ 虎尾海马 Ｈｃｏｍｅｓ Ａ６ ６４９ ３９６ 安徽亳州 ＭＫ２８７９６９

２１ 三斑海马 Ｈｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ Ｂ１ ６４９ ４０２ 浙江磐安 ＭＨ３４６１８２

２２ 三斑海马 Ｈｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ Ｂ１ ６４９ ４０２ 浙江磐安 ＭＨ３４６１８３

２３ 三斑海马 Ｈｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ Ｂ２ ６４９ ４０４ 浙江磐安 ＭＨ３４６１８４

２４ 三斑海马 Ｈｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ Ｂ３ ６４９ ４０１ 浙江磐安 ＭＨ３４６１８５

２５ 直立海马 Ｈｅｒｅｃｔｕｓ Ｃ１ ６４９ ４２７ 山东威海 ＭＨ３３７３２８

２６ 直立海马 Ｈｅｒｅｃｔｕｓ Ｃ１ ６４９ ４２７ 山东威海 ＭＨ３３７３２９

２７ 直立海马 Ｈｅｒｅｃｔｕｓ Ｃ２ ６５０ ４２９ 山东威海 ＭＨ３３７３３０

２８ 直立海马 Ｈｅｒｅｃｔｕｓ Ｃ３ ６４８ ４２４ 山东威海 ＭＨ３３７３３１

２９ 线纹海马 Ｈｋｅｌｌｏｇｇｉ Ｄ１ ６４９ ４０５ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０１０２

３０ 线纹海马 Ｈｋｅｌｌｏｇｇｉ Ｄ２ ６４９ ４０４ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０１０３

３１ 线纹海马 Ｈｋｅｌｌｏｇｇｉ Ｄ２ ６４９ ４０４ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０１０４

３２ 线纹海马 Ｈｋｅｌｌｏｇｇｉ Ｄ２ ６４９ ４０４ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０１０５

３３ 大海马 Ｈｋｕｄａ Ｅ１ ６４８ ４０３ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＵ８０５０１４

３４ 大海马 Ｈｋｕｄａ Ｅ１ ６４８ ４０３ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＵ８０５０１５

３５ 大海马 Ｈｋｕｄａ Ｅ１ ６４８ ４０３ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＵ８０５０１６

３６ 大海马 Ｈｋｕｄａ Ｅ１ ６４８ ４０３ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＵ８０５０１７

３７ 刺海马 Ｈｈｉｓｔｒｉｘ Ｆ１ ６４９ ４０１ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４００１８

３８ 刺海马 Ｈｈｉｓｔｒｉｘ Ｆ１ ６４９ ４０１ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４００１９

３９ 刺海马 Ｈｈｉｓｔｒｉｘ Ｆ１ ６４９ ４０１ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４００２０

４０ 刺海马 Ｈｈｉｓｔｒｉｘ Ｆ１ ６４９ ４０１ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４００２１

４１ 棘海马 Ｈｓｐｉｎｏｓｉｓｓｉｍｕｓ Ｇ１ ６４９ ３９９ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０２２５

４２ 棘海马 Ｈｓｐｉｎｏｓｉｓｓｉｍｕｓ Ｇ２ ６４９ ３９８ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０２２６

４３ 棘海马 Ｈｓｐｉｎｏｓｉｓｓｉｍｕｓ Ｇ３ ６４９ ４０１ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０２２７

４４ 棘海马 Ｈｓｐｉｎｏｓｉｓｓｉｍｕｓ Ｇ１ ６４９ ３９９ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０２２８

４５ 太平洋海马 Ｈｉｎｇｅｎｓ Ｈ１ ６４９ ４０５ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＱ５０２１４８

４６ 太平洋海马 Ｈｉｎｇｅｎｓ Ｈ２ ６４９ ４０７ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＱ５０２１４９

４７ 太平洋海马 Ｈｉｎｇｅｎｓ Ｈ２ ６４９ ４０７ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＱ５０２１５０

４８ 太平洋海马 Ｈｉｎｇｅｎｓ Ｈ２ ６４９ ４０７ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＱ５０２１５１

４９ 小海马 Ｈｍｏｈｎｉｋｅｉ Ｉ１ ６３３ ３９２ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＸ６８９２２４

５０ 小海马 Ｈｍｏｈｎｉｋｅｉ Ｉ２ ６３３ ３９５ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＸ６８９２２５

５１ 小海马 Ｈｍｏｈｎｉｋｅｉ Ｉ３ ６３３ ３９３ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＸ６８９２２６

５２ 小海马 Ｈｍｏｈｎｉｋｅｉ Ｉ３ ６３３ ３９３ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＸ６８９２２７

５３ 拟海龙 Ｓｂｉａｃｕｌｅａｔｕｓ Ｊ１ ６５１ ４６４ ＧｅｎＢａｎｋ ＧＱ５０２１７９

５４ 刁海龙 Ｓｈａｒｄｗｉｃｋｉｉ Ｋ１ ６４９ ４５３ ＧｅｎＢａｎｋ ＫＰ１４０４８０
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１２试剂

无水乙醇（西陇化工有限公司）；海洋动物组织

基因组ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限公司）；
琼脂糖粉（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；５０×ＴＡＥ缓冲液 ［生工生物工

程（上海）股份有限公司］；ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
（ＴａＲａＫａ公司）；６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（ＴａＲａＫａ公司）；
溴化乙锭染料（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（ＴａＲａＫａ公
司）；ｄＮＴＰＭｉｘ（ＴａＲａＫａ公司）；ｒＴａｑ酶（ＴａＲａＫａ公
司）；引物ＣＯＩ由上海桑尼生物科技有限公司合成。

１３主要仪器设备

多功能精密电子天平 ［赛多利斯科学仪器（北

京）有限公司］；恒温金属浴锅（上海培清实验仪器

有限公司）；ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北京六一有限公
司）；超微量分光光度计（美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）；微
波炉（青岛海尔有限公司）；ＰＣＲ仪、离心机 ［宝生

物工程（大连）有限公司］。

２　方法

２１ＤＮＡ提取

将２０个虎尾海马样品进行编号，用７５％乙醇擦
拭尾部，分别剪取约５ｍｇ的尾部组织于ＥＰ管中，样
本的基因组总 ＤＮＡ均用 ＤＮＡ提取试剂盒（Ｔａｋａｒａ公
司）提取，按照试剂盒说明书进行提取。用超微量分

光光度计检测样本ＤＮＡ的纯度和浓度，置于－２０℃
保存。

２２ＰＣＲ扩增及测序

在 ＣＯＩ序列通用扩增引物 ＬＣＯ１４９０／ＨＣＯ２１９８
的基础上［１０］，结合海马属已知ＣＯＩ基因的序列特点，
优化设计了虎尾海马的ＣＯＩ基因的扩增引物ＣＯＩＦ和
ＣＯＩＲ，其中引物的序列信息如下，正向引物ＣＯＩＦ：
５′ＴＴＣＴＣＡＡＣＴＡＡＴＣＡＣＡＡＡＧＡＣＡＴＣＧＧＣＡ３′；反向
引物 ＣＯＩＲ：５′ＡＣＴＴＣＡＧＧＲＴＧＴＣＣＲＡＡＧＡＡＴＣＡＧ
ＡＡＴＡＡＧ３′。以样品 ＤＮＡ作为模板，对样品的 ＣＯＩ
序列进行 ＰＣＲ扩增，查阅文献并结合实际实验情况
加以验证，优化确定最佳扩增体系与反应程序进行

扩增［１１］。采用的 ５０μＬＰＣＲ扩增体系：１０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｒＴａｑ酶０５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ５μＬ，上游
引物（Ｆ）１μＬ，下游引物（Ｒ）１μＬ，模板ＤＮＡ５μＬ，
加ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变
性５ｍｉｎ，９５℃变性４５ｓ，５２℃退火１ｍｉｎ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３３个循环；７２℃延伸１５ｍｉｎ，４℃保存。

扩增产物采用琼脂糖凝胶电泳检测，参照ＤＮＡｍａｋｅｒ
电泳条带读出 ＰＣＲ产物的大小和质量（检查条带是
否含有杂带以及是否明亮单一），纯化后寄往上海桑

尼生物科技有限公司测序，样品均采用 ＡＢＩ３７３０ＸＬ
测序仪双向测序。

２３数据处理与序列分析

通过提取ＤＮＡ、ＰＣＲ扩增和产物测序，将测序
结果在ＢＬＡＳＴ中进行比对。去除上下游引物序列，
用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行序列比对，两两产生同源性，将２０
条虎尾海马样品的 ＣＯＩ序列结果提交至 ＧｅｎＢａｎｋ数
据库，登录号详见表１。利用ＭＥＧＡ７０软件计算所
测ＣＯＩ序列碱基组成和长度，基于Ｋ２Ｐ双参数模型计
算并分析碱基变异位点、信息位点、转换／颠换、种
内及种间遗传距离等；通过邻接法构建系统进化树

（ＮＪ树），分析虎尾海马与其他海马之间的亲缘关系。

３　结果

３１性状特征鉴别

虎尾海马与线纹海马、大海马、三斑海马和小

海马的形态区别明显，但与刺海马较为相似，容易

混淆，因此常被作为刺海马伪品在市场上流通。研

究观察表明，虎尾海马最大体长１８７ｃｍ，体表多为
褐色，体上棘状突起较为明显，呈钮状，尖端大多

黑色，体环１１个，尾环多为３５～３６个。头冠矮小，
顶端有５个明显的圆形突起，吻长不及头长１／２，鼻
刺显著，具双颊棘。体轻，骨质坚硬，气微腥，味

微咸。虎尾海马的体表多花斑，尾部有交替出现的

斑纹，似老虎的尾巴，虎尾海马因此而得名，这一

特点是虎尾海马最典型的鉴别特征，也是与刺海马

的重要区别点。虎尾海马干燥体形态如图１所示。

图１　虎尾海马干燥体形态
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３２条形码序列和遗传距离分析

本研究对２０个虎尾海马样品的ＣＯＩ基因进行了
ＰＣＲ扩增及测序，采用 ＭＥＧＡ７０软件对 ＣＯＩ序列
的长度、ＧＣ含量、碱基变异位点、信息位点、转
换／颠换等进行分析。结果表明，虎尾海马的ＣＯＩ序
列全长６４９ｂｐ，其中 Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ碱基平均含量分
别为２７１３％、２２８０％、１６９３％、３３１４％，Ｇ＋Ｃ
平均含量为 ３９７３％，明显低于 Ａ＋Ｔ平均含量
６０２７％。ＣＯＩ基因序列在虎尾海马不同个体之间存
在一定的种内变异率，其中保守位点６４３ｂｐ，变异
位点６ｂｐ，变异率为０９２％。在２０个虎尾海马样
品中 ＣＯＩ序列的信息位点为１ｂｐ，转换值为１，不
存在颠倒现象。通过虎尾海马ＣＯＩ序列的单倍型数
目分析发现，虎尾海马 ＣＯＩ序列存在６种单倍型，
其中主导地位的单倍型为 Ａ３，占样品总量的
７０％，提示ＣＯＩ条形码序列在虎尾海马种内存在一
定的变异率，可用于后续的种群和地理进化关系

研究。

将获得的２０个虎尾海马样品 ＣＯＩ序列和其他
８种正伪品海马样品的 ＣＯＩ序列进行分析，基于
Ｋ２Ｐ参数模型计算虎尾海马 ＣＯＩ基因的种内和种间
遗传距离（见图２）。结果表明，ＣＯＩ条形码序列在
虎尾海马的最大种内遗传距离远小于其最小的种间

遗传距离，虎尾海马 ＣＯＩ序列的种内遗传距离为
００００～０００４９，种内平均遗传距离为０００１１，虎
尾海马与其他 ８种海马样品的种间遗传距离为
００８５７～０１５８４，其中与直立海马的种间遗传距离
最大（０１５８４），与刺海马的种间遗传距离最小
（００８５７），种间的平均遗传距离为０１２３９。虎尾
海马ＣＯＩ序列最小种间遗传距离是其最大种内遗传

注：Ｐ＜００１。

图２　虎尾海马与其他海马ＣＯＩ序列遗传距离分析

距离的 １７５倍，存在显著条形码间隙（ｂａｒｃｏｄｉｎｇ
ｇａｐ），因此通过分析不同海马样品的 ＣＯＩ序列，可
将虎尾海马与其他不同海马品种明显区分。

３３ＮＪ树聚类分析
为进一步确定 ＣＯＩ序列在虎尾海马和其他海马

正伪样品间的鉴定能力，本文以 Ｋ２Ｐ为参数模型，
基于ＣＯＩ序列采用邻接法构建虎尾海马、８种其他
正伪品海马和 ２种海龙的 ＮＪ树，并通过 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
（１０００次重复）检验各分支支持率。图３结果表明，
虎尾海马的２０个样品聚成一个大分支，其分支支持
率为１００％，明显与其他 ８种海马和 ２种海龙区分
开。此外，虎尾海马内部存在一定的分支亚群，但

其分支支持率较低，且进化树结构不稳定。虎尾海

马与刺海马聚集成一分支，其支持率为 ９５％，说
明虎尾海马与刺海马的亲缘关系较近，可作为刺海

马的替代品用于后续的研究和开发。通过ＣＯＩ序列
的 ＮＪ树聚类分析，可将虎尾海马与其他的海马品
种明显区分，为虎尾海马的鉴定提供了快速准确的

方法。

４　讨论

本文对虎尾海马的性状特征和ＤＮＡ条形码进行
了系统研究，明确了虎尾海马与常见正伪品海马样

品间最显著的鉴别特征，对条形码 ＣＯＩ序列在虎尾
海马种内种间的变异率、遗传距离和ＮＪ树聚类进行
了分析，为虎尾海马快速准确鉴定技术的开发奠定

了基础。

传统的中药材鉴定方法包括性状鉴别、显微鉴

定、粉末鉴定和理化鉴别等。前期文献报道不同海

马药材粉末显微鉴定过程中，发现不同海马品种来

源的皮肤碎片、横纹肌纤维、骨碎片和胶原纤维等

显微结构多样，但种间差异不具有统计学意义，无

法准确鉴别海马的种类［１２］。因此，本研究采用了性

状鉴定和分子鉴定联用技术，对中药市场上常见的

海马伪品虎尾海马进行生药学研究。实验结果表

明，２０条虎尾海马样品中存在 ６种单倍型，说明
ＣＯＩ条形码序列在虎尾海马种内存在一定的变异
率，可用于后续的种群和地理进化关系研究。虎尾

海马的 ＣＯＩ序列总长度６４９ｂｐ，碱基 Ａ＋Ｔ的含量
大于碱基 Ｇ＋Ｃ的含量，同时４种碱基中 Ｇ的含量
较其他３种碱基低，这与脊椎动物线粒体 ＤＮＡ特
点一致［１３］。
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图３　基于ＣＯＩ序列构建的虎尾海马系统发育树

ＤＮＡ条形码（ＤＮＡＢａｒｃｏｄｉｎｇ）是一种新兴的生物
分类学技术，近年来在中药材鉴定及相关领域有迅

速的发展和应用。构建中药材ＤＮＡ条形码分子鉴定
数据库，有利于对中药材的准确快速鉴定，为保证

临床用药安全提供坚实基础［１４１５］。其中，ＣＯＩ基因
是动物药 ＤＮＡ条形码序列的首选序列，具有 ＰＣＲ
扩增效率高、进化速率快、种间遗传大于种内遗传

等特点［１６］。张辉等［１７］选取了 《中华人民共和国药

典》中４５个动物药材进行研究，结果表明ＣＯＩ序列
作为ＤＮＡ条形码适用于 《中华人民共和国药典》中

动物药材的鉴定，在药用动物的分类鉴定中可被广

泛应用。赵群等［１８］研究了６种蟾蜍及４种易混淆品
的ＣＯＩ线粒体基因ＤＮＡ序列，证明ＣＯＩ条形码能够
准确鉴定中华蟾蜍。张红印等［１９］研究了５个物种５０
份蜈蚣样品，证实 ＣＯＩ条形码序列可以准确鉴定蜈

蚣及其混伪品。石林春等［２０］研究了１３个物种６８份
蛇蜕原药材样品，说明 ＣＯＩ条形码不仅可以鉴定中
药材蛇蜕的３种基原，而且可以区分蛇蜕及其易混
伪品。张改霞等［２１］对２１个物种２１１条海马及其混
伪品的ＣＯＩ序列进行分析，证明 ＣＯＩ序列能够作为
ＤＮＡ条形码准确鉴定海马及其混伪品。基于上述研
究结果的启发与指导，故本文采用 ＣＯＩ基因作为鉴
别虎尾海马及其他正伪品海马的ＤＮＡ条形码。研究
结果表明，ＣＯＩ序列在虎尾海马的种内种间遗传距
离存在显著条形码间隙，ＮＪ树聚类分析表明，虎尾
海马单独聚为一支，且节点支持率均达到１００％，结
果说明了通过 ＣＯＩ条形码序列，可准确区分虎尾海
马与其他市场常见的正伪品海马，也进一步证实了

ＣＯＩ条形码在动物类中药分类鉴定中的通用性和准
确性。本文的研究为 ＣＯＩ条形码准确鉴定动物药虎

·８７１１·
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尾海马提供了分子依据，扩充了ＤＮＡ条形码数据库
中药用动物序列，并为建立海马分子鉴定技术流程

奠定了基础。

ＣＯＩ条形码序列作为一种线粒体基因，被广泛
应用于分类鉴定、系统发育关系和种群遗传结构的

研究中。海马作为重要的海洋药用动物，其均属于

海龙科海马属动物，其亲缘关系较近，利用单一条

形码在鉴定过程中有时无法准确区分，影响分子鉴

定的准确性。蒋超等［４］研究表明，ＣＯＩ序列进行 ＮＪ
聚类分析时，管海马、太平洋海马、西非海马、吻

海马、短吻海马和南非海马等共同聚为一大支，形

成管海马复合体，而无法相互区分。Ｃｈａｎｇ等［２２］已

经完成了虎尾海马的线粒体全序列测定工作，为其

后续的鉴定与进化分析研究奠定了基础。与单个线

粒体条形码基因相比，线粒体全序列包含的遗传信

息更丰富、变异位点和序列更多样，故可通过不同

药材品种间的线粒体全序列比对，确定物种间最显

著的差异序列，为后续的 ＤＮＡ条形码开发奠定基
础［２３２４］。课题组长期致力于中药资源的开发和分子

鉴定等方面的工作，近年来在海马等海洋动物类药

材的分类鉴定和ＤＮＡ条形码开发等领域做了部分工
作。为建立适用于海马药材分子鉴定的技术体系，

课题组通过获得线粒体全基因组序列，建立海马及

其混伪品的系统发育关系，明确不同海马来源的分

子进化地位，筛选速度适中的可用于区分近缘海马

的ＤＮＡ条形码分子标签。目前，课题组已完成包括
线纹海马、棘海马、南非海马、欧洲海马和驼背海

马在内的７种海马线粒体基因组全序列，为规范海
马中药材市场的技术开发奠定基础，也为我国海马

资源的遗传多样性保护、资源开发与利用、海马良

种选育提供了数据支撑［２５３０］。

虎尾海马作为常见海马药材之一，来源广，数

量多，养殖存活率相对于其他海马较高，具有良好

的开发应用前景［３１］。作为海马属的模式物种之一，

虎尾海马的全基因组测序工作已经完成［３２］。测序和

分析结果表明，相比于其他硬骨鱼基因组，虎尾海

马基因组中蛋白质和核甘酸的进化速率最快，其丢

失了大量的顺式调控元件，这些缺失可能在海马的

演化革新中发挥重要作用。虎尾海马的全基因组信

息，有助于揭示了海马特异体形和独特生活方式的

形成原因，也为海马资源的药用价值开发和濒危资

源保护技术运用提供指导。本文在性状鉴定和分子

鉴定实验的基础上，对虎尾海马的性状和ＤＮＡ条形

码鉴定技术进行了系统开发，为虎尾海马后续开发

过程中品种的准确鉴定提供了技术保证，也为海马

药源的扩展和养殖品种的引进开发提供了科学参考

和数据支撑。
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